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g) Tvorba semen Semeno krytosemennych: - embryo

- endosperm
- testa (obal)

Vyvoj embrya

Globularni stadium Meristém protoderm

1 bunka 2 buriky 8 bunék = oktant
Apikalni burika -

I

Bazalni bunka

Torpédovité stadium

g’

Déloha




3 faze embryogeneze na histologické urovni: - diferenciace pletiv
- zvétSovani bunék
- zrani embrya

Pd - protoderm  EP — preglobularni stadium embrya
Hs - hypofyza ~ Gm — bazalni meristém

S —suspenzor ~ Pc — prokambium

Pd

\
S/ :|

H

Mature
Preglobular Globular embryo




Diferenciace pletiv:

- nékolikanasobné déleni oplodnéného vajicka

- diferenciace a formovani embryonickych pletiv (4 stadia) v€etné suspenzoru

Zvétsovani bunek:

- ukladani rezerv béhem torpédovitého stadia

Zrani embrya:

- ukonceni vyvojovych procesi; embryo pripraveno k vysychani




Identifikace mutantu s defektem v regulaci vyvoje embrya

Geneticka a molekularni charakteristika mutantu

Identifikace gent kontrolujicich: ranny vyvoj embrya
dozravani embrya

o Radialni polarita
Embryogeneze zaklada:

- axialni (apical-basal) orientaci rostliny : 5

. . Spektrum exprese genti v suspenzoru béhem
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Geny nutné v rannych stadiich vyvoje embrya

Mutant raspberry2 — morfologicka zastava vyvoje embrya v globularnim stadiu; vytvari se
v8ak meristémy, které dokoncuji bunécnou diferenciaci; abnormalni vyvoj suspenzoru

raspberry2

RASPBERRY?2 - kontroluje diferenciaci pletiv
a morfologicky vyvoj

Yadegari R (1994) Plant Cell 6: 1713-1729




Geny zapojené v axilalni polarité

Mutant gnom nevytvari délohy a
kofen = chybi axialni polarita

gnom - mutant
GNOM - gen

GNOM - protein

Gen GNOM kontroluje
apikalné-bazalni polaritu




U mutanta hobbit (hbt) se bunky
prekurzoru hypofyzy deli vertikalné misto
horizontalne => hypofyza se nevytvari =>
kofenovy meristém nema quiescent
centrum a kolumelu = kofen se
neprodluzuje

Gen HOBBIT (HBT) hraje roli ve

formovani apikalniho korenového
meristému

=

Horizontalni déleni  Vertikalni déleni

Quiescent
centrum

Kolumela




Mutant topless1 — misto déloh se tvofi kofen; chybi
exprese genu spojenych s vyvojem apikalni casti
embrya, kdezto exprese genl spojenych s vyvojem
bazalni ¢asti embrya expanduje do apikalni ¢asti.

TOPLESS1 (TPL1) - nutny k potlacdeni exprese
gend indukujicich vyvoj korent v apikalni ¢asti
embrya = umoznuje spravny vznik stonkového
polu embrya (rostliny)

ARF5/MP - transkripéni faktor TPL
(auxin-responsive faktor)

IAA12/BDL - represor 1AA12/
BDL

ARF5/MP

TPL - co-represor

Snizovani teploty




Geny zapojené v radialni polarité

Mutant monopteros (mp) nevytvari koren;
globularni embryo netvori prokambium =
cast, ktera dava vznik embryonalnimu
korenu

Wild type

Gen MONOPTEROS (MP) je nutny
k formovani embryonalniho kofene




Daughter Endodermal cell

cell Cortical cell

\

Anticlinal Periclinal
cell divisions cell divisions

Stem cell Stemcell  This step is
blocked in
scr mutants
HYSIOLOGY , Third Edition, Figure 16.8 2002 Sinauer

Mutanti scarecrow (scr) a short root
(shr) ukazuji blokadu periklinalniho

déleni kmenovych bunék v kofeni =>
Wild type kortikalni a endodermalni buniky splyvaji
=> koren je kfehky => roste pomalu

Kortex

Geny SCR a SHR jsou nutné k zalozeni
radialniho usporadani korene béhem
embryogeneze a post-embryogeneze

Salvi E et al. (2018) Plant Signaling & Behavior 13: e1507402 EE8) auxinli a cytokinind nutnou pro
specifikaci kmenovych bunék.




