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Metodicka prirucka vznikla za financnej podpory Ministerstva podohospodarstva a rozvoja
vidieka SR a je vystupom rieSenia ulohy odbornej pomoci ¢. 26 pre rok 2026 ,, Vyskum
tolerancie voci suchu vybranych druhov polnohospodarskych plodin pre udrzatelnost a
adaptaciu ku klimatickym zmenam “, v ramci kontraktu MPRV SR (1299/2025/MPRVSR-930) a
NPPC (329/2025/NPPC).

Pri priprave tejto metodickej prirucky boli pouzité nastroje umelej inteligencie BioRender.com,
Nano Banana Pro a Canva vyhradne na tvorbu grafickych ilustracii a schéem. Textova cast
dokumentu nebola generovand pomocou AI; autori ju spracovali na zdklade odbornych
poznatkov a experimentalnych dat.
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1. Uvod

Sucho predstavuje jeden z najvyznamnejsich abiotickych stresovych faktorov obmedzujucich
rast, vyvin a produkény potencial pol'nohospodarskych plodin, priCom jeho dopady sa v
europskom pol'nohospodarstve v poslednych prehlbuju. Podl'a idajov Eurostatu sa desatro¢ny
kizavy priemer plochy Gizemia Eurdpskej unie zasiahnutej suchom medzi rokmi 2019 a 2024
zvysil o 19,6 %, pricom v mimoriadne suchom roku 2022 bolo ovplyvnenych 13,3 % tizemia
EU, ¢o predstavovalo viac ako 558 000 km? (Eurostat, 2026). Najnovsie spravy Europskej
komisie poukazuji na zhorSovanie podmienok sucha v niektorych Castiach Eurdpy aj pocas
roka 2026 (European Drought Observatory, 2026).

Dosledky vodného deficitu sa bezprostredne premietaji aj do pol'nohospodarskej produkcie;
Europska environmentalna agentra uvadza, ze v mimoriadne suchych rokoch mézu vynosy
plodin klesnit az o 22 % a sucho v slUCasnosti predstavuje priblizne 54 % strat
pol'nohospodarskeho sektora spdsobenych extrémnymi klimatickymi javmi v EU (EEA, 2026).
Zavaznost problému potvrdzuje aj vyvoj na Slovensku. Podla Slovenského
hydrometeorologického ustavu zaciatkom jula 2025 vyvrcholilo podne sucho, ked’ extrémne
suché podmienky zasahovali az 87,5 % tuzemia Slovenska; pre porovnanie, pri vrchole sucha v
roku 2022 pokryvala kategoria extrémneho sucha 59,7 % tizemia (Labudova a kol., 2025). Tieto
udaje poukazuju na to, ze vodny deficit uz nepredstavuje iba projekciu budiceho klimatického
vyvoja, ale aktualny faktor ovplyviiujlci stabilitu rastlinnej produkcie a zdoraznujuci potrebu
lepSieho poznania mechanizmov adaptacie plodin na nedostatok vody. Reakcia rastlin na sucho
je komplexnd a zahfiia koordinované fyziologické, biochemické a molekuldrne procesy, pricom
ich rozsah a u€innost’ st vyrazne ovplyvnené genotypom. Na molekuldrnej urovni dochadza k
zmenam génovej expresie spojenymi najmé so stresovou signalizaciou, osmotickou regulaciou
a antioxidacnou ochranou buniek. Vyznamné postavenie v regulacii odpovede na vodny deficit
ma kyselina abscisova (ABA) a ABA dependentné transkripéné faktory. Gén HvABF?2
uja¢mena koduje ABA dependentny transkripény faktor, ktorého expresia je indukovana
stresom a ktory sa podiela na regulacii odpovede na nedostatok vody (Al-Sayaydeh a kol.,
2024). Daliu vyznamnu zlozku adaptacnej odpovede predstavuje osmoticka regulacia. Gén
HvP5CS koduje A'-pyrolin-5-karboxylat syntetdzu, kI'iC¢ovy enzym biosyntézy prolinu; pri
suchu bola u jaémena preukdzana jeho transkripénd aktivacia, ktord predchadzala zvySenej
aktivite PSCS a akumulécii prolinu, pricom intenzita tejto reakcie sa medzi genotypmi liSila
(Bandurska a kol., 2017). Vodny deficit je zadroveni spojeny s naruSenim redoxnej rovnovahy,
preto su vyznamnou sucastou stresovej odpovede antioxidacné mechanizmy. Gén HvSODI1
koduje superoxiddismutdzu zapojent do ochrany buniek pred oxidaénym stresom a jeho
expresia bola u jacmena preukazatelne indukovand aj pdsobenim sucha (Abu-Romman a
Shatnawi, 2011), zatial o HvAPXI koduje peroxizomalnu askorbatperoxidazu, ktora
predstavuje d’alSiu sucast’ antioxidacného systému rastliny a reaguje na viaceré abiotické a
hormondlne podnety vratane ABA (Shi a kol., 2001). Zmeny expresie génov HvABF2, HvP5CS,
HvSODI a HvAPXI preto poskytuji komplementarne informécie o aktivacii regulacnych,
osmotickych a antioxidanych zloziek molekularnej odpovede na sucho. Samotna silna
transkripcnd indukcia jedného stresovo responzivneho génu vSak nepredstavuje jednoznacny
ukazovatel tolerancie, pretoZze moze odraZat’ nielen Gi€inna adaptacnu reakciu, ale aj intenzitu
stresového zat’aZenia rastliny. Ttto skuto¢nost’ potvrdila aj Stadia na jaémeni siatom (Hordeum



vulgare L.), v ktorej analyza 12 genotypov preukdzala vyrazne genotypovo Specifické expresné
profily sledovanych génov (Kanukova a kol., 2025). Integrované hodnotenie viacerych funk¢ne
odlisnych génov preto poskytuje komplexnejsi obraz molekularnej odpovede rastlin na vodny
deficit nez posudzovanie jedného ukazovatela génovej expresie a umoZziuje presnejsie
charakterizovat’ genotypovo Specifické reakéné profily vyuziteI'né pri stidiu mechanizmov
adaptacie rastlin na sucho.

Cielom tejto metodickej prirucky je poskytnut’ jednotny, reprodukovatelny a experimentalne
overeny subor laboratornych a analytickych postupov na hodnotenie génovej expresie rastlin
vystavenych stresu zo sucha, zahfiajuci pripravu a odber rastlinného materidlu, izolaciu a
kontrolu kvality RNA, syntézu cDNA, dizajn a validaciu primerov, kvantitativonu RT-qPCR,
vypocet nasobnej zmeny expresie génov, ndvrh na Statistické spracovanie a biologicku
interpretaciu vysledkov. Prirucka vychadza z postupov aplikovanych na ja¢men siaty vo
vedeckej praci Kanukova a kol. (2025) a vytvara metodicky rdmec umoznujici porovnavat
transkripéné reakcie jednotlivych genotypov a podporovat’ vyskum mechanizmov spojenych s
adaptéciou rastlin na podmienky sucha.
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Obrazok 1: Molekularna odpoved’ rastliny na stres zo sucha a analyza génovej expresie pomocou RT-
gPCR (vytvorené a upravené pomocou Nano Banana Pro a Canva).



2. Potrebny material a pomocky

2.1 Spotrebny material

1,5 ml mikrocentrifuga¢né skimavky (Eppendorf; safe-lock), RNaza-free

2 ml mikrocentrifuga¢né skimavky, RNéaza-free

RNéza-free Spicky s filtrom (aerosol-barrier) pre pipety 10 pL, 20 pL, 200 pL
a 1000 uL.

0,2 ml PCR skiimavky / stripy alebo 96 jamkové qPCR platne kompatibilné s
termocyklerom (s optickymi uzavermi/foliou)

homogeniza¢né gul'ocky (nerezové alebo keramicke), RNaza-free

stojan a nadoba na tekuty dusik, kryostojan na skiimavky

jednorazové RNaza-free rukavice

NucleoSpin® spin-koldny, filtre a zberné skumavky (stcast’ stipravy na izolaciu RNA)
certifikovana RNaza-free voda (stcast’ komeréného kitu) alebo DEPC voda

nadoby na chemicky a biologicky odpad

tekuty dusik

homogénny pestovatel'sky substrat

vegetacné nadoby

2.2 Osobné ochranné prostriedky

laboratérny plast’

ochranné rukavice

ochranné okuliare

ochranny §tit / okuliare pri praci s UV transiluminatorom



3. Chemikalie a pristrojové vybavenie

3.1 Chemikalie a komerc¢ne dostupné Kity

NucleoSpin® RNA Plant kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Nemecko)
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific/Applied Biosystems, USA)
Specifické primery (F/R) - syntéza u komeréného dodéavatel’a

96 — 100 % (v/v) etanol a 70 % (v/v) etanol

-merkaptoetanol

agardza pre molekularnu biologiu

elektroforeticky tmivy roztok TAE alebo TBE (Cerstvy, z RNaza-free vody)

nanésaci roztok (loading dye) a hmotnostny marker (DNA/RNA ladder)

interkala¢né farbivo na vizualizaciu (napr. etidiumbromid, GelRed, atd’.)

3.2 Pristrojové vybavenie

TissueLyser (alebo ekvivalentny homogenizator rastlinnych pletiv) alebo trecia miska +
ti¢ik na drvenie v tekutom dusiku
chladend centrifuga (4 °C)

termoblok alebo vodny kupel’ (do 95 °C)
vortex

analytické vahy (presnost’ 0,1 mg)
NanoDrop spektrofotometer

termocyklér na reverznl transkripciu

Real-Time PCR syst¢tm — ABI PRISM® 7000 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, USA)

horizontalna elektroforetickd vaia so zdrojom napéitia
UV transilumindtor alebo dokumenta¢ny systém na gély
mrazni¢ka —20 °C

hlbokomraziaci box (—80 °C)

chladnicka (4 °C)

automatické pipety s objemom 10 pL; 200 pL a 1000 pL.

stojan na skumavky do tekutého dusika
rastova komora/fytotron a podny vlhkomer (napr. WET-2 Sensor, Delta T Devices)



4. Metodika

4.1 Priprava rastlinného materialu a odber vzoriek

4.1.1 Priprava rastlinné¢ho materialu pre molekularne analyzy

1. Vysev semien

(@]

Semena rastlin sa vysievaju do vegetatnych nadob naplnenych homogénnym
pestovatel'skym substratom s pozadovanou vlhkost'ou (optimélna vlhkost’ pre
klicenie je 70 — 80 % pol'nej kapacity (FC) daného substratu). Do kazdej nadoby
sa vysieva rovnaky pocet semien, aby sa zabezpecila porovnatena hustota
porastu (Obrazok 2).

Poznamka:

Objem vegetacnych nddob volime v zavislosti od rastlinného druhu, poctu rastlin
a vyvojoveho Stadia, v ktorom budeme stres zo sucha Studovat.

Polna kapacita, oznacovanda ako FC (field capacity) oznacuje maximalne mnozstvo
vody, ktoré dokaze dana poda/substrat zadrzat vo svojich poroch po tom, co prebytocna
voda odtiekla posobenim gravitacnej sily; je zavisla od typu substrdtu. Na zistenie FC
alebo aktudlnej vihkosti substrdatu sa vyuziva gravimetricka metoda alebo meranie

vihkosti sondou.
Pre kazdy experimentalny variant a analyzovanu skupinu rastlin sa pripravuju
minimalne tri nezavislé biologické opakovania.

Obrazok 2: Priprava vegetacnych nadob a vysev semien ako Givodna faza experimentu. Vlavo
su zobrazené nadoby naplnené¢ homogénnym substratom, vpravo je znazorneny rovnomerny

vysev semien (autor S. Kanukova).



2. Podmienky pestovania:

o Rastliny sa pestuji v kontrolovanych podmienkach rastovej komory (fytotronu)
(Obrazok 3):

= fotoperioda: 14 - 16 h svetlo/ 8 - 10 h tma,
* intenzita osvetlenia: 150 - 250 pmol-m™2-s™' fotosynteticky aktivneho
ziarenia (PAR),
= teplota: 20 - 25 °C pocas dia, 16 - 20 °C pocas noci,
= vlhkost: 40 - 70 % RH podl’a zariadenia.
Poznimka:

e Podmienky musia zostat pocas celého experimentu stabilné, aby sa minimalizovala
environmentalna variabilita, ktora by mohla ovplyvnit molekuldarne analyzy.

e Fotoperioda a teplota musia byt upravené podla poZiadaviek konkrétneho
rastlinného druhu (vyssie uvedené podmienky su prikladom kultivaciu jacmena
siateho (Hordeum vulgare L.) v juvenilnom stadiu.

B —

— - —— e r

Obrazok 3: Pestovanie rastlin v kontrolovanych podmienkach rastovej komory (autor S.
Kaiukova).

4.1.2 Aplikacia stresu suchom

1. Rozdelenie rastlin do experimentialnych variantov

o Rastliny sa po vzideni rozdelia do dvoch zékladnych experimentalnych skupin:
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= kontrola (well-watered, WW)
= stres suchom (drought stress, DS)
o Pre kazdy variant sa pripravuju minimalne tri biologické opakovania.
Poznamka:

e Rovnaky pocet experimentalnych clenov v jednotlivych variantoch je nevyhnutny pre
Statisticku porovnatelnost.

2. Aplikacia stresového faktora suchom

o Experiment sa zaCina vo vybranom rastovom §tadiu rastliny (napr. Stadium 1.
listu).

o 'V kontrolnom variante sa udrziava rovnomerne vlhky, bez vykyvov, optimalna
vlhkost’ substratu je 70 — 80 % FC.

o V stresovom variante sa zalievka obmedzi, aby doslo k postupnému znizeniu
vlhkosti. Nasledne sa pozadovana vlhkost’ udrziava v pozadovanom rozsahu
(napr. 25 — 30 % FC)

Poznimka:
o Kategorie vodného stresu (podla Brahmi a kol., 2023):
o mierny stres: okolo 50 % FC (field capacity)
o stredny stres: 30 - 35 % FC
o silny stres: pod 20 % FC

Vyber urovne stresu volime podla druhu rastliny, a experimentalnych poziadaviek.

3. Monitorovanie vlhkosti substratu
o Vlhkost’ sa monitoruje denne:
* pomocou senzora so sondou na meranie pddnej vlhkosti,
» alebo gravimetrickou metodou (vazenim nadob).

o Zalievka sa prisposobuje tak, aby bola udrziavana pozadovana vlhkost
v kontrolnom a stresovom variante

o Pri kazdom merani sa zaznamena:
= namerana vlhkost’ substratu,
* mnozstvo doplnenej vody (ak bolo potrebné),
= ¢as merania.
Poznamka:

e Gravimetricka metoda je lacnd, ale menej presnd (zvySujuica sa hmotnost rastlin
skresluje skutocnu hodnotu vihkosti pody). Pri biochemickych analyzach sa odporuca
pouzivat meranie senzorom s pédnou sondou pre meranie vihkosti.

11



4. Doba trvania stresového podnetu

o Stres sa udrziava pocas vopred definovaného obdobia podla ucelu
experimentu.

o Rastliny v jednotlivych variantoch st rozmiestnené v nahodnom usporiadani,
aby sa minimalizoval vplyv podmienok prostredia (napr. rozdiely v svetelnych
¢i teplotnych pomeroch).

