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Téma 05: Zivotaschopnost (vitalita) pylu a metody jeji detekce

Zivotaschopnost pylu je jednim z hlavnich faktortl, které rozhoduji o usp&snosti oplozeni. Byla
popsana fada metod, které testuji zivotaschopnost pylu prime = kliceni pylu in vitro na umélych
médiich nebo neprimo = barvenim pylovych zm. Dilezitymi faktory klic¢ivosti pylu je kromé slozeni
média teplota, pH, relativni vlhkost vzduchu, zralost pylu i hustota suspenze.

Material: pylova zrna tabaku ki¥idlatého (Nicotina alata Link et Otto), fuchsie (Fuchsia magellanica
Lam.), kany indické (Canna indica L.), chrysantémy (Chrysanthemum hybr.), brambotiku (Cyclamen
persicum MILL.), podéiika (Tradescantia pallida (Rose) D.R.Hunt, syn Setcreasea purpurea Boom).

Brewbaker — Kwackovo médium pro kli¢eni pylovych zrn (Brewbaker et Kwack 1964):

100 ml 10% sacharosa
H3BO3 10 mg
Ca(NOs), .4 H,O 30 mg
MgSO, . 7 H,O 20 mg
KNO; 10 mg

Alexandrova barvici smés pro diferencialni barveni pylu (Alexander 1969)

95% ethanol 10 ml
malachitova zeleii 10 mg (1
destilovana voda 50 ml

glycerol 25 ml

fenol S5¢g

chloralhydrat 5g

kysely fuchsin 50 mg

oranz G 5mg

ledova kys. octova 1-4ml

A. Testovani kli¢ivosti pylu in vitro

Postup:

1. Napodlozni sklo naneseme kapku Brewbaker — Kwackova média, do které naprasime pylova
zrna.

2. Inkubaci provadime ve vlhké komirce metodou stojici nebo visici kapky.
3. Po 30 min. intervalech kontrolujeme ¢etnost kli¢icich pylovych zrn a délku pylovych lacek.
Hodnoceni:

Vyhodnotime rychlost kli¢eni pylu a ¢etnost kli¢icich pylovych zrn u predlozenych vzorki.
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B. Diferencialni barveni pylu
Postup I.:
1. Na podlozni sklo nakapneme n€kolik kapek Alexanderovy barvici smési.
2. Do kapky barviva naprasime pylova zrna a pfikryjeme krycim sklem.

3. Po né¢kolika minutach vyhodnotime zbarveni pylovych zrmn.

Poznamka: Vzhledem k tomu, Ze chloralhydrat a fenol jsou na seznamu nebezpecnych chemickych
latek a vyzaduji specialni bezpecnostni zachazeni i likvidaci odpadu, testovali Peterson et. al. (2010)
pouziti barvici smési s vynechanim téchto latek a zjistili, ze vysledky jsou viceméné srovnatelné
s pivodni metodou Alexandera (Alexander 1969). Ke zlepSeni penetrace barviva autofi navrhuji
pouziti Carnoyovy fixaze a zahtati preparatu pii barveni.

Upravena barvici smés bez toxickych latek (Peterson et al. 2010)

95% ethanol 10 ml

malachitova zelen 10 mg

destilovana voda 50 ml

glycerol 25 ml

kysely fuchsin 50 mg (5 ml 1% vodného roztoku)
oranz G S5mg (0,5 ml 1% vodného roztoku
ledova kys. octova 4 ml

+ destilovana voda 4,5ml = celkovy objem smési 100 ml

Postup I1.: (Peterson et al. 2010):

1. Fixace poupat nebo izolovanych prasnikd v Carnoyové fixaéni smési alesponl 2 hod. Ve fixazi
je mozno skladovat material az 12 mésici.

2. Umisténi prasniku na podlozni sklo a odsati fixaze.
3. Pfidani 2 — 4 kapek barvici smési.

4. Zahrati skla protazenim nad plamenem kahanu témét k varu — zlepSuje se penetrace barviva
dovniti pylovych zrn.

5. Ptikryti krycim sklem a jeho jemné ptitlaceni zajisti srovnani pylovych zrn do jedné roviny.
Vysledek:

Dobfe vyvinuta pylova zrna jsou zbarvena cervené, abortovana pylova zrna jsou zelena.
Hodnoceni:

Srovname barveni pylu obéma metodami a zjistime pomér vyvinutych a abortovanych pylovych
zrn.
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