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Cvi¢enié&.1: METAFAZNI CHROMOZOMY

Roztlakové preparaty korenovvch $picek cibule, bobu a redkvi¢ky

UKOLY:
1. Vytvoite dofasné roztlakové preparaty ve fruktozovém sirupu a v 45% kyseliné octové
z pfedem piedpisobenych a nafixovanych kofenovych $pic¢ek cibule (Allium cepa L.), bobu
koniského (Vicia faba L.) a fedkvi¢ky (Raphanus sativus L.), nabarvenych pomoci Schiffova
reagens.

2. Z kvalitnich roztlakovych preparati s kofenovymi Spickami roztlacenymi v 45% kys. octové
zhotovte za pomoci tekutého dusiku trvaly roztlakovy preparat.

3. U karyotypu zkoumanych druhii rostlin zjistéte:
- diploidni pocet chromozémut (2n = ...)
- pramé&rnou velikost buiiky a jadra (v um) (pomoci okularového métitka)
- velikost nejvétsiho chromozomu v analyzovaném karyotypu
- typ nejvétsiho chromozomu podle poméru ramen
- pocet chromocenter v interfdznich jadrech
- uved'te, zda se jedna o homogenni nebo heterogenni karyotyp
- urCete skupinu chromozémi podle velikosti chromozémii v karyotypu (,,L* nebo ,,S*)

Zjisténé udaje zapiste do tabulky na konci cviceni 1.

Upozornéni: PFi praci s barvivy a roztoky uZivime ochrannych rukavic a dbame,
abychom se chemikaliemi nepotfisnili. Barvivo Parafuchsin (= Pararosanilin), uZivané
pri pripravé Schiffova reagens, je mutagen!!!

Postup barveni chromozomu Schifovvm reagens:

A) Roztlakovy preparat docasny™

1. Piedpiisobeni kofenového meristému vybranou latkou

2. Fixace v Carnoyoveé fixazi I (3:1)...c.cceivnnnnnne. 24 hod. **
3. Oplachnuti v dest. vodé (5 min)

4, Hydrolyza v 5M HCI pii pokojové teploté ........... 25 min

5. Oplachnuti v dest. vodé (5 min)

6. Barveni v Schiffové reagens ........................ 35 min ***

7. Oplachnuti v dest. vodé

8. Macerace: v 45% kyselin€ octové.................. 1-2min

9. Roztlak ve fruktdzovém sirupu nebo Castéji v 45% kys. octové

Pozorovani v mikroskopu.
* Poznamka: Preparaty tohoto typu nejsou trvalé, daji se uchovavat pouze omezenou dobu
Vv ledni¢ce (mésic). Jsou urceny k rychlému orienta¢nimu hodnoceni. Nejsou vhodné k potizeni
fotografie (mala hloubka ostrosti).

** Predptsobeni a fixace materialu jiz diive. Pfedplsobeni: cibule, bob, fedkvicka — nasyceny roztok
paradichlorbenzenu - 4 hod.

*** Pokud jsou chromozomy (jadra) Schiffem malo zbarvena, je mozné je dobarvit v kapce acetokarminu
(vhodné v ptipadé fedkvicky).



B) Roztlakovy preparat trvaly
(pres tekuty dusik, pfipadné suchy led)

1. Pi'edpusobeni kofenového meristému vybranou smési

2. Fixace v Carnoyove fixazi (3:1) ...................... 24 hod.

3. Oplachnuti v dest. vod¢ (5 min)

4. Hydrolyza v SM HCI pii pokojové teploté .......... 25 min

5. Oplachnuti v dest. vodée (5 min)

6. Barveni v Schiffoveé reagens........................... 35 min

7. Oplachnuti v dest. vodé

8. Macerace v 45% kyselin€ octové ..................... 1-2 min

9. Roztladeni v kapce 45% kyseliny octové

10. Opatrné vlozeni preparatu do tekutého dusiku* (pfip. polozeni na kostku suchého ledu)

a nechat zmrazit (az roztlak zbéla a tekuty dusik kolem podlozniho skla ptestane vfit)
11. Odstranéni kryciho skla sirokym skalpelem (pfip. ziletkou)
12. Dehydratace v 96% etanolu (2x po 5 min.)
13. Vysuseni preparatu (mozno pouzit fén)
14. Uzavieni do uzaviraciho media (Euparal — mozno piimo, DePeX - pfes xylén)

* POZOR: Pracujeme opatrné a s ochrannym krytem na o¢i!!!

Ukazka spravného roztlaku (viz cviceni):

e Nabarveny kofenovy meristém (u vétSich $picek bez Cepicky) rozt'ukat od stiedu
spiradlovitym pohybem a potom roztlacit do stran

e Ziskat jednu vrstvu bun¢k

e Pii roztlaku nepohnout krycim sklem | * c

e Neuspinit povrch kryciho skla

Sch

nabarveny
kotenovy C=cibule
meristém Sch = Schifftiv roztok

Roztlac¢ené bunky pozorujeme mikroskopem pii zvétSeni cca 200 a 400x. Vhodné metafazni
figury pozorujeme pod imerznim objektivem (100x) s pouzitim imerzniho oleje pfi zvétSeni
cca 1 000x.

