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Anotace

Analyza mutantnich linii vojtésky (Medicago truncatula Gaertn.) pro studium funkce
gent aktivnich béhem vyvoje osemeni

V post-genomické dobé je nejvétsim tkolem zjisténi funkce gent. Tolice srpovita
(Medicago truncatula Gaertn.) je modelova bobovita rostlina, s pfectenym genomem
o velikosti 375 Mbp. Pro studium funkce genl byl vytvofen soubor mutantnich linii,
s inzerci tabakového retrotranspozonu Tntl. Tato prace si klade za cil provést genetickou
analyzu vybranych linii vojtésky, nesouci inzerci v genech exprimovanych béhem vyvoje
osemeni. Jejich potencialni funkci je impregnace bunéénych stén navozujici nepropustnost
osemeni pro vodu a vysledné pak dormanci semen. V mutantnich liniich bude analyzovano
misto inzerce Tntl elementu a budou identifikovany homozygotni linie. V ptipadé ziskani
dostate¢ného poctu semen bude sledovan fenotypovy projev na urovni struktury osemeni

a histochemického diikazu akumulace proantokyanidini.

Klicova slova: Medicago truncatula, Tntl, inzerce, mutageneze, proantokyanidiny



Annotation

Analysis of medic (Medicago truncatula Gaertn.) mutant lines to study the function of

seed coat expressed genes

In the post-genomic epoch the biggest challenge is determination of the gene
function. Medic (Medicago truncatula Gaertn.) is one of the model legume plants with the
sequenced genome of about 375 Mbp. In order to study the gene function the set of mutant
lines with tobacco retrotranspozon insertion Tntl has been created. The goal of this work is
molecular analysis of the selected lines of medic, which carry insertion in the genes
expressed during the seed coat development. These genes have potential function in cell
walls impregnation causing the seed coat water impermeability ultimately resulting in seed
dormancy. In mutant lines the insertion site of Tntl element will be analyzed and
homozygous lines will be identified. In case of sufficient seed set, the expression of
mutated genes and seed phenotype at the level of seed coat structure and histochemical

evidence of proanthocyanidin acumulation will be observed.

Key words: Medicago truncatula, Tntl, insertion, mutagenesis, proanthocyanidins
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1 UVOD

Geneticka mutace a identifikace mutovaného genu je zékladnim pfistupem
k pochopeni funkce genu (Tadege a kol., 2005), ale i pro odhaleni jeho zptsobu dédi¢nosti,
organizace a struktury. K tomuto ucelu slouzi naptiklad uméle vytvofené mutantni linie
(Alberts a kol., 2002). Pro studium celych skupin organismut se vybiraji modelové druhy.
Jejich blizky fylogeneticky vztah a genomickd syntenie s jinymi organismy znacné
zjednodusSuji studium téchto pitibuznych druhd. Jsou to organismy s nejvhodnéjSimi
vlastnostmi pro studium. U rostlin se vybiraji druhy s malym genomem, s malym poétem
malych chromozomu, kratkym zivotnim cyklem, moznosti transformace, aj. (Flavell,
2009).

Medicago truncatula je modelovym druhem luskovin s témé&f celym
osekvenovanym genomem (Tang a kol., 2014; The Samuel Roberts Noble Foundation,
Inc., 2014). Ke studiu funkce gend se vytvofily mutantni linie. Nejvétsi potencial
z aplikovanych metod méla inzeréni mutageneze. Tolice se mutagenizovala pomoci Tntl
retrotranspozonu pochézejiciho z tabdku. U Tntl retrotranspozonu se ukazala preference
pro genové bohaté oblasti a aktivitu béhem in vitro podminek (Tadege a kol., 2008).
Retrotranspozonové mutace jsou zarovei stabilni diky jejich zptisobu pohybu po genomu:
copy-and-past (Kidwell, 2005).

Tato prace je zaméfend na analyzu inzerCnich linii genll zapojenych do
proantokyanidinové metabolické dréhy, kterd je spojena s vyvojem osemeni a potencialné
i s dormanci semen. Krom¢ pfitomnosti a umisténi inzerce v genomu se dale provedlo
prvotni fenotypové hodnoceni vlivu inaktivace daného genu na strukturu osemeni

a hromadéni rozpustnych proantokyanidin.



2 CIL PRACE

Cilem této prace je analyza vybranych inzer¢nich linii Tntl retrotranspozonu
Medicago truncatula. Tato préace si klade za cil provest genetickou analyzu vybranych linii
vojtésky, nesoucich inzerci v genech exprimovanych béhem vyvoje osemeni. VSechny
zvolené linie nesou mutaci ve vybranych genech zapojenych do proantokyanidinové
metabolické drahy, které maji souvislost s vyvojem osemeni a potencionalné i dormanci
semene. Jejich potencidlni funkci je impregnace bunéénych stén navozujici nepropustnost
osemeni pro vodu a vysledné pak dormanci semen. V mutantnich liniich bylo analyzovano
misto inzerce Tntl elementu a byly identifikovany homo(hetero)zygotni linie. V piipadé

ziskani dostate¢ného poc¢tu semen byl sledovan fenotypovy projev osemeni.
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3 MUTAGENEZE

3.1 Historie mutageneze

Studium a snaha indukce mutageneze se objevuje od pocatku 20. stoleti. Netspésné
s ni zacal T. H. Morgan, ktery se snazil vyvolat mutaci u octomilky (Drosophila sp.) za
pomoci éteru a alkoholu (Auerbach, 1973). Student T. H. Morgana, H. J. Muller sledoval,
ze zménou (mutaci) v genu dojde ke zméné heterokatalytické funkce DNA, nikoliv vSak
autokatalytické (Muller, 1922; Falk, 2010). H. J. Muller jako prvni piedstavil v roce 1927
indukci mutaci u octomilky (Drosophila sp.) za pomoci rentgenového zafeni (Muller,
1927). Soubézn¢ s H. J. Mullerem provadél pokusy L. Stadler, ktery v roce 1928
publikoval Gspésnou mutagenezi jeémene (Stadler, 1928). Od tohoto obdobi je mutageneze
nastrojem pro studium funkce geni (Falk, 2010). V roce 1940 B. McClintock objevila
transpozony (Zhu a kol., 2011), které sledovala na variacich pigmentace kukufi¢nych
obilek a pojmenovala je Ac-autonomni element a Dc-neautonomni element (McClintock,
1950). Dalsim centrem zajmu se stala chemicka mutageneze, kterou poprvé na octomilce
a mysi uspé&sné provedli C. Auerbach s J. M. Robsonem v roce 1941 (Auerbach, 1973). Od
60. let se zakladaly spoleCnosti pro vyzkum a praktické vyuziti radiatni mutageneze
v zemédélstvi a od 80. let se rozvijela inzeréni indukovana mutageneze (Kharkwal, 2011),
u rostlin umoznéna transgenozi pomoci Agrobacterium (Schell a Van Montagu, 1977).
V roce 2000 se poprvé precetl genom vyssi rostliny, a to husenicku, Arabidopsis thaliana
L. (Arabidopsis Genome Initiative, 2000) nasledovanou ryzi Oryza sativa L. skupiny
Indica a Japonica v letech 2002 az 2005 (International Rice Genome Sequencing Project,
2005; Kharkwal, 2011). Od roku 2005 se zfizuji databaze mutantnich linii (Kharkwal,
2011).

Rostlinnd mutageneze je dulezita nejen pro studium funkce gend, ale také vzhledem
k aplika¢nimu potencialu, ve Slechténi rostlin. Mezi prvni tspéchy spontannich mutaci ve
Slechtitelstvi byly semi-dwarf mutanti pSenice a ryze s vyS$im vynosem a krat$i dobou
péstovani, ¢imz zapocala Green Revolution (Forster a Shu, 2011), tedy zaméfeni na
Slechténi obilnin se znaky: zakrsly vzrust a ranost kveteni (Sangwan a kol., 2011). Dale
také napiiklad vznikl mid-rib mutant kukufice s niz§im obsahem ligninu, diky ¢emuz se
stala vyuzivanou picninou (Forster a Shu, 2011). Piiklady prvnich indukovanych
mutantnich odrtid jsou: tabak odridy Chlorina (1936, Indonésie), tulipan odridy Faraday
(1949, Nizozemsko), hoi¢ice seta odriady Primex (1950, Svédsko), (Forster a Shu, 2011),
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je¢men odriidy Diamant (1965, Ceskoslovensko); (Bouma, 1967), aj. Prvni indukovana
mutace v ovocné plodin€ byla provedena na tfesni za vzniku odriidy Compact Lambert
(1964, Kanada); (Forster a Shu, 2011). Mutageneze se stala feSenim predevsim pro rostliny
bez genetické variability, které se rozmnozuji vegetativné, kvili jejich sterilité¢ a ztraté
moznosti rekombinace. Geneticka variabilita se u téchto druhti navozuje napiiklad radiacni
nebo chemickou mutagenezi. Patfi sem vyznamné plodiny, jako je banan a cukrova titina

(Novak a Brunner, 1992).

3.2 ldentifikace funkce genu

Zpocatku se geny identifikovaly pouze postupem tzv. forward genetiky, tedy od
fenotypu smérem k sekvenci, ale s objevy (se znalosti genomu) vznikl systém reverse
genetiky, tj. od znalosti sekvence ke sledovani fenotypu (Beutler, 2003). V obou ptipadech
se analyza mutovanych organismu za Géelem identifikace gent neobejde bez indukce
mutaci. Screening spontannich mutaci by vyzadoval mnohonasobné vice jedinct (Alberts
a kol.,, 2002). Mutagenizuji se vegetativn¢ mikropropagované rostliny, axilarni
a adventivni pupeny, apikalni meristémy, kalusové kultury, prasniky, pylova zrna, embrya
a semena (Novak a Brunner, 1992; Ahloowalia a Maluszynski, 2001) za vzniku
recesivnich popf. dominantnich mutaci.

Recesivni mutace souvisi se ztrdtou funkce gent (Lodish a kol., 2000) a jsou
nejbéznéj$im typem mutace. Projevuji se ve fenotypu pouze v homozygotnim stavu, ¢asto
zustavaji v genotypu skryte.

Dominantni mutace se nejvice spojuji se ziskanim nebo ztratou funkce genu
(Lodish a kol., 2000). Dominantni mutace se ve fenotypu projevuji okamzité, protoze se
projevuji jak v homozygotnim tak heterozygotnim stavu.

Cetnost recesivnich mutaci je 90-100 % oproti dominantnim, kterych je 0-6 %
(Forster a Shu, 2011).

Zakladni rozd€leni mutagenezi pouzivanych pro urCovani funkce genu je:

chemicka, radia¢ni a inzeréni (Alberts a kol., 2002; Tadege a kol., 2005).

3.3 Chemicka a radia¢ni mutageneze

Nejznaméjsi chemicky mutagen je etylmetansulfonat (EMS). EMS pisobi jako
alkyla¢ni ¢inidlo a vytvari bodové mutace — tranzice (Penmetsa a Cook, 2000). Principem

pisobeni EMS je nejcastéji pridavani etylove skupinu na guanin, z kterého se stava
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O°-etylguanin, analog adeninu (Kim a kol., 2006). Z piivodniho paru bazi G-C se tedy
stava T(O%-etG)-A. Kromé& ztraty funkce genu miZe nastat situace ziskani funkce,
poptipad¢ zména funkce genu (Penmetsa a Cook, 2000). Zejména mutace v nekodujicich
regulaénich oblastech zpusobuje zmény v genové expresi tedy up- nebo down-regulaci
(Sikora a kol., 2011). Priklady dal$ich chemickych mutageni pouzivanych pro rostliny
jsou azid sodny, metylnitrosomoc¢ovina, popfipadé jejich kombinace. Vysledkem pusobeni
je opét tranzice (Sikora a kol., 2011). Velmi znamé mutageny jsou analogy bazi, napiiklad:
5-bromuracil (analog tyminu) a 2-aminopurin (analog adeninu).

Mutace radiaci je zprostfedkovana ionizujicim zafenim (rychlé neutrony,
y- a X-zafeni); (Koornneef a kol, 1982), kterym vznikaji chromozomové piestavby
(Bruggemann a kol., 1996). Metoda je zZadouci u tandemovych repetic rodin gent (Tadege
a kol., 2005).

U obou mutagenezi je problematické nalézt rovnovahu mezi mirou mutace
a plodnosti. Naopak vyhodou metod je, Ze nejsou povazovany za transgenni a je mozné je

pouzit v zasadé na jakykoliv organismus (Tadege a kol., 2005).

3.3.1 Targeting induced local lesions in genomes

Targeting induced local lesions in genomes (TILLING) patii k nastrojim reverzni
genetiky, ktery identifikuje nukleotidové zmény u chemickych mutaci (McCallum a kol.,
2000). Zakladem bylo objeveni enzymu nukleazy CEL | z celeru (Oleykowski, 1998).
Nukleaza se inkubuje s PCR produktem (Colbert a kol., 2001) za rozpoznani mismatch
lokusu v heteroduplexu a toto misto $tépi na 3' konci, pficemz $tépeni je jednovlaknové.
CEL 1 je tedy mutace a polymorfismus specificky enzym (Oleykowski, 1998). Po Stépeni
vznikaji vldkna dvou velikosti, z kterych je moZné zjistit misto a rozsah mutace
(Oleykowski, 1998) provedenim elektroforézy s analyza¢nim systémem. Pouzité primery
na PCR jsou odlisné fluorescenéné znaceny a vysledek se vizualizuje skenerem ve dvou
kandlech za pouziti infraterveného zateni, coz je nejcastéji pouzivanym systémem detekce
typu LI-COR (Colbert a kol., 2001). Metoda je uc¢inna s fragmenty o velikosti do 1 kbp
(Oleykowski, 1998).

3.4 RNA interference

RNA interference (RNAI) je proces probihajici v eukaryotické bunce, ktery ma dveé
funkce: 1) regulaci mnozstvi daného transkriptu v bufice a 2) obranu proti cizorodé RNA.

Bézné je zprostiedkovana malymi RNA (smRNA) o velikosti okolo 20 bp. Jsou popsany
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dva typy smRNA: miRNA a siRNA. Jejich funkci je navazovani na mRNA dle
komplementarity a vyfazeni mRNA z funkce. Vznikly komplex dvouvldknové RNA
(dsRNA) je signdlem pro degradaci. Tento princip se vyuziva pro cilené vyfazeni
transkriptu z funkce, coz ma stejny vysledek jako vyfazeni genu z funkce. Pro pozadovany
efekt se do buiky zavadi dSRNA (Lee a kol, 2011).

Virus induced gene silencing (VIGS) je metoda vyuzivajici rekombinovany virus,
ktery nese sekvenci genu pro cilené umlceni. Interference je zaméiend jak na virovou
Castici, tak na komplementarné navazanou mRNA (Velasquez, 2009). Pro uspéch je
dulezity vhodny virovy vektor. Transformace neni nezbytna, nebot’ virus mize byt vnesen
mechanicky (Tadege a kol., 2005), ale mize byt pouzit i Agrobacterium a jeho Ti plazmid
(Velasquez, 2009). VIGS je pomérné nova metoda reverzni genetiky, ktera ale neni dosud

aplikovatelna na Medicago truncatula (Cheng a kol., 2014).

