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Scots pine (Pinus sylvestris L.) is one of the most important economic trees with deteriorating health conditions observed in recent years. The
work aimed to compare and evaluate the regulation of gene activities involved in defense mechanisms under biotic and abiotic stress conditions
in a group of healthy individuals of Scots pine and individuals damaged by the pine beetle (Phaenops cyanea). Determination of the relative
gene expression levels of twelve selected genes was carried out by qPCR analysis in samples of Scots pine needles collected at two localities,
Stard Boleslav and Podbrahy. At both monitored locations we noted the same trends in the regulation of the relative gene expression profile for
seven genes (CHS, CH5B, PR_P2, PO12, PAAL, SUCSYN3 and USP A), including a significant increase in the relative gene expression level of
the phenylalanine-ammonia lyase (PAAL) involved in the biosynthesis of flavonoids, phenylpropanoids and lignin in plants, in the group of
damaged individuals compared to the control group at the locality Stard Boleslav. For both groups of samples (healthy and damaged individuals)
we noticed considerable variability in the measured data related to many variable factors of the external environment and the genotype of each

individual, even when comparing both habitats.

For more information see Summary at the end of the article.
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Na tizemi Ceské republiky patti borovice lesni (Pinus sylvestris L.) mezi
druhou nejvice rozsifenou drevinu s 16% podilem zastoupeni v dru-
hové skladbé lest, rostouci tak na celkové plose 418 340 ha porostni
pudy (Zprava 2023). Z hlediska ekologickych naroku je borovice lesni
vyrazné svétlomilnou dfevinou, intolerantni k zastinéni (s vyjimkou
horskych ekotypt), s irokou amplitudou vlhkostnich a teplotnich na-
rokd, roste v oblastech s priimérnymi ro¢nimi srazkami 200-1780 mm
a délkou vegetacni doby 90-200 dnti. V pfirozeném aredlu se borovice
lesni vyskytuje zejména na mélkych, sussich, chudych pis¢itych az ka-
menitych padéch, ale i na hadcich a vépencich. Na bazinnych a rage-
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linnych pudach obvykle roste borovice lesni hiite, mnohdy az zakrsle.
Z trodnéjsich pud, kde vykazuje nejvétsi ptirustky, je v pfirozenych
porostech vytla¢ena druhy tolerantnéj$imi k zastinéni. Proto je boro-
vice lesni hlavni nebo dokonce jedinou stromovitou dfevinou v oblas-
tech, kde jiné dfeviny neobstoji. Vodu ziskava z vétsich hloubek, coz
umozinuje jeji rust i na extrémné suchych stanovistich (PILAT 1964;
MusiL, HAMERNTK 2007; CAP, NOVOTNY 2020).

Z ekologického i ekonomického hlediska je borovice lesni jednou
z nejvyznamnéj$ich lesnich dfevin nejen ve stfedni Evropg¢, ale i v Eu-
rasii. Vysoky obsah pryskyfice umoznuje vyuziti odolného borové-
ho dfeva ve vodé a vlhkém prostiedi, jako jsou napf. vodni stavby,

ZLV, 69, 2024 (4): 245-253 m


https://doi.org/10.59269/ZLV/2024/4/741
mailto:pokorna@vulhm.cz

POKORNA E. et al.

Cerpadla, dilni dfivi, prazce, stozary, ty¢e a oploceni. Pfi chemickém
zpracovani je pryskytice vyuZitelna na vyrobu terpentynu, kalafuny,
lakd, barev, lestidel, kafru a balzdmu. Destilaci borovicové pryskytice
se ziskavaji silice, které maji rovnéz i pfiznivé ucinky na lidské zdra-
vi v podobé uvolilovani fytoncidnich latek (napf. piisobi proti navé,
stimuluji smysly). Dfevo borovice lesni se pouziva také k vyrobé dre-
vénych konstrukei, feziva, ndbytku a obloZeni. Oproti tomu méné kva-
litni borové drevo se vyuziva na vlakno i jako zdroj paliva (BRICHTA et
al. 2023; Dujka et al. 2024).

