Embryogeneze krytosemennych
rostlin

vyvoj zygotického embrya



Definice embrya

plvodni:
embryo = zdklad rostliny obsazeny v semeni

rostliny semenné - Embryophyta (Engler 1886)

rozsirena:.

embryo = zdklad sporofytu cévnatych rostlin



Embryogeneze - vyvoj embrya

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

klicni rostliny riznych taxont vysSich rostlin jsou
pozoruhodné jednotné utvdrené:

apikdlné-bazdlni osa + meristémy
radidlni symetrie koncentricky usporddanych pletiv

daldi vyvoj - postembryondlni aktivita meristému



Vznik embrya

embryo se vyviji ze zygoty
zygota - vznikd v zdrodeéném vaku ve vajicku

fdzi vajecné bunky (oosféry) s burikou spermatickou
= oplozeni

oplozeni
jednoduché
rostliny cévnaté vytrusné
rostliny nahosemenné

dvojité - krytosemenné rostliny (syngamie a
konfluace)



Sergej Gavrilovic Navasin
(1857 - 1930)

Studoval v Petrohradu
a ha univerzité v Moskve

prof. botaniky v Kijeve
1898 objevuje dvoji oplozeni u rostlin

- Novyje nabljudénija nad oplodotvorenijem u Fritillaria tenella
i Lilium martagon (souCdst sborniku Dnévnik X. sjezda
russkich estéstvoispytatélej i vracej v Kijeve)

- kratké sdéleni v némeckém Botanisches Zentralblatt



Karyogamie a plasmagamie

Karyogomie = splyvani jader

* syngamie - splyvani jader vajecné a spermatické
buriky

» konfluace - splyvani jader centrdlni a spermatické
bufiky

Plasmagamie = splyvani cytoplasmy bunék



Prubéh syngamie

apozice plazmatické membrany vaje¢né a
spermatické buriky

sperma’rlcke jadro s ¢dsti cytoplasmy se dostdvd
do vajecné bunky

fuze jader

fuze jadérek



Syngamie u lilie

mikropylarni pol

5\ ﬂ,,#% IASPRR

Na mikropylarnim polu zarode¢ného vaku (detail vpravo) je malé jadro
spermatické bunky a vétsi jadro vajecné burky, po fuzi vznikne zygota




Chalazalni konec zarodeéneho vaku
lilie: druhé oplozeni = konfluace

IASPRR

splyvajici polarni jadra (méné husta) a tmavsi samci jadro
vysledkem této fuze (triple fusion) bude 5N endosperm (1N + 1N + 3N).



Konfluace u lilie - detail

IASPRR

jadro vlevo je 3N (drive chalazdlni) poldrni jadro, uprostred je samci
spermatické jddro, vpravo IN (drive mikropyldrni) polarni jadro



Vyvoj zygoty

zygota
- méni velikost
- zesiluje a doplriuje bunéénou sténu
- je bez plazmodezmi
- je polarni

déleni zygoty - vétsinou inekvalni - bunka apikalni — embryo
burika bazalni — suspenzor

suspenzor
tvarové rozmanity orgdn docasné funkce
- u mnohobunécnych suspenzort se mohou derivdty buriky bazdlni
stat buikami embrya, napr. Brassicaceae (Arabidopsis)
rudimentarni (Ruta, Myosotis)
chybi (Vio/a, Tilia)
suspenzorova haustoria



Suspenzor
(zavésovadlo)

docasnd funkce v rané
embryogenezi

tvarové rozmanity
organ

- polyploidni buriky
- haustoria

Haloragis
micrantha

Pedicularis
silvatica

w Cuscuta
R\ reflexa

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



Diferenciace suspenzoru

gen YDA (YODA) - MAPKKK
exprimuje se v zygoté a bazdlni burice - v apikdlni burice ne
mutant yda - zygota se neprodluzuje
- bazdlni burika je mala
pokud se vibec déli, je déleni neusporddané
embryo se zpozd'uje ve vyvoji, pak abortuje

Lukowitz W. et al.
Cell 2004




Embryogeneze u Arabidopsis
(typ Onagrad)

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

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

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

PIN-FORMED 1 -7 (PIN1-7)
= regulatory transportu auxinu



Embryogeneze u Arabidopsis

formace radiélnich 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



Vyvoj embrya v Case

Morfologickd stadia embryogeneze

u dvoudéloznych rostlin

zygota

linedrni embryo
globuldrni embryo
srdcovité embryo
hruskovité (torpédovité)
zralé embryo (dvé délohy)

http://images.iasprr.org/capsella/

u jednodéloznych rostlin

zygota
linedrni embryo
globuldrni embryo

zralé embryo (jedna déloha,
lateralni SAM)



