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ULOHA D
Identifikace neznamého elicitinu na zakladeé jeho
aktivity

TEORETICKY UVOD

Uspésna obrana rostlin proti napadeni patogenem je zavisld na véasném rozpoznani a
nasledné aktivaci indukované obrany. Pro Ucely rozpoznani riznych latek, nej¢astéji proteind
patogenniho plvodu (produkty tzv. genl avirulence ,Avr”), si rostliny vyvinuly celou fadu
receptorll (produktd tzv. gend rezistence ,,R“).

Elicitiny jsou rodina malych proteind, které jsou sekretované nékterymi druhy patogennich
oomycet rod Phytophthora nebo Pythium. Tyto proteiny patfi do skupiny molekularnich
vzorl tzv. MAMPs (Microbe associated molecular patterns). Tyto vzory se vyznacuji praveé tou
vlastnosti, Ze dokazi indukovat rostlinnou obrannou odpovéd. Navzdory, Ze se jedna o
pomérné velkou rodinu protein(, vyznacuji se vysokou podobnosti tercidlni struktury a
pfibliznou stejnou velikosti 10 kDa. Sdili mezi sebou asi 60% identitu aminokyselinového
sloZeni, kdy pfriblizné z 30% jsou tvoreny serinem a treoninem, pficemz vibec neobsahuji
tryptofan, histidin a arginin. NejdUleZitéjsi rozdilnosti je pocet lysinovych zbytk( v jejich
primarni strukture, které nejvyraznéji pfispivaji k jejich rozdilnému celkovému naboji. Elicitiny
muUzZeme prdvé z hlediska jejich rozdilnych pl rozdélit do dvou skupin: kyselé a-elicitiny a
bazické B-elicitiny. Toto rozdéleni taktéz dobre koreluje s jejich schopnosti vyvolavat rostlinou
obrannou reakci a zplisobovat nekrézu, kdy B-elicitiny zpUsobuji az 100 nasobné vyssi nekrozu
a celkovou biologickou odpovéd oproti a-elicitinGm.

Po rozpoznani elicitinu nejprve dojde k indukci brzké obranné odpovédi rostlin, pfi které se
zacinaji tvofit reaktivni formy kysliku (ROS), dochdazi k zméné pratoku nékterych klicovych
iontd plasmatickou membranou a produkci signalnich molekul (SA, JA a etylenu). VSechny tyto
déje maji za nasledek tzv. hypersenzitivni odpovéd (HR), kterd se vyznacuje projevem
nekrotickych 1ézi na povrchu napadeného pletiva. Z dlouhodobého hlediska pak elicitiny
vyvolavaji expresi nékterych dulezitych PR (pathogenesis related) protein( a taktéz expresi
genl kédujicich enzymy ucastnicich se metabolickych drah produkce raznych sekundarnich
metabolitll jako je napfiklad PAL (Phenylalanine ammonia-lyase) ucastnici se fenyl-
propanoidni drahy, ktera vede k produkci fytoalexind. Dale pak elicitiny vyvolavaji indukci tzv.
obrannych proteinazovych inhibitord, které jsou soucasti drahy kyseliny jasmonové (JA).
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RT-qPCR

V praxi se Casto setkdvame s potiebou 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-
qPCR).

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 katalyzovana enzymem reverzni transkriptdazou (RNA-dependentni DNA
polymerdza). Pro vlastni pribéh reakce je tedy nezbytnd pritomnost RNA, reverzni
transkriptazy, smési deoxyribonukleotidtrifosfatdi (dNTP), reakéniho pufru a primera.
Zpravidla se pro tyto ucely vyuzivaji tfi typy primera:

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

¢ smés nahodnych hexaoligonukleotid( — nasedaji ndahodné na templdtovou RNA, jsou vhodné
zejména pro prepis celkové RNA a delSich transkript(

e sekvencné specifické primery

qPCR

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 rlizné
systémy, které jsou zaloZeny na stanoveni zmény intenzity fluorescenéniho zareni béhem
amplifikace. Obvykle se pouZivaji interkalacni barviva nebo specifické sondy.

