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Teoreticky uvod

Samdi gametofyt krytosemennych rostlin (pylové zrno) se plsobenim
dlouhodobych evolucnich tlakd vyvinul do struktury tvorené trfemi haploidnimi
burikami. Sam¢i gametofyt tak predstavuje zejména ve srovnani se sporofytem
jednoduchy a vysoce redukovany systém, ktery tak poskytuje unikatni prileZitost
ke studiu vyvojové regulace genové exprese a funkcnich interakci mezi rGznymi
typy bunék.

Vyvoj samciho gametofytu (Obr. 1) predstavuje komplexni proces, ktery
vyzaduje koordinovanou spolupraci rozlicnych bunécnych typl a pletiv a s tim
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Obr. 1. Schematicky diagram zndzornujici vyvoj samciho gametofytu

souvisejici specifickou genovou expresi. Na tomto procesu se podileji pletiva
gametofytickd (mikrospora, zrajici pylové zrno, pylova lacka) i sporofyticka
(prasnik, tapetum, vodici pletiva ¢nélky). Podobné i jednotlivé geny, které jsou
béhem vyvoje pylu aktivni, se vyznacuji charakteristickymi expresnimi profily.
Popsani nékterych z nich bude cilem dlohy 1. Studium mutantd s vyrazenou funkcf
konkrétnich gent také predstavuje zakladni metodicky pristup studia prislusnych
procest (Obr. 2). Fenotypova charakterizace takového mutanta bude predmétem
ulohy 2.



PHimé genetila

Mutageneze, fenotypova analyza mutantt a jejich mapovani
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Obr. 2. Fenotypova analyza mutaci predstavuje jeden ze zdkladnich metodickych pristupu studia
gametofytickych genii

Gametofytickou vyvojovou fazi je mozno rozdélit do dvou ndslednych
obdobi, vyvojového a funkéniho. Vyvojova faze se odehrava v prasnych pouzdrech
a je ukoncena uvolnénim zralych pylovych zrn z prasnikd. Mutace regulacnich
gen( v tomto obdobi miZe mit dramaticky vliv na proces dozravéni (Obr. 3, Uloha
2). Funk¢ni neboli progamickd faze zacind prenesenim pylu na bliznu, kde se
burika vegetativni pretvori do podoby pylové ldcky a dopravi dvé buriky
spermatické do zarode¢ného vaku, kde dochazi k dvojitému oplozeni. Aktivita
specifickych genl pochopitelné fidi i spravny pribéh progamické faze. Je
zajimavé, Ze potreba transkripce a translace pro vykli¢eni a rast pylové lacky je u
rdznych druh@ rdznd. Primitivnéjsi pyl (napr. tabdk) vyzaduje pro splnéni své
biologické ulohy aktivni transkripci i translaci. Zabranéni translaci pozdnich gen(
napf. mechanismem RNAI se projevi poruchami ristu pylovych la¢ek (Uloha 3).
Druhym &astym modelem je nezdvislost progamické faze na transkripci, avsak
pretrvdvajici potreba translace (napr. husenicek). Za zminku jisté stoji, Ze kliceni
pylu nékterych odvozenych druhl neni nijak ovlivnéno ani zablokovanim
translace, coz ukazuje, Ze tento pyl obsahuje kompletni sadu bilkovin potfebnou
pro rlst pylovych lacek.

Aclkoli zrdni pylu muaze pusobit jednoduchym dojmem, prepnuti
sporofytické vyvojové cesty na cestu gametofytickou je spojeno s celym
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komplexem specifickych bunécnych procest, které podmiriuji rlist mikrospor,
jejich déleni a diferenciaci vegetativni a generativni buriky. Mezi klicové regulacni
kroky mdzeme zaradit asymetrické déleni mikrospor (I. haploidni mitosa), syntézu
specifické stény pylového zrna, déleni generativni buriky (Il. haploidni mitosa),
zrani pylového zrna, jeho dehydrataci, naslednou rehydrataci a kliceni pylové
lacky. Tento proces je presné kontrolovan modulaci genové exprese na vsech
jejich regula¢nich drovnich. Toto cviceni ndm umozni nahlédnout na dvé z téchto
drovni - regulaci transkripce (Uloha 2) a translace (Uloha 3).



