Uporabnost poskusa in vitro
kalitve peloda pri razlagi
razmnozevanja kritosemenk.




Je ena izmed biotehnoloskih metod
rastlinskih tkivih kultur.

Metoda je enostavna, ne zahteva
veliko priprav, biotehnoloskega
predznanja in uporabo nevarnih
SNOViI.

Zelo uporabna kot laboratorijska
vaja v sklopu razlage
razmnozevanja kritosemenk pri
biologiji.



Potek vaje:

Teoreticni del:
- spolno razmnozevanje pri rastlinah,
- cvet kot evolucijska pridobitev
kritosemenk, deli cveta,
- oprasevanje z zivalmi in vetrom,
- oprasitev in oploditev, nastajanje
semen.

Prakticni del:
- nabiranje rastlin, dolocanje vrste
(fakultativno),
- opazovanje cveta (stereomikroskop ali
povecevalne lece),
- opazovanje zrelega in nezrelega peloda
pod mikroskopom,
- poskus in vitro kalitve.



Teoreticni del:

Delovni

Oprasitev in oploditev

Pronos pelodnega zma, K vaobue moske gamote, s p@inka ma

oraxo pestéa imenyomo oprasitey.

Fri somenkah se oprasitev vodno xod pred opbdtvip (adruztvio
Jonsio [adne celico z mosko gameto). Onidaino oride pelodno zrno
z eno m=ine na trazdo pestéa druge rastine. %o menujemo naw
Zdna opraditev. VCasn so anko zgod samoopraditev, ko polo

Rast pelodovega mesicka In
dvojna oploditev

Felodno rno jp nearel modid gametdie, i
nasane I mepao milonspomih cdic v paio
and vedid pradnia Opradiney je prencs po
lodnega Irna 5 pragnika na braxdo pesdda.
Pt weroovakah pebdna zma prenata v
tor, pt fuBocwetiah pa Addke. Ko pob
dno 2mo pistane N2 lepiv povesni rmde.
S0 rano] modkeEa Sametrdn RN konde.
Felodno rno vzkal N 2 njpga 2asie pob-
dov medidok vaooll vty do soman e 73
snowe 2 zaroduovien mesiSuom v plodnict
Rast usmerfjo kemidne anovl (napvedivat
kald)). Pelodov mekitek vRop) v zamdon
makidek shox odprInico, M P Imenfomo
mikopila Pido do dvojne oploditve. Era
modka all spermalna cofica 5o 20rud 2 Japd
no celico v g0, druga spermaina oolica
Pa se 29ud 2 dvema polindéma pdroma, K
lefa v embrionaini viedhl 2 njh nastane
tipioidni (3n) seloundarni endosporm. Ker
Jo v il plodnici otiéagno ved Jiénin oo, Jo
2 oplodtey in dobondnl mavdg potednih ved
polodnih arn.

Peiodna zma radifnih w2 @s%in se raxs
Kugejo po cd Ik In vedloatl. Fo pelodnh v
nil lando Dahia dolbdimo rasineke move
kar upomd |a razmerama novo padmde fo
renziéne botanibe, i 2 dotaniénind dokaz)
razi=ioge ckoléine iatminalnih deojany. Ker
se polodk radiénih razinain w2 mziago
jo. o opioditey mogoda e med genekko
podobnimi razinaml Nelaere visie (npe.
tmbertica) map dwe wai peloda, kar pe-
preprafufo samoopratine
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dno zmo pade na braxio pestéa o m=ine. Fo opmEaY mosko
Jocro lahko opfod Jdno aelco. Krosemenke mao dvojno oplodh
v Iz one opiojene adne colce ma=ane zandek (ombrio), drugo
moéko jedo pa oplod jod o asmd nje colice v za od kovern meSscky
(enbrionain wodkl in iz npga se zvjo moga haninh sow
(ondosporm) za rast zrodka.
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Teoreticni del: Oprasiev

Cvetovi, ki jih opraduje veter, 50 znadilni za trave in gozdna Cvetovi, ki jih oprasujejo 2ukelke, 5o znadiini za rasting,
Mu&pvmwhmwm ki rastejo posami ali v manjsih skupinah.
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Teoreticni del:

Oprasitvi siedi oploditev
U - 1 Ko pelodna 2ma (haploidni mikrogametofit) pristanejo na brazdi
C e n I plodnega lista, so sestavijena iz ene velike in ene majhne celice.
v Citoplazma velike cefice obdaja majhno, tako da se zdi kot da je
cefica v celici, Velika celica zacne kaliti v pelodni mesicek, majhna
N ~.C u [ 1()° pa se 2nova dell v dve spermalin| celici (haploidni mikrogameti).
& Spermalni celici se po pelodnem mesicku premikata proti odprtini
vsemenski zasnovi. V sermenski zasnovi je zarodkova ali embrio-
nalna vrecka (haploidni megagametofit). V njej je ved celic, med
\‘ ‘ . njimi jJajna celica (haploidna megagameta), in nekaj prostih jeder.
Ko spermalni cefici doseeta zarodkovo vrecko, se ena zdruli 2 jajc-
no celico, druga pa se zlije s prostimi jedri. Ker se obe spermalni
celici zdruiita, imajo kritosemenke dvojno oploditev. Z zdruitvijo
haploidne sp Ine celice s haploidno jajéno celico nastane di-
ploidni spojek ali zigota, iz katerega se razvije zarodek ali embrio.
Spojek Je prva celica nove sporofitne generacije. Po zdruditvi druge
spermalne cellce s prostimi jedri nastane celica, iz katere se razvije

Lrrmenjava diploidne sporofitne in hapiowdne
gametufitne generacie ter dvojme oploditey

endosperm ~ hranino tkivo 2a razvijajodi se zarodek. Endosperm P krdosermenkah m oenecuje sfoprio
Je poliploiden (= |, Spremembe genoma), ker se je v jedro endo- ploidment) jecler
spermske celice 2ilo vel jeder.
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Teoreticni del:
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Prakticni del: rastline in cvetovi: nabiranje
in opazovanje cvetnih delov

, \ ar o Gojene ....

w¢iee w bucle, kumare,




Prakticni del: pelod pod mikroskopom

kumare

Cebula




Slika 15: Zaprti cvetovi kumar razliénih velikosti: a) 3 - 4 mm. b) 6 mm. ¢) 10 mm. d) 15 mm. e) 20 mm

Figure 15: Closed cucumber flowers of various size: a) 3 - 4 mm. b) 6 mm. ¢) 10 mm. d) 15 mm. e) 20 mm







Metode barvanja za dolocanje razvojne faze

Preglednica 1: Pregled preizkusenih metod dolo¢anja razvojne stopnje mikrospor.

Table 1: Review of tested methods for determination of microspores development stage.

metoda testirane | prednosti slabosti uspesnost
rastline
PI kumare. | barvilo prehaja fluorescenéna | zelo uspesna - kumare
buge. tudi preko metoda. (priporo¢ena) in
¢ebula debelejse ¢ebula:
pelodne stene.
uspesna - buce
DAPI 2 kumare. | barvilo prehaja fluorescenéna | zelo uspesna - éebula
¢ebula. | tudi preko metoda. (priporocena):
tobak debelejse potrebna je
pelodne stene. predhodna uspesna - kumare in
fiksacija tobak
mikrospor
hematoksilin | kumare | nefluorescenéna | potrebna malo uspesna -
metoda. ni doloc¢ena kumare
potrebna previdnost pri
posebna segrevanju
pozornost pri preparata
delu z reagenti
acetokarmin kumare. | nefluorescenc¢na slaba uspesna — ¢ebula:
¢ebula metoda. Siroke prodornost v
uporabe, zelo mikrospore z neuspesna - kumare
enostavna debelejso
metoda steno
DAPI 1 kumare |/ / neuspesna
mitramicin kumare |/ / neuspesna




Barvanje z acetokarminom

Cebula — enojedrne
mikrospore




Prakticni del: ) ) )
Poskus in vitro kalitve:

priprava tek




-BK gojisce (vsebuje
10% saharozo,

300 mg/I Ca (NO3),¢4H-0,
200 mg/l MgSO,¢7H-0,
100 mg/lI KNO; ,

100 mg/l H;BO3,)

- med inkubacijo ne
stresamo kulturo,
enostavna izolacija

- kalitev po zelo dolgi
inkubaciji (22 ur)

.- maksimalna kalivost
88%, dolzina pelodne
cevke

1000 pm

BK-A modificirano gojisce:
300 mg/l Ca (NO5),¢4H,0,
200 mg/l MgSO,¢7H-0,

100 mg/l KNO; ,

100 mg/l H5BO;,

150 g/l saharoza in

500 mg/l| MES, pH 5.1 -5.5

- izboljsana izolacija in metoda
inkubacije v petrijevki s
stresanje kulture med inkubacijo

- kalitev po eni uri inkubacije

- maksimalna kalivost 77,4%o,
dolzina pelodne cevke pa
priblizno 100 pm




Poskus in vitro kalitve:

INKUBACIJA IN _
OPAZOVANJE KALECEGA

PELODA PO 1 URI
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Projektna naloga: In
vitro kalitev zrelega
peloda leske
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B Stevilo kalitvenih pelodov







