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Souhrn

Diplomova prace se zabyva molekularni analyzou myb5 a par mutantnich linii tolice

Medicago truncatula Gaertn.

V uvodu literarni reSerSe je charakterizovana modelova rostlina bobovitych Medicago
truncatula, pricemz stézejni diraz je kladen na popis stavby a vyvoje semene. Zminéna je
funkce osemeni a jeho vyznam v souvislosti s dormanci a germinaci semen. Dale je popsana
funkce proanthokyanidinii v rostlindch a jejich biosyntetickd draha, v¢etné moznosti jeji
regulace na transkripéni urovni. V zavéru teoretické ¢asti je zminén vyznam inzer¢ni

mutageneze pro studium funkce genti.

Experimentalni ¢ast prace se vénuje zejména transkriptomické analyze vzorkl semen
Medicago truncatula metodou qRT-PCR, zamétené na zjisténi miry ovlivnéni exprese gent
souvisejicich s biosyntetickou drahou proanthokyanidini mutaci v genech transkripénich
faktori MtPAR a MtMYB5. Doplitkové byla provedena také predbéznéd anatomicka studie
osemeni a ve splupraci s katedrou analytické chemie take analyza jeho sloZeni s dirazem na

rozpustné proanthokyanidiny.

Zjisténé poznatky ptispély k charakterizaci gent aktivnich béhem vyvoje osemeni

Medicago truncatula, pravdépodobné tizenych MtMYB5 a MtPAR transkripénimi faktory.



Summary

This diploma thesis is focused on the molecular analysis of myb5 and par mutant lines

of Medicago truncatula Gaertn.

The theoretical part at first characterizes the model legume Medicago truncatula, with
the emphasis on seed structure and development. The seed-coat function is mentioned and its
relation to seed dormancy and germination is explained. Subsequently, the importance of
proanthocyanidins in plants is described, including their biosynthesis pathway and methods of
its transcription regulation. At the end, the significance of insertion mutagenesis on the field

of gene function study is underlined.

The main focus of the experimental section of the thesis is on qRT-PCR transcriptome
analysis of selected Medicago truncatula seeds, with the intension of evaluating changes in
the expression of genes related to proanthocyanidin biosynthesis pathway, modified by Tntl
mutation in MtPAR and MtMYBS5 transcription factors. Additionally, preliminary anatomic
study of the seed-coat was performed, and in co-operation with the Department of Analytical

Chemistry the content of soluble proanthocyanidins in the seed-coat was noted.

The findings of this diploma thesis have made a contribution to the characterization of
genes expressed during the development of Medicago truncatula’s seed-coat, presumably
regulated by MtPAR and MtMY B5 transcription factors.
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1 UVOD

Bobovité rostliny (Fabaceae), mezi néz se fadi i rostliny rodu Medicago, jsou
hospodarsky vyznamnou skupinou péstovanych rostlin vyuzivanych jako Iusténiny nebo
picniny. Medicago truncatula je modelova rostlina bobovitych se znamym genomem a fadou
dostupnych mutatnich linii. Neprosla domestikacnim procesem, coz se mimo jiné projevuje
dormanci semen zptsobenou nepropustnosti osemeni. Omezeny piijem vody semenem
souvisi nejen s touto mechanickou bariérou, ale pravdépodobné také s flavonoidnimi latkami,
jako jsou proanthokyanidiny, pro néz pfedstavuje osemeni hlavni misto syntézy i akumulace.
Studium biosyntetické drahy téchto latek by tak mohlo objasnit, jak je fyzikaln¢ dana

dormance semen regulovana.

Diplomova prace se zabyva analyzou exprese transkripénich faktori MtMYBS5
a MIPAR, o nichz se predpoklada, ze hraji dllezitou roli v regulaci syntézy
proanthokyanidint. Na zékladé porovnani projevli mutantnich rostlin a rostlin s intaktnimi
geny MtMYBS5 a MtPAR bylo zjistovano, do jaké miry tyto transkripéni faktory vznik

proanthokyanidind reguluji, a zda ovliviiuji 1 syntézu anthokyanidinti.

Ziskané poznatky prace ptispivaji k blizsi charakterizaci gend aktivnich béhem vyvoje
osemeni Medicago truncatula, pravdépodobné fizenych MIMYBS5 a MtPAR transkripénimi
faktory.



2 CILE PRACE

o Literarni reSerSe na téma stavby a vyvoje semene Medicago truncatula a biosyntetické
drahy proanthokyanidind v kontextu vyvoje osemeni.
. Molekularni analyza sledovanych homozygotnich mutantnich linii tolice, kvantitativni

RT-PCR vybranych gent, statistické vyhodnoceni zjisténych dat.

10



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 MODELOVA ROSTLINA MEDICAGO TRUNCATULA

Luskoviny jsou ekonomicky vyznamnou skupinou péstovanych rostlin, nejen
vzhledem k produkci semen obsahujicich vysoky podil bilkovin, ale také diky schopnosti
symbioticky fixovat vzdusny dusik. VétSina zastupct luskovin ma vsSak velky genom
obsahujici vysoky pocet repetitivnich sekvenci, vykazuji slozitou ploidii ¢i problémy

S péstovanim transgennich rostlin (Cook 1999).

S ohledem na vySe napsané se v devadesatych letech minulého stoleti objevila ve
védeckych kruzich snaha o nalezeni modelové rostliny, ktera by umoznila jak blizsi studium
procesu fixace dusiku, tak zkoumani sekundarniho metabolismu, rezistence k biotickym
1 abiotickym vliviim a v neposledni fad¢ také genomicky, proteomicky, transkriptomicky c¢i
metabolomicky vyzkum (Cook 1999; Cheng et al. 2014; Young et Udvardi 2009). V roce
1990 byla skupinou francouzskych laboratofi jako modelovy organismus bobovitych
navrhnuta tolice Medicago truncatula (tolice srpovita ¢i pobiezni; Barker et al. 1990), o dva
roky pozdgji vybrali ke stejnému ucelu Handberg et Stougaard (1992) Lotus japonicus
(Stirovnik rdzkaty). Jak vsak podotkl ve svém komentati Cook (1999), zajem o vyuziti
M. truncatula jako modelové rostliny se zacal zvySovat teprve nékolik let pied miléniem, a to
vzhledem knové dostupnym genovym zdrojim zruznych ekologickych podminek ¢i
geografickych oblasti a rozsifenym moznostem genetické transformace a ziskani mutantnich

linii.

Rostlina M. truncatula (obr. P1 v ptiloze) je pfevazné samospra$na, disledkem ¢ehoz
je vysoce homozygotni. Ma pomérné kratkou genera¢ni dobu 9-14 tydnl v zavislosti na
ekotypu, vyhodna je existence fady ekotypi a relativné G¢inné moznosti transformace,
vedouci ke vzniku mutantnich populaci (Cook 1999; Hoffmann et al. 1997; Young et Udvardi
2009). Navic se jedna o plané rostouci druh, disponujici velkou genetickou variabilitou
(Gallardo et al. 2006).
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3.1.1. Fylogenetické zarazeni

Rod Medicago (tolice) oznacuje dvoudélozné rostliny patiici do celedi Fabaceae
(bobovité). Fylogeneticky ptivod Medicago saha do sttedomoiské oblasti, odkud byla rostlina
rozSifena na dalsi izemi s podobnym klimatem (jizni Afrika, Chile) a nahodn¢ zavleCena také
do Austrélie. V soucasnosti se péstuje zejména za hospodatskym ucelem jako krmné plodina
pro dobytek (Bonnin et al. 1996; Frame c2017; Ronfort et al. 2006). Rod je blizce piibuzny
s fadou péstovanych luskovin, jako je hrach (Pisum), ¢ocka (Lens), cizrna (Cicer) nebo bob
(Vicia), ackoli od téchto se linie Medicago fylogeneticky oddélila béhem poslednich 25
miliont let. Historicky ptvodnéjsi zaklad sdili srody stirovnik (Lotus; piedpokladané
oddéleni pted 50 miliony let) a s6ja (Glycine; piedpokladané oddé€leni pted 60 miliony let).
U vSech vySe jmenovanych plodin je sohledem na jejich vzajemnou fylogenetickou
ptibuznost pozorovana genomova syntenie a kolinearita a poznatky zjisténé u M. truncatula
jsou prenositelné i na dalsi luskoviny (Gallardo et al. 2006; Lavin et al. 2005; Young et
Udvardi 2009; Young et al. 2011).

3.1.2. Struktura genomu

Diploidni genom M. truncatula je stfedné velky a odpovida 500 - 550 Mbp. Karyotyp
tvoii 8 parti mensich chromozomi (obr. 1), korespondujicich S osmi vazebnymi skupinami.
Chromozomy 2, 5, 6 a 8 jsou metacentrické (na chromozomu 5 je pfitomna sekundarni
konstrikce), ostatni jsou submetacentrické (Kulikova et al. 2001). Chromosomy sestavaji
z pomérné zietelné¢ oddélenych odlisnych oblasti - heterochromatinu, tvotfeného zejména
repetitivnimi sekvencemi, a euchromatinu, bohatého na genové sekvence. Repetice pritom
vyrazn€ prevazuji, vétSina genl (pocet odhadovéan na 29 000 a vice) je kédovana pouhymi
20 - 40 % celkové genomové sekvence (Young et al. 2003). V zavislosti na ekotypu je genom
M. truncatula pii primérné hodnoté 1C = 0,55 pg tvofen pfiblizné¢ z 38,6 % GC bazemi
(Blondon et al. 1994; Cook 1999).
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Obrazek 1. Pachytenni chromozomy Medicago truncatula zobrazené metodou FISH. Na snimku zvyraznény
lokusy 5S rDNA (Cervend) a MtRR1 (zelena), Sipky oznacuji umisténi centromer

(ptevzato z Kulikova et al. 2001).

3.1.3. Stavba a sloZeni semene

M. truncatula neni kulturni plodinou a neprosla tak procesem domestikace jako jiné
bobovité (Abbo et al. 2009). S tim souvisi relativné mala velikost semen (v obdobi zralosti
2 - 3 mm), obtiznost jejich preparace z lusku, vysokd mira dormance nebo zvySeny obsah
rafindz, které jsou pro clovéka nestravitelné (Gallardo et al. 2006). Stejné jako u dalSich
luskovin se semena M. truncatula vyvijeji v luscich utvofenych ze semeniku, které zastavaji
zejména ochrannou (Small et Brookes 1982) a metabolickou funkci (Setia et al. 1987; Thorne
1979). Lusk M. truncatula ma spiralni strukturu, pfi¢emz jiz béhem 3 dnii po opyleni (days
after pollination, DAP) je utvofeno jeho findlnich pét az Sest zaviti (z apikalniho konce
pravotociva orientace) a od této doby jiz pouze zvétSuje svoji velikost na koneénych 8 mm
(Wang et Grusak 2005). Podobné jako se v ramci rodu Medicago rizni piesna morfologie
lusku (Small et al. 1987), je u jednotlivych druhli rozdilné také mnozstvi semen v jednom
lusku, pohybujici se od 1 do 22 kusi (Lesins et Lesins 1979).

Latkové slozeni semen M. truncatula je blizsi olejnatym lusténinam, jako je sdja, nez
fylogeneticky ptibuznéjSimu hrachu ¢i bobu. Zrald semena obsahuji v susiné 32-34 %
proteint, 8-10 % mastnych kyselin a 6-10 % sacharidi (Djemel et al. 2005; Gallardo et al.
2006). Hlavnimi zasobnimi proteiny jsou globuliny, pficemz v sestupném poradi dle obsahu
pfevazuji vicilin, legumin a konvicilin. V téchto je obsazeno 70 % dusiku v semeni, coz je

klicové zejména v pifechodném obdobi vyvoje, kdy jesté nedochazi k symbiotické fixaci
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dusiku a embryo je zavislé pouze na jeho vnitinich zdrojich. Z tukti pfevazuji v semeni
palmitat, linolenat a linoleat. Zasobnimi sacharidy jsou galaktomannany, skrob tvoii mén¢ nez
1 % suSiny. Stopovou slozkou semene jsou minerdlni latky, které predstavuji méné jak 3 %
susiny, avSak jsou esencialni pro bunécné procesy a podporuji rlist a rany vyvoj kotfenovych

a stonkovych pletiv (Gallardo et al. 2006; Smykal et al. 2014).

3.1.3.1. Morfogeneze semene

Po dvojim oplozeni dochazi k vyvoji embrya z vaje¢né bunky, triploidniho zivného
endospermu z centralni buiiky zarode¢ného vaku, perispermu z nucellu a osemeni z vaje¢nych
obalu (obr. 2; Brink et Cooper 1940). Osemeni a endosperm vznikaji jako prvni, nasleduje
vyvoj embrya, maturace (dozravani) osemeni a maturace embrya (Moise et al. 2005). Vyvoj
semene M. truncatula je velmi podobny vyvoji semen dalSich bobovitych rostlin, jediny
vyrazny rozdil se tyka ptitomnosti endospermu, ktery se u zralych semen jinych bobovitych
jiz nenachazi (Djemel et al. 2005). Casovy profil vyvoje po oplozeni se riizni v zavislosti na
umisténi semene v lusku (bazalni semena rostou rychleji). Dokonceni embryogeneze nastava
10-12 DAP, semena jsou pln¢ zrald kolem 30 DAP. Po 39 DAP jiz dochazi k vysychani
semen i osemeni, vedouci ke ztraté hmotnosti, jez do tohoto bodu nartstala (Gallardo et al.

2006; Wang et Grusak 2005).

Tii dny po oplozeni (3 DAP) je embryo v proembryotické fazi a neni
identifikovatelné, 6 DAP se jiz nachazi v globularni fazi a je pfipojeno k zarodecnému vaku
suspenzorem, ktery mizi v dalSi fazi embryondlniho vyvoje. Ve stejné dobé dochéazi ke
kompartmentalizaci endospermu v jednotlivé buiiky a ten nasledné¢ funguje jako zdroj
nutrientd pro embryo. Jest¢ 10 DAP ma embryo velmi malé rozméry a je obklopeno tekutym
endospermem, po 12 DAP se vsak rapidné snizuje mira bunééného déleni a nastava
zvetSovani objemu bunék provazené akumulaci zasobnich latek. Nardst velikosti je patrny jak
u osemeni, tak u embrya, které ziskava srdcCity tvar. V této dobé Ize také zaznamenat nejveétsi
narGst susiny. Osemeni (viz dale) je jiz témétf pln€ vyvinuto, jeho cévni svazky jsou
diferencovany ve floém a xylém, epidermis je tvofena uniformni palisddovou vrstvou
makrosklereid, které jsou radidlné¢ prodlouzeny a na vnéjsi strané pokryty silnou vrstvou
kutikuly. V souvislosti s ristem emrya je 15 DAP patrny jen pozustatek endospermu, jehoz
zasobni latky byly jiz téméf zcela vyuzity. Vrstvy endospermu, které byly v kontaktu
s embryem, degeneruji, avSak ostatni zlistavaji neporuseny a diferencuji se v tzv. aleuronovou
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vrstvu, plnici zasobni funkci. Vyvijejici se kotyledony embrya pfitom zacinaji zevnitt vyvijet
tlak na osemeni, diky ¢emuz dochazi ke zplosténi vnitinich vrstev jeho bun¢k. S postupem
Casu ziskavaji semena schopnost kli¢eni, ktera kulminuje kolem 20 DAP, a stavaji se
odolng&jsi vuci vysychani. 20 DAP se semeno dostava do faze zralosti, 28 DAP je v embryu
akumulovana suSina a za¢ind vysychani semene, vedouci k plné zralosti. V osemeni dochazi
k degradaci chlorofylu a to tak ztraci zelenou barvu. Ukonéeni vyvoje semene nastava
30 DAP, kdy je povrch dospélého embrya v pfimém kontaktu s osemenim. Ac¢koli se osemeni
reabsorpci nékterych bunck ztencuje, jeho impregnace dosud ne zcela identifikovanymi
latkami stale dostacuje k velkému zabranéni pruniku vody, coz piispiva k dormanci
(Buitink et al. 2006; Djemel et al. 2005; Gallardo et al. 2006; Chai et al. 2016; Ma et al.
2004; Moise et al. 2005; Smykal et al. 2014; Van Dongen et al. 2003; Wang et Grusak 2005).

osemeni

hypokotyl embrya

kofinek embrya

hilum
délohy embrya

endosperm

Obriazek 2. Priifez ¢trnactidennim semenem Medicago truncatula, zachycujici vyvoj endospermu v poloviné

embryotické faze (upraveno dle Gallardo et al. 2006).

3.1.3.2. Osemeni

Osemeni obklopuje embryo, rozliSuje jednu generaci rostliny od druhé a zajistuje
pteziti potomstva. Vyviji se z jednoho ¢i z obou vaje¢nych obalt a jelikoz je tato diferenciace
kritickym bodem vyvoje semene, je proces piisné regulovan specifickymi transkripénimi
faktory. Anatomicka struktura osemeni M. truncatula je velmi podobna jako u séji a vyjma
oblasti chalazy je po celém obvodu stejnoroda (Moise et al. 2005; Smykal et al. 2014). Hilum
(pupek) je ovalné ¢i kruhové misto v oblasti chalazy obsahujici cévni svazek, kterym do
semene vstupuji vyzivné latky. Mimo protekci vyvijejicitho se embrya je tak hlavni funkci

osemeni také transport nutrientll k embryu floémem. Na povrchu hila je patrna pficnd jizva
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poutkem (Smykal et al. 2014; Van Dongen et al. 2013; Wang et Grusak 2005). V oblasti hila
se nachazi méné bunécnych vrstev, coz muze zplisobovat vysSi nachylnost semen ke
stresovym vliviim. Pfedpoklada se, ze toto misto umoziiuje svym rozevienim v pripadé malé
relativni vlhkosti vysychani semene, zatimco pii vysoké vlhkosti se uzavira za ucelem

prevence absorpce piilisné vlhkosti (Lush et Evans 1980; Moise et al. 2005).