Ulohy
1. Lokalizace aktivity promotord gametofytickych gent

Cil ulohy

Lokalizace rozdilné aktivity promotord rdznych gend v pfislusnych pletivech di
organech v kvétenstvi, jednotlivych kvétech ¢& jen vsaméim gametofytu
husenicku.

Princip glukuronidazového testu

Zkoumana promotorova oblast je naklonovana ve fuzi sreportérovymi
geny GUS a GFP.

GUS kdduje enzym R-glukuronidazu, jejiz aktivita méni substrat X-Gluc (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-8-D-glukuronid) nejprve v bezbarvy rozpustny primarni
produkt (5-bromo-  indoxyl" Cl Br-Indigo
4-chloro-3-indolyl) Q ) intermediate (insoluble Blue Dye)
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Obr. 6. Exprese GFP  |okalizuje jeho aktivitu (Obr. 6).
v pylové lacce tabdku. Foto

S. Hafidh

Zadani

Kazda skupina dostane tfi vzorky pletiv husenicku. Jedna se o stabilni
transformanty exprimujici konstrukt typu promotor::GFP::GUS. Jednotlivé vzorky
mohou predstavovat rostliny z pohledu transgenu homozygotni i heterozygotni.
MuZe mezi nimi byt i divoky typ, ktery Zadny transgen nenese.

U kazdého vzorku je ukolem



1) lokalizovat aktivitu prislusného promotoru a soustredit se na nasledujici
otazky:
a. Je promotor aktivni v sam¢im ¢&i samicim gametofytu?
b. Je pylové specificky?
2) rozhodnout, zda se jednd o homozygota, heterozygota ¢i o divoky typ a
eventudlné zdlvodnit, proc takto rozhodnout nelze.

Postup
1) Pripravit barvici a odbarvovaci roztoky dle predpisu

Zasobni Slozka Konecna

roztok koncentrace Pro5mlL
0,2 M Fosfatovy pufr 100 mM 2,5
0,5 M EDTA 10 mM 0,1
10% Triton X-100 0,1% 50 uL
0,1M Ferrokyanid draselny 0,5 mM 25ulL
0,1M Ferrikyanid draselny 0,5 mM 25ulL
0,2 M X-Gluc 2mM 50 uL
ddH,O dosmL
Pokud neni uvedeno jinak, jsou objemy uvadény v mL.
Zasobni  Slozka Konecna
Pro 10 mL
roztok koncentrace
100 % Aceton 80% 8
100 % Ethanol 20% 2

Objemy jsou uvddény v mL.

2) Histochemickd lokalizace aktivity GUS 0.2 M fosfatovy pufr
0.2 M Na2HPO,,
0.2 M NaH,PO,

0,2 M zasobni roztok X-Gluc
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl

30.5mL

Otevfeny kvét ¢i kvétenstvi vloZit do 1.5 19:5mL

mL mikrozkumavky

2. Pridat 100 pL barviciho roztoku GUS :
. . o glukuronid)

3. Inkubovat 2 hodiny potmé v 37°C 1. Rozpustit 104 mg/mL X-
4. Opatrné odpipetovat barvici roztok GUS Gluc (CHA s@il) v DMF (N-N-
5. Pridat100 pL odbarvovaciho roztoku dimethylformamid) ¢i
6. Inkubovat 20 minut pFi 55 °C. (kroky 4-6 Ize v DMSO (dimethyl

vynechat, vysledkem v3ak bude méné kvalitni sulfoxid)

repardt) 2. Rozpipetovat 100 pL

p ,p ) alikvéty zas. roztoku X-Gluc
7. Kratce vortexovat 3. Skladovat v temnu v -20°C.
8. Centrifugovat (12 000 rpm, 5s)
9. Prevést preparat na podlozni sklicko.
10. Priklopit krycim sklickem a pozorovat binokularni lupou i

invertovanym mikroskopem ve viditelném svétle
. Provést fotodokumentaci



2. Gametofytické mutace

Cil ulohy
Zjistit, jakym zplsobem narusi vyrazeni regula¢niho genu spravny vyvoj pylu.

