pylovani /in vi

Test-tube pollination/fertilization



Pulsatilla grandis, Brno Stranska skdla, 6.4.2003



RozmhozZovani u rostlin

» vegetativni rozmnozovani (amixis)
» fragmentace
« cibulky, hlizky
» rhizomy
» generativni rozmnozovani (amfimixis) -
specializované struktury - vyvoj pohlavnich
bunék + mechanismus zajist'ujici jejich fuzi
« apomixis - zvldstni varianty rozmnoZovani -
.vegetativni mnoZeni z generativnich organu" -
semena jsou tvorena bez oplozeni



Faze zivotniho cyklu u rostlin

- Zivotni cyklus = stridani fazi = rodozména

- sporofyt - 2n = diploidni generace produkujici
haploidni spory

-+ gametofyt - 1n = haploidni generace produkujici
samci nebo samici pohlavni bunky (gamety),
jejichz splynutim vznika diploidni zygota
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Rodozména
u kapradin

sporofyt i gametofyt je
schopny fotosyntézy
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http://zygote.swarthmore.edu/phytol .html



Funkce generaci pri oplozeni
u krytosemennych rostlin

sporofyt tvori:

struktury chrdnici a
vyzivujici gametofyt

struktury pro
zachyceni a
rozpozndni pylu

struktury umoznujici
ochranu a rozsirovani
semen

gametofyt = tvoren malym
poCtem bunék, silné
specializovanych :

zdrodecny vak s jedinou
vajecnou burkou

pylova ldacka se dvéma
spermatickymi bunkami



Schéma stavby kvétu a prasniku
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Schéma
gynecea
s vajickem

pestik =
soubor plodolistu =
gyhaeceum

blizna pylové zrno
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proteiny ve sporoderme

Bliznovy exudat Styles =
fluid

Tekutina kandlu ¢nélky

Placental)

Placentarni tekutina fluid

Exudat mikropyle

Willemsee (Haworthia)



Bariéry oplozeni

* vnejsi

- neprimérend teplota a vlhkost

- nedostatecna vyziva

- pusobeni fyzikalnich nebo chemickych vlivi

. vnitrni

- inkompatibilita
- inkongruita (nedostatek informace a koordinace)
- sam¢i nebo samici sterilita



Inkompatibilita (neslucitelnost)

neschopnost rostlin tvorit semena, pr'estoze maji
funkcni gamety

pred 200 lety - J.G.Kdlreuter
Verbascum:

po samoopyleni netvorila semena
po cizosprdseni ano

Stout (1917) - studium fertility Cichorium intybus



Typy inkompatibility

- vnitrodruhova (autoinkompatibilita)
* heteromorfni (distylie, tristylie)
* homomorfni

- sporofytického typu

- gametofytického typu

- mezidruhova

- mezirodova



Inkompatibilita
sporofytického typu

- je dana genotypem rostliny, ktera produkuje pyl
(sporofytem), bez ohledu na genotyp si pyl
ponechdva fenotypovou reakci dominantni alely

* projevuje se jiz na povrchu blizny (proteiny
z tapeta)

+ suché blizny a 3 bunécny pyl



Inkompatibilita
gametofytického typu

- je urcovdna genotypem samotného pylového zrna
(gametofytu)

- projevuje se az pri prorustani pylovych lacek
pres pletiva ¢nélky a zarodecného vaku -
zastavovani rastu pyl. lacek

+ vlhké blizny, dvoubunécny pyl

- u Celedi Viciaceae, Solanaceae



sporofytického
typu
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Funkce inkompatibility

+ zabranéni samoopyleni
- podporuje cirkulaci gent v populaci

+ zabrdnéni mezidruhovému nebo vzdalené jSimu
(mezirodovemu) krizeni
- podporuje stabilitu druhu

