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USE OF BIOCHEMICAL METHODS
FOR IDENTIFICATION OF DROUGHT RESISTANT
POPLAR SPECIES

Abstract

As drought is currently one of a major environmental constraint with negative
impact on forest productivity a high attention is devoted to this topic in this
methodology. The work describes biochemical approaches focusing on woody
plant samples preparation subsequently used for gene expression analysis at the
mRNA level. Representative from deciduous species, black poplar (Populus nigra
L.) cv. P797 was selected to identify its drought tolerance based on searching for
drought responsive genes. The methodological procedures are in details described
step by step focusing on isolation of total RNA in a good quality and quantity from
poplar leaves, reaction leading to reverse transcription of mRNA into cDNA and
quantitative real-time gene expression analysis (QPCR) following responses of
several genes involved in drought stress. Obtained data from qPCR analysis enable
us to evaluate and determine genes identifying tolerance to limited environmental
conditions in poplar samples.
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Seznam pouzitych zkratek:
RNA ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

c¢cDNA  complementary deoxyribonucleic acid
(komplementarni deoxyribonukleova kyselina)

PCR polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction
(reverzni transkripce polymerazové fetézové reakce)

qPCR  quantitative polymerase chain reaction
(kvantitativni polymerazova retézova reakce)



1 UvoD

Topol ¢erny (Populus nigra L.) je z ekologického hlediska vyznamnou lesni dfevi-
nou s vyskytem po celé Evropé (vyjimaje severni ¢ast) a nachazi se od Sibife az po
Altaj. Za jeho jizni hranici vyskytu se povazuje v Rusku rozhrani mezi stepi a le-
sem, ojedinéle zasahuje i do pohoti (v Alpach az do 1300 m). Vyskytuje se v bliz-
kosti fek, na pudach piscitych a pis¢itohlinitych i sttidavé zamokrenych. Ma vétsi
pozadavky na vodu, avSak neprospiva na tézkych, neprovzdusnénych jilovitych pu-
dach glejového charakteru s vysokou hladinou stagnujici podzemni vody. Je dre-
vinou svétlomilnou a dobfe odolavé znecisténi ovzdusi. Dfevo topolu cerného se
pouziva k vyrobé dyh (Krika 1947; BURIANEK a NOVOTNY 2016). V oblasti vy-
zkumu rostlinné biologie patfi topoly mezi modelové dieviny nejen z hlediska re-
lativné malé velikosti genomu (48510 Mb), v roce 2006 byl prvné popsan genom
topolu chlupatoplodého (Populus trichocarpa Torr. & Gray) v praci TUSKAN et al.,
ale i pro sviij rychly rast, moznost vegetativniho rozmnozovani fizky, jednodu-
chou manipulaci pfi pokusech i snadnéji dostupné a aplikovatelné genetické
metody. V soucasné dobé jsou rtizné kultivary topolil ¢asto vybirany za mode-
lové dfeviny pro studium adaptace k podminkam prostredi, sekundarniho riistu
a proménlivosti jejich fenotypovych znaki (CHU et al. 2014). Studiu genomu byla
rovnéz vénovana pozornost u topolu ¢erného. Naptiklad Nanjo et al. (2007) uve-
fejnili sekvence 19 841 obohacenych cDNA fragmenti ziskanych pomoci metod
funkéni genomiky. S vyuzitim metody charakterizace jedno-nukleotidovych poly-
morfismil (tzv. SNPs metoda) rovnéz zaznamenali FATVRE-RAMPANT et al. (2016)
u topolu ¢erného 1 878 727 SNPs referen¢nich sekvenci. Ve vztahu k evoluci uve-
fejnili ZHANG et al. (2019) rozsahlou studii, v niz srovnavali SNP sekvence geno-
mu 10 druht topolti zahrnujici i topol ¢erny. Vzhledem ke genetické pribuznosti
jednotlivych druht topolti (MoTTL 1998) jsou geneticky charakterizovany i dalsi
zastupci topold, napt. topol bily (Populus alba L.), topol osika (Populus tremula L.)
a topol americky (Populus deltoides W. Bartram ex Marshall) (HE et al. 2019; Ker-
STEN et al. 2016).

Lesni dfeviny vyuzivaji rtizné strategie jak se vyporadat se stresem zpiisobenym
suchem, k nimz patfi i zapojeni molekularnich mechanisma (Fox et al. 2018).
YiLpiriMm and Kava (2017) sledovali odezvu na sucho u tfi genotypt topolu cer-
ného, u nichz identifikovali 10 641 transkripti vyhradné regulovanych suchem,
zejména spojenych s programovanou bunéénou smrti a senescenci listi. Do sku-
piny gent regulovanych suchem patfi rovnéz i transkrip¢ni faktory (napf. HICHRI
et al. 2016), geny spojené s metabolismem rostlinnych hormont (napt. ZHAo et al.