DalsSi geny urcujici vyvoj embrya

PLETHORA (PLT) — funkéné dopliuje SCR a SHR; transkrip¢ni faktor - hraje roli
v uréeni pozice korenovych kmenovych bunék

Proteiny PLT1 — PLT4 spolu interaguji — sila interakce (= gradient exprese) uréuje osud
kmenovych bunék

Hladina exprese PLT geni: Vysoka - udrzovani identity kmenovych bunék

Nizka - stimulace mitotické aktivity dcefinych kmenovych bunék

PLT1 - PLT3 kontroluji expresi genti PIN PLETHORA — PIN




Maximum akumulace proteint PLETHORA v quiescent centru — gradient
akumulace urcéuje osud kmenovych bunék

Exprese PLETHORA — pravdépodobné uréovana auxinem prostrednictvim MONONOPTEROS
Cotyledons

] ; DR5
. Shoot meristem MP/BDL
arganizing center KAN

PID

= Auxin flux
BLT

— Provasculature

o oI
——— RHoot meristem ; O
quiescent center

Curranl Opinicn in Flanl Biokogy




KANADI - kontroluje radialni polaritu embrya

Casova a prostorova exprese KANADI je kontrolovana auxinem prostrednictvim PIN proteint

KANADI potlaéuje citlivost k auxinu na okrajich déloh

Cotyledons

] ; DR5
. Shoot meristem MP/BDL
arganizing center KAN

PID

= Auxin flux
PLT

— Provasculature

o oI
——— RHoot meristem ; O
quiescent center

Curranl Opinicn in Flanl Biokogy




Meinke DW (2019) New Phytologist 226: 306-325

B Preglobular
0 Early globular
0 Globular David Meinke
0 Transition Oklahoma State
O Cotyledon University
] Other




h) Dozravani embrya

Zrani embrya se vyznacuje tim, ze se embryo stava dormantnim — ma asi 20 tisic
bunék. Dormance nastava pfri ztraté vody, zastaveni transkripce a syntézy
urcitych proteini v embryu. Naopak, dochazi k expresi jinych genl a proteint
spojenych s toleranci k vysychani.

Geny kontrolujici pozdni fazi vyvoje embrya - dozravani

ABI3 (ABscisic acid Insensitive 3) — kontroluje expresi zasobnich proteind, které se
ukladaji v délohach béhem dozravaci faze embryogeneze; mutant je necitlivy k ABA

abi3

20 uM ABA
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FUSCA3 (FUS3) a LEAFY COTYLEDON1 (LEC1) — koduji proteiny (transkripéni
faktory), které funguiji jako kritické komponenty v pfenosu vnéjSich i vnitfnich signall
béhem vyvoje embrya; exprese je kontrolovana transkripénimi faktory WRKY.

Mutace v téchto genech maji za nasledek neschopnost syntetizovat zasobni proteiny
a lipidy => neschopnost vydrzet vysuseni => predCasné kliCeni

Gen FUS3 — sensitivni k hormonu ABA, gibberellinim a auxinu; defekt v genu FUS3

ma za nasledek Spatné dozrani embrya a tim Spatné formovani déloh. Misto déloh se
vytvari vegetativni listy.

FUS3 reguluje embryogenezi dvéma cestami:

1) Kontrolou hladin hormont ABA, giberelind, cytokinint
a auxinu.

2) Primou aktivaci genu zapojenych v dozravani
semene véetné zasobnich proteini a oleosind a

transkripCnich  regulatord  WRINKLED1, ABI3 a
AGL15/18.

Transgenni rostlina s overexprimovanym
genem FUS3 (8 tydnti)




Interakce FUS3, ABI3 a hormontli béhem embryonického vyvoje

> Exprese FUS3 v epidermis je zavisla na gradiendu auxinu
» FUS3 indukuje syntézu ABA => zpétna vazba = ABA stabilizuje funkci FUS3

» FUS3 blokuje syntézu GAs

» ABA migruje do mezofylu a indukuje spolu s ABI3 akumulaci zasobnich proteint
(SSP — seed storage proteins)

Update 2022

Yang S, Chen Q (2022)

Plant Cell, Tissue and Organ
Culture 150: 1-13

Review o funkcich proteinu FUS3
v rostlinach.

