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Jméno a UCO:

Datum:

ULOHA D

Stanoveni zmény hladin transkriptl PR gent

TEORETICKY UVOD

Na pocatku byly PR (pathogenesis related) proteiny identifikovany jako proteiny, které

se nevyskytuji ve zdravych rostlindch a po infekci patogenem dochdzi k jejich masivni

akumulaci. Do dnesni doby je znadma cela rfada PR protein(, které byly rozdéleny do 17 tfid,

jak je uvedeno v tabulce nize. Kazda tfida mGze byt dale délena na kyselé a bazické homology.

Syntéza kyselych forem PR proteinl je obvykle spojena s infekci patogenem a u rostlin jejich

syntéza vyvoldva tzv. systémové navozenou rezistenci (SAR — systemic acquired resistance).

Na druhé strané syntéza bazickych forem PR proteinli je spojena s poskozenim nebo

napadenim rostliny herbivornim hmyzem. Jejich syntéza je poté spojena s tzv. rezistenci proti

herbivornimu hmyzu (IRH - induced resistance against herbivores).

Trida Typicky zastupce Funkce

PR-1 PR-1 (tabak) neznama

PR-2 PR-2 (tabak) B-1,3-glukanasa

PR-3 P, Q (tabak) chitinasa

PR-4 R' (tabak) chitinasa

PR-5 S (tabak) podobny thaumatinu
PR-6 Inhibitor | (rajée) proteinasovy-inhibitor
PR-7 Pso (rajce) endoproteinasa

PR-8 Chitinasa (okurka) chitinasa

PR-9 “lignin-forming peroxidase' (tabdak) peroxidasa

PR-10 "PR1’ (petrzel) podobny ribonuklease
PR-11 chitinasa tfidy V (tabak) chitinasa

PR-12 Rs-AFP3 (fedkvicka) defensin

PR-13 THI2.1 (Arabidopsis) thionin

PR-14 LTP4 (jeCmen) lipid-transfer protein
PR-15 OxOa (je¢men) oxaldt oxidasa

PR-16 OxOLP (je¢men) podobny oxalat oxidase
PR-17 PRp27 (tabdk) neznama
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RT-gPCR:

V praxi se Casto setkdvdme s potifebou provést kvantifikaci transkriptu vybraného genu. V
soucasné dobé se ke kvantifikaci transkriptl vybranych genl vyuZiva predevSim metoda
reverzni transkripce ve spojeni s metodou kvantitativni polymerdzové retézové reakce (RT-
gPCR).

Reverzni transkripce

V prvnim kroku je nejprve provedena reverzni transkripce izolované celkové RNA. Reverzni
transkripce (RT) je enzymaticky proces, pfi kterém je podle templatové RNA syntetizovdna
cDNA. RT je katalyzovdna enzymem reverzni transkriptazou (RNA-dependentni DNA
polymeraza). Pro prabéh reakce je tedy nezbytna pfitomnost RNA, reverzni transkriptazy,
smési deoxyribonukleotidtrifosfatl (ANTP), reakéniho pufru a primeru. Zpravidla se pro tyto
Ucely vyuZzivaji tfi typy primeru:

¢ oligo dT primery — pouzivaji se v pfipadé mRNA obsahujici polyA 3’-konec, v pfipadé
dlouhych transkruptl nemusi dojit k Uplnému prepisu

e smés nahodnych hexaoligonukleotid(l — nasedaji nahodné na templatovou RNA, jsou vhodné
zejména pro prepis celkové RNA a delSich transkript(

e sekvencné specifické primery

gPCR

V nasledujicim kroku je poté prepsana cDNA specificky namnoZena pomoci kvantitativni
polymerazové retézové reakce (QPCR). Principem gPCR je kvantifikace mnoZeného produktu
v kazdém jednotlivém cyklu PCR. K detekci vznikajiciho produktu mohou byt pouzity rGzné
systémy, které jsou zaloZeny na stanoveni zmény intenzity fluorescenéniho zareni béhem
amplifikace. Obvykle se pouzivaji interkala¢ni barviva nebo specifické sondy.

Vyhodnoceni

Fluorescence je mérena béhem kazdého cyklu PCR a jeji intenzita je Umérna mnoiZstvi nové
vzniklé DNA. Kvantifikace se provadi prostfednictvim matematické analyzy amplifika¢ni kfivky
a hodnoty Ct (Cycle treshold), pfi které doslo k prekro¢eni nastavené hladiny fluorescence. Pro
vyhodnoceni real-time PCR se muZe pouzit bud relativni, nebo absolutni kvantifikace.
Absolutni kvantifikace umoziiuje pfimo uréit vychozi pocet kopii cilovych molekul. Pro
stanoveni je tfeba sestavit kalibracni krivku pro sérii standardl a z této krivky se pak odecita
koncentrace nezndmého vzorku. Relativni kvantifikace popisuje relativni zménu exprese genu
vuci vnitfnimu standardu. Jako vnitini standard se vyuziva tzv. house-keeping gen, jehoz
hladina exprese je za podminek experimentu konstantni. Pro vypocet exprese cilového genu
ve vztahu k odpovidajicimu house-keeping genu je mozno pouzit nékolik metod. Metody
pouZzivané pro vypocet relativni kvantifikace jsou bud'jiz zminéna metoda kalibracnich krivek,
nebo ¢astéji pouzivana srovnavaci AACt metoda. Zakladnim predpokladem pfti srovnavaci AACt
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metodé je, Zze amplifikace cilového i house-keeping genu probiha se stejnou ucinnosti. K
vypoctu celkového mnozstvi cilového genu se poté pouziva vztah:
R=2 -2ACt
kde: AACt= ACt testovaného vzorku- ACt kontrolniho vzorku
ACt testovaciho vzorku=Ct cilového genu Ct house-keeping genu
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POSTUP PRACE

I1zolace celkové RNA z listu tabdku

Jednotlivé skupiny si rozdéli izolaci celkové RNA z listl po aplikaci cryptogeinu a kontrolnich
listd po aplikaci vody, sesbiranych v rGznych ¢asovych intervalech po aplikaci.

