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Téma a clenéni prace

Rozmnozovani je charakteristickym rysem zivych organismu, ktery zajistuje
kontinuitu zivota na Zemi prostrednictvim tfady po sobé jdoucich generaci. U rostlin
dochazi ke stridani nepohlavni a pohlavni generace, sporofytu a gametofytu. Ve sporofytni
fazi vyvoje sestavaji jedinci z diploidnich bunék a rozmnozuji se nepohlavné haploidnimi
sporami vzniklymi redukénim délenim ve sporogenni tkani. Spory kli¢i v gametofyt, na
némz ve specializovanych organech, archegoniich a antheridiich, vznikaji taktéz haploidni
gamety oddéleného pohlavi. Splynutim saméi a samici gamety vznikne diploidni zygota, jez
da zaklad dalsi sporofytni generaci. Ve vyvojové linii cévnatych rostlin (7racheophyta) je
patrna tendence k redukei gametofytu a jeho stale vétsi funkéni zavislosti na sporofytu. U
vyvojové nejpokrocilejsich rostlin krytosemennych, jez v soucasnosti se svymi vice nez 280
000 druhy ptredstavuji naprostou vétsinu rostlinnych druht, dosahla redukce gametofytu
svého maxima. Pravé ta je spolu s dokonalou ochranou reprodukénich organti a vyuzivanim
mechanismu vybéru zivotaschopnéjsitho pylu povazovana za jednu z hlavnich pticin jejich
evoluéniho uspéchu (Mulecahy, 1979; Mulcahy et al., 1996). Vétsina krytosemennych rostlin
vytvart oboupohlavné kvéty obsahujici prasniky i pestiky, kde vznikaji a vyvijeji se sam¢i i
sami¢i gametofyty. Obé struktury - pylové zrno 1 zarodeény vak - jsou mikroskopické,
sestavajici jen z nékolika malo bunék a jsou naprosto neschopné vyvoje bez podpory
okolntho sporofytu. Jedinym obdobim, kdy se gametofyt semennych rostlin, a to pouze
sam¢i, vyskytuje samostatné, je stadium zralého pylu po opusténi prasniku béhem svého

prenosu na bliznu.

Pravé malé rozméry ¢inily poznavani saméiho gametofytu znacné komplikovanym.
V dplnych pocateich vyzkumu pylu byl proto studovan zejména jeho vnéjsi vzhled
(Malpighi, 1675; Purkyné, 1830) a az teprve postupné byly ziskavany znalosti struktury a
funkce pylu a pylové lacky a byly popsany zakladni jevy souvisejici s pohlavnim
rozmnozovanim krytosemennych rostlin, jako je napr. existence dvoj- a trojjaderného pylu
(Elfving, 1879), rozliseni vegetativni a generativni bunky (Strasburger, 1884) ¢i dvojité
oplozeni (Nawaschin, 1898). Nasledny znaény pokrok ve studiu biologie pylu a pylové lacky
byl podminén prudkym rozvojem cytologickych a molekularnich vyzkumnych metod.
Nemensi vliv mélo i zavedent in vitro, semi-in vivo a in vivo technik a zejména razantni vstup

“high-throughput” technologii v poslednich dvaceti letech.

Tato prace predlozena k habilitacnimu tizeni si klade za cil prispét k poznani
regulacnich procestt ovliviiujicich prirozeny vyvoj pylu a nasledné kliceni a rust pylovych
lacek. Prace je tvofena souborem jedenadvaceti recenzovanych praci, jemuz predchazi
struény prehled studované problematiky. Prvnim ¢i korespondujicim autorem jsem u
sedmnacti z nich. Predkladané prace vznikly v letech 2000-2014 bud’ piimo v Laboratori
biologie pylu Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd Ceské republiky nebo ve

spolupraci s radou laboratofi v Evropé 1 mimo ni. Vétsina praci navic vznikala v azké



spolupract s Katedrou fyziologie rostlin, pozdéji Katedrou experimentalni biologie rostlin
Prirodovédecké fakulty University Karlovy za aktivni ucasti rady jejich studentii. Publikace,
jejichz jsem autorem ¢i spoluautorem, jsou v textu a v prehledu pouzité literatury
zvyraznény tuénym tezem. Prace nasi laboratore byla po celou dobu podporovana radou
vyzkumnych grantit Grantové agentury Ceské republiky, Grantové agentury Akademie véd
Ceské republiky, Ministerstva skolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky, The Royal
Society, NATO a BBSRC.

10
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A.1 Samci gametofyt

Vyvoj samc¢tho gametofytu krytosemennych rostlin predstavuje komplexni proces,
ktery vyzaduje koordinovanou spolupraci rozliénych bunéénych typt a pletiv a s tim
souvisejici specifickou genovou expresi. Na tomto procesu se podileji pletiva gametofyticka
(mikrospora, zrajici pylové zrno, pylova lacka) 1 sporofyticka (prasnik, tapetum, vodici
pletiva ¢nélky). Gametofytickou vyvojovou fazi je mozno rozdélit na dvé na sebe navazujici

obdobi, vyvojové a funkénti.

Vyvojova faze se odehrava v prasnych pouzdrech a je ukonéena uvolnénim zralych
pylovych zrn z prasniki. Je pro ni charakteristicka funkéni specializace dvou bunéénych
typt — vegetativni buriky a samcéich gamet, bunék spermatickych, které predstavuji saméi
zarodec¢nou linii. Tento proces je podlozen dvéma na sebe navazujicimi bunéénymi
délenimi a v jeho prubéhu dochazi k vyraznému morfologickému i fyziologickému
rozruznéni zminénych bunék doprovazenému masivni syntézou bunécéné stény pylového

zrna a ukladanim tady ochrannych a zasobnich latek.

Funkéni neboli progamicka faze zac¢ina prenesenim pylu na bliznu, pokracuje
rustem pylové lacky a koné¢i dvojitym oplozenim. Ani tento proces nepostrada na
zajimavosti a mimo vlastni boutlivy rust pylové lacky — pylova lacka je nejrychleji rostouct
bunkou rostlinného téla — je v soucasné dobé vysoce aktualnim tématem vzajemna aktivace

pylu a pletiv pestiku a komunikace mezi obéma gametofyty, saméim a samicim.

Saméi gametofyt predstavuje zejména ve srovnani se sporofylem jednoduchy a
vysoce redukovany systém, ktery tak poskytuje unikatni prilezitost ke studiu vyvojové
regulace genové exprese na mnoha urovnich a funkénich interakei mezi riznymi typy
bunék (Ma, 2005; Honys et al., 2006; Twell et al., 2006; Borg et al., 2009; Berger and Twell,
2011; Kessler and Grossniklaus, 2011; Twell, 2011; Dresselhaus and Sprunck, 2012; Sprunck
et al., 2012; Loraine et al., 2013).

A.2 Vyvoj a funkce samciho gametofytu

A.2.1 Zrani pylu: od mikrosporocytu ke zralému pylovéemu zrnu

Vysoce redukovany sam¢i gametofyt krytosemennych rostlin predstavuje dvoj- nebo
tribunééné pylové zrno, jehoz tlohou je produkce dvou saméich gamet a jejich dopraveni k
samicimu gametofytu, zarode¢nému vaku, kde dojde k dvojitému oplozeni (Bedinger, 1992;
Bedinger et al., 1994; Smyth, 1997; Dresselhaus, 2006). Vlastni vyvoj pylu, tedy proces
mikrosporogeneze a mikrogametogeneze, byl jiz mnohokrat popsan (Mascarenhas, 1989;
Scott et al., 1991; Bedinger, 1992; McCormick, 1993; Twell, 2002; Honys et al., 2006; Twell et
al., 2006; Berger and Twell, 2011; Twell, 2011). Diploidni materské bunky mikrospor

(mikrosporocyty) se nachazeji v prasnicich, v prasnych pouzdrech obklopenych ctytmi
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Obr. 1. Schematicky diagram
zndzoriuyict vjvoy samctho gamelofytu,
Barbora Honysovd, orig

bunéénymi vrstvami - tapetem, stiredni vrstvou, endotheciem a epidermis. Zde
mikrosporocyty sekretuji sténu sestavajict z B-1,3-glukanu, kalosy, a poté se béhem dvou
meiotickych délent rozdéli ve ¢tyfi haploidni mikrospory tvotici tetradu (Obr. 1). Materské
buriky mikrospor navzajem komunikuji prostrednictvim cytoplasmatickych mustkt, coz
umoznuje synchronizaci jednotlivych meiotickych déleni v celém prasniku. II. meiotické
délent je nasledovano syntézou kalosovych stén také mezi jednotlivymi mikrosporami v

tetrade (Horner, 1977).

V dobé meiotického déleni mikrosporocytit se buriky tapeta diferencuji v
dvojjaderné polarni sekrecni bunky postradajici primarni bunécénou sténu, predevsim
v misté kontaktu s prasnymi pouzdry. Tyto buriky obsahuji vyjimeéné mnozstvi ribosomt,
mitochondrii, endoplasmatického retikula, Golgiho aparatu a specializovanych organel
bohatych lipidy, tapetosomu (Ting et al., 1998; Hsieh and Huang, 2005), a to zejména v
blizkosti plasmatické membrany hranic¢ier s prasnymi pouzdry. I bunky tapeta jsou
propojeny cytoplasmatickymi mustky, coz umoznuje koordinaci jejich aktivit. Recentni

studie transkriptomu pletiv prasnika riznych rostlinnych druhti ukazaly precizni kontrolu
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aktivity a nasledné programované bunééné smrti bunék tapeta a koordinace téchto procest

s vyvojem pylu (viz Huang et al., 2011).

Mladé mikrospory v tetradach podstupuji bourlivy vyvoj doprovazeny syntézou
bunécéné stény sestavajici z vnitini intiny a vnéjsi exiny. Po vytvotreni ¢aste¢né zformované
exiny jsou mikrospory z tetrad uvolnény. K tomu dochazi diky aktivité smési enzymu
sekretovanych bunkami tapeta, jejiz zasadni slozkou je kalaza (3-1,3-glukanaza) zodpovédna
za rozpousténi kalosy (Scott et al., 2004). Spravné nacasovani sekrece kalazy je jednim z
kritickych momentii mikrosporogenese a jeho narusent je jednou z pri¢in pylové samdci
sterility (Worrall et al., 1992). Volné mikrospory rychle nabyvaji na velikosti a obsahuji vétsi
mnozstvi malych vakuol (Obr. 1). Tyto ¢asem splyvaji v jedinou velkou vakuolu vyplnujici
vétsinu objemu mikrospory, jejiz pritomnost byva spojovana s presunem puvodné
centralné ulozeného jadra na presné urcené misto na periferii bunky. Samotny proces
presunu neni pasivinim jevem jen v dusledku rustu vakuoly, ale procesem dynamickym
vyzadujicim aktivni ucast mikrotubult (Park et al., 1998; Twell et al., 2002; Oh et al., 2010). V
tomto obdobi také dochazi k dokonéeni tvorby bunééné stény syntézou intiny. Bunky
tapeta jsou béhem mikrosporogenese mimoradné metabolicky aktivni. Sekretuji do
prostoru prasnych pouzder mnozstvi bilkovin, lipidu, sacharidi a sekundarnich metabolitu,
které jsou vyuzivany vyvijejicimi se mikrosporami k syntéze membran, tvorbé exiny a v
neposledni tadé jako zdroj energie (Pacini, 1990). Pres tuto zjevnou dilezitost tapeta lze
dosahnout spravného dozrani funkéniho pylu v podminkach i vitro jiz od pozdéjsich
vyvojovych stadii mikrospor, pochopitelné za pritomnosti zakladnich zivin (Tupy et al.,

1991).

Mikrospory s jadrem umisténym u stény podstupuji vyrazné asymetrické délent, 1.
haploidni ¢i pylovou mitosu (PMI, Obr. 1). Vysledkem tohoto déleni jsou dvé nestejné
bunky, burika vegetativni a generativni. Obé se vyskytuji v prostoru ohraniceném puvodni
bunéénou sténou mikrospory a generativni burnika je posléze zcela pohleena svou
vegetativni sestrou. Z terminologického hlediska také cely systém v tomto okamziku
prestava byt mikrosporou a stava se nezralym pylovym zrnem. l. pylova mitosa predstavuje
kriticky moment ve vyvoji samétho gametofytu, jeho hlavni zlomovy bod spocivajici v
potvrzeni nastoupeného gametofytického vyvojového programu, jak ukazalo studium
populact RNA (Honys and Twell, 2003, 2004) a bilkovin (Holmes-Davis et al., 2005; Noir et
al., 2005; Sheoran et al., 2006). Generativni burika také tvori zaklad samci zarodecéné linie; ta
vsak u rostlin nema dlouhého trvani, zahrnuje vlastné jediné mitotické déleni a konci
dvojitym oplozenim (Berger and Twell, 2011; Twell, 2011). Zvraceni gametofytického
vyvojového programu na sporofyticky je mnohem jednodussi u jednobunécénych mikrospor
nez u dvojbunéénych pylovych zrn (Gaillard et al., 1991). Po skonéeni PMI jsou
exprimovany pozdni pylové specifické geny a jejich aktivace jiz zpusobuje nezvratnost

gametofytické cesty (Honys and Twell, 2004; Wei et al., 2010). V pripadé naruseni
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asymetricnosti mitotického délent, al uz centrifugaci (Terasaka and Niitsu, 1987), pomoci
latek inhibujicich formovani mikrotubult, napt. kolchicinu (Zaki and Dickinson, 1991;
Eady et al., 1995), ¢i mutaci genti zodpovédnych v mikrosporach za organizaci a orientaci
pole mikrotubulti dojde k vytvoreni dvou podobnych bunék vykazujicich charakteristiky
vegetativni burniky. Takovymi geny jsou u husenicku (Arabidopsis thaliana, (1..) Heynh.)
GEMINIT (GEMI) kodujici bilkovinu asociovanou s mikrotubuly MORT/GEM1 (Park et al.,
1998; Park and Twell, 2001; Twell et al., 2002) a jeho tabakovy ortolog kodujici protein
TMBP200 (Oh et al., 2010). Tim bylo prokazano, ze bunécény osud vegetativni bunky
predstavuje vychozi stav, zatimco asymetri¢nost PMI je nutnou podminkou pro naslednou
indukei saméi zarodecné linie (Twell, 2011). VSechny tyto skutec¢nosti ukazuji na
nezastupitelnou roli asymetrického déleni pro urceni dalstho vyvoje obou dcerinych

bunék.

Vegetativni bunka mladého pylového zrna se vyznacuje hustou cytoplasmou s
mnozstvim organel a zasobnich latek, mezi nimiz nalezneme i RNA a bilkoviny. Generativni
bunka naproti tomu dédi z mikrospory jen velmi malou ¢ast cytoplasmy a organel. Zatimco
jadro generativni bunky obsahuje vysoce kondensovany chromatin, vegetativni jadro
setrvavajict v G1 fazi bunécéného cyklu a obsahujict dekondensovany chromatin je vetsi s
vyssim mnozstvim poru. | na zakladé této skutecnosti miizeme usuzoval na daleko vétsi
transkripéni aktivitu vegetativnitho jadra ve srovnani s jadrem generativni bunky. Ani ta
vSak neni zanedbatelna (Borges et al., 2008). Vyvijejici se mladé pylové zrno se také
vyznacuje znacnou metabolickou aktivitou; v obdobi od 1. pylové mitosy do stadia plné
zralosti se jeho objem zvétsuje dvakrat, obsah celkové RNA stoupa sedmkrat a obsah
mRNA dokonce trinact- az dvacetkrat (Tupy, 1982; Schrauwen et al., 1990). Vegetativni
bunka mimoto akumuluje znacné mnozstvi sacharidovych, lipidovych 1 proteinovych rezerv

dulezitych pro rychly rist pylové lacky (Pacini et al., 2006).

Zavérecnou fazi dozravani pylového zrna je jeho dehydratace. Ve zralém pylu v dobé
anthese rapidné klesa obsah vody az na hodnoty v rozmezi méné nez 6 % (Populus) a 35 % a
vice (travy; Heslop-Harrison, 1987). Stupen dehydratace ma pravdépodobné vztah k
zivotaschopnosti pylu po uvolnéni z prasniku. Pyl Cucurbita pepo, ktery mneprochazi
dehydrata¢ni fazi, si po anthesi zachovava svou zivotaschopnost jen po velice kratkou dobu
(Pacini et al., 1997). Mira dehydratace pylového zrna souvisi s pritomnosti osmoprotektantii,
napr. disacharidi, prolinu a glycinbetainu, chranicich zejména bunééné membrany a

bilkoviny pted poskozenim (Schwacke et al., 1999).

Generativni burika podstupuje jesté jedno mitotické délent, I1. haploidni ¢i pylovou
mitosu (PMII), na jejimz konei jsou dvé saméi gamety, prvni a druha burika spermaticka.
Podle ¢asovani PMII pred nebo az po vykliceni pylového zrna sestava zraly pyl ze dvou
nebo tr1 bunék (Obr. 2), buriky vegetativni a generativni (dvojbunécny pyl), anebo bunky

vegelativni a dvou bunék spermatickych (trojbunéény pyl). Dvojjaderny typ pylu, ktery
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muzeme povazoval za evolucné starsi, se vyskytuje u priblizné 70 % druht krytosemennych
rostlin (Brewbaker, 1967), nicméné trojbunéény pyl se béhem evoluce objevil nékolikrat
nezavisle na sobé. Zajimavost je, ze u druhu Annona cherimola (¢esky lahevnik c¢erimoja,
celed” Annonaceae, rad Magnoliales) koexistuji oba typy pylu, dvojjaderny i trojjaderny,
v jednom prasniku a pomér mezi nimi zavisi na teploté, které je kvét pri zrani pylu vystaven
(Lora et al., 2009). Vegetativni jadro zustava
v tésné fyzické vazbé s obéma bunkami
spermatickymi i po ukonéeni PMII.
Zminény komplex se anglicky nazyva ,,male
germ unit® (MGU) a zastava naprosto
zasadni dlohu nejen pri doprave

spermatickych bunék k vajicku, ale

zejména v primé komunikaci mezi

Obr. 2. Dvgjbunéiny a trojbunécny pyl. Dvojbunécny pyl

bunkami a jejich jédry Iléleiej teimi  chmele otdcivého (Humulus lupulus; A) a trojbunéiny pyl bezu

C . , TR | cerného  (Sambucus mgra; B) obarveny DAPI (Park et al.,
Kk somatické a zarodecné linii (McCue et al., 1998). Jjadernd DNA ve vegetationi (V), generatini (G) a

2011) a snad i v regulaci jejich genové — spermatickich (S) buikich je oznacena popisky (pievzato z

. Honys et al., 2006).
exprese (Slotkin et al., 2009).

Po dopadu na bliznu se pyl rehydratuje, aktivuje a brzy se na jeho povrchu v misté
jednoho z poru v exiné objevuje vegetativni burika pretvorena v pylovou lacku. Pylova lacka
roste vodicim pletivem ¢nélky smérem k mikropyle vajicka a nese vegetativni jadro a obé
spermatické burnky ve své spicce (Heslop-Harrison, 1987; Bedinger et al., 1994; Krichevsky

et al., 2007).

A.2.1.1 Unikdtni bunénd sténa pylového zrna

Specializované aktivity a biologicka role pylového zrna se odrazi v jedineéném
slozeni bunécné stény, ktera jej obklopuje. Pylova sténa a jeji obaly izoluji a chrani samci
gametofyt a jeho cenny naklad a dale zprostredkovavaji komplexni komunikaci s povrchem
blizny (Scott et al., 2004). Vnitini vrstva stény, intina, je gametofytického puvodu. Naproti
tomu vnéjsi vrstva, exina, je z nejvetsi ¢asti puvodu sporofytického. Jeji syntéza zacina jiz
v mikrosporach ve stadiu tetrad, bezprosttedné po ukonéeni meiosy. Mikrospory v
tetradach syntetizuji z vnéjsi strany plasmalemmy pektinocelulosovou primexinu, ktera
funguje jako matrix pro ukladani prekursorti sporopoleninu pred jejich naslednou
polymerizaci. Sporopolenin patii mezi chemicky nejodolnéjsi znamé biopolymery a jeho
tlohou je ochrana vnitrniho prostredi pylového zrna (véetné genetické informace) po jeho
uvolnéni z prasniku. Jedna se o komplexni slouceninu mastnych kyselin a fenylpropanoidu.
Ackoli biochemické drahy vedoucti k syntéze sporopoleninu nejsou zcela znamé, jeho
syntéza vyzaduje tzkou spolupraci mezi mikrosporami a bunkami tapeta (Dobritsa et al.,
2009; Dobritsa et al., 2010; Ariizumi and Toriyama, 2011). Exina neni kolem pylového zrna

rozprostrena rovnomérné; v mistech ztencenin nebo v oblastech postradajicich
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sporopolenin vznikaji apertury (kli¢ni pory), kudy po opylent vyrustaji pylové lacky. Pocet a
velikost apertur a konecna povrchova dprava exiny (Obr. 3) jsou pod striktni kontrolou

sporofytu (Dobritsa et al., 2011; Dobritsa and Coerper, 2012).

Tvorba pylovych obalii je ukoncena
v pozdéjsich stadiich mikrogametogeneze,
kdy jsou zbytky degenerujicich buné¢k
tapeta ukladany na povrch pylového zrna.
Pylové obaly urcuji adhezivitu, barvu a
vuni pylového zrna. Diky tomu se uplatnuji
pii hydrataci pylu a pri jeho komunikaci
pvlu s pletivy pestiku. Zlutd az nachovd
barva zralého pylu je dusledkem
pritomnosti karotenoidu a
fenylpropanoidu. Tyto vlastnosti stejné jako
casto komplikovana povrchova struktura
sporopoleninu se velmi lisi mezi
jednotlivymi druhy. U druht vyuzivajicich
sluzeb zivocisnych opylovacu je pyl casto
vybaven slozitymi strukturami
usnadnujicimi prilnuti k prenaseci,
zatimco u druhtt opylovanych vétrem tyto

struktury chybéji (Obr. 4).

A.2.1.2 Mikrosporovd embryogeneze . . . .
Obr. 3. Morfologie pylovich zrn riznjch rostlinnych druhii.