Schéma embryogeneze dvoudéloznych krytosemennych rostlin

00

linearni embryo globularni embryo

zygota prvni
déleni zygoty
protodermu epifyzy
Raven, Everet et Eichhorn vznik suspenzoru centralniho hypofyzy
Biology of Plants. 2005 a proembrya meristému

zarodecny vak endosperm

apikalni a bazalni burika suspenzor ' suspenzor s bazalni burkou



Schéma embryogeneze dvoudéloznych krytosemennych rostlin

linearni embryo

00

zygota prvni
déleni zygoty

vznik suspenzoru
a proembrya

srdcité embryo

zralé embryo

diferenciace

prokambia

a zakladniho meristému zralé embryo
vstupujici do dormance

globularni embryo

diferenciace

protodermu epifyzy
centralniho hypofyzy
meristému

u Arabidopsis je hypofyzou
burika priléhajici suspenzoru
(=derivat burky bazdlni)
pozdéji se déli na horni burku
cocCkovitou — korenovy meristém
spodni burika — kolumela
— korenova cepicka

Raven, Everet et Eichhorn
Biology of Plants. 2005



Schéma embryogeneze dvoudéloznych krytosemennych rostlin

zéklad kofene 910N oy ocoen endosperm délohy

endosperm  prokambium  kofenovy bazalni antipody  1007m

meristém bunka

stonkovy meristem

‘bazalni bufka delohy oo
Raven, Everet et Eichhorn
Biology of Plants. 2005



jova stadia embrya

i

s - vyvoj

Capsella bursa-pastor

zralé embryo

starsi torpédovité

torpédovité embryo

bryo
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Zrani embrya
ukladani zdsobnich latek
dehydratace a tvorba ochrannych proteint
(LEA = late embryo abundant)
zvysend koncentrace inhibi¢nich latek
(ABA = kyselina abscisovad)

preména vajicka a infegumentl v semeno

centralni bunka
zar. vaku

preména pestiku (nebo jeho ¢dsti) v plod



Vstup embrya do dormance

gen LECI (LEAFY COTYLEDONSI) kdéduje transkripcni faktor,
ktery se vdze na box CCAAT
exprimuje se od stddia oktantu po celou embryogenezi
v embryu,
suspenzoru
i endospermu

mutant lecl tvori méné zdsobnich proteind, nevstupuje do dormance a
neprezije desikaci (Ize preklenout /n vitro)
délohy maji charakter listl (tvofi trichomy)

v postembryondlnim vyvoji je gen umicen
ektopickd exprese pri kliceni — tvorba zdsobnich latek
délohy se na svétle nezvétsuji



vysoka hladina
IAA

Polarita embrya —

transport auxinu

PIN7

hladina
IAA

vysoka hladina ~Z__

stav po prvnim

lobularni emb
déleni zygoty globularni embryo

rané srdcité embryo

lokalizace PIN1 v embryu
Arabidopsis thaliana

> apikalni
L . _ lokalizace
bazalni lokalizace
PINA PIN1
=/ v délohach
__ bazalni
lokalizace PIN1

16-bunécné stfedni globularni srdéité embryo
embryo embryo

Taiz |., Zeiger E.: Plant Physiology 2006



Role distribuce auxinu
pri formovani embrya (3. Frimi)

P roduction
of Auxin

specifikace apikdlnich specifikace korenového pélu - specifikace zdkladl 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 poélu



Diferenciace korene - nezbytny je
poldrni transport auxinu

geny HBT (HOBBIT)

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 - burice ¢oékovité

PLT1, PLT2 (PLETHORA)

kéduji transkripcni faktory AP2/EREBP = ERF (etylén) Taiz a Zeiger (2006)

SHR (SHORT ROOT)
SCR (SCARECROW, strasdk)

transkripni faktory
skupiny GRAS  MF

klidove

exprese MPa PLT

zévisi naTAA  PLT indukuje expersi SentriE
SHR a SCR
diferenciace korenové cepicky PLT, SHRa SCR
geny kédujici ARF10 a ARF16 se exprimuji v klidovém centru

- stimulovany auxinem a inhibovdny miRNA a zdkladu kolumely



projevy
poruch
transportu

auxinu

1
50 um

normadlni jedinec
Brassica juncea

mutant pinl )

Fischer C. et al.
Plant Cell , 1997

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

. o e e B-F — embrya po pisobeni kyseliny N-1-naftylftalamové nebo gercetinu.
efekt kysel iny skoricove cr - koleoptile, Ip — primordium prvniho listu, r— primarni koten, sc — skutelum.

