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Exprese alergenii genové rodiny Mal d 4 a geni PLA21, PLA23 a

TGase ve slupce a duZniné jablek

Souhrn

Jable¢né plody maji ve vyzivé Clovéka dilezitou roli. Pomahaji s regulaci ¢innosti
traviciho Ustroji piisobenim pektinovych latek, organickych kyselin ¢i enzymu. Takeé je jejich
konzumaci snizovano riziko mrtvice, srdecnich chorob ¢i rakoviny plic. V poslednich letech
byl ale zaznamenan vysoky nartst poctu alergickych reakci objevujicich se po konzumaci

tohoto ovoce.

V této diplomové praci byla studovana exprese izoforem Mal d 1.02, Mal d 4.01, Mal
d 4.02, Mal d 4.03, Mal d 4.04 a geni PLA21, PLA23 a TGase u 14 odrud jablek
pochazejicich z experimentalnich vysadeb VSUO Holovousy s.r.o. Byly studovany rozdily
v expresi gentl vzhledem k roku sklizn€, analyzovanému typu pletiva, odridé a biologickému
replikatu. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci metody stanoveni relativni exprese gent,
zalozené na kvantitativni Real-Time polymerazové fetézové reakci (qRT-PCR). Ke
statistickému zpracovani vysledkli jsme pouzili hodnoty ACq, které byly vztazeny

k referenénimu genu pro aktin 7.

Z vysledku této diplomové prace vyplyva, ze exprese genu Mal d 1.02 je majoritni ve
srovnani s ostatnimi zkoumanymi geny, a to bez ohledu na rok sklizn€, analyzovany typ
pletiva, odradu a biologicky replikat. Bylo prokazano, ze rok sklizn¢ hraje velkou roli pii
posuzovani miry exprese analyzovanych genil. Je to pravdépodobné zplsobeno odlisSnymi
stresovymi faktory, kterym byly v jednotlivych letech jable¢né plody vystaveny. Pii
posuzovani intenzity exprese nebyl vybér odridy dilezity zejména kvuli nizké mife exprese
vétSiny gen napii¢ vSemi odrtiidami. Exprese testovanych genli se mezi biologickymi
replikaty neliSila, replikaty spolu tizce korelovaly, ¢imZ jsme potvrdili spravnost metodického

postupu.

Tato diplomovéa prace vznikla za podpory grantového projektu NAZV MZe CR
QJ1510354.

Kli¢ova slova: jablon, Malus x domestica, izoalergeny, Mal d 4, PLA21, PLA23, TGase,
qRT-PCR



Expression of allergens from gene family Mal d 4 and genes
PLA21, PLA23 and TGase in apple skin and flesh

Summary

Apple fruit plays an important role in human nutrition. They help with the regulation
of the digestive tract by the action of pectin substances, organic acids or enzymes. They also
reduce risk of stroke, heart disease or lung cancer. However, in recent years there has been a
high increase in the number of allergic reactions occurring after consumption of this fruit.

In this diploma thesis, the expression of isoforms Mal d 1.02, Mal d 4.01, Mal d 4.02,
Mal d 4.03, Mal d 4.04 and genes PLA21, PLA23 and TGase in 14 apple varieties from
experimental plots of VSUO Holovousy s.r.o. were studied. Differences in gene expression
were studied, based on harvest year, tissue type analyzed, variety and biological replicate. The
evaluation was performed using the method of relative gene expression based on quantitative
Real-Time Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR). For statistical processing of the results
we used ACq values, which were related to the reference gene for actin 7.

The results of this thesis show that Mal d 1.02 gene expression is major compared to
the other genes examined, regardless of harvest year, analyzed tissue type, variety and
biological replicate. The harvest year has been shown to play a major role in assessing the
expression level of the analyzed genes. This is probably due to the different stress factors that
apple fruits have been exposed to each year. In assessing the intensity of expression, the
choice of variety was not particularly important due to the low expression of most genes
across all varieties. Expression of test genes did not differ between biological replicates,

replicates closely correlated, thus confirming the correctness of the methodologies.

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

Keywords: apple tree, Malus x domestica, isoallergens, Mal d 4, PLA21, PLA23, TGase,
qRT-PCR
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1 Uvod

Jable¢né plody maji ve vyzivé clovéka nezastupitelnou roli. Obsahuji vitaminy,
mineraly, vlakninu i sekundarni metabolity jako jsou flavonoidy, fenoly a karotenoidy. Jsou
také schopné vazat toxické latky (Paris et al. 2017). Bylo potvrzeno, ze konzumaci jablek
dochazi ke snizovani rizik mrtvice, srdecnich chorob i rakoviny plic (Knekt et al. 1996; Knekt
et al. 2000; Le Marchand et al. 2000). Pojidani jablek ptisobi pozitivné i na nas chrup a na
nervovou soustavu (HriCovsky et al. 2003). Bohuzel v poslednich letech ptibyva jedinct

alergickych na tento druh ovoce.

Jable¢né plody jsou dokonce nejcastéj¢i pti¢inou alergickych reakci v ramei Celedi
Rosaceae a jsou zodpovédné za ¢tvrtou nejcastéjsi pfi¢inu potravinovych alergii (Burney et
al. 2010). V soucasné dobé¢ je jedinou prevenci proti alergickym reakcim vyhybani se tomuto
ovoci. Z toho divodu se objevuje stale vétsi snaha produkovat jable¢né plody, které nebudou

zpusobovat zadné alergické reakce (Paris et al. 2017).

V jable¢nych plodech byly dosud identifikovany 4 hlavni tfidy alergeni — Mal d 1,
Mal d 2, Mal d 3 a Mal d 4. Za hlavni alergeny jablek se povazuji izoformy alergenu Mal d 1,
jejichz exprese je tak dobie prozkoumana (Gao et al. 2008; Ahammer et al.
2017).Nejpouzivanéjsi metodou pro kvantifikaci genové exprese je relativni kvantifikace, pii
které jsou pomoci qRT-PCR zjistovany zmény v mnozstvi mRNA testovaného genu

V porovnani s referenénim genem (Livak & Schmittgen 2001).

V této diplomové praci byla hodnocena exprese izoalergenu Mal d 1.02, Mal d 4.01,
Mal d 4.02, Mal d 4.03, Mal d 4.04 a enzymi PLA21, PLA23 a TGase, které by podle nové
studie Paris et al. (2017) mohly mit také vyznamny podil na urfeni alergenicity jablek.
Exprese genti byly porovnavany mezi dvéma roky sklizné, 14 analyzovanymi odridami,

dvéma biologickymi replikaty a dvéma typy pletiva jable¢nych plodi — slupkou a duzninou.



2 Védecké hypotézy a cile prace

2.1 Védecké hypotézy

Védecké hypotézy, které byly pouzity v této diplomové praci, 1ze shrnout do nasledujicich
bodu:

1. Exprese izoalergenti genové rodiny Mal d 4 a geni PLA21, PLA23 a TGase je
srovnatelna s expresi hlavnich jable¢nych izoalergent z rodiny Mal d 1.

2. Existuji meziodridové rozdily v expresi vyse uvedenych gent.

3. Intenzita exprese vySe uvedenych geni mize byt ovlivnéna ro¢nikem, ve kterém byly

sklizeny analyzované plody.

2.2 Cile prace
Z vySe uvedenych hypotéz vyplyvaji nasledujici cile prace:

A) Ziskat kolekci plodi alesponi 10 odrud jabloni, které byly vypéstovany v identickych
agrotechnickych podminkach experimentélnich vysadeb VSUO Holovousy s.r.o.

B) Optimalizovat metodicky postup stanoveni exprese vyse uvedenych novych
jable¢nych alergenti.

C) Pomoci kvantitativni PCR stanovit relativni exprese vybranych gent ve slupce i
duzniné ploda okamzité po sklizni.

D) Provést statistické vyhodnoceni vysledku s cilem porovnat rozdily v expresi

zpusobené odridou a ro¢nikem.



3 Prehled literatury

3.1 Malus x domestica Borkh. (jablonn domaci)

3.1.1 Popis druhu

Rod Malus fadime do celedi ruzovitych (Rosaceae) a podceledi mandlonovitych
(Amygdaloideae). Obsahuje kolem 30 ptivodnich druhti a nékolik desitek druhti hybridnich.
Mezi plané se vyskytujici druhy jabloni patfi napt. Malus sylvestris Miller (jabloni lesni),
Malus dasyphylla Borkh. (jablon plstnata), Malus baccata (L.) Borkh. (jablon drobnoploda) ¢i
Malus floribunda Sieb. (jablon mnohokvéta). Velky vyznam ma zejména posledni zminovana
jablon, Malus floribunda, jelikoz z ni byly vySlechtény odridy rezistentni vici strupovitosti.
V soucasné dobé hybridni druh Malus x domestica Borkh. (jablonn domaci) zahrnuje vSechny
kulturni odrady jabloni (Blazek 2001).

Jablofi domaci je nejvyznamnéjs$i ovocny druh mirného pasu, ktery je hojné€ péstovan v
sadech 1 zahradach (Hejny & Slavik 2003). Je to strom vysoky obvykle 10 aZz 14 m, ktery
pomérné mélce kofeni — vétsina kofend se naléza pouze v hloubce 20-60 cm (Dvoiak 1980).
Jeho kmen mé borku Sedou az tmavé Sedou, loupajici se v tenkych platcich. Listy M.
domestica jsou eliptické az tzce okrouhlé, obvykle az kolem 12 cm dlouhé a 6,5 cm Siroké,
na vrcholu zaspicatélé a na okraji pilovité. Vrchni strana ¢epele je mirné¢ ochlupend, spodni
strana byva plstnatd. Kvétenstvim jabloné¢ domaéci je chudokvéty chocholik se 4 az 8
oboupohlavnymi kvéty, které jsou 4 az 5 cm Siroké. Jejich korunni listky jsou zbarveny bile,

Z vn¢jsi strany jsou lehce narazoveélé (Blazek 2001).

Plodem jabloni jsou jablka (malvice) rozmanitych tvart, velikosti i barev, zavisejicich
na dané odrudé. Obsahuji 5-12 tmavé hnédych kapkovitych semen, byly uz vyslechtény i
odridy s absenci semen. Barva plodu je odriidovym znakem a zpravidla se pohybuje od
zelené, zluté, Gervené az po tmavé vinovou. Casto viak byvaji na plodech barvy
kombinované. Pfed vysychanim chrani plody vrstva kutikuly, dle jejthoz mnozstvi se da
rovnéz dobie uréit konkrétni odrida. Kulturni jabloné zpravidla plodi kolem 150-200 kg
jablek ro¢né (Dvotdk 1980). Jabloii domaci se doziva 80-150 let, produktivni vék jejich

kultivara je vSak krats$i — plodit za¢inaji mezi 5. az 15. rokem Zivota (Blazek 2001).

Jabloni doméci se dobfe dafi na huméznich pidach, bohatych na ziviny. Primérna
ro¢ni teplota, kterd je optimalni pro tento druh stromi, by se méla pohybovat nad 6,5°C.

Roc¢ni thrn srazek vhodny pro péstovani M. domestica by mél byt mezi 500-800 mm (Hejny
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& Slavik 2003). V oblastech s nizsi Grovni srazek je potieba pro péstovani jabloni zavlaha.
Jablon¢ se péstuji zejména v nadmotskych vyskadch od 150 m do 400 m, pficemz je lze
péstovat i ve vysSich polohach, kde vSak hrozi mnohem castéjs$i promrznuti kvétt. Limitujici
podminky pro péstovani jabloni obvykle zahrnuji hladinu podzemni vody, padni profil,

srazkové poméry a konfiguraci terénu (Blazek 2001).

Odrudy jabloni, které se bézné péstuji, jsou cizosprasné. Vétsina z nich je diploidnich
a jsou oznacovany za skvélé opylovace kvili jejich dobie klicivému pylu. Mezi triploidni
odriidy patii mj. odridy '‘Boskoopské Cervené’ a 'Jonagold’ se Spatné kli¢ivym pylem a tedy i

neschopnosti opylovat jiné odridy (Sus 1992).

Odridy lze rozdélit podle doby zrani na rané (letni), podzimni, pozdné podzimni az
ran¢ zimni, zimni a pozdné zimni. Ve spojeni s odrlidami se miizeme velmi Casto setkat
s vyrazem skliziiovd zralost, kterd oznaCuje stav, kdy jsou plody lehce odlucitelné od
plodonose, slupka je vybarvend svétlejSim odstinem a semena jsou nahnédld. Optimalni chuti
dosahuji plody pfti tzv. konzumni zralosti. Letni odridy mivaji zpravidla konzumni zralost ve
stejném obdobi jako skliziovou zralost. Podzimni odriidy konzumné dozravaji za 2-8 tydnt
po skliznové zralosti, zatimco rané zimni za 8-12 tydnl. U pozdné zimnich odrid se obdobi

konzumni zralosti pohybuje od 12 do 24 tydnt po skliziiové zralosti (Sus 2000).

V soucasné dobé je v Ceské republice registrovano pies 110 odriid jabloni, z nichZ na
90 odrtd je tuzemskych a 50 z nich je vyznamné odolnych a rezistentnich vici strupovitosti
(Nesrsta 2011). Mezi nejcastéji péstované odrudy patii zimni odridy ‘Golden Delicious’ a

'Idared’, zvySuje se zajem také o rezistentni zimni odridy (Nesrsta & Jan 2016).

3.1.2 Historie a rozsifeni druhu

Jiz v dobé neolitu a doby bronzové sbirali obyvatelé z oblasti pohoti Tien Shan chutné
Stavnaté plody jabloni, které byly velmi podobné plodim druhu M. sylvestris. Kvuli
vale¢nym vypadim a rozvoji obchodu se jablka postupné zacala §ifit smérem na zdpad do
Malé Asie a jizni a jihovychodni Evropy. Sifeni bylo umoznéno piedeviim znalosti

vegetativniho mnoZeni na principu roubovani (Gharghani et al. 2009).

Ve starovékém Recku jablka jako prvni popsal Theofrastos, ktery jiz rozliSoval plané a
kulturn& péstované jablong. V Rimské Fisi se podrobnéji jable¢nym plodiim vénoval Plinius
stardi, ktery popsal 17 odriid p&stovanych v Italii. Rekové a Rimané pak toto dnes jiz b&zné
dostupné ovoce rozsitili takika do celé Evropy (Ferree & Warrington 2003; Gharghani et al.
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2009). Padem Rimské FiSe viak nastal na nékolik set let ipadek v p&stovani jabloni, které
byly nadale zuSlechtovany pouze v klasternich zahradach a panovnickych sidlech (Ferree &
Warrington 2003). V ceskych zemich se péstovani ovocnych stromt rozvijelo zejména za
vlady Karla I'V. (Bocek 2008)

3.1.3 Fylogeneticky ptvod druhu

Na zékladé nejnové€jSich molekularnich genetickych analyz bylo zjisténo, ze M.
domestica ma mnohem vétsi genetickou podobnost s drunem M. sieversii nez s M. sylvestris.
M. x domestica Borkh. je tak pravdépodobné hybrid, ktery vznikl zpocatku nahodnym
vybérem semenact M. sieversii s atraktivnimi vzhledovymi i chutovymi vlastnostmi (Velasco
et al. 2010). Yamamoto et al. (2004) dokonce navrhuje, Ze pro M. domestica a M. sieversii,
dva dosud rozlisované botanické druhy, by se mélo pouzivat pouze jedno druhové jméno, a to

M. pumila Mill.

Poté, co se jabloné zacaly Sifit z Blizkého vychodu smérem na zépad, dochazelo ke
spontannimu kiizeni M. domestica s M. orientalis (Velasco et al. 2010). Evropsky druh M.
sylvestris se na vzniku M. domestica nepodilel, teprve pozdé&ji byl vyuzivan jako podnoZz pro
vyslechténé kulturni odriidy ¢i slouzil jako donor genli pro odolnost vii¢i patogenim a
Skudctim. Asijské druhy, u nichz se vyuzivala jejich mrazuodolnost, M. baccata a M.
floribunda, se rovnéz podilely na vzniku mnoha vyslechténych odrtd jabloné¢ domaci (Bocek

2008).

3.1.4 Vyznam ovoce ve vyZivé ¢lovéka

Ovoce ma ve vyZzivé Clovéka nezastupitelnou roli. Obsahuje vitaminy, mineraly,
vlakninu 1 sekunddrni metabolity jako jsou flavonoidy, fenoly a karotenoidy. VSechny tyto
latky maji dtileZitou antioxida¢ni funkci — jsou schopné vazat toxické latky (Paris et al. 2017).
Béhem travicich procesti navic zustavaji z ovoce pouze Kationty, které maji odkyselujici
ucinek (Blazek 2001). Konzumaci ovoce a zeleniny tak mtize ¢loveék pfedchazet nejriznéjSim
nemocem a snizit napiiklad 1 vyskyt astmatu, kardiovaskularnich onemocnéni ¢i dokonce

rakoviny (Le Marchand et al. 2000).

S celkovym snizenim pohybu je nutno ovocem nahrazovat vysoce kalorické slozky

potravy — piedevs§im tuky, cukry a bilkoviny. Proto se ovoce UspéSn€ pouziva pii redukcni



dieté. Primérna spotiteba ovoce na jednoho ¢loveéka by se méla pohybovat mezi 80 az 100 kg
ro¢né. Ovoce také pomaha regulovat cinnost tradviciho ustroji plsobenim vlakniny,
pektinovych latek, organickych kyselin a enzymt. Ovoce navic povzbuzuje chut k jidlu svou

ptitazlivou viini a vzhledem (Blazek 2001).

V nasich zemépisnych S$itkach se v Cerstvém stavu v zimnim obdobi konzumuji
prevazné jablka. V Ceské republice je spotieba obyvatele na rok okolo 25 kg jablek z doméci
produkce (Hri¢ovsky et al. 2003). Bylo potvrzeno, Ze konzumace jablek snizuje riziko
mrtvice, srde¢nich chorob i rakoviny plic (Knekt et al. 1996; Knekt et al. 2000; Le Marchand
et al. 2000). Navic pojidani jablek nemé pozitivni vliv jen na zvySeni odolnosti organismu
proti nejriznéj$im onemocnénim, ale ptisobi také i na nd$ chrup a na nervovou soustavu

(Hricovsky et al. 2003).

3.1.4.1 Chemické sloZeni jable¢nych plodu

Nejvétsi slozkou ovoce je voda. Jeji obsah v duznatych ovocnych plodech se pohybuje
kolem 79 % az 87 %. V ovoci jsou z dalsich latek nejvice zastoupeny sacharidy. Nejvetsi
podil ze sacharidi ma Skrob, ktery se béhem dozravani hydrolyzuje na sacharézu a
jednoduché cukry — glukozu a fruktézu. V jableénych plodech mizeme nalézt vSechny tfi
druhy cukrti — mnozstvi glukozy a fruktdzy je vSak mnohem vys§i nez mnoZzstvi sacharozy.
Mnozstvi celuldézy se u jablek pohybuje kolem 1-2 %. Ze vSech ovocnych plodd, které se
péstuji v nasich podminkach, je nejvetsi obsah cukri pravé u jablek a merunck, pricemz u

jable¢nych plodu se jeho mnoZstvi pohybuje kolem 8-22 % (Blazek 2001).

Kromé¢ cukrt Ize v jablkach najit i pektinové latky (protopektin a pektin), které byvaji
hojné zastoupeny pifevazné v nezralém ovoci. V jableCnych plodech se vyskytuji i kyseliny
(jejich podil je kolem 0,2-1,6 %) — zvlasté se jedna o kyselinu jable¢nou. Aby ovoce mélo
dobrou chut’, je nutny urcity pomér kyselin k mnozstvi cukru, pficemz rozlozeni kyselin

V plodu byva Casto nestejné (Blazek 2001; Hricovsky et al. 2003).

Z dalsich vyznamnych latek se v jablkdch nachazeji ttisloviny, které zplsobuji
natrpklou chut), pfi jejich vy$§im obsahu mtize mit dokonce konzument az pocit sviravé chuti.
Taniny jsou ve vys8i mife obsaZeny v zelenych plodech. Pokud ptevlada svirava chut i ve
zralych plodech, je to zptsobeno jejich nizkym obsahem cukru. ZvySeny obsah tiislovin maji
zvlasté plané druhy jabloni. Aromatické latky jsou v jable¢nych plodech zastoupeny

pfedevsim jako estery kyselin, aldehydy a silice (Blazek 2001).



V ovoci se nachézi jen nizsi obsah dusikatych latek, z nichZ polovinu tvoii bilkoviny a
druhou polovinu dusitany a dusi¢nany. Obsah vitamini v jablkdch je hodné variabilni.
Ackoliv ovoce ma vysoky obsah vitaminu C, jable¢né plody ho obsahuji pomérné¢ malo
(Blazek 2001). Jeho mnozstvi je u jablek zavislé predevS§im na odrudé. Mezi odridy
Snejvétsim obsahem vitaminu C patfi odridy 'Ontario’, 'Boskoopské cCervené’ a
'Wagenerovo'. Zejména odriida 'Ontario’ se povazuje za odriidu vhodnou i pro diabetiky
(Hri¢ovsky et al. 2003). Mnozstvi vitaminu C v jable¢nych plodech ale zavisi naptiklad i na
zemepisné poloze, klimatickych Cinitelich, pidnich a agrotechnickych podminkéch, stupni
zralosti, velikosti plodu a skladovacich podminkach (Blazek 2001).