Fenotypovd analyza pylu

Fenotypova analyza pylu se provadi mikroskopicky ve svétlém poli a
pomoci UV fluorescence. V obou pfipadech je nasi snahou popsat vSechny
fenotypové aberace, které jsme schopni odhalit. Mutace zejména v regulacnich
genech mivaji pleiotropii ucinek, a proto je dlleZité popsat a kvantifikovat
jednotlivé fenotypové kategorie ve viditelné i UV oblasti spektra. Pro
fluorescen¢ni mikroskopii je nutné vzorek obarvit slouceninou DAPI (4',6-
diamidino-2-fenylindol), ktera se interkaluje do oblasti velkého zlabku DNA (Obr.
7). a po excitaci UV zarenim emituje modré svétlo (Obr. 10 G-L). Pouziva se proto
zejména ke zviditelnéni nukleovych kyselin a tim i k lokalizaci jader.

JeSté detailnéjsi charakterizace
fenotypovych projevli mutaci se provadi
pomoci elektronové mikroskopie
(transmisni i skenovaci), ale tato technika
svou narocnosti presahuje rdmec tohoto
praktika (Obr. 8).

V nasi laboratori pouzivame
fenotypovou kategorizaci zndzornénou na
Obr. 9 (D. Rendk, 2011, Disertacni prace,
Jiho¢eskd Universita v Ceskych
Budé&jovicich). Obrazek 10 pak ukazuje
priklady jednotlivych aberaci. V svétlém
poli je mozZné posoudit velikost a tvar pylu
stejné jako pritomnost moznych inkluzi.
Fluorescencni mikroskopie nam poskytne

o informaci o poctu a typech jader bunék
Obr. 7. A — Chemicka struktura DAPI v . v
(4" 6-diamidino-2-fenylindol); B — samciho gametofytu a tedy i o moznych
Interkalace molekuly DAPI do velkého poruchdch bunéného déleni.
Zlabku DNA

Obr. 8. Defekty bunécné steny pylového mutanta atbzip34, jak byly pozorovany skenovacim
elektronovym mikroskopem. A — divoky typ; B — mutant atbzip34. Foto A. Gibalova



Functional disorder

Mutant phenotype

Description

A pollen abortion

1 abortion

totaly colapsed pollen grain, no cytoplasm

B presence
of inclusions

2 inclusions

number of inclusions in cytoplasm
of unknown content

C pollen grain size,
cell wall structure

3 small grain

small and round grain with a half diameter
of wild-type pollen, normal MGU

4 oval grain

distinctively oval grain

5 deformed cell wall

deformed cell wall, rough cell surface

D cell cycle defects

6 one-celled pollen

only one nucleus with more condensation
than regular vegetative nucleus

7 two-celled pollen

one regular vegetative nucleus
and one sperm cell-like nucleus, both in centre

E MGU organization

8 eccentric MGU

MGU shifted from the central position against
cell wall, MGU itself may keep the same figure
or sperm cells can be little separated from VN

9 separated MGU

all nuclei separated from each other
making a wide triangular figure of MGU

10 linear MGU

G000 0Ol

all nuclei stand in linear arrangement
with VN in the centre and sperm cells
towards the cell wall

Obr. 9. Prehled deseti fenotypovych kategorii mutantniho pylu, jak byly popsany podle péti typii
funkcich defektii. Zdroj D. Rendk.

Zaddni

Kazdd skupina dostane dva vzorky kvétd husenicku. Jednd se o T-DNA
inseréni mutanty s vyrazenou funkci genu kddujiciho transkrip¢ni faktor. Tento
gen je za normdlnich okolnosti aktivni ve vyvijejicim se pylu. Opét jednim ze

vzorkd maze byt i divoky typ, ktery Zadny insert nenese.
Ukolem je provést fenotypovou analyzu a popsat, jakym zplisobem

absence pfislusného genu ovlivni vyvoj pylu. Vystupem bude popis fenotypovych

kategorii (v¢etné fotodokumentace) mutantnich pylovych zrn a jejich kvantifikace
(urceni penetrance mutace).




