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Mikroskopické techniky

Pruduchy



Funkce pruduchu

Vyména plynti
0, a CO,

Ztrata H,0

Pri dychani se uvolni cca 14%
CO,, ktery rostlina pfijala pfi
fotosyntéze

Fotosynteticko—transpiracni
kompromis: maximalni prisun
oxidu uhliCitého pri Unosnych
ztratach vody.




ProcC studovat pruduchy?
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Annals of Bot. DOI:10.1093/aob/mcr267 (2012)

Zavislost velikosti prtiiducht (délky svéracich
bunék) na velikosti bunécného jadra!

Vyplyva z , karyoplazmatického poméru“ =
optimalni poméru mezi objemem jadra (= obsah
DNA) a cytoplazmy

Omezenad variabilita velikosti prdduchu; netrpi
endopolyploidii

Velikost pruducht u rostlin s malymi genomy
vice ovlivnuji ekofyziologické a ekomorfologické
omezeni;

Velikost priaduchu u rostlin s velkymi genomy je
ovlivnéna limity spojenymi s fungovanim buriky


http://dx.doi.org/10.1093/aob/mcr267
http://dx.doi.org/10.1093/aob/mcr267
http://dx.doi.org/10.1093/aob/mcr267

ProcC studovat pruduchy?

Vztah pruduchu a ploidie

aneuploid tetraploid

Brassica rapa L. ssp. pekinensis Ai Xia Gu et al. (2016) Breeding Science



ProcC studovat pruduchy?
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Sci.Direct: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.160908
(2023)
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Velikost genomu negativné
koreluje s hustotou praduchd.

Mezi velikosti pruduchu a
hustotou praduchu je inverzniho
vztahu.

Odlisné prostfedi muze
generovat variabilitu v hustoté
praduchu uvnitf druhu.

Pravdépodobné reakce na
pokles obsahu CO, v atmosfére.
Jedna se tedy snahu o
snizovani difuzni vzdalenosti


https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.160908
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.160908

Anatomie pruduchu

Tenka bunécna sténa
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Svéraci burka
Vysoky tlak/turgor

Otevreny pruduch

Prazdna

Tlusta bunécna vakuola
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Svéraci burika
Nizky tlak/turgor

Zavreny priduch



Typy pruduchu — zakladni deleni dle
tvaru

Ledvinovity (typ Amaryllis) Piskotovity (typ Gramineae)

Svéraci bunky
obklopené vedlejSimi

Dalsi typy: Helleborus, Pteridofytni, Gymnospermni



Pruduchy — dulezité informace

Dle polohy pruduch k roviné listu (zohlednit pfi pripravé preparatu)
1) Faneroporni — v roviné listu, nejcastéjsi typ
2) Emerzni — nad drovni listu (vy¢nivaji), typické pro vihkomilné rostliny;

3) Submerzni (kryptoporni) — pod urovni listu (ponorené), typické pro suchomilné rostliny (zamezuje
nadmérnym ztratam vody)

Podle umisténi stomat rozliSujeme listy (ujasnit si, co chci mérit)
1) hypostomatické: stomata se nachazeji v abaxialni (spodni) epidermis — nejcastéjsi typ listu
2) epistomatické: stomata jsou pouze v adaxidlni (horni) epidermis

3) amfistomatické: stomata jsou v epidermis abaxialni i adaxialni

Klasifikace stomat podle poctu a tvaru epidermalnich bunék sousedicich se stomaty



Pruduchy — dulezité informace

U nékterych rostlin priuduchy chybi, resp. druhotné vymizely!

» Jatrovky, lisSejniky, Sidlatky (/soétes), nékteré druhy hlevik(, nékteré druhy kapradin (napft. ¢eled Salviniaceae);

* u mechorostl jsou obvykle priduchy prfitomné na sporofytu (tzn. na tobolce), vyjimecné i na gametofytu;

* chybi u nezelenych/parazitickych druh krytosemennych rostlin, jako je hlistnik hnizdak (Neottia nidus-avis)
¢i hnilak (Monotropa);

* azna vyjimky je nemaji vodnich rostlin (vyjma napft. leknin, Nymphaea).