Porosty borovice lesni jsou na tizemi Ceské republiky vystaveny tla-
kiim vnéjsiho prostiedi, napt. vysokym teplotam vzduchu, nerovno-
mérnym a nizkym dhrntim srazek, napadeni $kadci v¢etné nedosta-
te¢né provadéné ochrany proti nim, v dusledku ¢ehoz dochazi k osla-
beni a casto nésledné i k odumirani stromt (DOBBERTIN et al. 2007;
Li8ka et al. 2021). Jako nasledek nékolika period extrémné vysokych
teplot v letnim obdobi roku 2015 spojenych s vyraznym srazkovym
deficitem a poklesem hladiny podzemni vody byla u borovice lesni
evidovana aktivace rtiznych druhd houbovych patogenti a podkor-
niho kambioxylofagniho hmyzu (PE$KOVA et al. 2016; CHMU 2017).
L18KA et al. (2016) ve své praci upozornuji na zvy$eni vyskytu lyko-
zrouta vrcholkového (Ips acuminatus) a krasce borového (Phaenops
cyanea) u borovice lesni v roce 2015, ktefi byli zaznamendni na osla-
benych porostech v souvislosti s vlivem sucha a naslednym zhorsenim
zdravotniho stavu. Trend ndrtistu podkorniho hmyzu v oblasti jizni
a jihozapadni Moravy, ve stfednich a vychodnich Cechach plynule
pokracoval v nasledujicich letech zejména v dtsledku neprovadéné
ochrany lesa. V roce 2022 byli na Moravé mezi dominantnimi $kadci
na borovici lesni pozorovani lykozrout vrcholkovy a lykozrout borovy
(Ips sexdentatus), pricemz v Cechich byl kromé IykoZzrouta vrcholko-
vého zaznamenan dominantni vyskyt i krasce borového (VEjpusTKO-
VA et al. 2020; LUBOJACKY et al. 2022).

Byly popsany studie zabyvajici se sledovanim vlivu nartstu teplot
a stresu zptisobenym suchem nejen u modelovych a hospodafsky vy-
znamnych druht rostlin (napf. HARB et al. 2020; HassAN et al. 2023,
Liu et al. 2023), ale i u lesnich dfevin (Yao et al. 2021) s pouZitim
metod molekularnich analyz. Pfi pisobeni nepfiznivych podminek
vyvolanych abiotickymi a biotickymi ¢initeli aktivuje rostlina obran-
né mechanismy, které zptisobuji fyziologické a molekuldrni zmény
(ZHANG et al. 2020). Mezi jednu z kli¢ovych strategii rostlin, jak se
ptizptisobit podminkdm ptisobeni stresu a vyrovnat se se zménami
prostredi je citlivd regulace genové exprese, ktera zavisi na fadé mo-
lekuldarnich mechanismt souvisejicich s ulohami mediatorové RNA
(mRNA) v procesech transkripce, sestfihu, alternativniho sestfihu,
transportu, translace, skladovani a rozpadu mRNA (PETRILLO et
al. 2014; BuccITELLI, SELBACH 2020). Do obrannych mechanisma
jsou zapojeny geny stresové tolerance rozdélené do skupiny struk-
turnich gent, které koduji proteiny a enzymy chranici bunky pti-
mo pred stresem (napf. geny pro transportéry, detoxikacni enzymy,
osmoprotektanty apod.) a gent exprimovanych v regulaci a signalni
transdukci (napf. transkripéni faktory a proteinkindzy) (MOHANTY
et al. 2023).