3.5 Mistné specifickd mutageneze

Mutageneze probihda v konkrétnim misté genomu, ale vyzaduje znalost sekvence
genu (Osakabe, Saika a kol., 2011). Vyuzivaji se repara¢ni mechanismy buiky, jako jsou
homologous recombination a one-sided invasion. V ramci indukované mutageneze slouzi
Agrobacterium jako vektor k wvneseni jednovlaknové DNA (transferred DNA)
s pozadovanou zménou, ta se prevede na dvouvlaknovou (u one-sided invasion zlstava
jednovlaknovd); (Puchta a kol., 1996; Osakabe, Saika a kol., 2011). Specifickou
endonukledzou se v pozadovaném genu vytvoii double-strand-break za vyvolani
homologous recombination nebo one-sided invasion (Puchta a kol., 1996; Osakabe, Endo
a kol., 2011). Poskozené vlakno se piepisuje podle sablony T-DNA (Osakabe, Saiko a kol.,
2011). One-sided invasion je zakonc¢ena non-homologous end joining (NHEJ); (Osakabe,
Endo a kol., 2011).

Zing finger nucleases (ZNFs) jsou chimérické proteiny se syntetickou sekvenci —
zing finger. ZNFs nasedaji podle komplementarity na ob& vldkna DNA a nukledzovou
doménou vznika zlom (Osakabe, Saika a kol., 2011).

Transcription activator-like effector nucleases (TALENS) je taktéZz mistné
specifickéa nukledza (Gaj a kol., 2013).

ZFNs a TALENS se dale fuzuji s proteiny rekombindzou (Gerbach a kol., 2011; Gaj
a kol., 2011), transpozédzou (Yant a kol., 2007), methyl- a acetyltransferazou, aktivatory
a represory, které je zbavuji zavislosti na homologous recombination a NHEJ (Gaj
a kol., 2013).
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Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR)/CRISPR associated-based RNA-guided DNA endonuclease (Cas) by mohlo
byt alternativou pro ZFNs a TALENs. DNA se integruje do lokusu CRISPR za
transformace na CRISPR RNA. Specificky dale naseda na patogenni DNA a proteinovou
jednotkou Cas ji rozstépi. CRISPR RNA by mohla byt navrhnuta tak, aby $tépila cilové
misto mutageneze (Gaj a kol., 2013).

Chimerické oligo-zprostiedkovana mutageneze je navrzena pro jednonukleotidové
mutace. Chimérické oligo se sklada z DNA sekvence komplementarni k cilovemu mistu
a metylované RNA. Vlasenka se vkladd mezi vldkna DNA a na obé& nasedd podle

komplementarity. Pomoci mismatch se provede mutace (Osakabe, Saika a kol., 2011).

3.6 Inzer¢ni mutageneze

Inzeréni mutageneze je zalozena na vlozeni externi sekvence DNA (T-DNA,
transpozony a retrotranspozony) do genomu studovaného organismu (Tadege a kol., 2005).
Pokud se inzertuje v misté genu nebo jeho regulaéni sekvence, vysledkem je vytfazeni nebo
zména genové funkce (Alberts a kol., 2002). Inzert sam o sob¢ slouzi jako marker, nebot’ je
jeho sekvence zndma. K tomuto Ucelu nejcastéji slouzi transpozony, retrotranspozony,
bakterialni plazmidy (Tadege a kol., 2005) a retroviry (Amsterdam a kol., 1999). Inzer¢ni
mutageneze spolu s TILLING jsou v soucasnosti nejrozsifencjS$imi reverznimi genetickymi

nastroji pro nalezeni a identifikaci funkce genu (Cheng a kol., 2014).

3.6.1 T-DNA tagging

T-DNA tagging (transferred DNA) vyfazuje a oznaCuje geny prostiednictvim
inzertu. U téchto mutagenezi je nezbytna transformace a regenerace prostiednictvim in
vitro kultury (Tadege a kol., 2005). Do rostliny se DNA transformuje pomoci bakterie
Agrobacterium, kterd ve svém Ti plazmidu obsahuje T-DNA. Vektor se vybird podle
velikosti plazmidu, restrikéniho mista pro klonovani a pfitomnych genii rezistence jak
v rostliné tak bakterii, které slouzi jako marker. T-DNA se sklada z pravého a levého
okraje (repetice), markerového genu, promotoru, transgenu a terminalni sekvence
(Sangwan, 2011). Prti transformaci se z plazmidu enzymaticky vystiihne T-DNA a ta se
integruje do genomové DNA hostitele. Usp&iné transformované rostliny se od ostatnich
selektuji na selek¢nim médiu s herbicidem nebo antibiotikem dle typu selekéniho genu.
ProtoZe je mutace vétSinou recesivni, projevi se az pii druhé generaci. Casto vznikaji

1 chiméry, tedy rostliny z Casti mutantni a z Casti bez mutace. T-DNA neni mistné
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specificka a vklada se do genomu zcela ndhodné (Sangwan, 2011). Metoda je zavisla na
velikosti genomu, tj. ¢im vétsi je genom, tim vice je potieba inzertd pro jeho saturaci
(Tadege a kol., 2005). Pomoci T-DNA se kromé inzeréni mutageneze vnasi promotory
a enhancery pro expresi a zvySeni exprese genu. T-DNA obsahuje mimo enhanceru
a promotoru, pravy a levy okraj, reportérovy gen a marker pro vlozeni do genomu,
lokalizaci a selekci. Metoda slouzi k identifikaci enhanceru, ktery zesiluje expresi GUS

reportérového genu. Projevem exprese je fluorescenéni nebo barevny produkt (Jack, 2002).

3.6.2 Transpozony a retrotranspozony

Transpozony/retrotranspozony neboli skékajici geny (jumping genes) jsou DNA
sekvence schopné se piemistit nebo zkopirovat se do jiné ¢asti genomu (Sangwan a kol.,
2011). Pri inzerci se duplikuji kratké sekvence v misté inzerce (Zhu a kol., 2011).

Transpozony se déli na autonomni a neautonomni elementy (fizeny autonomnimi);
(Kidwell, 2005; Zhu a kol., 2011) a v genomu se pohybuji pomoci cut-and-paste
mechanismu (Tadege a kol., 2005). To znamena, ze dochazi k vystiiZzeni a pfemisténi na
jiné misto v genomu. DéEli se na DNA transpozony, Rolling-cicle DNA transpozony
(Kidwell, 2005) a Miniature inverted repeat elements (MITEs), (Zhang a kol., 2000,
Kidwell, 2005).

Autonomni DNA transpozony obsahuji transponazu, umoziujici piemist’ovani.
Neautonomni elementy vznikaji deleci autonomniho (Zhu a kol., 2011). Obsahuji otevieny
¢teci ramec s funkci rozpozndvaci, katalytickou a vazajici (Kidwell, 2005). Pro DNA
transpozony jsou typickd koncova pievracena opakovani (TIRs); (Kidwell, 2005; Zhu
akol., 2011).
protein a protein vazajici jednovlaknovou DNA (single-stranded DNA binding protein).
Transpozon je z jedné strany lemovan TC dinukleotidem a na druhé vlasenkovou
strukturou a CT dinukleotidem (Kidwell, 2005).

MITES jsou bez kddujici sekvence obklopené pouze TIRs (Zhang a kol., 2000).

Retrotranspozony se pohybuji pomoci copy-and-paste mechanismu (Kumar
a Bennetzen, 1999; Tadege a kol., 2005). Nedochazi tedy k vystfiZzeni, ale pouze k piepisu
do mRNA a zpétné reverzni transkripci a nasledného vlozeni do jiného mista v genomu.
Tyto mutace jsou proto stabilni. Déli se na endogenni retroviry (ENVSs), long terminal

repeats (LTR) a non-LTR retrotranspozony. Non-LTR retrotranspozony se dale déli na
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Long Interspersed Nuclear Elements (LINEs) a Short Interspersed Nuclear Elements
(SINES); (Kidwell, 2005).

Autonomni LTR retrotranspozony kromé¢ LTR sekvence obsahuje geny s funkci
tvorby specifickych antigenti, polymerazy (schopnost reverzni transkripce, integrazy,
endonukleazy) a protedzy. LTR retrotranspozony se od ENVs lisi nepfitomnosti genu,
ktery koduje obalovaci proteiny. Neautonomnimu LTR chybi ¢ast nebo Gplna kodujici
sekvence. LINEs obsahuji sekvence, které odpovidaji funkci promotoru, otevieného
¢teciho ramce a transpozici, endonukledzové aktivité a reverzni transkripci a jsou
zakonéeny jednonukleotidovou poly(A) repetici. SINES patii mezi neautonomni elementy.
Obsahuje pol 11l promotor a jednonukleotidovou poly(A) repetici (Kidwell, 2005; Zhu
a kol., 2011).

3.6.2.1 Tntl retrotranspozon

Tntl je LTR retrotranspozon (Grandbastien a kol., 1989) identifikovany u tabaku
(Nicotiana tabacum L.). Tntl nejevi mistni ani hot spots specifi¢nost (d'Erfurth a kol.,
2003), avsak upiednostiiuji genové bohaté oblasti s preferenci pro transkribujici regiony.
Genom M. truncatula je AT bohaty. GC kompozice je mensi, ale vétsi ¢ast se nachazi
v genov¢ bohatych oblastech, coz se predpoklada byt preferenci Tntl (Tadege a kol.,
2008). Do M. truncatula se tento retroelement transformoval za pouziti Agrobacterium
tumefaciens (d’Erfurth a kol., 2003). Samotna transpozice se indukovala in vitro resp.
stresovymi podminkami pifi somatické embryogenezi z listovych explantati (Tadege a kol.,
2008).

Postup tvorby linii tolice s Tntl retroelementem je nasledujici:

Listove explantaty se kultivuji in vitro na Zivném médiu (Schenk and Hildebrandt,
1972) doplnéného auxiny a cytokininy. Vzniklé kalusy se pfenesou do média indukujiciho
somatickou embryogenezi a poté do média bez hormonli pro regeneraci rostliny.
Transpozice nastane v prvnich 2-3 tydnech tvorby Kalusu. Cetnost inzertii na linii se
pohybuje od 6-59 s primérem 25. Jeden inzert na linii je vétSinou ziskan opakovanym
zpétnym kiizenim, popiipad¢ fenotypovou segregaci v R1 potomstvu (Tadege a kol.,
2008). Po vykliceni semen se izoluje genomova DNA (g-DNA) kazdé linie. DalSim
krokem je tzv. g-DNA pooling. Maly pool (1 ml) se vytvoti smisenim g-DNA z 10 vzorkd.
Odebere se mnozstvi DNA z 10 téchto pools za produkce stfedniho pool (5 ml).
Smichanim ¢asti z 5 stiednich pools vznika velky pool (10 ml). Jeden velky pool obsahuje
g-DNA z 500 linii. Déle se navrhuji forward a reverse primery (Tntl a genové specifické
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primery) potifebné pro PCR a sekvenovani (Cheng a kol., 2014), coZ umoziuje vyuziti
inzertu jako marker (Alberts a kol., 2002; Tadege a kol., 2005). Odvozuji se bud’ z g-DNA,
nebo z cDNA a Expressed sequence tags (ESTs). Amplifikace mtze selhat, pokud primery
z cDNA nebo ESTs piekryva exon/intron oblast. Po provedeni prvni PCR s velkym pool
vzorkem se na zakladé PCR produktu udéla druha nested-PCR. Nasledné se provadi
elektroforéza na agar6zovém gelu. Osekvenuji se pouze ty vzorky, které jsou pozitivni
(Cheng a kol., 2014). Sekvence se srovnava se zajmovym genem Kk potvrzeni identity
v internetove databazi mutantnich linii (Alberts a kol., 2002).

Ptiklady databazi srovnavajici tyto sekvence, tedy Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) jsou:

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html

http://www.plantgdb.org/prj/GenomeBrowser/

http://www.plantgdb.org/

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Databaze Tntl mutantnich linii M. truncatula s funkci BLAST jsou napt-.:

http://blast.jcvi.org/er-blast/index.cqi?project=mtbe

http://medicago-mutant.noble.org/mutant/blast/blast.php

Nékteré dalsi stranky jsou uvedeny v kapitole Genomicka data M. truncatula.

V ptipadé potvrzeni vlozeni inzertu do konkrétniho genu, se provadi dalsi screening
na stiednich pools se stejnymi primery. V tomto kroku neni nutna sekvenace. U pools
s pozitivnim nalezem se provadi dal$i screening na malych pools a od malych pools na
konkrétnich liniich. Posledni PCR produkt se osekvenuje a opét se potvrdi identita
produktu od velkych pools. Celym procesem se ziska informace o poctu a lokaci vlozeni
Tntl inzertd v jednom genu. Pro sniZeni ztrat izolované DNA se testuje vice gend najednou
(Cheng a kol., 2014).

Prvnim krokem pro determinaci genové funkce je roztiidéni na zéklad¢ fenotypu,
ktery je ur€en genotypem. RozliSeni znemoziuje ptipadny letalni Gi€inek (v homozygotnim
stavu) pfi pferuseni genu, v tomto piipad€ se voli jind metoda pro studium funkce genu.
Déle také mozna mutace v riznych genech se stejnym fenotypovym projevem. RozliSeni je
umoznéno komplementacnimi testy homozygotnich jedinct. Jejich kfizenim se odhali
inzerce ve stejném nebo v odlisSném genu. Dale se zkouma ptesna funkce, lokace, Cas
pusobeni a vztah k jinym gentim. K tomuto ucelu slouzi dal§i mutanti, poptipad€ dvojiti
mutanti. Jejich funkce je mozné i pfedpoveédét na zékladé homologie s jinym jiz zndmym

genem v databazi (Alberts a kol., 2002).
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Uzite¢nym nastrojem pro studium jsou reportérové geny (Alberts a kol., 2002).
Piikladem jsou geny GUS a GFP. g-glukuronidazovy (GUS) gen pochazi z Escherichia
coli (Jefferson a kol., 1987). Green fluorescein protein (GFP) pochazi z meduzy Aequorea
victoria (Kain a kol., 1995). Sekvence zajmového genu se nahrazuje reportérovym genem,
Ktery je regulovan regulaéni sekvenci puvodniho genu. Aktivita enzymu se méfi
fluorescenéné nebo barevné a je analogicka k aktivité pavodniho genu. Exprese obou genti
se sleduji in vivo a v realném Case za ziskani dat o misté, kvantité a ¢asovém pusobeni
(Alberts a kol., 2002).

