Vyvoj embrya a endospermu
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Embryogeneze - vyvoj embrya

= proces premény jednobunééné zygoty v embryo
obsahujici zdklady orgdni budouci rostliny

/

pozoruhodnd jednota utvareni klicni rostliny raznych
taxont vysSich rostlin :
apikdlné-bazdlni osa = meristémy
radidlni symetrie = koncentricky usporddana pletiva

dalsi vyvoj = postembryondlni aktivita meristému



Vyvoj embrya

embryo se vyviji ze zygoty
zygota - vznika v zdrodecném vaku ve vajic ku

fuzi vajecné burky (oosféry) s burikou spermatickou
= oplozeni

oplozeni
jednoduché
rostliny cévnaté vytrusné
rostliny nahosemenné

dvoji - krytosemenné rostliny
syngamie = splynuti vaje¢né bunky s burikou spermatickou

konfluace = splynuti centrdlni bunky zdrodeéného vaku s
druhou burikou spermatickou



Od vajicka k semeni

centralni bunka
zar. vaku

v

1. preména oplozeného vajicka v semeno
2. preména pestiku (nebo jeho ¢dsti) v plod



Vyvoj embrya v Case

je charakterizovan sledem typickych morfologickych stadii

u dvoudéloznych rostlin u jednodéloznych rostlin
zygota zygota

linearni embryo linearni embryo

globularni embryo mnohobunécné embryo
srdcovité embryo Jvalcovity dtvar®
hruskovité (torpédovité) zralé embryo (lateralné
zralé embryo zalozeny SAM a rudiment

2. delohy)



Embryogenetické typy

.
" Solanad
déleni
Chenopodiad > | apikdlni buriky
. aspg = pricnée
prvni déleni
zygoty <
Y ioné Caryophyllad
Onagrad dleni
apikalni buriky
\. Asterad = podélne

prvni déleni

zygoty Piperad

= podélné
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Vyskyt embryogenetickych typu

Solanad - So/anaceae (lilek, tabdk), Papaveraceae,
Linaceae

Chenopodiad - Chenopodiaceae (merlik, Fepa)
Caryophyllad - Silenaceae, Fumariaceae, Viciaceae

Onagrad - Onagraceae, Brassicaceae, Ranunculaceae,
Lamiaceae, Euphorbiaceae, Viciaceae, Liliaceae

Asterad - Asteraceae, Rosaceae, Polygonaceae,
Liliaceae, Poaceae

Piperad - Pjperaceae, Dipsacaceae, Euphorbiaceae



Solanad

-Arnoldi 1976

Poddubnaja




Vyvoj embrya a endospermu - Nicotiana

N. ruta x
N. tabacum

N. tabacum x
N. ruta

Solanad

Poddubnaja-
Arnoldi 1976

Zpomaleni
vyvoje

pri kriZeni s
pylem N. ruta



Chenopodiad

Poddubnaja-Arnoldi 1976




Caryophyllad (Sagina)

Poddubnaja-Arnoldi 1976
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globuldarni embryo torpédovité (hruskovité) embryo



Stadia vyvoje embrya - Capsella
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Heart shaped

Torpedo shaped

walking-stick shaped

Horse-shoe shaped
(MATURE)

Fig. 3. Stages in the embryogenesis of Capsella bursa-pastoris in longitudinal sections. The lower
end of the embryo is directed towards the micropyle (Schaffner [25]).

Thorpe 1995



zéklad kofene 9€I0hY o ocoer endosperm délohy

stonkovy meristem

bazalni bunka délohy 100 wm

Raven et al.(2005):
Biology of Plants.

¢h S -
“ kofenovy bazalni ' F—r
endosperm y antipody 100 um

prokambiurr meristém bunka



Stadia embryogeneze Arabidopsis thaliana
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(1998) Principles of Development. Oxford University Press, NY




Embryo lilie (Lilium)
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Embrya jednodéloznych rostlin

Galanthus nivalis Narcissus pseudonarcissus



Poddubnaja-Arnoldi 1976
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Podélny rez obilkou pSenice

perikarp : o 44
 osta } U obilek sristd
aleuronova vrstva
endosperm
embryo:
stitek (scutellum)
koleoptile
list
plumula
epiblast (rudiment 2. délohy)
mezokotyl
radikula
koleorhiza
kalyptra




Embrya jednodéloznych rostlin

stitek
koleoptile
plumula
apikalni

.stonkovy
meristém

mezokotyl

radikula

korenova
cepicka

koleorhiza

Triticum

osemeni

dé&loha Allium
cepa
zaklad
3 apikalniho
f stonkového
meristému
; f.f{/;_?z.’—',;?"_ /' zaklad
: f?/""i" hypokotylu
7 a kofene

7\ } ’
zaklad korenového
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stitek



Embryogeneze u Arabidopsis
(typ Onagrad)

mala apikalni bunka
prvni déleni zygoty = pricné < - o proembryo
vetsi bazalni bunka

bazélni buika ——=> suspenzor + hypofyza
(arabinogalaktan. epitopy, PIN7)

apikalni bunka =——=> vlastni embryo
transkripéni faktory ATML1, WUS

PIN-FORMED 1 - 8 (PIN1-8)
= reguldtory transportu auxinu



Embryogeneze u Arabidopsis

formace radidlnich vzort - zadind ve stadiu 8 bunék

déleni vnitrnich bunék
periklinalni déleni / \

vznik protodermu na povrchu zakladni meristém zdklad prokambia

| | |

epidermis kira a endodermis cévni svazky



Embryogeneze u Arabidopsis




Model pro roli distribuce auxinu
pri formovani embrya (J. Friml)

P roduction
of Auxin

specifikace apikadlnich specifikace korenového pdlu - specifikace zdkladd déloh-
bunék - hromadéni  produkce a transport auxinu hromadéni auxinu v ve dvou
auxinu do hypofyzy a suspenzoru mistech apexu GE

mp, bdl - mutanty v odpovédi na auxin absence
gn - mutant transportu auxinu kofenového pélu



vysoka hladina

Polarita embrya -
transport auxinu

PIN7

hladina
IAA

QD
W50ké hladina /

AA L]

stav po prvnim

lobularni emb
deleni zygoty globularni embryo

rane srdcité embryo

lokalizace PIN1 v embryu

Arabidopsis thaliana L
apikalni

bazalni lokalizace “' : 7 BINA

 lokalizace PIN1
v prokambiu

16-bunécné stfedni globularni srdéité embryo
embryo embryo

Taiz |., Zieger E.: Plant Physiology. - Sinauer Ass., Inc., Publishsrs,

Sunderland, Massachusetts, 2006 (upraveno)



Projevy poruch transportu auxinu

normaini jedinec
Brassica juncea

50 um

mutant inl |
50 um

Vliv inhibitort polarniho transportu auxinu na vyvoj zygotickych embryi p3enice.
A - 12 dni staré embryo (inhibitory neaplikovany).

. _ . e B-F — embrya po plsobeni kyseliny N-1-naftylftalamové nebo gercetinu.
efekt kyseliny skoficové cr - koleoptile, Ip — primordium prvniho listu, r— primarni kofen, sc — skutelum.

— pusobi inhibici transportu IAA Fischer C. et al.- Plant Cell 9, 1997




Polarni transport auxinu zajist'uje rada genu

gen GNOM/EMB30

kéduje ARF GEF (ADP-ribosilation factor GDP exchange factor)

gnom  ovliviiuje poldrni transport vaéki nesoucich PIN do plazmatické membrdny

stadium globuldrni srdcité dospélé
mutant gnom (z ném. trpaslik)
mutace se projevuje jiz pri prvnim |
déleni zygoty = je symetrické . g

=i

poruchy uklddani pektind, adheze
a komunikace bunék)

50 mikrom 50 mikrom 50 miikrom
20 mikrom: 30 mikrom

gnom gnom

c - délohy

ep - vlastni embryo

er - embryondlni koren
h - hypokotyl

s - suspenzor

sc - osemeni

50 migrom

gnom

AILPTI-6US

Vroemen C.W. et al. 1996

S0 mikrem



Polarni transport auxinu zajiSt'uje fada genu

gen MONOPTEROS

gen

BODENLOS/TAAIZ )
gen TAA13 mutant monopteros (rorys)

MP je transkripcni faktor ARF (.auxin
response factor", vaze se na AuxRE)
. - aktivuje transkripci genl Fizenych
jmonopteros  gigndlem auxinu

mutant ma poskozenou také diferenciaci
vodivych pletiv

centralni a bazalni cast

BDL, TAA13 jsou Aux/TAA - inaktivuji MP (ARF)

auxin navodi navdzani ubikvitinu E3 ligdzou SCF™R! q
odbourdvani BD

mutantni proteiny ligdza nerozezna a signdl auxinu je
blokovan

(mutace gain-in-function)

Szemenyei H. et al: Science 319 (2008)




normalni rostlina

Exprese genu @ﬁ
MONOPTEROS (MP) - wwan”

MP
ve viech

burkach

v embryich
a v klicnich rostlinach  genumP

MPkéduje transkripéni faktor ARF

D
— MP exprimovan
ve vodivych
pletivech
ﬁ

subepidermalnich

mutant monopteros

Y
AN “ .
a ;delenl i
ransverzalni
— [

MP
neexprimovan

shiZené
prodiuZovani
bunék

shizené
prodluZovani
bunék

redukovana
a diskontinualni
vodiva

pletiva

inhibovany vyvoj
kofenl a hypokotylu



Regulace vyvoje apikalniho stonkového meristému

geny WUS (WUSCHEL, ném. stFapaty) stadium 16 bunék - horni vnitfni tetrdda

transkripcni faktor s homeodoménou (jeden ze skupiny WOX (WUSCHELHOMEOBOX)
reprimuje transkripci gent RR (RESPONSE REGULATOR), které negativné ovlivriuji geny
indukovatelné cytokininy u Arabidopsis ARRS, ARR6, ARR7, ARRIS

cucl, cuce, cUC3(CUPSHAPED cOTYLEDONS)
exprimuji se od konce globuldrniho stddia
transkripcni faktory skupiny NAC (60 aminokyselin)
— exprese dal$ich genli, napf. STM n i
jsou reprimovadny signdlem auxinu '

]
' ' -
-
#

STM (SHOOTMERISTEMLESS) - skupina genti KNOX
transkripcni faktor s homeodoménou
u mutantl cuc se neexprimuje

CLV1, CLV2, CLV3(CLAVATA) 4
CLV1a CLV2- receptorova kindza,

CL V3 - extracelularni signdlni protein /

L i
| .
. ;
t . f
k ‘- #F
. . , s . , , . . e =
wus - STM se exprimuje ve spravny ¢as na sprdavném misté do

23 mikram
pozdni embryogeneze

stm - CLV'se exprimuje do torpédovitého stddia Long et al. (2006) Science
WUS se exprimuje do pozdni embryogeneze



Arabidopsis - vyvoj radikuly

-~ __""-._

barevné je rozlien ptivod bunék



Diferenciace korene - nezbytny polarni transport auxinu

geny HBT (HOBRBIT)

exprimuje se v dolni tetrddé oktantu, kdduje slozku ubikvitinové E3 ligdzy typu APC

- u mutantu Arabidopsis hbt se nedéli hypofyza, je zvysend hladina nékterych Aux/IAA
MP je epistaticky k HBT
MP a BDL se neexprimuji v hypofyze, ale v jejim derivdtu - bufice Eoékovité

PLT1, PLT2 (PLETHORA)
koduji transkripcni faktory AP2/EREBP = ERF (etylén)

transkripéni faktory SHR (SHORT ROOT)
SCR (SCARECROW, stra3dk)

klidove

exprese MP a PLT centriiy

zavisi na IAA
| | | PLT, SHR a SCR
PLT indukuje expersi g exprimuji v klidovém centru

diferenciace korenove Cepicky SHR a SCR a z&kladu kolumely
geny kédujici ARF10 a ARF16
= stimulovdany auxinem a inhibovdany miRNA Taiz |., Zieger E.: Plant Physiology. - Sinauer Ass., Inc., Publishsrs,

Sunderland, Massachusetts, 2006 (upraveno)



Pedicularis
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Wardlaw C.W.: Embryogenesis in Plants. - John Viley & sons, Inc., London, 1955



Zrani embrya

1. ukladani zasobnich latek

2. dehydratace a tvorba ochrannych proteind
(LEA = late embryo abundant)

3. zvysend koncentrace inhibi¢nich latek
(ABA = kyselina abscisova)



Robert Brown

(1773 -1858)
skotsky botanik

» zavedl pojem nucellus (kolem 1830),
povazoval jeho pletivo za vyZivu embrya
a nazyval jej albumen primarium.

*  Pro endosperm, ktery se tvori ve vznikajicim semeni,
pouzival termin albumen secundarium (= dnesni
oznaceni primdrni a sekunddrni zivné pletivo).

+ popsal, Zze embryo je radikulou vzdy orientovano
k mikropyle



Endosperm rostlin krytosemennych

pletivo obklopujici a vyZivujici embryo v pribéhu vyvoje

pocdtek vyvoje = konfluace - oplozeni centrdlni buriky zdrodecného
vaku = vznik primarni endospermalni buriky

typy endospermu podle zplisobu délenti:

jaderny (nuklearni) - zpocdtku volnojaderné déleni, pozdéji
celularizace - vyskyt u jednodéloznych i dvoudéloznych rostlin
(Brassicaceae - Capsella, Galanthus, Cocos,)

»  bunécny (celularni) - po kazdém déleni jadra tvorba bunécéné
stény - Castéjsi u dvoudéloznych (Viciaceae, Solanaceae,
campanulaceae - Jasione)

«  helobialni - po prvnim déleni vznik prepdzky, v kazdé pak
probihad volnojaderné déleni - Castejsi u jednodéloznych
(Juncus, Najas)

endosperm muze i chybét (Orchidaceae, Trapaceae)



Endosperm

doéasny - v pribéhu dozrdvdni embrya je .spotrebovdn" =
bezbile¢nata semena

v semeni pretrvdva v dobé zralosti embrya = bile¢natd semena

zbytek nucellu v dobé zralosti embrya = perisperm



Typy endospermu

Late

T

Early

i

(a)

MC
CH

helobialni

(b)

jaderny

MC

ladé

prev

bunécny
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Costa et al/. TIPS 2004



Prvni déleni primarniho endospermadlniho
jadra u lilie
TASPRR

antipody

metafdze prvniho déleni primdrniho endospermdlniho jadra, vznik
volno jaderného endospermu
v mikropyle tmavé ¢ervené zbarvena pylova la¢ka (bila sipka).



Dvoujaderny endosperm u lilie

o E Ve P e ke e IASPRR

déleni endospermu zacind pred délenim zygoty (detail vpravo)



Rana stadia vyvoje jaderného
endospermu u Arabidopsis (coenocyt)

ChP
MP MCE
MP - mikropylarni pol MCE - mikropyldrni endosperm
V - vakuola PEN - periferdini endosperm
ChP - chalazalni pal CZE - chalazadlni endosperm

E - embryo



Celularizace endospermu u Arabidopsis

MCE -mikropyldrni bunéény endosperm CE - bunécny endosperm
ALV - alveoly ChC - chalazani cysta
RMS - radialni mikrotubuldrni systém ALC - ,aleurone-like cells™

NO - endospermadlni noduly
E - embryo



Endosperm

ploidie - zdleZi na typu zdrodeéného vaku:
obecné 3N, u Oenothera 2N
u typl Fritillaria, Penea, Pepromia polyploidni (extrém 300N)

sloZeni:
zasobni latky
olysacharidy (skrob, galaktomananové hemicelulozy u datle,
usténin)
proteiny (proteinovd téliska - fragmenty ER, vakuoly) -
zasobni, funkéni
lipidy (tuky a oleje - lipidova téliska oleozomy)
fytin - hexafosfdtovy ester myo-inozitolu, Ca a Mg stil



Celularizace endospermu u obilovin

RMS -

radidlni
systém
mikrotubuld

antiklindlni
sténa

Olsen, Plant Cell 2004



Celularizace endospermu u obilovin

Olsen, Plant Cell 2004

rozdéleni
skrobovych
inicidl
ndhodnym
smérem
postupnad
sténa funkcni tvorba icidl
centralni fragmoplast bunék inicidla
buriky smérem aleuronové
L vrstvy
dovnitr

vakuoly



(Coronopus didymous, cCel. Brassicaceae)
NCD - nukleo-cytoplazmatickda doména

MP - minifragmoplast

MTOC - centrum organizujici mikrotubuly
MT - mikrotubuly

Otegui et Staehelin (2000) Curr. Opinion Plant Biol. 3 N - Jadro



WTN TTN WTN TTN WTN

Celularizace jaderného endospermu

MP - minifragmoplast
MT - mikrotubulus
GHI - faze vacka typu presypacich hodin
(angl. hourglass intermediates)
RS - ring-like structure
WTN - sit’ irokych tubull
TTN - sit’ tenkych tubull
CB - klatrinové vezikuly tvorici se na
membradné
(angl. clathrin-coated budding vesicle)

Otegui et Staehelin (2000) Curr. Opinion Plant Biol. 3



Stadia celularizace jaderného endospermu Arabidopsis

A - stadium vaéka

MP

IUQII' :{Jhg %\

2

)

C - stadium sité tenkych tubull

Otegui (2000) Plant Cell

B - stadium sité Sirokych tubull

MP
—

D - stadium okének (FS)

MP - minifragmoplast

MT - mikrotubulus

GHTI - flze vackid typu presypacich hodin
(angl. hourglass intermediates)

RS - ring-like structure

WTN - sit’ irokych tubult

TTN - sit’ tenkych tubuld

SCW - postranni bunéénad sténa

PM - plazmatickd membrana




Geny dulezité pro vznik endospermu

OME (DEMETER)

MEA (MEDEA)
FIS (FERTILISATION INDEPENDENT SEED)

FIE (FERTILISATION INDEPENDENT ENDOSPERM)

DME je exprimovan pouze v centrdlni buiice zdrodeéného vaku
demetyluje = aktivuje FIS1/MEA a FIS2

Q mutanti fisl/mea, fis2, fis3/fie bez oplozeni tvori diploidni endosperm
a semena bez embryi, v tvarové pozménénych plodech

po oplozeni mutanta zdravou rostlinou - bujny endosperm, semena nedokonci
vyvoj, plody predcasné opaddvaji

& mutanti fisl/mea, fis2, fis3/fie - nemaji vyrazny projev



Rana embryogeneze a vyvoj endospermu
u kukurice po oplozeni /n vitro
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