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d) Vznik gamet .
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Vyvoj samciho gametofytu - mikrosporogeneze
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Samci pohlavni bunka - pylové zrno
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Vyvoj samiciho gametofytu - megasporogeneze
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Je problematické najit geny specificky exprimované v samic¢im gametofytu:
problematické izolovat vaji€ko 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 tydnd) => mozZnost izolovat vaji¢ka v riznych stadiich
vyvoje => mRNA v rliznych etapach vyvoje => moznost determinovat expresi béhem vyvoje

040

Nadeau JA et al. (1996) Plant Cell 8: 213-239
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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 vyvoiji tapetalnich bunék
- deformace prasnikt — pyl se neuvolnuje, 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 embryonalniho vaku a vaji€¢ka — ovlivnéno oplodnéni




Mutace ve vyvoji sam€iho gametofytu

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

Sekvenovani Arabidopsis genomu (2000)

350 genl exprimovanych
specificky v prasnicich

N

Specifickeé pro pyl Nespecifickeé pro pyl

26 tisich genu




TDF1

(DEFECTIVE IN TAPETAL DEVELOPMENT AND FUNCTION 1)
— transkripéni faktor MYB; klicovy v regulaci vyvoje tapeta

DYT1
(DYSFUNCTIONAL TAPETUM 1) — protein DYT1 se vaze
pfimo na promotorovou oblast genu TDF1

Exprese genu tvorby pylové stény (exiny) @
(napi. AMS, MS1, TEK, MS188)
- DYT1 je lokalizovan v cytoplazmé i jadre

- C-terminalni doména BIF je nezbytna pro dimerizaci, nuklearni lokalizaci a schopnost
aktivovat transkripci

- Prostorové ¢asova subcelularni lokalizace DYT1 je dulezita pro samotnou funkci DYT1
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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 sterolti

MVA dulezity pro vyvoj organel tapetalnich bunék => pylova zrna fkp7 nemaji povrchovou vrstvu,
ktera vznika z rozpadlych tapetalnich bunék

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

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

Primary primexine

cell wall !




T-DNA mutant cals5 — narusena fertilita, degenerované mikrospory

CALSS5 koéduje kaléza-syntazu

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

Sporopolenin — bloky hydroxylované
kyseliny laurové

Pl i P

syntéza kaloézy

WT

exina

cals5-3 cals5-4

cals5-5




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

MS1 (MALE STERILITY1) — transkrip€ni faktor regulujici tvorbu exiny, pyl. cytosolu
a tapeta

— kéduje reduktazu mastnych kyselin nutnou pro tvorbu exiny



MGT4, MGTS5, MGT9 (MAGNESIUM TRANSPORTER 4, 5, 9) — nezbytné pro vyvoj
pylu Arabidopsis; mgt4-1 — nevyvinuta pylova zrna, rostliny sterilni

MGT4 - lokalizovan v ER, exprimovan v pylovych zrnech ve dvoubunééném stadiu az
do zralého pylového zrna

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

— auxinové receptory; mutanti
a pred€asné zrani pylu




Mutace ve vyvoji sami€iho gametofytu

Mutace zapojené v meiotickém a mitotickém bunééném cyklu

g S e el

L]
- 5 e ..
MMC Tetrad FMC Embryo sac

Sporogenesis Gametogenesis

Zhao H et al. (2020) Plant Physiology 182: 2006-2024

/ 14 nespecifickych (O/+' Q)
Transkriptomova analyza ve 3 stadiich vyvoje vajicka 23 gent
ryze (AC, MMC a FMC): 5,274 genu
AC a MMC: 958 genl

(funkce znama)

9 specifickych (Q)



Specifické geny

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

Arabidopsis mutant fem2 — zastaven
vyvoj vajicka pred megagametogenezi

Arabidopsis mutant gfa — nedochazi
k fazi jader centralni bunky

Arabidopsis mutant gcd1 — narusené zrani
vaje¢né bunky

Mitochondrialni protein GCD1 je nezbytny
pro kone€né zrani samic¢ich gamet.




