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Teoreticky uvod

Embryonalni vyvoj

Plodem fady brukvovitych véetné husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) je Sesule. Otevienim jejich
chlopni se odhali semena nesouci uvnitt zarodek nové rostliny (Obr. 1). Pravé tyto zarodky (embrya)
budou hlavnim tématem dnesnich uloh praktika.
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Obr. 1: Struktura plodu Arabidopsis thaliana. Nezraly plod pred otevienim (A), zraly plod béhem otvirani
zobrazeny skenovaci elektronovou mikroskopii (B) a pricny ez plodem (C). Prevzato z Girin et al. (2009).

Embryonalni vyvoj (Obr. 2) zadina oplozenim vajecné buriky burikou spermatickou, které splynou v
zygotu. Tato protahla burika se nesoumérné déli. Vzniklé 2 buriky tvori stadium nazyvané jednobunécné
embryo, protoZe skoro cely zarodek (a posléze celd rostlina) vznika z mensi apikalni bunky. Vétsi
bazalni bunka vytvofi pouze suspenzor spojujici embryo se zbytkem semene a hypofyzu, z niz vznikne
klidové centrum (zdklad meristému Spi¢ky kofene) a korenova cepicka. Délenim bunék zarodku
postupné dojde k vytvoreni kulovitého (globular) embrya. V této fazi se z hypofyzy oddéli ¢ockovita
bunka (lens shaped cell), budouci klidové centrum. V pfechodném (transition) stadiu se zacnou
prodluzovat 2 protilehlé okraje horni casti zarodku. Tento trend pokracuje dale v srdcovitém a
torpédovitém embryu a vede ke vzniku déloh. Mezi délohami se zakladd meristém vrcholu prytu.
Soubéiné se diferencuji dalsi pletiva (Obr. 2). Soucasné s vyvojem embrya se rozviji podplrna pletiva
endospermu a osemeni (Obr. 3). V pletivech endospermu je dllezita jejich postupna specificka
degradace prostrednictvim programované bunécné smrti.

Embryonaini vyvoj je umoznén souhrou fady proteini kddovanych v genomu Arabidopsis thaliana.
Nezastupitelnou Ulohu hraji i fytohormony. Asi nejlépe prozkoumana je funkce auxinu v embryonalnim
vyvoji. Obr. 4 znazornuje rozmisténi auxinu (zviditelnéného pomoci markeru DR5:GFP) v zarodcich
rdzného vyvojového stupné.

Poskozeni nékterych genl narusi vyvoj rostliny natolik, Ze nedojde ani k vytvoreni Zivotaschopného
embrya. Mayer et al. (1991) rozdélili nasledky vyvojovych mutaci podle ¢asti zarodku, kterou postihnou
na apikalni (vrchol; napf. mutace nazvana cup-shaped cotyledon), centralni (fackel), bazalni (kofenovy
pél; monopteros) a terminalni - postihujici oba pély embrya (gnom) (Obr. 5).
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Obr. 2: Schematické zobrazeni embryogeneze Arabidopsis thaliana. (A) Pfehled stadii embryonalniho vyvoje. (B)
Oznaceni embryonalnich pletiv. (C) Pfehledné oznaceni jednotlivych stadii embryogeneze. Upraveno z Laux et al.
(2004) a Hofmann et al. (2019).
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Obr. 3: Vyvoj pletiv embrya, endospermu a osemeni u Arabidopsis thaliana. Pfevzato z Xu and Zhang (2023) a
Doll et al. (2023).
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Obr. 4: Embryogeneze Arabidopsis thaliana s vyznacenim gradientl auxinu a lokalizaci jeho pfenasect PIN1 a
PIN7. Pfevzato z Bowman a Floyd (2008).
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Obr. 5: Mutace postihujici vyvoj embrya. Pfevzato z Mayer et al. (1991).

Dédi¢na informace

Pro kombinovani dédi¢nych znakd rGznych linii se pouziva kfizeni. Husenicek rolni (Arabidopsis
thaliana) je samosprasny, pro prenos pylu z jiného rodice je tedy tfeba pouzivat pouze kvéty (poupata)
s nedospélymi ty¢inkami. Ostrou pinzetou se odstrani vSechny ¢asti kvétu kromé pestiku. Blizna takto
pfipraveného kvétu se ndsledné opyli tyCinkou z druhého rodice. Je vhodné zkontrolovat pod
stereomikroskopem, Ze se na blizné opravdu zachytila pylova zrna.



Ulohy
1. Embryogeneze - vyvojové faze zarodku Arabidopsis thaliana

Cil ulohy:

Urcit vyvojové stadium embryi izolovanych z rGizné starych sSesuli Arabidopsis thaliana.

