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Casovy harmonogram uloh

1. Uloha 1: nasadit la¢ky na in vitro rist

2. Uloha 3: nasadit barveni kvétenstvi GUS

3. Uloha 2: izolace vaji¢ek, nasadit barveni Blue Dot
4. Uloha 4: pylové mutace-foto

5. Uloha 3: promotory-GUS (kvétenstvi)-foto

6. Uloha 2: Blue Dot-foto

7. Uloha 1: in vitro la¢ky/markery-foto

Pri vypracovani protokolu je nutné zpracovat vSechny c¢tyfi ulohy. Kazda uloha musi
obsahovat nazev, cil dlohy, stru¢ny postup, vysledky v dostatecné kvalité a zavér. Pokud
vase fotodokumentace neni dostatecna pro vyhodnoceni, mlzete pouzit fotodokumentaci
kolegli. Pokud se tak stane, tak je nutné toto do protokolu uvést! PouZivejte predevsim
vlastni vysledky! PouZivejte sprdvné ndzvy linii rostlin/markert uvedené v tabulkach.
V zavéru vyhodnot'te vysledky, co jste zjistili — porovnejte, zamyslete se nad tim, jestli byl cil
ulohy splnén a nad vyznamem celého pokusu; otazky na konci kazdé dlohy by vam pfi psani
zavéru mély pomoci.




Teoreticky tvod

Samdi gametofyt

Samdi gametofyt krytosemennych rostlin (pylové zrno) se plisobenim dlouhodobych
evolu¢nich tlakd vyvinul do struktury tvofené tfemi haploidnimi burkami. 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) je komplexni proces, ktery vyZzaduje koordinovanou
spolupraci rozlicnych bunécénych typu a pletiv a s tim souvisejici specifickou genovou expresi.
Podili se na ném pletiva gametofytickd (mikrospora, zrajici pylové zrno, pylova lacka) i
sporofytickd (prasnik, tapetum, vodiva pletiva ¢nélky).

Gametofytickou vyvojovou fazi je moZno rozdélit do dvou naslednych obdobi,
vyvojového a funkéniho. Vyvojova faze se odehrava v prasnych pouzdrech a je ukoncena
uvolnénim zralych pylovych zrn z prasnikd. Mutace regulacnich gen(i v tomto obdobi mlize mit
dramaticky vliv na proces dozravani. Funkéni neboli progamickd faze zacina po preneseni pylu
na bliznu, kde se burnka vegetativni pretvori do podoby pylové lacky a dopravi dvé buriky
spermatické do zarodecného vaku, kde dochazi k dvojitému oplozeni.

Ackoli zrani pylu mlze pusobit jednoduchym dojmem, prepnuti sporofytické vyvojové
drahy na cestu gametofytickou je spojeno s mnozstvim konkrétnich bunécnych procesu, které
podminuji rast mikrospor, bunécné déleni a diferenciaci vegetativni a generativni buriky. Mezi
klicové regulacéni kroky patfi asymetrické déleni mikrospor (l. pylovd mitéza, PMI), syntéza
specifické stény pylového zrna, déleni generativni burky (Il. pylova mitéza, PMII), zrani
pylového zrna, jeho dehydratace, ndslednda rehydratace a kliceni pylové lacky. Cely vyvojovy
proces je po celou dobu presné kontrolovan modulaci genové exprese na vSech jejich
regulacnich drovnich.
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Obr. 1: Wyvoj samciho gametofytu. Upraveno podle Borg and Twell, 2011. © Alena Naprstkova
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Samici gametofyt

U krytosemennych rostlin samici zarodecné listy srlistaji a vytvareji pestik, ktery je na
bazi tvoren semenikem, z néhoZ vyrista ¢nélka zakonéena bliznou. V semeniku se zakladaji
vajicka, ktera jsou pfipojend poutkem (funiculus) k placenté. Vné;jsi obal vajicka se ¢leni na dva
vaje€né obaly (integumenty). Pylovd lac¢ka prorUstd kzarodecnému vaku skrze otvor
v integumentech, tzv. mikropyli. ProtéjSi pdl se nazyva chaldza (Obr. 2a). Vnitfek vajicka je