Pagnussat GC et al. (2009) Science 324: 1684-1689

Atpoda cells

Ovde
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2 mucled)
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Distribuce auxinii v embryonalnim vaku je polarizovana - tvofi se gradient koncentrace auxini. Na zakladé tohoto
gradientu auxin uréuje identitu bunék:

Vysoka koncentrace auxinu Synergické buriky a vaje€na burika




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

> Odpovédné geny jsou vétsSinou soucasti chloroplastového ¢i mitochondrialniho
genomu.

> Ve vSech znamych pripadech je CMS je zplisobena expresi abnormalnich
proteint v mitochondriich prasniki.

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

> Ve vS§ech CMS systémech existuji jaderné geny, které potlacuji expresi (tvorbu)
abnormalnich proteinu v prasniku.




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 rfl rf2
CMS Low Rf1 rf2
CMS High rfl Rf2
Fertile None detected Rf1 Rf2




Kli¢eni pylu

Pro kli¢eni vyzaduje vysusené pylové zrno vihkost

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

2) Rostliny se suchou bliznou — vlhkost je zajiSténa lipidy na povrchu pylového
zrna. Lipidy hraji vyznamnou roli v kli€eni pylu.

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

Arabidopsis mutant fiddlehead — ma odliSné lipidy (vysokomolekularni) v epidermalnich
bunkach listi. Pylova zrna WT na téchto listech klici !!!

Flavonoidy na povrchu pylového zrna hraji roli v kli€eni pylu. Rostliny kukufice
s mutaci v genu, kédujicim enzym biosyntézy flavonoidu, jsou self-sterilni.




Mechanismus kli¢eni pylu — neni dosud presné znam

(A)

Exine wall

Callose

Intine wall

Microfilament Endoplasmic Vesicles containing
reticulum cell wall precursors

Vegetative Sperm
nucleus cells

Mitochondrion
Golgi Vesicle fusing with cell

membrane at tube tip

Pollen tube



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
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TIP1;3, TIP5;1 — jsou nejrozSirenéjsSi vysoce exprimované proteiny ve zralych .
pylovych zrnech

TIP1;3 — exprimovan ve vezikulech a vakuolach vegetativni buriky
TIP5;1 — exprimovan ve vakuolach spermatickych

Tetrada Mikrospora 2-bunéiny pyl  3-bunécny pyl Exprese TIP1;3-GFP ve zrajicim pylovém zrné (jadra obarvena modye)

e

E 7

Tonoplast Exprese TIP1;3-GFP v kli€icim pylovém zrné; exprese v tonoplastu
P vegetativni bunky a vakuolarnich hlavickach pylové lacky

Mutanti tip7;3 a tip5;1 ukazuji kratké pylové lacky
pouze v podminkach pfi nedostatku dusiku

TIP1;3 a TIP5;1 jsou zapojeny v metabolické

draze N béhem kli¢eni pylu
Di Giorgio JAP et al. (2016) Plant Cell 28: 1063 — 1077

NIP4;1, NIP4;2 — nezbytné pro vyvoj pylu a opyleni; mutanti - nizky pocet semen,
redukované kli¢eni pylu, redukovany rust pylové 1aéky; NIP4;1 — velice nizka
exprese ve zralém pylu, NIP4;2 — nejvysSi exprese béhem rustu pylové lacky

inazy) => modifikace permeability pro H,

NIP4;1 — transportuje rovnéz amoniak, mo¢ovinu, H;BO;, H,0,




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
Cut each with buffer. Collect against double- Dissolve freeze-dried
segment supernatant distilled H,O. stylar exudate in
lengthwise. containing double-distilled H,O.
stylar exudate.

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-D-Glc); 2 hours in vitro. brane, air-dry, soak in
or Coomassie blue.

growth medium.




Dalsi faktory ovliviujici kliceni pylové lacky — rostlinné
hormony

Gibereliny — stimuluji prodluzovaci rist

GA deficientni mutanti

} trpaslici vzrast, defekt ve vyvoji prasniki a pylu

Mutanti s defektem v GA signaling

Overexprese enzymu deaktivujici GA Inhibice rustu pylové lacky

Brasinosteroidy — stimuluji prodluZovaci rust

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

Zastaveno prodluzovani pylové lacky

Clouse et al. (1996)
Plant Physiol 111: 671-678




f) Opyleni, oplodnéni

Obé spermatické 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

Inner
integument




1) Co nuti a sméruje pylovou lacku k embryonalnimu vaku?