2016), metabolismem cukrii (napf. WILDHAGEN et al. 2018) a mnohé jiné, vcet-
né konkrétnich zastupct vybranych gent jako jsou napt. dehydriny (HANIN et al.
2011) nebo cyklin dependentni kindzy (MAGWANGA et al. 2018). Avsak v prirod-
nich podminkach jsou lesni spolecenstva casto vystavena nékolika rtiznym abiotic-
kym stresovym faktortim soucasné pusobicich na celkovy stav porosttl. Kombinaci
pusobeni sucha a vysokych teplot u rtiznych rostlinnych druhii shrnuji ve své praci
ZANDALINAS et al. (2018), ktefi upozornuji na potiebu zajistit plodiny se zvyse-
nou toleranci k suchu i teplotnimu stresu, a celosvétové tak snizit negativni vlivy
klimatickych zmén na zemédélskou produkci. V nami uvedené metodice je piiso-
beni ostatnich faktorti vyznamné eliminovéano zalozenim nadobového pokusu v fi-
zenych kontrolovanych podminkach. Sledovani odezvy rostlin topolu ¢erného na
pusobeni sucha bylo umoznéno striktnim dodrzenim postupu, kdy rostliny nebyly
zalévany, pficemz ziskané vysledky byly porovnany s pravidelné zalévanymi kont-
rolnimi rostlinami.

K ziskani informaci o regulaci vybranych gent se nejc¢astéji pouziva metoda stano-
veni relativni exprese genti (QPCR) na urovni syntézy mRNA, ktera je zaloZena na
méreni zvysené fluorescence vyzarované specifickym barvivem DNA béhem PCR.
Vychozi matrici pro stanoveni transkrip¢nich hladin sledovanych gent je komple-
mentarni DNA (cDNA), kterd vznika reverzni transkripci (RT-PCR) medidtorové
ribonukleové kyseliny (mRNA). Prvotni krok k vy$e zminéné analyze studia ex-
prese gentl je vyizolovani celkové RNA ze vzorku, kterd v§ak nemiize slouzit jako
templat pro PCR. RNA je tedy nejdfive pfevedena do cDNA retrovirovou reverzni
transkriptazou a nasledné je amplifikovdana PCR se dvéma specifickymi primery
standartnim postupem, pfi¢emz reakce se oznacuje jako RT-PCR. Citlivost této
metody je velmi vysoka, nebot umoznuje detekci specifické mRNA v jediné bui-
ce. Ke stanoveni hladin transkriptti v redlném case se pouziva ptidani barviva do
PCR smési, které fluoreskuje po navazani na dvouretézcovou DNA. Pokud se vy-
tvori adekvatni mnozstvi produktu a hladina fluorescence je dostate¢na, je signal
(mira emitované fluorescence) zachycen pristrojem, ktery se bude v prubéhu dal-
$ich cyklu dale zvysovat. Pro moznost srovnani hladiny exprese mRNA v riiznych
vzorcich je mozné jako standard vyuzit referenéni gen s konstitutivni expresi, ktery
neméni miru své exprese za testovanych podminek (SMARDA et al. 2005). Pro sta-
noveni relativni kvantifikace genti se vyuzivaji rizné matematické pristupy, které
jsou vztazeny k namérenym hodnotam cilovych gent a referenénich gent (REGIER
a FrReY 2010).

Biochemické metody jsou kli¢ovym nastrojem pro identifikaci mechanismti souvi-
sejicich s toleranci k podminkdm sucha nejen u lesnich dfevin. Topol cerny, ktery
je dnes jiz pomérné vzacny a na jeho ptivodnich stanovistich vyskytu je ¢asto na-
hrazovan péstovanymi kultivary topolu kanadského a dal$imi hybridnimi topoly,



s nimiz se muiZe i kfizit (BURIANEK a NOVOTNY 2016), byl vybran za cilovou za-
jmovou dfevinu ur¢enou k popsani metodického postupu stanoveni tolerantnich
jedinct k suchu. Predpokladame, Ze zjisténé a popsané postupy budou mit zna¢né
uplatnéni i pro ostatni druhy listnatych dfevin a pomohou v¢asné rozlisit odolné
jedince k podminkdm sucha.



