6) Vyvoj kvétu a kontrola kveteni

a) Indukce kveteni

b) Vyvoj kvétu - struéna morfologie:zn

c) Geneticka a molekularni analyza
vyvoje kvetu
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a) Indukce kveteni

Indukce kveteni — preprogramovani vegetativnich meristému:
misto sekundarnich vyhonku se tvofi kvétni organy

Schopnost rostlin prepnout vyvoj vegetativni na reproduk¢ni ukazuje
dulezity vyvojovy rozdil mezi rostlinami a zivocCichy.

Rostlina timto pfepnutim nastartuje svoje starnuti a smrt

Preprogramovani musi byt presne nacasovano




Kveteni je indukovano fotoperiodou = pomérem mezi délkou dne a noci

Developmental response

Light treatment Dark treatment Short-day plant | Long-day plant
ey

12 24

growth

growth

12 24

Kratkodenni rostliny — kveteni je indukovano kratkym dnem a dlouhou noci
(napf. chryzantémy, odrudy jahod, Spenat)

Dlouhodenni rostliny — kveteni je indukovano dlouhym dnem a kratkou noci
(napr. pSenice, Arabidopsis)

Neutralni rostliny — kveteni neni indukovano fotoperiodou (napf. rajce)




List - vnima fotoperiodicky signal indukujici pfechod rostlin do faze kveteni
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Fytochromy = fotosensitivni pigmenty v cytoplazmé — absorbuji Cervené
svetlo; jsou zapojeny v indukci kveteni, kliCeni a ve vnimani fotoperiody.

Fytochromy jsou kédovany péti geny: PHYA, PHYB, PHYC, PHYD, PHYE
PHYA a PHYB reguluji Cas kveteni

Mutant phyB kvete brzy
Mutant phyA kvete pozdé
Mutant phyAphyB kvete dfive nez phyB

Kveteni je slozity proces Wild type

Kryptochromy — vnimaji modré svétlo ®
Fotosyntetickée pigmenty

phyB mutant




Misto indukce
kveteni

KRN

Hormony: Polyamidy
gibereliny Sacharéza

cytokininy
etylén

Hypotéza multifaktorialniho spousténi:
funkCnost jedné molekuly podminuje Ci
ovlivauje funkci jiné

Pojem — Mikhail Chailakhyan, Rusko 1936 (experimenty 1932-1934)

Corbesier and Coupland (2005) — hypotéza: Florigen je RNA ¢i protein translokovan z lista
do meristému
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Science 309: 1052-1056
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Indukce +@ Stonkovy vrchol

kveteni = Protein FT transportovany z listu

postacuje k indukci kveteni




CONSTANS (CO) - identifikovan analyzou pozdé kvetouciho mutanta;
Normalni CO koduje transkripCni faktor a je up-regulovan za dlouhého
dne (LD = long day); CO aktivuje expresi kvétnich genu

Konstrukt: silny promotor 35S + gen CO
Northern blot = mnozstvi RNA

LD SD
Kveteni indukovano i za kratkého dne

Wild-type control 355::CO transformant
Indukce kveteni (ecotype Landsberg erecta)




Short days Long days

cytoplasm

Flowering Flowering

Kratky den (SD) CRY1 neaktivni => akumulace v jadie => ubiquitinuje CO => FT neni
exprimovan => inhibice kveteni

Dilouhy den (LD) aktivni => translokace COP1 do cytoplazmy => akumulace v jadre =>
=> FT je exprimovan — indukce kveteni




Geny urcujici identitu kvétnich meristému

LEAFY (LFY)

TERMINAL FLOWER1 (TFL1)
APETALA1 (AP1)
CAULIFLOWER (CAL)

LEAFY (LFY) — mutant /fy produkuje vice kvétnich
stvolu nez WT; kvéty jsou zelené a maji pouze
organy podobné sepal a petals

Ektopicka (a konstitutivni) 35S::LFY1
exprese LFY1 => pfedCasné
kveteni; stonky se meéni v kvety

Normaini funkce LFY =
nedeterminovany rust
na determinovany

NEdeterminovany
rast

~ ) . Determinovany rust




TFL1 — mutant tfl1 kvete brzy; vytvari primarni kvétni stvol, netvori boCni
stvoly = fenotyp opacny Kk Ify; TFL1 exprimovan v apikalnim meristému,
misto v kvetnich primordiich

(B)

Flower Apical Flower
primordium meristem primordium

.
TFL1
expression
pattern

Normalni funkce TFL1: udrzuje Nedeterminovany rist

TFLA1 LFY TFL1 a LFY produkty pusobi proti sobé

Funkce LFY se v rannych fazich vyvoje kvétu podoba funkcim genti AP1, AP2 a
CAL a vzajemneé se zesiluji.