Jable¢né plody jsou pro Clovéka vyznamnym zdrojem drasliku, vapniku, hoiciku,
fosforu a Zeleza. Je to zptisobeno tim, ze v ovoci jsou tyto prvky obsazené v takové formé,
ktera je ptistupnd pro lidsky organismus. Jablka maji ve srovnani s ostatnimi ovocnymi plody
zejména vysSi mnozstvi Zeleza (Blazek 2001). Primérny obsah nékterych zmifiovanych latek

a prvku v jable¢nych plodech je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1: Priimerny obsah nékterych latek a prvkii v jablecnych plodech

Zdroj: Blazek 2001

Vitaminy

Bilkoviny | Tuky | Cukry | Vapnik | Fosfor | Zelezo A B, B, C

% mg %

0,4 0,4 15,9 0,01 0,01 0,01 | 0,03 | 0,06 | 0,05 10

3.2 Alergie
Terminem alergie oznacujeme nepiiméfenou a piehnanou reakci imunitniho systému
jedince na latky, s nimiZ se doposud setkaval v béZném prostredi. Velmi Casto se jednd o latky

exogenniho (zevniho) piivodu (Litzman et al. 2001).



Ferencik (2005) uvadi, ze v primyslové vyspélych statech je nartst poctu alergickych
osob kazdy rok o 5 %. Na vysokém poctu alergickych reakci se podili mnoho faktord —
nezdravy zivotni styl spojeny se Spatnou vyzivou, koufenim ¢i nedostatkem pohybu, zivot
V uzavienych interiérech, zplodiny primyslu nebo UV zéfeni. Zminéné vnéjsi faktory mohou
vyvolat alergické onemocnéni ¢i ptisobi jen jako spoustéce téchto onemocnéni. Velkou roli

zde hraji i genetické predispozice (Spi¢ak & Panzner 2004).

3.2.1 Alergeny

Alergen je oznaéeni pro antigen, ktery vyvolava alergickou reakci spojenou s tvorbou
specifickych protilatek tfidy IgE (imunoglobulin E). Pokud se citlivy ¢lovék opakované setka
S alergenem, spusti se u néj kaskdda bunécnych pochodii projevujicich se jako klinické
priznaky alergie. Ke spusténi této alergické reakce dochazi pouze u lidi s abnormalni imunitni
reaktivitou. U ostatnich osob dochazi k fyziologické imunitni odpovédi, kterd se projevuje

zvys$enou produkcei protilatek tiidy IgG (imunoglobulin G; Litzman et al. 2001).

Alergeny lze rozdélit do dvou hlavnich skupin, a to na alergeny hlavni a alergeny
vedlejsi. Hlavni alergeny jsou takové alergeny, které vyvolavaji tvorbu specifické protilatky
IgE u vice nez 50 % pacientl. Dale je miZeme charakterizovat pozitivitou koZnich testi.
Hlavni alergeny jsou pfitomny v léCebnych preparatech pro alergenovou imunoterapii,

vyskytuji se i v komeréné dodavanych testovacich soupravach (Spi¢ak & Panzner 2004).

Ostatni alergeny jsou oznacovany jako vedlejsi alergeny. Reakce vyvolané vedlejSimi
alergeny mohou mit jiné piiznaky nez reakce vyvolané hlavnimi alergeny. Vedlejsi alergeny
jsou Casto pric¢inou zkiizené reaktivity nejen biologicky pfibuznych organismii, ale i evolucné

vzdalenych organismt (Spi¢ak & Panzner 2004).

Mezi alergeny fadime i tzv. panalergeny, u nichz je podobnost mezi bilkovinami, jez
jsou obsazeny v epitopech, vyssi nez 80 %. Panalergenti existuje velké mnoZstvi druhti — patii

mezi n¢ napiiklad i profiliny, lepek obilovin, kasein ¢i polkaciny (Fuchs 2013).

Kazdy alergen ma své specifické oznaceni, které vychdzi z rodového a druhového
jména jeho plvodce. Prvni tfi pismena jsou pismena rodu, nasledujici pismeno je prvni
pismeno druhu a nakonec je v oznaCeni alergenu obsazena Cislice, kterd vyjadiuje, kdy bylo
dosazeno purifikace. Naptiklad alergeny jabloné¢ domaci Malus domestica jsou oznacovany
jako Mal d. Jelikoz bylo popsano nékolik typi jablecnych alergend, oznacuji se jako Mal d 1,
Mal d 2, Mal d 3 a Mal d 4. Stejné tak nejvyznamnéjsi alergeny biizy bradavi¢naté Betula
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verrucosa jsou oznacovany jako Bet v1 a Bet v2. Aby bylo mozno odlisit izoalergeny a
alergenové varianty, piSe se za potadové Cislo alergenu tecka a za ni dvojcéiselny kod. V ramci
nomenklatury jsou popsany i izoformy, alergenové geny, rekombinantni alergeny a syntetické

peptidy (Spi¢ak & Panzner 2004).

Mezi alergeny, se kterymi se mizeme nejcastéji setkat, patfi pyly, plisné a potraviny

(Litzman et al. 2001).

3.2.1.1 Nejcastéjsi skupiny alergent

3.2.1.1.1 Pyl

Pyly patii mezi nejvétsi skupinu alergeni venkovniho prostfedi, které se vyskytuji
pouze sezonné. Pylova sezona zacind obvykle na jate vyskytem pyli stromil (napf. biiz, lisek
¢1 olsi). V letnim obdobi zplsobuji alergické reakce zejména pyly trav. Na podzim jsou
naopak dominantni nejriiznéjsi plevele a byliny (napt. pelyn€k a lebeda). Pacienti mohou byt
alergicti na pyl jedné rostliny, ¢i naopak zkiizen¢ reagovat na skupinu ptibuznych rostlinnych

druht (Fuchs 2013).

3.2.1.1.2 Plisn¢
Plisn¢ se obvykle objevuji na vlhkych mistech, kde je dostatecné vysoka teplota.

V domovnim prostiedi je tak 1ze obvykle nalézt na zdech koupelen nebo kuchyni,
v kvétinach, v odpadkovych kosich ¢i v nespravné udrzovanych klimatizacich. Ve venkovnim

prostiedi se s plisnémi miZeme setkat zejména na listech, v hling, ve vlhké tlejici hmoté ¢i

v substratech (Spi¢ak & Panzner 2004).

Dosud byly izolovany pouze hlavni alergeny druhti Aspergillus fumigatus, Alternaria

alternata a Cladosporium herbarum (Spi¢ak & Panzner 2004).

3.2.1.1.3 Potraviny

Alergeny vyskytujici se v potravindch jsou proteiny ¢i glykoproteiny, které maji
pfirozenou antigenni povahu. Zatim nejicinnéj$i moznosti 1€cby potravinovych alergii je
vyhybani se potravinam, které obsahuji dany alergen. To vSak mliZe dale vést k problémim

pii sestavovani nutricn€ vyvazeného jidelnicku (Fuchs 2013).



3.2.2 Lécba alergickych onemocnéni
Mezi 1écbu alergického onemocnéni zahrnujeme eliminaci alergenu, 1é¢bu alergického

zanétu, imunoterapii a pomocnou lécbu.

3.2.2.1 Eliminace alergenu

Eliminace alergenu je nejsnazSim 1éCebnym i preventivnim opatienim. Zvlasté pii
alergiich na potraviny staci pacientovi vyloucit tyto problematické alergeny z okoli. U
eliminace vzdu$nych alergenti, mezi které patii napiiklad pyly ¢i plisné, neni vyhnuti se
zdrojum alergickych reakci vzdy nejjednodussi. I tak by se mél pacient snazit omezit styk
s alergenem co nejvice. P¥i ipIné eliminaci alergenu neni potieba zadné dalsi 16¢by (Spicak &

Panzner 2004).

3.2.2.2 Lécba alergického zanétu
Pokud u pacienta dochazi k tvorbé alergického zanétu, 1éCeni probiha za pomoci

farmakoterapie. Mezi nejpouzivangjSi Iéky patii antihistaminika (blokuji receptory pro

-----

rrrrr

(Spic¢ak & Panzner 2004).

3.2.2.3 Alergenova imunoterapie

Pti alergenové imunoterapii se postupné podavaji zvysujici se davky alergenu az na
davky udrzovaci. Nasledné¢ se udrzovaci davka pacientovi pravidelné aplikuje. Pti
opakovaném kontaktu pacienta s alergenem dochézi ke zmirnéni nebo dokonce ke zmizeni
obtizi spojenych s alergickymi reakcemi. Alergenova imunoterapie tak snizuje zavaznost
onemocnéni, zlepsuje kvalitu Zivota pacienta a omezuje podavani 1éka (Spi¢ak & Panzner

2004).
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3.2.2.4 Pomocna lécba
Pomocné 1écba zahrnuje léky pouzivajici se ke zmirnéni ptiznakd. Patii mezi né
naptiklad nejriznéj$i masti proti otoklim, nosni a ocni kapky ¢i léky, které usnadiiuji

odkaslavani (Bystron 1997).

3.3 Alergie na jable¢né plody

Ve vyspélych zemich jsou nejvétSim problémem potravinoveé alergie, které postihuji
asi 6-8 % deéti a 2-3 % dospélych lidi. Hlavni pfic¢ina rozdilu ve vyskytu potravinové alergie
mezi détmi a dospélymi lidmi je dana nedostateCnou zralosti imunitniho systému ditéte

(Spic¢ak & Panzner 2004).

Potraviny rostlinného pivodu jsou u déti starSich péti let a u mladych dospélych
nejcastéjSi pricinou alergickych reakci (Kanny et al. 2001). Zuidmeer et al. (2008) dokonce
uvadi, ze az 11,5 % déti ve veéku 0-6 let po celém svéte trpi alergickymi reakcemi na ovoce. U

dospélych lidi citlivost na ovoce odhaduje kolem 6,6 %.

Zejména alergie na jable¢né plody se stava velkym problémem pro fadu Evropand.
Jablka jsou dokonce nejcastéjsi pri¢inou alergickych reakci v ramci ¢eledi Rosaceae a jsou
zodpovédné za Ctvrtou nejcastejsi priCinu potravinovych alergii (Burney et al. 2010). Ackoliv
jsou jablka povazovana za zdravou slozku lidské stravy, v soucasné dob¢ je jedinou prevenci
proti alergickym reakcim vyhybani se témto plodim. Z tohoto divodu se objevuje stale vétsi

snaha produkovat ovoce, které nebude zptisobovat zadné alergické reakce (Paris et al. 2017).

3.3.1 Oralni alergicky syndrom (OAS)

Alergie na jablka je Casto spojena s ordlnim alergickym syndromem (Bohle 2007).
Oralni alergicky syndrom (OAS) je soubor oralnich ptiznakd, které se u pacienta objevi ihned
po poziti potravin rostlinného piivodu (nejcastéji ovoce, ofechti ¢i lusténiny). Alergie je vSak
primarné pylové asociovana. V dnesni dob&é se proto mizeme Casto setkat s oznacenim
pylové-potravinovy syndrom. Jeho podstatou je zkiiZend reaktivita mezi pyly a potravinami
rostlinného pivodu, kterd je ddna existenci podobnych ¢i stejnych alergenti v potravé i
V pylovém zrnu. Rostlinné potravina, kterou pacient zkonzumuje, je tedy botanicky sptiznéna

s rostlinou, na jejiz pyl je dana osoba alergicka (Spi¢ak & Panzner 2004).
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Mezi typické ptiznaky OAS fadime paleni ¢i svédéni patra, jazyka, rt, problémy
S polykanim, kychani a mozné otoky v oblasti obli¢eje. Ve vyjimecnych piipadech mize dojit

i k angioedému ¢i anafylaktickému Soku (Spi¢ék & Panzner 2004).

3.3.2 Zkrizené alergie (zkrizena reaktivita)

Zktizena alergie (t€Z oznaCovana jako zktizena reaktivita) je dulezita zejména pro
lepSi pochopeni alergii na potraviny. Vyznamnou roli zde hraji sekvence néckolika
aminokyselin oznaCovanych jako epitopy, proti kterym je namifena variabilni ¢ast IgE.
Epitopy, které jsou spole¢né pro druhové odlisné bilkoviny, oznacujeme jako sdilené epitopy
(Fuchs 2013). Zktizenou reaktivitu lze popsat jako stav, kdy se IgE protilaitka svymi

vazebnymi misty navaze na bilkovinu primarn€ nevyvolavajici jeji produkci (Petri 2012).

Ke zktiZené reaktivité dochazi, jestlize podobnost bilkovin ve slozeni epitopl je vysSi
nezli 70 % (Katelaris 2010). V evropskych podminkach se velmi Casto objevuje zkiizena
reaktivita mezi ovocem ¢i zeleninou a pylem stromu. Nékteré homologie si dokonce
vyslouzily vlastni oznaCeni — muZzeme se tak setkat se syndromem biiza-ovoce-zelenina-
ofechy ¢&i s homologii s LTP (Spi¢ak & Panzner 2004). Bidat a Loigerot (2005) dokonce
uvadéji, Zze vice nez polovina osob alergickych na pyl biizy je také alergickd na ovoce,

zeleninu ¢i na ofechy.

V poslednich n€kolika desitkach let se rozvijeji metody, které pomahaji odhalovat
alergicko-imunologické pochody na molekularni trovni. Védci uz dokazi piesné urcit
sekvenci aminokyselin kazdého alergenu a diky tomu objevit kriticka mista vazeb téchto
sekvenci s IgE-specifickou protilatkou. Vyjimkou uz nejsou ani metody genového
inzenyrstvi, které umoznuji mutagenné¢ vstupovat do epitopti a ovliviiovat tak ptvodni

alergenicity antigenll (Sanz et al. 2011).

3.3.3 Jable¢né alergeny

V jableénych plodech byly dosud identifikovany 4 hlavni tfidy alergent — Mal d 1,
Mal d 2, Mal d 3 a Mal d 4. Vsechny tyto alergeny jsou organizovany v multigenovych
rodinach (Breiteneder & Radauer 2004).

Alergeny Mal d 1, Mal d 2 a Mal d 3 jsou homologni se skupinou tzv. PR-proteinti

(Pathogenesis-Related Proteins), coz jsou proteiny, které hraji dulezitou roli ptfi obrannych
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reakcich rostliny na napadeni patogeny — houbami, bakteriemi, viry, ¢i které se tvoii jako
odpovéd’ na neptiznivé podminky prostiedi (Breiteneder 2004). PR-proteiny délime celkem
do 14 skupin a mnoho z nich je vyznamnych pro studium alergii — fadime k nim zvlasté
proteiny ze skupin PR-2, PR-3, PR-4, PR-5, PR-8, PR-10, PR-12, PR-14 a PR-15 (van Loon
et al. 2006).

Jable¢né alergeny lze rozd¢lit podle jejich nejéastéjsiho geografického vyskytu. Mal d
1 je pokladan za hlavni alergen zejména ve stfedni a severni Evropé. Je vysoce homologni
k alergenu pylu btizy Bet v 1 a je proto velmi Casty u pacientt, ktefi jsou citlivi na tento pyl.
Vyvolava pouze mirné lokalni ptiznaky — OAS (Ricci et al. 2005).

v

V jizni Evropé se nevyskytuji rostliny z ¢eledi Betulaceae. Zde se pficita alergicka
reakce na jable¢né plody zejména alergenimMal d 3 a Mal d 4 (van Ree et al. 1995). Projevy
alergie se zde objevuji i u pacientl, u kterych nebyla zaznamenana zadna zvySena citlivost na
pyl rostlin (Fernandez-Rivas et al. 2006). Ve Stfedomoii se navic alergie na jablka Casto

vyskytuje spole¢né s alergii na Svestky a broskve (Fernandez-Rivas et al. 1997).

3.3.3.1 Alergen Mal d 1
Alergen Mal d 1 je protein s molekulovou hmotnosti 17-18 kDa, obsahujici 158 az 159

aminokyselin. M4 trojrozmérnou strukturu (Obrazek 1) sestavajici ze tii a-helixi a sedmi

antiparalelnich B-skladanych listd (Ahammer et al. 2017).
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Obrazek 1: Struktura alergenu Mal d 1.0101
Zdroj: Ahammer et al. 2017

Je to alergen citlivy na enzymatickou a tepelnou tpravu (Vanek-Krebitz et al. 1995).
Alergeny Mal d 1 mohou mit shodné aminokyselinové sekvence s Bet v1 az v 64 %. Diky
tomu ma alergen Mal d 1 vysoky potencial zkiizené reagovat s alergenem biizy Bet v 1 (Gao

et al. 2005).

Mal d 1 patii stejné jako alergen Bet v 1 do skupiny PR-10 proteind, které jsou
kodované genem YprlO (van Loon et al. 2006). PR-10 proteiny jsou homologni k
ribonukledzam, nékteré znich dokonce vykazuji slabou ribonukledzovou aktivitu, diky
¢emuz mohou slouzit rostlinam jako obrana proti viraim (Bufe et al. 1996). Tato skupina
proteintl je v rostlinach velmi hojna, byla nalezena mj. 1 v pylech mnoha rostlinnych druht, ve

velkém mnozstvi se nachazi v ovoci, zelening ¢i v nékterych ofechach (van Loon et al. 2006).

9 gent z genové rodiny Mal d 1 bylo lokalizovano na LG (Linkage Group) 16 (Gao et
al. 2005). LG 16 obsahuje také geny, které ovliviiuji chut’ jable¢né¢ho plodu, jeho kyselost
(Maliepaard et al. 1998) ¢i jeho Stavnatost (King et al. 2000). Vzdélenost mezi nimi a geny
pro Mal d 1 je vsak dostate¢né velka na to, aby mohlo dochazet k ¢astym rekombinacim, které
tak umoznuji vyslechtit odriidu, jeZ bude mit nizkou alergenicitu (schopnost alergenu vyvolat

alergickou reakci) a zarovei bude mit piijemnou chut’ (Gao et al. 2005).

Bylo prokazano, ze mnozstvi alergenu Mal d 1 v ovoci je zavislé na genotypu odrudy,

na f4zi dozravani ovoce a rovnéz i na podminkach, ve kterych se ovoce skladuje (Hsieh et al.
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1995). Vysoka hladina exprese proteinu Mal d 1 byla u jabloni nalezena nejen ve zralych
jable¢nych plodech, ale i v dospélych listech napadenych houbou Venturia inaequalis, ktera je

puvodcem strupovitosti jabloni (Beuning et al. 2004).

Mal d 1 ma mnoho izoforem, které se déli do skupin podle podobnosti sekvenci DNA
(Gao et al. 2008). Bylo zjisténo, ze piitomnost a mnozstvi jednotlivych Mal d 1 izoalergend
ovliviiuje alergenicitu plodi vice nezli celkovy obsah proteinu Mal d 1 (Pagliarani et al.
2013). Toto tvrzeni bylo podpofeno o n€kolik let pozdé&ji i Paris et al. (2017), kterd uvadi, ze
geny pro Mal d 1.01, Mal d 1.02, Mal d 1.06A a Mal d 1.07 byly ve vys$$i mife exprimovany
V hyperalergenni odriidé, zatimco v hypoalergenni odriidé byla exprese téchto geni mnohem
nizsi. Zda se tedy, ze tyto izoalergeny hraji v alergenicité¢ dané odridy velkou roli.

Vys$si mnozstvi proteinu Mal d 1 je jednou z hlavnich pfi¢in alergickych reakci na
jablka (Ahammer et al. 2017). To potvrdil 1 Dubois et al. (2015), ktery zjistil, Ze uml¢enim

gent kodujicich protein Mal d 1 doslo k vyraznému snizeni alergenicity jableénych ploda.

3.3.3.2 Alergen Mal d 2

Mal d 2 (Obrazek 2) je apoplasticky protein majici molekulovou hmotnost 31 kDa
(Pagliarani et al. 2015).

Obrdazek 2:Struktura alergenu Mal d 2

Zdroj:<http://fermi.utmb.edu/SDAP/ModelMolMol/280.jpg>
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Mal d 2 je alergen pattici k PR-5 proteiniim, coz je proteinova rodina obsahujici
proteiny s rozliénymi funkcemi. Je kddovana genem Ypr5 (van Loon et al. 2006). Nékdy se
muizeme setkat téZ s ozna¢enim TLP (Thaumatin-Like Proteins), které¢ zdiraznuje podobnost
mezi proteiny PR-5 a thaumatinem, poprvé izolovanym z plodi Thaumatococcus daniellii
(Gao et al. 2005).

TLP proteiny mohou byt produkovany jako reakce na napadeni patogenem, na
osmoticky stres ¢i se objevuji v semenech rostlin jako proteiny s antifungalnimi t¢inky. Bylo
dokonce prokdzano, ze PR-5 proteiny pomahaji rostlinAm vyrovnat se 1 se stresem
zpusobenym nizkymi teplotami (Hon et al. 1995). Kromé toho jsou TLP proteiny povazovany
za jedny z panalergent vyskytujicich se v jidle ¢i rostlinném pylu. TLP proteiny jsou vysoce
odolné vici denaturaci vyvolané zménou pH ¢i vysokou teplotou. Kromé toho jsou rezistentni
1 vici protedzdm, coz je zpusobeno pritomnosti 16 cysteini, které jsou spojeny osmi

disulfidickymi vazbami (Breiteneder 2004).