Mikrospory se normalné vyvijeji
v pylova zrna, ale za uréitych stresovych
podminek je mozné tento vyvoj zvratit a

mikrospory mohou nastoupit vyvojovou

Skenovaci elektronové mikrografy otevieného prasniku citlivky
stydlivé  (Mumosa  pudica; A), pylu  borovice lesni  (Pinus
sylvestris; B), mucenky modré (Passiflora caerulea; C), mdku
setého  (Papaver somniferum; D), citlivky stydlivé (Mimosa
pudica; E), slunecnice rocni (Helianthus annuus; I), tabdku
virginského (Nicotiana tabacum; G) a chocholatice dvoubarevné

drahu vedouci ke vzniku haploidnich (Eucomis bicolor; H).

embryi. Haploidni rostliny jsou sterilnt,

ponévadz nemohou dokonéit meiotické délent, ale aplikaci kolchicinu je mozné ziskat
plodné dihaploidni rostliny (Wang et al., 2000). Tato schopnost je spolu s vysokou produket
mikrospor velice cenna ve slechtitelské praxi diky produkei dihaploidnich linii a rychlé

produkei haploidnich transformantu.

Androgeneze byla poprvé popsana u prasniki durmanu neskodného (Durman
innoxia) kultivovanych in vitro (Guha and Maheswari, 1964). Od té doby byla publikovana
rada prikladti tspésné androgeneze u tady rostlinnych druhti. Androgeneze byla uspésné
indukovana pusobenim stresu na celé rostliny, poupata, prasniky ¢i isolované mikrospory

(Touraev et al., 1997). Rozsah induktivnich stresovych podminek je velice siroky a zavisi na
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Obr. 4. Detailni pohled na strukturu povrchu pylovych zrn.
Skenovaci  elektronové  mikrografy pylu mucenky stydlivé
(Mimosa pudica; A), mdku setého (Papaver somniferum; B),
slunecnice rocni (Helianthus annuus; C), papdyi obecné (Carica
papaya; D), chocholatice dvoubarevné (FEucomis bicolor; E) a
Clivia (F). Délka tisecky je vzdy 5 pm (prevzato z Honys et
al., 2000).

rostlinném druhu stejné jako na vyvojovém
stadiu mikrospory ¢i pylu. Mezi
nejuc¢innéjsi patri hladovéni ¢i osmoticky
stres indukovany manitolem (je¢men),
teplotni sok (Fepka olejna a paprika roc¢ni)
a teplotni Sok doplnény hladovénim
(pSenice a tabak). Androgeneze muze byt

dusiku

(tabak), chladovym stresem (kukufice),

indukovana také nedostatkem

oSettenim mikrospor kolchicinem (fepka
olejka, psenice a kukurice), auxinem
(pSenice, jecmen) ¢i jinymi latkami nebo
pusobenim gama zateni (repka olejka,

psenice, kukurice) (Maraschin et al., 2005).

Androgenezi muzeme rozdélit do tri
casteéné se prekryvajicich fazi: fazi
indukce, dediferenciace a vyvoje

usporadanosti (pattern formation). Obdobi

citlivosti k indukénim podminkam lezi
v rizné Sirokém vyvojovém okné kolem asymetrické 1. pylové mitosy (Maraschin et al.,
2005). Toto okno se obecné uzavira v dobé, kdy mladé pylové zrno zac¢ina akumulovat skrob
(Binarova et al., 1997). Popsané casovani také dobre koreluje s prepnutim mezi dvéma
globalnimi vyvojovymi programy pri vyvoji pylu husenicku (Honys and Twell, 2004), jak
bude podrobné popsano nize. Vyznamného pokroku bylo dosazeno pri identifikaci genu
zodpovédného za regulaci androgeneze. U tepky olejky je timto genem BABY BOOM
(BBM), ktery patfi mezi transkripéni faktory rodiny AP2Z/EREBP a ktery je prednostné
exprimovan béhem androgeneze a zygolické embryogeneze. Ektopicka overexprese genu
BBM u tepky a husenic¢ku navie indukuje spontanni tvorbu somatickych embryi na listech
a mladych semenaccich (Boutilier et al., 2002). Podobnost regulac¢nich procest
ovliviiujicich zygotickou a mikrosporovou embryogenezi nelezi pouze na drovni
regulacnich faktort, ale v posledni dobé byla potvrzena i zavislost apikalné-bazalni polarity
noveé vznikajictho haploidniho embrya na polarité mikrospory a asymetrického bunééného
déleni po indukei embryogeneze (Tang et al., 2013), podobné jako je tomu i v pripadé
asymetrického déleni zygoty (Jurgens et al., 1997). V obou ptipadech byla in vitro pomoci
techniky EDM (exine-dehisced microspore; Tian and Sun, 2003; Tang et al., 2013) a
zygotickych kultur (He et al., 2007) prokazana kriticka role slozeni bunécnych stén
materskych bunék — mikrospory a zygoty.
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A.2.2 Progamacka faze: od opyleni k oplozeni

A.2.2.1 Klicent pylu

K opyleni dochazi v okamziku dosednuti pylového zrna na povrch kompatibilni
blizny. Prvnim krokem aktivace pylu je jeho rehydratace. Hydratace pylového zrna je navie
doprovazena masivnim prijmem enzymu typu esteraz, katalaz, nukleaz, cellulazy a
pektinazy. Zprostredkovatelem prijmu vody pri hydrataci spojené se zménou bunééné
organizace a architektury membranovych struktur se zdaji byt akvaporiny, z nichz nékteré
vykazuji pylové specifickou expresi (Tyerman et al., 2002; Sommer et al., 2008; Soto et al.,
2008). Prominentnim procesem béhem rehydratace je formovani velkého mnozstvi
vezikulu, lipidovych kapének a vakuol. Zaroven dochazi k rapidnimu zvySeni respiracni
aktivity mitochondrii. Dvojbunééna pylova zrna maji strukturné jednoduché mitochondrie,
ve kterych se v prubéhu aktivace pylu objevuji pocetné kristy. Trojbunécny pyl se naproti
tomu vyznacuje pritomnosti vysoce organizovanych mitochondrii, které se v
prubéhu aktivaéni faze adaptuji bez dalsich morfologickych zmén (Raghavan, 1997). Béhem
aktivace pylu dale u vétsiny druhtt dochazi k formovani polysomt, obnoveni silné
transkripéni a transla¢ni aktivity, zménam cytoskeletu a zvySené aktivité diktyosomu
(Raghavan, 1997). Aktinova filamenta, jejichz pritomnost je pro vykliceni pylu nezbytna,
jsou v aktivovaném pylu uspotadana smérem k mistu vypuceni budouci pylové lacky
podobné jako gradient vapenatych iontti (Heslop-Harrison and Heslop-Harrison, 1992).
Méné je znamo o tloze mikrotubulti, nebot tyto nejsou organizovany v budoucich kliénich
porech, nicméné kratké a vétvené mikrotubuly se soustied’uji do podoby limee okolo baze
postupné se objevujici pylové lacky. Rozbiti mikrotubuli pomoci cytoskeletalnich jedtt ma

jen velice maly ¢ dokonce zadny efekt na kliceni pylu (Raghavan, 1997; Gossot and
Geitmann, 2007).

v v .

Pylova zrna obsahuji vétsi ¢i mensi mnozstvi skladovanych mRNA, které koduji
bilkoviny potrebné pro vykli¢eni pylu a rist pylové lacky (Honys et al., 2000; Honys et al.,
2009; Hafidh et al., 2011). Potreba transkripce a translace pro vykli¢ent a rast pylové lacky
je u ruznych druht ruzna. U rady zkoumanych druht bylo zjisténo, ze aplikace inhibitoru
transkripce, aktinomycinu D, nema na kliceni pylu ani rust lacek in vitro zadny vliv (Lafleur
and Mascarenhas, 1978). Naproti tomu, aplikace cykloheximidu jako inhibitoru translace
ma bezprostredni a fatalni vliv na kli¢ent pylu i na rust pylovych lacek (Capkové et al., 1980;
Li et al., 1986), coz ukazuje na zasadni potrebu masivni syntézy bilkovin pro zajisténi rastu
pvlovych lacek. Bylo prokazano, ze i modelovy druh husenic¢ek Thaltiv se chova dle tohoto
schématu, alespon v pocatecnich fazich rastu pylové lacky in vitro (Honys and Twell, 2004).
Pro zdarny prubeéh oplozeni in vivo je vSak nezbytna specificka aktivace transkripce
v dusledku interakei pylové lacky s pletivy pestiku (Leydon et al., 2013; Leydon and
Johnson, 2013). Naproti tomu jiny model, tabak, vyzaduje pro splnéni své biologické ulohy

také aktivni transkripei 1 v podminkach in oitro. U tabaku dokonce dochazi k aktivaci
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prepisu nékterych specifickych transkripti az po probéhnuti druhé pylové mitosy po vice
nez 13 hodinach kultivace in vitro (Hafidh et al., 2012a,b). Neni bez zajimavosti, ze kliceni
tribunécéného pylu nékterych druhti neni nijak ovlivnéno zablokovanim translace, coz

ukazuje, Ze tento pyl obsahuje kompletni sadu bilkovin pottebnou pro rist pylovych lacek.

A.2.2.2° Rust pylové lacky

Po probéhnuti vsech dilezitych zmén spojenych s hydrataci a aktivaci pylového zrna
se v klicnim poru objevi pylova lacka. V pribéhu tohoto procesu se vegetativni burika
extrémné polarizuje, coz je spojeno s reorganizaci a migraci organel, zejména Golgiho
aparatu a velkého mnozstvi vezikulii, smérem ke klicnimu péru a posléze Spicee rostouct
pylové lacky (Malho and Pais, 1992; Malho et al., 2006). Rostouct pylové lacky predstavuji
unikatni typ rostlinnych bunék, a to zejména pro svou vyjimeénou rustovou polaritu a
rychlost rustu. Proto vedle kotenovych vlaskt, vlaken baviniku, houbovych hyf ¢i
prvoklicki mechorostii slouzi jako vytecny model pro studium bunééného rustu
mechanismem polarniho vrcholového rastu (Cheung and Wu, 2007; Chebli et al., 2013). Ten
muze u kukutice dosahnout rychlosti az jednoho centimetru za hodinu (Bedinger, 1992).
Schopnost vrcholového ristu je podporena polarizovanym uspotadanim cytoplasmy. Prave
proto jsou pylové lacky vhodnym studijnim materialem 1 pro analyzy bunécné
kompartmentalizace, metabolickych drah a dynamiky ukladani bunécné stény. Pro
morfologii polarizované pylové lacky je charakteristické asymetrické usporadani bunécénych
organel, jez v dusledku proudéni cytoplasmy vykazuji specificky pohyb popisovany jako
~obracena fontana® (Hepler et al., 2001; Justus et al., 2004; Cardenas et al., 2005; Cardenas
et al., 2008). Rust pylovych lacek je oscilaéni (viz Geitmann and Ortega, 2009; Chebli et al.,
2013) a je korelovan s oscilact prijmu kationta Ca?*, H* a K a anionti CI- (Feijo et al., 2001;
Cardenas et al., 2008; Zonia and Munnik, 2011). V této souvislosti neptekvapi objev rady
silné exprimovanych a ¢asto pylové specifickych genti kodujicich odpovidajict membranové
prenasece, jejichz vyrazeni muze mit pro spravnou funkei pylové lacky fatalni duasledky (Sze
et al., 2004; Bock et al., 2006; Lu et al., 2011; Chanroj et al., 2013). Apikalni oblast rostouct
pylové lacky nazyvana .clear zone® obsahuje témér vyhradné transportni vezikuly
umoznujict sekreci a endofytickou aktivitu pottebnou pro rychlou bunéénou expanzi prave
v oblasti Spicky (Hepler et al., 2013) spojenou se syntézou bunécné stény, ktera je
dokoncena po reorganizaci jednotlivych komponent v subapikalni oblasti (Chebli et al.,
2012). Vétsi organely byvaji ulozeny distalnéji od subapikalnich oblasti cytoplasmy
(Lancelle and Hepler, 1992; Moscatelli and Idilli, 2009; Chavarria-Krauser and Yejie, 2011).
V této oblasti byva lokalizovan i1 komplex MGU (Cheung and Wu, 2007; McCue et al., 2011).
Vysledky popsanych studii ultrastruktury byly potvrzeny i pozorovanim zivych pylovych
lacek exprimujicich bilkoviny asociované s jednotlivymi organelami a znacené GFP
(Cheung, 2001; Chen et al., 2002; Cheung et al., 2002; de Graaf et al., 2005; Cheung et al.,
2010). Kompartmentace organel je stejné jako jejich pohyb podminéna zejména

propracovanou strukturou aktinového cytoskeletu a jeho zretelnymi strukturalnimi a
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dynamickymi vlastnostmi v jednotlivych oblastech, jak bylo prokazano mimo jiné radou
pokusu s latkami inhibujicimi polymerizaci aktinovych filament (Hepler et al., 2001; Vidali
and Hepler, 2001; Vidali et al., 2001; gamaj et al., 2006). Zatimco uloha mikrofilament
v dalkovém vezikularnim transportu i kompartmentaci pylové lacky je pomérné probadana
(viz Yokota and Shimmen, 2006; Cai and Cresti, 2009), funkce mikrotubult v pylovych
lackach zustava z velké miry nejasnou (viz Cai and Cresti, 2010). V této souvislosti je
dulezity fakt, ze apikalni rast pylovych lacek krytosemennych rostlin je aplikaci inhibitort
tvorby mikrotubultt ovlivnén jen minimalné (Hepler et al., 2001; Gossot and Geitmann,
2007), avsak pritomnost mikrotubulti je nezbytna pro schopnost udrzeni sméru rustu
pvlové lacky in vitro (Gossot and Geitmann, 2007). Co se zda byt jasné, je uloha
mikrotubulti v udrzovani komplexu MGU a jeho koordinované migraci v cytosolu pylové
lacky (Astrom et al.,, 1995; McCue et al., 2011; Sanati Nezhad et al., 2013). U
nahosemennych rostlin se navic mikrotubuly podileji na apikalnim rastu pylovych lacek
koordinované s aktinovym cytoskeletem. Mezi apikalnim rastem pylovych lacek
nahosemennych a krytosemennych rostlin celkové existuji podstatné rozdily (Anderhag et

al., 2000; Justus et al., 2004).

Soucasné znalosti biologie pylovych lacek jsou do znaéné miry zalozeny na
pokusech s pylovymi lackami kultivovanymi i vitro. Pylové lacky ovSem intimné interaguji
s okolnimi pletivy a vodict pletivo hraje vyznamnou roli v procesech vzajemného rozeznani
kompatibilniho pylu a blizny a nasledného vedent pylové lacky k vajicku (viz Higashiyama,
2010; Ivanov et al., 2010; Tantikanjana et al., 2010; Zonia, 2010; Dresselhaus et al., 2011;
McClure et al., 2011; De Franceschi et al., 2012). Béhem své cesty k vajicku pylové zrno i
pylova lacka intenzivné komunikuji jak s rozliénymi sporofytickymi maternalnimi pletivy,
tak s bunkami sami¢tho gametofytu (viz Dresselhaus and Franklin-Tong, 2013). Diky
pokroku v oblasti bunééné a molekularni biologie a moznostem studia v podminkach n

vivo a semi-in vivo byla jiz popsana tada signalnich molekul i prislusnych receptoru.

Pres tyto dil¢éi pokroky vsak pravé podrobné popsani komunikace mezi saméimi a
sami¢imi pletivy pred oplozenim a kaskad signaliza¢nich drah ptedstavuje v soucasné dobé

jednu z nejaktualnéjsich vyzev v oblasti pohlavniho rozmnozovani rostlin.

Kompatibilni interakce jsou zajistény prostrednictvim slozitych drah zahrnujicich
radu faktort, napriklad bilkoviny bohaté na cystein (Mollet et al., 2000), glykoproteiny
(Bosch et al., 2003), pektiny (Mollet et al., 2000), flavonoidy (Mo et al., 1992), y-
aminomaselna kyselina (Palanivelu et al., 2003) a gradient vapenatych ionta (Zhao et al.,
2003). K porozuméni mechanismtim rastu pylovych lacek, jejich vedeni a oplozeni navic
znacné prispél i rozvoj technik opyleni a oplozent in vitro (Janson, 1992; Zenkteler, 1992;
Higashiyama et al., 2001; Vervacke et al., 2002; Willemse and Van Lammeren, 2002;
Palanivelu and Preuss, 2006; Sandaklie-Nikolova et al., 2007).
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A.3 Geneticka kontrola vyvoje pylu

Postupna charakterizace genové exprese v saméim gametofytu pochopitelné
odrazela dostupné metody. Prvni gametofytické geny a jejich funkce byly odhaleny a dosud
jsou postupné odhalovany metodami piimé genetiky — studiem mutaci. Paralelné s tim
probihaly pokusy popsat komplexnost gametofytické genové exprese a miru jejiho prekryvu
se sporofytickymi pletivy. Zde prvni krok predstavovaly studie isozymu, které z dnesniho
hlediska ponékud ptrekvapivé ukazovaly na vyznamny prekryv genové exprese v samcim
gametofytu a sporofytu u rajéete a jeémene, a to az ze 60 — 72 % (Tanksley et al., 1981;
Pedersen et al., 1987). Vysledky pokusti s hybridisaci RNA potvrdily miru tohoto prekryvu a
navic poprvé ukazaly na podstatné mensi komplexnost genové exprese v samcéim
gametofytu Tradescantia paludosa a kukutice ve srovnani se sporofytickymi pletivy (Willing
and Mascarenhas, 1984; Willing et al., 1988). Nasledné hybridizaéni studie pylovych ¢DNA
knihoven pak ptiblizily odhad frakce pylové specifickych mRNA soucasnym nazorum — do

blizkosti 10 % (Stinson et al., 1987; Mascarenhas, 1990).

Pro vsechny zde popsané pristupy byla charakteristicka jejich nespecificnost;
umoznily sice kvantifikovat komplexnost genové exprese, ale nebylo mozné jimi prislusné
geny identifikovat. Jako naprosto zasadni se z tohoto hlediska ukazal nastup vysoce
ucinnych (high-throughput) metod koncem minulého stoleti, ktery ohlasil soucasnou
postgenomickou éru, dobu —omik. Jejich vyuziti nejen umoznilo komplexné popsat
genovou expresi a jeji dynamiku béhem vyvoje pylu, ale znacné urychlilo i1 charakterizaci
konkrétnich gametofytickych genti pomoci obracené neboli reverzni genetiky, k ¢emuz
prispéla i nase laborator, zejména v oblastech pylové transkriptomiky dvou modelovych
druhtt (Honys and Twell, 2003, 2004; Hafidh et al., 2012a,b), naslednych cilenych studii
(Lalanne et al., 2004; Sze et al., 2004; Hruba et al., 2005; Bock et al., 2006; Dupl'akova et
al., 2007; Gibalova et al., 2009; Ding et al., 2012; Renak et al., 2012; Renak et al., 2014),
pvlové proteomiky a fosfoproteomiky (Honys et al., 2009; Fila et al., 2011; Fila and Honys,
2011; Fila et al., 2012; Hafidh et al., 2013; Fila et al., 2014; Hafidh et al. 2014).

A.3.1 Mutace ovliviiujici vyvoj a funkci pylu

Mutaéni analyza ptredstavuje vhodny nastroj k identifikaci strukturnich a
regulacnich komponent konkrétnich vyvojovych drah. Mutace ovliviiujict vyvoj pylu jsou
také vytecnym materialem pro analyzu procesu specifikace bunééného osudu a bunécénych
funkei. Zname celou fadu gametofytickych, ale 1 sporofytickych mutact narusujicich vyvoj
pylu (Priloha A.7, Tab. 1) ¢i progamickou fazi (Priloha A.7, Tab. 2), jejichZ geny byly popsany
a vétsinou uspésné klonovany. Nejdéle znamé a dnes jiz klasické pylové mutace byly
nalezeny metodami primé genetiky a naslednym poziénim klonovanim (napt. geml, duol,
duo3, tio) ¢i isolact prilehlych sekvenel (napr. ung3, agm, hap2, hap5, hap12). Naprosta vétsina
mutaci vSak byla identifikovana a funkéné analyzovana za pouziti metodickych postupt

reverzni genetiky. Tyto postupy v kombinaci s vysoce uc¢innymi metodami kvantifikace
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genové exprese samozrejmée vedou k exponencialnimu nartstu charakterizovanych mutaci.
Proto zde publikované tabulky (Ptiloha A.7, Tab. 1 a 2) nemohou postihnout vSechny znamé
mutace, nebot jiz v okamziku svého vzniku nutné museji byt zastaralé. Spise maji slouzit
jako jakysi obecny prehled vybranych skupin genti a jimi koédovanych bilkovin, u nichz byla
prokazana souvislost s vyvojem a funkei samétho gametofytu. Jako reakce na postupné
zvetejnovani podobnych prehledit byla v nedavné dobé zvetejnéna databaze ,,Plant Male

Reproduction Database®, jejiz webové rozhrani se nachazi na adrese www.pmrd.org (Cui et

al., 2012). Cilem této databaze je podat prehled vsech genu, jejichz aktivita souvisi
s pohlavnim rozmnozovanim rostlin, a po odstranéni rady détskych neduht jiz pomérné

dobre funguje, byt stale nepatii k nejrychlejsim.

Pozi¢éni klonovani vedlo k identifikaci tii trid mutact postihujicich bunééna délent
samc¢iho gametofytu husenicku na riznych urovnich. gemini pollenl (gem!) vykazuje tadu
fenotypovych defektii I. pylové mitosy, mezi které patfi rovnomérné, nerovnomérné ¢i
castecné rozdéleni mikrospory (Park et al.,, 1998). Ani jedna z dcerinych bunék
nepodstupuje dalsi mitotické déleni a obé bunky nastupuji vegetativni vyvojovou drahu.
geml také byla prvni samci gametofytickou mutact, ktera byla poziéné klonovana, coz
ukazalo jeji identitu s paralelné publikovanou mutaci mor! (Whittington et al., 2001).
MORT/GEMI je protein asociovany s mikrotubuly rodiny MAP215/Disl, ktery stimuluje
rust mikrotubulti na kladném konei a podili se na organizaci pole mikrotubulti délietho
vreténka v mitotickych mikrosporach (Twell et al., 2002). Stejnou funkei zastava i jeho
tabakovy ortolog TMBP200 (Oh et al., 2010), coz ukazuje na pribuznost kontroly
asymetricnosti bunééného déleni a s tim souvisejictho bunééného osudu u dvojjaderného i

trojjaderného pylu.

