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ANOTACE

Jabloné patfi mezi nejpéstovanéjsi ovocny druh mirného klimatického pasma. Jablka jsou
vSseobecné povaZovana za dieteticky zdravou a vyznamnou slozku lidského jidelnicku.
Existence alergickych reakci vsak u citlivych jedincl znemoznuje jejich konzumaci. Proto jsou
poznatky o alergenicité jednotlivych odrid a Slechténi novych hypoalergennich odr(id jabloni
velice aktualni. Pfedkldadana metodika zahrnuje podrobné informace o stanoveni genové
exprese hlavnich alergenu v jablkach, pfipravé vzorkl pro analyzy a vlastni popis analyz.
Popsany jsou jednotlivé analyzované odridy z hlediska genové exprese alergent v cerstvé
sklizenych plodech a zmény v expresi v priibéhu skladovani. Metodika je doplnéna o poznatky
souvisejici s metodami analyz exprese gen( pro hlavni jable¢né alergeny a jejich zmény pfi
skladovani ovoce vyplyvajici téz z literarni reSerSe a z poznatkd ziskanych v prabéhu feseni
projektu NAZV QJ1510354. Tato metodika je uréena péstitelim jabloni, skladovatelim,
zpracovatellim a distributorim jablek a rovnéz univerzitdm a vyzkumnym Ustavim, které se
touto problematikou zabyvaiji.

ANNOTATION

Apple trees are one of the most cultivated fruit species in temperate region. Apples are
generally considered to be dietetically healthy and an important component of the human
diet. However, the presence of allergic reactions prevents their consumption in sensitive
individuals. Therefore, the knowledge of allergenicity of individual cultivars and breeding of
new hypoallergenic apple cultivars is very desirable. The present publication includes detailed
information on gene expression determination of major allergens in apples, preparation of
samples for analyses, and description of analyses. Gene expression of allergens in freshly
harvested fruits and changes in expression during storage is assessed in individual cultivars.
The publication also describes methods for gene expression analysis of the main apple
allergens and their changes during the storage of fruits, based on a literature review and
results obtained during the NAZV QJ1510354 project handling. This publication is intended for
apple growers, apple warehouses, apple processors and apple sellers as well as universities
and research institutes that deal with this issue.



1. UvVOoD

Jablka jsou velmi dalezitou soucasti zdravé vyZivy. Jsou pro nds dostupna celoro¢né a jsou
zdrojem mnoha vitaminQ, mineral(, vidkniny a dalSich zdravi prospésnych latek (Boyer and Liu
2004). Avsak priblizné 2 % populace severni a stfedni Evropy trpi po konzumaci Cerstvych
jablek alergickou reakci, ktera vznika predevsim u lidi alergickych na pyl bfizy jako zkfizena
alergie (Bolhaar et al. 2005, Kootstra et al. 2007). Pro tuto ¢ast Evropy je za nejvyznamnéjsi
jable¢ny alergen povazovan Mal d 1 (Vanek-Krebitz et al. 1995), ktery patfi do skupiny
proteinll PR-10 (pathogenesisrelated protein), stejné jako alergen Bet v 1 nachazejici se
v pylovych zrnech bfizy (Breiteneder and Radauer 2004). Z genetického hlediska je gen Mal d
1 kédovan 31 rlznymi lokusy a kazdy z téchto lokus( kéduje jinou isoformu alergenu, pficemz
isoformy Mal d 1.01 a Mal d 1.02 jsou majoritni a maji 10 az 10 000krat vyssi expresi nez
ostatni (Pagliarani et al. 2012, Pagliarani et al. 2013). Kromé toho existuji pro jednotlivé
isoformy celé série alel, které se nepatrné odlisSuji na sekvencni Urovni a i tato nepatrna
sekvenéni zména muiZe na proteinové urovni zpUsobovat rozsahlé zmény ve schopnosti
vyvolavat alergické rekce u lidské populace (Gao et al. 2005, Gao et al. 2008). Exprese alergenu
jabloni probiha zejména v plodech a vyrazné rozdily v expresi jsou nejen mezi jednotlivymi
odrtidami (Bolhaar et al. 2005, Vlieg-Boerstraet al. 2011), ale také v ramci jednoho plodu mezi
slupkou a duzninou, kdy v duzniné m{Ze byt exprese nizsi (Fernandez-Rivas and Cuevas 1999,
Pagliarani et al. 2013). Geneticka determinace téchto rozdil(i zatim nebyla pIlné objasnéna
(Pagliarani et al. 2013) a kromé genetickych faktor( maji na expresi Mal d 1 vyrazny vliv rovnéz
dalsi negenetické faktory, jako je napftiklad skladovani, lokalita nebo zralost v dobé sklizné
(Botton et al. 2008).

V soucasné dobé neexistuje nealergenni odrida. MZeme jen fict, Ze nékteré odriady maji nizsi
obsah alergent a kuptikladu v Nizozemsku byly vyslechtény odridy ‘Santana’ a “Elise’, které
jsou deklarovany jako hypoalergenni. Tyto odridy jsou vhodné pro lidi, kterym konzumace
Cerstvych bézné dostupnych odrid zpUsobuje jen mirné alergické projevy jako svédéni nebo
Skrabdani v Ustni dutiné (Maas and Schenk 2007, Vlieg-Boerstra et al. 2011), ackoliv i tady m(ze
hrozit zhorsSeni alergie (Bolhaar et al. 2005). Pro lidi s tézsi formou alergické reakce je jedinou
moznosti Uplné se vyhnout konzumaci Cerstvych jablek (Bolhaar et al. 2005), eventudlné
konzumovat jen tepelné zpracované potraviny vyrobené z jablek, protoze skupina proteint
PR-10, do které alergen Mal d 1 patfi, je varem snadno rozloZitelna (Bohle et al. 2006). Bylo
rovnéz ziskdano geneticky modifikované hypoalergenni jablko pomoci metody RNA

interference (Gilissen et al. 2005) jehoz vlastnosti jsou dale zkoumany (Dubois et al. 2015).



2. CiL METODIKY

Cilem metodiky je hodnoceni genové exprese isoforem jable¢ného alergenu Mal d 1, a to
predevsim isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02, které jsou majoritni ve srovnani s ostatnimi
isoformami bez ohledu na odrddu, zemi pldvodu, podminky péstovani, skladovani a prodej
plodd. DalSim cilem je vyhodnotit rozdily v expresi mezi jednotlivymi vybranymi odrlidami.
V dostupné literatufe jsou odrldy Golden Delicious a Jonagold uvadény s vysokou expresi
alergen(l. Ddle se uvadi, Ze slupka ma vétsi expresi alergenl nez duznina. Cilem metodiky je
rovnéz posouzeni vlivu dalSich faktorll na expresi alergenl, jakymi je doba a zpUsob
skladovani, pfipadné rocnik sklizné.

3. VLASTNI POPIS METODIKY

Alergenicitu jablek lIze urcit pomoci riznych metod, zdleZi, na jaké Urovni je sledovana.
NejCastéji se provadéji in vivo testy pfimo u pacientd trpicich rdznou formou alergické reakce.
K tomu se vyuzZivaji tzv. skin prick testy, test aktivace basofilil (BAT) nebo pfima konzumace
plodd (Bolhaar et al. 2005, Vlieg-Boerstra et al. 2011, Proskova et al. 2013, Vegro et al. 2016,
Wagner et al. 2016). Na urovni bilkovin se vyuziva kuptikladu SDS-PAGE elektroforéza,
Western blot, ELISA a dalsi imunologické testy (Marzban et al. 2005, Bohle et al. 2006,
Kiewning, Schmitz- Eiberger 2013, Proskova et al. 2013, Vegro et al. 2016). Na urovni RNA se
vyuziva predevsim metody kvantitativni real-time PCR.

Metoda kvantitativni polymerazové retézové reakce je zaloZena na principu klasické PCR,
avsak na rozdil od ni umoznuje kvantifikaci syntetizovaného produktu, a to bud' relativni,
tj. porovnanim s jinou skupinou vzorkd (napf. kontrolni), nebo absolutni, tj. z kalibraéni krivky
DNA o zndmém mnozstvi. Kazdy cyklus je zaznamenavan v realném ¢ase. Tento zaznam je
zaloZen na principu stanoveni zmény intenzity fluorescencéniho zareni béhem amplifikace. Pfi
hodnoceni plati, Ze ¢im vyssi je obsah nukleové kyseliny v testovaném vzorku (napf. mRNA
jako vyraz urovné exprese daného genu), tim rychlejsi je pfirlistek fluorescence. Jako zdroj
fluorescence se vyuziva barvivo interkalujici s dvoufetézcovou DNA (napf. SYBR Green) nebo
specifické fluorescencni sondy komplementarni k cilové sekvenci (napt. hydrolyzaéni sondy
TagMan nebo hybridiza¢ni sondy FRET).

