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Sylabus cviceni:
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Uvodni cvi€eni: Program na semestr, pouceni o bezpetnosti prace v cytologické laboratofi.
Seminarni prace. Zaklady mikroskopovani na Skolnim mikroskopu.

Identifikace chromozomu — | - Mitéza:

Historie cytogenetiky, principy mikroskopie, techniky barveni chromozomitl. Metafazni
chromozomy V kofenovych Spickach cibule, bobu a fedkvicky - predpisobeni, fixaz,

macerace, barveni. Feulgenova reakce, priprava roztlakovych a trvalych preparatii - vyhodnoceni
vlastnich preparatt.

Diferencialni barveni chromozomii, metody Zivocisné cytogenetiky:
C, Q, G, N—banding. Barveni jadérka a organizatoru jadérka— NOR u bobu a cibule. Metody
ZivoCisné cytogenetiky. Preparace a barveni mozkovych ganglii Drosophila melanogaster.

Identifikace chromozému — 11 - Meiéza:

Chromozomy v meidze. Rychlé barvici techniky v rostlinné cytologii - orcein, karmin, barveni
hematoxylinem. Barveni prasnikt pazitky (Allium schoenoprasum)
laktopropionorceinem a zelezitym acetokarminem, orientace ve fazich meiodzy a presny
popis vlastniho meiotického preparatu. Demonstrace riiznych karyotypt rostlin a Zivocichil.

Velikost genomu, aneuploidie:
(pracoviste UEB Olomouc — Mgr. Jan Vrana, Ph.D.)
Materialy ke cviceni budou dodany dodatecné.

Metody humanni cytogenetiky:

Cytogenetika a molekularni cytogenetika hematologickych malignit.

Piednaska Mgr. Heleny Urbankové, Ph.D. a exkurze v laboratofich Hemato-onkologické
kliniky FN a LF UP v Olomouci (Teoretické ustavy LF UP, Hnévotinska 5, 6. Patro)



Zapoctovy test—termin po dohodé

Podminky k udéleni zapoctu:
1. 100% ucast na cvicenich
2. vypracovana semindrni prace
3. zapoctovy test (70% tspesnost)

Pozadavky na seminarni praci:

Témata: - vybrat konkrétni problematiku z doporuc¢enych témat nebo dle vlastniho vybéru
tykajici cytologie a cytotaxonomie (na konkrétni t¢éma se mohou hlésit maximalné
3 studenti)
- zam¢fit se 1 na novinky v danych zékladnich tématech

Formadlni pozadavky: cca 3 strany na PC, format A4; pismo Times New Roman 11 nebo 12,
fadkovani 1,15. Zarovnat do bloku. Uvést zdroje informaci; pouzit nejméné 3 zdroje citaci (alesponi
jedna citace z odborného ¢lanku nebo z knihy; zdroje spravné citované) a text doplnit o obrazky
nebo schémata (vzdy zdroj; zdroj uvadét hned pod obrazkem).

Soubor poslat (ne ve formatu PDF) na mail vedouciho (valovapavla@centrum.cz) s ozna¢enim:
pFijmeni autora, kod cviceni, nazev prace (zkracené) (bez hacek a ¢arek) a rok vypracovani.
Priklad: Kacirova CCGSB_Philadelphsky chromozom 2016

Pozn.: Seminarni prace nesmi byt okopirovana a musi byt nejen z odborného, ale i jazykového
hlediska v pofadku a napsana v souvislém textu (ne jako osnova).

Doporuéena témata seminarnich praci do Cviéeni z cytotaxonomie a cytogenetiky
(KBB/CCGSB)

Téma Jméno 1 Jméno 2 Jméno 3

Aberace

Albert Levan

Alternativni prodluzovani telomer

Amniocentéza

Aneuploidie u ¢loveka

B — chromozémy a jejich vyznam

Banding

Bunécné cykly (netiplné bunééné cykly)

Cytogenetické nastroje pro uréeni
cytotaxonomie a evoluce karyotypu

Diagnostika nadord na chromozomalni
urovni

Downtiv syndrom

Eugenika

Genetika ¢lovéka

Genetika melanomu

Genetika rostlin

Genetika zivo¢ichu

Genomové mutace

Genova terapie

GFP a jeho vyuziti

Historie objevu chromozému

Chromozoémové pocty a jejich vyznam
pro taxonomii problematickych roda

Chromozdémova teritoria

Chromozdémové aberace

Inhibitory telomerazy

Karyotyp ¢lovéka

Marfanliv syndrom

Meioticky tah



mailto:valovapavla@centrum.cz

Metody barveni chromozémil

Metody studia chromozoémii

Milniky cytotaxonomie

Molekularni metody v cytogenetice

Nobelovy ceny v cytogenetické a
cytotaxonomické oblasti

Novy pohled na B-chromozémy

Philadelphsky chromozém

Pohlavni chromozomy

Polyploidie — vyznam pro evoluci

Polyploidie u krytosemennych rostlin

Polyploidni trovné u vybranych roda

Poskozeni a reparace DNA

Prenatalni diagnostika

Prttokova cytometrie a jeji vyuziti
v cytogenetice a cytotaxonomii

Rekombinace a jeji vyznam pro
genetickou variabilitu

Telomery

Teorie sobeckého genu

Vektory pouzivané pti klonovani

Vyvoj cytologickych barvicich technik

Vyznam cytotaxonomie

Vyznamné mezniky v historii
cytogenetiky — vlastni vybér

Vyznamné osobnosti v cytotaxonomii a
cytogenetice (Barbara McClintock,
Walther Flemming, Albert Levan ...)

Vznik nddorového onemocnéni

Y — chromozém

Doporucené zdroje:

Zajimavé ¢lanky:  http://www.osel.cz

Esej: George Klein: Ateista a Svaté mésto a jiné eseje (Cisafovy nové Saty). Vesmir 79, 166,
2000/3.

Campbell N.A., Reece J.B.: Biologie. Computer Press, a.s., Brno, 2006.

Kocarek E., Panek M., Novotna D.: Klinicka cytogenetika I. Skriptum UK 2. LF, Karolinum,
Praha, 2006.

Lewis R.: Human Genetics, Concepts and Aplications, 9th edition, The McGraw-Hill Companies,
2010.

Pritchard D.J., Korf B.R.: Zaklady 1ékaiské genetiky. Galén, 2007.

Snustad D.P., Simmons M.J.: Genetika. Masarykova univerzita, Brno, 1. vydani. 2009.

Strachan T., Read A.: Human molecular genetics. Taylor & Francis Group, LLC., Garland Science,
2011.

Thompson & Thompson: Genetics in medicine. 6. Vydani. W.B. Saunders Company, Philadelphia,
2001.
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https://cupress.cuni.cz/ink2_ext/index.jsp?include=naklTituly&id=11732

Zasady bezpecénosti prace

1. Kazdy student je povinen znat a dodrzovat zakladni bezpe¢nostni predpisy pii praci s
ohném, elektrickym proudem a chemikaliemi (zv1ast nebezpecné jedy, ostatni jedy,
kyseliny, zasady). Proskoleni provede na pocatku kurzu vedouci cviceni.

Kazdé poranéni hlasit vedoucimu cviceni a Grazy zapsat do "SeSitu tirazt".

3. Piistup do laboratofe maji pouze osoby, které tam pracuji. Studenti se mohou
pohybovat pouze v prostorach vyhrazenych ke cviceni. Plati ptisny zdkaz manipulace
se zafizenim a pfistroji, které nejsou urceny k provadéni konkrétniho cviceni.

4. Vstup do laboratofe je povolen pouze v preziivkach a ochranném laboratornim plasti
(ne z umélych tkanin!).

5. Kazdy student zodpovida za prabéh své prace, za svéfené zafizeni, pfistroje, naradi a
material a za udrzovani poradku a ¢istoty na pracovnim stole.

6. V laboratofi plati zakaz piti, jidla a kouteni. K piti nikdy neuZzivat laboratorni nadobi.

7. Vodovodni odpad se nesmi znecistovat pevnym odpadem (zapalkami, filtracnim
papirem, agarem a pod.)

8. Po ukonceni cviCeni je nutné vypnout piistroje a zafizeni, schovat pfistroje, vratit
nastroje a zaptj¢ené pomucky, umyt pouzivané sklo a nafadi a uklidit pracovni misto.

9. Po ukonceni nebo pfi preruseni prace si pofadne umyt ruce.
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Poznamky:
Prace s chemikaliemi:
= Pouzivat ochranné pomiicky (gumové rukavice)

= Pfi politi kyselinou — dukladné omyt tekouci vodou a neutralizovat 1% roztokem

NaHCO3 (hydrouhlicitan sodny)

= Pfi politi louhem — dbtkladné¢ omyt tekouci vodou a neutralizovat 1% roztokem

kyseliny octové (pfip. citronovou §t'avou)

=  Pfi zasazeni oci — oplachovat delsi dobu pod proudem vody, vyhledat lékare!!!