Mikrospory mutanta two-in-one (t0) jsou schopny dokon¢it jaderné délent 1. pylové
mitosy, ale vyznacuji se neschopnosti dokonc¢it cytokinezi, coz vede ke vzniku
dvojjadernych pylovych zrn. Na rozdil od geml mikrospory tio sice vykazuji normalni
jadernou polaritu, ale byla u nich pozorovana tada defekti specifickych pro cytokinezi,
zejména formovani nekompletni kalosové bunécné stény. Bilkovina T1O byla lokalizovana
ve fragmoplastu a byla popsana jako Ser/Thr-proteinkinaza rodiny FUSED (Oh et al.,
2005), ktera je klicovou slozkou signalni drahy hedgehog u octomilek a savet (Lum and
Beachy, 2004). Nedavna studie navic ukazala obecnou diulezitost funkee kinazy TIO pro

cytokinesi nejen v gametofytu, ale 1 ve sporofytickych pletivech (Oh et al., 2012).

U letalnich mutantt duo pollen 1 (duol) dochazi k normalni asymetrické 1. pylové
mitose, ale Il pylova mitosa neni ani zapocata (Durbarry et al., 2005). DUO1 koduje
netypicky transkripéni faktor rodiny MYB podrodiny R2R3 obsahujici stejné jako jeho
orthology v kukurici, ryzi a tabaku nadpocetnou lysinovou signaturu v R3 MYB doméné,

ktera definuje pravé podrodinu DUOT1 (Rotman et al., 2005). Protein DUO1 je exprimovany
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specificky v generativni bunce a v bunkach spermatickych (Rotman et al., 2005) a
predstavuje prvni popsany regulator pusobici vyluéné v zarodecéné linii a primo regulujict
aktivitu gentt potrebnych pro prechod z G2- do M-faze mitosy (Borg et al., 2011).
Generativni bunky v mutantnim pylu duo! namisto vstupu do 1I. pylové mitosy tak
vstupuji do netdplného endocyklu. Recentni analyzy regulac¢nich siti v saméim gametofytu
tabaku naznacily konzervaci klicové dlohy gentu AtDUO1 a NeDUO1 v pylu husenicku a

tabaku (Hafidh et al., 2012a).

Postupy primé genetiky sledujici naruseni stépnych pomérta markerovych genti byly
aspéesné pouzity k identifikaci genti icastnicich se mikrogametogeneze. V téchto screenech
byly vétsinou vyuzity populace s T-DNA ¢i transposonovymi inserty obsahujicimi
dominantni marker nesouci resistenci k antibiotikiim ¢i herbicidum. Napriklad, je-l
pritomnosti insertu inaktivovan klicovy gametofyticky gen, u potomstva se pomér odolnych
rostlin k citlivym muze vyznamné lisit od ocekavaného pomeéru 3:1 smérem k meznimu
pomeéru 1:1. Takové screeny navic vedou k odhaleni mutaci ve vyvojové i funkéni fazi stejné
jako mutaci postihujicich samic¢i gametofyt. Dalsi vyhodou popsaného postupu je prima
identifikace mutované sekvence. Takto byla nalezena rada .tagovanych® mutaci, které
ovliviiuji proces mikrogametogeneze (Bonhomme et al., 1998; Howden et al., 1998;
Christensen et al., 1998; Procissi et al., 2001; Johnson et al., 2004; Lalanne et al., 2004a,b).
Mnoho z téchto mutaci vede k aborei vyvoje pylu, a to fadou mechanismu (Priloha A.7, Tab.
1). Jen pro priklad, abnormal gametophytes (agm) koduje transmembranovou bilkovinu
(Sorensen et al., 2004), vha-A podjednotku vakuolarni H'-ATPazy (Dettmer et al., 2005),
hapless5 (hap5) koéduje transkripéni faktor rodiny AP2 a hapless12 (hapl2) kation-
chloridovy transportér (Johnson et al., 2004). Mutace v genu ungud3 (ung3) se projevuje
zastavenim vyvoje samc¢itho gametofytu v ¢asné dvojbunééném stadiu (Lalanne et al., 2004b)

z divodu absence aktivity jim kodované giberelin-2-oxidazy (Singh et al., 2002).

Ve stale rostoucim poctu pripadtt bylo pro objevent a popis gent hrajicich roli ve
vyvoji samcitho gametofytu pouzito charakterizace fenotypovych defekti ,loss-of-function®
zpusobenych vyrazenim (knockout) ¢i snizenim (knockdown) funkce konkrétniho genu.
Jako priklady takovych gent mohou slouzit mutace v nasledujicich nékolika genech
s dulezitou funker béhem mikrogametogeneze AtPTEN, ADL1C, AHA3, GPT1,
AthZIP34, DEPOLL, AtREN1 (Gupta et al., 2002; Kang et al., 2003; Robertson et al., 2004;
Niewiadomski et al., 2005; Gibalova et al., 2009; Dupl'akova, 2010; Renak et al., 2014)
(Ptiloha A.7, Tab. 1). V fadé pripadu takovy smér vyzkumu ukazala znalost zesilené exprese
zkoumanych gent v pylu — AtbZ1P34, DEEPOLL, AtRENT (Gibalova et al., 2009; Dupl'akova,
2010; Renak et al., 2014) (viz nize). Klicova role pylové specifického homologu
proteintyrozinfosfatazy s dvoji specifitou (AtPTEN) byla odhalena pomoci exprese RNAi
konstruktu (Gupta et al., 2002), a to pod promotorem LA752, ktery byl pred mnoha lety
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prvnim popsanym pylové specifickym promotorem (Twell et al., 1989). Promotor LA752 se
tak stal prvnim a dosud je zdaleka nejpouzivanéjsim nastrojem pro cilenou modifikaci
exprese genu ve vegetativni burnice samc¢itho gametofytu. V soucasné dobé je takovych
nastroju cela rada, coz umoznuje dale cilit modulaci exprese transgent podle vyvojového
stadia ¢1 bunécéného typu. Vedle pozdniho promotoru LAT52 tak mame k dispoziei 1
promotory casné, aktivni v mikrosporach, jejichz aktivita naopak po PMI klesa (MSP1,
MSP2, MSP3 (Honys et al., 2006) a 7CP16 (Takeda et al., 2006)) stejné jako promotory aktivni
ve vegelativni burice (LA752) ¢i v bunce generativni a nasledné v burikach spermatickych
(DUO1 (Rotman et al., 2005) a GCS1 (Mori et al., 2006)).

Fenotypové screeny na snizenou fertilitu vedly k identifikaci tady gametofytickych
mutaci postihujicich progamickou fazi, které zejména negativné ovliviiovaly schopnost
sam¢i kontroly nad pozdnimi progamickymi udalostmi (Wilhelmi and Preuss, 1996; Moore
et al., 1997; Christensen et al., 1998; Shimizu and Okada, 2000; Huck et al., 2003; Rotman et
al., 2003). Pouziti Ds transposonovych linii vedlo k popsani dvaceti mutaci seth a ungud
postihujicich funkece jak pouze samcich, tak samcich i samic¢ich gametofyti (Priloha A.7,
Tab. 2). Jejich spole¢nym znakem byla bud’ snizena kli¢ivost pylu, ¢i pomalejsi rust
pylovyeh lacek. Geny SETHI a SETH2 koéduji bilkoviny dcastniel syntézy
glykosylfosfatidylinositolové kotvy (Lalanne et al., 2004a). Gen S£77{3 koduje bilkovinu
pravdépodobné se ucastnici syntézy vzacnych rhamnogalakturonant. Nékolik mutantt
seth4 — seth7 ma snizenou klicivost a schopnost rustu pylovych lacek, zatimeco mutanti setAS8

seth10 vykazuji pomalejsi rust pylovych lacek a snizenou kompetitivni schopnost. Pylova
zrna dalsich saméich mutanti se snizenou schopnosti prenosu mutantnich alel, ungudo,
ungud9 a ungudl0, také nemaji zadné viditelné fenotypové defekty ve velikosti, vzhledu ¢i
zivotaschopnosti pylovych zrn. Popsané geny koduji bilkoviny tcastniet se prenosu signalt,
syntézy bunécéné stény a metabolismu sacharidii a ethanolu (Lalanne et al., 2004a).
Posledni zde popsany Ds-transposonovy mutant, vanguardl (vgdl), vykazuje znacéné
zpomaleny rust pylové lacky vodieim pletivem. VGD1 kéduje pylové specifickou
pektinmethylesterazu, jejiz role mtze byt v modifikaci pektinti v bunééné sténé pylové
lacky, coz muze ovliviiovat jejich flexibilitu a roztaznost ¢i schopnost interakei s pletivy
vodictho traktu (Jiang et al., 2005). Vzdalenym homologem genu VANGUARDI je i gen
NTP303 (Weterings et al., 1992) isolovany z tabaku a kodujict sténovy glykoprotein
(Capkova et al., 1994) s moznou podobnou funkei. Jeho vyrazeni z funkce pomoci

technologie RNAi vSak nevedlo k viditelnému fenotypovému projevu (Hafidh et al., 2012a).

Rada saméich gametofytickych mutaci ,tagovanych® T-DNA byla opét zachycena
pouzitim modifikovaného postupu narusenych stépnych pomeéru, ktery umoznuje precizni
fenotypovou analyzu pylovych mutantti. Homozygotni linie s mutaci quartet! na pozadi byly
transformovany T-DNA nesouci geny pro rezistenci k BASTA a GUS exprimovanymi pod

silnym pozdnim pylové specifickym promotorem LAT52 (Johnson et al., 2004). To umoznilo
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fenotypovou analyzu mutantnich pylovych la¢ek znacenych GUS nasledujici po dvodnim
screenu narusenych stépnych pomeéri. Popsany postup vedl k popsani deviti progamickych
mutanti hapless (Priloha A.7, Tab. 2), které je lze rozdélit do nékolika fenotypovych trid: a)
hap3, hap, hap8, hap13 a hap15, které maji kratké pylové lacky neschopné opustit ¢nélku; b)
hapl, jehoz pylové lacky neprorostou septem; ¢) hap11, u nichz pylové lacky nevniknou do
mikropyle a d) hap2 a hap4 s pylovymi lackami chaoticky rostoucimi ve vajicku (von Besser
et al., 2006; Frank and Johnson, 2009). Bilkoviny kodované popsanymi geny se ucastni
transportu sacharidu, prenosu latek pres membrany, lokalizace mRNA, degradace bilkovin

a energetického metabolismu (Johnson et al., 2004).

Metodické pristupy reverzni genetiky vedly k identifikaci tady dalsich gent hrajicich
dulezitou ulohu v konkrétnich klicovych procesech progamické faze. Prikladem muze byt
gen ALCSLA7 kédujietr ¢lena podrodiny CSLA enzymu p-glykosyltransferaz (Priloha A.7,
Tab. 2). Pylové lacky mutanta atesla7 maji narusenou bunécénou sténu, zejména jeji
roztaznost a stabilitu (Goubet et al., 2003). T-DNA inserce v genu SPIK potvrdila dulezitost
importu draselnych iontti pro rast pylovych lacek. Bilkovina SPIK je ¢lenem rodiny
draselnych kanalti typu Shaker a predstavuje prvni kanal aktivni v membranach saméiho
gametofytu charakterizovany na molekularni urovni (Mouline et al., 2002). Nasledné byla
popsana rada dalsich membranovych prenasecu aktivnich v obou fazich vyvoje samé¢iho
gametofytu (Sze et al., 2004; Bock et al., 2006). Zajimavy fenotypovy defekt byl pozorovan u
mutanta s neotrelym nazvem kinky pollen (k). Pres silné aberace v rustu pylovych lacek
byla ultrastrukturalni zonace organel stejna jako u divokého typu. Jedinym rozdilem byla
absence kalosovych zatek, a to presto, ze ukladant kalosy podél rostoucich pylovych lacek
nebylo naruseno. Obii gen K/P koduje 290-kDa protein podobny proteinu SABRE
husenicku; u obou se predpoklada uloha v sekretorickém aparatu nezbytném pro bunécény
rust s tim, ze KIP je treba pro rust polarni (Procissi et al., 2003). Analyza mutanta s inserei
v genu no pollen germinationl (npgl) vedla k demonstraci dulezitosti bilkoviny vazajict se
na kalmodulin. Pres fadu referenci o tloze vapenatych iontii a kalmodulinu pro kli¢ent
pylu a rust pylovych lacek byla NPG1 prvni bilkovinou zprostredkovavajici aktivitu systému
Ca*"/kalmodulin charakterizovanou na genetické trovni. Aktivita genu VPG 1 neni kriticka
pro spravny prubéh mikrosporogeneze a mikrogametogeneze, ale je nezbytna pro klicent
pylu na blizné (Golovkin and Reddy, 2003). Konec¢né byla popsana i mutace v transkripénim
faktoru, a to v genu AUTAF6 kodujicim jednu ze slozek komplexu TFIID. AtATF6 zastava
pravdépodobné tlohu selektivniho bazalntho transkripéniho faktoru ucastnictho se
regulace specifické skupiny gametofytickych genti. Popsana mutace specificky postihuje
progamickou fazi, coz prekvapivé ukazalo na dulezitost slozek transkripéniho inicia¢niho

komplexu u husenicku i v progamické fazi (Lago et al., 2005).

Prikladem koordinované pusobicich transkripénich faktorti v saméim gametofytu

muze byt popsani komplexu proteint z rodiny MADS a tii1 faktori rodiny MYB. Pét
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MADS-box proteint tridy MIKC* - AGL30, AGL65, AGL66, AGL95 a AGL104 —
koordinované tidi expresi rady gentt béhem vyvoje pylu, a to jak jejich aktivaci, tak represi
(Verelst et al., 2007; Verelst et al., 2007). Tti proteiny rodiny MYB - MYB97, MYB101 a
MYB120 — naproti tomu pusobi az v rostouci pylové lacce a jejich exprese je aktivovana
interaker pylové lacky s pletivy pestiku. Pylové lacky trojitého mutanta myb97/101/120
ztraceji schopnost puknout po dosazeni synergidy a naopak pokracuji v rustu, snad
v dusledku absence fady pozdnich gent, jejichz exprese je komplexem MYB regulovana
(Leydon et al., 2013). Neni bez zajimavosti, ze exprese genu MYB97 je neprimo regulovana
vyse popsanym komplexem MADS-box proteinti; prostrednikem zde mtize byt transkripéni

faktor AthZIP34 (Gibalova et al., 2009).

Dosud nejrozsahlejsi screen pylovych gent kodujicich transkripéni faktory
zalozeny na pristupech reverzni genetiky vedl k identifikaci ftady regulatort vyvoje saméiho
gametofytu husenicku (Renak et al., 2012). Bylo testovano 74 T-DNA inser¢nich linii
zastupujicich 49 gent sdruzenych ve 21 rodinach transkripénich faktort exprimovanych
v ¢asnych ¢1 pozdnich stadiich vyvoje samétho gametofytu (Obr. 5). Jednim z vysledku
screenu bylo popsani ¢tyr gent, jejichz mutace zpusobila velice vyrazné fenotypové aberace
v 75-100 % pylovych zrn homozygotnich rostlin. Jednalo se o transkripéni faktory rodin
G2-like (gen At2g20400), C3H (At3g15740), bZIP (At2g42380 — AthZIP34) a C2C2-CO-like
(At5g54470). U Sesti dalsich gentt bylo prokazano vyrazné naruseni stépnych pomért po
samospraseni 1 po zpétném kiizent, coz je dalsim dikazem dulezitosti zkoumanych gent
(viz vyse). Zde se jednalo o transkripéni faktory nalezejici do rodin AP2-EREBP (gen
Atlg25470), MYB (At2g39880), CCAAT-HAP2 (At3g20910), NAC (At5g41090), C2H2
(At4g05330) a bHLH (At5g54680). Ve vsech pripadech s vyjimkou genu AtbZ1P34 (Gibalova
et al., 2009) se jednalo o viibee pryvni demonstraci dulezitosti téchto transkripénich faktort
pro vyvoj pylu. Neméné dulezitym vystupem prace (Renak et al., 2012) byla i kategorizace
deseti trid fenotypovych aberaci gametofytickych mutaci, ktera muze slouzit jako reference

pro nasledné studie (Obr. 6).
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Funk¢ni porucha Mutantni fenotyp Popis

A Aborce pylu 1 Aborce celkovy kolaps pylového zrna
B Inkluze 2 Inkluze vet$f mnozstvi inkluzi v cytoplasmé
, mald a kulatd pylové zrna o primeéru pfiblizné
3 Malypyl py p P

jedné poloviny bézného pylu

Velikost pylového
C zrna, struktura 4 Ovalna zrna
buné¢né stény

zetelné ovalna pylova zrna

Deformace bunéé¢né

. deformovana bunécna sténa, hruby povrch
steny

jen jedno jadro obsahujici DNA kondensovanéjsi
nez ve vegetativnim jadru

6 Jednobunécny pyl

Defekty
D vy .
bunééného cyklu
. vy s jedno jadro vegetativni a jedno pripominajici jadro
7 Dvojbunéény pyl spermatické
8 Excentricka pOIOha MGU posunuta z centrdIni pozice smérem k okraji
MGU
E Usporddani MGU 9 Rozpadlad MGU viechna jédra oddélend od ostatnich

v3echna jadra uloZena linedrné s vegetativnim

10 Linearni MGU jadrem ve stfedu a spermatickymi smérem k okraji

GIOO|®O|0|0]0 O]l

Obyr. 6. Piehled deseti fenotypovich kategorii popsanych na zdkladé zdkladnich funkcnich poruch pylovich zrn (upraveno podle
Renak et al., 2012).

A.3.2 Pionyrské predtranskriptomické studie

Klasicky postup gen po genu vedl u ruznych rostlinnych druhti k popsani nékolika
set genu exprimovanych v pylu, z nichz u tady existuji dikazy pro pylové specifickou
expresi. Dostupnost novych vysoce uc¢innych technologii umoznila analyzy haploidniho
transkriptomu v globalnim métitku. Tri pilotni studie vyuzily jednak technologii sériové
analyzy genové exprese (Serial analysis of gene expression, SAGE) (Lee and Lee, 2003) a
jednak oligonukleotidové ¢ipy prvni generace (8K AG Microarrays) firmy Affymetrix
(Becker et al., 2003; Honys and Twell, 2003) pokryvajict priblizné jednu tretinu genomu
husenic¢ku. Oba pristupy prinesly podobné vysledky a poskytly prvni viceméné uceleny
pohled na genovou expresi v saméim gametofytu. Cipové studie vedly k popsani 992
(Honys and Twell, 2003) a 1 587 (Becker et al., 2003) genti aktivnich ve zralém pylu, z nichz
39 % ¢i 10 % bylo mozno na zakladé v té dobé dostupnych referencnich datovych soubort
povazoval za pylové specifické. Zejména druha hodnota se vyrazné blizi vyse uvedenym

odhadiim publikovanym na zakladé hybridiza¢nich studii. Odhady genové exprese ve
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zralém pylu husenicku se na zakladé téchto neuplnych studii pohybovaly v rozsahu 3 500 az
5 500 aktivnich gent, coz na druhou stranu predstavovalo vyznamné snizeni tohoto poctu
ve srovnani s predchozimi odhady (Willing and Mascarenhas, 1984; Willing et al., 1988).
Vyznamnym ptinosem ¢ipové technologie vsak byla moznost funkéni kategorizace pylové
exprimovanych a pylové specifickych gent, jez odhalila nékolik funkénich skupin
(metabolismus bunécné stény, cytoskelet, prenos signalt, metabolismus), které byly
vyznamneé zastoupeny zejména mezi pylové specifickymi geny, a to v mire vyrazné vyssi nez
v referen¢nich datovych souborech. Dalsim zajimavym zjisténim byla skutec¢nost, ze
predpokladané pylové specifické geny byly v pylu exprimovany daleko silnéji nez

odpovidajici geny nespecifické (Honys and Twell, 2003).

A.3.3 Pylova transkriptomika

Dalsi uptesnéni bylo umoznéno diky dostupnosti druhé generace DNA ¢ipt
Aftymetrix (Arabidopsis ATH1 microarray), které, prestoze jsou prezentovany jako
kompletni, pokryvaji priblizné 85 % genomu husenicku, presné 22 591 gent. V soucasné
dobé je k dispozici fada nezavislych datovych soubort popisujicich transkriptom zralého
pylu husenicku, ekotypti Landsberg erecta a Columbia (Honys and Twell, 2004; Pina et al.,
2005; Schmid et al., 2005; Borges et al., 2008; Wang et al., 2008; Qin et al., 2009) a dalsi,
specializované studie. Pouziti genového ¢ipu ATHT vedlo k dalSimu zpresnéni poctu gent
aktivnich ve zralém pylu husenicku na hodnotu 4774 - 7235 (Honys and Twell, 2004)
v zavislosti na pouzitém detekénim algoritmu. Tento pocet byl mirné vétsi, nez naznacovala
data ziskana pomoci starsiho typu genového cipu. Nékteré z popsanych studii mimo zraly
pyl popisuji i dynamiku genové exprese bud’ béhem vyvoje saméiho gametofytu (étyri
vyvojova stadia; Obr. 7; Honys and Twell, 2004), nebo béhem rustu pylovych lacek in vitro
(Wang et al., 2008) ¢i semi in vivo (Qin et al., 2009). Dalsim zajimavym datovym souborem je
transkriptom isolovanych spermatickych bunék (Borges et al., 2008) ¢i zmény
transkriptomu v dusledku interakee pylovych lacek s pletivy pestiku po opylent (Boavida et
al., 2011). Vedle odhaleni naprosté vétsiny gent aktivnich v saméim gametofytu lezi hlavni
vyznam popsanych studii v dramatickém zvyseni nasich znalosti komplexnosti a dynamiky
haploidni genové exprese béhem vyvoje a funkce efektivné jednobunécéného systému u
rostlin. V tomto smyslu byla studie (Honys and Twell, 2004) u rostlin zcela prioritni, coz

doklada 1 jeji stale vysoka citovanost.