Alergen Mal d 2 nebyl dosud pfitazen k zadné geografické oblasti, kde by zptsoboval
S vys$i hojnosti alergické reakce (Gao et al. 2005). Patii vSak k nejcastéjSim proteinim
vyskytujicim se ve zralém jable¢ném plodu (Pagliarani et al. 2015). Tento alergen je totiz

zodpovédny za sladkou chut’ jablek (Oh et al. 2000).

3.3.3.3 Alergen Mal d 3
Alergen Mal d 3 (struktura je znazornéna na Obrazku 3) je homologni k proteinim
LTP (Kondo & Urisu 2009).
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Obrazek 3: Struktura alergenu Mal d 3

Zdroj:<http:/ffermi.utmb.edu/SDAP/ModelMolMol/180.jpg>

LTP proteiny patii do rodiny PR-14 proteini a jsou povazovany za panalergeny
(Kondo & Urisu 2009). PR-14 proteiny totiz nalezi ke konzervovanym proteinim, které se
vyskytuji i v jinych plodech nez jen u rostlin ¢eledi Rosaceae (Asero et al. 2000). Jsou
koédovany geny Yprld a Ltp (van Loon et al. 2006) a byla u nich prokézéna dulezitéd role pii
obran¢ rostlin proti bakteriim a houbam (Garcia-Olmedo et al. 1995). LTP totiz funguji jako

nosice lipidi (van Loon et al. 2006).

LTP proteiny se skladaji z osmi cysteinti tvoficich ¢tyfi disulfidické mtstky, coz jim
zajistuje vysokou stabilitu (Botton et al. 2008). Jsou to proteiny odolné vici hydrolyze
pepsinem a vic¢i denaturaci zptisobené teplem, diky ¢emuz se hojné vyuzivaly ke genetické
modifikaci potravin (van Loon et al. 2006). LTP proteiny maji vysokou hladinu exprese
ptedevs§im v nadzemnich orgédnech, jako jsou listy, kvéty a plody, zatimco v kotenech je jejich

exprese mnohem nizsi (Pagliarani et al. 2015).

3.3.3.4 Alergen Mal d 4
Alergen Mal d 4, kterym se podrobnéji zabyva tato prace, je maly cytosolovy protein,
jehoz molekularni hmotnost je 12-15 kDa (Obréazek 4; Pagliarani et al. 2015).
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Obrazek 4:Struktura alergenu Mal d 4

Zdroj:<http:/ffermi.utmb.edu/SDAP/ModelMolMol/183.jpg>

Mal d 4 je protein fazeny k profilinim. Profiliny se nachazeji ve vSech eukaryotickych
bunikach, jejich funkce je Casto spojovana s prodluzovanim buné¢k, udrzovanim jejich tvaru,
kvetenim a vyvojem pylu zahrnujicim rist a kli¢ivost pylu (Ramachandran et al. 2000;
McKenna et al. 2004). Profiliny tak hraji diileZitou roli béhem vyvoje rostlin. Casto je jejich
piitomnost spojovana s alergickymi reakcemi zvIasté na pyl rostlin (Asero et al. 2003; Paris et
al. 2017). Radauer a Hoffmann-Sommergruber (2003) uvadi, Ze pii zrani pylu se mnozstvi
profilinti zvySuje dokonce az stokrat. Profiliny se objevuji jako hlavni alergeny napiiklad

Vv pylu biizy Bet v 2 ¢i bojinku Phl p 12 (Fuchs 2013).

Profiliny hraji také dominantni roli u pacientl trpicich alergii na broskve a na pyl trav
(Rodriguez-Perez et al. 2003b). Piecitlivélost na profiliny je také spojena s alergii na
citrusové plody, meloun, banany a rajcata (Asero et al. 2003). Ac¢koliv se profiliny vyskytuji i
Vv zivoc¢isnych bunkach, zatim nebyla dosud objevena zadna zkiiZzend reakce mezi rostlinnymi
profiliny a Zivo¢iSnymi profiliny. Hlavnim divodem je nizkd homologie. Navic Zivocisné

produkty se velmi Casto pfed konzumaci tepelné upravuji (Fuchs 2013).

Alergenni aktivita proteinu Mal d 4 je omezena pouze na Ustni dutinu, jelikoz jsou
profiliny nestabilni vii¢i enzymatickému traveni a plisobeni vysokych teplot (Rodriguez-Perez

et al. 2003a). U alergickych pacientti tak zptisobuji pouze mirné symptomy (Ma et al. 2006).
18



Zda se, ze Mal d 4 geny se vyvinuly z genu podobného genu Bet v2 (Gao et al. 2005).

Projevuje se tak u nich silna zktizena reaktivita na pyl biizy Bet v 2 (van Ree et al. 1995).

Mala genova rodina profilint Mal d 4 je prezentovana pouze 4 geny v jable¢ném
genomu — Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a Mal d 4.04, ktery byl identifikovan teprve

nedavno ve studii Paris et al. (2017).

Dle Pagliarani et al. (2015) se izoformy Mal d 4.01 a Mal d 4.02 exprimuji v mens$im
mnozstvi nezli Mal d 4.03. Mnozstvi exprese Mal d 4.03 se béhem dozravani ovoce prilis
neméni (Pagliarani et al. 2015), coz mize byt zplGsobeno dulezitou roli profilinG, které se
podileji na rustu bunék a na stabilité cytoskeletu (Schliiter et al. 1997). Paris et al. (2017)
dokonce uvadi, ze gen Mal d 4.01 se ze vSech 4 genii genové rodinyMal d 4 exprimoval
V jableéném pylu nejméné. Naopak nejvétsi exprese dosahl gen Mal d 4.04, ktery se
exprimoval 10-30 krat vice neZ ostatni tfi Mal d 4 geny (Paris et al. 2017). Zda se tak, ze Mal
d 4.04 je pii kliceni pylu opravdu dilezity. Paris et al. (2017) tak navrhuje, ze by mély byt
profiliny v budoucnu Ilépe prozkoumany. Zda se totiz, ze hraji velkou roli v pylové-
potravinovém syndromu nejen u jablek, ale i u dalSich druhti ovoce, a dokonce i zeleniny, se

kterymi mohou zptlisobovat zkiizené reakce (Paris et al. 2017).

3.3.3.5 Faktory ovliviiujici mnoZstvi alergent v jable¢nych plodech
Mnozstvi alergent v jablecnych plodech je ovlivnéno vice faktory — napt. odriidou,
skladovanim ¢i pusobenim stresu. Mira exprese jableénych alergent ve slupce a duzniné se

rovnéZ velmi lisi (Hsieh et al. 1995; Fernandez-Rivas et al. 2006).

3.3.3.5.1 Odrtda

Jak jiz bylo zminéno, jablecné odridy se velmi 1i$i svou alergenicitou. Rtizné odridy
(Vieths et al. 1994). Zatimco plody 'Golden Delicious’ byly oznaceny jako vysoce alergenni,
plody odrtudy 'Gloster’ zpiisobovaly alergickym pacientim pouze mirné obtize (Hsieh et al.
1995). Zda se rovnéz, ze star§i odriidy jabloni jsou obecné¢ méné alergenni nezli neddvno

vySlechténé odridy (Paris et al. 2017).

3.3.3.5.2 Skladovani
Mnozstvi alergent Mal d 1 a Mal d 3 se lisi na zadkladé¢ podminek, kterymi jsou

jable¢né plody vystaveny pied sklizni a béhem ni (Botton et al. 2008). Dozravani plodi je
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proces, ktery je velice nachylny na napadeni patogeny, a dochazi pii ném k modifikaci
struktury i chuti plodu (Cantu et al. 2008).

3.3.3.5.3 Stres

Vodni stres ma velky vliv na rozméry jable¢nych plodl i na samotny vegetativni rist
jabloni. Dle Botton et al. (2008) se mira transkripce gentl souvisejicich s alergeny jablek vSak

pfi nedostatku vody vyrazné neméni.

Byl proveden téz experiment se zastinénim, které mélo vliv na transkripci gent
souvisejicich s alergeny nejen ve slupce, ale i v duznin¢ (Botton et al. 2008). Dalsi vyzkumy
by se tak mély zabyvat i touto cestou — zastinéni mize mit velky vyznam pro snizeni

alergenicity jable¢né duzniny.

3.3.3.5.4 Rozdilna exprese alergenit mezi slupkou a duzninou

Pagliarani et al. (2013) ve svém vyzkumu dokazal, ze exprese Mal d 1 gent je vyssi ve
slupce jable¢nych plodii nezli v jejich duzning. D4 se tedy predpokladat, ze alergickym
pacientim by mélo stalit jablka pouze zbavit slupky — oloupat. Fernandez-Rivas a Cuevas
(1999) vsak gzjistili, Ze oloupanim jableénych plodt se nelze vzdy vyhnout alergickym

reakcim. Geny tak nelze vyloucit vyhradné€ na zaklad¢ jejich urovné exprese.

Pagliarani et al. (2013) navrhuje, Ze pro pacienty, pro které je oloupani slupky
uziteCné, lze omezit pocCet problematickych gend na ty, které se exprimuji pouze ve slupce.
Borges et al. (2006) uvadi, ze LTP proteiny, mezi které patii i alergen Mal d 3, jsou obsazeny
je vyssi ve slupce a duznin€ jablek. Naproti tomu Ricci et al. (2010) uvadi, Ze odrady 'Fuji’,
'‘Golden Delicious’ a 'Jonagold’ maji vice alergenni duzninu nezli slupku. Zatimco u odrad
'Fiesta’, 'Florina’, '‘Gala’ a 'Ohrin’ je vice alergenni slupka nezli duznina. Bude tak potieba
jesté dalSich vyzkum, které pomohou vyjasnit rozdily mezi expresi alergenti ve slupce a

V duzniné jable¢ného plodu.

3.3.4 Fosfolipidové signalni drahy
Fosfolipidy jsou soucasti buné&énych membran a zarovenn mohou slouZit jako zdroj
signalnich molekul. Fosfolipidy jsou tvofeny centrdlni molekulou glycerolu, na niZ jsou

pomoci esterové vazby navazany dva zbytky mastnych kyselin a fosfatova skupina s polarnim
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koncem. Polarni konec je tvotfen riznymi molekulami — napft. cholinem, inositolem a serinem

(Meijer & Munnik 2003).

Fosfolipidy se v membranach vyskytuji ¢asto s receptory. Aktivaci receptoru dochazi
k aktivaci enzymu, ktery je schopen pfeménit strukturni fosfolipid na signalni molekulu.

Timto zplisobem jsou aktivovany fosfolipazy (Meijer & Munnik 2003).

3.3.4.1 Fosfolipazy
Fosfolipazy (PL) jsou enzymy hydrolyzujici fosfolipidy, jez jsou soucasti bunécnych
membran. Jelikoz fosfolipdzy nejsou schopné prochidzet membranami, jejich U¢inku jsou

vystaveny pouze fosfolipidy nachéazejici se na vnéj$Sim povrchu buiiky.

Fosfolipazy lze rozdélit podle mista ucinku na molekulu substratu, do celkem Ctyt
skupin. Fosfolipazy A (PLA) provadi hydrolyzu acyl-esterové vazby na 1. (PLA;) nebo na 2.
(PLAZ) uhliku fosfolipidu. Produktem jsou mastné kyseliny a lysofosfolipidy, které se
nasledné¢ mohou tucastnit nejrizngjsich signalnich drah (Viehweger et al. 2002; Ryu 2004).
PLA jsou aktivovany nejen béhem kli€eni a v pfitomnosti auxinu, ale i pfi mechanickém
poranéni a napadeni patogeny, coZz potvrzuje roli téchto enzymu jako ucastnikli obrannych

mechanismu rostlin (Chandra et al. 1996).

Fosfolipazy B (PLB) jsou naproti PLA schopny $tépit ob¢é vazby — Kkatalyzuji
hydrolyzu esterové vazby mastnych kyselin na glycerol nejen na prvnim uhliku, ale 1 na
druhém. Rozklad glycerofostatové vazby, pii kterém se tvoti inositoltrifosfat a diacylglycerol,
je katalyzovan pomoci fosfolipazy C (PLC). ZvySenou aktivitu PLC lze pozorovat po oSetfeni
rostlin patogennimi elicitory i béhem stresu zptisobeného suchem (Munnik & Meijer 2001).
Fosfolipaza D (PLD) katalyzuje hydrolyzu fosfolipidii. Vzniklymi produkty jsou kyselina
fosfatidova a volné polarni konce (Vance & Vance 2002). I tento typ fosfolipazy vykazuje
vyS$si aktivitu pfi neptiznivych podminkach jako je vodni deficit, nizké teplota, nedostatek

zivin ¢i poranéni a napadeni patogeny (Wang et al. 2006).

V této diplomové praci byla pfedmétem vyzkumu i role PLA; na alergenicité
jable¢nych plodl. Z tohoto diivodu bude tomuto typu fosfolipdzy vénovana nasledujici

podkapitola.
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3.3.4.11PLA;

PLA; je superrodina lipolytickych enzymu. Izoformy fosfolipazy PLA, mohou byt
rozdéleny na zaklad¢ jejich lokalizace do celkem péti skupin: sekretované neboli
extracelularni PLA; (SPLA2), cytosolické a na vapniku zavislé PLA; (CPLA;), intercelularni a
na vapniku nezavislé PLA, — n€kdy téz oznaCované jako Patatin-Like proteiny (iPLAy),
krevni desti¢ky aktivujici faktor acetylhydrolazy (PAF-AH) a lysozomalni PLA, (Chakraborti
2003). Pouze dvé ztéchto skupin — SPLA; a iPLA;, byly dosud objeveny v rostlinaich
(Schaloske & Dennis 2006).

PLA; hraji dillezitou tlohu v mnoha biologickych procesech — naptiklad pti vyvoji a
obranyschopnosti organismu ¢i pii syntéze prozanétlivych eikosanoida (Paris et al. 2017).
Paris et al. (2017) navrhuje, Ze pravé eikosanoidy mohou zvySovat senzibilizaci a alergickou
reakci. Zkoumala proto v pylovych zrnech expresi dvou izoforem PLA, — PLA21 a PLA23,
aby dokazala vyznamnou ulohu PLA; pfi ureni alergenicity pylu a jable¢nych plodi riznych

odrad.

Paris et al. (2017) ve své studii uvadi, Zze pylovd zrna vSech zkoumanych odrad
exprimovala oba geny PLA,, pti¢emz PLA23 byl exprimovan mnohem vice nezli PLA21.
V experimentu byla v hypoalergenni odrudé navic zjisténa nizsi aktivita PLA,, coz podporuje
teorii, Ze PLA; se ur¢itou mérou podili na alergenicité pylu dan¢ odrady. Exprese PLA, genii

Vv jable¢nych plodech vSak nebyla zjistovana, a proto je ji vénovana i tato diplomova prace.

3.3.5 Transglutaminaza (TGase)

Dosud nebyly stale plné pochopeny molekularni mechanismy, které se podileji na
senzibilizaci a zvySené alergenicité pylu a potravin rostlinného ptivodu. Je mozné, Zze faktory
spojené s bunénym stresem hraji v téchto mechanismech dilezitou roli. Jsou totiz schopné
modifikovat vazebnou kapacitu alergennich proteint na IgE ¢i aktivovat zdnétlivou odpovéd’.
Paris et al. (2017) navrhuje, Ze vyznamnou tlohu zde miiZe sehrat i transglutaminaza (TGase),

ktera byla ve vysSich rostlinach poprvé detekovéana u délicich se bun€k apikalnich meristémi

(Icekson & Apelbaum 1987).

TGase je rodina enzymi acyltransferaz, které jsou schopny posttranslaéné modifikovat
proteiny (Serafini-Fracassini & Del Duca 2008). V minulosti jiz byla u savcl prokazana jejich
schopnost regulovat syntézu eikosanoidi (Hallstrand et al. 2010) a stimulovat aktivitu

sekre¢nich prozanétlivych sPLA2 (Cordella-Miele et al. 1993). TGase se tak mize podilet na
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vzniku alergickych reakci, jelikoz sSPLA2 jsou dilezité pti regulaci zanétlivych odpovédi

organismu (lorio et al. 2012).

U rostlin bylo zjisténo, ze mnozstvi TGase se naptiklad v pylu zvySuje pfti stresovych
podminkach, jakymi jsou extrémni teploty, relativni vlhkost ¢i vysoké mnozstvi
zneCistujicich latek, coz jsou faktory spojované i se zménou svétového klimatu (lorio et al.
2012). Je mozné, zZe i u rostlin se TGase vyznamné podili na alergenicité jednotlivych odrad
tim, ze zprostfedkovava modifikaci proteini vcetné jablenych alergent. Tuto teorii
podporuje i Paris et al. (2017), ktera ve svém vyzkumu uvadi, ze TGase byla piitomna
Vv pylovych zrnech vSech testovanych jable¢nych odrid a navic byla zjiSténa jeji nizsi aktivita
u zkoumané hypoalergenni odridy 'Durello di Forli’. Stale je vSak zndmo malo informaci o
roli rostlinné TGase Vv alergenicité jable¢nych odrtd, a z toho divodu se jeji expresi vénuje i

tato diplomova prace.

3.4. Kvantitativni polymerazova retézova reakce (QRT-PCR)
gRT-PCR (quantitative Real-Time PCR) nebo téz kvantitativni PCR v realném case je
rychléd a vysoce Uc¢inna technika pro studovani genové exprese i pro hodnoceni fluorescence

gRT-PCR produkti po ukonceni jejich amplifikace. Tato metoda umoziuje kvantifikaci

sledovaného useku DNA (Pagliarani et al. 2013).

Na rozdil od PCR u qRT-PCR je zaznamenavan ptirtstek intenzity fluorescence po
kazdém cyklu reakce. Na DNA se totiz specificky ¢i nespecificky vazi ptidané fluorescencni
reportéry, které na zaklad¢ vazby vyzaiuji svételny signal. Tento signal je pak nasledné
zachycen detektorem, pocita¢ ho zpracuje a pievede do grafu. Vyhodou qRT-PCR je jeji
cenova dostupnost. Nevyhodou qRT-PCR je pouziti vzorka standardili, vCetné referencniho
genu, pro kazdy experiment. Tim se zvySuje potiebny ¢as i pouzité ndklady ve srovnani

S jinymi metodami (Pagliarani et al. 2013).

Historie této metody se =zacala psat vroce 1992, kdy Higuchi et al. (1992)
zrekonstruoval detekéni systém monitorujici PCR produkty v priibéhu jejich amplifikace. Ke
sledovani vyuzili fluorescenéni barvivo ethidium bromid. Ethidium bromid se navézal na
dvojsroubovici DNA a po excitaci UV svétlem fluoreskoval. Zvyseni fluorescence pii PCR

tak znamenalo pozitivni amplifikaci (Higuchi et al. 1992).
Ethidium bromid se vSak nespecificky vaze k DNA duplexim, a tak nespecifické
produkty amplifikace, mezi které patfi napf. dimery primerd, piispély k zesileni
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fluorescencniho signalu a zpusobovaly tak pii vyhodnoceni nepiesnosti. Z tohoto diivodu se

toto fluorescencni barvivo dnes jiz témet nepouziva (Logan & Edwards 2009).

3.4.1 Fluorescencni Cinidla

Pii qRT-PCR je dilezity vybér chemikalii, které nam poméahaji sledovat mnozstvi
cilovych sekvenci pti amplifikaci. Vybér je zavisly na typu reakce i na finan¢nich
moznostech. Obecné l1ze fluorescencni €inidla rozdélit do dvou skupin, a to na nespecifické
chemikalie pfedstavujici barviva vazana na DNA, a na specifické chemikalie, mezi které patii

fluorescencné znacené primery a fluorescenéné znacené sondy.

3.4.1.1 Nespecifické chemikalie

3.4.1.1.1 SYBR Green

SYBR Green je nejvyuzivanéjsi barvivo, které se nespecificky vaZze na
dvouretézcovou DNA (dsDNA). Jestlize je toto barvivo voln€ rozptyleno v roztoku, ma
nizkou fluorescenci. V piipad¢, ze se navaze na DNA, mnohonasobné (az 1000x) se zvysi

jeho fluorescence. Celkovy fluorescenéni signal je tak pfimo umérny mnoZzstvi dsDNA

(Bustin 2004).

Mezi vyhody tohoto barviva patii moznost testovat vice genii bez vytvareni né¢kolika
sond a jeho nizka cena oproti specifickym chemikaliim. Naopak mezi nevyhody SYBR Green
patii nespecifi¢nost, protoze je schopen vazat jakoukoliv dsDNA. Pritomnost nespecifickych
produktti v reakci tak mize prispét k celkové fluorescenci a zplsobit nepfesnosti pii
kvantifikaci. Dochazet mtze i k interakci primert mezi sebou, kdy se vytvoii struktury zvané
primer-dimery. | ty jsou zdrojem fluorescenéniho signalu, jenz mize mit negativni vliv na
kvantifikaci. Neni vhodné pouzivat toto barvivo i pro mnohonasobné reakce, jelikoz nelze
odlisit fluorescencni signdly z riznych produkti. Tuto nevyhodu vSak Ize ptekonat
vytvofenim paralelni reakce ke zkouméni n¢kolika genti (napt. gen a referencni gen) v qRT-

PCR (Bustin 2004).