V soucasné dobé jsou zaznamendny porosty borovice lesni, ve kte-
rych se vyskytuji jedinci silné napadeni podkornim hmyzem spole¢né
s jedinci bez jakychkoliv pfiznakt napadeni. Vyvstava proto otdzka,
co je dtivodem odolnosti téchto zdravych jedinctl oproti jedincim
napadenych $kiidci. Zamérem nasi préce byla charakterizace jedin-
ct borovice lesni poskozenych podkornim hmyzem ve srovnani se
zdravymi jedinci vyskytujicimi se ve stejném porostu, a to s vyuzitim
analyzy qPCR. Relativni kvantitativni zmény expresnich hladin gent
regulovanych v podminkdach stresu u zdravych a poskozenych jedinci
borovice lesni byly vyhodnoceny a porovnany na dvou lokalitach ve
sttednich Cechach.
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Vychozim rostlinnym materidlem pro molekuldrni analyzy byly cer-
stvé naraSené jehlice borovice lesni. Vzorky byly odebrany na dvou
zéjmovych lokalitich, Stara Boleslav (50.2094314N, 14.7020256E)
a Podbrahy (50.2257447N, 14.7414969E), které jsou od sebe vzdaleny
ptiblizné 4 km. Obé stanovisté jsou chudd na Ziviny, vyznacuji se pis-
¢itym podlozim a rovnym terénem s fytocenologickou klasifikaci L7
acidofilni doubravy podle CHYTRY et al. (2010). V porostech byly vy-
brany zdravé stromy bez znamek poskozeni zptisobenych podkornim
hmyzem (kontrola; obr. 1A) a stromy poskozené Zirem podkorniho
hmyzu (poskozené; obr. 1B-1D) rozpoznané na zakladé uvedenych
charakteristickych znakt v metodice KNiZEK et al. (2021). P¥itomnost
podkorniho hmyzu byla detekovana pomoci zavrtovych a vyletovych
otvortl, pfitomnosti drtinek, poskozeni kiry apod. Pro kontrolu byla
u napadenych jedincd po odbéru vzorki provedena kontrola od-
loupnutim kuiry. Vyssi partie kmenti byly sledovany pomoci daleko-
hledu a fotoaparatu s vysokym pfiblizenim. Intenzita napadeni byla
urcena sledovanim ve tfech pruzich (kazdy o plose 2 x 0,1 m). Za kon-
trolu byly vybrany pouze nenapadené stromy, pfi¢emz ,stresovanou®
skupinu tvofily stromy s maximalni hustotou 0,15-0,2 pobytovych
znakd na dm? Stromy na obou lokalitach byly dominantné napade-
ny krascem borovym. Odbér vzorkt u zdravych (5 ks) a poskozenych
(5 ks) stromt probéhl v ¢ervnu 2023 na obou lokalitich, kdy byly
vzorky vlozeny do oznadenych mikrozkumavek a zamrazeny v Dewa-
rovych nddobach obsahujicich kapalny dusik (-196 °C). Po preveze-
ni rostlinného materidlu do laboratofe byly vzorky homogenizovany,
odvéazeny do mikrozkumavek a po prfidani lyza¢niho pufru (soucast
kitu pro izolaci RNA) uloZeny do hlubokomraziciho boxu (-80 °C).
Celkova RNA byla izolovana z jehlic borovice lesni (cca 100 mg Cer-
stvé hmotnosti) pomoci kitu Plant/Fungi Total RNA Purification Kit
(Norgen Biotek Corp., Kanada) podle instrukci uvedenych vyrobcem.
Cistota a kvalita RNA byla zméfena na spektrofotometru MaestroNa-
no Pro (MaestroGen, USA). Izolace RNA a prepis medidtorové RNA
(mRNA) do komplementarni DNA (cDNA) probihal shodné s postu-
pem uvedenym v metodice POKORNA et al. (2023). Amplifikace cDNA
a detekce PCR produkti byla zaznamendna méfenim fluorescen¢niho
signalu barviva SYBR Green s vyuzitim real-time PCR termocykleru
(LightCycler’ 96 Instrument, Roche, Svycarsko). Pro qPCR analyzu
byly pouzity sekvence primert dvandacti vybranych gend: protein P2
souvisejici s patogenezi (pathogenesis related protein P2, PR_P2),
fenylalanin-amoniaklydza (phenylalanine ammonia-lyase, PAAL),
fosfolipid-hydroperoxidglutathionperoxidaza (phospholipid hydrope-
roxidglutathione peroxidase, PHPGP), detoxifika¢ni protein 40 (pro-
tein DETOXIFICATION 40, PDET0X40), univerzalni stresovy pro-
tein podobny proteinu A (universal stress protein A-like protein, USP
A), 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza (4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase, HPD), chalkon-syntdza (chalcone synthase, CHS), en-
dochitinaza CH5B (endochitinase CH5B, CH5B), protein podobny
thaumatinu (thaumatin-like protein, Thau), peroxidaza 12 (peroxida-
se 12, PO12), kataldza 3 (catalase 3, Cat3) a sachardza syntdza (sucrose
synthase 3, SUCSYN3) uvedenych v publikaci VORNAM et al. (2019).
U kazdého biologického opakovani (n = 5) z dané lokality byly pro-
vedeny vzdy tfi technickd opakovani, vysledky byly normalizovany
k referenénim gentim Actinl a a-Tubulin (MOSHCHENSKAYA et al.
2023). Relativni expresni hladiny vybranych genid byly vypocitany
na zakladé metody 244°" (L1vak; SCHMITTGEN 2001) a vztazeny ke
kontrolni skupiné vzorku (zdravi jedinci). Statistické hodnoceni bylo
provedeno na zékladé dvouvybérového neparového Studentova ¢-tes-
tu, jednocestna ANOVA, post hoc Tukeyho testu. Stanoveni stability
referen¢nich genii u véech vzorkd borovice lesni odebranych na dvou
lokalitach bylo provedeno v programu RefFinder (XIE et al. 2012). Vi-
cerozmérna statistickd analyza (Principal Component Analysis, PCA)
qPCR dat u sledovanych skupin borovice lesni z lokality Stara Boleslav
a Podbrahy byla provedena v programu Statistics Kingdom (https://
www.statskingdom.com).

https://doi.org/10.59269/Z1V/2024/4/741


https://doi.org/10.59269/ZLV/2024/4/741
https://www.statskingdom.com
https://www.statskingdom.com

POTENCIAL VYUZIT{ MOLEKULARNICH ANALYZ PRO GENETICKOU CHARAKTERIZACI REZISTENTNICH JEDINCU BOROVICE LESN{
(PINUS SYLVESTRIS L.)