Kromé vytazeni genu z funkce, existuji dalsi zptsoby jak odhalit funkci urcitého
genu, patii sem pozménéni regulaéni nebo kodujici sekvence, za vysledného zvySeni
exprese (overexpression) nebo zmény lokace a ¢asu (misexpression). Mutovany gen se do
bun€k vpravuje virovymi vektory, elektroporaci nebo metodou bombardovani ¢asticemi
(particle bombardment); (Alberts a kol., 2002). Pii vneseni upraveného genu do bunky se
vétsinou, misto nahrazeni pivodniho genu, novy gen inzertuje. Ale je mozné dosahnout
vzniku dominantniho negativniho mutanta. Nov¢ syntetizovana mRNA je anti-sense
k originélni sense MRNA a dojde k hybridizaci a vyfazeni z funkce. Metoda napodobuje
RNA interferenci (RNAI). Jiny piipad dominantniho negativniho mutanta je
u proteinovych komplexti. Mutovany gen ptedstavuje slozku komplexu a inaktivuje ho.
Kromé ztraty funkce muze nastat i ziskani funkce (gain-of-function). Ke zvySeni exprese
dojde bud’ mnohonasobnym zkopirovanim genu do genomu, nebo vznika ucinngjsi protein
(Alberts a kol., 2002).

Kombinaci nékterych vySe zminénych metod se vytvofilo vice nez 21000 linii
s pfiblizné 520000 inzercemi, které saturuji 90 % gentt M. truncatula (The Samuel Roberts
Noble Foundation, Inc., 2016).

4 FABACEAE

Bobovité rostliny jsou pro ¢lovéka druhé ekonomicky nejvyznamnéjsi rostliny hned
po obilninach (Graham and Vance, 2003, Smykal a kol. 2015). Jejich klicovou roli je
fixace vzdusného dusiku bakteriemi Rhizobium. V zeméd¢lstvi se tim snizuje mnoZzstvi
potiebnych chemickych hnojiv a nasledné tak znecisténi zivotniho prostiedi. Kulturni
bobovité rostliny se péstuji pievazné pro semena obsahujici vysoky podil bilkovin
(20-40 % vahy semene), piipadné celé rostliny slouzi jako picniny pro dobytek (Tadege
a kol., 2005, Smykal a kol. 2015). Vétsina luskovin ma velké a slozité genomy. To je
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zpusobeno retrotranspozony, nekodujicimi repetitivnimi sekvencemi (Tadege a kol., 2005),
ptipadné i polyploidii (napt.: autotetraploidni genom soji); (Schmutz a kol., 2010).

Mezi bobovité rostliny s relativné malym diploidnim genomem (Cook a kol., 1997)
patii Lotus japonicus Regel. (Stirovnik rizkaty) o velikosti genomu 500 Mbp (PlantGDP,
2015) a Medicago truncatula Gaertn. (Tolice srpovitd) o velikosti genomu 454-526 Mbp
(Roe, 2011). Oba druhy maji kratkou genera¢ni dobu, jsou samosprasné a produkuji velké
mnozstvi malych semen. Je mozné je vypéstovat z bunétnych kultur a transformovat
bakteriemi (Cook a kol., 1997). Byly proto vybrany jako modelové bobovité rostliny
a nasledné byl pfecten jejich genom.

Medicago truncatula databaze genomu verze 4.0 je k nalezeni na internetové

strance  http://medicago.jcvi.org/MTGD/?g=home a dalSich strankach zminénych

v kapitole Genomické data M. truncatula. Celkem z 8 chromozom, bylo 6 chromozomu
prectenych v USA a 2 chromozomy v Evropé (Krishnakumar a kol., 2014). Odhad pro
celkovou velikost genové oblasti je 100 Mbp z celkovych piiblizné 500 Mbp (Frugoli
a Harris, 2001). Sekvence genomu verze 3.0 Lotus japonicus je k dispozici na internetové
strance http://www.kazusa.or.jp/lotus/ a jeho sekvenovani bylo dokonceno v roce 2008
(Sato a kol., 2008).

4.1 Tolice (Medicago truncatula Gaertn.)

Medicago truncatula patii mezi dvoudélozné a samosprasné bobovité rostliny
fylogeneticky piibuzné k hrachu (Gallardo a kol., 2006). Pochazi z oblasti Stredozemniho
mofie a vyuziva se jako picnina (Young a Udvardi, 2009). Je to plané rostouci druh, ktery
neprosel procesem domestikace. Potvrzuji to mald semena, obtiznost ziskdvani semen
z lusku a vysoky podil oligosacharidi néalezicich k rodiné rafin6z, které jsou pro ¢lovéka
nestravitelné (Gallardo a kol., 2006). Existuje velka sbirka rtznych ekotypt (Young
a Udvardi, 2009), kterych je v soucasnosti 384 osekvenovanych v ramci projektu HapMap,

http://www.medicagohapmap.org (Guhlin, 2015).
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Obrazek 1: Tolice (wild type) A Celé rostlina a B List.
4.1.1 M. truncatula jako modelova luskovina

Tolice se stala jednou z modelovych rostlin pro bobovité diky blizkému
fylogenetickemu vztahu k jinym bobovitym plodinam mirného pésu (hrachu, hrachoru,
vikvi, vojtéSce) a moznostem genetickych a genomickych studii. M. truncatula se také
zvolila jako modelova rostlina kviili malému diploidnimu genomu, kratké generacni dobé,
snadné transformaci a regeneraci (Cook, 1999). Huseni¢ek (Arabidopsis thaliana) je
fylogeneticky nedostatecné homologni k bobovitym, konkrétné mikrosyntenie mezi
A. thaliana a M. truncatula je pouze 8-10 %. Dal$im divodem nedostatecnosti A. thaliana
je absence klicovych genil rezistence u luskovin (Frugoli a Harris, 2001) a pfedevsim pak
absence symbiotického vztahu s bakteriemi fixujicimi vzdusny dusik (Penmetsa a Cook,
2000). Mikrosyntenie M. truncatula na zakladé¢ markerti zna¢né zjednodusuje mapovani
fylogeneticky ptibuznych bobovitych rostlin, jako je hrach, ¢ocka a bob (Frugoli a Harris,
2001).

4.1.2 Semena tolice

Zrald semena se skladaji ze tii hlavnich ¢asti: osemeni, embrya
a endospermu. Embryo zaujima do 92 % z celého semene (Dé€lozni listy zaujimaji okolo
90 % a hypokotyl s kofinkem od 1-2 %.). Osemeni a endosperm obsazuji zbylych 8-9 %
(Wolf, 1977; Gallardo a kol., 2006).
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Obréazek 2: Semeno tolice (stati 14 DAP; upraveno dle Gallardo a kol., 2006).

3- ‘ . ’/‘-"\

Obrazek 3: A Kvét, B Lusky a C Semena tolice (wild type).

Semena tolice se tvoii v lusku vétSinou pokrytém bodlinatymi vyrustky, ktery se
staci do spiraly (obrazek 3B). Lusk zastdva funkci ochrany semen, poskytuje jim Ziviny
a udrzuje dormanci. Semena zraji na bazalnim konci rychleji nez na distalnim (Gallardo
a kol., 2006). Mezi semeny je zna¢na variabilita co do velikosti, tak do poctu na lusk v
zavislosti na genotypu. V jednom lusku se jich objevuje od 1-20 (Lesins a Lesins, 1979).

Kliceni je epigeické (Moreau, 2006).
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Fylogeneticky se semena tolice blizi hrachu (Pisum sativum L.), cizrné (Cicer
arietinum L.), ¢occe (Culinaris lens Medik.) a bobu (Vicia faba L.); (Young a Udvardi,
2009). Naopak svym slozenim se blizi k s6ji (Glycine max L.) a lupiné (Lupinus L.);
(Gallardo a kol., 2006).

4.1.2.1 Latkové sloZeni semen tolice

Semena tolice jsou jako vSechny bobovité bohata na proteiny (32-42 %), (Djemel
a kol., 2005), lipidy (10 %) a rozpustné sacharidy (10 %). Skrobu je méné nez 1 %.
Ptitomny jsou rovnéz i polysacharidy z rodiny rafin6z a polysacharidy bunéénych stén.
Mineralnich latek je méné nez 3 %. Hlavnimi aminokyselinami ve zralych semenech jsou
GlIn, Asn, Arg a Glu, esencidlnimi aminokyselinami jsou Arg, Tyr a Asn (Gallardo a kol.,
2006). Obsah zasobnich proteind je variabilni béhem vyvoje semene a jedna se o proteiny
ze skupiny vicilint, legumina a konvicilina. Jejich proteinovd sekvenéni homologie
s hrachem a jinymi luskovinami je 70-85 % (Gallardo a kol., 2003). Z aminokyselin se
dale syntetizuji enzymy a cytotoxické peptidy (Gallardo a kol., 2006). Mastné kyseliny se
v semeni vyskytuji nejprve nasycené a pozd€ji polynenasycené. 75 % z nich patii do
rodiny triacylglycerida (Djemel a kol., 2005). Béhem vyvoje se v semenech objevuji
sacharidy z rodiny rafindéz. Nejprve je piitomna stachioza, jejiz mnozstvi stoupa
s ptibyvajici koncentraci rafindzy (Djemel a kol., 2005). Tyto sacharidy slouzi jako zdroj
uhliku a zapojuji se do tolerance k vysouseni (Gallardo a kol., 2006). Jinymi pfitomnymi
sacharidy jsou galaktomanany, které se ukladaji zejména v endospermu (Buckeridge a kol.,
2000). Pti hydrolyze poskytuji embryu energii a slouzi jako zdroj uhliku. Rovnéz se zde

vyskytuje verbasko6za a sacharéza (Gallardo a kol., 2006).

4.1.2.2 Morfogeneze semene tolice

Béhem vyvoje semen dochézi k biochemickym a fyzikalnim zménam. Patfi mezi né
akumulace zasobnich latek, ziskavani kli¢ivosti, tolerance k vysouSeni, vysychani pfi zrani
(Days after pollination, DAP), ale az po 20 DAP jsou semena schopna piezit vysychani
(Gallardo a kol., 2006). 3 DAP je semeno rozliseno na epidermis, hypodermis, parenchym
a nucelus. 6 DAP je jiz embryo rozeznatelné a 8-10 DAP zisk&va tvar torpéda. Do 12 DAP
dochazi k aktivnimu déleni endospermu (pfetrvava i u zralych semen) a semena obsahuji
okolo 90 % vody (Gallardo a kol., 2006). 12-14 DAP nastava bunéc¢ny rast a ukladani
latek. Diferenciace embrya postupuje od adaxialniho regionu k abaxialnimu. Buiky se jiz

23



nedéli, ale svym ristem vypliuji prostor v osemeni. Formuje se cévni svazek, ktery
vstupuje do vaji¢ka v chalazalni oblasti. 14-20 DAP se do zasobnich vakuol embrya
ukladaji proteiny. Povrch semene je do 16 DAP pokryt slizovym obalem. Dale se
preménuje na kolumelu, ktera je schopna sekretovat sliz. Do 20 DAP lignifikuje epidermis
vnéjsiho integumentu a formuji se osteoklasty hypodermu. Parenchym obsahuje
amyloplasty a nejvnitinéjs$i ¢ast osemeni tvoii endothelium, do kterého se ukladaji také
antokyanové pigmenty. Endothelium od endospermu odd¢€luje aleuronova vrstva (Gallardo
a kol., 2006). Od 20 DAP semena vyzravaji, probiha desikace a ukladaji se proteiny a 30
DAP je vyvoj dokonéen. Embryo je v kontaktu s 0semenim. Nekteré buiky osemeni jsou
vstiebany a osemeni se stava ten¢i. Semeno plynule piechazi do dormance (Gallardo a kol.,
2006).
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Obrazek 4: Zavislost slozeni semene a jeho vahy na dni po kveteni (upraveno dle Gallardo
a kol., 2006).

4.1.2.3 Dormance semen

Dormance je proces, ktery doCasné blokuje kliceni zdravych semen za ptiznivych
podminek (Bewley, 1997) a umoznuje pfizpusobit kli¢eni do obdobi s nejnizsim rizikem
uhynuti (Smykal a kol., 2014). K ukonceni dochazi az v pfitomnosti podminek
vyzadovanych pro kliceni (Finch-Savage a Leubner-Metzger, 2006). Je tedy zavisla na
faktorech prostfedi, ale zaroveil je podminéna geneticky (Gallardo a kol., 2006).
Dormantni semena Medicago truncatula musi byt vystavena suchu a teplu i nékolik mésicu

pro ukonceni obdobi klidu (Gallardo a kol., 2006). Tento krok je mozné nahradit inkubaci
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v koncentrované kyseling sirové a chladu (4 °C); (Faria a kol., 2005; Hanan a kol., 2006).
Dale semena nakli¢i do dvou dni na vlhké buni¢iné pii 20-22 °C (Gallardo a kol., 2006).

Dormanci lze rozliSit na nékolik typt: Fyzikalni, fyziologickou, morfologickou,
morfo-fyziologickou a kombinovanou (Baskin a Baskin, 2000, 2004).

U fyzikalni dormance se jedna o fyzickou bariéru priniku vody do semene. Lze ji
zrusit mechanickym, chemickym naruSenim osemeni nebo tepelnymi zménami (Baskin
a Baskin, 2000).

Fyziologickd dormance je nej¢astéjsi typ dormance. Podle hloubky dormance, ji
lze ukonc¢it kyselinou giberelovou (GA). K ukonceni dochazi po teplé nebo studené
stratifikaci v teple nebo chladu (Baskin a Baskin, 2004). Je zprostfedkovana zejména
hormonalnim ptisobenim kyseliny abscisové (AHA); (Smykal a kol., 2014).

Morfologickd dormance nastava u nevyvinutych embryi. Embrya jsou jiz
diferenciovana, ale proces zrani jesté nebyl dokoncen (Finch-Savage a Leubner-Metzger,
2006).

Morfofyziologicka dormance je kombinaci morfologicke a fyziologické dormance
(Baskin a Baskin, 2004).

Kombinovanad dormance kombinuje fyziologickou a fyzickou dormanci (Baskin
a Baskin, 2004).