V prvni dekadeé 21. stoleti, zejména v jeji druhé poloviné, byla osekvenovana a
anotovana rada rostlinnych genomii, coz konecné umoznilo navrzeni a vyrobu DNA ¢ipu i
pro jiné druhy nez husenic¢ek. Vedle tradi¢ni platformy Affymetrix se navic postupné
prosazuji 1 dalsi vyrobei, v oblasti rostlinné transkriptomiky zejména firmy Agilent a
NimbleGen. Dusledkem tohoto rozmachu je cela fada studii popisujicich transkriptomy
pyvlu a/nebo pylovych lacek ryze (Suwabe et al., 2008; Wei et al., 2010), kukurice (Ma et al.,
2008; Xu et al., 2012), soji (Haerizadeh et al., 2009), tabaku (Hafidh et al., 2012a,b) a révy
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vinné (Fasoli et al., 2012). To mimo jiné umoznilo srovnani vyvojové transkriptomiky
trojjaderného (husenicek a ryze) a puvodnéjsiho dvojjaderného pylu (tabak). Obrazek 7
znazornuje vyvojova stadia tfi modelovych druht, pro ktera jsou k dispozici
transkriptomicka data, a je z ného patrné, ze pro vsechny tri druhy jsou k dispozici datové

soubory z obdobi pred a po PMIL.

Dalsim logickym krokem je nahrazeni vyrobné ponékud rigidnich DNA ¢ipu
flexibilnéjsi a citlivéjsi technologii paralelntho sekvenovani ¢DNA, anglicky ,RNA-
Seq” (Wang et al., 2009). Prvni prace popisujici transkriptomy zralého pylu husenicku
(Loraine et al., 2013) a oddélenych vegetativnich a spermatickych jader zralého pylu ryze
(Anderson et al., 2013) ziskané pomoci RNA-Seq pochopitelné vedly ke zvySeni pocétu gent
aktivnich v saméim gametofytu, jednak v dasledku jen asi 85% pokryti genomu husenicku a
ryze genovymi cipy a jednak vétsi citlivosti sekvenaéni metody. Presna kvantifikace
pylovych genti zalezi na aplikaci hraniéni hodnoty RPM (reads per million); pouziti
konzervativni hodnoty 5 RPM, coz odpovida ptritomnosti 150 prekryvajicich se
osekvenovanych fragmentti ve vzorku, vedla k popsani aktivity 4172 unikatnich genti v pylu,
nicméné snizeni hraniéni hodnoty RPM toto ¢islo vyrazné navysilo o méné abundantni
transkripty. Neni bez zajimavosli, ze srovnani prekryvu transkriptomickych dat ziskanych

hybridizaci genového ¢ipu ATHI a sekvenaci ukazalo az zarazejici shodu — z 4021 gent
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popsanych jako aktivni v péti z Sesti zkoumanych ¢ipovych datovych souborech vykazovalo
v transkriptomu ziskaném sekvenaci hodnotu vyssi nez 5 RPM celych 3991 gent, tedy 99,25
% (Loraine et al., 2013). Vétsi citlivost a flexibilita transkriptomiky zalozené na paralelnim
sekvenovani se odrazi v rychlém nastupu dalsich takto ziskanych pylovych transkriptomut
zametenych nejen na identifikaci aktivnich gent, ale ¢asto 1 na zodpovézeni konkrétnich
otazek. Ptikladem mohou byt transkriptomy kukutice (Xu et al., 2012), rajcéete (Sanetomo
and Hosaka, 2013) a lilie (Obermeyer et al., 2013).

A.3.3.1 Roantifikace gametofytické genové exprese

Pokud neni uvedeno jinak, jsou v tomto textu pouzila saméi gametofyticka
transkriptomicka data husenicku (Honys and Twell, 2004; Borges et al., 2008; Wang et al.,
2008; Qin et al., 2009), ryze (Wei et al., 2010) a tabaku (Hafidh et al., 2012a,b) jako zastupct
dvoudéloznych i jednodéloznych rostlin s trojjadernym a dvojjadernym pylem. V duasledku
rychle rostouctho poctu ¢ipovych experimentit je pro srovnavaci analyzy samci
gametofytické genové exprese k dispozici stale vétsi pocet dostupnych referencénich
datovych souborti. Sporofytické datové soubory husenic¢ku byly ziskany z databazi NASC

Arrays (http:/affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentbrowse.pl, sluzba AffyWatch;

Craigon et al., 2004) a Genevestigator (www.genevestligator.com; Zimmermann et al., 2004;
Hruz et al., 2008). Celkem se jedna o 62 experimentit (154 jednotlivych genovych ¢ipty),
které poskytuji transkriptomicka data pro semenacky, vegetativni pryty, listy, bunééné
extrakty obohacené svéracimi burikami, tapiky, stonky, hypokotyl, xylém, korek, koteny,
kotenovou oblast korenového vlaseni, kvétenstvi, mlada a starsi poupata, Sesule a bunééné
suspenzni kultury. Hruba 1 normalizovana data jsou k dispozici prosttednictvim portalu

Arabidopsis Gene Family Profiler (aGFP; hitp://aGFPueb.cas.cz; Duplakova et al., 2007).

Vsechna pouzita data byla normalizovana stejnym algoritmem (deteként algoritmus MASS,

Perfect Match-only model) pomoci volné dostupného programu dChip 1.3 (Li and Wong,
2001a,b). V pripadé tabaku je situace jednodussi, coz je dano zejména mnohem kratsi
dobou, po kterou je dostupny genovy ¢ip Agilent 44K Tobacco Genome Microarray a diky
tomu i vyrazné mensim poctem dostupnych referencnich datovych souboru — vlastné jen
dvou (Hafidh et al., 2012a,b). Také tabakova data byla normalizovana stejnym algoritmem
pomoci programu dChip, ke konkrétnim analyzam byl vyuzit komeréni softwarovy balik

CLC Main Workbench (www.clebio.com).

7, 22 591 genti, pro néz jsou na genovém ¢ipu Affymetrix ATHI1 prislusné sondy,
mélo 12 164 gent reprodukovatelny expresni signal alespon v jednom vyvojovém stadiu
samc¢tho gametofytu husenicku. Cip Agilent Tobacco genome Array obsahuje témeér dvakrat
vice sond (43 803) a podobné pocet genu aktivnich v saméim gametofytu tabaku byl
priblizné dvojnasobny (25 130). Pocty gent aktivnich v jednotlivych vyvojovych stadiich
jsou znazornény na Obrazku 8. Je zietelné, ze pocet aktivnich gent viditelné klesa prave

v pozdéjsich stadiich vyvoje pylu (Obr. 8). Zda se, ze se jedna o obecny fenomén dozravani

32


http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentbrowse.pl
http://www.genevestigator.com
http://aGFP.ueb.cas.cz

David Honys - Vivoj a_funkce samciho gametofytus prispént transkriptomiky a proteomaky
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pylu, nebot zde neni rozdil mezi dvojjadernym a trojjadernym pylem. Ukonéeni proliferace
samciho gametofytu, a to jak somatické tak zarodecné linie, tak nejspise neni doprovazeno
poklesem celkové transkripéni aktivity bez ohledu na to, zda k PMII dochazi v nezralém
pvlu ¢ az v rostouci pylové lacce. Tomu odpovida 1 skutecnost, ze transkriptom
spermatickych bunék je prekvapivé bohaty (Borges et al., 2008). Na druhou stranu
komplexnost transkriptomu pylovych lacéek priblizné odpovida komplexnosti
transkriptomu zralého pylu stejného druhu, a to 1 ptresto, ze u tabaku je aktivnich ptiblizné
dvakrat tolik gentt nez u obou druht s trojjadernym pylem. Tento fakt muze reflektovat
skutecnost, ze tabak Nicotiana tabacum neni diploidnim druhem, ale recentnim
allotetraploidem vzniklym pred 200 000 lety mezidruhovou hybridizaci druht V. sylvestris a
N. tomentosiformis (Leitch et al., 2008). Osekvenovani genomu V. sylvestris a N. tomentosiformis
navic ukazalo, ze vice nez 83 % clusterti ortholognich gent se naléza v genomech obou
parentalnich druhti (Sierro et al., 2013). Konecné je ziejmé, ze u tabaku nedochazi
k poklesu genové exprese po PMIIL, ktera se odehrava mezi 9. a 12. hodinou rustu lacky.
Podrobnéjsi vyjadteni prekryvu exprese mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii, konkrétné

mezi vyvojovymi stadii pred a po PMII je znazornéno pomoci Vennova diagramu (Obr. 9).

Zjednodusené znazornéni prekryvu sporofytické a gametofytické genové exprese
(Obr. 10) pak ukazalo relativné maly pocet genti vykazujicich strikiné specifickou expresi
v saméim gametofytu, u husenicku jen 4 % vSech gametofytickych gent. Toto ¢islo navie
postupné klesa podle toho, jak se objevuji stale nové referencéni sporofytické datové
soubory, zejména ty, které pochazeji ze specializovanych pletiv ¢i jednotlivyeh bunéénych
typu. To znamena, ze pocet strikiné gametofyticky specifickych gent je znatelné nizsi, nez
bylo odhadovano ve vsech predchozich studiich (Tanksley et al., 1981; Pedersen et al., 1987;
Stinson et al., 1987; Mascarenhas, 1990; Becker et al., 2003; Honys and Twell, 2003, 2004;
Pina et al., 2005). Nicméné pravé tyto zbyvajici geny se vyznacuji velice silnymi hodnotami
expresntho signalu, coz ukazuje na jejich dulezitost a potencial jako cilovych gent pro

funkéni analyzy. U tabaku se situace zda byt odlisna, nebot dle dostupnych datovych
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Obr. 9. Vennovy diagramy zndzoriici prekryvy mezi samcimi gametofytickimi a sporofytickymi transkriptomy husenicku
(Arabidopsis thalana; Honys a Twell, 2004; Wang et al., 2008; Qun et al., 2009) a tabdku (Nicotiana tabacum; Hafidh
et al., 2012a,b). Porovndvdna jsou data pochdazejici z raného a pozdniho samcitho gametofytu (vysvélleni v lextu), vegetationich
orgdmit (zelené nadzemni ¢dsti rostlin) a kotemit. Hodnoty segmentii s vyjimecné velkym prekryvem jsou psany tucné.

soubort je celych 22 % gent potencialné pylove specifickych (Hafidh et al., 2012a). Zde je
vsak velice pravdépodobné, ze se jedna o dusledek minimalniho mnozstvi kontrolnich
sporofytickych vzorku, vlastné jen dvou, a ze procento pylové specifickych gent bude

podobné jako u husenicku.

Genovou expresi béhem vyvoje samétho gametofytu je lze rozdélit do dvou fazi,
casné a pozdni, a to podle toho, zda se jedna o geny, jejichz bilkovinné produkty se

uplatnuji spise béhem dozravani pylu ¢i az béhem

progamické faze. U husenicku bylo 9 821 gent A\ Tslfen
aktivnich v mikrosporach a dvojbunééném pylu,
zatimco 6 816 gent v trojbunéénych a zralych

pylovych zrnech. Z uvedeného je patrné, ze zde

Samci
gametofyt

musi byt vyrazny prekryv a ze 5 775 genu vykazuje Spenelii
pozitivni expresni signal v obou popsanych
vyvojovych fazich (Obr. 9). Rozdéleni pylovych
N. tabacum

genu také umoznuje preciznéjsi zviditelnéni
moznych prekryva skupin samcich
gametofytickych genti se dvéma podskupinami

genu sporofytickych exprimovanych

Samci
gametofyt

v nadzemnich vegetativnich organech a Seorofyt

v korenech (Obr. 9). Z této analyzy muzeme
usoudit, ze zdaleka nejvice silné exprimovanych

pylové specifickych genti je mezi geny pozdnimi.  Obr. 10. Zjednodusené Vennovy diagramy
zndzoriugict prekryvy mezi samcim gamelofytickim a
sporofylickyma transkriptomy detailné popsanymi na

kde primérny expresni signal specifickych gentt 00 9.

Pozdni pylové geny jsou také jedinou skupinou,
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je vyssi nezli u gent konstitutivnich. Pramérny expresni signal pylové specifickych gent
exprimovanych ve dvou pozdnich vyvojovych stadiich (2500 jednotek) je daleko vyssi nezli
prumérny signal v jakémkoli jiném datovém souboru ¢i jejich kombinaci (300-500
jednotek). Uvedena data navic ukazuji, Ze rany saméi gametofyticky expresni program je

mnohem podobnéjsi programim sporofytickym.

Pohled na Vennuv diagram znazornujici situaci v pylu a pylovych lackach tabaku
(Obr. 9) dava v nékterych ohledech jiny obrazek. Predné potvrzuje jiz vySe uvedeny fakt, ze
PMII neni nasledovana poklesem komplexnosti transkriptomu (Hafidh et al., 2012a,b).
Stabilita komplexnosti transkriptomu je také reflektovana ve vysokém prekryvu genové
exprese mezi vSemi zkoumanymi vyvojovymi stadii, kdy z 25 130 gent aktivnich alespon
v jednom stadiu bylo 12 219 transkriptti (49 %) pritomno ve vsech. Tomu odpovida jen maly
pocet genu specificky aktivnich pouze v prislusném vyvojovém stadiu (72 - 1873 genu).
Podobné jako u husenicku, i u tabaku je primérny expresni signal gent exprimovanych
specificky ¢ alespon prednostné v saméim gametofytu (1850-2750 jednotek) vyrazné vyssi
nezli je tomu u vsech gent na c¢ipu (400 jednotek) genu aktivnich ve sporofytickych
pletivech (150 jednotek u striktné sporofytickych gent). Z této skutecnosti muzeme
usuzoval, ze se jedna o obecnou vlastnost genti exprimovanych v saméim gametofytu

krytosemennych rostlin.

7. 14 420 transkriptt identifikovanych ve 24h pylovych lackach tabaku ma vice nez
jedna ¢tvrtina (3893, tedy 27 % genu) expresni signal v tomto vyvojovém stadiu silnéjsi nez
ve viech casndjsich stadiich. Rada z nich (268 genti) ma dokonce relativni expresni signal
nejméne 5-krat vyssi, nez v kterémkoli z ¢asnéjsich stadii (Obr. 11D). Na rozdil od obecné
stabilntho a relativné nizkého podilu pylové specifickych gentt u riuznych rostlinnych
druhti je prekvapivy vysoky podil specifickych gent (90 genu, 33,6 %) pravé v této frakei.
Tato data nejen potvrdila vysokou transkripéni aktivitu v pylovych lackach tabaku a
akumulaci a skladovani transkriptii syntetizovanych de novo po PMII, ale také doplnila
vysledky nedavné studie z husenicku (Qin et al., 2009), ktera odhalila podskupinu 140 gent
specificky indukovanych v pylovych lackach kultivovanych semi in vivo, ale nikoli in vitro,
tedy pravdépodobné v souvislosti s kontaktem s pletivy pestiku. U tabaku je situace mirné
odlisna, nebot priblizné polovina z nalezenych tabakovych homologti téchto gent byla
vyrazné indukovana (nékteré dokonce 15krat) v pozdnich pylovych lackach bez ohledu na
kontakt s pestikem, a tudiz predstavuji spise soucast prirozeného pozdniho transkripéniho
programu (Hafidh et al.,, 2012a) (viz nize). Ve svétle identifikace a biochemické
charakterizace EPP ¢astic, tj. kompartmentu pro dlouhodobé skladovani a transport RNA
v pylovych lackach (Honys et al., 2009), je pravdépodobné, ze tyto nové syntetizované a

ukladané transkripty jsou soucasti pravé EPP castic.
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Jednou z hlavnich vyhod ¢ipové technologie oproti starsim pristuptim je mimo jeji
robustnost 1 moznost soucasné identifikace a funkéni kategorizace kvantifikovanych
transkriptt, samozrejmé podminéna kvalitni anotact genového ¢ipu. V tomto ohledu je ¢ip
Affymetrix ATHT vyrazné lépe zpracovan nez jeho tabakovy konkurent firmy Agilent, coz je
zpusobeno zejména jiz pomeérné dlouho dostupnou sekvenci kompletntho genomu
husenicku (AGI, 2000) na rozdil od tabaku, kde byl genomovy ¢ip navrzen jen podle

dostupnych a ¢asto netplné anotovanych sekvenci EST.

Distribuce ¢asnych gent husenicku mezi dvanacti funkénimi kategoriemi nikoli
prekvapivé pripominala distribueci genti aktivnich v listech a také odpovidajier distribuci
vsech gent pritomnych na genovém c¢ipu ATH1 (Obr. 12). Mezi vzacné a nevyrazné vyjimky
patrily geny tcastnict se prenosu signalt a stresové odpovédi (cca o 1 % nizsi zastoupent) a
geny syntézy bilkovin a transportu (cca o 1 % vysSsi zastoupenti). Zajimavejsi rozdily byly
pozorovany po srovnani distribuce aktivnich gent nikoli podle jejich poctu, ale podle
relativini sily expresnitho signalu. To vedlo k vyrazné zméné prispévku gent kédujicich
zejména translaéni aparat z 5 % na 14 %. To jen dokazuje dulezitost syntézy bilkovin jiz od
ranych fazi vyvoje samétho gametofytu. Pozdni pylovy transkriptom se naproti tomu ¢im
dal vice vzdaluje vSem ostatnim, coz nejlépe doklada radikalni snizeni jeho komplexnosti
(Obr. 13) (Becker et al., 2003; Honys and Twell, 2003, 2004; Pina et al., 2005; Borges et al.,
2008; Boavida et al., 2011; Hafidh et al., 2012a,b) a zména distribuce transkriptic mezi
funkénimi kategoriemi (Obr. 12). Navic je vidét, Ze ackoli postupna represe exprese rady
genu aktivnich ptred 1. pylovou mitosou ptredstavuje obecny trend, vyznamna skupina genti

se od ného odchyluje a je aktivovana v pozdnich fazich vyvoje a funkce saméiho gametofytu
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pohledu ptredstavovaly — Obr. 12. Distribuce transkriptii mezi dvandcti funkénimi kategoriemi kidujicich genii
husenicku (Arabidopsis thaliana; Howys a Twell, 2004). Obrizek zndzoriwe
proporént zastoupent jednak poctii genii a jednak relationich intenzit signdlii mezi témito
exper ime n ty kalegoriemivraném (MIKROSPORY) a pozdnim (ZRALY PYL) vivojovém stadiu. Pro
: sroondni jsou k dispozict 1 odpovidajici grafy ukazujict distribuct vsech geni pritomnych na
genovém Cipu ATH1 a gemit aktionich v listech.

transkriptomické

s kompletnimi
genovymi c¢ipy (Honys
and Twell, 2004; Hafidh et al., 2012a,b) potvrzenti jiz drive publikovanych zavéri, ponévadz
stejné funkéni kategorie patrily mezi nejsilnéji aktivované jiz na zakladé analyz tretinového
¢ipu AG (Honys and Twell, 2003).

A.3.3.2 Globalni genové expresni programy aktioni béhem vivoje samciho gametofytu

Analyzy prekryvii mezi saméi gametofytickou a sporofytickou genovou expresi a
relativni sila expresnich signalti ukazaly znacéné rozdily mezi obéma generacemi. Existence
jasnych rozdili mezi ranym a pozdnim pylovym transkriptomem jesté zduraznila
jedinecnost transkriptomu pozdniho (Honys and Twell, 2004; Hafidh et al., 2012a,b).
Rozsah téchto rozdilit nejvice vyplyne z grafického znazornéni expresnich profilit saméich
gametofytickych genti husenicku a tabaku (Obr. 11). Vyvoj a funkee saméiho gametofytu je
pod kontrolou dvou navazujicich globalnich expresnich programii, rané¢ho a pozdniho,
které museji byt presné kontrolovany na transkripéni urovni. 7Z priblizné 1533
predpokladanych transkripénich faktortu kédovanych genomem husenicku (webova stranka

AGRIS: hup:/arabidopsis.med.ohio-state.edu/; Riechmann et al., 2000; Davuluri et al.,
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2003; Parenicova et al., 2003; Toledo-Ortiz et al., 2003) bylo 608 (40 %) exprimovano alespon
v jednom vyvojovém stadiu samétho gametofytu. 542 z téchto gent bylo aktivnich v ranych
stadiich a 405 v pozdnich, coz znamena, Ze vice nez polovina (339 genti) byla aktivnich po
celou dobu vyvoje pylu (Renak et al., 2012). Srovnavaci analyza exprese transkripénich
faktortt v samé¢im gametofytu ryze vedla k velice podobnym vysledkiim; z 1959 gent
kodujicich transkripéni faktory v genomu ryze bylo na prislusném genomovém ¢ipu
pritomno 1827 a z nich bylo 772 (42 %) aktivnich v pylu (Wei et al., 2010). Jiz méné
ocekavané bylo zjisténi, ze z téchto 608 (husenic¢ek) a 772 (ryze) gent jen 189 gent
predstavovalo vzajemné homologni sekvence implikujici jejich sdilenou funkei

v trojbunééném pylu dvoudéloznych i jednodéloznych rostlin (Wei et al., 2010). Zastoupeni
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Obr. 13. Analyza hlavnich komponent (A,C) a hierarchické clusterovdni (B,D) expresnich profilic gamelofylickych a sporofytickych
pletw husenicku (Arabidopsis thalana; A,B) a tabdku (Niwcotiana tabacum; C,D; upraveno podle Borges et al. 2008 (A,B)
Hafidh et al. 2012b (C) a ong data (D)).
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pvlové specifickych gentt kédujicich transkripéni faktory bylo u husenicku prekvapive
nizké, jen 54 genu, coz predstavuje 8,8 % samcich gametofytickych genti v této kategorii.
Tyto geny na druhou stranu predstavuji horké kandidaty na funkei klicovych regulatoru
vyvoje samciho gametofytu. U nékterych z nich byla tato funkee jiz potvrzena (Verelst et al.,
2007; Verelst et al., 2007; Gibalova et al., 2009; Duplakova, 2010; Zou et al., 2010; Kwantes
et al., 2011; Renak et al., 2012; Leydon et al., 2013; Renak et al., 2014).