5. Ukoncenie experimentu a odber rastlinného materialu pre analyzy

o Odber rastlinného materialu sa vykonava vo vopred definovanom case alebo,
ked rastliny dosiahnu pozadovany stupen stresovej odozvy (napr. viditeIny
pokles turgoru), a to aj vo viacerych terminoch, aby bolo mozné sledovat
dynamiku zmien (Obrazok 4).

* QOdber listov sa vykonava:
e v rovnakom dennom case,
e zrovnakej pozicie na rastline,
e za porovnatelnych svetelnych podmienok.

o Odobraty rastlinny material sa bezprostredne zmrazi v tekutom dusiku a aZ do
izolacie RNA sa skladuje pri —80 °C.
Poznamka:

o Na zabezpecenie porovnatelnosti vzoriek je preto potrebné standardizovat cas a sposob
odberu a rastlinny material bezprostredne po odbere zmrazit' v tekutom dusiku, ¢im sa
minimalizuje degraddcia RNA.

Obrazok 4: Morfologické rozdiely medzi rastlinami pestovanymi pri dostato¢nej dostupnosti
vody a rastlinami vystavenymi stresu zo sucha (autor S. Katiukova).

Popis: Vlavo: rastliny pestované pri obmedzenom prisune vody vykazujice redukovany rast. Vpravo: rastliny
pestované pri pravidelnej a dostatoc¢nej zavlahovej davke (kontrolny variant).

12



4.2 Izolacia celkovej RNA

Izolacia celkovej RNA je zalozend na selektivnej vizbe RNA na silikdtovi membranu v
pritomnosti chaotropnych soli. Na izoldciu sa najCastejSie pouzivaju komercné kity. Tato
metodika opisuje postup s pouzitim kitu NucleoSpin® RNA Plant (Macherey-Nagel) podl'a
protokolu vyrobcu, vratane odstranenia kontaminujicej DNA enzymatickym Stiepenim
rDNézou priamo na kolone (on-column DNase digestion) (Obrazok 5).

o Homogenizacia a lyza

V-

mladé tekuty dusik
listy jaémena (N2)

alebo

homogenizacia

homogenizécia
(v maziari)

¢ (TissueLyser)

jemny
prasok
(4]
pridanie lyzaéného inaktivacia
timivého roztoku . RNaz

RA1 +
B-merkaptoetanol

i centrifugécia Hel

lyzétu

=

filtrat

1minpri11000xg

pridanie nar_u_esgnie na vézba RNA na
70 % etanolu silikatovd membranu
spin-kolénu
AN
AR
0 N A
L2 o = = = |
° Y a¥ae
e, 9
soli a kontaminanty
prechadzaju
pridanie aplikacia rDNazy on-column
timivého roztoku priamo na membranu  Stiepenie DNA
MDB / \

e Filtracia, vazba RNA a odstranenie DNA .‘ e Premytie, elticia a vyuZitie RNA |

premytie premytie sucha
RAW2 centrifugacia
0 0 2 min pri
11000xg
elucia kontrola
RNé&za-free vodou kvality
E
syntéza
cDNA

purifikovana
RNA

Azeo/Azs0 |
=19-21 |

Obrazok 5: Schematické znazornenie izolacie celkovej RNA z rastlinného materialu
pomocou silikatovej spin-kolony (vytvorené a upravené pomocou Nano Banana Pro

a Biorender.com).

A. Homogenizdcia a lyza rastlinného materialu: Zmrazené rastlinné pletivo sa homogenizuje v tekutom

dusiku a nasledne sa lyzuje v pritomnosti chaotropného lyzacného timivého roztoku a redukcného
¢inidla, ¢im sa zabezpeci inaktivacia RNaz.

B.  Filtracia, vizba RNA a odstranenie genomovej DNA: Po odstraneni nerozpustnych zloziek sa k lyzatu

prida etanol a RNA sa naviaze na silikatovi membranu spin-kolony. Kontaminujica genomova DNA
sa odstrani enzymatickym Stiepenim rDNdzou priamo na membrane.

C. Premytie a elucia RNA: Po odstraneni kontaminujucich latok sa premyvacimi krokmi purifikovana

RNA eluuje RNaza-free vodou. Ziskanda RNA sa nasledne pouzije na kontrolu kvality, syntézu cDNA
a analyzu génovej expresie pomocou RT-qPCR.
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4.2.1 Priprava pracovnych roztokov

Pred zacatim izolacie RNA je potrebné pripravit’ pracovné roztoky supravy NucleoSpin® RNA

Plant podl'a pokynov vyrobcu.

1. Priprava premyvacieho tlmivého roztoku RA3
K zasobnému koncentratu tlmivého roztoku RA3 sa prida vyrobcom stanoveny objem
96 — 100 % (v/v) etanolu a roztok sa dokladne premieSa. Fl'aSa sa nasledne oznaci
informdaciou o pridani etanolu.
Poznimka:

e Pripraveny premyvaci tlmivy roztok RA3 je stabilny minimdlne 1 rok pri teplote 15 —
25 °C.

2. Priprava roztoku rDNazy
Do vialky s lyofilizovanou rDNazou sa pridd vyrobcom stanoveny objem RNaza-free
vody. Roztok sa necha stat’ pocas 1 min pri laboratdrnej teplote a ndsledne sa rDNaza
opatrne rozpusti jemnym krizivym pohybom vialky.
Poznamka:

o rDNadza je citliva na mechanické namahanie, preto sa roztok nesmie vortexovat ani
intenzivne premiesavat.

e Porozpusteni sa roztok rDNdzy rozdeli na mensie alikvoty a skladuje pri teplote —20 °C
maximalne 6 mesiacov.

o Jednotlivé alikvoty sa nesmu opakovane zmrazovat a rozmrazovat viac ako trikrat.

4.2.2 Homogenizacia a lyza rastlinného materialu

1. Zo zmrazeného rastlinného materialu sa navazi najviac 100 mg mladych listov a vzorka
sa v pritomnosti tekutého dusika dokladne homogenizuje na jemny prasok.

Poznamka:

e Pocas homogenizdcie a manipuldcie so vzorkou nesmie dojst' k rozmrazeniu rastlinného
materialu.
o Pomdécky pouzivané na homogenizaciu je potrebné vopred vychladit' a so vzorkami
pracovat ¢o najrychlejsie, aby sa minimalizovala degraddacia RNA pésobenim RNaz.
2. K homogenizovanému rastlinnému materialu sa prida 350 puL lyzaéného tlmivého
roztoku RA1 a 3,5 pL B-merkaptoetanolu. Vzorka sa ndsledne dokladne premieSa
intenzivnym vortexovanim.

Poznamka:

o Ak lyzat po pridani tlmivého roztoku RAI stuhne v dosledku pritomnosti Specifickych
metabolitov rastlinného pletiva, namiesto tlmivého roztoku RAIl sa pouzije 350 ulL
alternativneho lyzacného timivého roztoku RAP.

o Ako alternativu k f-merkaptoetanolu je mozné pouzit redukcné cinidlo DTT alebo TCEP
v konecnej koncentrdcii 10— 20 mM.

Upozornenie na nebezpecenstvo pri prdci:

o Timivé roztoky RAI, RAW2, RAP a MDB obsahuju chaotropné soli. Pri manipuldcii je
potrebné pouzivat ochranné rukavice a okuliare.
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o  Tlmivé roztoky obsahujuce guanidinové soli sa nesmi miesat' s chlornanom sodnym ani
s kyslymi roztokmi, pretoze moze dojst k tvorbe vysoko reaktivnych zlucenin.
Chlornanové dezinfekcné prostriedky sa preto nesmu pridavat’ priamo do odpadu
vznikajuceho pocas izoldacie RNA.

o [-merkaptoetanol je toxicka latka s intenzivnym zapachom, preto sa s nim manipuluje v
digestore.

4.2.3 Filtracia lyzatu, vizba RNA a odsolenie membrany

1.

Pripraveny lyzat sa prenesie na NucleoSpin® Filter s fialovym krizkom umiestneny v
zbernej skimavke a centrifuguje sa pocas 1 min pri 11 000 x g.

Po centrifugacii sa Ciry filtrat opatrne prenesie do novej 1,5 ml mikrocentrifugacne;j
skamavky (RNA-free).

Poznamka:

o Ak sa po centrifugacii na dne zbernej skumavky vytvori sediment, pri prenose filtratu je
potrebné zabranit jeho naruseniu a nasatiu.

K ziskanému filtratu sa prida 350 pL 70 % (v/v) etanolu a vzorka sa dokladne premiesa
patnasobnym pipetovanim (nasatim a vypustenim).
Poznimka:
o FEtanolovy lyzat sa pred nanesenim na kolonu necentrifuguje, pretoze by mohlo dojst k
sedimentacii vyzrazanej RNA.
® Po pridani etanolu sa moze v lyzdte vytvorit’ vidknity precipitat, ktory neovplyviiuje
naslednu izolaciu. Cely obsah vzorky vratane pripadného precipitatu sa nanesie na
kolonu.
Etanolovy lyzat sa nanesie na kolénu NucleoSpin® RNA Plant s modrym krazkom
umiestnenu v zbernej skimavke a centrifuguje sa pocas 30 s pri 11 000 x g.

Poznamka:

o Maximalny objem lyzatu, ktory je mozné naraz naniest na kolonu, je 750 uL. V pripade
vdcSieho objemu sa vzorka nanasa postupne.

Na silikatovi membranu koldny sa pridd 350 uL odsol'ovacieho tlmivého roztoku MDB
a koldna sa centrifuguje pocas 1 min pri 11 000 x g.

Poznamka:

o Odstranenie soli zo silikatovej membrany vytvdara vhodné podmienky pre nasledné
enzymaticke Stiepenie kontaminujucej DNA pomocou rDNazy.

4.2.4 Stiepenie DNA, premytie membriny a eliicia RNA

1.

Priprava reak¢nej zmesi rDNazy
Pre kazdu analyzovanu vzorku sa pripravi reakénd zmes pozostavajuca z:

e 10 pL roztoku rDNazy,
e 90 pL reakéného tlmivého roztoku pre rDNazu.
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Celkovy objem reak¢nej zmesi pre jednu vzorku je 100 pL. Pri spracovani viacerych
vzoriek sa odporuca pripravit’ spolo¢nt reaként zmes pre vsetky analyzované vzorky s
rezervou priblizne 10 %.

Poznamka:

e Vzor prepoctu pri priprave reakcnej zmesi pre 10 vzoriek s 10 % rezervou sa zmieSa:
o 110 uL rDNazy,
o 990 uL reakcného tlmivého roztoku pre rDNazu.

Celkovy objem pripravenej reakcnej zmesi je 1100 uL.

Na stred silikatovej membrany kazdej kolony sa nanesie 95 pL pripravenej reakénej
zmesi rDNazy a kolona sa inkubuje 15 min pri laboratdrne;j teplote.

Poznamka:

e  Reakcna zmes rDNazy sa pripravuje bezprostredne pred pouZitim.

o Roztok obsahujuci yDNdzu sa nesmie vortexovat ani intenzivne premiesavat.

®  Reakcnii zmes je potrebné naniest priamo na stred membrany tak, aby bola membradna

rovnomerne pokryta.

Po ukonceni inkubécie sa na membranu prida 200 pL premyvacieho timivého roztoku
RAW?2 a kolodna sa centrifuguje pocas 30 s pri 11 000 x g pri izbovej teplote.
Nasledne sa na membranu pridd 600 pL premyvacieho timivého roztoku RA3 a kolona
sa centrifuguje pocas 30 s pri 11 000 x g pri izbovej teplote.
Pri poslednom premyvacom kroku sa na membranu pridd 250 pL premyvacieho
tlmivého roztoku RA3 a kolona sa centrifuguje pocas 2 min pri 11 000 x g pri izbovej
teplote.

Poznamka:

o Posledna centrifugacia zabezpecuje dokladné vysuSenie silikatovej membrany a
odstranenie zvySkov premyvacieho tlmivého roztoku obsahujiiceho etanol. ZvySkovy
etanol v eluovanej RNA moze negativne ovplyvnit nasledné enzymatické reakcie,
predovsetkym reverznu transkripciu a gPCR.

Po ukonceni premyvania sa kolona prenesie do novej RNaza-free 1,5 ml
mikrocentrifugacnej skimavky.

Na stred silikatovej membrany sa prida 60 pL RNaza-free vody a koldna sa centrifuguje
pocas 1 min pri 11 000 x g.

Poznamka:

o Ak je pozadovana vyssia koncentrdacia RNA, eluciu je mozné vykonat' pouzitim 40 ulL
RNaza-free vody.

Ziskany eluat obsahujuci purifikovanii RNA sa ihned’ prenesie na I'ad a nasledne sa
skladuje pri teplote —80 °C azZ do d’alSieho spracovania.

4.2.5 NajcastejSie problémy a ich rieSenie

1.

Degraddacia RNA alebo vel’mi nizky vytfaZok mdze byt sposobeny kontaminaciou
vzoriek RNé&zami, nevhodnou manipulaciou s rastlinnym materidlom, alebo jeho
rozmrazenim pred pridanim lyza¢ného tlmivého roztoku.

Poznamka:
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e Pocas celej izolacie je potrebné dodrziavat RNdza-free pracovné podmienky a
pravidelne menit ochranné rukavice (z dovodu elimindcie neziaducej kontaminacie).

o Rastlinny material musi zostat' zmrazeny az do jeho homogenizdcie a ndsledného
pridania lyzacného tlmivého roztoku.

o Homogenizdcia sa vykondava v pritomnosti tekutého dusika bez rozmrazenia vzorky.

Nizky vytaZok alebo nedostatoénd kvalita izolovanej RNA moézu byt spdosobené
nepridanim etanolu, nedostatoénym premiesanim lyzatu alebo nespravnou pripravou
pracovnych roztokov.

Poznamka:

e Pred zacatim izolacie je potrebné skontrolovat' spravnu pripravu tlmivého roztoku RA3
a roztoku rDNazy.

e Po filtracii lyzatu je potrebné pridat 350 uL 70 % (v/v) etanolu a vzorku dokladne
premiesat pred nanesenim na kolonu.
Nizky pomer absorbancii Azsp/A230 moOze poukazovat na pritomnost zvyskov
chaotropnych soli alebo d’alSich kontaminujtcich latok v izolovanej RNA.
Poznamka:

e Pri nanasani lyzatu je potrebné zabranit kontamindcii horného okraja a uzaveru

kolony.

o VSetky premyvacie kroky je potrebné vykonat' s predpisanymi objemami timivych

roztokov a pri stanovenych centrifugacnych podmienkach.

e Pri velmi nizkej koncentracii RNA méze byt stanovenie pomeru Azso/Az0 menej

spolahlive.
Upchatie kolony moze sposobit’ pouzitie prilis vel'kého mnozstva rastlinného materialu
alebo jeho nedostato¢na homogenizacia.
Poznamka:

oV pripade opakovaného upchdvania kolony je potrebné znizit' mnozstvo vstupného

rastlinného materidlu.

e  Rastlinné pletivo musi byt pred lyzou dokladne homogenizované na jemny prasok.
Kontamindcia RNA genomovou DNA mdbze byt spdsobena nedostatoénym
odstranenim DNA pocas posobenia rDNazy alebo pouzitim prili§ vel'kého mnozstva
vstupného rastlinného materialu.

