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Clarkia xantania (Onagraceae)

Am. J. Bot.
blizna s ¢nélkou

veétsi prasniky
http://www.botany.org
/plantimages

mensi prasniky

petaly

Photo:
C. J. Runions
Cornell University

epaly s trichomy

SE micrograph of an early floral developmental stage



Samci rozmnozovaci organ = tycinka
soubor tycinek = androeceum

» tycCinka se zaklddd jako meristematicky hrbolek na
vrcholu kvétniho zdkladu

+ Zzbaze ——> nitka (filamentum)
+ zapexu —— prasnik (anthera)
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Meristém kvétu pryskyrniku

spirdlovita fylotaxe
primordii tyCinek

Ranunculus apiifolius
(J. Amerika)

R. Rutishauser, Zurych
Botanickda zahrada Zeneva




Stavba stény prasniku

+ exothecium = pokozkova vrstva s kutikulou
stomium, hypostomium

+ endothecium = subepidermalni, vlaknita vrstva

+ stredni vrstva = mezofyl, parenchymatické pletivo
* tapetum = vystelka prasného pouzdra

- Zlaznaté (sekretorické)

- ameboidni = periplazmodium



Rez prasnikem lilie - stadium tetrdd

tapetum exothecium pitka
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Funkce tapeta

» produkce enzymu kalazy (B1,3-glukandza)
rozkldda kaléozu a uvolfiuje mikrospory z tetradd)

- syntéza prekurzoru exiny

+ syntéza a vylucovani pylového tmelu (depozice
na povrchu pylovych zrn)

- syntéza proteini (depozice ve vnéjsi vrstvé
pylovych zrn - exiné)



Vyvoj bunék tapeta

vnéjsi a vnitfni tapetum - ma dvoji plvod

predmitoticka faze - buriky jednojaderné
meristematické

- mitoticka faze - mitéza bez cytokineze +
endomitdza = 2 polyploidni jddra, zvétsuje se i
objem bunek

postmitoticka faze - vesikuldrni dtvary = vysokad
syntetickd a sekrecni aktivita

programovand buné¢nd smrt bunék tapeta



pylova mat. bunka tetrada volné mikrospory

Meidza
—>
kalézova sténa

—>

jadro nezrala + migrace
sténa jadra
mikrospora vakuola @ tvorba mikrOSpor
7{ 1. mitéza
nezralé pylové zrno
jadro tvorba gamet
vege
dozravani J bunky
jadro
generat
apertura —
o spermat. bunky
odvodneéni

/ 2. mitoza

schéma vyvoije
., vyvoj

dvoubunééného
pylu

kli€ici pylové zrno

zralé pylové zrno

pylova lacka



Meioza = redukéni déleni

I. heterotypické déleni interfaze mezi I. A II.
segregace homolognich délenim je kratka =
chromozémé nedochazi k syntéze DNA

 profaze

+ leptoten IT. homeotypické déleni =
. zygoten - bivalenty ekvacni - dochazi k
- pachyten segregaci alel
- diploten - chiasmata, CO
geiatineze pribéh je shodny s
* metafaze mitézou
+ anafaze

« telofaze



Mikrosporogeneze

vyvoj mikrospor ze BN, e
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Typy tvorby tetrad

sukcesivni typ - ihned po I. meiotickém déleni vznika centrifugdlné
prehrddka (didda mikrospor) a po II. meiotickém déleni tetrada
(Casty u jednodéloznych rostlin)
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simultanni typ - po I. meiotickém déleni prehrddka nevznikd, teprve
po skonceni IT. meiotického déleni zacina centripetdlné (od periferie
dovnitr) tvorba brdzd a nasledné prepdazek (typicky u dvoudéloznych
rostlin)
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Mikrogametogeneze
= vyvoj samcich gamet

mitdza v pylovém zrnu

pylova zrna dvoubunécna
1x (Liliaceae - lilie, Rosaceae
Solanaceae - tabak, )

mikrospory

\ pylova zrna tribunécna
2% (Brassicaceae - Arabidopsis

Asteraceae, Poaceae)