SYBR Green se pouziva pii kvantifikaci mRNA, zjiStovani genotypu ¢i k detekci a
kvantifikaci nukleovych kyselin (Bustin 2004). Nejcastéji se muzeme setkat s barvivem
SYBR Green I. SYBR Green I je asymetrické cyaninové barvivo, které se sklada z odliSnych

heterocyklickych kruhti spojenych methioninovou vazbou. Jeho maximalni excitace dosahuje
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497 nm (modré svétlo), emise 520 nm (zelené svétlo). Pouzivat se zacal v poloving 90. let,
kdy byla zjisténa jeho vyraznéjsi citlivost v detekci amplikoni nez u ethidium bromidu
(Schneeberger et al. 1995). Mezi dalsi pouzivana barviva patii napt. i SYBR Green II ¢i
SYBR Gold.

3.4.1.2 Specifické chemikalie

Tento typ chemikalii pouziva zhase¢, aby mohla byt zjiSténa specifickd fluorescence,
pouze pokud je cilovy produkt amplifikovan. Pokud nebyl detekovan specificky cil, je zhasec¢
piipojen na sondu nebo na primer. Fluorescencné znacené primery a sondy jsou vyhodné,
protoze specificky detekuji cilové sekvence 1 nespecifické produkty, a tak negativné
neovliviiuji presnost kvantifikace. Jejich druhou hlavni vyhodou je moZnost provést

mnohocetné reakce (VanGuilder et al. 2008).

3.4.1.2.1 Fluorescencné znacené primery

Na pocatku 90. let Landgraf et al. (1991) pouzil fluorescencné oznacené primery.
Vyhodou zna¢enych primeri je ptredevsim jejich specifita, kdy emituji fluorescenci jediné pti
inkorporaci do spravného amplikonu. Na rozdil od nespecifickych barviv se tak nevazi na
jakoukoliv sekvenci dsDNA. Mezi nejéastéji pouzivané technologie patii Plexor, LUX a

AmpliFluor.

3.4.1.2.2 Fluorescencn¢ znacené sondy

Mezi fluorescenéné znacené sondy patii hybridizacni sondy, hydrolyzacni sondy a
Molecular Beacons. Hybridiza¢ni sondy predstavuji dvojici znacenych sond. Jedna z téchto
sond je oznaCena donorovym fluoroforem na 3-konci, druhd je znaCena akceptorovym
floroforem na 5-konci. Pii hybridizaci s cilovou sekvenci naléhaji sondy do tésné blizkosti,
diky ¢emuz dochazi k pienosu energie mezi donor-akceptorovym parem a k emisi

fluorescence (Bernard et al. 1998).

Hydrolyza¢ni sondy (TagMan sondy) jsou oligonukleotidy del$i nez primery a s
teplotou tani vy$si nez maji primery. Sonda je na S-konci oznacena fluoroforem a na 3-konci
zhaSeCem. Pokud je béhem hybridizace vytvofen homoduplex, je aktivovana polymeraza s 5-
3" exonukledzovou aktivitou, kterd sondu odstépi. Tim je separovan fluorofor a zhaSe¢ a

dochazi tak k narGistu intenzity fluorescence. Mezi vyhody této sondy patii fakt, Ze
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K fluorescenci dochazi pouze po hybridizaci na specifické misto amplikonu. Primer-dimery a

dalsi nespecifické produkty tak neovliviiuji vysledné hodnoty (Livak et al. 1995).

Molecular Beacons (molekularni majaky) predstavuji jednotetézcové oligonukleotidy,
které obsahuji sekvenci komplementéarni k amplifikovanému useku DNA. Na jednom konci je
nesen zhasec, na druhém konci je nesen fluorofor. Fluorescence je emitovana teprve poté, co
molekularni majéky hybridizuji do cilové sekvence. Pfi nizsich teplotach v izolovaném stavu

vytvaii vlasenky, a to kvili komplementarité ¢asti sondy (Tyagi & Kramer 2012).

3.4.2 Vyuziti qRT-PCR
Hlavnim vyuZitim Real-Time PCR je kvantifikace. Kvantitativni detekce se pouziva
napt. ke studiu genové exprese ¢i lze sjeji pomoci po ukonceni amplifikace hodnotit

fluorescenci Real-Time PCR produkti. Kvantifikace se provadi matematickou analyzou
amplifika¢nich kiivek (Ginzinger 2002).

Amplifikacni kiivka (Obrazek 5) ma sigmoidni tvar a je rozdélena celkem na Ctyfi
casti. Prvni Cast kiivky je tzv. background faze, kde je cilové sekvence naamplifikovano ptilis
malo na to, aby mohla byt fluorescence zmétena. Dalsi ¢asti kiivky je tzv. exponencialni faze,
ve které mnozstvi signalu (potazmo i1 amplifikovaného produktu) exponencialné roste. Treti
cast kiivky lze pojmenovat jako linearni fazi, kdy mnoZstvi produktu stoupa linedrné.
Posledni Ctvrtd cast amplifikaéni kiivky se nazyva platé faze, kdy jsou komponenty

vycerpany, a tak nedochazi ke zvySovani fluorescence i produktu (Ginzinger 2002).

Jako Threshold se oznacuje prah detekce fluorescencniho signalu, ktery je znazornén
horizontalni piimkou. Misto, kde se piimka protind s amplifika¢ni kiivkou, je popsano jako Ct
(cycle threshold). Hodnoty Ct, u nékterych softwari oznacované jako Cq (quantification
cycle),popisuji ¢islo cyklu, ve kterém byl ptekrocen limit detekce fluorescenéniho signalu.
Jsou timérné mnozstvi vychoziho templatu a vyuzivaji se pro vypocet miry genové exprese

(Ginzinger 2002).
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Obrazek 5: Amplifikacni kiivka s rozdilnymi hodnotami Ct (=Cq). Baseline (téz
nazyvana jako background faze), v niz dochazi k akumulaci signalu, ktery je stale pod
meéritelnou hodnotou. Threshold oznacuje prah detekce fluorescencniho signdlu. Ct (cycle
threshold) popisuje cislo cyklu, ve kterém je prekrocen limit detekce. R, oznacuje
fluorescencni signal. ARy je rozdil fluorescencniho signalu vzorku a negativni kontroly, popr-

pozadli.

Zdroj: Ginzinger 2002

UrCeni miry genové exprese mize byt provedeno dvéma zplisoby — absolutni

kvantifikaci a relativni kvantifikaci, ktera je pouzivana Castéji.

3.4.2.1 Absolutni kvantifikace

Absolutni kvantifikace stanovuje vychozi pocet molekul DNA templatu ve srovnani se
standardy o znamych koncentracich. Pti tomto zplsobu kvantifikace se vyuzivaji kalibra¢ni
kiivky standardd, ze kterych lze po porovnani hodnot Cq odeéist koncentrace neznamého
vzorku. Absolutni kvantifikace je metoda, ktera je hojné vyuzivana zejména v mikrobiologii
¢i virologii, napt. pfi determinaci vychoziho poctu kopii cilovych gent (Schmittgen & Livak
2008).
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3.4.2.2 Relativni kvantifikace

Pouzivanéj$i metodou pro kvantifikaci genové exprese je relativni kvantifikace. Pti
relativni kvantifikaci jsou zjiStovany zmény v mnozstvi mRNA testovaného genu v porovnani
s referenénim genem. Nejcastéji se jako referen¢ni geny pouzivaji ,,house keepingové® geny,
které by mély mit stalou troven genové exprese u vsech typt pozorovanych vzorkl (Livak &
Schmittgen 2001). ,,House keepingové® geny jsou totiz nezbytné pro udrzeni zakladnich
funkci buiiky a ztoho divodu by se mély neustale exprimovat. Casto se pii relativni

kvantifikaci jako referen¢ni gen vyuziva aktin (Eisenberg & Levanon 2013).

Cq amplifika¢ni kfivky cilového genu je pii kvantifikaci normalizovano k Cq
referencniho genu (Livak & Schmittgen 2001; Pfaffl 2001). Tim je ziskdna hodnota ACq.
Porovnanim hodnot ACq mezi vzorky ziskdvame hodnotu AACq (Perkins et al. 2012).
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Byla ziskéna kolekce vzorka plodi jabloni ze 14 rtiznych odrid. Tyto odridy byly
vypéstovany v identickych agrotechnickych podminkach experimentalnich vysadeb VSUO
Holovousy s.r.o. Testované plody pochazi ze dvou ro¢nikii — ze sklizné€ v zafi roku 2016 a
roku 2017. Byla na nich zkoumana exprese izoformy Mal d 1.02, izoalergenti genové rodiny
Mal d 4 a enzymt PLA21, PLA23 a TGase pomoci kvantitativni polymerazové fetézové
reakce (QRT-PCR).

4.1.1 Analyzované odrudy

Odruada 1 — 'Nikoleta’

Vznik odrudy: 'Jonadel’ x 'Rubin’

Popis odridy: 'Nikoleta’ je zimni odrtida se vzrustnosti sttedné bujnou az bujnou. Jeji plody
rostou na kratkych a tlustych vyhonech jednotlivé i ve shlucich. Jablka jsou velkd, maji
kuzelovity tvar. Zakladni barva jablek je Zluta, kryci ¢ervend, na jablkach je patrné vyrazné
zihani. Duznina mé Zlutavou barvu, je stfedn¢ St'avnata, v chuti nasladla. Sklizi se obvykle
koncem zafi, konzumni zralosti dosahuje od listopadu. Odriida 'Nikoleta' je stfedné odolna

k houbovym chorobam (Nesrsta & Jan 2016).

Obrazek 6:0driida 'Nikoleta’

Zdroj:<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_2016.pdf>
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Odruda 2 — 'Frosta’

Vznik odriidy: 'Florina’ x '‘Cox Orange pippin’ x 'A 467-74'

Popis odriady: 'Frosta’ je podzimni odriida s bujnou vzristnosti. Jeji plody jsou stiedn¢ velké
az velké, se stfednim zebrovanim. Zakladni barvou plodu je zlutd barva, kryci barvou je
cervend. Duznina této odrudy je zlutava, tuhd a sladka. Skliznové zralosti dosahuje koncem

zati, konzumni zralosti od poloviny fijna. Je rezistentni proti napadeni strupovitosti (Nesrsta
& Jan 2016).

Obrazek 7: Odrida 'Frosta’

Zdroj:<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_2016.pdf>

Odruda 3 — 'Jonagold Marnika'

Vznik odriady: fizena mutace odridy 'Jonagold’

Popis odriudy: 'Jonagold Marnika' je zimni odrida majici vzrist zpocatku bujny, pozdeji
sttedni. Jeji plody jsou stiedné velké a odolné proti otlakim. Zékladni barvou je zelenozluta,
kryci barvou oranzovocervend. Vybarveni plodl je zavislé pfedev§im na ro¢niku, ale 1
ptistupu svétla do koruny. Duznina ma Zlutou barvu a je velmi $tavnata. Skliziiové zralosti
dosahuje koncem zafi, do konzumni zralosti se dostava od listopadu. Je nachylng;si na padli

(Sus 1992).
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Obrazek 8: Odruda 'Jonagold Marnika'

Zdroj:<https://www.kohaplant.sk/2008080103-jonagold-a-jeho-klony>

Odruda 4 — 'Topaz’

Vznik odridy: 'Rubin’ x 'Vanda'

Popis odriady: 'Topaz’ je zimni odriida ¢eského ptivodu. Jeji plody maji sttedni velikost, jsou
kulovité kuzelovité az ploSe kulovité. Barva ploda je Cervené zihana. Pro péstovani jsou
doporucovany chladnéjsi, dobie oslunéné polohy, ve kterych maji plody lepSi zbarveni.
Duznina je pevna a $tavnata. Sklizi se v fijnu, konzumni zralosti dosahuje v prosinci. Stromy

jsou rezistentni ke strupovitosti, padlim trpi jen velmi malo (Blazek et al. 2001).

Obrazek 9:Odruda 'Topaz'

Zdroj:<https://www.zahradnictvi-flos.cz/malus-domestica-topaz-jablon-zimni-topaz.html>
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Odruda 5 — 'Meteor’

Vznik odridy: 'Melrose’ x 'Megumi’

Popis odridy: 'Meteor’ je zimni odriida se vzristnosti sttedné bujnou az bujnou, ktera plodi
jednotlivé na plodonosném obrostu. Plod ma velky az velmi velky. Slupka ma zakladni
zelenozlutou barvu, kryci barvou je ¢ervend. Slupka je tlustd, na povrchu hladkd. Duznina ma
zlutavou barvu, je jemnd, vice §tavnatd. Skliziiové zralosti dosahuje na pielomu zafi a fijna,
konzumni zralost je od listopadu. Odolnost proti napadeni strupovitosti je nizka, proti padli

stfedni (Nesrsta & Jan 2016).

Obrazek 10:Odruda "Meteor’

Zdroj:<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_2016.pdf>

Odruda 6 — 'Flordika’

Vznik odriady: 'Discovery’ x 'Florina’

Popis odridy: Vzristnost zimni odridy 'Flordika’ je stfedn¢ bujna. K nasazeni ploda
obvykle dochézi na kratkém obrostu ve shlucich 1 jednotliv€. Plod je sttedné velky az velky,
bez Zebrovani. Zakladni barvou plodu je Zlutozelena, kryci barvou je Cervena. Slupka je tlustd,
na povrchu hladka. DuZnina m4 krémovou barvu, je stfedné pevnad a Stavnatd. Sklizniové
zralosti dosahuje tato odriida koncem zafi, konzumni zralosti pak od listopadu. Je rezistentni

proti napadeni strupovitosti, vii¢i padli ma odolnost stéedni (Nesrsta & Jan 2016).
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Obrazek 11:Odrida 'Flordika'

Zdroj:<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_2016.pdf>

Odrida 7 — "Artiga’

Vznik odrudy: 'Angold’ x HL782

Popis odruady: 'Artiga’ je zimni odriida s bujnou vzristnosti. Plody jsou nasazeny na kratkych
vyhonech jednotlivé 1 ve shlucich. Jable¢ny plod je velky a je bez Zeber. Zakladni barvou
plodu je Zlutozelena, kryci barva je Cervena. Slupka je stfedné tlusta, hladka a na povrchu
nerovna. Duznina ma zlutavou barvu, je sttedné pevna a navinule sladka. Skliziiové zralosti
dosahuje odrida koncem fijna, konzumni zralost je od ledna. Odolnost vii¢i houbovym

chorobam je vysoka (Nesrsta & Jan 2016).
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Obrazek 12: Odrida 'Artiga’

Zdroj:<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_2016.pdf>

Odrida 8 — 'Jonagold Supra'

Vznik odridy: fizena mutace odridy 'Jonagold'

Popis odridy: Odrida 'Jonagored Supra' je zimni barevnou mutaci odridy Jonagold. Jeji
vzrastnost je bujna, plodi ve shlucich. Ma stfedni az velké plody se zelenozlutou podkladovou
barvou, kterou prostupuje forma zihani a mramorovani. Kryci barva je Cervena. Duznina je
pevnd, krémové barvy. Skliziiova zralost zaCind na pielomu zafi a tijna. Konzumni zralosti

dosahuje v listopadu (Vyslouzil 2015).

34



Obrazek 13:0driida "Jonagored Supra’

Zdroj:<https://www.zahradnictvi-spomysl.cz/jablon-jonagored-supra/>

Odruda 9 — 'Rucla’

Vznik odriady: 'Clivia' x 'Rubin’

Popis odriady: Vzrustnost zimni odriidy 'Rucla’ je stfedné bujna az bujna. Plodi jednotlivé na
dlouhém obrostu. Jablecné plody jsou stiedné velké az velké, bez Zebrovani. Zakladni barvou
slupky je zelenozZluta, kryci barva je celoploSné rozmisténd, purpurova. Slupka je stfedné
tlusta a na povrchu hladkd. Duznina ma krémovou barvu, je tuha a stavnata. Odrida 'Rucla’
dosahuje skliziiové zralosti zacatkem fijna, konzumni zralosti na konci listopadu. Odolnost

proti napadeni strupovitosti a padli je stiedni (Nesrsta & Jan 2016).
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Obrazek 14: Odrida 'Jonagored Supra’

Zdroj:<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_2016.pdf>

Odruda 10 — "Idared"

Vznik odrudy: 'Wagenerovo' x ‘Jonathan’

Popis odrudy: 'Idared' je pozdné zimni Cervenoploda odrida, kterd je v soucasnosti
nejrozsifendjsi odridou jabloné v Ceské republice. Jeji vzristnost je stiedné bujna. Ma
sttedn¢ velké plody, jejich barva je nazelenale Zluta, kryci barva je Cervena. DuZnina je bila,
jemna a Stavnatd. Je typicka pozdni dobou zrani — skliziiova zralost je az ve druhé poloviné
fijna, a dobrou skladovatelnosti jejich plodd. Pro jeji péstovani jsou vhodnéjsi spiSe vlhci
oblasti a stfedni polohy. Tato odriida je nachylna na strupovitost a na padli a citlivéjsi vici

mrazu (Blazek et al. 2001).
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Obrazek 15: Odrida 'ldared’

Zdroj:<https://www.zahradnictvi-flos.cz/malus-domestica-idared-jablon-zimni-idared.html>

Odruada 11 — 'Lady Silvia'

Vznik odridy: 'Zvonkové' x 'Sampion'

Popis odrudy: Vzrustnost zimni odrudy 'Lady Silvia' je stfedné bujna, plodi na tlustych
vyhonech ptevazné ve shlucich. Plod je sttedné velky az velky a je bez zebrovani. Zakladni
barva plodu je Zlutozelend, kryci barva je Cervena. Slupka je tenkd az sttedné tlusta, maze byt
mastnd. Duzninu ma tato odrtida zlutavé barvy, stfedné Stavnatou. Skliziiova zralost této je ke
konci zafi, konzumni zralost od poloviny listopadu. Ma stiedni odolnost K houbovym

chorobam (Nesrsta & Jan 2016).
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Obrazek 16: Odrida 'Lady Silvia'

Zdroj:<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_2016.pdf>

Odruda 12 — 'Reluga’

Vznik odrudy: 'Golida’ x 'Topaz'

Popis odridy: Vzristnost stromu této zimni odridy je stiedné bujna, plodi na kratkych a
sttedné tlustych az tlustych vyhonech, a to pievazné ve shlucich. Plod je velky a ma stiedné
znatelné Zebrovani. Zakladni barva jablecného plodu je zlutozelend, kryci barvou je Cervena
s vyraznym zihanim. DuZnina mé zelenavou barvu a je stfedné pevnd i Stavnata. Skliziiové
zralosti dosahuje zaCatkem fijna, konzumni zralost je od ledna. Odrida je rezistentni proti

napadeni strupovitosti (Nesrsta & Jan 2016).
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Obrazek 17: Odrida 'Reluga’

Zdroj:<http://eagri.cz/public/web/file/493584/Ovoce_2016.pdf>

Odruda 13 — 'Jonagold’

Vznik odrudy: 'Golden Delicious' x 'Jonathan’

Popis odruady: Jedna se o zimni odridu amerického plivodu, jejiz vzrustnost je bujna, pozdéji
sttedni. Ma stfedné velké plody, které jsou odolné proti otlaceni a velmi dobie se skladuji
v modernich skladech s fizenou atmosférou. 'Golden Delicious' je péstovand v nékolika
klonech liSicich se charakterem vybarvovani ploda. Zakladni barva je zelenozluta,
V pozdé&jsich fazich Zluté, krytd je oranZovocervenou barvou. Duznina ma Zlutavou barvu a je
jemna a S$tavnata. Plody se sklizi koncem zaii nebo zacatkem fijna, konzumni zralosti
dosahuje od prosince. Stromy jsou velmi nachylné ke strupovitosti a padli, a vyzaduji tak

vysokou chemickou ochranu (Blazek et al. 2001).
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Obrazek 18: Odrida 'Jonagold'

Zdroj:<https://www.zahradnictvi-flos.cz/malus-domestica-jonagold-jablon-zimni-
jonagold.htmi>

Odruda 14 — 'Golden Delicious'

Vznik odridy: nahodny semenac

wew s

je zpocatku bujna. Vyznacuje se stiedné velkymi plody, jez vyzaduji vEtsi Setrnost pii sklizni.
Zluta barva slupky v dobé sklizné indikuje poZadovanou kvalitu. Kryci barva neni ptitomna.
Tato odriida se péstuje prevazné v teplejSich oblastech s dostatecné dlouhou vegetacni dobou.
Sklizi se v fijnu, konzumni zralosti dosahuje od prosince. V chladn¢jsich oblastech ma i
V obdobi plné plodnosti pievazné zelené plody a Castéji trpi rzivosti slupky. Jelikoz je malo

odolna proti strupovitosti, vyzaduje dobrou chemickou ochranu (Blazek et al. 2001).
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Obrazek 19: Odriida 'Golden Delicious’

Zdroj:<https://www.zahradnictvi-spomysl.cz/jablon-golden-delicious/>

4.2 1zolace RNA

4.2.1 Priprava materialu

RNazy (ribonukledzy) jsou vSudypiitomné a velmi stabilni enzymy, které katalyzuji
degradaci RNA na malé slozky. Z toho divodu je nutné vyhnout se béhem extrakce RNA
kontaminacemi RNazami. Pro extrakci RNA byl tak pouzivan plast RNase free. Veskeré
pouzivané laboratorni nastroje — pipety, Spicky s filtry, tfeci misky, tloucky, pinzety a
skalpely, byly sterilizovany autokladvem. Piipravkem RNaseZAP TM firmy Sigma, ktery
inhibuje RNazy, byly oSetieny rukavice i pracovni plocha v laboratofi, ve které probihal

odbér vzorku a extrakce RNA.