Poznamka:

o Je potrebné dodrzat spravny spdsob rozpustania a skladovania rDNazy.
e Reakcnd zmes rDNdzy sa nandSa priamo na stred silikatovej membrany a inkubuje sa
pocas celych 15 min pri laboratornej teplote.
e Pri aplikaciach citlivych na pritomnost genomovej DNA je mozné zaradit’ dodatocné
enzymatické odstranenie DNA z izolovanej RNA.
Nizka ucinnost’ reverznej transkripcie alebo gPCR mébze byt spdsobend pritomnost'ou
zvySkov etanolu, soli alebo d’alSich inhibi¢nych latok v izolovanej RNA.

Poznamka:
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Pri premyvani kolony je potrebné dodrzat predpisané objemy tlmivych roztokov,
centrifugacné podmienky a casy jednotlivych krokov.

Posledna centrifugacia pocas 2 min pri 11 000 x g je dolezita na uplné odstranenie
zvySkov etanolu zo silikatovej membrany.

Izolovana RNA sa pocas dalSej manipulacie uchovdva na lade a na dlhodobé
skladovanie sa zmrazi pri teplote —80 °C.
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4.3 Kontrola kvality a kvantity RNA

Pred pouzitim izolovanej RNA na syntézu cDNA je potrebné overit’ jej koncentraciu, ¢istotu a
integritu, pretoze kvalita vychodiskovej RNA vyznamne ovplyviiuje ucinnost reverznej
transkripcie a spol'ahlivost’ ndslednej analyzy génovej expresie pomocou qPCR. Koncentracia

a Cistota RNA sa stanovuju spektrofotometricky meranim absorbancie pri charakteristickych
vlnovych dizkach, zatial ¢o integrita RNA sa hodnoti pomocou agarézovej gélovej

elektroforézy. Kombinacia oboch pristupov umoziuje posudit mnozstvo izolovanej RNA,
pritomnost’ moznych kontaminujucich latok a rozsah jej pripadnej degradacie (Obrazok 6).

Poznamka: Okrem spektrofotometrického stanovenia mozno koncentraciu RNA urcit aj fluorometricky

pomocou vhodnej RNA-Specifickej testovacej supravy. Fluorometrické metody poskytuju selektivnejsie

stanovenie RNA a su spravidla menej ovplyvnené pritomnostou dalsich zloZiek vzorky nez

spektrofotometrické meranie, najmd pri nizkych koncentraciach RNA. Avsak fluorometria neposkytuje
urcenie pomerov Azso/Azso ani Az60/Az0.

o Spektrofotometrické stanovenie
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Obrazok 6: Schematické znazornenie kontroly kvantity, Cistoty a integrity izolovanej RNA
(vytvorené a upravené pomocou Nano Banana Pro a Biorender.com).

A. Spektrofotometrickeé stanovenie koncentracie a cistoty RNA na zaklade absorbancie pri 260 nm a pomerov

A260/A280 a A260/A230.

B. Hodnotenie integrity RNA agarozovou gélovou elektroforézou a identifikacia pripadnej degradacie alebo

kontamindcie genomovou DNA.

C. Suhrnné posudenie kvality RNA pred jej pouzitim na syntézu cDNA a naslednu analyzu génovej expresie

pomocou RT-gPCR.
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4.3.1 Spektrofotometrické stanovenie koncentricie a ¢istoty RNA

Spektrofotometrické stanovenie RNA je zalozené na absorpcii ultrafialového ziarenia
nukleovymi kyselinami s absorpénym maximom pri vlnovej dizke 260 nm (Obrazok 7).
Absorbancia pri 260 nm sa pouziva na stanovenie koncentracie RNA, zatial ¢o pomery
absorbancii Aseo/A280 a Az60/A230 poskytuji orienta¢nu informaciu o Cistote analyzovanej
vzorky. Pomer Axs0/A2g0 sa vyuziva predovsetkym na postdenie pritomnosti proteinov, fenolu

alebo d’alsich latok absorbujucich v oblasti 280 nm, zatial’ Co zniZzeny pomer A2so/A230 mOZe
poukazovat’ na pritomnost” zvyskov chaotropnych soli, fenolu, sacharidov alebo d’alSich
kontaminujtcich latok absorbujucich v oblasti 230 nm.

Pracovny postup:

1.

Pred zaCatim merania sa meracia plocha mikroobjemového spektrofotometra, napr.
NanoDrop, dokladne ocisti a pristroj sa nastavi na meranie RNA.

Na meraciu plochu sa nanesie prislusny objem RNaza-free vody, ktora bola pouzita na
eliciu RNA, a vykona sa nulovanie pristroja pomocou referencnej vzorky (blanku).

Poznamka:

e  Referencna vzorka musi mat rovnaké zlozenie ako rozpustadlo, v ktorom sa nachddza
analyzovand RNA. Rozdiely v pH a ionovej sile medzi referencnou a analyzovanou
vzorkou mozu ovplyvnit stanovené pomery absorbanci.

Izolovana RNA sa pred meranim opatrne premiesa a na ¢isti meraciu plochu pristroja
NaneDrep sa nanesie potrebny objem vzorky (vac¢Sinou 1 —2 pL).
Poznamka:

e Vzorka RNA sa pocas manipuldcie uchovava na lade.
e Pri premieSavani je potrebné postupovat Setrne a zabranit' vzniku vzduchovych bublin,
ktoré mozu ovplyvnit priebeh spektrofotometrickeho merania.

Pre kazda analyzovanu vzorku sa zaznamena:

e koncentracia RNA vyjadrend v ng-pL,

e pomer absorbancii A260/A2s0,

e pomer absorbancii A260/A230.
Po kaZdom merani sa meracia plocha pristroja dokladne ocisti podl'a odporicania
vyrobcu a nasledne sa meria d’alSia vzorka.
Kazda vzorka sa odportica zmerat’ minimalne v dvoch technickych opakovaniach. Z
nameranych hodnoét sa vypocita priemerna koncentracia a priemerné hodnoty pomerov
absorbancii.

Poznamka:

e Pre distu RNA sa za typicku hodnotu pomeru Axs/Azs0 povazuje priblizne 2,0; pri
izolacii pomocou supravy NucleoSpin® RNA Plant sa ocakavaju hodnoty priblizne 1,9
-2,1

o Hodnoty Assi/Azso vyrazne nizsie ako 1,8 mozu poukazovat na pritomnost’ proteinov,
fenolu alebo dalsich kontaminujucich latok.
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e Pre cistu RNA sa pomer Azs/Azso zvyCajne pohybuje v rozsahu 1,8 — 2,2. Znizené
hodnoty mézu poukazovat najmd na pritomnost zvyskov chaotropnych soli, fenolu,
sacharidov alebo dalsich latok absorbujucich pri 230 nm.

o Pri velmi nizkych koncentraciach RNA méze byt interpretacia pomerov Azso/Azso a
A260/A230 menej spolahliva.

o Hodnoty pomerov absorbancii predstavuju orientacné ukazovatele cCistoty RNA a musia
sa posudzovat spolu s koncentraciou, integritou RNA a jej pouzitelnostou v naslednych
enzymatickych reakciach.

7. Koncentraciu RNA je mozné vyjadrit pomocou vztahu:

¢ =A20 X 40 x DF
kde:

e ¢ —koncentracia RNA (ug-mL™", numericky zhodna s ng-uL™),

e Az — absorbancia RNA pri vinovej dizke 260 nm,

e 40 — konverzny faktor pre RNA, pri ktorom absorbancia Axs0 = 1 zodpoveda
koncentracii priblizne 40 pg-mL™" RNA pri optickej drahe 1 cm,

e DF —riediaci faktor; pri merani nezriedenej vzorky je DF = 1.

Poznamka:

e Pri merani na mikroobjemovych spektrofotometroch sa koncentracia RNA vypocitava
automaticky softvérom pristroja na zdklade absorbancie pri 260 nm a zvoleného faktora
pre RNA.
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Obrazok 7: Schematické znadzornenie spektrofotometrickej kontroly koncentracie a Cistoty
izolovanej RNA (vytvorené a upravené pomocou Nano Banana Pro a Canva).
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4.3.2 Agarozova gélova elektroforéza — kontrola integrity RNA

Integrita izolovanej RNA sa hodnoti pomocou agarozovej gélovej elektroforézy, ktora
umoznuje vizudlne posudit’ stav ribozomalnej RNA a identifikovat’ pripadnti degradaciu alebo
kontamindciu gendmovou DNA (Obrazok 8). V intaktnej rastlinnej celkovej RNA su
charakteristické predovsetkym vyrazné prazky cytoplazmatickych 25S a 18S rRNA. Vzhl'adom
na pritomnost’ chloroplastov sa v rastlinnych vzorkach mozu vyskytovat’ aj d’alSie pruzky
zodpovedajuce plastidovym 23S a 16S rRNA, ktoré predstavuju prirodzent stcast’ rastlinnej
celkovej RNA. Intaktna RNA sa prejavuje ostrymi a dobre definovanymi pruzkami, zatial’ co
postupnd degradacia vedie k vzniku rozmazaného signalu (smear) smerujuceho k fragmentom
snizSou molekulovou hmotnostou. Pritomnost’ vysokomolekulovej nukleovej kyseliny
v oblasti jamky alebo nad hlavnymi prizkami rRNA moze poukazovat na kontaminaciu
genomovou DNA.

Pracovny postup

1. Pripravisa 1 — 1,2 % (w/v) agarézovy gél z agar6zy urcenej pre molekularnu bioldgiu
a prislusného Cerstvo pripraveného elektroforetického timivého roztoku.

e Potrebné mnozstvo agardzy sa navazi podla pozadovanej koncentracie gélu a
rozpusti sa v prisluSnom objeme 1x TAE alebo 1x TBE tlmivého roztoku
zahrievanim az do Uplného rozpustenia agar6dzy. Roztok sa necha ochladit’
priblizne na 50 — 60 °C a nasledne sa podl'a pouzitého sposobu vizualizacie prida
vhodné interkalacné farbivo. Roztok sa naleje do pripravenej formy s vlozenym
hrebetiom a nechd sa stuhnut’ pri laboratornej teplote. Po stuhnuti sa gél prenesie
do elektroforetickej vane a zaleje prislusnym 1x elektroforetickym tlmivym
roztokom.

Pozndamka:
e Napripravu 100 mL 1 % gélu sa navazi 1,0 g agarozy, na 1,2 % gél 1,2 g agarozy.
o Pri priprave a manipulacii s gélom sa pouZivaju cisté pomocky a Cerstvé
elektroforetické roztoky, aby sa minimalizovalo riziko kontamindcie RNazami.

e Elektroforeticka vana pouzivana na analyzu RNA musi byt dokladne vycistend a nemala
by obsahovat zvysky RNaz z predchadzajucich analyz.
2. Z kazdej vzorky sa odoberie priblizne 0,5 — 1 pg celkovej RNA a zmieSa sa s prisluSnym
nanaSacim roztokom uréenym na elektroforézu RNA.

Poznamka:

e Potrebne mnozstvo RNA zavisi od pouzitého interkalacného farbiva a citlivosti
dokumentacného systéemu. Pri pouziti citlivejSich fluorescencnych farbiv je mozné
pouzit mensie mnozstvo RNA.

3. Ak sa pouziva denaturacny nanasaci roztok, vzorky RNA sa inkubuji pri teplote
zvyc€ajne 65 — 70 °C pocas 5 — 10 min a nasledne sa bezprostredne ochladia na l'ade.

Poznamka:
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o Denaturdacia obmedzuje tvorbu sekunddrnych Struktur RNA a umoziuje presnejSie
posudenie integrity. Pri jednoduchej orientacnej kontrole celkovej RNA na nativnom
agarozovom géli je mozné tento krok vynechat.

Pripravené vzorky sa nanest do jamiek agar6zového gélu. Sucasne sa mdze do
samostatnej jamky naniest’ vhodny RNA vel'kostny marker, avSak pri kontrole integrity
celkovej RNA nie je potrebny a je skor volitel'ny.

Elektroforéza sa vykonava pri intenzite elektrického pol'a priblizne 5 — 6 V-cm™ az do
dostatocného rozdelenia jednotlivych frakcii RNA.

Po ukonceni elektroforézy sa RNA vizualizuje pomocou vhodného interkala¢ného
farbiva a dokumentacného systému alebo UV transiluminatora v zavislosti od pouzitého
farbiva.

Poznamka:

o Pri pouziti etidiumbromidu a UV transilumindtora je potrebné dodrziavat' prislusné
bezpecnostné opatrenia, pouzivat’ ochranné rukavice a ochranu oci alebo tvare.
Integrita RNA sa vyhodnoti na zéklade vzhl'adu a ostrosti ribozomélnych pruzkov

a pritomnosti pripadného rozmazania alebo vysokomolekulového signalu.

Poznamka:

o [ntaktna rastlinna celkova RNA vykazuje vyrazné a dobre definované pruzky
cytoplazmatickych 258 a 18S rRNA.

e Pritomnost dalsich pruzkov, najmd plastidovych 23S a 16S rRNA, je v rastlinnych
vzorkdach prirodzend a sama osebe neznamenda degraddciu RNA.

e  Rozmazany signal smerujuci k fragmentom s nizsou molekulovou hmotnostou
poukazuje na degraddaciu RNA.

o yrazny vysokomolekulovy signal v blizkosti nandsacej jamky alebo nad hlavnymi
pruzkami rRNA moze poukazovat na kontamindciu genomovou DNA.

oV pripade vyraznej degradacie sa RNA neodporica pouzivat na naslednu syntézu cDNA
a gPCR a je vhodné izoldaciu zopakovat z novej vzorky.

e Ak sa preukaze kontamindcia genomovou DNA, je potrebné dodatocné enzymaticke
odstranenie DNA pred reverznou transkripciou.
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o Priprava vzoriek a separacia 0 Typickeé profily RNA na géli o Interpretacia vysledkov

T Intakina RNA
izolovana

M celkova degradovana kontamindcia
RNA (marker) gRNA  MRNA  RNA gDNA

<

— 255 rRNA

-i bp — 18S1RNA
| ki h? 4000 —
nanasacim
\ timivym roztokom .
\§ e Degradovana RNA
l 2000 255 rRNA
nanesenie vzoriek 1500
0 do jamiek gélu D — 165 RNA
@ A, @ 1000
L — B — .
! 500 | ) s
| Kontaminacia genovou DNA
L <— gDNA
—» 255 rRNA
— 18STRNA

vizualizacia

Obrazok 8: Schematické znazornenie hodnotenia integrity celkovej RNA pomocou
agardzovej gélovej elektroforézy (vytvorené a upravené pomocou Nano Banana Pro a Canva).
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4.4 Syntéza komplementarnej DNA

Syntéza komplementarnej DNA (cDNA) je zalozena na reverznej transkripcii RNA pomocou
enzymu reverznej transkriptazy. Na syntézu prvého vldkna cDNA sa pouzivaji komercné
supravy a tato metodika popisuje pouzitie RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientific) s pouzitim random hexamérovych primerov podla protokolu vyrobcu
(Obrazok 9). Reverzna transkriptaza RevertAid, rekombinantna M-MuLV reverzna
transkriptaza, syntetizuje komplementarne vldkno DNA podla RNA templatu. Random
hexamérové primery sa viazu na roznych miestach molekul RNA a na rozdiel od oligo(dT)
primerov nevyzaduju pritomnost’ poly(A) chvosta, ¢im umoziuju syntézu cDNA z r6znych
oblasti RNA. Sucastou reakcie je RiboLock RNase Inhibitor, ktory chrani RNA pred
degradaciou posobenim RNaz. Vysledna cDNA sa nasledne pouZziva ako templat na analyzu
génovej expresie pomocou qPCR.

