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Vyvoj embrya = embryogeneze

Nahosemenné rostliny
Krytosemenné rostliny



Makrosporogeneze =
tvorba makrospor

samic¢i archespor
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tetrada haplc;idnich makrospor



Makrogametogeneze =
tvorba zarodecného vaku

tetrada haploidnich makrospor

l

fungujici makrospora (makrospory)
l mitoticka déleni
mlady zdrodeény vak

l diferenciace bunék

zraly zdrodeény vak = sami¢i gametofyt
monosporicky, bisporicky, tetrasporicky




Zarodecny vak typu Polygonum

functional coenocytic phase

megaspore |

Bioassays 28:1067-1071, 2006




Anatropni vajicko - schema

Antipodal

Integurments




Zdakladni typy vajicek

krytosemennych rostlin
Goebel 1933
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Embryogeneze

Rostlinné embryo je charakterizovdno svym ptivodem,
svou morfologii a svym vyvojem v Case.

Plvod: zygoticka embrya vznikaji ze zygoty, kterd je
vysledkem flize gametickych bunék - zérodeény vak

somaticka embrya (syn. asexudlni embrya, adventivni embrya,
embryoidy) se vyvijeji ze somatickych bunék

Morfologie: plné vyvinuté embryo je bipolarni struktura se
stonkovym meristémem na jednom konci a korenovym
meristémem na konci druhém; ddle je charakterizovano
specifickym typem listl, tzv. délohami.



Vyvoj embrya v Case

je charakterizovan sledem typickych morfologickych stadii

zygota

globularni embryo
srdcovité embryo
hruskovité (torpédovité)

zralé embryo



Modelové rostliny z celedi Brassicaceae

Capsella bursa-pastoris L. Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

jednoleta nebo
ozima, krdtce Zijici

bylina

*  lodyha 5-30 cm,

vétvena

prizemni listova

Owve ve
ruzice + ridce

olisténa lodyha

http://botit.botany.wisc.edu (Painting by Janet Wehr,

courtesy of Chris Somerville)



Embryogeneze Capsella bursa-pastoris
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suspenzor

Poddubnaja-Arnoldi 1976

Erdelska 1981
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Stadia embryogeneze Arabidopsis thaliana
http://people.whitman.edu/~vernondm/index.html
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(1998) Principles of Development. Oxford University Press, NY
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Embryogeneze Arabidopsis - Nomarski DIC
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1 preglobuldrni

2 globuldrni

3 srdcovité

4 torpédovité

DM Vernon and D Meinke (1994)
Dev. Biol. 165: 566-573.

Photos by DM Vernon




Kultivace izolovanych
zygotickych embryi

historie
aplikace



Historicky prehled

Bonnet (1754) - kli¢eni zarodku fazolu zbavenych déloh
Sachs - 19. stol.- Spatné kliceni embryi bez endospermu

van Tieghem - péstovani izolovanych embryi na
rozetreném endospermu jiného druhu

Brown a Morris (1890) - transplantace embryi jecmene
do endospermu psenice

Hannig (1904) - nezrald i zrald embrya Raphanus a
Cochlearia

Knudson (1920 - 1930) rostliny ze zdrodkl Orchidaceae -
kultivace na agarovém médiu s cukrem bez symbiotickych
hub

Dietrich (1924) - moznost zkraceni dormance



Historicky prehled

Raghavan - experimentdlni embryologie

Torrey

Monnier - izolace globuldrnich embryi Capsella

Norstog - kultivace embryi obilovin

Pret'ova - izolovand embrya Inu

Rangaswamy

Bajaj

Zenkteler - vyuziti prekovani aborce embryi po opyleni
i vitro



Semeno a embryo fazolu
Phaseolus vulgaris L.

osemeni plumula déloha
(testa)

apex+pravé listy (kotyledon)

cikatrikula  semennd jizva hypokotyl  radikula
pupek = hilum



Kultura izolovanych embryi

aseptické vyjmuti embrya a jeho prenos do vhodného
média a optimadlnich kultivacnich podminek

- relativni snadnost ziskani embryi bez patogent
(povrchova desinfekce semen nebo plodii)

-+ semena s tvrdym osemenim - mékceni vodou, pak
opakovana desinfekce

» podminka nutna pro vyvoj izolovanych embryi =
neposkozeni embrya (suspenzor) - preparacni mikroskop

- vybér média - ¢im mladsSi embryo, tim vétsi naroky



Pouziti kultur izolovanych embryi

+ prekondni dormance semen

» prekonadni aborce embryi (.embryo rescue") po
kriZeni in situ nebo in vitro

mezidruhové hybridy: bavinik, jecmen, ryze, juta,

mezirodové hybridy: Hordeum x Secale, Triticum x
Secale, Hordeum x Hordelymus, Tripsacum x Zea