30% z 2000 analyzovanych druh(



Sporoderma - sténa pylového zrna

» vnitrni vrstva = intina - pektocelulozova
(spojeni intiny s okolnim prostredim =
apertury (pory) v exiné, kanalky)
* vnéjsi vrstva = exina - sporopolenin
- endexina (nexina) = hladka lamelarni vrstva
- ektexina (sexina) = strukturovana

zdkladni vrstva

bakuly

tektum

+ pylovy tmel - lipidy, proteiny, flavonoidy,
aromatické latky



Stavba exiny pylového zrna pelynku

(Artemisia)
sporopolenin
ektexina
tektum o s b R
bakuly - ; : A
TR

zakladni vrstva A Aoy,

endexina
lamelarni vrstva



TEM pylového zrna prysce (Euphorbia)

(Cresti et al. 1992)

dvoubunécny pyl:
u 75% studovanych
kvetoucich rostlin

déleni generativni
buiky na 2 bunky
spermatické probiha
v pylové lacce




Variabilita pylu

Lilium Passiflora  Accacia - polyddy (8,12,16 nebo 32)

legetic Arabidopsis Edlund et a/. 2004



Cucurbita pepo L.

AQUASEM
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mnoho apertur -
polysyfonické kliceni
pylu



LASPR

International Society for Sexual Plant Reproduction Research

http://images.iasprr.org/lily/



Mikrosporocyty v rané profazi I.

endothecium

mezofyl

tapetum

fomium

exothecium |

vétsinu profdze I predstavuje precizni parovani
IASPRR homolognich chromosom



IASPRR

detail



IASPRR

pachytene - chromosomy jsou velmi prodlouZzené,
sparované homologni chromosomy vyménuji geneticky materidl




TIASPRR

’r7v /.

pokracuje kondenzace homolognich chromosomt - bliZi se diakinese



detail predchoziho snimku TASPRR



Diakinesis
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diakineze = posledni stadium profdze I pred metafdzi TASPRR



IASPRR

detail predchoziho snimku



Metafaze I.

metafdzni chromosomy TASPRR



IASPRR

homologni chromosomy premisténé na opacné bunécné pdly,
presné déleni genetického materidlu



enaornecium

mezofyl

tapetum

IASPRR

vyraznd bunécna prepdzka se tvori mezi jadry po I. meiotickém
déleni u lilie (diddy), druhé meiotické déleni probihd rychle



detail diad

IASPRR




mezofyl

tapetum
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separace chromatid béhem II. meiotického déleni
SPRR
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Telofaze II.

tapetum

TIASPRR

Cytokineze tetrdd. Separace bunék zaéind brzy od stény microsporocytu.



Tetrddy v “callose special wall"

Ry Y o,

Kaléza tvori obal tetrad uvnitr staré stény mikrosporocytu.
Mikrospory se oddéluji od stény mikrosporocytu, zakulacuji se a
tvori primexinu = prekursor tfempldtu pro pozdéjsi ukladani exiny.



tapetum
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Kaléza tvori obal tetrad uvnitr staré stény mikrosporocytu.
Mikrospory se oddéluji od stény mikrosporocytu, zakulacuji se a
tvori primexinu = prekursor templdtu pro pozdéjsi ukladani exiny.
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IASPRR

dokoncovani tvorby tetrdd - jejich prodluzovani



Tetrady mikrospor

tapetum

dokoncovani tvorby tetrdad - detail 1, 5ppp
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TIASPRR

mikrospory maji jiz exinu (vnéjsi sténa tvorend sporopoleninem),
plni se zdsobnimi materidly a zustdvaji po kratké obdobi pruzné



TIASPRR

o o\

mikrospory maji jiz vytvorenou mladou exinu

= (vnéjsi sténa tvorena sporopoleninem)



Mikrogametogeneze u Lilium

TIASPRR

International Society for Sexual Plant Reproduction Research

http://images.iasprr.org/lily/



IASPRR

Generativni bunky se tvori zpo¢dtku v kontaktu s intinou (vnitfni vrstva
stény pylu), pozdéji se vnori do cytoplasmy = "a cell within a cell".



detail generativni buriky v buice vegetativni 14 gppp



Dvoubunécny pyl

TASPRR

Tvar generativni buriky ¢asto vretenovity, bunka je v kontaktu
s vegetativnim jddrem = "male germ unit."
Cytoplazma generativni buriky je hustd = méné vakuol a organel.