VYSLEDKY

Studium genové exprese u borovice lesni nachazejici se na dvou lo-
kalitich v Ceské republice, kdy byly porovniny skupiny zdravych
a poskozenych jedinct podkornim hmyzem, ukazalo, ze dochazi ke
shodnym trendim v regulaci genové exprese u sedmi z dvanacti sle-
dovanych gentt (PR_P2, PAAL, PHPGP, PDET0X40, USP A, HPD,
CHS, CH5B, Thau, PO12, Cat 3 a SUCSYN3) spojenych s reakcemi
na bioticky a abioticky stres rostlin (obr. 2). Pfi srovnani skupin zdra-
vych a zirem krasce borového poskozenych jedincil na lokalité Stard
Boleslav (BO_SB; obr. 2A, 2B) jsme zaznamenali narust relativnich
expresnich hladin u gentt CH5B, PR_P2, Thau, POI12, Cat3, PAAL,
SUCSYN3 a USP A, které kdduji procesy spojené s obrannymi mecha-
nismy v odpovédich na stres a naopak pokles relativnich expresnich
hladin gentt CHS, PHPGP, PDETOX40 a HPD, které jsou zapojené
napt. v biosyntéze karotenoidti a metabolickych drahach kyseliny
abscisové (HPD), pti ochrané a obrané bunék a v procesu lignifika-

Obr. 1.

ce (PDETOX40, CHS). Srovnani miry relativnich expresnich hladin
mezi skupinou poskozenych a zdravych jedinct ukazalo na lokalité
BO_SB statisticky vyznamné zvy$eni hladiny genu PAAL, jehoZ akti-
vita je indukovana v reakci na riizné podnéty, jako je napt. poranéni
pletiv rostlin (obr. 2B). Na lokalité¢ Podbrahy (BO_P) jsme s vyjimkou
genl CHS, Thau a Cat3 zjistili rovnéz zvy$enou miru exprese u vSech
sledovanych genti ve srovnani s kontrolni skupinou, ale bez statistické
vyznamnosti (obr. 2C, 2D). Pti porovnani 2-*°T hodnot mezi posko-
zenymi skupinami z obou lokalit jsme nezjistili statisticky vyznamny
rozdil v relativnich expresnich hladinach u Zddného z dvanicti sle-
dovanych gent.

Nejvyssi relativni hladiny exprese gent byly zjistény u genu Thau na
lokalit¢ BO_SB a genti SUCSYN3 a USP A na lokalit¢ BO_P (obr. 2).
U Thau doglo k 5,1nasobnému zvyseni relativni hladiny exprese genu
ve srovnani s kontrolni skupinou vzorku a u gentt SUCSYN3 a USP A
doslo k 2,3nasobnému zvyseni relativnich expresnich hladin v porov-

sy

Fotodokumentace zdravotniho stavu borovice lesni (Pinus sylvestris L.). Kmen zdravého (A) a zirem krasce borového (Phaenops cyanea) posko-
zeného jedince (B). Detail poskozeni zptsobené zirem na kmeni (C, D); (foto: A. Véle)

Fig. 1.

Photo documentation of the health condition of Scots pine (Pinus sylvestris L.). The trunk of healthy (A) and damaged individuals caused by the
pine beetle (Phaenops cyanea). Detail of rot damage on the trunk (C, D); (photo: A. Véle)
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ny vykazovaly geny PHPGP, CHS a PDETOX40 na lokalité BO_SB,
u genu PHPGP doglo az k 4,3ndsobnému snizeni u skupiny posko-
zenych jedinct ve srovnani s kontrolni skupinou (obr. 2). Odlisné
trendy v regulaci miry genové exprese na obou sledovanych lokali-
tach u skupin vzorkd poskozenych zirem krasce borového ve srovna-
ni s kontrolni skupinou vzorkt vykazovaly geny Thau, Cat3, PHPGP,
PDETOX40 a HPD (obr. 2).