= Pfipoziti kyseliny — vypit suspenzi oxidu hotecnatého ve studené vode
= Zasada pfi zfed’'ovani kyselin: Kyselinu vlévat pomalu do vody!!!
= Nikdy nepipetovat asty!!! (pouzivani pipetovacich nasadct)

Urazy elektrickym proudem:
= Nemanipulovat s elektrickymi $itirami, zdsuvkami, zZarovkami

= Pfi vypinani $ntry elektrického spotiebice vzdy pridrzet zasuvku rukou
= Znat umisténi hlavniho vypinace elektrického proudu pro laboratot

Nebezpeci pozaru:
= Znat umisténi hasicich pfistroji na pracovisti, jejich napln a pouziti
= Znat umisténi tnikového vychodu z pracovisté

= V ptipadé vzniku pozaru uhasit pozar dostupnymi hasebnimi prostiedky nebo provést

opatieni k zamezeni jeho Sifeni

= Vznik pozaru ohlasit (nebo zabezpecit jeho ohlaseni) na HZS Olomouc (telefonni ¢islo
150) auvést - kde hofi (i mésto Olomouc — Ustfedna je v Brné!), co hofi, kdo vola,

odkud vola (tel. ¢.), zranéné osoby a vyckat na zpétny dotaz u telefonu
= Provést opatieni pro zachranu ohrozenych osob a majetku
=  Potom vznik pozaru ohlésit policii (tel. 158, 156)

Diilezita telefonni Cisla: Rychla zachranné sluzba - 155

Tisnové volani (Evropa) - 112 (ptedevsim pro cizi

statni pislusniky)
Lékarska sluzba prvni pomoci - 585 544 444

Policie - tistiové volani - 158
Meéstska policie - 156
Hasici - 150

Informace o telefonnich ¢islech - 1180



DalSi zasady prace v laboratori:

opatrnost pii umyvani laboratorniho skla

neochutnavat chemikalie

nepokladat zatky od chemikalii na pracovni stoly

pfi praci s hoflavinami dbat na dobré odvétravani par, které se mohou vznitit od okolniho
plamene nebo tepelného zdroje

pii rozliti hotflaviny zhasnout hotaky, vypnout elektrické spottebice v pojistné skiini,
intenzivné¢ vétrat

pfi praci s lihovym kahanem pozor!!! - plamen je svétle modry a nebyva zietelny; dbame
na to, abychom delsi vlasy méli sepnuté gumickou a do blizkosti kahanu nedavali hotlavé
predméty

pozor na mozné nahromadéni par etanolu nad lihem v lihovém kahanu a jejich ptipadné
vzniceni pii zapalovani knotu kahanu

pti vzplanuti malého mnozstvi lihu v kadince udusit plamen poloZenim nehotlavé misky
(Petriho miska) na kadinku, malé mnozstvi hoticiho lihu nechat vyhotet (z okoli odstranit
hotlavy material), ptipadné k uduSeni plamene pouzit vlhky hadr

pii praci s éterem dbat zvySené opatrnosti (moznost vzniceni ¢i vybuchu i od horkych
soucasti) a intenzivné vétrat

HaSeni poZaru na pracovisti:

Pfi vzniku poZzaru je nutno zachovat klid, neztratit duchapfitomnost a okamzité a celné
zasahnout.

Nejprve pomlizeme osobdm zasazenym plamenem (uhaSeni odévu), potom vypneme
elektfinu a odstranime hotlaviny z blizkosti plamene.

Pozar mensiho rozsahu (napt. hotici kapalina v nadobach) se snazime zadusit ptiklopenim
vika nebo vlhkym hadrem.

Voda neni vhodna na haSeni latek, s nimiz reaguje za tvorby hoflavych plynd. Je vhodna
na haseni hoticiho lihu (dobfe se s nim misi). Elektrické vedeni se vodou nehasi !!!

Hasici pristroje:

Praskovy PHP (obsahuje univerzalni hasici prasek), dochazi k poklesu energie potiebné

k hoteni a izoluje hotici predmét od okolniho vzduchu. Je vhodny na zhnouci pevné latky,
na kapalné latky (benzin, olej, laky, dehet), na plynné latky (acetylen, metan, vodik), na
zatizeni pod elektrickym napétim do 1 000 V. Nevhodny na volné uloZené organické latky
(piliny, prachy, potraviny — mouka, volné ulozeny papir). Uvedeni do provozu — viz navod
na obalu.

Snéhové pristroje (obsahuji kapalny CO, ) jsou vhodné k haseni potravin a hoflavych
kapalin, v¢etné acetylénu. Muzeme jich vyuzit k haSeni elektrického vedeni pod proudem.
Nesmi se hasit prach a voln¢ ulozené organicke latky.

Pénové pristroje se pouzivaji k haseni vSech mineralnich olejt, benzinu, tuki, dehtu, lakt
a vSech organickych hmot. Nehodi se k haseni lihu, éteru, které chemickou pénu
rozkladaji. Nesmi se pouzivat k haseni zafizeni pod elektrickym proudem!

Nelze-li pozar zlikvidovat vlastnimi silami, je nutné volat hasice
(tel. 150) M



CVICENI C. 1
METAFAZNI CHROMOZOMY

HISTORIE CYTOGENETIKY

Historie cytogenetiky je spojena s vynalezem mikroskopu a se studiem buiiky.

1600 - 1700: Vynalez drobnohledu. Doba klasickych mikroskopikd — objeveni zakont svétla,
vznik geometrické optiky.

Pted 300 lety zacali prvni biologové svymi primitivnimi mikroskopy studovat biologicky
material od kiry stromi (Hooke) az po lidské spermie (Leewenhoek). Mikrotechnika se rozvijela
od svych jednoduchych pocatki, kdy byly zkoumany rostlinné ¢asti bez dalsi Gipravy.

Hans a Zachariash Jannsenovi (otec a syn)
Kolem roku 1590 byl vyvinut prvni slozeny (kompaundni) pouzitelny mikroskop (viz obr.)
Zvétsoval 60x.

Zdroj: propagacni materialy Olympus
Francesco Stelluti (1585-1630)
Ital, pouzival Galiletiv mikroskop. Prvni kresba véely pomoci mikroskopu r. 1625, publikace o 5 let
pozdé&ji v Rimg.

F. Stelluti: Kresba véely; detail slozeného oka (zdroj Google)
Robert Hooke (1653-1703)
Anglicky badatel. Prvni spravce ptistroji Kralovské spole¢nosti v Londyné.
Roku 1665 pozoroval tenké fezy kiirou korkovniku pod slozenym mikroskopem a objevil, Ze se
skladaji ze soustavy malych komurek a pfipominaji plastev medu. Latinsky je nazval cellulae
(celula = buiika; cely mnichit). Slovo buiika pouZil, aby popsal malé boxy nebo pory, které vidél
pod mikroskopem. V§echna pozorovani piedstavil ve své publikaci ,,Micrographia“ (1665). Je to
38 médénych desti¢ek s detailnimi popisy Hookovych pozorovani a interpretaci. Zahrnuji popisy
blechy, vsi, slozeného oka mouchy. Vétsinu kreseb si délal sam.
Prestoze vyroba skla byla jiz velmi dobfe vyvinuta v antice, o¢ni cocky pro optické pozorovani
byly v Evropé vyvinuty nejprve jako o¢ni ¢o¢ky nahrazujici dne$ni bryle. Hookav mikroskop z r.
1665 byl slozen zvice Cofek. Kondenzor se skladal z vodou naplnéné koule a dalsi Cocky
Kk soustiedéni svétla. Zvétseni, kterého dosahl, nebylo vétsi nez 150x. Hooke pozoroval bunky
v kouscich kiry, omatidia ve slozeném oku mouchy, Supiny na téle mola a mnoho dalSich detailt
zvirat, rostlin i nezivych objektu.
(Traduje se, ze Robert Hooke byl pry ve véde tak dobry, ze mu i Newton, jeho soucasnik a nejvétsi ucenec té
doby, zavideél.)




Marcello Malphigi (1629-1694)
Italsky anatom (profesor v Bologni). Pouzil mikroskop ke studiu organti a tkani rostlin a Zivoc¢ichu.
Jeho anatomie rostlin (prace "Anatomia plantarum"” — 1679) se zaklada na mikroskopickém
vyzkumu jak vnitini stavby, tak i morfologie.
Nehemiah Grew (1641-1712) — soucasnik Malphigiho
Anglicky 1ékat a rostlinny anatom. Pracoval s R. Hookem v Londyné&. Popsal duZinu a péry dieva.
Publikoval dva ilustrované casopisy o mikroskopické anatomii rostlin. Vyslovil teorii, Ze pestik u
rostlin je samiéi a ty¢inky s pylem sam¢i pohlavni organy.
Je znamy knihou ,,The Anatomy of Plants“ z r. 1682.
Antony van Leewenhoek (1632-1723) — je pokladan za ,,otce* mikroskopie
Majitel obchodu ve mésté Delftu v Holandsku. Vénoval se konstrukci a designu mikroskopti.
Zlepsil vyrobu Cocek, a tak dosahl vétsiho zvétseni. Pozoroval celou fadu rostlinnych a zivocisnych
objekti, také spojovani spermii s vaji¢ky u zab a ryb. Zavedl jedno¢ockovy systém do mikroskopu
(témef kulovita mala cocka zvétSovala az 270x). Objevil jadro, ale neidentifikoval je. Jako prvni
pozoroval bakterie, protozoa (prvoky), spermie. Za pomoci anglického 1ékate Regniera Graafa
(viz Graafiv folikul) napsal 120 obsdhlych dopisi o svych pozorovanich Kralovské akademii
v Londyné. Zemfel v Delftu ve svych 91 letech. Zistalo po ném nékolik stovek (cca 500) ru¢né
délanych mikroskopt. Specialni sadu 26 pfistroji odkazal Kralovské akademii, jejimz byl ¢lenem.
Vyznamné objevy: 1675 — prvoci

1677 — spermie a krevni kapilary

1683 - bakterie
Jan Swammerdam (1637-1680)
Rovnéz Holand’an, pochazel z Amsterodamu. Uzival ke své praci mikroskop, zabyval se vyvojem
hmyzu. Délal detailni anatomické studie hmyzu a jinych bezobratlych. Jeho klasifikace byla
zaloZena na rozsahu morfologickych zmén. Byl mistrem v rozpitvavani a fezil (jepice).

1700 - 1800: Stoleti amatéri mikroskopu - zlepSeni mikroskopii pouze mechanické, nikoli
optické.

Rudolf Jakob Camerarius (1665-1721)

Neémecky botanik a profesor mediciny. V roce 1694 informoval o opylovacich procesech a
existenci sexualni reprodukce u kvetoucich rostlin. Posléze uzavira, Ze pyl je saméi a pestik
samici element. Jeho prace dava moznost zalozeni experimentl k hybridizaci rostlin. Pfipisoval se
mu prvni umély kiiZenec mezi konopim a chmelem.

Joseph Gottlieb Koreuter (1733-1806)

Némecky botanik; publikoval informace o hybridech mezi rostlinnymi druhy, které se podobaly
jednomu rodic¢i nebo druhému, anebo jevily jejich kombinaci. Byl prvni, kdo takové experimenty
zavedl. Provadél pokusy s tabakem. Jedno zjeho mnoha hodnotnych pozorovani na reciprokych
ktizenich ukazovalo rovnost, s kterou prispivaji oba rodice stejnomérné.