2 CIL METODIKY

Cilem metodiky je popsat postup zpracovani rostlinného materialu k identifikaci
jedinci topolu ¢erného (Populus nigra L.) odolnych k suchu. U vybraného kultivaru
topolu ¢erného cv. 797 byl predstaven postup ziskani vytézZku RNA v dostatené
kvalité i kvantité, kterd je elementarni matrici pro prepis na komplementarni DNA
(cDNA) pomoci reakce reverzni transkripce (RT-PCR). Pro identifikaci jedinct
topolu ¢erného, odolnych k suchu, byl uplatnén postup vyuziti metody stanoveni
relativni exprese gentt (QPCR) zapojenych do odezvy na stres suchem. Nedilnou
soucasti metodiky je pracovni postup, ktery podrobnéji popisuje jednotlivé kroky
shrnuté v ¢astech a) princip metody, b) materialni a technické zabezpeceni, c) izola-
ce RNA a odstranéni genomové DNA, d) reverzni transkripce, e) qQPCR a vyhodno-
ceni ziskanych dat a f) identifikace topolti odolnych vii¢i suchu. Metodické postupy,
uplatnéné pro identifikaci genti souvisejicich s odezvou na stres suchem u topolu
¢erného lze vyuzit i pro dalsi listnaté druhy lesnich drevin. Uvedeny metodicky po-
stup jsme uspé$né vyzkouseli napt. i pro topol Sedy (Populus xcanescens Aiton Sm.).
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3 VLASTNI POPIS METODIKY

a) Princip metody

Metoda identifikace jedincii topoltl odolnych vii¢i suchu je zalozena na ptipravé
a zpracovani rostlinného materialu s vyuzitim biochemickych postupii v laborator-
nich podminkach. Pfi odbéru vzorkt pro RNA analyzy je nezbytné jejich okamzi-
té uskladnéni v kapalném dusiku (-196 °C). Pti zpracovani vzorkd je nutné dbat
na udrzovani sterilnich, pfipadné semi-sterilnich podminek v laboratofi (o¢isténé
pracovni plochy, nastroje a sterilni pomucky), nebot RNA je velmi citliva na konta-
minaci v§udyptitomnymi ribonukledzami (RNazami), které zptisobuji jeji degrada-
ci. Po vyizolovani celkové RNA nasleduje precistujici krok enzymem DNéza, ktery
odstranuje z izolatu RNA pripadnou kontaminaci genomové DNA. Navazujicimi
kroky jsou RT-PCR prepisujici mediatorovou RNA (mRNA) na cDNA s dale nasle-
dujici qPCR analyzou, pomoci niz je stanovena relativni exprese cilené sledovanych
gentl

Tento princip metody se vyuziva jiz fadu let, avak obecné platné postupy je nutné
optimalizovat a modifikovat s ohledem na typ rostlinného materialu pro moznost
ziskani spolehlivych dat vypovidajicich o fyziologickém stavu konkrétniho jedince

b) Materialni a technické zabezpeceni

Pristrojové vybaveni:

Dewarova nadoba na kapalny dusik, analytické vahy, autoklav, horkovzdusny ste-
rilizator, hlubokomrazici box s nastavenou teplotou -80 °C, chladnic¢ka, digestor,
digitalni suchd lazen na mikrozkumavky, vortex, centrifuga, termicky cykler pro
PCR reakci (PCR cyKkler, napt. Veriti Thermo cycler, Applied Biosystem), real-time
PCR cyKkler (napt. Light Cycler®96, Roche), spektrofotometricky pristroj na méfeni
Cistoty a kvantity nukleovych kyselin (napf. Nanophotometer, Implem), stolni mi-
nicentrifuga (Gusto, Biotech), PC

Chemikalie:

Voda bez nukledz (napt. DEPC voda, Sigma-Aldrich), RNesy Plant Mini Kit
(QIAGEN), DNA-free Kit (Ambion), Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
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Kit (Roche), oligo dT primers (QIAGEN), FastStart Essential DNA Green Master
(Roche), ethanol absolute (99,97%; VWR Chemicals), p-mercaptoethanol (Sigma-
Aldrich), kapalny dusik (Linde), primery pro qPCR reakci

Drobné pomiicky:

96jamkova PCR destic¢ka (LightCycler 480 Multiwell Plate 96, Roche), pinzeta, oce-
lové 1zi¢ky, sterilni 1,5ml Eppendorf mikrozkumavky, tfeci misky s tlou¢kem, sada
pipet, sterilni $picky, sklenéné kadinky, stojanek na nastroje, bunicina, polystyréno-
vy dzbén, stojanek na mikrozkumavky, laboratorni rukavice, aluminiova félie

Pozadavky na praci:

Pti manipulaci s rostlinnymi vzorky je nutné klast diiraz na rychlost a zajisténi ¢is-
toty laboratorniho zazemi, aby byla s nejvyssi i¢innosti eliminovana ptipadna kon-
taminace RN4zami a dodrzovat pravidla bezpec¢nosti ptilaboratorni préci, napt. pti
manipulaci s kapalnym dusikem (-196 °C).