Rovnéz i veskeré analyzované plody byly nejdiive oSetfeny piipravkem RNaseZAP
TM firmy Sigma, aby se vylouc¢ila moznost kontaminace RNazami z vngj$iho prostredi. Od
kazdé ze 14 zkoumanych odrid jabloni byly pouZzity 3 plody, z nichz byly odebrany zvlast
smésné vzorky pletiva slupky a duzniny. K odebrani slupky i duzniny bylo pouzito vice mist
na ploSe plodu. Plody, z nichZ byly odebrany vzorky, pochézely ze dvou ro¢nikli — ze sklizni

Vv zafi roku 2016 a 2017.

Nasledné byly veskeré vzorky vloZeny do polypropylenovych zkumavek a okamzité
zmrazeny kapalnym dusikem, aby nedoSlo k poskozeni RNA. Skladovany byly pii teploté
-80°C.
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4.2.2 Izolace celkové RNA

Tteci misky byly pfedem vychlazené kapalnym dusikem a oSetieny RNaseZAP TM
(Sigma). Do nich pak byly pfeneseny obsahy polypropylenovych zkumavek. Za stalého
chlazeni kapalnym dusikem dosSlo pomoci tlou¢ku k homogenizaci vzorkti do praskové
struktury. Z tohoto prasku bylo asepticky odvazeno a pieneseno 100 mg do sterilnich 2ml
zkumavek. Vzorky byly ponofeny do kapalného dusiku a k jejich vyjmuti doslo az pied

samotnou analyzou.

Izolace celkové RNA probéhla pomoci Spectrum Plant Total RNA Kit od firmy
Sigma. Nejdiive bylo pfidano 500 pl lyza¢niho pufru s obsahem 2-merkaptoetanolu do
zkumavek s homogenizatem a 30 s byly ponechany homogenizaci na vibraéni tfepaéce. Pak

byly inkubovany 3 minuty pii teploté 56°C.

Zkumavky byly centrifugovany pii 12 000 relativniho centrifugacniho zrychleni
(RCF) po dobu 10 minut pfi teploté 10°C, aby doslo k odstranéni zbytku bunék. Supernatant
bez rostlinnych zbytkl byl nasledné pienesen na filtra¢ni kolonky ve 2ml zkumavkach. Opét

byla provedena centrifugace pti 12 000 RCF 1 minutu pfi teploté 20°C.

Zkumavky byly zchlazeny pomoci ledu. Do zkumavek bylo pfidano 750 pl vazaciho
roztoku. Nésledn¢ byla smés dana na vibracni tfepaCku, aby se kratce promichala. Ze
zkumavky bylo odebrano 600 ul a pfeneseno na kolonku, ktera byla urcena k navazani RNA.
Tato smés byla nasledné centrifugovana pii 12 000 RCF 1 minutu pfti teploté 20°C, nasledné
byl filtrat odlit a zkumavka byla vysuSena sterilni buni¢inou. Stejny postup byl aplikovan i na
zbyvajici ¢ast filtratu.

300 pl promyvaciho roztoku bylo piidano na kolonku a nasledné¢ byly zkumavky
centrifugovany 12 000 RCF po dobu 1 minuty pfi teploté 20°C. Néasledné byl filtrat odlit,
zkumavky vysuSeny a kolonky vraceny zpét do zkumavek. Na kolonky pak byla pfidana smés
10 pul DNazy I a 70 pl digeséniho pufru, ktery slouzi k degradaci zbytkd genomické DNA
z kitu On-Column DNase | Digestion Set firmy Sigma. 15 minut byly vzorky inkubovany pii
laboratorni teploté. Nasledné bylo na kolonku ptfidano 500 pl promyvaciho roztoku 1.
Zkumavky byly opét centrifugovany 12 000 RCF 1 minutu v teploté¢ 20°C. Doslo k odliti

filtratu, vysuseni zkumavek a vraceni vazacich kolonek zpét do zkumavek.

Kolonky byly pfi 2 opakovanich promyty 500 pl promyvaciho roztoku 2 a
centrifugovany 12 000 RCF 1 minutu pfi teploté¢ 20°C. Aby byly véazaci kolonky zbaveny
zbytkli promyvaciho roztoku, byly centrifugovany 30 s 12 000 RCF pfti teploté 20°C.
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Do novych 2ml zkumavek byly pfendany vysusené kolonky. Na povrch filtru bylo
pridano 50 pl elu¢niho pufru. Kolonky se inkubovaly 5 minut pfi laboratorni teploté a pak
byly centrifugovany 12 000 RCF po dobu 1 minuty pfi teploté 20°C.

4.2.3 Vyhodnoceni vytéZnosti RNA

UV spektrofotometr (NanoPhotometer, Implen) byl pouzit pro vyhodnoceni vytéznosti
izolovan¢ RNA. Pomoci pipety doslo k jemnému promichani filtratu a nasledné z n¢j byly
odebrany 3 pl, které slouzily k umisténi na kyvetu. Vyhodnoceni vytéznosti RNA probihalo
pti vinoveé délce 260 nm. Nasledné byly vzorky ihned pouzity pro piepis do cDNA.

4.2.4 Syntéza cDNA
Pro syntézu cDNA byl pouzit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit firmy

Roche za pouziti univerzalniho polyA primeru.

Byla pfipravena smés templatové RNA a oligo(dT)is primeru, pticemz celkové
mnozstvi templatové RNA neptesdhlo 1 pg. Koncentrace oligo(dT)is primeru byla 2,5 uM.
Do celkového objemu 13 ul byl pifidan PCR H20 (Roche). Cela smés byla denaturovana
v termocykleru pii teplot¢ 60°C, nasledné zchlazena, aby byly eliminovany sekundarni

struktury molekul RNA.

K této smési byly ptfidany 4 ul reakéniho pufru Transcriptor Reverse Transcriptase
Reaction Buffer (Roche), 0,5 pl Protector RNase Inhibitor (Roche), 2 ul deoxynukleotidii a
0,5 pl Transcriptor Reverse Transcriptase firmy Roche. Nasledn¢ byla tato smés promichana
pipetou a vlozena do termocykleru, aby mohla byt inkubovana pii teploté 50°C po dobu 60

minut.

cDNA, kterd byla ziskéna, byla uchovana pii teploté -80°C. VesSkeré vzorky byly
natedény takovym zplsobem, aby v 1 pl roztoku bylo mnozstvi cDNA odpovidajici

produktur reverzni transkripce, ktery vznikne z 0,25 ng celkové RNA.
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4.2.5 Amplifikace izoformy Mal d 1.02, izoforem genové rodinyMal d 4,
vybranych izoforem PLA; a TGase

Pro amplifikaci izoforem Mal d 4, PLA; a TGase byl pouzit termocykler LightCycler
Nano Instrument od firmy Roche a kit FastStart Essential DNA Green Master rovnéz od firmy
Roche. Byl ptipraven premix obsahujici 5 pl 2x mastermixu, 0,5 pl F primeru (koncentrace
10 uM) a 0,5 pl R primeru (koncentrace 10 uM) pro kazdou reakci. Byly pfipraveny stripy
urc¢ené k amplifikaci house keepingového genu (actin) a hodnocenych genti pro Mal d 4, PLA;
a TGase.

V jednom stripu se nachazi celkem 8 jamek. Do kazdé této jamky bylo rozpipetovano
6 ul premixu a 4 pl natedéné cDNA. PCR H;0 o objemu 4 pul byla pouzita jako negativni

kontrola. Schématické znazornéni jednoho z experiment je uvedeno v Tabulce 2.
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Tabulka 2: Schéma experimentu probihajiciho v termocykleru

Jamka |Jamka |[Jamka |Jamka |Jamka |Jamka |Jamka |Jamka
¢ 1 ¢.2 ¢.3 ¢. 4 ¢ 5 ¢. 6 ¢.7 ¢. 8
Strip A | Mald Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d
4.01 4.01 4.01 4.01 4.01 4.01 4.01 4.01
Odrida | Odrida | Odrida | Odrida | Odrida | Odriida | Odrida | Odrida
¢ 1 ¢ 1 ¢ 1 ¢ 2 ¢ 2 ¢ 2 ¢ 3 ¢ 3
StripB | Mald Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d
4.01 4.01 4.01 4.01 4.01 4.01 4.01 4.01
Odrida | Odrida | Odrida | Odrida | Odrida | Odrida | Odrida | Negativni
¢ 3 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢S5 ¢S5 ¢S5 kontrola
StripC | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7
Odrida | Odrida | Odrida | Odrida | Odrida | Odrida | Odrida | Odrida
¢ 1 ¢ 1 ¢ 1 ¢ 2 ¢ 2 ¢ 2 ¢ 3 ¢ 3
StripD | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7 | Aktin7
Odruda | Odrida | Odrida | Odruda | Odrida | Odrida | Odrida | Negativni
¢.3 ¢. 4 ¢. 4 ¢. 4 ¢S5 ¢S5 ¢S5 kontrola

teploté 95°C (rychlost zmény teploty 4°C/s) na 10 minut. Nésledovala tfikolova amplifikace
se 45 cykly pii 95°C (rychlost zmény teploty 5°C/s) na 20 s. Tteti krok byl predstaven
teplotou 61°C pro vSechny primerové pary (rychlost zmény teploty 4°C/s) na 20 s. A pfi

poslednim kroku byla teplota 72°C (rychlost zmény teploty 4°C/s) na 20 s.

al. (2017), které jsou uvedeny v Tabulce 3.
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Amplifikace probihala ve Ctyfech krocich. Nejdiive byla aktivovdna polymeradza pii

Pti ptipravé premixu byly pouzity primerové pary dle Pagliarani et al. (2013) a Paris et




Tabulka 3: Primerové pary pouzité pro amplifikaci analyzovanych genit v QRT-PCR

(upraveno dle Pagliarani et al. 2013; Paris et al. 2017)

Nazev Teplota
Gen ) Sekvence primeru 5'-3’ )
primeru annealingu
qMd1.01/02F GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
Mal d 1.02 61°C
qMd1.02R TTGGTGTGGTAGTGGCTGATA
Md401fw CAGCCAGGCCCTGTTAATC
Mal d 4.01 61°C
Md401rv AGAGACCCTGCTCAATAAGGTAA
qMd402F GTGTTACTGTCAAGAAGAGCACAA
Mal d 4.02 61°C
qMd402R GCTCAATGAGATAATCCGCA
Md403fw GGCCAAGCTTTGGTTTTC
Mal d 4.03 61°C
Md403rv GCCTTGATCAATCAGGTAGTCT
Md404Afor GGCAAGCTCTAGTATTTGGAATCTAC
Mal d 4.04 61°C
Md404Arev TCGCCCAACCTCTCAACC
PLA 21-For ATCGCACGACACAGTTCTCC
PLA21 61°C
PLA 21-Rev TATTGTCGGAACAGTGGGCG
PLA 23-For AGTGCAGCCAAACGTTCCTA
PLA23 61°C
PLA 23-Rev CAGCCTCCATGACAAGGGTT
TGaseRTF AGGGATCAAGCTGGCATCTG
TGase 61°C
TGaseRTR AAGCATTTGCGAGGAAACCTT
) actin F CTATGTTCCCTGGTATTGCAGACC
Aktin 7 61°C
actinR GCCACAACCTTGATTTTCATGC
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4.3 Zpracovani dat z qRT-PCR

Ovladaci program termocykleru LightCycler Nano (Roche) mohl byt pouzit pro
analyzu relativni kvantifikace. V programu Microsoft Excel byly vypocéteny parametry ACq a
Ratio ACq, jelikoz tyto udaje slouzici jako vstupni data pro statistické vyhodnoceni ovladaci

program LightCycler Nano (Roche) nezobrazuje.

Hodnoty ACq a Ratio ACq nebyly v této diplmové praci pouzity, jelikoz studentka
FAPPZ CZU v Praze Tereza Zunova pii feSeni své diplomové prac (Zunova 2018) prokazala,

ze hodnoty eficienci amplifikaci studovanych genti a aktinu 7 se vzajemné¢ minimaln¢ lisily.

4.3.1 Stanoveni parametru Ratio ACq

Parametr Ratio ACq vyjadfuje intenzitu exprese analyzovanych geni, kterd je
normalizovana k expresi house keepingového genu, aktinu 7. Tuto metodiku ve svém
experimentu popsal Pagliarani et al. (2013). Pro vypocet parametri ACq byl vyuzit program

Microsoft Excel, kam byla zadavana data z programu LightCycleru.

4.4. Statistické zpracovani vysledki
Vsechny statistické analyzy byly provedeny pomoci programu Dell Statistica version

13 (Dell Inc. 2015). Statistické hodnoceni parametru ACq bylo provedeno podle nasledujiciho

schématu:

e Deskriptivni statistiky (aritmeticky prumér, median, smérodatna odchylka a varia¢ni
koeficient)

e Vyhodnoceni normality dat pomoci nasledujicich testu: K-S, Lilliefors a Shapiro-
Wilkova testu
Vzhledem k tomu, ze hodnoty ACq nevykazovaly normalni rozdéleni, byl pouzit
neparametricky Kruskal-Wallistiv test pro vyhodnoceni vlivu genu, rocniku, typu
pletiva, odridy a biologického replikatu na hodnoty ACq.

e Pro vyhodnoceni zavislosti hodnot ACq mezi geny, ro¢niky, typy pletiva a replikaty

byl pouzit linearni model regresni analyzy
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5 Vysledky

5.1 Piehled stanovenych hodnot Ratio ACq a variacnich koeficienti (Vk)
Ziskali jsme dohromady 2688 hodnot Ratio ACq vyjadiujicich relativni expresi
studovanych geni vztazenou k expresi referencniho genu pro aktin 7. 2688 hodnot
predstavuje 896 riznych variant kombinaci jednotlivych tfidicich faktorti — roku sklizn€, typu
pletiva, testovaného genu, odridy a biologického replikdtu v celkem 3 méfenich (3

technickych replikatech).

Pomoci programu Microsoft Excel jsme nejdiive vypocitali mediany hodnot Ratio
ACq jednotlivych variant tfi technickych replikatd. Tim jsme pro kazdou variantu ziskali
hodnoty Ratio ACq biologickych replikath A a B. Nasledné¢ jsme spocitali aritmetické
praméry biologickych replikati v ramci jednotlivych tfidicich faktorti a jejich variacni

koeficienty (%), které vyjadiuji miru variability mezi replikaty A a B.

Na nasledujicich tabulkach (Tabulka 4 aZ Tabulka 9) jsou pro jednotlivé varianty
kombinaci ttidicich faktori uvedeny aritmetické priméry hodnot Ratio ACq a variacni
koeficienty (Vk) urcujici variabilitu biologickych replikatd. Pro lepsi ptehlednost bylo
vytvofeno celkem 6 tabulek rozdélenych podle testovaného genu a typu pletiva. Izoformam
Mal d 4 se vénuje Tabulka 4 (pro duzninu) a Tabulka 5 (pro slupku). Sledované hodnoty pro
PLA21, PLA23 a TGase jsou znazornény v Tabulce 6 (pro duzninu) a v Tabulce 7 (pro
slupku). Tabulka 8 (pro duzninu) a Tabulka 9 (pro slupku) se zabyvaji expresi izoformy Mal d
1.02.

Z tabulek je pro oba typy testovaného pletiva patrna vyssi exprese izoformy Mal d

1.02 ve srovnani s izoformami genové rodiny Mal d 4 a s enzymy PLA21, PLA23 i TGase.
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Tabulka 4: Aritmetické priimeéry vyslednych hodnot Ratio ACq a jejich variacni koeficienty

pro izoformy Mal d 4 u analyzovanych vzorku duzniny plodii z rocniku 2016 a 2017

Izoformy Mal d 4

Mal d 4.01 Mal d 4.02 Mal d 4.03 Mal d 4.04
Rok Ratio Vk Ratio Vk Ratio Vk Ratio
Odriida Vk [%0]
sklizné | ACq [%%6] ACq [%%6] ACq [%6] ACq
'Artiga’ 2016 1,010 | 0,280 | 2,066 | 0,274 | 0,426 | 1,328 | 0,011 6,734
2017 0,575 | 3,197 | 1,205 | 0,352 | 0,245 | 0,868 | 0,007 | 10,879
'Flordika’ 2016 0,950 | 0,521 | 0,709 | 1,197 | 0,213 | 0,998 | 0,010 | 14,142
2017 0,553 | 0,896 | 0,417 | 2,207 | 0,122 | 1,159 | 0,003 | 47,140
'Frosta’ 2016 0,887 | 0,399 | 1,956 | 0,362 | 0,432 | 0,982 | 0,002 | 47,140
2017 0,526 | 2,689 | 1,141 | 0,310 | 0,252 | 1,406 | 0,002 | 47,140
'Golden Delicious’ 2016 0,767 | 0,646 | 1,959 | 0,505 | 0,142 | 1,499 | 0,062 3,449
2017 0,440 | 1,607 | 1,150 | 0,308 | 0,083 | 1,704 | 0,035 2,050
"Idared’ 2016 0963 | 1,175 | 1,763 | 0,160 | 1,808 | 0,352 | 0,036 9,959
2017 0,574 | 1,725 | 1,031 | 0,549 | 1,049 | 0,472 | 0,018 7,857
'Jonagold’ 2016 1,001 | 0,212 | 2,184 | 0,486 | 0,138 | 2,571 | 0,004 | 35,355
2017 0577 | 1,471 | 1,269 | 1,003 | 0,078 | 2,737 | 0,003 0,000
'Jonagold Marnika’ 2016 0,761 | 0,372 | 2,378 | 0,268 | 0,221 | 0,962 | 0,001 0,000
2017 0,453 | 2,969 | 1,393 | 0,254 | 0,132 | 1,613 | 0,002 | 47,140
'Jonagold Supra’ 2016 0,688 | 0,822 | 2,122 | 0,167 | 0,240 | 0,589 | 0,005 | 15,713
2017 0,396 | 1,252 | 1,242 | 0,342 | 0,144 | 3,928 | 0,004 | 20,203
"Lady Silvia’ 2016 0,616 | 0,689 | 1,078 | 0,787 | 0,479 | 1,034 | 0,006 | 23,570
2017 0,351 | 2,623 | 0,629 | 0,788 | 0,285 | 1,985 | 0,004 | 20,203
"Meteor’ 2016 0,552 | 1,793 | 2,249 | 0,157 | 0,360 | 0,590 | 0,002 | 70,711
2017 0,320 | 0,884 | 1,319 | 0,804 | 0,213 | 1,992 | 0,003 | 28,284
'Nikoleta’ 2016 1,176 | 0,241 | 2,142 | 0,264 | 0,653 | 0,759 | 0,002 | 47,140
2017 0,678 | 1,460 | 1,258 | 0,619 | 0,381 | 0,929 | 0,002 | 70,711
'Reluga’ 2016 0,861 | 0,411 | 1,442 | 0,294 | 0,151 | 1,873 | 0,011 6,734
2017 0,509 | 1,667 | 0,845 | 0,754 | 0,088 | 1,607 | 0,007 | 10,879
'Rucla’ 2016 0,995 | 0,498 | 2,633 | 0,242 | 0,620 | 0,456 | 0,007 | 20,203
2017 0,581 | 0,365 | 1,548 | 1,325 | 0,361 | 0,783 | 0,005 | 15,713
"Topaz’ 2016 0,860 | 0,329 | 1,638 | 0,518 | 0,479 | 0,443 | 0,003 | 28,284
2017 0,509 | 2,501 | 0,950 | 0,298 | 0,284 | 1,746 | 0,002 0,000
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Tabulka 5: Aritmetické priimeéry vyslednych hodnot Ratio ACq a jejich variacni koeficienty

pro izoformy Mal d 4 u analyzovanych vzorkii slupky plodii z rocniku 2016 a 2017

Izoformy Mal d 4

Mal d 4.01 Mal d 4.02 Mal d 4.03 Mal d 4.04
Rok Ratio Vk Ratio Vk Ratio Vk Ratio Vk
Odruda