1800 — 1900: Dokonalad optika od Ernsta Karla Abbého vJené — dokonalé objektivy
(achromaty) i okulary, Abbého teorie vzniku obrazu a zavedeni homogenni imerze
umoziujici vyvoj cytologie a bakteriologie. Carl Zeiss - prumyslova vyroba mikroskopi
(1847); Otto Schott - vyzkum optického skla. Polarizaéni mikroskop. Vznik buné¢né
teorie, vyvoj normalni a patologické histologie, bunécna patologie; vznik mikrotechniky.

Jan Evangelista Purkyné (1787-1869)

Cesky fyziolog; spoluzakladatel cytologie. Roku 1825 prvni objevil jadro u Zivo&isné buiiky
(pomoci lupy v ptacim vejci). Od r. 1832 pouziva ke svym pozorovanim kvalitni mikroskop.
Robert Brown (1733-1858)

Skotsky botanik, ktery jiz pouzival kvalitn€j$i mikroskop, sjehoz pomoci zjistil, ze kazda
rostlinna bunka obsahuje kulatou strukturu, kterou nazval jadro (1831). Znamy je i tzv. ,,Browntv
pohyb*.

Hugo von Mohl (1805-1872)

Némecky 1ékai a profesor fyziologie, pozd&ji botaniky. Je obecné povazovan za zakladatele
moderni rostlinné cytologie. Popsal bunééné déleni a zdiraznil vyznam protoplazmy.



Matthias Jacob Schleiden (1804-1881)
Némecky botanik. Navrhl buné¢nou teorii, kde formuloval, Ze bunka je zakladni jednotkou
biologického organismu. Byl vystudovany pravnik, posléze se stal profesorem botaniky v Jené.
Poznal dilezitost Brownova objevu bunééného jadra. Sam objevil v jadfe formace, ktera jsou nyni
znama jako jadérko — nucleolus.
Theodor Schwann (1810-1882)
Profesor anatomie v Némecku. Pracoval se Schleidenem na bunééné teorii. Aplikoval jeho objevy
u rostlin na zivocichy. Roku 1838 formuloval jednotnou teorii bunééné organizace — bunéénou
teorii:

1. VSechny organismy se skladaji z jedné nebo vice bunék;

2. bunka je zakladni stavebni jednotka organismu a v mnohobunééném organismu ma

svij specificky tukol.

O dvacet rokl pozdéji bylo ptidano 3. dogma, a to fyziologem Virchovem:

3. Bunka mize vzniknout pouze z jiné bunky, a to bunéénym délenim.

(1855 - znama véta ,,Omnis cellula ex cellula® )
Rudof Ludwig Carl Virchov (1821-1902)
Némecky profesor patologické anatomie, zakladatel bunééné patologie; upiesnil a opravil nékteré
zavéry Schleidena a Schwanna a upozomnil, ze déleni buiiky zavisi na déleni jadra. Pocatky
bunécné struktury a zivota vibec vidél v tviréim aktu Boha.
Gregor Mendel (1822-1884) — uvadén jako rakousky badatel
1865 matematicky definoval nékteré zakonitosti genetického pienosu.
- zakon segregace (Cistota vloh)
- zakon nezavislé kombinace (volna kombinovatelnost vioh)

Francis Galton (1822-1911)
Anglicky badatel a ¢len Kralovské spolecnosti; v roce 1869 publikoval ,,Hereditary genius®, a tak
zalozil na védeckych zakladech humanni dédi¢nest. Vyvinul koncept kvantitativni analyzy
polygennich znaku. Je zakladatelem eugeniky (= socialng-filosoficky smér zamé&feny na studium metod,
které povedou k dosazeni co nejlepsiho genetického fondu ¢lovéka).
Pokrok v chemii:
Frederik Miescher (1844-1895)
Svycarsky chemik, ktery vroce 1871 informoval o tom, Ze izoloval Kyselinu nukleovou a
nukleoprotein. Zjistil, Ze je mozné dat buiiky do suspenze, piedplsobit je a separovat jadra.
Z téchto jader preparoval latku vyznamnych vlastnosti, pozdéji znamou jako DNA. Ze spermii
lososu izoloval latku, kterou nazval protamin. JestliZze se protamin slucuje s Kyselinou nukleovou,
latku nazyvame nukleoprotein.
Walter Flemming (1843-1905)
Rakousky cytolog, ktery popsal chromozomy jako vlaknita téliska v délicich se buinkach.
Pozoroval jejich podélné déleni a vznik dcefinnych jader (své vysledky publikoval v roce 1882 ve
své kli¢ové knize ,,Zell-substanz, Kern und Zelltheilung“ - Cytoplazma, jadro a bunééné déleni).
Tento proces nazval v roce 1879 mitéza. Studoval jej na Zivych i na fixovanych buiikach mloka.
Vyvinul fixovaci a barvici metody, aby se zviditelnily cytologické detaily. Studoval problémy
buné¢ného déleni, zkoumal lidské chromozomy. Bunééné déleni demonstroval v epitelu rohovky u
¢lovéka (tzv. Flemmingova demonstrace).

- autor terminu mitdza a chromatin

- pocCet chromozomil pied a po mitoze je stejny

1900 a pozdéji: Ultramikroskop a elektronovy mikroskop umoziujici dal$i analyzu bunky a
studium bakteriofagl a viri; diky fazovému kontrastu se mize vyvijet studium zivych
buné¢k. Fluorescenéni mikroskopie, konfokalni mikroskop, pocitacova technika ve spojeni
S kvalitnimi mikroskopy. Mikromanipulator.

Theodor Boveri (1862-1915) a Oscar Hertwig (1849-1922) (cel¢ jméno: Wilhem August Oscar
Hertwig)

Objevili podstatu redukéniho déleni, popsali meiézu.

Boveri prispél k formulaci chromozémalni teorie dédi¢nosti.

Carl Correns (1864-1933) (celé jméno Carl Franz Joseph Correns)

Némecky botanik, v roce 1900 s Hugo de Vriesem a Erichem von Tschermakem byl jednim ze ti‘
znovuobjeviteli zakladnich principti dédi¢nosti, které byly objeveny Mendelem v roce 1866.
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D¢lal pokusy s kiizenim na kukufici, fazolich a hrachu. Studoval Mendelovy prace a dosel ke
stejnym zavérum jako Mendel i ke stejnym numerickym vztahtm.
Hugo de Vries (1848-1933)
Dansky botanik a jeden z prvnich genetikii. Znovuobjevitel Mendlovych zakont a zakladatel
mutacni teorie. Zavedl termin mutace, znamenajici zménu, a své vysledky shrnul v knize
~Mutacni teorie. Jeho mutace zahrnuji zmény ve struktute chromozoému a jejich poctu.
Erich von Tschermak (1871-1962)
Rakousky botanik, jeden ze znovuobjeviteltt Mendlovych zdkonti.
Zabyval se praktickym k¥iZenim rostlin, zejména hrachu.
Tito tfi znovuobjevitelé Mendlovych zékonu se proslavili kazdy na svém védeckém poli:
Correns polozil zaklady vyzkumu dédi¢nosti, de Vries pro mutaéni teorii, Tschermak pro
praktické kiizeni rostlin.
Walter S. Sutton (1876-1916)
Americky genetik. Ukéazal vyznam redukéniho d€leni a navrhl chromozomalni teorii dédi¢nosti.
1933 - cytologie + genetika = cytogenetika
William Bateson (1861-1926)
Britsky biolog na Cambridské univerzité, zajimal se o Mendlovy prace, prozkoumal devét
rostlinnych druhti a ¢tyfi Zivoéisné. Zavedl terminy genetika, alela, homozygot a heterozygot.
Popsal prvni pri€iny genetické vazby (z genetiky: Batesonovo ¢&islo (¢) - udava kolikrat Castdji se
vy§tépi ptivodni rodi¢ovské gamety nez rekombinované).
Thomas Morgan (1866-1945) (celé jméno: Thomas Hunt Morgan)
Americky genetik. Objevitel genetiky drozofily (1909 — zjistil vyznam chromozému pii
mechanismech ptrenosu dédi¢nych vlastnosti drozofily).
Studoval historii pfirody, zoologii a makromutace u octomilky (Drosophila melanogaster). Je
povazovan za jednoho z nejvyznamnéjSich genetikt historie, nebot prokazal, ze geny jsou
umistény na chromozomech a na zékladé¢ tohoto poznatku zformuloval Morganovy zikony
dédi¢nosti (viz DODATKY).
Ironii osudu je, Ze Morgan byl svefepym odplircem teorie o umisténi gend na chromozoémech a své
pokusy s octomilkou provadél pivodné€ za tcelem jejiho jednozna¢ného vyvraceni; ovSem zejména
pro tento objev mu byla v roce 1933 udé€lena Nobelova cena za fyziologii a medicinu.
Robert Feulgen (1884-1955) (celé jméno: Robert Joachim Feulgen)
Némecky biochemik; v roce 1924 spolu s H. Rossenbeckem popsal test pro detekci DNA. Tato
specificka barvici reakce je nyni znama jako Feulgenova reakce. Oba dokazali, Zze nukleové
kyseliny brzlikového typu jsou i v rostlinach.
Feulgen, R., Rossenbeck, H. (1924): Mikroskopisch-chemischer Nachweis einer Nucleinsaure vom
Typus der Thymonucleisaure und die darauf beruhende elektive Farbung vom Zellkernen in
mikroskopischen Preparaten. Z. Phys. Chem. 135: 203-248.
Emil Heitz (1892-1965)
Némecky genetik; v roce 1933 objevil vyznam ob¥ich (polytennich) chromozémi slinnych 7laz
dvouktidlého hmyzu jako dulezity objekt cytogenetického vyznamu. Tyto struktury byly objeveny
pfed rokem 1881 (Balbianiho prstence, ,,pufs®), ale nebyly identifikovany jako chromozémy. Jsou
100-150x vétsi nez mitotické chromozdémy. V roce 1928 Heitz jako prvni rozlisil dva typy
chromatinu, ktery nazval euchromatin a heterochromatin. Euchromatin se barvi v interfazi nebo
profazi svétle nebo viibec, zatimco heterochromatin se v téchto fazich barvi intenzivné tmave.
V roce 1931 Heitz prokazal vztah mezi po¢tem jadérek v interfaznim jadie a poctem urcitého typu
chromozému, nyni nazvanych satelitni chromozémy, tj. chromozomy nesouci sekundarni
konstrikci. Studia téchto chromozomuti ukazala, Ze jadérko je organizovano na specifické strané
chromozému.
Torbjorn Oskar Caspersson (1910-1997)
Vedouci 1ékaiského vyzkumu a oddéleni genetiky ve Svédsku; vroce 1936 vyvinul UV
mikroskopii  (mikrofotometrii) pro studium nukleovych kyselin. Kvantitativni mikroskopie
(stanoveni proteinii a DNA v jadre). V té dobé¢ si myslel, ze dédi¢nost je zakddovana v proteinech a
DNA je jen jednoduchy polymer tvotici kostru. Zavedl prouzkovani chromozémi — banding (Q-
banding) (barvenim se nékteré oblasti barvi tmavé a nékteré svétle). (neplést - v botanice
Casparyho krouzek!)
Murray Barr (1908-1995) (celé jméno Murray Llewellyn Barr)
Kanadsky Iékat; v roce 1949 ndhodné objevil malé barvitelné télisko v nedélicim se jadfe samiciho
genotypu a jeho absenci u genotypu samciho. Toto télisko je vyznamnym znakem a je nazvané
sex—chromatin neboli Barrovo télisko.
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Barr, M.L., Bertram, E.G. (1949): "A morphological distinction between neurones of the male and
female, and the behaviour of the nucleolar satellite during accelerated nucleoprotein synthesis".
Nature 163 (4148): 676-677.
Albert Levan (1905-1998) (celé jméno John Albert Levan)
Svédsky botanik a genetik - profesor cytologie na univerzité v Lundu; v roce 1950 ukazal vysledky
roztlakové techniky s oxychinolinem u ¢tyficeti rostlinnych druhd. Svou praci soustfedil na
zkoumani chemickych latek, které umozni analyzu chromozémi. Chromozdémy v metafazi byly
zkracené, vieténko bylo rozrusené, mnoho bunck zastaveno pii déleni v metafazi. Pozdéji aplikoval
techniku roztlaku na lidské tkani. V roce 1956 publikoval ¢lanek, kde udava pocet chromozomu u
¢lovéka 2n = 46. Tento pocet ziskal z tkanové kultury plicni tkané ze Ctyt rozdilnych embryi.
Pozdéji se vénoval vztahu chromozomu a rakoviny. V roce 1956 zjistil 70 — 80 chromozdémi
karcinomu plic a zaludku u ¢lovéka.
Tjio, J.H., Levan, A. (1956): The chromosome number of man. Hereditas 42: 1-6.
Levan A., Fredga K. et Sandberg A. A. (1964): Nomenclature for centromeric position of
chromosomes. Hereditas 52: 201-220.