Zahy po oplozeni vaje¢né buniky dochazi k pfeméné plivodné nediferencovanych
pletiv osemeni v epidermalni vrstvu makrosklereid, hypodermalni vrstvu osteosklereid a ve tfi
typy parenchymatickych bunék, tvoticich vnitini vrstvu (Van Dongen et al. 2013; Wang et
Grusak 2005). Jednovrstevna epidermis je kryta kutikulou formujici celistvou vrstvu, ktera
pokryva celé osemeni mimo hilum a determinuje tak vysledny povrch semene. 10 DAP
nejsou buiiky epidermis plné diferencovéany, obsahuji hustou cytoplazmu, v niz je rozmisténo
nékolik menSich vakuol. V pribéhu dalSiho vyvoje se prodluZzuji a méni v palisadovou vrstvu
epidermélnich makrosklereid pokrytych kutikulou. Zejména kutikula je potom spojovana
s dormanci, ktera muaze byt naruSena piipadnou tvorbou prasklin v kutikuldrnim povrchu
v pribéhu vyvoje semene (Ma et al. 2004; Moise et al. 2005; Smykal et al. 2014; Van
Dongen et al. 2013; Wang et Grusak 2005). Pod epidermalni vrstvou se nachazi hypodermis,
jejiz buiiky se po 10 DAP diferencuji v tlustosténné osteosklereidy. V souvislosti s timto
pfispiva 1 tato jedind hypodermalni vrstva bunék k mechanické odolnosti osemeni, prava
podstata jeji funkce vSak dosud nebyla odhalena. Vnitini ¢ast osemeni je tvofena tfemi typy
parenchymatickych bunck s velkymi mezibunéénymi prostorami. Pfesny pocet bun&cnych
vrstev se po obvodu semene lisi, v oblasti naproti hila je parenchym nejtenci. Vrstva nejbliZe
hypodermis je charakteristicka velkymi bunkami s chloroplasty a nékterymi autory je
oznacovana jako chlorenchym. SpiSe nez fotosynteticka aktivita je vSak jejich hlavni funkci
akumulace Skrobu. Pod chlorenchymem jsou buiiky palisidového parenchymu, jez se
strukturou podobaji buitkkdm predchozi vrstvy, avSak obsahuji mensi mnoZsvi chloroplastu.
V oblasti hila se vyskytuje jesté tieti parenchymaticka vrstva osemeni, nazyvana aerenchym.
Sklad4a se z malych buniek nepravidelného tvaru, které jsou v pribéhu dozravéani a ristu
embrya utlacovany, ve finalni fazi vyvoje degeneruji a stavaji se pro embryo hlavnim zdrojem
zivin. Pfedpokladd se, Ze pravé na zdkladé tohoto impulsu zacind skladovaci faze
embryogenetického vyvoje (Moise et al. 2005; Van Dongen et al. 2013; Wang et Grusak
2005).
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Parenchymatické vrstvy osemeni jsou pro vyvoj semene nesmirn¢ diilezité. Nachdzi se
v nich systém cévnich svazkil, diky ¢emuz osemeni ptredstavuje pro vyvijejici se embryo
vyznamnou metabolickou tkan schopnou transportu a produkce asimilati i dalSich slozek
(Offler et Patrick 1993). Béhem faze bunétného zvétSovani jsou nutrienty shromazd’ovany
v apoplastu, odkud se difuzi pfemistuji do kotyledonu, hlavniho zasobniho organu luskovin
(Patrick et Offler 2001). Jak vsak bylo zminéno v praci Van Dongen et al. (2003), tyto latky
se nejprve symplastickou cestou dostavaji do parenchymatickych bun¢k osemeni, zejména
potom do vrstvy chlorenchymu a aerenchymu. Transportni funkce osemeni se vSak netyka jen
asimilatd, spolu s endospermem zde dochazi také k dilezitému pfenosu signalit z matetskych
bunék do embrya. Vnitini vrstvy osemeni jsou ve vyvoji semene klicové také z divodu
syntézy obrannych latek a fytohormont, mezi buiikami embrya a osemeni je patrnd zejména
vyména kyseliny abscisové, jejiz syntéza sice zafina v mateiskych pletivech, avsak po
zapoceti vyvoje semene uz vznika v osemeni a indukuje jeho dozravani (Frey et al. 2004;
Moise et al. 2005; Van Dongen et al. 2003). V parenchymatickych pletivech osemeni se
akumuluje také vétSina fenolickych latek obsazenych v semeni, jejichz ptfitomnost ma
negativni dopad na bunécny rist a vyvoj. Mezi tyto latky patii také proanthokyanidiny (PA),
pro néz predstavuji vnitini vrstvy osemeni hlavni misto syntézy. PA jsou zodpovédné za
opozdovani vyvoje semene snizovanim dostupnosti ¢i degradaci proteinii a Skrobu (dle
Salunkhe 1982 pravdépodobné inaktivaci hydrolytickych enzymi), omezuji pifijem vody
semenem a v souvislosti s diive zminénou schopnosti vazat proteiny pravdépodobné funguji
i jako mechanicka bariéra, zabranujici objeveni prvniho kofinku (Debeaujon et al. 2000;

Moise et al. 2005; Smykal et al. 2014; VVan Dongen et al. 2003; Wada et al. 2011).

Z uvedenych poznatkt vyplyva, ze osemeni M. truncatula, obsahujici vysoké
mnozstvi fenolickych latek, ptispiva velkou mérou k dormanci semen a k oddaleni germinace
(Baskin et Baskin 2014, 2000; Wada et al. 2011). Misto, kudy do osemeni vstupuje voda, je
stale otazkou dohadt. V praci Smykal et al. (2014) bylo shrnuto, Ze snizena propustnost vody
osemenim muze souviset s vice faktory, jako jsou modifikace vné&jSich stén palisddovych
bunék, absence prohlubni a prasklin v povrchu osemeni, uzaviené hilum nebo tloustka
osemeni. V piipad¢ M. truncatula je vSak osemeni relativné tenké, tvofené pouze nékolika
vrstvami bunék. Pfedpoklada se tedy, ze inhibice absorpce vody souvisi S dvojtou vrstvou

makrosklereid a osteosklereid (Wang et Grusak 2005).
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3.1.3.3. Dormance a kli¢eni semen

Jak bylo nazna¢eno v uvodu, M. truncatula neni kulturni plodinou a neprosla tak
domestikacnim procesem zvyhodiiujicim mimo jiné rany vyvoj semene a ztratu inhibitort
germinace (kli¢eni). Jeji semena jsou tedy v porovnani s jinymi plodinami pomérné¢ zna¢né

dormantni (Abbo et al. 2009).

Dormance je fyziologicka adaptace rostlin na proménlivost vnéjSich podminek,
slouzici k optimalnimu nacasovani germinace za ucelem minimalizace rizika thynu (Foley
2001). Jedna se o kvantitativni znak silné€ zavisly na vnéjSich faktorech, avSak s podlozenym
genetickym zakladem (Koinange et al. 1996; Ladizinsky 1985; Weeden 2007). VVzhledem
k odlisnym definicim dormance a s odkazem na kvantitativni povahu znaku vsak jeji ptesna
mira nemize byt zméfena (Smykal et al. 2014). Harper (1957) rozeznal dormanci vrozenou,
indukovanou (n¢kdy nazyvéana sekundarni dormanci) a vynucenou. V soucasnosti se vyuziva
klasifikace navrhnutd Baskin et Baskin (2004), rozliSujici tfi hlavni kategorie dormance
a jejich kombinace. 1) Morfologicka dormance se objevuje u semen, jez maji nevyvinuté
embryo a potiebuji delsi Cas k ristu a germinaci. 2) Fyziologicka dormance oznacuje piipad,
kdy jsou semena schopna piijmout vodu, av§ak nejsou schopna germinace nebo kli¢i jen
velmi pomalu. Velmi casto pfitom hraji roli rostlinné hormony, zejména vliv abscisové
kyseliny a gibberlini. 3) Fyzicka dormance souvisi s vyvojem osemeni, které zasadné
zpomaluje proces absorpce vody a inhibuje rist semene. V nékterych pracech jsou vyse
uvedené typy dormance, vCetné jejich kombinaci, oznaCovany jako dormance primarni. Pojem
sekundarni dormance potom oznacuje jev, kdy kli¢ici semena nékterych rostlin mohou
Vv pfipad€ nepfiznivych podminek germinaci pferusit a znovu vstoupit do dormantni faze

(Gallardo et al. 2006).

K naruSeni dormance vede n¢kolik cest. Semena mohou zacit absorbovat vodu a klicit
po naruSeni Sruktury osemeni mikrobialni ¢innosti nebo travenim v traktu zvitat (Smykal
et al. 2014), stejny uc¢inek ma také mechanické poskozeni osemeni, kterého se vyuziva
I v praxi (skarifikace; Kaye et Kuykendall 2001). Nejbéznéjsi pri¢inou pferuseni dormantni
faze vSak byva vystaveni semene vysokym teplotam (Rolston 1978; Taylor 1981). Dle dalSich
podminek prostfedi se potom rozhodne, kolik semen z lusku bude kli¢it v daném case

(Smykal et al. 2014).

Po piekonani dormantni faze nastava kliceni semen, zacinajici piijmem vody do
semene a koncici prorazenim osemeni kofinkem. Stézejnim faktorem je pfitomnost vody,
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pfi¢emz rychlost kli¢eni se zvySuje se snizujicim se vodnim potencidlem. Vliv na Casovy
profil kli¢eni ma také okolni teplota (optimum mezi 20 a 22 °C), svételné podminky regulujici

aktivitu fytochromu, pfipadné kyslik a dalsi plyny (Buitink et al. 2003; Gallardo et al. 2006;
Smykal et al. 2014).
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3.2 FLAVONOIDY - PROANTHOKYANIDINY

Flavonoidy jsou sekunddrnimi metabolity syntetizovanymi Vfadé rostlin
fenylpropanovou cestou. Diky velké Skale barevnych projevii maji mnohdy zasadni podil
na pigmentaci mnoha rostlinnych organd, vyznamnou roli hraji také v ochrané rostlin proti
riznym druhiim stresu. V poslednich letech vzrista zajem o studium flavonoidt diky jejich
Liu et al. 2014). Mezi flavonoidy patii nékolik skupin latek (Iwashina 2000), hlavnimi z nichz
jsou flavonoly, anthokyany a proanthokyanidiny (PA). S ohledem na pojeti diplomové prace

bude v nasledujicich odstavcich zajem vénovan pouze PA.

3.2.1. Chemické vlastnosti proanthokyanidini

PA, nékdy také oznaCovany jako kondenzované tanniny, se svou chemickou
strukturou tadi nejcastéji mezi oligomery flavan-3-ol jednotek. Jejich zakladnimi stavebnimi
jednotkami jsou katechin a epikatechin (obr. 3; Dixon et al. 2005). Jedna se o bezbarvé latky,
které vsak mohou diky oxidaci hnédnout a kyselou hydrolyzou dochazi k jejich §tépeni na
modie az ¢ervené zbarvené anthokyanidiny. PA tak podobné jako dalsi flavonoidy ovliviiuji
pigmentaci fady rostlinnych organt, ve kterych se nachazeji (Porter 1989). NejcastéjSim
mistem jejich vyskytu byvaji listy, stonky, kvéty, kura, plody a zejména potom osemeni
vyssich rostlin (Liu et al. 2014).

(+)-katechin (+)-epikatechin

Obrazek 3. Chemicka struktura katechinu a epikatechinu

3.2.2. Funkce proanthokyanidinii v rostlinach

Sledovani ptitomnosti a obsahu PA v hospodatskych plodinach nabyva na vyznamu,

mimo druhotné ovlivnéni barevnosti organt totiz PA zastavaji v rostlindch pomyslnou prvni
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linii vobran¢ proti Skidcim a mikrobialnim patogenim (Cook 1999; Stafford 1997).
Dulezitym zjisténim jsou také jejich pozitivni Gi¢inky Vv oblasti lidského zdravi (tab. ).

Tabulka I. Ptiklady potencialnich pozitivnich G¢inka proanthokyanidint a flavan-3-ol derivatt na lidské zdravi

(upraveno dle Dixon et al. 2005).

chemicka latka

publikace

protirakovinny zeleny Caj epigallokatechin gallat Ahmad et al. (2000)
katechin, epikatechin,
brusink Gallokatechin dimer, . i et al. (2002)
protirakovinny Y epigallokatechin dimer, '
oligomery
semena hroznového extrakt bohaty na .
antioxida¢ni vina proanthokyanidiny Bagehi et al. (2000)
antioxida&ni ¢okolada epikatechin Serafini et al. (2003)
., Avramovic et al.
ochrana pfed renalnim selhanim hroznové vino ProBpl (1999)
. . . Subarnas et Wagner
analgeticky, protizanétlivy Polypodium feei shellegueain A (2000)
semena hroznového extrakt bohaty na

Vinson et al. (2002)

prevence aterosklerozy vina proanthokyanidiny

ktira Hamamelis

virginiana proanthokyanidiny

antimutagenni Dauer et al. (2003)

zeleny ¢aj epigallokatechin gallat Abe et al. (2000)

inhibice syntézy cholesterolu

Vyskyt PA je vyhodny u plodin s vysokym obsahem proteind. Tyto byvaji v travicim
traktu hospodaiskych zvirat ptili§ rychle fermentovany, coz vede nejen k nizs§i nutri¢ni
vyuzitelnosti krmiva a nasledné zvysené exkreci dusiku moci, ale také k moznému nadymani
(Dixon et al. 2005). Jak bylo popsano v praci Mangan (1959), velké mnozstvi proteint
Vv travicim traktu piezvykavcl vede k vytvofeni stabilni proteinové pény, branici tniku
fermentacnich plynti, coz miize vést Vv ptipad¢ ptiliSného zvétSeni povrchu bachoru i k thynu
zvitete. PA maji schopnost se s proteiny vazat, destabilizovat vznikajici proteinovou pénu,

a zabranit tak uvedenym negativnim dopadiim (Tanner et al. 1995). Jak ukazaly experimenty
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Niezen et al. (1993) nebo Wright et al. (2016), PA mohou byt vyuzity také k nechemickému
zpusobu potirani stfevnich parazitli dobytka. Pfiméfeny obsah PA ve stravé piezvykavcu je
tedy Zadouci. S ohledem na absorpci esencidlnich aminokyselin stanovili Aerts et al. (1999)
jako idealni mnozstvi PA v susiné 2 - 4 %. Vyssi procento jiz souvisi s ptiliSnou degradaci
schopnosti PA vazat se s polysacharidy bunééné stény a v neposledni fadé diky trpké chuti
Casto hned na zacatku odrazuje bylozravce od konzumace (Dixon et al. 2005; Liu et al. 2014).
Niezen et al. (2002) zjistili, Ze rostliny Medicago obsahuji ve svych listech a stoncich pouze
stopové mnozstvi PA (fad setin) a podobné je na tom vétSina dalSich hospodaiskych plodin
(Verdier et al. 2012). Na zaklad¢ piedchozich odstavel, zminujicich benefity souvisejici
s akumulaci PA, a s ohledem na dilezitost ptibuzné Medicago sativa (tolice vojtéska) jako
krmné plodiny je patrné, ze zvySeni mnozstvi PA Vv této rostliné by mélo velky nutri¢ni

vyznam.

3.3 BIOSYNTETICKA DRAHA PROANTHOKYANIDINU

Geny kodujici enzymy PA biosyntézy maji ve vyvijejicim se semeni M. truncatula
Casové a mistné presné definovanou expresi. Dosazeni maximalni hladiny transkripti nastava
mezi 10 a 12 DAP, nacez se mira exprese vétSiny genl pozvolna snizuje (Pang et al. 2007).
Ve tvorbé aktualnich modelt syntézy PA u této modelové bobovité rostliny jsou casto
napomocny poznatky ziskané studiem Arabidopsis thaliana (husenicek rolni), u niz jsou jak
draha samotna, tak zpusoby jeji regulace relativné dobie prozkoumany (Lepiniec et al. 2006).
Jak je patrné z obrazku 4, biosyntetickd drdha PA sdili fadu krokli s drahou pro syntézu
anthokyanint. Predpoklada se tedy, ze velkou roli v syntéze PA hraje pravé kompetice mezi
témito dvéma paralelnimi cestami o sdilené prekurzory, leukoanthokyanidiny, ze kterych jsou

oba koncové produkty odvozeny (He et al. 2008; Li et al. 2016a,b).

Metabolicka draha PA zacind v endoplazmatickém retikulu, pokracuje v cytoplazmé
a zakoncuje se ve vakuole. St€Zejnim bodem syntézy flavonoidl je enzymatickd kondenzace
¢tyt derivati CoA, katalyzovana chalkon syntazou (CHS) lokalizovanou na membrané
endoplazmatického retikula, za vzniku naringerin chalkonti. Tyto latky jsou posléze
izomerizovany spontann¢ ¢i chalkon izomerazou (CHI) na flavonoidy liquiritigeniny,

prekurzory izoflavont, a naringeniny. CHI svou aktivitou ovliviiuje také intramolekularni
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Obrazek 4. Schéma biosyntézy flavonoida u Medicago truncatula. Vétev vedouci k produkci

proanthokyanidint je podbarvena Sedozelené, vétev vedouci k produkci anthokyaninti ¢ervené. PAL -

fenylalanin ammonium lyaza; C4H - cinnamat 4-hydroxylaza; 4CL - 4-kumarat CoA ligaza; CHS - chalkon

syntaza; CHI - chalkon izomeraza; CHR - chalkon reduktaza; IFS - izoflavon syntaza; IOMT -

izoflavonoid

O-methyltransferaza; HID - 2-hydroxyizoflavanon dehydrataza; F3H - flavanon 3-hydroxylaza; FLS - flavonol

syntaza; DFR - dihydroflavonol 4-reduktaza; ANS - anthokyanidin syntaza; ANR - anthokyanidin reduktaza;

OMT - o-methyltransferaza; UGT - UDP glykosyltransferaza; MAT - malonyl/acetyltransferaza; MATE] -

multidrug and toxic extrusion protein transportér 1; TT12 - transparent testa 12. Pevzato z Li et al. (2016).

cyklizaci chalkond, vedouci ke vzniku flavoni. Pro vznik PA a anthokyanidini jsou

naringeniny  konvertovany

dihydroflavonoly (m;.

aktivitou flavonoid hydroxylaz

(F3’'H, F3’5’H)
dihydroquercetin), které dihydroflavonol 4-reduktazy (DFR)

na

redukuji na leukoanthokyanidiny. V prvnim kritickém kroku biosyntetické kaskady, kdy

dochazi k nasmérovani prekurzori mezi PA nebo anthokyaninovou cestu, figuruji cytosolické

enzymy leukoanthokyanidin reduktaza (LAR; Tanner et al. 2003), jejimz G¢inkem dochazi
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k redukci leukoanthokyanidini na katechiny, a anthokyanidin syntaza (ANS; n¢kdy
oznacovana jako leukokyanidin dioxygenaza, LDOX), oxidujici leukoanthokyanidiny na
anthokyanidiny. Protoze se flavonoidy pienaseji pfes membrany organel pouze ve formé
glykosidd, jsou anthokyanidiny dale glykosylovany UDP glukosyltransferazou (UGT78G1,;
Modolo et al. 2009) na anthokyanidin-3/5-O-glukosidy, nebo redukovany na flavan-3-oly
(mj. epikatechin) enzymem anthokyanidin reduktazou (ANR; Xie et al. 2004).
Epikatechiny mohou byt nasledné glykosylovany UDP glukosyltransferazou (UGT72L1) na
epikatechin-3"-O-glukosidy a ty byvaji transportovany pites tonoplast do vakuoly multidrug
and toxic compound extrusion transportérem (MATEL). Ve vakuole se shromazd'uji také
anthokyaniny, které zde vznikaji po pfenosu anthokyanidin-3/5-O-glukosidi z cytosolu
pomoci multidrug and toxic compound extrusion transportéru (MATE2).
Epikatechin-3"-O-glukosidy mohou byt spolu s katechiny, jez byly syntetizovany v diivéj$im
kroku drdhy a které byly do vakuoly transportovany ve formé glukosidu nezndmym
mechanismem, kondenza¢ni reakci pravdépodobné enzymatického charakteru (predpoklada
se katalyza lakazou; Pourcel et al. 2005) polymerovany za vzniku PA oligomeri
(He et al. 2008; Lepiniec et al. 2006; Li et al. 2016a; Liu et al. 2014; Pang et al. 2008; Zhao
et Dixon 2009).