K prepnuti mezi obéma vyvojovymi programy dochazi v pozdéjsich stadiich
dozravani pylu (Obr. 11). U husenicku pocet aktivnich genti v priubéhu mikrogametogeneze
postupné klesa a rané geny sleduji tento obecny trend. Dobfte tuto skutec¢nost ilustruje také
absence vétsiny abundantnich ranych pylové specifickych gent v transkriptomu
trojpunééného pylu. U tabaku dosahuje pocet aktivnich gentt vrcholu v ¢asném
dvojbunécném stadiu, nicméné pak je patrny podobny priubéh jako u husenicku. Na
druhou stranu rada velmi abundantnich pozdnich gent vykazuje pylové specificky profil, a
to u vSech tii zkoumanych druht. Pravé popsané prepnuti mezi obéma vyvojovymi
programy podporuje drive publikovanou jedineénost pozdniho samétho gametofytického
transkriptomu (Honys and Twell, 2003, 2004; Hafidh et al., 2012a,b) nejen ve srovnanit se
sporofytem, ale 1 s ranym saméim gametofytem. Tato jedinecénost také muze byt
demonstrovana pomoci analyzy hlavnich komponent (principal component analysis, PCA)
expresnich profilti riznych gametofytickych a sporofytickych pletiv (Obr. 13) (Borges et al.,
2008; Boavida et al., 2011; Hafidh et al., 2012a,b). Jak je vidét, saméi gametofyticky
transkriptom se s prubéhem casu stale vice vzdaluje transkriptomtm sporofytickym. Tato
skute¢nost muize ukazovat na vyznamny prispévek predmeiotické genové exprese ke slozeni

ran¢ho samcétho gametofytického transkriptomu.

A.3.3.3 Druhd haplowdni mitosa
V souvislosti s ¢asovanim prepnuti obou transkriptomickych vyvojovych programu
je zajimavé podivat se na expresni charakteristiky regulatort bunééného cyklu generativni

bunky identifikovanych pomoci programu MAPMAN (http:/mapman.gabipd.org/web/

guestUmapman) (Thimm et al., 2004). Kvantifikace obsahu DNA v dvojbunééném pylu
ukazala, ze vyvoj generativnich bunék vyzaduje arest bunééného cyklu nebo pomaly
prubéh S-faze bezprostredné po dokonceni prvni haploidni mitosy mikrospory az do jejiho
vstupu do PMII, coz je u tabaku 8-12 h po vykliceni pylu (Friedman, 1999; Tian et al., 2005).
Nase analyza ukazala dominantni pritomnost znamych inhibitortt bunééného cyklu ve
zralém pylu pretrvavajici nejméné béhem prvnich étyr hodin rustu pylové lacky (Obr. 14).
Sem patri RBR1 (RETINOBLASTOMA protein 1), KRP1 a KRP3 (Kip-related proteiny 1 a
3), DEL3 a PAS2 (Hafidh et al., 2012a). RBR1 hraje zasadni roli pri blokovani vstupu
vegetativniho jadra do S-faze a jesté drive se podili na urcéeni bunééného osudu vegetativni
a generativni bunky samétho gametofytu huseni¢ku (Chen et al., 2009). U tabaku sleduje

exprese genu BR1 predpokladany trend - vyrazné klesa po vykliceni pylové lacky a od ¢ty

39


http://mapman.gabipd.org/web/guest/mapman

David Honys - Vyvoy a_funkce samciho gamelofytu; prispént transkriptomiky a proteomiky

hodin zistava na stabilni drovni (Obr. 14). KRP6/7 jsou znamé inhibitory progrese
bunécéného cyklu generativni buniky husenicku a jejich represivni ¢innost je potlacena
aktivitou F-box-proteinu FBL17 (Kim et al., 2008). U tabaku byli naproti tomu aktivni jini
clenové téchto rodin - KRP1 a KRP3 a FBL12 a FBL21 (Obr. 14).
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Obr. 14. Expresni profily hlavnich reguldtori (represory a aktwdtory) progrese bunétného cyklu a markeri specifikace osudu
spermatické buitky pred a po PMII a schematické zndzornéni pribéhu bunécného cyklu generationi buitky tabdku (Nicotiana
tabacum) béhem riistu pylové lacky (upraveno podle Hafidh et al., 2012a).

Progrese bunécného cyklu je umoznéna zablokovanim aktivity jeho represort.
Dulezitou roli zde hraji F-box-proteiny zminéné v minulém odstavei, konkrétné slozky
komplexu SCF (SKP1-CULI1-F-box protein), které pusobi proti represi CDKA indukované
proteiny KRP. U tabaku exprese dvou z nich, FBL12 a FBL21, vrcholila pravé v dobé tzv.
mitotického okna a nasledné rychle poklesla (Obr. 14). Podobné protein APC10, soucast
komplexu (APC/C) stimulujictho anafazi, se podili na obratu cyklinovych podjednotek
prostiednictvim proteolyzy cyklint zprostredkované ubikvitinem, a tim brani predc¢asnému
vstupu do mitotického cyklu a naopak podporuje jeho opusténi. Geneticka charakterizace
jiné slozky komplexu APC/C u husenicku, APC8, ptimo propojila aktivitu proteinu APC s

transkripéni represi CycBl;1, a to prostrednictvim aktivace miR159, represoru proteinu
DUO POLLEN 1 (Zheng et al., 2011). U tabaku exprese APC10 béhem prvnich ¢tyr hodin
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rustu lacky klesala, aby nasledné rostla az k maximu ve 13h lackach (Obr. 14) (Hafidh et al.,
2012a). Tato pozorovani poukazuji na dvoji roli komplexu APC/C v bunécéném cyklu
generativnich bunék, v nichz je transkripéni represe cyklinu Bl propojena s degradaci

bilkovin zprostredkovanou ubikvitinem.

Klidovy stav mitotického bunééného cyklu ve 4h pylovych lackach byl dale
zduraznén nizsim zastoupenim znamych aktivatort bunééného cyklu. Cyklin B1;1 jako
hlavni regulator prechodu G2/M byl ve zralém pylu témér nedetekovatelny a jeho aktivita
rostla béhem rusty lacky az k vrcholu béhem mitotického okna, aby nasledné klesla po
probéhnuti PMII (Obr. 14) (Hafidh et al., 2012a). Klicovym regulatorem integrujicim
bunécény cyklus a urceni bunécéného osudu samci zarodecéné linie je nepochybné protein
DUOT (Rotman et al., 2005). Jeho tabakovy ortolog byl anotovan jako NtDUO1-like (NCBI
blastp accession AB032537 (Q8HOH3), e-value 1e-78). Neptekvapi proto, ze jeho exprese i u
tabaku kulminovala pravé v obdobi mitotického okna podobné jako exprese dalsiho
aktivatoru bunécéného cyklu TCP20, coz reflektovalo jejich cilovy gen CyeBl1;1 stejné jako

status generativni buriky ¢i bunék spermatickych (Hafidh et al., 2012a).

Propojeni mitotického déleni generativni buriky s uré¢enim osudu spermatickych
bunék je vymezeno prekryvajici se expresi znamych markert diferenciace bunécéného
osudu uvnitr generativni buriky stejné jako nové vzniklych spermatickych bunék. DUOT
integruje obé udalosti, coz umoznuje rozdéleni generativni buriky a soucasnou regulaci
transkripce rady markera diferenciace spermatickych bunék (Brownfield et al., 2009; Borg
et al., 2011). U tabaku jsme popsali homology 29 cilovych gentt DUOT1 identifikovanych
puvodné v husenicku, a to véetné dvou ovérenych cilii. Patii mezi né C//R34 (chromatin
remodelling protein), DAWT (WD-40 CULA4-RING ubikvuitin ligaza), gen kodujici protein z
rodiny faktorti vyznacujicich se pritomnosti zinkového prstu (C3HC4-type RING finger),
DAUT (DUOT aktivovany protein neznamé funkce) a NACO74 (NAC-domain containing
protein 74) (Obr. 14) (Hafidh et al., 2012a). Vzhledem k prokazané roli proteinu DUO1
muzeme duvodné predpokladat, ze uvedené geny mohou kdédovat regulatory specifikace

osudu spermatickych bunék také v tabaku (Hafidh et al., 2012a).

Souhrnné muzeme Fici, ze analyza vyvoje samciho gametofytu v obdobich pted
druhou haploidni mitosou a po ni odkryla stridavou akumulaci konzervovanych regulatort
bunééné proliferace a determinant bunééného osudu synchronné s progresi cyklu bunék
zarodecné linie (Obr. 15). Jejich aktivita je tak velice pravdépodobné pri¢inou
heterochronického posunu, ktery vedl k diverzifikovanym vzorim spermatogeneze

krytosemennych rostlin.

A.3.4 Posttranskriptomicke studie — funkéni charakterizace pylovych genu
Pylové transkriptomické studie nejen daly moznost nahlédnout na komplexnost

genové exprese a jeji dynamiku béhem vyvoje efektivné jednobunééného systému u rostlin,
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a to v celogenomové s§iri; jejich hlavni vyznam tkvi v tom, ze umoznily klast si komplexné}si,
ale 1 cilenéjsi otazky tykajici se bunécnych funkei a regulace samdéi zarodecné drahy.
V prubéhu naslednych studii tak byla charakterizovana tada gent s primou vazbou na

studované procesy a identifikovanych pravé diky vysledkiim transkriptomickych studii.

Jednim z prvnich prikladti byla komplexni charakterizace bilkovin ukotvenych na
povrch pylového zrna prostrednictvim glykosylfosfatidylinositolové (GPI) kotvy (GAPs,
GPI-anchored proteins) (Ikezawa, 2002). GPI-kotvy jsou syntetizovany v endoplazmatickém
retikulu postupnym ptridavanim monosacharidii, mastnych kyselin a fosfoethanolaminti na
fosfatidylinositol. Defekty v biosyntéze GPl obecné mohou blokovat rist bunék, bunééné
déleni ¢ morfogenezi a jejich dusledky mohou byt letalni. V. navaznosti na uvetejnéni
pyvlového transkriptomu bylo popsano ne méné nez 47 potencialnich GPI-ukotvenych
bilkovin aktivnich v pylu s tim, ze pro 11 z nich byla prokazana asociace s bunécénou
membranou pylového zrna
prosti‘ednictvim GPI'kOWY <Lalanne DVnamitfké exprese inéova'h reg}llétorﬁ bunéépého cyklu
et al., 20043) Rada , popsanych v dvojbunééném pylu tabaku pfed pylovou mitosou Il

proteini ma své homology mezi 10 -

4 Negativni regulatory

. N e s . , ve bunééného cyklu
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biosyntézy GPI kotvy v pylu pro syntézu a metabolismus bunécné stény (Lalanne et al.,

2004a).

Druhym prikladem muze byt globalni charakterizace dalsi skupiny pylovych
membranovych bilkovin, jejimz prvnim krokem byla studie rodiny CHX (cation/H*
exchangers; kation/H" antiportéry) (Sze et al., 2004), ktera vyustila az v komplexni analyzu
pylovych membranovych transportéra (Bock et al., 2006). Konkrétnim vystupem této
kombinované bioinformatické a experimentalni studie byl souhrn ptrekvapivé vysokého
poc¢tu membranovych transportéru aktivnich v pylu, konkrétné se jednalo o 1046 genu
z 1511 transportérovych gent pritomnych na genovém ¢ipu ATHI. Mezi témito geny bylo i
relativné vysoké zastoupeni predpokladanych pylové specifickych genti — 150, tedy témér
15%. Praveé tyto geny jsou postupné charakterizovany ve spolupracujict laboratoti (Dr.
Heven Sze, University of Maryland, MA, USA) a jednotlivé vysledky jsou postupné
uverejnovany (Lu et al., 2011; Chanroj et al., 2013).

v

Mezi nejkonkrétnéjsi vystupy posttranskriptomickych studii patii charakterizace
nékolika regulatort vyvoje saméi zarodecéné linie — transkripénich faktort rodin bZIP, HSF
a (2. Protein AthZIP34 byl prvnim transkripénim faktorem rodiny bZIP, u néhoz byla
experimentalné potvrzena dulezita dloha pro spravny vyvoj a funkei samétho gametofytu
(Gibalova et al., 2009). Fenotypova analyza T-DNA-inser¢nich mutanta v genu AtbZIP34
ukazala tadu morfologickych defektt, které vyustily v nizsi kli¢ivost pylu a pomalejsi rust
pylovych lacek in vitro 1 in vivo. Svételna i fluorescenéni mikroskopie prokazala
malformovana a nespravné umisténa jadra a pritomnost charakteristickych lipidovych
inkluzi v eytoplazmé pylu
atbzip34-(Obr. 16). Skenovact a

transmisni elektronova
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membranovych predasecu

rodiny LTP (lipid transfer Obr. 16. Funkcni charakterizace genu AtbIP34 v husenicku (Arabidopsis
thaliana). A) Expresni profily AtbZIP34 a KAPP (konstitutioni kontrola)
mRNA ziskané pomoci RT-PCR v mukrospordch (MS), dvojbunétném (2B),
kodujicich transkripéni faktory tropbunéiném (3B) a zralém (ZP) pylu, kvélenstoich (KV), listech (LI), stoncich
(ST) a kofenech (KO). B) Model genu AtbZIP54 véetné lokalizace insertu 1
DNA. C) Ovéfeni exprese 5~ a 3-koncovich oblasti AtbJIP34 a KAPP
atbzip34-. Vsechna tato data  mRNA v divokém (wt) a mutaninim (athzip34) pylu. D-H) Fenolypové defekty
pylu nesoucitho mutact atbzip34, kaZdy obrdzek je ve svétlém poli a v UV svétle
po pouziti barvicky DAPL Obr. (D) zobrazwe dwoky 1 mutanini pyl, ostaini jen
proteinu AtbZIP34 v kontrole — mutanly atbzip34 (upraveno podle Gibalova et al. 2009).

proteins) a dale na 34 genu

se zménénou expresi v pylu

naznacuji komplexni roli
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vyvoje sam¢éi zarodecéné linie integrujici sporofytickou (syntéza a vzorovani exiny) a
gametofytickou (syntéza intiny, regulace metabolismu lipida) roli — v tomto ohledu se

jednalo o prvni takto detailné charakterizovany pylovy transkripéni faktor.

Pozdni pylové-specificky protein DEPOLL byl piivodné anotovan jako transkripéni
faktor rodiny C2H2, niecméné jeho detailni bioinformaticka analyza ukazala neptitomnost
DNA-vazebné domény a tim vyvratila hypotézu, ze se jedna o transkripéni faktor. Naopak
jsme potvrdili pritomnost domény C2 v N-koncové oblasti bilkoviny. Doména C2 byla
puvodné popsiana jako Ca®'-vazebna doména proteinkinazy C (Nalefski and Falke, 1996;
Corbalan-Garcia and Gomez-Fernandez, 2010) a béhem své evoluce pravdépodobné
divergovala za vzniku Ca?"-dependentnich a Ca**-independentnich variant interagujicich
s fadou ruznych ligandt popsanych v Siroké skupiné proteinti vétsinou asociovanych
s membranami (Nalefski and Falke, 1996). Prasniky rostlin depoll obsahovaly zvyseny podil
abortovanych pylovych zrn a dalSim charakteristickym znakem, jak odhalila transmisni
elektronova mikroskopie, bylo oddéleni intiny a exiny, a to 1 na nékolika mistech v jednom
pyvlovém zrnu. Je zajimavé, ze podobné jako u mutanta atbzip34 transkriptomicky
experiment odhalil fadu ¢lenti nékolika genovych rodin, jejichz exprese byla v mutantnim
pylu zménéna; jednalo se o geny ucastnicl se membranového transportu (lipid transfer

proteins, LTPs) a metabolismu bunééné stéeny (Dupl'akova, 2010).

AtRENT (RESTRICTED-TO-NUCLEOLUS) z rodiny HSF (heat shock factors)
naproti tomu patii mezi transkripéni regulatory, jejichz aktivita obvykle souvisi s teplotnim
stresem a které nebyvaly davany do souvislosti s funkei samc¢iho gametofytu. Gen AtRENT
vykazuje c¢asny expresni profil a jim kodovany protein AtRENT je lokalizovan specificky
v jadérku (Obr. 17). Mutace atrenl zpusobuje tadu subtilnéjsich fenotypovych defekti,
z nichz nejtypictéjSim je organizace MGU, konkrétné vzdalenost vegetativniho a
generativintho jadra po prvni haploidni mitose (Renak, 2011) a velikost jadérka (Renak et
al., 2014). Absence proteinu AtREN1 v mutantnim pylu se navie neptiznivé projevila pti
zrani pylu za zvySené teploty — homozygotni i heterozygotni rostliny obsahovaly za téchto
podminek vyssi zastoupeni defektniho ¢i abortovaného pylu s tim, Ze v homozygotnich
rostlinach bylo zvySeni poctu defektnich pylovych zrn priblizné dvojnasobné proti
heterozygotim (Obr. 17). Z téchto skutecnosti muzeme vyvodit pleiotropni efekt
transkripéniho faktoru AtRENT; jednak se pravdépodobné ucastni biogenese ribosomalni
RNA ¢i dalsich procestu spojenych s jadérkem a jednak ma jeho pritomnost pozitivni vliv

na vyvoj pylu v podminkach teplotniho stresu (Renak et al., 2014).

A.3.5 Translace v pylu
Pres jasnou a nepopiratelnou dulezitost transkripce a jeji kontroly pro spravny
vyvoj a zrani samciho gametofytu je kliceni pylu tady druhti viceméné nezavislé pravé na

transkripei, ale Zivotné zavislé na translaci (Twell, 1994; Twell, 2002). Také husenicek sleduje
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(2B), trojbunécném (3B) a zralém (ZP) pylu, kvétenstvich (KV), listech (LI), stoncich (ST) a kofenech (KO). C) Lokalizace
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heterozygotnich rostlin atren/+. Lluté sloupce ukazuji zastoupeni fenotypovych aberact u pylu ze stgnych rostlin po pisobeni
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(upraveno dle Reniak et al. 2014).

tento obecny trend (Honys and Twell, 2004) a jsou k dispozici presvédcivé dukazy pro
existenci zasobnich mRNA skladovanych k naslednému vyuziti pri translaci béhem riastu
pylovych lacek (Honys et al., 2009). Akumulace pylovych mRNA v pozdnich fazich
dozravani pylu (Tupy, 1982; Schrauwen et al., 1990; Honys and Capkova, 2000) a
pritomnost prislusnych skladovanych transkriptit v pylovych lackach potvrzuje, ze mnoho
mRNA preziva dehydrataci pylu i jeho naslednou rehydrataci. Vyvojové transkriptomické
studie potvrdily existenci téchto skladovanych mRNA ve zralém pylu. Vétsina vysoce
abundantnich pylovych transkripti, jejichz exprese vzrusta po ll. pylové mitose, spada
pravé do této kategorie a predstavuje skupinu zasobnich mRNA (Honys and Twell, 2004;
Hafidh et al., 2012a,b).
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Transla¢né neaktivni mRNA byly opakované nalézany v asociaci s fadou bilkovin ve
formé volnych, skladovanych, translacné neaktivnich ribonukleoproteinovych castic
(mRBRNP). mRNP éastice byly poprvé popsany v zivoéisnych (Spirin and Nemer, 1965) a
kvasinkovych bunkach, pro néz je také k dispozici nejvice informaci (viz Erickson and
Lykke-Andersen, 2011; Rodriguez-Navarro and Hurt, 2011; Decker and Parker, 2012; Pratt
and Mowry, 2013; Xing and Bassell, 2013). Znalosti rostlinnych mRNP jsou zretelné
omezenéjsi (Bailey-Serres et al., 2009; Hafidh et al., 2011; Lin et al. 2014; Mustroph et al.,
2009; Mustroph et al., 2013). Fenomén translacni represe skladované mRNA v pylu byl
predpokladin Mascarenhasem (Mascarenhas, 1993) a zihy poté také prokdzan (Storchovi et
al., 1994). S vyuzitim translacné regulovaného pylové specifického modelového systému
NTP303/p69 (Capkové et al., 1987, 1988; Weterings et al., 1992) byla nasledné prokazana i
pritomnost skladovanych mRNP ve zrajicim pylu tabaku (Honys and Capkové, 2000), jejichz
vyznamna cast se nachazi ve formé EPP granuli (Honys et al., 2000; Honys et al., 2009),
které mimo vlastni skladované mRNA a s nimi asociované bilkoviny obsahuji celou

translac¢ni masinérii ve vazbé na cytoskelet (Honys et al., 2009; Hafidh et al., 2011).

[dentifikace EPP ¢astic v saméim gametofytu tabaku potvrdila pritomnost komplext
podobnych zarodeénym granulim popsanych v gametach Zivocéichti i u semennych rostlin
(viz Arkov and Ramos, 2010; Hafidh et al., 2011; Nguyen-Chi and Morello, 2011; Voronina et
al., 2011). Kuptikladu zarodecné granule octomilky se podileji na transportu maternalnich
mRNA v pocatecnich fazich embryogeneze (Sengupta and Boag, 2012). Abundance a
slozeni EPP castic nejen ukazuje na jejich dulezitost, ale hlavné naznacuje jejich moznou
podobnou ulohu béhem progamické faze samcéitho gametofytu (Obr. 18). EPP castice
predstavuji komplexni aparat pro upravy, transport a subcelularni lokalizaci a sprazenou
iniciaci translace. Proteomicka analyza EPP ¢astic ukazala, ze obsahuji proteiny ucastnict se
jak metabolismu bilkovin, konkrétné jejich syntézy (elFF4A-8), uprav (BiP4) a transportu
(Rab11a), tak lokalizace a translace mRNA véetné cytoskeletalnich proteint, kinaz, fosfatas
(Honys et al., 2009) a DEAD-box helikas (Hafidh et al., 2013). EPP ¢astice navic obsahuji
soubor skladovanych mRNA transla¢né umléenych v ¢asnéjsich vyvojovych stadiich pylu
(Honys a Hafidh, nepublikovana data). Rada z ulozenych transkriptti je masivné prekladana
bud’ v pozdnich fazich vyvoje pylu a/nebo transportovana do spicky rostouct pylové lacky k
translaci (Obr. 18). Tato mozna tloha EPP ¢astic navic na prvni pohled prekvapivé vyrazné
pripomina aktivitu neuronalnich granuli v axonech lidskych neuront (Elvira et al., 2006;
Hirokawa, 2006; Doyle and Kiebler, 2011). Smérovy rist neuront je podminén dopravou
zasobnich mRNA pravé ve formé neuronalnich granuli a jejich naslednou translaci v
mistech synaptickych ploch. Podobné jako ¢astice EPP, sestavaji i neuronalni granule z
translaéniho aparatu a regulacnich RNA-vazebnych proteinti. Mezi popsané  slozky
neuronalnich granuli patri skladované mRNA, RNA-vazebné bilkoviny (HUD, G3BP, Sam68,
SYNCRPI, hnRNP A2, RNG105, FMRP a STAUFEN) a konecné translaéni iniciacni faktory
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a malé a velké ribosomalni podjednotky (Anderson and Kedersha, 2009). Jako takové
predstavuji neuronalni granule mediatory smérového rustu a nasledné tvorby interaként
sit¢. nervovych bunék diky lokalizaci a iniciaci translace specifickych transkripti v
rostoucich §pickach axont. Analogicka uloha v dynamice samc¢iho gametofytu se rysuje i
pro EPP castice v rostoucich pylovych lackach semennych rostlin, nicméné pro jeji

polvrzenti je jesté treba experimentalnich dukazu.