Vznik oboru molekularni biologie:

Francis Crick (1916-2004) (celé jméno — Sir Francis Harry Compton Crick)

Britsky biofyzik a genetik. V roce 1953 s Americanem Jamesem Watsonem publikovali studii,
kde popsali model molekularni struktury DNA. Dnes je nazvan jako model Watsona a Cricka.
V roce 1962 ziskali Nobelovou cenu za medicinu a fyziologii spoleéné¢ s Novozéland’anem
Wilkinsem. Objev dvojité Sroubovice struktury DNA byl zaloZzen na tspéchu Wilkinse a jeho
kolegt, ktefi méli roentgenovy snimek molekuly DNA od Franklinové. Watson a Crick brilantni
dedukci dospéli ke struktufe molekuly DNA.

Ernest J. DuPraw

Model struktury chromatinu (jeden chromozém = 1 smotana molekula — Folded Fiber Model)

Soucasnymi vyznamnymi cytogenetiky jsou:
Love A. (rostlinné chromozomy)

Ernest J. DuPraw (ultrastruktura chromozému)

George Nomarski (DIC metoda)

Cytogenetika + molekularni biologie = molekularni cytogenetika:

Mary Lou Pardue (ISH - In situ hybridisation pro studium satelitni DNA)

J.G. Gall (ISH - In situ hybridisation pro studium satelitni DNA)

- genomicka in situ hybridizace

- chromosome painting
DuPraw, E.J. (1970): DNA and chromosomes. New York: Holt, Rinehart and Winston.
Pardue, M.L., Gall, J.G. (1970): Chromosomal localization of mouse satellite DNA. Science 168:
1356-1358.

HISTORIE CYTOGENETIKY - POKRACOVANI

1930 - 1950

Prvni elektronovy mikroskop Knoll a Ruska — 1932
Elektroforéza proteint Tiselius — 1933
Polytenni chromozomy Painter, Heitz, Bauer — 1933
Organizator jadérka McClintock — 1934
Mikroskop-fazovy kontrast Zernicke — 1935
Korelace obsahu DNA s po¢tem chromozomti Boivin — 1948
Struktura centroméry a jeji obsah DNA Lima-de-Faria — 1950
Ultra-tenké fezy v elektronové mikroskopii 1950

1950 — 1970

Model DNA Watson a Crick — 1953
Endoplazmatické retikulum Porter — 1953

Golgiho aparat Dalton — 1954

Objev lysozomu De Duve — 1955
Lidské chromozomy; 2n = 46 Tjio a Levan — 1956
Mediatorova RNA Jakob a Monod — 1961
Repetitivni DNA Britten a Kohne — 1968
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1970 —1980

Banding lidskych chromozomi
DNA sekvenaéni techniky

Fuze lidské a rostlinné bunky
Genové knihovny (Gene libraries)
1980 — 1990

Komletni sekvence mitochondrialniho genomu u ¢loveéka

Metoda DNA fingerprinting

Metoda PCR

Vneseni lidského genu do mysi

1990 — 2001

Prvni piiklad genové terapie u ¢lovéka
Kompletni sekvence nukleotidl
chromozému 3 Plasmodium falciparum
Uplna sekvence nukleotidi u mykoplazmy
Sekvence lidského chromozomu 22

Caspersson — 1970
Sanger a Coulson — 1975
Dudate — 1976

Maniatis — 1978

Sanger — 1981
Jeffries — 1985

Saiki - 1985

Kuehn — 1987

Anderson — 1990
Oliver — 1992

Frazer — 1995
Dunham — 1999

Sekvence genomu Arabidopsis 2000
Sekvence lidského genomu 2001 (dokonceni projektu HUGO)
HapMap projekt, hybridni embrya 2008
Systematické screeningy nadorQ 2009

Nobelovy ceny souvisejici s cytogenetikou

V r. 1995 byla udélena Nobelova cena za fyziologii a medicinu za objasnéni ulohy regulacnich
genll Casného embryonalniho vyvoje; pokusy byly provedeny na drozofile (Edward B. Lewis,
Christiane Niisslein-Volhardova a Eric F. Wieschaus).

Nobelova cena 2008 za chemii - za objev zelené fluoreskujici bilkoviny (GFP):

Osamu Shimomura — prvni izoloval svitici bilkovinu z medizy (1962)

Martin Chalfie — prvni praktické sledovani proteint v organismech pomoci GFP (znaéeni neuront
pro hmatové receptory)

Roger Y. Tsien - objasnil fluorescenéni mechanismus GFP a rtiznymi modifikacemi rozsitil skalu
barev (emisni spektrum)

Nobelova cenu za fyziologii a medicinu za rok 2009:

Udélena trojici americkych védct (Elizabeth Blackburnova (61) z Kalifornské univerzity, jeji
byvala studentka Carol Greiderova (48) z Univerzity Johnse Hopkinse a Jack Szostak (57)
z Lékarského institutu Howarda Hughese), za prispéni k pochopeni mechanismu fidiciho starnuti
bun¢k. Nobelova cena byla oficidlné udélena ,,za objev zplsobu, jakym jsou chromozémy
chranény telomerami a enzymem telomerazou".

Nobelova cenu za fyziologii a medicinu za rok 2012:

Udélena japonskému vyzkumnikovi Sinjaovi Jamanakaovi a Britu Johnovi Gurdonovi za ptinos
v oblasti buné¢ného vyzkumu. Objev laureatd pomohl "zdsadnim zplisobem zménit chapani toho,
jak se buiiky a organismy vyvijeji®.

Gurdonovi se uz v roce 1962 podatilo vyjmout ze stievni butiky Zaby genetickou informaci a
vpravit ji do Zzabiho vaji¢ka tak, aby se z n&j vyvinul zdravy pulec. Sinja Jamanaka zase prokézal,
7ze je mozné jiz specializované bunky mysi "pfeprogramovat zpét" tak, aby se znovu staly
kmenovymi buitkami. Diky zméné ¢tyt bun€k byly tyto stavebni kameny organismu pfipraveny
délit se v libovolné bunky.
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ZAKLADY MIKROSKOPIE

Nékteré duleZzité objevy v historii svételného mikroskopu

14. stol. italsti mnisi brouseni cocek do bryli

1590 Jannsenovi prvni slozeny (kompaudni) mikroskop

1655 Hook popsal struktury, které nazval buiikou (celulla) — dvoucockovy m.

1674  Leeuwenhoek objevil prvoky (Protozoa) — jedno¢ockovy mikroskop

1831 Brown popsal bunééné jadro

1838 Schleiden a Schwann bunééna teorie

1857 Kolliker popsal mitochondrie v burice svalu

1876 Abbé optické principy; rozliSovaci schopnost objektivu

1879 Flemming popsal chovani chromozémii v mitoze

1881 Retzius popsal tkan¢ zivocicha

1881 Ramon vy Cajal barvici techniky pro anatomii

1882 Koch pouzil anilinové barvy, aby obarvil mikroorganismy; identifikoval
bakterie cholery a tuberkulozy

Pasteur identifikoval mnoho chorob pomoci barveni a mikroskopu

(kvasinky, vzteklina)

1886 Zeiss zakladatel vyroby mikroskopt

1898 Golgi poprvé struktury bunky pii barveni stéibrem (pozdé&ji nazvané
Golgiho aparat)

1911 Reichert fluorescence (nazev od svétélkujiciho fluoritu = kazivec)

1924  Lacassagne prvni metoda autoradiografie

1930 Lebedeff prvni interferenéni mikroskop

1931 Knoll a Ruska elektronovy mikroskop

1935 Zernicke zavedl fazovy kontrast

1955  Nomarski diferencialni interferen¢ni kontrast (DIC)

1957  Minsky patent na princip konfokalniho mikroskopu

1968 rastrovaci tandemovy konfokalni mikroskop

1978 laserovy konfokalni rastrovaci mikroskop

Moderni mikroskopy jsou dnes pomérné slozitym zafizenim, jsou vybavené automatizaci,
mnohymi pfidatnymi zafizenimi véetn¢ CCD kamer a jsou napojené na vysoce vykonnou
pocitacovou techniku. Toto spojeni umoziiuje zavedeni vysoce specializovanych metod, které
odhaluji nejen dal$i podrobnosti ve stavbé buiiky, ale umoziiuji i pfimé sledovani jednotlivych
molekul, a tim pfispivat i k pochopeni jejich biologickych funkci.