Pokud pfi prohlidce v mikroskopu zjistime, ze je roztlak nedostate¢ny, je mozno nadzvednout
ziletkou rizek kryciho skla a pod sklicko dokapnout kapku 45% kyseliny octové a provést
znovu dikladnéjsi roztlak.

Nékdy je mozno vyhlédnutou metafdzi jest€¢ dodateéné jemné roztlacit (rozt'ukat) pomoci
preparacni jehly pii pouziti slabSiho objektivu (10x). Nejlépe, pokud je metafaze na okraji
roztla¢eného pletiva a ma kolem sebe dostatek prostoru.

Nejkvalitnéjsi karyotypy (figury) byvaji po stranach roztlaku (ne uprostied).

(Spravna piiprava roztlakovych preparata viz také Dodatky na konci navodi - Nejéastéjsi problémy pfi
pripravé a hodnoceni karyologickych preparati: Krahulcova, A. (1998): Karyologie cévnatych rostlin.
Ptirucka praktického cviceni pro posluchace katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty UK Praha.)



Dobarveni chromozému acetobarvivy:
U rostlin, u nichz jsou chromozémy malo zabarveny Schiffovym reagens, provadime dobarveni
acetobarvivy.

Postup: Ke kofenovému meristému na ¢istém podloznim skle pfidame kapku barviva (acetokarmin,
laktopropionovy orcein), opatrné piilozime kryci sklicko tak, aby jednim rohem ptesahovalo ptes
okraj podlozniho skla, a velmi jemné provedeme roztlak. Poté lehce nadzvedneme okraj kryciho
skla, aby barvivo proniklo k jednotlivym butikam - toto n€kolikrat opakujeme. Preparat mizeme mirné
nahfat nad plamenem lihového kahanu, ale jen tak, aby se barvivo nevafilo. Celkem barvime asi 5
min. Potom kryci sklo upravime do sprdvné polohy a opét provedeme mirny roztlak. Prebytecné
barvivo odsajeme prilozenim prouzku ¢istého filtracniho papiru (nesmime znecistit povrch kryciho
skla!) a mizeme pozorovat mikroskopem.

Pokud se nepodaii najit buniky s rozloZenymi chromozémy, které je mozno pocitat, je
nutné postup opakovat s jinymi Spickami.

Metafazni chromozomy

— dopliikkovy material

Popis do¢asnych preparati na podloZznim skle:
(fixkou na sklo)

| ¢ C =cibule
B = bob
R = fedkvicka
fr }
fir = fruktoza
<«—> <«—> ko = kyselina octova
v ................. '

............................................... 1 _ poi’.adové éislo
il podlozniho skla
Ponechat volné misto na okrajich
podlozniho skla, kam se nedostane

objektiv mikroskopu (cca 0,5 cm).

Popis trvalych preparati na podloZnim skle:
(diamantem na sklo + po zaliti do pryskyfice obtazeni fixkou)

1 AK. A.K. —inicialy jména
C =cibule
C+B B =bob




Anatomicka stavba ristového vrcholu korene:

Apikalni meristém s vyznacenim klidového centra, proximalniho meristému
a jednotlivych oblasti v kofenové Cepicce.

1 - stfedni valec

2 - primarni kdira

3 - meristém
4 - klidové centrum
5 - kalyptrogén

6 - sloupek

7 - periferni buiiky Cepicky

Mikrofotografie roztlakovych preparati

BOB KONSKY (Vicia faba L.)

predptisobeni p-dichlorbenzenem, barveni Schiffem

Bob konisky (Vicia faba L.) - metafaze mitézy.
Z: 400x. Usecka 20 um. Foto Pavla Valova.



Bob koiisky (Vicia faba L.).
Z:1000x, imerze. Usecka 10 um. Foto Pavla Valova.

Bob koiisky (Vicia faba L.).
Z:1000x, imerze. Usecka 10 um. Foto Maro§ Préina.

CIBULE KUCHYNSKA (Allium cepa L.)

predplisobeni p-dichlorbenzenem, barveni Schiffem

Ciul,e kuchynska (Allium cepa L.).
Z: 200x. Usecka 100 um. Foto Pavla Valova.



Cibule kuchyiiska (Allium cepa L.).
Z:1000x, imerze. Usecka 10 pm. Foto Pavla Valova.

Cibule kuchyiska (Allium cepa L.).
Ptedplisobeni p-dichlorbenzenem, barveni dle Feulgena (Schiffiiv roztok),
roztlak v acetokarminu. Sipky oznaéuji satelit.

Z: 1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.

REDKVICKA (Raphanus sativum)

Redkvi¢ka (Raphanus sativum cv. Kvarta).
— chromocentra v interfaznich jadrech.
Barveni dle Feulgena (Schiffiiv roztok), dobarveni a roztlak v acetokarminu.
Z: 1 000x, imerze. Usec¢ka 20 pm. Foto Pavla Valova.



HADINEC (Echium sp.)
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Hadinec (Echium maculatJmi — priklad homogenniho karyotypu.
Chromozomy typu ,,S*.
Z: 1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.

PRYSKYRNIK (Ranunculus sp.)