Technika kvantitativni PCR v redlnim case (qRT-PCR) predstavuje velice citlivou a rychlou
metodu, kterd je vhodnd pro studium exprese genl. Tato technika je vhodna rovnéz pro
podchyceni rozdili exprese pletivové specifickych genUll. Tato situace se tyka praveé isoalergent
Mal d 1, jak uvadéji naptiklad Beuning et al. (2004) a Pagliarani et al. (2009). Exprese gen( pro
isoalergeny Mal d 1 muiZe byt ovlivnéna podminkami vnéjsiho prostredi, jako je napftiklad
zralost plodu nebo podminky a doba skladovani.

Pro charakterizaci genové exprese isoalergent Mal d 1.01 a Mal d 1.02 byla pouZita metoda
relativni kvantifikace, metoda qRT-PCT AACq (Livak and Schmittgen, 2001). Jako housekeeping
(referencni) gen byl pouzit gen pro aktin a jako kalibrator byla zvolena odrlida ‘Golden



Delicious’. Pro nazornéjsi srovnani rozdill v expresi mezi isoformami Mal d 1.01 a Mal d 1.02
byly hodnoty relativni genové exprese jednotlivych isoforem normalizovdny ke genu Aktin.
Tyto hodnoty se miZou uddvat v jednotkach A.U. (Arbitrary Units), coZ je relativni mérna
jednotka popisujici pomér mnozstvi latky, intenzity nebo jinych veli¢in k pfedem stanovenému
referenénimu méreni.

Pro hodnoceni alergenicity byla vybrana kolekce odrid, kterd obsahuje jak odriady béziné
péstované, pfipadné dostupné v Ceské republice a to konkrétné ‘Jonagold’ (a jeho klony
Marnika a Supra), ‘Golden Delicious’, ‘Gala’, ‘Idared’, ‘Braeburn’, ‘Rubin’, ‘Topaz’, ‘Opal’,
‘Bohemia Gold’ a odr(ida ‘Santana’, kterd je deklarovana jako hypoalergenni, tak odr(dy, které
jsou vy$lechtény ve VSUO Holovousy, jsou pomérné nové a maji tendenci uplatnéni na eském
trhu a to konkrétné odridy ‘Meteor’, ‘Rubinstep’, ‘Lady Silvia’, ‘Rucla’, ‘Nikoleta’, ‘Frosta’,
‘Reluga’, ‘Artiga’, ‘Andera’, ‘Rosabel’, ‘Fragrance’ nebo sloupcové odrlidy ‘Cumulus’ a ‘Herald’.
Vzorky pro analyzy byly zpracovavany bud’ jako cerstvé ihned po sklizni (zafi az fijen) anebo
byly uskladnény dvéma zpulsoby a to v chlazeném skladu bez fizené atmosféry a v fizené
atmosfére ULO (ultra low oxygen; podminky: 2 % 02, 1 % CO2, teplota 1,5-2 °C, vlIhkost 99 %).
Skladovani bylo ukonéeno po trfech pripadné po c¢tyfech mésicich a hned poté byly vzorky
zpracovany pro dalsi analyzy.

Fakt, Ze uroven genové exprese alergenu Mal d 1 mulzZe byt silné ovlivnéna raznymi
negenetickymi faktory, komplikuje vysledné hodnoceni alergenicity odrld jablek z hlediska
genové exprese a je dosti obtizné jednoznacné urcit odridu se stabilné nizkou mirou exprese
genu Mal d 1. Pro detailni hodnoceni alergenicity jednotlivych odrid je proto vhodné doplnit
hodnoceni na Urovni RNA i o dalsi metody, které jsou zmifiovany v Uvodu této kapitoly.

3.1. Stanoveni relativni genové exprese jablecnych alergenti Mal d 1
s vyuzitim LightCycler Nano (Roche)

A. Priprava materialu a smésného vzorku

Pro extrakci RNA je nezbytné pouzivat pouze laboratorni plast kategorie RNase free, ktery je
nasledné sterilizovan pomoci autoklavu. Rovnéz Spicky s filtry, pipety, tfeci misky, tloucky,
skalpely a pinzety musi byt sterilizovany. Vlastni extrakce RNA provadét v laboratofi, kde jsou
pracovni plochy oSetfeny ptipravkem RNaseZAP TM (Sigma), pfipadné podobnym. Pfi
analyzach je nutné pracovat v rukavicich oSetfenych shodnym pfipravkem.

Analyzované plody je nezbytné rovnéz oSetfit pripravkem RNaseZAP TM (Sigma) a ponechat
je oschnout. Smésny vzorek je vhodné pfipravovat minimalné ze tfi plodd. Z kazdého plodu
odebrat do pripravené sterilni centrifugacni zkoumavky vzorek slupky o hmotnosti priblizné
100 mg z 6 rovhomérné rozmisténych oblasti, ze tfi plodl je tudiz ziskano pfiblizné 1800 mg
biologického materidlu. Pfipraveny vzorek je nutné okamiité zamrazit v polypropylenové
centrifugacni zkumavce v kapalném dusiku a ndsledné pouzit pro extrakci RNA. Zamrazené
vzorky je mozné rovnéz skladovat pfi teploté -80 °C.



B. Izolace celkové RNA

1. Veskery obsah zkumavky se zamraZzenym vzorkem prenést do kapalnym dusikem predem
vychlazené sterilni tfeci misky. Homogenizovat do praskovité struktury za neustalého chlazeni
kapalnym dusikem. Z homogenizovaného materidlu odvazit 100 mg a navazku prenést
asepticky do sterilni 2ml zkumavky. Vzorky ponechat do vlastni analyzy ponorené v kapalném
dusiku.

2. Vlastni izolaci provést svyuZitim kitu Spectrum TM Plant Total RNA Kit (Sigma).
K homogenizovanému materidlu pfidat 500 pl lyzacniho roztoku obsahujiciho 2-
merkaptoethanol. Kazdy vzorek ponechat 30 sekund homogenizovat pomoci vibraéni trepacky
a nasledné inkubovat pfi teploté 56 °C po dobu 5 minut.

3. Pro odstranéni zbytkd bunék pouzit centrifugaci pfi 16 000xg po dobu 3 minut pfi teploté
20 °C. Supernatant bez flotujicich rostlinnych zbytk( prenést sterilni Spi¢kou do filtracni
kolonky. Provést centrifugaci po dobu 4 minut pfi 20 000xg pfti teploté 20 °C.

4. K ziskanému filtratu pridat 750 pl vazaciho roztoku. Smés ponechat kratce vortexovat.
700 pl této smési prenést na kolonku uréenou k navazani RNA a nasledné centrifugovat pfi 20
000xg po dobu 1 min pti teploté 20 °C. Stejny proces zopakovat i se zbyvajici ¢asti filtratu tak,
aby veskery ziskany filtrat byl aplikovan na jednu vazajici kolonku.

5. Vazaci kolonku prenést do nové 2ml centrifugacni zkumavky. Do kolonky ptidat 300 ul
promyvaciho roztoku 1. Zkumavky centrifugovat pfi 20 000xg pfi teploté 20 °C po dobu 1 min.
Filtrat odlit, 2ml zkumavky osusit sterilni buni¢inou a vazaci kolonky vratit zpét do této
zkumavky. Pro odstranéni genomické DNA pouzit kit On-Column DNasel Digestion Set (Sigma).
Pro jeden izolovany vzorek smichat 10 ul DNazy | a 70 pl digeséniho pufru, které jsou soudasti
vySe uvedeného kitu. Pfipravenou smés o objemu 80 pl pfenést pipetou na vazaci kolonku.
Ponechat inkubovat pfi laboratorni teploté po dobu 15 minut.

6. Do kolonky pridat 500 ul promyvaciho roztoku 1. Zkumavky centrifugovat pfi 20 000xg pfi
teploté 20 °C po dobu 1 min. Filtrat odlit, 2ml zkumavky osusit sterilni bunic¢inou a vazaci
kolonky vratit zpét do této zkumavky.

7. Nasledné provést dvé opakovani promyvani vazaci kolonky vidy pomoci 500 ul promyvaciho
roztoku 2. Podminky centrifugace pouzit jako v pfedchozim metodickém kroku. Vazaci kolonky
nasledné zbavit zbytk( promyvaciho roztoku pomoci centrifugace po dobu 30 s za shodnych
podminek jako v pfedchazejicim kroku.