Svételna mikroskopie

Je zakladni metodou pozorovani ve vsech biologickych oborech, jejichz predmétem je buiika (tkan,
pletivo, mikroorganismus), protoze rozliSovaci schopnost této metody odpovida velikosti bun¢k a
mnohych organel.

Svételnd mikroskopie vyuziva k zobrazeni svételné paprsky.

Podle osvétleni objektu rozliSujeme:
1. mikroskopie v prochazejicim svétle = svétlo prochazi pozorovanym objektem (napf.
transmitance)
Radime sem:  mikroskopii ve svételném poli
mikroskopii v temném poli
mikroskopii fazove kontrastni
mikroskopii interferen¢ni
mikroskopii polarizacni
mikroskopii fluorescencni
2. mikroskopie v dopadajicim svétle = svétlo dopada shora na povrch objektu (napf.
epifluorescence)
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Podle osvétleni okoli objektu rozliSujeme:
- mikroskopie ve svétlém poli
- mikroskopie v temném poli

POPIS MIKROSKOPU

Mechanické ¢asti: stativ, tubus, makro- a mikroSroub, revolverovy nosi¢ objektivil, stolek
s drzéky preparatu

Optické ¢asti: objektiv, okulary, hranoly
Osvétleni: zdroj svétla, kondenzor, irisova (aperturni) a kolektorova (polni) clona

Objektiv a okular — kazdy z nich se sklada ze soustavy cocek, které jsou jak spojné (konvexni),
tak 1 rozptylné (konkavni) - kvtli korekci riznych vad ¢ocek. Pti pohybu tubusu, tj. pii ostfeni,
nastavime objekt mezi dvojnasobnou ohniskovou vzdalenosti a ohniskem objektivu; potom vznikne
obraz skute¢ny, pievraceny a zvétSeny. Obraz vytvoieny objektivem je pievraceny a okular jej
nazpét neprevraci. Vysledny obraz, ktery pozorujeme, je neskutecny, zvétSeny a pievraceny.
Na kvalitu obrazu ma vliv objektiv, okuldr jen zvétSuje ty detaily, které v obraze vytvoreném
objektivem nejsou.
Objektiv je (mimo jiné) oznacen dvéma Cisly:

1. zvétSenim — kolikrat je objekt zvétsen v objektivu (napf. 4x)

2. numerickou aperturou (NA nékdy také N.A. nebo jen A)
Rozlisovaci schopnost objektivu Souvisi hlavné s jeho numerickou aperturou (NA), ktera je dana
vztahem: NA = n. sin 0/2. Ta urcuje rozlisovaci schopnost mikroskopu, ovliviiuje svételnost
mikroskopického obrazu, ovliviiuje hloubku ostrosti. Z vySe uvedeného vztahu vyplyva, Ze
rozliSovaci schopnost je zavisla na indexu lomu prostiedi (n) mezi piedni (¢elni) Cockou a krycim
sklem (¢im vétsi je index lomu tohoto prostfedi, tim mensi struktury
rozli§ime, tim vétsi je rozliSovaci schopnost objektivu), a dale souvisi s
velikosti otvorového uhlu (o) (viz obrazek), coz je thel, ktery sviraji dva
krajni paprsky ohranicujici svételny kuzel paprsku, které piichazeji z
ur¢itého bodu do ¢elni Cocky objektivu.
Viditelnost n&jaké struktury v mikroskopu zavisi i na vinové délce (A). N
Cim krats$i bude vlnova délka, tim mensi bude rozmér struktury, kterou
jesté mizeme rozlisit.

Objekt

RozliSovaci schopnost objektivu (a) je pak ddna vztahem: A= mmmmmmmmmemeeee-
n . sin /2 (=NA)

a = rozmér struktury, kterou mizeme jesté rozlisit, nebo vzdalenost 2 bodl
Vv objektu, které jesté oddélené rozlis§ime (= skute¢na mira rozliSovaci schopnosti)
A =vlnova délka
n = index lomu prostfedi mezi pfedni cockou objektivu a krycim sklem
o/2 = polovina otvorového thlu objektivu

RozliSovaci schopnost mikroskopu rozlisit ve svétle prochazejicim kondenzorem dva blizko sebe
lezici body a zobrazit je jako 2 body (d) a ne jako jeden bod, neni urovana jen zvétSenim
objektivu. Je urcena ¢iselnou aperturou objektivu i kondenzoru a délkou viny pouzitého svétla (bilé
svétlo 0,55 um) podle vztahu, ktery definoval Abbé:
A Piiklad: 0,55 um
R =0,196 um (= 0,2 pum)
NAobj.+ NAkon. 14 + 14

(Uptesnéni vypoctu podle Rayleiho, zahrnujici i difrakeni jevy: d = 0,61 . A/NAgpj. — 0,239 pum)

Z uvedenych vztaht vyplyva:
e Objektiv ma lepsi rozliSovaci schopnost, ¢im bliz§i dva body dovede rozlisit (okem rozliSime
0,1-0,15 mm, tj. 150 wm; u unaveného oka je to jen cca 300 um).
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e 0,2 um je hranici rozliSovaci schopnosti viibec, dal$i zmensSeni hodnoty d, a tim zlepSeni
rozliSovaci schopnosti, by bylo mozné s pouzitim svétla kratsi vinové délky (bilé svétlo ma A =
0,55 um), nebot’ objektivy a kondenzory nemaji obvykle humerickou aperturu vétsi nez 1,4.

e Rozlidovaci schopnost je tim vétsi, ¢im v&tsi je numericka apertura objektivu. Cislo numerické
apertury na objektivu nepiesahuje vétsinou 1 - je to hodnota pro tzv. suché objektivy, protoze
index lomu vzduchu je 1 (n vody = 1,33; n bézného skla = 1,51). Nejvyssi numericka apertura,
které l1ze dosahnout u suchych objektivi, je 0,95.

® Vzduch lze nahradit jinou latkou a zvétsit tak index lomu. To je napf. imerzni olej (Olympus n =
1,51); potom mizeme vyuZit rozliSovaci schopnosti imerzniho objektivu s udavanou NA = 1,4.

Celkové zvétseni mikroskopu (M): M = Mgpj. . Mok . k¢
Mob;. = zvétSeni pouzitého objektivu
Mok = zvétSeni pouzitého okuldru
ki = zvétSovaci koeficient tubusu (projektiv) - u Skolniho mikroskopu = 1

Uzite¢né zvétSeni mikroskopu (Z):

U kazdého objektivu mizeme stupiiovat zvétSeni mikroskopu pouzitim silnych okuldrt jen po
urcitou mez. Toto uzitecné zvétseni souvisi s rozliSovaci schopnosti lidského oka (tj. d = 0,15 mm)
a odvozuje se od hodnoty numerické apertury objektivu.

Pro uZite¢né zvétSeni mikroskopu plati: Z=500.NA az 1000.NA

(napf. u obj. s NA =125 ....... Z = 625x az 1250x; maximalniho zvétSeni dosahujici 500 . NA se
uziva u malo kontrastnich preparatii; 1 000 . NA — u vysoce kontrastnich (barvenych) preparatt.

Zikladni typy objektivi:

Achromaty (A) — jednoduché, slozené ze 2 az 6 ¢ocek, je u nich ¢asteéné odstranéna chromaticka
vada, a to pro svétlo Cervené a modré; bézné u jednoduchych skolnich mikroskopt;
Planachromaty (PlanA, n¢kdy jen Plan) — korigovany jsou stejné jako achromaty + odstranéni
sférické vady (maji odstranéno vyklenuti zorného pole, kdy cela plocha je zaostfena

stejnomérné). Jsou dulezité pro mikrofotografii;

Apochromaty (Apo) — soustava vice cocek; vysoka numericka apertura; korekce pro svétlo modreé,
cervené i zelené, zorné pole vyklenutéjsi — nevhodné pro cernobilé mikrofoto, ale vhodné
pro barevnou mikrofotografii a pro infrac¢ervené svétlo;

Planapochromaty (PlanApo) — slozité, naro¢né, drahé — odstranéni barevné vady + sférické vady
+ koma; jedny z nejkvalitngjSich objektivi; vhodné pro mikrofoto.

Kondenzor

— soustfed’uje svétlo na preparat. Je to CoCka nebo soustava CoCek mezi svétlem a preparatem, na
spodni stran¢ se nachazi clonka slozena z lamel (aperturni, irisova clona), které sviraji otvor, ktery
mizeme zvétSovat nebo zmenSovat. Spravné nastaveni aperturni clony zajistuje optimalni obraz
objektu, tj. jasny a dostatecné kontrastni.

Metody svételné mikroskopie

1. Mikroskopie v temném poli

Metoda spociva v tom, Ze ze svételného kuzele vychazejiciho z kondenzoru vstupuji do roviny
pouze okrajové, velmi Sikmé paprsky (nikoli centralni, ty jsou odfiltrovany). Objekt je tedy osvicen
jen ze stran, paprsky se od néj odrazi, lamou a ohybaji se na ném. Do objektivu vstupuji pouze tyto
paprsky odrazené objektem. Proto objekt zati v temném poli.

Metoda se uziva hlavné v bakteriologii, protozoologii a vSude, kde potifebujeme zobrazit velmi
malé objekty a jejich povrchové struktury.

2. Fazové kontrastni mikroskopie

Nabarvené mikroskopické objekty méni vinovou délku a amplitudu prochazejiciho svétla. To se
projevuje jako rozdily v barvé objektu a intenzité svétla.