Vyhodnoceni gPCR

Fluorescence je mérfena béhem kazdého cyklu PCR a jeji intenzita je Umérna mnozZstvi nové
vzniklé DNA. Kvantifikace se provadi prostfednictvim matematické analyzy amplifikacni kfivky
a hodnoty Ct (Cycle treshold), pfi které doslo k prekroceni nastavené hladiny fluorescence. Pro
vyhodnoceni real-time PCR se muZe pouzit bud relativni, nebo absolutni kvantifikace.
Absolutni kvantifikace umoziuje pfimo uréit vychozi pocet kopii cilovych molekul. Pro
stanoveni je tfeba sestavit kalibracni kirivku pro sérii standardll a z této kfivky se pak odecita
koncentrace nezndmého vzorku. Relativni kvantifikace popisuje relativni zménu exprese genu
vaci 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
pouzivané pro vypocet relativni kvantifikace jsou bud'jiz zminénd metoda kalibracnich krivek,
nebo ¢astéji pouZivana srovnavaci AACt metoda. Zakladnim predpokladem pfi srovnavaci AACt
metodé je, Zze amplifikace cilového i house-keeping genu probiha se stejnou ucinnosti. K
vypoctu celkového mnozstvi cilového genu se poté pouZiva vztah:
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R=(1+E) 44t
kde: E = efektivita PCR (0-1)
AACt= ACt testovaného vzorku- ACt kontrolniho vzorku
ACt testovaciho vzorku= Ct cilového genu - Ct housekeeping genu
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POSTUP PRACE

Infiltrace neznamého vzorku do listu tabdku

Jednotlivé skupiny obdrzi roztok nezndmého vzorku a stfikackou pfimo do listd a ddle pak
nasatim skrze petiolu nainfiltruji tento vzorek.

1. Pro pfimou infiltraci nasajte cca 2 ml do injekéni sttikacky bez jehly a pfiloZte kolmo
stfikacku k listu a mirnym tlakem infiltrujte tekutinu ze stfikacky do mezibunécénych
prostor listu a nechte pUsobit 48 hod (viz. obrazek 1)

IFixem lehce oznacte hranice infiltrované oblasti pro pozdéjsi vyhodnoceni!

2. Pro infiltraci skrze petiolu napipetujte cca 300 pl nezndmého vzorku do malé 0.2ml
eppendorfky a sefiznuty list nechte nasat tekutinu z eppendorfky (viz. obrazek 1)
po dobu cca 30 minut. Poté prendejte list do vody a inkubujte 48 hodin.

Obrazek 1: Pfima infiltrace nezndmého vzorku (levy) infiltrace skrze petiolu (pravy)

| Dfive neZ prejdete k odebirani vzorku rostlinné tkané, vyfotte si list, kde bude zachycena

vevys

infiltrovana area, pro pozdé;jsi vyhodnoceni miry nekrozy!
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Vyhodnoceni nekrdozy na listech

Vyfocené obrazky si oteviete v programu Imagel nebo podobném programu, ktery
umoziuje zméreni plochy v obrazku. (Imagel) odkaz)

Pro vyhodnoceni zmérte plochu nastfiku (Sna) a plochu nekrézy (Sne).

Vypocitejte procentualni plochu nekrézy dle vzorce:

s SNE
Nekroza (%) = 5 %X 100
NA

Izolace celkové RNA z listu tabdku

10.
11.
12.
13.
14.

Zmrazte odebranou tkan v tfeci misce tekutym dusikem a rozdrtte ji tlouckem na
co nejjemnéjsi prasek.

Odeberte 100 mg rozdrcené tkané a vlozte ji do 2.0 ml zkumavky spolecné s drticim
ollvkem.

Vlozte zkumavky do drtici vloZky, zasroubujte vlozku vickem a vhodte ji do
kapalného dusiku. Po vymrazeni zasunite vlozku do pouzdra a asi minutu tfepejte.
Poté vyjméte zkumavku z vlozky, otevrete ji, pomoci pinzety vejméte ollvko a
pridejte 1 ml TRI Reagentu. Inkubujte zkumavku pftiblizné 5 minut pfi pokojové
teploté.

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

Centrifugujte 15 minut pfi 12 000 x g.

Horni fazi preneste do Cisté zkumavky, pfidejte 1/10 izopropanolu, promichejte a
nechte stat 7 minut pfi pokojové teploté.

Centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g.

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

Promichejte zkumavky a nechte stat 7 minut pfi pokojové teploté.

Centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g.