- pusobi inhibici transportu IAA



Embryogenetické typy

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

prvni déleni

zygoty Piperad

= podélné



Asterad

ce

Embryo -

geneticke

Chenopodiad

Schnarf 1929

Caryophyllad
Piperad




Vyskyt embryogenetickych typu

+ Solanad - Solanaceae (lilek, tabdk), Papaveraceae,
Linaceae

+ Chenopodiad - Chenopodiaceae (merlik, repa)
- Caryophyllad - Silenaceae, Fumariaceae, Viciaceae

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

- Asterad - Asteraceae, Rosaceae, Polygonaceae,
Liliaceae, Poaceae

- Piperad - Pjperaceae, Dipsacaceae, Euphorbiaceae
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Solanad

-Arnoldi 1976

Poddubnaja




Vyvoj embrya a endospermu - Nicotiana

N. ruta x
N. tabacum

Poddubnaja-Arnoldi 1976

N. tabacum x

N. ruta zpomaleni
vyvoje embrya
pri krizeni
tabdku s pylem
N. ruta




Chenopodiad

Poddubnaja-Arnoldi 1976




Caryophyllad (Sagina)

Poddubnaja-Arnoldi 1976
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Embrya jednodéloznych rostlin

Galanthus nivalis Narcissus pseudonarcissus
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Embryogeneze u kukurice

9/61 Ipjoudy-plougnppod




Podélny rez obilkou psenice

perikarp : o .4t
 osta } U obilek sristd
aleuronova vrstva
endosperm
embryo:
stitek (scutellum)
koleoptile
list
plumula
epiblast (rudiment 2. délohy)
mezokotyl
radikula
koleorhiza
kalyptra




L L stitek

koleoptile
plumula
apikalni

stonkovy
meristém

mezokotyl

radikula

korenova
Cepicka

koleorhiza

Triticum

Raven P.H., Everet R.F., Eichhorn S.E.: Biology of Plants. - W. H.

Freeman and Comp. Publ., 2005

rostlin jednodeéloznych

osemeni Allium

cepa

zaklad
apikalniho
stonkoveho
meristému

hypokotylu
a kofene

zaklad korenového

endosperm .
meristému

perikarp

koleoptile

l
/ﬁﬂ)’& plumula

endospermi:

Zea mays
&titek



Robert Brown

(1773 -1858)
skotsky botanik

- zaved| 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 sekundadrni zivné pletivo).

» popsal, Zze embryo je radikulou vzdy orientovdno
k mikropyle



Endosperm rostlin krytosemennych

pletivo obklopujici a vyZivujici embryo v priibéhu vyvoje

poCatek vyvoje = konfluace - oplozeni centrdlni bufiky zarodecného
vaku = vznik primdrni endospermadlni buriky

typy endospermu podle zplsobu délent:
jaderny (nukledrni) - zpocatku volnojaderné déleni, pozdéji
celularizace - vyskyt u jednodéloznych i dvoudéloznych rostlin
(Brassicaceae - Capsella, Galanthus, Cocos,)
bunéény (celularni) - po kazdém déleni jadra tvorba bunécné
stény - Castéjsi u dvoudéloznych (Viciaceae, Solanaceae,
campanulaceae - Jasione)
helobialni - po prvnim déleni vznik prepdazky, v kazdé pak
probihad volnojaderné déleni - Castéjsi u jednodéloznych
(Juncus, Najas)

endosperm muze i chybét (Orchidaceae, Trapaceae)



Endosperm

ploidie - zdleZi na typu zdrodecného vaku:
obecné 3N, u Oenothera 2N
u typQ Fritillaria, Penea, Peperomia polyploidni (extrém
300N)

sloZeni:

zasobni latky
polysacharidy (skrob, galaktomananové hemicelulézy u datle,
lusténin)
proteiny (proteinovad téliska - fragmenty ER, vakuoly) -
zasobni, funkéni
lipidy (tuky a oleje - lipidova téliska oleozomy)
fytin - hexafosfatovy ester myo-inozitolu, Ca a Mg sl



Endosperm

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

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

zbytek nucellu v dobé zralosti embrya = perisperm



Typy endospermu

Late

T

Early

(a)

MC
CH

i

helobialni

(b)

jaderny

MC

ladé

prev

bunéény

(c)

Q
9
T

-
X

=
X

3
">

<

r

Q
©

)
=

Costa et al. TIPS 2004



Rana stadia vyvoje jaderného
endospermu u Arabidopsis (coenocyt)