FG1 FG3 FGO6

ZARODECNY VAK

VAJECNE OBALY (INTEGUMENTY)
ZARODECNY VAK

MEGASPORA

FUNICULUS MIKROPYLE

Obr. 2a: Megagametogeneze. Upraveno podle Drews and Koltunow (2011). © Alena Naprstkova

vyplnén zarodec¢nym pletivem (nucellus), v némz se vyviji materska bunka zarodec¢ného vaku.
Jejim meiotickym délenim vznikaji ¢tyfi haploidni megaspory, z nichZz se dale vyviji jen jedna.
Megaspora ddle prochazi tfemi mitézami, které vedou ke vzniku zralého zarodecného vaku —
samiciho gametofytu. Tfi buriky pobliz mikropyle vytvareji vaje¢ny aparat (vajecna burika a dvé
synergidy). Na chalazdlnim pdlu se nachdzeji tfi antipody a ve stfedu zdrodecného vaku vznika
diploidni centralni bunka (Obr. 2b).
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VAJECNA BUNKA

Obr. 2b: Megagametogeneze. Upraveno podle Drews and Koltunow (2011). © Alena Ndprstkovd



Dvojité oplozeni

Dvojité oplozeni je komplexni fertilizaéni mechanismus krytosemennych rostlin
(angiosperm). Zacind dopadem pylového zrna na bliznu, jeho aktivaci a vyklicenim pylové lacky,

ktera prorasta pletivy pestiku az

k vajicku. Po dosaZzeni mikropyle DVE SPERMATICKE BUNKY

se dostdva az kzarodecnému
vaku, interaguje s receptivni
synergidou (jez nasledné
odumte), praskne a uvolni sv(j
obsah i s obéma spermatickymi
burikami (Obr. 3a). Synergidy
pIni duleZitou ulohu v prilakani

pylové lacky vyluéovanim
raznych peptidd (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

Obr. 3a: Vstup pylové lacky do zdrodeéného vaku. Upraveno podle

mutace  zpUsobuji  poruchy  prews and Koltunow (2011). © Alena Néprstkova

pfi oplozeni, jsou FERONIA,

LORELEI, NORTIA, ¢lenové rodiny defensini (DEF) a transkrip¢ni faktory z rodiny MYB. Po

JADRO CENTRALNI BUNKY ZARODECNEHO VAKU

JADRO VAJECNE BUNKY

SPERMATICKYCH BUNEK

Obr. 3b: Dwojité oplozeni. Upraveno podle Drews and
Koltunow (2011). © Alena Naprstkova
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uvolnéni spermatickych bunék splyva
jedna z nich s vaje¢nou bunkou za
vzniku diploidni zygoty, kterad se pozdéji
vyviji vembryo. Druhd spermaticka
burika se Uucastni oplozeni centralni
bunky zarodetného vaku, ¢imz vznika
polyploidni  (triploidni)  endosperm,
ktery vyzivuje vyvijejici se embryo
(Obr. 3b).
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Ulohy

1. Organely v pylu a pylovych lackach

Cil alohy:

Pouzitim fluorescencné znacenych markerovych proteinl lze vizualizovat rtizné bunécné
kompartmenty. Cilem ulohy je pozorovani a popis lokalizace jednotlivych markert v pylovych
zrnech na subbunécné urovni.

Princip alohy:

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

Zadani

Budeme sledovat lokalizaci fuznich proteint/markert ve zralém pylu a pylovych lackach.
Pouzity jsou nasledujici fuzni proteiny:

Marker Znaceni: vypliite

1 | proHtr10:HTR10-RFP,

prolLat52::GFP

2 | prolat52::EMB2036-GFP

3 | proDuol::CENH3-mScarletH

4 | proDanl1::NLS::DAN1-YFP

Ptiprava kultivacniho média pro pylové lacky:

Slozka Finalni Zasobni Pro 10 ml média
koncentrace roztok (doplnit dH,0)

Cacl, 5 mM 1M 50 pl

KCl 5mM 1M 50 pl

H3BO3 0,01% 5% 20 pl

MgSO, 1 mM 1M 10 pl

Sacharéza 10% X 1g

Low-melting Agaréza 1,5% X 0,15 g (pfipravena)

1. Médium musi byt vidy Cerstvé pripravené. VSechny slozky vyjma Low-melting Agardzy se
smichaji v 50 mL falkoné s malym objemem destilované vody (cca 8 mL).
Doplni se destilovanou vodou (pipetou) na finalni objem.
Médium se premisti do sklenéné nadobky (duran), kam se pfidd Low-melting Agardza
(0,15 g je jiz odvazeno v mikrozkumavce) a médium se pomalu rozvafi v mikrovinné troubé.