* monoploidni jeCmen
+ studie experimentadlni embryogeneze

+ zdroj mladého materidlu pro mikropropagaci



Prekondvadni aborce embryi
po opylovani in vitro

Papaver

35 DC

Galanthus

60 DC




aggie-horticulture. tamu.edu/faculty/ king/Tissue_Culture_Lecture.ppt

Bulbosum Method of Haploid Production

Hordeum Hordeum
vulgare X bulbosum mezidruhovy
je&men obecny plany jecmen hybrid
2n=2X = 14 | 2n=2X =14
Embryo Rescue
4 haploidni je¢men N " Hordeum )

2n=X=7 ) vulgare

eliminace - homozygotni
chromosom zdvojeni jeCmen

\.  H bulbosum  / chromosomi \_2n=2X=14 )

drive mnohem Ucinnéjsi metoda pro tvorbu haploidnich rostlinek nez
mikrosporové kultury (ale pouziti jen u jecmene)

nyni, pri pouziti zlepSeného sloZzeni média (sacharosa nahrazena maltosou),
je mikrosporova kulture mnohem (cinnéjsi (~2000 rostlin ze 100 prasnika)



Priklady ziskani alopolyploid

Triticum durum Secale cereale
(pSenice) X (Zito) mezidruhovy
2n=28 2n =14 hybrid
AABB RR

!

izolace embrya

haploidni

hybrid
2r>1l :m21 vysoce sterilni

ABR

\

zdvojeni chromosomu

Triticale
2n =42
AABBRR

aggie-horticulture. tamu.edu/faculty/ king/Tissue_Culture_Lecture. ppt



V. Raghavan

; 1 « Kultivace izolovanych

zralych embryi

2 « Kultivace proembryi
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Embryo and ovary culture
»in ovulo embryo culture regenerace
: ?
10 DAP
opyleni a ' .
oplozeni B2 regenerace
. =

kultura embryi



Podélny rez semenem modrinu
Larix dexidua (L.)MILL.

hypokotyl

__— embryo

haploidni megagametofyt
(primarni endosperm)
zbytek -

nucelu
korenova cepicka

parafinovy rez, barveno Heidenheinovym hematoxylinem (osemeni odstranéno pred procedurou)



Mikropropagace konifer

Picea
14 DC
BA

Picea

Larix



Kultivace izolovanych embryi konifer
(Picea, Pinus)

+ povrchovad desinfekce semen

+ bobtnani semen ve sterilni destilované vodé pres
noc

- opakovani povrchové desinfekce semen
- sterilni izolace embryi

inokulace embryi na povrch agarem ztuzeného
média M-S s pridavkem auxinu a cytokininu
(1F), kontrola M-S (1).



Stavba embrya kukurice (Zea mays L.)

endosperm perikarp

(oplodi + osement)

Stitek (scutellum) N

koleoptile

plumula

> embryo

radikula

koleorhiza J

http://botit.botany.wisc.edu



Izolace a kultivace embryi kukurice
(Zea mays L.)

+ povrchova desinfekce obilek

+ bobtnani obilek ve sterilni destilované vodé pres
noc

+ opakovani povrchové desinfekce semen
- sterilni izolace embryi

+ inokulace embryi na povrch agarem ztuzeného
média M-S.

* hodnoceni experimentu - rychlost rustu kliénich
rostlin (délka korenu a prytu)



Somaticka embryogeneze

definice, historie objevu
Iniciace
vyuziti



Somaticka (adventivni) embryogeneze
vyvoj bipoldrni struktury embryondlnimi stadii bez flze gamet

1. spontdnni SE in vivo

somaticka pletiva - kapradiny, orchideje,Kalanchoe
reprodukéni pletiva - Citrus, Mango

2. indukovana SE in vitro
neprimad - pres stadium kalusu
prima - meristémy, zygotickd embrya, kli¢ni rostliny



Totipotence somatickych bunék

Kazda burika obsahuje celou sadu genetickych informaci,
které jsou nezbytné k vytvoreni celé rostliny. Casovd a
prostorovd exprese genu je presné regulovana, aby doslo k
diferenciaci rtznych orgdnd.