8. Vyse uvedenym zpUlsobem vysuSené vazaci kolonky prenést do novych 2ml centrifugacnich
zkumavek a na povrch jejich filtru pfidat 50 pl eluéniho pufru. Takto oSetfené kolonky
ponechat inkubovat po dobu 5 min pfi teploté 20 °C a ndsledné centrifugovat pfi 20 000xg po
dobu 1 min pfi teploté 20 °C. Kvantifikovat RNA spektrofotometricky (Nanospektrofotometr,
Implen). 1zolovanou celkovou mRNA pouzit okamzité pro prepis do cDNA.



C. Priprava cDNA

1. Pro syntézu prvniho vldakna cDNA pouzit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche), ktery vyuziva oligo(dT)1s primeru.

2. Pripravit smés templatové RNA a primeru, tak aby smés obsahovala celkové RNA
v maximalnim mnoZstvi 1 pug. Koncentrace oligo(dT)1s primeru je 2,5 uM. Smés doplnit do
celkového objemu 13 ul PCR H,0 (Roche).

3. Provést denaturaci smési templatové RNA a primeru. Smés ziskanou ve vySe uvedeném
kroku zahtat v termocykleru na teplotu 60 °C a nasledné ochladit na ledu. Timto krokem je
eliminovana pritomnost teoreticky moznych sekundarnich struktur molekul RNA.

4. Pfipravit vlastni reakéni smés o celkovém objemu 20 pl. K denaturované a ochlazené smési
uvedené v kroku 3 pfridat reakéni pufr Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer
(Roche) tak, aby jeho findlni koncentrace byla 1x. Nasledné pridat Protector RNase Inhibitor
(Roche) tak, aby ve 20 pl bylo 20 U tohoto inhibitoru. Smés doplnit o deoxynukleotidy tak, aby
vysledna koncentrace byla 1 mM. Do smési pfidat Transcriptor Reverse Transcriptase (Roche)
tak, aby v reakéni smési o objemu 20 ul bylo 10 U tohoto enzymu. Reakéni smés opatrné
promichat pipetou.

5. Provést inkubaci reakéni smési v termocykleru pfi teploté 50 °C po dobu 60 minut. Ziskanou
cDNA uchovdvat pfi teploté -80 °C. Pro vlastni kvantitativni PCR naredit pfipravenou cDNA tak,
aby v 1 ul roztoku bylo takové mnozstvi cDNA, které odpovida produktu reverzni transkripce
vzniklého z 0,25 ng celkové RNA.

D. Ovéreni Uspésné degradace genomické DNA
1. Pro zjisténi uspésné degradace genomické DNA pouzit PCR test pomoci ndami navrzenych
primerovych parl lokalizovanych do exont pred a po intronu 2 a pred a po intronu 3 genu pro

jable¢ny aktin 7. Ndasledujici primerové pary byly navrieny na zakladé NCBI sekvence
NC_024251.1:

Actin7-intron2-CZU-F: 5"-TCAATGTGCCTGCCATGTAT-3’
Actin7-intron2-CZU-R: 5"-ATGAGGGAGGGCATAACCTT-3’
Actin7-intron3-CZU-F: 5"-TGCATCCCTCAGTACCTTCC-3’
Actin7-intron3-CZU-R: 5"-TCACCCTTGGAAATCCACAT-3’

2. Provést amplifikaci za shodnych podminek jako pfi amplifikaci alergent, které budou
popsany v dalsi ¢asti metodického postupu. Testovat vSechny ziskané cDNA. Jako pozitivni
kontrolu pouZit genomickou DNA testované odridy nafedénou na koncentraci 5ng . 1 pl™.

3. Po amplifikaci vyhodnotit vysledky pomoci Tm analyzy a nasledné elektroforetickou
separaci v 4% agarézovém pufru v 1X TBE.



4. Oc¢ekavana velikost amplikonu intronu 2 z genomické DNA je 222 bp a z nekontaminované
cDNA je 140 bp. Ocekavana velikost amplikon( intronu 3 z genomické DNA je 160 bp a
z nekontaminované cDNA je 40 bp.

Obrdzek 1: Elektroforeogram markert pouZitych pro vylouceni kontaminace cDNA
genomickou DNA u odrudy Golden Delicious

mtron 2 intron 3

222 bp
A

140 hp : _ 1650 hI:l

— — — A0 I‘J-I:I

1.4 - zenomicka DNA
2.3,5.6-cDNA
S - hmotnostni standard GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific)

m

. Kvantitativni PCR — pfiprava reakcni smési

1. Pro amplifikaci pouzit primerové pary publikované Pagliarani et al. (2013):

GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
GTAATGACTGATGCTCTTGATGG
GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
TTGGTGTGGTAGTGGCTGATA
ATCTGAGTTCACCTCCGTCATT
ACTGCTTGTGGTGGAATCTTT
CTCCGAAACAATTGAGAAAATCTG
GCTGGTGCTCTTGATGATGC
ATACGAATCCGAGTTCACCTCT
ATCTTCTTAATGGTTCCAACTCCT
ATACGAATCCGAGTTCACCTCT
TTCACCGAAGTTGATCTTCTTAATA
CACAGAATTGACGGGGTG
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qMd1.03FR

CCGGAAGCGACCAACTTA

qMd1.03GF ATTATCAAGAGCACCAGTCACTACT
qMd1.03GR TCCAAGAGGTAGTTCTCAATCAA
qMd1.03KF CATCAGCCACTACCACACAAA
qMd1.03KR TGTATGCATCCTGGTGCTCT
qMd1.06AF CTATAGCTATAGCTTGATTGAAGGG
qMd1.06AR TTCCAACCTTAACATGTTCTTCT
qMd1.06BF AAACCGAATACGCATCCATT
qMd1.06BR ACAGTTTTGACTGCTTGTGGAG
qMd1.06CF GCTCCACAAGCAGTCAAAACT
qMd1.06CR TCAACCTTGTGCTTCACATAACTA
qMd1.07F CAACTTTGTGTACCAGTACAGTGTC
qMd1.07R TAGTGGCTGATGCTCTTGATAAC
qMd1.08F TCTTCGGTGAAGGTAGCACAA
qMd1.08R ACCCTTAGTGTGGTAGTGGCAT
qMd1.11AF GGAGGATGCATCTGTCATTTG
qMd1.11AR CCATGAGATAGGCTTCCAAAACT
qMd1.11BF CAGCACATACAAAGCCAAAGAC
qMd1.11BR TTTATGCGCGAGGGTGTG
qMd1.13AF GTGTTGGAACCATCAAGAAGATTAG
qMd1.13AR ACATCTCCTTCAATCAAACTGTAAT
qMd1.13BF CGAAGATAACTTTGTCTACAACCAT
qMd1.13BR GCTCTTCCTTGATCTCAACATCTT
qMd1.13DF TGTTGGAACCATCAAGAAGATAAGT
qMd1.13DR GACATCTCCTTCAATCAAACTGTAG
actin F CTATGTTCCCTGGTATTGCAGACC
actinR GCCACAACCTTGTTTTTCATGC

2. Pro analyzu pouzit termocykler LightCycler Nano (Roche) a kit FastStart Essential DNA Green
Master (Roche). Objem amplifikacni reakce je 10 ul. Pfipravit premix na adekvatni pocet reakci
tak, aby jedna reakce obsahovala 5 pl 2x mastermixu, 0,5 ul F primeru (koncentrace 10 uM) a
0,5 ul R primeru (koncentrace 10 uM). Pfipravit stripy pro amplifikaci housekeepingového
genu (aktin) a pro amplifikaci hodnoceného genu Mal d 1.

3. Do jednotlivych jamek stripu rozpipetovat 6 pl premixu a nasledné pridat 4 pl analyzované
cDNA naredéné na koncentraci uvedené v bodé D5 tohoto navodu. Jako kalibrator pouzit
cDNA odrady Golden Delicious. Jako negativni kontrolu pouzit misto cDNA shodny objem PCR
H,0. Po uzavreni vicky centrifugovat po dobu 30 sekund a prenést do termocykleru LightCycler
Nano (Roche).

11



4. Schéma jednoho experimentu:

Jamka 1 Jamka 2 Janka 3 Jamka 4 Jamka 5 Jamka 6 Jamka 7 Jamka 8

Strip A Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7
Kalibrator | Kalibrator | Kalibrator | Odridda 1l | Odridda 1l | Odridda 1 | Odrida 2 | Odrida 2

Strip B Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7 Aktin 7
Odrtda 2 | Odrlida3 | OdrGda3 | Odrida 3 | Negativni | Negativni | Negativni | Negativni
kontrola kontrola kontrola kontrola

Strip C Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d
Kalibrator | Kalibrator | Kalibrator | Odridda 1 | Odridda 1 | Odrida 1 | Odrida 2 | Odrlda 2
Strip D Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d Mal d

OdrGda 2 | Odrida3 | OdrGda3 | Odrida 3 | Negativni | Negativni | Negativni | Negativni
kontrola kontrola kontrola kontrola

F. Teplotni a casovy profil amplifikace

1. Pomoci ovladaciho programu termocykleru LightCycler Nano (Roche) nastavit nasledujici
parametry amplifikace:

- aktivace polymerazy: teplota 95 °C (rychlost zmény teploty 4 °C/s), 10 minut.

