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1. Organely v pylu a pylovych lackach
2. Jak atraktivni jsou vajicka?
3. Aktivita promotoru v gametofytu

4. /yvojové mutace pylu
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Vyvoj samciho gametofytu
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Porovnani transkriptomu pletiv

Vyvoj pylu doprovazen
razantnimi zménami
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Unikatni slozeni
transkriptl ve
spermatickych bunkach

Transkriptom vyvijejiciho
se pylu a zarodecné linie
vyraznée odliSny od

transkriptomu sporofytu

Principal component 2 (11.1%)

Principal component 1 (39.4%)

Rutley et al. 2015, A decade of pollen transcriptomics
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3. Aktivita promotoru v gametofytu

Barveni GUS

Cilem bude sledovat expresi
reportérového genu GUS
pod kontrolou promotoru
Lat52 v organech kvétenstvi.

Honys et al. 2006; Identification of microspore-active promoters that allow targeted manipulation of gene expression at early stages of microgametogenesis in Arabidopsis,
Naprstkova et al. 2021; Characterization of ALBA family expression and localization in Arabidopsis thaliana generative organs
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3. Aktivita promotoru v gametofytu

Budeme provadét expresni analyzu promotoru:
proLat52::GUS Cilem bude sledovat expresi

reportérového genu GUS
pod kontrolou promotoru
Lat52 v organech kvétenstvi.

Barveni GUS 1. Podrobné popiste aktivitu pomotoru
400
o ’ . ’ . J&Q‘e v ré v Ve -V 7 s V7
Poupata v riiznych stadiich vyvoje \edo\\f“e v kvétenstvi husenicku (priblizné stari
(mladsi, starsi) Q0° J(e(\\ﬁ\

kvétu, organ/pletivo podle ilustracniho

obrazku). Kde je aktivni GUS?

2. Porovnejte aktivitu/intenzitu

Odkvetly kvét [ zabarveni vzorku nesouciho reportérovy
Odkvetly kvét
gen GUS s kontrolnim vzorkem.

[lustracni obrazek kvétenstvi husenicku po barveni GUS (promotor MYB97).

Liang et al. 2013 MYB97, MYB101 and MYB120 Function as Male Factors That Control Pollen Tube-Synergid Interaction in Arabidopsis thaliana Fertilization
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1. Organely v pylu a pylovych lackach

Fluorescencné znacené proteiny (markery), které budeme sledovat ; i ] o )
v pylu husenié¢ku: Cilem ulohy je pozorovani a popis

pLAT52::GFP (cytoplazma vegetativni bky) lokalizace dvou marker

PHTR10:HTR10::RFP (jadra sperm. bunék) h &k iodnoh K
pLAT52::EMB2036::GFP (plastidy) Usenicku a jednono markeru v

pDuo1::CENH3-mScarletH (centromery jader sperm. bunék) tabaku (pyl+pylova lacka) na
pLAT52:GFP pHTR10::HTR10-RFP subbunécné urovni.

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

pDuol::CENH3-mScarlet
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1. Organely v pylu a pylovych lackach

Dalsi fluorescen¢né znacené proteiny (markery), které budeme
sledovat:

Vajicka husenicku
pMyb98::NLS-GFP (jadra synergid)

Cilem ulohy je pozorovani a popis
lokalizace markeru ve vajickach
husenicku a pylu a pylovych
|lackach tabaku na subbunécné
drovni.

Pyl a pylové lacky tabdku
prolLat52::elF3m-YFP (ribozomy)
pLAT52::YFP (cytoplazma vegetativni bky)

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

2. Méni se lokalizace markert v pylu a
v pylové lacce — znadi stale ty samé
kompartmenty?

3. Co se s markery déje pri kliceni pylu
— porovnejte fotodokumentaci pylu a
pylovych lacek a popiste, co se

s markery/s celou burikou déje.

i
: = =

Nagahara et al. 2021, Detection of a biolistic delivery of fluorescent markers and CRISPR/Cas9 to the pollen tube
Hafidh et al. 2012, Comprehensive analysis of tobacco pollen transcriptome unveils common pathways in pollar cell expansion and underlying heterochonic shift during spermatogenesis
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Co se muze pokazit?
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4. Vyvojové mutace pylu

Budeme provadét g S e

fenotypovou analyzu & [\ o ,/” ey 65 v o v e

mutanta Ebryo ey e Co vSe se muze v pylu pokazit?
& WD A:"\‘1 7 ::;: ’ . ’ Jé

Defective 2036 D v%, Cilem je provedeni fenotypové

(e2036-3):
e2036-3 (mutant)

analyzy a popis ovlivnéni vyvoje
pylu s absenci prislusného

Col-0 (kontrola) genu

1. Popiste identifikované pylové
defekty inzercniho mutanta ve
svételném poli a UV spektru. (1-2
fenotypy a kontrolni vzorek vcetné
fotodokumentace). Jaké jsou
rozdily mezi kontrolnim a
mutantnim vzorkem?

2. Cim jsou zpUsobeny pozorované
defekty?
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Vyvoj samiciho gametofytu
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VAJECNA BUNKA



Dvojité oplozeni

Rastani pylové 1acky az k vaji¢ku, prordstani Prasknutim pylove Iacky jsou
k zarodecného vaku skrze mikropyli uvolnény spermatické bunky
DVE SPERMATICKE BUNKY JADRO CENTRALNI BUNKY ZARODECNEHO VAKU

PYLOVA LACKA VSTUPUJICI DO ZARODECNEHO VAKU

JADRA
SPERMATICKYCH BUNEK
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2. Jak atraktivni jsou vajicka?

Budeme sledovat atraktivitu
vajicek u rostlin s konstruktem
pLat52:GUS pomoci Blue Dot
Assay

.'.‘ blizna

¢nélka

. Chlopen

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

L Dehiscen¢ni zona

2. ProC v oplozeném vajicku
pozorujete Blue Dot? Jak doslo
k jeho obarveni? (Popiste princip.)

E Laboratof bio ogie pylu, CR, v. V. i., Praha ena Naprstkova
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2. Jak atraktivni jsou vajicka?

Pyl (pLat52::GUS) + Vajicko

31 P4
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Budeme sledovat atraktivitu
vajicek u rostlin s konstruktem
pLat52:GUS pomoci Blue Dot
Assay

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

2. Pro¢ v oplozeném vajicku

pozorujete Blue Dot? Jak doslo
k jeho obarveni? (Popiste princip.)

Alena Néprstkova



Casovy harmonogram uloh

Podepiste si protokol, je vas!

Priprava media a barvicich pufr.

Uloha 1: (bod B2): nasadit pyl tabaku na barveni DAPI

Uloha 1: (bod A3): nasadit l1a¢ky tabaku na in vitro rist

Uloha 3: Pregist bod 1, provést body 2-3: nasadit barveni kvétenstvi GUS
Uloha 2: (body 1-6): izolace vaji¢ek, nasadit barveni Blue Dot

Uloha 4: (body 1-2): pylové mutace FOTO mikroskop

Uloha 3: (bod 4): promotory-GUS FOTO stereolupa

Uloha 2: (bod 7): Blue Dot FOTO mikroskop

o K N o U kA W N R

Uloha 1: 1a¢ky tabaku (bod A4), pyl tabaku a huseni¢ku (body B3-B5),

vajicka husenicku (body c1-c4) FOTO mikroskop
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