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Samci gametofyt krytosemennych rostlin (pylové zrno) se plsobenim dlouhodobych
evolu¢nich tlakd vyvinul do struktury tvorené tfemi haploidnimi bunikami. Ve srovndni se
sporofytem predstavuje jednoduchy a vysoce redukovany systém, ktery poskytuje unikatni
prileZitost ke studiu regulace genové exprese pfi vyvoji pylového zrna a funkénich interakci mezi
rznymi typy bunék.

Vyvoj samciho gametofytu (Obr. 1) predstavuje komplexni proces, ktery vyZzaduje
koordinovanou spolupraci rozlicnych bunécnych typl a pletiv a s tim souvisejici specifickou
genovou expresi. Podili se na ném pletiva gametofytickd (mikrospora, zrajici pylové zrno, pylova
lacka) i sporofyticka (prasnik, tapetum, vodici pletiva ¢nélky).

Gametofytickou vyvojovou fazi je mozno rozdélit do dvou ndaslednych obdobi, vyvojového
a funkéniho. Vyvojova faze se odehrdva v prasnych pouzdrech a je ukon¢ena uvolnénim zralych
pylovych zrn z prasnikd. Mutace regulacnich genl vtomto obdobi mize mit dramaticky vliv
na proces dozravani. Funkéni neboli progamicka faze zacina po preneseni pylu na bliznu, kde se
burika vegetativni pretvori do podoby pylové lacky a dopravi dvé bunky spermatické
do zadrodecného vaku, kde dochazi k dvojitému oplozeni.

Ackoli zrani pylu mlze pusobit jednoduchym dojmem, prepnuti sporofytické vyvojové
cesty na cestu gametofytickou je spojeno s celym komplexem specifickych bunécnych procesd,
které podminuji rlst mikrospor, bunécné déleni a diferenciaci vegetativni a generativni bunky.
Mezi klicové regulacni kroky mizZzeme zaradit asymetrické déleni mikrospor (I. haploidni mitdza,
PMI), syntézu specifické stény pylového zrna, déleni generativni bunky (ll. haploidni mitdza,
PMII), zrani pylového zrna, jeho dehydrataci, naslednou rehydrataci a kliceni pylové lacky. Tento
proces je presné kontrolovan modulaci genové exprese na vSech jejich regulacnich Urovnich.
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U krytosemennych rostlin samici zarodecné listy sristaji a vytvareji pestik tvoreny na bazi
semenikem. Z ného vyrUsta ¢nélka zakoncena bliznou. V semeniku se zakladaji vajicka, kterd jsou
pripojend poutkem (funiculus) k placenté. Vnéjsi obal vajicka se ¢leni na dva integumenty. Pylova
lacka prorlistd k zarode¢nému vaku skrze otvor v integumentech, tzv. mikropyli. Proté;jsi pdl se
nazyva chalaza (Obr. 2a). Vnitfek vajicka je vyplnén zdrode¢nym pletivem (nucellus), v némz se
diferencuje materska burika zarode¢ného vaku. Jejim meiotickym délenim vznikaji ¢tyfi haploidni
megaspory, z nichz se dale vyviji jen jedna. Megaspora dale prochazi tfemi mitézami, které vedou
ke vzniku zralého zarode¢ného vaku — samiciho gametofytu. Tfi buriky pobliz mikropyle vytvareji
vajecny aparat (vajecna bunka a dvé synergidy). Na chalazalnim pélu se nachazeji tfi antipody a
ve stfedu zarodecéného vaku vznika diploidni centralni burika (Obr. 2b).
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Dvojité oplozeni je komplexni fertilizaéni mechanismus krytosemennych rostlin
(angiosperm). Zacind dopadem pylového zrna na bliznu, jeho aktivaci a vykli¢enim pylové lacky,
kterd prorlsta pletivy pestiku az
k vajicku. Po dosazeni mikropyle
se dostdva az kzarode¢nému
vaku, interaguje s receptivni
synergidou (jez nasledné
odumfe), praskne a uvolni svij
obsah i s obéma spermatickymi
bunkami (Obr.3a). Synergidy
pini dalezitou ulohu v prilakani

DVE SPERMATICKE BUNKY

pylové lacky vyluéovanim
rGznych peptid( (napf. LURE) a
nasledné pfi vzajemné

komunikaci pomoci vapenatych
iontl. “Rozhovor” (cross-talk)
mezi saméim a  samicim
gametofytem béhem oplozeni
jsou intenzivné studovany, avsak