- tfikrokovd amplifikace se 45 cykly: 95 °C (rychlost zmény teploty 5 °C/s) 20 s; 61 °C pro

vsechny primerové pary (rychlost zmény teploty 4 °C/s), 20 s; 72 °C (rychlost zmény teploty
4°C/s), 20 s.

G. Relativni kvantifikace

1. Pro analyzu pouzit ovladaci program termocykleru LightCycler Nano (Roche). Pomoci volby
Absolutni kvantifikace zvolit minimalni relativni amplifikaci 0,1 a minimalni kvalitu
amplifikace 5. Do analyzy nezahrnovat prvni 3 cykly amplifikace. Pomoci shodné nabidky
programu ovéfit reprodukovatelnost jednotlivych opakovani.

Obrazek 2: Optimdlni priibéh amplifikacnich krivek

1_- f'-ﬁ\
0.75- i
s l
L
@
& i
@ 0.5 1
B
=
025+
ot ———
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cvcle
Colorby: | Sample ¥ | Dye: | SYBR Green| ¥| ] show all dyes?
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2. Pro vlastni relativni kvantifikaci zvolit jako referen¢ni gen aktin 7 a jako kalibrator odridu

Golden Delicious. Pro porovnani meziodridovych rozdill lze pouZit metodu AACq, kde

parametr Ratio vyjadfuje podil mezi expresi studovaného genu a expresi housekeepingového

genu (aktin) a parametr Norm. Ratio vyjadfuje normalizovanou expresi daného genu k expresi

téhoZ genu u odrlidy kalibrator (Golden Delicious).

Obrazek 3: Vystup relativni kvantifikace exprese

T
L I

Relative Quantity Chart

®
R,
]

Golden Delicious slupka - kalibratar

Sorting order. | Group by samples :J Chart Type: | Auto

M|

Ruela slupka

Lady Sylvia slupka

Reluga slupka

Sample Target
Golden Delicious ... Actin
Golden Delicious Mald3
Rucla slupka Actin
Rucla slupka Mald3
Lady Syvia slupka  Actin
Lady Syhia slupka  Mald3
Reluga slupka Actin

Reluga slupka Mald3

ECorr.Cq
2495011
2481003
247320
25762001
2204004
2449+004
2281+002

2384+002

ACq

-015+011

102001

154+0.06

103+0.03

Ratio

1.106

0.492

0343

0.488

Ratio Min.

1024

0329

0477

Ratio Max.

MCq Norm. Rafio
1194 0016 1
0.495 1.17£0.11 0.445
0357 169+013 031
0489 118+012 0441

H. Postamplifikacni analyza — stanoveni teploty tani (Tm) produktda PCR

N.R. Win.

0.897

0.412

0284

0.407

Samples ‘ Targets Analysis Results

NR. Max

A
N

1115

0.481

0338 ¢

0478 7

1. Po vlastni amplifikaci a relativni kvantifikaci exprese provést u viech jamek stript (krok E3)

vyhodnoceni Tm s cilem posoudit specificnost amplifikace.

2. Prostrednictvim ovladaciho programu termocykleru LightCycler Nano (Roche) zvolit

denaturacni program, ktery je tvoren nasledujicimi kroky:

- zahtati na teplotu 65 °C (rychlost zmény teploty 4 °C/s) po dobu 60 s

- postupna denaturace na finalni teplotu 95 °C (rychlost zmény teploty 0,1 °C/s)

- koncové zahrati denaturovaného amplikonu po dobu 20 s.



Obrdzek 4: Vystup Tm analyzy odpovidajici specifické amplifikaci alergenu Mal d 1.02

Settings Peak Areas m Melt Curve | Notes

Target | Mald2 v) 125 -
Peak Area Temp. 1 Temp. 2 Threshold 1 o
L
T o759 £
- ]

60 65 70 75 80 85 a0
= Up JOWnN
| drAdd || = Delete | 4Up W Down T
Results as Table Samples as Plate | Tm as Plate

Pos. # Mote | Excl. | Sample Maldz2 Peak 1

I. Vysledky:

Byla vybréana kolekce 14 odrid, respektive plodd pochazejicich z experimentalni vysadby VSUO
Holovousy s.r.o. U téchto genotypu bylo provedeno hodnoceni exprese isoforem Mal d 1.01,
Mal d 1.02, Mal d 1.06A, Mal d 1.06B a Mal d 1.06D. Pro pfipravu cDNA byla pouzita slupka
plodd odebrana bezprostiedné po sklizni (Fijen). Druhou variantou byla slupka odebrana po
12tydennim skladovani plodl v chladicim boxu bez fizené atmosféry. V nasledujicich grafech
je znazornén prehled vybranych vysledkd. Hodnoceni bylo provedeno vidy na zakladé
parametru Ratio ACq, ktery vyjadfuje procentické porovnani exprese studované isoformy ve
srovnani s expresi housekeeping genu pro aktin.

Experimentalné bylo ovéreno, Ze Uroven exprese jableénych alergen je pozitivné stimulovana
skladovanim plodd. V kolekci hodnocenych odriid z VSUO Holovousy s.r.o. byly odriidy s
rGznym obdobim konzumni zralosti. Bylo prokdzano, Ze odrlidy, u kterych dosSlo béhem
skladovani k zméknuti duZniny souvisejici s procesem zrani, vyrazné zvysSily expresi
studovanych gend. Pod pojmem zméknuti duzniny neni minéna kontaminace plod( a jejich
znehodnoceni skldadkovymi chorobami. Z nize uvedenych grafl je patrné, Ze ke zvyseni exprese
zpUsobené skladovanim doslu u isoformy Mal d 1.01 u vSech hodnocenych odrid, zatimco u
isoformy Mal d 1.02 k prikaznému zvySeni exprese doslo pouze u nékterych odrid. Vyse
exprese minoritnich isoforem je jak pred skladovanim, tak i po skladovani silné zavisla na
odrlidové pfislusnosti. U vSech hodnocenych vzork(l bez ohledu na jejich plvod bylo
potvrzeno, Ze hodnoty jejich ACq jsou vyrazné nizsi oproti Mal d 1.01 a Mal d 1.02. Z graf(i 6 a
7 vyplyva, Ze vySe uvedené dvé izoformy se nejvice podili na celkové expresi. Z minoritnich
forem se nejvice exprimuje Mal d 1.06A. Podil exprese u této isoformy dosahuje u nékterych
odrid az 13 %. Z toho plyne doporuceni charakterizovat odridy zejména uUrovni exprese
isoforem Mal d 1.01, Mal d 1.02 a Mal d 1.06A.

14



Graf 1: Isoalergen Mal d 1.01 - hodnoty parametru Ratio ACq u exprese ve slupce plod(
u kolekce odr(id z VSUO Holovousy s.r.o.
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Graf 2: Isoalergen Mal d 1.02 - hodnoty parametru Ratio ACq u exprese ve slupce plodU
u kolekce odriid z VSUO Holovousy s.r.o.
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Graf 3: Isoalergen Mald d 1.06A - hodnoty parametru Ratio ACq u exprese ve slupce plod{
u kolekce odr(id z VSUO Holovousy s.r.o.
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Graf 4: Isoalergen Mal d 1.06B - hodnoty parametru Ratio ACq u exprese ve slupce plodu
u kolekce odriid z VSUO Holovousy s.r.o.
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Graf 5: Isoalergen Mal d 1.06D - hodnoty parametru Ratio ACq u exprese ve slupce plodu
u kolekce odr(id z VSUO Holovousy s.r.o.
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Graf 6: Podil jednotlivych isoforem [%] na celkové hodnoté Ratio ACq pfti studiu exprese ve
slupce plodt z VSUO Holovousy s.r.o. — 1. ¢ast
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Graf 7: Podil jednotlivych isoforem [%] na celkové hodnoté Ratio ACq pfi studiu exprese ve
slupce plodd z VSUO Holovousy s.r.o. — 2. &ast
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3.2. Stanoveni relativni genové exprese jablecnych alergenti Mal d 1
s vyuzitim Rotor - Gene Q (Qiagen)

A. Priprava materialu a smésného vzorku

Pro extrakci RNA je nezbytné pouzivat pouze laboratorni plast kategorie RNase free, ktery je
sterilizovan pomoci horkovzdusného sterilizatoru. Rovnéz treci misky, tloucky, skalpely a
pinzety musi byt sterilizovany. Vlastni extrakce RNA provadét v prostiedi sterilni laboratore,
jejiz povrchové plochy jsou o3etfeny naptiklad prostfedkem ROTI® Nucleic Acid-free (Carl
Roth), pfipadné prostfedkem Desprej (Bochemie). Pfi analyzach je nutné pracovat v rukavicich
oSetrenych shodnym pfripravkem.

