2) Reprodukce rostlin

g) Tvorba semen
h) Dozravani embrya
i) KliCeni semen

Specialni Cislo Plant Cell, vol. 216 (June 2004) Supplement,
pp. S1 — S245, zaméfené na Plant Reproduction (Reprodukce
rostlin)

http://www.plantcell.org/content/vol16/suppl 1/index.shtml

UPDATE 2005

http://arjournals.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.arplant.55.031903.141717
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g) Tvorba semen Semeno krytosemennych: - embryo

Vyvoj embrya

Globularni stadium
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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
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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
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Identifikace mutantu s defektem v regulaci vyvoje embrya

Geneticka a molekularni charakteristika mutantut

Identifikace gent kontrolujicich: ranny vyvoj embrya
dozravani embrya

Embryogeneze zaklada:

- axialni (apical-basal) orientaci rostliny o
- radialni podobu rostliny B Radialni polarita
- meristémy - aktivni az po kliceni

Vyhonkovy apikalni meristém (shoot apical
meristem)

-

Axialni polarita
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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

raspberry?2

RASPBERRY?2 - kontroluje diferenciaci pletiv
a morfologicky vyvoj

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

Ztrata funkce ABP1 (Auxin-Binding Protein1):
zastaveni vyvoj embrya Arabidopsis
v globularnim stadiu




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 buniky
prekurzoru hypofyzy deli vertikalné misto
horizontalne => hypofyza se nevytvari =>
kofenovy meristém nema quiescent
centrum a kolumelu = koren se
neprodluzuje

Gen HOBBIT (HBT) hraje roli ve
formovani apikalniho kofenového
meristému

Il
Quiescent TaWm® | (e, =
- N vh _.»'

centrum

Horizontalni déleni  Vertikalni déleni

Quiescent (klidné) centrum = centralni burfiky meristému,
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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 = umoziuje spravny vznik stonkového
poélu embrya (rostliny)

Snizovani teploty

ARF5/MP - TPL

IAA12/BDL - 1AA12/
BDL

TPL - ;
ARF5/MP Auxin Response Gene
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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




Endodermal cell

Cortical cell

Anticlinal Periclinal

cell divisions cell divisions
—_— R

Stem cell Stemcell  This step is
blocked in
scr mutants

Mutanti scarecrow (scr) a short root
(shr) ukazuji blokadu periklinalniho
déleni kmenovych bunék v kofeni =>
kortikalni a endodermalni buniky splyvaji
=> koren je kfehky => roste pomalu

Kortex

Geny SCR a SHR jsou nutné k zalozeni
radialniho usporadani korene béhem
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DalSi 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 proteinit PLETHORA v quiescent centru — gradient akumulace urcuje

osud kmenovych bunék

Exprese PLETHORA — pravdépodobné uréovana auxinem prostrednictvim MONONOPTEROS

Cotyledons
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= PLT
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1 ——— Provasculature

— Root meristem
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KANADI - kontroluje radialni polaritu embrya
Casova a prostorova exprese KANADI je kontrolovana auxinem prostrednictvim PIN proteint

KANADI potlaéuje citlivost k auxinu na okrajich déloh

= eF.e = 1 Shaoot meristern | ) i NMEBOL
S ™ organizing center
vy g ZINg center \ | KAN
FiD

= Auxin flux
« PLT

i
— —— Provasculature

—— Root meristem AT W pyN

Quiescent center

Currand Opirvion in Planl Biokogy

MONOPTEROS (MP)

N

PLETHORA (PLT) —— PIN —— [Auxin] ——e KANADI (KAN)

1

citlivost k auxinu

UPDATE 2008
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Geny kontrolujici pozdni fazi vyvoje embrya - dozravani

Embryo se stava dormantnim, kdyz ma asi 20 tisic bunék. Dormance nastava pri
ztraté vody a zastaveni transkripce a syntézy proteini v embryu a semeni. Aby
se bunka dostala do dormance musi dojit k expresi uréitych genu:

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

abi3

20 uM ABA Rohde A et al. (2000) Plant Cell 12: 35-52
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FUSCA3 (FUS3) a LEAFY COTYLEDON1 (LEC1) — koduji proteiny, které funguiji
jako kritické komponenty v pfenosu vnéjSich i vnitfnich signalt béhem vyvoje
embrya. Mutace v téchto genech maji za nasledek neschopnost syntetizovat
zasobni proteiny a lipidy => neschopnost vydrzet vysusSeni => 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.

Gazzarrini S et al. (2004) Developmental Cell 7: 373-385
http://www.developmentalcell.com/content/article/abstract?uid=PI1IS1534580704002746

Transgenni rostlina s overexprimovanym
genem FUS3 (8 tydnti)
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Interakce FUS3, ABI3 a hormonll béhem embryonického vyvoje

»Exprese FUS3 v epidermis je zavisla na gradiendu auxinu
»FUS3 inhibuje funkce zprostredkované gibereliny => inhibice programu kli¢eni
»FUS3 indukuje syntézu ABA => zpétna vazba = ABA stabilizuje funkci FUS3

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

C-terminalni doména proteinu FUS3 inhibuje
hladinu své vlastni mRNA a nasledné
syntézu proteinu FUS3.