0 Templat: mRNA (celkova RNA)

mRNA
5’ AAAA 3’

@ Nasadnutie nihodnych hexamérov (6 nt) po celej dizke
5' &= =5 == s

ndhodné hexaméry (primery)

6 Reverzna transkriptaza syntetizuje 1. vlikno cDNA

dNTP  RiboLock * 42 °C, 60 min

@ Produkt: jednovlaknova cDNA (templit pre qPCR)
3 5

prvovidknovd cDNA — inaktivdcia RT: 70 °C, 5 min — uchovanie —20 °C

RNA templat

cDNA / primery @ reverzna transkriptaza

Obrazok 9: Schematické zndzornenie syntézy prvého vldkna cDNA pomocou ndhodnych
hexamérovych primerov (upravené pomocou Biorender.com).
1. RNA templat predstavuje vychodiskovy material pre reverznu transkripciu.
2. Nahodné hexaméry sa viazu na rézne miesta RNA templatu a poskytuju iniciacné miesta pre syntézu cDNA.
3. Reverzna transkriptaza predlzuje naviazané primery a syntetizuje komplementdarne viakno cDNA.

4. Vysledna jednoviaknovda cDNA sa pouziva ako templat na naslednu analyzu génovej expresie pomocou RT-
qPCR.
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4.4.1 Priprava reakénej zmesi a syntéza cDNA

Syntéza cDNA sa vykonava v kone¢nom reak¢nom objeme 20 pL s pouzitim 1 pg celkovej
RNA. Reak¢na zmes sa pripravuje na l'ade v dvoch nadvézujucich krokoch.

1. Pre kazda analyzovanu vzorku sa do sterilnej RN4za-free PCR skumavky pripravi zmes
pozostavajica z:
o 1 ngcelkovej RNA,
e 1 pL random hexamérového primeru (100 uM),
e vody bez nukleaz do celkového objemu 12 pL.

Poznamka:

e Objem RNA potrebny na ziskanie 1 ug celkovej RNA sa vypocita individudlne pre kazdu
vzorku na zaklade stanovenej koncentracie.

2. V pripade RNA s vysokym obsahom GC alebo s vyraznymi sekundarnymi Struktarami
je mozné pripraventl zmes jemne premiesat,, kratko centrifugovat’ a inkubovat pocas 5
min pri 65 °C. Po ukonceni inkubacie sa vzorka ihned ochladi na l'ade a kréatko
centrifuguje.

Poznamka:
o Tento krok je volitelny a pouzZiva sa najmd na obmedzenie sekunddrnych Struktir RNA,
ktoré mozu znizovat dostupnost templatu pre random hexamérové primery.

3. Pre kazdu reakciu sa nésledne pripravi enzymatick4 zmes pozostavajuca z:

e 4 uL 5x reakéného tlmivého roztoku,

1 uL RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL),

2 uLL ANTP Mix (10 mM),

e 1 puL RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/uL),

Celkovy objem enzymatickej zmesi pre jednu reakciu je 8 pL.
Pozndamka:

e Pri spracovani viacerych vzoriek sa odporiuca pripravit' spolocnu enzymaticku zmes
(master mix) pre vietky analyzované vzorky s priblizne 10 % objemovou rezervou.
Napriklad pri priprave enzymatickej zmesi pre 10 vzoriek s 10 % rezervou sa zmiesa:

44 uL 5% reakcného tlmivého roztoku,
11 uL RiboLock RNase Inhibitor,

22 uL dNTP Mix,

11 uL RevertAid Reverse Transcriptase.

Celkovy objem pripravenej enzymatickej zmesi je 88 ulL.
o FEnzymaticka zmes sa pripravuje bezprostredne pred pouZitim a pocas pripravy sa
uchovava na lade.
e Reagencie sa po rozmrazeni jemne premiesSaju a krdtko centrifuguju.
e Priprava spolocnej enzymatickej zmesi znizuje pipetovaciu variabilitu medzi
Jjednotlivymi vzorkami.
4. K 12 pL zmesi RNA, random hexamérového primeru a vody sa pridd 8 pL pripravenej
enzymatickej zmesi. Kone¢ny objem reakcie je 20 pL.
5. Reak¢na zmes sa jemne premieSa a kratko centrifuguje, aby sa cely objem sustredil na
dne skimavky.
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6.

Sktimavky sa vlozia do termocykléra a syntéza cDNA s pouzitim random hexamérovych
primerov prebieha podla nasledujuceho teplotného programu:
e 25°C pocas 5 min — naviazanie random hexamérovych primerov,
e 42 °C pocas 60 min — syntéza prvého vldkna cDNA reverznou transkriptazou,
e 70 °C pocas 5 min — ukoncenie reakcie a tepelna inaktivacia reverznej
transkriptazy.
Poznimka:
o Pri GC bohatych RNA templatoch alebo pri RNA s vyraznymi sekundarnymi
Strukturami je mozné teplotu reverznej transkripcie zvysit maximdlne na 45 °C.
Po ukonceni reakcie sa skimavky kratko centrifuguju. Pripravend cDNA sa pouzije
priamo na nasledni qPCR alebo sa skladuje pri teplote —20 °C.

Poznimka:
e Priteplote —20 °C sa cDNA odporuca skladovat kratsie ako 1 tyZden.
o Na dlhodobejsie skladovanie sa odporuca teplota —70 °C alebo nizsia.

e Opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu cDNA je vhodné predchadzat rozdelenim
vzoriek na alikvoty.

4.4.2 Kontroly a najcastejSie problémy pri syntéze cDNA

Na overenie spravnosti reverznej transkripcie a vylicenie pritomnosti kontaminujicej
gendmovej DNA sa spolu s analyzovanymi vzorkami pripravuju prislusné kontrolné reakcie.

1.

Kontrola bez reverznej transkriptazy (RT")

Kontrola RT— obsahuje rovnaké zlozky ako analyzovana vzorka vratane RNA, avSak
bez pridania RevertAid Reverse Transcriptase. Chybajuci objem enzymu sa nahradi
rovnakym objemom vody bez nukleéz.

Poznamka:
o RT- kontrola sluzi na detekciu pripadnej kontamindcie RNA genomovou DNA.

o Amplifikacia produktu z RT— kontroly pri naslednej gPCR poukazuje na pritomnost
DNA v pévodnej RNA vzorke.

o Ak sa kontamindcia genomovou DNA potvrdi, je potrebné vykonat dodatocné
enzymatické odstranenie DNA alebo optimalizovat' predchadzajuci krok Stiepenia
rDNazou.

Kontrola bez templatu

Kontrola bez templatu neobsahuje RNA, pricom jej objem sa nahradi vodou bez
nukleaz.
Poznamka:

o Tato kontrola moéze poukdazat na kontamindciu reagencii nukleovymi kyselinami.
Samostatnd kontrola bez templdatu (NTC — no-template control) sa zaraduje aj pri
naslednej gPCR a je podrobnejsie opisand v prislusnej kapitole.

3. Nizky alebo chybajici vyt'azok cDNA
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Nizky vytazok cDNA alebo nepritomnost’ amplifikacného produktu pri néslednej PCR
mdze byt sposobena degradaciou RNA, nedostatocnym mnozstvom vstupnej RNA
alebo pritomnost'ou inhibi¢nych latok.

Poznamka:

e Pred syntézou cDNA je potrebné overit koncentrdaciu, Cistotu a integritu RNA podla
postupov uvedenych v kapitole 4.3.

o ZvySky chaotropnych soli, etanolu, fenolu alebo dalsich kontaminujucich latok mézu
inhibovat aktivitu reverznej transkriptazy.

o Vpripade nedostatocnej kvality RNA je vhodné vzorku opditovne precistit alebo vykonat
novii izoldaciu RNA.

Amplifikacia produktu v RT™ kontrole

Pritomnost’ amplifika¢cného produktu v RT™ kontrole poukazuje na kontaminaciu
povodnej RNA genomovou DNA.

Poznamka:

o Je potrebné overit ucinnost predchadzajuceho stiepenia DNA pomocou rDNazy.

o Vpripade potreby sa RNA pred reverznou transkripciou podrobi dodatocnému Stiepeniu
DNazou.

e Pri navrhu primerov pre naslednu qPCR je vhodné, ak to Struktura génu umoziuje,
navrhovat primery tak, aby sa minimalizovala amplifikacia genomovej DNA, napriklad
umiestnenim jedného z primerov cez spojenie dvoch exonov.

Nedostato¢na ucinnost’ reverznej transkripcie pri GC-bohatych RNA templatoch

GC-bohat¢ RNA alebo RNA s vyraznymi sekundarnymi $truktirami mozu znizovat
dostupnost’ templatu pre primery a reverznu transkriptazu.

Poznamka:

e Pred pridanim enzymatickej zmesi je mozné RNA s primerom inkubovat’ pocas 5 min pri
65 °C a nasledne okamzite ochladit na lade.
o Teplotu reverznej transkripcie je mozné pri takychto templdatoch zvysit az na 45 °C.
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4.5 Dizajn a validacia primerov

Spravny navrh a validacia primerov predstavuju jeden zo zakladnych predpokladov spol'ahlive;
analyzy génovej expresiec pomocou gPCR. Primery musia zabezpeCovat Specificku
amplifikaciu pozadovaného tiseku cDNA pri zachovani vysokej a porovnatel'nej amplifikacne;j
efektivity jednotlivych reakcii. Pri navrhu primerov sa zohladiuje najmé ich teplota topenia
(Tm), obsah GC, dizka vysledného amplikénu, moznost tvorby sekundarnych $truktir a
dimérov primerov, ako aj Specificita vizby k cielovej sekvencii (Obrazok 10). Pri RT-qPCR
analyze je vhodné, ak to Struktira analyzovaného génu umoziuje, navrhovat’ primery cez exén-
exonovy spoj alebo do roznych exdénov oddelenych intronom, ¢im sa znizuje riziko amplifikacie
kontaminujiicej gendémovej DNA. Tato metodika uvadza pouzitie Styroch konkrétnych
cielovych génov (HvABF2, HvP5CS, HvSODI a HvAPXI) spolu sjednym referencnym
(HvACT) na analyzu génovej expresie jaCmena siateho (Hordeum vulgare L.). Pouzité
primerové pary a ich charakteristiky su uvedené v Tabulke 1.

Tabul’ka 1: Sekvencie a zakladné charakteristiky primerov pouzitych na RT-qPCR analyzu
cielovych a referenéného génu ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L.).

Ban Primery (5'-3') Pvrf’l‘,;:‘okstt:l Ta* (°C) GC (%) Referencia
(GenBank ID) be) F/IR
A | R A A e atanse 12 60 | 61.9/546 | Bandurska 2017
Z,Zﬁf}f;f R AT GCTACE TG 94 60 50,0/50.0 | Alexander 2019
P, | R ocacocormmoearcenaonee. 126 60 | 565/63.6 | Bandurska 2017
| R s e ea 141 60 | 550/409 |  Ferdous 2015
f%gg)’ A T aaTa A 107 60 52.4/47.6 | Alesander 2019

*T,= annealing temperature, anelac¢na teplota nasadania primerov
Poznamka:

e Pre gPCR sa vo vSeobecnosti uprednostiiuju kratke amplikony priblizne 70 — 150 bp, ktoré
umoznuju ucinnu amplifikaciu pocas kratkych reakcnych cyklov.

o Teploty topenia forward a reverse primeru by mali byt podobné, pricom sa spravidla pohybuju
priblizne v rozsahu 58 — 62 °C.

e  Obsah GC primerov sa zvycajne udrZiava v rozsahu 40 — 60 %, pricom mierne odchylky su
akceptovatelné pri experimentalne validovanych primeroch.
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Genomova DNA (s intronmi)
‘ Intron Intron Intron .
; -

mRNA / cDNA (ex6ny)

§ —{ Exén 1 I

Reverse primer

<=
Exén 3 ]

Exon 4 }— 3/

Exén 2 ]

Forward primer
L |
amplikon (70-150 bp)

{ Kritéria navrhu a validacie primérového paru

Kritéria navrhu
Dizka primeru
Obsah GC

1

2

3 Teplota topenia (T,,)
4  Velkost amplikonu
5

Umiestnenie primerov

18-24 nt

40-60 %

58-62 °C (F=R)
70-150 bp

exon-exonovy spoj /
rozne exony (ak je mozné)

Kritéria validacie

6  Sekven¢na Specificita

7  Sekundarne Struktiry
8  Amplifikacna efektivita

9 Linearita $tandardnej krivky

in silico (BLAST)
bez hairpinov a primer-dimérov
90-110 %

R?=0,98

Obrazok 10: Zékladné principy navrhu a validacie primerov pre RT-qPCR (vytvorené a
upravené pomocou Biorender.com).

4.5.1 Overenie amplifikacnej efektivity a Specificity primerov

Pred samotnou analyzou génovej expresie je potrebné pre kazdy primerovy par experimentalne

overit’ amplifika¢nu efektivitu, linearitu reakcie a Specificitu vznikajuceho PCR produktu.
Amplifikacné efektivita a linearita sa stanovuju pomocou Standardnej krivky pripravenej zo
sériovo riedenej cDNA, zatial’ Co Specificita reakcie sa pri pouZiti interkalaéného farbiva SYBR

Green hodnoti pomocou analyzy krivky topenia (melt-curve analysis) (Obrazok 11).

Pracovny postup:

1. Z cDNA ziskanej z analyzovanych vzoriek sa pripravi spolocna zdsobna vzorka (pooled

cDNA), ktora sa pouzije na pripravu Standardnej krivky.

2. Zo zasobnej cDNA sa pripravi minimalne patbodovy desatndsobny riediaci rad v

rozsahu napriklad 5 — 50 000 pg-uL".

Jednotlivé koncentracie riediaceho radu moézu byt
e 50000 pg-uL™,
e 5000pguL™,
e 500pg-ulL™,

e 50pgulL™,
e 5Spgpul
Poznamka:

e Kazdy bod Standardnej krivky sa odporuca analyzovat minimalne v dvoch technickych

opakovaniach.
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e Pri priprave desatndasobnych riedeni je potrebné pouzivat presné pipetovanie a kazdé
riedenie pred pripravou dalsieho stupina dokladne premiesat.

Pripravené riedenia ¢cDNA sa analyzuji pomocou qPCR za rovnakych reakénych a
teplotnych podmienok, aké sa nasledne pouziju pri analyze experimentalnych vzoriek.

Z hodnét Ct (threshold cycle) ziskanych pre jednotlivé riedenia sa zostroji Standardna
krivka zavislosti Ct od logaritmu mnozstva alebo koncentracie vstupnej cDNA.