Postup
1) Pripravit barvici roztok dle predpisu

Obr. 10. Priklady
fenotypovych  defektii
mutantnich  pylovych
zrn  husenicku  ve
svetléem poli (A-F) a
pri uziti fluorescence
(G-L). Fenotypové
kategorie: A, G -
divoky typ;, B -
aborce; C -
pritomnost inkluzi; D —
malé pylové zrno, E —
ovalny pyl;, F -
deformace bunecné
steny; H -
jednobunécny pyl; I —
dvoubunécny pyl; J —
excentricka poloha
MGU; K — rozpadla
MGU; L - linearni
MGU; MGU - ,,male
germ unit, strukturni a
funkcni Jednotka
tvorend  vegetativnim
jadrem a dvéma
bunkami

spermatickyami. Foto
D. Rendak.

Zasobni  Slozka Konecna
Pro1mL
roztok koncentrace
0,2 M Fosfatovy pufr 100 mM 0,5 mL
0,5 M EDTA 10 mM 20 uL
10% Triton X-100 0,1% 10 uL
0,5 mg/mL  DAPI 0,4 ug/mL 0,8 uL
ddH,O do1mL
Pokud neni uvedeno jinak, jsou objemy uvadény v mL.
2) Obarvit pyl fluorescencni Zasobni roztok DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol)

barvi¢kou DAPI 0.5 mg DAPI v 1 mL DMF
3) Provést fenotypovou

analyzu zralého pylu pomoci invertovaného mikroskopu ve svétlém polii

pfi pouZziti UV fluorescence

1. Pozorovani invertovanym mikroskopem

a. Otevreny kvét vlozit do komarky v mikrotitracni desticce



b.
C.
d.

Pridat 100 uL barviciho roztoku DAPI
Inkubovat 15 minut potmé v pokojové teploté
Lehce zatrepat a pozorovat (idealni zvétseni — 20x)

2. Pozorovani pfimym mikroskopem

a.

SO an o

g.

Otevreny kvét vlozit do 1.5 mL mikrozkumavky

Pridat 100 pL barviciho roztoku DAPI

Inkubovat 15 minut potmé v pokojové teploté

Kratce vortexovat

Centrifugovat (12 000 rpm, 5 s)

Ode dna odpipetovat 10 pL pylové suspenze a prevést na
podlozni sklicko

Priklopit krycim sklickem a pozorovat (idealni zvétseni — 20x)

3. Nastaveni mikroskopu

a.
b.
C.

Epifluorescence
Excitace: excita¢ni vinova délka 350 nm
Detekce: emisni maximum 461 nm, DAPI filtr
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3. Umic¢ovani mRNA v pylovych lackach

Cil ulohy

Prokdzat aktivitu posttranskripéniho umlcovani na drovni RNA (RNAI) i béhem
progamické faze a demonstrovat duleZitost translace pro spravny rlst pylovych
[acek.

Princip inhibice ODN

Inhibice ODN (antisense oligodeoxynucleotide inhibition) predstavuje
zpusob docdasného umlcovéni gend prostrednictvim kratkych protismysinych
oligonukleotidll (12-25 nt), které hybridizuji ke komplementarni molekule mRNA
na zakladé sekvencni homologie. K inhibici exprese prislusného genu pak dochazi
bud' interferenci navazaného oligonukleotidd s translaénim aparatem ¢i aktivaci
RNasy H a naslednou degradaci transkriptu.

Pylové lacky jsou docasné -
transformovany  transfekci - o ﬁ/ g b
kultivaci pylu vroztoku 0
jednoretézcovych ' :
oligonukleotidd za pritomnosti
latky, kterd umozni jejich prijeti
rostoucimi  pylovymi  [a¢kami ,.
(napr.  Cytofectin,  Fugene).
Umlleni dllezitych gend mdize
mit za ndasledek aZ zablokovani
rdstu pylovych lacek (Obr. 11).