Priiduchy nejsou jen na listech! Lze je nalézt na kvétech, listenech, uponcich, kofenech hlizach atd.



M é‘fe n I’ p rLOJ d u Ch LOJ Priimérna velikost prtiduchové

Stérbiny: 17,7 x 6,7 um

Pore aperture

€

Béleni listu v SAVU

1) Hydratace suchého materialu

2) Vybéleni v SAVU £
3) Preneseni pletiva na podlozni sklicko S
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Mikroreliéfni metoda (otisky pruduchti) 5 — £
2 s 3
1) Zpfistupnéni praducht (oholeni apod.) = g °§_
2) Nalakovani pokozky listu —— A S
3) Prelepeni prihlednou lepici paskou g
4) Strzeni lepici pasky
5) Nalepeni lepici pasky s otisky priducht na podlozni sklicko ¢ 3
Stomatal width

Primérny pocet prtiduchti na mm?: 50-484 ks
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Morfologie pylovych zrn

Sténa pylového zrna (sporoderma) TVAR: Kulovity; elipsoidni; nitkovity (vodni rostliny)

Exina se skulptury

T

APERTURY (tremy, otvory) - ztenéeniny v exiné jimiz kli¢i pylova lacka
RozliSuji se dle:

POCTU: mono - polyaperturatni

POLOHY (umisteéni): zonoapertury (v urcité roviné) — pantoapertury
(po celém povrchu)

TYPU:

Intina

Jadro generativni buriky

Jadro vegetativni burnky kolpatni poratni kolporatni

SKULPTURY POVRCHU: psilatni, skabratni, verukatni atd.



Morfologie pylovych zrn

TVAR: Kulovity; elipsoidni; nitkovity (vodni rostliny)
APERTURY (tremy, otvory) - ztenéeniny v exiné jimiz kli¢i pylova lacka

W'l B, Rozlisuji se dle:
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| |

psilate clavate reficulate POLOHY (umisteéni): zonoapertury (v urcité roviné) — pantoapertury
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SKULPTURY POVRCHU: psilatni, skabratni, verukatni atd.

http://www.botany.unibe.ch/paleo/pollen_e/surface.htm



Morfologie pylovych zrn
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Malva sylvestris

-

ﬁ‘utqrbffa pepo® Campanula alliariifolia

/10.1038/541598-019-41262-6 (2018)

U entomogamnich
rostlin charakteristicky
tvar a vyrazné
povrchové utvary
(skulptury), které by
meéli umoznit efektivni
prenos pylu, ale
soucasné zabranit sbéru
pylu opylovaciim (tzv.
,pPylové dilema” mezi
rostlinou a opylovadi).

U anemogamnich rostlin
obvykle povrch pylovych
zrn hladky, nelepivy a
velmi ¢asto opatreny
vzdusnymi vaky.



https://doi.org/10.1038/s41598-019-41262-6
https://doi.org/10.1038/s41598-019-41262-6
https://doi.org/10.1038/s41598-019-41262-6
https://doi.org/10.1038/s41598-019-41262-6
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Velikost pylovych zrn

Velikost pylovych zrn: 5 - 250 um (pomnénka/tykev)

Udava se, Ze velikost pylovych zrn koreluje se
stupném ploidie.

Neplati obecné, nékteré prace to vyvraceji a jako

mozné dlvody udavaiji:

1) vyssi ploidie mensi pylova zrna, ktera by se mohla
snaze zapojit do reprodukce;

2) pylova zrna polyploidii mohou byt pod
selektivnim tlakem, aby byla kompatibilni s
velikosti blizny jejich rodiCovskych rostlin;

3) velikost pylu nekoreluje s ploidii, ale s C-value
hodnotou

Velikost pylovych zrn ruznych druht rodu
Streptocarpus (v 2x charakteristicka velikost pro
jednotlivé sekce)

South African Journal of Botany. https://doi.org/10.1016/j.sajb.2017.11.017 (2017)
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https://doi.org/10.1016/j.sajb.2017.11.017
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2017.11.017
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2017.11.017
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2017.11.017
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2017.11.017
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2017.11.017

Velikost pylovych zrn: 5 - 250 um (pomnénka/tykev)

Velikost pylovych zrn
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Journal of Botany. https://doi.org/10.1155/2010/612017 (2010)
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Velikost pylovych zrn
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Regresni analyza vyuzivajici fylogeneticky nezavislych
kontrastl nepodpofila tento korelovany vztah



Pylova viabilita

Prfi mezidruhové hybridizaci vznikaji jedinci, ktefi maji snizenou viabilitu pylu.