Pryskyfnik (Ranunculus sp.).
2n =<100; Z: 1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.

CLOVEK (Homo sapiens)

Nakapavany preparat lidskych leukocyti. G-banding; 2n = 46.
Z: 1 500x, imerze. Foto Lenka Kucerova.



Mitoza - tabulka k doplnéni

Pocet chromozomi a jejich charakteristiky

Rostlina 2n | Velikost Typ Velikost Pocet Typ Typ podle
nejdelsiho chromo- buriky chromo- karyotypu velikosti
chromo- zomu * center (homogenni chromozomu
zOmu [pm] [um] v interfazi X heterogenni) | (,,L“x,,S%)

Redkvitka set.é X X

(Raphanus sativus)

Cibule kuchyiiska

(Allium cepa)

Bob korisky

(Vicia faba)

Clovék

(Homo sapiens) X X

* M = metacentricky; SM = submetacentricky; A = akrocentricky

T =telocentricky;  +S = se satelitem
Cviceni¢.2: MEIOTICKE CHROMOZOMY
Meiotické déleni v nezralych prasnicich pazitky
Charakteristika jednotlivych fazi meiozy:
I. déleni — redukéni (heterotypické)
profaze I — velké zvétSeni objemu jadra
leptotene - chromozoémy se jevi jako dlouha tenké vlakna,
synizeticky svazek — seskupeni chromozomu k jedné
stran¢ jadra (lepto = tenky, tene = nit)
zygotene - parovani homolognich chromozémd, vznik
synaptonemalniho komplexu, podle novych ... jiz zde prub¢h
crossing-overu (zygon = dvojity)
pachytene - homologni chromozémy formuji bivalenty; jsou viditelna mista, kde
probéhl crossing-over* (pachys = tlusty)
diplotene - desynapse, terminalizace chiasmat  (diplos = dvojity)
diakineze - chromozémy velmi zkracené, vhodné pro stanoveni
poctu chromozomii (diakino = rozpojuji)

* Podle novéjsich poznatkll crossing-over nastava jiz v zygotennim stadiu a v pachytene jiz
pozorujeme mista, kde k nému doslo.

metafaze I, anafaze 1, telofaze I a interkineze:
chiasmata jsou lokalizovana na ekvatorialni roving€, do dcefinych jader se separuji
jednotlivé celé chromozomy; Vv interkinezi nedochéazi k syntéze DNA a reduplikaci,
chromozdmy se rozvinuji a formuje se jaderna blana.

I1. déleni — ekvacni (homeotypické) (podobné jako mitdza)

profaze I1: chromozoémy jsou separovany od sebe — tvoii kiiz

metafaze 11, anafaze I1, telofaze II:
stejné jako somatické déleni, ptivodni pocet chromozémi (2n) je redukovan na
gameticky pocet (n).




Vytvoreni meiotickych preparati

Rostlinny material: nafixovana poupata pazitky pob¥ezni (Allium schoenoprasum L.)

A)

Awnh e

(fixaz alkohol-octova — 3 : 1, 24 h pti 4 °C, pak pteneseni pies 96% etanol (2x
po 15 min) do 70% etanolu a uchovavani v chladniéce pii 4 °C)

Z kvétniho toulce rostliny odebereme poupé o velikosti cca 2,5 mm — viz nakres nize.

g

A
\ 4

cca 2,5 mm

Velikost poupéte zmefime milimetrovym métitkem nebo pod preparacni lupou
s okularovym mikrometrem.
Poupé polozime na podlozni sklo, na okraj zapiSeme jeho velikost (fixou na sklo).

Popis preparati na podloZnim skle:

1 JAK zAK = Zelezity acetokarmin
LPO = laktopropionorcein

2,5 3 1 = poradové ¢islo
podlozniho skla
2,5 = délka poupéte v mm

Postup barveni prasnikii laktopropionovym orceinem:
Macerace celého poupéte ve smési 5 M HCI : 96% etanol (1 : 1)........... 10 min
Duikladné oplachnuti v destilované vodé
Odsati prebytecné vody
Vypreparovani prasniki a rozmackani na podloznim skle (pouzit zahnutou preparacni

jehlu) v kapce laktopropionového orceinu, lehce zahtat nad lihovym kahanem a nechat
chvili (2 min) barvit.

Polozeni kryciho sklicka, lehké pfitlaceni a odsati piebyte¢ného barviva prouzkem c¢istého
filtraniho papiru (pozor na znec€isténi kryciho sklicka).

Mozné oramovani preparatu (napi. lakem na nehty), aby barvivo nevysychalo.

Pozorujeme pod mikroskopem pfti zvétSeni cca 200 a 400x, ptipadné€ s imerzi pii zvétSeni
1 000x.
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B) Postup barveni prasniki Zelezitym acetokarminem:

1. Obsah prasniki vytla¢ime pomoci jehel do kapky Zelezitého acetokarminu a zbytky
prasnika odstranime.

2. Lehce nahfejeme nad plamenem lihového kahanu a nechame asi 1 min barvit.

Ptilozime kryci sklo a opatrné roztlacime.