Zo sklonu regresnej priamky Standardnej krivky sa vypocita amplifikacna efektivita
prislusného paru primerov podl'a vztahu (Pfaffl, 2001):
E = 10—1/slope

kde:

o E —amplifika¢ny faktor,
e slope — smernica regresnej priamky Standardnej krivky.

Amplifikac¢na efektivita vyjadrena v percentach sa vypocita:
Efektivita (%) = (E — 1) x 100

Poznamka:

e Za vhodnu amplifikacnu efektivitu sa spravidla povazuje rozsah 90 — 110 %.

e Hodnota 100 % zodpoveda priblizne dvojndasobnému zvyseniu mnozstva PCR produktu
pocas kazdého amplifikacného cyklu.

o Koeficient determindcie R’ Standardnej krivky by mal dosahovat minimalne 0,98,
pricom hodnoty blizke 1 poukazuju na vysoku linearitu reakcie v analyzovanom rozsahu
koncentracil.

o Efektivita mimo odporiucaného rozsahu moze poukazovat na nevhodny navrh primerov,
pritomnost inhibitorov, neSpecificku amplifikaciu, tvorbu dimérov primerov alebo
nepresnost pri priprave riediaceho radu.

Po ukonceni amplifikacnych cyklov sa vykona analyza krivky topenia PCR produktov.
Specificita primerového paru sa hodnoti podla poétu a tvaru vrcholov na derivaénej
krivke topenia.

Poznamka:

e Jeden dominantny a uzky vrchol pri rovnakej teplote topenia vo vietkych analyzovanych
vzorkach poukazuje na vznik jedného Specifickéeho amplifikacneho produktu.
e Pritomnost viacerych vrcholov mozZe poukazovat' na vznik nesSpecifickych PCR
produktov.
o Mensi vrchol pri nizsej teplote topenia moze poukazovat' na tvorbu dimérov primerov
alebo inych kratkych nespecifickych produktov.
e  Prinejednoznacnej krivke topenia je vhodné velkost a pocet amplifikacnych produktov
dodatocne overit pomocou agarézovej gélovej elektroforézy.
Par primerov sa pouzije na naslednti kvantitativnhu analyzu génovej expresie iba v
pripade, Ze vykazuje pozadovanii amplifikaéni efektivitu, dostato¢nt linearitu
Standardnej krivky a Specificktl amplifikaciu jedného ciel'ového produktu.
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Standardna krivka (efektivita a linearita)

i =-3,32x + 24,1
35 R* = 0,998
. E =100 %
251
20
L5
10 T T T T T

-5 -4 -3 -2 =1 0

log (pociato¢na koncentracia cDNA)
E = 10" (~1/slope)
%E = (E-1) x 100
Prijatelné: 90 — 110 %; R* > 0,98

Krivka topenia (Specificita)

—dF/dT jeden ostry vrchol
(Specificky produkt)
2,0
1.5
1,0 1 maly vrchol
(primer-dimérov)
0,0 I - r T
60 70 80 90 100

teplota (°C)

Jeden ostry vrchol = Specificky produkt.

| DalSie vrcholy mozu indikovat' nespecificki amplifikéciu

alebo tvorbu primer-dimerov.

Obrazok 11: Validacia primerov pre qPCR pomocou Standardnej krivky a analyzy krivky

topenia (vytvorené a upravené pomocou Biorender.com).
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4.6 Kvantitativnha RT-PCR

Kvantitativha PCR v redlnom case (QPCR) umoziuje sledovat’ priebeh amplifikacie cielovej
sekvencie prostrednictvom merania fluorescencného signadlu pocas jednotlivych reakénych
cyklov. Na rozdiel od konven¢nej PCR, pri ktorej sa mnozstvo amplifikaéného produktu
hodnoti az po ukonceni reakcie, qPCR umoziiuje zaznamenavat’ narast produktu priebezne a na
zaklade ziskanych hodnoét stanovit’ relativne mnozstvo cielovej cDNA. Pri analyze génovej
expresie sa cDNA ziskana reverznou transkripciou amplifikuje pomocou génovo Specifickych

primerov a vysledny signal sa normalizuje vo¢i vhodnému referenénému génu (Obrazok 12).

0 Priprava reakcie

\VY

SYBR Green  primery c¢DNA

nukleazova
Master Mix (F/R) (templat) voda
(2x) (10 pM)
12,5 puL 0,75 pL 1L doplnit
(kazdy) (~ 25 ng)

do 25 puL
L )

i 96-jamkova PCh platnicka

9 Teplotny profil

teplota (°C) 40 cyklov
95:°C
2-3min  95°C  60°C 72:°C
10-15s 20-30s 20-30s

100

751

cas

€) Amplifikaéna krivka a Ct

10!

————— prahova hodnota

f T ™ cykly
20 30 40
niz§i Ct  vyssi Ct

(reak&ny objem 25 pL / jamka) o deatm"né depamréda = AT =%
' 95%C, 2= 3,min Krivka topenia ($pecificita)
\ o Denaturdcia )
95°C,10-15s -dF/dT jeden ostry vrchol
qPCR - ‘ (épecificky produkt)
s - 4 e Annealing 2,0
real-time PCR systém 60°C,20-30s
(napr. ABI PRISM 7000) (optimalna teplota zavisi od primerov) 15 x
10 maly vrchol
Zlozenie reakcie (25 pL) o Elongacia g (prinerdin¥rov)
. 72°C,20-30s 0,5
SYBR Green Master Mix (2x) 12,5 pL
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Obrazok 12: Schematické znédzornenie kvantitativnej RT-PCR (qPCR) so SYBR Green

(vytvorené a upravené pomocou Biorender.com).
Obrazok zobrazuje pripravu reakcnej zmesi, teplotny profil amplifikacie a vyhodnotenie amplifikacnych kriviek
vratane hodnoty Ct a kontroly Specificity pomocou krivky topenia.

4.6.1 Princip fluorescencnej detekcie pri qPCR — pouzitie SYBR Green I a hodnota Ct

Detekciu amplifikacného produktu pri qPCR mozZno realizovat’ viacerymi fluorescenénymi
pristupmi. PouZivajli sa najméi interkalacné fluorescencné farbiva viaZzuce sa na dvojvldknova
DNA alebo sekvencne Specifické fluorescencné sondy. Tato metodika opisuje postup s pouzitim
interkalacného farbiva SYBR Green I. SYBR Green I sa viaZze na dvojvlaknovi DNA a s
narastajicim mnozstvom PCR produktu pocas jednotlivych cyklov rastie aj intenzita
fluorescencného signalu zaznamenavaného real-time PCR systémom (Obréazok 13). Hodnota
Ct (threshold cycle, novsie oznaceny ako Cq, quantification cycle) predstavuje cyklus, v ktorom
fluorescencia vzorky prekro¢i stanovenu prahovi hodnotu nad turoviiou pozadia, pri¢om
nepriamo odraza pociatocné mnozstvo ciel'ovej cDNA; vysSie mnozstvo templatu vedie k nizsej
hodnote Ct a naopak. Pri idedlnej amplifikacnej efektivite 100 % sa mnoZzstvo PCR produktu v
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kazdom cykle priblizne zdvojnasobuje, takze rozdiel jedného Ct zodpoveda asi dvojnasobnému
rozdielu v pociatocnom mnozstve cielovej sekvencie. Hodnoty Ct sa pri analyze génovej
expresie neinterpretuju samostatne, ale normalizuju sa voci referenénému génu a nasledne voci
zvolenému kontrolnému variantu. Vyhodou SYBR Green je jednoduché reakéné usporiadanie
bez potreby génovo Specifickych fluorescencnych sond, farbivo vSak nerozliSuje medzi
Specifickym amplikonom a inymi dvojvlaknovymi produktmi, napriklad nespecifickymi
amplikonmi alebo primer-dimérmi. Z tohto dovodu sa po ukonceni amplifikdcie vykonéava
analyza krivky topenia (melt curve), pri ktorej jeden dominantny vrchol pri charakteristickej
teplote topenia poukazuje na pritomnost’ jedného Specifického PCR produktu, zatial’ co d’alSie
vrcholy mézu signalizovat’ neSpecifickil amplifikaciu alebo tvorbu primer-dimérov.
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35 = - —¥
3.01
riedenie cDNA
2.5 == 50000 pg/uL
g = 5000 pg/uL
s —— 500 pg/uL
@ 2.0 == 50 pg/uL
< 5 pg/uL
7]
b
@ 1.5
o
-
[
1.0 1
0.5 1 prah
_______________ : : : (threshold)
0.0 T T T — — T T —
5 10 15 20 25 30 35 40
Cyklus PCR

Obrazok 13: Schematické znazornenie kvantitativnej PCR v redlnom c¢ase s pouzitim SYBR
Green (vytvorené a upravené pomocou Biorender.com).

4.6.2 Priprava reakénej zmesi a teplotny program

qPCR reakcia sa pripravuje v kone¢nom objeme 25 pL. ZloZzky spolo¢né pre jednotlivé reakcie
sa odporuca pripravit vo forme spoloc¢nej reakénej zmesi (master mix), ¢im sa obmedzi
pipetovacia variabilita medzi jednotlivymi jamkami.

1. Pre kazdii qPCR reakciu sa pripravi reakénad zmes pozostavajuca z:
e 12,5 uL SYBR Green PCR Master Mix,
e 0,375 uL forward primeru zo zasobného roztoku s koncentraciou 10 uM,
e 0,375 uL reverse primeru zo zasobného roztoku s koncentraciou 10 uM,
e 10,75 pL vody bez nukleaz.
Celkovy objem spoloc¢nej reakcnej zmesi pre jednu reakciu je 24 plL.

Poznamka:
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e Priuvedenych objemoch je konecnd koncentracia kazdého primeru v 25 uL reakcii 150
nM.

o Ak sa pouziva ina koncentracia zasobneho roztoku primerov, potrebny objem sa musi
zodpovedajucim sposobom prepocitat.

2. Pri spracovani viacerych vzoriek sa pripravi spolocnd reakénd zmes pre vsetky
planované reakcie s priblizne 10 % objemovou rezervou. Napriklad pri priprave
reakénej zmesi pre 10 reakcii s 10 % rezervou sa zmiesa:

137,5 uL SYBR Green PCR Master Mix,

4,125 pL forward primeru (10 uM),

4,125 pL reverse primeru (10 uM),

118,25 pL vody bez nukleaz.

Celkovy objem pripravenej spolo¢nej reakénej zmesi je 264 uL.

Poznamka:

e Spolocna reakcnd zmes sa pripravuje bezprostredne pred pouZitim.

e  SYBR Green PCR Master Mix sa pocas manipuldcie chrani pred dlhodobym pésobenim
svetla.

e Po premieSani sa reakcna zmes kratko centrifuguje, aby sa cely objem sustredil na dne
skumavky.
3. Do kazdej jamky 96-jamkovej optickej platnicky sa napipetuje 24 pL pripravenej
spolo¢nej reakénej zmesi.
4. Do prislusnej jamky sa nasledne prida 1 pL cDNA obsahujicej 25 ng templatu. Koneény
objem jednej gPCR reakcie je 25 pL.

Poznamka:

o Koncentracia cDNA sa pred pripravou reakcie upravi tak, aby 1 uL vzorky obsahoval
25 ng cDNA ekvivalentu pouzitého v experimentdalnom protokole.

5. Po napipetovani vSetkych vzoriek sa platnicka uzavrie optickou fo6liou alebo
kompatibilnymi optickymi uzavermi a kratko centrifuguje, aby sa odstranili pripadné
vzduchové bubliny a cely reakény objem sa ststredil na dne jamiek.

6. Platnicka sa vlozi do real-time PCR pristroja a amplifikdcia sa vykona podla
nasledujticeho teplotného programu:

50 °C pocas 2 min — uvodnd inkubdcia,
95 °C pocas 10 min — aktivacia DNA polymerazy a tivodna denaturicia,
40 cyklov:
95 °C pocas 15 s — denaturacia DNA,
60 °C pocas 1 min — nasadanie primerov a elongacia s meranim fluorescen¢ného
signalu.

7. Poukonceni amplifika¢nych cyklov sa vykond analyza krivky topenia podl'a nastavenia
pouzitého real-time PCR systému.

Poznamka:

e Presné nastavenie teplotného rozsahu a rychlosti zvySovania teploty pocas analyzy
krivky topenia sa prispdsobi pouzitému pristroju a softveru.
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4.6.3 RozloZenie vzoriek na qPCR platnicke

Vhodné rozloZenie vzoriek na qPCR platnicke je dolezité na zabezpecenie porovnatelnosti
jednotlivych reakcii a minimalizaciu technickej variability. V rdmci jedného experimentalneho
porovnania je vhodné analyzovat vzorky za ¢o najviac zhodnych reakénych a teplotnych
podmienok.

Pri priprave platni¢ky (Obrazok 14) je potrebné zohl'adnit:

e pocet analyzovanych genotypov a experimentalnych variantov,
e pocet biologickych opakovani,

e pocet technickych opakovani,

e cielovy a referencny gén,

e kontrolu bez templatu (NTC),

e kontrolu bez reverznej transkriptazy (RT").

Poznamka:

o Kazdy biologicky variant sa musi na platnicke jednoznacne oznacit tak, aby bolo mozné spdtne
identifikovat' genotyp, oSetrenie, biologické opakovanie, analyzovany gén a technické
opakovanie.

o Ak cely experimentalny dizajn nie je mozné umiestnit na jednu 96-jamkovu platnicku, je
potrebné jednotlivé platnicky pripravovat za rovnakych reakcnych podmienok a minimalizovat
medziplatnickovu variabilitu.

e Pri experimentoch rozdelenych medzi viac platniciek je vhodné zaradit’ spolocnu referencnu

vzorku alebo inter-run calibrator umozZinujici kontrolu variability medzi jednotlivymi qPCR
behmi.
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Kazda vzorka: 3 biologické x 2 technické opakovania; na kazdej platni cielové aj referencny gén sucasne.
. HvACT (referen¢ny) . cielovy gén 1 . cielovy gén 2 O RT- kontrola O NTC

Obrazok 14: Priklad schematického rozloZenia vzoriek na 96 jamkovej platnicke pri
qPCR analyze génovej expresie (vytvorené a upravené pomocou Biorender.com).
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Rozlozenie vzoriek musi zohladrniovat jednotlivé genotypy, experimentdlne varianty, cielovy a referencny gén,

biologické a technické opakovania a prislusné negativne kontroly. Presné rozmiestnenie jamiek sa prisposobuje

poctu analyzovanych vzoriek a kapacite pouzitej gPCR platnicky.

4.6.4 Kontroly a opakovania

Na zabezpecenie spolahlivosti qPCR analyzy je potrebné do experimentu zaradit’ prislusné
negativne kontroly a biologické a technické opakovania.

1.

7.

Kontrola bez templatu (NTC)

Kontrola NTC obsahuje vSetky zlozky qPCR reakcie okrem cDNA templatu, ktory sa
nahradi rovnakym objemom vody bez nukleaz.

Poznamka:

o NTC sluzi predovSetkym na detekciu pripadnej kontamindcie reagencii
amplifikovatelnou DNA.

o Amplifikacny signal v NTC mézZe vzniknut aj v dosledku tvorby dimérov primerov, co je
potrebné overit analyzou krivky topenia.