Analyzované plody je nezbytné rovnéZz osSetfit vySe zminénim pfipravkem a ponechat je
oschnout. Smésny vzorek je vhodné pripravovat minimalné ze tti ploda. Ze vSech tfi plodd do
sterilni 2ml zkumavky rovnomérné odebrat vzorek slupky o celkové hmotnosti cca 400 mg.
Zkumavku ihned zamrazit v kapalném dusiku. Takto zamrazené vzorky je mozné skladovat
pfiteploté -80 °C az do doby dalSiho zpracovani. Pro izolaci celkové RNA je pouzit metodicky
postup popsany v nasledujicim bodé.

B. Izolace celkové RNA
Byl optimalizovan nasledujici metodicky postup vyuZivajici Ribospin™ Plant kit (GeneAll)
doplnény o DNA-free kit (Invitrogen):

1. Veskery obsah zkumavky se zamrazenym vzorkem prenést do sterilni tfeci misky, ktera je
predem vychlazena kapalnym dusikem. Homogenizovat do praskovité struktury za neustalého
chlazeni kapalnym dusikem. Z homogenizovaného materialu odvazit 50 mg a navazku prenést
asepticky do sterilni 2ml zkumavky. K homogenatu ihned pfidat 450 pl lyzacniho RPL pufru,
dlkladné promichat pomoci vortexu a inkubovat 3 minuty pti pokojové teploté.
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2. Lyzat prenést na EzPureTM kolonku a centrifugovat 2 minuty pfi otackach 14 000 RPM.
Protekly lyzat opatrné bez naruseni pelety prenést do nové 1,5ml zkumavky a zpravidla
k 350 pl lyzatu pridat 1 objem 70% EtOH. VSe je nezbytné okamzité promichat. Poté smés
prenést na kolonku typu W (max. 700 pl) a provést centrifugaci 1 minutu pfi otdckach 14 000
RPM. Proteklou tekutinu vylit, okraj sbérné zkumavky otfit bunicitou vatou a kolonku vratit
zpatky do sbérné zkumavky.

3. Na kolonku ptidat 500 pl vazebného pufru RBW a opét centrifugovat 1 minutu pfi otackach
14 000 RPM. Proteklou tekutinu vylit a na kolonku pfidat 70 pl premixu reakéni smési DNase |
a pufru DRB. Nechat inkubovat minimalné 10 minut pfi pokojové teploté. Poté provést
inaktivaci DNase | pfidanim 500 pl vazebného pufru RBW a po 2 minutach plsobeni provést
centrifugaci 1 minutu pfi otackach 14 000 RPM. Proteklou tekutinu vylit, okraj sbérné
zkumavky otfit bunicitou vatou a kolonku vratit zpatky do sbérné zkumavky.

4. Kolonky promyt pfidanim 500 pl vymyvaciho pufru RNW a centrifugovat 1 minutu pfi
otackach 14 000 RPM. Proteklou tekutinu vylit, okraj sbérné zkumavky otfit bunicitou vatou
a kolonku vratit zpatky do sbérné zkumavky. Tento krok provést dvakrat. Na zavér jesté
provést centrifugaci prazdné kolonky, aby se vymyvaci pufr zcela odstranil.

5. W kolonku opatrné vsunout do Cisté 1,5ml zkumavky, do stfedu kolonky nanést 50 ul RNase
free water a nechat plsobit 1 minutu pfi pokojové teploté. Poté provést centrifugaci 2 minuty
pfi otackach 14 000 RPM.

6. Zdlvodu kompletniho odstranéni kontaminujici genomové DNA je nutno provést jesté
jednu inkubaci s DNase I. Pro tento ucel byl pouzit DNA-free kit (Invitrogen). K vyslednému
eludtu 50 pl RNA pridat 0,1 objem 10X DNase | Buffer a 1 ul DNase I. VSe jemné smichat a
inkubovat 25 minut pri teploté 37°C. Poté provést inaktivaci DNase | ve smési pridanim
0,1 objemu DNase Inactivation Reagent, promichanim a inkubaci po dobu 2 minut pfi
pokojové teploté. Tuto smés centrifugovat 2 minuty pfi otackach 14 000 RPM a vysledny
supernatant opatrné prepipetovat do nové sterilni zkumavky.

7. Koncentraci purifikované RNA zméfit spektrofotometricky (NanoDrop Lite, Thermo
Scientific). Izolovanou celkovou RNA pouzit okamzité pro prepis do cDNA.

C. Priprava cDNA

Pfriprava cDNA probihala podle nasledujiciho postupu (postup je optimalizovan pro poufziti
celkové RNA do koncentrace 1 pg/reakci):

1. Do jednotlivych zkumavek pipetovat:
a. 4 ul ndhodnych primerd Primer Random p(dN6) (Roche) o koncentraci 50 ng/ul
b. 1 ul 10 mM dNTPs (Genaxxon)
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c. 5 ulcelkové RNA (je mozno pipetovat 1 -5 pl celkové RNA tak, Ze celkové mnoZstvi
RNA v reakci by nemélo prekrodit 1 ug)

d. 3 pl RNase free vody (do celkového objemu 13 pl)

Pro kroky a) + b) + d) Ize pfedmichat premix.

Smés promichat.

2.Smés zahrat v termocykleru na 65 °C/ 5 minut. Po uplynuti inkubacni doby zkumavky prudce
zchladit ve vymrazené kovové desti¢ce. Poté kratce centrifugovat.

3. Do jednotlivych zkumavek pipetovat:
a. 4 ul 5x First-Strand Buffer
b. 2ul0,1MDTT
c. 1ul (200 U) M-MLV reverzni transkriptazy (vSe Invitrogen)
Smés dobfe promichat.
Pro kroky a) + b) + c) Ize pfipravit jako premix.

4. Vzorky dat do termocykleru s nastavenymi nasledujicimi teplotnimi fazemi:
a. Inkubace pfi 37 °C po dobu 2 minuty.
b. Inkubace pfi 25 °C po dobu 10 minut.
c. Inkubace pti 37 °C po dobu 50 minut.
d. Zavérecna denaturace pfi 70 °C po dobu 10 minut.
e. Findlni zchlazeni na 4 °C.

5. Takto pripravenou cDNA lze ptfimo pouzit jako templdt (zpravidla 2 ul) pro dalsi PCR analyzy.
cDNA lze uchovavat v mraznicce pfi teploté -20 °C.

D. Ovéreni uspésné degradace kontaminujici genomové DNA
1. Pro zjisténi Uspésné degradace kontaminujici genomové DNA byly vytvofeny 2 sondy
lokalizované v genu pro jableény aktin:

MaActin(DNA)_Pr01: 5’-6-Fam-ATTTTCCTGTGCAAACTGCTCTGTAA-BHQ-1-3’ (detekuje pouze
genomovou DNA)

MaActin(RNA)_Pr01: 5’-Hex-CCATCTTAGCTTCCCTCAGTACATTCCA-BHQ-1-3’ (detekuje cDNA i
genomovou DNA)

2. Pro analyzu pouZivat zafizeni real-time PCR cykler Rotor-Gene Q (Qiagen).
Pro amplifikacni reakci byly pouzity nasledujici komponenty:

e Combi Taq DNA polymeraza, 1U/ul (Top-Bio)

e dNTP Mix, 10 mM kazdy (Genaxxon)
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3. Podle poctu vzorkl ve stojanku pfipravit potfebny pocet 0,1ml stript véetné zkumavek pro
pozitivni a negativni kontrolu. Do 1,5ml zkumavky pfipravit adekvatni mnozstvi PCR premixu:

Slozky premixu: Na 1 vzorek

10x TopBio Blue pufr complete 2 ul

dNTPs (10 mM kazdy) 0,4 ul

Specificky Pmxll 1l

CombiTaq (1U/pl) 1l

PCR voda 13,6 ul

Celkem 18 pl

MaActin Pmxll (2x sonda): Na 1vzorek  Finalni konc.
MaActin-F (100 uM) 0,1 pl 0,5uM
MaActin-R (100 uM) 0,1 pl 0,5uM
MaActin (sonda cDNA) (100 uM) 0,04 ul 0,2uM
MaActin (sonda gDNA) (100 uM) 0,04 ul 0,2uM
PCR voda 0,72 ul

Celkem 1l

Do stripl pipetovat 18 pul PCR premixu, k premixu postupné pipetovat 2 pl vzorku RNA (kromé
negativni kontroly).