sklizné ACq [%%6] ACq [%%6] ACq [%6] ACq [%6]
'Artiga’ 2016 0,693 | 0,612 | 1,109 | 0,574 | 0,116 | 1,837 | 0,002 | 47,140
2017 0,411 | 1,550 | 0,651 | 1,521 | 0,068 | 2,080 | 0,002 | 47,140
'Flordika’ 2016 0,851 | 0,416 | 0,625 | 1,131 | 0,157 | 1,802 | 0,013 | 16,971
2017 0,492 | 1,583 | 0,372 | 1,521 | 0,091 | 3,108 | 0,008 | 9,428
'Frosta’ 2016 0,686 | 0,618 | 1,237 | 0,572 | 0,196 | 1,808 | 0,002 | 70,711
2017 0,400 | 0,531 | 0,717 | 0,394 | 0,115 | 0,618 | 0,002 | 47,140
'Golden Delicious’ 2016 0,684 | 0,414 | 1578 | 0,538 | 0,085 | 4,184 | 0,002 | 47,140
2017 0,393 | 1,982 | 0,928 | 0,610 | 0,051 | 1,400 | 0,001 | 0,000
"Idared’ 2016 0,929 | 0,457 | 1,038 | 0,545 | 0,109 | 2,595 | 0,002 | 70,711
2017 0,548 | 0,904 | 0,610 | 1,276 | 0,064 | 3,341 | 0,001 | 0,000
'Jonagold’ 2016 0,919 | 0,616 | 1,874 | 0,302 | 0,058 | 2,438 | 0,003 | 28,284
2017 0,532 | 1,996 | 1,082 | 1,242 | 0,033 | 4,285 | 0,002 | 47,140
'Jonagold Marnika’ 2016 0,820 | 0,517 | 1,713 | 0,289 | 0,054 | 2,619 | 0,002 | 47,140
2017 0,490 | 2,745 | 0,993 | 0,570 | 0,032 | 2,245 | 0,002 | 47,140
'Jonagold Supra’ 2016 0,965 | 0,513 | 1,789 | 0,277 | 0,073 | 1,937 | 0,001 | 0,000
2017 0,555 | 1,658 | 1,037 | 0,682 | 0,044 | 1,626 | 0,001 | 0,000
"Lady Silvia’ 2016 0,723 | 0,685 | 1,037 | 0,273 | 0,266 | 2,658 | 0,002 | 47,140
2017 0,420 | 1,010 | 0,605 | 0,234 | 0,157 | 0,901 | 0,003 | 28,284
"Meteor’ 2016 0,773 | 0,366 | 1,608 | 0,352 | 0,152 | 0,930 | 0,005 | 15,713
2017 0,458 | 1,700 | 0,932 | 0,683 | 0,087 | 2,452 | 0,004 | 20,203
'Nikoleta’ 2016 0,879 | 0,885 | 1,182 | 0,718 | 0,163 | 3,046 | 0,002 | 47,140
2017 0,515 | 0,412 | 0,686 | 1,547 | 0,096 | 1,473 | 0,002 | 47,140
'Reluga’ 2016 0,789 | 0,628 | 1,374 | 0,257 | 0,057 | 2,481 | 0,001 | 0,000
2017 0,472 | 2,849 | 0,808 | 0,788 | 0,032 | 4,419 | 0,003 | 0,000
'Rucla’ 2016 0,642 | 0,661 | 0,983 | 0,719 | 0,142 | 1,499 | 0,002 | 70,711
2017 0,370 | 2,293 | 0,571 | 1,238 | 0,081 | 2,635 | 0,002 | 47,140
"Topaz’ 2016 0,779 | 0,726 | 1,564 | 3,121 | 0,243 | 0,875 | 0,002 | 70,711
2017 0,445 | 3,814 | 0,896 | 0,553 | 0,140 | 1,521 | 0,002 | 47,140
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Tabulka 6: Aritmetické priimeéry vyslednych hodnot Ratio ACq a jejich variacni koeficienty
pro PLA21, PLA23 a TGase u analyzovanych vzorkut duzniny plodii z rocniku 2016 a 2017

PLA21 PLA23 TGase
Rok Ratio Vk Ratio Vk Ratio Vk
Odruda

sklizné ACq [%%6] ACq [%%6] ACq [%6]
'Artiga’ 2016 0,007 | 20,203 | 0,004 | 60,609 [ 0,350 | 1,012
2017 0,005 | 15,713 | 0,003 | 84,853 | 0,204 | 0,693
'Flordika’ 2016 0,021 | 6,734 | 0,002 | 70,711 | 0,315 | 1,124
2017 0,014 | 5,238 | 0,002 | 47,140 | 0,181 | 1,175
'Frosta’ 2016 0,012 | 11,785 | 0,002 | 47,140 | 0,749 | 0,472

2017 0,008 | 9,428 | 0,003 | 28,284 | 0,433 | 1,633

'Golden Delicious’ | 2016 | 0,012 [ 0,000 | 0,016 | 4,562 | 0,591 | 0,479
2017 | 0,007 | 10,879 | 0,010 | 7,443 | 0,347 | 1,020

Ndared’ 2016 | 0,014 | 5238 | 0,004 | 20,203 | 0,444 | 1,593
2017 | 0,007 | 20,203 | 0,002 | 47,140 | 0,264 | 0,805

'Jonagold” 2016 | 0,016 | 4562 | 0,015 | 4,877 | 0,544 | 1,431
2017 | 0,010 | 7,443 | 0,007 | 32,636 | 0,323 | 1,314

"Jonagold Marnika’ | 2016 | 0,006 | 23,570 | 0,001 | 0,000 | 0454 | 0,780
2017 | 0,004 | 0,000 | 0,002 |47,140 | 0,266 | 1,595

"Jonagold Supra’ | 2016 | 0,009 | 0,000 | 0,002 | 70,711 | 0,381 | 1,114
2017 | 0,004 | 35355 | 0,002 |47,140 | 0,227 | 1,869

'Lady Silvia’ 2016 | 0,006 | 23570 | 0,003 |84,853 | 0,418 | 0,677
2017 | 0,003 | 47,140 | 0,002 | 70,711 | 0,241 | 1,174

"Meteor" 2016 | 0,017 | 8319 | 0,004 |35,355 | 0,356 | 1,790
2017 | 0,012 | 18,446 | 0,002 | 70,711 | 0,208 | 2,040

'Nikoleta' 2016 | 0,0060 | 23,570 | 0,002 | 70,711 | 0,389 | 0,910
2017 | 0,004 | 20,203 | 0,002 | 70,711 | 0,228 | 1,861

'Reluga’ 2016 0,009 | 8,319 | 0,002 | 47,140 | 0,518 | 0,819
2017 0,006 | 12,856 | 0,002 | 70,711 | 0,299 | 0,711

Rucla’ 2016 | 0,007 | 20,203 | 0,002 | 47,140 | 0,310 | 0,456
2017 | 0,004 | 35355 | 0,001 | 0,000 | 0,180 | 1,182

"Topaz’ 2016 | 0,009 | 8319 | 0,003 |28,284 | 0,412 | 1,203
2017 | 0,004 | 35355 | 0,003 |28,284 | 0,241 | 0,587
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Tabulka 7: Aritmetické priimeéry vyslednych hodnot Ratio ACq a jejich variacni koeficienty
pro PLA21, PLA23 a TGase u analyzovanych vzorku slupky plodii z rocniku 2016 a 2017

PLA21 PLA23 TGase
Rok Ratio Vk Ratio Vk Ratio Vk
Odruda

sklizné ACq [%%6] ACq [%6] ACq [%6]
'Artiga’ 2016 0,008 | 9,428 | 0,008 | 9,428 | 0,533 | 1,061
2017 0,005 | 15,713 | 0,005 | 0,000 | 0,314 | 0,450
"Flordika’ 2016 0,025 | 5,657 | 0,013 | 10,879 | 0,584 | 0,848
2017 0,014 | 15,713 | 0,007 | 10,879 | 0,341 | 1,038
'Frosta’ 2016 0,002 | 47,140 | 0,007 | 10,879 | 0,690 | 0,718

2017 0,002 | 47,140 | 0,002 | 70,711 | 0,420 | 2,866

'Golden Delicions’ | 2016 | 0,016 | 83839 | 0,033 | 4,285 | 0,835 | 0,339
2017 | 0,012 | 23570 | 0,021 | 6,734 | 0484 | 0,731

"Tdared’ 2016 0,015 | 47,140 | 0,003 | 47,140 | 0,696 | 0,712
2017 0,013 | 10,879 | 0,002 | 47,140 | 0,411 | 0,861

'Jonagold’ 2016 | 0,022 | 6,428 | 0,027 | 10,476 | 0,751 | 0,377
2017 | 0,014 | 5238 | 0,016 | 83839 | 0439 | 0,322

"Jonagold Marnika’ | 2016 | 0013 | 5657 | 0,024 | 9,027 | 0,874 | 0324
2017 | 0,008 | 9,428 | 0,014 | 5238 | 0510 | 0,277

"Jonagold Supra’ | 2016 | 0007 [ 20,203 | 0,012 | 23,570 | 0,917 | 0,540
2017 | 0,006 | 23,570 | 0,007 | 20,203 [ 0,533 | 1,195

'Lady Silvia’ 2016 | 0,016 | 8,839 | 0,003 | 47,240 | 0,780 | 0,454
2017 | 0,008 | 17,678 | 0,002 | 70,711 | 0,450 | 1,416

"Meteor' 2016 0,027 | 5,238 | 0,034 | 4,159 | 1,188 | 0,476
2017 0,015 | 14,630 | 0,018 | 7,857 | 0,689 | 0,411

"Nikoleta’ 2016 0,092 | 3,864 | 0,002 | 47,140 | 0,860 | 0,329
2017 0,056 | 1,274 | 0,002 | 47,140 | 0,500 | 0,849

'Reluga’ 2016 0,015 | 9,428 | 0,009 | 8,319 | 0,687 | 0,721
2017 0,009 | 8,319 | 0,006 | 12,856 | 0,401 | 0,530

Rucla’ 2016 | 0,010 | 14,142 | 0,006 | 23,570 | 0,644 | 0,439
2017 | 0,007 | 20,203 | 0,003 | 47,140 | 0,371 | 1,144

"Topaz’ 2016 | 0,018 | 12,122 | 0,004 | 20,203 [ 0,724 | 0,880
2017 | 0,012 | 6,149 | 0,003 | 28,284 | 0,427 | 0,662
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Tabulka 8:Aritmetické primery vyslednych hodnot Ratio ACq a jejich variacni koeficienty
pro izoformu Mal d 1.02 u analyzovanych vzorkii duzniny plodii z rocniku 2016 a 2017

Mal d 1.02

Odrida Rok sklizné | Ratio ACq VK [%0]
'Artiga’ 2016 54,354 0,254
2017 37,165 1,688
'Flordika’ 2016 12,203 1,176
2017 9,833 2,330
'Frosta’ 2016 20,524 0,117
2017 12,622 0,891
'Golden Delicious’ 2016 69,689 0,316
2017 26,099 0,539
"Idared’ 2016 52,435 0,092
2017 18,618 0,634
'Jonagold’ 2016 62,359 0,112
2017 65,857 0,119
'Jonagold Marnika’ 2016 27,703 0,569
2017 24,346 0,186
'Jonagold Supra’ 2016 59,007 0,466
2017 28,713 0,534
"Lady Silvia’ 2016 44,168 0,147
2017 9,857 0,803
'Meteor’ 2016 41,730 0,495
2017 19,600 1,277
'Nikoleta’ 2016 43,436 0,858
2017 27,612 1,027
'Reluga’ 2016 16,699 0,906
2017 22,191 1,192
'Rucla’ 2016 13,506 1,901
2017 16,895 0,599
"Topaz’ 2016 19,918 0,696
2017 9,113 0,908
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Tabulka 9: Aritmetické prumery vyslednych hodnot Ratio ACq a jejich variacni koeficienty
pro izoformu Mal d 1.02 u analyzovanych vzorkii slupky plodii z rocniku 2016 a 2017

Mal d 1.02

Odrida Rok sklizné | Ratio ACq VK [%0]
'Artiga’ 2016 81,155 1,737
2017 77,645 0,709
"Flordika’ 2016 55,296 0,746
2017 46,329 0,943
'Frosta’ 2016 83,800 0,895
2017 72,247 0,615
'Golden Delicious’ 2016 56,510 1,277
2017 67,20 0,539
"Idared’ 2016 121,801 1,914
2017 98,494 0,502
'Jonagold’ 2016 151,654 1,320
2017 131,392 0,652
'Jonagold Marnika’ 2016 179,415 0,305
2017 158,733 0,260
'Jonagold Supra’ 2016 79,545 0,429
2017 82,303 0,718
"Lady Silvia’ 2016 91,694 0,463
2017 86,157 0,570
"Meteor’ 2016 169,540 0,157
2017 176,652 0,528
'Nikoleta’ 2016 97,132 0,476
2017 84,220 1,815
'Reluga’ 2016 115,322 0,546
2017 105,356 1,206
'Rucla’ 2016 139,453 0,577
2017 106,179 1,127
"Topaz’ 2016 135,672 0,727
2017 110,788 0,286
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5.2 Statistické vyhodnoceni rozdili hodnot Ratio ACq pro vSechny geny

Pro zvoleni vhodné statistické analyzy bylo nejdiive provedeno vyhodnoceni
homogenity rozptyld hodnot Ratio ACq pro vSechny biologické replikdty vSech variant
kombinaci jednotlivych tfidicich faktorti. Nulova hypotéza na hladin€ vyznamnosti a = 0,05
nebyla potvrzena. To znamena, ze hodnoty nejsou homogenni a neodpovidaji Gaussovu
normalnimu rozdé€leni, jak je patrné z Grafu 1 a Grafu 2. Je to zpsobeno nékolikanasobné

vyss$i expresi izoformy Mal d 1.02 oproti ostatnim testovanym gentim.

Graf 1: Histogram stanovenych hodnot Ratio ACq pro vsechny geny v porovnani
S Gaussovou krivkou normalniho rozdéleni

Histogram: distribuce stanovenych hodnot Ratio ACq
pro vsechny geny

1000

900

200

700

600 |

500

Pocet pozorovani

400 |
300 | f \
200 |

100 | \

-50 0 a0 100 150 200
Ratio ACq

55



Graf 2: p-graf sestaveny na zdakladé hodnot Ratio ACq pro jednotlivé biologické replikaty
V porovnani S oc¢ekavanym pritbéhem normalniho rozdeélent

p-graf sestaveny na zakladé hodnot Ratio ACq pro vsechny geny

Ocekavané normalni hodnoty

-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Pozorovany kvantil

Z Grafu 2 je ziejmé, ze mvétSina hodnot se pohybovala kolem 0. | z toho Ize usoudit,
ze ziskany datovy soubor nema normalni rozdéleni. Pro statistické hodnoceni tak nelze pouzit
analyzu rozptylu vicenasobného tiidéni. Efekty jednotlivych tfidicich faktora jsme tak
hodnotili na zékladé¢ neparametrického Kruskal-Wallisova testu, kterému jsou vénovany

nasledujici podkapitoly.

5.2.1 Analyza rozdili dle roku sklizné

Vzorky jable¢nych plodl, které jsme testovali, pochdzely ze dvou roku sklizné¢ —
zroku 2016 a 2017. Zjistili jsme, ze na hladiné vyznamnosti a = 0,05 existuje statisticky
vyznamny rozdil v mife exprese zkoumanych genli vyjadifené hodnotami mediant Ratio ACq

mezi obéma roky sklizné. Detailni hodnota statistické diference je uvedena v Tabulce 10.

56



Tabulka 10: Pravdépodobnost shody hodnot medianit Ratio ACq mezi roky sklizne — vysledek
Kruskal-Wallisovy analyzy

2016 0,001

2017

Na krabicovém Grafu 3 je znazornén rozdil v expresi genli mezi roky sklizn¢ a

diferenciace medianti, rozptyl a oblast, v niZ se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq.

Graf 3:Diferenciace medianit a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi roky sklizné

Rok sklizné pro vsechny geny
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5.2.2 Analyza rozdili dle typu pletiva

Vzorky, které jsme testovali, pochazely ze dvou €asti jablecnych plodi — z duZniny a
ze slupky. Na zaklad€ Kruskal-Wallisovy analyzy jsme zjistili, Ze na hladiné vyznamnosti a =
0,05 neexistuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese zkoumanych genl vyjadiené
hodnotami medidnid Ratio ACq mezi obéma typy pletiva. Detailni hodnota statistického

rozdilu je uvedena v Tabulce 11.
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Tabulka 11: Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi typy pletiva — vysledek
Kruskal-Wallisovy analyzy

duznina 0,737

shipka

Pro lepsi predstavu je na Grafu 4 znazornén rozdil v expresi genll mezi duZzninou a

slupkou a diferenciace mediant, rozptyl a oblast, v niz se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq.
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Graf 4: Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi slupkou a duzninou

Analyzovany typ pletiva pro viechny geny
200 . ;

180 | S ]

160 1

140 | ]

120 ¢ 1

100 + .

80 r 1

Ratio ACq

40 :

D [ L e — —_— -

-20 o Median

slupka duZnina []25%-75%
Tvp pletiva T Min-Max

5.2.3 Analyza rozdili dle testovaného genu

V této diplomové praci byla analyzovana exprese izoalergenu Mal d 1.02, alergenti
genové rodiny Mal d 4 a geni PLA21, PLA23 a TGase. S vyuzitim Kruskal-Wallisovy
analyzy bylo zjisténo, ze na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 neexistuje statisticky vyznamny
rozdil v mife exprese vyjadiené hodnotami medianti Ratio ACq jen mezi nékterymi geny.

Detailni hodnoty statistickych rozdilti jsou uvedeny v Tabulce 12.
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Tabulka 12: Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi analyzovanymi geny —

vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

Mal d 4.01 0,000
Mal d 4.02 0,002 0,044
Mal d 4.03 0,000 0,000 0,000
Mal d 4.04 0,000 0,000 0,000 0,000
PLA21 0,000 0,000 0,000 0,000 0,038
PLA23 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 0,518
TGase 0,000 1,000 0,000 0,054 0,000 0,000 0,000
Mal d1.02 | Mald4.01 | Mald4.02 | Mald4.03 | Mal d 4.04 PLA21 PLA23

Z Tabulky 12 je patrné, Ze statisticky nevyznamné rozdily se vyskytuji pouze mezi

expresi TGase a dvou izoforem genové rodiny Mal d 4 — Mal d 4.01a Mal d 4.03, a mezi
expresi PLA23 a izoformy Mal d 4.04 a PLA21.

Na krabicovém Grafu 5 je znazornén rozdil v expresi jednotlivych genii a diferenciace

medidnd, rozptyl a oblast, v niZ se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq.
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Graf 5:Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi testovanymi geny

VSechny analyzované geny
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5.2.4 Analyza rozdili dle testované odridy

V této diplomové praci bylo zkoumano celkem 14 odrid. Na zakladé¢ Kruskal-
Wallisovy analyzy jsme zjistili, ze na hladiné vyznamnosti a = 0,05 neexistuje statisticky
vyznamny rozdil v mife exprese zkoumanych gena vyjadiené hodnotami mediani Ratio ACq
mezi Zzadnymi dvéma odrudami. Detailni hodnoty statistickych rozdili je uvedena v Tabulce

13.
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Tabulka 13: Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi analyzovanymi odridami —

vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

"Flordika’ 1,000
"Frosta’ 1,000 | 1,000
'Golden Delicious’ | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Idared’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold Marnika’ | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold Supra’ 1,000 | 1,000 | 1,000 {1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Lady Silvia’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Meteor’ 1,000 | 1,000 | 1,000 {1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Nikoleta’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Reluga’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Rucla’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Topaz’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 |1,000
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Pro lepsi predstavu je na krabicovém Grafu 6 zndzornén rozdil v expresi genli napii¢
testovanymi odridami a diferenciace medidni, rozptyl a oblast, v niZ se nachdzi 25-75 %

hodnot Ratio ACq.
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Graf 6:Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi testovanymi odridami

Analyzované odrudy pro wechny geny
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5.2.5 Analyza rozdilii mezi biologickymi replikaty

Jak jiz bylo uvedeno, kazdd varianta kombinaci jednotlivych tfidicich faktori byla
testovana ve dvou biologickych replikatech — replikatu A a replikatu B. Pomoci Kruskal-
Wallisovy analyzy jsme potvrdili, Ze na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 neexistuje statisticky
vyznamny rozdil v mife exprese zkoumanych genli mezi biologickymi replikdty. Detailni

hodnota statistického rozdilu je uvedena v Tabulce 14.
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Tabulka 14: Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi biologickymi replikaty A a B —
vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

replikat A 0,903

replikat B

Rozdil v expresi genli mezi biologickym replikatem A a biologickym replikatem B a
diferenciace mediand, rozptyl a oblast, v niz se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq, je

zobrazen na Grafu 7.

Graf 7:Diferenciace medianit a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi biologickymi replikdty

Analyzované biologické replikaty pro vSechny geny
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5.3 Statistické vyhodnoceni rozdilii hodnot Ratio ACq pro genovou rodinu

Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase

Jak jiz bylo uvedeno, divodem, pro¢ nejsou hodnoty Ratio ACq homogenni a

neodpovidaji Gaussovu normalnimu rozdéleni, je zvySena exprese Mal d 1.02 oproti ostatnim
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zkoumanym geniim. Vyloudili jsme tak vSechny hodnoty ziskané pro izoformu Mal d 1.02 a
provedli statisticka vyhodnoceni rozdiltit hodnot Ratio ACq pouze pro genovou rodinu Mal d

4, PLA21, PLA23 a TGase.