3.3.1. Regulace biosyntézy proanthokyanidinu

Regulace vyse popsanych biosyntetickych drah je uzce kontrolovana na transkripéni
urovni. NejvyznamnéjSim regulaénim mechanismem, ktery zodpovida také za odliSeni obou
cest volbou enzymil v poslednich krocich kaskady, je tzv. MBW ternarni komplex. Jedna se
o uskupeni tfi transkripénich faktord rodin MYB (myeloblastosisfamily), bHLH (basic
helix-loop-helix) a WD40 (beta-transducin repeat, strukturni motiv fady aminokyselin), které
se vaze se obvykle do promotorové oblasti genti, jenz maji byt transkribovany (Baudry et al.
2004; Li et al. 2016a,b; Liu et al. 2014; Walker et al. 1999; Xu et al. 2013, 2014).
Transkri¢pni faktor WD40, v ptipadé¢ M. truncatula MtWD40-1, figuruje v obou vétvich
biosyntetické drahy flavonoidd a ovliviiuje tak tvorbu PA i anthokyanini (Pang et al. 2009).
Preferenci anthokyaninové ¢&i PA cesty urcuji transkri¢pni faktory rodiny bHLH
(u M. truncatula MtTTS; Li et al. 2016b) a ve vétsi mife potom MYB transkripéni faktory,
které mohou determinovat funkéni specifitu utvoreného MBW komplexu k promotoru
konkrétniho genu (Baudry et al. 2004; Liu et al. 2014; Verdier et al. 2012). U M. truncatula
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bylo z rodiny MYB dosud identifikovano né€kolik transkripénich faktord, hrajicich ulohu
v regulaci PA drahy - MtLAP1, MtPAR, MIMYB5 a MtMYB14. Bylo potvrzeno, ze za volbu
vétve vedouci k biosyntéze anthokyanini je odpovédny MYB faktor MtLAP1 (legume
anthocyanin productionl; Peel et al. 2009). Jeho konstitutivni exprese v M. truncatula mimo
jiné vyrazné indukuje transkripci genit UGT78G1l a MATE2, majici za nasledek masivni
produkci anthokyanidintl a jejich naslednych derivati. Za indukci biosyntézy PA zodpovida
vice MYB faktorii, pficemz byly dosud potvrzeny role jiz zminénych MtPAR, MtMYB5
a MtMYB14. Tyto budou s ohledem na zaméfeni diplomové prace vice popsany dale v textu.
Nedavné poznatky vSak ukazaly, ze MYB faktory nemuseji regulovat biosyntézu PA pouze
pozitivné. Novée charakterizovany transkripéni faktor MtMYB2 (Jun et al. 2015) se ukazal byt
pii zformovani MBW komplexu represorem anthokyaninové i PA drahy, coz otevira moznosti

uvaham zabyvajicim se zpétnou regulaci celé kaskady syntézy flavonoidu.

3.3.1.1. Transkrip¢ni faktor MtMY B5

MtMYBS5 transkripéni faktor M. truncatula, patiici do rodiny R2R3 MYB, byl nalezen
a studovan na zakladé ortologie k AtMYB5 genu Arabidopsis thaliana tymem
Liu et al. (2014). AtMYBS5 gen hraje v Arabidopsis pouze minoritni roli v procesu biosyntézy
PA, avsak u M. truncatula je gen MtMYB5 vyrazné exprimovan v Semenech a jeho dilezitost
je znaéna (Liu et al. 2014). Barva osemeni M. truncatula myb5 mutantnich rostlin je tmavé
Cervena, jednozna¢né odlisitelna od svétle zlutych semen planych (wild-type) rostlin
(obr. P2A,B v ptiloze). V kontrastu s hladkym povrchem wild-type semen, tvofenym tzce
pfilehlymi epidermalnimi bufikami, vykazuji mutantni semena mnoho povrchovych prasklin
a jejich epidermalni buiiky maji nepravidelny tvar. Fenotypovy projev vegetativnich organt
neni mutaci ovlivnén (Liu et al. 2014).V ptipad¢ piitomnosti faktord MtTT8 a MtWD40-1
z ternarniho komplexu se MtMYBS spolu s nimi podili na aktivaci transkripce geni MtANR
a LAR. Experiment s rostlinami overexprimujicimi MtMYBS vsak potvrdil zvySené mnozstvi
transkriptl 1 u fady dalSich gent figurujicich v biosyntetické kaskadé vedouci ke vzniku PA,
mezi néz patii UGT72L1, MtANS, CHS a F3'H, a ptekvapivé také transkripéni faktory
MtWDA40-1 a MtTT8 (Liu et al. 2014). Na zaklad¢é téchto poznatkd a s ohledem na barvu
mutantnich semen je MtMYBS5 pfedpokladanym induktorem biosyntézy PA, pficemZ jeho
efekt na syntézu anthokyaninl je jen minimalni. Liu et al. (2014) popsali krom¢ MtMYBS5

také transkripcni faktor MtMYBI14, pfi¢emZ poznatky tykajici se jeho exprese, vlivu na
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fenotypovy projev rostliny, tvorby MBW komplexu i role v regulaci PA drahy byly u obou
téchto faktorti velmi podobné. Efekt vyvolany expresi MtMYB14 vSak nikdy nebyl tak silny,
jako v piipadé¢ MtMYB5. Zajimavym zji$ténim, vybizejicim k dal$im studiim, vSak je, Ze se
MtMYB5 a MtMYB14 mohou spojit s MtWD40-1 a MtTT8 za vzniku kvartérniho komplexu,
jehoz efekt na indukci transkripce klicovych genii prevySuje indukéni schopnost ternarnich

komplexti obsahujicith bud MtMYBS5 nebo MtMYB14.

3.3.1.2. Transkripéni faktor MtPAR

MtPAR (Medicago truncatula proanthocyanidin regulator) patfici do rodiny R2R3
MYB transkripénich faktorti byl charakterizovan Verdier et al. (2012) a oznacen jako klicovy
pozitivni regulator biosyntézy PA u rostlin M. truncatula. MtPAR je specificky exprimovan
v osemeni zralych semen M. truncatula. Barva osemeni wild-type rostlin je zluta, mutantni
par rostliny maji semena také zluta, avSak svétlejsi (obr. P2c,d v ptiloze). K ovlivnéni
fenotypového projevu jinych organi u par mutantnich rostlin nedochazi (Verdier et al. 2012).
Podobn¢ jako v piipadé MtMYBS interaguje MtPAR s transkripénimi faktory MtTT8
a MtWDA40-1 za vzniku ternarniho komplexu MBW, aktivujiciho transkripci genu MtANR
navazanim se na jeho promotor. Ektopicka exprese MtPAR (Li et al. 2016a; Verdier et al.
2012) vede k vyraznému zvySeni transkripce gen zahrnutych v biosyntéze flavonoidd,
zejména potom Vv PA draze. Vyssi pocet transkriptt se tyka geni CHS, CHI2, F3'H a MtDFR,
zahrnutych na pocatku flavonoidové cesty, které generuji PA, izoflavonové 1 anthokyaninové
prekurzory. Upregulace (zvyseni exprese) byla pozorovana také u geni MtANS, MtANR,
UGT72L1 a MATEI1, zodpovédnych za posledni kroky v biosyntetické draze vedouci ke
vzniku epikatechinu. Snad nejvyznamnéjsi je ale zjiSténi, Ze exprese MtPAR vyrazné¢ koreluje
s mnozstvim transkripti MtWD40-1, coz vede k hypotéze, ze MtPAR reguluje geny kodujici
enzymy PA biosyntézy skrz piimé ovlivnéni exprese MtWDA40-1, souvisejici s tvorbou MBW
komplexu (Pang et al. 2009; Verdier et al. 2012). Vzhledem k tomu, ze ektopicka exprese
MtPAR nepotlacuje expresi genli spojenych se syntézou anthokyaninl, je hlavni funkci
MtPAR redirekce prekurzord do PA drahy indukci PA-specifickych enzymu. Li et al. (2016a)
vSak objevili jesté¢ jeden prekvapivy mechanismus, kterym MtPAR zvySuje PA produkci.
Zminény transkripéni faktor je schopen fungovat i jako represor transkripce IFR1, IFR2 a IFS
geni pifimym navazanim na jejich promotorové sekvence, ¢imz potlacuje biosyntézu

izoflavonoidii. Pfesmérovani prekurzora k PA dréaze je tak jest¢ umocnéno.
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Je jisté, ze kuplnému pochopeni mechanisml ovliviiujicich syntézu flavonoida
a zejména pak téch, které¢ zodpovidaji za aktualni preferenci anthokyaninové ¢i PA cesty
v koneénych fazich kaskady, bude zapotiebi dalsi studium. Jak podotkli Dixon et al. (2005),
pokroky znesnadiiuje Casova ¢i mistni separace téchto cest, diky ¢emuz mulze dochazet
k prehlizeni komplexné&jsich jevu. Jejich navrhem je proto studium systému, v nichz volba
jedné cesty neznamena potlaceni druhé, takovych, kde funguje biosyntéza anthokyanind i PA
soucasn¢. Mnoho vySe prezentovanych poznatkii navic vychazi ze studii vyuzivajicich
transgenni rostliny M. truncatula, overexprimujici zajmové geny v organech a pletivech, kde
bézné k akumulaci PA nedochdzi ¢i jen v minimdlnim mnozstvi. Ac¢koli se tento fakt da
interpretovat pozitivné, a to moznosti docilit néceho v prirodé nepozorovaného, mohou byt
takto zjisténé zavery zkresleny. | z tohoto diivodu pracuje tato diplomova prace se semeny,
organem, v némz se PA vyskytuji nejvice, s piedpokladem ziskani poznatkti odpovidajicich

realné situaci.

3.4  Mutantni linie Medicago truncatula

Ke tvorbé rostlinnych mutantnich populaci lze vyuzit bezpocet rtiznych pfistupt,
jejichz mnozstvi se s pokroky védy stale rozsifuje. Mimo radia¢niho zafeni, neutronového
bombardovani, chemické mutageneze pomoci EMS ¢i tieba nejnovéjsiho editovani TALENS,
se vyuziva inzerni mutageneze pomoci T-DNA Agrobacterium tumefaciens nebo
retrotranspozond (Cheng et al. 2014). Metoda T-DNA byla s tispéchem vyuzita pfi tvorbé
alternovanych linii u modelové rostliny Arabidopsis thaliana (Alonso et al. 2003; Feldmann
1991). Takzvany T-DNA tagging se zde ukazal jako jeden z nejucinngjSich nastroji k urceni
funkce genti a jiz vroce 2003 (Alonso et al.) byla publikovana informace o saturacni
mutagenezi témef 75 % gent A. thaliana. Vzhledem ke vSeobecné malé frekvenci integrace
T-DNA do genomu (pramérny pocet 1,5 inzerce na linii; Alonso et al. 2003) neni vsak tento
zpiisob mutageneze pfili§ vhodny u rostlin s vétSim genomem, jelikoZ by bylo k plné saturaci
genetické informace nutno modifikovat pfilis velkou populaci. Toto plati i v pfipadé
M. Truncatula, jak odhadnuli Tadege et al. (2008), pti pfedpokladu praimérné délky genu
2,2 kb (Young et al. 2011), bylo by pii volbé T-DNA coby mutagenu nutno vice nez

1,3 miliont inzerci k dosazeni 99% saturace takto velkého genomu.

Vyuziti inzeréni mutageneze tabakovym retrotranspozonem Tntl se pro vznik

mutantnich linii M. truncatula ukazalo jako mnohem vyhodn¢jsi a rychlej$i metoda. Tntl je
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velmi dobfe charakterizovany tabakovy retroelement, patfici do transpozont tfidy I (d Erfurth
et al. 2003; Grandbastien et al. 1989). Tyto vyuzivaji ke svému Sifeni v genomu reverzni
transkripce a duplika¢niho mechanismu ,,copy and paste*, vedouci, na rozdil od mechanismu
,cut and paste” u transpozonu t¥idy II, ke vzniku stabilnich novych inzerci (Tadege et al.
2008; Wessler 2006). Dle nekterych studii (Mhiri et al. 1997; Vernhettes et al. 1997) je navic
transkripce Tntl indukovana tfadou stresovych situaci ¢i chemickou cestou, coz urychluje
tvorbu mutantnich linii. V rostlinach M. truncatula je Tntl velmi aktivni a v tkafnové kultuie
se Vv prvnich 2 - 3 tydnech vyvoje kalusu obvykle transponuje v n¢kolika kopiich (d Erfurth
et al. 2003; Tadege et al. 2008). Z vyzkumu Tadege et al. (2008), zabyvajicim se tvorbou vice
nez 7 600 nezavislych mutantnich linii M. truncatula s pfiblizn¢ 190 000 Tntl inzercemi,
vyplynula zajimava data. Vzhledem k mirné preferenci Tntl pro GC baze, které se
Vv kédujicich oblastech vyskytuji v o 8 % vétsi mife, neZ je jejich primérnd mira vyskytu
v AT-bohatém genomu M. truncatula, se tento tabakovy retrotranspozon jevi jako vyhodny
inzeréni mutagen. Pfi primérném poctu 25 inzerci na linii by bylo tieba pro dostatecnou
saturaci genomu M. truncatula mutacemi vytvotit 14 - 16 000 mutantnich linii, coZ neni
nedosazitelné ¢islo (Tadege et al. 2008). Mutantni linie M. truncatula vytvotené inzercemi
Tntl retrotranspozonu se Siroce vyuzivaji pro studium riznych mechanismi vyvoje ¢i
biosyntetickych drah. Pislariu et al. (2012) hledali v 9 300 liniich defekty v symbiotické fixaci
dusiku. Cheng et al. (2014) analyzovali u vice nez 21 700 linii s 525 000 nezavislymi
inzercemi metodami reverzni genetiky 840 genl riznych funkénich kategorii. Velmi dalezita
je zeyjména existence né€kolika databazi, shromazd’ujicich informace ziskané védeckymi
skupinami. Dle informace z pocatku roku 2017 by mélo v dohledné dobé¢ dojit ke spojeni dat
z americké Medicago truncatula Mutant Database (http://medicago-mutant.noble.org/mutant/)
a poznatkii ziskanych evropskymi laboratofemi (http://www.eugrainlegumes.org/). Poté by
bylo k dispozici vice jak 22 000 Tntl mutantnich linii, zajist'ujicich téméf 90% saturacni
mutagenezi genti Medicago truncatula (The Samuel Roberts Noble Foundation ¢2008-2017).
Cim dal realngji se tedy za¢ina rysovat situace, kdy bude vyhledani inzeréniho mutanta
pro jakykoliv zdjmovy gen pouze otazkou nékolika kliknuti na internetu a objednani

odpovidajicich semen.
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4 MATERIAL A METODY

41 ROSTLINNY MATERIAL

Soubor tfi mutantnich linii Medicago truncatula, vzniklych inzerci tabakového
retrotranspozonu Tntl do genu MtPAR (linie NF2466 a NF4419; J. Verdier, Shanghai Center
for Plant Stress Biology, China) nebo MtMYB5 (linie NF13006; The Samuel Roberts Noble
Foundation, Inc.), a jedné wild-type linie NF4419 s intaktnim MtPAR i MtMYB5 genem.
Pfesné umisténi Tntl retrotranspozonu v genech je uvedeno v piiloze na obrazcich P3A
a P3B. Rostliny byly péstovany v aredlu katedry botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci ve sklenikovych podminkach, v obdobi od bfezna do kvétna roku 2016
a od fijna do dubna roku 2017. Rostliny byly umistény samostatng, Vv plastovych tfilitrovych
kvétinaCich naplnénych zahradnickym substratem (FlorcomProfi zahradnicky substrat, BB
Com s.r.0., Ceska republika), smichanym s perlitem (10 - 20 % objemu). Ze viech rostlin
byly odebrany vzorky luski, ze kterych byla nasledné pomoci stereolupy, preparacnich jehel
a pinzet mechanicky vypreparovana semena dvojiho stafi (mladsi semena stara 12 DAP, starsi
semena stara 25 DAP) pro izolaci celogenomové RNA, nezbytné k provedeni naslednych
molekularnich analyz. Po dobu vypracovani diplomové prace byly vzorky RNA uchovavany

vV mrazu pii teplotach -20 °C nebo -70 °C.