Indukce kveteni — 5 vyvojovych drah

1. Fotoperiodicka (fytochromy, krypto-
chromy, CO, FT, mRNA FT, FT/FD protein,

SOC1
) SOC1 = Suppressor Of Constans1;

transkripéni faktor obsahujici MADS box

2. Autonomni a vernalizacni

Autonomni

Interni signaly = pocet listli — redukuje
expresi FLOWERING LOCUS C (FLC) =>
stimulace SOC1

FLOWERING LOCUS K
PEPPER

Leaf Low
Gibberellin  number temperature Sucrose

Inflorescence

meristem
\ Floral

Floral meristem
meristem

Floral
homeotic

primordium

PLANT PHYSIOLOGY, Fourth Edition, Figure 25.33 (Part 2) © 2005 Sinauer Associates, Inc

See part 2
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PLANT PHYSIOLOGY, Fourth Edition, Figure 2533 (Part 1) © 2005 Sinauar Associates, Inc.




Leaf Low
Gibberellin  number temperature Sucrose

Vernalizacéni: nizka teplota

Inflorescence

- redukce represoru FLOWERING LOCUS C mZ'r?!la!m ™ T
(FLC) => stimulace SOC1 -

Floral
homeotic

primordium

3. Karbohydratova

- odrazi metabolicky stav rostliny = cukr
stimuluje kveteni indukci SOC1 => exprese LFY

PLANT PHYSIOLOGY, Fourth Edition, Figure 25.33 (Part 2) © 2005 Sinauer Associates, Inc

See part 2

4. Giberelinova — vyzadovana pro
pred€asné kveteni a pro kveteni
za kratkého dne

g Evening  Morning
- gibereliny indukuji transkrip€ni faktor ¥ Z r "
typu GAMYB => stimulace LFY PH{‘B PHYA CRY ‘ PHiYA PH{KB

{_Phloem
| translocation

- gibereliny interaguji pfimo se SOC1 => Cloc g”‘es".'
aktivace LFY : o

- aktivnim giberelinem je GA,

PLANT PHYSIOLOGY, Fourth Edition, Figure 2533 (Part 1) © 2005 Sinauar Associates, Inc.
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b) Vyvoj kvetu — strucna morfologie

Modelova rostlina Arabidopsis
Struktura kvetu Arabidopsis a jeho vyvoj

Signal => indukce kveteni => apikalni meristém produkuje kvéty

Sekundarni
Primarni kvétenstvi
kvétenstvi
Stonkovy
list ynoecium
(@ ca arpels)

Stamen \
//

Peta 1 %
Sepa 45 \ Q C ‘

\\
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Kvéty se tvori ve spirale kolem centralniho meristému

Anther
(prasnik)

Gynoecium
(carpels = pestiky)




c) Geneticka a molekularni analyza vyvoje kvetu

Analyza genetickych mutaci, které meni specifikaci vyvoje kvétu umoznuje
definovat a odliSit zakladni procesy na molekularni urovni

ABC model

Diky mutacim (knihovna T-DNA mutantu), které vedou k redukci, zméné ¢i
zméneé polohy kvétnich organu, byly nalezeny 4 geny, které hraji kliCovou roli
ve vyvoji kvétnich organu: AP2, AP3, PI, AG.

|zolace a charakterizace Klonovani genu a navrh

mutantu ABC modelu
Bowman JL et al. (1991) Development 112: 1-20

Prof. M. Koornneef et
(Wageningen, Holandsko) Prof. John Bowman

http://www.dbs.ucdavis.edu/ Prof. Elliot Meyerowitz

http://www.its.caltech.edu/~plantlab/




Geny hrajici klicovou roli ve vyvoiji kvétnich organut
(kvetni homeotické geny, flower homeotic genes):

Kvétni fenotypy mutantu

&H® O

Wild type apetala2-2 apetala3-1 pistillata-2 agamous-1

Mutant ap2 : = Calpels petalsS mp

Mutant ap3 :

Mutant pi : petalsS = Carpels

Mutant ag : = petals carpels =———p 2. ag kvet

AP2, AP3, Pl, AG byly nazvany homeotické geny, protoze byly nalezeny i u jinych rostlinnych
druhu. Na rozdil od klasickych homeotickych genu v8ak nekdduiji proteiny s homeodoménou.




ABC model vyvoje kvétnich organi

Kvétni primordium jsou 3 koncentrické a prekryvajici se pole genove aktivity:
A B, C

(A) Floral whorls

(B) Combination ABC model = Whol 1
1 2 3 4 sepals
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Structure  Sepal  Petal Stamen Carpel

(C) Original ABC genes and their proposed AP2fidi pole A = + petals

function
1 2 3 4

whoris [N [ AP3/ Pl idi pole B = petals +
" APETALA3/
. PISTILLATA®-

Genes = APETALAZEE facamoLs || AG fidi pole C = + carpels

Structure Sepal  Petal Stamen Carpel




ABC model vysvétluje vyvoj jednotlivych organa v mutantech

Wild type

Whorls

Genes

Structure  Sepal Petal Stamen Carpel
Se)  (Pe) (st)  (Ca)

" APETALA3/:::
2 PISTILLATA:-:

= aperaLiag [ AcavOS |

WT : vSechny geny funguji normalné




ABC model vysvétluje vyvoj jednotlivych organa v mutantech

~ APETALA3 7=
2 PISTILLATA:-:

= aerauia=g [LAcaors |

Loss of C function

Genes

Structure

AG gen je off => AG nepusobi proti AP2 => AP2 expanduje do ¢asti

3a4=> —p petals carpels =——>




ABC model vysvétluje vyvoj jednotlivych organa v mutantech

~ APETALA3 7=
2 PISTILLATA:-:

Loss of A function
1 2 3 4

whorls [

Genes

Structure

AP2 gen je off => AP2 nepusobi proti AG => AG expanduje do Casti

1a2=> —p carpels petals =——b




ABC model vysvétluje vyvoj jednotlivych organa v mutantech

~ APETALA3 7=
2 PISTILLATA:-:

S [

Loss of B function

Whorls \

cenes S| 5[]
Ca

Structure Se Se Ca

AP3 /Pl geny jsou off => AP3/PIl nepusobi v kombinacis AP2 v 2 ani

v kombinaci s AG v ¢asti 3; petals =—> =P carpels




Pozorované
fenotypy

Fenotypy na
zakladé ABC
modelu

Sepal =
Petal%&
Jey- o)
S/
S~——~"

Wild type

Stamen

Carpel
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apetala3-1

) 68

S

apetala2-2 pistillata-2

Odchylka od
pozorovaneho
fenotypu

REDOD

agamous-1

Odchylka od
pozorovaneho
fenotypu

ABC model dobre koresponduje z pozorovanymi fenotypy mutantii. Ne vSak
na 100%.

Revize modelu




ABC model byl revidovan na zakladé studie exprese gentl pomoci in situ
hybridizace v priubéhu vyvoje kvétu.

Exprese gentl v organech WT rostlin

MADS box genes

Stage 12

Exprese AP2v 1 a2 OK. Ale, exprese v 3 a4
necekana; model predpoklada potlageni vliivem AG

Avsak, kdyz je AP2 exprimovanyv 3 a 4, pak by mél
v téchto Castech potladit expresi genu AG — ale
nepotlacuje!

Revize modelu: neznamy gen X + gen AP1

AP3/PI
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Dalsi revize ABC modelu

Nalezen mutant sup (superman) — exprese genu AP3 /Pl je

rozsifrena do kruhu 4, kde se zacaly tvorit
gen SUP negativné reguluje AP3/PI

Revidovany ABC model

(B)
1 2 3 4

SUP
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(C) Original ABC genes and their proposed

function
1 2 8 4
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Genes APETALA? II AGAMOUS II

Structure  Sepal ~ Petal Stamen Carpel

Sakai H et al. (2000) Plant Cell 12: 1607-1618
Nakagawa H et al. (2004) Plant Cell 16: 920-932




Produkty homeotickych genti = proteiny

AG, PI, AP1, AP3 — skupina evoluc¢ne konzervovanych transkripCnich
faktord. Kazdy z nich obsahuje konzervovanou DNA-binding doménu:
MADS box.

N—C_ [ Maps [ 1] K | )¢

Ceratopteris (CRM1) MVRRKIK IKRIENATTR QVTFSKRRGG LLKKAHDLSV LCDAEVAVII FSSKGKLFQF
Antirrhinum (DEFICIENS) | MARGKIQ IKRIENQTNR QVTYSKRRNG LFKKAHELSY LCDAKVSIIM ISSTQKLHEY
Arabidopsis (AGL-15) MGRGKIE IKRIENANSR QVTFSKRRAG LLKKAHELSY LCDAEVAVIV FSKSGKLFEF
Consensus (Plants) MGRGKIE IKRIEN -TNR QVTFSKRRNG LLKKAHELSY LCDAEVALI| FSSRGKLFEF

Tyto transkrip€ni faktory kontroluji expresi jinych genu specifickych pro
kvétni organy.




SUP - transkripCni faktor, ktery se vaze specificky pomoci Cys2 — His2
zinc-finger motiv, a tak kontroluje utvareni rozhrani — carpel u
Arabidopsis.

SUPERMAN protein s
Cys2-His2 zinc-finger . : _
motivem Dathan N et al. (2002) Nucleic Acids

Research 15: 4945-4951
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AP2 — neni podobny Zadnému ze znamych proteinu. Patfi k nové velké
skupiné proteinu schopnych vazat se k DNA. Obsahuje serine-rich acidic
domeénu, ktera se vaze k DNA.

Okamuro JK et al. (1997) PNAS USA 94: 7076-7081

http://www.pubmedcentral. gov/picrender.fcgi?tool=pmcentrez&action=stream&blobtype=pdf&artid=21287




Zakladni principy kontroly vyvoje kvétlu na zakladé genetické
a molekularni analyzy homeotickych gen:

Geny, kédujici transkripéni faktory kontroluji celou radu genu,
které specifikuji osud kvétu

Tyto geny funguji ve vzajemné kombinaci

Produkty nékterych z téchto genu (napr. AP2 a AG; AP3/Pl a AP1)
kontroluji vzajemné svoji aktivitu