Pro zvoleni vhodné statistick¢ analyzy jsme opét nejdfive provedli vyhodnoceni
homogenity rozptylti hodnot Ratio ACq pro izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase, jak je

uvedeno na Grafu 8.

Graf 8:Histogram stanovenych hodnot Ratio ACq pro genovou rodinu Mal d 4, PLA21,
PLA23 a TGase V porovnani s Gaussovou kiivkou normalniho rozdéleni

Histogram: distribuce stanovenych hodnot Ratio ACq pro
genovou rodinu Mal d 4, PLA21, PLLA23 a TGase
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Z Grafu 8 lze vycist, Ze nulova hypotéza na hladin€¢ vyznamnosti a = 0,05 nebyla
potvrzena. Hodnoty i pies vylouéeni hodnot ziskanych pro izoformu Mal d 1.02 tak nejsou

homogenni a neodpovidaji Gaussovu normalnimu rozdéleni.
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Pomoci statistického programu jsme sestavili 1 p-graf (Graf 9), ktery rovnéz dokazuje,
ze datovy soubor nemd normalni rozdéleni. Klasickh ANOVA (analyza rozptylu)
vicenasobného tfidéni tak nemohla byt pouzita. Pro statistickou analyzu jsme si znovu vybrali

neparametricky Kruskal-Wallistiv test.

Graf 9:p-graf sestaveny na zdkladé hodnot Ratio ACq izoforem Mal d 4, PLA21, PLA23 a
TGase vV porovnani s ocekavanym prithehem normalniho rozdéleni

p-graf sestaveny na zakladé hodnot Ratio ACq
izoforem Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase
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5.3.1 Analyza rozdili dle roku sklizné pro izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a
TGase

Pomoci statistického programu jsme zjistili, Ze na hladin€ vyznamnosti a = 0,05
existuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese izoforem Mal d 4, PLA21, PLA23 a

TGase mezi obéma roky sklizn€. Podrobnéjsi vyhodnoceni statistického rozdilu je uvedeno
v Tabulce 15.
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Tabulka 15: Pravdépodobnost shody hodnot medidnit Ratio ACq mezi roky sklizné pro
izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

2016 0,000

2017

Na krabicovém Grafu 10 je znazornén rozdil mediadnd, rozptyl a oblast, v niz se

nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq.
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Graf 10:Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi roky sklizné pro izoformy
Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase
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5.3.2 Analyza rozdili dle typu pletiva pro izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a
TGase

Na zédkladé Kruskal-Wallisovy analyzy jsme zjistili, ze na hladiné¢ vyznamnosti a =
0,05 neexistuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese izoforem Mal d 4, PLA21, PLA23
a TGase vyjadiené hodnotami mediani Ratio ACq mezi obéma typy pletiva — slupkou a

duzninou. Detailni hodnota statistického rozdilu je uvedena v Tabulce 16.

Tabulka 16:Pravdepodobnost shody medianii Ratio ACq mezi typy pletiva pro izoformy Mal d
4, PLA21, PLA23 a TGase — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

duinina 0.948

slupka
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Na krabicovém Grafu 11 jsou vyobrazeny diferenciace medianti, rozptyl a oblast, v niz

se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq.

Graf 11:Diferenciace medidanii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi slupkou a duzninou pro
izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase
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5.3.3 Analyza rozdili dle izoforem Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase
S vyuzitim Kruskal-Wallisovy analyzy bylo zjisténo, Ze na hladin¢ vyznamnosti a =
0,05 neexistuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese vyjadiené hodnotami medidnti

Ratio ACq jen mezi n€kterymi geny. Detailni hodnoty statistickych rozdild jsou uvedeny
v Tabulce 17.
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Tabulka 17:Pravdépodobnost shody mediani Ratio ACq mezi izoformami Mal d 4, PLA21,
PLA23 a TGase — Vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

Mal d 4.02 0,006
Mal d 4.03 0,000 0,000
Mal d 4.04 0,000 0,000 0,000
PLA21 0,000 0,000 0,000 0,000
PLA23 0,000 0,000 0,000 1,000 0,149
TGase 0,494 0,000 0,008 0,000 0,000 0,000
Mal d 4.01 | Mal d4.02 | Mal d4.03 | Mal d 4.04 PLA21 PLA23

Z Tabulky 17 je patrné, Ze statisticky nevyznamné rozdily se vyskytuji pouze mezi
expresi TGase a izoformy Mal d 4.01, mezi expresi obou izoforem PLA a mezi expresi PLA23
a izoformy Mal d 4.04. Na krabicovém Grafu 12 je znazornén rozdil v expresi izoforem Mal d
4, PLA21, PLA23 a TGase.
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Graf 12:Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi testovanymi geny pro
izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase
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5.3.4 Analyza rozdila dle testované odrudy pro izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23
a TGase
Vyuzitim Kruskal-Wallisovy analyzy jsme dokazali, ze na hladin¢ vyznamnosti a =
0,05 neexistuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese izoforem Mal d 4, PLA21, PLA23

a TGase mezi zddnymi dvéma odriidami. Detailni hodnoty statistickych rozdili jsou uvedeny

v Tabulce 18.
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Tabulka 18:Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi analyzovanymi odrudami pro
izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase — vysledek Kruskal-Walisovy analyzy

"Flordika’ 1,000
"Frosta’ 1,000 | 1,000
'Golden Delicious’ | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Idared’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold Marnika’ | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold Supra’ 1,000 | 1,000 | 1,000 {1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Lady Silvia’ 1,000 | 1,000 | 1,000 {1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Meteor’ 1,000 | 1,000 | 1,000 {1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Nikoleta’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Reluga’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Rucla’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Topaz’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 |1,000
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Na krabicovém Grafu 13 je znazornén rozdil v expresi izoforem Mal d 4, PLA21,

PLA23 a TGase napfi¢ testovanymi odridami pomoci rozdili mediant.
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Graf 13: Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi testovanymi odridami pro

izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase
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5.3.5 Analyza rozdili mezi biologickymi replikaty pro izoformy Mal d 4, PLA21,
PLA23 a TGase
Kruskal-Wallisova analyza potvrdila, Ze na hladiné vyznamnosti a = 0,05 neexistuje
statisticky vyznamny rozdil v mife exprese izoforem Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase mezi

biologickymi replikaty. Detailni hodnota statistického rozdilu je uvedena v Tabulce 19.
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Tabulka 19:Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi biologickymi replikaty A a B
pro izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase

replikat A 0.883

replikit B

Rozdil v expresi izoforem Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase mezi biologickym replikatem A a
biologicky replikatem B je zobrazen na Grafu 14.

Graf 14:Diferenciace medidanii a rozptyl hodnot ACq mezi biologickymi replikaty pro
izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase

Analyzovane biologicke replikaty pro izoformy Mal d 4, PLA21, PLA23 a
TGase
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5.4 Statistické vyhodnoceni rozdili hodnot Ratio ACq pro izoformy Mal d 4

Provedli jsme statistickd vyhodnoceni rozdilii hodnot Ratio ACq pouze pro genovou

rodinu Mal d 4. Abychom zvolili vhodnou statistickou analyzu, provedli jsme nejdfive
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vyhodnoceni homogenity rozptyl hodnot Ratio ACq pro genovou rodinu Mal d 4. Nulova
hypotéza na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05 nebyla potvrzena. To znamend, ze hodnoty pro
genovou rodinu Mal d 4 nejsou homogenni a neodpovidaji normalnimu rozdé€leni, jak je
patrné z Grafu 15 a Grafu 16. Pravdépodobné je to zplsobeno nizsi expresi izoformy Mal d

4.04 oproti ostatnim testovanym izoformam téhoz alergenu.

Graf 15: Histogram stanovenych hodnot Ratio ACq pro izoformy Mal d 4 v porovnani
S Gaussovou krivkou normalniho rozdéleni

Histogram: distribuce stanovenych hodnot Ratio ACq pro
izoformy Mal d 4

300

250

200 +

=y
tn
(=]

Pocet pozorovani

N\

100 ¢ N

a0 M

L \\‘_\_‘_‘——\_
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0
Ratio ACq

Z Grafu 15 i z Grafu 16 je zfejmé, ze ziskany datovy soubor nema normalni rozdéleni.
Pro statistické hodnoceni tak nelze pouZit analyzu rozptylu vicendsobného tfidéni. Efekty
jednotlivych tfidicich faktord pro izoformy Mal d 4 jsme hodnotili na zakladé¢ Kruskal-

Wallisova testu.
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Graf 16:p-graf sestaveny na zakladé hodnot Ratio ACq pro izoformy Mal d 4 v porovnani
S ocekavanym pritbehem normalniho rozdeéleni

p-graf sestaveny na ziakladé hodnot Ratio ACq
pro izoformy Mal d 4

Oéekavane normalni hodnoty
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5.4.1 Analyza rozdili dle roku sklizné pro izoformy Mal d 4

Na zaklad¢ Kruskal-Wallisovy analyzy jsme zjistili, Ze na hladin¢ vyznamnosti a =
0,05 existuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese izoforem Mal d 4 vyjadiené
hodnotami medianti Ratio ACq mezi obéma roky sklizn€. Detailni hodnota statistické
diference je uvedena v Tabulce 20. Na krabicovém Grafu 17 je znazornén rozdil v expresi

izoforem Mal d 4 mezi roky sklizné.

Tabulka 20: Pravdépodobnost shody hodnot medianii Ratio ACq mezi roky sklizné pro
izoformy Mal d 4 — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

2016 0,000

2017

76



Graf 17:Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi roky sklizné pro izoformy
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5.4.2. Analyza rozdili dle typu pletiva pro izoformy Mal d 4
Na zékladé Kruskal-Wallisovy analyzy jsme zjistili, ze na hladiné¢ vyznamnosti a =

0,05 existuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese izoforem Mal d 4 mezi obéma typy

pletiva. Detailni hodnota statistického rozdilu je uvedena v Tabulce 21.

Tabulka 21: Pravdépodobnost shody medidanii Ratio ACq mezi typy pletiva pro izoformy Mal

d 4 — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

duZnina 0,003

slupka
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Pro lepsi predstavu je na Grafu 18 znazornén rozdil v expresi izoforem Mal d 4 mezi
duZzninou a slupkou. Je zde zobrazena diferenciace medianti, rozptyl a oblast, v niz se nachéazi
25-75 % hodnot Ratio ACq. Z Grafu 18 je patrné, ze exprese izoforem Mal d 4 je vétsi

V duznin¢ nezli ve slupce.

Graf 18:Diferenciace medidanii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi slupkou a duzninou pro
izoformy Mal d 4

Analyzovany typ pletiva pro izoformy Mal d 4
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5.4.3 Analyza rozdili dle testované izoformy Mal d 4
S vyuzitim Kruskal-Wallisovy analyzy bylo zjisténo, Ze na hladiné vyznamnosti a =
0,05 existuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese mezi vSemi izoformami Mal d 4.

Detailni hodnoty statistickych rozdilti jsou uvedeny v Tabulce 22.
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Mal d 4 — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

Tabulka 22: Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi analyzovanymi izoformami

Mal d 4.02 0,000

Mal d 4.03 0,000 0,000

Mal d 4.04 0,000 0,000 0,000
Mal d 4.01 | Mal d4.02 | Mal d 4.03

Na krabicovém Grafu 19 je znazornén rozdil v expresi jednotlivych izoforem Mal d 4
— diferenciace medianti, rozptyl a oblast, v niz se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq. Je
patrné, ze exprese vSech izoforem Mal d 4 se vzajemné lisi. Izoforma Mal d 4.02 se exprimuje

nejvice, zatimco izoforma Mal d 4.04 se exprimuje nejméné.
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Graf 19: Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi testovanymi izoformami Mal
d4
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5.4.4 Analyza rozdili dle testované odruady pro izoformy Mal d 4
Na zédkladé Kruskal-Wallisovy analyzy jsme zjistili, ze na hladiné¢ vyznamnosti a =
0,05 neexistuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese izoforem Mal d 4 mezi zadnymi

dvéma odrudami. Detailni hodnoty statistickych rozdili jsou uvedeny v Tabulce 23.
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Tabulka 23: Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi analyzovanymi odriidami pro
izoformy Mal d 4 — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

"Flordika’ 1,000
"Frosta’ 1,000 | 1,000
'Golden Delicious’ | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Idared’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold Marnika’ | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold Supra’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Lady Silvia’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Meteor’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Nikoleta’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Reluga’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Rucla’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Topaz’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
> | g | 3 3 2| E | g > 5 | B
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Pro lepsi predstavu je na krabicovém Grafu 20 znazornén rozdil v expresi izoforem
Mal d 4 napii¢ testovanymi odridami v¢etné diferenciace mediant, rozptylu a oblasti, v niZ se
nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq. Z Grafu 20 je také patrna niz$i exprese izoforem Mal d 4
dvou odrid - 'Flordika’ a 'Lady Silvia'.
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Graf 20: Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi testovanymi odridami pro

izoformy Mal d 4

Analyzované odrudy pro izoformy Mal d 4

2.8
2,6t
240
22t T
2007
18 ¢
1,6 ¢
141
1,2 ¢
1,0 ¢
08¢
06 o
0440 o o o

0,2t
0,0+t
-0,2

Ratio ACq

Artiga
Flordika
Frosta
|dared
Meteor
Mikoleta
Reluga

Rucla
Topaz

Jonagaold
Lady Silvia |

o Median
[]25%-75%
T Min-Max

Jonagold Supra |

Golden Delicious |
Jonagold Marnika

o
[+
E;.
(]

5.4.5 Analyza rozdili mezi biologickymi replikaty pro izoformy Mal d 4
Pomoci Kruskal-Wallisovy analyzy jsme potvrdili, Ze na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05
neexistuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese izoforem Mal d 4 mezi obéma

replikaty. Detailni hodnota statistického rozdilu je uvedena v Tabulce 24.

Tabulka 24: Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi biologickymi replikaty A a B
pro izoformy Mal d 4 — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

replikiat A 0.893

replikit B
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Rozdil v expresi izoforem Mal d 4 mezi biologickym replikatem A a biologickym
replikatem B — diferenciace mediand, rozptyl a oblast, v niz se nachazi 25-75 % hodnot Ratio

ACq, je zobrazen na Grafu 21.

Graf 21:Diferenciace medidanii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi biologickymi replikadty pro
izoformy Mal d 4

Analyzovane biologicke replikaty pro izoformy Mal d 4
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5.5 Statistické vyhodnoceni rozdili hodnot Ratio ACq pro izoformy Mal d
4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase

Z Grafu 12 je pozorovatelnd nizsi exprese izoformy Mal d 4.04 a izoforem PLA21 a
PLA22. Z toho dlivodu jsme provedli statistickd vyhodnoceni rozdili hodnot Ratio ACq pouze
pro izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase, které se ve srovnani s vyse

uvedenymi izoformami exprimovaly silnéji.

Abychom zvolili vhodnou statistickou analyzu, nejdiive jsme provedli vyhodnoceni
homogenity rozptyll hodnot Ratio ACq vSech variant kombinaci jednotlivych tfidicich

faktord pro vybrané izoformy Mal d 4 a TGase. Nulova hypotéza na hladiné vyznamnosti a =
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0,05 nebyla potvrzena. Hodnoty tak nejsou homogenni a neodpovidaji Gaussovu normalnimu

rozd¢leni, coz je patrné z Grafu 22 a Grafu 23.

Graf 22: Histogram stanovenych hodnot Ratio ACq pro izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal
d 4.03 a TGase v porovndni s Gaussovou krivkou normdlniho rozdéleni

Histogram: distribuce stanovenych hodnot Ratio
ACq pro izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02,
Mal d 4.03 a TGase
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Graf 23:p-graf sestaveny na zakladé hodnot Ratio ACq pro izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02,
Mal d 4.03 a TGase Vv porovnani s ocekavanym pritbéhem normdlniho rozdélent

p-graf sestaveny na zakladé hodnot Ratio ACq
pro izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03
a TGase

Oéekavane normalni hodnoty
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Ackoliv se ziskany datovy soubor vice ptiblizuje normalnimu rozdé€leni, stale pro n¢j
nelze pouzit analyzu rozptylu vicenasobného tiidéni. Efekty jednotlivych ttidicich faktort
jsme tak hodnotili na zakladé neparametrického Kruskal-Wallisova testu, kterému jsou

vénovany nasledujici podkapitoly.

5.5.1 Analyza rozdili dle roku sklizné pro izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d
4.03 a TGase
Bylo zjisténo, Ze na hladin€é vyznamnosti a = 0,05 existuje statisticky vyznamny rozdil
v mife exprese izoforem Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase vyjadiené hodnotami
medianti Ratio ACq mezi obéma roky sklizné. Detailni hodnota statistické diference je

uvedena v Tabulce 25.
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Tabulka 25: Pravdépodobnost shody hodnot medianii Ratio ACq mezi roky sklizné pro
izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

2016 0,000

2017

Na krabicovém Grafu 24 je znazornén rozdil v expresi izoforem Mal d 4.01, Mal d
4.02, Mal d 4.03 a TGase mezi roky sklizné pomoci diferenciace mediant, rozptylu a oblasti,
V niz se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq.

Graf 24:Diferenciace medidanii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi roky sklizné pro izoformy
Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase

Rok sklizné pro izoformy Mal d.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase
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5.5.2 Analyza rozdilua dle typu pletiva pro izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d
4.03 a TGase
Na zaklad¢ Kruskal-Wallisovy analyzy jsme zjistili, Ze na hladin¢ vyznamnosti a =
0,05 neexistuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese izoforem Mal d 4.01, Mal d 4.02,
Mal d 4.03 a TGase mezi obéma typy pletiva. Detailni hodnota statistického rozdilu je
uvedena v Tabulce 26.

Tabulka 26:Pravdépodobnost shody medidanit Ratio ACq mezi typy pletiva pro izoformy Mal d
4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

duinina 0,283

slupka

Pro lepsi piedstavu je na Grafu 25 znazornén rozdil v expresi izoforem Mal d 4.01,
Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase mezi duzninou a slupkou.
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Graf 25: Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi slupkou a duzninou ro
izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase

Analyzovany tvp pletiva pro 1izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mald 4.03 a
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5.5.3 Analyza rozdila dle izoforem Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase
S vyuzitim Kruskal-Wallisovy analyzy bylo zjisténo, ze na hladin¢ vyznamnosti a =
0,05 existuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese mezi vSemi vybranymi izoformami

Mal d 4 a TGase. Detailni hodnoty statistickych rozdili jsou uvedeny v Tabulce 27.

Tabulka 27: Pravdépodobnost shody medianii Ratio ACq mezi izoformami Mal d 4.01, Mal d
4.02, Mal d 4.03 a TGase — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

Mal d 4.02 0,000
Mal d 4.03 0,000 0,000
TGase 0,000 0,000 0,000
Mal d 4.01 | Mal d4.02 | Mal d 4.03
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Na krabicovém Grafu 26 je znazornén rozdil v expresi vybranych izoforem Mal d 4 a
TGase pomoci diferenciace mediant, rozptylu a oblasti, v niz se nachazi 25-75 % hodnot

Ratio ACq.

Graf 26: Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi izoformami Mal d 4.01, Mal
d 4.02, Mal d 4.03 a TGase

Analvzované izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase
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5.5.4 Analyza rozdili dle testované odrudy pro izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02,
Mal d 4.03 a TGase
Na zaklad¢ Kruskal-Wallisovy analyzy jsme zjistili, Ze na hladin¢ vyznamnosti a =
0,05 neexistuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese vybranych izoforem Mal d 4 a

TGase mezi zddnymi dvéma odridami. Detailni hodnoty statistickych rozdild jsou uvedeny
v Tabulce 28.
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Tabulka 28: Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi analyzovanymi odriidami pro
izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase — vysledek Kruskal-Wallisovy analyzy

"Flordika’ 1,000
"Frosta’ 1,000 | 1,000
'Golden Delicious’ | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Idared’ 1,000 | 0,507 | 1,000 | 1,000
'Jonagold’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold Marnika’ | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Jonagold Supra’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Lady Silvia’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Meteor’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Nikoleta’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Reluga’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
'Rucla’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
"Topaz’ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
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Pro lepsi predstavu je na krabicovém Grafu 27 znazornén rozdil v expresi vybranych
izoforem Mal d 4 a TGase napfi¢ testovanymi odridami véetné diferenciace mediand,

rozptylu a oblasti, v niz se nachazi 25-75 % hodnot Ratio ACq.
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Graf 27:Diferenciace medianii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi testovanymi odriidami ro
izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase

Analyzované odrudy pro izoformy Mald 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a
TGase
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5.5.5. Analyza rozdili mezi biologickymi replikaty pro izoformy Mal d 4.01, Mal d
4.02, Mal d 4.03 a TGase
Pomoci Kruskal-Wallisovy analyzy jsme potvrdili, Ze na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05
neexistuje statisticky vyznamny rozdil v mife exprese vybranych izoforem Mal d 4 a TGase

mezi biologickymi replikaty. Detailni hodnota statistického rozdilu je uvedena v Tabulce 29.
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Tabulka 29: Pravdépodobnost shody medianit Ratio ACq mezi biologickymi replikaty pro
izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase

replikat A 0,981

replikit B

Rozdil v expresi vybranych izoforem Mal d 4 a TGase mezi biologickym replikatem A
a biologickym replikdtem B vcetn¢ diferenciace medianti, rozptylu a oblasti, v niz se nachazi

25-75 % hodnot Ratio ACq, je zobrazen na Grafu 28.

