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d) Vznik gamet
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MBR Vyvoj samé&iho gametofytu - mikrosporogeneze
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Samci pohlavni bunka - pylové zrno
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Vyvoj samiciho gametofytu - megasporogeneze n
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MBR Je problematické najit geny specificky exprimované v samic¢im gametofytu:

problematické izolovat vajicko od sporofytického pletiva => obtizné izolovat
MRNA a vytvorit cDNA knihovny

Orchidej - experimentalni rostlina pro studium genu specificky exprimovanych
ve vajiCku
- synchronizovany vyvoj vajicek
- vaji¢ko se vyviji dlouhou dobu (11 tydnl) => moznost izolovat vajiCka v riznych stadiich
vyvoje => mRNA v rliznych etapach vyvoje => moznost determinovat expresi béhem vyvoje
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Nadeau JA et al. (1996) Plant Cell 8: 213-239

http://www.pubmedcentral.nih.gov/picrender.fcgi?artid=161093&action=stream&blobtype=

Skupina F. Colomba (Holandsko) identifikovala geny specificky exprimované ve vajicku: FBP = MADS box

eny.
geny Colombo L et al. (1997) Plant Cell 9:
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e) Mutace ve vyvoji gametofytu

Analyza sterilnich mutant Identifikace genu

Pylové sterilni mutanti s defektem ve vyvoji pylu - vétsSinou recesivni, homozygotni

defekt v meidze, netvori pyl
defekt ve vyvoji tapetalnich bunék
deformace prasnika — pyl se neuvoliiuje, nebo pozdé

defekt v pylovém otvoru — pyl nemuze klicit

defekt ve vyvoji sporofytu — pyl nemuze klicit

Sterilni mutanti s defektem ve vyvoji vaji€ka

- defekt ve vyvoji sporofytu

} - ovlivnén vyvoj vaji€ka a ovlivnéno oplodnéni

- defekt ve vyvoji megaspory




Mutace ve vyvoji sam€iho gametofytu

60 —90% genl exprimovanych ve gametofytu je exprimovano i ve sporofytu

Sekvenovani Arabidopsis genomu (2000)

350 genu exprimovanych
specificky v prasnicich

O

Specifickeé pro pyl Nespecifické pro pyl

26 tisich gent
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Mutace zapojené v meiotickém a mitotickém bunééném cyklu — sam¢i gametofyt

Gametophyte development
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GSL 8, GSL10 - enzym glukan-syntaza-like; narusena symetrie déleni mikrospor
a nepravidelné ukladani kalézy

sporocyteless (spl) — defekt v diferenciaci primarnich sporogennich bunék
na mikrospory; Spatné vyvinuta sténa prasniku

excess microsporocytes1 (ems1) — produkuje velké mnozstvi mikrosporocytti
na ukor tapeta

Feng X et al. (2010) Development 137: 2409 - 2416

EMS1 - LRR-RLK (leucine-rich repeat receptor-like kinaza)
; (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE 1 a 2)
TPD1 (TAPETUM DETERMINANT 1) — syntetizovany mikrosporocyty

Osud tapetalnich bunék




TDF1
(DEFECTIVE IN TAPETAL DEVELOPMENT AND FUNCTION1) -
transkrip¢ni faktor MYB; kli€ovy v regulaci vyvoje tapeta

Zhu J et al. (2008) Plant J 55: 266 - 277

WT tdf1 Trangen TDF1

Ishiguro S et al. (2010) Plant Cell Physiol 51: 896-911

fkp1 — pylova zrna bez povrchové vrstvy

FKP1 (FLAKY POLLEN 1) — kéduje 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzym A syntazu = enzym
mevalonatové (MVA) drahy zapojeny v biosyntéze sterolu




quartet (qrt) — tetrady se nerozdéluji a uvolinuji se celé z prasniku

QRT - kéduje enzym s pektin metylesterazovou aktivitou (PME); exprimovan
v prasnikovych pletivech pred koncem meiézy

Primary primexing
cell wall
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T-DNA mutant cals5 — narusena fertilita, degenerované mikrospory

CALS5 kéduje kaléza-syntazu

Knockout mutant CYP703A2 (cytochrom P450)
CYP703A2 - katalyzuje hydroxylaci kys. laurové

Sporopolenin — bloky hydroxylované
kyseliny laurové

. ..

syntéza kalézy

WT

exina

cals5-3 cals5-4

cals5-5




Li W-Q et al. (2010) Plant Cell Physiol 51: 923-935

MGP1 (MALE GAMETOPHYTE DEFECTIVE 1) — kéduje F.d podjednotku
mitochondrialni F,F,-ATP syntazy u Arabidopsis.

mgp1 mutant — destrukce mitochondrii v pylovych zrnech a k zaniku pylovych zrn
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MS1 (MALE STERILITY1) — transkripéni faktor regulujici tvorbu exiny, pyl. cytosolu
a tapeta

RPG1 (RUPTURE POLLEN GRAIN1) — membranovy protein nezbytny pro tvorbu exiny

TIR1, AFB1 — AFB3 — auxinové receptory; mutanti vytvari kratké ty¢inky prasniku
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Mutace ve vyvoji sami€iho gametofytu