Embryonic
development

» FUS3 kontroluje hladinu auxint prostrednictvim YUCCA4



Vliiv ABA na vyvoj embrya — funkce ABI5 a SHB1

ABA stimuluje tvorbu endospermu.
ABA redukuje riust embrya — mechanizmus neni znam.

Mutant aba2 (abscisic acid-deficient 2) — overexprese SHB1 a downregulace ABI5

ABI5 (ABscisic acid Insensitive 5) — transkripéni faktor typu basic/region leucine
zipper; potlaéuje expresi SHB1

SHB1 (Short Hypocotyl under Blue 1) — kéduje nuklearni a cytoplazmaticky
protein zapojeny ve svételné signalizaci, vyvoji semen a kveteni. Jeho funkce

vSak neni znama.

oo PR




Dalsi ABA-indukované proteiny pozdni faze embryogeneze zapojené
v indukci tolerance k vysychani

- heat-shock proteiny

- LEA proteiny (Late Embryogenesis-Abundant)

- proteiny pribuzné LEA — geny obsahuji ABRE motiv

LEA proteiny mohou vazat bunééné komponenty
formovanim amorfnich spiral, chranicich obsah

bunky pred poskozenim.

Mechanismus tolerance
k vysychani?

Syntéza téchto proteintli se zvysuje v embryu torpédovitého stadia, kdy se




LEC1 (LEAFY COTYLEDON1) — embryo rostliny s mutaci v tomto genu neni
schopno prezit vysuSeni a proto neni schopno vstoupit do dormance; chybi
zasobni protein 7S.

Gen LEC1 je nutny pro embryogenezi a funguje jako vegetativniho vyvoje.

Protein LEC1 je atypicka subjednotka jaderného transkripéniho faktoru Y (NF-Y) —
CCAAT-binding transkrip¢ni faktor. Centralni regulator mnoha aspektu vyvoje
semene.

Bunécné déleni
Auxin, sachardza

Embryonicka diferenciace

Huang M et al. (2015) Plant Cell 27: 3099 - 3111

Fednictvim pfimé vazby
s G-box elementem.




LEAFY COTYLEDON2 (LEC2)- nezbytny pro embryogenezi v pozdni dozravaci
fazi vyvoje embrya

Proteiny akumulované v ranné fazi

Zname proteiny, embryogeneze (vznika zygota)

pozdni faze embryogeneze

AGL15 - v pletivech prochazejicich

NEATEIS [ @I zygotickou €i somatickou embryogenezi

pozdni faze embryogeneze

(RY motivy) IAA30 — koduje skupinu  proteind

zapojenych v signalni draze auxinl a
obsazenych v  bufikach  kofenového
apikalniho meristému

C
B H

R = arginin Y =tyrosin

LEC2 hraje pravdépodobné roli v somatické
embryogenezi, a to prostifednictvim auxint




Geny kontrolujici ranny a pozdni vyvoj embrya

Developmental events Gene function Mutant phenotype
identified

raspberry2

Globular embryo

Tissue differentiation
-+—— RASPBERRY

Morphological development

\

Heart/ torpedo embryo

Complete normal morphogenesis
Suppress leafy traits in cotyledons
Suppress precocious germination

Activate late embryogenesis programs

X

Mature embryo




i) Vyvoj endospermu

Endosperm — tkan shromazd'ujici rezervy do doby,
kdy je vyvijejici se embryo absorbuje do svych déloh

Nevyrazny endosperm (séja, hrach, salat, rajce) —
minimalni zasobni funkce endospermu

Vyrazny endosperm (fazole) — endosperm je hlavni
zasobarna; obsahuje zivé bunky s proteiny a tuky;
obsahuje mobilizaéni enzymy

o lls)
Endosperm /
nucleus O

Zygote nucleus\
O//

Vacuole

integuments

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 16.4 © 2002 Sinauer Assaciates, Inc

Bunécny endosperm — s délenim jader bunék endospermu se vyviji i bunééna sténa

Jaderny endosperm — jadra bunék se déli, ale netvori bunééna sténa, vznika syncytium —
pletivo, které se sklada z cytoplazmy obsahujici mnoho jader, ktera vSak nejsou oddélena v

bunkach. Bunééna sténa se muze tvorit pozdéji.

zacina tvorit buniky, kokosové mléko je syncytium.




