Jméno a UCo: Datum:

Stanoveni zmény exprese genu pro pathogenesis
related (PR) proteiny u rostlin tabaku

TEORETICKY UVOD

Na pocatku byly PR (pathogenesis related) proteiny identifikovany jako proteiny,
které se nevyskytuji ve zdravych rostlinach a po infekci patogenem dochazi k jejich masivni
akumulaci. Do dnesni doby je znama cela rada PR protein(, které byly rozdéleny do 14 tfid,
jak je uvedeno v tabulce niZe. Kazda tfida muizZe byt dale délena na kyselé a bazické
homology. Syntéza kyselych forem PR proteinu 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 protein(l je spojena s poskozenim
nebo napadenim rostliny herbivornim hmyzem. lJejich syntéza je poté spojena s tzv.
rezistenci proti herbivornimu hmyzu (IRH - induced resistance against herbivores).

Trida Nazev Funkce
PR-1 PR-1 Tabak nezndma
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 | Rajce proteinasovy-inhibitor
PR-7 “P“ Rajce endoproteinasa
PR-8 Chitinasa Okurka chitinasa
PR-9 “lignin-forming peroxidase' Tabak peroxidasa
PR-10 "PR1 PSenice podobny ribonuclease
PR-11 tfida V Tabak chitinasa
PR-12 Radish Rs-AFP3 defensin
PR-13 Arabidopsis THI2.1 thionin
PR-14 LTP4 PSenice lipid-transfer protein
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POSTUP PRACE

Izolace celkové RNA z listu tabaku

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

ow

Odeberte 100 mg tkané a vlozte ji do 2.0 ml zkumavky spole¢né s drticim
olivkem.

Vlozte zkumavky do drtici vlozky, zasroubujte vlozku vickem a vhodte ji do
kapalného dusiku. Po vymrazeni zasunite vlozku do pouzdra a asi minutu trepejte.
Poté vyjméte zkumavku z vlozky, otevrete ji, pomoci pinzety vejméte ollivko a
pridejte 1 ml RNAzolu. Inkubujte zkumavku pfiblizné 5 minut pfi pokojové
teploté.

Pridejte 400 ul chloroformu vody, vortexujte 15 s a nechte stat 15 minut pfi
pokojové teploté.

Centrifugujte 15 minut pfi 12 000 x g.

Supernatant preneste do Cisté zkumavky, pfidejte 400 pl 70% izopropanolu a
nechte stat 10 minut pfi pokojové teploté.

Centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g.

RNA pelet promyjte 400 pl 75% ethanolu a centrifugujte 3 minuty pfi 8 000 x g.
Opakujte krok 8.

Odstrante ethanol a nechte RNA pelet vyschnout.

Rozpustte RNA v 10 pl formamidu.

Stanoveni koncentrace a Cistoty vyizolované RNA pomoci Nano-fotometru

Do dvou 1.5 ml zkumavek napipetujte 9 ul DEPC vody. Do jedné pridejte 1 ul formamidu
(BLANK) a do druhé 1 pul vyizolované RNA. Promichejte zkumavky na vortexu a kratce stocte.
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Na fotometru nastavte méreni koncentrace RNA a redici koeficient 10x.

Na ¢ocku méfici kyvety nepipetujte 3 ul DEPC vody s formamidem a zakryjte vrskem
s faktorem 10

Zmacknéte tlacitko pro méreni Blanku (BLANK).

Cocku a vriek otiete tampdnem a poté na ¢ocku napipetujte 3 pl fedéného vzorku
RNA.

Zakryjte cocku vrskem s faktorem 10 a zmacknéte tlacitko pro méreni vzorku
(SAMPLE)

Vytisknete koncentraci a hodnoty Cistoty Azeo/280, A230/260 @ NAaMerené 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 2.0l
25 mM MgCl2 2.2 ul
dNTPs 1.0 pl
Random Hexamers 0.5 ul
Voda 2.6 ul
Reverse transcriptase 0.5 ul
RNasin 0.1 ul

2. Pridejte do reakéni smési 1 pl naredéné RNA o koncentraci 0.2 pg/ul. Vloite
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, PR5, PAL nebo EF1a pomoci RealTime PCR

1. Pripravime si reakéni smés vztazenou na 1 vzorek dle nasledujici tabulky, kdy
k amplifikaci vyuZijeme primery pro geny PR1a nebo PR5a nebo PAL nebo EFla:

2 x KAPA SYBR Mix 7.5 ul
F primer (10 uM) 0.5 ul
R primer (10 uM) 0.5 ul
Voda 5.0 ul

2. Reakéni smés promichame, kratce sto¢ime a pfiddme 1.5 pul cDNA vzniklé po reverzni
transkripci nebo kvantifikaénich standardd. Vlozte zkumavku do termocycleru a
nastavte nasledujici program:

95°C 2:30
95°C o:zo} 40x
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 zakladé vysledku RealTime PCR vypocitejte metodami absolutni nebo relativni
kvantifikace za pouziti delta Ct metody, zdali dochazi po pfidani kryptogeinu ve
sledovanych c¢asovych intervalech (8 a 24h) ke zvySeni exprese vybranych PR
proteinu a o jak velké zvy3eni se jedna.

- Ddle na zakladé vypoctenych vysledkl porovnejte metodiky relativni a absolutni
kvantifikace.