Mutace zapojené v meiotickém a mitotickém bunééném cyklu — sami€i gametofyt

Liu J, Qu L-J (2008) Molecular Plant 1: 564 - 574

AC MMC Tetrad FMC Embryo sac

Sporogenesis

14 nespecifickych (O/q-' $)

23 genti

funkce znama




fem2: Never progresses beyond gfa2: Polar nuclei fail
megasporogenesis to fuse
—

Arabidopsis mutant fem2 — zastaven
vyvoj vajiCka pfed megasporogenezi

Arabidopsis mutant gfa — nedochazi

k fuzi jader centralni bunky

Colombo L et al. (2008) TIPS 13: 444 - 450

Prehled gent specifickych pro vyvoj vajicka.

BEL1, WUS, INO, ANT — geny vyznamné ve vyvoji integumentu (vnéjSiho obalu vajicka); homologni geny
ych rostlinnych druht a reguluji rovnéz vyvoj samiciho gametofytu.
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Pagnussat GC et al. (2009) Science 324: 1684-1689
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Distribuce auxinti v embryonalnim vaku je polarizovana - tvori se gradient koncentrace auxind. Na zakladé tohoto
gradientu auxin uréuje identitu bunék:

Vysoka koncentrace auxinu Synergické bunky a vajeéna burnka




Metoda enhancer-trap mutageneze = ,chytani zesilovace”

|dentifikace genu specificky exprimovanych v bufikach
embryonalniho vaku

Slaby
promotor

Konstrukt;

GUS expression

=
promotor




Cytoplasmaticka samci sterilita (CMS) = pylova sterilita prenasena pouze
samicimi organy

»0dpovédné geny jsou vétsSinou soucasti chloroplastového ¢i mitochondrialniho
genomu.

>Ve v§ech znamych pripadech je CMS je zplsobena expresi abnormalnich
proteinll v mitochondriich prasniku.

»Mechanismus, jakym abnormalni proteiny ovlivinuji mitochondrie, neni znam.
»>Mitochondrie v prasniku maji vliv na vyvoj pylu.
»>Pokud je exprese abnormalniho proteinu redukovana, fertilita je obnovena.

»>Ve vSech CMS systémech existuji jaderné geny, které potlacuji expresi (tvorbu)
abnormalnich proteinti v prasniku.
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CMS-T systém u kukufice — abnormalni mitochondrialni protein URF13

Obnoveni fertility vyzaduje 2 jaderné geny: Rf1 a Rf2

ALDH |-

\\ Aldehyd
|| dehydrogenaza

Plant urfl3 transcripts/ Restorer
phenotype | URF13 proteins genotype

/| CMS High 1fl rf2

CMS Low RfL 1f2
7 _// | CMS High rfl Rf2
5 Fertile None detected Rf1 Rf2

\
\\Mitochondrion,

A\




Kli¢eni pylu

Pro kliCeni vyzaduje vysuSené pylové zrno vihkost

1) Rostliny s vihkou bliznou — pylové zrno bere vihkost z blizny

2) Rostliny se suchou bliznou — vihkost je zajiSténa lipidy na povrchu
pylového zrna. Lipidy hraji vyznamnou roli v kliceni pylu.

Arabidopsis mutant cer — ma defektni lipidovou vrstvu — kli€i pouze za
extrémni vihkosti

Arabidopsis mutant fiddlehead — ma odliSné lipidy (vysokomolekularni)
v epidermalnich burikach listu. Pylova zrna WT na téchto listech kli&i !!!

Flavonoidy na povrchu pylového zrna hraji roli v kliceni pylu. Rostliny
kukufice s mutaci v genu, kddujicim enzym biosyntézy flavonoidu, jsou
self-sterilni




Mechanismus kliCeni pylu — neni dosud presne znam

(A)

Microfilament Endoplasmic Vesicles containing
reticulum cell wall precursors

Callose

Vegetative Sperm
nucleus cells

Mitochondrion
Exine wall Intine wall ~ Golgi Vesicle fusing with cell

membrane at tube tip

Ca?* gradient — nezbytny pro
kliCeni pylu; hraje roli v regulaci o
sméru rustu pylove lacky

T.ength (um)

Pollen tube



MBR

Neni znamo, jak je Ca?* signal prelozen do finalni reakce prodluzovani pylové
lacky.

cngc18 — nulovy mutant s pylovou sterilitou

CNGC18 - kéduje kationtovy kanal regulovany cyklickymi nukleotidy

GFP:CNGC18 analyza

———— cngc18: komplementovany GFP:CNGC18

. GFP-CNGC18
Frietsch S et al. (2007) PNAS 104: 14531 - 14536

Heterologni exprese v E. coli — ¢asové a koncentracné zavisla akumulace Ca?*

Myers C et al. (2009) Plant J 59: 528-539

Zapojeni Ca?*-dependentnich kinaz

Wang Y et al. (2009) Plant Physiol 148: 1201-1211
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Kliceni se da indukovat in vitro na médiu obsahujicim cukr, kys. boritou, Ca?*

Klieni in vivo je vzdy rychlejsi Dal$i faktory (?) pochazejici z
blizny, hrajici roli v kliceni pylu

Cut style
into 1.5-cm Spin in
segments. centrifuge.