Nejcastejsi pricinou a zaroven poZadavkem pro ukonceni dormance je vysoka
teplota, popfipadé zmény v teplotach. Dalsimi pfedpoklady kli¢eni semene je voda, kyslik,
GA a je pfipadné¢ ovliviiovano, pudou, svétlem a nékterymi chemickymi latkami
(Finch-Savage a Leubner-Metzger, 2006; Smykal a kol., 2014)

Kliceni semen zacinad po absorpci vody. Voda se pohybuje ve sméru nizSiho
vodniho potencidlu, tedy do semene. Pfijem vody je zavisly na propustnosti osemeni
(Smykal a kol., 2014). U n¢kterych druht rostlin je proto nutné nejprve narusit osemeni,
ale az po prasknuti endospermu (pokud je ptitomny) dochazi k priniku vody k radikule

(Finch-Savage a Leubner-Metzger, 2006)

4.1.3 Genomicka data M. truncatula

Pro piecteni celého genomu se vyuzila metoda BAC-by-BAC (Young a Udvardi,
2009) tedy pracngjsi, ale presnéjsi postup. Medicago truncatula genomovy projekt zacal jiz
v roce 2003 a v roce 2014 se zveiejnila verze piecteného genomu 4.0, kterd predstavuje
93 % sekvence (Tang a kol., 2014; The Samuel Roberts Noble Foundation, Inc., 2014).
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Genomova data jsou efektivni pti vyvoji markerd, pro genové klonovani, genove
objevy (Gallardo a kol., 2006) a srovnavani bobovitych. Usnadiuji propojeni mapovani
napii¢ bobovitymi druhy, davd zéklad pro sekvenovani piibuznych druhi, aj. (Young
a Udvardi, 2009). Sekvence genomu M. truncatula verze 4.0 popi. 3.5 je k dispozici na
strankach:

http://www.genome.ou.edu/medicago.html

http://medicago.jcvi.org/medicago/index.php

http://cnrgv.toulouse.inra.fr/Library/Medicago

Konkrétn¢ sekvence daného genu poskytuje poznatky o praktickém vyznamu
genovych rodin specifickych pro bobovité, zjednoduSuje shromazd’ovani sekvencnich dat
a mapovani genomu v uzce souvisejicich taxonech a také identifikuje regulacni sekvence,
které se mohou pouzit v genovém inzenyrstvi (Young a Udvardi, 2009).

Na zaklad¢é transkriptomickych dat se vyvinul genové expresni atlas (Benedito
a kol., 2008). Atlas se kompletuje z dat ziskanych z Affymetrix GeneChip (Brenedito
a kol., 2008). Atlas se vénuje expresi jednotlivych genti a shromazd’uje jejich sekvenéni
data z jednotlivych rostlinnych organii. Pfedpoklad vyuziti databaze je identifikace funkce
genu (The Samuel Roberts Noble Foundation, Inc., 2014). Databdze se nachéazi na

internetové strance: http://mtgea.noble.org/v3/. Mezi dalsi transkriptomické analyzaéni

prosttedky patii: EST knihovna (Young a Udvardi, 2009, Alberts, 2002), dale se vyuZziva
real-time PCR (gPCR), (Young a Udvardi, 2009) a NGS technologie.

Dostupnost dat pro rozliSeni genové exprese na Urovni semene, tkané a organely za
ucelem studia vyvoje semene, zrani a kliceni, vlivu stresu a mutaci byla zavisla na vyuZziti
trankriptomiky, proteomiky, metabolomiky a ionomiky (Thompson a kol., 2009).

Funk¢éni genomika slouZi k uréeni biologického vyznamu daného genu/genového
produktu. Vyhodnocuje transkriptomicka, proteomickd a metabolomickd data k urceni
funkce daného genu/genového produktu a k ovéfeni hypotézy vyuziva reverzni genetiky.
Urcuje funkci genu od fenotypu mutované rostliny s mutaci pravé v tomto genu. Funkéni
genomika zahrnuje ztratu funkce genu (loss-of-function), snizeni nebo naopak zvySeni
exprese daného genu prostiednictvim regula¢nich mechanizmi (down- a upregulation);
(Young a Udvardi, 2009), zvySeni exprese (overexpression), ziskani funkce
(gain-of-function) a expresi genu v jiném case/misté (misexpression); (Alberts a kol.,
2002). V ramci reverzni genetiky se vytvotily Medicago truncatula mutantni linie pro
identifikaci funkce genu (Young a Udvardi, 2009). Funkéné genomicka data jsou

k nalezeni:
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Dalsi databaze poskytujici riizné funkce jsou na:

http://www.plantgdb.org/

https://www.legoo.org/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=medicago+truncatula
http://medicago.toulouse.inra.fr/Mt/RNA/MIRMED/LeARN/cqgi-bin/learn.cqi

Na tvorbu databaze sekvenc¢nich variant se zamétuje HapMap projekt. Sekvenuji se
jednotlivé inbredni linie s rozdily v inzercich, delecich, jednonukleotidovych
polymorfismech a duplikacich. Vyslednd data podavaji informace o druhové diverzité
a poskytuji zdroj sekvenénich udajt (Guhlin, 2015). Detaily jsou k nalezeni na internetove

strance: http://www.medicagohapmap.ora/

5 FLAVONOIDY

Flavonoly, antokyany a proantokyanidiny (PAs) jsou tii hlavni flavonoidové
skupiny, které jsou Siroce zastoupené v rostlinné fisi. Tyto latky jsou syntetizovany
fenylpropanovou drahou (Liu a kol., 2014). Flavonoly chrani rostlinu pfed UV zafenim
(Li a kol., 1993) a ve spojeni s antokyany dobarvuji kvéty a listy (Bloor, 1997). Antokyany
obarvuji Cervené, fialové a modie zejména kvéty, listy, plody a semena (Liu
a kol., 2014). Katechin a epikatechin jsou flavan-3-ol monomery (Pang a kol., 2007) jejich
oligo- a polymery jsou proantokyanidiny (PAs) nebo také kondenzované taniny (Pang
a kol., 2008). Mimo to jsou tvofeny i epigallokatechinem, gallokatechinem,
epiafzelechinem a afzelechinem (Smykal a kol., 2014). Hlavnim mistem akumulace PAs je
osemeni (Pang a kol., 2007, Smykal a kol., 2014). Oxidazy (Marbach a Mayer, 1974) se
podileji na oxidaci rozpustnych PAs a méni je tak na nerozpustné a chrani semeno proti
biotickym a abiotickym stresim (Pourcel a kol., 2005). Tato oxidace udé¢luje sementim
hnédou barvu (Liu a kol., 2014). Dale jsou PAs lokalizované v listech, kvétech, kiife
a plodech rostlin, a chrani je pied herbivory a patogeny (Dixon a kol., 2005) a zapojuji se
do funkce dormance a viability (Lepiniec a kol., 2006). PAs se projevuji negativné trpkou
a hofkou chuti, ale na druhou stranu jsou uznavané pro jejich ptiznivy vliv na zdravi
Cloveka i zvitat (Xie a kol., 2003). U zvitat pusobi proti nadymani, tim Ze se vazi na

proteiny, zpomaluji jejich kvaSeni a snizuje se tak tvorba metanu. Snizuji vyluovani
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dusiku a zlepSuji vstiebavani esencidlnich aminokyselin (Dixon a kol., 2005). Pomahaji
také brénit se proti stievnim parazitim (Pang a kol., 2008). Je proto velky zajem o vyzkum
PA biosyntézy v ramci biotechnologii, nebot’ nejvice péstované picniny obsahuji jen malé
mnozstvi PAs (Verdier a kol., 2011).

5.1 Biosyntéza proantokyanidini

Metabolickd draha proantokyanidini zac¢ina v endoplazmatickém retikulu,
pokracuje v cytosolu a zakoncuje se ve vakuole. Prvni kiizovatka v biosyntéze se objevuje
u leukoantokyanidinu, z kterého vznika antokyanidin pomoci antokyanidin syntazy (Liu
a kol., 2014), z kterého dale aktivitou antokyan-reduktazy (ANR) vznika (-)-epikatechin
(Xie a kol., 2003) nebo je glykosylovan pomoci glukosyltransferizy UGT78G1
na kyanidin-3-O-glukosid (Pang a kol.,, 2013). Pusobenim leukoantokyanidin
reduktazy se leukoantokyanidin redukuje i na katechin (Tanner a kol., 2003).
(-)-Epikatechin je glykosylovan uridindifosfat glukosyltransferdzou (UGT72L1) na
epikatechin-3'-O-glukosid (Pang a kol., 2008), ktery je pfenesen pies tonoplast MATEL
transportérem do vakuoly (Zhao a Dixon 2009), a stejné tak kyanidin-3-O-glukosid je
ptenesen MATE2 transportérem do vakuoly (Lepiniec a kol., 2006, Pang a kol., 2013).
Neglykosylovany epikatechin se taktéz muze pienaset do vakuoly pomoci AHA10
transportéru (Zhao a Dixon 2009). U epikatechinu a epikatechin-3'-O-glukosidu nasleduje
enzymaticka nebo neenzymaticka polymerizace, jejiz mechanizmus neni zndm (He a kol.,
2008), ale ptedpoklada se, ze probiha ve vakuole (Abrahams a kol., 2003). Enzymaticky by
polymerizace pravdépodobné probihala pomoci lakazy (laccase-like 14), enzymu
kodovaného TT10 genem (Pourcel a kol., 2005) na rozpustné proantokyanidiny.
Popiipad¢ vznikaji epikatechin dimerni slou¢eniny. Pfeména mize u proantokyanidinu
z epikatechin-3'-O-glukosidu pokracovat po transportu do apoplastu, kde zoxiduje
na nerozpustny proantokyanidin pravdépodobné pisobenim apoplastické polyfenoloxidazy
(Pang a kol., 2013). Z kyanidin-3-O-glukosidu se stava vakuolarni antokyanin (Pang a kol.,
2013). Flavonoidy se pienaseji ve formé glykosida. U antokyanidini se nejprve
glykosyluje 3-O-poloha na C heterocyklu a dojde tak ke stabilizaci molekuly (Zhao
a Dixon 2009).
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Obrazek 5: Model PAs polymerizace (upraveno dle Pang a kol., 2013).

5.2 Uridindifosfat glukosyltransferaza

UGT72L1 je enzym patfici do rodiny rostlinnych glukosyltransferaz (GTs), které
mohou pusobit v procesu xenobiotické detoxifikace (Hefner a kol., 2002; Pang a kol.,
2013) a piednostné se exprimuje v osemeni. Enzym ma vysokou afinitu k epikatechinu
s cis stereochemii na druhém a tfetim C a glykosyluje B kruh na poloze 3' (Pang a kol.,
2008). Promotory a castecné i exprese se u geni ANR a UGT72L1 piekryvaji, ale exprese
probiha odlisné. Proteiny se lokalizuji v cytosolu (Pang a kol., 2008; Pang a kol., 2013) na
rozdil od lakazy, kterd ptsobi ve vakuole. Exprese obou promotort je rtizna v odliSnych
Castech rostlin a dokonce v jinych vyvojovych stadiich. NejvySsi expresi oba geny
vykazuji v raném vyvoji semene (Pang a kol., 2013). Zvysenim exprese UGT72L1 dojde
k cCastetnému snizeni epikatechinu, epikatechin-3'-O-glukosidu a rozpustnych PAs
v semenech. Naopak dochazi k akumulaci nerozpustnych PAs. Ptesto neni jasné, jestli je
UGT72L1 nezbytny pro biosyntézu PAs (Pang a kol., 2013). Expresi UGT72L1 nebo ANR
nebo jejich kombinaci se snizuje akumulace antokyani a naopak se zvySuje mnoZzstvi
nerozpustnych PAs (Pang a kol., 2013). Linie NF 1263 Medicago truncatula, ma inzert
v otevieném Ctecim ramci genu pro UGT72L1. Zaznamenala Se snizend transkripce
UGT72L1 genu, ale ve srovnani s wild type (nemutovany ptuvodni genotyp) rostlinami
méla semena podobné hnédou barvu. Rozpustnych PAs bylo méné, ale nerozpustnych bylo
témef stejné mnozstvi. Dale se snizila hladina epikatechinu a epikatechin-3'-O-glukosidu

(Pang a kol., 2013).
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Pfi pouziti transparent testa 2 mutanta (TT2, transkripcni faktor A. thaliana) doslo
k mnohem vyraznéjSimu vyskytu epikatechinu a epikatechin-3'-O-glukosidu a akumulaci
rozpustnych a nerozpustnych PAs v kofenech. To naznacuje, ze ANR a UGT72L1 nejsou
jedinymi geny zapojenymi v tomto ¢lanku biosyntézy (Pang a kol., 2008).

A Rt
576} 577
- m
5'UTR 3UTR
B
Wildtype NF1263

Obrazek 6: A Schéma inzerce Tntl v genu UGT72L1. B Fenotypové srovnani wild typ
a mutantnich semen linie NF 1263 M. truncatula (upraveno dle Pang a kol., 2013).

5.3 Komplex transkrip¢nich faktori MYB, bHLH, Helix-loop-helix
a WD40 (MBW)

Komplex transkrip¢nich  faktori MBW  reguluje syntézu antokyant
a proantokyanidint. Sklada se z MYB (TT2), bHLH Helix-loop-helix (TT8) a WD40
(MtWD40-1); (Baudry a kol., 2004; Liu a kol., 2014).

5.3.1 MtWD40-1 transkrip¢ni faktor

Zvyseni exprese M. truncatula MtWD40-1 genu (Pang a kol., 2009) ma za
nasledek zvyseni hladiny antokyanut, ale ne PAs. Mutace v tomto genu vede k Caste¢né
shodnému snizeni exprese gent pro PA biosyntézu s mtpar mutanty (Verdier a kol., 2011).
Inzerci ve WD40-1 se nijak neovliviiuje funkce MtPAR (Pang a kol., 2009). Oba
transkrip¢ni faktory patii do stejné regulacni skupiny (Verdier a kol., 2011). MYB5 a PAR
aktivuji WD40 promotor, ale ne ANR gen, coz znamena, ze je potieba dalSich faktorti pro
spusténi drahy (Liu a kol., 2014).
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5.3.2 MYB transkrip¢ni faktory

5.3.2.1 Transparent testa 2 transkripéni faktor (TT2)

TT2 patii do rodiny MYB proteini (Pang a kol., 2008). TT2 transkrip¢ni faktor
zvySuje indukci UGT72L1 a ANR za spotieby ATP (Zhao a Dixon, 2009). Up-reguluje
i mnoho jinych gend potiebnych pro PA biosyntézu, jako je gen pro syntézu prekurzord,
transport, oligomeraci/polymeraci a akumulaci. Nejvyssi aktivita byla pozorovana
v osemeni (Pang a kol., 2008). Inzertni mutanti A. thaliana TT2 transkripéniho faktoru

ztréci funkci akumulace PA v osemeni (Nesi a kol., 2001).

5.3.2.2 Medicago truncatula proantokyanidinovy reguldtorovy transkripéni faktor
(MtPAR)

Medicago truncatula proantokyanidinovy regulator (MtPAR) je homologni k TT2
A. thaliana a jedna se o pozitivni regulator PA biosyntézy v osemeni. Mtpar mutantni linie
akumuluje méné PAs v osemeni nez wild type. Hladina antokyant zdstava nepozménéna.
Nejvice ovlivnéné je mnozstvi kyseliny kumarové, kumarind, triterpenovych saponini,
epikatechini a flavonoidovych glykosidi. Epikatechinu je méné, coz vede k niz$imu
mnozstvi rozpustnych PAs. Flavonoidovych glykosidi je naopak vice. Rostliny vsak
nemaji pozorovatelné fenotypové zmény (Verdier a kol., 2011). Pfi ektopické expresi genu
MtPAR v kofenech naopak dochazi k vyrazné vyssi akumulaci PAs oproti normalu. MtPAR

se over-exprimuje pii mis-expresi WD40 (Verdier a kol., 2011).
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Obrazek 7: A Schéma inzerce Tntl v genu MtPAR. B Fenotypové a DMACA srovnani wild type
a mutantnich semen linii NF 4419, NF 2466, NF 3308 M. truncatula (upraveno dle Verdier
a kol., 2011).
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5.3.2.3 MYBS transkripéni faktor

MYBS transkripéni faktor zejména zvySuje tvorbu slizovitého obalu semen
a vétveni trichomu spise nez PA biosyntézu (Liu a kol., 2014).