Pro interpretaci ziskanych vysledkii z qPCR analyzy je nezbytné zo-
hlednit zji$ténou vysokou miru variability ACT hodnot napf. u genii
PAAL, Cat3, PO12, USP A a Thau na lokalité BO_SB (obr. 3A) a HPD,
CHS, POI12 a Thau na lokalit¢ BO_P (obr. 3B). I po eliminaci od-
lehlych CT hodnot z datovych soubort jsme zaznamenali zna¢ny
rozptyl ve vypoctenych ACT hodnotach prevazujici zejména u vzorki

Obr. 2.

odebranych na lokalité Stara Boleslav ve srovnani s lokalitou Podbra-
hy, u které je ztejma vyssi konzistentnost, a tedy i niz$i mira variability
naméfenych dat (obr. 3).

Rozdily ve zjisténé variabilité vysledkd v rdmci lokalit podporuje i vi-
cerozmérna statistickd analyza PCA (Principal Component Analysis),
ktera udava nejvétsi variabilitu v naméfenych expresnich hladinach
genl mezi stanovisti, ve srovnani s variabilitou mezi skupinami vzorki
zdravych a poskozenych jedincii (obr. 4). Z analyzy stability referenc-
nich gend Actinl a a-Tubulin u obou skupin analyzovanych vzorki
(zdravi a poskozeni jedinci) jsme zaznamenali vy3$$i stabilitu u vzorkd
z lokality Podbrahy, kterd byla v rozmezi 0,724-1,104 s nejvyssi zazna-
menanou hodnotou 2,698 u jediného vzorku (24A). U vzorki odebra-
nych na lokalité Stard Boleslav jsme zjistili mensi stabilitu referen¢nich
genu s rozmezim hodnot 1,343-2,878 (tab. 1).

Relativni hladiny exprese gent borovice lesni (Pinus sylvestris L.) u skupiny jedinct poskozenych Zirem krasce borového (Phaenops cyanea) ve
srovnani se skupinou zdravych jedinct (kontrola) rostoucich na lokalité Stara Boleslav (BO_SB; 2A, 2B) a Podbrahy (BO_P; 2C, 2D). Vynesené
usecky u sloupcovych grafti znazornuji smérodatné odchylky (SD). *Statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni a poskozenou skupinou jedinct
v ramci sledované lokality, Studentv dvouvybérovy nepéarovy t-test *P < 0,05.

Fig. 2.

Relative gene expression levels of Scots pine (Pinus sylvestris L.) in a group of individuals damaged by the pine beetle (Phaenops cyanea) in
comparison to a group of healthy individuals (control = 1) growing at the locality Stard Boleslav (BO_SB; 2A, 2B) and Podbrahy (BO_P; 2C,
2D). Plotted lines in bar graphs represent standard deviations (SD). *Statistically significant difference between control and damage group of
individuals within the monitored locality, Student’s two-tailed unpaired t-test *P < 0.05.
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Tab. 1.

Stabilita referen¢nich genti (Actinl a a-Tubulin) u analyzovanych vzorka borovice lesni (Pinus sylvestris L.) vyhodnocené podle metody ACT.
Zdravi jedinci borovice lesni rostouci na lokalité Stard Boleslav (BO_SB) a Podbrahy (BO_P) jsou zvyraznény tu¢né oproti jedincim poskoze-
nym zirem krasce borového (Phaenops cyanea) (bez zvyraznéni).

Stability of reference genes (Actinl a a-Tubulin) in analyzed Scots pine (Pinus sylvestris L.) samples was evaluated according to the ACT method.
Healthy Scots pine individuals growing in the Stard Boleslav (BO_SB) and Podbrahy (BO_P) localities are highlighted in bold, compared to
individuals damaged by the pine beetle (Phaenops cyanea) (without highlighting).

Lokalita/ Oznaceni vzorkd/ Stabilita referencnich gent/ Lokalita/ Oznaceni vzorku/ Stabilita referencnich gent/
Locality Sample Stability of reference genes Locality Sample Stability of reference genes
BO_SB 11C 1,343 % BO_P 18A 0,724
=
19B 1,347 D 1A 0,755
T O O
15C 1,374 ® 55 15A 0,783
Q=
20B 1,399 § E, 2 17A 0,784
23B 1,645 5 22A 0,8
21B 1,652 _ % 16A 0,861
25B 1,688 = %W 4A 1,033
©
7A 2,311 v g < 10A 1,035
o
aA 2,537 55 ° 1A 1,104
=5
8A 2,878 o 24A 2,698

Obr. 3.