4. Ptebytec¢né barvivo odstranime prouzkem c¢istého filtracniho papiru (pozor na znecisténi
kryciho sklicka).

w

Pozorujeme pod mikroskopem pfi zvétSeni cca 200X a 400x, ptipadné s imerzi pii zvétSeni
1 000x.

UKOLY:

1. Ve vytvoienych roztlakovych preparatech najdéte stadium meidzy, Vniz je vidét
parovani homolognich chromozémi (profaze I — diakineze) a spoditejte pocet
bivalentd; z tohoto poctu uréete haploidni a diploidni po¢et chromozémi u pazitky.

2. Rozhodnéte, zda parovani homolognich chromozému v metafazi I probiha pravidelné
nebo nepravidelné (vznikaji shluky, slepence, krouzky ... chromozomu).

3. Pomoci okularového métitka zméite velikost pylovych matetskych bunék (PMC) ve
stadiu diakineze a bunék tapeta.

4. Rozhodnéte, ktery ze dvou pouzitych zpusobu barveni meiotickych preparatd je ke
studiu parovani homolognich chromozému vhodnéjsi.

Zjisténé udaje zapiste do tabulky na konci cviceni 2.

MIKROFOTO MEIOTICKYCH CHROMOZOMU
skupina MBB C+D (5.11.2010)

PAZITKA POBREZNI (Allium schoenoprasum L.)
poupata o velikosti cca 2,5 mm

Fixace Carnoy I (96% etanol : led. kys. octova v poméru 3 : 1), uchovavani v 70% etanolu

Roztlakové preparaty, barveni Zelezitym acetokarminem

10.0 ym

B 7T

Meioza I: profazel — zygotene.
Chromozomy v bivalentech tvaru dlouhych tlustych niti; viditelné jadérko (Sipka = ). Tenky
kalozovy obal pylové mateiské bunky (PMC) (Sipka ---» ).
Z =1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.
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Meiéza I: profaze I — diplotene.
Chromozoémy v bivalentech, tvorba chiazmat (Sipka). Viditelné jadérko.
Roztlaceny protoplast bez kald6zového obalu.
Z =1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.

10.0 pm

Meiéza I: profaze I — diplotene.
Roztlaceny protoplast bez kal6zového obalu.
Z =1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.

she el
<o & W
50.0 pm 00pm
Z = 400x Z =1 000x, imerze

Meioza I: profaze | - diakineze. Chromozomy v bivalentech zrnickovitého tvaru;
vhodné stadium pro pocitani chromozému. Roztlaceny protoplast bez kalézového obalu.
Foto Pavla Valova.



Meioéza I: profaze | — diakineze.
Roztlaceny protoplast bez kald6zového obalu.
Z =1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.

Meioza I: profaze | — diakineze.
Roztlatena PMC s kald6zovym obalem (Sipka).
Z =1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.

Kal6zovy obal
pylové matetské
bunky (PMC)

Meioza I: konec anafaze .

Jednotlivé celé chromozémy na pélech PMC.
Z =1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.
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10.0 pm

Diada, konec meiozy I.
(bez kal6zového obalu)

Tvorba mezibunécné piepazky mezi vytvorenymi buitkami
(Sukcesivni - postupny - typ tvorby pylového zrna).
Z =1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.

Buiika tapeta v interfazi s velkym interfaznim jadrem.
Z =1 000x, imerze. Foto Pavla Valova.

Meioza - tabulka k doplInéni

Pocet bivalentu v meidze I — diakinezi a velikost PMC

Pocet bivalenti Velikost Velikost Parovani
Rostlina v diakinezi 20 PI\/I_C o buniky homologl’ncl:
v diakinezi | tapeta chromozomi
[wm] [pwm] [pravidelné x nepravidelné]

Pazitka pobreZni
(Allium
schoenoprasum)
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Cviceni ¢. 4:
Diferencialni barveni chromozémii, metody ZivociSné cytogenetiky

UKOLY:

a) Z predpusobenych a nafixovanych kotenovych $picek bobu a cibule zhotovte trvalé preparaty
technikou NOR-barveni.

b) Zhotovte roztlakovy preparat metafaznich chromozoému z mozkovych ganglii larvy drozofily.

A) Metoda barveni organizatoru jadérka a jadérka v interfaznim jadie,

NOR-banding
PRACOVNI POSTUP:
Material: kotenovy meristém cibule kuchynské (Allium cepa L.) a bobu koniského (Vicia faba L.)
Pi'edpusobeni: p-dichlorbenzen .... 4 hod.
Fixace: Carnoy | (3:1)*
Hydrolyza: 5M HCI . . 25 min., laboratorni teplota
Roztlak: V kapce 45% kysehny octoveé, kryc1 sklo odstrante ptes suchy led (tekuty dusik) a roztlak
dehydratujte v 96% etanolu (2 x 5 min), poté dejte preparat susit na vzduch.
Barveni: Na roztlatené bunky pipetujte 10 pl Zelatinového roztoku (1.) a 20 pl 50% AgNO;

roztoku (2.). Piikryjte krycim sklem a polozte na topnou desku vyhiatou na 70 °C. Asi po
2 min barvici roztok zhnédne.