4. Teplotni a ¢asovy profil amplifika¢ni reakce:
» aktivace polymerazy: teplota 94 °C, 5 minut.

» trikrokova amplifikace s 50 cykly: 94 °C 20 s; 58 °C pro vsechny primerové pary 20's; 72
°C 20 s.

» nazavér drzet teplotu 50 °C po dobu 5 s.

5. Vysledek kontroly Cistoty pfi UspéSném odstranéni kontaminujici DNA:

Raw data: Quantification data:
10"
30 -15
) 10
gzs 5 e Threshold
e — 102
20 f\
- - T - - - - 107 -

T y 4 " u u
30 3% 40 45 S0 5 10 15 20 30 35 40 45 S0

25
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Vysledni tabulka odecitdni hodnot Ct z vyse uvedenych grafi:

Barva Nazev Ct
i B Vzorek 1 NEG
2 Vzorek 2 NEG
3 . Vzorek 3 NEG
4 Vzorek 4 NEG
s B Vzorek 5 NEG
6 B Vzorek 6 NEG
7 B Vzorek 7 NEG
8 . Pozitivni kontrola (DNA) 23,78
9 . Negativni kontrola NEG

E. Kvantitativni PCR — ptiprava reakéni smési

1. Pro amplifikaci pouzit primerové pary dvou nejvice exprimovanych isoforem alergenu Mal
d 1 publikované Pagliarani et al. (2013):

gMd1.01/02F:5’-GATTGAAGGAGATGCTTTGACA-3’

gMd1.01R: 5-GTAATGACTGATGCTCTTGATGG-3’
gMd1.01/02F:5’-GATTGAAGGAGATGCTTTGACA-3’

Pro housekeeping gen aktin pouZit nasledujici sekvence primeru:
MaActin F: 5’-TGACAGAATGAGCAAGGAAATTACT-3’
MaActin R:  5’-TACTCAGCTTTGGCAATCCACATC-3’

2. Pro analyzu pouzivat zafizeni real-time PCR cykler Rotor-Gene Q (Qiagen).
Pro amplifikacni reakci pouzit nasledujici komponenty:

e Combi Taq DNA polymerdza, 1U/ul (Top-Bio)

e dNTP Mix, 10 mM kazdy (Genaxxon)

e 20x EvaGreen (Biotium)

3. Podle poctu vzork( ve stojanku pfipravit potfebny pocet 0,1ml strip( véetné zkumavek pro
pozitivni a negativni kontrolu. Do 1,5ml zkumavky pfipravit adekvatni mnozstvi PCR premixu:

Slozky premixu Na 1 vzorek
10x TopBio Blue pufr complete 2 pl

dNTPs (10 mM kazdy) 0,4 pl
primer F (5uM) 1l

primer R (5uM) 1ul
EvaGreen 20x 1l
CombiTaq (1U/pl) 1l

PCR voda 11,6 ul
Celkem 18
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Do stripl pipetovat 18 pl PCR premixu, k premixu postupné pipetovat 2 pl vzorku cDNA (kromé
negativni kontroly). Jako pozitivni kontrolu a zaroven kalibrator real-time PCR reakce pouzit

celkovou jable¢nou DNA (pouZivat stdle tu samou).

4. Schéma jednoho experimentu

Odrhda 1 Aktin
Odrhda 1 Aktin
Odrida 1 Aktin
Odrlda 2 Aktin
Odrida 2 Aktin
Odrida 2 Aktin
Odrida 3 Aktin
Odrada 3 Aktin
Odrida 3 Aktin
Odrida 4 Aktin
Odrida 4 Aktin
Odrida 4 Aktin
Odrida 5 Aktin
Odrida 5 Aktin
Odrida 5 Aktin
Odrida 6 Aktin
Odrlda 6 Aktin
Odrlda 6 Aktin
Odrlda 7 Aktin
Odrida 7 Aktin
Odrida 7 Aktin
Pozitivni kontrola
Negativni kontrola

Odrida 1 Mal d 1.01
Odrida 1 Mal d 1.01
Odrida 1 Mal d 1.01
Odriada 2 Mal d 1.01
Odriada 2 Mal d 1.01
Odrtida 2 Mal d 1.01
Odrada 3 Mal d 1.01
Odrtida 3 Mal d 1.01
Odrtida 3 Mal d 1.01
Odrida 4 Mal d 1.01
Odrida 4 Mal d 1.01
Odrida 4 Mal d 1.01
Odriada 5 Mal d 1.01
Odrtda 5 Mal d 1.01
Odrtda 5 Mal d 1.01
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Odriada 6 Mal d 1.01
Odriada 6 Mal d 1.01
Odrada 6 Mal d 1.01
Odriada 7 Mal d 1.01
Odrida 7 Mal d 1.01
Odrida 7 Mal d 1.01
Pozitivni kontrola
Negativni kontrola

Odrada 1 Mal d 1.02
Odrada 1 Mal d 1.02
Odriada 1 Mal d 1.02
Odrada 2 Mal d 1.02
Odriada 2 Mal d 1.02
Odriada 2 Mal d 1.02
Odrada 3 Mal d 1.02
Odriada 3 Mal d 1.02
Odrada 3 Mal d 1.02
Odriada 4 Mal d 1.02
Odrada 4 Mal d 1.02
Odriada 4 Mal d 1.02
Odrada 5 Mal d 1.02
Odrida 5 Mal d 1.02
Odrida 5 Mal d 1.02
Odrada 6 Mal d 1.02
Odrida 6 Mal d 1.02
Odriada 6 Mal d 1.02
Odriada 7 Mal d 1.02
Odrida 7 Mal d 1.02
Odriada 7 Mal d 1.02
Pozitivni kontrola
Negativni kontrola



F. Teplotni a ¢asovy profil amplifikace

1. Pomoci ovladaciho programu termocykleru Rotor-Gene Q (Qiagen) nastavit nasledujici
parametry amplifikace:

» aktivace polymerazy: teplota 94 °C, 5 minut.

» trikrokova amplifikace s 50 cykly: 94 °C 20 s; 55 °C pro vSechny primerové pary 20 s; 72
°C10s.

» HRM analyza: zvySovani teploty od 76 °C do 88 °C a to 0 0,2 °C v kazdém kroku, prvy
krok drzet po dobu 90 s, kazdy dalsi krok drzet po dobu 2 s.

» Na zaveér drzet teplotu 50 °C po dobu 5s.

G. Relativni kvantifikace

Analyzy mUzZou byt provadény pfimo pomoci ovladaciho programu termocykleru Rotor-Gene
Q (Qiagen) nebo v Excelu. Pro charakterizaci exprese alergent Mal d 1.01 a Mal d 1.02 byla
vybrdna metoda relativni kvantifikace, tzv. metoda AAC: (Livak and Schmittgen, 2001). Tato
metoda nevyZaduje vytvoreni standardni kfivky. Pro tuto metodu je potfeba znat hodnoty C:
referencniho genu (housekeeping gen - exprese tohoto genu by méla byt za vSech podminek
stejnd) a hodnoty C: studovaného genu. Je potieba urcit kalibrator (napf. kontrolni vzorek),
ktery bude mit hodnotu 1, a ostatni hodnoty se budou k nému vztahovat. Vysledek AAC:
metody je relativni a vyjadruje, jak se liSi exprese studovaného genu v testovaném vzorku ve
srovnani s kalibratorem.

Vypocet je provadén podle nize uvedeného vzorce:
AC: = C; (GOI) — C; (HG)

AAC: = AC: (vzorek) — AC: (kalibrator)

Vysledna hodnota = 2-25¢

GOI — gene of interest (gen zajmu)

HG — housekeeping gene (provozni gen)

Pro porovnani meziodridovych rozdil(i i v rdmci jednotlivych isoforem spolec¢né lze pouzit
metodu AAC: bez normalizace ke kalibratoru, kdy se relativni kvantifikace exprese zajmového
genu vztahuje pouze k housekeeping genu (aktin).

Provadime pomoci nasledujiciho vypoctu: Vyslednd hodnota = 2(CtHG)-C{(GON)
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Obrazek 5: Priklad prubéhu amplifikacnich krivek
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Obrazek 6: Priklad odpoctu C: pro relativni kvantifikaci exprese
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Priklad vypoctu relativni genové exprese:

Vzorek | Ct(HG) | Ct (HG)wam. | - | ct(GON) | Ct(GONpim | - Ku aktinu Ku sm.
odchyl. odchyl. | 2M(HGpem. - GOI) | aktinupram. | odchyl.