Vizualizace vysledkt z qPCR analyzy borovice lesni (Pinus sylvestris L.) formou box plot grafii. Hodnoty A CT (cyklus prahu) pro vybrané geny
u skupin jedincti poskozenych Zirem krasce borového (Phaenops cyanea) a zdravych jedinct rostoucich na lokalité Stara Boleslav (BO_SB;
3A) a Podbrahy (BO_P; 3B). Vynesené tisecky u sloupcovych grafii zndzornuji smérodatné odchylky (SD). Odlehlé hodnoty jsou zndzornény
teckami.

Fig. 3.

Visualization of results from qPCR analysis of Scots pine (Pinus sylvestris L.) in form of box plot graphs. Values of A CT (cycle of treshold) from
qPCR for selected genes at group of individuals damaged by the pine beetle (Phaenops cyanea) and healthy individuals growing at the locality
Stara Boleslav (BO_SB; 3A) and Podbrahy (BO_P; 3B). Plotted lines under bar graphs represent standard deviations (SD). Individual outliers
are indicated with dots.
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PCA analyza (BO_SB a BO_P) (67.21 %)

Obr. 4.

Vicerozmérna statistickd analyza (Principal Component Analysis,
PCA) qPCR dat u skupin jedinct borovice lesni (Pinus sylvestris L.).
Byly porovnany zdravi a poskozeni jedinci zirem krasce borové-
ho (Phaenops cyanea) z lokality Stara Boleslav (BO_SB) a Podbrahy
(BO_P).

Fig. 4.

Principal component analysis (PCA) plots of the qPCR dataset in
groups of Scots pine (Pinus sylvestris L.) individuals. Health and da-
mage by the pine beetle (Phaenops cyanea) individuals from the Stara
Boleslav (BO_SB) and Podbrahy (BO_P) localities were compared.

DISKUSE

Reakce lesnich drevin k ptisobeni biotickych a abiotickych ¢initelt se
muze projevit zesilenou ochranou proti dalsimu poskozeni. Obranné
mechanismy zahrnuji vysoce integrovanou a koordinovanou odezvu
jako je napt. de novo syntéza nizkomolekuldrnich slou¢enin tzv. phy-
toalexind, zména anatomie rostlin, napt. lignifikace a suberizace bu-
nécné stény, uvolnéni rostlinnych tékavych organickych sloucenin,
ale také indukce tvorby rozpustnych proteinii po napadeni patoge-
nem tzv. ,pathogenesis-related proteins“ (PR) (EYLEs et al. 2010).
Aktivaci bunééné signalizace rostlin pomoci druhych posld docha-
zi ke spusténi vyse uvedenych mechanismu na transkripéni drovni
(KAUR et al. 2022). V nasi praci jsme u experimentalniho materia-
lu sledovali expresni profily dvanacti genti zapojenych do ochrany
a obrany bunky jako jsou napf. protein podobny thaumatinu (Thau),
PR proteiny (PR_P2), univerzalni stresovy protein podobny proteinu
A (USP A), fosfolipid-hydroperoxidglutathionperoxidaza (PHPGP)
a peroxidaza 12 (POI12), katalaza 3 (Cat3), chalkon-syntaza (CHS)
a 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenaza (HPD) nebo geny spojené
s tvorbou ligninu napt. chitindza (CH5B), syntaza sacharézy (SU-
CSYNB3), detoxifika¢ni protein 40 (PDETOX40) a fenylalanin-amo-
niaklyaza (PAAL). V praci VORNAM et al. (2019) byly relativni ex-
presni profily vSech vyse uvedenych gent stanoveny v jehlicich boro-
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vice lesni inokulovanych houbovym patogenem Sphaeropsis sapinea
a porovnany s kontrolnimi vzorky. Ve shodé¢ s praci VorNAM et al.
(2019) jsme naméfili u $esti sledovanych gent (CH5B, PR_P2, PO12,
PAAL, SUCSYN3, PDETOX40, USP A) vy$si relativni expresni hladi-
ny u skupiny poskozenych jedinct ve srovnani se skupinou zdravych
jedincil na lokalité Stara Boleslav a Podbrahy (obr. 2). Nase vysledky
ukdzaly i na variabilni trendy v regulaci aktivity genti (obr. 2), které
prezentovali VORNAM et al. (2019) v pokusu, kde byly porovnany vy-
sledky z qPCR analyzy u jehlic borovice lesni, lisici se v ¢asové délce
od inokulace patogenem. Kdy napf. u genu PHPGP bylo zaznamena-
no v ¢asovém obdobi 2 dny, 4 dny a 6 dnti od inokulace zvy$eni hladi-
ny, snizeni hladiny a hladina relativni exprese beze zmény; variabilni
trendy exprese genu PHPGP jsme shodné zaznamenali v rdmci sledo-
vanych lokalit Podbrahy a Stard Boleslav (obr. 2C). Rozdilna doba od
napadeni a poskozeni $kiidcem v rdmci porovnavanych lokalit mize
byt i jednim z diivodd nami pozorovanych odlisnych relativnich ex-
presnich profilii u gentt PHPGP, Thau, Cat3 a PDETOX40.