Potom kryci sklo smyjte nad kddinkou™* pomoci teplé destilované vody ve stiikacce.
Preparéat vysuste na vzduchu a uzaviete do Euparalu nebo DePeXu (ptes xylén).

1. roztok — 2% praskova potravinaiska zelatina s kyselinou mraven¢i (lg Zelatiny
rozpustit v 50 ml dest. vody a ptidat 0,5 ml kyseliny mravenci)

2. roztok - 50% vodny roztok AgNO3 (0,59 AgNO;3 rozpustit v 1 ml dest. vody)
Upozornéni: Protoze pracujeme s AgNO;, coZ je jed, pracujeme v ochrannych rukavicich a dbame,
abychom se roztokem nepotiisnili.
Pozorovani:
Na uzavieném preparatu pozorujte zluté zbarvena interfazni jadra a uvnitf jadra tmavé hnédé (piip. erng)
zbarvena jadérka. Na satelitnich chromozdmech se specificky barvi organizator jadérka — chromozémy
jsou zluté, NOR je vidét na nejvétsim chromozomu jako tmavy pruh.

! ? C= ciui
= cipule
NOR NOR = NOR-barveni
AK.
A.K. — inicialy jména

2 R R = fedkvicka

NOR NOR = NOR-barveni

AK. A K. —inicialy jména

* Predptisobeni a fixace jiz pfedem; material uchovavany v 70% etanolu.
** Roztok s AgN03 je jedovaty — nevyléva se do odpadu, ale dava se zvlast’ do nebezpeéného odpadu

Vv

15



NOR-banding u cibule.
Buiiky kofenové $picky cibule seté (Allium cepa)
po barveni dusi¢nanem stfibrnym.
Z: 400x. Usecka 50 um. Preparat Dagmar Smitalov4, foto Pavla Valova.

NOR-banding u bobu.
Bunky kofenové $picky bobu konského (Vicia faba)
po barveni dusi¢nanem stfibrnym.
Z: 400x. Usecka 10 a 20 pm. Preparat a foto Pavla Valova.
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B) Mitéza pozorovana na neuroblastech drozofily
—rychla roztlakova metoda

Nejvhodnéjsi bunky pro sledovani mitézy u Dipter jsou neuroblasty z mozkového ganglionu larvy,
kde jsou chromozomy dostate¢né velké. Ganglion lezi dorzalné od slinnych zlaz (viz obr. nize).

Material: larvy drozofily (Drosophila melanogaster Meig.) 3. instaru (tj. tésné pred
zakuklenim, kdy vylézaji na sténu kultiva¢ni nddoby), pochazejici z kultury
s nadbytkem potravy; chov pfi 18 °C)

Barveni: roztlak v kapce laktopropionorceinu

PRACOVNI POSTUP:

1. Larvu polozime na podlozni sklo do kapky fyziologického roztoku pod binokularni lupou.
Jednou preparacni jehlou pfidrzime larvu za Gstni ¢ast (tmavé chitinové hacky), druhou asi
uprostied t¢la. Tahem jehel oddélime hlavovou ¢ast s mozkovymi gangliony (viz obr. nize).

2. Odstranime nezddouci ¢asti (zbytek larvy, tukovou tkan).

3. Mozkova ganglia pfeneseme na Cisté podlozni sklo a ihned zakdpneme laktopropionovym
orceinem (burniky nesmi vyschnout). Barvivo nechame pusobit asi 10 minut (muZzeme lehce
zahtat nad lihovym kahanem).

4. Ptilozime kryci sklo a jemnym tlakem bunky ganglia roztla¢ime. Preparat opatrné zahiejeme
(barvivo nesmi vafit; teplotu podlozniho skla kontrolujeme hibetem ruky).

5. Piebytecné barvivo odstranime piekrytim preparatu prouzkem cistého filtra¢niho papiru.

Pozorujeme pod mikroskopem pii vétsim zvétseni (400x a potom 1 000X S imerzi).
Pozorovini:
Buiiky mozku jsou velmi drobné (cca 5 pum). Pozorujeme nabarvena jadra a v nékterych i jadra
vV mitdéze, pfipadn€¢ v metafdzi. Chromozomy jsou velmi drobné, na rozdil od ,obrovskych®
polyténnich chromozémii celkova délka metafaznich chromozéma méfi 7 pm!
V dobfte roztlaené butice v metafazi je vidét 8 chromozomu (viz obrazky nize):
1. par pohlavnich chromozémil - chromozém X - je ty¢inkovitého tvaru, chromozém Y ma tvar ,,J*.
Dva dlouhé chromozémy tvaru ,,V* predstavuji 2. a 3. chromozémové pary, pficemz 2. chromozém
je ponékud kratsi nez 3. chromozom.

Parovy chromozom 4 je velmi maly a jevi se jako tecky.

Na nékterych preparatech je mozné vidét i jednotlivé chromatidy.
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Roztrzeni larvy drozofily za pomoci dvou preparacnich jehel

Schéma rozloZeni organi u larvy drozofily
(Drosophila melanogastrum Meig.)