Kontrola bez reverznej transkriptazy (RT")

Ako templat pre RT— kontrolu sa pouzije produkt kontrolnej reakcie pripravenej bez
pridania reverznej transkriptazy.

Poznamka:

o Amplifikacny signal v RT— kontrole poukazuje na moznu pritomnost kontaminujucej
genomovej DNA v povodnej RNA vzorke.

Kazda analyzovanéd vzorka sa hodnoti minimalne v troch nezavislych biologickych
opakovaniach.

Kazda biologicka vzorka sa analyzuje v dvoch technickych opakovaniach.

Poznimka:

e Biologické opakovania predstavuju nezavislé biologickeé vzorky a zachytavaju
prirodzenu biologicku variabilitu experimentu.

o Technické opakovania predstavuju opakované gPCR merania tej istej cDNA a umoznuju
posudit variabilitu suvisiacu s pripravou reakcie, pipetovanim a samotnym meranim.

Pred analyzou génovej expresie sa pre kazdy primerovy par overi amplifikatna
efektivita, linearita a Specificita podl'a postupu uvedeného v kapitole 4.5.1.

Po kazdom qPCR behu sa skontroluje priebeh amplifikaénych kriviek, hodnoty Ct
technickych opakovani, negativne kontroly a krivky topenia.

Poznamka:

o Kritéria akceptacie qPCR cyklu: Do vyhodnotenia sa zaraduju iba reakcie s
Jjednoznacnou amplifikaciou, Specifickym produktom potvrdenym krivkou topenia a
vyhovujucimi technickymi opakovaniami. NTC a RT kontroly nesmu vykazovat
Specificku amplifikaciu cielového produktu. Primery musia mat overenii amplifikacnu
efektivitu a linearitu. Pripustny rozdiel medzi technickymi opakovaniami sa stanovi
vopred; orientacne mozno pouzit < 0,5 Ct (Cq). Nevyhovujuce reakcie sa preveria a
podla potreby zopakuju.

Referencny gén pouzity na normalizéciu génovej expresie musi vykazovat dostatocne

stabilnu expresiu v analyzovanych experimentalnych podmienkach.
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Poznamka:

e Stabilita referencného génu sa musi overit' pre konkrétny biologicky materidl a
experimentalne podmienky. Pri zmene druhu, genotypu, pletiva alebo experimentalneho
rezimu je potrebna nova validdcia. Ak su dostupné viaceré stabilné referencné gény, na
normalizaciu mozno pouzit geometricky priemer ich relativnych mnozstiev
(Vandesompele a kol., 2002).

4.6.5 NajcastejSie problémy a ich rieSenie

1.

Amplifika¢ény signal v NTC kontrole

Pritomnost’ amplifikacného signalu v NTC moze byt spdsobend kontaminaciou
reagencii amplifikovatelnou DNA alebo tvorbou dimérov primerov.

Poznamka:

e Je potrebné skontrolovat krivku topenia produktu.
e Pri kontamindcii sa pripravia nové alikvoty reagencii a vycisti sa pracovny priestor
urceny na pripravu gPCR reakcil.
o Ak krivka topenia poukazuje na diméry primerov, je potrebné optimalizovat
koncentraciu alebo dizajn primerov.
Amplifikacny signal v RT™ kontrole

Amplifikacia v RT™ kontrole poukazuje na pritomnost’ genémovej DNA v RNA pouZzitej
na syntézu cDNA.

Poznamka:

o Je potrebné overit ucinnost predchadzajuceho stiepenia DNA pomocou rDNazy.
oV pripade potreby sa vykonad dodatocné enzymatické odstranenie genomovej DNA.
e Pri navrhu primerov je vhodné, ak to Struktura génu umoZiuje, pouzit primer
prekryvajuci exon-exonovy spoj alebo primerovy pdr umiestneny v réznych exonoch.
Viac vrcholov na krivke topenia
Pritomnost’ viacerych vrcholov na krivke topenia moéze poukazovat’ na neSpecificka
amplifikéciu alebo tvorbu viacerych PCR produktov (Obrazok 15).
Poznamka:
e Je potrebné optimalizovat’ teplotu nasadania primerov alebo ich koncentrdciu.
eV pripade potreby sa preveri Specificita primerov a velkost vzmniknutého produktu
pomocou agarozovej gélovej elektroforezy.
Vysoka variabilita medzi technickymi opakovaniami
Vyrazné rozdiely medzi technickymi opakovaniami moéZu byt spdsobené nepresnym
pipetovanim, nedostatoénym premieSanim spolo¢nej reak¢énej zmesi alebo
pritomnost'ou vzduchovych bublin.
Poznamka:
e Na pripravu vicsieho poctu reakcii sa odporuca pouzivat' spolocnu reakcnu zmes.
e Pri pipetovani malych objemov je potrebné pouzivat vhodne kalibrované automatické
pipety.
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—dF/dT (derivacia fluorescencie)

e Pred viozenim platnicky do pristroja je potrebné skontrolovat nepritomnost
vzduchovych bublin a rovnomerné umiestnenie reakcénych zmesi na dne jamiek.
5. Nizka amplifika¢na efektivita alebo nedostatoc¢na linearita

Nevyhovujtica amplifikacnd efektivita alebo nizka linearita Standardnej krivky moézu
byt’ spdsobené nevhodnym dizajnom primerov, pritomnost’ou inhibi¢nych latok v cDNA
alebo nepresnost’'ou pri priprave riediaceho radu.

Poznamka:

o Je potrebné overit kvalitu a ¢istotu RNA a cDNA.

oV pripade pritomnosti inhibitorov je mozné cDNA primerane zriedit a meranie
zopakovat.

e Je potrebné skontrolovat' Specificitu primerového paru pomocou krivky topenia a
pripadne agarozovej gélovej elektroforeézy.

o Pri nevyhovujucich vysledkoch sa musi zopakovat' priprava Standardnej krivky alebo
optimalizovat primerovy par.

1.2 4 —— Specificky produkt (vzorka)
= = = primer-dimér/ NTC
1.0 4 Eneacificky
e ?\?Ze::'ilac)ky produkt
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Obrazok 15: Schematické zndzornenie analyzy krivky topenia (melt curve) na overenie
Specificity amplifikécie (vytvorené a upravené pomocou Biorender.com).
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5. Spracovanie vysledkov RT-qPCR a vypocet nasobnej zmeny
expresie génov
Udaje ziskané pomocou RT-qPCR sa kvantitativne vyhodnocuju az po overeni kvality
jednotlivych reakcii a splneni kritérii definovanych v predchadzajiacich kapitoldch. Do
vypoctov sa zaraduju iba reakcie s vyhovujucou amplifikdciou, reprodukovatelnymi
technickymi opakovaniami a Specifickym amplifikacnym produktom. Hodnoty technickych
opakovani tej istej biologickej vzorky sa po kontrole ich zhody spriemeruju; jednotlivé
biologické opakovania sa ndsledne spracuvaji samostatne. Takyto postup zodpoveda
odporucaniu Schmittgen a Livak (2008), podl'a ktorého sa najskor spriemeruju technické PCR
opakovania prislusnej vzorky a az nasledne sa pracuje s jednotlivymi biologickymi vzorkami.
Poznimka:
o Na oznacenie kvantifikacného cyklu sa v novsej literature pouziva symbol Cgq
(quantification cycle). lde o hodnotu povodne oznacovani aj ako threshold cycle (Ct);
oba pojmy vyjadruju rovnaku velicinu. Oznacenie Cq je pouzivané v sulade s
odporucaniami MIQE (Bustin a kol., 2009). Pri vystupe zo starsich systéemov Applied
Biosystems méze byt tato hodnota v softveri oznacena ako Ct.

Na stanovenie zmeny expresie cielového génu medzi analyzovanym a kontrolnym variantom
sa pouzije komparativna Cq metoda 2 24%podla Livak a Schmittgen (2001), neskor
podrobnejSie spracovana Schmittgen a Livak (2008). Metdoda umoziuje vyjadrit’ expresiu
cielového génu po normalizacii voci stabilnému referenénému génu ako ndsobnii zmenu
vzhl'adom na zvoleny kontrolny variant. V §tadii na ja¢meni siatom bol ako referencny gén
pouzity HvACT, ktorého stabilita bola overena v prisluSnych experimentadlnych podmienkach
(Kanukové a kol., 2025).
Poznamka:
o V sulade s terminologiou MIQE sa pouzZiva oznacenie referencny gén, nie
,, housekeeping gene .

5.1 Komparativna Cq metoda podPla Livak a Schmittgen (2001)

5.1.1 Vypocet ACq

Pre kazdé biologické opakovanie sa najskor vypocita rozdiel medzi priemernou hodnotou Cq
cielového génu a priemernou hodnotou Cq referenéného génu:

ACq = anel’ovy gén — CQreferenény gén

Hodnota ACq predstavuje normalizaciu cielového génu voci referenénému génu. Rovnaky

princip definuju Livak a Schmittgen ako rozdiel kvantifikaénych cyklov cielového a
referenéného génu.
Pozndmka:

e Pri viacerych technickych opakovaniach sa pred vypoctom ACq samostatne

spriemeruju Cq hodnoty cielového a referencného génu. Livak a Schmittgen vyslovne
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upozornuju, ze pri PCR opakovaniach tej istej vzorky je vhodné Cq/Ct hodnoty

spriemerovat este pred vypoctom 2744¢4,

5.1.2 Vypocet AACq
Nasledne sa normalizovana hodnota analyzovanej vzorky porovna s prisluSnym kontrolnym

variantom, ktory predstavuje referen¢nt tiroven experimentalneho porovnania:

AACq = ACQanalyzované\ vzorka — Aquontrolny variant

Ak kontrolny variant pozostava z viacerych nezavislych biologickych opakovani, ako
referen¢na hodnota sa moze pouzit’ ich priemerna ACq:

AACq; = ACq; — AC‘qkontrola

Pri experimentoch zameranych na odpoved rastlin na sucho predstavuje kontrolny variant
rastliny pestované pri optimalnej dostupnosti vody (WW), zatial’ ¢o analyzovanym variantom
su rastliny vystavené stresu suchom (DS). Livak a Schmittgen uvadzaji neosetrenti kontrolu
ako najjednoduchs$iu referen¢ni uroven porovnania; expresia ostatnych vzoriek sa potom
interpretuje vzh'adom na tuto kontrolu.

5.1.3 Vypocet nasobnej zmeny expresie génu

Kone¢néa nasobna zmena expresie génu (fold change) sa vypocita podla vztahu:

Fold change = 2744¢4

Tento vzt'ah predstavuje kone¢nt formu komparativnej Cq metody. Vysledna hodnota vyjadruje
zmenu expresie cielového génu v analyzovanom variante po normalizacii voci referenénému
génu a vzhl'adom na kontrolny variant.
Interpretacia je nasledujuca:
e fold change = 1 — expresia je na Urovni kontrolného variantu,
e fold change > 1 — expresia ciel'ového génu je zvySend vzhl'adom na kontrolny variant,
e fold change <1 — expresia ciel'ového génu je znizend vzhl'adom na kontrolny variant.
Pre kontrolny variant plati AACq = 0, a preto:

20=1

Referenc¢na uroven kontrolného variantu je teda definovana hodnotou 1. Livak a Schmittgen
tento princip pouzivaju priamo pri interpretacii neosetrenej kontroly.
Poznamka:
o Napriklad hodnota fold change = 3 znamend priblizne trojndsobné mnozstvo
transkriptu cielového génu v analyzovanom variante oproti kontrolnému variantu po
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normalizacii voci referencnemu génu. Hodnota fold change = 0,5 znamenda priblizne 50
% urovne kontrolného variantu.

Pouzitie metody 2"(-AACq) predpoklada, ze amplifikacné efektivity cielového a referencného
génu su priblizne rovnaké. Livak a Schmittgen tito podmienku uvadzaju ako zakladny
predpoklad validity AACq vypoctu. Amplifikacna efektivita a jej porovnatelnost’ sa preto
overuju v ramci validacie primerov podla kapitoly 4.5.1. Ak sa efektivity cielového a
referenéného génu vyznamnejsie odliSuju, jednoduchy vypocet 2*(-AACq) nie je vhodny a je
potrebné pouzit’ metddu, ktord rozdielne amplifikacné efektivity explicitne zohl'adiiuje.

5.2 Alternativny vypocet pri rozdielnych amplifika¢nych efektivitach

Ak amplifikacné efektivity cielového a referenéného génu nie st dostatocne porovnatelné, tak
predpoklad komparativnej metody 2~24¢4nie je splneny. V takom pripade mozno pouzit' model
korigovany na rozdielne amplifikacné efektivity podl'a Pfaffl (2001), ktory pri vypocte
relativneho expresného pomeru zohl'adniuje individuélnu amplifikaénua efektivitu cielového aj
referenéného génu. Pfaffl tento pomer definuje ako funkciu amplifikacnych efektivit a
rozdielov kvantifikacnych cyklov medzi kontrolnou a analyzovanou vzorkou.

Relativny pomer expresie sa vypocita podl'a vzt'ahu:

ACqtarget(control-sample)
R = (Etarget)

- (Ereference) Cdreference (control-sample)

kde:
Atharget(COHtFOI - Sample) = CQtarget,control - CQtarget,sample
a
AC'qreference(Control - Sample) = CQreference,control - CQreference,sample
pri¢om:

e R — relativny pomer expresie cielového génu v analyzovanej vzorke vzhladom na
kontrolny variant,

o  Eiarger — amplifikacny faktor cielového génu,

o E.cference — amplifikaény faktor referenéného génu,

*  CQrarget,control — Cq cielového génu v kontrolnom variante,

*  CQqiargetsample — Cq cielového génu v analyzovanej vzorke,
e Cqreferencecontrol — Cq referenéného génu v kontrolnom variante,

e Cqreferencesample — Cq referencneho génu v analyzovanej vzorke.

Pozndmka:
e Pfaffl (2001) pouziva vo svojej prdci oznacenie CP (crossing point); v tejto metodike
pouzivame Standardizované oznacenie Cq (quantification cycle).
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Amplifikacny faktor jednotlivého primerového paru sa stanovi zo smernice Standardnej krivky:

E = 10—1/slope

Pri idedlnej amplifikécii je E = 2, ¢o zodpoveda 100 % amplifikacnej efektivite. Pfaffl vo
svojom modeli pouzil individudlne experimentalne stanovené hodnoty E pre cielovy aj
referenény gén.
Vysledok sa interpretuje obdobne ako ndsobna zmena expresie:

e R = 1-Dbez zmeny vzhl'adom na kontrolu,

e R > 1-zvySena expresia,

e R < 1-zniZend expresia.