Hydratovand pylova zrna lilie

Foto: 6. Obermeyer



Mikrosporogeneze a
mikrogametogeneze u tabadku

dvoubunécny pyl



Starmen Staman

Petal Phase 1

sepal  petal Carpel
; Sepal

Cell Specification CTESS SECTH

Tissue Differentiation Anther
‘- - -
AG Meiosis and Spore Formation
AP3 Filament
[T} Stages -6 to -1
Stage
Pre -7 Stage -7 Stage +1
Phase 2

Pollen Grain and Sperm Cell Differentiation
Anther Enlargement and Filament Extension
Tissue Degeneration
Dehiscence and Pollen Release

Stage +1 Stage +11 Stage +12

Goldberg et al. 1993



Stadia vyvoje prasniku
tabdku

Koltunov et al.1990

-7 | primordia tyCinek | zaCatek diferenciace
-6 intenzivni déleni
-2 | prasniky pod meioza
bliznou
-1 petaly na urovni tetrady
sepalu
3 koruna pres mizi tapetum
kalich
8 spojeni prasnych
pouzder
11 | koruna zpola zrala pyl. zrna
oteviena
12 | otevreni kvétu otevirani prasniku

Phase 1

Fhase 2




L1

Cells

Endothecium
Joog) | e
Tetrads :

" H“rﬂa
ICrOSpaNe
Separabon Calts

ek

Moot
¥
e
¥ h
m | Sanacenca |

S

STA
-7

e Vyvoj prasniku

Phase 1

Anther Primordium
Stage -7

Fhase 2

Anther Stage +1

(B - Dehiscence

Goldberg et al. 1993
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vnéjsi
tapetum

mezofyl

endothecium

vakuolizované mikrospory
stadium 2
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metafdze I.déleni pocatek tvorby tetrad

mikrosporogeneze Nicotiana tabacum L.

tetrady

fe' ®

mikrospora se zbytky kalozy




Nicotiana tabacum L.
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Nicotiana tabacum L.
| 7

desikovany pyl SEM, vysuseno metodou
3 (-4) apertury .critical poit dry", pozlaceno



Pylova zrna Nicotiana tabacum L.

. aper’rury\

vegetativni generativni
jadro jadro

autofluorescence exiny a plastidu DAPI, UV

fluorescence DNA,

PEG sections :
autofluorescence exiny



Mikrosporogeneze a
mikrogametogeneze Arabidopsis

tribunécny pyl



{
Callose wall

_—

Callose dissolution

Vacuole growth Vacuole fusion

and nuclear migration and nuclear fixation
Aeleased Vacuolated

microspore / microspore

Pollen mitosis |

®) s

Vegetative cell
Generative cell Sperm cells

Pollen mitosis 1

.

Vacuole fission
and generative-cell
migraticn

Twell et a/. TIPS, 1998

Tricallular

Bicellular
pollen pollen




Eguatorial
view *

tetrada mikrospor

hlavni (polarni) osa
Twell et a/. TIPS, 1998
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Arabidopsis
thaliana

predcasné déleni a polarizace
jedné bunky

zmeéna polarizace

Twell et a/. TIPS, 1998



Prehled stadii vyvoje kvetu
A.thaliana smyth et al. 1990

Stadium|Charakteristicky znak
1 Vznik kvétniho zdkladu
2 Tvorba kvétniho primordia
3 Formace primordii sepall
4 Sepaly prekryvaji meristem
5 |Vznik primordii petali a tydinek
6 Sepaly uzaviraji pupen
7 Zakladani nitky u primordii dlouhych tycinek
8 Diferenciace prasnych pouzder
9 Primordia petall na bdzi uzsi, rychly rist nahofe
10  |Petaly na drovni krdtkych tycinek
11 Diferenciace bliznovych papil
12 |Petaly na drovni dlouhych tycinek