Pfi porovnani hladin relativni exprese sledovanych genti mezi posko-
zenou a zdravou skupinou jedinct jsme zjistili statisticky vyznamné
zvy$eni relativni miry exprese genu PAAL na lokalité Stard Boleslav
(obr. 2B), na lokalité Podbrahy nebyly zaznamenany zadné statistic-
ky vyznamné rozdily mezi porovnavanymi skupinami (obr. 2C, 2D).
BAGAL et al. (2012) popisuje gen PAAL (fenylalanin-amoniaklyaza)
za kli¢ovy enzym fenylpropanoidni drahy, ktery katalyzuje deaminaci
fenylalaninu na trans-skoticovou kyselinu, prekurzoru pro biosynté-
zu ligninu a flavonoidd, produktii s rznymi funkcemi v rostlinach
v¢etné ochrany proti biotickym a abiotickym strestim. OSAKABE et al.
(2009) uvedli zapojeni aktivity genu PAAL v procesu lignifikace v re-
akci na stres, kdy rovnéz prokazali jeho lokalizaci v xylému u borovi-
ce kadidlové (Pinus taeda). Dalo by se proto ocekévat, ze u napade-
nych stromi skiidcem budou hladiny ligninu vyssi, ale SODERBERG et
al. (2021) ve své praci zjistili u méné nachylnych borovic (P. longaeva
a P, balfouriana) k poskozeni lykohubem (Dendroctonus ponderosae)
niz$i obsah ligninu ve floému nez u citlivéjsiho druhu P. flexilis.

Ziskané vysledky z pilotni studie ukazuji citlivost metody moleku-
larnich analyz pfi studiu regulaci aktivit gend u vzorkd borovice les-
ni odebiranych v podminkach s nefizenym svételnym, vlhkostnim
a teplotnim rezimem. PfestoZe byly stanovi$tni podminky véetné
fytocenologickych charakteristik stanovist na obou lokalitach velmi
podobné, zaznamenali jsme u jednotlivych skupin sledovanych je-
dincti i u vzorka patficich do stejné skupiny zna¢nou variabilitu na-
méfenych dat, coZ se odrazilo i ve vysledcich u relativnich expresnich
hladin gend zapojenych do odpovédi na bioticky a abioticky stres.
Uvédomujeme si, Ze vyznamnou tlohu pfi studiu genové exprese ma
i genotyp samotného jedince, ktery pomoci regula¢nich mechanismu
(napr. methylace DNA a genova exprese) prispiva k adaptaci na pi-
sobeni $kodlivych ¢initelt, coz ukdzali ve své praci i ALAKARPPA et
al. (2018). Na zakladé prvotnich vysledkd s vyuZitim qPCR analyz
pti studiu biotického stresu u vzorki odebiranych z jedincti z terénu
predpokldddme presnéjsi charakterizaci zmén na urovni regulace ak-
tivity gent pfi detailnéj$im studiu jejich transkriptomu.

ZAVER

Problematice oslabeni lesnich porosti vlivem suchych period v pred-
chozich letech a jejich naslednému napadeni podkornim hmyzem je
vénovana neustale velka pozornost. Nase prace prezentuje miru zapo-
jeni obrannych mechanism v reakci na biotické poskozeni s vyuzitim
molekuldrnich analyz u skupin zdravych a poskozenych jedincti boro-
vice lesni rostoucich na dvou lokalitdch ve stfednich Cechéch. Ukazalo
se, Ze v ramci lokalit Stara Boleslav a Podbrahy dochdzi u poskozenych
skupin ke shodnym trendtim v relativni expresi u sedmi gent zapoje-
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nych do odpovédi na stres zptisobeny zejména zirem krasce borového
(Phaenops cyanea). Na lokalité Stard Boleslav jsme zaznamenali vy-
znamné zvyseni relativnich hladin exprese genu fenylalanin-amonia-
klyazy (PAAL) u skupiny poskozenych jedincii ve srovnani s kontrolni
skupinou, kdy gen PAAL je spojovan se sekunddrnim metabolismem
rostlin, zejména s drahou biosyntézy ligninu a flavonoidi. Prvotni zis-
kané poznatky o regulaci aktivity gent u sledovanych jedinct borovice
lesni jsou vyznamné zejména s ohledem na skute¢nost, ze vzorky po-
chézeji pfimo z porostli borovice lesni, ve kterych dochdzi k neustalé-
mu pulisobeni fady ¢initeld na jejich rast a vyvoj a uniformita vzorkd
v ramci skupiny zdravych nebo poskozenych jedincii je zna¢né nizka.
Zjisténa variabilita naméfenych dat u ndmi vybranych dvanacti gent
poukazuje na nutnost rozséhlejsi analyzy dat napt. s vyuzitim RNASeq
analyzy pro presnéjsi charakterizaci zmén na urovni regulaci genové
exprese.
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POTENTIAL OF THE USE OF MOLECULAR ANALYSES FOR GENETIC CHARACTERIZATION OF RESISTANT
SCOTS PINE (PINUS SYLVESTRIS L.) INDIVIDUALS