pfesné  mechanismy  nejsou PYLOVA LACKA VSTUPUJICI DO ZARODECNEHO VAKU
znamy. Priklady genQ, jejichz
mutace  zpUsobuji  poruchy Obr.3aVstup pyl ov® | §| k.yUpraveno mofle
pfi oplozeni, jsou FERONIA, Drews and Koltunow 2 0 1 1) . E Al ena NS8§pr ¢
LORELEI, NORTdlAnové rodiny defensind (DEFR a transkripéni faktory z rodiny MYB
Po uvolnéni spermatickych bunék splyva jedna z nich s vajecnou burikou za vzniku
diploidni zygoty, kterd se pozdéji wvyviji
JADRO CENTRALNI BUNKY ZARODECNEHO VAKU vembryo. Druhd spermatickd burika se
v ucastni oplozeni centrdlni buriky
JADRO VAJECNE BUNKY T zarodecného vaku, ¢imz vznikd polyploidni
; (triploidni) endosperm, ktery vyZivuje
vyvijejici se embryo (Obr. 3b).
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Principi | | EU(q
Fazni protein se zndmou subceluldrni a pfipadné i pletivové-specifickou lokalizaci je nazyvan
markerem. Marker slouZi k vizualizaci organel a struktur a pouziva se také pfi studiu bunécného

osudu (cell fate) v mutantnich liniich s narusenym vyvojovym programem, kde byva ovlivnéna
jeho exprese.

AAUT p
Budeme sledovat lokalizaci fuznich proteint/markert ve zralém pylu a pylovych lackach.

Pouzityyljedagjniicdp rfolt ei ny:

Marker Znaceni: vyplnte
1 | pHTR10:HTR10:RFP,
pLAT52:GFP

2 | Lat52:EMB2036:GFP

3 | pBINU:CHYA:YFP,
pLAT52:EMB2036:GH
4 | pDAN1:DAN1:GFP

5 | pDAN1:DAN1:GFP,
pPABP3:PABP3:RFP

Pfipravak u | t i vreafiamprb gylové lacky:

S| oz Finall ZadsobProl0 ml
koncentrace| roztok (doplnit dH0)

Sachal|i10% X 19

HsBOy 0,01% 20% S5u l

Cad 5mM 1M 50 |

MgSQ 1 mM 1M 10u |

Agar 0|15% X 0,159

KCI 5mM 1M 50 |

1. Médium musi byt vidy Cerstvé pripravené. VSechny slozky se smichaji, dopIni destilovanou
vodou (pipetou) na finalni objem a médium se pomalu rozvati v mikrovinné troubé.

2. Na pfripravena podlozni sklicka pomoci pipety se Zlutymi Spickami (200 pL) nakreslime
horkym médiem obdélnikovy obrys, ktery vyplnime médiem tak, aby vznikl tenky agarézovy
polstarek (max 2 mm). Kazda skupina pfipravi dvé sklicka s agarézovym polstarkem.

3. Po zatuhnuti média na néj naneseme pyl ze dvou markerovych linii rostlin. Z kazdé linie
pouzZijeme 3-5 otevienych kvétl. Pomoci mikropinzety uchopime kvét na bazi, tlakem se
kvétni obaly rozevrou a zpfistupni prasniky. Kvét oto¢ime a pyl otfeme jemné po povrchu
média. Neryjeme do média!



4. Pripravena sklicka co nejdfive ulozime do komarky s navlhéenym ubrouskem a nechame
kultivovat pfi teploté 22°C (idedlné stejné podminky, pfi nichZ byla kultivovana materska
rostlina). Po 4 hodindch na narostlé lacky kdpneme 50% glycerol, pfikryjeme krycim sklickem
a pozorujeme na fluorescenénim mikroskopu.

5. Pro snazSi manipulaci s materidlem si pfipravime také vzorky zralého pylu téch samych
transgennich rostlin. Oteviené kvéty umistime do mikrozkumavky se 100 ul barviciho pufru
DAPI (VI z 0 ), krdtca pro#ifdpeme, stoéime (6-8s short spin na stolni centrifuze) a
odpipetujeme zluty pelet pylu (cca 10 pl) na podlozni sklicko. Porovndme s pozorovanym
fluorescencnim signalem v pylovych lackach. DAPI vizualizuje bunééna jadra.

6. V protokolu uvedte zadani, struény postup a fotodokumentaci pozorovanych bunéénych
struktur s popisem lokalizace jednotlivych marker.
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Vajic€¢ka uvolnuji | 4a&dtky, kdes@zZeihnitadbugGidee¢mé
Gl ohpyozioer ovani schopnosti vajic¢ek pfilakat
Assay.
Princip

Rostliny s vlozenym genem pro enzym B-glukuroniddzu (méni bezbarvy substrdt na modry
v misté, kde je enzym exprimovan) pod kontrolou pylové-specifického promotoru Lat52 lIze
pouzit pro vizualizaci pylovych lacek a sledovani oplozeni vajicek pomoci modrého zabarveni
(modrou tecku/Blue Dot) ve vajickach, ktera byla timto pylem oplozena. Barvenim vajicek
ze samosprasenych pestik(i Ize méfit Gcinnost oplozeni. Kvéty huseni¢ku jsou samosprasné a
opyleni nastdva tésné pred otevienim kvétu. PIné oteviené kvéty pouzité pro tuto ulohu tim
padem uz budou obsahovat oplozena vajicka.