Rostlinny material

Vychozim materidlem pro izolaci RNA byly mladé listy topolu ¢erného (Populus
nigra L.) odebirané z tizkovancii z nadobového pokusu, v nasem pripadé v letnim
obdobi 2019 (konec Cervence/ zalitek srpna). Rizkovanci byli péstovani v nado-
béch v mistnosti s pravidelnym svételnym a teplotnim rezimem (24 h svételna foto-
perioda s intenzitou osvétleni 30 pmol.m2.s™ a 21 °C). Cerstvé odebrany rostlinny
material byl ihned zabalen do fddné oznacené aluminiové flie a umistén do Dewa-
rovy nadoby s kapalnym dusikem. Vzorky byly nasledné pfemistény a uchovany pri
-80 °C v hlubokomrazicim boxu pro navazujici zpracovani.

c) Izolace RNA a odstranéni genomové DNA

Pro izolaci RNA byly vzorky ulozené v hlubokomrazicim boxu preneseny v Dewa-
rové nadobé, obsahujici kapalny dusik, do laboratore, kde probéhla homogenizace
sterilnim tlou¢kem ve sterilni tfeci misce za neustalého dopliovani kapalného dusi-
ku. Na analytickych vahach jsme odvazili pfiblizné 100 mg éerstvé hmotnosti vzor-
ku (doporuéeni vyrobcem pouzivaného izola¢niho kitu pro ziskani maximalniho
vytézku celkové RNA) do 1,5ml sterilni Eppendorf centrifuga¢ni mikrozkumavky
safe-lock vhodné pro manipulaci v tekutém dusiku. Takto ptipravené vzorky jsou
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uchovavany v kapalném dusiku do dal$iho zpracovani. Ze zhomogenizovanych
vzorki topolu ¢erného byla izolovana RNA podle protokolu uvedeného vyrobcem
u komer¢né dostupného izola¢niho kitu RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Protokol izolace RNA z rostlinnych pletiv s pouzitim RNeasy Plant Mini Kitu

1. Kekazdému zhomogenizovanému vzorku napipetujeme 450 ml pufru RLT, kte-
ry jsme si predem ptipravili ve smési 10 pl B-mercaptoethanolu/ 1 ml pufr RLT
(provedeno v digestori).

2. Vzorky zvortexujeme a umistime je do suché digitalni lazné s nastavenou tep-
lotou 56 °C po dobu 3 min.

3. Cely obsah prepipetujeme do fialovych kolonek (QIAshredder spin column)
umisténych ve 2ml mikrocentrifuga¢nich zkumavkach (collection tube). Vzor-
ky centrifugujeme 2 min pfi rychlosti 14 000 otd¢ek za minutu (rpm). Vznikly
lyzat prepipetujeme do nové mikrozkumavky za vysoké opatrnosti, abychom
nenabrali pfipadny pelet, a zaznamendme si objem lyzatu.

4. Klyzatu pfidame polovi¢ni objem ethanolu nez je celkovy objem lyzatu a vel-
mi opatrné vzniklou smés promichdme opakovanym nasatim a vypusténim ze
$picky mikropipety.

5. Vzniklou smés prepipetujeme do riizové kolonky (QIAshredder Mini spin co-
lumn) umisténé ve 2ml mikrozkumavce (collection tube) a centrifugujeme 15 s
pti rychlosti 10 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime do sklenéné ka-
dinky.

6. Nakolonku napipetujeme 700 ul pufru RW1 a centrifugujeme 15 s pti rychlosti
10 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime.

7. Na kolonku napipetujeme 500 pl pufru RPE a centrifugujeme 15 s pfi rychlosti
10 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime.

8. Na kolonku napipetujeme 500 pl pufru RPE a centrifugujeme 2 min pti rych-
losti 10 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime.

9. Ruzovou Rneasy Mini spin kolonku umistime do nové 2ml mikrocentrifuga¢ni
zkumavky a centrifugujeme 1 min pfi plné rychlosti 14 000 rpm.