Nezbarvené objekty, napf. zivé buiiky, neméni amplitudu svétla, které jimi prochdzi, ale posunuji
jen jeho fazi, a to v téch mistech objektu, ktera se 1isi optickou hustotou, to je indexem lomu.
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Podstata fazové kontrastniho zatizeni — objektivu a kondenzoru — spociva v tom, ze ptevadi pro nas
neviditelné fazové rozdily na amplitudové, které rozeznavame.

Féazov¢ kontrastni mikroskopie se uziva pro pozorovani nezbarvenych objekti, pfedevsim struktur
v zivych buiikdch. Mlize podstatné zvysit kontrast také u slabé zbarvenych a $patné rozliSitelnych
struktur. V cytologii tato metoda slouzi ke zvyraznéni malo barvitelnych chromozémi pii jejich
pocitani v metafazi.

3. Interferenc¢ni mikroskopie

Nastava rozklad a znovuspojeni dvou svételnych paprskd prochéazejicich jednak objektem a jednak
nezavisle na objektu. Dosahuje se toho rlznymi fyzikdlnimi zptsoby, bud za vyuziti
polarizovaného nebo nepolarizovaného svétla. Metoda umoziuje kontrastni az plastické zobrazeni
fazovych objektl (prihlednych a nezbarvenych) lisicich se lomivosti.

4. Fluorescenc¢ni mikroskopie

Fluorescence — je jev, kdy nékteré latky po dopadu svétla o kratsi vinové délce zati svétlem o vEtsi
vinové délce, tedy jiné barvy posunuté k Cervené cCasti spektra. Je projevem intramolekularni
energetické zmény vzbuzené zafenim absorbovanym v latce. K vyvolani fluorescence se uziva
nejcasteji modrého a ultrafialového zéteni ze rtutovych vysokotlakych vybojek.

Objekt obarvime fluorochromem (napt. DAPI, akridinova oranz) a ozafime svétlem urcité vinové
délky, které propousti excita¢ni (budici) filtr a které vyvola fluorescenci pouzitého barviva. Objekt
pozorujeme okularem pies bariérovy (zdbranny, ochranny) filtr, ktery pohlti svétlo prochazejici
excitaénim filtrem (a které je skodlivé oku) a propusti jen svétlo vzniklé fluorescenci. Struktury
s navazanym fluorochromem pak zafi v temném zorném poli.

Tato metoda se pouziva k vizualizaci bunécnych jader, chromozémi, bunécnych stén, jadérek,
cytoskeletu a dal$ich struktur. V mikrobiologii slouzi k rychlému orienta¢nimu pritkazu bakterii a
kvasinek. Velké uplatnéni fluorescence je v imunobiologii (imunofluorescence pfima a neptima) a
v modernich fluorescen¢nich metodach (FRAP, FRET, FLIP, TIRFM aj.), kter¢ umoziuji i
sledovani pohybu jednotlivych oznacenych molekul, a tim i pozorovani zivotnich pochodi
probihajicich v case.

5. Polariza¢ni mikroskopie

Vyuziva se linearné polarizovaného svétla. Toto svétlo se pifi prichodu dvojlomnymi latkami
rozklada na dvé slozky. Polarizacni zatizeni ma dvé Casti: polarizator a analyzator, které¢ obsahuji
polarizacni filtry, a svétlo proslé témito filtry je polarizovano. Rozlisi se anizotropni (dvojlomné)
struktury, které staci rovinu polarizovaného svétla, od izotropnich (jednolomnych).

Polariza¢ni mikroskopy umoziiuji pfesna méfeni napi. v mineralogii. V biologii se polariza¢ni
mikroskopie uziva pro zobrazeni struktur s linearni orientaci nebo krystalické povahy, napt. pii¢né
pruhované myofibrily, tonofibrily, krystalické inkluze, celuldzni struktury u rostlin, vybrusy zubti a
kosti apod.

6. Nomarského diferencialni interferen¢ni kontrast (DIC)

Konstrukce optické soustavy svételného mikroskopu patentovana roku 1955 Georgem Nomarskim.
Je vyuzito polarizace svétla ve dvou polarizacnich hranolech s fizovym posunem vznikajicim ve
dvojlomnych hranolovych déli¢ich tzv. Wollastonova typu. Svétlo pied vstupem do kondenzoru je
nejprve linearné polarizovano prvnim hranolem (polarizatorem). Potom prochazi prvnim
hranolovym délicem a vstupuje pfes kondenzor do objektu a nasledné do objektivu. Druhy
hranolovy déli¢ je umistén tésné za ohniskovou rovinou objektivu. Druhy polariza¢ni hranol —
analyzator — pak vytvofi podminky pro interferenci vzajemné posunutych obrazi — projevi se (ve
formé rizné intenzity svétla) pfipadné fazové posuny vznikajicich prichodem rizné hustého
prostedi v pozorovaném objektu (buiice).

Pomoci toto zplisobu mikroskopovani se zdirazni opticky reliéf objektu, ktery se u biologickych
objektd zpravidla shoduje s jejich realnym prostorovym reliéfem.

Piednost:

- nevznika ,,halo* efekt typicky pro fazovy kontrast (siln€ svétlolomné okraje struktur)

- vhodnd metoda pro pozorovani silnych, nebarvenych preparati (tlustSich nez 5 pum) a pfi
mikromanipulacnich technikach

Nevyhoda:

- objekty v rezimu DIC se nemohou proméfovat — nedostaneme redlné hodnoty a tato metoda
rovnéZ neni vhodna pro pozorovani objektl v plastovych miskach, protoze plasty depolarizuji
svétlo.
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7. Konfokalni mikroskopie

Idea konfokalniho mikroskopu byla patentovana v roce 1957 Marvinem Minskim; prvni funk¢ni
konfokalni mikroskop pochazi z konce 70let. Pfevratné bylo vyuziti laserového svétla jako zdroje a
pocitace s velkou kapacitou pro nasledné vyhodnoceni obrazu.

Princip konstrukce laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu (LSCM - Laser Scanning
Confocal Microscope): Preparat je osvétlovan bodovym zdrojem svétla — laserovym paprskem
zaostfenym na clonku. Zpétné odrazené svétlo z preparatu prochazi znovu objektivem, déli¢em
paprskii a dopada pred fotonasobi¢. Zde je situovana druha konfokalni bodova clonka, jez
blokuje priichod zafeni pochazejiciho z mist mimo rovinu zaosti‘eni. Nasledny celkovy obraz
zaostfené roviny ziskame jejim Fadkovanim (rastrovanim) bod po bodu. Pii rastrovani je signal
z fotonasobice registrovan pocitacem.

Velkou piednosti konfokalni mikroskopie je moZnost prostorové rekonstrukce mikroskopickych
objekti (tvorba 3D obrazil), opirajicich se o n¢kolik desitek az stovek optickych fezii jednim
objektem. Ty jsou postupné snimany pii plynule se ménici hloubce zaostieni.

Elektronova mikroskopie

Limit dany rozliSovaci schopnosti svételného mikroskopu (0,2 um = 200 nm), dany vinovou délkou
viditelného svétla, mize byt zvySen az 100x nahrazenim svételnych paprskii tokem svazkl
elektronti*. Mizeme dosédhnout teoretické rozliSovaci schopnosti 0,002 nm. OvSem mez uzitecného
zvétSeni elektronového mikroskopu pro biologické objekty se pohybuje vrozmezi 100 000 —
200 000x, ptri¢emz maximalni rozliSovaci schopnost lezi okolo 2 nm. Jsme schopni rozeznat
struktury na trovni rostlinné a zivocisné bunky, struktury bakterii, virQ, priont, malych molekul i
atomd.
*() elektronu je + 0,004 nm (= 0,04 A) - zavisi na urychlovacim napéti mikroskopu, 0,004 nm pii cca 80 kV;
A viditelného svétla = 380-780 nm)
Rozlisujeme dva zakladni typy elektronového mikroskopu:

Transmisni elektronovy mikroskop (zkr. TEM)

Rastrovaci (fadkovaci) elektronovy mikroskop (zkr. REM nebo castéji SEM — tj.
skenovaci)

Dalsi typy mikroskopu

Réadkovaci tunelovy mikroskop (STM - Scanning Tunnelling Microscope)
Mikroskop atomarnich sil (AFM - Atomic Force Microscope)
- rozliSeni pod nm — desitky nanometrti (vlakno DNA, atomy)

Dalsi poznatky o mikroskopii viz pfednasky v letnim semestru Katedry bunééné biologie a
genetiky — ,,Svételna a elektronova mikroskopie® - KBB/MIK

CHROMOZOMY V MITOZE

Mitoéza je definovana jako proces, pomoci kterého se chromozoémy podéln€ rozd€li na dve
ekvivalentni ¢asti, separuji se k protilehlym p6ltim a formuji dvé identickd jadra a dvé nové bunky.
Proces bunécného déleni sestava z jaderného déleni (mit6za), které nasleduje cytoplazmatické
déleni (cytokineze).

Mitoza (z feckého mitos — ,,vlakno*) zafina profazi, kde centrozom (jen u zivociSnych bunék)
formuje dvé centrioly a dva poly d¢€liciho (mitotického) vieténka a organizuje intracelularni pohyb
pomoci mikrotubuli. Na pocatku M-faze probiha fosforylace specifickych proteind.
V prometafazi zanikd jaderna bléna; na kinetochory se upinaji mikrotubuly, v anafazi se
jednotlivé chromatidy vzdaluji k pélum. V koneéné fazi mitdzy (telofaze) se konstruuje jaderna
blana kolem skupiny rozdélenych chromozomt. Bunécné déleni konc¢i tehdy, kdyz je
cytoplazmaticky obsah rozdélen procesem cytokineze; chromozémy dekondenzuji.
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Faze mitdzy:

Profaze - chromozomy se v profazi jevi jako viditelna tenka vlakna, svinuta a prfehybana. Kazdy
chromozém ma dvé prilehla vlakna - chromatidy, coz je vysledkem duplikace v S—fazi, na konci
profaze se rozpousti jadérko.

V metafazi jsou chromozémy v nejvysS$im stupni spiralizace, a proto se jevi jako kratké a tlusté.
Chromatidy lezi vedle sebe. Konec metafaze charakterizuje rozdéleni centroméry.

Anafaze je pro chromozémy aktivnim a rychlym pohybem, chromatidy jsou tazeny smérem
Kk polum silou, ktera je zptisobena zkracovanim mikrotubuld.