AAUT p
BarviAp OT UOT E ' 534
Uol 31T LEA +1 1 Aé
Pro 5 ml
roztok koncentrace
X GUS pufr X 4,9 ml
0,1 M &AOOT EUAT BE0,5mM TX Vi
0,1 M &AOOEEUAT BE05mM TX Vi
0,2 M X-Gluc A 2 mM XP VYi

1. Jedna skupina pfipravi barvici roztok GUS podle tabulky.

2. Kaida skupina dostane 2 oteviené kvéty z rostlin huseni¢ku. Pomoci dvou pinzet s jemnymi
hroty otrhame kalisni a korunni listky.

3. Pestik poloZime na podlozni sklicko s oboustrannou lepici paskou Svem navrch a jemné
tenkou inzulinovou jehlou rozfizneme podél Svu po obou strandch, nakonec odfizneme bazi
pestiku a bliznu (fez pestiku provadime pod stereolupou).

4. Hrotem jehly oddélime celou placentu s vajicky a preneseme do mikrozkumavky s barvicim
roztokem GUS (100 pl).

5. Inkubujeme pfi 37°C a prlibézné kontrolujeme stav zabarveni (1-2 hodiny). Nasledné vzorky
pinzetou jemné preneseme na podlozni sklicko s kapkou pufru GUS a pozorujeme
na stereolupé a na mikroskopu ve svétlém poli. Spocitdme oplozend a neoplozena vajicka,
zdokumentujeme a vyhodnotime. V protokolu uvedte zadani, fotodokumentaci vajicek,
grafické vyhodnoceni vysledkl a vyvodte zavéry.
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Princip

Reportérovy gen GUS byl vloZzen do genomu husenicku pod kontrolou zkoumanych promotord.
Po inkubaci se substratem pro enzym R-glukuroniddzu jsme schopni vizualizovat expresi fuzniho
proteinu na zakladé modrého zabarveni.

ZAAUT p
Barvic 1 roztok DAPI
Zasol S| oz LOaEe Pro 5 mil
roztok koncentrace
X GUS pufr | x 5ml
0,5 mg/ml | DAPI 0,4 ug/ml 4 ul

1. Kazda skupina dostane tfi rGzné vzorky kvétenstvi husenicku. Jedna se o stabilni
transformanty s konstrukty typu promotor-GUS. Vzorky pro dvé linie jiz budou pfipraveny
(barveni trvd 2-3 dny) a naloZeny v alkoholu.

2. My si obarvime jeden vzorek kvétenstvi (inkubace 1-2 hodiny v 37°C) v barvicim pufru
GUS (vizu | a2h).

3. Obarvena kvétenstvi preneseme pinzetou na podlozni sklicko s vodou a rozprostfeme tak,
aby byla vidét vSechna vyvojova stadia kvétl. Zdokumentujeme barveni vsech vzork(
na stereolupé.

4. Preparacni jehlou odrezte prasniky z otevienych kvétl s obarvenym pylem, ostatni
materidl odstrarite.

5. Kvzorku pfidejte roztok DAPI (10 uL), a nechte 10 minut barvit.

6. Pozorujte a zdokumentujte pylova zrna pod fluorescenénim mikroskopem v bilém poli a
pod UV svétlem.

S
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Princip

Fenotypovd analyza pylu se provadi mikroskopicky ve svétlém poli a v UV spektru.
Pro fluorescenc¢ni mikroskopii barvime pyl roztokem DAPI, ktery zviditelni jadra. Pro stanoveni
jednotlivych fenotypovych tfid vyuZijte prilozeného klice (Obr. 4) ktery ukazuje priklady
hodnocenych aberaci. Ve svétlém poli je mozné posoudit velikost a tvar pylu stejné jako
pfitomnost moznych i n K.l Fluoze$cen¢ni mikroskopie nam poskytne informaci o p o €4 u
typech jaderbunék saméiho gametofytu a tedy i o moznych poruchach bunécného déleni.

AAUT p

1. Kazda skupina dostane dva vzorky kvétl huseni¢ku: mutantni rostlinu a WT. Do dvou
mikrozkumavek napipetujeme po 100 ul barviciho pufru DAPI a vloZzime do nich oteviené
kvéty.

2. Pro uvolnéni zrn z prasnikl protfepeme a kratce stocime (short spin 6-8 s na stolni centrifuze).

3. Zluty pelet pylu prepipetujeme (cca 10pl) na podlozni sklicko, pFikryjeme krycim sklickem a
pozorujeme v UV spektru a ve svétlém poli.

4. Zdokumentujeme normalni pylova zrna rostlin divokého typu a aberantni pylova zrna

mutantnich rostlin. V protokolu popiste pylové defekty inzeréniho mutanta a doplnte je
popisem fenotypovych kategorii (véetné fotodokumentace) pylovych zrn.
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