Princip ulohy:

Tvar embrya se béhem vyvoje méni - prochazi fadou stadii. Kvéty huseni¢ku dospivaji postupné a k oplozeni
vSech vajicek daného kvétu dojde v kratkém ¢asovém Useku. Pozice (pofadi) plodu na rostliné proto koreluje
s vyvojovym stadiem zarodkti v semenech uvnitf daného plodu.

Zadani:
e |zolujte embrya ve tfech rliznych stadiich a pozorujte je pod mikroskopem.
e Zakreslete a nakres popiste.
e Prifadte izolovana embrya k vyvojovym fazim dle ptedlozeného schématu (Obr. 2).
e Zdivodnéte, proc jste se rozhodli pro uvedené stadium.

Material a postup:
Rostlinny material a potfebné vybaveni:

1) Kvetouci a plodici rostliny Arabidopsis thaliana péstované pti 20°C, 16h svétlo/8h tma.

2) Pinzeta s tenkymi hroty, nlzky, injekéni jehly, oboustranna lepici paska, plastova Petriho miska, podloZni
a kryci skla, plastové kapdatko, popisovaé, binokuldrni preparacni stereomikroskop, mikroskop se
zaznamovym zatizenim.

Postup:

1) Naleznéte na rostliné husenicku Sesuli ¢islo 10. Pocitejte od nejmladsi ke starSim (tedy shora dold), plod
¢. 1 je nejmladsi takovy, kde pestik prerostl délku koruny kvétu.

2) NGzkami (popf. ostrou pinzetou) oddélte vybrany plod od lodyhy tak, abyste zpUsobili minimalni poranéni
stonku.

3) Seduli umistéte na lepici pasku prilepenou na Petriho misce ,$vem* vzhiiru.

4) Ostrou injekcni jehlou nafiznéte oplodi z obou stran podél ,,Svu”, uvolnéné chlopné pritisknéte na lepici
pasku.

5) Pokuste se pinzetou uchopit placentu nesouci semena a pfeneste do kapky vody na podloZznim skli¢ku.
Jednotliva semena nanoste tamtéz.

6) Pod stereomikroskopem otevrete vyvijejici se semena (dvéma jehlami nebo jehlou a pinzetou) a uvolnéte
embrya. Vasim cilem je ziskat alespon 3 neposkozené exemplare.

7) Pozorujte pod stereomikroskopem, popfr. i pod mikroskopem, 1 typické embryo zakreslete do protokolu
a popiste. ProtoZe je obvyklé odevzdat protokoly v elektronické podobé, sejméte nakres vhodnym
zplUsobem (fotoaparat, skener) a vloZte do protokolu.

8) Pokuste se pojmenovat stadium, ve kterém se typické embryo nachazi. Sv{j nazor zdGvodnéte.

9) Postup opakujte s Sesuli Cislo 8 a 5.



2. Mutace postihujici vyvoj embrya u Arabidopsis thaliana

Cil dlohy:

Zjistit, které z predloZenych rostlin nesou mutovanou alelu.

Princip ulohy:

Rostliny nesouci mutantni alelu genu nezbytného pro uUspésny vyvoj zarodku se projevi vyskytem
(,vyStépovanim“) embryi s abnormalnim fenotypem. Z podilu takto poskozenych zarodk( na celkovém
poctu lze odhadnout, jakym zplsobem se mutantni znak dédi.

Zadani:

e lzolujte po 10 embryich ze 4 rostlin vystépujici populace a pozorujte je pod mikroskopem.

e Vyfotografujte normalni a mutantni embryo a obrazek popiste (zdtiraznéte rozdily).

e Uvedte pocet morfologicky normalnich a mutantnich zarodk( pro kazdou rostlinu.

e Odhadnéte stépny pomér a s jeho pomoci i povahu dané mutace (dominantni i recesivni).

e Odpovézte na otazku a Uvahu vysvétlete. UvaZujte obecné pro teoreticky primérny pfipad. Pokud z
kazdé ze 4 rozddvanych rostlin ndhodné vyberete 10 embryi, kolik embryi celkem ponese mutantni
alelu (pramérné)?

Material a postup:

Rostlinny material a potfebné vybaveni:

1) Kvetouci a plodici rostliny Arabidopsis thaliana péstované pfi 20°C, 16h svétlo/8 h tma. Jedna se o
potomstvo rostliny heterozygotni pro mutaci cup shaped cotyledon2. Tato rostlina se normalné vyviji, jeji
potomstvo bude obsahovat klasicky $tépny pomér 1/2/1 vyskytu jedinci wt, heterozygotl a homozygotl
cup2. Homozygotni jedinci se ale nevyviji dale, nejsou schopni tvofit spravné rostlinné télo a setrvavaji ve
stadiu srostlych délozZnich listd poharkovitého tvaru (odtud nazev mutace).