1. Odeberte 100 mg tkané a viozte ji do 2.0 ml zkumavky spolecné s drticim olGvkem.
Vlozte zkumavky do drtici vlozky, zasroubujte vlozku vickem a vhodte ji do
kapalného dusiku. Po vymrazeni zasunte vlozku do pouzdra a asi minutu trepejte.

3. Poté vyjméte zkumavku z vlozky, oteviete ji, pomoci pinzety vejméte olivko a
pridejte 1 ml Tri Reagentu. Inkubujte zkumavku pfiblizné 5 minut pfi pokojové

teploté.

4, Pridejte 200 ul chloroformu, vortexujte 15 s a nechte stat 15 minut pfi pokojové
teploté.

5. Centrifugujte 15 minut pfi 12 000 x g.

6. Horni fazi preneste do Cisté zkumavky, pfidejte 1/10 izopropanolu, promichejte a

nechte stat 7 minut pfi pokojové teploté.

7. Centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g.

8. Supernatant preneste do nové zkumavky a pridejte takové mnozstvi izopropanolu,
aby celkovy pfidany objem isopropanolu byl 500 ul.

9. Promichejte zkumavky a nechte stat 7 minut pfi pokojové teploté.

10. Centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g.

11. RNA pelet promyjte 1 ml 75% ethanolu a centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g.

12. Odstrante ethanol a nechte RNA pelet vyschnout.
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13. Rozpustte RNA v 10 pl formamidu.

Stanoveni koncentrace a Cistoty vyizolované RNA pomoci Nano-fotometru

Do dvou zkumavek napipetujte 9 ul DEPC vody. Do jedné ptidejte 1 ul formamidu (BLANK) a
do druhé 1 pl vyizolované RNA. Promichejte zkumavky na vortexu a kratce stocte.
1. Na fotometru nastavte méreni koncentrace RNA a fedici koeficient 10x.
2. Na ¢ocku méfrici kyvety napipetujte 3 pl DEPC vody s formamidem a zakryjte vrskem
s faktorem 10
3. Zmacknéte tlacitko pro méreni Blanku.
Cocku a vréek otfete tampdnem a poté na cocku napipetujte 3 pl Fedéného vzorku
RNA.
5. Zakryjte ¢ocku vrskem s faktorem 10 a zmdacknéte tlacitko pro méreni vzorku (zelené)
6. Vytisknete koncentraci a hodnoty Cistoty Azso/280, A230/260 @ Namérené spektrum.

Reverzni transkripce izolované RNA

1. Naredte vyizolovanou RNA na koncentraci 0.2 pg/ul a umistéte ji na led. Pripravte
reakéni smés:

5 x RT ImPromll buffer 2.0 ul
25 mM MgClI2 2.2 ul
dNTPs 1.0ul
Random Hexamers 0.5 ul
Voda 2.6 ul
Reverse transcriptase 0.5 ul
RNasin 0.1 ul

2. Pridejte do reakcni smési 1 ul nafedéné RNA o koncentraci 0.2 pg/pl. Smés jemné
promichejte a kratce stocte. Vlozte zkumavku do termocycleru a nastavte nasledujici

program:
25°C 10 min
42°C 45 min
72°C 15 min
4°C hold

Amplifikace genu pro PR1a, PR2, PR5 a EF1a pomoci RealTime PCR




Uloha D - Stanoveni zmény hladin transkriptt PR gent

1. Pripravime si reakéni smés vztazenou na 1 vzorek dle nasledujici tabulky, kdy
k amplifikaci vyuZzijeme primery pro geny PR1a nebo PR2 nebo PR5 a EFla:

2x Go Taq gPCR M. Mix 7.5 ul
F+R primer (10 uM) 0.5 pl
Voda 5.5 ul

2. Reakéni smés napipetujeme do desticky, promichdme, kratce sto¢ime a pfiddme 1.5
ul cDNA vzniklé po reverzni transkripci nebo kvantifika¢nich standard(. VloZzte desti¢ku
do termocycleru a nastavte nasledujici program:

95°C 2:30
95°C 0:20 |45
60°C 0:40
95°C 0:15
60°C 0:30
95°C 0:15

VYHODNOCENI

- Uvedte koncentraci a na zakladé namérenych dat zhodnotte Cistotu izolované RNA

- Na zdkladé vysledku RealTime PCR vypocitejte metodami absolutni nebo relativni
kvantifikace za pouziti delta Ct metody, zdali dochazi po ptidani cryptogeinu ve
sledovanych ¢asovych intervalech (24h) ke zvyseni transkript( vybranych PR protein(
a o jak velké zvyseni se jedna.

- Dale na zakladé vypoctenych vysledk(i porovnejte metodiky relativni a absolutni
kvantifikace.