YODIODOooeS s "=
noods
it

oot

(3

{73
1 1

1 s

L ip

Cefalofaryngedlni skelet
Hltan

Tracheje - usti

Kruhova Zlaza

Mozkova ganglia

Jicen

Zaludeéni oblast
Predzaludek

. Predni Malphigiho trubice
10. Stfedni stfevo

11. Tukové téleso

12. Vajecnik

13. Zadni stfevo

14. Tracheje

15. Zadni Malphigiho trubice
16. Anélni otvor

17. Bfi8ni ganglion

18. Slinna 7Zlaza

19. Semenny vacek

20. Zadni otvor pro dychani

© oo N akrwdE

18



Drosophila melanogaster Meig.

Schéma normdlnich chromozémii (2 n = 8) u samecka a sami¢ky v metafazi:

Celkova délka metafiaznich chromozomu = 7,5 pm

Celkova délka polytennich chromozému '= 1180 pm

chromozém X - 220 um

chromozém 2 - 460 um
chromozom 3 - 485 um
chromozom4 - 15 um

Mitoticka metafaze u D. melanogaster (samecek)
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metafazni &
chromozémy

Metafazni chromozémy vV mozkovych gangliich drozofily.
Z: 1 000x (imerze). Usecka 10 pm. Foto Pavla Valova.

CVICENI ¢&. 3:
IZOLACE CHROMOZOMU

Pracovni postup:

Material: kotenovy meristém bobu (Vicia faba L.)
Synchronizace: 2,5 mM HU* . tteeeerereenneenneenneens. 18 hod.
Akumulace metafazi: 2,5 yM APM* weerveenneenee. . 2 hod.
FixaZ chromozomii: TRIS fixaz + 4% formaldehyd .......... 30 min, 5 °C
Promyti: TRIS pufr ... rrtereeeeieiee. 3 X 5 min

Izolace chromozomu: 20 Spicek na Vzorek homogemzace 1 500 ot./18 s
filtrace ptes S0um filtr
Barveni: DAPI - pracovni roztok**

Képnuti 3 pl suspenze na podlozni sklo.
Pozorovani ve fluorescenénim mikroskopu (s fluorescenéni kostkou na DAPT — WU).

* HU = hydroxymocovina, APM = amiprophosmethyl

** viz. DODATKY v Skriptech ,,Cviceni z cytotaxonomie a cytogenetiky“: Piiprava vybranych barviv
a roztokt
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DODATKY

POSTUP FIXACE ROSTLINNEHO PLETIVA (k barveni chromozémii)

1.den

- odebrat (odstfihnout) alesponi 10 ks 1 cm dlouhych kofenovych $picek (nejlépe rano)

- vlozit do epruvetky snasycenym roztokem paradichlorbenzenu (jedovaty!!!) na 4 hod.
k predpiisobeni (pti pouziti 0,1% vodného roztoku kolchicinu (Jed!!!) doba piisobeni 2 - 2,5 hod.)
oznacit vzorek + datum fixace (bily papir, obycejné tuzka)

- 2x proplachnout destilovanou vodou po 15 min (pozor na zaménu kotinkt)

- nalit Cerstvé pfipraveny fixa¢ni roztok (Carnoy I, tj. FAE, alkohol-octova fixaz, 3 : 1 =3 dily 96%

etanolu a 1 dil led. kyseliny octové)
Pozn.: nejlépe nalit trochu fixaze, vylit a zalit novou davkou fixaze az po okraj (50x vice nez
vzorek)

- nechat pies noc v chladnicce pii 4 °C

2.den
- vylit fixaz (pozor na ztratu kotink)
- 2x proplachnout 96% etanolem po 15 min ptisobeni
(Pozn.: kyselina octova se musi dostat pry¢ z pletiva)
- zalit 70% etanolem
- ulozit do chladnicky (4 °C) k dlouhodobému uchovani (0,5 az 1 rok)

POZOR: Pri praci s fixaZi pouzivat ochranné gumové rukavice a ochranny kryt na o¢i!

Sterilizace semen

SAVO dezinfence
100 ml/11 (1 ml/10 ml vody) .......... 3 min
Proplachnout sterilni destilovanou vodou.

2-3% SAVO (chlornan sodny 5-7% akt. Cl)
0,02 - 0,03 I/1l
tj. 80 ml/4l ....... tj. 20 ml/1
Proplachnout sterilni destilovanou vodou.

Sterilizace semen vojtéSky na embryogenezi (asepticka kultivace)
- oplachnuti v 70% etanolu
- 5% chloramin 30 min
- proplachnuti sterilni destilovanou vodou — 8x

Nejcastéjsi problémy pri pripravé a hodnoceni karyologickych preparata

(Podle Krahulcova, A. (1998): Karyologie cévnatych rostlin. Pfirucka praktického cviceni pro
posluchace katedry botaniky Ptirodovédecké fakulty UK Praha.)

V meristémech je malo nahromadénych metafazi, intenzita bunécného déleni je nizka.