Pylovou viabilitu lze testovat:
1) kliceni pylu a rastu pylové lacky (kli¢eni pylovych zrn na Zivném médiu): in vitro, in vivo

2) Barveni pylu: ma za cil vizualizovat specifické slouceniny, obsahy nebo bunécné kompartmenty souvisejici s
zivotaschopnosti pylu (acetokarmin, tetrazolium, fluorescein diacetatem (FDA), apod.)

Alexandrovo barveni: barvi cytoplazmu &ervené&, zatimco buné&éné stény jsou zbarveny zelené&. Cervena
barva signalizuje zivotaschopné pylové zrno; zelena barva indikuje abortované pyloveé zrno (chybi cytoplazma
a proto je viditelna zelena bunécna stena)

3) Priutokova cytometrie: napf.: impedancni pritokova cytometrie, ktera méfi elektrické vliastnosti
jednotlivych bunék

4) Analyza finalniho souboru semen po opyleni



Alexandrovo barveni - protokol

Postup

1) Nakapat nékolik kapek Alexanderovy barvici
smeési na podlozni sklo.

2) Do kapky barviva vypreparovat pylova zrna a
prekryt krycim sklem.

3) Zaramovat sklo bezbarvym lakem.

4) Po nékolika minutach vyhodnotit zbarveni
pylovych zrn

Slozeni Alexandrova barviva (Alexander 1969)
Na 100ml roztoku:

10 ml 95% ethanol

10 mg malachitové zelené

50 ml destilované vody

25 ml glycerol

5 g fenolu

5 g chloral hydratu

50 mg kyselého fuchsinu

0,5 ml 1% oranze G v destilované vodé
1-4 ml ledové kyseliny octové



Mikroskopické techniky

Chromozomy

Karyologie = nauka o strukture a funkci bunécného jadra




Zmeny ve velikosti bunecného jadra

Rozdily mezi druhy vs. rozdily uvnitf druhu

Variabilitu ve velikosti genomu zptisobuji zmény:

1) Poctu chromozom( — polyploidie, aneuploidie.

2) Ve velikosti chromozom (repetice, transpozony,
vystfihovani DNA, atd.)

3) B chromozomy

4) Pohlavni chromozomy

Procesy beze zmén velikosti genomu
1) rozpady a fuze chromozom( (predevsim u taxonu s
holocentrickymi chromozomy)



Zmeny ve velikosti bunecného jadra

Rozdily mezi druhy vs. rozdily uvnitf druhu

Variabilit likosti SGsobuii v o Retrotransposon (Class 1) DNA transposon (Class 2)

ariapllitu ve vellkostl genomu zpusobujl zmeny: — I — |

1) Poctu chromozom( — polyploidie, aneuploidie. Donor DNA DonorDNA  Donor DNA Dancr DNA

2) Ve velikosti chromozom (repetice, transpozony, lTranscription lExcision
vystrihovani DNA, atd.)

DNA intermediate
3) BChrom,OZOFnV RNA intermediate I l
4) Pohlavni chromozomy

+
l Reverse transription Target DNA
T ——
DNA intermediate
L |
Integration
l Integration
Procesy beze z,men velikosti goenovmu . . Transposable element Transposable element
1) rozpady a fuze chromozomu (predevsim u taxonu s 1 — — —
Target DNA Target DNA Target DNA Target DNA

holocentrickymi chromozomy)

Genetics. https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007700.2004 (2018)



https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007700.g004

Zmeny ve velikosti bunecného jadra

Rozdily mezi druhy vs. rozdily uvnitf druhu

Variabilitu ve velikosti genomu zpusobuji zmény:

1) Poctu chromozom( — polyploidie, aneuploidie.

2) Ve velikosti chromozomu (repetice, transpozony,
vystfihovani DNA, atd.)