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

PodloZni sklicko s modelem agarézového polstarku

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

4. Pripravena sklicka co nejdfive ulozime do komUrky s navlhéenym ubrouskem a nechame
kultivovat pfti teploté 22°C (idedlné stejné podminky, pfi nichz byla kultivovdna materska
rostlina).

5. Po 4 hodinach na narostlé Iacky kdpneme 50% glycerol, pfikryjeme krycim sklickem (4 cm)
a pozorujeme na fluorescen¢nim mikroskopu (objektiv 40x).

6. Pro snazSi manipulaci s materidlem si pfipravime také vzorky zralého pylu téch samych
transgennich rostlin. Na podlozni sklicko naneste 10 — 15 pl barviciho pufru DAPI (viz tloha
4). Odtrhnéte 4 — 5 kvétl, zmacknéte na bazi, ponofte vrchni ¢ast kvétu s odhalenymi
tycinkami do kapky pufru a vytiepejte pyl z prasnikl. Prekryjte krycim sklem a pozorujte na
fluorescenénim mikroskopu (objektiv 40x nebo vice). Porovname s pozorovanym
fluorescencnim signalem v pylovych lackach. DAPI vizualizuje buné¢na jadra.

7. V protokolu uvedte zadani, strucny postup a fotodokumentaci pozorovanych bunécnych
struktur dvou/tfi vzorkii vpylu a jednoho/dvou vzorkli v pylové laéce s popisem
lokalizace jednotlivych markerG. Pokud budete sklddat obrazky dohromady (napt. Fili,
Imagel), vidy vkladejte i barevné rozdélené. Uvadéjte méritka/zvétseni. POZOR — zvétseni
objektl neni totozné se zvétSenim pouzitého objektivu!

1. Jaké subbunécné kompartmenty jsou oznacené jednotlivymi markery, v jakych
bunkach? (Vysledky z tabulky rozvedte v zavéru.)

2. Méni se lokalizace markerd vpylu a vpylové laéce — znacdi stdle ty samé
kompartmenty?



3. Co se s markery déje pfi kliceni pylu — porovnejte fotodokumentaci pylu a
pylovych lacek a popiste, co se s markery/s celou burikou déje.



2. Jak atraktivni jsou vajicka?

Cil dlohy

Vaji¢ka uvolnuji latky, které pritahuji lacky a pomahaji jim k dosazeni zarodecného vaku.
Cilem ulohy je pozorovani schopnosti vajicek prilakat pylovou lacku a jejich splynuti pomoci
Blue Dot Assay.

Princip

Rostliny svlozenym genem pro enzym R-glukuronidazu (Stépi bezbarvy substrat X-glucA
na barevny ve vodé nerozpustny produkt) pod kontrolou pylové specifického promotoru Lat52
Ize 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(l Ize méfit Gcinnost oplozeni. Kvéty husenicku jsou samosprasné a
opyleni nastdva tésné pred otevienim kvétu. PIné oteviené kvéty pouzité pro tuto ulohu tim
padem uz budou obsahovat oplozena vajicka.

Zadani

Budeme sledovat Uspésnost oplozeni.
Pouzita bude nasleduijici linie rostlin A. thaliana:

Linie Promotor je specificky aktivni v: vypliite

prolLat52::GUS

Barvici roztok GUS:

Zasobni Slozka Konecna Pro 5 ml
roztok koncentrace

X GUS pufr X 4,9 ml

0,1 M Ferrokyanid draselny | 0,5 mM 25 pl

0,1 M Ferrikyanid draselny | 0,5 mM 25 pl

0,2 M X-Gluc A 2mM 50 pl

1. Jedna skupina pfipravi barvici roztok GUS podle tabulky.

2. Kazda skupina dostane 2-3 oteviené kvéty z rostlin huseni¢ku. Pomoci dvou pinzet
s jemnymi hroty otrhdme kaliSni a korunni listky.