Indukce SE musi sestdvat z ukonéeni exprese gent vedoucich k
diferenciaci orgdnt a jejich nahrazeni programem
embryogennich gent (.prepnuti morfogenetického programu®)

auxiny 2,4-D
picloram



Co vime o somatické embryogenezi a
na co se musi vyzkum koncentrovat

Zdkladni pozadavky jsou obecné platné i pro zygotickou
embryogenezi = regulace déleni a diferenciace pletiv

PoZadavky na indukci somatické embryogeneze:
» kompetentni buriky
* vhodné prostredi
- stimul



Regenerational responses of various parts of cultured
petiole explants of Daucus carota (Schadfer et al.,1985).

a) rust cytoplazmy
a déleni bunék = 12 D
b) stadium 4 bunék

=14 D
c) globuldrni stadium .
- 18D a) rust cy:roplagmy
d) srdcovité stadium a deleni bunek
= 24D =50
e) torpédovité stadium b) Primordium stonku
= 28D =12b
f) zrald embrya c) objeveni se prytu
=30D / = 23D

embryogenni oblélsf r'hizogemli oblast ‘kaulogenni cblast

a) rust cytoplazmy
a déleni bunék = 2D
c) primordium korene = 5D
d) objeveni se korene = 7-10D



Produkce somatickych embryi odvozenych
od korenovych explantatu mrkve

Embryoul from
rl-llhugd fren cells
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Steward et al. Science, 143, p. 20-27, 1964




Somatic embryogenesis

| E]
| L'] —_
leaf cuttings callus growth
on culture medium

single callus
formation

embrvo
somatic emhr}'ﬂﬂ y

callus culture

%

(shoots) regenerated plant

Lammerts van Bueren et al, Luis Bolk Instituut




Somatic embryogenesis of Daitcus carota: standard protocol

(Ammirata, F953)

_ s
=

Flace 0.5-1 cm petiole explant or After 4 weeks growth Subculture 2.0 -3.0 g of callus mto
0.5cm * storage root explant on M3 (dark or ighted) there 1z 50ml of M5 hogud medium + 4.5 pbd
agar medim + 4.5 0l 24-D enough callus 24-D contatned m a 250 ml

Erlentmeyer flask

{( me \ Azeptically aspirate and/ or decant the
» Subculture every stale medium and resuspend the cells onto
14-15 days e culture mednmn devoid of 2.4-D for

Erlenmeyers are placed on a wutiation of embryo development
gyrotary shaker and
maintained at 25°C and

agttated 125-160 rpm




Transfer the washed and sieved suspension  For more nornal development

to 50ml of M3 basal medm in cultures should be grown in
Pass the proembryo suspension Erlenmevyers. For more n_u:urmal E:ﬂ_lhrj,ru darl-:nf:s.s. Embrvos should
through a series of mesh sieves for development and to mhihit precocious appear m ahout & days and
a uniform embryo population. gertnination, especially root elongation, 0.1-  reach mature size i 10-15 days

1 uM ABA can be added

e TTa

L& Yy X VYV

Sotnatic embtyos can he placed Plantlets are transferred to Jiffy pots
out on agar medmm devoud of or wermiculite for subsequent

2,4-D for plantlet development development

P




Vyvojova stadia somatickych embryi




Zrani somatickych embryi a desikace

* Predcasné kliceni = torpédovité embryo pokracuje
v ristu do Kliéni rostlinky bez fdze dozrdvdni = chybi

zdsobni ldtky a tolerance k vyschnuti
- Akumulace zdsobnich proteint

- Narust obsahu kyseliny abcisové



Neprima somaticka
embryogeneze

somatickda embrya Aesculus hippocastaneum
odvozena z kvétenstvi



Neprima somaticka
embryogeneze
na kalusu Inu



Somaticka embryogeneze u drevin

Sitka spruce (Picea sitchensis) (Photo: Dr. P.Krogstrup)



Jednobunéény versus mnohobunécny pivod SE

Haccius (1978)
SE - nova individua vznikajici z jedné buriky a jsou bez
spojeni s cévnimi svazky materského pletiva

Raghavan (1976) a jini
mnoho pripadt, kde zjevné bipoldrni embryoidy
vzhikly z agregatu bunék

Maheswaran et Williams (1985) - u primé SE existuje
gradient spojeny s postupnou diferenciaci pletiv - viz
schema



Rozdily mezi primou a neprimou SE (Sharp et al. 1980)

primd SE - embryogenni bunky jsou jiZ pritomny na
explantdtu = pre-embryogenné determinované buriky
(PEDC), které potrebuji pouze vhodné podminky, aby
doslo k expresi embryogeneze

neprima SE - napred musi dojit k redeterminaci
diferencovanych bunék = proliferace kalusu a v ném u
Cdasti bunék se uskutecéni indukce embryogenne
determinovaného stavu (IEDC)



Kompetence k somatické embryogenezi u mrkve

Generally speaking, some hierarchical order within the plant seems to exist for many species, with
highest success using embryonic cell material, followed by that of the hypocotyl, the petiole, the
young leaves and finally the root (Fig. 4).

P
Embryo > Hypocotyl > Petiole > Leaf lamina > Root
..

Fig. 4 Competence to somatic embryvogenesis in carrot (Daucus carota L.)