Ranna faze vyvoje embrya: [protein FUS3]
Prostredni a pozdni faze vyvoje embrya:
[protein FUS3]

Embryonic
C-terminalni doména proteinu FUS3 developmem




LEC1 — embryo rostliny s mutaci v tomto genu neni schopno prezit vysuseni a
proto neni schopno vstoupit do dormance; uméle vypéstované embryo se vyvine v
rostlinku, ktera ma misto déloh listy a chybi ji zasobni protein 7S.

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

Bunécné déleni
Auxin, sacharoza

Embryonicka diferenciace




Geny kontrolujici ranny a pozdni vyvoj embrya

Developmental events Gene function Mutant phenotype
identified

raspberry2
Globular embryo s

Tissue differentiation
-+—— RASPBERRY

Morphological development <«— ABP1
\

Heart/ torpedo embryo

Complete normal morphogenesis
Suppress leafy traits in cotyledons @
s LECH

X 2 . ‘\ ‘/
Suppress precocious germination --+— F]S3
-~

Activate late embryogenesis programs

\

Mature embryo




LEAFY COTYLEDON2 — nezbytny pro embryogenezi v pozdni dozravaci fazi
vyvoje embrya

LEC2

Proteiny akumulované v ranné fazi

Zname proteiny, embryogeneze (vznika zygota)

pozdni faze embryogeneze
AGL15 - v pletivech prochazejicich

Neznamé proteiny zygotickou €i somatickou embryogenezi
pozdni faze embryogeneze

IAA30 — kdéduje skupinu proteint zapojenych
v signalni draze auxinl a obsazenych
LEC2 v bunkach kofenového apikalniho meristému

R =arginin Y= tyrosin LEC2 hraje pravdépodobné roli v somatické

embryogenezi, a to prostfednictvim auxinu
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Vyvoj endospermu

Endosperm — tkan shromazd'ujici rezervy do doby, kdy ()

Endosperm

je vyvijejici se embryo absorbuje do svych déloh nucleus

Semena s nevyraznym endospermem (salat, rajce) — minimalni
zasobni funkce endospermu

Semena s vyraznym endospermem (fazole) — endosperm je hlavni
zasobarna; obsahuje zivé buriky s proteiny a tuky; obsahuje S

R a\R V9% :
mobiliza¢ni enzymy 3 05 integuments

Jaderny vyvoj endospermu — endosperm prodélava
volna jaderna déleni pred tim, nez se vytvori bunééna
sténa - obiloviny

Bunécny vyvoj endospermu — neexistuje stadium volného jadra

MEDEA — protein kontrolujici vyvoj endospermu a navic expresi sama sebe
(MEDEA v @ kontroluje MEDEA v 4 = udrzuje ho v klidu)
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Mutace ve vyvoji endospermu

- zasahujici biosyntézu rezerv
- zasahujici morfologii endospermu

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

proteinu
Kim CS et al (2004) Plant Physiol 134: 380-387 http://www.plantphysiol.org/cgilreprint/134/1/380

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

UPDATE 2008
Bethke PC et al. (2008) Plant Physiology 143: 1173 - 1188

Aleuronova vrstva reaguje k NO, GAs, ABA a je dostateéna a zaroveii nezbytna pro dormanci semene




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

SE = bunky endospermu
P = perikarp

A = aleuronové burky
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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 etal (2003)

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.




Ukladani rezerv béehem vyvoje semene

Uhlik (C) a dusik (N)

Mezi embryem nebo endospermem a materskou rostlinou neexistuje
pfimé vaskularni spojeni. Vaskularni systém konci na povrchu
semene.

Transport asimilata z rodicovskych pletiv do apoplastu a pak
endospermu se déje pasivnim transportem

Zasobni proteiny

Albuminy — ve vodé rozpustné proteiny
Globuliny - proteiny extrahovatelné v solnych roztocich
Prolaminy - proteiny rozpustné ve smési vody a alkoholu

Gluteliny - proteiny rozpustné v kyselinach a zasadach
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h) Dozravani embrya

Zrani embrya se vyznacuje tim, ze se embryo stava dormantnim. Aby se burka
dostala do dormance musi dojit k expresi genti a syntéze proteinl spojenych s
toleranci proti vysychani. Exprese téchto gentl je indukovana ABA.

- heat-shock proteiny
- LEA proteiny
- proteiny pfibuzné LEA — geny obsahuji ABRE motiv

Mechani tol LEA proteiny mohou vazat bunééné komponenty
ec anls,'m’us Qlelance formovanim amorfnich spiral, chranicich obsah burnky
k vysychani? . .
od poskozeni

Syntéza téchto proteinl se zvysSuje v embryu torpédovitého stadia, kdy se
syntéza zasobnich proteini snizuje.