4.2 ANALYZA Tntl INZERCE

U vybranych linii M. truncatula byla provedena genotypizace DNA za ucelem zjisténi
homozygotniho ¢i heterozygotniho zalozeni Tntl inzerce v zajmovém genu MtPAR
a MtMYB5. DNA byla izolovana z Cerstvych listt NaOH/Tris metodou (Collard et al. 2007)
dle nize uvedené¢ho postupu a se vzorky byla nasledné¢ provedena PCR (viz bod 4.9).
U vzorki linie NF13006 byly pro reakci pouzity primery MtMYBS5 a Tntl, u vzorkl linii
NF2466 a NF4419 byly pouzity primery MtPAR a Tntl (sekvence v tab. 1V). Orientace Tntl
inzerce ve sledovanych liniich byla zjiSténa a popséna v bakalaiské praci Terezy Buchtové
(2016). PCR amplifikace byla provedena dle tabulky VI s Phire Taq polymerazou za

teplotniho profilu uvedeného v tabulce Il. Amplifikované fragmenty byly nasledné
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separovany horizontalni elektroforézou dle postupu v bodu 4.7 a na zidkladé vysledkl

separace byly vybrany experimentélni rostliny vhodné k dalsi analyze.
Postup

1. K malé ¢asti listu o pfiblizné velikosti 2 x 2 mm napipetovat 100 ul 0,5mol/l NaOH.
2. Pridat 1,4 ml 0,1mol/I Tris o pH 8,0, centrifugovat 10 min. pii 14 000 rpm.
3. Lyzat uchovat pfi -20 °C nebo ihned pouzit pro PCR reakci.

Tabulka I1. Teplotni profil PCR reakce

o
pocateéni denaturace DNA 2 min 95 1
denaturace DNA 30s 95
annealing 30s 55 35
extenze 30s 72
finalni extenze 5 min 72 1

43 1ZOLACE CELKOVE RNA

Celkova RNA ze 7 vzorkd rizného stafi, ziskanych ze 4 experimentalnich rostlin
M. truncatula, byla izolovana piiblizné z 25 mg cCerstvé preparovanych semen. V ptipadé
mladsich semen byly pro dosazeni zminéné hmotnosti preparovany 3 lusky, u starsich semen
postaCoval jediny lusk. Pfed izolaci byl rostlinny material homogenizovan lyza¢nimi
kulickami v homogenizatoru, vyuzivajicim kombinovany systém vicesmérného pohybu.
K izolaci byl pouzit kolonovy Universal Plant Total RNA Extraction Kit (Spin-column)
¢inské spolecnosti BioTeke, zaloZzeny na metod€ adsorpce na silikat. Postupovéano bylo dle

navodu vyrobce.
Postup

1. Pted pouzitim ptedehiat Lysis Buffer PL na 65 °C.
2. Radné oznadit veskeré zkumavky popisem.
3. Zhomogenizovat vzorky spolu s 500 pl Lysis Buffer PL (1 ml pro 50-100mg)

vV homogenizatoru a inkubovat lyzovany material pfi 65 °C alesponi po dobu 30 min.
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4.4

10.

11.

12.

13.

14.

Centrifugovat 10 min. pti 12 000 rpm za pokojové teploty pro odstranéni genomické
DNA. Supernatant piepipetovat do RNase-free filtracni kolony.

Centrifugovat 1 min. pifi 12000 rpm a zachytit filtrat do 1,5ml RNase-free
centrifugacni mikrozkumavky.

K filtratu pfidat stejny objem 70% ethanolu, dikladné protfepat a ptelit suspenzi
1 s pfipadnym precipitaitem na Spin-column AC kolonu pro absorpci celkové RNA.
V ptipad¢ priliSného mnozstvi suspenze nanést jeji zbytek v nasledujici aplikaci na
stejnoukolonu a filtraty spojit.

Centrifugovat 1 min. pfi 10 000 rpm, vylit filtrat a dale pouzivat Spin-column AC
1 sbérnou mikrozkumavku.

Napipetivat 500 pl Buffer RE pro odstranéni proteinti, centrifugovat 1 min. pii 12 000
rpm, vylit filtrat.

Napipetivat 700 ul Buffer RW, centrifugovat 1 min. pti 12 000 rpm, vylit filtrat.
Napipetivat 500 ul Buffer RW, centrifugovat 1 min. pti 12 000 rpm, vylit filtrat.
Centrifugovat 2 min. pfi 12 000 rpm pro odstranéni zbytkové kapaliny.

Ptemistit Spin-column AC do nové 1,5ml mikrozkumavky zbavené RNaz. Aplikovat
30 pl RNase-free water predehiaté na 65 °C pro eluci celkové RNA a nechat
inkubovat 2 min. pti pokojové teploté.

Centrifugovat 1 min. pfi 12 000 rpm. Zopakovat ptedchozi krok s 20 ul RNase-free
water a slit eluaty.

Ziskanou celkovou RNA pro kratkodobou potiebu uskladnit pii teploté -20 °C,
dlouhodobé pii teploté -70 °C.

SPEKTROFOTOMETRICKA ANALYZA RNA

Spektrofotometrickym métfenim na piistroji NanoDrop 1000 byla zjisténa koncentrace

a Cistota celkové RNA izolované v predchozim kroku. Vysledky byly ziskany na zakladé

poméru absorbanci RNA pfi vinovych délkach 260 a 280 nm.
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45 ODSTRANENI ZBYTKOVE GENOMOVE DNA

U kazdého vzorku bylo zbylych 43 pul ziskané celkové RNA oSetieno
Baseline-ZERO™ DNazou, degradujici zbytkovou DNA, vyizolovanou spolu s celkovou
RNA. Postupovano bylo dle nize uvedeného protokolu vyrobce, piicemz mnozstvi chemikalii
bylo modifikovano z ptivodnich hodnot stanovenych pro 17 pl vzorku na pouzitych 43 pl

vzorku.
Postup

1. K 43 pl celkové RNA eluované v destilované vodé zbavené RNaz piidat 5 ul 10x
Baseline-ZERO DNase Reaction Buffer a 2,5 ul Baseline-ZERO DNase.

2. Inkubovat smés pti 37 °C po dobu 20 min.

3. Po skonceni inkubace zastavit probihajici reakci ptidanim 5 pl 10x Baseline-ZERO
Stop Solution.

4. Inkubovat pii 65 °C po dobu 15 min.

46 PREPIS RNA DO c¢DNA METODOU DVOUKROKOVE
REVERZNI TRANSKRIPCE

Pro ptepis do cDNA bylo na zidkladé koncentra¢nich udaji ziskanych ze
spektrofotometru pouZito takové mnozstvi DNazované RNA jednotlivych vzorki, aby jeji
vysledna koncentrace v 15 ul smési prvniho kroku pifepisu odpovidala 200 ng/ul. V prvnim
kroku reverzni transkripce byl ke 14 pl kazdého ptislusné zfedéného vzorku RNA ptidan 1 pl
Oligo(dT)15 primeru o koncentraci 0,5 pg/ul. Smés o celkovém objemu 15 ul byla
inkubovéna 5 minut pfi teploté 70 °C, po ukonceni inkubace byla okamZité zchlazena na ledu.
Ve druhém kroku piepisu byla dle nize uvedené tabulky IIl pfipravena reakéni smeés.
Ze smési bylo ke kazdému 15 pl vzorku pfipipetovano 25 ul, takto pfipravené vzorky byly
inkubovany 60 minut pifi teplot¢ 42 °C a nasledné zchlazeny na ledu. Pro naslednou
molekularni praci byly vzorky cDNA zifedény destilovanou vodou v poméru 1:10 (Hradilova

et al. 2017).
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Tabulka I11. Slozeni reakéni smési o celkovém objemu 40 pl pro druhy krok reverzni transkripce.

koncentr’ace s 1 oro 10
pracovniho (] testi [ul]
roztoku " n
AMV RT 5x Buffer 5X 8,0 80
destilovana voda 12,5 125
dNTP 10mM 25 25
RNasin Plus RNase inhibitor 40 U/ pl 10 10
10U/ ul 1,0 10

AMYV Reverse Transcriptase

47 ELEKTROFORETICKA SEPARACE RNA, PCR PRODUKTU
A PRODUKTU RT-qPCR

Ke kontrole integrity ziskané celkové RNA a k ovéfeni spravnosti prubéhu nasledné
provedenych PCR a RT-gPCR amplifikaci byla vyuzita separace vzorkd horizontalni
elektroforézou ve 2,0% agarézovém gelu. Gely s vysledky elektroforézy byly hodnoceny
v UV dokumenta¢nim syst¢ému s CCD kamerou a zpracovany pocitatové systémem

FireReader V4.
Postup

1. Rozvafit 5,0 g agarézy v 250 ml 0,5x TBE pufru v mikrovinné troubé. V piipadé
odpafteni Casti roztoku doplnit destilovanou vodou na ptivodni hmotnost.

2. V ptipadé separace produktli PCR nebo RT-qPCR pftidat 5 pl fluorescen¢niho barviva
EURx" SimplySafe a dikladng promichat. Pii separaci celkové RNA barvu
nepiidavat, protoze RNA nanaSeci barvivo jiz obsahuje ethidium bromid a formamid.

3. Nalit agarézu vychladlou na 50 - 60 °C do vanicky uréené na horizontalni
elektroforézu, ve které jsou umistény hiebeny. Nechat ztuhnout do konzistence gelu.

4. Po ztuhnuti umistit vanicku s gelem do elektroforetické komory, ptevrstvit TBE
pufrem a vyjmout hiebeny.

5. Do jamek nanést 2 pl (pfip. 4 pl, dle velikosti jamek) standardu molekulové
hmotnosti, pfi separaci RNA v bezbarvém gelu pfidat ke standardu RNA nanaSeci

barvivo. Obarvené vzorky nanaset po 5 ul (ptip. 8 ul), v piipadé bezbarvych vzorka
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nanést smés vzorku s bromfenolovou modii (v poméru 5:2 ve prospéch vzorku) o
stejném objemu, vzorky RNA nejprve smisit S RNA nanaSecim barvivem.

6. Zapojit elektrické pole nastavené na napéti 100 - 120 V (piip. 280 - 320 V, dle
rozmeéri elektroforetické komory), nechat probihat elektroforézu asi 35 min.

7. Odpojit elektroforetickou komoru od zdroje napéti a prohlédnout gel v UV

transiluminaéni komore, zdokumentovat.

48 TESTOVANE GENY BIOSYNTETICKE DRAHY
PROANTHOKYANIDINU

Vzhledem k charakteristice studované biosyntetické drahy PA (viz obr. 4 vyse), kdy
dochazi ke sdileni prekurzorti pro vznik PA i anthokyanind, bylo zdmérem diplomové prace
porovnat miru exprese u genu kdodujicich produkty, jez ovlivituji zaveéreéné kroky sdilené
biosyntetické drahy. Tedy u téch, které se podileji na okamzité preferenci anthokyanidinové ¢i
PA drahy. Za timto Géelem bylo k testovani zvoleno 11 gend, uvedenych v tabulce IV.
10 z nich reprezentovalo zajmové geny, u nichz byla zjitovana mira exprese, gen MSC27
(konstitutivné exprimovany transla¢né regulovany homolog nadorového proteinu; Kapros

et al. 1992 ) byl zvolen jako normaliza¢ni (Heid et al. 1996).

Je namisté zminit, Ze pouZité primery byly ve vSech piipadech navrzeny spiSe na
3’konec, ptipadné i 3'UTR oblast, sledovanych genti. Velikost produktti amplifika¢ni reakce

se u vSech primert pohybovala mezi 50-250 bp.
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Ge

MtANS

MtANR

MtDFR1

MtDFR2

UGT72L1

UGT78G1

MATE1

MtMYB2

MtMYBS5

MtPAR

MSC27

Tntl

Tabulka IV. Seznam a sekvnece primerti pouzitych v diplomové praci

genem kédovany produkt

anthokyanidin syntaza
anthokyanidin reduktaza
dihydroflavonol 4-reduktaza
dihydroflavonol 4-reduktaza
uridindifosfat glukosyltransferaza

uridindifosfat glukosyltransferaza

multidrug and toxic compound
extrusion transportér

transkrip¢ni faktor

transkrip¢ni faktor

transkrip¢ni faktor

homolog nadorového proteinu

tabakovy retrotranspozon 1

sekvence primeru (3°-5"); forward (F),
reverse (R)

F - GGTTGGAAGGTGGAAGGTTA
R - CCCATTTGCCCTCATAGAAA

F - GCAGTTTCTATCGGGTTCAA

R - CTGAGGGTATCGTTTGCTGA
F-TCGTCCACTTGGATGATCTTTG
R-CTCCCTTCTACTTCCATATGCTCAA
F - TTCAAAAACCCTGGCAGAAC

R - GGTGGCATTGAAGGCATAAT

F - GGAGAATCCACATGATTCTTTT

R - TCTGAATGAGAATTCAGGGAAA
F-GTTTTGGCATTCCCATTTGG

R - GAGCCTCTGTAGCAATTTTTTTCAC
F - CAAGCGCAGAACATTGTTAATCC
R - GAAGCGCATGAAGAAGGAGAAC
F - CAAATAATCACAAACTACACAAAGGC
R - CACACGACTTGATGGAGAGTT

F- ATCTTATCTGCTGCACCACC
R-CCGTCTTGGTTTTGGGTGAA

F - AGCCAACATCATCATCATCATTGCCA
R - AGGCTTTGGAGCTTCTGGTGCT

F - TTGAAGTAGACATTGGTGCTAACG
R - AGCTGAGTCATCAACACCCTCAT

F - GCATTCAAACTAGAAGACAGTGCTACC
R - CTCCAGACATTTTTATTTTTCACCAAG

reference

Li et al. 2016a
Verdier et al. 2012
Li et al. 2016a
Li et al. 2016a
Li et al. 2016a
Li et al. 2016a

Zhao et Dixon 2009

Li et al. 2016a*

Li et al. 2016a

Verdier et al. 2012

Verdier et al. 2012

Tadege et al. 2008

* v piiloze prace Li et al. (2016) je sekvence primert pro MtMYB2 uvedena chybné pod MtMYB3



49 PCR AMPLIFIKACE

Pied provedenim RT-gPCR byly k ovéteni funkénosti zvolenych primerd provedeny
testy téchto primerti s vybranym vzorkem cDNA metodou PCR. PCR byla vyuzita také pro
genotypizaci vzorka (viz vyse bod 4.2). Slozeni reakéni smési o celkovém objemu 15 pl je
zaznamenano V tabulce VI. Ke 13 ul PCR premixu bylo vzdy piidano po 2 ul fedéného
vzorku cDNA. Pouzité primery uvadi tabulka IV. Reakce probihaly v termocycleru v

8-jamkovych stripech o objemu 0,2 ml dle teplotniho profilu uvedeného v tabulce V.
Postup

1. Do mikrozkumavky pfipravit dle tabulky VI potiebné mnozstvi PCR reakéni smési,
odpovidajici po¢tu provadénych reakci.

2. Do tadn¢ popsanych mikrotitra¢nich desti¢ek nebo zkumavkovych stripti rozpipetovat
reakéni smés po 13 pl, nasledné ptidat po 2 pl testovan¢ho vzorku DNA.

3. Umistit mikrotitracni desky nebo zkumavkové stripy do PCR termocycleru, nastavit
teplotni profil dle tabulky V.

4. Amplifikovany PCR produkt uskladnit pro kratkodobou potiebu pfti teploté 4 °C,
dlouhodobé pfi teploté -20 °C.

Tabulka V. Teplotni profil PCR reakce

krok SO
pocateéni denaturace DNA 5 min 95 1
denaturace DNA 30s 95
annealing 30s 55 35
extenze 30s 72
finalni extenze 10 min 72 1

Tabulka V1. Slozeni PCR reakéni smési o celkovém objemu 15 pl

koncentrace
5 pro 1 test

pracovniho ]

roztoku "

pufr 5X 3
destilovana voda 9,23
primer mix (F/R) 5 mmol/l 0,7
MYTAq RED 50/l 0,07
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4.10 Kvantitativni RT-PCR

S vybranymi primery byla u sedmi vzorkli cDNA provedena kvantitativni RT-PCR
vrealném case (RT-QPCR) pro zjisténi hodnot Cy a analyzu kiivek teplot tani. Prubé&h
RT-gPCR (tab. VII) a postup ptipravy reakcéni smési (tab. VIII) byl analogicky s postupem
standardni PCR uvedenym vySe. Reakce probihala v 8- jamkovych stripech, uzptsobenych
pro kvantitativni amplifikaci, ve specializovaném gqPCR termocycleru LightCycler® Nano

Instrument, Roche.

Tabulka VII. Teplotni profil RT-qPCR reakce

teplota ocet
krok Sas [f ol fyklﬁ
udrZovani 10 min 95 1
denaturace DNA 10s 95
annealing 30s 55 45
extenze 20s 72
udrZovani 5 min 72 1
analyza teplot tani 60 °C - 90 °C pfi narastu 0,05 °C/s

Tabulka VIII. Slozeni RT-qPCR reakéni smési o celkovém objemu 10 pl

koncentr,ace pro 1
pracovniho e T
: roztoku "
SybrGreen 2X 5
destilovana voda 2,2
primer mix (F/R) 5 mmol/l 0,8
vzorek cDNA 2

411 HODNOCENI ZISKANYCH DAT

Data ziskana RT-qPCR byla ukladana ve formatu odpovidajicimu vystupu z Roche
cycleru a dale zpracovavana ve formé tabulek v pocita¢ovém programu Microsoft Excel. Pro
analyzu rozdili v expresi studovanych gent byla vyuzita metoda relativni kvantifikace,
porovnavajici miru exprese zajmovych gen u mutantnich a wild-type rostlin
(Livak et Schmittgen 2001), ktera je s ohledem na tucel experimentu vyhodnéjsi, nez by byla

metoda absolutni kvantifikace. Zjisténé hodnoty Cq (v soucasnosti termin ‘“quantification

37



cycle C,” nahrazuje diive pouzivany “threshold cycle C¢”; Bustin et al. 2009), oznacujici
cyklus, ve kterém dochazi k narGstu fluorescence nad prahovou hodnotu, byly po
trojnasobném opakovani méfeni prepo¢itany metodou 244" (Livak et Schmittgen 2001) dle

matematickych vzorct

At = primérna Cq zdjmového genu - primérna Cy normaliza¢niho genu
AAT = Atstudovaného vzorku - At referenéniho vzorku

pozn.: normaliza¢ni gen - MSC27; referen¢ni vzorek - semena wild-type linie NF2466

za GCelem zjisténi relativnich zmén v genové expresi mezi mutantnimi liniemi a wild-type
linii. K vypoctim byly pouzity tii hodnoty Cg, liSici se maximalné o 1,5 cyklu. Pro zjisténi

miry variability vysledka byly ze ziskanych dat vypocteny smérodatné odchylky.