3. Pod stereolupou zafixujeme bazi pestiku na podloZnim sklicku s oboustrannou lepici paskou
a zkontrolujeme pozici Svu.

4. Seduli opatrné pfitla¢ime na podloini sklicko s oboustrannou lepici paskou $vem navrch (na
obrazku pod pismeny A a A’), odfizneme bazi pestiku a bliznu (B, B’) a jemné tenkou
inzulinovou jehlou rozfizneme podél Svu po obou stranach (C, C') (fez pestiku provadime
pod stereolupou).
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ni preparace vajicek

5. Hrotem jehly oddélime celou placentu s vajicky (na obrazku pod pismeny D a D’) a
pfeneseme do mikrozkumavky s barvicim roztokem GUS (100 pl) (obrazek E, E").

vv v

6. Inkubujeme pfi 37°C a pribézné 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.

7. V protokolu uvedte zadani, strucny postup a fotodokumentaci vajicek (oplozeného a
neoplozeného) a vyvodte zavéry.

1. Jak vypadd oplozené a jak neoplozené vajicko (popiste rozdil, ktery vidite).

2. Proc v oplozeném vajicku pozorujete Blue Dot? Jak doslo k jeho obarveni? (Popiste
princip.)
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3. Aktivita promotori v gametofytu

Cil dlohy

Na vyvoji gametofytl se podili velké mnoiZstvi genl aktivnich v rGznych vyvojovych stadiich a
pletivech vajicek a prasniki. Cilem je lokalizace aktivity promotori vybranych genl
v prislusnych pletivech ¢i organech kvétenstvi.

Princip

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

Zadani
Barvici roztok DAPI:
Zasobni Slovka Konecna Pro 5 ml
roztok koncentrace
X GUS pufr | x 5 ml
0,5 mg/ml | DAPI 0,4 ug/ml 4 ul

1. KaZda skupina dostane dva rlizné vzorky kvétenstvi husenicku. Jednd se o stabilni linie

s vnesenymi konstrukty typu promotor::GUS. Vzorky pro druhou a treti linii jiz budou

pfipraveny (barveni trva 1-2 dny) a naloZeny v alkoholu.

Linie

Exprese (vyvojové stadium + organ/pletivo)

1 | proLat52::GUS

2 | proAlba6::GUS

3 | proE2036::GUS

2. My si obarvime jeden vzorek kvétenstvi (inkubace 1-2 hodiny v 37°C) v barvicim pufru
GUS (viz uloha 2!).

3. Obarvena kvétenstvi pfeneseme pinzetou na podlozni sklicko s vodou a rozprostfeme

pomoci inzulinovych jehel tak, aby byla vidét vSechna vyvojova stadia kvétd.

Zdokumentujeme barveni vsech vzorkU na stereolupé na bilém podkladu.

4. Preparacni

jehlou odrezte prasniky zotevienych kvétd sobarvenym pylem

prolLat52::GUS, ostatni material odstrarite.

5. Kvzorku pridejte roztok DAPI (10 uL), a nechte 10 minut barvit.
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6. Pozorujte a zdokumentujte pylova zrna pod fluorescenénim mikroskopem v bilém poli a

pod UV svétlem.

7. V protokolu uvedte zadani a strucny postup, fotodokumentaci vSech vzorki s popisem
exprese markeru v jednotlivych liniich na drovni kvétenstvi.

1. Podrobné popiste aktivitu jenotlivych pomotor( v kvétenstvi husenicku (pfiblizné stari
kvétu, organ/pletivo podle ilustra¢niho obrazku). Kde je aktivni GUS?

o
Q2
- Poupata v rdznych stadiich vyvoje \e&\\ 4(30\«\
(mladsi, starsi) Q0 xe!