A.3.6 Usvit pylové proteomiky

A.3.6.1 Pylovd proteomika

Transkriptomické analyzy nam poskytly a nadale poskytuji cenné informace o
globalni 1 specifické genové expresi a jeji dynamice. Transkriptomicka data jsou vsak
vyrazné méné vypovidajici ve vztahu k pritomnosti a aktivité funkénich produkti
prepisovanych gentt — proteint, nebotl pri studiu genové exprese musime vzit v tvahu
skutecnost, ze proteom zcela neodpovida transkriptomu (de Groot et al., 2007), coz plati
zejména pro systémy s vyraznou mérou translacni regulace. Mezi ty patii i samci gametofyt.
Zasadnim duvodem je, ze nent v technickych moznostech transkriptomiky vzit v potaz i
mozny vliv dalsich regulac¢nich urovni genové exprese (Keene, 2007), které v této kaskade
nasleduji uroven transkripéni. Vliv sestrihu (Lorkovie and Barta, 2004; Collins, 2011; Reddy
et al., 2012) véetné identifikace potencialné alternativné sestrizenych transkripta (Kazan,
2003; Sanchez et al., 2011; Xing and Li, 2011) je mozné studovat pomoci kompletniho
~dlazdicovitého® genového cipu (Whole-Genome Tilling Array ATHG6 ChIP, Nimblegen
Systems, Inc.) ¢é1 jeste lépe ziskanim transkriptomu pomoct RNA-Seq (Loraine et al., 2013).
Velmi vyraznou mérou se vsak pii vyvoji saméitho gametofytu uplatnuji i dalsi post-

trankskripéni regulaéni drovné, zejména tdroven translaéni a fenomén skladované mRNA
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(Hafidh et al., 2011; Lin et al. 2014). Ze vsech téchto divodu byla a nadale pretrvava zrejma

nutnost doplnit transkriptomicka data daty proteomickymi.

S uréitym zpozdénim proti transkriptomice se v poloviné minulého desetileti zacaly
objevovat prvni prace vénované studiu pylového proteomu. Prekvapivé prvnim druhem,
jehoz, byl zna¢né neuplny, pylovy proteom byl publikovan, byla borovice (Pinus strobus)
(Fernando, 2005). Nasledovala rada druhti — husenicek (Holmes-Davis et al., 2005; Noir et
al., 2005; Sheoran et al., 2006; Grobei et al., 2009; Zou et al., 2009), ryze (Dai et al., 2006; Dai
et al., 2007), merurika obecna (Prunus armeniaca) (Feng et al., 2006), cajovnik (Camellia
sinensis) (Li et al., 2008), lilie (Lilium longiflorum) (Pertl et al., 2009), tepka olejka (Brassica
napus) (Sheoran et al., 2009), rajée (Solanum lycopersicum) (Sheoran et al., 2009; Lopez-
Casado et al., 2012), dub cesminovity (Quercus ilex) (Valero Galvan et al., 2012) atd.
Proteomické studie se samozrejmé nevénovaly jen charakterizaci celkového proteomu
zralych pylovyeh zrn; cilem byla 1 srovnavaci proteomika mapujici vyvoj pylu rajcete
(Solanum lycopersicum) (Chaturvedi et al., 2013), tabaku (Vicotiana tabacum) (1schebeck et al.,
2013) a smrku (Picea wilsonit) (Chen et al., 2012) ¢i sledujici zmény pylového proteomu za
stresu (Chen et al., 2012; Sarhadi et al., 2012). Jednotlivé studie se také ¢asto zamérovaly na
konkrétni bunécné typy (spermatické burnky; Zhao et al., 2013) nebo bunécné
kompartmenty, napr. membrany (Pertl et al., 2009; Han et al., 2010) ¢i mRNP komplexy,
(Honys et al., 2009). Dalsi studie se zaméruji na specifické skupiny proteinit (napr.
alergeny; Petersen et al., 2006; Abou Chakra et al., 2012; Shahali et al., 2012) popripadé
proteiny vyznacujici se konkrétni postiranslaéni modifikaci, zeyména fosforylaci (Fila et al.,
2012; Mayank et al., 2012). Zajimavou skupinu proteinti tvori proteiny asociované s rustem
pvlové lacky pletivy pestiku, konkrétné proteiny pylového apoplastu (Ge et al., 2011; Sang
et al., 2012; Hafidh, Fila, Capkové a Honys, nepublikovana data) ¢i srovnani proteomu
opylené a neopylené blizny ve vztahu k pylové inkompatibilité (Li et al., 2012; Sang et al.,
2012; Chalivendra et al., 2013). Jiz z tohoto vyc¢tu je patrné, ze proteomika ma vyrazné sirsi
taxonomicky zabér nez cipova transkriptomika, 1 mimo klasické modelové druhy, nebot

proteomika neni nutné tolik omezena znalosti sekvenci prislusnych genomu.

N

Rada studif z ranéjstho obdobi byla zalozena na extraker intaktnich bilkovin ze
spotu isolovanych z gelt po 2-D elektroforéze, které byly po oSetfeni proteazami
analyzovany pomoci hmotnostni spektroskopie. Proto jejich vysledkem byla jen velice
omezena frakce celkového proteomu ¢itajici vétsinou nékolik set proteint, témét bez
vyjimky méné nez 1000. To samoziejmé nutné vedlo k radové nizsi kvantitativni aéinnosti
této metody ve srovnani s transkriptomikou a s tim souvisejici maly prekryv mezi
jednotlivymi experimenty. Jako ptiklad mohou poslouzit tri prvni publikované pylové
proteomické datové soubory, v nichz bylo postupné identifikovano 135 (Holmes-Davis et
al., 2005), 121 (Noir et al., 2005) a 96 (Sheoran et al., 2006) bilkovin. S ohledem na urcité

prekryvy mezi jednotlivymi soubory zahrnovala znama frakce pylového proteomu 267
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bilkovin (Obr. 19). Sondy pro odpovidajici transkripty jsou na genovém c¢ipu ATHI
pritomny pro 237 z téchto bilkovin. Naproti tomu jiz bylo nékolikrat zminéno, ze
transkriptomicka data udavaji, ze béhem vyvoje samciho gametofytu husenicku je aktivnich
13 977 gent (Honys and Twell, 2004), z nichz 4 774 az 5 938 bylo identifikovano ve zralém
pylu. Za zminku stoji velice maly ptekryv mezi publikovanymi proteomickymi datovymi

soubory - ze vsech 267 popsanych bilkovin

bylo 200, tedy 75 %, nalezeno vidy jen A Transkriptom
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které slozeni proteomické frakce ovlivnily

zcela zasadnim zpusobem, jak bylo

Celkem (3 494)

nezavisle prokazano pro pyl tabaku (Fila et

Kompletni
¢ip ATH1
(22 591)

Zraly pyl
proteom
(3 465)

al.,, 2011). Transkriptomicka data také

Obr. 19. Srovndni zndmych frakei pylového transkriptomu a
proteomu  husenicku  (Arabidopsis  thaliana). A)  Srovndni
velikosti transkriptomu samctho gamelofytu a zralého pylu se
zndmou fraket ,,gelového” (2-D proteom) a
“negelového™ (Shotgun proteom) pylového proteomu B) Venniiv
diagram zndzoriujict prekryvy mezi jednim "negelovym" a tiem:
"gelovymi"  proleomickimi  datovymi  soubory. C) Venniiw
diagram  zndzorriugici  prekryvy mezi Sholgun  proteomem a
transkriptomy nezralého a zralého pylu husenicku.
Transkriptomicka  data  pochdzei ze studie Honys and
Twell, 2004, proteomické datové soubory byly prevzaly z
pract Holmes-Dauis et al., 2005; Noir et al., 2005; Sheoran et
al., 2006 a Grobei et al., 2009. ane

Nezraly pyl
ranskriptom|
(10 670)

Zraly pyl
ranskriptom
(4774)

Pocet genti
dle TAIR7
(27 029)
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David Honys - Vivoj a_funkce samctho gametofytu; prispént transkriptomiky a proteomaky

Arabidopsis thaliana ukdzala, 7e bilkoviny tvoricl

~gelovy® ¢i 2-D pylovy proteom
vétsinou nebyly specifické, ale
Proteom ze vetsina gent kodujicich tyto
n=3465

\
\

pylové bilkoviny byla aktivni
nejen v dalsich kvétnich
organech, ale také ve
vegelativnich pletivech. To opét
odpovida predpokladu, ze zde
popsana c¢ast pylového

transkriptomu zahrnuje

. Arabidopsis
| || thaliana S zejména vysoce abundantni

bilkoviny, které jen zridka

byvaji pylove specifické. Presto

¥ Metabolismus ¥ Syntéza bilkovin “Transport . v , v o ,
¥ Energ. Metaboli “ Metaboli bilkovin  ¥PFenos signala Jé mozne wvice nez 92 K) -
“DNA + bun. cyklus ¥ Cytoskelet “Stres p‘f‘ekryv se Sporofytickymi
¥ Transkripce ¥Bunééna sténa “Neznamé . . ,
W Bez zésahu pletivy povazovat za vysoky.

Charakterizace byt omezené
Obr. 20. Funkni kategorizace pylového proteomu a transkriptomu. Velké koldce
zndzomiui situact ve zralém pylu husenicku (Arabidopsis thaliana); shotgun
proteom  (Grobet et al., 2009) a transkriptom (Honys et al., 2004). Malé  konedné poprvé umoznila také
koldce predstavuyi datové soubory tworici 2-D proteomy zralého pylu husenicku L, L ,
(Sheoran et al., 20006, 96 protemnii (a); Nowr et al., 2005, 121 protenii, (b) funkéni kategorizaci pylového
Holmes-Davis et al., 2005, 135 protemni (c)), rjze (Oryza satwa; zraly pyl,
Dai et al., 2006, 122 protemi (A) a pylové lacky, Dar et al., 2007, 187
protenii (B)) a borovice (Pinus strobus, Fernando, 2005, 55 proteinii). jejich porovnani (Obr. 20).

casti pylového proteomu

transkriptomu a pI‘OtCOHlU_ a

V' proteomickych datovych
souborech opét vidime zretelné vyssi zastoupeni funkénich kategorii sdruzujicich
abundantni bilkoviny. Zaroven je ovsem zfejma variabilita mezi jednotlivymi pylovymi
proteomy. Ta se tyka zejména frakce bilkovin s neznamou funkei a bilkovin stresové
odpoveédi. Zejména v pripadé bilkovin, jejichz syntéza souvisi se stresem, vSak neni mozno
vyloué¢it mozny vliv zpracovani biologického materialu. Obecné ve srovnani
s transkriptomem muzeme konstatovat vyssi zastoupeni bilkovin tcastnicich se masivnich
procesu obecného a energetického metabolismu a syntézy a metabolismu bilkovin. Totéz
muzeme Tici 1 o referenc¢nich datovych souborech charakterizujici proteom ryze (Dai et al.,
2006; Dai et al., 2007), dalstho modelového druhu s trojbunécénym pylem, u néhoz je mimo
Jiz popsanych kategorii vyrazné vyssi zastoupeni i bilkovin tcastnicich se prenosu signali.
V této souvislosti ptisobi vyrazné odlisné proteom pylu borovice (Fernando, 2005), nicméné
mimo skutecnost, ze se jedna o nahosemennou rostlinu, u niz se stavba a vyvoj saméiho
gametofytu lisi od krytosemennych, to muze byt ¢astecné zpusobeno i vyrazné mensi
velikosti publikovaného souboru 55 bilkovin. Zajimavy je zejména velmi vysoky, priblizné

tretinovy podil bilkovin, pro néz se v databazich nepodatilo nalézt zadny blizky homolog.
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Zasadnim prulomem nejen pylové proteomiky bylo zavedeni negelovych
proteomickych technik, které tadove zvysily ucinnost identifikace pritomnych peptidi a
nasledné 1 celych proteinii. Negelové techniky se navic vyznacuji i moznosti presnéjsi
kvantifikace proteint, coz bylo v pripadé pouziti gelovych postupti spise nemozné. Prvni
tzv. shotgun proteomicka studie identifikovala v pylu husenicku 3465 bilkovin (Grobei et
al., 2009). Mezi nimi byla 1 naprosta vétsina proteint identifikovanych pomoci drivejsich
gelovych technik (Obr. 19). Znacné, témér trinactinasobné rozsireni znamé frakce pylového
proteomu se odrazilo i v kategorizaci popsanych bilkovin, ktera se velice prtiblizila
vysledktim ziskanym na bazi transkriptomickych studii (Obr. 20). Potvrdilo se 1 vyznamné
zastoupent stabilnich strukturnich bilkovin. Srovnani proteomickych a transkriptomickych
dat navic ukazalo, ze naprosta vétsina z 2928 (85 % popsaného proteomu) genti popsanych
v pylu na proteomické i transkriptomické trovni byla kodovana transkripty pritomnymi jiz
v ranych stadiich vyvoje samciho gametofytu (Grobei et al., 2009), coz ptredstavovalo
nezavislé potvrzeni rozsahu translaéni regulace genové exprese v pylu (Honys et al., 2000;
Honys and (vlapkové, 2000; Honys and Twell, 2004; Honys et al., 2009). Koneéné bylo
identifikovano 537 pylovych bilkovin (15 % pylového proteomu), které nebyly popsany
v zadné v tu dobu znamé transkriptomické studii, coz ucinilo z proteomiky zajimavou

metodu studia genové exprese komplementarni k transkriptomice.

A.3.6.2 Pylovd fosfoproteomika

Komplexni povaha regulace genové exprese na mnoha trovnich pochopitelné
nemuze byt v plné §ifi postizena ani charakterizaci globalni genové exprese na urovni
transkriptomu a proteomu. Existuje fada dalsich regula¢nich trovni zptsobujicich daleko
subtilnéjsi zmény jednotlivych bilkovin nezli vlastni aktivace ¢i represe transkripce ¢i
translace prislusného genu. Mezi regulaéni déje, jejichz dusledky obvykle nemohou byt
popsany klasickymi proteomickymi pristupy, patii posttranslacni modifikace proteint
klicové jednak pro vlastni funkei nové syntetizovanych bilkovin, dale pro uréeni jejich
osudu a konecné predstavujici dalsi regulacni uroven kontrolujici aktivitu prislusnych
proteinu, a to v zavislosti na vyvojovém stadiu ¢i fyziologickém stavu burnky ¢i organu.
Pravé z tohoto hlediska se jevi ucelnym studovat jednotlivé specifické frakce proteomu
obsahujict bilkoviny, které napriklad podstoupily stejnou posttranslaéni modifikaci. Takové
datové soubory vhodnym zptuisobem doplinuji komplexni transkriptomické ¢i proteomické

soubory a prispivaji k ucelenému pohledu na zkoumany biologicky systém.

Reversibilni fosforylace proteint predstavuje jednu z nejdynamictéjsich
posttranslaénich modifikaci a uplatnuje se v mnoha bunécénych procesech — regulace
bunécéného cyklu, prenos signalt, regulace dynamiky cytoskeletu, lokalizace a regulace
funkece bilkovin a v neposledni fadé i regulace transkripce a translace. Dulezitost
fosforylovanych proteint (fosfoproteint) se vsak vétsinou neodrazi v jejich abundanci.

Spise naopak, jejich nefosforylované protéjsky jsou casto v burikach pritomné v nadbytku.
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Navie se jedna o reversibilni modifikaci, a proto vzdy sledujeme jakysi rovnovazny stav mezi
fosforylovanymi a nativhimi proteiny. Pokroky v oblasti obohacovacich technik vsak
umoznily charakterizaci fosfoproteomu jako specifické frakce proteomu sdruzujici prave
bilkoviny s ¢asto vyznamnou regulacni funkei ¢i naopak jejich substraty - bilkoviny
s regulovanou aktivitou (Fila and Honys, 2011). Je zfejmé, ze pravé aspésnost obohaceni
isolované frakce proteomu fosfoproteiny predstavuje klicovy predpoklad uspéchu a
vyzaduje v kazdé praci precizni kontrolu (Fila and Honys, 2011; Leitner et al., 2011; Tichy
et al, 2011; Wang et al., 2011; Beltran and Cutillas, 2012). Ptivodnéjsi jsou postupy
obohacovani na trovni intaktnich proteint, coz u isolovanych fosfoproteinit umoznuje
zjistit 1 jejich fyzikalni charakteristiky. Tento postup se vsak potyka s tadou technickych
problému, a proto se stale vice prosazuji techniky obohacovani na trovni fosfopeptidu, kdy
obohacovacimu kroku ptedchazi ptisobeni proteaz na proteinovy extrakt. To vede k ziskani
smesi fosfopeptidit zaujimajicich vyrazné méné komplexni konformaci. Tato smeés je
nasledné analyzovana pomoci hmotnostni spektroskopie (Obr. 21) (Fila and Honys, 2011).
Velkou vyhodou druhé skupiny obohacovacich technik je moznost identifikace presného
mista fosforylace, coz je povazovano za nejlepsi dukaz spravné aplikace vhodného

obohacovaciho protokolu.

V nedavné dobé byly témer OBOHACOVANI OBOHACOVANI
soucasné publikovany dvé studie popisujict FOSFOPROTEINU FOSFOPEPTIDU

fosfoproteom zralého pylu modelovych
rostlin husenicku (Mayank et al., 2012) a
tabaku (Fila et al., 2012). Tabakova studie
navic postihla 1 dynamickou povahu
fosforylace, ponévadz sledovala zménu
fosfoproteomu ve zralém a aktivovaném
pylu. V. obou pripadech byla vysledkem
pomeérné komplexni frakce fosfoproteomu.
Ve zralém pylu husenicku bylo popsano
598 fosfoproteinti, u nichz bylo spolehlivé
identifikovano 609 mist fosforylace
(Mayank et al., 2012). Naproti tomu u
tabaku bylo popsano 139 fosfoproteint
obsahujicich 52 prokazanych mist
fosforylace (Fila et al., 2012). U obou
rostlinnych druht byl potvrzen ptrednostni

vyskyt fosfoproteinit ve specifickych

extrakce proteind

extrakce protein(

v

v

(napt. SDS-PAGE, 2D-GE)

obohaceni T
W Stépeni proteasou
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Obr. 21. Schématické zndzornéni obohacovacich technik

Josfoprolemnii a_fosfopeptidit (vzdjemné si odpovidayici kroky jsou

stené podbarveny; upraveno podle Fila et al. 2012).

funkénich kategoriich — prenos signalti (11 % popsanych fosfoproteinti u husenicku, 6 % u

tabaku), translace (7 % u husenicku, 9 % u tabaku), lokalizace a skladovani bilkovin (21 % u
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husenicku, 19 % u tabaku). V této souvislosti byla zajimava predevsim identifikace tady
kinaz, transla¢nich iniciacnich faktoru, ribosomalnich bilkovin, aktinii a tubulint véetné
specifickych fosforylacnich mist, ktera jsou casto identicka v obou zkoumanych druzich

(Fila et al., 2014).

A.4 Shrnujici poznamky

Pylové transkriptomické studie poskytly a nadale poskytuji prvni souhrnny pohled
na genovou expresi a jeji dynamiku béhem vyvoje efektivné jednobunééného systému u
rostlin, a to v celogenomové Siti. To umoznuje formulovat a nasledné experimentalné
ovérovat komplexni hypotézy snaziei se popsat fungovani a kontrolu regulac¢nich procest
v celé jejich slozitosti. V pribéhu saméi gametogeneze dochazi k masivni represi genové
exprese, coz souvisi s ukoncenim bunécéné proliferace. Na druhou stranu dochazi 1
k selektivni aktivaci nové skupiny gent ucastnicich se pozdnich fazi vyvoje pylu a zejména
udalosti nasledujicich po opyleni. Vyvoj sam¢iho gametofytu probiha pod kontrolou dvou
na sebe navazujicich genovych expresnich programt, raného a pozdniho, v jejichz rameci je
exprimovano ptres 600 transkripénich faktorti jako potencialnich regulatorti. Dostupna
transkriptomicka data pro pyl husenicku jiz inspirovala mimo jiné studii popisujici nejen
jednotlivé geny, ale na trovni in silico pravé celé regulacni sité transkripénich faktort

aktivni v pylu (Wang et al., 2011).

Publikovana data navie podtrhuji stale dilezitéjsi roli post-transkripénich procest
spojenych se skladovanim a transportem mRNA 1 bilkovin, zejména ve srovnani s tradicni
ulohou transkripce. Vysoké zastoupeni gent ucastnicich se syntézy a metabolismu bunééné
stény, cytoskeletu a prenosu signali ukazuje na znacénou funkéni specializaci pylu
v pripravé na svou klicovou progamickou tdlohu, ktera mimo jiné zahrnuje komunikaci s
cilovymi pletivy, rychly a presné cileny rust pylové lacky a koneéné vlastni dvojité oplozeni
(Qin et al., 2009; Boavida et al., 2011; Kessler and Grossniklaus, 2011; Hafidh et al.,
2012a,b; Dresselhaus and Franklin-Tong, 2013; Leydon et al., 2013; Leydon and Johnson,
2013).