10. Kolonku Rneasy Mini spin column pfemistime do nové 1,5ml mikrocentrifu-
gacni zkumavky, pfidame 30 ml DEPC vody, kterou naneseme pfimo na mem-
branu kolonky a centrifugujeme 1 min pii rychlosti 10 000 rpm.
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Cistotu a koncentraci vyizolované celkové RNA ze vzorki topolu ¢erného nepro-
dlené stanovime na spektrofotometru. Vzhledem k velmi ¢asté kontaminaci ziska-
ného izolatu RNA genomovou DNA je ihned provedeno enzymatické osetfeni RNA
s pouzitim DNA-free Kitu, u néhoz je dodrzen postup uvedeny vyrobcem.

Protokol odstranéni DNA ze ziskané celkové RNA z rostlinnych pletiv s pouZitim
DNA-free Kitu

1. Pridame 0,1ndsobek objemu 10X DNaze I pufru k ziskanému izolatu RNA a 1 ul
rDNase I a jemné promichame.

2. Vzorek inkubujeme pti 37 °C v digitalni suché lazni 45 min.

3. Ke vzorku pfidame 0,1nasobek inaktiva¢niho reagentu DNase Inactivation Re-
agent a dobfe promichame. Inkubujeme 2 min pti pokojové teploté za obcasné-
ho proklepani obsahu konecky prstii.

4. Smés centrifugujeme 2 min pri rychlosti 11 000 rpm. Vzorek opatrné prepipe-
tujeme do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky, abychom nenasali vrstvu
inaktiva¢niho reagentu.

5. Cistotu a koncentraci precisténé RNA u vzorku topolu ¢erného stanovime na
spektrofotometru a namérené hodnoty si zaznamendame.

d) Reverzni transkripce (RT-PCR)

Pro prepis RNA na komplementarni DNA pomoci enzymu reverzni transkriptazy
a dal$ich reagencii byl dodrzen postup uvedeny vyrobcem.

Protokol piepisu RNA na cDNA s pouzitim RNA-dependentni DNA polymerdzy -
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

1. Do 0,2ml centrifuga¢ni mikrozkumavky odpipetujeme mnozstvi vzorku obsa-
hujici 1 ug RNA, 1 pl oligo(dT),, primer (2,5 uM) a doplnime do finalniho ob-
jemu 13 pl DEPC vodou. Smés lehce protfepeme mezi prsty, kratce sto¢ime na
stolni minicentrifuze a vlozime do PCR termocykleru na 10 min pfi 65 °C. Po
ukondeni denaturace RNA okamzité pfenddme vzorek na led.

2. Nasledné ke vzorku pfipipetujeme 4 pl reakéniho pufru, 0,5 ul inhibitoru RNA,
2 pl deoxynukleotidové smési (1 mM od kazdého nukleotidu) a 0,5 pl enzy-
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mu reverzni transkriptdzy. Finalni objem 20 pl smési lehce protfepeme mezi
prsty, sto¢ime na stolni minicentrifuze a vlozime do PCR termocykleru s na-
stavenym cyklem: 1x 60 min/ 50 °C, 1x 5 min/ 85 °C a zastavenim reakce pfi
kontinualné udrzované teploté 10 °C.

3. Ziskanou komplementarni DNA 20x nafedime do 1,5ml mikrozkumavek (od-
pipetujeme 5 pl cDNA do 95 pl ultradisté vody). Zbyvajici nefedénou cDNA
(15 pl) prepipetujeme do 1,5ml mikrozkumavek, které ulozime do hlubokomra-
zictho boxu.

e) qPCR a vyhodnoceni naméfenych dat

Pro kvantitativni stanoveni relativni exprese cilenych gent u sledovaného useku
c¢DNA se provadi nasledujici modifikovany postup uvedeny vyrobcem.

Protokol pro pripravu qPCR reakcni smési FastStart Essential DNA Green Master

Do 96jamkové desticky odpipetujeme 1,5 ul ultracisté vody (PCR Grade), 0,5 pl
»forward® (1 uM) a 0,5 pl ,,reverse® (1 uM) PCR primeru (Tab. 1), 5 ul master mixu

Tab. 1: Vybrané sekvence primer( topolu erného (Populus nigra L.) pouzité pro gPCR.