412 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNIiM
SPEKTROMETREM (LC-MS)

Za ucelem zjisténi rozdili v obsahu rozpustnych PA v osemeni mutantnich a wild-type
semen byla provedena LC-MS analyza, ke které byla vybrana pln¢ vyvinuta semena myb5
mutantni a wild-type linie NF13006 a par mutantni a wild-type linie NF4419. Ze semen byly
ve tfech biologickych opakovanich extrahovany PA tak, Ze k 25 mg vysuSenych semen bylo
pfiddno 10 ml extrakéniho ¢inidla (7,5 ml acetonu, 2,45 ml deionizované vody, 0,05 ml
ledové kyseliny octové), smés byla nasledn€ sonifikovana 1 h pii laboratorni teploté
a protfepana. Nasledna prekoncentrace extraktl lyofilizaci a LC-MS analyza vzorku byla
provedena v Regionalnim centru pokrocilych technologii a materialti Ptirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci Doc. RNDr. Petrem Bednafem, Ph.D. a Mgr. Monikou

Cechovou za nasledujicich podminek:

Vzorky byly analyzovany na pfistroji Acquity UPLC (Waters) PDA detektorem
spojenym s hmotnostnim spektrometrem SYNAPT G2S, pro analyzu byla pouzita kolona
Raptor ARC-18 (100x2.1mm, 2.7um) (Restek), temperovana na 25 °C. Pii pritoku
0,2 ml/min byla provedena gradientova eluce mobilnimi fazemi A (voda + 0,1% kyselina
mravenci) a B (acetonitril + 0,1% kyselina mravenc¢i) dle schématu 0 min 100% A; 20 min
100% B; 25,5 min 100% B; 30 min 100% A. Davkovany objem vzorku ¢inil 2 ul. Analyza
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hmotnostnim spektrometrem byla provedena ionizaci elektrosprejem Vv pozitivnim modu
s teplotou zdroje 120 °C vrozsahu m/z 50 — 1200. Méfeni prob&hlo ve 4 opakovanich,
kvantifikace katechinu, epikatechinu a rutinu byla provedena s vyuzitim katechinu jako
vnéjSiho standardu a uvedené obsahy latek v extraktech wvyjadiuji jeho pirepoctené
ekvivalenty. Plochy byly ziskdny integraci rekonstruovaného chromatogramu pro

odpovidajici m/z hodnotu (rutin - 611,16; katechin a epikatecin - 291,09).

413 BARVENI SEMEN DMACA A RUTHENIOVOU CERVENI

Vzorky semen myb5 mutantni linie NF13006, par mutantnich linii NF4419 a NF2466
a dvou prislusnych wild-type linii byly ve fazi plné zralosti vypreparovany z vyschlych luska
a nabarveny DMACA (4-(dimethylamino)cinnamaldehyd; Liu et al. 2014; Peel et Dixon
2007; Verdier et al. 2012) za téelem vizualizace hladiny extrahovatelnych PA v 0Semeni.
Se stejnymi vzorky semen bylo dle protokolu uvedeného v praci McFarlane et al. (2014)
provedeno také barveni rutheniovou cerveni, které zvyrazni slizovy obal produkovany
osemenim a umozni tak detekci rozdili v hydrataci mutantnich a wild-type semen. Nabarvena
semena byla nasniméana na pracovisti genové banky Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby,
v.v.i. v Olomouci stereomikroskopem Olympus SZ61 vybavenym digitalni kamerou Olympus
E-410, fotografie byly zpracovany v programu QuickPHOTO MICRO 3.1.

Postup barveni DMACA

1. Namichat 1% barvivo smisenim DMACA, methanolu a HCI (1:1).

2. Vzorky semen namocit pii pokojové teploté na 2 hodiny do vody.

3. Odpipetovat vodu, ptidat 800 pl barviva a za mirného protiepavani nechat barvit po
dobu 1 hodiny.
Nabarvené vzorky odbarvovat 1 hod. 70% etanolem.

B

Postup barveni rutheniovou ¢erveni
1. Vzorky semen namocit pii pokojové teploté na 2 hodiny do vody.
2. Odpipetovat vodu, pridat 800 pl 0,01% roztoku rutheniové Cervené a za mirného
ttepani inkubovat 1 hodinu pfi pokojové teploté.
3. Odpipetovat roztok rutheniové Cervené a nabarvené vzorky odbarvit v deionizované

vodé.
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4.14 SEZNAM POUZITEHO VYBAVENI A CHEMIKALII

PRISTROJOVE VYBAVENI

homogenizator FastPrep-24, MB Biomedicals; Universal Plant Total RNA Extraction Kit
(Spin-column), BioTeke Corporation; tfepa¢ka Vortex mixer ZXClassic, VELP Scientifica;
termoblok MB-102, BIOER; centrifuga Centrifuge 5415 R, Eppendorf; minicentrifuga
Spectrafuge Mini, Labnet; NanoDrop 1000, Thermo Scientific; sterilni box PV-102,
TelSTAR; PCR termocycler PTC-200, MJ Research; real-time PCR termocycler
LightCycler® Nano Instrument, Roche; soupravy pro horizontalni gelovou elektroforézu
Owl A6, Thermo Scientific a Wide Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad; elektroforeticky zdroj
napéti PowePac Basic Power Supply, Bio-Rad; dokumentaéni systém FireReader V4,
UVITEC Cambridge; sonifikator Elmasonic S10, Elma; stereolupa SZ51, Olympus;
stereomikroskop Sz61, Olympus.

LABORATORNI VYBAVENI

automatické pipety Research Plus, Eppendorf; automatické pipety F1, Thermo Scientific;
plastové S$picky; kadinky; Erlenmeyerovy banky; odmérny valec; mikrocentrifugacni
zkumavky; 8-jamkové zkumavkové stripy a vika; laboratorni pfedvazky; navazovaci 1zicky;
buni¢itd vata; ochranné rukavice; stojany; ledova tfist; homogeniza¢ni kulicky, Mobio;

LightCycler 8-Tube strips, Roche; preparacni jehly, pinzety, Petriho misky.

CHEMIKALIE A ROZTOKY

agar6za BlO-41025 Molecular Grade, Bioline; standardy molekulové hmotnosti
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific a GeneRuler 100 bp DNA Ladder,
Thermo Scientific; nanaseci barvivo 2x RNA Loading Dye, ThermoFisher Scientific; 0,1%
bromfenolova modi v 30% glycerinu, Promega; fluorescen¢ni barvivo SimplySafe,
EURx"; 10x TBE pufr (108 g TRIS baze, 55 g kyseliny borité, 40 ml 0,5 mol/l EDTA (pH
8,0), doplnit destilovanou vodou do objemu 1 I); destilovana a deionizovana voda;
polymerizy MyTaq" RED DNA, Bioline a 10U/ pl AMV Reverse Transcriptase, Promega;
Phire™ Hot Start II DNA Polymerase, ThermoFisher Scientific a Baseline-ZERO™ DNase,
Epicentre; pufry 5x MyTaq Reaction Buffer Red, Bioline (s obsahem 15mmol/l MgCl,,
5mmol/l dNTPs a nanaseciho barviva) a 5x AMV RT Buffer, Promega a 10x Baseline-ZERO
DNase Reaction Buffer, Epicentre; primery Oligo(dT)15, Promega a primery uvedené
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v tabulce IV Generi Biotech; 10x Baseline-ZERO Stop Solution, Epicentre; inhibitory RNaz
RNasin Plus RNase inhibitor, Promega a RNaseZAP, Sigma; reakéni premix SensiFAST
SYBR No-ROX Kit, Bioline; 99,9% aceton, Lach:ner; 99% ledova Kkyselina octova,
Lach:ner; 4-(dimethylamino)cinnamaldehyd, Sigma; 35% HCI, Lach:ner, 99,5% methanol,

Lach:ner; 96% ethanol, Lach:ner, 98% NaOH, Lach:ner; 0,01% roztok rutheniové ¢ervené,
Sigma.
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5 VYSLEDKY

5.1 GENOTYPIZACE VZORKU A PRIPRAVA cDNA

Metodou PCR byla u vybranych rostlin M. truncatula linii NF13006, NF2466
a NF4419 analyzovana pfitomnost Tntl retrotranspozonové inzerce a jeji homozygotni ¢i
heterozygotni zalozeni (viz obr. P4 v piiloze). Pro naslednou praci byla vybrana jedna
wild-type linie NF2466, u niz nebyla v genu MtPAR ani MtMYB5 detekovana ptitomnost
inzertu, jedna myb5 mutantni linie NF13006 s homozygotné zalozenou Tntl inzerci v genu
MtMYBS5 a dvé par mutantni linie (NF4419 a NF2466) s homozygotné zalozenou Tntl
inzerci v genu MtPAR.

Z mladsich (12 DAP) a starSich (25 DAP) semen téchto rostlin byla za pouziti
izolacniho kitu ziskéna celkova RNA, jejiz integrita byla zkontrolovana horizontdlni gelovou
elektroforézou. Ackoliv byla zfetelna ¢astecnd degradace ribonukleové kyseliny, na zakladé
vizualizace fragmentli odpovidajicich rRNA pro malou a velkou ribozomalni podjednotku,
jejichz ptitomnost se povaZzuje za stéZejni znak integrity RNA (Taylor et al. 2010), byla
potvrzena  vhodnost pouziti izolované RNA k dal$i experimentalni praci
(viz obr. P5 v ptiloze). Spektrofotometrickou analyzou na pfistroji NanoDrop 1000 byla
zjisténa koncentrace izolované RNA, pohybujici se v rozmezi 115,4 az 1 019,0 ng/ul, pii¢emz
niz8§i hodnoty byly naméfeny u izolatlh ze semen pokrocilejSich fazi embryonalniho vyvoje.
Pro prubé¢h kvantitativni RT-PCR se za idealni koncentrace RNA povazuji hodnoty 200 ng/ul
¢i vyssi (Taylor et al. 2010), s vyjimkou RNA izolované ze starSich par mutantnich semen
linie NF2466 (115,4 ng/ul) byla tato podminka splnéna. Cistota RNA, ziskand z poméru
absorbanci A260/280, ¢inila 2,08 - 2,18, coz poukazuje na RNA mirné znecisténou proteiny ¢i
aromatickymi latkami. Izolovand RNA byla za Gi¢elem minimalizace nespecifickych reakci
zbavena zbytkové DNA DNazou, a takto oSetfena RNA byla posléze prevedena metodou
dvoukrokové reverzni transkripce do stabilnéjsi cDNA formy, pouzitelné pro naslednou

amplifika¢ni analyzu.
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52 TRANSKRIPTOMICKA ANALYZA

Na zaklad¢ provedeni PCR reakci se ziskanou cDNA, vedoucich k ovéteni funkénosti
a specifi¢nosti amplifikace testovanych primert, bylo pro analyzu mnozstvi transkripti ve
vzorcich metodou RT-qPCR zvoleno celkem 10 part primerd, reprezentujicich zajmové geny
ovliviujici prubéh biosyntézy PA a anthokyanidint, a jeden par primerd pro normalizacni gen
MSC27 (pro sekvenci viz tab. IV vyse). Vylouceny byly primery navrhnuté pro gen LAR, tfi
sady primerd pro normaliza¢ni gen aktin (viz obr. P6 v pfiiloze) a jedna sada primert pro
normaliza¢ni gen GAPDH, pii jejichz pouziti dochéazelo ke tvorbé nespecifickych produkta.
Testované primery pro normaliza¢ni gen PDF2 poskytovaly specifické produkty, v praci vSak
byl nakonec pro tento ucel upfednostnén gen MSC27. Sekvence primerd, které nevyhovovaly

potiebam prace a které nebyly dale pouzivany, jsou uvedeny v ptiloze v tabulce PTI.

U vsech sedmi vzorku byly pro kazdy z 11 genii ve trojim opakovani zméteny hodnoty
Cq (tab. IX vySe) a analyzovany kfivky teplot tani. Spravnost pribéhu RT-gPCR byla
ovétovana analyzou kiivek teplot tani a kontrolni separaci produktii amplifikace horizontalni
gelovou elektroforézou ve 2% agarézovém gelu. Ostré piky a jednotna teplota tani produktii
amplifikace byly dosazeny v ptipad¢ pouziti primera MSC27, MtANR, MtANS, UGT78G1
a MtDFR1 (viz obr. 5A,B,C), stejné tak elektroforeticka separace téchto produkti RT-qPCR
ve 2% agardzovém gelu potvrdila specifi€nost amplifikace vizualizaci fragmentli o stejné
délce (obr. 7). V piipadé amplifikace genu UGT72L1 byly kiivky tani ve vzorku mladSich
par semen NF4419 odlisné od ostatnich vzorkti ve v§ech tfech métenich, coz vylucuje chybu
pipetovani, a jelikoZ amplifikace s jinymi primery prob¢hly u tohoto vzorky spravné, také
moznou chybu vzorku. Analogické vysledky byly zjistény s primery MATEL a MtDFR?2, pfi
jejichz pouziti poukdzala analyza kiivek teplot tani na nespecifickou amplifikaci u vzorku
starSich myb5 mutantnich semen NF13006. Problémy s amplifikaci se objevily u stéZejnich
genti analyzy. Kiivky teplot tani ziskanych RT-gPCR s primery MtMYB2 detekovaly
u riznych vzorkll vznik produkti o rozdilnych teplotich tani, kontrolni elektroforetickou
separaci vSak nebyl zjiSt€n mezi fragmenty riznych vzorkl signifikantni rozdil. V piipadé
MtMYBS5 (obr. 6) vykazovaly produkty vzniklé amplifikaci u vzorkd mladsich i starSich
myb5 mutantnich semen NF13006 teplotu tani odlisSnou od ostatnich vzorkd a provedenim
kontrolni elektroforetické separace (obr. 8) byla u téchto vzorkl ve vSech tfech replikatech
necekané zjisténa amplifikace fragmentd o jiné délce, nez u ostatnich vzorkti. S ohledem na
stejny zpusob fragmentace ve vSech tfech opakovanich a s ptihlédnutim k tomu, Ze se jednalo

0 myb5 mutantni linie a byly pouzity primery pro gen MtMYBS, je nepravdépodobna nahoda
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nedostatecné Cistych vzorkli a amplifikace genomové DNA. Vyhodnoceni kiivek teplot tani
ziskanych RT-gPCR s primery pro gen MtPAR ukazalo nespecifitu amplifikace u vétsiny
vzorkll, piky nebyly ostré, Casto se objevovaly piky dvojité. U mladSich semen obou par
mutantnich linii se objevil vznik produktii o odlisné teploté tani, s ohledem na vySe zminéné

je vSak interpretovatelnost tohoto zjisténi oproti ostatnim saddm primerti snizena.

Tabulka IX. Hodnoty Cy naméfené RT-qPCR ve trojim opakovani pro 7 studovanych vzorki CDNA pfi pouziti

11 vybranych primert.
. stari MSC27 MtANS MtANR
typ linie
semen 1 2 3 1 2 3 1 2 3
NF2466 wild-type | ml |[23,473 23,526 23,663 |26,499 27,257 27,051 |25,048 26,001 26,183
NF13006  myb5 ml 20,293 20,525 20,592 |21,012 21,382 21,579|21,970 22,426 22,878
NF13006  myb5 st 120,869 20,967 20,892|24,011 24,506 24,714|24,751 25,106 24,903
NF2466 par ml 19,151 19,951 19,839 22,378 22,135 22,426 |23,421 23,052 23,303
NF2466 par st |22,234 22,278 21,834|31,657 30,823 31,784|31,039 30,848 31,313
NF4419 par ml 20,512 20,509 20,335|23,687 23,818 24,175|21,595 21,313 21,399
NF4419 par st |28,644 28,508 28,398|32,633 32,492 33,131|28,156 28,538 27,671
. staii MtDFR1 MtDFR?2 MATE1
typ linie
semen 1 2 3 1 2 3 1 2 3
NF2466 wild-type | ml |[24,042 24,903 24,964 |29,101 30,320 30,343 |31,599 32,154 31,977
NF13006  myb5 ml 20,833 21,192 20,906 | 25,232 25,733 25,792 |28,303 29,098 29,287
NF13006  myb5 st 122,067 22,745 23,224|28,492 29,252 29,425|33,409 33,043 33,251
NF2466 par ml 20,897 21,432 21,590 |24,205 25,343 25,413 27,777 28,100 27,905
NF2466 par st |24,847 25,096 25,144|30,281 30,446 30,558 |35,264 34,544 35,050
NF4419 par ml 21,033 20,931 20,880 |25,357 25,796 26,436 |27,604 27,704 28,090
NF4419 par st 30,287 30,784 30,482|32,961 32,82 33,357|33,764 33,991 34,817
. Sstari UGT72 UGT78G1 MtMYB2
typ linie
semen 1 2 3 1 2 3 1 2 3
NF2466 wild-type| ml |[27,330 27,374 27,378 |31,414 31,875 32,283|30,030 30,711 31,108
NF13006  myb5 ml 24,028 24,060 24,411|27,608 27,500 27,779|31,379 31,676 31,201
NF13006  myb5 st |24,540 25,713 24,893|28,706 29,132 29,063 |34,456 34,628 34,476
NF2466 par ml | 24,643 24,385 24,710|27,780 27,994 27,989 |28,566 27,792 28,488
NF2466 par st 27,688 28,044 28,087 |31,792 32,727 32,625|31,606 31,787 31,600
NF4419 par ml | 23,747 23,050 23,735|29,728 29,507 29,569 |26,821 26,794 27,520
NF4419 par st 30,729 30,454 30,875|32,442 32,009 31,709|32,071 32,595 31,365
typ linie SAFi = ki
semen 1 2 3 1 2 3
NF2466 wild-type| ml |[30,666 29,651 29,755|29,203 29,390 30,546
NF13006  myb5 ml | 29,607 29,547 29,220|26,198 26,181 26,386
NF13006  myb5 st |31,304 31,596 30,667 |26,885 27,065 27,036
NF2466 par ml | 25,765 25,558 26,351 27,113 27,840 27,619
NF2466 par st 29,339 29,739 30,348|25,915 24,414 25,38
NF4419 par ml | 25,546 25,790 26,245|29,396 29,636 28,864
NF4419 par st |30,564 31,019 30,776| 19,92 20,51 20,875
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Obrazek 5A,B,C. Vysledek analyzy teplot tani produktd vzniklych RT-qPCR amplifika¢ni reakei za pouziti
primert pro gen UGT78G]1 (obr. 5A), MtANR (obr. 5B), MtDFR1 (obr. 5C). NF2466 wild-type ml. - zelena;
NF13006 myb5 ml. - fialova; NF13006 myb5 st. - rizova; NF2466 par ml. - tmavé modra; NF2466 par st.- zluta;
NF4419 par ml. - svétle modra; NF4419 par ml. - Gervena.
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Obrazek 6. Vysledek analyzy teplot tani produkttl vzniklych RT-qPCR amplifikacni reakci za pouziti primeri
pro gen MtMYB5. NF2466 wild-type ml. - zelena; NF13006 myb5 ml. - fialova; NF13006 myb5 st. - riZova;
NF2466 par ml.-tmavé modra; NF2466 par st.- zluta; NF4419 par ml.- svétle modra; NF4419 par ml.- Cervena.
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Obrazek 7. Elektroforetické rozdéleni RT-qPCR produktd sledovanych vzorki pii vyuziti primert pro gen
MtANR. L - standard molekulové hmotnosti;1a-¢c - NF13006 myb5 ml.;2a-c - NF13006 myb5 st.; 3a-c - NF2466
par ml.; 4a-c - NF2466 par st.; 5a-c - NF4419 par ml.; 6a-c - NF4419 par st.; 7a-c - NF2466 wild-type ml.
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Obrazek 8. Elektroforetické rozdéleni RT-qPCR produktt sledovanych vzorkt pfi vyuziti primert pro gen
MtMYBS5. L - standard molekulové hmotnosti;1a-c - NF13006 myb5 ml.;2a-c - NF13006 myb5 st.; 3a-c -
NF2466 par ml.; 4a-c - NF2466 par st.; 5a-c -NF4419 par ml.; 6a-c -NF4419 par st.; 7a-c-NF2466 wild-type ml.
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9" AAC;