MAL28 | 22,29 | 2228 | 0,014 | 17,33 17,32 0,022 30,91 30,8 0,11
MAL28 | 22,26 17,29 31,78

MAL 28 22,29 17,34 30,7

MAL29 | 24,44 | 2447 | 0025 | 20,23 20,26 0,029 18,94 1855 | 0,38
MAL 29 24,48 20,3 18,04

MAL 29 24,5 20,25 18,68

MAL30 | 20,75 | 20,75 | 0,013 | 14,08 14,09 0,009 102,06 1016 | 0,66
MAL 30 20,77 14,08 102,06

MAL 30 20,74 14,1 100,66

H. Melting analyza — stanoveni teploty tani (Tm) produktt PCR

Pro posouzeni specificnosti amplifikace provadime melting analyzu pomoci kandlu HRM.

Obrazek 7: Priklad hodnoceni melt HRM analyzy

Aktin: 83,7 °Ca 85 °C (vzhledem k tomu, Ze nami vybrané primery nasedaji na dvé rGzné formy
genu pro aktin, jsou na grafu vidét dvé rizné teploty tani)

Mal d 1.02: 82,7 °C
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I. Vysledky:

Byla vybrana kolekce réiznych odriid pochazejicich z experimentalni vysadby VSUO Holovousy
s.r.o. U téchto genotypl bylo provedeno hodnoceni genové exprese dvou nejvice
exprimovanych isoforem genu Mal d 1, a to Mal d 1.01 a Mal d 1.02. Pro pfipravu cDNA byla
pouzita slupka plodl odebrana bezprostiedné po sklizni (fijen). Druhou variantou byla slupka
odebrana po ¢tyfech mésicich skladovani ploda v chlazeném skladu bez fizené atmosféry a v
fizené atmosfére ULO (ultra low oxygen).

evvs

hodnoty odrldy ‘Lady Silvia’, ‘Zuzana’, ‘Braeburn’ a ze sloupcovych odrld ‘Cumulus’, nejvyssi
hodnoty vykazovaly odrlidy ‘Topaz’, ‘Gala” a ‘Golden Delicious’ (tabulka 1, graf 1). V roce 2017
dosahly nejnizSich hodnot odrldy "Opal’, "Jonagold’, ‘Lady Silvia’ a rovnéZ odrida ‘Braeburn’
a sloupcovd odrlida ‘Cumulus’, nejvyssi hodnoty dosahly odridy ‘Gala’, ‘Rubin’, ‘Gold
Bohemia’ a sloupcova odrtida "Herald” (tabulka 1, graf 8). Celkové Ize fict, Ze exprese genu Mal
d 1 byla u vétsiny odrld vyssi v roce 2016 neZ v roce 2017, na to ma zfejmé vétsi vliv prostredi
nez genetické faktory.

Vlivem skladovani doslo témér u viech odrid k nardstu celkové genové exprese alergenu Mal
d 1, vyjimkou je v roce 2016 odrida ‘Topaz’ v obou typech skladovani a odrlida "Rubin’
v podminkach ULO. V priibéhu skladovani v chlazeném skladé nejvice vzrostla celkova exprese
Mal d 1 v porovnanis ¢erstvym vzorkem u odriid "Meteor” a "Jonagold” ato v roce 2016i 2017.
V pripadé skladovani v podminkach ULO nejvice vzrostla celkovd exprese Mal d 1 v porovnani
s Cerstvym vzorkem u odrdd ‘Jonagold” a ‘ldared” vroce 2016 a u odrid ‘Jonagold” a
‘Braeburn’ v roce 2017.

Co se tyce jednotlivych isoforem alergenu Mal d 1, v pripadé Cerstvych vzork( i vzorkd
skladovanych v chlazeném skladu byla exprese vyssi u isoformy Mal d 1.02 a to v poméru 2:1
az 10:1 k isoformé Mal d 1.01. Avsak v pripadé skladovani v podminkach ULO doslo predevsim
k ristu exprese isoformy Mal d 1.01 a u vice nez poloviny odrid byla tato exprese dokonce
vyssi neZ v pripadé isoformy Mal d 1.02. P¥i porovnani obou zpUsob( skladovani v roce 2016
byla celkova genova exprese vyssi u 9 vzork( skladovanych v chlazeném skladu v porovnani se
vzorky skladovanymi v podminkach ULO, u tfech vzorkd tomu bylo naopak. V roce 2017 byla
pti vzajemném porovndni genova exprese vyssi u 6 vzorkl z chlazeného skladu a rovnéz u 6
vzorkd z podminek ULO. Stejny pomér si zachovaly odridy ‘Cumulus’, ‘Meteor’, ‘Ecolette’,
‘Golden Delicious” (genova exprese je vyssi u vzorkl z chlazeného skladu) a odrlidy “Angold’,
‘Idared” (genova exprese je vyssi u vzorkl z fizené atmosféry ULO). VSechny vyse popsané
vysledky jsou znazornény v nasledujicich tabulkach a grafech.
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Tabulka 1: Porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce
Cerstvych plod v letech 2016 a 2017

Odrtda Rok | Mald1.01 | Sm. Odch. | Mald 1.02 | Sm. Odch.
Lady Silvia 2016 17,19 0,36 62,98 0,55
2017 13,00 1,00 55,59 0,63
Zuzana 2016 20,73 0,45 78,25 0,68
2017 21,61 0,14 52,76 7,24
Braeburn 2016 30,32 4,69 78,80 1,12
2017 23,48 0,28 48,06 0,82
Cumulus 2016 31,42 0,45 89,69 1,78
2017 18,54 0,48 53,95 1,07
Nikoleta 2016 61,61 0,43 60,28 1,02
2017 25,76 0,56 82,52 0,54
Andera 2016 18,73 0,40 108,89 1,29
2017 41,22 5,79 88,07 2,48
Rucla 2016 42,51 7,22 90,95 2,10
2017 54,95 0,54 90,32 1,79
Jonagold 2016 32,08 0,36 104,26 3,09
2017 25,24 0,80 28,51 0,19
Meteor 2016 37,10 0,32 102,17 4,70
2017 53,08 0,17 66,26 0,78
Artiga 2016 52,17 2,65 94,40 2,99
2017 29,45 0,42 56,76 0,92
Reluga 2016 42,98 7,79 105,21 2,72
2017 52,96 0,79 49,76 0,74
Bohemia Gold 2016 73,78 1,28 79,90 0,79
2017 112,74 1,70 166,58 1,44
Fragrance 2016 27,19 3,74 128,90 1,83
2017 26,13 1,24 51,77 1,61
Angold 2016 58,62 0,38 110,00 4,93
2017 41,31 0,63 64,61 1,58
Idared 2016 33,89 4,88 135,98 3,96
2017 21,81 0,29 74,72 1,12
Ecolette 2016 55,44 7,83 149,78 0,49
2017 22,90 0,52 56,24 0,55
Rubin 2016 81,01 0,95 126,83 1,24
2017 46,53 0,53 145,69 1,90
Rubinstep 2016 47,96 1,24 184,00 3,12
2017 59,85 0,52 70,54 1,65
Herald 2016 50,22 0,76 199,03 2,83
2017 70,74 12,49 284,06 2,45
Santana 2016 109,14 0,94 194,02 1,27
2017 46,96 5,68 71,02 0,80
Benet 2016 27,80 4,82 277,59 3,96
2017 60,55 0,60 66,90 2,06
Rosabel 2016 105,67 1,51 203,67 1,99
2017 53,82 0,47 75,76 9,96
Opal 2016 73,89 2,30 310,20 7,12
2017 9,03 0,37 38,95 0,56
Topaz 2016 38,41 0,38 408,28 4,02
2017 14,22 0,12 95,68 1,37
Gala 2016 218,82 4,32 269,98 2,34
2017 61,27 1,69 101,85 2,01
Golden Delicious | 2016 77,36 0,91 470,07 4,06
2017 28,39 0,86 56,25 1,56
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Graf 8: Porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce Cerstvych plodi v letech 2016 a 2017
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Tabulka 2: Porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce
Cerstvych a skladovanych plodd odrad sklizenych v roce 2016