ChP
MP MCE
MP - mikropylarni pol MCE - mikropylarni endosperm
V - vakuola PEN - periferalni endosperm
ChP - chalazalni pél CZE - chalazalni endosperm

E - embryo



Celularizace endospermu u Arabidopsis

MCE -mikropylarni bunécny endosperm CE - bunécny endosperm
ALV - alveoly ChC - chalazani cysta
RMS - radialni mikrotubularni systém ALC - ,aleurone-like cells*

NO - endospermalni noduly
E - embryo



NCD - nukleo-cytoplazmatickd doména

jaderny endosperm MP - minifragmoplast
Coronopus didymous MTOC - centrum organizujici mikrotubuly
&el. Brassicaceae MT - mikrotubuly

N - jadro

Otegui M., Staehelin A.: Cytokinesis in flowering plants: more than one
way to divide a cell. Curr. Opinion plant Biol. 3 (2000): 493 - 502



Celularizace jaderného
endospermu

MP - minifragmoplast

MT - mikrotubulus

HGI - fuze vackl typu presypacich
hodin (angl. Aourglass intermediates)
RS - ring-like structure

WTN - sit’ Sirokych tubull

TTN - sit’ tenkych tubult

CB - klatrinové vezikuly tvorici se

na membrané (angl. c/athrin-coated
budding vesicle)

Otegui et Staehelin, Curr. Opinion Plant Biol. 2000

WTN TTN WTN TTN WTN



Geny dulezité pro vznik endospermu

OME (DEMETER)

MEA (MEDEA)

FIS (FERTILISATION INDEPENDENT SEED)

FIE (FERTILISATION INDEPENDENT ENDOSPERM)

DME exprimovdn pouze v centrdlni bufice zdrodeéného vaku,
demetyluje = aktivuje FISI/MEA a FISZ

FIS. FIS1/MEA (metyltransferdaza H3-K27me)
FIS2 (transkripéni faktor Zn-prsty)
FIS3/FIE (protein WD-40 - interakce s proteiny)



Apomixe U
kvetoucich rostlin

objev apomixe (Smith, 1841) = V- £\
samiCi rostliny Alchornea ilicifolia & SFESES
(Euphorbiaceae) z Austrdlie > .

tvorily semena v Kew Gardens

v Londyné (bez pritomnosti
samcich rostlin)

1908 Winkler termin apomixis = "substitution of sexual
reproduction by an asexual multiplication process without
nucleus and cell fusion”

sou€asny ndahled: apomixis je synonymem terminu
"agamospermie” (Richards, 1997)



Vyznam apomixe

*umoZznuje tvorbu velkych geneticky uniformnich
populaci

» zachovava hybridni vigor v ndslednych semennych
generacich

+ pldnuje se:

- rychla tvorba a mnoZeni nejlepsich odrid

- redukce ndkladt a ¢asu pri Slechténi

- prekonani problémt spojenych s pohlavnim
rozmnozovanim, jako jsou opylovaci, kros-
kompatibilita

- rledct'{kce pfenosu virl u vegetativné mnozenych
plodin



Srovnani pohlavniho rozmnozovani a apomixe

Spnruph'ﬂic generation (2n) Gametophytic generation (1n)

24 Meiosis
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Darrigues et al. nucleus




Mechanismy apomixe

tvorba bunék schopnych tvorit embryo bez
predchdzejici meiosis (apomeiosis),

+ spontdnni tvorba embrya nezdvisla na
oplozeni (parthenogenesis)

* schopnost autonomné produkovat endosperm
nebo vyuziti endospermu vyvijejiciho se po
oplozeni

Koltunov 1993



Srovnani
pohlavniho

rozmnozovani

a apomixe

>

Diploid Embryo
Endosperm

Triploid Centr. Cell
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Srovnani pohlavniho rozmnozovani
a apomixe

e | meiosis
Stamen & / b
o gamalophyte §/ » Y
| |
4 Il .
: - dvoji
e ] ,|| oplozeni
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Bicknell a Koltunov 2004



Aposporie u rodu Hieracium

H. pliosella
(P4}
sexual, tetraploid

H. pitoselloides
(D3}
apomict, triploid

ai inicidla aposporie

H. piloselioides
(D2)
apomict, diploid

aes aposporicky
zarodecny vak

H. aurantiacum
(A34)
apomict, aneuploid

-
e
2

(oo ;. v Bicknell a Koltunov 2004
kaldzové stény barvené anil. modfri