Nettancourt et Devreux 1977



opylovani in vitro



Umélé opylovani /in situ

+ opyleni nezralych blizen
* teplotni Soky

» ovlivnéni blizen (organicka rozpoustédia,
rustové reguldtory, vitaminy, cukry, extrakty
z kompatibilnich blizen, ,mentor pollen™)

+ odriznuti blizny a ¢nélky
* intraovarijni opyleni

* transplantace blizen



Umélé opylovani /n situ
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Opylovani /n vitro

intraovarijni - pyl v suspenzi
bliznové

1

2

3. placentarni
4. izolovand vajicka
5

oplozeni izolovanych gamet

Predpoklady udspéchu
znalost vhodného vyvojového stadia
zajiSténi média pro kliceni pylu i vyvoj
embrya



Intraovarijni opylovani /n situ

- Capelleti(1937) Digitalis

+ Bossio (1940) Helleborus, Paeonia
* Dahlgren (1926) Codonopsis

- Kanta (1960) Papaver, Escholzia

* Niemirowicz-Szcytt et Kubicki
(1979)
Cucurbita x Cucumis



opylovani
in vitro

bliznoveé
opylovani

placentarni
opylovani

Johri 1984




Placentarni opylovani /n vitro

Kanta (1960)

Zenkteler (1965)

Papaver

Dianthus, Melandrium,
Silene

Balatkova et Tupy (1968) MNicotiana, Narcissus

Zubkova et Sladky (1975)

Sladky et al. (1982)

Nicotiana, Papaver,
Agrostemma,
Melandrium

Chionodoxa



Bliznové opylovani in vitro

+ Usha (1965) Antirrhinum

* Balatkova et Tupy (1973) Antirrhinum
* Dulieu (1966), Rangaswamy (1972) Nicotiana

+ Sladky et Havel (1976), Gengenbach (1977),
Raman (1980) Zea

* Uralec (1981) Lycopersicon






Opylovani izolovanych vajicek

CHI (Bot. Bull. Acad. Sinn. (2000) 41: 143 - 149

a = vajicka
b = pyl. la¢ky
c = pyl

Detail mikropyle Pylové lacky v mikropyle
s pyl. la¢kami a synergiddch



enzymaticka izolace bunék
zarodecného vaku

""""""

izolované buriky zdrodecného vaku kukurice:
vajecnd bunka (E), centralni burika (CC) a dvé synergidy (SY)

http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/kranz/1996 .htm



Oplozeni izolovanych gamet:
centralni a spermatickd bunka kukurice

vlevo: spermaticka burika (S) a centrdlni burika (CC) pripojené na jednu elektrodu
pred fazi bunék

vpravo: jadro spermatické buriky (SN) uvnitf /n vitro oplozené centralni burky
barveni DAPI 1 hod. po fuzi bunék, pozorovano epifluorescenénim mikroskopem
(V) velka vakuola ( et al., 1998)



Izolované jadro centrdlni buriky kukurice s integrovanym jadrem spermatické buriky
(SN). Karyogamie po 150 min po /n vitro fuzi spermatické a centradlni buriky.
(N) velké jadérko, epifluorescence po DAPI barveni ( et al., 1998)



primarni endospermdlni burika kukurice vytvorend in vitro
po 1 dnu kultury ( et al., 1998)



Feulgenovou reakci barvené bunky endospermu kukurice vytvorené in vitro -
po 5 dnech kultury. ( et al., 1998)



Okamoto
Brno 2003

Egg cell

In Vitro
Fertilization in Zea




00 e

Karyogamy 35-90 min

First Cell
Division
40-50 h

Cell Wall Formation 30 sec




Mikromanipulace se samicim gametofytem
MARTONVASAR p§enice, Barnabas, Mad'arsko (Brno 2003)

mikrochirurgicka izolace bunék

imobilizace vajecné burky s pouzitim elektrického proudu

synergida vajeénd burika

mikroinjekce DNA
do imobilizovné
vajecné buriky