Tvorba kukufiéného endospermu

1. Déleni endospermového jadra bez tvorby bunécné prepazky — tvorba syncytia

2. Celularizace — vznik endospermu smérem do stredu endospermalni dutiny

Cellularization

Endosperm
Syncytium

Double
fertilization

Days after poliination

Pylova lacka Centralni bunka Embryo



MEDEA — protein kontrolujici vyvoj endospermu a navic expresi
sama sebe (MEDEA vV @ kontroluje MEDEAV & = udrzuje ho v
klidu)

Mutace ve vyvoji endospermu

- zasahujici biosyntézu rezerv
- zasahujici morfologii endospermu

Mutant defective endosperm (de) — ukazuje potlacenou tvorbu proteinu zeinu v
endospermu kukufice. Gen DE kontroluje tvorbu signalniho peptidu v 19 kD a-zein
proteinu

Mutant crinkly 4 (cr4) — nevytvari aleuronovou vrstvu; gen CR4 kdduje receptor-
like kinazu

Update 2016

struktura proteinu CR4, jeho substraty a transkrip€ni regulace.




Mutant defective kernel 1 (dek1) — nevytvari aleuronovou vrstvu, misto ni vytvari
Skrobové buriky; gen DEK1 udrZzuje a omezuje osud aleuronovych bunék dany
genem CRA4.

SE = bunky endospermu
P = perikarp

A = aleuronové burky

Bernardi J et al. (2016) J Plant Regul 35: 770 — 777

; i exprese genl zapoj biosyntéze auxind =>
je zapojen v biosyntéze auxina.




Qi W et al. (2019) Plant Physiology 180: 2106-2119

Mitochondrialni respirace zavisi na proteinech kodovanych nuklearnim a mitochondrialnim
genomem. Mnoho proteinu spojenych s respiraci je kddovano mitochrodrialnim genomem
a prochazi translaci na mitochondrialnich ribozomech.

Mutant defective kernel 44 (dek44) — produkuje mala zrna ukazujici embryo-letalni
fenotyp; DEK44 koduje ribozomalni 50S protein L9; lokalizovan v mitochondriich a pouze
vV zrnech

Ztrata proteinu DEK44 naruSuje expresi fady proteint zapojenych v dychacim retézci a
kdédovanych jadernym i mitochondialnim genomem.

Klas kukurice F2 dek44 x B73

dek44 9 ¢ & ¢ T . e 0 ¢ _. \ y/ N Parafinoveé fezy zrna




Mutant supernumerary aleurone layers 1 (sal1) — misto jedné vytvari 7 aleuronovych
vrstev; gen SAL1 kdduje protein homologni s lidskym CHMP1 proteinem zapojenym v
transportu membranovych vezikul

Shen B et al (2003) PNAS 100: 6552-6557
endosperm en B et al (2003) PNAS 100: 6552-655

Model vzajemné kooperace genti DEK1, CR4 a SAL1 ve vyvoji aleuronu a endospermu:

- DEK1 prijima a prenasi signal o tom, kde se aleuronova vrstva ma tvorit.
- CR4 zprostiedkuje pohyb tohoto signalu mezi aleuronovymi burikami.
- SAL1 udrzuje potfebnou koncentraci proteint DEK71 a CR4 v plazmamembrané pomoci recyklace €i

degradace endozomd.




Mutant thick aleurone 1 (thk1) — definuje novou negativni funkci v regulaci diferenciace
aleuronu

Aleurone
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Yu B et al. (2023) Nature Plants 9: 343-354
Achary RK, Majee M (2023) TIPS 28: 975-977

Pracovni model regulace proteinu CONSTANS pri urcovani velikosti semen
v zavislosti na fotoperiode.

Long-day plants : Short-day plants . Long-day and short-day
(A) (e.g.. Arabidepsis) (C) (e.g.. soybean) ' (E) plants
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