Central cell nuclei

PN (a) Pollen Tube Guidance to the Ovule:

Synergid

nuclei

|
[ Degenerated
y synergid

SC

Beale KM, Johnson MA (2013) Current Opinion in Plant Biology 16: 1-8

Inner

Pollen integument

Peptidy sekretované synergickou burnkou:
Kukurice: EGG APPARATUS1 (ZmEA1)

Torénie: LURE1/LURE2
Arabidopsis: AtLURE1




(a) Pollen Tube Guidance to the Ovule:

Synergid

Liu J et al. (2013) Current Biology 23: 1-6

LIP1 a LIP2 (Lost In Pollen tube guidance 1 a 2) — cytoplazmaticka receptor-like kinaza; k ni je
ukotveny neznamy { ). Neznamy receptor prijima
peptidy LURE a EA1.




Identifikovan receptor atraktantti LURE1 a 2

Takeuchi M, Higashiayma T (2016) Nature 531: 245 — 248

Wang T et al. (2016) Nature 531: 241 — 244 Wang T et al. Takeuchi M, Higashiayma T

Pollen grain AtLLJREL

Cell Thhbhhih bbb
membrane PR B G

Pallen tube

Synergid
cell

| Owile | ™ e s M Eee

. j - — Fernale
e | | L gametophy‘te

Ovule targeting Ovule targeting

1) Dimer proteinti RLK MIK1 a MDIS1; vazba LURE1 vede ke vzniku dimeru a k autofosforylaci
MIK1 a prenosu P z MIK1 na MDIS1

Vazba LURE na tyto transmembranové receptory => nasmérovani rustu a vniknuti pylové lacky
do synergidy



wem

2) Co zpuisobuje prijeti pylové lacky, jeji prasknuti a uvolnéni spermatickych
bunék?

Mutant feronia — pylova lacka vnika do synergické buriky, ale nepraska a neuvoliuje spermatické
bunky

Synergické bunky exprimuji protein FERONIA (FER, receptor-like kinaza)

Neznamy ligand + receptor FERONIA Zastaveni rustu pylové lacky, uvolnéni spermatickych
bunék

_ Pallen in anther Pollen tube LBy S Pollen tube enters
_"1 forms I embryo sac
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Malivert A, Hamant O (2023) Nature Plants 9: 1018 — 1025
Review o uloze proteinu FERONIA v rostlinach

Protein FERONIA hraje dtlezitou ulohu v mnoha vyvojovych procesech rostlin — je pleiotropni

Immunity

Cell growth j

Fertility

Morphogenesis

Cell mechanical integrity




Struktura a funkce FERONIA

exJM ™ Kinase

180 225 386 446 460 (536-807 kinase)

SS - signalni peptid; ECD — extracelularni doména; TM — transmembranova doména

MALA, MALB - tandemové malectin-like domény; exJM — extracelularni juxtamembranova oblast

At2g23200 FERONIA - kontroluje rist a samici fertilitu,
zprostiedkuje patogenem indukované reakce,

1
4|— At5524010

At2g39360 (CURVY1)

At3g46290 (HERCULES) nutny pro normalni vyvoj bunééné stény.

1
At5g59700

AlRasasa0 [THESELSH) RALF = Rapid ALKkalinization Factor = maly
i el tidovy rastovy regulator, inhibuje rast
\ At2g21480 peptidovy Vy reg Al L)
;{ At4g39110 hypokotylu a kofene; prvni znamy ligand
At1g30570 (HERCULES2) receptoru FERONIA

— Atdg38000

. —— At6g30020 THESEUS1 - piibuzny k FERONIA - funguje

' L At5g39030 - — —
0L At5g38990 jako odhadce stavu bunécné stény
At3g51550 (FER)

— At3g04690 (ANXUR1) saway wr
_NSEZBGBO ey ANXUR1 a 2 - bomology FEI&ONIA — zajist'uji
integritu pylové lacky a samci sterilitu

Interakce pylové lacky a synergickych bunék vede k programove smrti (PCD) pylové Iacky a jedne ze
synergid. Synergidy kontroluji tento proces

FERONIA je vyzadovan k iniciaci a modulaci reakci k Ca?* a jejich spojeni s PCD.



Mutant /orelei - defekt v uvolnéni spermatickych bunék

Pylova laéka 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.