Mutanti MYB5 maji down-regulované geny biosyntézy flavonoidi a metabolismu
sacharidii (n€které geny enzymu pro biosyntézu bunécnych stén a slizovitého obalu).
Vysledkem je nizk&4 akumulace PAs a tvorba slizovitého obalu semen. Mimo jiné se
down-reguluje i antokyanovy represor, coz je spojeno s up-regulaci nékterych gent
biosyntézy antokyant (Liu a kol., 2014). Mutanti inzer¢ni linie NF 13006 MYB5 genu
vykazuji tmavé Cervenou barvu semen, na rozdil od Zluté barvy wild type semen,
morfologické zmény epidermalnich bunék osemeni a pravé deficienci v tvorbé slizovitého
obalu. Pomoci histochemického piipadné kolorimetrického barveni DMACA Ize sledovat
hladinu akumulace PAs (30 % z obsahu wild type rostliny). Cervena barva semen je
zpusobena antokyany. Rostlina samotna nejevi fenotypové rozdily od wild type. Nejvétsi
exprese je v semenech, ale také se projevuje v kvétech a kofenech. Ektopickou up-regulaci
MYBS5 v kofenech se vyvolava mnohonasobn¢ vyssi exprese nékterych gent zapojenych do
PA a antokyanove biosyntézy (Liu a kol. 2014).
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Obrézek 8: A Schéma inzerce Tntl v genu MYB5. B Fenotypové a DMACA srovnani wild type

a mutantnich semen linie NF13006 M. truncatula (upraveno dle Liu a kol., 2014).

5.3.3 Transparent testa 8 transkrip¢ni faktor

Je to transkripéni faktor patfici do rodiny bHLH (Baudry a kol., 2006). Plsobi
v kombinaci s ostatnimi MYB (TT2, PAP1) faktory (Goff a kol., 1992). bHLH i MYB jsou
kontrolovany WD40 (TTG1 — Transparent testa glabra 1); (Baudry a kol., 2006). Zaroven
pii zvyseni exprese MYB (TT2, PAP1) faktoru dochazi k ektopické akumulaci mMRNA TT8
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(Tohge a kol., 2005). Z toho se vyvozuje dulezita role kontroly bHLH genové exprese pro
flavonoidovou akumulaci jinymi transkripénimi faktory (Baudry a kol., 2006).

TT8 je hlavnim regulatorem pro expresi flavonoidovych strukturnich genti a genti
pro slizovity obal semen u A. thaliana. Pusobi rtizné podle typu bunék, jak v semenech, tak
ve vegetativnich ¢astech rostliny. V semenech pozitivné reguluje BANYULS (BAN),
ptipadné ortologni gen ANR v M. truncatula, akumulaci PAs a tvorbu slizovitého obalu.
Ve vegetativnich ¢astech rostlin reguluje akumulaci antokyanii (Baudry a kol., 2006).
Opacné, inzerci v genu pro MYB (tt2 mutant) transkripéni faktor nedochazi ke snizeni
MRNA TT8 v semenech. Wdr (ttgl) mutant zcela vyrazuje expresi TT8 v semenech
a snizuje transkript ve vegetativnich ¢astech rostliny (Baudry a kol., 2006). Inzerce v genu
pro TT8 odhaluje, ze v nékterych typech bunék dochazi k autoregulaci (Baudry a kol.,
2006). Inzerci v jednotlivych genech se vzdy detekuje urcité mnozstvi TTS8, coz naznacuje

pritomnost dalSich transkripénich faktort (Baudry a kol., 2006).

5.4  Multidrug and toxic compound extrusion transporter (MATE1)

MATE!L slouzi v M. truncatula jako vakuolarni transportér lokalizovany
na tonoplastu. Gen je lokalizovan na chromozomu 5 a je na proteinové Urovni ze
70 % homologni s TT12 (A. thaliana vakuolarni transportér), (Zhao a Dixon 2009),
ktery vSak upfednostiiuje jako substrat kyanidin-3-O-glukosid (Marinova a kol., 2007).
Transportér je antiport, jehoz funkce je zprostiedkovana pH gradientem zavislym na H+.
Predpoklada se u ng 12 transmembranovych domén. MATEI] piednostné transportuje
epikatechin-3'-O-glukosid, prekurzor PAs (Zhao a Dixon 2009). Inzerci v genu MATE1
transportéru se potvrdila jeho role v PA biosyntéze. Doslo ke sniZeni rozpustnych
i nerozpustnych PAs (Zhao a Dixon 2009). MATEL gen se pievazné exprimuje v kvétech,
luscich a osemeni, naopak velmi malo se exprimuje v listech, kofenech, stoncich, pupenech
a fapiku (Zhao a Dixon 2009). V kofenech M. truncatula se bézné vyskytuji antokyany
a flavonoidové glykosidy, ale zadné PAs. K akumulaci dojde az po expresi TT2 genu
(transkrip¢ni faktor) (Pang a kol. 2008). Pii studiu slozek se zjistil aktivni transportér pro
kyanidin-3-O-glukosid. V bunkach s aktivnim TT2 byl aktivni MATEI, ktery
uptednostiuje epikatechin-3'-O-glukosid, tudiz doSlo k akumulaci PAs (Zhao a Dixon
2009).
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55 Oxidace proantokyanidini

Oxidace proantokyanidinu je umoznéna fenoloxidazami a peroxidazami. Oxidazy
pusobi s vyuzitim Oz molekul na rozdil od peroxidaz, které potiebuji H2O2 (Dehon a kol.,
2002). Lakazy patii do rodiny enzymi polyfenoloxidaz obsahujicich méd’ a jsou to
glykoproteiny (Messerschmidt a Huber, 1990; Pourcel a kol., 2005) s nizkou specifitou pro
substrat (Mayer a Staples, 2002).

5.5.1 Transparent testa 10 polyfenoloxidaza

TT10 je laccase-like polyfenol oxidazovy enzym. Ma ¢tyfi domény s navazanou
médi (Bertrand a kol., 2002; Pourcel a kol., 2005). Lokalizuje se v apoplastu. Po interakci
se substratem proantokyanidinem dojde k oxidaci (Pourcel a kol., 2005). Exprimuje se
nejvice v semenech, ale i v jinych rostlinnych organech. Fenotypovym projevem piisobeni
enzymu je hnédé zbarveni semen, zptsobené oxidaci substratu, PAs (Pourcel a kol., 2005).
Mutanti s inzerci v tomto genu akumuluji monomery epikatechinu a rozpustné
proantokyanidiny vice nez wild type rostliny. Nerozpustné PAs, a tedy i zhnédnuti semen,
se objevuji se zpozdénim. Piedpoklad pro existenci nerozpustnych PAs v mutantnich
rostlinach se odivodnuje oxidaci vzdusnym kyslikem (Pourcel a kol., 2005). Pti dysfunkci
TT10 genu jsou vyfazeny z oxidace i1 ostatni oxiddzy nebo peroxidazy (Pourcel a kol.,

2005).

34



6 MATERIALY AMETODY

Piistroje: Centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf); Elektroforéza (Widi Mini
Sub; Bio Rad); Digitalni kamera (DP73, Olympus); Homogenizator (FastPrep-24; MP
Biomedicals); Nanodrop (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific);
Naprasovacka (Q150T ES, Quorum Technologies); Skenovaci elektronovy mikroskop
(VEGA3 LMU, TESCAN); Termocycler (PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research);
UV transiluminatorem (FireReader; Uvitec Cambridge); Vaha (572; Kern); Zdroj
stejnosmérného napéti (PowerPac Basic; Bio-Rad)

Chemikalie: Agaréza (SERVA, Némecko); AP fosfatdza/Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (1 U/ul, Thermo Scientific, USA); Destilovana voda; DMACA barveni —
p-Dimethylaminocinnamaldehyde (1%, Sigma Aldrich, USA), Metanol a HCI (1:1,
Lach-Ner s.r.0., CR), Etanol (70%, Lach-Ner s.r.o., CR); Exo 1/Exonuclease | (20 U/pl,
Thermo Scientific, USA); Fast AP/Fast Alkaline Phosphatase pufr (10x, Thermo Scientific,
USA); Fluorescenéniho barviva pro DNA (GelRed™; Biotium, USA); Invisorb Spin Plant
Mini Kit (Invisorb, Stratec, Némecko) — Lysis Buffer P, Proteinasy K, Binding Buffer A,
Wash Buffer 1., Wash Buffer 1I., Elution Buffer D; Primery (5 uM, Generi Biotech, CR);
RNé&za A (Sigma Life Science, Sigma Aldrich, USA), Standardu molekulové
hmotnosti/GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (0,5 pg/ul, Thermo Scientific, USA);
Tagq DNA polymeraza (5U/ul, MyTaq, Bioline); Taq pufr (5x, MyTaq, Bioline, UK); TBE
pufr (1x; Tris, kyselina borita a EDTA; Sigma Aldrich, CR)

Rostlinny material: Medicago truncatula mutantni linie (tabulka 1).

V této praci se pouzilo celkem 8 riznych linii Medicago truncatula. U linii se
identifikovaly, popfipadé ovétovaly inzerce Tntl retrotranspozonu metodami PCR,
gelovou elektroforézou na agar6zovém gelu a sekvenovanim. Fenotypovy projev se

analyzoval DMACA barvenim a skenovacim elektronovym mikroskopem.
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Tabulka 1: Seznam pouzitych linii v této praci.

Zajmovy

Pouzité linie gen Funkce proteinu Puvod
NF3308-2WT | PAR | transkripcni faktor | O Verdier, Shanghai Center for Plant
Stress Biology, China
e J. Verdier, Shanghai Center for Plant
NF 3308-5H0 PAR transkripcni faktor Stress Biology, China
NE 4419-6WT PAR transkripéni faktor J. Verdier, Shan_ghal Cente_r for Plant
Stress Biology, China
e J. Verdier, Shanghai Center for Plant
NF 4419-1Ho PAR transkripcni faktor Stress Biology, China
NE 2466-1WT PAR transkripéni faktor J. Verdier, Shan_ghal Cente_r for Plant
Stress Biology, China
C e J. Verdier, Shanghai Center for Plant
NF 2466-2Ho PAR transkripéni faktor Stress Biology, China
NF 12661-R, MATE1 transportér The Samuel Robe::]sCNoble Foundation,
Laccase- . The Samuel Roberts Noble Foundation,
NF 0679-R; 14/TT10 polyfenoloxidaza Inc.
NF 17248-R, TT8 transkripéni faktor The Samuel Robe::]sCNoble Foundation,
NF 1263-R, UDP- Ul’ldlndlfOSfa'[’ The Samuel Roberts Noble Foundation,
Glu glukosyltransferaza Inc.
NF 13006-R; Myb-5 transkripéni faktor The Samuel Robe::]sCNoble Foundation,

Semena jednotlivych linii byla vloZena do Petriho misek na vlhkou bunicitou vatu.

Petriho misky se vlozily do lednice a semena se nechala 3—4 dny vernalizovat za tmy pii

4 °C. Poté se nechala klicit pii pokojové teploté (25 °C). Semena, ktera po nékolika dnech

nejevila znamky vykli¢eni ani nabobtnani byla brousena 0 brusny papir. Opét se nechala

v Petriho miskéch na vlhké bunic¢iné pii pokojové teploté.

Semena, ktera vykli¢ila, byla zaseta do péstebniho substratu (PROFI vysevni

substrat, Florcom) v 8x8cm kontejnerech. Inkubovala se ve fytotronu pii 24 °C s 16h/8h

den/noc, se svétlem na 200 pM-m2-s? a pti 40% vlhkosti. Po 7-14 dnech byly kvétinace

pfeneseny do skleniku za sniZeného zalévani. Kazda rostlina byla oznacena cedulkou

S popisem.
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Tabulka 2: Prehled péstovani tolice.

Linie Celkem V_ykliéilo Vykli_é%lo po Celkovy _poéet
vyseto ihned skarifikaci rostlin
NF 3308-2WT 15 1 0 1
NF 3308-5Ho 13 3 3
NF 4419-6WT 13 1 2 3
NF 4419-1Ho 19 6 1 7
NF 2466-1WT 13 3 0 2
NF 2466-2Ho 26 4 2 6
NF 12661-R1 10 0 10 5
NF 0679-R 10 5 5 5
NF 17248-Ro 10 0 10 4
NF 1263-R; 10 4 6 5
NF 13006-R: 10 3 7 5

Po vzniku nékolika pravych trojéetnych listd se provedl odbér celého jednoho
oddilu listu do zkumavek se zavitem (Extra Low Binding, MB Bio) s homogeniza¢nimi

kulickami (Ceramic Sphere 1/4", zirconium oxide, Life Science, MP Bio). Z listu se

bezprostfedné izolovala DNA.

6.1 lzolace genomové DNA

Pied samotnou izolaci se listy homogenizovaly v homogenizatoru FAST Prep,
ktery vyuziva rychlého vicesmérného pohybu.
K izolaci DNA se pozil Invisorb Spin Plant Mini Kit (INVITEK), coZ je komeréné

vyrabény a pouzivany kit zaloZeny na adsorpci DNA na silikat. Izolace se fidila navodem

od vyrobce:

1. Popis zkumavky.

2. Ke 100 mg homogenizovaného materialu piidat 400 ul Lysis Buffer P a 20 pl

Proteinasy K. Zvortexovat a inkubovat 30 min. pfi 65 °C.

3. Prelit obsah zkumavky na Prefilter kolonku ve zkumavce a centrifugovat 1 min. pfi

12000 otackach.

4. Pripipetovat 10 ul RNazy A a inkubovat 15 minut pti pokojové teplotg.

5. Pripipetovat 200 ul Binding Buffer A a zvortexovat.




6. Obsah zkumavky pod kolonkou pftelit do Spin Filter kolonky na zkumavce.
Inkubovat 1-2 minuty pfi pokojové teploté a nasledné centrifugovat pti 12000
otackach 1 min.

7. Vylit vse, co protece skrz kolonku. Do kolonky napipetovat 550 pl Wash Buffer 1.
a centrifugovat 1 min. pti 12000 otackéch.

8. Vylit vse, co protece skrz kolonku. Do kolonky napipetovat 550 pl Wash Buffer I1.
a centrifugovat 1 min. pti 12000 otackéach. Krok opakovat.

9. Vylit vse, co protece skrz kolonku. Centrifugovat 2 min. pii 12000 otackach.

10. Pfenést kolonku do nové mikrozkumavky (1,5 ml). Napipetovat 100ul Elution
Buffer D (65 °C), inkubovat 3 minuty a centrifugovat 1 min. pfi 12000 otackach.
Krok opakovat.