Slozitost regulace genové exprese vsak vyzaduje komplexnéjsi pohled, nez jaky nam
muze poskytnout jeden, byt sebesofistikovanéjsi metodicky pristup. Nové perspektivy se
proto oteviraji diky integraci dostupnych postupneé se objevujicich dat z riznych zdroji a
diky aplikaci hierarchickych pristupt systémové biologie. Ty sleduji nejen jednotlivé
biologické systémy a jejich slozky a vlastnosti, ale zejména interakce mezi nimi s cilem
popsat zakladni vztahy a kauzalitu jednotlivych déjiu (Baginsky et al., 2010). Zakladnim
pristupem je kombinace, korelace a integrace transkriptomickych a proteomickych dat
s cilem popsat funkéni a regulacni sité, typicky sité transkripéni (Pu and Brady, 2010) a
post-transkripéni (Loraine et al., 2013). Zejména pii studiu proteomu je tendence k stale

presnéjsimu  zacileni zkoumané proteomické frakce bud’ na uroven podbunécénych
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kompartmentti, ¢i posttranslacnich modifikaci zkoumanych proteinti, pripadné oboji
(Wienkoop et al., 2010). Na druhou stranu transkriptomika neni omezena pouze ¢ipovymi
analyzami, které samy maji tadu limiti danych zejména rigidnosti svého usporadani a
nutnosti pracovat na modelovém organismu. Toto omezeni odpada pri pouziti paralelniho
sekvenovani (Next Generation Sequencing, NGS), v pripadé transkriptomiky konkrétné
RNA-Seq (viz Wang et al., 2009). V jeho prospéch hovori nejen stale se snizujici cena, ale
zejména dostatecné informacni zazemi podminéné jiz pomérné Sirokym spektrem plné
osekvenovanych nejen rostlinnych genomut umoznujici nad ramec ¢ipové transkriptomiky
popsat i diive neanotované geny a jejich sestiihové varianty. Prikladem pouziti a kombinace
zde popsanych modernich technologit, u pylu prvnim, je proteomicka studie zralého pylu
rajcete v kombinaci s RNA sekvenovanim (Lopez-Casado et al., 2012) a transkriptomicka
studie zralého pylu husenicku, ktera poprvé komplexné popsala fenomén alternativniho
sestiithu v saméim gametofytu (Loraine et al., 2013) . Je vice nez pravdépodobné, ze pravée

podobnych studii bude rychle ptibyvat.

Nase laboratot nejen sleduje popsané moderni sméry studia vyvoje a funkce
samc¢tho gametofytu, ale v urcitych smérech se dokonce aktivné podili na jejich urcovani
s tim, ze data vznikla v nasi laboratori slouzi sirsi védecké komunité (Honys and Twell,
2003, 2004; Fila et al., 2012; Hafidh et al., 2012a). Samozfejmé neni mozné setrval na
soucasnych pozicich. Logickym pokracovanim transkriptomickych a proteomickych studii
byla a je probihajici funkéni charakterizace konkrétnich kandidatt, které popsané studie
ukazaly. Prvni vysledky jiz byly publikovany (Gibalova et al., 2009; Renak et al., 2012;
Renak et al., 2014). Dalsim krokem bude integrace znalosti ziskanych studiem jednotlivych
genu, napriklad mozné zapojent transkripénich faktort rodiny bZIP (Gibalova et al., 2009)
do regulaéni kaskady pylovych transkripénich faktort rodin MADS-box (Verelst et al., 2007;
Verelst et al., 2007) a MYB (Leydon et al., 2013) ¢i mozna uloha transkripéniho faktoru

AtRENT (Renak et al., 2014) v regulaci translace v pylu.

V soucasné dobé je patrny potencial dvou smért vyzkumu samciho gametofytu.
Predné se jedna o progamickou fazi a intenzivni komunikaci mezi rostouci pylovou lackou
a maternalnimi pletivy pestiku a vlastnim samié¢im gametofytem. Bylo popsano, ze béhem
své pouli pestikem k zarodeénému vaku se pylova lacka husenicku setka nejméné se sedmi
rozdilnymi typy bunék (Palanivelu and Tsukamoto, 2012). To predstavuje ohromny
komunikac¢ni potencial a soucasny stav poznani (Kessler and Grossniklaus, 2011;
Dresselhaus and Franklin-Tong, 2013; Hafidh et al., 2014) zjevné nepostihuje slozitost celé
situace. Druhym a do jisté miry souvisejicim smérem vyzkumu je rozsirent zabéru vyzkumu
hladin regulace genové exprese nad ramec kontroly transkripce. Neuvéritelna rozmanitost
ko-transkripénich a post-transkripénich déji — zrani pre-mRNA a zejména jeji (alternativni)
sestrih, transport a lokalizace mRNA, Fizena kontrola stability transkriptiic a konecné

translace - prispiva ohromné variabilité exprese genetické informace, a je potesitelné, ze
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tato skutecnost zacina byt postupné reflektovana. Pyl ostatné predstavuje vytecny model
studia post-transkripénich procest. Pylova lacka je optimalizovana pro rychlé a ucinné
dopraveni samdéich gamet k zarodecnému vaku a pritomnost skladovanych transkripti
(Honys et al., 2000; Honys et al., 2009; Hafidh et al., 2013) a jejich postupna translac¢ni
aktivace predstavuje jeden z mechanismi, jak tohoto cile dosahnout. Dalsi skladované
transkripty pritomné ve spermatickych bunkach dokonce mohou byt aktivovany az po

oplozeni a mohou tak predstavovat saméi prispévek budouci sporofytické generaci,

podobné jako je tomu v ptripadé produktu genu SHORT SUSPENSOR (Bayer et al., 2009).

Oba sméry vyzkumu predstavuji znacnou vyzvu, nicméné vyrazny pokrok na poli
zobrazovacich technik, bunééné a molekularni biologie smérem k metodam i vivo ¢i
alespon semi in vivo a konecéné high-throughput® technologii az k drovni jednotlivych
bunék ¢i jejich frakei ¢ini dosazeni konecénych cilit realistickym ve strednédobém
horizontu. Nase soucasné aktivity také maji ambici ubirat se témito sméry. Prvnim krokem
je popsant in vitro a semi in vivo sekretomu pylovych lacek tabaku (Hafidh et al., 2014;
Hafidh, Fila, Capkova a Honys, nepublikovana data), ktery vhodné doplnuje
transkriptomicka data ziskana pro pyl a pylové lacky tabaku (Hafidh et al., 2012a,b) a
husenicku (Qin et al., 2009), kdyz experimentalné potvrzuje diive popsanou aktivaci
pvlovych lacek burnikami pestiku (viz Leydon and Johnson, 2013) a jeji naslednou intenzivni
komunikaci s maternalnimi pletivy (viz Dresselhaus and Franklin-Tong, 2013). Druhym
krokem je charakterizace translatomu a sekvestromu, tedy aktivné translatované a
skladované frakce pylového transkriptomu a jeho vyvojové dynamiky (Hafidh, Breznenova,
Bokvaj, (iapk()vzi a Honys, nepublikovana data). Tento rozsahly datovy soubor a jeho
integrace s jiz existujicimi informacénimi zdroji predstavuji prvni krok k popsani
mechanismu lokalizace a transla¢ni represe a aktivace konkrétnich skladovanych

transkriptit béhem progamické faze.
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A.6 Priloha

A.6.1 TAB 1. Priklady genii, jejichz mutace narusuji vyvoj pylu

Lokus Gen Moutant Mutanini fenotyp Bilkovina Funkce Citace
Atl g06660 JASON jason Defekt II. sam¢i Neznama Kontrola meiosy - De Storme
meiosy, neredukovany snad regulace AtPS1 etal 2011
pyl s diploidnimi
gametami
Atlgl0290/ | DRP2A/ dynamin- Aborce vyvoje PZ, GTPasa Verzikularni transport  Backues et
Atig59610 | BRP2B related protein ~ defekty syntézy a al. 2010
2 ukladani kalosy
Atlgl1890 | AtSEC22  afsec2? Defekt vyvoje PZ v v-SNARE protein Kontrola pocatka El-Kasmi et
dvojbunééném stadiu sekrec¢ni drahy mezi al 2011
ER a Golgiho
aparatem
Atlgl4830 | ADLIC arabidopsis Aborce vyvoje PZ Dymanin-like protein  Udrzovani pylové Kang et al.,
dynamin-like béhem dozravani plasmatické 2003
e membrany; syntéza
bunécéné stény
Atlgl5110 | PSS1 phosphatidylseri  Nepiitomnost Fosfatidyl serin Biosyntéza Yamaoka et
ne synthase 1 fosfatidylserinu, synthasa fosfatidylserinu al,, 2011
aborce
mikrosporogeneze
Atlgl7420/ | LOX3/ lox3 /lox4, Aborce vyvoje PZ 13-Lipoxygenasa Biosyntéza jasmonata  Caldelari et
Atlg72520 | LOX4 dvojity mutant al. 2011
Atlg19890 MGH3 male-germline-  Funkéni redundance,  Histon H3.3 Modifikace histon, Okada et al.
specific histone absence fenotypovych regulace transkripce 2005,
H3.3 defekti Ingouff et
al. 2007
Atl1g20330 | SMT2 smt2 Polyploidizace Sterol Biosyntéza sterolu De Storme
meiocyta methyltransferasa 2 etal 2013
Atlg24520 | BCP1 homolog of Aborce vyvoje PZ Arabinogalaktanovy Slozka bunécéné stény  Xu et al.
Brassica ve dvojbunééném protein 1995
campestris stadiu
pollen protein 1
Atlg30450 | HAPS hapless5 Aborce vyvoje PZ Kation-chlorid Iontova homeostaze Johnson et
kotransportér béhem vyvoje pylu al., 2004
Atlg31660 | atEnpl enpl Opozdény vyvoj PZ Jaderny protein - Biogeneze 40S Missbach et
essential nuclear ribosomalni al 2013
protein 1 podjednotky
At1G32310 | SAMBA samba Defekt PMI Anaféazi podporujici Bunécny cyklus Eloy et al.
komplex 2012
Atlg34355 | AtPS1 parallel spindle  Defekt I1. samci Protein Gcastnici se Kontrola meiosy - De Storme
] meiosy, neredukovany  kontroly orientace orientace déliciho elal 2011
pyl s diploidnimi déliciho vieténka vieténka béhem
gametami metafaze meiosy 11
Atlgh0230 | TIO two-in-one Mikrospory zahdji, ale  TIO: Homolog kinasy = Signalni tloha Oh et al.,
nedokondi cytokinezi  rodiny FUSED v expanzi 2005
pri PMI fragmoplastu
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Lokus Gen Mutant Mutantni fenotyp Bilkovina Funkce Citace

Atlg64570 | DUO3 duo pollen 3 Absence & opozdéni Homeodomain-like Prechod G2/M Brownfield
PMII protein et al. 2009

Atlgb5470 | FAS1 Jasciatal Mitoticky arest mezi Chromatin-assembly  Struktura chromatinu = Chen et al.
fazemi G2/M factor CAF-1 v S-fazi 2008

Atlg70790 | DEPOLL  depoll Membréanovy G2 Duplikovd

protein 2010

Atl g7 6090 SMT3 smtS Polyploidizace Sterol Biosyntéza sterolu De Storme
meiocyta methyltransferasa 3 etal 2013

Atlg77300 | ASHH2 ashh? Nizky pocet pylovych  Histon H3 Modifikace histont, Grini et al.
zrn v prasniku methyltransferasa regulace transkripce 2009

Atl g7 7570 AtREN1 atrenl Dislokace MGU, HSFA5-like protein, Pravdépodobné Reridk et al.
citlivost k teplotnimu  ¢len rodiny HSF biogeneze rRNA 2014
stresu

Atlg77850 | ARF17 arf17 Aborce vyvoje PZ, Transakrip¢ni faktor Regulace transkripce  Jang et al.

defekty dekorace ARF (auxin response 2013
bunécné stény factor)

Atlg78900 | VHA-A Vacuolar- Aborce pylu Vakuolarni ATPasa Organizace Golgiho Dettmer et
ATPase V1 v dvojbunécném V1, podjednotka A aparatu, homeostaze al,, 2005
subunit A stadiu a pozdéji; pH

zvétsené cisterny ER
At2¢02810/ | AtUTrl/ atutrl /atutr3,  Aberantni vyvoj pylu,  Prenasec UDP Posttranslacni Reyes et al.
Atlg14360 AtUTr3 dvgjity mutant defekt formovani galaktosy/UDP modifikace proteint 2010
exiny glukosy lokalizovany
na membran¢ ER
At2g15680 | CalS5 calSH Aborce vyvoje PZ, 1,3-beta-D-glukan Syntéza kalozy Dong et al.,
defekty syntézy a synthasa 2005;
ukladani kalosy Nishikawa
et al., 2005

At2¢16910 | AMS aborted Degenerace Transkripcni faktor Regulace transkripce  Sorensen et

microspores mikrospor zahy po bHLH al. 2003,
uvolnéni z tetrad, Xu et al.
nedostate¢ny vyvoj 2010
tapeta

At2¢19690/ | PLA2-B/  pla2-fi/pla2-  Aborce vyvoje PZ a Fosfolipasa A2 Metabolismus lipida, — Kim et al.

At4929460/ PLA2-y/ 7/ pla2-6, snizena klicivost PL snad signalizacni 2011

At4g29470 PLA2-3 trojity mutant kaskady

At2¢21870 | MGP1 male Degenerace Podjednotka ATP Regulace aktivity ATP [z ¢t al.
gameophyle mitochondrii, kolaps synthasy FOF1 synthasy 2010
defective 1 PZ

At2¢22950 | ACA7 aca7 Aborce vyvoje PZ Ca(2+)-ATPasa Prenos Ca(2+) pres Lucca and

membranu Leon 2012

At2¢29980/ | FAD3/ Jad 3/7/8, Aborce vyvoje PZ Omega-3 fatty acid ER enzym McConn a

At3g11170/ FAD7/ trojity mutant desaturasa Zodp’ovédn}'/ za Browse

At5g05580 FADS8 syntézu 18:3 1996

mastnych klyselin

At2g34550 UNG4 ungud4 Aborce pylu GA-2-oxidasa Regulace Lalanne et

v dvojbunécném metabolismu al., 2004
stadiu giberelini
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Lokus Gen Mutant Mutantni fenotyp Bilkovina Funkce Citace
At2¢35630 | MOR1/ gemint pollen] ~ Dvojbunéény a Homolog proteinu Polarita mikrospor a Park et al.,
GEM1 dvojjaderny pyl; asociovaného cytokinese 1998; Park
(syn.) abnormalni s mikrotubuly prostiednictvim and Tavell:
symetrické déleni pii  chTOGp/XMAP215  organizace 2001: ’
PMI mikrotubulu Towel Z’ ot al
2002
At2¢56850 | GSL8 glucan Defekt PMI, 1,3-beta-D-glukan Syntéza bunééné Toller et al.
synthase-like aberantni ukladani synthasa, kalosa stény 2008, De
gene 8 kalosy synthasa (syn.) Storme et al.
2013
At2¢538185 | APD1 apdl Dvojbunécny pyl, E3 ubikvitin ligasa Regulace PMII Luo et al.
arest PMII typu RING 2012
At2¢58195 | APD4 apd4 Dvojbunécny pyl, E3 ubikvitin ligasa Regulace PMII Luo et al.
arest PMII typu RING 2012
At2¢38220 | APD3 apd3 Dvojbunécny pyl, E3 ubikvitin ligasa Regulace PMII Luo et al.
arest PMII typu RING 2012
At2¢39800 | P5CS1 poesl Aborce vyvoje PZ, Al-pyrrolin-5- Biosyntéza prolinu Funck et al
maly pyl karboxylat synthetasa 2012,
! Mattioli et
al. 2012
At2¢42380 | AtbZIP34  athzip34 Defekty syntézy Transkripéni faktor Regulace transkripce Gibalovd et
bunécné stény a bZIP al. 2009
metabolismu lipida
Atng)' 4260 AtMRE11l  aimrel 1 Fragmentace Exonukleasa ucastnici ~ Reparace DNA Pulzina et
chromosom1, se reparace DNA al 2004
hypersensitivita k
poskozeni DNA
At3g01780 | TPLATE  iplate Scvrkly pyl neschopny = Predpokladana Vezikularni transport  Van Damme
vyklicit membranova a modifikace bunécéné o1 ¢/ 2006
transportni bilkovina = stény
At3g0223 0/ | RGP1/ gp 1/ rgp?, Abnormalni vakuoly, Reverzné Biosyntéza Drakakaki
At5g15650 | RGP2 dvojity mutant  defektsyntézy intiny,  glykolysovany polysacharidi etal, 2006
dezintegrace PZ pri polypeptid
PMI
At3g0325 0/ | UGP1/ ugpase 1/ Defekt syntézy UDP-glukosa Ukladani kalosy a Park et al.
At5g17310 UGP2 ugpase2 bunécné stény PZ pyrofosforylasa celulosy 2010
(UGPasa)
At3g07100 | AtSEC24  atsec24a Defekty vyvoje PZ Slozka protein- Export proteinti z ER  Conger et al.
A exportniho komplexu = do Golgiho aparatu 2011
COPII
At3g07160 | GSL10 glucan Defekt PMI, 1,3-beta-D-glukan Syntéza bunécné Toller et al.
synthase-like aberantni ukladani synthasa, kalosa stény 2008
gene 10 kalosy synthasa (syn.)
At3g09090 DEX1 defectipg m Defekty formovani Membranovy protein  Vazba vapenatych Paxson-
exine formation ~ bunécné stény a v lonti Sowders et
1 ezt al., 2001
sporopoleninu ’
At5¢11170 | FAD7 Jatty acid Aborce vyvoje PZ, Omega-3 fatty acid ER enzym McConn a
desaturase 7 trojity mutant fad3/ desaturasa zodpovedny za Browse
fad7/fad8 syntézu 18:3 1996
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Lokus Gen Mutant Mutantni fenotyp Bilkovina Funkce Citace
Atf)’g 11980 MS2 male 5terilit)) 2 Redukce poctu plastidova fatty-acyl- Modifikace vyssich Aarts et al.,
pylovych zrn v CoA reduktasa mastnych kyselin, 1997, Chen
prasniku, velice slaba syntéza bunécné stény s 01 9071
bunécna sténa
Atf)’g 12280 RBR retinoblastoma-  Proliferace mikrospor  Represor bunééného Bunécny cyklus, Chen et al.
related a defekty bunécného cyklu prechod G1/S 2009, Chen
osudu etal. 2011
At3g13220 | ABSG26/  abc cassette Defekt formovani Protein z nadrodiny Syntéza bunécné Qualichiny et
WBC27 protein g6 / exiny prenasecu ABC (ATP-  stény, axiny al. 2010
(syn.) whe27 binding cassette
transporter)
At3g]3530/ MAP3Ke mngkg 1/ Nepravidelna PM, Protein kinasa Funkce plasmatické C/zaiwongm
At3307980 1/ map3ke2, ztlustéla intina, membrany retal,
MAP3Ke dvojity mutant degenerace 2006
2 mitochondrii,
neobvyklé vakuoly,
kolaps PZ
At5g20475 | AtMSHS  juts-homologue ~ Defekty meiosy Homolog MutS Lu et al.
2008
At3g22780 | AtTSO1 50 TESMIN-like Andersen et
transkripcni faktor al. 2007
Aﬁg45 150 TCP16 tgp-a’gmain Redukce DNA Transkripéni faktor Regulace transkripce Takeda et
protein 16 mikrospor a aborce bHLH, podrodina al. 2006
vyvoje PZ TCP
At3¢47870 | SIDECA  sidecar Defekty bunécného Clen rodiny proteini s = Kontrola ¢asovani a Chen et al.
R déleni, aborce vyvoje  doménou LOB/AS2  orientace asymetrické 2006, Oh et
PZ ¢i pritomnost PMI al. 2010 a
nadbytecné bunky 2011
vegetativniho typu
At3g48750 | CDKA;1 cdka-1 Absence PMI], zraly Cyklin dependentni Kontrola PMII Twakawa et
dvojbunécny pyl, kinasa typu A al,, 2006
embryonalni arest
At3g54650 | FBL17 F-box-like 17  Dvojjaderny pyl, arest = F-box protein, E3 cilena proteolyza Kim et al.
PMII v S-fazi ubikvitin protein inhibitoru CDKA 2008
ligasa KRP6
Atf)’gf)‘f)'? 00/ @ AtSAP130 yp[icggsgme— Defekt PMI Protein asociovany se  Zrani mRNA Aki et al.
At3g55220 | al associated spliceosomem 2011
AtSAP130 protein
E atsap130a/
atsap130b,
dvojity mutant
At3g55610 | P5CS2 poes2 Aborce vyvoje PZ, Al-pyrrolin-5- Biosyntéza prolinu Funck et al
maly pyl karboxylat synthetasa 2012,
Mattioli et
al. 2012
At3g5 7390 AGL18 agl 18 Funkéni redundance, MADS box Regulace transkripce Alvarez-
absence fenotypovych  transkripéni faktor Buylla et al.
defektt 2000,
Verelst et al.
2007
At3g60460 | DUO1 duo pollenl Dvojbunéény pyl; R2R3 MYB Regulétor genové Durbarry et
generativni bunka transkripcni faktor exprese nutny pro al., 2005;
nevstoupi do mitosy a ~ (MYB125) vstup do mitosy Rotman et
preskodi ji al. 2005
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Lokus Gen Mutant Mutanind fenotyp Bilkovina Funkce Citace
At3g61650/ | TUBGL  fubgl /tubg?, Dvojbunéény a y-Tubulin Formovani déliciho Pastugha et
At5305620 | TUBG2  dygjity mutant ~ dvojjaderny pyl; victénka, al, 2006

abnormalni fragmoplastu a

symetrické déleni pri kortikalnich

PMI mikrotubult

At4g04970/ | GSLU/ gsl1 /gsld, Kolaps a abnormalni  1,3-beta-D-glukan Syntéza bunécné Enns et al.,

At4303550 GSL5 dvojity mutant velikost PZ, synthasa, kalosa stény 2005
nerozpadlé tetrady synthasa (syn.)

At4g05410 | YAO yaozhe naruseni vyvoje pylua  Jadérkovy protein Zrani ribosomalni Lietal
zarode¢ného vaku, WDA40, soucast RNA 2010
embryo-letalni komplexu U3
zygoticky arest snoRNA

At4g11820 | FKP1 Sflaky pollen 1 Defekty ukladani 3-hydroxy-3- Formovani Ishiguro et
vn¢jsich pylovych methylglutaryl- tapetosomu al 2010
obalu (pollen coat) koenzym A synthasa

At4g14450/ | PAKRPY  pakipl/ Dezorganizace Kinesin-12A and Organizace Lee et al.