Vyzkouset riznou dobu trvani pfedpusobeni, pfipadné teplotu. Pokud mame moznost, vyzkousime i
jinou chemikalii. V pfipad¢ pouziti kolchicinu, ktery ma velmi Siroky zabér (ucinkuje na Siroké
spektrum taxonil), pozor na jeho vhodnou koncentraci: pletiva vystavena piili§ vysoké koncentraci
kolchicinu maji jadra s chromozoémy jakoby nabobtnalymi a slepenymi dohromady, tvoficimi utvar
podobny klubicku. Tento stav se jiz neda zménit a takové preparaty jsou zcela nepouzitelné. Prili§
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dlouha doba ptedplisobeni vede obvykle ke vzniku tzv. endomitdz, vznikajicich rozdélenim
chromozémi bez soucasného rozdéleni jadra. Takové bunky byvaji v pletivu rozpoznatelné podle
toho, ze obsahuji dvojnasobny pocCet chromozomt, sestavajicich jen z jedné chromatidy (jsou oproti
,hormalnim® chromozémim v ostatnich buiikdch o polovinu ten¢i). Chyba mize spocivat i v
nespravném odebirani pletiv, kde chybé&ji aktivné se délici buniky. Optimalni doba odbéru (zvlasté v
terénu v teplych dnech) byva rano az ¢asné dopoledne. Zacatecnikiim nékdy ¢ini potize i1 rozpoznani
aktivné rostoucich kofinkii s meristematickou $pickou (kofinky nesméji byt ani pfili§ prerostlé, ani
zaschlé).

Buiiky jsou na preparatu Spatné rozprostiené, tvoii vice piekryvajicich se vrstev.
Opatrné prodlouzit dobu macerace, piipadné zvysit koncentraci HCI (pokud pouzivame maceraci za
tepla).

Preparat neni Cisty, pozorovani rusi kousky vysraZzeného barviva.

Tento problém nastava pii pouziti laktopropionorceinu, pokud jsme dostate¢né neodsali ptebytecnou
vodu na podloznim sklicku pfed barvenim a rozmacknutim objektu. Zminény roztok barviva se pfi
delsim skladovani rovnéz postupné srazi a je tfeba jej obcas prefiltrovat.

Kryeci sklicko praska.

Pro pozorovani preparati imerznim objektivem (zvétSeni 60x, 100x) volime tenka kryci sklicka
(oznacena ¢. 0), ktera jsou ale pomérné kiehka. Jejich praskéani pii roztlaku kofenovych $picek
mizeme omezit dokonalym vypranim objektii tak, aby na nich neulpivaly zbytky substratu (zrnka
pisku, ¢astecky pady). Pozor na pfilisny tlak na sklicko pti dodate¢ném rozmackavani objektu!

Buiiky jsou potrhané, chromozémy ,,rozhazené“ mimo ptivodni jadra.
Zmirnit tlak pfi rozmackavani tkani nebo zkratit dobu macerace.

Cytoplazma se pirebarvuje.

Objekty mohly byt pfili§ dlouho uchovavané ve fixaéni smési: tomu lze piedejit jen nezbytnou dobou
fixace a nasledovnym skladovanim materialu v 70% etanolu az do dal§iho zpracovani. Nékdy pomuze
k projasnéni cytoplazmy macerace za tepla (1M HCI pti 60 °C) misto jednodussi macerace za studena
ve smési HCl-etanol. Dals§i moznosti je pouziti karminu misto orceinu jako jaderného barviva (orcein
barvi chromozomy intenzivnéji nez karmin, ale obvykle ¢astéji prebarvuje cytoplazmu).

Chromozomy jsou malo intenzivné obarvené.

Spatnd barvitelnost chromozémii miize byt zptisobena piili§ dlouhym skladovanim materialu nebo
nedokonalym vypranim vodou mezi predplsobenim, fixaci, maceraci a barvenim. Chromozoémy
nekterych taxonomickych skupin jsou skutecné obtizné barvitelné jak orceinem, tak karminem. Lze
pro n¢ vyzkouset i jind jaderna barviva a jiné postupy. Slabé obarvené nebo viibec neobarvené
struktury Ize dobte studovat pfi pouziti mikroskopu s fadzovym kontrastem.

Chromozomy ve stadiu metafize jsou usporadany prili§ blizko sebe nebo neleZi v jedné vrstvé.
Pokud jsme jinak s kvalitou preparatu spokojeni (chromozémy jsou dostatecné obarvené a s jasnymi
obrysy), miizeme si pomoci jemnym roztlacenim piislusné metafdze preparacni jehlou piimo pod
mikroskopem. K tomu jsou nejvhodnéjs$i metafaze umisténé na okraji roztlaéeného pletiva, které maji
kolem sebe dost prostoru. Metafazi si najdeme na preparatu pod méné zvétSujicim objektivem
(obvykle 10x nebo 16x), prstem pfidrzime roh kryciho sklicka a Spickou preparacni jehly opatrné
piislusné misto roztlatime za soucasné kontroly v okularech mikroskopu. Tlak musi byt zpocatku
velmi jemny, vysledek stale kontrolujeme mikroskopem. Tento postup vyzaduje zkusSenost a cvik -
pokud chromozomy rozmackneme pfili§ intenzivné, je zpocCatku casto velmi p€knd metafaze
nenévratné znicena.

V jedné metafazi je prili§ mnoho chromozomi, nejsou v§echny zarovei dobie zaostiené,

obtizné se pocitaji.