Obr. 11. A — Pylové lacky tabdku kultivované 4 hodiny
in vitro B — Nevykliceny pyl tabdaku po ctyrech hodinach
kultivace v pritomnosti protismysinych oligonukleotidii
inhibujicich expresi genu PD40. Foto S. Hafidh.

Zadani
Kazda skupina dostane pyl pro vytvoreni pylové suspenze a tfi vzorky
obsahujici roztok jednoretézcovych oligonukleotidd pro transfekci. Tyto vzorky
mohou obsahovat
1) Cisté kultiva¢ni médium - kontrola 1,
2) protismyslné oligonukleotidy pro inhibici cillového genu - réizné geny,
3) smyslné oligonukleotidy ,,proti stejnému cilovému genu - kontrola 2,
s tim, Ze kazdd skupina dostane alespon jeden vzorek obsahujici protismysiné
oligonukleotidy
Ukolem je
1) zjistit, zda kultivace pylu s protismysinymi oligonukleotidy ma za
nasledek inhibici rstu pylovych lacek
2) rozlisit kontroly od vzorkd
3) popsat fenotypové aberace jako dlsledek inhibice zkoumaného genu
4) kvantifikovat klicivost a miru inhibice rdstu pylovych lacek
5) poslednim uUkolem (vzorek 4) je ovérit inhibici kliceni pylu a rlstu
pylovych laCek vysokou koncentraci pylu v kultivacnim médiu jako
jednoho z faktort nezdvislych na genové expresi.
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Postup transientni mutageneze pylovych la¢ek pomoci protismysinych
oligonukleotidii

1. Pripravit transfekéni smés
a. Namichat transfekéni smés

Slozka Pro 50 uL Pro 100 uL Pro 200 uL
SMM-MES 45 90 180
Smés oligonukleotidl 5 10 20

Pokud neni uvedeno jinak, jsou objemy uvddény v uL.

b. Transfekéni smés temperovat v

mikrotitra¢ni desti¢ce 15 minut Kultivaéni médium SMM-MES

. Y Sacharosa 6g
v pOkOj(?Ve teploté H,B0, 0.01g
2. Priprava pylové suspenze Ca(NO;),.4H,0 0.0708¢g
a. K1mg suchého pylu pridat 2 mL Mgs0O,.7H,0  o.02g
kultiva¢niho média SMM-MES KNO; 0.01g
MES 0.488¢g

Intenzivné trepat 2 minuty
c. Smichat 8 uL této koncentrované
pylové suspenze a 192 pL kultivacniho média SMM-MES - vznikne
fedéna pylova suspenze
3. Kultivace pylovych [acek

Upravit pH 5,9 pomoci 1N NaOH

a. Ke kazdému vzorku obsahujicimu 50 uL transfekéni smési (bod 1b)

pridat 50 uL Fedéné pylové suspenze (bod 2¢)
b. Kultivovat 4 hodiny pfi 27 °C za ob¢asného mirného protrepéni
4. Fenotypova analyza pylovych lacek
a. Pozorovat pylové lacky na invertovaném mikroskopu ve svétlém
poli, vhodné obrazky vyfotografovat
b. Sledované parametry:
i. Klicivost pylu
ii. Délka pylovych laCek — zméfit reprezentativni soubor
pylovych la¢ek pomoci SW na analyzu obrazu (ImageJ)
iii. Tvar pylovych lacek
iv. Struktura Spicky rostouci pylové lacky
5. Ovéreniinhibice kli¢eni pylu a ristu pylovych lacek vysokou koncentraci
pylu (vzorek 4)
a. Odvazit cca 20 mg suchého pylu a pridat k nému médium SMM-
MES, aby koncentrace pylu dosdhla hodnoty 20 mg/mL.
. Intenzivné tfepat 2 minuty
¢. Odpipetovat 100 pL pylové suspenze do jamky v mikrotitracni
desticce a kultivovat spolu s 1ackami po transfekci.
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