Nazev genu oznaceni sekvence primert Reference

BRENTNER et al. (2008)
4,6-trinitrotoluene
(TNT)

F:AGAAACGGCTACCACATCCAA
R: CCAGACTTGCCCTCCAATGG

18S ribozomalni

RNA 18S rRNA

Elongacéni faktor EF1 F: CCACACCTGTCACATTGCTG
1-a R: ACCAGCATCACCGTTCTTCAG

F: TACGGGCAATGTGGAAAAGC
R: ATTGTGGCATGAGGGCTTTG

F: ATGGTGCTAATGTGGATGGC

BAsA et al. (2009)

Endochitinaza 2  Chitin KIEFFER et al. (2009)

Photosystéem I Photll R: AACAGCCCAGATTAGCAAGC HE et al. (2013)
. F:GTGATTCTGATCAGTATGGCTGA
Dehydrin 1 Dhn1 R-AATAATACTGCCCGCTGCCCTAC Kim et al. (2012)
Glutathion-S- F:CTTAGCCTCGTTTTCCTCCA
transferaza GST  R.CTTAGCCTCGTTTTCCTCCA GAUDET et al. (2011)
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a 2,5 ul cDNA vzorku. Smés lehce protfepeme mezi prsty, kratce sto¢ime na stolni
minicentrifuze a vlozime do real-time PCR termocykleru s nastavenym cyklem,
ktery byl shodny pro vSechny pouzité primery: preinkubace 1x 120 s/ 95 °C, am-
plifikace 45x 10 s/ 95 °C, 10 s/ 60 °C a 10 s/ 72 °C a denaturace 10 s/ 95 °C, 60 s/
65 °Cals/ 97 °C. Po ukonceni reakce byl vzorek pfemistén na led.

Kazdy vzorek byl proveden ve tfech biologickych opakovanich, sou¢asné byl v ana-
lyze zméten vzorek oznaceny jako negativni kontrola (obsahujici véechny kompo-
nenty reakce s vyjimkou cDNA), pticemz pro kazdé biologické opakovani vzorku
byly zméteny dva provozni geny 18S ribosomalni RNA (18S rRNA) a elonga¢ni
faktor 1-a (EF1).

Stanoveni relativnich hladin sledovanych gent bylo provedeno na zakladé vypoctu
24taCp (HOSEK et al. 2019).

Vyse uvedeny protokol obsahuje drobné modifikace zejména v upraveni objemt
jednotlivych sloZzek reakéni smési, které vsak nemély vliv na celkovy vysledek re-
akee.

f) Identifikace topolli odolnych vii¢i suchu

Identifikace topoltl odolnych vici suchu probihala na zédkladé ziskanych dat z na-
dobového pokusu (Obr. 1), kdy byly odebrany listy topolu ¢erného (cv. P797) v den
zahdjeni pokusu (kontrola — plné zalité rostliny) a v jeho pribéhu (3. - 6. den).
Ode dne zahajeni pokusu nebyly déle jiz rostliny zalévany. Vzorky z rostlin byly
odebrény ve tfech biologickych opakovanich.

Na zakladé ziskanych kvalitativnich a kvantitativnich parametri celkové RNA,
zméfenych v laboratofi spektrofotometrem, které byly s vét$i presnosti ovére-
ny v externi laboratofi (Gene Core, Biotechnologicky tstav AV CR, Vestec, CR),
byly pro qPCR analyzu vybrany jen vzorky s vysokou hodnotou integrity RNA
(RIN > 6,0; Obr. 2A). Pti niz$i hodnoté RIN bylo patrné poskozeni RNA (Obr. 2B),
coz by znehodnotilo i vysledky nasledné provadéné qPCR analyzy. Pro analyzy
a nasledné vyhodnoceni byla v popisovaném modelovém ptikladu pouzita v né-
kterych ptipadech jen dvé biologickd opakovani.

U sledovanych jedincti topolu ¢erného cv. 797 byl zjistén dynamicky pribéh zmén
transkriptd mRNA u v8ech sledovanych gent v pribéhu jednotlivych dntt pokusu

(Obr. 3). Vyznamny postupné klesajici trend byl zaznamenan u genu fotosystém II
(“PhotII”), ktery tzce souvisi s primarnim metabolismem rostlin. V praci RALPH et
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al. (2008) zjistili, Ze proteiny fotosystému II tzce souvisi nejen s fotosyntézou, ale
i s enzymy biosyntézy thiaminu a malat dehydrogenazou, nékolika tzv. ,,zinc finger®
transkripénimi faktory a proteiny zapojenymi do stresu rostlin, jako je napt. maly
teplotni Sok. Nase vysledky naznacuji, Ze s del$im piisobenim sucha je hladina genu
PhotlII po 6 dnech vyznamné sniZena. Pisobenim sucha je tedy PhotII vyznamné
ovlivnén a muze byt zvolen jako vhodny kandidatni marker pro moznou identifi-

Obr. 1: Topol €erny (Populus nigra L.), kultivar P797 péstovany v nadobéach. 1A — fenotyp
zalévané rostliny (kontrola), 1B — detail vrcholu zalévané rostliny, 1C — fenotyp rost-
liny 3 dny bez zalivky, 1D — detail vrcholu rostliny 3 dny bez zalivky.