2) Pinzeta s tenkymi hroty, nlizky, injekcni jehly, oboustranna lepici paska, plastova Petriho miska, podlozni
a kryci skla, plastové kapatko, popisovac, binokularni preparaéni stereomikroskop, mikroskop se
zaznamovym zarizenim.

Postup:

1) Z rostliny ¢islo 1 oddélte Sesuli, kterd by podle vasich zkusSenosti z Ulohy 1 méla obsahovat embrya
minimalné ve stadiu pozdnim srdcovitém. Pracujte vidy jen s jednim plodem, aby ostatni mezitim neschly.
2) Vypreparujte alespon 10 zarodkii.

3) Pozorujte pod stereomikroskopem a hledejte abnormality ve vyvoji. Preparat predloZte ke kontrole
vedoucimu praktika.

4) Zapiste si, kolik mutovanych embryi jste zaznamenali pro kterou rostlinu.

5) Pomoci svételného mikroskopu nasnimejte embryo postizené mutaci a normaini embryo. UloZte si
obrazky pro pouziti v protokolu (staci z jedné rostliny).

6) Opakujte postup s rostlinami Cislo 2, 3 a 4 (popfipadé i dalSimi).

7) Odpovézte na otazku ze zadani.



3. Markery embryonalniho vyvoje u Arabidopsis thaliana - lokalizace
fluorescencnich proteinti v embryich a semenech, kfizeni markerovych linii

Cil dlohy:
Zjistit, ve které ¢asti embrya a osemeni lze pozorovat markerové proteiny u 2 rtiznych linii.
KFiZenim rostlin nesoucich dva rizné fluorescencni markery ziskat potomstvo s obéma markery.

Princip ulohy:

Markerové linie vyuzivaji fluorescencni proteiny ke zviditelnéni aktivity gen(. Kfizenim takovych linii vznikne
potomstvo, které umozni sledovat aktivitu 2 rliznych gend v jedné rostliné. Pro Uspésné kfiZeni je nezbytné
zabranit samospraseni a pfenést pyl z otcovské rostliny na bliznu rostliny matefské.

Zadani:
e Pomoci fluorescenéniho mikroskopu pozorujte embrya z rostlin nesoucich fluorescencni markery.
Zhotovte obrazovy zaznam.
o Popiste, ve kterych pletivech je dany marker aktivni.
e PredloZené rostliny zkFiZte s cilem ziskat rostlinu nesouci oba markery.

Material a postup:
Rostlinny material a potfebné vybaveni:

1) 2 kvetouci a plodici rostliny Arabidopsis thaliana péstované pfi 20°C, 16h svétlo/8h tma nesouci kazda
jeden z fluorescencnich markerll. Rozdavany jsou nékteré z marker( pritomné pfimo v embryu (WOXS5,
PIN1), vendospermu (pPASPA3::H2A-GFP) ¢i v osemeni (pDMP4::H2A-GFP).

2) Pinzeta s tenkymi hroty, nlzky, injekéni jehly, jednostranna a oboustranna lepici paska, plastova Petriho
miska, podlozni a kryci skla, plastové kapatko, popisovaé, binokularni preparacni stereomikroskop,
fluorescenéni mikroskop se zdznamovym zafizenim.

Postup:

1) Z kazdé rostliny oddélte sesuli, kterd by podle vasich zkuSenosti z Ulohy 1 méla obsahovat embrya
minimalné ve stddiu pozdnim srdcovitém.

2) Vypreparujte alespor 4 neposkozené zarodky a umistujte je rovnou do kapky perfluorodecalinu (PFD;
Littlejohn et al., 2010) na podlozZni sklo.

3) Pozorujte pod fluorescenénim mikroskopem a pofidte obrazovy zdznam typického embrya. Ukazte
vedoucimu praktika.

4) Popiste, ve kterych pletivech ¢i burikach je fluorescencni protein ptritomen (podle Obr. 2 a 3).

5) Na jedné z rostlin pFipravte alespon 5 kvétd na kFizeni. Vyberte poupata, u kterych zacinda prosvitat bila
koruna nebo co nejvétsi zcela uzaviena poupata.

6) Mladsi poupata a starsi kvéty a SeSule na téZe vétvi odstrante tak, abyste zpUsobili minimalni poranéni
stonku.

7) Pinzetou odstraite vSechny kvétni ¢asti kromé pestiku.

8) Na vétev nalepte kousek lepici pasky s popisem kfizeni (staci uvést otce) a vasim jménem.

9) Pinzetou oddélte tycinku z pIné otevieného kvétu druhé rostliny.

10) Tycinkou opylte pripravené pestiky.

11) Pod stereomikroskopem zkontrolujte pritomnost pylu na blizné. V pfipadé potfeby muzete opylovani
opakovat s dalSimi tycinkami.
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