3) B chromozomy

4) Pohlavni chromozomy

Procesy beze zmén velikosti genomu
1) rozpady a fuze chromozom( (predevsim u taxonu s
holocentrickymi chromozomy)




Zmeny ve velikosti bune

Rozdily mezi druhy vs. rozdily uvnitf druhu

Variabilitu ve velikosti genomu zpusobuji zmény:

1) Poctu chromozomi — polyploidie, aneuploidie.

2) Ve velikosti chromozomu (repetice, transpozony,
vystfihovani DNA, atd.)

3) B chromozomy

4) Pohlavni chromozomy

v
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Procesy beze zmén velikosti genomu
1) rozpady a fuze chromozom( (predevsim u taxonu s
holocentrickymi chromozomy)
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cheho jadra

Silenka Sirolista (Silene latifolia)
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Hobza (2017): Ziva.



Vyuziti k reseni naseho problemu
PocCty chromozomu

HORSE DONKEY MULE
Equus caballus Equus asinus

2n =63

n=na




Vyuziti k reseni naseho problemu

. o Luzula campestris
Velikost chromozomu subsp, campestria
2n =12, large
X
Luzula sudetica
2n =48, small

!

Luzula xheddae
2n =30 =6l + 24s

Karyoptyp L. xheddae: 6 AL + 24 CL

Kirschner 1991, Preslia 63: 81-112.



Vyuziti k reseni naseho problemu

Typy chromozomu dle centromery
MONOCENTRICKE HOLOCENTRICKE

metacentricky akrocentricky
submetacentricky telomericky




Vyuziti k reseni naseho problemu
Barveni chromozomu: G-banding (dle
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Vyuziti k reseni naseho problemu

Barveni chromozomu — GISH (Genomic in situ
hybridization)

J IR R

Chromozomy z 7. porrifolius
T9TRALIRL

Chester et al. (2010) Genes

Chromozomy T7ragopogon mirus 2n




natomie korene

Korenova
Cepicka




Synchronizace bunecneho cyklu

Meristematické burky jsou vystaveny podminkam,
které jim zabrani v plynulém prichodu bunéénym
cyklem. Dojde tak k nahromadéni bunék v urcité fazi
bunecného cyklu.

Cytostatika: ledova voda, kolchicin,
hydroxymocovina, atd.

Mitodza
pth
[

proraze metafaze anafaze telofize

MITOTICKY INDEX: podil po¢tu bunék ve stadiu mitdzy k
celkovému poctu bunék.

-

! =Rl
Faze S

(synteza DNA)

Faze G1
(interval 1)

Duplikace
chromozomu

o (e

Burika zacCina rast,  Burika pokracuje v rustu
tvofi proteiny a pripravuje se na déleni

Déleni bunék

Faze M
(Mitoza)

Faze G2
(interval 2)

GO

Bunécny cyklus



Rychla roztlakova metoda

FIXACE Fixace zp,l‘]sobuje ryvchlé
usmrceni objektu pfri

1) Vlozit kofenové Spicky do fixacni smési (96% etanol : ledova kyselina octova, o M
zachovani neporusené

pom¢ér 3:1); nechat ptisobit ON pii 6°C. -
2) Pfendat kof. $picky do 70% etanolu (dlouhodobé skladovani). struktury chromozomdu

MACERACE

1) Pienést kot. Spicky do maceracniho roztoku (96% alkoholu: koncentrované
HCI, pomér 1:1); inkubovat 1-2 minuty pii RT.

2) Vyprat koft. Spicky v destilované vod¢; 1-2 minuty.

3) Piemistit kof. Spicku na podloZni sklicko do kapky vody.

4) QOdtiznout ¢ast kot. Spicky s dé€livymi meristémy, zbytek kotene odstranit.

Macerace rozrusi
pektinovou stredni
lamelu. Rozvolnéné
bunky se tlakem
rozprostrou do plochy.

BARVENI

1) Odsat prebytek vody z kryciho skla a pfidat kapku barviva (laktopropionorcein)
2) Piekryt kot. Spicku krycim sklickem a rozmac¢nout Spickou reparacni jehly.

3) pozorovan imerznim objektivem se zvétSenim 100x.

Barveni zviditelni
chromozomy