Odrudy 2016 Mal d 1.01 | Sm.odch. | Mal d 1.02 | Sm.odch.
Braeburn cerstvé 42,72 0,37 75,94 0,50
sklad 112,99 1,33 175,34 5,52
uLoO 104,46 1,45 98,42 3,42
Cumulus cerstvé 31,42 0,45 89,69 1,78
sklad | 126,02 4,41 221,36 4,05
uLo 91,57 0,89 93,50 14,74
Meteor cerstvé 37,10 0,32 102,17 4,70
sklad 137,83 0,96 380,97 6,61
uLoO 62,95 2,40 145,28 16,13
Golden Delicius | ¢erstvé 26,07 0,91 114,83 0,65
sklad 50,58 1,32 296,81 2,57
uLo 114,31 1,58 218,29 2,56
Reluga cerstvé 42,98 7,79 105,21 2,72
sklad 129,02 5,61 125,40 3,07
uLo 148,52 5,92 100,47 14,39
Jonagold cerstvé 30,80 0,11 123,92 19,33

sklad | 203,74 5,78 487,75 24,10
uo | 372,26 5,60 314,45 2,06

Angold cerstvé| 58,62 0,38 110,00 4,93
sklad 58,23 1,24 152,23 1,49

uLo 99,73 0,33 163,55 3,23

Idared cerstvé 33,89 4,88 135,98 3,96

sklad 36,59 0,36 191,35 1,65

uLo 139,42 0,00 450,95 6,43

Ecolette Cerstvé 55,44 7,83 149,78 0,49

sklad 108,65 1,84 213,84 4,91
uLoO 126,55 2,20 109,39 0,36

Rubin Cerstvé 81,01 0,95 126,83 1,24

sklad 101,16 2,68 172,08 3,40

uLo 93,28 1,29 49,42 0,85

Topaz cerstvé| 38,41 0,38 408,28 4,02

sklad 65,50 0,37 219,80 1,90

uLo 37,11 0,72 155,23 7,75

Gala Cerstvé| 218,82 4,32 269,98 2,34
sklad 191,23 11,28 366,25 0

uLo 396,18 2,24 334,78 7,84
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Tabulka 3: Porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce
Cerstvych a skladovanych plodd odrad sklizenych v roce 2017

Odridy 2017 Mal d 1.01 | Sm.odch. | Mal d 1.02 | Sm.odch.
Braeburn cerstvé 29,65 0,26 36,76 0,48
sklad 28,78 0,38 108,15 1,84
uLoO 125,40 2,84 124,21 0,41
Cumulus cerstvé 18,54 0,48 53,95 1,07
sklad 56,11 0,84 122,93 6,26
uLo 59,87 1,53 49,88 1,06
Meteor cerstvé 53,08 0,17 66,26 0,78
sklad 112,37 2,40 269,97 0,00
uLoO 53,08 0,75 119,20 8,59
Golden Delicius | ¢erstvé 37,71 0,68 64,15 0,75
sklad 39,68 0,68 254,25 2,99
uLo 84,56 2,43 140,09 2,41
Reluga cerstvé 52,96 0,79 49,76 0,74
sklad 53,71 1,40 127,72 2,17
uLo 116,27 7,07 92,43 1,60
Jonagold Cerstvé 25,24 0,80 28,51 0,19
sklad 37,27 0,42 223,10 10,23
uLo 161,58 4,86 134,06 1,16
Angold cerstvé| 41,31 0,63 64,61 1,58
sklad 54,20 1,10 108,23 4,57
uLo 116,46 1,98 124,24 2,64
Idared cerstvé 26,62 5,19 52,72 1,04
sklad 14,34 2,01 81,49 4,12
uLo 49,07 0,83 78,43 0,68
Ecolette cerstvé 22,90 0,52 56,24 0,55
sklad 29,86 0,17 96,64 3,98
uLoO 51,63 0,67 40,60 0,46
Rubin cerstvé| 46,53 0,53 145,69 1,90
sklad 108,16 2,22 205,57 9,45
uLo 187,98 14,58 183,16 3,90
Topaz Cerstvé 14,22 0,12 95,68 1,37
sklad 29,87 0,85 132,55 3,02
uLoO 33,60 0,66 92,50 4,02
Gala Cerstvé 61,27 1,69 101,85 2,01
sklad 64,00 0,75 219,49 9,33
uLo 132,83 1,30 136,56 0,77
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Graf 9: Porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce
Cerstvych a skladovanych plodd odrid sklizenych v roce 2016
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Graf 10: Porovnani relativni genové exprese isoforem Mal d 1.01 a Mal d 1.02 ve slupce

Cerstvych a skladovanych plodd odrid sklizenych v roce 2017
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4. SROVNANIi NOVOSTI POSTUPU

Metodika komplexné zpracovdvd podrobné informace o expresi genl pro hlavni isoformy
alergenu Mal d 1 v jablkach, pripravé vzorkl pro analyzy a vlastnich analyzach. Popsany jsou
jednotlivé analyzované odrldy z hlediska exprese genl pro alergeny v Cerstvé sklizenych
plodech a zmény v expresi v priibéhu skladovani. Publikace v takovém rozsahu nebyla dosud
péstiteldim v CR poskytnuta, zpracovéva dosud malo prostudovanou oblast genové exprese
hlavnich jable¢nych alergent véetné vlivu nékolika faktor(i. Poznatky jsou pfimo uplatnitelné
v praktickém skladovani ovoce a jejich distribuci. Vysledky jsou wvyuZitelné zejména
organizacemi zabyvajicimi se skladovanim ovoce a ndaslednym prodejem jablek. Znalosti
o pribéhu zmén exprese genll pro alergeny v jablkdch mohou byt vyuzity pro marketing
ovoce, kdy je moZnost nabidnout zdkaznikovi jablka v optimalni fazi skladovani s nizkou
expresi genu pro jable¢né alergeny.

5. POPIS UPLATNENiI METODIKY

Metodika je uréena péstitelim, skladovatelm a distributorim jablek. Byly hodnoceny rozdily
v genové expresi jednotlivych isoforem alergenu Mal d 1 vzhledem k odridé. Dale byly
hodnoceny rozdily mezi expresi genli pro alergeny v cerstvych a skladovanych plodech.
Metodika je vitanym zdrojem informaci pro péstitele, skladovatele, zpracovatele a
obchodniky. Péstovani a uchovani jablek s nizkou genovou expresi alergent je v soucasné
dobé pozadavkem skupiny spotiebitel( s alergii na konzumaci jablek, coZ pfispiva k obohaceni
jidelni¢ku a posileni zdravi déti, dospélych i starSich osob. DlleZité pro sniZzeni genové exprese
alergent v plodech je také cas sklizné a poskliziiové zachazeni s plody, souvisejici s manipulaci,
balenim a podminkami skladovani. Jablka s vyssi zralosti byly hodnoceny jako plody s vysokou
mirou genové exprese studovanych alergen(l. Odrady, u kterych doslo béhem skladovani k
zméknuti duZniny souvisejici s procesem zrani, vyrazné zvysily expresi studovanych gen(.
Exprese genu pro alergen Mal d 1 je zavisld na odrldé, je tedy podminéna geneticky a lze
predpokladat, Ze pomér mezi expresi genli pro alergen Mal d 1 ve slupce a duZiné je stabilni.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Jablka jsou velmi dlleZitou soucasti zdravé vyzivy. Jsou pro nas dostupnd celorocné a jsou
zdrojem mnoha vitaminG, minerdld, vldkniny a dalSich zdravi prospésnych latek, avsak
priblizné 2 % populace severni a stfedni Evropy trpi po konzumaci ¢erstvych jablek alergickou
reakci. Podle vyvoje trhu s jablky a situace v okolnich zemich Ize oéekavat, Ze podil produkce
jablek mirné vzroste. Celkova vyméra plodnych produkénich vysadeb jabloni &ini v CR necelych
7 000 ha, s primérnych vynosem 13,78-20,41 t/ha v pétiletém obdobi (Buchtova, MzZe CR,
2017). To vytvari rocné produkci 110 - 140 tisic tun jablek pfi realizaéni cené kolem 10 Ké/kg v
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hodnoté 1,1-1,4 mld. K& ro¢né. Spotieba jablek ¢ini v CR pfiblizné 24 Kg na osobu ro¢né.
Predpokladem je, Ze u dvou procent obyvatel se zvysi spotieba hypoalergennich odrdd jabloni
a zvysi se prodej jablek s nizkou expresi genl pro alergeny. Realiza¢ni cena hypoalergennich
odrid se predpoklada o cca 3 K¢ / kg vyssi, coz predstavuje pfiblizné ekonomicky pfinos pro
péstitele ve vysi 14,4 mil. K¢ ro¢né.

Nepfimym ekonomickym pfinosem je zlepSeni zdravi soucasné populace konzumaci
hypoalergennich odrid a produkce jablek uchovana v podminkach a nizkou expresi genl pro
alergen Mal d 1.
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