To this loss of embryogenic competence during ontogenesis, however, some exceptions exist and
one of these 1s Daucus carota, the common carrot. Here it is possible to culture mtact six to eight
weeks old plants aseptically and partly submerged in an appropriate medium containing an auxin,
and within about 4 weeks somatic embryos from all parts of the shoot appear (Fig. 5). If IAA 1s
used as the auxin adventitious roots emerge about two weeks earlier (Schiifer et al. 1988). In this
system the competence to somatic embryogenesis is apparently preserved beyond the embryo stage
and 1t can be activated rather easily by a suitable environment.

embryo > hypokotyl > Fapik > listovd Cepel > koren



Uméla semena

Synteticka nebo uméld semena jsou jednotliva
enkapsulovand somatickd embrya. Termin ‘embling’ se
casto pouziva pro oznaceni rostlinek pochdazejicich ze
somatickych embryi nebo syntetickych semen.
Na-alginat se ¢asto pouziva pro enkapsulaci embrya.
Byly vyvinuty rovnéz specidlni gely, které se samovolné
rozklddaji.
Limitujici faktory pro Sirsi pouziti a tvorbu umélych
semen ve vetsim méritku:
kvalita a pravidelna tvorba somatickych embryi
konverze embryi



Priprava umélych semen

2% LF Alginate

Insert embryo into drop

Complex in 100 mM
calcium nitrate for 20
minutes

Wash capsules in water
for 5 minutes




Uméla semena

embryo enkapsulované v
algindtu sodném

Problémy:
nepravidelnosti utvareni SE (Casto
nedokonale vyvinuté, absence meristému, velké
interceluldry, absence zdsobnich latek a ABA)
konverze



Somatickd embrya sdje enkapsulovand v alginatu

Dr. Griga, Agritec s.r.o.



http://people.whitman.edu/~vernondm/embryo/plant.html

embryogeneze Arabidopsis

http://bibd.uni-giessen.de/ghtm/2000/uni/p000004.htm

somatickda embryogeneze a biotechnologie

http://wwww.cirad.fr/presentation/programmes/biotrop/result
ats/biositecirad/es.htm

somaticka embryogeneze — kauCukovnik, ryze, bananovnik apod.

http://www.botanic-garden.ku.dk/eng/forskning/vaev2.htm

somaticka embryogeneze — jehliénany



Vyuziti SE - praktické i teoretické

u mnoha laboratori je dnes SE zdkladni
metodikou pro mnozeni transgennich rostlin

2. zatim ale neni plné pochopeno ani jeji
cytologické ani fyziologické nebo biochemické
pozadi podstaty.

3. praktické aplikace jsou zrejmé, ale SE je stdle i
objektem zdkladniho vyzkumu, ktery by mél
vést k pochopeni diferenciace jako jednoho

ze zdkladnich rysi biologickych systémd.



Otazky pro dalsi vyzkum

. Co je podstatou konstituce embryogenni
kompetence na bunécéné a molekuldrni drovni?

. Jak jsou embryogenné kompetentni bunky
produkovdany béhem ontogeneze rostlin?

. Molekuldrni organizace programu somatické
embryogeneze a jeji realizace

. Jakad je povaha stimulu, ktery indukuje program
embryogeneze u kompetentnich bunék?



Kultivace drevokaznych hub
Priklad suspenzni kultury

»uchovani ¢isté kultury mycelia na Sikmém agar-sladu
(pasdz 1x rocné) tma, 4°C

- ndrtst hmoty mycelia - Petriho misky s agar-
sladovym médiem termostat, tma, 25°C

» pasdz mycelia na povrch sklenénych perel s 3%
sladem termostat, tma, 25°C

* roztrepdni mycelia a inokulace do 3% sladu
trepacka, 25°C

inokulace substrdtu nasyceného 3% sladem
termostat, tma, 25°C

indukce tvorby plodnic chladovy sok



Kultivace drevokaznych hub

Lentinus tigrinus - houzevnatec tygrovany
(1)

Pleurotus ostreatus - hliva dstricna

2, 3)

riast mycelia na Sikmém agaru ve zkumavce
1 tyden po pasdzi na agar - sladové
meédium

(tfma, 25°C)



Kultivace drevokaznych hub

Pleurotus ostreatus - hliva uUstriéna

rust mycelia na Petriho misce

2 tydny po pasazi na agar - sladové
medium

(tma, 25°C)




Kultivace drevokaznych hub

Pleurotus ostreatus - hliva ustriéna

rust mycelia na slenénych perlach
2 tydny po pasazi na 3% sladové médium

(tma, 25°C)




Pleurotus ostreatus - hliva ustriéna

plodnice
kukuri¢né Susti a viretena nasycend sladovym roztokem