Z pramérnych hodnot Cq byly metodou vypocitany relativni zmény v genové

expresi mezi 12 DAP a 25 DAP starymi semeny mutantnich linii a 12 DAP semeny referen¢ni
wild-type linie NF2466. Souhrnna data jsou uvedena v tabulce X. V tabulce XI je doplikové

vvvvvv

dosazeni stejného mnozstvi transkriptt v diivéjsSim cyklu amplifikacni reakce,

tj. na upregulaci genu.

Tabulka X. Relativni mira exprese studovanych genl v osemeni rizného stati u sledovanych mutantnich rostlin

a wild-type rostliny, vyjadfena hodnotou (2*“7) a relativni odchylkou.

typ linie sztr?];‘n MtANS MtANR MtDFR1 MtDFR2 MATEL
NF2466 "tv;:)‘i ml 1,000
NF13006 mybs | ml 5854+ 1,290 | 1,199 + 0,279 | 1,546 + 0,487 | 2,468 + 0,749 | 0,963 + 0,171
NF13006 myb5 | st |0,935+0,201 | 0,291+ 0,080 |0,631 0,135 | 0,294 + 0,055 | 0,066 + 0,023
NF2466  par ml | 1,845+ 1,030 | 0,441 + 0,256 | 0,702 % 0,246 | 2,095 + 0,579 | 1,096 + 0,352
NF2466  par st |0,019+0,014 | 0,010+ 0,004 | 0,286+ 0,071 | 0,272 = 0,103 | 0,049 + 0,027
NF4419  par ml | 099140314 | 2,445+ 0,926 | 1,554 + 0,467 | 2,019 + 0,722 | 2,074 + 0,614
NF4419 par st 0,582+0,231 | 6,373 +2,776 |0,531+0,053 3,788+ 1,610 | 6,866 + 2,755

typ linie Szt;‘]g‘n UGT72L1 | UGT78G1  MtMYB2  MtMYB5
NF2a66 WGy 1,000

type |

NF13006 myb5 | ml | 1,087+0,156 | 2,278+ 0,639 | 0,036 + 0,032 | 0,179 + 0,048 | 1,389 + 0,653
NF13006 myb5 | st |0,831+0301 | 1,192+ 0,153 | 0,006 = 0,006 | 0,076 = 0,031 | 1,113 = 0,482
NF2466  par ml | 0,479+ 0,174 | 1,081 + 0,405 | 0,258 + 0,333 | 1,224 4 0,414 | 0,332+ 0,178
NF2466  par st | 0,256+ 0,080 | 0,260+ 0,057 | 0,114 0,102 | 0,549 + 0,458 | 9,165 + 4,628
NF4419 par ml 1,752 £ 0,642 | 0,568 + 0,134 | 1,020 +0,941 | 2,465+ 1,764 | 0,179 + 0,122
NF4419  par st |3170+0,721 2113673:; 5,812+ 4,931 2115338* 136186%32%1
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Tabulka XI. Relativni mira exprese studovanych genll v osemeni riizného stafi u sledovanych rostlin po
normalizaci genem MSC27. Cervené podbarveni zna¢i downregulaci, zelené upregulaci genu v porovnani

s referenénimi wild-type semeny NF2466.

wild-type par myb5
2466 ml. | 2466 ml. | 2466 st. 4419 ml. 4419st. 13006 ml 13006 st

MtANS | 3,382 2,666 9,306 3,441 4,235 0,854 3,501
MtANR | 2,190 3,612 8,951 0,984 -0,395 1,955 4,011
MtDFR1| 1,082 1,659 2,914 0,496 2,001 0,507 1,769
MtDFR2| 6,367 5,340 8,313 5,411 4,529 5,116 7,954
MATEL1| 8,356 8,280 12,837 7,347 5,674 8,426 12,325
UGT72L1| 3,807 4,932 5,824 3,059 2,169 3,696 4,139
UGT78G1| 8,303 8,274 10,266 9,149 Sl 7,159 8,058
MtMYB2| 4,550 8,635 9,549 6,593 3,494 10,949 13,611
MtMYB5| 6,470 6,244 7,693 5,408 2,270 8,988 10,280
MtPAR| 6,159 7,877 3,121 8,847 -8,082 5,785 6,086

U mladsich semen myb5 mutantni linie NF13006 byl nejvice upregulovanym genem
MtANS, u né&jz byl pocet transkripti 5,854x vyssi, nez v ptipadé mladSich semen referenéni
wild-type rostliny (graf 1A). Vice nez dvojnasobné zvySeni mnozstvi transkriptd pak bylo
detekovano také u genit MtDFR2 (2,468x) a UGT78G1l (2,278x). Markantni snizeni
mnozstvi transkript bylo zaznamenano u gentt MtMYB2 (2**“" = 0,036, tj. 27,8-nasobny
pokles) a MtMYB5 (24" = 0,179, tj. 5,6-nasobny pokles). Geny MtANR, MtDFR1,
MATEL, UGT72L1 a MtPAR nebyly mutaci signifikantn¢ ovlivnény.

Ve starSich semenech myb5 linie NF13006 nebyl v porovnani s mladsimi wild-type
semeny vyraznéji upregulovan zadny gen, oproti vysledkiim zjiSténym u mladSich semen
naopak doslo ke snizeni poétu vSech studovanych transkriptd (graf 1B). U gentt MtANS,
MtDFR2 a UGT78G1, jez byly v mladSich myb5 mutantnich semenech upregulovany, se
mira exprese snizila na hladinu blizici se hladiné zmétené u referen¢nich mladsich wild-type
semen NF2466. Razantni snizeni hladiny transkripti vSak bylo detekovatelné i u gend
MATE1 (2% = 0,066, tj. 15,2-nasobny pokles oproti referenénim wild-type semenim,
14,6-nasobny  pokles  oproti  mlad$im  semendm  myb5 linie),  MtANR
(2744 = 0,291, tj. 3,4-nasobny pokles oproti referenénim wild-type sementim, 4,1-nasobny
pokles oproti mlad§im sementim myb5 linie) a MtDFR1 (2447=0,631, tj. 1,6-nasobny pokles
oproti referencnim wild-type semeniim, 2,5-nasobny pokles oproti mlad$im semenim myb5
linie). Mira exprese genit MtPAR, MtMYB2, MtMYB5 a UGT72L1 v prubéhu dozravani

semen poklesla jen zvolna.
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Mladsi semena obou zkoumanych par mutantnich linii vykazovala v porovnani
s kontrolnimi mlad$imi semeny wild-type linie NF2466 snizeni exprese genu MtPAR
(viz v ptiloze grafy PGIA, PGIIA). V ptipad¢ par linie NF2466 se jednalo 0 3-nasobné
snizeni (224" = 0,332), u par linie NF4419 o 5,6-ndsobné snizeni (2*“" = 0,179). Opacné
doslo v porovnani s kontrolnimi wild-type semeny u semen obou par mutantnich linii ke
zvySeni transkripce genu MtDFR2, a to 2,095x u linie NF2466 a 2,019x u linie NF44109.
Zbytek zkoumanych genii byl v mladSich semenech par linii exprimovan odlisné. Nejveétsi
rozdily byly zaznamenany u genu UGT72L1 - oproti referen¢nim mladsim wild-type
sementm doslo u par linie NF2466 k 2,1-nasobnému snizeni exprese, u par linie NF4419
zase k 2,019-nasobnému zvyseni exprese - a u genu MtMYB2, jehoz exprese nebyla v par
linii NF4419 v porovnani s wild-type semeny vyrazné ovlivnéna, avSak v mutantni linii

NF2466 byla mira transkript 3,9x sniZena.

Pii analyze relativni miry genové exprese u starSich semen obou par mutantnich linii
se tendence snizovani poctu transkriptii sledovanych genti ve starSich stadiich embryonalniho
vyvoje, ktera byla patrna v piipadé myb5 mutantnich semen linie NF13006, potvrdila pouze
u mutantni linie NF2466 (viz v ptiloze grafy PGIB a PGIIB). Vyjimkou byl gen MtPAR,
u n&jz doslo v piipadé starSich semen mutantni linie NF2466 k 9,165-nasobnému zvySeni
relativni miry jeho exprese v porovnani s kontrolnim vzorkem wild-type semen
a k 27,6-nasobnému zvyseni exprese v porovnani s mlad$imi semeny stejné mutantni linie.
K vyraznému zvySeni relativni miry exprese genu MtPAR doSlo v porovnani s mladSimi
wild-type semeny také u linie NF4419, kde bylo mnozstvi transkriptli navySeno 19 680,560x.
Zjisténi tykajici se upregulace MtPAR genu ve starSich par mutantnich semenech jsou
v kontrastu s detekovanym snizenim relativni miry jeho exprese u mladSich mutantnich semen
1 v kontrastu s predpokladanym naruSenim jeho funkce a exprese v obou studovanych par
liniich. S vyjimkou gentt MtANS a MtDFR1, jejichZ relativni mira exprese byla v porovnani
referencnimi wild-type semeny v obou vzorcich starSich par mutantnich semen snizena (pouze
u linie NF2466 vsak s jistotou vice jak 2x), bylo u starSich semen obou par linii vSech
7 ostatnich zajmovych genti exprimovano nesourodé a bez moznosti interpretace jejich

spole¢né up- ¢i downregulace.
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Graf IA,B. Relativni mira exprese studovanych genti v osemeni riizného stafi (A - mladsi, B - starsi) u myb5

mutantnich rostlin NF13006 a wild-type rostliny NF2466, vyjadiena jako hodnota 24T,
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53 METABOLOMICKA ANALYZA

LC-MS analyzou myb5 mutantnich a wild-type semen linie NF13006 a par mutantnich
a wild-type semen linie NF4419, provedenou Doc. RNDr. Petrem Bednaiem, Ph.D.
a Mgr. Monikou Cechovou v Regionalnim centru pokrocilych technologii a materialt
Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, byly zjistény obsazené

koncentrace extrahovatelného katechinu a epikatechinu (prekurzory PA) a rutinu

50



(glykosylovany flavonoid hojné rozsiteny v rostlinaich a Casto analyzovany ve studiich;
Nithiyanantham et al. 2012; Routaboul et al. 2006) v extraktech semen M. truncatula
(tab. XII). S vyjimkou mutantnich semen NF4419 byla koncentrace rutinu ve vSech vzorcich
znatelné vyssi, nez koncentrace katechinu a epikatechinu (graf Il), nejvice jej potom bylo
obsazeno v mutantni linii NF13006 (0,815 mg/l). Koncentrace rutinu v obou wild-type liniich
byly obdobné (u NF4419 0,251 mg/l a u NF13006 0,315 mg/l). Obsah katechinu nebyl
u zadného ze sledovanych vzorki vyraznéji odlisny (0,036 mg/l - 0,050 mg/l), viditelné
rozdily v koncentraci mezi jednotlivymi vzorky vSak byly zjistény v piipadé epikatechinu,
jehoz obsah byl v porovnani s obéma wild-type liniemi v semenech myb5 mutantni linie
NF13006 o 50 mg/l snizen a v par mutantnich semenech linie NF4419 o 62 mg/l zvysen.
Doplnkova data tykajici se LC-MS analyzy, jeZ nebyla v této diplomové praci uvedena, jsou

k dispozici u Doc. RNDr. Petrem Bednaie, Ph.D.

Tabulka XI1. Obsah rutinu, katechinu a epikatechinu v extraktech wild-type a mutantnich semen linii NF4419 a

NF13006 Medicago truncatula, vyjadieny v mg/1 extraktu a relativni odchylkou.

typ linie katechin epikatechin
NF4419 wild-type | 0,251 + 0,004 | 0,050+ 0,001 | 0,091 + 0,003
NF4419 par 0,123 + 0,003 | 0,036 + 0,000 | 0,152 + 0,002
NF13006 Wild-type | 0,315+ 0,004 | 0,043+ 0,001 | 0,090 + 0,002
NF13006 myb5 0,815+ 0,007 | 0,044 +0,001 | 0,040+ 0,001

Graf I1. Obsah rutinu, katechinu a epikatechinu v extraktech wild-type a mutantnich semen linii NF4419
a NF13006 Medicago truncatula.
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54 HISTOCHEMICKA ANALYZA

Vyuzitim barveni DMACA u vzorki semen jedné myb5 mutantni (NF13006), dvou
par mutantnich (NF4419, NF2466) a dvou ptislusnych wild-type linii (NF13006, NF4419)
doslo k orientacni histochemické detekci celkového mnoZstvi extrahovatelnych
proantokyanidinti v osemeni (obr. 9). Specifickou reakci DMACA s flavan-3-oly (PA) doslo
ke vzniku syt¢ modrého az ¢erného zbarveni osemeni U obou wild-type linii a u myb5 linie,
u zadné z par mutantnich linii nevznikly tolik intenzivné zbarvené produkty. S ohledem na
pritomnost HCI a ethanolu v barvici smési doslo u semen ve vétSiné ptipadi k nabobténi.
Barveni rutheniovou cerveni detekovalo odlisné mnozstvi pektinovych latek (slizu) na
povrchu semen Wild-type a mutantnich rostlin. Zédn}’/ ze vzorkl nebyl obarven celistve,
pozorovano pouze u vzorku myb5 mutantnich semen, mezi wild-type vzorky ani par
mutantnimi semeny obou linii vyrazné&jsi rozdil v barveni nebyl (obr. 10). V piipadé obou
histochemickych metod byly mezi jednotlivymi semeny stejné linie viditelné rozdily ve
zpusobu ¢i intenzit€ barveni. Toto souvisi s charakterem osemeni a jeho propustnosti, ktera se

muze mezi semeny liit, a to Casto 1 kdyz se jednéd o semena pochazejici ze stejného lusku.
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Obrazek 9: Vysledek barveni mutantnich a wild-type semen Medicago truncatula medotou DMACA,

» P &

detekujici mnozstvi rozpustnych proanthokyanidini v osemeni. 1A,B - wild-type semena linie NF13006; 2A,B -
myb5 semena linie NF13006; 3A,B - wild-type semena linie NF4419; 4A,B -par semena linie NF4419; 5A,B -
par semena linie NF2466. Zvétseni mikroskopu 10x (vzorky A), 30x (vzorky B).
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Obrazek 10: Vysledek barveni mutantnich a wild-type semen Medicago truncatula rutheniovou ¢erveni,
detekujici mnoZstvi pektinovych latek na povrchu semene. 1A,B - wild-type semena linie NF13006; 2A,B -
myb5 semena linie NF13006; 3A,B - wild-type semena linie NF4419; 4A,B -par semena linie NF4419; 5AB -
par semena linie NF2466. Zvétseni mikroskopu 10x (vzorky A), 30x (vzorky B).
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6 DISKUZE

Piestoze se muze zdat, Ze je izolace RNA rutinni a bezproblémovou zalezitosti, opak
obtizné ziskat dostatecné mnozstvi kvalitni RNA. Mezi takova pletiva patii i osemeni,
obsahujici ¢asto vysoké mnozstvi inhibujicich latek, jako jsou pigmenty, polysacharidy ¢i
fenoly. Wang et Vodkin (1994) pii praci s pigmentovanym osemenim séji (Glycine max)
zjistili, ze praveé proanthokyanidinové pigmenty interaguji s RNA. Prestoze byly v laboratofi
soubézné s touto diplomovou praci testovany rtizné metody izolace RNA z osemeni planého
hrachu (Pisum), podobajiciho se svym slozenim osemeni Medicago, vyskytly se v roce 2016
ne¢ekané problémy se ziskanim celkové RNA ze studovanych semen M. truncatula. Ackoli
bylo vyzkouSeno vice izolaénich protokold a kiti (PowerPlant RNA Isolation Kit with
DNase, MoBio; Universal Plant Total RNA Extraction Kit, BioTeke; klasické izola¢ni
postupy na bazi guanidium thiokyanatu (Chomczynski et Sacchi 1987) ¢i fenolické extrakce
spole¢né s pridanim BSA a PVP (Wang et Vodkin 1994), kvalita ziskané RNA nebyla
uspokojiva. Pti kontrolni elektroforetické separaci nebyly patrny fragmenty odpovidajici
velké a malé podjednotce ribozomalni RNA, jejichz pfitomnost se povazuje za urcujici znak
kvality izolované ribonukleové kyseliny (Taylor et al. 2010), koncentrace ziskané RNA byla
vétsinou velmi nizkd, coz bylo viditelné jak z wvysledkd elektroforézy, tak ze
spektrofotometrického méfeni na NanoDropu. K podobnym problémim dochazelo také pti
izolaci RNA stejnymi postupy z osemeni plané¢ho hrachu. Jednim z moznych vysvétleni je
piitomnost velkého mnozstvi RNaz v laboratofi bézné izolujici genomovou DNA rostlin, kde
dochdzi k ¢astému pouziti RNazy A k odstranéni nadbytku RNA. Alternativnim vysvétlenim
by mohl byt vliv doby skladovani izola¢niho kitu ¢inské firmy BioTeke (pfestoze vyrobcem
uvadéna doba pouzitelnosti nebyla prekro¢ena), ktery se dosud neproddva mimo tizemi Ciny
a byl ziskan diky osobnim kontaktim pfimo od vyrobce. Zda se, ze vétSin€ izolaénich postupt
a kitli ¢ini nejvétsi problém prave interferujici latky pfitomné v osementi, jeZ interaguji s RNA
béhem homogenizace vzorku a nasledné izolace. Toto bylo piekonano az ziskanim nového
izola¢niho kitu firmy BioTeke na konci roku 2016, coZ se projevilo zpozdénim v navazné

hlavni ¢asti diplomové prace, zabyvajici se méfenim genové exprese pomoci RT-qPCR.