At3¢23670 PAKRP1 pakiplL, chromatinu v kinesin-12B mikrotubult 2007

L dvojity mutant mikrosporach, fragmoplastu béhem
absence PMI cytokineze PMI

At4g23 920/ | UGE2/ uge?/uggét, Aborce vyvoje PZ UDP-glukosa-4- Biosyntéza sacharida Rosti et al.,

Atig63180 | UGE4 dvojity mutant epimerasa bunécné stény 2007

At4g26440 | WRKY34  wrky34 Niz citlivost k Transkripéni faktor Regulace transkripce  Honys et al.
chladovému stresu WRKY 2006, Zou

etal. 2010

At4g29380 | AtVPS15  atvpslH Vakuolizovany pyl, Fosfatidylinositol 3- Mambranovy Xu et al.
snizena klicivost PL kinasa transport 2011

At4g34850/ | LAP5/ less adhesie Aborce vyvoje PZ, Polyketid synthasa A a = Syntéza a ukladani Dobritsa et

At1302050 LAP6 pollen 5+6 defekty syntézy exiny B sporopoleninu al. 2010,

(syn. (syn. polyketide Kim et al.
Lo synthase a+b), 2010
PKSB/ Toorits
vojuty mutant
At4g536900 | HAP12 hapless12 Aborce vyvoje PZ Bilkovina obsahujici Regulator pylové Johnson et
AP2 doménu genové exprese al., 2004
(RAP2.10)
At4g39910/ | ACUBP3/  ubikvitin- Defekt PMII, Ubikvitin-specificka Deubikvitinace v Doelling et
At2522310 AtUBP4 specifickd aberantni morfologie  proteasa 3 a 4 (Ub)/26S proteasomu o/ 2007
proteasa 3/4,  vakuol
dvojity mutant

At5g01450 | APD2 apd? Dvojbunécny pyl, E3 ubikvitin ligasa Regulace PMII Luo et al.
arest PMII typu RING 2012

At5g05580 | FAD8 fatty acid Aborce vyvoje PZ, Omega-3 fatty acid ER enzym McConn a

desaturase 8 trojity mutant fad3/ desaturasa zodpovedny za Browse
fad7/fad8 syntézu 18:3 1996
mastnych klyselin

Atdg05850/ | PIRLY/ pull /purl9, Aborce vyvoje PZ Protein bohaty Neznama Forsthoefel et

At3g11330 | PIRL9 dvojity mutant v pozdné leucinovymi al. 2011

mikrosporovém stadiu
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Lokus Gen Mutant Mutanind fenotyp Bilkovina Funkce Citace
At5g13390 | NEF1 no exine Aborce vyvoje pylu, Membranovy protein  Syntéza bunééné Ariizumi et
formation 1 defekty formovani s homologii k stény al., 2004
bunécné stény PZ - prenasecim
exiny
At>g16390 | GAC1A/ cacla/beepl Aborce vyvoje PZ a Heteromericka acetyl- = Biosyntéza mastnych [ ef al.
BCCP1 snizena klicivost PL koenzym A kyselin v plastidech 2011
(syn.) karboxylasa
Atf)'g] 6530 PINS8 ping Dislokace MGU Prenasec¢ auxinu PIN8 Homeostdze auxinu Ding et al.
2012
Atdgl 6530 | PINS pind Dislokace MGU Prenase¢ auxinu PIN5 = Homeostaze auxinu Ding et al.
2012
At5g18700 | RUNKEL  runkel Defekty cytokineze pii ~ Kinasa-like protein Cytokinese, slozka Krupnova et
meiose asociovany s komplexu al 2013
mikrotubuly fragmoplastu
At5g20850 | AtRADS1  atrad51c¢ Meioticky arest Homolog RecA Homologni Lietal,
C rekombinasy rekombinace pii 2004; Abe
meiose a mitose etal, 2005
At5g22260 | MS1 male sterile 1 Degenerace PHD transkrip¢ni Rané faze vyvoje Vizeay-
mikrospor po uvolnéni = faktor mikospor Barrena and
z tetrad Wilson
2006
At5g23 670/ | AtLCB2al  Atlch2a/ Defekty membran a Podjednotky serin Biosyntéza Duetrich et
At3g48780 | AtLCB2b  Atjch2, dygjity  bunécné stény pri palmitoyltransferasy sfingolipidi al. 2008,
mutant PMI ASPT Teng et al.
2008
At5g26940 DPD1 defgctiye m Zvysené mnozstvi Mg2+-dependentni Aktivni degradace Matsushima
pollen organelle organelové DNA ve exonukleasa organelové DNA v etal 2011
DNA zralém pylu pozdnich fazich
degradation 1 e i
At5g39400 | PTEN Arabidopsis Aborce vyvoje PZ po  Fosfatasa a tensin Zrani pylu Gupta et al.,
phosphatase PMII homolog (Tyrosin/ 2002
and tensin PIP3 fosfatasa)
homologue
At5g40260 | RPG1 ruptured pollen ~ Defekt formovani Nodulin, ¢len rodiny Transmembranovy Guan et al.
grain 1 exiny MitN3/saliva transport sacharida 2008
Atbg41190 | atNobl nobl Opozdény vyvoj PZ Ninl-vazebny protein, Biogeneze 40S Missbach et
kofaktor biogeneze ribosomalni al 2013
ribosomu podjednotky
Atbg44860 | AGM abnormal Aborce vyvoje PZ Predpokladany Vyvoj a/nebo déleni Sorensen et
gamelophyles v pozdné transmembranovy mikrospor al,, 2004
mikrosporovém stadiu  protein
At5g47030 | ATP8 atps Aborce vyvoje PZ, ATP synthasa, Oxidativni fosforylace  Geisler et al.
defekty syntézy intiny, = podjednotka delta 2012
abnormalni tvar
mitochondrii
Atdgs1330 | SWITCH  switchl/dyad ~ Nepravidelna Slozka Koheze sesterskych Siddiqu et
1/DYAD segregace chromatid ~ chromatidového chromatid al. 2000,
komplexu Mercier et
al. 2001
At5gh2560 | AtUSP atusp Aborce vyvoje PZ UDP-sacharid Biosyntéza sacharida  Schnurr et
pyrofosforylasa bunécné stény al, 2006
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Lokus Gen Moutant Mutantni fenotyp Bilkovina Funkce Citace
Atsg54800 | GPT1 glucose-6- Aborce vyvoje PZ Glukosa-6-fosfat Glc6P import pro Niewiadoms
phosphate v trojbunécném translokator biosyntézu skrobu a kietal,
wranslocator] stadiu; sniZzeny pocet mastnych kyselin v 2005
lipidovych telisek, plastidech
vesikulti a vakuol
At5g5 7350 AHA3 ambidopsis H Aborce a kolaps Membranova H+- Transport zivin, zrani  Robertson et
+-ATPase 3 vyvoje PZ ATPasa typu P mikrospor / pylu al., 2004
Atbg57800 | FLP1 Jaceless pollen 1~ Defektni Transmembranovy Syntéza tryfinu a Ariizuma et
sporopollenin a tryfin  protein sporopolleninu al. 2003
At5g5823 0 MSI1 mu[timpy Arest bunééného WD40 protein Remodelace Chen et al.
supressor of cyklu ve fazi G2/M chromatinu a 2008
IRAI replikace DNA
At5g64560 | AAMGTY  magnesium Aborce vyvoje PZ Prenasec¢ hotecnatych ~ Transmembranovy Chen et al.,
transporter 9 ionta prenos hore¢natych 2009
iontd
At5g6463 0 FAS2 ﬁzsciata? Arest buné¢ného Chromatin-assembly Struktura chromatinu  Chen et al.
cyklu ve fazi G2/M factor CAF-1 v S-fazi 2008
Atsg66760 | SDHI1-1 sdhl-1 Mikrospora nevstoupi ~ Sukcinat Soucast dychaciho Leon et al.,
do PMI a degeneruje  dehydrogenasa, fretézce 2007
flavoproteinova
podjednotka
TDE1 transient Defekt formovani Amzumz et
defective exine 1 exiny al. 2008
SGC small, glued Aborce vyvoje PZ Lektinova receptor- Signalizace Wan et al.
logether and like kinasa 2008
collapsed pollen
DUO2 duo2 Dvojbunéény pyl, Nezndma Mitoticka progrese Durbarry et
arest PMII PMII al. 2005
GEM2 ggmim' pollen 2 Defekt cytokineze v Neznama Asymetrické déleni pii  Park et al.
PMI PMI a cytokineze 2005
GUM germ unit Dislokace MGU Neznama Organizace a integrita  Lalanne a
malformed MGU Twell 2002
LIP limpet pollen Defekt migrace Neznama Ukladani kalosy, Howden et
generativni bunky do faktor ucastnici se al. 1998
sttedu PZ po PMI migrace bunck
MAD1 male Variabilita Neznama Ucast pri PMII Grini et al.
gametophytic fenotypickych defektt 1999
defective generativni bunky
MAD?2 male Defekt generativni Neznama Utast pri PMII Grini et al.
gametophytic buriky 1999
defective
MAD3 male Defekt PMI a Neznama Utast pri PMII Grini el al.
gamelophytic formovani intiny 1999
defective
MUD male germ unit ~ Dislokace MGU Neznama Organizace a integrita ~ Twell,
displaced MGU nepublikova
nd data
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A.6.2 TAB 2. Priklady gena, jejichzZ mutace narusuji progamickou fazi

Lokus Gen Moutant Mutantni fenotyp Bilkovina Funkce Citace
Atlg01750 | ADF10 adf10 Defekt rustu PL Aktin Metabolismus aktinu  Daher and
depolymerizujici Geitmann
faktor 2012
Atl g02 140 HAP1 haplessl Narusené vedeni rustu  Mago nashi Metabolismus j’o}m son el
PL; lacka neopusti mRNA / lokalizace al,, 2004
septum
Atlg04950 | AtTAF6 attafb Kratké PL TBP-asociovany Bazalni transkrip¢ni Lago et al.,
faktor 6 faktor 2005
Atlg08660 | MGP2 male Snizena klicivost PZ Sialyltransferasa Pravdépodobné Deng et al.
gameophyle (Glykosyltransferasa, glykosylace 2010
defective 2 rodina G'T29)
Atlg20200 | HAP15 hapless15 Kratké PL neopusti 26S proteasom, Degradace bilkovin Johnson et
pestik protein S3 regula¢ni al, 2004
podjednotky
CKS cks Inhibice rastu PL CMP-KDO Integrita bunécné Kobayashi et
synthetasa (CKS) stény PL al. 2011
Atlg60780 | HAP13 hapless13 Kratké PL neopusti Clathrin adaptor Membranovy Johnson et
pestik complexes medium transport al., 2004
subunit family protein
Atlg66570/ | HAP3 hapless3 Kratké PL neopusti Sacharosovy Metobolismus Johnson et
At1g66580 pestik transportér SUC1 / sacharidu / syntéza al., 2004
60S ribosomalni bilkovin
protein 140
At1g68990 | MGP3/ male Inhibice rastu PL Mitochondrialni RNA  Exprese gent Tan et al.
RPOTm gametophyte polymerasa T3/T7 kédovanych 2010
(syn.) defective 3/ fagového typu mitochondridlnim
rpoTin (RPOT) genomem
Atlg70750/ | PGM2/ cytosolickd SniZena klicivost PZ Ciytosolicka Nitrobunééna Egli et al.
At1g23190 PGM3 fosfoglukomutas fosfoglukomutasa distribuce 2010
a 2+3, dvojity karbohydratt
mulant
Atl g7 1270 POK polg; pollgn tube Kratké PL Protein rodiny Polarni rast PL, Lobstein et
Vpsb2/Sac2 vesikuldrni transport ¢/ 2004
Atlg71880 | AtSUC1 arabidopsis Snizena klicivost PZ Transportér sacharosy =~ Sacharosova Switz et al.
sucrose signalizace, 2008
transporter 1 akum“laceo
anthokyanu v
semenaccich
At2¢03070 SETHI10 sethl0 SniZena kompetitivita, = Predpokladany Neznaméa Lalanne et
pomaly rast PL protein al., 2004b
At2¢31910/ | CHX21/ cation/proton Defekt vedeni PL, Kation/protonovy Transport draselnych Ly et al.
At1g05580 CHX23 exchangers neschopnost najit prenasec iontu, vedeni PL 2011
21/23, doojity vajicko a mikropyle
mutant
At2¢35100 | GSLD1 csldl Silné¢ snizena klicivost ~ Protein D podobny Syntéza bunécné Wang et al.
pPZ celulosa synthase stény PL 2011
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Lokus Gen Mutant Mutanind fenotyp Bilkovina Funkce Citace
At2¢34680 | UNG9 ungud9 Naruseny prenos alely  Auxin-indukovany Metabolismus Lalanne et
pres sam¢i gametofyt  protein (AIR9), bunééné stény/pienos 4/ 2004b
podobny to leucine- signala
rich repeat family
proteinu
At2¢54980 | SETH1 sethl Silné¢ snizena klicivost = Podjednotka C Slozka biosyntetické Lalanne et
pylu; abnormalni fosfatidylinositol- drahy bilkovin s GPI al., 2004b
ukladani kalosy glykan synthasy kotvou
At2¢35650 | AtCSLAT7  cellulose Pomaly rust PL, Procesivni f3- Syntéza polysacharidd = Goubet et
synthase-like 7 defekty vyvoje embrya = glykosyltransferasa bunécné stény al., 2003
At2g3 9990 elF3f gy‘f)’ f Snizena kli¢ivost PZ Eukaryoticky Translace Xia et al.
translacni inicia¢ni 2010
faktor 3f
At2¢41110 | CAM2 calmodulin 2 Snizena kli¢ivost PZ Kalmodulin Signalizace Landoni et
al. 2010
At2¢41630 AtTFIIB Transkrip¢ni faktor Regulace transkripce Lhou et al.
TFIIB 2013
At2¢41930 | SETH7 seth7 Snizena klicivost pylu  Ser/Thr protein Iniciace kliceni pylu Lalanne et
a pomaly rust PL kinasa al., 2004b
At2g43 040 NPG no pg[[en Neklicici pyl, absence  Calmodulin-vazebny Vazba ke calmodulinu = Golovkin
germination 1 PL. protein and Reddy,
2003
At2¢47040 | VGD1 vanguard]l Pomaly rust PL Homolog pektin Metabolismus Fiang et al.
methylesteras bunécné stény 2005
At2g4 7860 SETH6 setht Snizena klicivost pylu ~ RPT2/NPH3-like Prenos signala Lalanne et
a pomaly rast PL protein al., 2004b
At3g04080/ | AtAPY1/  apyrase 1/2, Neklicici pyl, absence  Apyrasa Signalizace, Steinebrunne
At5g18280 | AtAPY2  dugjity mutant  PL metabolismus retal
nukleotidu 2008
TMS1 thermosensitive ~ Snizena Dna] protein Kontrola Yang et al.
male sterile 1 termotolerance PL termotolerance 2009
béhem progamické
faze
At3g10380 | SEC8 exocyst complex  Neklicici pyl, absence  Podjednotka Polarisovana Cole et al.,
component L komplexu exocyst exocytosa sekrecnich 2005
vesikult
Atf)’gf)’ 6150 MIRO2 miro2 Snizena klicivost pylu ~ MIRO GTPasa Vazba GTP, lokalizace = Sormo et al.
a pomaly rast PL v mitochondrii 2011
At3¢45100 | SETH2 seth2 Silné snizena klicivost ~ GPI-GnT katalyticka  Slozka biosyntetické Lalanne et
pylu; abnormalni podjednotka PIG-A dréhy bilkovin s GPI 4/
ukladani kalosy kotvou 2004a,b
At3g51300 | RoplAt rho-related Inhibice rastu PL Rop GTPasa Gradient Ca++ vPL  [ietal
protein from 2001
plants 1
At3¢52590 | HAP4 hapless4 Chaoticky rist PLve  Ubiquitin extension Syntéza a Fohnson et
vajicku protein 1 (UBQI) / metabolismus bilkovin 4/ 2004
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Lokus Gen Mutant Mutantni fenotyp Bilkovina Funkce Citace
At3g54090 UNGI10 ungud10 Naruseny prenos alely = Protein podobny Metabolismus Lalanne et
pres samci gametofyt  fruktokinase sacharidu al., 2004b
(fructokinasa-like
protein)
At3g5 4690 SETH3 seth3 Snizena klicivost pylu  Arabinosa-5-fosfat Syntéza vzacnych Lalanne et
a pomaly rast PL isomerasa rhamnogalaktouronan 4/ 2004b;
a nepublikova
nd data
At3g61710 AtATG6/  atalgb/ Neklicici pyl Vacuolar protein Autofagie, vakuolarni  (Fujiki et
AtBECLI  gpeclinl sorting homolog transport al., 2007;
N1 (syn.) Qin et al.,
2007)
At4g00800 SETH5 sethh Snizena klicivost pylu  Neznamy Neznama Lalanne et
a pomaly rast PL transmembranovy al., 2004b;
protein nepublikova
nd data
At4g01220 | MGP4 male Inhibice rastu PL Xylosyltransferasa Integrita bunééné Liu et al.
gameophyte stén}./ PL,’ biosyntéza 2011
defective 4 pektinového
rhamnogalaktouronan
ull
At4g04 710 UNG6 ungud6 Naruseny prenos alely = Kalcium-dependentni =~ Kalcium-dependentni  Lalanne et
pres samci gametofyt  protein kinasa prenos signalt al., 2004b
At4g 11720 HAP2 /zap[g;s? Chaoticky rast PL ve Exprimovany Neznama ]ofmson el
vajicku pravdépodobné al., 2004
transmembranovy
protein
At4g21150 | HAP6 hapless6 Krétké PL neopusti Riboforin IT (RPN2) Membréanovy Johnson et
pestik family protein transport al., 2004
At4g25590 ADF7 adf7 Defekt ristu PL Aktin Metabolismus aktinu Daher and
depolymerizujici Getmann
faktor 2012
At4g32500 AKT5 spik Naruseny rust PL K+ kanal rodiny Transport iontt Mouline et
Shaker al. 2002;
Cherel et al.
2002
At4g34940 SETH4 seth4 Snizena kli¢ivost pylu  Protein obsahujici Neznama Lalanne et
ARM repetice al., 2004b;
nepubl. data
At4g3595 0 RopbAt rho-related Inhibice rastu PL Rop GTPasa Gradient Ca2+ v PL. Lietal
protein_from 2001
plants 5
t cs ilné snizena klicivost rotein odobn; ntéza bunécéné ang et al.
At4g38190 | GSLD4 ld4 Silné snizena klici Protein D podobny Syntéza bunécné Wang et al.
PZ celulosa synthase steny PL 2011
(cellulose synthase-like
D protein)
At5g04560 DME demeter SniZena transmise 5'-methylcytozin DNA  Demetylace DNA Schoft et al.
pres samci gametofyt  glycosylasa 2011
Atbg12250 SETH9 seth9 Snizena kompetitivita, =~ Protein podobny Metabolismus Lalanne et
pomaly rast PL alkohol alkoholu al., 2004b
dehydrogenase
(alcohol
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Lokus Gen Mutant Mutantni fenotyp Bilkovina Funkce Citace
At5g 13150 EXO70C1 gxoc);;ﬁ 0 Inhibice rastu PL Podjednotka Exocytosa Lietal
family protein EXO70C1 komplexu 2010
ll exocyst
At>gl53650 | SETH8 seth8 Snizena kompetitivita, = GTP-binding typA- Neznama Lalanne et
pomaly rast PL related protein al., 2004b
Atbgl1 4380/ | AGP6/ arabinogalakia ~ Snizend klicivost PZ Membranovy protein  Snad import vody pii  Coimbra et
At3¢01700 | AGP11 novy protein 6 Kliceni PZ al. 2010
a 11, dvojity
mutant
Atbgl14870 | AtCNCG  alengel 8 Defekty morfologie Cyclic nucleotide Ca2+ signalizace, Fretsch et
18 PL a pomaly rust gated channel 18 regulace signalizace ve = 4/ 2007
spicce PL
Atbg19610 GNL2 anl2 Snizena klicivost PZ, GNOM-like2, ARF Polarni recyklace Richter et
defekt rustu PL GTPasa prenasecu auxinu al 2012
Atdg27540 MIRO1/ murol /embryo  Snizend klicivost pylu  MIRO GTPasa Vazba GTP, lokalizace = Yamaoka et
EMB2473 defective 2473 2 pomaly rist PL, v mitochondrii al. 2008,
abnormalné Sormo et al.
prodlouzené 2011
mitochondrie
At5g47020/ | HAP11 hapless11 Defekt vedeni PL, Nezndmy protein / Neznama / Fohnson et
At5347030 neschopnost najit Mitochondrialni ATP  energeticky al., 2004
mikropyle synthesa, fetézec & metabolismus
At5g47030 Neschopnost Mitochondrialni ATP  Energeticky Johnson et
proniknout do synthasa, retézec delta metabolismus, al. 2004
mikropyle signalizace
Atsg47200/ | AtRabD2  atrabd2b/ Deformovana PZ a Rab GTPasa Vesikularni transport — Peng et al.
At4g17530 | bl atrabd2c PL se zbytnélou a béhem rustu PL 2011
AtRabD2 rozvétvenou $pickou
c
At5g49 150 GEX2 gamete Defekty rustu PL a Vedeni PL a oplozeni Engel et al.
expressed 2 fertility 2005
At5g49680 | KIP kinky pollen Zvraceny tvar PL SABRE-like protein Komponent sekre¢ni  Procissi et
dréhy al., 2003
At>gb5490 | GEX1 gamete Defekty rustu PL a Membranovy protein  Vedeni PL a oplozeni  Engel et al.
expressed 1 fertility 2005
At5g558 10 AtNMNA  atmnat Pomaly rust PL Nikotinat/ Syntéza NaAD a Hashida et
T nikotinamid NAD al., 2007
mononukleotid
adenyltransferasa
At5g5 6250 HAP3 }zap[gssg Kratké PL neopusti Exprimovany protein ~~ Neznama ]ohnson et
pestik al., 2004
At5g5 7320 VLN5 villinb Inhibice rastu PL. Vilin Dynamika aktinu - ,zhang et al.
formovani aktinovych 2070
filament
MAD4 mad4 Defekt elongace PL Neznama Neznama Grini et al.
1999
RTG raring-lo-go Predc¢asné kliceni pylu  Neznama Neznama Johnson a
jesté v pradniku McCormick
2001
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