Fig. 1:  Black poplar (Populus nigra L.), cultivar P797 cultivated in pots. 1A — phenotype
of watered plant (control), 1B — detail of the water plant apical, 1C — phenotype of
3 days unwatered plant, 1D — detail of the 3 days unwatered plant apical.
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Obr. 2:

Fig. 2:

Kvantifikace RNA vzork( topolu ¢erného (Populus nigra L.) kultivar P797 za uc¢elem
stanoveni integrity RNA (RIN RNA). 2A — pfiklad celkové RNA s hodnotou RIN 8,2;
2B - pfiklad ¢aste¢né degradované celkové RNA s hodnotou RIN 4,7.
Quantification of RNA in black poplar (Populus nigra L.) cultivar P797 samples with
the aim to asses RNA integrity (RIN RNA). 2A — example of total RNA with value of
RIN 8,2; 2B — example of partly degraded total RNA with value of RIN 4,7.
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kaci topolti odolnych viici suchu. Stejné tak byl zjistén jednoznacny trend u genu
Endochitindza 2 (“Chitin“), jehoz hladiny se 5. a 6. den pisobenim sucha vyznamné
zvy$ily (Obr. 3). U genu glutathione-S-transferdza (GST) byl zaznamenan nardst
relativni exprese v pribéhu 3. a 4. dne, pficemz v pribéhu 5. a 6. dne pokusu doslo
k jeho snizeni. KIEFFER et al. (2009) shodné s nasimi vysledky ve své studii uvedli,
ze gen GST patfi do skupiny s ¢asnym ndrdstem hladin relativni exprese. Avak
z nasich vysledkt je patrné, Ze GST neni vhodnym genem pro moznou identifi-
kaci jedinct topold tolerantnich k podminkdm sucha. Nesoumérny naruast vlivem
pusobeni sucha po dobu 6 dnti ve srovnani s kontrolou vykazoval gen dehydrin 1
(“Dhnl®), jehoz hladiny vSak byly velmi nizké a kolisaly (Obr. 3), a proto se do-
mnivame, Ze neni vhodnym genem pro moznou identifikaci jedinct zasazenych
podminkami sucha.

Na zakladé nasich vysledku jsme zjistili, Ze se v pribéhu experimentu hladiny sle-
dovanych genti u topolu éerného vyznamné méni a je mozné vybrat konkrétni kan-
didatni geny, které by spolehlivé charakterizovaly fyziologicky stav rostlin v sou-
vislosti s ptisobenim podminek sucha. V na$em pokusu se jedna zejména o geny
PhotlI a Chitin.
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4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V predlozené metodice jsou propojeny znalosti a zkusenosti biochemickych me-
tod, zaméfené na ziskani RNA ve vysoké kvalité, ktera je vychozi matrici pro na-
vazujici postupy smétujici k identifikaci genti spojenych s toleranci na podminky
sucha u rychlerostouci dreviny topolu ¢erného (Populus nigra L.). Novost ndmi
uvedeného metodického postupu je zejména ve snadné aplikovatelnosti uvedenych
postupt v laboratorich, které jsou jiz plné vybavené pristroji, pomiickami a chemi-
kaliemi uréenymi pro praci v oblasti molekuldrni biologie, pficemz nami ziskané
vysledky z genetickych analyz budou slouzit jako cenny zdroj informaci pro ptimé
vyuziti vlesnické praxi. S rozvinutim novych technologii, jako je napt. sekvenovani
RNA (RNA-Seq), jsou v soucasné dobé dostupné databaze, kde je mozné vyhledat
odezvu minimélné nékolika stovek gent na konkrétni ptisobeni stresovych podmi-
nek, jako je sucho (napf. BARGHINI et al. 2015 nebo YILDIRIM a Kaya 2017). Avsak
jednotlivé studie jsou velmi specifické a unikatni, nebot se vzdy li$i v podminkach
pokusu, studovanym rostlinnym druhem, analyzovanym rostlinnym materidlem
a v mnohych dalsich parametrech. Ackoliv je mozné v téchto databazich vytipovat
geny, pripadné genové rodiny spojené s podminkami sucha, je naprosto nezbytné
si je ovérit na ndmi zvoleném materialu a vyspecifikovat jejich u¢inek v nasem kon-
krétnim usporadani pokusu. Dalsi nezbytnosti v téchto rozsahlych transkriptomic-
kych studiich je zpétné ovéreni dat z RNA-Seq analyzy, coz se zpravidla dokazuje
qPCR analyzou pro nékolik vybranych gent. Proto i ndmi uvedeny metodicky po-
stup je stale velmi aktualni i pro laboratote, které nejsou zaméfeny na zakladni vy-
zkum. Pouzitim nami aplikovaného metodického postupu jsme zjistili, které geny
je vhodné pouzit k identifikaci jedincti topolt odolnych vici suchu.
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5 POPIS UPLATNENI METODIKY