Je-li k dispozici kreslici zafizeni, vypomlzeme si schematickym zakreslovanim jednotlivych
chromozoémi pii soucasném jemném proostiovani. Mlizeme vyzkousSet i pocitdni chromozémi v
zarode¢nych bunkach (v pylovych matefskych bunkach), které jiz prosly redukénim délenim a kde je
chromozémovy pocet poloviéni oproti bunikam somatickym.
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Priprava trvalych preparati metodou odstranéni kryciho sklicka pomoci
zamrazeni:

- roztlak objektu pomoci kryciho sklicka v kapce 45% kyselin€ octové

- ponofeni preparatu s roztlakem do tekutého dusiku (-196 °C) nebo poloZeni preparatu na povrch
tuhého CO; (-70 °C)* na tak dlouho, az Vv piipadé v piipadé pouziti tekutého dusiku se
piestanou vytvaret pary dusiku (preparat piestane ,,syéet) nebo v pfipadé pouziti tuhého CO,
povrch kryciho sklicka zbéla

- okamzité odstranéni kryciho sklicka ziletkou

- neprodlené pieneseni preparatu do 96% etanolu na 5 min a pak do 100% (mozno i 96%) etanolu na
10 min

- vysuSeni preparatu na vzduchu

- uzavieni krycim sklickem do uzavirajiciho média (Euparal, DePeX)

Conger A.D., Fairchild L.M., 1953. A quick-freeze method for making smear slides permanent. Stain
Technol. 28: 281-283.

* Pracujeme v ochrannych rukavicich a v pripadé tekutého dusiku i S ochrannym S§titem na o¢i!
Yy prip Yy

Meéreni velikosti mikroskopickyvch objektu - méreni délky a Sirky

Mikroskopické objekty nemtizeme vhledem k jejich malym rozmérim méftit piimo, ale pouze
zprostiedkované. Pii meéteni délky a Sifky mikroskopickych objekti pouzivame dvé méritka:
objektivové a okularové.

Objektivové méritko (objektivni mikrometr) je brousena sklenéna desticka velikosti
podlozniho skla, na niz je uprostied v kruhové zo6né vyryto nebo fotografickou cestou naneseno
méfitko v celkové délce nejcastéji 1 mm, délené na 100 dilkd. Jeden dilek pak odpovida délce 0,01
mm, tj. 10 um.

Okularovy mikrometr je sklicko vlozené v okularu v roving€, kde vzniké4 obraz pozorovaného
predmétu (j. v misté okularové clony), a opatfené tiseCkou o celkové délce 1 cm rozdélené na 100
dilkt (ptipadné o usecce 0,5 cm délené na 50 dilkt). Okularové métitko je na rozdil od objektivového
oc¢islované. Pii jeho pouziti vidime v okularu obraz pfedmétu a meéfitko soucasné. Ve srovnani
s objektivovym meétitkem, kde jeden dilek ma konkrétni absolutni hodnotu (10 pum), je okularové
méfitko relativni, protoZe skute¢na délka jednoho dilku zavisi na pouzitém objektivu a méni se s jeho

zvetSenim.
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Urceni mikrometrickych koeficientu (k) pro jednotlivé objektivy $kolniho
mikroskopu CHK-2:

Pomiicky: objektivové méritko (objektivni mikrometr) — (OB métitko)
okularové méritko (okularovy mikrometr) — (OK meéfitko) vlozeny do okularu na
clonku, stupnici dold
ptipadné samostatny metici okular 10x pro mikroskop CHK-2 sjiz vestavénym OK
meétitkem

Postup méreni:
1. Na stolek mikroskopu vlozime misto preparatu objektivové méfitko.

2. Okularem s méfitkem zaostiime objektivové méfitko.

3. Obé meritka srovname do rovnobézné polohy otocenim okularu a posunem objektivového métitka
na kfizovém stolku tak, aby se vzajemné piekryvaly.

4. Objektivni mikrometr posouvame az do okamziku, kdy se jeho pocatecni ryska kryje s pocatecni
ryskou OK méfitka. Hledame pak, ktera dalsi ryska OK méfitka se piesné kryje s nékterou
ryskou OB méfitka a spocitame, kolik dilkd OK a OB stupnice se vzdjemné rovna.

5. Vypocitame mikrometricky koeficient (k) pouzitého objektivu podle vzorce:

pocet dilkli OB métitka . 10
k= - [um]

odpovidajici pocet dilkit OK métitka

Mikrometricky koeficient udava, kolika mikrometrim odpovida jeden dilek OK méfitka pro dany
objektiv.
6. Vypocitané hodnoty K pro jednotlivé objektivy Skolniho mikroskopu zapiSeme do tabulky.

Poznamka:
Mikrometricky koeficient plati jen pro urcity objektiv, okular a danou délkou tubusu. Méni-li
se nektera z téchto slozek, musi se koeficient vypocitat znovu.

Mikrometricky koeficient (k)
pro objektivy $kolniho mikroskopu CHK-2 Olympus:

ODJ. 4X e e, k=25 [um]
0Dj. 10X wvovviieiiiicene k=10

00j. 20X vt e k=5

(0] o] TR0 )T QU k=25

obj. 100x (imerze) .......... k=1
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