Graf 28:Diferenciace medidanii a rozptyl hodnot Ratio ACq mezi biologickymi replikaty pro
izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase

Analyzovane biologicke replikaty pro izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02,
Mal d 4.03 a TGase
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5.6 Hodnoceni zavislosti miry exprese pomoci regresni a korela¢ni analyzy
Pro regresni a korela¢ni analyzu jsme vyuzili hodnot Ratio ACq. Na nésledujicich
grafech jsou znazornény prubéh zavislosti véetné rovnice ptimky a hodnoty korelaéniho

koeficientu (r).

5.6.1 Hodnoceni zavislosti exprese studovanych gent biologického replikatu B na
biologickém replikatu A
Jako vstupni data jsme pro regresni a korelacni analyzu pouzili hodnoty Ratio ACq pro
jednotlivé biologické replikaty A a B. Na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 byla prokazana
statisticky vyznamna zavislost (99,9 %) miry exprese vSech studovanych genti replikatu B na

replikatu A, jak je uvedeno na Grafu 29.

Graf 29:Zavislost exprese vsech studovanych genii replikatu B na replikditu A
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5.6.2 Hodnoceni zavislosti exprese studovanych genii z roku 2017 na rok 2016
Jako vstupni data jsme pro regresni a korela¢ni analyzu pouzili aritmetické priméry

hodnot Ratio ACq biologickych replikatt. Na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 byla prokazana

statisticky vyznamna zavislost (98,1 %) miry exprese vSech studovanych gent roku sklizné

2017 na roku sklizn¢ 2016. Podrobnéjsi analyza je uvedena na Grafu 30.

Graf 30: Zavislost exprese vSech studovanych genii roku sklizné 2017 na roku sklizné 2016
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5.6.3 Hodnoceni zavislosti exprese izoforem Mal d 4, PLA21, PLA23 a TGase na
izoformé Mal d 1.02
Jako vstupni data byly pro regresni a korela¢ni analyzu pouZity aritmetické priméry
hodnot Ratio ACq biologickych replikati. Vysledkem této analyzy je nasledujicich 14 graft

(Graf 31 az Graf 44). Na hladiné vyznamnosti a = 0,05 jsme prokézali statistickou zavislost
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miry exprese nékterych studovanych genll na expresi izoformy Mal d 1.02 pro urcity typ
pletiva. Konkrétné byla statisticka zavislost prokazana u exprese Mal d 4.02 v duznin¢ (Graf
31), Mal d 4.04 v duzning¢ (Graf 34), PLA23 v duznin¢ (Graf 36), Mal d 4.02 ve slupce (Graf
39) a TGase ve slupce (Graf 44).

Graf 31: Zavislost exprese Mal d 4.01 v duzniné na expresi Mal d 1.02 v duzniné
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Ratio ACq - Mal d 4.02 duznina

Graf 32:Zavislost exprese Mal d 4.02 v duzniné na expresi Mal d 1.02 v duzniné

Mal d 4.02 duznina a Mal d 1.02 duZnina
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Ratio ACq - Mal d 4.03 duznina

Graf 33: Zavislost exprese Mal d 4.03 v duzniné na expresi Mal d 1.02 v duzniné
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Ratio ACq - Mal d 4.04 duznina

Graf 34:Zavislost exprese Mal d 4.04 v duzniné na expresi Mal d 1.02 v duzniné

Mal d 4.04 duznina a Mal d 1.02 duzZnina
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Ratio ACq - PLA21 duznina

Graf 35: Zavislost exprese PLA21 v duzniné na expresi Mal d 1.02 v duzniné
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Graf 36:Zavislost exprese PLA23 v duzniné na expresi Mal d 1.02 v duzniné

PLA23 duznina a Mal d 1.02 duZnina
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Ratio ACq - TGase duznina
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Graf 37: Zavislost exprese TGase v duzniné na expresi Mal d 1.02 v duzniné

TGase duznina a Mal d 1.02 duZnina
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Graf 38:Zavislost exprese Mal d 4.01 ve slupce na expresi Mal d 1.02 ve slupce

Mal d4.01 slupkaa Mal d1.02 slupka
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Ratio ACq - Mal d 4.02 slupka

Graf 39:Zavislost exprese Mal d 4.02 ve slupce na expresi Mal d 1.02 ve slupce
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Ratio ACq - Mal d 4.03 slupka

Graf 40:Zavislost exprese Mal d 4.03 ve slupce na expresi Mal d 1.02 ve slupce
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Graf 41:Zavislost exprese Mal d 4.04 ve slupce na expresi Mal d 1.02 ve slupce
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Graf 42: Zavislost exprese PLA21 ve slupce na expresi Mal d 1.02 ve slupce
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Graf 43: Zavislost exprese PLA23 ve slupce na expresi Mal d 1.02 ve slupce
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Graf 44: Zavislost exprese TGase ve slupce na expresi Mal d 1.02 ve slupce
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6 Diskuze

6.1 Rostlinny material

Jednim z cild prace bylo ziskat kolekci ploda alespoit 10 odriid jabloni, které byly
vypéstovany v identickych agrotechnickych podminkach experimentalnich vysadeb VSUO
Holovousy s.r.o. Celkem jsme ziskali jable¢né plody 14 odrad jabloni — konkrétné odridy
'Artiga’, 'Flordika’, 'Frosta’, 'Golden Delicious’, 'Idared’, 'Jonagold’, 'Jonagold Marnika’,
'Jonagold Supra’, 'Lady Silvia’, 'Meteor’, 'Nikoleta’, 'Reluga’, 'Rucla’ a "Topaz'. VSechny
zminéné odrudy patii mezi zimni odridy, s vyjimkou odridy 'Frosta’, ktera je fazena mezi
odridy podzimni. Vét§ina analyzovanych odrud byla c¢eského pivodu. Kromé odridy "Topaz’
(vySlechténa v Ustavu experimentalni botaniky AVCR, StéfZovice) se jednalo o odriidy
vyslechténé ve VSUO Holovousy s.r.o. Jsou to odriidy, u nichz nebyla hodnocena exprese
alergentl zahrani¢nimi autory. Jejich vyzkumem se ale zabyvala studentka FAPPZ CZU
V Praze Anna Téborska (Taborskd 2018). Mezi testované odridy pivodem ze zahraniCi patti
'‘Golden Delicious’, 'Idared’, 'Jonagold’, 'Jonagold Marnika’ a 'Jonagold Supra’. Jable¢né plody
analyzovanych 14 odrtd byly sklizeny ve dvou letech — a to v zati 2016 a 2017.

6.2 Metodicky postup izolace RNA, tvorby cDNA a amplifikace

Pro izolaci celkové RNA byl pro tuto diplomovou praci vyuzit Spectrum Plant Total
RNA Kit od firmy Sigma, s jehoz pomoci jsme dosahli dostatecné vytéznosti RNA. Dale jsme
od téze firmy pouzili On-Column DNase 1 Digest Set, ktery odstranil kontaminujici DNA, a
piipravek RNaseZAP TM inhibujici ribonukledzy, jez ovliviiuji ndslednou vytéznost.
V dnesni dobé€ existuje jiz spousta izola¢nich kitti, napt. Oh et al. (2000) vyuzil ve své praci
Extract-A-Plant isolation kit od firmy Clontech ¢i Deng et al. (2012) izoloval RNA za pomoci

TRIzol Reagent firmy Invitrogen.

Pro tvorbu ¢cDNA jsme vyuzili Transcription First Strand cDNA Synthesis Kit od

firmy Roche za pouziti univerzalniho polyA primeru. Lze vSak vyuzit celd fada kitd pro

ptepis cDNA, napt. GeneAmp RNA PCR Kit (Pagliarani et al. 2013).

Vytvofenou ¢cDNA jsme pouzili pro qRT-PCR, ktera probihala v termocykleru
LightCycler Nano firmy Roche. Pomoci kitu FastStart Essentials DNA Green Master rovnéz
od firmy Roche, byly pfipraveny vzorky, které vstupovaly do reakce. Na trhu existuji 1 jiné

kity a termocyklery, které lze pro kvantitativni PCR pouzit. Napiiklad Botton et al. (2008) ve
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své praci uvadi pouziti kitu Power SYBR Green PCR Master Mix a termocykleru Gene Amp
PCR Systém 9700.

Primerové pary, které byly pouzity v této praci pro amplifikaci izoformy Mal d 1.02 a
aktinu 7, vychazely z experimentu Pagliarani et al. (2013). Pro izoformy genové rodiny Mal d
4 a enzymy PLA21, PLA23 a TGase byly pouzity sekvence primert podle Paris et al. (2017).
Vsechny zminéné primery jsou uvedeny v Tabulce 3 v ¢asti vénované metodice. V literatuie
se ale mizeme setkat s pouzitim primerovych parta pro izoformy Mal d 1.02, Mal d 4.01, Mal
d 4.02 a Mal d 4.03 sodlisSnymi sekvencemi. Napt. Botton et al. (2008) pouzival pro
amplifikaci izoforem Mal d 1.02, Mal d 4.01, Mal d 4.02 a Mal d 4.03 primery uvedené
v Tabulce 30.

Tabulka 30: Primerové pary pro izoformy Mal d 1.02, Mal d 4.01, Mal d 4.02 a Mal d
4.03 dle Botton et al. (2008)

Gen Sekvence primeru 5'-3’
ACACCTCTGAGATTCCACCAC
Mal d 1.02
CAACTTGGTYTCGTAAGAGAC
GCTCTGGTGGCGTAACTGTG
Mal d 4.01
CCTGGAGTCAAAGGCTCCTC
CTCCGACCGGGTTGTATCTT
Mal d 4.02
GCCCTTCTTTCCTCGAATCA
GTCTCAGAGCGCCTCTTTCC
Mal d 4.03
GGTTCACCCTGGATCACCAT

6.3 Exprese gent vyjadirena hodnotami Ratio ACq
Pro vyjadfeni miry exprese jednotlivych genli jsme pouzili hodnoty Ratio ACq, které

jsme vypocitali z Cq hodnot, jeZ jsou vychozimi daty programu LightCycler. Tyto vypocty
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jsme provadéli za pomoci programu Microsoft Excel. Hodnoty Ratio ACq normalizovaly
relativni expresi studovanych genti vzhledem k expresi ,,house keepingového* genu pro aktin
7, ktery je Casto vyuzivanym referennim genem pro relativni kvantifikaci (Eisenberg &
Levanon 2013). Jelikoz eficience PCR amplifikace byly u analyzovanych gend stejné

(Zunova 2018), pro porovnani stacilo pouzit hodnot ACq.

6.4 Vliv jednotlivych tfidicich faktori na hodnoty Ratio ACq vSech

testovanych genii
Mezi ttidici faktory, které byly v této diplomové praci pouZity, patii rok sklizné, typ
pletiva, odruida, biologicky replikat a analyzovany gen. Praveé témto faktoriim jsou vénovany
nasledujici kapitoly, ve kterych je provedeno shrnuti vysledka a jejich porovnani s

vysledky ostatnich autort.

6.4.1 Vliv roku sklizné na miru exprese analyzovanych genti

Jak jiz bylo zminéno, jable¢né plody testované v této diplomové praci pochazely ze
dvou rokt sklizné¢ — z let 2016 a 2017. Na zaklad¢ Kruskal-Wallisovy analyzy byl potvrzen
statisticky vyznamny rozdil mezi mirou exprese vSech zkoumanych gent, jak je zobrazeno na
Grafu 10. Stejného vysledku jsme dosahli i v ptipadée, kdy jsme statisticky vyhodnocovali
pouze izoformy Mal d 4 (Graf 17) ¢i geny (Mal d 4.01, Mal d 4.02, Mal d 4.03 a TGase),
které vykazovaly vyssi hodnotu exprese (Graf 24). To je zpusobeno spiSe vlivem prostredi
nezli genetickymi faktory. Vliv prostiedi mlize souviset s PR-proteiny, jejichz zvySena
exprese byla pozorovana jako odpovéd’ na nepiiznivé podminky prostfedi ¢i pfi napadeni
rostliny patogeny (Breiteneder 2004).

Tato diplomova prace je unikéatni v tom, ze porovnava expresi zkoumanych genti mezi
dvéma rocniky. VétSina ostatnich autorti (napt. Pagliarani et al. 2013; Paris et al. 2017)

provadéla pouze jednoleté experimenty.

6.4.2. Vliv typu pletiva na miru exprese analyzovanych genii
Ve svych studiich zminovalo mnoho autori (Borges et al. 2006; Ricci et al. 2010;

Pagliarani et al. 2013) odlisnou expresi alergent mezi slupkou a duzninou. Fernandez-Rivas a
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Cuevas (1999), Borges et al. (2006) ¢i Pagliarani et al. (2013) ve svych pracich potvrzuji
predpoklad, Ze slupka ma vyssi alergenicitu nezli duznina. Rozdil v mife exprese
analyzovanych genti mezi slupkou a duzninou mtize byt zpisoben prvnim kontaktem slupky
jable¢ného plodu s nejriznéjSimi patogeny a abiotickymi stresory. Ricci et al. (2010) naproti

tomu uvadi, Ze existuji odrudy, které maji vice alergenni duzninu nez slupku.

Pti porovnani expresi analyzovanych genti mezi slupkou a duzninou v této préaci nebyl
zjistén statisticky vyznamny rozdil. Statisticky vyznamny rozdil byl prokazéan, kdyz byla
porovnavana mira expresi mezi slupkou a duzninou v ramci izoforem Mal d 4 a pfi
porovnavani expresi mezi vybranymi izoformami Mal d 4 (Mal d 4.01, Mal d 4.02 a Mal d
4.0) a TGase.

6.4.3 Vliv odriidy na miru exprese analyzovanych genii

Z4dna ze 14 zkoumanych odriid nevykazovala statisticky vyznamny rozdil v expresi
analyzovanych genti s dal§imi odriidami. Mnoho autorti (napt. Beuning et al. 2004; Gao et al.
2008) uvadi, ze odrtida ‘Golden Delicious’ je vysoce alergenni. V této diplomové praci vSak
nebyla jeji vysoka alergenicita hodnocenim exprese analyzovanych gent potvrzena. Pti¢inou
mohou byt geny, které byly analyzovany v této praci. Kromé genu Mal d 1.02 se nezda, Ze by
ostatni testované geny mély vysoky podil na urceni alergenicity dané odridy. Navic se
hodnoty Ratio ACq exprese genu Mal d 4.04, PLA21 a PLA23 u vSech odrid pohybovaly

kolem 0, ¢imz vyznamné ovlivnily celkové statistické vyhodnoceni.

6.4.4 Vliv biologického replikiatu na miru exprese analyzovanych geni

Jak jiz bylo v kapitole Materidl a metody zminéno, kazda odrida, kterou jsme
analyzovali, méla celkem 6 replikatii. Téchto 6 replikati pochdzelo z celkem 2 riznych plodl
(2 biologické replikaty) a vzorky znich byly odebrany na tfech mistech (3 technické
replikaty). NaSim cilem bylo vytvofit vzorky, které by charakterizovaly odriidu lépe nezli

hodnoceni jen jednoho plodu.

Kruskal-Wallisova analyza potvrdila na§ ptedpoklad, ze mezi biologickymi replikaty
neexistuje statisticky vyznamny rozdil, a to jak pfi hodnoceni vSech analyzovanych gent, tak
1 pfi hodnoceni jen vybrané €asti testovanych genll. Pomoci regresni a korela¢ni analyzy

zobrazené na Grafu 29 jsme dosli ke stejnému vysledku. Replikaty spolu tzce korelovaly a
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byla u nich prokazana statisticky vyznamna zavislost. Tim jsme si ovéfili, Ze metodika

fungovala spravné a ze jsme béhem experimentu dobte postupovali.

6.5 Rozdily v mife exprese analyzovanych gent
jako jeden z majoritnich alergent jableénych ploda (Sancho et al. 2006; Gao et al. 2008;
Ahammer et al. 2017; Paris et al. 2017). Diky jeho vyrazné expresi oproti ostatnim

analyzovanym alergeniim vysledné hodnoty Ratio ACq neodpovidaly normalnimu rozdéleni.

Izoformy Mal d 4.01, Mal d 4.02 a Mal d 4.03 spole¢né¢ s enzymem TGase se
exprimovaly ve vy$s§i mife nezli izoforma Mal d 4.04 a enzymy PLA21 a PLA23. Botton et al.
(2008) zkoumal expresi tii izoforem alergenu Mal d 4 — a to Mal d 4.01, Mal d 4.02 a Mal d
4.03, piicemz exprese Mal d 4.02 dosahovala nejvyssich hodnot Ratio ACq. Stejného
vysledku bylo dosazeno 1 v této diplomové préci, kdy se ze vSech zkoumanych izoforem
alergenu Mal d 4 exprimovala v nejvyssi mife izoforma Mal d 4.02, jak je patrné z Grafu 19.
Nejenze dosahovala nejvys$siho rozptylu hodnot mediani Ratio ACq, ale méla i nejvySe
polozeny medidn. Naproti tomu Paris et al. (2017) uvadi, Ze nejvysSich hodnot exprese
dosahovala v jeho studii izoforma Mal d 4.04, ktera se exprimovala 10-30 krat vice nezli
ostatni tfi izoformy alergenu Mal d 4. Rozdilné vysledky mezi praci Paris et al. (2017) a touto
diplomovou praci mohou byt zptisobeny odliSnym materidlem, ktery byl ve studiich pouzit.
Zatimco v této diplomové praci jsme pouzili jako rostlinny materidl pouze jable¢né plody,

Paris et al. (2017) zkoumal expresi izoforem Mal d 4 v jable¢ném pylu.

Vv

4.04, PLA21 a PLA23. Paris et al. (2017) naproti tomu uvadi, ze geny PLA21 a PLA23 byly
exprimovany silngji nez napiiklad Mal d 4.01. Odlisné vysledky opét mohou byt zpusobeny

rozdilnym analyzovanym materidlem.
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[ Zavér

V této diplomové préci byly studovany nové alergeny a enzymy, které by se mohly na
alergenicit¢ jablek vyznamné podilet. Pomoci qRT-PCR byla analyzovana exprese
izoalergent Mal d 1.02, genové rodiny Mal d 4 a geni PLA21, PLA23 a TGase.
Metodologicky postup byl optimalizovan, metoda qRT-PCR se ukazala i utéchto geni
vyhodnd a spolehlivd. Pfiprava smésnych vzorkli v podobé dvou biologickych replikata
prokazala, ze mezi replikdty neexistuji statisticky vyznamné rozdily. Metoda je tudiz

opakovatelna.

Hypotéza, ze exprese izoforem Mal d 4 a enzymi PLA21, PLA23 a TGase bude
srovnatelna s expresi hlavnich jable¢nych izoalergeni z genové rodiny Mal d 1, byla na
zakladé statistického vyhodnoceni vysledkti vyvracena. Izoalergen Mal d 1.02 vykazoval
napfi¢ jednotlivymi tfidicimi faktory mnohem vyS§i expresi nezli ostatni studované geny.
Z ostatnich analyzovanych genii se vyraznéji exprimovaly pouze geny Mal d 4.02, Mal d
4.01, TGase a Mal d 4.03 (sestupn¢ setazené dle miry exprese). Zanedbatelné exprese
dosahovala izoforma Mal d 4.04 a ob¢ izoformy PLA, — PLA21 a PLA23. Majoritnimi

jable¢nymi alergeny tak zistavaji i nadale izoalergeny genové rodiny Mal d 1.

Hypotéza navrhujici, ze existuji meziodriidové rozdily v expresi vyse uvedenych genti,
byla vyvracena. Duvodem tohoto vysledku je fakt, Ze krom¢ izoalergenu Mal d 1.02 se ostatni
geny exprimovaly napfi¢ vSemi odriadami v malé mirfe, ¢imz ovlivnily celkové statistické

vyhodnoceni.

Bylo zjisténo, Ze intenzita exprese analyzovanych genli byla vyrazné¢ ovlivnéna
rocnikem, ve kterém byly testované jablecné plody sklizeny. VSechny geny mély vyssi miru
exprese V jablkach pochazejicich ze sklizné roku 2016. Pfi¢inou této odlisSné exprese genu
mezi dvéma roéniky mohou byt rozdilné podminky prostiedi a s nimi Spojené rizné abiotické

a biotické faktory.

Budouci vyzkumy vénujici se alergenicité jable¢nych plodii by se tak mély pfednostné
vénovat dal§imu studiu izoforem genové rodiny Mal d 1, ale i podminkam, jimZz mohou byt

jable¢né plody vystaveny.
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