Pti kvantifikaci genové exprese je velmi dulezité pouzit vhodny, nejlépe ve
sledovanych podminkach konstitutivné exprimovany, gen. V ptipadé M. truncatula, jsou jako

normaliza¢ni geny nejCastéji vyuzivany geny pro aktin nebo GAPDH, pouzité i pro
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transkriptomickou analyzu osemeni ve Verdier et al. (2012) a Liu et al. (2014). V ramci
diplomové prace byly testovany tii sady primert pro aktin (Liu et al. 2014; Verdier et al.
2012) a jedna sada primert pro GAPDH (korespondence s V. Vernoud, INRA, Francie).
Ackoliv analyza kiivek teplot tani pifi testovani téchto primeri nepoukazovala na
nespecifickou amplifikaci, pfi kontrolni elektroforetické separaci amplifikovanych produkta
prekvapivé doslo vzdy k vizualizaci vice fragmentt o rizné délce (obr. P6 v pfiloze). Neni
znamo, zda byly publikované primery autory testovany a byla-li jimi provadéna
elektroforeticka separace produktl, v zadné z vySe uvedenych publikaci nebyla tato
poznamka uvedena. Je tedy otazkou k zamysleni, jaké testy a analyzy je nutno vykonat pred
zvefejnénim poznatkd pro zaruceni spravnosti a hodnovérnosti vysledkt. Pro normalizaci
ziskanych dat byl nakonec vybran konstitutivné exprimovany gen MSC27, u néjZ ukazala

RT-gPCR analyza kiivek teplot tani i kontrolni elektroforéza vznik jednotnych fragment.

V souvislosti s vybérem primert pro zajmové geny byl z duvodu nedostateéné
amplifikace ze studie vyfazen gen LAR, figurujici v alternativni biosyntetické vétvi PA diky
expresi reduktazy, Katalyzujici vznik katechinu. Vybér vhodnych sekvenci primerd byl
kritickym bodem také u genu MtPAR, kdy byly vyfazeny z diivodu nespecifické amplifikace
dve jejich sady. Jak se vSak pozdé&ji ukazalo, problémy nebyly piekonany ani s kone¢nym
navrhem sekvence primeri, kdyZ analyza kiivek tani ukdzala vnik nesourodych produktt
o riznych teplotach tani, pfestoze pii testovani na zkuSebnich vzorcich bylo dosazeno PCR
amplifikace produktl jednotné délky. V kone¢nych fazich prace se potom objevil zajimavy
vzorec RT-gPCR amplifikace pti vyuZiti primerti pro gen MtMYBS5 - analyzou teplot tani
produktii byla zjisténa odlisnost obou myb5 mutantnich vzorkt linie NF13006, jejichz
amplifikované produkty vykazovaly oproti produktiim ostatnich vzorki rozdilnou teplotu tani.
Stejné tak bylo v téchto dvou piipadech pfi kontrolni elektroforetické separaci produkti
RT-qPCR ve 2% agar6zovém gelu detekovano vice fragmentl odliSnych délek, ackoliv pfi
testovani vhodnosti navrhnutych primert PCR dochazelo u zkusebnich vzorkt k amplifikaci
fragmenti jednotné délky. S ohledem na nepravdépodobnost chyby ve vzorku a amplifikaci

fragmentl jednotné délky u ostatnich vzorkil neni jasna pficina této nesrovnalosti.

Stézejni praktickou ¢asti diplomové prace byla RT-qPCR analyza exprese vybranych
gend, zapojenych Vv biosyntetické draze PA. V tad¢é dostupnych publikaci, zabyvajicich se
transkriptomickou analyzou rostlin, se k vyzkumu vyuzivd transgennich populaci
overexprimujicich zajmovy gen, a to ¢asto v odlisném pletivu. Stejné tak tomu bylo v pracech
Verdier et al. (2012), Liu et al. (2014) a Li et al. (2016a), z nichz byly prvni dvé jmenované
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stézejnimi predlohami pro tuto diplomovou praci, kde bylo vyuzito ke studiu vlivu gent
MtPAR a MtMYBS na biosyntetickou drahu PA rostlin M. truncatula overexprese zajmovych
gend v kofincich, tedy v organu, v némz se PA u M. truncatula za béznych okolnosti
neakumuluji. Prace Verdier et al. (2012) i Liu et al. (2014) byla zaloZena na méfeni genové
exprese pomoci Affymetrix chipt, pracujicich na principu hybridizace vzorku
s oligonukleotidovou sondou pro sledovany gen. Autofi zjistili, ze jak pfi overexpresi genu
MtMYBS, tak pii overexpresi MtPAR, dochéazi k indukci genii biosyntetické drahy PA,
pricemz mezi vice jak dvojnasobné exprimovanymi geny byly MtANR, MtANS, UGT72L1,
MATE1, MtDFR a LAR.

Pro ziskani poznatkl o realném stavu regulace PA drahy v osemeni M. truncatula byla
v této diplomové praci, na rozdil od vySe zminénych studii, pro analyzu genové exprese
zvolena metoda RT-gPCR a porovnani planého (wild-type) a mutatniho stavu ve dvou genech,
regulyjicich biosyntetickou drahu PA (par a myb5 mutantni semena). Stejny rostlinny
material byl vyuzit také v pracech Verdier et al. (2012) - 20 DAP semena par mutantni linie
NF4419 a NF2466 - a Liu et al. (2014) - 12 DAP semena myb5 mutantni linie NF13006,
avsak ziskané poznatky zde byly prezentovany spiSe okrajové. Navic, zatimco Verdier et al.
(2012) zvolili pro analyzu par mutantnich semen RT-qPCR, Liu et al. (2014) vyuzili
1 v tomto pfipad¢ Affymetrix chipli a vyvozené zavéry se tak mohou lisit. Cilem diplomové
prace bylo provést RT-qPCR analyzu na obdobném vybéru genti, jaky zvolili vySe zminéni

autofi, a zvolit postup umoZiujici porovnani dat.

V souvislosti s Tntl inzerci v MtMYB5 genu byl u mladSich i starSich myb5
mutantnich semen NF13006 v porovnani s referenénimi mlad$imi wild-type semeny NF2466
detekovan vice jak pétinasobny pokles transkripti MtMYBS genu. Toto zjisténi je v souladu
s vysledky Liu et al. (2014) a poukazuje na fakt, ze Tntl inzerce v kodujici ¢asti genu
MtMYBS5 se projevuje pravdépodobné terminaci piepisu ¢i vznikem aberatniho transkriptu,
jenz je nasledné buiikou rezeznan a degradovéan. Zajimavym zjiSténim se stalo vyznamné
sniZeni exprese genu MtMYB2, které bylo jest¢ markantnéj$i neZ u mutovaného MtMYBS.
Dle Liu et al. (2014) byl MtMYB2 siln¢ (az 80x) upregulovan v piipadé MtMYB5
overexprimujicich kotfent a jak bylo ve stejné praci podotknuto, gen MtMYB2 (Mt5g079670)
je transkripénim represorem regulujicim expresi MtMYB5, vykazujicim silnou homologii ke
znamému represoru Arabidopsis thaliana MYBL2 (Dubos et al. 2008). Zjisténi, ze MtMYB2
je vice downregulovan nez mutovany MtMYBS5, je tak v souladu s daty prezentovanymi
v Liu et al. (2014). V souvislosti s funkci MtMY B2 jako represoru PA biosyntetické drahy by
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meélo snizeni poctu jeho transkripti vést ke zvySeni exprese genll nasledujicich
v biosyntetické kaskad¢é. V souladu s timto byl pfedevS§im u mladSich myb5 semen zjistén
mirny nartst poctu transkriptii u gent spolecnych PA i anthokyanidinové biosyntetické draze
(MtDFR1, MtDFR2, MtANS) a u UGT78G1, zahrnutém ve vétvi vedouci k syntéze
anthokyanidinti. Oproti datim publikovanym v praci Liu et al. (2014) vSak nebyl zaznamenan
pokles miry transkriptd geni zahrnutych v poslednich fazich syntézy PA, tj. MtANR,
UGT72L1 a MATEL. Ackoli minimalni zmény v expresi genu MtANR nebyly pftilis
vzdalené piedpokladu pouze mirného projevu jeho downregulace, vyrazné sniZeni transkripce
geni UGT72L1 a MATEL nebylo v této praci potvrzeno. V souvislosti s poklesem miry
genové exprese v pozdéjsich fazich embryogenetického vyvoje semene bylo ve starSich myb5
semenech u zajmovych gend v porovnani s mlad$imi myb5 semeny patrné az 8-nasobné
snizeni mnozstvi transkriptd. K vyraznéjSimu snizeni exprese genli zddné casti PA
biosyntetické drahy vSak nedoSlo, s vyjimkou genu MATEIL, ktery byl ve starSich

exprimovan 16x méné, nez v mladSich.

Vysledky studie Liu et al. (2014), sledujici expresi genti v osemeni 12 DAP myb5
mutantnich semen vyuzitim Affymetrix chipu, vedly ke zjisténi downregulace gent
flavonoidni drahy (PAL, CHS, F3H, FDR, LAR, UGT72L1) a gent, podilejicich se na
biosyntéze bun&cné stény a slizové vrstvy (v této diplomové praci nestudovany) u mutantnich
semen. Pti porovnani vysledki zjisténych v ramci diplomové prace s poznatky zminéné studie
Liu et al. (2014) se nepotvrdil predpoklad negativniho ovlivnéni transkripce genti zahrnutych

v poslednich krocich biosyntetické drahy PA vlivem mutace v genu MtMYBS.

Druhym hlavnim cilem diplomové prace bylo porovnani exprese stejnych geni, jako
u myb5 mutantnich semen, v semenech par mutantnich linii, vyuZzitych v praci
Verdier et al. (2012). Je zde tieba podotknout, ze Verdier et al. (2012) pouzili v ptipadé par
mutant RNA izolovanou pouze z osemeni, kdezto v této diplomové praci byla s ohledem na
mnozstvi dostupného materialu vyuzita cela semena, diky cemuz se mohou vyvozené zavéry

odliSovat.

Zjisténé vysledky analyzy exprese zdjmovych genil u vzorku starSich par mutantnich
semen linie NF4419 ukazaly v porovnani s ostatnimi vzorky s vyjimkou genti MtANS
a MtDFRI1 nepiiméfené vysokou upregulaci. S ohledem na moznou pfitomnost rezidudlni
genomové DNA v daném vzorku a vysokou miru nejistoty relevantni interpretace dat byl

tento vzorek vyloucen z vyvozeni obecnych zavéra diplomové prace a poznatky, tykajici se
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starSich par mutantnich semen, byly omezeny pouze na linii NF2466. Je vSak namisté zminit,
Ze ob¢ par mutatni linie jsou zastupitelné, rozdil je pouze v mist¢ Tntl inzerce (Buchtova
2016; Verdier et al. 2012). Pii analyze genové exprese u vzorki mladSich par mutantnich
semen NF4419 a NF2466 se dle predpokladu projevila v porovnani s mladsimi wild-type
semeny NF2466 vice jak 3-nasobna downregulace genu MtPAR. Verdier et al. (2012)
detekovali v mutantni linii v porovnani s wild-type vzorkem vice jak 5-nasobné snizenou
hladinu exprese genu MtPAR. U ostatnich zajmovych genti byly mezi liniemi patrné rozdily
V expresi, avSak pfi zohlednéni pouze dvou- ¢i vicenasobnych zmén nebyly v diplomové praci
u gent zahrnutych ve spolecné Casti biosyntetické drahy (MtDFR1, MtDFR2, MtANS),
ani u UGT78G1, kli¢ového pro anthokyanidin-biosyntetickou vétev, zjistény zadné zasadni
zmény, a to jak mezi par liniemi samotnymi, tak pfi porovnani genové exprese par linii
s wild-type linii. Detekovana mira exprese vySe uvedenych gend ve star§ich semenech linie
NF2466 potvrdila tento zavér. Mnozstvi transktiptd U StarSich par semen NF2466 se
v porovnani s mlad$imi semeny snizilo nejvice 7x, coz analogicky odpovida ptipadu starSich
a mladSich myb5 mutantnich semen NF13006. Vyjimkou byl gen MtANS, u néjz bylo ve
vzorku star§ich par semen NF2466 zjisténo 18-ndsobné sniZeni exprese oproti mladsim par
sementum NF2466. Vsechna tato zjisténi potvrdila zavéry Verdier et al. (2012) a analyzou
genové exprese MtANR, UGT72L1 a MATEL byla u vzorkii mladsich i starSich par semen
NF2466 potvrzena také downregulace PA biosyntetické drahy vlivem mutace v genu MtPAR,
prezentovana stejnymi autory. Pfi porovnani s referen¢nimi wild-type semeny NF4419 bylo
u mladSich semen NF2466 zjistétno méné nez polovicni mnozstvi transkriptt MtANR
a UGT72L1, pticemz ve starSim stadiu embryogenetického vyvoje stejné par mutantni linie
se exprese téchto genl jesté¢ markantngji snizila (u MtANR dokonce 40x v porovnani
s mlad$imi par semeny NF2466) a downregulace byla jiz velmi zfetelna i u genu MATE1
(22-nasobné snizeni mnozstvi transkripti v porovnani s mlad$imi semeny NF2466).
V piipadé mladsich semen par linie NF4419 byla zjisténa dvojnasobna upregulace gent

zahrnutych v PA biosyntetické draze.

vvvvvv

biosyntetickych drah, na zdklad¢ poznatkil ziskanych studiem exprese genli ovlivilujicich
zaveérecné faze biosyntézy je mozno souhlasit s Verdier et al. (2012) v tom, ze MtPAR
reguluje biosyntézu PA bez vyraznéjSiho vlivu na syntézu anthokyanidint. Zajimavym
poznatkem je snizena mira exprese PA represoru MtMYB2, ktera je zaznamenana u obou

stadii par mutantnich semen linie NF2466.
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Pii porovnani dat ziskanych analyzou transkripce genu v liniich M. truncatula, jenz
maji mutovany MtPAR nebo MtMYBS5 gen, a dat zjisténych studiem linii overexprimujicich
tyto zajmové geny v geneticky modifikovanych kofincich (Li et al. 2016a; Liu et al. 2014;
Verdier et al. 2012), 1ze vidét vétsinovou korelaci vysledku ve smyslu downregulace gen
v par ¢i myb5 vzorcich, které byly v liniich overexprimujicich gen MtPAR ¢i MtMYBS5
upregulovany. Z porovnani vSak vyplyva také omezena pienositelnost téchto dat, kterd je
patrna naptiklad u genu MtANR, jenz vykazoval v MtMYBS5 overexprimujicich liniich
nejvétsi narast transkriptd (225x; Liu et al. 2014), zatimco v myb5 semenech bylo sniZeni
miry transkripce jen minimalni (Liu et al. 2014). Rozdily vSak mohou byt podpoteny také
volbou kofinkli, u nichz se PA bézné¢ neakumuluji, coby overexprimujiciho orgéanu.
S ohledem na rizné metody analyzy (Affymetrix chipy, RT-gPCR), odlisnost studovanych
organt, variabilitu rostlinného materialu nebo individualni zpiisob normalizace a interpretace
ziskanych dat je otazkou, do jaké miry se daji zjisténé poznatky integrovat k vyvozeni
spole¢nych zavéria. Jak bylo navic podotknuto v Liu et al. (2014), fada ze zvolenych
zajmovych genu je v ptipadé M. truncatula sou¢asti multigenovych rodin, pii¢emz pouze ¢ast
genu z dané rodiny je v mutantnich semenech downregulovana. Moznym navrhem pro dalsi
studie, ktery by vedl k presnéjsim poznatkiim, by tedy mohla byt soucasna analyza exprese

vice genti patticich do stejné multigenové rodiny.

Jelikoz mutace ¢asto vedou také k viditelnému fenotypovému projevu, bylo provedeno
I pfedbézné hodnoceni semen vybranych mutanti. V ptipadé myb5 mutantni linie NF13006
byla v souladu s praci Liu et al. (2014) zjisténa vyrazna fenotypova zména — semena byla
mensi a velmi tmavé hnéd¢ zbarvena, na rozdil od svétle Zlutych semen wild-type rostliny.
Ackoli je tmavé zbarveni myb5 semen v konrastu s niz§im obsahem rozpustnych PA
detekovanym LC-MS, dle Liu et al. (2014) toto odpovida vyraznému snizeni mnozstvi
transkriptt  MtMYB2 represoru, naznacujici tak jeho vyraznou roli ve sméfovani
metabolického toku biosyntézy PA. Stejni autofi navic spekuluji o roli MtMYBS5 genu

v transportu epikatechinu ¢i jeho nasledné kondenzaci do nerozpustnych forem PA.