11. Ziskanou genomovou DNA uskladnit dle potieby pii 4 °C nebo -20 °C.

6.2 Spektrofotometrické méreni DNA

Na pfistroji NanoDrop se méfila koncentrace a €istota genomové DNA. Po kazdém
meéfeni se ocistil snimac pfistroje bunicitou vatou. Nanesly se 2 ul Elution Buffer D (blank)
a poté po 2 ul vzorky. Kazdy vzorek se proméfil pii 260 nm a 280 nm. Pocita¢ zaznamenal

hodnoty Cistoty a koncentrace DNA.

6.3 Amplifikace polymerazovou ietézovou reakci (PCR)

Pro identifikaci genotypu, tj. jestli je wvybrany gen inzertovany Tntl
retrotranspozonem byl dany Usek amplifikovan PCR metodou. Pievzaly se, popiipadé

navrhly, primery ohranicujici usek s predpokladanym inzertem.
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Tabulka 3: Seznam primert.

Gen tll Jméno a puvod
. F/IR Sekvence primeru (5'-3") produktu . :
(inzert) [bp] primert
F TGGAGTAGGTTTAAAGCGGTGTGG 286; Verdier a
kol., 2012
PAR 521 287; Verdier a
R TAGGCTTTGGAGCTTCTGGTGCTA k(;I., 2012
Mybs5 F GAGACGTGGATCTCAGGGTG 896
R GTTCTGGGATCAATCCCTTGG
MATE1 F ATTCCGAACAGTGAGTGAACTGG 801
R GCAATGTTATGCACATTGCTGC
Laccase- | F GTGTCAAAGGATGTGCCGTT 669 Vlastni
14 R GTTCACACTAGCTGCAAACC navrhnuté
F GATGGTCACTCTTTGCCGCCA 454 primery
T8 R GCAAATTACCCACCGGTTCTT
F GATGGTCACTCTTTGCCGCCA 794
R TGAATCTAATGACCAGCCAGC
F TGTTCCAGGTGTCGGGTATGGAC
UGT72L1TR1;
upp. | F | AGTTGGCTACCAATCCAACAAG (chybny) Pang a kol.,
Glu 1414 2013
UGT72L1TL1,
R GAAGCAAAAGAATTCCTTAAATCTGGT Pang a kol.,
2013
F | GCATTCAAACTAGAAGACAGTGCTACC e s TZ%%ege
Tntl Tntl 5;.,Tadege
R CTCCAGACATTTTTATTTTTCACCAAG a kol., 2008

Lyofilizované primery dodané od vyrobce se rozpustily v destilované vodé dle

pokynii na zkumavce za vzniku zasobniho 100 pUM roztoku primerd, ty byly dale 20x

fedény pro PCR amplifikaci.

Pro PCR reakci se napipetovaly reakéni smési, jejichZ varianty se s jednotlivymi

vzorky DNA pipetovaly do stripi po 8 mikrozkumavkach nebo do 96-ti jamkové

mikrotitracni desky. Reakéni smés pro PCR se skladala z:

Tabulka 4: Reakéni smés pro PCR.

Chemikalie zéslég:icr?:f’gazigku MnOiStZ’Jll)la LG Objem reakce
Taq pufr 5x 4
Voda 13
Primery (F/R) 5uM 1 20
Taq DNA polymeraza 5U/ul 0,1
Vzorek 2
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Takto ptipravené smési se vlozili do PCR termcycleru s programem:

Tabulka 5: PCR program se zménami v ¢ase podle délky predpokladaného produktu.

Pribéh Teplota ['C] Cas [min] Cykly
Inicia¢ni denaturace 94 5 5 5 1x
Denaturace 94 0,5 0,5 0,5
Nasedani primert 55 1 0,75 | 0,5 35x
Prodluzovani 712 3 2,5 2,5
Finalni 72 10 | 10 | 10 1x
prodluzovani
UdrZovani 7

6.4 Horizontalni gelové elektroforéza na agardézovém gelu

K ovéfeni ptitomnosti PCR produktu a identifikaci genotypu se provedla gelova

elektroforéza na agar6zovém gelu. Postup ptipravy, pouziti a vizualizace gelu:

1.

o1

Navazit na 1,5% gel pro 80 ml gelu 1,2 g agarozy.

2. Napustit do odmérného valce 80 ml 1x TBE puft.
3.
4

Ob¢ slozky ptesunout do Erlenmayerovy banky a rozvafit v mikrovinné troubé.

Po vychlazeni na cca 60 °C piidat 1 pl fluorescenéniho barviva pro DNA
a promichat.

Gel rozlit do elektroforetické vany a umistit hiebinky.

Po vychladnuti hiebinky z gelu vytahnout. Vanu umistit do elektroforézy
s TBE pufrem.

Napipetovat cca 4 ul standardu molekulové hmotnosti a do ostatnich jamek po cca
9 ul vzorku PCR produktu. PCR produkt je obarven MyTaq pufrem, a proto ho
neni nutné smichéavat s nanaSecim pufrem.

Ptipojit elektroforézu ke zdroji stejnosmérného napéti a spustit. Standardné
nastavit cca 30 minut, 100-120 V.

Prohlédnout a vyfotografovat gel pod UV transiluminatorem, prostiednictvim
programu FireReader V4.

6.5 Sekvenovani

V ptipad¢ amplifikace inzertovaného genu se urcilo potadi nukleotidid vybraného

useku Sangerovym sekvenovanim. Pied odesldénim vzorku pro sekvenaci (Laboratof

40



analyzy DNA, PfF UK Praha) se ovéfila ptitomnost inzertu PCR amplifikaci a horizontalni
gelovou elektroforézou. PCR produkt se purifikoval podle AP/EXO protokolu s vyuzitim

alkalické fosfatazy a exonukleazy pro degradaci prebytku primert.

Tabulka 6: Reakéni smés pro purifikaci PCR produktu pred sekvenaci.

Chemikalie Smés pro 1 vzorek [pl]
10x Fast AP pufr 1,00
voda 3,45
AP fosfataza 0,15
Exo 1 0,40
Celkem 5,00
PCR produkt 5,00

Tabulka 7: PCR program pro ptecisténi PCR produktu.

Teplota [°C] Cas [min]
37 15
85 15

Takto pfecisténé PCR produkty se pfipravily a odeslaly v reakéni smési pro

sekvenovani za pouziti piislusného forward (F) primeru:

Tabulka 8: Reakéni smés pro sekvenovani na jeden vzorek.

PCR produkt F primer Voda

4 ul 1pl 3ul

6.6 Barveni DMACA

Barvivo p-Dimethylaminocinnamaldehyde (DMACA); (Peel a Dixon, 2007; Pang

a kol., 2013) se pouzilo pro urceni hladiny extrahovatelnych proantokyanidini v osemeni.
Postup barveni:

1. Namichat 1% barvivo smisenim barviva, metanolu a HCI (1:1).

2. Vybrana semena v mikrozkumavkéach po 4 kusech namocit na 2 hod. do vody.

3. Odpipetovani vody.

4. Napipetovat 400 pl barviva.

5

1 hod. odbarvovat 70% etanolem.
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Semena se nasnimala digitalni kamerou Olympus DP73 propojenou
s poc¢itatovym programem cellSense. Na podkladu se pievrstvila vodou a snimala se pti

zvetSeni 10x a 25x.

6.7 Analyza osemeni skenovacim elektronovym mikroskopem

Semena se pozorovala pomoci SEM (VEGA3 LMU, TESCAN) s LaBs katodou na
katedfe experimentalni fyziky PfF UPOL.

Celé nebo ptilena semena se nalepila na drzak oboustrannou lepici paskou. Drzak se
vlozil do nosniku/stolku, ktery se mechanicky zasunul do mikroskopu. Po vytvoieni vakua
se snimal povrch semene. Kvalita fotografie zavisela na dobé expozice. N¢ktera semena se
pfed mikroskopovanim nechala pozlatit napraSovackou (Q150T ES, Quorum

Technologies) pro dosazeni lepsiho rozliseni.

6.8 Bioinformaticka analyza a programoveé nastroje

Objednané linie byly vyhledany pomoci BLAST search v databazi mutanti Noble

Foundation na internetové strance http://medicago-mutant.noble.org/mutant/. Déale se

vyuzival BLAST program na strankach NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ pro ovéfeni

identity sekvence genu. Pro kontrolu inzerci, alignmentu sekvenci a navrhovanych ¢i

pievzatych primerd byla vyuzivana internetovd stranka https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_multalinan.html. ~ Samotné  primery  byly

navrhovany v programu FAST PCR (Primer Digital, Finsko), program byl dale vyuZivan
pro editaci sekvenci.
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7 VYSLEDKY

7.1 Urceni piitomnosti inzertu Tnt 1 vybranych linii Medicago

truncatula

Na 8 vybranych liniich Medicago truncatula s Tntl inzertem pro sledované geny
byla pomoci PCR provedena analyza piitomnosti, popiipadé potvrzeni jejich inzertu
v daném genu. Nejprve se provedla izolace genomové DNA vsech vypéstovanych rostlin
(46) od vSech linii. Poté nasledovala PCR amplifikace DNA s navrhnutymi forward
a reverse primery pro intaktni sledované geny a s forward a reverse Tntl primery pro
predpokladané inzertované geny. Na 1,5% agar6zovém gelu se provedla elektroforéza
kazdého PCR produktu a vzdalenost doputovani vzorku se odecetla od standardu
molekularni hmotnosti.

Na obrézku 9 a 10 jamky odpovidaly péti rostlinam od kazdé linie, pfipadna Sesta
jamka nalezela vod¢ jako negativni kontrole PCR amplifikace. V prvnich jamkéch byly
napipetované standardy molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder;
Thermo Scientific).

Bylo zjisténo, ze z izolovanych rostlin linie NF 13006 byla prvni rostlina
homozygotni, druha se ¢tvrtou heterozygotni a tieti s patou bez inzertu, u linie NF 0679
byla prvni a druha rostlina heterozygotni a zbylé tfi bez inzertu, v linii NF 12661 byly
prvni, druha a tfeti rostlina homozygotni a ¢tvrta s patou heterozygotni. V linii NF 1263 se

vSechny vypéstované rostliny jevily homozygotni.

Obrazek 9: A Snimek agar6zového gelu s PCR produkty na vzorcich linii 13006, 0679.

Legenda: A Kombinace primert F/R; B Kombinace primert F/Tntl F; C Kombinace primeri F/Tntl R;
& — Homozygot; [ — Heterozygot; Déle jamky: 1, 20 Standard molekulové hmotnosti; 2-6, 8-12, 14-18 PCR
produkty linie NF 13006 (5 rostlin testovanych ve stejném potadi); 21-25, 26-30 PCR produkty linie
NF 0679 (5 rostlin testovanych ve stejném potadi); 7, 13, 19 Voda
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NF 12661
B

Obrazek 10: B Snimek agar6zového gelu s PCR produkty na vzorcich linii 12661, 1263.

Legenda: A Kombinace primeri F/R; B Kombinace primerit F/Tntl F; C Kombinace primeri F/Tntl R;
— Homozygot; — Heterozygot; Dale jamky: 31, 50 Standard molekulové hmotnosti; 32—-36, 38—-42, 4448
PCR produkty linie NF 12661 (5 rostlin testovanych ve stejném potadi); 50-55, 56-60 PCR produkty linie
NF 1263 (5 rostlin testovanych ve stejném potadi); 37, 43, 49 Voda

Tabulka 9: Shrnuti vysledka z obrazka ¢. 9 a 10

Linie Cislo vypéstované rostliny F/R F/Tntl F F/Tntl R

+ —_

1 (Ho)

2 (He) + -

NF 13006 3 (W)

4 (He)

5 (W)

1 (He)

2 (He)

NF 0679 3 (W)

4 (W)

O T o I I S e A I S
+

5 (W)

1 (Ho)

2 (Ho) - -

NF 12661 3 (Ho) - -

4 (He) + -

+ 4+ [+ |+ |+

5 (He) + -

1 (Ho) -

2 (Ho) -

NF 1263 3 (Ho) -

4 (Ho) -

+ 4+ |+ |+ |+

5 (Ho) -

Legenda: Ho homozygot, He heterozygot, Wt wild type, + pfitomnost amplikonu, — nepiitomnost
amplikonu.
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Linie NF 1263 byla ptevzata z publikace Pang a kol. (2013) spolu s pivodnimi
navrhnutymi primery UGT72L1TR1 a UGT72L1TL1. Pomoci bioinformatické analyzy se
ukazalo, ze F primer UGT72L1R1 neodpovidal zadné sekvenci v okoli genu, a proto se
musel navrhnout novy F primer. Pfi nasledné PCR a elektroforéze byly u linie z péti
vypéstovanych rostlin identifikovany treti a pata jako heterozygotni mutant a ostatni byly
bez inzertu (tabulka 10).

Tabulka 10: Detekce produktti pro PCR reakéni smési u linie NF 1263 pomoci elektroforézy na

agarozovém gelu.

Cislo vypéstované rostliny F/IR F/TntlF | F/TntlR | R/Tntl F | R/Tntl R
1 (W) + - - - _
2 (Wr) + - - - —
3 (He) + - + — _
4 (W) + - - - -
5 (He) + - + - -

Legenda: He heterozygot, Wt wild type, + pfitomnost amplikonu, — neptitomnost amplikonu.

U ziskanych semen linii par mutanti byla piitomnost jejich inzerce znama
a provedlo se pouze jejich ovéfeni. Vypéstovalo se celkem 22 rostlin: sedm z linie
NF 4419-1 Ho, tfi z linie NF 4419-6 W, Sest z linie NF 2466-2 Ho, dvé z linie NF 2466-1
Wi, 3 z linie NF 3308-5 Ho a jedna z linie NF 3308-2 Wt. U vsech se potvrdila pfitomnost

nebo absence inzerce v PAR genu, jak je znazornéno v tabulce 11.
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Tabulka 11: Potvrzeni pfitomnosti/absence inzertu v genu PAR linii NF 4419, 2466 a 3308

elektroforézou na agar6zovém gelu.

Linie Cislo vypéstované rostliny F/R F/TntlF | R/TntlR | F/Tnt1R
1 -~ + + _
2 - + + _
3 — + + -
NF 4419-1 Ho 4 - + + —
5 — + + -
6 - + + _
7 - + + _
1 + - - -
NF 4419-6 Wt 2 + - - —
3 + - - -
1 - - - -
2 - - - +
3 - - - +
NF 2466-2 Ho
4 - - - +
5 - - - +
6 - - - -
1 + - - -
NF 2466-1 Wt
2 + - - -
1 - + + _
NF 3308-5 Ho 2 - + + -
3 - + " _
NF 3308-2 Wt 1 + - - -

Legenda: Ho homozygot, Wt wild type, + pfitomnost amplikonu, — nepfitomnost amplikonu.

Analyzou linie NF 17248 s piedpokladanou inzerci v genu TT8 se opakovanou analyzou i nové
navrhnutymi primery podafila potvrdit pouze ptitomnost sledované¢ho genu, ale Zadna inzerce

v daném genu (tabulka 12).
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Tabulka 12: Potvrzeni pfitomnosti/absence inzertu v genu TT8 linii NF 17248 elektroforézou na

agarozovém gelu.