The Plant Cell, 2, 7565-767, 1990

| 13 - antheze

Roeder et Yanofsky 2006



Vyvoj kvétu u A. thaliana (smyth et al. 1990)

g . o .. 8. Diferenciace prasnych
5. Vznik primordii petalu a tycinek pouzder u dlouhych ty&inek



Stadia vyvoje kvétu Arabidopsis

9 - petaly nahore Sirsi

10 - velikost kvétu 2x vétsi,
petaly na drovni kratsich
tycinek

11 - diferenciace
bliznovych papil

12 - petaly na drovni
delsich tylinek

Smyth et a/ 1990




U 4
Arabidopsis Te'l'r'ady pY|Ll
mutant
quartet
naruseni
degradace
pektinovych
sloZzek stény,
tetrddy
zralych
zivotaschopnych
pylovych
zrn

Arabidopsis
mutant
tes/stud
abnormalni
tvar
apertur

prirozené tetrady pylu
Drosera binata

Edlund et a/ 2004
| Ericaceae nebo Juncaceae



Celkovy tvar pylového zrna

podle poméru polednikové (m) a p osy (a)
velmi protahla m:a = vétsi nez 8:4
protahla m:a = 8:4 az 8:6
slabé protahla m:a = 8:6 az 8:7
kulovita m:a = 8:8
slabé zplostéla m:a= 6:8 az 7:8

zplostéla m:a = 4:8 az 6:8



Velikost pylovych zrn

vzddlenost pélt (poldrni rozmér) a ekvatoridlni rozmer

velmi mala mensi nez 10 um  Myosotis

mala 10 - 25 um Salix
stredni 25 - 50 um Cyanu:
velka 50 - 100 um Pinus
velmi velka 100 - 200 um Abies

obrovska nad 200 um Cucurt



Variabilita velikosti pylovych zrn

Taxon velikost /um/
Myosotis 2-5
anemofilni druhy asi 60
Malva 150 az 250
Cucurbita az 250
ZLostera marina 2000

variabilita i v ramci jedné rostliny, ¢astd polymorfie

Stanley et Linskens 1974, Unar 1992



Morfologickd charakteristika pylovych
zrn - podle apertur (Erdtman 1969)

NPC systém
N - pocet (numerus)
P - poloha (positio)
C - tvar (character)

Typy apertury
- porus (okrouhlé az mirné ovalna apertura)

-kolpus (ovalnd az dzce stérbinovita apertura)

viz skripta Lux et Erdelska (2001)



Priklady rdznych typu pylovych zrn

1 - trizonoporatni (briza)

2 - pentazonopordtni (olse)

3 - trizonokolpatni (javor, tabdk)

4 - polypantopordtni (merlik, tykev)
5 - hexapantokolpatni (kurinka)




Diferencialni barveni pylu
Alexander 1969

- 95% ethanol
- malachitova zelen
- destilovana voda

- glycerol

- fenol

» chloralhydrat
+ kysely fuchsin

- oranz G

+ ledova kys. octova

10 ml

10 mg (1 ml 1% rozt. v 95% eth.)
50 ml

25 ml

59

59

50 mg (5 ml 1% vodny roztok)
5mg (0,5 ml 1% vodny roztok)
1-4ml



Hodnoceni viability pylu

 barveni - ¢asto nadhodnocuje Zivotaschopnost pylu

« fluorescenéni mikroskopie - aktivita enzymi: esterdzy
(substrat FDA), peroxidazy (substrat TTC)

« klicivost pylu /n vitro

« médium pro kliceni pylu /n vitro

Brewbaker - Kwack (1964) 100 ml
H,BO, 10mg
Ca(NO,;), . 4 H,0 30mg
MgSQO, .7 H,O 20mg
KNO, 10mg

+ 10% sacharédza

nebo s pridavkem 1% agaru - naneseni filmu média na podloZni sklo