Za celem orientacniho zjiSténi mnozstvi rozpustnych PA, obsazenych v osemeni par
a myb5 mutantnich a wild-type vzorkt, bylo provedeno histochemické DMACA barveni
zralych semen. V souladu s poznatky Verdier et al. (2012) byl u par mutantnich vzorkta
v porovnani s wild-type vzorky patrny snizeny obsah rozpustnych PA z divodu naruseni
jejich biosyntetické drahy vlivem Tntl inzerce v genu MtPAR, ktery se projevil mén¢ sytym

zbarvenim par a myb5 semen. Vysledky barveni myb5 mutantnich semen snizené mnozstvi
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PA v osemeni oproti wild-type semenim nepotvrdily, coz je v rozporu se studii
Liu et al. (2014). Toto vSak odpovida vysledkim zjisténych analyzou genové exprese,
kdy v myb5 mutantnich semenech nebyla pozorovana represe biosyntetické drahy PA.
Z divodu nedostatecného technického a metodického vybaveni nebyly v praci detekovany
nerozpustné, na bunéfnou sténu vazané PA, v jejichz akumulaci by se mezi wild-type
a mutantnimi vzorky nemély projevit vyrazn&jsi rozdily. Detekce pektinovych latek ve
stejnych péti vzorcich semen barvenim rutheniovou Cerveni podpofilo vysledky publikované
v Liu et al. (2014), myb5 mutatni semena vykazovala zmény v sacharidovém sloZeni bunééné
stény, coz se projevilo v porovnani s ostatnimi vzorky jejich zvySenou barvitelnosti.
V piipadé M. truncatula se vSak nejednalo o tolik vyraznou zménu jako pii defektu genu

MYBS5 v Arabidopsis, u niz je pektinova slozka buné¢né stény vyznamnéjsi (Li et al. 2009).

Kromé stézejni analyzy genové exprese v semenech M. truncatula byla za velkého
ptispéni Doc. RNDr. P. Bednafe, Ph.D. a Mgr. M. Cechové provedena kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) extrakti semen myb5
mutantni a wild-type rostliny linie NF13006 a par mutantni a wild-type rostliny linie NF44109.
Zajimavé bylo zejména porovnani koncentrace epikatechinu, prekurzoru PA, u mutantnich
a wild-type semen linie NF4419. Oproti pivodnimu pfedpokladu naruseni biosyntetické drahy
PA vlivem mutace v MtPAR genu, vedoucimu k poklesu koncentrace epikatechinu ¢i
katechinu, ke kterému analogicky doslo u myb5 mutantnich semen linie NF13006, byla
koncentrace epikatechinu v mutantnich semenech NF4419 v porovnani s wild-type semeny
NF4419 o vice nez polovinu pivodni hodnoty zvySena. Tento fakt je v rozporu také se
zjisténim publikovanym Verdier et al. (2012), v jejichz studii byl celkovy obsah epikatechinu
v par mutantnich semenech o vice jak polovinu niz§i. V této souvislosti se u stejného vzorku
objevuje také znatelny narust rutinu (2,6x), pficemz v praci Verdier et al. (2012) byl zjistény
obsah flavonol glykosidli v par mutantnich semenech téméf o ¢tvrtinu nizsi, neZ v semenech
wild-type linie. Vzhledem k tomu, ze rutin je cukerny (B-L-rhamnosyl-(1—6)-p-D-glukosa)
derivat quercetinu, naznacuji tato data propojeni PA a biosyntetick¢é drahy sacharidl, coz
ptispiva k hypotézam a zavérim prace Liu et al. (2014). Ackoli neni jasny divod rozporu dat
diplomové prace a Verdier et al. (2012), zjisténi by mohlo korespondovat s vysledky analyzy
genové exprese par mutantnich semen stejné linie, u nichz se v pfipad¢ mladsich i starSich
semen objevila necekand podpora PA biosyntetické drahy na tkor biosyntetické vétve
vedouci ke vzniku anthokyanidini. Ve starSich semenech bylo navic detekovano zvySené

mnozstvi transkriptl u samotného genu MtPAR, jenzZ mél byt inzerci Tntl retrotranspozonu
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knockoutovan. LC-MS analyza par mutantnich semen linie NF2466, u niz se
v pokrocilejSich fazich embryonalniho vyvoje také neptfedpokladané objevila vysoka
upregulace genu MtPAR, nebyla provedena z diivodu nedostatku experimentalniho materialu.
V nasledujicich mésicich se predpoklada optimalizace metody a provedeni nové, obsahlejsi,
LC-MS analyzy, kterd by detekovala i dal$i metabolity obsazené v extraktech semen

M. truncatula.

Nad ramec zadani byl ve spolupraci s Mgr. M. Svécarovou, Ph.D. proveden pokus
0 histologickou analyzu stavby semen mutantnich a wild-type linii NF4419 a NF13006.
Vzhledem k technickym moZnostem pracovisté byl zvolen postup vyuzivajici zaliti materialu
do vosku (Steedman’s Wax), coz se ukazalo vzhledem k tvrdosti a strukturnim vlastnostem
semen Medicago jako nevyhovujici. Problémy byly z vétsi ¢asti prekonany volbou mladsich
semen, ktera neméla plné vyvinuté osemeni a médium tak mohlo snaze prostoupit do pletiv.
Piesto se vSak stale projevovala nestandardni tvrdost semen a na vét$iné ziskanych snimku
bylo patrné mechanické poSkozeni osemeni vlivem noze, ktery i pies dostatecnou ostrost
nesnadné pronikal materidlem. Z ¢asovych divodi se potom nepodaftilo optimalizovat metodu
barveni mikroskopickych fezi toluidinovou modfi, kdy byla semena pfili§ syt¢ nabarvena
a ziskané snimky nebyly optimalni. Z téchto divodi zde s vyjimkou snimku P7 v pfiloze
nejsou vysledky prezentovany. Dalsi moznosti by bylo vyuziti technik elektronové

mikroskopie, umoziujici zobrazeni povrchu.

Vzhledem k tomu, ze tématem prace laboratofe Doc. Ing. P. Smykala, Ph.D. je
studium mechanismu fyzikalni dormance semen bobovitych rostlin, cilem jejiho vyzkumu je
testovani vlivu defektnosti vybranych genti (mj. typu PAR a MYB5) na bobtnani a kli¢eni
semen. JelikoZ je vSak pro tento ucel zapotiebi vét§iho mnozZstvi rostlinného materialu, nebyla
dosud ziskana statisticky hodnotitelna data. Z predbéznych pokust se zda, ze myb5 mutatni
semena na rozdil od planych semen postraddaji dormanci, tj. ochotnéji pfijimaji vodu, bobtnaji
a kli¢i (Dixon R.; Smykal P. — osobni sd€leni). Podobné byla nedavno publikovana préce, kde
preruseni genu KNOX4 vedlo ke kompletnimu odstranéni dormance semen Medicago
(Chai et al. 2016), pii¢emz se zda, ze odpovédnym mechanismem je modifikace lipidického
slozeni bunécné stény osemeni, coz je v souladu s daty zjiStényni pfi studiu planého hrachu
(Hradilova et al. 2017). Je tedy pravdépodobné, Ze zptisobi modifikace osemeni mize byt
vice, obdobn¢ jako v pfipadé dobie studovaného modelu Arabidopsis, u né&jz je
charakterizovano velké mnozstvi mutantnich rostlin (Appelhagen et al. 2014,
Debeaujon et al. 2000).
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7 ZAVER

V literarni reSers$i diplomové prace jsou shrnuty zakladni poznatky o semenech
Medicago truncatula s dirazem na vyznam osemeni v souvislosti s dormanci a germinaci
semen. Popséana je také biosynteticka draha proanthokyanidinil, jez jsou s osemenim Uzce
spjaty. Experimentalni ¢ast prace se zabyva transkriptomickou analyzou sedmi vzorku
mutantnich a planych semen Medicago truncatula, dopliikové je zminéna také piedbézna

anatomicka studie osemeni a analyza jeho slozeni.

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena a byly zjistény zmény v expresi deseti gen
zahrnutych v biosyntetické draze proanthokyanidind, ke kterym doslo u rostlin s defektnimi
geny MtMYB5 nebo MtPAR, kodujicimi transkripéni faktory. Poznatky vétSinou odpovidaly
publikovanym zavérim. Bylo potvrzeno, ze exprese MtMYB5 ani MtPAR vyrazngji
neovliviiuje biosyntetickou drédhu anthokyanidinii a je pravdépodobné, ze gen MtPAR
podporuje vznik proanthokyanidinti. Oproti ptivodnimu piedpokladu vsak nebylo zjisténo
negativni ovlivnéni transkripce geni proanthokyadinové kaskady vlivem mutace v MtIMYBS5.
Vysledky histochemické analyzy myb5 i par mutantnich semen byly v souladu s poznatky

ziskanymi analyzou genové exprese.

Zjisténé poznatky ptisp€ly K bliz§imu poznani gent aktivnich béhem vyvoje osemeni
Medicago truncatula, pravdépodobné tizenych MtMYBS5 a MtPAR transkripcnimi faktory.
biosyntetické drahy proanthokyanidintl, pfipadné rozsifeni poctu analyzovanych gent o jejich
dals$i formy, patfici do stejné multigenové rodiny. Velkym piinosem bude také provedeni
obsahlejsi analyzy sloZeni osemeni, na niz ve spolupraci s Doc. Bednafem jiZ nyni laboratof

Doc. Smykala pracuje.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

4CL

55 rDNA

A

ANR; MtANR
ANS; MtANS
bHLH

bp

BSA

C

C4H
CCD
cDNA
CoA

Ct; Cq
DAP
DFR1,-2
DMACA
DNA
EMS

F

F3'H
FDR
FLS
GAPDH
HCI
HID
CHI
CHR
CHS
IFR1, IFR2

4-kumarat CoA ligdza

oblast DNA kodujici 5S rRNA protein

absorbance

anthokyanidin reduktaza

anthokyanidin syntaza

basic helix-loop-helix transkrip¢ni faktor

pary bazi

bovinni sérovy albumin

mnozstvi jaderné DNA reprezentujici jednu uplnou kopii jaderného
genomu

cinnamat 4-hydroxylaza

charge-coupled device

DNA uméle syntetizovana dle templatu medidtorové RNA
koenzym A

cyklus, ve kterém dochazi k nartstu fluorescence nad prahovou hodnotu
dny po opyleni (days after pollination)

dihydroflavonol 4-reduktazy
4-(dimethylamino)cinnamaldehyd

deoxyribonukleova kyselina

ethylmethan sulfonat

forward sekvence primeru

flavonoid hydroxylaza

flavan 3,4-diol reduktaza

flavonol syntaza

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

kyselina chlorovodikova

2-hydroxyizoflavon dehydratéza

chalkon izomeraza

chalkon reduktaza

chalkon syntaza

izoflavon reduktazy
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IFS

IOMT

KNOX4

LAP1; MtLAP1
LAR

LC-MS

LDOX

M.

MATE-1, -2
MBW

ml.

MtRR1
MYB-2, -5 (Mt)
myb5

MYBL2
MSC27

NaOH
OoOMT

PA

PAL

par

PAR; MtPAR
PCR

PDA
PDF2
PVP

R

RNA

rpm
rRNA
RT-gPCR

st.

izoflavon syntazy

izoflavonoid O-methyltransferaza

KNOTTED-like homeobox gen II. téidy

transkrip¢ni faktor Legume anthocyanin production
leukoanthokyanidin reduktaza

kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

viz ANS

rod Medicago

multidrug and toxic compound extrusion transportéry

uskupeni tfi transkripénich faktord rodin MYB, bHLH a WD40
mladsi

Medicago truncarula response regulator 1

transkrip¢ni faktory pattici do myeloblastosis rodiny

oznaceni organu, rostliny ¢i linie s defektnim genem (Mt)MYB5
myeloblastosis oncogene-like 2 transkripéni faktor

konstitutivné exprimovany translaéné regulovany homolog nadorového
proteinu

hydroxid sodny

o-methyltransferaza

proanthokyanidiny

fenylalanin ammonium lyaza

oznaceni organu, rostliny €1 linie s defektnim genem (Mt)PAR
transkrip¢ni faktor (Medicago truncatula) proanthocyanidin regulator
polymeréazova fetézova reakce

detektor diodového pole

protodermalni faktor 2

polyvinylpyrrolidon, 1-ethenyl-2-pyrrolidon

reverse sekvence primeru

ribonukleova kyselina

otacky za minutu (revolutions per minute)

ribozomalni RNA

kvantitativni polymerdzova fetézovd reakce spojena s reverzni
transkripci

starsi
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TALENS
TBE
T-DNA

Tntl

Tris

TT8-12; MtTT8
UDP
UGT78G1,-72L1
UTR

uv

WD40; MtWD40-1
wild-type

transkripénim aktivatorim podobné efektorové nukleazy

Tris-boratovy pufr

transferovd DNA, vnaSend do genomu hostitelské bunky vektorem
Agrobacterium tumefaciens

typ tabakového retrotranspozonu

tris(hydroxymethyl)aminomethan

transkrip¢ni faktor transparent testa

uridindifosfat

uridindifosfat glukosyltransferazy

oblast mRNA nepiekladana do struktury proteinu (untranslated region)
ultrafialové zafeni

transkrip¢ni faktor s beta-transducin repeat strukturnim motivem

plana forma
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10PRILOHY

Obriazek P1. Rostlina Medicago truncatula v obdobi mezi kvétenstvimi.

Obrazek P2A,B,C,D. Fenotypové srovnani semen Medicago truncatula s ohledem na pfitomnost mutace
v zajmovych genech. A - wild-type semeno linie NF13006 s funkénim genem MtMYBS5; B - semeno linie
NF13006 s defektnim genem MtMYBS; C - wild-type semeno linie NF4419 s funkénim genem MtPAR;
D - semeno linie NF4419 s defektnim genem MtPAR. Zvétseni mikroskopu 10x (C, D), 30x (A, B).
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Obrazek P3a. Schematické znazornéni inzerce Tntl retrotranspozonu v genu MtPAR u linii NF2466 a NF4419.
Gen je umistén na osmém chromozomu M. truncatula, sklada se ze tii exonti o celkové délce cDNA 762 bp.
Retrotranspozon je v linii NF4419 umistén ve druhém exonu mezi pozicemi 198 a 499 bp, v linii NF2466 je

umistén ve tfetim exonu mezi pozicemi 732 a 733 bp (pievzato z Buchtova 2016).
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Obrazek P3b. Schematické znazornéni inzerce Tntl retrotranspozonu v genu MtMYB5 u linie NF13006. Gen je
umistén na tfetim chromozomu M. truncatula, sklada se ze dvou exon, pti¢emz celkova délka jejich cDNA je

915 bp. Retrotranspozon je umistén v prvnim exonu mezi pozicemi 318 a 319 bp (pievzato z Buchtova 2016).
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Obrazek P4. Vizualizace elektroforetické separace fragmentd PCR amplifikace vzniklych pfi pouziti primert
MtMYBS F + R (vzorky ¢islo 1-12) a MtMYBS5 F + TntlF (vzorky 13-24), provedené pro uréeni pfitomnosti ¢i

absence Tntl inzertu v genu MtIMYB5 u dvanacti vzorki rostlin Medicago truncatula.

Obrazek P5. Vizualizace kontrolni elektroforetické separace RNA izolované ze studovanych rostlin Medicago
truncatula. L - standard molekulové hmotnosti; 1 - NF13006 myb5 ml.; 2 - NF13006 myb5 st.;
3 - NF2466 par ml.; 4 - NF2466 par st.; 5 - NF4419 par ml.; 6 - NF4419 par st.; 7 - NF2466 wild-type ml.
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Obrazek P6. Fragmenty vzniklé elektroforetickou separaci produktit PCR amplifikace s primery MtPAR,
MSC27 a se tiemi ndvrhy primerd pro gen actin. Kazdy primer byl testovan na dvou riznych vzorcich cDNA,

ziskanych ze semen Medicago truncatula. L - standard molekulové hmotnosti.

Obrazek P7. Mikroskopicky obraz prifezu 12 DAP semenem Medicago truncatula po barveni toluidinovou
modfi. Neoptimalizovanou metodou barveni doslo zejména ke zvyraznéni makrosklereid osemeni (M),

na zbytku bunék ja patrné mechanické poskozeni pii tvorbé mikroskopickych fezti. Zvétseni 400x.



Graf PGIA,B. Relativni mira exprese studovanych gent v osemeni rizného stati (A - mladsi, B - star$i) u par

mutantnich rostlin NF2466 a wild-type rostliny NF2466 vyjadiend jako hodnota 24T,
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Graf PGIIA,B. Relativni mira exprese studovanych gent v osemeni rizného stati (A - mladsi, B - star$i) u par
mutantnich rostlin NF4419 a wild-type rostliny NF2466 vyjadiena jako hodnota 2““™. U genu MtPAR v grafu
B byl pro ptehlednost zvolen mensi rozsah stupnice na svislé ose, relativni mira exprese genu je popsana vedle

ptislusného modrého pole.
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Tabulka PTI. Seznam primeru testovanych v diplomové praci, které nebyly dale vyuzity.

sekvence primeru (3°-5"); forward (F),

genem kodovany produkt reverse (R) reference
ktin ki F - AGCTGAGTCATCAACACCCTCAT Verdier et al. 2012
R - ACTCACACCGTCACCAGAATCC
ki i F - TCAATGTGCCTGCCATGTATGT V. VerF”OUdi INRA,
R - ACTCACACCGTCACCAGAATCC rancie
Aktin aktin F - ACTCACACCGTCACCAGAATCC Li et al. 2016

R - TCAATGTGCCTGCCATGTATGT

F - TGCCTACCGTCGATGTTTCAGT V. vermoud, INRA,

GAPDH glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza R - TTGCCCTCTGATTCCTCCTTG Francie

F-GTGTTTTGCTTCCGCCGTT Verdier et al. 2012
R - CCAAATCTTGCTCCCTCATCTG
F - GGAATAGCCGCAGAAAATTG
LAR leukoanthokyanidin reduktaza R - CATGGCAACAAAGCTCTCAA
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