CCl

4

ch \\ _my

cc — central cell
my — micropylarni konec

ch — chalazialni konec

LORELEI (LRE) - exprimovan v synergickych bunkach
LORELEI

uvolnéni spermatickych bunék.




Liu X et al. (2016) Plant Cell 28: 135 — 1052

Protein LORELEI (LRE) je exprimovan v tzv. filiform aparatu — membranova struktura, ktera je
prvnim mistem styku pylové lacky se sami¢im gametofytem.

Antipodals

Polar nuclei
Central cell
Eee
Synergids

Fihiform
apparatus

filiform aparatu




(b) Pollen Tube Reception. Burst and Sperm Release:

Beale KM, Johnson MA (2013) Current Opinion in Plant Biology 16: 1-8

Priblizeni pylové lacky k vajeéné bunce

Ca2+I, exprese proteinii FER, LRE a NTA




MBR

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

Geny ANXUR1 a ANXUR2 — homology genu FERONIA

SYNERGID CELL DEATH
\RELEASE AND GUIDANCE
OF SPFERM

Funkce ANX1 a ANX2 : konstitutivni inhibice prasknuti pylové
lacky; specificky exprimované v pylové lacce

Pylova lacka dosahuje sami¢iho gametofytu

PT RUPTURE

W ACED

Aktivace drahy FERONIA o g
SYNERGID POLLEMNTUBE
A FER ';-' ANX1/2
TR, ﬁ KEmd

¥ ACAD

Deaktivace ANX1/ANX2

LIGAMDS

uvolnéni spermatickych bunék.

Kessler SA, Grossniklaus (2011)
Current Opinion in Plant Biology 14: 622-627




Ge Z et al. (2017) Science 358, 1596-1600
Mecchia MA et al. (2017) Science 358, 1600-1603

Stigma

\

Pollen

1 Pollen tube growth

RALF4 and RALF19 bind to the BUPS1, BUPS2, ANX1,
and ANX2 receptor kinases and to cell wall-associated
LRX8, LRX9, and LRX10 or LRX11

e
Y L))
RALF4/19 PN
LRX8/9/10/11 BUPS1/2

o®

!

Cel wai\—T Polentubej Pollen tube
integrity

2 Pollen tube rupture

Synergid cell-expressed RALF34 outcompetes
RALF4 and RALF19 binding to the BUPS1, BUPS2,
ANX1,and ANX2 receptor kinases.

=™ 7
e
( :‘E\LRXS/g/lo/u
=S
w7 o &
Po
RALF34

Pollen tube
integrity Synergid cel

BUPS1/2 — receptory na pylové laéce
ANX1/2 - receptory na pylové lacce

BUPS, ANX = receptor-like kinazy

LRX8/9/10/11 — proteiny pylové lacky,
funkce neni znama, hraji roli ve vyvoji
bunééné stény

RALF4, RALF19 - peptidové ligandy pylu;
interaguji s LRX => monitoruji zmény
bunééné stény — prenasi signal dovnitr
pylové lacky = udrzovani integrity pylové
lacky

Receptor-ligandové interakce ANX/BUPS
s RALF4/19 soutézi se samic¢im ligandem
RALF34 => deregulace signalizace
ANX/BUPS => prasknuti pylové lacky.

Fig. z Stegmann M and Zipfel C (2017) Science 358, 1544-1645 — shrnuje zavéry obou skupin



3) Co zpusobuje fuzi gamet a zablokovani pronikani dalsSi pylové lacky?

(c) Gamete Fusion and Block to Polytubey:
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Beale KM, Johnson MA (2013) Current Opinion in Plant Biology 16: 1-8

Mechanizmus fuze gamet neni znam.
Signal z vajeéné bunky (EC1) vede k relokalizaci proteini HAP2 ve spermatické bunce — reorientace
proteinu smérem k membrané. Ve fuzi gamet jsou zapojeny neznamé proteiny.

2) Uvolnéni odpuzovacu sekretovanych
vaje¢nou bunkou (11017)



Duan Q et al. (2020) Nature 579: 561-566

Zapojeni pektinti a NO v interakci mezi pylovou lackou a embryonalnim vakem

Pylova lacka dosahuje samic¢iho gametofytu.
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