Cislo vypéstované rostliny F/IR F/Tntl F F/Tntl R R/Tntl F R/TntlR
1 (Wt) + - - - -
2 (Wt) + - - - -
3 (Wt) + - - - -
4 (W) + - - - -

Legenda: Wt wild type, + ptitomnost amplikonu, — nepfitomnost amplikonu.
7.2 Popis fenotypového projevu — analyza osemeni

7.2.1 Histochemicka detekce celkovych proantokyanidini pomoci DMACA barveni

Uroven extrahovatelnych proantokyanidini byla orientaénd uréena pomoci
DMACA barveni. Semena se barvila ve zkumavkach po ¢tyfech. Z vybranych linii nebyla
reakce pozitivni u semen ziskanych z rostlin linii NF 17248-1, NF 17248-2, NF 17248-3,
NF 1263-4 (obrdzek 11). U ostatnich rostlin se alespoit dvé semena ze Ctyf obarvila,
(tabulka 13).

U semen s pozitivni DMACA reakci doslo v disledku ptitomnosti HCI a etanolu
zpravidla k nabobtnani, pfi¢emz doSlo az k naruSeni osemeni pii jejich manipulaci.

Obarveni nebylo vzdy rovnomérné, néktera semena se barvila pouze lokalné (obrazek 12).

Tabulka 13: Souhrn poétu semen s pozitivni a negativni DMACA reakeci.

Linie s ¢islem Pocet semen s pozitivni DMACA Pocet semen s negativni DMACA
rostliny reakci reakci
17248-1 0 0% 4 100 %
17248-2 0 0% 4 100 %
17248-3 0 0% 4 100 %
17248-4 3 75 % 1 25%
1263-2 2 50 % 2 50 %
1263-4 0 0% 4 100 %
4419-6 Wt 2 50 % 2 50 %
2466-1 Wt 3 75 % 1 25%
3308-5 Ho 2 50 % 2 50 %
4419-1 Ho 2 50 % 2 50 %
2466-2 Ho 3 75 % 1 25%
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NF 17248-2 NF 1263-4

NF 17248-1 NF 17248-3 '
g

Obrazek 11: Barveni DMACA: Semena, u kterych nedoslo k pozitivni DMACA reakci. ZvétSeni
snimku 2,5x pod mikroskopem DP73 Olympus.

NF 172438-4 NF 1263-2

s, "

NF 4419-6 Wt NF 4419-6 Wt NF 2466-1 Wt NF 2466-1 Wt
NF 4419-1 Ho

NF 3308-5 Ho NF 4419-1

NF 2466-2 Ho

@

Obrazek 12: Semena s pozitivni DMACA reakci vybranych semen a linii ve srovnani

s neobarvenymi semeny. ZvétSeni snimku u jednotlivych semen 2,5x, u parovych semen 10x pod

mikroskopem DP73 Olympus.

7.2.2 Struktura povrchu osemeni M. truncatula

Osemeni vizualizované pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu bylo
u vSech linii tvofeno papilami z jednotlivych bun¢k palisadového parenchymu. Usporadani
a vyklenuti papil se lisilo mezi liniemi. Mezi liniemi NF 2466 se u wild type jevily papily
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vice vystouplé oproti homozygotnimu mutantu. Homozygotni mutant mél papily propojenée
vystouplymi hibety, které byly u wild type méné zietelné (obrazek 13). U linie NF 3308
wild type bylo osemeni zicetelné vystouplé oproti homozygotnimu mutantu, a papily jevily
naznak propojeni hibety. Papily homozygotni linie NF 3308 se zdaly az ploché
a v nékterych mistech mezery mezi papilami zcela zanikly za tvorby provazcovitych vzort.
Homozygotni linie NF 4419 méla buriky papil velmi blizko u sebe, na rozdil od wild type,
nekteré se v jednom sméru propojily, az srostly, coz pii SirSim pohledu tvoftilo
rozeznatelny linearni vzor uspoiadani bunék. Wild type osemeni bylo rovnomérné a bez

propojeni a srasta.

NF 2466-2 Ho

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.67 mm
View field: 396 pm SM: RESOLUTION 100 ym
SEM MAG: 1.40 kx  Date{m/dly): 07/08/16

NF 3308-5 Ho

NF 2466-1 Wt

SEM HV: 100 kV WD: 9,65 mm ‘
View field: 362 SM: RESOLUTION 100 ym
SEM MAG: 1.53 kx  Date(m/dly): 070915

NF 3308-2 Wt

SEM HV: 10,0 kV WD: 9.48 mm
View ficld: 458 pn SM: RESOLUTION 100 pam
SEM MAG: 1.21 kx  Date(m/dly): 070915

NF 4419-1 Ho

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.69 men
$M: RESOLUTION 100 pm

NF 4419-6 Wt

SEM HV: 10.0 kV WD: 9.61 mm
View field: 545pym  SM: RESOLUTION 100 ym
SEM MAG: 1.02 kx  Date(m/dly): 07/0015

Obrézek 13: Snimky linii NF 2466, 3308 a 4419 ze skenovaciho elektronového mikroskopu
VEGA3 LMU (TESCAN).

SEM HV: 10.0 kV WD: .70 mm
SM: RESOLUTION 200 pam
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Semena rostlin NF 13006-1 jsou homozygotni pro inzerci, tedy fenotypové
mutantni, na rozdil od NF 13006-3, ktera jsou heterozygotni, tedy fenotypové wild type.
Osemeni homozygotni linie m¢lo mezi papilami hibety, které bud’ vyplhovaly prostor mezi
papilami, nebo jednotlivé papily propojovaly. Osemeni heterozygotnich semen mélo papily
vystouplé a oddélené zfetelnymi mezerami, v Sir§im pohledu se jevilo polomési¢ité

usporadani papil (obrazek 14).

OEM - 100KV | WD $440 s SEM HV: 10.0 kV WD: 14.41 mm

View field: 347 pm SM: RESOLUTION 100 pm View fiold: 481 pm SM: RESOLUTION 100 pm

SEM MAG: 3.19 kx  Date(mi/dly): 0901/18 SEM MAG: 2.30 kx  Date(mvdly): 09/01/15

Obrazek 14: Snimky linie NF 13006 ze skenovaciho elektronového mikroskopu VEGA3 LMU
(TESCAN).

Déle se pod skenovacim elektronovym mikroskopem analyzovaly wild type ¢i
heterozygotni rostliny pro inzerci v daném genu u linii NF 12661-5 (He), NF 1263-2 (Wt)
a NF 0679-2 (He). VsSechny jevily fenotyp — vice vystouplé papily nez piedesli
analyzovani homozygoti jinych linii, zfetelné mezery a rovnomérné uspofadani a propojeni
papil vystouplymi hibety s vyjimkou linie NF 12661, kterd méla zanedbatelné propojeni

papil. Na linii NF 1263 jsou viditelné provazcovité vzory (obrazek 15).
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NF 12661-5

SEM HV: 10.0 kV

WOD: 14.40 mm

VEGA3 TESCAN] SEM HV: 10.0 kV

View fleld: 501 pm SM: RESOLUTION 100 ym

SEM MAG: 2.21 kx__ Date{m/d

NF 0679-2

SEM HV: 10.0 kV

WD: 14.49 mm

NF 1263-2

WOD: 14,40 mm

View field: 501 pm SM: RESOLUTION 100 ym

dly). 09/01/15

VEGA3 TESC.

View field: 501 pm SM: RESOLUTION 100 pm

SEM MAG: 2.21 kx  Date{(m/dly): 09/01/15

Obrazek 15: Snimky linii NF 12661, 1263 a 0679 ze skenovaciho elektronového mikroskopu
VEGA3 LMU (TESCAN).

Tabulka 14: Shrnuti fenotypti osemeni mezi liniemi.

Linie Papily Mezery mezi papilami Vzor na osemeni
i . . propojeni papil _y s
NF 2466-2 Ho méne vystouplé vystouplymi hibety rovnomerné usporadani
i . . vzacné propojeni -y P
NF 2466-1 Wt vice vystouplé vystouplymi hibety rovnomérné usporadani
NF 3308-5 Ho ploché naznak propojeni hibety provazcovity vzor
NF 3308-2 Wt vice vystouplé az zanik mezer rovnomérné usporadani
NF 4419-1 Ho méné vystouplé blizko u sebe az sristy linearni vzor
NF 4419-6 Wt vice vystouplé Zietelne ;rr‘fl:f;y Zadné | o nomémé usporadani
NF 13006-1 (Ho) méné vystouplé hfbety mezi papilami, rovnomérné usporadani
nebo propojené hibety

NF 13006-3 (Wt)

vice vystouplé

zietelné mezery

polomésicity vzor

NF 12661-5 (He)

vice vystouplé

zietelné mezery

rovnomérné usporadani

NF 1263-2 (Wt)

vice vystouplé

naznak propojeni hibety

provazcovity vzor

NF 0679-2 (He)

vice vystouplé

propojeni hibety

rovnomeérné usporadani
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7.3 Sekvenovani amplifikovanych fragmentu

Po identifikaci wild type a homozygotnich linii byly pro ovéfeni nékteré vzorky
poslany na osekvenovani. Vzorky se nejprve ocistily od F/R primeru podle AP/EXO
protokolu, viz kapitola Materialy a metody. VVzorky wild type linii i vzorky s inzertem se
sekvenovaly s forward primerem genu.

Srovnanim sekvence NCBI BLAST search funkci byla potvrzena identita vSech
testovanych genu (tabulka 15). U rostlin 12661-1, 13006-1 byly zaroven identifikovany
inzerty Tntl v zajmovych genech (tabulka 16).

Pti sekvenaci PCR produktu rostliny 1263-3 s forward primerem UGT72L1TR1 se
NCBI databazi identifikovala sekvence Tntl retrotranspozonu. Po nasledném vloZeni
samostatné sekvence primeru do NCBI databaze bylo zjiSténo, Ze primer nalezi Tntl

retrotranspozonu, nikoliv ke genu UDP-Glu linie 1263.
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Tabulka 15: Shrnuti sekvenovanych linii.

NF Cislo Zajmovy Primer pouzity Accesion number Max Total Query . Identita genu

L . Y E value | Identita

linie rostliny gen pro sekvenovani pro oblast genu score score cover potvrzena
12661 | 4 (He) XM_003617269.2 549 1015 48% 5e-152 99% ano

MATE-1 F MATE-1
12661 | 1 (Ho) XM_003617269.2 540 540 26% 3e-149 99% ano
13006 | 3 (Wt) Mvb-5 E MVbo5 XM_003601561.2 601 774 35% le-167 98% ano
13006 | 1 (Ho) y Y XM_003601561.2 532 532 26% 5e-147 97% ano
0679 2 (He) Laccase- XM_003593104.2 931 1363 79% 0,0 98% ano
F Laccase-14/TT10
0679 2 (He) 14/TT10 XM_003593104.2 1616 1616 82% 0,0 97% ano
1263 2 (Wt) F UDP-Glu XM_013588490.1 1921 1921 98% 0,0 98% ano
1263 3 (He) UDP-GIu XM_013588490.1 407 407 33% 3e-109 85% ano
F UDP-Glu

1263 | 3 (He) (UGT72L1TR1) ne
17248 | 2 (Wt) KM892777.1 689 1067 88% 0,0 97% ano
17248 2 (Wt) TT8 FTT8 KM892777.1 667 667 53% 0,0 96% ano
17248 | 1(Wt) KM892777.1 728 728 36% 0,0 97% ano

Tabulka 16: Shrnuti sekvenovanim identifikovanych inzerta.

NF Cislo vypéstované Zajmovy Primer pouZity pro Accesion number Max Total Query E Identita
linie rostliny gen sekvenovani Tntl elementu score score cover value
12661 1 (Ho) MATE-1 F MATE-1 X13777.1 1221 2340 59% 0,0 99%
13006 1 (Ho) Myb-5 F Myb-5 X13777.1 1000 1994 54% 0,0 95%
1263 3 (He) UDP-Glu F UDP-Glu (UGT72L1TR1) X13777.1 276 905 77% 3e-70 98%
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7.4 Schéma geni s inzerci Tntl retrotranspozonu

Par mutanti

Gen pro proantokyanidinovy regulator je umistén na osmém chromozému a sklada
se ze ti1 exonl o celkové délce cDNA 762 bp a celkové délce 1244 bp. Byly objednany tii
linie: NF 4419 s inzerci mezi 498 a 499 bp druhého exonu; NF 2466 s inzerci mezi 732
a 733 bp a NF 3308 s inzerci mezi 844 a 845 bp ve tietim exonu (obrazek 16).

Matel mutant

Gen pro MATEL transportér je umistén na patém chromozomu a sklada se z deviti
exonl o celkové délce cDNA 1716 bp a o celkové délce 2861 bp. Objednala se linie
NF 12661 s inzerci v intronu mezi prvnim a druhym exonem na pozici mezi 335 a 336 bp
(obrézek 17).

Myb5 mutant

Gen pro Myb5 transkripéni faktor je umistén na tfetim chromozomu a sklada se ze
dvou exoni o celkové délce cDNA 915 bp a o celkové délce 1050 bp. Objednala se linie
NF 13006 s inzerci v prvnim exonu na pozici mezi 318 a 319 bp (obréazek 18).

Laccase-14 mutant

Gen pro polyfenoloxidazu je umistén na druhém chromozému a sklada se z Sesti
exonll o celkové délce cDNA 1728 bp a o celkové délce 2774 bp. Objednala se linie
NF 0679 s inzerci v patém exonu na pozici mezi 2324 a 2325 bp (obrazek 19).

UDP-glu mutant

Gen pro uridindifosfat glukosyltransferazu je umistén na osmém chromozému
a skladéa se z jednoho exonu o celkové délce cDNA i genomové DNA 1449 bp. Objednala

se linie NF 1263 s inzerci v exonu na pozici mezi 576 a 577 bp (obrazek 20).
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1 120 408 537 731 1244

498 732 844
NF 4419 NF 2466 NF 3308

Obrazek 16: Schéma inzerci par mutanti linii NF 4419, NF 2466 a NF 3308.

1218 1493 1579 1675 1731 1812 2051 2151 2269 2358 2445 2544 2610 2649 2861
NF 12661
Obréazek 17: Schéma inzerce matel mutanta linie 12661.
1050
318 l
NF 13006
Obrazek 18: Schéma inzerce myb5 mutanta linie 13006.
1106 1221 1406 2361 2646 2774
2324 I

NF 0679

Obréazek 19: Schéma inzerce laccase-14 mutanta linie 0679.

1 1449
576 I

NF 1263

Obrazek 20: Schéma inzerce UDP-glu mutanta linie 1263.
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8 DISKUZE

Z objednanych a vypéstovanych semen 8 mutantnich linii se u 7 linii podafilo
identifikovat inzert ve sledovaném genu. Dale se uréilo piesné misto inzerce Tntl
retrotranspozonu. U semen testovanych rostlin, které byly v dostatecném mnozstvi, se
analyzovalo osemeni DMACA barvenim a skenovacim elektronovym mikroskopem.
Vysledky ze SEM jsou dosud nepublikovanymi zjisténimi.

