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Jméno: Datum:

Téma 04: 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 piimo = kliceni pylu in vitro na umélych
médiich nebo nepiimo = barvenim pylovych zrn. Dtlezitymi faktory kli¢ivosti pylu je kromé slozeni
média teplota, pH, relativni vlhkost vzduchu, zralost pylu i hustota suspenze.

Material: kvéty tabaku (Nicotina alata L.), tradeskancie (Tradescantia pallia (Rose) D.R.Hunt, syn.
Setcreasea purpurea Rose), fuchsie (Fuchsia magellanica), pupalky missourské (Oenothera
missuriensis SIMS.), rudbekie (Echinacea purpurea (L.) Moench) apod.

suchy pyl dyn¢ (Cucurbita pepo L.), lilie (Lilium hybr.), borovice (Pinus sylvestris L.), apod.

médium pro kli¢eni pylovych zrn (Brewbaker et Kwack 1964): 100 ml

10% sacharosa 10g

H3BO3 10 mg
Ca(NOs), . 4 H,O 30 mg
KNO; 10 mg

médium pro kli¢eni pylovych zrn (Boavida e McCormick 2007): 100 ml

10% sacharosa 10g

H3BO4 10 mg

CaCl,.2H,0 73,5 mg (5 mM)

MgS0,.7H,0 24,6 mg (1 mM)

KCl 37,2 mg (5 mM)

1.5% low-melting agarose 1,5¢g pH 7,5

Alexandrova barvici smés pro diferencialni barveni pylu (Alexander 1969)

95% ethanol 10 ml
malachitova zeleii 10 mg
destilovana voda 50 ml
glycerol 25 ml
fenol 5¢g
chloralhydrat 5¢
kysely fuchsin 50 mg
oranz G 5mg
ledova kys. octova 1-4ml



A. Diferencialni barveni pylu
Postup I.:
1. Na podlozni sklo nakapneme nekolik 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 1 : Vzhledem k tomu, Ze chloralhydrat a fenol jsou na seznamu nebezpe¢nych chemickych
latek a vyzaduji specialni bezpe¢nostni zachazeni i likvidaci odpadu, testovali Peterson et. al. (2010)
pouziti barvici smési s vynechdnim 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

destilovana voda 50 ml

glycerol 25 ml

kysely fuchsin

oranz G 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 piitlaCeni zajisti srovnani pylovych zrn do jedné roviny.
Vysledek:

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

Zjistime pomér vyvinutych a abortovanych pylovych zrn.

Poznamka 2: Histologické barveni pylovych zrn mize vitalitu pylu nadhodnocovat, piesnéjsi byvaji
histochemické metody detekujici aktivitu proteinil, napt. hydrolytickych enzymt (pro esterazy je
substratem fluorescein diacetat , FDA) nebo oxidaéné-redukénich enzymi (pro dehydrogenazy je
substratem trifenyltetrazolium chlorid, TTC, ktery vaze vodik uvolnény dehydrogenazami za tvorby
¢erveného reak¢niho produktu formazanu).



B. Testovani kli¢ivosti pylu in vitro

1. Postup:

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

2.  Inkubaci provadime ve vlhké komtirce metodou stojici nebo visici kapky.
3. Po 30 min. intervalech kontrolujeme Cetnost kliicich pylovych zrn a délku pylovych lacek.
Hodnoceni:

Vyhodnotime rychlost kliceni pylu a cetnost kli¢icich pylovych zrn u pfedlozenych vzork.

11. Postup:
1. Vytvofit ramecek pomoci PAP pera.

2. Rozehtaty roztok s agarosou nebo agarem napipetovat na podlozni sklo, mélo by stacit
500 — 750 pl.

Nechat zatuhnout médium v polstaiek.

4. Naprasit pyl na povrch média (nebo vyttepat pyl z otevienych kvéti (10 ¢i vice) do
media bez agarosy v 1 ml mikrozkumavce, po kratké jemné centrifugaci, odpipetovani
pylového peletu a pteneseni na polstatek - "vysev" pylu je tak mnohem rovnomeérné;si
a celkova klicivost se vice blizi skute¢nosti - pti nepravidelném chomacovitém vysevu
vice kli¢i zrna ve skupinach nez samostatn¢).

5. VlozZeni skla do vlhké komurky (uzaviratelna plastova nebo sklenéna krabicka
vypodlozend mokrym filtracnim papirem) na Spejle, aby voda nevzlinala na polstarek.

6. Inkubace v termostatu na 25°, kultivace ve tmé, ON.
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