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Rozmhozovani 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 fvorena bez oplozeni



Faze zivotniho cyklu u rostlin

+ Zivotni cyklus = stridani fazi = rodozmeéna

+ sporofyt - 2n = diploidni generace produkujici
haploidni spory

- gametofyt - 1n = haploidni generace produkujici
sam¢i nebo samici pohlavni bunky (gamety),
jejichZ splynutim vznika diploidni zygota



embryo i zraly
sporofyt jsou zdvislé
na fotosyntéze
gametofytu
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sporofyt i gametofyt je
schopny fotosyntézy




Rodozmena u

krytosemennych
rostlin

gametofyty jsou zdvislé
na fotosyntéze sporofytu

gametofyty jsou velmi
redukované a rodozména
Je tak zastrena
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Funkce generaci pri oplozeni
u krytosemennych rostlin

sporofyt tvori:

struktury chranici 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 bunkou

pylova lacéka se dvéma
spermatickymi bunkami
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pylové zrno

pestik =
soubor plodolistu =
gynaeceum
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Bliznovy exudat
Tekutina kanalu énélky
Placentarni tekutina

Exudat mikropyle

Willemsee (Haworthia)



Bariéry oplozeni

* vnéjsi

- neprimérena teplota a vlhkost

- nedostatecna vyzZiva

- pusobeni fyzikalnich nebo chemickych vlivu

« vnitrni

- inkompatibilita
- inkongruita (nedostatek informace a koordinace)
- saméi nebo samici sterilita



Inkompatibilita (neslucitelnost)

= neschopnost rostlin tvorit semena, prestoze maji
funkéni gamety

+ pred 200 lety - J.6.Kdlreuter
Verbascum:

po samoopyleni netvorila semena
po cizosprdseni ano

+ Stout (1917) - studium fertility Cichorium intybus



* homomorfni
- sporofytického typu
- gametofytického typu

+ mezidruhova

+ mezirodova



Inkompatibilita
sporofytického typu

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

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

+ suché blizny a 3 bunéény pyl



Inkompatibilita
gametofytického typu

- je urcovdna genotypem samotného pylového zrna

(gametofytu)

- projevuje se aZ pri prorustani pylovych lacek
pres pletiva ¢nélky a zarodeéného vaku -
zastavovani rustu pyl. lacéek

+ vlhké blizny, dvoubunéény pyl

- u Celedi Viciaceae, Solanaceae



sporofytickeé
g ytického




Funkce inkompatibility

+ zabranéni samoopyleni
- podporuje cirkulaci genu v populaci

+ zabranéni mezidruhovému nebo vzddlenéjsimu
(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 regulatory, vitaminy, cukry, extrakty
z kompatibilnich blizen, , mentor pollen™)

+ odriznuti blizny a énélky
- intraovarijni opyleni

+ transplantace blizen



Umélé opylovani /in situ
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Intraovarijni opylovani /n situ

+ Capelleti(1937) Digitalis
- Bossio (1940) Helleborus, Paeonia
* Dahlgren (1926) Codonopsis
+ Kanta (1960) Papaver, Escholzia
* Niemirowicz-Szcytt ef Kubicki

(1979)

Cucurbrta x Cucumis



Opylovéni /in vitro

intraovarijni - pyl v suspenzi
bliznové
placentarni

izolovana vajicka

o A

oplozeni izolovanych gamet

Predpoklady Uspéchu
znalost vhodného vyvojového stadia
zajisténi média pro kliéeni pylu i vyvoj
embrya



Opylovani /in vitro (IVF)

* \\yzkum bunécné a molekularni kontroly oplozeni u vyssich rostlin
 Aplikace v rostlinnych biotechnologiich

* Nove vytvorené fuzni produkty jsou v médiu a primo vyuzitelné pro
techniky molekularni bunécné biologie

* Potencial pro tvorbu novych hybridu

* Transformace rostlin bez nutnosti vyuziti genu pro antibiotika a
herbicidy pro sledovani transformovanych produktu



opylovani
in vitro -
bliznové
opylovani
placentarni
opylovani

Johri 1984




Bliznové opylovani /n vitro

+ Usha (1965) Antirrhinum
- Balatkova ef Tupy (1973) Antirrhinum
* Dulieu (1966), Rangaswamy (1972) Nicotiana

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

* Uralec (1981) Lycopersicon



Placentdrni opylovani /n vitro

Kanta (1960)

Zenkteler (1965)

Papaver

Dianthus, Melandrium,
Silene

Balatkovd et Tupy (1968) MNicotiana, Narcissus

Zubkova et Sladky (1975)

Sladky et a/. (1982)

Nicotiana, Papaver,
Agrostemma,
Melandrium

Chionodoxa






Opylovaéni izolovanych vajicek

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

a = vajicka
b = pyl. lacky
c = pyl

Detail mikropyle Pylové ldcky v mikropyle
s pyl. lakami a synergiddch



enzymatickd izolace bunék
zdrodeéného vaku

izolované bunky zdrodecného vaku kukurice:
vajeénd bunka (E), centradlni bunka (CC) a dvé synergidy (SY)




Oplozeni izolovanych gamet:
centralni a spermaticka bunka kukurice

vlevo: spermaticka bunka (S) a centralni bunka (CC) pripojené na jednu elektrodu
pred fuzi bunék

vpravo: jadro spermaticke bunky (SN) uvnitr /n vitro oplozené centralni bunky

barveni DAPI 1 hod. po fuzi bunék, pozorovano epifluorescenénim mikroskopem
(V) velka vakuola ( et al., 1998)



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



primarni endospermalni bunka kukurice vytvorena /n vitro
po 1 dnu kultury (Kranz et al., 1998)



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




Okamoto
Brno 2003
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/212
07258

* Methods Mol Biol. 2011;710:17-27. doi: 10.1007/978-1-61737-988-
8 2.

* In vitro fertilization with rice gametes: production of zygotes and
zygote and embryo culture.

* Okamoto T1.

e Fuze gamet ryze pomoci elektrofuze: zygota se rozdélila na
asymetrické dvou-bunécné embryo a pak rané globularni embryo.
Dalsi vyvoj embrya v nepravidelné tvarované masy bunék, ze kterych
|ze regenerovat fertilni rostliny



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21207258
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21207258
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21207258
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21207258
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okamoto T[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=21207258

Q Mikromanipulace se samié¢im gametofytem
\ARTONVASAR p§enice, Barnabas, Mad'arsko (Brno 2003)

mikrochirurgicka izolace bunék

imobilizace vajeéné bunky s pouzitim elektrického proudu

synergida vaje&nd burika

mikroinjekce DNA
do imobilizovné
vajecné burky




http://www.nature.com/cr/journal/v15/n9/t
ull/7290343a.html

 Cell Research (2005) 15, 734-738. doi:10.1038/sj.cr.7290343
* A novel in vitro system for gamete fusion in maize
e Xiong Bo PENG, Meng Xiang SUN and Hong Yuan YANG

* Fuze rostlinnych gamet pomoci elektrického pulzu, vapniku,
polyetylenglykolu

* V této praci nova metoda: BSA-zprostfedkovana fuze gamet kukufice
(bovine sérum albumin)

* Oplodnéne vajicko vykazovalo normalni regeneraci bunécne stény a
deleni jadra

. gzl ogtima’lnl’ koncentraci BSA a vhodném pH byla tspésnost flize gamet
,7%



* Electro-fusion of Gametes and Subsequent Culture of Zygotes in
Rice (https://bio-protocol.org/e2074) (2016)



https://bio-protocol.org/e2074
https://bio-protocol.org/e2074
https://bio-protocol.org/e2074