RNA pelet promyjte 1 ml 75% ethanolu a centrifugujte 10 minut pfi 12 000 x g.
Odstrarite ethanol a nechte RNA pelet vyschnout.

Rozpustte RNA v 10 pl formamidu.


https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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N N

1.
Drtitko TRIreagent Vodnafaze Preditténi
Vortexovat izopropanolem Pfetitténi EtOH
2. Prstenec Centrifugace Centrifugace
Vzorek Chloroform DMA Odpafeni EtOH
listu Silné vortexovat
Organicka Pelet
Drceni faze RNA

Stanoveni koncentrace a Cistoty vyizolované RNA pomoci Nano-fotometru

Do dvou zkumavek napipetujte 9 ul DEPC vody. Do jedné pridejte 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 méfici kyvety napipetujte 3 ul DEPC vody s formamidem a zakryjte vrskem
s faktorem 10
3. Zmacknéte tlacitko pro méreni Blanku.
4. Cocku a vriek otiete tampdnem a poté na ¢ocku napipetujte 3 pl fedéného vzorku
RNA.
5. Zakryjte ¢ocku vrSkem s faktorem 10 a zmacknéte tlacitko pro méreni vzorku (zelené)
6. Vytisknete koncentraci a hodnoty Cistoty Azeo/280, A230/260 @ Namerené spektrum.

Reverzni transkripce izolované RNA

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

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

2. Pridejte do reakcni smési 1 pl nafedéné RNA o koncentraci 0.2 pg/ul. Smés jemné
promichejte a kratce stocte. Vlozte zkumavku do termocykléru a nastavte nasledujici
program:
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25°C 10 min

42°C 45 min

72°C 15 min
4°C hold

Amplifikace genu pro PR5, PI-1 a EF1a pomoci RealTime PCR

1. Pfipravime si reakéni smés vztazenou na 1 vzorek dle ndsledujici tabulky, kdy
k amplifikaci vyuzijeme primery pro geny PR5, PI-1 a EFla:

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

2. Reakdni smés napipetujeme do desticky, promichame, kratce stocime a pfidame 1.5
pl cDNA vzniklé po reverzni transkripci nebo kvantifikacnich standard(l. VloZte desti¢ku
do termocykléru a nastavte nasledujici program:

95°C 2:30

95°C 0:20 |45 x
60°C 0:40 }
95°C 0:15

60°C 0:30

95°C 0:15

VYHODNOCENI

- Na zdkladé vysledku RealTime PCR vypocitejte metodami absolutni nebo relativni
kvantifikace za pouziti AACt metody, zdali dochazi po pfidani neznamého vzorku ve
sledovaném c¢asovém intervalu (24h) ke zvySeni transkriptl vybranych genl a o jak
velké zvyseni se jedna.

- Zpofizenych fotek vypocitejte dle vztahu z kapitoly , Vyhodnoceni nekrézy” miru
nekrézy po pfimé infiltraci a taktéz po infiltraci skrze petiolu.

- Na zéakladé vysledkll z RT-PCR a nekrotického plsobeni urcete, jaky efektor byl ve
vasem nezndmém vzorku. Pro vyhodnoceni pouzijte tabulku:
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Nekroza RT-PCR
1 Typ Pfima Infiltrace

e . PR5 PI-1

infiltrace petiolou
Kryptogein | B-elicitin 4+ +H+ o+ 4+
Oligandrin | a-elicitin + nebo - - + +
Capsicein | a-elicitin +nebo- | +nebo- +++ +H+
Kys. signalni ) ) ot i
salicylova | molekula

Tabulka: Schéma plsobeni jednotlivych testovanych variant. PakliZze jsou pro dany testovany
znak dvé moZnosti, mira projevu zavisi na dobé plsobeni a fyziologickém stavu rostliny.

Nekroza:

RT-PCR:
Relativni kvantifikace:

Absolutni kvantifikace:

Vysledky:
N3as neznamy vzorek indukoval ....... krat zvySenou/snizenou/nezménénou expresi PR5
....... krat zvysenou/snizenou/nezménénou expresi PI-1
Nas neznamy vzorek zplsoboval ........ % nekrdzu na listech tabaku po pfimé infiltraci
........ % nekrdzu na listech tabaku po nasati petiolou
Dle vysledkt vyse byl v naSem neznamém vzorku ............cceeeeeeceeeeeinnnnee .

Odudvodnéte:



