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Embryogeneze, dédicnost znakd

Ulohy:

1. Embryogeneze - urceni vyvojovych fazi embrya Arabidopsis
thaliana

2. Embryonadlni mutace - nalezeni embryi nesoucich mutaci
v genech postihujicich jejich spravny vyvoj u Arabidopsis
thaliana

3. Markery embryonalniho vyvoje u Arabidopsis thaliana -
fluorescencni lokalizace markerovych proteint in vivo, kfizeni
markerovych linii



Teoreticky uvod

Embryonalni vyvoj

Plodem tady brukvovitych vcéetné husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) je Sesule.
Otevrenim jejich chlopni se odhali semena nesouci uvnitf zarodek nové rostliny (Obr. 1).
Pravé tyto zarodky (embrya) budou hlavnim tématem dnesnich uloh praktika.

|elpay

Replum

Valve
margins

leseje

Gynophore

Obr. 1: Struktura plodu Arabidopsis thaliana. Nezraly plod pred otevienim (A), zraly plod
béhem otvirani zobrazeny skanovaci elektronovou mikroskopii (B) a pricny fez plodem
(C). Pfevzato z Girin et al. (2009).

Embryonaini vyvoj (Obr. 2) zacind oplozenim vajecné bunky burikou spermatickou a
naslednym vznikem zygoty. Tato protahla burika se nesoumérné déli. Toto stadium se
nazyva jednobunécné embryo, protoZze mensi apikdlni burika dava vzniknout vétsiné
zarodku a tedy posléze celé rostliné kromé klidového centra kofene a kofenové Cepicky.
Vétsi bazalni bunka vytvofi pouze hypofyzu (z niz vzniknou jmenované ¢asti korfenové
Spicky) a suspenzor. Délenim bunék zarodku postupné dojde k vytvoreni kulovitého
(globular) embrya. V této fazi se z hypofyzy oddéli cockovitd burika (lens shaped cell),
budouci klidové centrum. V pfechodném (transition) stadiu se zacnou prodluzovat 2
protilehlé okraje horni ¢asti zarodku, trend, ktery pokracuje dale v srdcovitém a
torpédovitém embryu a vede ke vzniku déloh. Mezi délohami se zaklddad meristem
vrcholy prytu. Soubézné se diferencuji dalsi pletiva (Obr. 2).

Pravé popsané procesy jsou zavislé na siti transkripénich reguldtord, ale i na funkci
dalSich faktor(. Nezastupitelnou ulohu hraji i fytohormony. Asi nejlépe prozkoumana je
funkce auxinu v embryonalnim vyvoji. Bilkovinné prenasece se staraji v riznych c¢astech
zarodku o rozdilné koncentrace auxinu (Obr. 3), na které reaguji transkripcni faktory
zrodin ARF (auxin response factor), WOX (Wuschel-like homeobox) a dalsi. Buriky
v mistech nejsilnéjsiho toku auxinu se méni na vodiva pletiva.
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Obr. 2: Schematické zobrazeni embryogeneze Arabidopsis thaliana. (A) Prehled stadii
embryondlniho vyvoje. (B) Oznaceni embryondlnich pletiv. Upraveno z Laux et al.
(2004).
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Obr. 3: Embryogeneze Arabidopsis thaliana s vyznacenim gradientl auxinu a lokalizaci
jeho prenasecd PIN1 a PIN7. Pfevzato z Bowman nad Floyd (2008).

Poskozeni nékterych gen( je pro vyvoj rostliny natolik vdaZznou prekazkou, Ze nedojde ani
k vytvoreni Zivotaschopného embrya. Mayer et al. (1991) rozdélili zdvainé efekty
vyvojovych mutaci podle domény zdrodku, kterou postihnnou na apikalni (vrchol; napft.
cup-shaped cotyledons), centrdlni (fackel), bazalni (kofenovy pdl; monopteros) a
terminalni postihujici jak apikalni tak bazdalni (gnom) (Obr. 4). Tyto mutanty patfili mezi
vibec prvni, které byly u rostlin podrobné charakterizovdny vcetné identifikace
pfislusnych gen(.
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Obr. 4: Mutace postihujici vyvoj embrya Prevzato z Mayer et al. (1991).

Dédicna informace

Pro kombinovani dédi¢cnych znakl rGznych linii se pouZiva kfiZzeni. Husenicek je
samosprasny, je tfeba pouzivat pouze kvéty s nedospélymi tycinkami. Ostrou pinzetou
se odstrani vSechny casti kvéu kromé pestiku. Blizna takto pfipraveného kvétu se
nasledné opyli tyéinkou ze druhého rodice. Je vhodné zkontrolovat pod
stereomikroskopem, Ze se na blizné opravdu zachytila pylova zrna.
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Ulohy

1. Embryogeneze - vyvojové faze zarodku Arabidopsis thaliana

Cil ulohy:
Urcit vyvojové stadium embryi izolovanych z rlizné starych Sesuli Arabidopsis thaliana.

Princip ulohy:

V Uloze jde o mikroskopické sledovani embryi izolovanych z SeSuli rliznych stari.
Jednotlivd embrya se izoluji z vyvijejicich se semen uloZenych v Sesulich. Jejich tvar je
pro dané stadium typicky (Obr. 2).

Zadani:
Pomoci mikroskopického pozorovani prifadte izolovana embrya k vyvojovym fazim dle
predloZzeného schématu (Obr. 2).

Material a postup:

Rostlinny material, chemikalie a potfebné vybaveni:

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

2) Jemna biologicka pinzeta stenkymi hroty, nuzky, injekéni jehly, oboustranna lepici
paska, plastova petriho miska.

3) Voda.

4) Mikroskopickd skla podlozni a kryci, plastovd kapatka, parafilm, fixy, binokuldrni
preparacni stereomikroskop, mikroskop se zaznamovym zafizenim.

Postup:

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

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

3) Seduli umistéte na lepici pasku pfilepenou na Petriho misce ,$vem“ vzhiru.

4) Ostrou injekéni jehlou natiznéte oplodi z obou stran podél ,Svu“, uvolnéné chlopné
pritisknéte na lepici pasku.

5) Pokuste se pinzetou uchopit placentu nesouci vajcka a preneste do kapky vody na
podloZnim sklicku. Jednotliva vajicka nanoste tamtéz.



6) Pod stereomikroskopem oteviete vajicka (dvéma jehlami nebo jehlou a pinzetou) a
osvobodte embrya. Vasim cilem je ziskat aspon 3 neposkozené exemplare.

7) Pozorujte pod stereomikroskopem, popf. i pod mikroskopem, 1 typické embryo
zakreslete do protokolu.

8) Pokuste se pojmenovat stadium, ve kterém se typické embryo nachazi.

9) Postup opakujte s Sesuli ¢islo 8 a 5.



2. Mutace postihujici vyvoj embrya u Arabidopsis thaliana

Cil ulohy:

Zjistit, které z predlozenych rostlin nesou mutovanou alelu.

Princip ulohy:

V lloze jde o nalezeni embryi abnormalniho fenotypu, ¢imZz se odhali pfitomnost
mutantni alely genu dllezitého pro embryonalni vyvoj. Tvar mutovaného embrya je
typicky pro danou mutaci. Jednotlivda embrya se izoluji ze semen uloZenych v Sesulich
pomoci jehly a ostré pinzety. Stanovenim frekvence vyskytu embryi nesoucich mutaci Ize
urcit Stépny pomér.

Zadani:

Pomoci mikroskopického pozorovani urcete, které z predlozenych rostlin nese mutaci.
Popiste a dokumentujte fenotyp mutovanych embryi. Odhadnéte frekvenci vyskytu
homozygotnich mutant(.

Material a postup:

Rostlinny material, chemikalie a potfebné vybaveni:

1) Kvetouci a plodici rostliny Arabidopsis thaliana péstované pti 20°C, 16h svétlo/8 h
tma. Jednd se o potomstvo rostliny heterozygotni v genu gnom, fackel, monopteros Ci
cuclcuc2 (Obr. 4).

3) Jemna biologickd pinzeta s tenkymi hroty, injekéni jehly, oboustrannd lepici paska,
plastova petriho miska.

4) Voda.