Scots pine (Pinus sylvestris L.) is the second most represented tree species based on forest tree species composition in the Czech Republic, which
also hits the activation of several fungal pathogens and bark camboxylophagous insects in 2015 as a result of extremely high temperatures. In our
work we focused on the characterization of gene expression profile levels of genes involved in defense mechanisms in response to abiotic and
biotic stress conditions in the control group (health, Fig. 1A) and the group demaged by the pine beetle (Phaenops cyanea) which caused rot
damage on the trunk (damage, Fig. 1B, 1C and 1D) in Scots pine trees. Needle samples of healthy and damaged trees were collected from the
same stand at two localities in Central Bohemia, Stard Boleslav (BO_SB) and Podbrahy (BO_P). Using qPCR molecular analysis, the changes in
the relative expression levels of twelve genes regulated under stress conditions in healthy and damaged Scots pine individuals from BO_SB and
BO_P localities were evaluated and compared.

When studying gene expression in Scots pine, we found variable trends in the regulation of gene expression levels associated with response
to abiotic and biotic stress in plants. Comparing groups of healthy and pine beetle damaged individuals at localities BO_SB and BO_P, we
found similar trends in relative gene expression levels of chalcone synthase (CHS), endochitinase CH5B (CH5B), pathogenesis related protein
P2 (PR_P2), peroxidase 12 (PO12), phenylalanine ammonia-lyase (PAAL), sucrose synthase 3 (SUCSYN3) and universal stress protein A-like
protein (USP A), genes with an important role in physiological reactions, such as flavonoid biosynthesis, cell wall modification, lignification,
defense against pathogens and repair of damaged cell structures (Fig. 2). The other five genes (phospholipid hydroperoxidglutathione
peroxidase, PHPGP:; catalase 3, Cat3; protein DETOXIFICATION 40, PDETOX40; thaumatin-like protein, Thau and 4-hydroxyphenylpyruvate
dioxygenase, HPD) showed completely different trends in the regulation of gene expression levels at both localities (Fig. 2). A comparison of
the group of healthy and damaged individuals at the locality BO_SB showed a statistically significant increase of PAAL relative expression level,
where PAAL is associated with the metabolism of phenylpropanoids (lignin and flavonoids). Based on a high degree of measured CT values
variability in our samples we performed analysis of reference genes stability. We found that the most stable reference genes were among samples
originating from the locality BO_P compared with the samples from the locality BO_SB, where we detected lower stability of reference genes
(Tab. 1). Our findings correspond with a higher consistency and a lower degree of variability of the measured data at the BO_P compared to the
BO_SB, where the measured ACT values were more variable (Fig. 3). In addition, PCA analysis of the gene expression profiles among all samples
revealed the strongest variability among localities rather than among the groups of health and damage individuals (Fig. 4). The obtained results
prove a high sensitivity of qPCR method to several factors such as quality, uniformity and storage conditions of samples, the use of standardized
procedures in RNA isolation and qPCR analysis as well as RNA integrity and its quality.

The weakening of forest stands due to the dry periods in previous years and their subsequent attack by bark beetles is constantly under higher
attention. Our work presents preliminary results focusing on the degree of involvement in defense mechanisms in response to biotic damage
using molecular analyses in groups of healthy and damaged Scots pine individuals growing at two localities in Central Bohemia. It has been
shown that at locality Stara Boleslav we noted a significant increase in the relative gene expression level of PAAL in the group of damaged
individuals compared to the control group.

The knowledge obtained is significant because our samples were directly collected from Scots pine stands, where many factors constantly
influence their growth and development, and the individual’s genotype plays a crucial role as well.
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