Incubate Dialyze

segments supernatant . . )
with buffer. Collect against double- Dissolve freeze-dried
segment supernatant distilled H,O. stylar exudate in

lengthwise. containing double-distilled H,O.
stylar exudate.

Cut each

Collect lily gynoecium
2 to 3 days after anthesis.

S A

After a period of Apply cross-compatible Apply stylar exudate

incubation, fix pollen tubes, pollen tubes grown to nitrocellulose mem-
then stain with (B-pD-Glc); 2 hours in vitro. brane, air-dry, soak in
or Coomassie blue.

growth medium.
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Dalsi faktory ovlivaujici kliceni pylové lacky — rostlinné hormony

Gibereliny — stimuluji prodluzovaci rlst  (swain and Singh 2005, TIPS 10: 123-129)

GA deficientni mutanti

} trpaslici vzrast, defekt ve vyvoji prasnikt a pylu

Mutanti s defektem v GA signaling

Overexprese enzymu deaktivujici GA Inhibice rustu pylové lacky

Brasinosteroidy — stimuluji prodluZovaci rust

Mutant cpd — CPD kéduje cytochrom P450 (biosyntéza BRs)
Mutant bri1 — BRI1 kéduje receptor BRs

Zastaveno prodluzovani pylové laéky

BRs a BRs signaling nutné pro rast pylové lacky
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f) Opyleni, oplodnéni
Obé spermaticke bunky vnikaji do jedné ze synergickych bunék (SC). Dochazi k dvojimu
oplodnéni:
1. Oplodnéni:
1. spermaticka bunika oplodni haploidni vaje¢nou buriku (EC) => diploidni zygota

Central cell nuclei

PN

2. Oplodnéni:
2. spermaticka bunka oplodni diploidni centralni buriku
(CC) = spoji se s jadry (PN) => triploidni endosperm

- \@°" Co nuti a sméruje pylovou lacku

integument

k embryonalnimu vaku?




Central cell nuclei

PN

Central

Sperm
nuclei

Degenerated
synergid

SC

Inner
integument

HAP2 — exprimovan v haploidnich spermatickych bunkach; nutny k tomu, aby se pylova la¢ka dostala k vajicku =>
spermatické bunky aktivné sméruji pylovou lacku k vaji€ku

GEX3 - spravna exprese genu ve vajecné bunce a spermatickych burikach — smérovani pyl. l1a€ky k vaji¢ku

MAA3 (MAGATAMA3) — kéduje enzym helikazu, ktera je potifeba pro metabolismus RNA. Hraje roli ve spravném
smérovani pylové lacky k mikropyle




Escobar-Restrepo J-M et al. (2007) Science 317: 656 - 660

feronia — pylova lacka vnika do synergické bunky, ale nepraska a neuvolnuje spermatické burnky

Synergické burniky exprimuji protein FERONIA (receptor-like kinaza) - pritahuji pylovou lacku

Zastaveni rustu pylové Iacky,

Neznamy ligand + receptor FERONIA uvolnéni spermatickych bunék

Pollen in anther Pollen tube Embryo s Pollen tube enters
forms I embryo sac

b =

FERONA recept e

Fertilization communication. Synegud R

CEClS That Alad polen Tubes express "

FERONIA rotedn. A igand fm the polien Berger F et al. (2008) TIPS 13:

fube may intemct with FERONIA, causing 437 - 443

e palien 1ube 1o stop growing and o—— Pumtt:::e::;ﬁ?'l}li;g::r‘:
sperm release

eutane 50T A



Boisson-Dernier A et al. (2009) Development 136: 3279-3288
Miyazaki S et al. (2009) Current Biology 19: 1327-1331

anx1anx2 — pylova lacka praska jesté predtim, nez dosahne sami¢iho gametofytu

Geny ANXUR1 a ANXUR2 — homology genu FERONIA

Funkce ANX1 a ANX2? : konstitutivni pylové lacéky a uvoliovani

spermatickych bunék; specificky exprimované v pylové lacce

Pylova lacka dosahuje samic¢iho gametofytu.

N\

Aktivace drahy FERONIA Deaktivace drahy ANX




Capron A et al. (2008) Plant Cell 20: 3038-3049

Mutant /orelei - defekt v uvolnéni spermatickych bunék

Pylova lacka mutanta po dosazeni embryonalniho vaku nepraska, ale pokracuje v ristu
uvniti embryonalniho vaku smérem k centralni bunce (CC). Tam se ale otoc¢i a sméruje
zpatky k mikropyle.

CC .

4
ch \\ _my

*

cc — central cell
my — micropylarni konec

ch — chalazialni konec

LORELEI (LRE) - exprimovan v synergickych bunkach
LORELEI je glucosylphosphatidylinositol (GPIl)-anchored protein - umoziuje sami¢imu




