POKROCILE PRAKTIKUM Z BIOCHEMIE

JMENO uco
Miroslava Velecka 499670
Jan Simonik 473766

Uloha D: Identifikace nezndmého elicitinu na zékladé jeho aktivity

e Na zaklade Real-time PCR vypocitejte metodami absolutni nebo relativni kvantifikace za
pouziti AACt metody, zdali dochazi po pfidani nezndmého vzorku ve sledovaném casovém
intervalu (24h) ke zvyseni transkriptd vybranych gen( a o jak velké zvyseni se jedna:

Nas vzorek je kontrolni, proto pro kvantifikaci jsme si vybrali vzorek B

Tabulka 1: Data skupina | gen ct skupina | gen | ct
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RT-PCR:
Relativni kvantifikace:
skupina gen ct Primér SD dct SD ddcCt SD R log2R SD
PR1a-
kontrola 22,03 19,86 0,09 1,546667 0,098489 0,098489 1 0 0,098489
D PR1a 19,77 PR1vsEFla
PR1a 19,95
PR1a 12,21 11,94 0,27 -5,39667 0,395292 6,94333 0,284605 123,0698 6,943333 0,284605
B PR1a 11,67
PR1a 13,01
skupina gen ct Primér SD dCt SD ddcCt SD R log2R SD
EFla-
kontrola 19,82  18,31333 0,04 -0,70167 0,093941 0,093941 1 0 0,093941
D EFla 17,52 EFlavsPR2
EFla 17,6
EFla 17,74 17,33667 0,288714 4,751667 0,307214 5,453333 0,291471 0,022824 5,45333 0,291471
B EFla 17,19
EFla 17,08
skupina gen ct Primér SD dCt SD ddcCt SD R log2R SD
PR2-
kontrola 24,24 19,015 0,085 2,465 0,181177 0,181177 1 0 0,181177
D PR2 19,1 PR2vsPR5
PR2 18,93
PR2 12,48 12,585 0,105 -6,41 0,179025 -8,875 0,135093 469,5061 8,875 0,135093
B PR2 12,69
PR2 14,5




skupina gen ct Pramér SD dct SD ddCt SD R log2R SD
PR5-
kontrola 16,71 16,55 0,16 -3,31 0,183576 0,183576 1 0 0,183576
D PR5 16,39 PR5vsPR1
PR5 29,61
PR5 18,85 18,995 0,145 7,055 0,306472 10,365 0,215928 0,000758 -10,365 0,215928
B PR5 17,61
PR5 19,14
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Absolutni kvantifikace:
skupina gen ct Kopie Pramér SD Pomér G/HG SD R SD log2R SD
PR1a 22,03 228050,839 938566,1161 54943,2043 0,29099162 0,0245416 1 0,024542 0 0,010437
D PR1a 19,77 993509,32 PR1vsEFla
PR1a 19,95 883622,912
PR1a 12,21 136515196 165278639,2 28763443,64 47,70271474 14,24703882 163,9316 68,56889 7,35695 -61,0917
B PR1a 11,67 194042083

PR1a

13,01




skupina gen ct Kopie Pramér SD Pomér G/HG SD R SD log2R SD

EFla 19,82  840538,384 3225406,001 76738,09857  4,229251991 8,539088247 1 8,539088 0 5,28524
D EFla 17,52 3302144,1 EFlavsPR2
EFla 17,6 3148667,9
EFla 17,74  2897048,86 3735222,358 602972,8872  0,100648491 0,099102666 0,023798 -0,07015 -5,39301
B EFla 17,19 4018429,22
EFla 17,08 4290188,99
skupina gen ct Kopie Pramér SD Pomér G/HG SD R SD log2R SD
PR2 24,24 52728,5739 762642,1901 504022,5075 0,135969133 0,116654416 1 0,116654 0 0,042528
D PR2 19,1 1062146,09 PR2vsPR5
PR2 18,93 1173051,91
PR2 12,48 50796419,5 37111558,39 15393560,27 33,69863644 19,05160763 247,8403 2483,25 7,953267 -2475,19
B PR2 12,69 44931528,1
PR2 14,5 15606727,6
skupina gen ct Kopie Pramér SD Pomér G/HG SD R SD log2R SD
PR5 16,71 5014040,46 5608936,17 594895,7102 5,976069319 1,044834958 1 1,044835 0 0,01285
D PR5 16,39 6203831,88 PR5vsPR1

PR5 29,61 938,432051

PR5 18,85  1207202,4 1101277,746  105924,652 0,006663158 0,002179831 0,001115 0,000678 -9,80877 8,24627
B PR5S 17,61 2754925,19

PR5 19,14 995353,094

e Zposkozenych fotek vypocitejte dle vztahu z kapitoly ,,Vyhodnoceni nekrézy” miru nekrdzy
po primé infiltraci a taktéZ po infiltraci skrze petiolu:



Nas vzorek byl D a méli jsme list nasaty skrze petiolu. Neni zde
naznak nekrdzy (stejné to mély i skupiny, které mély prfimou
infiltraci vzorkem D).

S
nekroza(%) = SN—E 100
NA

0
kréza(%) = *100=09
nekroza(%) cela plocha listu ’

0
4 - plocha infiltrace .

nekroéoza(%) = 100 =0%

e Na zadkladé vysledkl z RT-PCR a nekrotického plsobeni urcete, jaky efektor byl ve vasem
nezndmém vzorku. Pro vyhodnoceni pouZijte tabulku:

Tabulka 1: Schéma odpovédi rostlin tabaku na jednotlivé testované molekuly.

Typ molekuly Nekréza RT-gqPCR
PFima Nasati PR1/PR2 PR5
infiltrace petiolou
Cryptogein B-elicitin +++ +++ +++ +++
Infestin a-elicitin +H+ -/+ +++ +++
K. salicylovd Fytohormon -/+ -/+ +++ +
Voda Kontrola - - - -

V nasem nezndmém vzorku byla voda.

Vysledky:
Nas neznamy vzorek (D) indukoval...krat zvysenou/snizenou/nezménénou expresi PR5
...krat zvy$enou/snizenou/nezménénou expresi PR-1
Nas neznamy vzorek (D) zplsoboval 0% nekrdzu na listu tabdku po pfimé infiltraci
0% nekrézu na listu tabdku po nasati petiolou
Dle vysledkl vyse byl v naSem neznamém vzorku: voda
Odlvodnéte:

Nas vzorek nevykazoval zndmky nekrézy po nasati petiolou ani po pfimé infiltraci. Po PCR
nevykazoval Zadné zvyseni ani snizeni exprese u vsech gen(.



Vzorek B ktery jsme si vybrali pro kvantifikaci vykazoval 10,4x snizenou expresi PR5, 5,5x snizenou
expresi EFla, 6,9x zvySenou expresi PR1 a 8,9x zvySenou expresi PR2. Jak vypadal list nevime.