5.3 DalSie spracovanie vysledkov

Vypocitané hodnoty ndsobnej zmeny expresie (fold change), resp. relativneho pomeru expresie
pri pouziti modelu korigované¢ho na amplifikacnii efektivitu, mozno nasledne Statisticky
vyhodnotit’ podl'a ciela a experimentdlneho dizajnu konkrétnej §tadie. Technické opakovania
sluZia na kontrolu reprodukovatel'nosti gPCR merania a po kontrole ich zhody sa spriemeruju;
zakladnou jednotkou naslednej inferencnej analyzy st nezéavislé biologické opakovania.

e Pri porovnani dvoch nezavislych experimentalnych skupin mozno pouzit’ parametricky
test, napriklad nezavisly Studentov t-test, ak su splnené jeho predpoklady, alebo vhodnu
neparametricki  alternativu, napriklad Mann-Whitney U test. Pri péarovom
experimentalnom usporiadani, ked’ si porovnavané hodnoty odvodené od tej istej
biologickej jednotky, sa pouzivaji parové testy.

e Pri experimentoch zahfilajucich viac urovni jedného faktora moZno pouzit
jednofaktorova ANOVA alebo zodpovedajuci neparametricky pristup. Ak experiment
zahfiia viac faktorov, napriklad genotyp X oSetrenie, je vhodné pouzit’ viac faktorova
ANOVA alebo vSeobecnejsi linearny model, ktory umozZiluje hodnotit’ hlavné efekty
jednotlivych faktorov aj ich interakciu. Pri hierarchickom alebo opakovanom
experimentalnom dizajne moZno pouZit' zmieSané modely s vhodne definovanymi
fixnymi a ndhodnymi efektmi.

e Na hodnotenie vztahov medzi expresiou jednotlivych génov alebo medzi génovou
expresiou a fyziologickymi ¢i biochemickymi parametrami mozno pouzit' korela¢na
alebo regresnll analyzu. Pri si¢asnom hodnoteni vicsieho poctu génov alebo genotypov
mozno expresné profily d’alej skimat’ pomocou explorativnych mnohorozmernych
metod, napriklad PCA alebo hierarchickej klastrovej analyzy.

e Pri paralelnom testovani vicSieho poctu génov alebo experimentalnych porovnani je
potrebné zohl'adnit’ aj problém viacnasobného testovania a podla potreby pouzit
korekciu hladiny vyznamnosti, napriklad kontrolu false discovery rate (FDR).

Poznamka:
e Nisobnd zmena expresie 2724 je vhodna najmd na biologickii interpretdciu a grafickii
prezentdaciu vysledkov. Pri inferencnom Statistickom testovani je casto vhodnejsie
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pracovat’ s normalizovanymi hodnotami na logaritmickej Skadle, naprikiad s ACq,
pripadne s log:-transformovanymi relativiymi hodnotami, pretoze fold-change udaje su
exponencialne odvodené a ich distribucia byva asymetrickd. Konkrétna volba vsak musi
zodpovedat experimentalnemu dizajnu a pouZitemu Statistickému modelu.
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6. Zaver

Metodické postupy uvedené v tejto prirucke predstavuju uceleny a experimentalne overeny
ramec pre analyzu génovej expresie rastlin vystavenych stresu zo sucha, pricom expresia génov
HvABF2, HvP5CS, HvSODI a HvAPXI ujatmena siateho tvori komplementarny subor
molekularnych ukazovatel'ov charakterizujicich ABA-dependentnii regulaciu stresovej
odpovede, osmoticku reguldciu a antioxidacné obranné mechanizmy. Jednotlivé protokoly boli
formulované tak, aby zabezpecovali jednotné a kontrolované podmienky odberu a spracovania
rastlinného materialu, izolacie a kontroly kvality RNA, syntézy cDNA a RT-qPCR analyzy, ¢o
v spojeni s validaciou primerov, normalizaciou voci stabilnému referenénému génu, presne
definovanymi vypocCtovymi postupmi a odporicaniami pre Statistické spracovanie udajov
umoziuje konzistentné a spol'ahlivé hodnotenie transkripcnej odpovede rastlin. Integrované
hodnotenie viacerych funkéne odlisSnych génov zaroven umoznuje lepSie charakterizovat
genotypovo Specifické expresné profily, pricom samotna intenzita expresie jedného génu
nepredstavuje jednoznacny ukazovatel tolerancie voc¢i suchu. Takto vystavany metodicky
ramec podporuje reprodukovatelnost’ vysledkov naprie¢ experimentmi a ulahcuje ich
interpretaciu v kontexte genotypovej variability, intenzity stresu a rozdielov medzi
experimentdlnymi podmienkami. Prirucka zaroven vytvara priestor na prepojenie
molekularnych ukazovatelov s fyziologickymi a biochemickymi analyzami, ¢o umoziluje
komplexnejSiu charakterizdciu mechanizmov spojenych s toleranciou rastlin voc¢i suchu a
poskytuje vyuzitelny podklad pre experimentalny vyskum a Slachtitel'ské programy zamerané
na adaptéaciu plodin na meniace sa klimatické podmienky.
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8. Prilohy

Protokoly uvedené v tejto prilohe slizia ako vzory na zaznamenavanie udajov pocas
jednotlivych etap experimentalnej prace a nadvdzuju na prislusné kapitoly metodickej prirucky.
Umoznuju systematicky zaznamendvat® podmienky zalozenia a pestovania experimentu,
priebeh aplikacie stresu suchom a monitoring vlhkosti substratu, odber a uskladnenie
rastlinného materidlu, izolaciu a kontrolu kvality RNA, syntézu ¢cDNA, validaciu primerov,
pripravu a priebeh RT-qPCR analyzy, rozlozenie vzoriek na 96-jamkovej platni¢ke, hodnoty Ct,
vypocet relativnej génovej expresie a nasledné Statistické a biologické vyhodnotenie vysledkov.
Sucast'ou prilohy su aj formulare na evidenciu pouzitych chemikalii, komerénych suprav a
pristrojov a na zaznamenanie pripadnych odchylok od metodického postupu a prijatych
napravnych opatreni. Jednotlivé formulare su oznacené kodmi P-01 az P-13 a ich dosledné
vedenie zabezpecuje Uplnu a spétne overite'n primarnu dokumentaciu experimentu, podporuje
sledovatel'nost’ jednotlivych pracovnych krokov, kontrolu kvality a reprodukovatelnost’
ziskanych vysledkov.

Zoznam protokolov:
e P-01 — Zalozenie experimentu a podmienky pestovania — kap. 4.1.1
e P-02 — Aplikacia stresu suchom a denny monitoring vlhkosti substratu — kap. 4.1.2
e P-03 — Odber a uskladnenie rastlinného materialu — kap. 4.1.2
e P-04 — Izolécia celkovej RNA (NucleoSpin® RNA Plant) — kap. 4.2
e P-05 - Kontrola kvantity a kvality izolovanej RNA — kap. 4.3
e P-06 — Syntéza komplementarnej DNA (cDNA) — kap. 4.4
e P-07 — Validécia primerov — kap. 4.5.1
e P-08 — qPCR - priprava reak¢énej zmesi a teplotny program — kap. 4.6.2
e P-09 — Plan rozlozenia vzoriek na 96-jamkovej qPCR platnicke — kap. 4.6.3
e P-10 — Zaznam hodndt Ct a vypocet relativnej génovej expresie — kap. 5.1
e P-11 — Sthrnné vyhodnotenie a Statistické spracovanie — kap. 5.2 a 5.3
e P-12 — Evidencia chemikalii, stiprav a pristrojov — kap. 2 a 3
e P-13 — Zaznam odchylok od metodiky a napravnych opatreni — kap. 4 — 5

V protokoloch sa pouzivaji nasledujuce skratky oznacujice experimentalne varianty, parametre
pestovatel'skych podmienok, kontroly a veli€iny vyuZzivané pri analyze génovej expresie:

e  WW — kontrolny variant s dostatocnou zavlahou (well-watered)

e DS — variant vystaveny stresu suchom (drought stress)

e  VWC - objemova vlhkost’ substratu (volumetric water content)

e FC - pol'na vodna kapacita (field capacity)

e LN: — tekuty dusik

¢ RH - relativna vlhkost’ vzduchu

e PAR — fotosynteticky aktivne Ziarenie

e Ct/ Cq — prahovy cyklus / kvantifika¢ny cyklus

e NTC - kontrola bez templatu (no-template control)

e RT- - kontrola bez reverznej transkriptazy
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RQ - relativne mnozstvo transkriptu (relative quantity), resp. ndsobnd zmena
expresie (fold change)

log:FC — binarny logaritmus ndsobnej zmeny expresie

SD — smerodajna odchylka

n — pocet biologickych opakovani

49



ZALOZENIE EXPERIMENTU A PODMIENKY PESTOVANIA Metodika, kap. 4.1.1

Kod / nazov experimentu Datum vysevu

Drubh rastliny (lat. nazov) Zodpovedny riesitel’
Rastova komora / fytotroén ¢. Substrit (typ, Sarza)
Objem vegeta¢nej nadoby (mL) Pocet semien na nadobu

A. Zoznam genotypov a experimentialnych variantov

MR Pocet nadob LESHTG Oznacenie nadob Datum vzidenia Poznamka

P. ¢ Genotyp / odroda DS) nadobu

B. Nastavené a overené podmienky pestovania

Parameter Odporucany rozsah Nastavena hodnota Datum Kontroly ‘ Podpis ‘

Fotoperioda (h svetlo / h tma) 14-16/8-10
Intenzita osvetlenia PAR (umol-m™-s™") 150 - 250
Teplota — deti (°C) 20-25
Teplota — noc (°C) 16 —20
Relativna vlhkost’ vzduchu (%) 40-70
Zalievka pred zaciatkom stresu (mL/nadobu)

Kontrolny zoznam

O do kazdej nadoby vysiaty rovnaky pocet semien O pouzity homogénny substrat z jednej Sarze

O nadoby nahodne rozmiestnené v rastovej

O pripravené min. 3 nezavislé biologické opakovania
komore

O podmienky komory zaznamenané pred

O nadoby jednoznaéne a trvalo oznacené o
zaciatkom pokusu

Poznamky, odchylky od metodiky, rieSené problémy
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APLIKACIA STRESU SUCHOM A DENNY MONITORING VLHKOSTI Metodika, kap. 4.1.2

Kod experimentu Genotyp / séria nadob

Rastové Stadium na zaciatku Déitum zatiatku stresu (dei 0)

stresu

Metoda merania vlhKkosti O senzor [ gravimetricky Typ senzora / vah

Cielové rozpitie VWC — Cielové rozpitie VWC — stres
kontrola WW (%) DS (%)

A. Denny ziaznam vlhkosti substratu a zilievky

OV _ W Doplnena
Deii Datum Cas VAULGE A voda WW

(%) (mL)

VWC -DS Doplnena
(%) voda DS (mL)

Vizualne symptomy

e e stresu

Podpis

Orienta¢né kategérie vodného stresu (podPa Brahmi a kol., 2023)

mierny stres: cca 50 % FC stredny stres: 30 — 35 % FC silny stres: <20 % FC
O zalievka kontroly udrziavana bez vykyvov O meranie vykonavané denne v rovnakom ¢ase
O rozdiel medzi WW a DS zachovany pocas celého obdobia O nadoby priebezne nahodne premiestiiované
O dizka stresu rovnaka pre vietky varianty (E‘jbi(r)zirihnuté ciefové hodnota VWC pred

Poznamky, odchylky od metodiky, rieSené problémy
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ODBER A USKLADNENIE RASTLINNEHO MATERIALU Metodika, kap. 4.1.2

Kod experimentu Datum odberu
Termin odberu (T1/T2/...) Deii stresu pri odbere
Cas zatiatku — konca odberu Odoberajica osoba

Odoberané pletivo a pozicia na

rastline Hlbokomraziaci box (€. / polica)

A. Zoznam odobratych vzoriek

P. ¢ ID vzorky Genotyp %‘l‘;l;l]l)lé (3)1‘(‘)]1\ mﬁ;ﬁ_u Hn(l::]tg)o st LN: Um_i;ztgr(ljie Y Poznimka

1 |

2 |

3 |

4 O

5 |

6 |

7 |

8 |

9 |

10 |

11 |

12 |

13 |

14 |

15 |

16 |

17 |

18 |

Ly en ]

O odber v rovnakom dennom ¢ase pre vietky varianty O odber z rovnakej pozicie na rastline
O porovnatel'né svetelné podmienky pocas odberu (I):(Ijbr;z::teriél zmrazeny v LN2 bezprostredne po
O skamavky oznacené pred odberom, popis odolny voéi LNz O transport do —80 °C bez rozmrazenia
Poznamky, odchylky od metodiky, rieSené problémy

52



IZOLACIA CELKOVEJ RNA (NUCLEOSPIN® RNA PLANT)

Metodika, kap. 4.2

Datum izolacie Vykonal

Izola¢na stiprava — Sarza / 2 , .
. Pocet spracovanych vzoriek

expiracia
rDNaza — datum rekonstiticie RA3 — datum pridania etanolu
Homogenizator / spdsob drvenia Centrifuga (ev. ¢&., teplota)

A. Ziznam vykonania jednotlivych krokov

Krok | Ukon podla metodiky Otacky Vykonané / poznamka
1 Homogenizacia < 100 mg pletiva v tekutom dusiku na jemny prasok — — O
2 Pridanie 350 pL RA1 (O RA1 O RAP) + 3,5 uL B-merkaptoetanolu, vortex — — O
3 NucleoSpin® Filter (fialovy krazok), centrifugacia 11000 x g 1 min O
4 Prenos filtratu + 350 pL 70 % etanolu, 5x premiesanie pipetou — — O
5 Nanesenie na kolénu (modry kruzok), centrifugacia 11000 x g 30s O
6 Odsolenie membrany — 350 uL. MDB, centrifugacia 11000 x g 1 min O
7 Nanesenie 95 puL reakénej zmesi rDNazy na stred membrany — — O
8 Inkubacia pri laboratornej teplote (Cas Start — koniec: ............ — ) lab. teplota 15 min O
9 Premytie — 200 uL. RAW2, centrifugacia 11000 x g 30s O
10 | Premytie — 600 pL RA3, centrifugacia 11000 x g 30s O
11 | Premytie — 250 uL RA3, centrifugacia (vysuSenie membrany) 11000 x g 2 min O
12 | Elucia RNaza-free vodou (00 60 pL [ 40 pL), centrifugacia 11000 x g 1 min O

O

13 | Umiestnenie eluatu na I'ad a ulozenie pri —80 °C — —

B. Reakéna zmes rDNazy (10 pL rDNaza + 90 pL reakéného timivého roztoku na vzorku)

Zlozka Na 1 vzorku (nL) Pocet vzoriek x 1,1 Potrebny objem (nL) Sarza / pozndmka
Rozpustena rDNaza 10
Reakény tlmivy roztok pre rDNazu 90
Spolu 100

C. Spracované vzorky

Lyzaény pufor (RA1/
RAP)

ID vzorky Navazka (mg)

Objem elucie (uL)

Poznamka

Poznamky, odchylky od metodiky, rieSené problémy
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KONTROLA KVANTITY A KVALITY IZOLOVANEJ RNA Metodika, kap. 4.3

Datum merania Vykonal

Spektrofotometer (typ, ev. ¢.) Blank (RNaza-free voda, $arza)

A. Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a ¢istoty RNA

Koncentracia Objem pre 1 pg

Aze0/ Azs0 Az60/ A230

ID vzorky (ng-pL) RNA (uL) Hodnotenie / poznamka
1 O vyhovuje O nevyhovuje
2 O vyhovuje O nevyhovuje
3 O vyhovuje [ nevyhovuje
4 O vyhovuje O nevyhovuje
5 O vyhovuje [ nevyhovuje
6 O vyhovuje O nevyhovuje
7 O vyhovuje [ nevyhovuje
8 O vyhovuje [ nevyhovuje
9 O vyhovuje O nevyhovuje

B. Agarézova gélova elektroforéza — kontrola integrity RNA

Koncentracia agarézy (% w/v) Elektroforeticky pufor OTAE OTBE
Napiitie / intenzita pola | ....... V (5-6V-em) Doba elektroforézy

Interkalaéné farbivo Velkostny marker

MnoZstvo nanesenej RNA (ng) 0,5-1,0 Denaturacia vzoriek (65 — 70 °C) O ano [ nie

Draha &.