5) Mikroskopicka skla podloZni a kryci, plastovd kapdtka, parafilm, fixy, binokularni
preparacni stereomikroskop, mikroskop se zaznamovym zafizenim.

Postup:

1) Z kazdé rostliny oddélte SeSuli, kterd by podle vasich zkuSenosti z ulohy 1 méla
obsahovat embrya minimalné ve stadiu pozdnim srdcovitém (nebo vezméte 8. plod).
Pracujte vZdy jen s jednim plodem, aby ostatni mezitim neschly.

2) Vypreparujte aspon 10 zarodku z kazdé Sesule.

3) Pozorujte pod stereomikroskopem a hledejte abnormality ve vyvoiji.

4) Pomoci svételného mikroskopu ¢i binokularniho stereomikroskopu se zaznamovym
zatizenim nasnimejte embryo postizené mutaci a normalni embryo. UloZte si obrazky
pro ucely protokolu. Do protokolu zapiste, kolik mutovanych embryi jste zaznamenali
pro kterou rostlinu, pokuste se odhadnout Stépny pomér.



3. Markery embryonalniho vyvoje u Arabidopsis thaliana -
lokalizace fluorescencnich proteinli v zarodku; kfiZeni
markerovych linii

Cil ulohy:

Lokalizovat distribuci markerovych proteini v embryich izolovanych ze SeSuli
Arabidopsis thaliana. ZkfiZit dvé rostliny nesouci dva rdzné markery s cilem ziskat
rostlinu nesouci oba dva markery.

Princip ulohy:
V uloze jde o mikroskopické pozorovani distribuce fluorescencnich proteint. Jednotliva
embrya se izoluji ze semen uloZenych v Sesulich pomoci jehly a ostré pinzety.

Zadani:

Pomoci fluorescenéniho mikroskopu pozorujte embrya z rostlin nesoucich fluorescenéni
markery. Urcete jaky marker nesou dvé predlozené rostliny. Zhotovte obrazovy zaznam.
Popiste, ve kterych pletivech/bunikach embrya je dany marker aktivni. PredloZzené
rostliny zkfiZte s cilem ziskat rostlinu nesouci oba markery.

Material a postup:

Rostlinny material, chemikalie a potfebné vybaveni:

1) 2 kvetouci a plodici rostliny Arabidopsis thaliana péstované pri 20°C, 16h svétlo/8h
tma nesouci kazda jeden z fluorescenénich marker(.

3) Jemna biologickd pinzeta s tenkymi hroty, injekéni jehly, oboustrannd lepici paska,
plastova petriho miska.

4) Voda.

5) Mikroskopicka skla podlozni a kryci, plastova kapdtka, parafilm, fixy, binokularni
preparacni mikroskop, fluorescenéni mikroskop se zaznamovym zatizenim.

Postup:

1) Z kazdé rostliny oddélte Sesuli, kterd by podle vasich zkusenosti z dlohy 1 méla
obsahovat embrya minimalné ve stadiu pozdnim srdcovitém (nebo vezméte 8. plod).
Pracujte vzdy jen s jednim plodem, aby ostatni mezitim neschly.

2) Vypreparujte aspon 4 neposkozené zarodky.

3) Pozorujte pod fluorescenénim mikroskopem a pofidte obrazovy zaznam.

4) Na zaznamu se pokuste popsat, ve kterych pletivech-burkach je fluorescencni protein
pfitomen.



5) Na jedné z rostlin pripravte aspon 5 kvétl na kfiZzeni. Vyberte poupata, u kterych
zaCina prosvitat bila koruna nebo jesSté uzaviend poupata, ale co nejvétsi.

6) Pinzetou odstranite vSechny kvétni ¢asti kromé pestiku.

7) Mladsi poupata a starsi kvéty a SeSule na téZe vétvi odstrante.

8) Na vétev nalepte kousek lepici pasky s popisem kriZeni.

9) Pinzetou oddélte tycCinku z plné otevieného kvétu druhé rostliny.

10) Tycinkou opylte pfipravené pestiky.

11) Pod stereomikroskopem zkontrolujte pfitomnost pylu na blizné. Opylovani muizete
opakovat s dalSimi tycinkami.
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