Utelem predlozené metodiky je poskytnout ziskané zkusenosti a poznatky z ob-
lasti biochemickych metod vyvinutych pro topol cerny (Populus nigra L.) k iden-
tifikaci jedinct odolnych k suchu. Vyuziti poznatk, zahrnujici odbér, zpracovani
a uchovani rostlinného materiélu, izolace celkové RNA, precisténi a prepis RNA
pomoci reverzni transkripce na cDNA, ktera je elementarni pro qPCR analyzu,
muze byt pfinosnym zdrojem nejen pro cilenou skupinu lidi z oboru (napt. pra-
covnici z vyzkumnych a védeckych instituci, univerzit a biotechnologickych fi-
rem), ale i pro vSechny, ktefi se o danou problematiku zajimaji, pfipadné pracuji
s lesnimi dfevinami s moznosti vyuziti laboratorniho zdzemi. Pfedpokladame, ze
uvedené metodické postupy se uplatni nejen pfi posuzovani fyziologického stavu
topold, které se vyskytuji v limitujicich podminkach, ale i u jinych druhi listna-
tych drevin véetné cilenych gentl charakterizujicich jejich stav. Nebot stanoveni
relativni exprese hladin sledovanych geni je stale velmi vyuzivanou metodou pro
ziskani informace o konkrétnim stavu jedince a vlivu abiotickych pfipadné biotic-
kych podminek na néj.
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6 EKONOMICKE ASPEKTY

Naklady na zavedeni postupt uvedenych v metodice jsou odvislé od skute¢nosti,
jestli se zavadi zcela nova laboratot s vybavenim pro vyuziti biochemickych metod,
nebo se uvedend metodika implementuje na pracovistich, kde jsou jiz laboratore
vybaveny pfistroji a pomiickami pro praci s nukleovymi kyselinami (NK). V ptipa-
dé, Ze laboratof je plné vybavena pro praci s NK, jsou ndklady na zavedeni postupu
dané predevsim nakupem izola¢nich kitii, enzymu, chemikalii, pomtcek a spo-
trebniho materialu, pouzivanych pii praci. V druhém pripadé, kdy se zavadi zcela
novy provoz laboratore, se naklady zna¢né navysuji o potizeni ptistroju, drobnych
pomticek a chemikalii, které jsou podrobnéji uvedeny vyse v ¢asti 3b (Materidlni
a technické zabezpeceni). Pii pofizeni pristrojového vybaveni se mohou naklady
pohybovat v cenové hladiné 1766 tis. K¢ a vyse. Od nakladu na pristrojové vybaveni
se pak odviji i cena spotfebniho materialu, ktery byva pro ptistroje specificky.

7 DEDIKACE

Metodika byla zpracovana spolupraci kolektivu autort z Vyzkumného tstavu les-
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USE OF BIOCHEMICAL METHODS
FOR IDENTIFICATION OF DROUGHT
RESISTANT POPLAR SPECIES

Summary

This method presents biochemical approaches leading to identification of drought
resistant poplar species based on characterization of stress-inducible genes encoding
proteins and enzymes involved in plant stress metabolism. We used black poplar
(Populus nigra L.) cv. P797 as a representative deciduous species due to its easily
vegetative reproduction, fast growth ability and biomass production and available
genomic databases as well as literature resources. This methodology contains
several protocols describing in details individual steps of total RNA isolation,
removal of genomic DNA, reverse transcription and quantitative real-time gene
expression analysis (QPCR), including data evaluation. For verification our method
we used samples of black poplar cultivated in pots (Figure 1) for 6 days without
watering the plants. Response to drought stress was followed continuously during
the treatment and results were compared with watered plants (control). According
to RNA integrity number (RIN) we observed in few samples low quality of RNA
(Figure 2B), therefore we applied the protocols only for samples with RIN > 6.0
(Figure 2A). Obtained data from qPCR analysis enable us to evaluate and determine
genes identifying tolerance in poplar to limited environmental conditions. Using
this method we selected two specific candidate genes PhotII and Chitin that would
reliably characterize physiological state of plants related with the effects of drought
conditions (Figure 3).

In summary, we suppose that investigated biochemical method will serve as
a valuable source of information for identification deciduous plant species growing
under limited environmental conditions.
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