Vzorka / marker

25S a 18S rRNA

z O O O O O O O O O O O O
ostré
Degradicia (smear) O O O O O O O O O O O O
Signal gDNA nad
RNA O O O O O O O O O O O O

C. Miesto na vloZenie fotografie separacie RNA v géli

Celkové hodnotenie RNA

O RNA vyhovuje — mozno pouzit' na syntézu cDNA O potrebné dodatoéné Stiepenie DNazou O izolaciu opakovat z novej vzorky

Poznamky, odchylky od metodiky, rieSené problémy
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P-06 SYNTEZA KOMPLEMENTARNEJ DNA (REVERTAID FIRST STRAND) Metodika, kap. 4.4

Datum syntézy Vykonal
Suprava — §arZa / expiracia TermocyKklér (typ, ev. ¢.)
:S:;:Eil:le mnoZstvo RNA na 1 ng/ 20 pL reakcie Typ primerov random hexaméry (100 pM)

A. Priprava vzoriek — RNA, primer a voda do objemu 12 pL

Objem RNA pre 1

Primer (pL) Voda do 12 pL (pL) Reakcia Poznamka

P. ¢ ID vzorky ¢ RNA (ng-pL™) )
1 1,0 ORT+ ORT-
2 1,0 O RT+ ORT-
3 1,0 ORT+ ORT-
4 1,0 O RT+ ORT-
5 1,0 ORT+ ORT-
6 1,0 O RT+ ORT-
7 1,0 O RT+ ORT-
8 1,0 ORT+ ORT-

B. Enzymaticka zmes (8 pL na reakciu) — vypocet spolo¢nej zmesi

Zlozka 1 reakcia (pL) Pocet reakcii x 1,1 = Potrebny objem (uL) ‘ Sarza
5% reakény tlmivy roztok 4,0
RiboLock RNase Inhibitor (20 U-pL™) 1,0
dNTP Mix (10 mM) 2,0
RevertAid Reverse Transcriptase (200 U-pL™) 1,0
Spolu na 1 reakciu 8,0

C. Teplotny program reverznej transkripcie

Krok Teplota Vykonané Pozniamka
Naviazanie random hexamérov 25°C 5 min O

Syntéza prvého vlakna cDNA 42°C 60 min O

Inaktivacia reverznej transkriptazy 70 °C 5 min O

Cas zatiatku / ukon&enia programu UloZenie cDNA O-20°C O-80°C

Kontrolny zoznam

O reagencie po rozmrazeni premiesané a kratko centrifugované

O zmes pripravovana na l'ade bezprostredne pred
pouzitim

O pripravena kontrola bez templatu (RNA

O pripravena kontrola RT— (enzym nahradeny vodou) nahraden vodou)

O cDNA rozdelena na alikvoty a oznacena kédom vzorky

Poznamky, odchylky od metodiky, rieSené problémy
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VALIDACIA PRIMEROV Metodika, kap. 4.5.1

Gén (oznacenie) GenBank / pristupové ¢.
Forward primer (5'—3’) Reverse primer (5'—3’)
Teplota topenia Tm (°C) Velkost’ amplikénu (bp)

SarZa primerov / ditum

dodania Détum analyzy / vykonal

A. Riediaci rad zisobnej cDNA a namerané hodnoty Ct

Koncentracia cDNA

(pe-pL™) logio koncentracie Ct — opakovanie 1 Ct — opakovanie 2 Priemer Ct Poznamka

50 000

5000

500

50

NTC (bez templatu) —

B. Vyhodnotenie Standardnej krivky

Smernica regresnej priamky s Koeficient determinicie R?
Amplifika¢ny faktor E =107(—1/s) Amplifika¢na efektivita (%)
Tm produktu z krivky topenia (°C) Pocet vrcholov na derivacnej krivke
C. Graf zavislosti Ct od logo koncentracie cDNA

Ct

logio koncentracie cDNA (pg-pL™)

Zaver validacie

O par primerov VYHOVUIE (efektivita 90 — 110 %, R*> 0,98, jeden dominantny vrchol) 0O NEVYHOVUIE - potrebna optimalizicia

Poznamky, odchylky od metodiky, rieSené problémy
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qPCR - PRIPRAVA REAKCNEJ ZMESI A TEPLOTNY PROGRAM Metodika, kap. 4.6.2

Kod qPCR behu (Run ID) Datum

?;al-nme PCR systém (typ, ev. Vykonal

SYBR Green Master Mix — o5 e

Sarza Typ platnicky / uzaveru
Analyzovany gén (gény) Pocet reakcii na platnicke

A. Reakéna zmes (konecny objem reakcie 25 pLL = 24 pL zmesi + 1 pL cDNA s 25 ng)

Zlozka 1 reakcia (nL) Pocet reakeii x 1,1 = Potrebny objem (nL) Sarza
SYBR® Green PCR Master Mix 12,5

Forward primer (10 uM) 0,375

Reverse primer (10 pM) 0,375

Voda bez nukleaz 10,75

Spolo¢na reakéna zmes spolu 24,0

¢DNA (25 ng-uL™) — pipetuje sa do jamky samostatne 1,0 — —

B. Teplotny program

Krok Teplota Pocet cyklov Vykonané / poznimka
Uvodna inkubécia 50°C 2 min 1 O

Aktivacia polymerazy a denaturacia 95 °C 10 min 1 O

Denaturacia 95 °C 15s 40 O

Nasadanie primerov a elongacia (meranie 60 °C 1 min 40 O

fluorescencie)

Analyza krivky topenia (melt curve) 1 O

Cas zatiatku behu Cas ukontenia

C. Kontroly zaradené do behu

Kontrola Zaradena Jamky (pozicie) Vysledok (Ct / bez amplifikacie)
NTC - kontrola bez templatu O éano O nie

RT- - kontrola bez reverznej transkriptazy O éano O nie

Kontrola (kontrolny variant WW) O 4ano O nie

Inter-run kontrola (pri viacerych platnickach) O ano O nie

O spolo¢na reakéna zmes pripravena bezprostredne pred pouzitim O Master Mix chraneny pred svetlom

O platnicka uzavreta optickou foliou / uzavermi 5 d?llca}:g if:}};ahk;ikl?ncentrifugované, bez

O vyplneny plan platnicky (P-09), primery overené (P-07)

Poznamky, odchylky od metodiky, rieSené problémy
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PLAN ROZLOZENIA VZORIEK NA 96-JAMKOVEJ qPCR PLATNICKE Metodika, kap. 4.6.3

Kod behu (Run ID) Datum Pristroj Vykonal
Analyzované gény Referenény gén Platnicka — SarZza Strana/z
Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2
A
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 BI11 B12
B
c () 3 c4 s c6 c7 [ 9 cio ci cn
C
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 DI0 D11 DI2
D
El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10 Ell El12
E
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 Fl11 F12
F
Gl G2 @3 G4 Gs G6 G7 G8 Go Glo Gl G2
G
HI H2 H3 H4 HS5 H6 H7 H8 HY HI0 HI1 HI2
H

Oznacenie v jamke Genotyp / odroda Variant (WW/DS) Biol. opak. é Techn. opak. JamKy (pozicie) Poznamka

O NTC —jamky: ...ooovneeieneninienans O RT——jamky: .....oevviinininnenn. O kontrola (WW) —jamky: .........cccoeeininnne O inter-run kontrola — jamky: ................c........
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ZAZNAM HODNOT CT A VYPOCET NASOBNEJ ZMENY GENOVEJ EXPRESIE Metodika, kap. 5.1

Kod behu (Run ID) Datum vyhodnotenia Referenény gén

Kontrola (vzorka WW) ‘ ‘ Metoda kvantifikacie

T — - i T
?2 éOIA)ACt) podl'a Livaka a Schmittgena Vyhodnotil ‘

‘ Variant i ‘ Gén ’ Ct1 Rozdiel £ 0,5 Priemer Ct ‘ Ct ref. gén ’ ACt 27 (—AACY) log:FC

10

12

13

14

15

Kontrola kvality behu ) Krivka topenia Technické opakovania

Vysledok [ bez amplifikacie O bez amplifikacie [ jeden vrchol O rozdiel < 0,5 Cq O beh akceptovany [ opakovat’

PoznamKy k behu (vyradené reakcie, dovod vyradenia, opakované merania)

59



SUHRNNE VYHODNOTENIE A STATISTICKE SPRACOVANIE Metodika, kap. 5.2 2 5.3

Kod experimentu Datum spracovania

Pocet biologickych opakovani

()

Pouzity softvér / verzia

Hladina vyznamnosti p<0,05 ‘Vyhodnotil

A. Overenie predpokladov Statistickej analyzy

Test ‘ Testovana premenna Hodnota P Predpoklad splneny
Shapiro—Wilkov test (normalita) Oano [ nie
Leveneho test (homogenita variancii) O éno O nie
Zvoleny test O Studentov t-test [ Mann—Whitneyho U test [ dvojfaktorova ANOVA Oiny: ...............

B. Suhrnné vysledky relativnej expresie (priemer + SD)

Genotyp Gén RQ (priemer) Hodnota P Vyznamnost’

ns/ ¥/ k¥ [ kEk

ns/ ok kE [ kEE

ns/ ¥/ k[ kEk

ns/ ok kE [ kEE

ns/ ¥/ k[ kEk

ns/ k k% [ kEE

ns/ ¥/ k¥ [ kEk

ns/ k¥ k% [ EkEE

ns/ ¥/ k¥ [ kEk

ns/ k¥ k% [ EkEE

ns/ ¥/ k¥ [ kEk

ns/ k¥ k% [ EkEE

ns/ ¥/ k¥ [ kEk

ns/ k¥ k% [ EkEE

ns/ ¥/ k¥ [ kEk

ns/ k¥ k% [ EkEE

Oznacdenie vyznamnosti: * P <0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns — Statisticky nevyznamné. RQ > 1 = zvySena expresia (up-regulacia), RQ < 1 = znizena expresia
(down-regulacia).

C. Doplnkové analyzy a interpretacia

O Pearsonov korelacny koeficient O z-score transformacia O PCA O hierarchicka klastrova analyza (HCA) O log:FC transformacia

Strué¢na interpretacia vysledkov (smer a intenzita odpovede, variabilita, genotypové rozdiely)
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EVIDENCIA CHEMIKALIL, SUPRAV A PRISTROJOV Metodika, kap. 2 a 3

Kod experimentu Obdobie riesenia

A. Chemikailie, stipravy a spotrebny material

Reagencia / siiprava /yrobcs Katalogové ¢. Sarza (lot) Expiracia Otvorené dia

1 | NucleoSpin® RNA Plant kit

2 | rDNaza (sucast’ supravy)

RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit

4 SYBR® Green PCR Master Mix

5 | Random hexamérové primery

6 | Primery — cielovy gén

7 | Primery — referencny gén

8 | B-merkaptoetanol

9 | Etanol 96 — 100 %

10 | RNaza-free voda

11 | Agaroza

12 | Interkala¢né farbivo

Pristroj Typ / model Evidené¢né ¢&. Posledn:e:f‘z:il;bracm d Poznamka

1 Homogenizator (TissueLyser / trecia miska)

2 | Chladena centrifiga

3 | Analytické vahy

4 | Spektrofotometer NanoDrop

5 | Termocyklér

6 | Real-time PCR systém

7 | Elektroforeticka vana a zdroj napétia

8 | Dokumentaény systém / UV transiluminator

9 | Rastova komora / fytotron

10 | P6dny vlhkomer

11 | Hlbokomraziaci box —80 °C

PozniamKky, odchylky od metodiky, rieSené problémy
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ZAZNAM ODCHYLOK OD METODIKY A NAPRAVNYCH OPATRENI Metodika, kap. 4 — 5

Kod experimentu Zodpovedny riesitel’

Zaznamenajte kazda odchylku od postupu uvedeného v metodickej prirucke (zmena objemov, ¢asov, teplot, opakované merania, vyradené vzorky, technické poruchy).
Zéaznam sa vypliia bezprostredne po zisteni odchylky.

Vplyv na

Protokol / krok Popis odchylky a jej pri¢ina Prijaté opatrenie

vysledky
1 O éno [ nie
2 O éno [ nie
3 O ano [ nie
4 O ano [ nie
5 O éano [ nie
6 O éano [ nie
7 O ano [ nie
8 O ano [ nie
9 O éano [ nie
10 O éano [ nie
11 O ano [ nie
12 O ano [ nie
13 O éano [ nie
14 O ano [ nie
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Poznamky:
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    E = 10  − 1 / s l o p e


  E f e k t i v i t a  (%) =  ( E − 1 ) × 100


   2  − Δ Δ C q


  Δ C q = C   q  c i e ľ o v ý   g é n − C   q  referen č n ý   g é n


   2  − 𝛥 𝛥 C q


  Δ Δ C q = Δ C   q  analyzovan á   vzorka − Δ C   q  kontroln ý   variant


  Δ Δ C   q  i = Δ C   q  i −     Δ C q ‾ kontrola


   Fold   change =  2  − Δ Δ C q


  Δ Δ C q = 0


   2 0 = 1


   2  − Δ Δ C q


  R =      (   E target )  Δ C   q target  ( control − sample )     (   E reference )  Δ C   q reference  ( control − sample )


  Δ C   q target  ( control − sample ) = C   q  target , control − C   q  target , sample


  Δ C   q reference  ( control − sample ) = C   q  reference , control − C   q  reference , sample


  𝑹  


    𝑬  𝐭 𝐚 𝐫 𝐠 𝐞 𝐭  


    𝑬  𝐫 𝐞 𝐟 𝐞 𝐫 𝐞 𝐧 𝐜 𝐞  


  𝑪   𝒒  𝐭 𝐚 𝐫 𝐠 𝐞 𝐭 , 𝐜 𝐨 𝐧 𝐭 𝐫 𝐨 𝐥  


  𝑪   𝒒  𝐭 𝐚 𝐫 𝐠 𝐞 𝐭 , 𝐬 𝐚 𝐦 𝐩 𝐥 𝐞  


  𝑪   𝒒  𝐫 𝐞 𝐟 𝐞 𝐫 𝐞 𝐧 𝐜 𝐞 , 𝐜 𝐨 𝐧 𝐭 𝐫 𝐨 𝐥  


  𝑪   𝒒  𝐫 𝐞 𝐟 𝐞 𝐫 𝐞 𝐧 𝐜 𝐞 , 𝐬 𝐚 𝐦 𝐩 𝐥 𝐞  


  E =  10  − 1 / slope


  E = 2


  E


  R = 1


  R > 1


  R < 1


   2  − 𝛥 𝛥 C q