Par mutanti téech linii, ktefi byli ziskani od J. Verdier ze Shanghai Center for Plant
Stress Biology (Cina) byly jiz diive analyzovanymi a publikovanymi genotypy ve Verdier
a kol. (2011), a proto se vysledky pouze ovéfovaly. Ke kazdé linii s homozygotni
inzertovanou formou genu byl ziskan i odpovidajici wild type protéjsek, coz predstavuje
segreganta dané linie bez inzerce ve sledovaném genu. U linii NF 3308, NF 4419
a NF 2466 nesoucich nezavislé inzerce v PAR genu, se provedlo PCR s ptevzatymi
primery z publikace Verdier a kol. (2011). U vsech vypéstovanych rostlin byla potvrzena
homozygotnost (z mutantnich semen) nebo wild type forma (z wild type semen).

Analyzou skenovacim elektronovym mikroskopem byly identifikovany obecné
rozdily mezi povrchem osemeni mutantnich homozygotnich linii a wild type rostlinami.
Vsechny par homozygotni mutantni linie jevily méné¢ vystouplé papily. U homozygotnich
semen bylo zaznamenano propojovani papil vystouplymi hibety, ptipadné sristy papil
(u wild type NF 3308 byly papily témét bez mezer), coz se u wild type rostlin projevovalo
v mens$i mife. Na rozdil od mutantnich semen, krom& homozygotni NF 2644 linie, mély
vSechny wild type rovnomérné uspotfadané papily osemeni.

Z téchto vysledku Ize soudit, Ze wild type osemeni ma vyrazné vystouplé papily,
Které jsou rovnomérné usporadany. A je mozné vyvodit zavér, ze proatokyanidinovy
transkripéni faktor (PAR) je nezbytny pro spravny vyvoj osemeni.

DMACA barvenim se zabarvilo od kazdého genotypu (NF 3308 wild type nebyl
testovan) minimalné 50 % semen. Podle Verdier a kol. (2011) inzerce v PAR genu vede ke
snizené akumulaci extrahovatelnych/rozpustnych proantokyanidint v osemeni. Vysledkem
barveni jsou nepatrné svétleji zabarvena wild type semena, coz odpovida publikaci.
Moznym divodem, pro¢ jsou néktera semena neobarvend, je nerovnomérna vyzralost
semen, piipadné vzacné se vyskytujici cizospraseni.

Vsechny nésledujici linie byly objednany piimo ze The Samuel Roberts Noble
Foundation, Inc. (Oklahoma, USA). Linie byly vybrany na zakladé publikaci: Pang a kol.,
2013 (UDP-Glu, NF 1263), Liu a kol., 2014 (Myb-5, NF 13006), dale se vybrala podobna
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linie k Zhao a Dixon, 2009 (MATE1, NF 12661) a nové se vybraly laccase-14 mutant
(NF 0679) a tt8 mutant (NF 17248), publikované zatim jen u Arabidopsis. Vzhledem ke
smluvnim podminkam danych ve Standard Material Transfer Agreement (SMTA) neni
mozné ziskat jiz analyzované linie pifimo od autort, je potieba provézt vzdy vlastni
identifikaci a analyzu segregujiciho materidlu z poskytnutych 20 semen dané mutantni
linie (vétsinou R1 generace).

Z linie NF 12661 s piedpokladanou inzerci v MATEL genu se podafily vSechny
vypéstované rostliny identifikovat jako mutantni (homozygotni i heterozygotni).
Osekvenoval se usek genomove DNA s forward primerem, diky c¢emuz bylo
identifikovano pfesné misto inzerce. U heterozygotniho semene se provedla analyza
skenovacim elektronovym mikroskopem a fenotyp odpovidal wild type osemeni.

U linie NF 13006 s ptedpokladanou inzerci v Myb5 genu se vypéstovaly mutované
i wild type rostliny pro dany gen a sekvenovanim vybraného Useku se uréilo pfesné misto
inzerce, které se shoduje se schématem v publikaci Liu a kol. (2014). Analyzovanim pod
skenovacim elektronovym mikroskopem byly zjisténé podobné fenotypové projevy jako
u par mutantd s rozdilem v uspotadani papil, které je zde rovnomérné u homozygotniho
mutanta a ne u wild type. Pro vysvétleni jiného uspotadani papil u wild type by bylo nutné
provést sirsi analyzu na vice semenech. Stejné jako PAR i Myb5 transkrip¢ni faktor je dle
vysledkt nedilnou soucasti vyvoje osemeni, ale na rozdil od PAR neovliviiuje samotné
usporadani papil. Podle publikace Liu a kol. (2014) tento transkrip¢ni faktor vice ovliviiuje
tvorbu slizovitého obalu spise nez akumulaci proantokianidini, coz maze byt vysvétlenim
pro odlisny projev rastu papil u homozygotich mutant na rozdil od par mutantt. Zaroven
Cervena barva semen odpovida publikaci, podle které se inzerci ovliviiuje antokyanovy
represor.

S piedpokladanou inzerci v laccase-14 genu se objednala linie NF 0679. U této
linie se sice vypéstovaly i mutantni rostliny, ale zidna homozygotni, proto se dana mutace
neprojevila na fenotypu. Osekvenovanim Useku s inzerci, se ale osekvenovalo pouze
ptiblizné 700 bazi od mista hybridizace forward primeru, coz nedosahovalo k mistu
inzerce retrotranspozonu. Primery pro retrotranspozon se navrhly oba ptiblizné 700 bazi od
koncu retrotranspozonu, tudiz se touto cestou misto inzerce nedalo zjistit. Internetove
stranky The Samuel Roberts Noble Foundation poskytuji referenc¢ni sekvence, které
z jedné strany hrani¢i S mistem inzerce. Pfesné misto inzerce bylo uréeno pomoci
vylucovaci metody s osekvenovanym uUsekem, referenéni sekvenci a ptibliznou delkou

produktu ziskanou elektroforézou. Pod elektronovym mikroskopem byly pozorovany
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vystouplé papily s mezerami, rovnomérné uspofadanymi, ale se zfetelnym propojenim
hibety. Opét pro vysvétleni propojeni papil u heterozygotniho mutanta, by bylo nutné
provest $irsi analyzu na vice semenech.

Linie NF 1263 se zajmovym genem UDP-Glukosyltransferazy se objednala podle
publikace Pang a kol. (2014) i s autory navrhnutymi primery. Vzhledem k ziskani
nesmysinych vysledki z PCR amplifikace a elektroforézy se provedla bioinformaticka
analyza primera z publikace, za zjisténi, ze publikovany F primer neodpovida zadnému
mistu v oblasti genu. K R funk¢énimu primeru se navrhnul novy F primer, diky kterému se
identifikovaly né&které vypéstované rostliny jako mutantni, i kdyz jen heterozygotni.
Pozdgjsi bioinformatickou analyzou se zjistilo, Ze pavodni F primer, ktery nehybridizoval
s genem, odpovidd Tntl retrotranspozonu. Autor publikace pravdépodobné zameénil
sekvence pii vypisovani seznamu primeru.

Pod skenovacim elektronovym mikroskopem struktura osemeni jevila provazcovité
vzory se slabymi propojenimi hibety. Podle publikace Pang a kol. (2013) je UDP-Glu gen
negativnim regulatorem pro akumulaci rozpustnych proantokyanidint, naopak uroven
nerozpustnych se nepatrné zvysuje. Z toho bylo vyvozeno, ze DMACA barvenim by mély
byt wild type semena svétlejsi nez homozygotni a fenotyp nebarvenych semen bez vétsich
rozdila. DMACA barvenim se barvila pouze wild type semena a k obarveni doslo u 25 %.
K potvrzeni vysledkia z publikace by byla nutna analyza homozygotnich semen. Davody
pro¢ jsou néktera semena neobarvend, to znamena, nejevi znamky akumulace rozpustnych
proantokyanidind, jSou zminény jiz u PAR vysledkd.

Posledni linie NF 17248 s piedpokladanou inzerci v genu TT8 byla po vypéstovani
analyzovana a nenasla se zadna inzerce v zajmoveém genu i po opakovanem testovani
i navrhnutim dalsich F a R primert. Sada vysetych semen byla tedy identifikovana jako
bez inzertu. Dalsim vysvétlenim by mohlo byt, Zze mutantni rostliny nejsou Zivotaschopné,
nebot’ na zacatku vykli¢ilo 10 semen, ale ze semenacku vyrostly pouze 4. Podle publikace
Baudry a kol. (2006) inzerci v genu u Arabidopsis dojde pouze ke snizeni akumulace
proatokyanidint a zejmeéna tvorby slizovitého obalu.

Semena se od kazdé rostliny DMACA barvila a pouze 19 % bylo s pozitivni reakci
tedy s akumulaci rozpustnych proantokyanidint. Vétsina semen se neobarvila, coz mohou
vysvétlovat vySe zminéné faktory: nedozrala semena a cizosprasnost.

Fenotypova data v souvislosti s genotypem jsou dilezita pro pochopeni funkce
genu, ale i jeho interakce s geny jinymi. Touto praci se navazalo na vysledky praci, které

potvrzuji Uzky vztah nekterych ¢lankt proantokyanidinové metabolicke drahy na vysledny
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fenotyp osemeni a i vztah jednotlivych genti k ukladani rozpustnych proantokyanidint
v osemeni. Nov¢ ziskand data 0 umisténi retrotranspozonu je mozné zatadit do databazi,

coz napomize budoucimu vyzkumu této problematiky.
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9 ZAVER

Tato prace se zamétila na shrnuti metod mutageneze v rdmci funkéni genomiky,
tedy uréovani funkce genti. Dale se zaméfila také na vyuziti Medicago truncatula jakozto
modelového druhu luskovin a studium proantokyanidinové drédhy se souhrnem
dosavadnich vysledkid vyzkumu funkce a interakce vybranych genti proantokyanidivé
drahy Medicago truncatula, ptipadné Arabidopsis thaliana, pokud tyto geny jesté nebyly
u Medicago studovany. Hlavnim cilem prace bylo: identifikace pfesného mista inzerce
retroelementu a ziskani homozygotnich mutantnich linii pro studium vlivu PAs na
strukturu a funkci osemeni v kontextu s fyzikalnim typem dormance.

Vlastnim vyzkumem se analyzovalo osm linii tolice s pfedpokladanou inzerci Tntl
retrotranspozonu v zajmovem genu proantokyanidinové metabolické drahy. U sedmi linii
mimo NF 17248 se identifikovalo piesné misto inzerce. U linii, kde byli zisk&dni mutanti
s inzerci v daném genu v homozygotni konstituci a v dostateéném mnoZstvi semen, Se
identifikovaly zietelné rozdily ve fenotypu osemeni od wild type nebo heterozygotnich
semen. Vsechny tyto vysledky popisu fenotypu jsou piedbézné a budou dale studovany
s vétsim dostupnym mnozstvim semen.

Vliv na vyvoj osemeni byl potvrzen u genu PAR, a to u vSech tfech mutantnich
linii, a u genu Myb5. U dalsich linii bud’ nebyli ziskdni homozygotni mutanti, nebo se
neziskalo dostate¢né mnozstvi semen. Linie NF 17248 je mozna letalni v homozygotnim
stavu, protoze z puvodnich deseti rostlin se dozily dospélosti jen ¢tyfi a vSechny se
potvrdily jako wild type.

Prace poskytuje uvod do vyzkumu interakci a funkci genti proantokyanidinove
metabolické drahy, ktera se stala studovanym tématem diky pozitivnimu vlivu
proatokyanidinti na zdravi, ale i diky svému vlivu na vyvoj osemeni a s tim spojenou

dormanci.
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10 SEZNAM ZKRATEK

ABA Abscisic acid

Ac Activator

AHA10 Autoinhibited H(+)-ATPase isoform 10
ANR Anthocyanidin reductase

AP Alkaline phosphatase

AP/EXO Alkaline phosphatase/exonuclease
Arg Arginine

Asn Asparagine

AT Adenine thymine

ATP Adenosine triphosphate

BAC Bacterial artificial chromosome
BAN BANYULS

bHLH Basic helix—loop—helix

BLAST Basic local alignment search tool
bp Base pair

C Carbon

Cas CRISPR associated associated-based RNA-guided DNA endonuclease
cDNA Complementary DNA

CEL I Celery endonuclease |

CRISPR Clustered regulatory interspaced short palindromic repeats
CT Cytosine thymine

DAP Days after pollination

Ds Dissociation

DMACA p-Dimethylaminocinnamaldehyde
DNA Deoxyribonucleic acid

dsRNA double-stranded RNA

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
EMS Ethyl methanesulfonate

ESTs Expressed sequence tags

ENVs Endogenous retroviruses

EXO Exonuclease
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GA
g-DNA
GFP
Gln
Glu
GTs
GUS
HCI
He

Ho
LINEs
LaBs
LTR
MATE
miRNA
MITEs
MRNA
MYB
NF
NGS
NHEJ
NOS
PAs
PAP
PAR
PCR
pH

Pol
Poly(A)
gPCR
R

R1
RNA

Forward

Gibberellic acid

Genome DNA

Green fluorescein protein
Glutamine

Glutamic acid

Glucosyltransferase
S-Glucuronidase

Hydrogen chloride

Heterozygot

Homozygot

Long interspersed nuclear elements
Lanthanum hexaboride

Long terminal repeats

Multidrug and toxic compound extrusion
microRNA

Miniature inverted repeat elements
Messenger RNA

Myeloblastosis

Noble Foundation

Next generation sequencing
Non-homologous end joining
Nopaline synthase
Proanthocyanidins

Poly(A) polymerase
Proanthocyanidin regulator
Polymerase chain reaction

Potential of hydroge/pondus hydrogenia
Polymerase

Polyadenin

Quantitative PCR

Reverse

Progeny populations/firts selfed generations

Ribonucleic acid
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RNAI
SEM
SINEs
SiRNA
SMRNA
TALENS
Taq

TBE

TC
T-DNA
TILLING
Ti plasmid
TIRs
TTG1

1T

Tyr

™

Tntl
UGT/UDP-Glu
uv
VIGS
WDR

Wt

ZNFs

RNA interference

Scanning electron microscopy

Short interspersed nuclear elements

Small interfering RNA

Small RNA

Transcription activator-like effector nucleases
Thermus aqutaticus

Tris-Borate-EDTA

Thymine cytosine

Transferred DNA

Targeting induced local lesions in genomes
Tumour inducing plasmid

Terminal inverted repeats

Transparent testa glabra 1

Transparent testa

Tyrosine

TradeMark

Transposable element of Nicotiana tabacum cell typel
Uridine diphosphate glucosyltransferase
Ultraviolet

Virus induced gene silencing

Tryptophan aspartic acid repeat

Wild type

Zing finger nucleases
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