Tolerance k vysychani muze byt indukovana akumulaci oligosacharidu — rafinézy.
Pomeér sacharéza : rafinéza = 20 : 1 => tolerance k vysychani.




Vysychajici semeno: [ABA] => citlivost k ABA

Rehydratace: suché semeno prepina vyvojovy program na program kliCici

|

MRNAs spojené s kli€icim programem
MRNAs spojené s vyvojovym programem

Prepinani programu je regulovano nékolika cestami, véetné regulaci
zmeén v citlivosti gent (promotori) k ABA




Zmeny pri prepnuti programu z vyvojového na kli€ici

Hormonal level
*Decline in ABA production

eIncrease in ABA destruction/sequestration
*Decline in ABA sensitivity

Genomic level

Storage protein, Lea genes, etc.:

¢’ [ranscriptional inactivation

*Loss of promoter activity

e Loss of trans-acting factors
Germination/ postgermination genes:
e Transcriptional activation

¢ Activation of promoters

e Synthesis of trans-acting factors

'

Cytoplasmic level

* Destruction of residual developmental mRNAs

e Translation of stored and newly synthesized
germination-related mRNAs

* Expression of postgermination genes




il j) Kliéeni semen

Kliceni — zacina tehdy, kdyz klidné a suché semeno zacne nabirat vodu =
imbibice; kon¢€i prodluzovanim embryonické osy.

Funkce FUS3 béhem postembryonického vyvoje - kli€eni embrya
»>Po imbibici se zvysuje hladina giberelini (GA) v embryu.

»GA migruji do epidermis a zastavuji funkci FUS3 => potlaceni embryonického

vyvoje kontrolovaného genem FUS3 => nastartovani vegetativniho vyvoje =
kliCeni (rastu)

Viditelné kli¢eni je ukonéeno
tehdy, kdyz struktury obklopujici
embryo jsou protrzeny kofinkem.

Po ukonceni kli€eni jsou rezervy v
zasobnich pletivech mobilizovany —

Post-embryonic podpora ristu rostliny.

development
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Casovy sled udalosti spojenych s kli¢enim a fazi po ukonéeni kliéeni

Germination Postgermination Faze |

Phase II Phase I1T : Rychlé naséti vody semenem => vytok
S rozpu$ténych latek a metabolitt

Mobilization of stored reserves

*

mm [|oneation of cells in radicle .
> Faze Il

+ Stabilizace mnozstvi vody v semeni => vytok

1 DNA repair Cell division and DNA SynthESiS ustava
Respiration and Oprava mitochondrii a opétovné zahajeni jejich

protein synthesis __— Protein synthesis using new mRNAs syntézy
commence

=
Y]
-~
3
s
L
o]
v
4
o
+—
5

Protein synthesis using extant mRNAs SRR el D ] AR

Repair of mitochondria
Faze lll

;- | vy s - , v y o, y
Bunécné déleni a prodluzovani, syntéza DNA,

Leakage of solutes Resumption of mitochondrial " zovani,
synthesis mobilizace rezerv => zvySovani FW semen

Time




Nové review o Uloze transkrip¢nich faktori LEC ve vyvoji embrya

LEC2 RNA
FUS3 RNA

25 ANA
OLEOSIN RNA
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TRENDS in Plant Science




MBR iy s . . i .
Indukce kliceni svétlem - regulace biosyntézy a signalizace

giberelinii a ABA (Arabidopsis)

Transkripéni faktory
(aktivatory)

GA20x2 Neznamy faktor X

GA20x1
GA20x2 GA deaktivujici

GA2o0x1 geny

. gﬁg OX; GA GA3ox1 GA biosyntetické
ox (actlve) . GA30x2 geny

| CA

GAl, RGA, Xs @
/\ ABAT ABA bi tetické
losynteticke

NCED6 geny

NCED9

DELLA proteiny

\/CYP707A2 -] ABA O

kliceni indukované ABA

Transkripc¢ni faktory

ré

ABA1

NCEDG6, NCED9
ABA katabolicky




Transkripéni faktory
(aktivatory)

Neznamy faktor X

GA20x2 GA deaktivujici
GA20x1 geny

GA3ox1 GA biosyntetické
GA3ox2 geny

DELLA proteiny

ABA1
NCED6
NCED9

ABA biosyntetické
geny

@ Transkripéni faktory
@ indukované ABA

ABA katabolicky

CYP707A2 oo




Transkripéni faktory
(aktivatory)

Neznamy faktor X

GA20x2
GA20x1

GA20x2 GA deaktivujici
GA20x1 geny

. gf\\gg))((; 4 GA3ox1 GA biosyntetické
GA3ox2 geny

s H

ABA1
NCED6
NCED9

DELLA proteiny

ABA biosyntetické
geny

Transkripcni faktory
indukované ABA

ABA1

NCEDG6, NCED9
ABA katabolicky