Telofaze zacind dosazenim chromozoému k poltim, tvofi se jaderna blana kolem dvou dcetinnych
jader, formuje se jadérko (na strang satelitniho chromozomu), chromozémy fizuji v nerozlisitelnou
masu chromatinu. Hydratace a despiralizace chromatinu pomahaji procesu reformovani
interfazniho jadra, kde chromozdmy ztrati svoji hustotu a barvitelnost.

Historie objevu a detekce chromozomii:

Chromozémy byly objeveny némeckym botanikem Carlem von Nigelim roku 1842,
kratce po objeveni bunééného jadra (1831 - Brown). Négelli po dvou letech objevil a popsal i
chovani chromozémti béhem bunééného déleni - je to prvni popis mitotického déleni. Detailné
popsal mitéozu v roce 1882 Walter Flemming. Némecky termin ,,chromosomen®, zavedeny W.
von Waldeyerem roku 1888, je odvozeny z feétiny a znamena ,,barevné télisko*.

Prvni metody k detekci chromozomt byly mikrotomové fezy z tkani. Po roce 1910 byly
uréeny pocty chromozémti u mnoha kulturnich rostlin. Nasledovaly roztlakové metody s pouzitim
maceracnich smési a ucinnych pfedptisobeni. Rozvijely se barvici techniky — karmin, orcein,
Schiffovo barveni - a prouzkovani chromozoémi s barvenim Giemsou.

Chromozomy a jejich terminologie

satelit > < Sckundarni
konstrikce

primarni
konstrikce
(= centroméra)

g

€ (eloméra

e Primarni konstrikce — centroméra - rozdéluje chromozom na dvé ramena, obvykle na
kratké (p — od franc. petit = maly) a dlouhé (g - q jako dalsi pismeno v abecedé po p). V misté
centroméry jsou pomoci kohezinu propojeny sesterské chromatidy chromozému.

Typy chromozémii jsou definovany podle polohy centroméry; kli¢em je vypocet indexu poméru
ramen (IPR): q

IPR= —— (teoreticky IPR =1 - 10)
p
Casto se udava i centromericky index (CI) = pomér kratiiho ramene (p) k celkové délce
chromozomu: p
Cl= .100 (teoreticky Cl =0 - 50)
p+q

18



Nomenklatura chromozémii podle polohy centromery.

Typ Charakteristika
chromozému podle ramen Cl IPR Zkratka
telocentricky centroméra na konci ramen <15 6,1 —az vice T
akrocentricky malé rameno p 15-30 3,1-6,0 A
submetacentricky razné€ dlouha ramena 31-45 1,3-3,0 SM
metacentricky centroméra uprostfed ramen 46 - 49 10-1,2 M

Telocentrické chromozémy se u lidi nenachaze;ji.

Chromozom bez centroméry se nazyva acentricky fragment.

Autozém = nepohlavni parovy chromozom (¢lovek 22 part).

Gonozém (heterochromozém, pohlavni chromozém) — mtiZze byt parovy nebo neparovy, uréuje
pohlavi jedince.

Klasifikace centromér:
Lokalizovana centroméra — normalni situace, chromozomy maji stalou oblast, kde se
upinaji vldkna déliciho vieténka béhem pohybu chromozému.
Neocentroméra — situace, kdy oblast centroméry je premisténa na nové misto na
chromozému
Nelokalizovana centroméra
- polycentroméry — kazdy chromozoém je ptfipojen mnoha vlakny de€liciho vieténka
(Skrkavky)
- holocentroméry — kazdy bod na chromozoému vykazuje centromerickou aktivitu
(Hemiptera, Homoptera, Protista, u rostlin ¢eledi Juncaceae a Cyperaceae)

Podle poc¢tu centromér délime chromozémy na:
- monocentricky chromozém — jedna centroméra na chromozdému;
- dicentricky chromozém - chromozém se dvéma centromérami (je produktem
strukturalnich zmén).

e Sekundarni konstrikce — odpovida oblasti organizatoru jadérka (NOR), nesouci tandemové
ulozené kopie genti pro rRNA. N&kdy je pozorovana jako preruseni na chromozému, které
odd¢luje ¢ast chromozomu zvanou satelit (trabant); je odpovédna za formaci jadérka béhem
telofaze; probiha zde syntéza ribozomalni RNA. V metafazi neni jadérko viditelné.

e Teloméra — struktura lokalizovana na obou koncich chromozému definovana jako oblast C-
band pozitivni a jako oblast specificky se opakujicich nukleotidovych sekvenci; chrani chromozém
ptred zkracovanim molekuly DNA pii replikaci a umoziiuje jeho linearni usporadani.

Podle velikosti mohou byt rostlinné chromozomy rozdéleny do dvou skupin:

L - typ (,,long*) zahrnuje velké chromozomy, které¢ jsou v metafdzi dlouhé 8 - 10 um a vice; patii
sem napt. rody Lilium, Trillium, Secale, Vicia.

S - typ (,,short®) zahrnuje malé chromozomy, které jsou v metafazi dlouhé 2 - 3 um a méng¢; patii
sem napt. rody Arabidopsis, Oryza, Glycine a Brassica.

Levan A., Fredga K., Sandberg A.A. (1964): Nomenclature for centromeric position of
chromosomes. Hereditas 52: 201-220.

BARVENI CHROMOZOMU U ROSTLIN

Chromozémy muzeme pozorovat pouze v nékterych stadiich bunéfného d€leni. Pozorovani
chromozomii v mikroskopu je podminéno jejich barvenim. V zasad¢ rozliSujeme barveni
konven¢ni, pfi kterém je chromozom obarven stejnomérné po celé délce, a barveni diferencialni
neboli prouzkovani (banding), pfi kterém se na chromozomu vytvoii podélny vzor
charakteristickych prouzk.

Klasicky postup konvenc¢niho barveni chromozomti u rostlin je zalozen na pouziti Schiffova
reagens a barveni acetobarvivy (orcein, karmin aj.).
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Ke studiu jednotlivych fazi mitozy a morfologie metafaznich chromozomu vybirame ty ¢asti rostlin
(Zivoc¢ichu), které obsahuji velmi aktivni déliva pletiva (meristémy; u zivo¢icht tkang). V piipadé
rostlin to jsou kotfenové $picky nebo mladé listy.

K ziskani metafaznich chromozémuli potiebujeme material tzv. pFedpusobit, coz usnadnuje
pocitani chromozémti a hodnoceni jejich morfologie (pocet a tvar je dilezitym znakem
charakterizujici druh organismu).

° Pf'edpﬁsobeni — ovlivnéni materialu jesté pred fixaci
V cytologii se pouZziva z n€kolika dtvodu:
1. k vyjasnéni cytoplazmy, popt. zlepSeni priniku fixacnich tekutin
2. k rozruseni déliciho vieténka
3. ke zkraceni metafaznich chromozému
K vyjasnéni cytoplazmy a k rozruseni mezibunécné lamely se uziva kyselina chlorovodikova a
enzymy (pektindzy a celuldzy).
Nejvice rozsifené je predplsobeni, které ovlivituje samotné chromozémy. Cilem je ziskani
dostateéného poctu metafazich figur. Je zaloZzeno na zméné viskozity cytoplazmy, ktera se
projevi destrukei déliciho vieténka a zkracenim chromozdémd, na kterych jsou vidét konstrikce.
Destrukce déliciho vieténka ma za nasledek poruchu tvorby anafazi. Bunécné déleni se zastavi
v metafazi, kde 1ze dobfe pocitat zkracené a rozloZzené chromozoémy (— karyotyp).
Jednotlivé druhy predpisobeni
1. Kolchicin
— alkaloid - poprvé byl izolovan z kofene octinu (Colchicum autumnale L.) Zeiselem
Vv roce 1883; zabranuje polymerizaci mikrotubula
— pouziva se (bez indukce polyploidie) nizka koncentrace: 0,01 — 0,5% koncentrace
po dobu 3 hod. (¢asto 0,1% vodny roztok po dobu 2 hod.)
— efektni pro dlouhé chromozéomy
— ucinny pro studium struktury chromozémi, pro blokovani metafazi (kolchicinova
mitoza, zkr. c-mitdza)
— u zvifat se aplikuje injekéné nebo pfidanim do kultivacniho media 2 hod. pted
odebiranim bunék
—  derivat kolchicinu - kolcemid - pro zivo¢isné buriky (viz cytologie ptaki)
2. Chloralhydrat

- ma stejné ucinky jako kolchicin, ale je levnéjsi
- pouziva se 0,5 — 1% koncentrace 30 min — 4 hod. pfi pokoj. teploté
3. Oxychinolin (8-hydroxychinolin)
- poprvé pouzit v cytologii Tjio a Levanem 1950, dobfe ptisobi na
stiedné velké a velké chromozomy (Casté pouziti v botanice)
- pouZiva se vodny roztok o 0,002 M koncentraci 3-4 hod. pii pokoj. teploté (nebo
po dobu 16 hod. pfi 10-18 °C)
- dobfe zviditeliiuje primarni a sekundarni konstrikci
4. Paradichlorbenzen (p-dichlorbenzen)
- je vhodny pro druhy s vysokym poé¢tem malych chromozomi (zvl. rostlinné)
- pouziva se nasyceny roztok 3—5 hod. pii pokoj. teplote
5. Monobromnaftalen (a-monobromnaftalén)
- velmi dobfe prostupuje pletivy (vhodny zejména pro obiloviny)
- pouziva se nasyceny roztok po dobu 10 min — 4 hod. pfi pokoj. teploté
6. Predptsobeni chladem — ledova voda
- je vhodné pro obiloviny a travy
- pouziva se ledova voda 1-2 °C obvykle pfes noc
7. Amiprophosmethyl (APM), oryzalin
- latky povahy herbicidt
- pouzivaji se vodné roztoky o uM koncentraci 2 hod. pfti 25 °C

Po piedpiisobeni musime objekty vypirat v destilované vodé (u monobromnaftalenu v 45%
kys. octové) a pak fixujeme.