Odkvetly kvét

Odkvetly kvét

[lustra¢ni obrazek kvétenstvi husenicku po barveni GUS

(promotor MYB97). Liang etal. 2013 MYB97, MYB101 and MYB120 Function
as Male Factors That Control Pollen Tube-Synergid Interaction in Arabidopsis
thaliana Fertilization

2. Porovnejte aktivitu jednotlivych promotort mezi pletivy/ organy v rlizné starych
kvétech. Kde dochazi k expresi genll ve stejnych/rGznych ¢astech kvétenstvi?
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4. Vyvojové mutace pylu

Cil dlohy

Mutace gent duleZitych pfi vyvoji samciho gametofytu vedou ktvorbé pylovych zrn
s nestandardnim fenotypem. Cilem je provedeni fenotypové analyzy a popis ovlivnéni vyvoje
pylu s absenci ptislusného genu.

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 pfilozeného klice (Obr. 4), ktery ukazuje pfriklady
hodnocenych aberaci. Ve svétlém poli je moZné posoudit velikost a tvar pylu stejné jako
pfitomnost moznych inkluzi. Fluorescenéni mikroskopie ndm poskytne informaci o poctu a
typech jader bunék samciho gametofytu a tedy i o moznych poruchach bunééného déleni.

Zadani

1. Kazda skupina dostane dva vzorky kvétl husenicku: mutantni rostlinu a kontrolni rostlinu
divokého typu (Wild Type).

Linie Pozorovany fenotyp

1 | Col-0 (divoky typ)

2 | e2036-3

2. Na dvé podlozni skla naneste 10 — 15 ul barviciho pufru DAPI. Postupné do pufru ponorte 4
— 5 otevrenych kvétl jejich vrchni ¢asti a vyklepejte pyl z prasnikd. Prikryjte krycim sklickem
a pozorujte v UV spektru a ve svétlém poli (objektiv 40x a vice) .

3. Zdokumentujeme normalni pylova zrna rostlin divokého typu a aberantni pylova zrna
mutantnich rostlin (oboji ve svétlém poli a UV spektru). V protokolu popiste pylové defekty
inzeréniho mutanta a doplnte je popisem fenotypovych kategorii (véetné fotodokumentace)
pylovych zrn. Uvadéjte méritka/zvétseni.

1. Popiste identifikované pylové defekty inzeréniho mutanta ve svételném poli a UV
spektru. (Alespon dva fenotypy a kontrolni vzorek véetné fotodokumentace). Jaké jsou
rozdily mezi kontrolnim a mutantnim vzorkem?

2. Cim je zplisoben defekt pozorovatelny v UV spektru?

Aberace v BF a pod UV jsou na sobé nezavislé!
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Obr. 4: Priklady fenotypovych defektii mutantnich pylovych zrn
husenicku ve svétléem poli (A-F) a pri uziti fluorescence (G-L).
Fenotypové kategorie: A, G — divoky typ, B — aborce; C — pritomnost
inkluzi; D — malé pylové zrno; E — ovalny pyl; F — deformace bunécné
stény;

H — jednobunecny pyl; I — dvoubunécny pyl; J — excentrickda poloha
MGU; K — rozpadla MGU; L — linedarni MGU; MGU — ,,male germ
unit”, strukturni a funkcéni jednotka tvorend vegetativnim jadrem a
dvéma bunkami spermatickymi. Foto D. Rendk.

Functional disorder Mutart phenotypa Description
A pollen abortion 1 abortion — totaly colapsed pellen grain, no cytoplasm
B presence ] ) number of inclusions in cyloplasm
of inclusions 2 inclusions O of unknown contert
. small and round grain with a half diametar
3 =mall grain O of wild-type pellen. normal MGU
C pollengrainsize, | 4 gyal grain O distinctively oval grain
cell wall structure
5 deformed cell wall O deformed cell wall, rough cell surface
anly one nucleus with more condensation
& one-celled pollen than regular vegatative nucleus
D celleyele defects
one regular vegelative nucleus
7 two-callad pollen @ and one sperm cell-like nucleus, both in centre
MGELU shifted from the central position againsl
8 eccentric MGU cell wall, MGU itself may keap the same figure
or sperm cells can be little separated from VN
- all nuclei separated from each other
E MGUorganization | © separated MGU @ making a wide tiangular figure of MGU
all nuclei stand in linear arrangement
10 linear MGU with W in the centre and sperm cells

towards the cell wall
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