20



Pozn.: Ovliviiovani viskozity cytoplazmy u rtiznych objektd je rGzné — nutnost empirického
ovéieni G¢innosti dané chemikalie i podminek a doby ptisobeni.

e Fixace

Ugelem fixace je usmrceni tkané takovym zptisobem, aby byla zachovana neporusena struktura

chromozémi, které bychom mohli dale barvit. Fixacni prosttedky mohou byt obecné povahy

fyzikalni (fixace teplem, vyschnutim) nebo chemické. Fixacni tekutina musi dobie a rychle
proniknout do tkan¢€, zabranit autolyze proteind, zachovat bazofilii chromozomu a zvysit opticky
kontrast. ProtoZe jedna latka nema vSechny tyto vlastnosti, pouzivaji se v cytologii k fixaci smési
nékolika latek. Jednotlivé typy fixacnich Cinidel se 1iSi v zavislosti na typu pouzitého objektu

(rostlinné ¢i zivoci$né bunky, rostliny dvoudélozné nebo jednodélozné ...).

Nejvice pouzivané jsou smesi Carnoyovy (¢ti Karnoovy), jejichZ hlavni slozkou je etanol* (viz str.

20).

= Carnoyova fixaz I (Farmerova fixaz; FAE), fixaz 3:1 — 96% etanol : led. kyselina octova*

= Carnoyova fixaz II; fixaz 6:3:1 — 96% etanol : chloroform* : led. kyselina octova
Fixaz se ptipravuje vzdy Cerstva. Materidl se fixuje nejdéle 24 hod. pii 4 °C (pfes noc).

= Alkohol-propionova fixaz; 3:1 — 96% etanol : kyselina propionova + 1g FeCl,. 6 H,O na 100 ml
fixaze (chlorid Zelezity - pouze jde-1i o meioticky material)

Obecné zasady fixace materialu:

- Objekty na fixaci musi byt fixacni tekutinou obklopeny ze vsSech stran, maji byt Cerstvé, co
nejmensi a fixani tekutiny ma byt dostatetné mnozstvi (50 az 100nasobny objem
pouzitého materialu).

- Minimdalni a maximalni doba fixaze se musi dodrzovat.

- Fix4dz musi byt odstranéna z objektl vypiranim — v alkoholu (96%) nebo ve vodé¢.

- Fixované objekty se uchovavaji v 70% etanolu v chladni¢ce (+4 °C).

*

Etanol - siln¢ koaguluje proteiny a NK, rozpousti nékteré tuky a fosfolipidy; rozrusuje mitochondrie, kapky
tuku maji tendenci ke slévani, chromozémy nejsou zfetelné rozlisené; nepronika rychle, buniky se v ném
scvrkavaji (plasmolyzuji); objekty ponechané v 96% etanolu tvrdnou a kichnou, ale po néasledném vymyti
fixa¢ni tekutiny mohou byt neomezené uchovavany v 70% etanolu.

Ledova Kkyselina octova (99,8%, p.a.) — ma malé rozméry molekul, a tudiz rychle pronika do objektu;
plazmatické struktury pon€kud rozruSuje, ale dobie fixuje struktury chromozémi; pletiva zistavaji mekka
(tato nevyhoda se odstrafiuje v kombinaci s alkoholem) — idealni pro fixaci chromozomu.

Chloroform — vyborné rozpoustédlo pro tukové substance; uziti pti fixaci rostlinnych pletiv — rozpousti
tukové latky na povrchu objektd, a tim urychluje prinik fixac¢niho ¢inidla.

Kyselina osmicela — silny oxidacni prostfedek; dokonale fixuje cytoplazmu, mitochondrie a je selektivnim
prostfedkem pro tukovité latky, na nichz se vysrazi kovové osmium. Uziti hlavné v EM na postfixaci.
Jedovata!!!

Zptsoby zpracovani fixovaného materialu:
- kapané preparaty
- natéry (roztéry)
- fezy (zmrazovaci mikrotom; mikrotom + zaliti do parafinu nebo celoidinu)
- roztlakové metody

Roztlakové metody:

e Macerace

Utelem macerace je rozruseni stiedni lamely, ktera spojuje buiiky v pletivu navzajem. Teprve
potom je mozné tlakem dosdhnout rozprostteni bun€k v jedné vrstve.

Pokud k maceraci pfistupujeme rovnou z fixa¢nich smési obsahujicich jesté jiné latky nez etanol a
kyselinu octovou, oplachneme z fixovanych objektl zbytky fixdze vodou (jinak neni promyvani
nutné). Macerace probiha bud’ pfed barvenim, nebo zaroven s barvenim, a mize se provadét bud’
za laboratorni, nebo zvysené teploty.

Jako maceraéni latka se nejcastéji pouziva kyselina chlorovodikova, resp. jeji vodné roztoky o
rizné koncentraci, nebo smés kyseliny chlorovodikové s etanolem.
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Nejobvyklejsi postup pii rychlych metodach je bud’ macerace pii laboratorni teplot¢ ve smési
koncentrované HCl a 96% etanolu v poméru 1 : 1 (cca 1 - 3 minuty), nebo macerace 1M az 2M
HCI pti 60 °C (cca 6 - 15 min), pii niz dochazi k hydrolyze DNA. Udavané rozmezi doby ptisobeni
plati pro kotenové $picky, poupata vyzaduji kratsi dobu.

K maceraci se pti nékterych postupech uzivd i enzymi pektinazy, celulazy nebo jejich smési.
Enzymy se uplatiiuji zejména pii postupech diferencidlniho barveni chromozémi (tzv.
prouzkovani), kde nelze pouzit kyselinu chlorovodikovou (chromozomy se po jejim pusobeni
neprouzkuji). Pfi maceraci pomoci enzymi musime dodrzet optimalni podminky pro jejich
enzymatickou aktivitu (teplota, pH).

Maceraci zarovei s barvenim miizeme s vyhodou aplikovat na drobnéjsi a mek¢i objekty (malé a
kieh¢i kofenové Spicky, poupata, resp. vypreparované prasniky). Provadi se bud plsobenim
roztoku acetobarviva (pfipadn€ s pridanim kyseliny chlorovodikové), macera¢nim cCinidlem je v
tomto piipad¢ kyselina octova samotnd nebo ve smési s kyselinou chlorovodikovou. Jejich
pusobeni je bud’ dlouhodobé (ptes noc nebo az nékolik dni) za laboratorni teploty nebo kratkodobé,
spojené se zahfivanim objekti v roztoku acetobarviva.

Techniky barveni chromozémii

e Barveni

Cilem barveni preparati je zvySeni optického kontrastu - zvyraznéni jedné nebo vice typt
struktur (napf. bunécné jadra, mitochondrie, bunécna sténa). Chromozémy nejsou v normalnim
svétle viditelné, protoze maji stejny lom svétla jako cytoplazma. Je mozné je zviditelnit pomoci
fazového kontrastu, interferen¢ni mikroskopie a jiné modifikace svételné mikroskopie nebo praveé
ruznym barvenim. Dobie se barvi acetobarvivy, tj. organickymi barvivy rozpusténymi v kyseliné
octové nebo propionové (acetokarmin, laktopropionorcein, acetonigrosin, lakmoid ...).

Barveni chromozémi vychazi z tzv. auxochromové teorie. Podle této teorie ma molekula barviva

dvé slozky - chromofor a auxochrom.

Chromofor = seskupeni atom schopnych absorpce svétla viditelné ¢&asti spektra (napf.
azoskupina, nitroskupina, nitrozoskupina; nékdy oznacovan jako chromogen =
anorganicka ¢ast molekuly barviva, ktera je nositelem chromoforniho systému atomtt)

Auxochrom = ¢ast molekuly, kterou se mulze navazat na substrat (napi. hydroxyskupina,
aminoskupina), ktera odpovida za adhezi barviva k tkanim.

Rozdéleni barviv a zpusobi barveni
Z praktického hlediska a podle ptivodu rozdélujeme barviva na:
1) prirozena
a) puvodu zivocisného (karmin)
b) rostlinného (hematoxylin, orcein, Safran)
karmin — extrakt ze samicek ¢ervce nopalového (Coccus cacti)
hematoxylin — z tzv. kampeskového dubu (Haematoxylon campechianum)
orcein — z nékterych lisejnika
Safran — z blizen Safranu (Crocus sativus)
2) synteticka (uméla)
— napt. nitrobarviva (kyselina pikrova), thiazinova barviva (azur A, metylenova modr),
akridinova (akridinova oranz, akriflavin), xantenova (fluorescein, rhodamin B) aj.
Podle typu auxochromi délime barviva na:
1. kysela — s negativnim nabojem — reaguji se substancemi se zasaditou reakci (barveni
cytoplazmy, ktera je bazicka)
2. bazicka — reaguji se substancemi s kyselou reakci (barveni chromatinu, ktery ma kyselou reakci)
3. amfoterni — mohou se chovat jako kysela nebo zasadita barviva (napf. orcein)

Riizné barvici metody

Rozdéleni podle vitality objektt:

a) barveni vitalni — k zjiStovani stavu burky, tkani, pletiv nebo celého organismu
b) nevitalni — v usmrcenych fixovanych tkanich

Podle postupu pfi barveni:

- barveni progresivni — postupné barveni do zddaného stupné sytosti

- barveni regresivni — silné piebarveni objektu a pak postupné odbarvovani
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- barveni sukcedanni — nékolika barvivy po sob¢ (napt. hematoxylin — e0sin)

- barveni simultanni — smési nékolika barviv dohromady (napt. Giemsa*)

- in toto — barveni celého blo¢ku pred fezanim

- orthochromatické — struktura se zbarvi tonem a barvou odpovidajici barvivu (napf. kyselina
pikrova)

- metachromatické — urcité slozky tkané€ se barvi jinym odstinem, nez ma vlastni barvivo (napf.
tionin barvi mezibunéénou hmotu chrupavky a hlen v nacervenalém toénu; granula
mastocytu se toluidinovou modii (modra barva) barvi éervenofialove)

* Komplexni smés barviv s riznym stupném oxidace; obsahuje metylénovou mod¥, azur A, B, C, thionin a
eosin.
Dalsi podrobnosti o barvivech a barveni viz skripta — Knoz, J., Opravilova, V. (1992): Zaklady
mikroskopické techniky; piehled barviv: Némec, B. a kol. (1962): Botanicka mikrotechnika.

Priklady barveni chromozomi

1. Feulgenova nuklealni reakce (barveni pomoci Schiffova reagens)

- je povazovana za neju¢innéjsi metodu barveni jader a chromozémi. Byla vypracovana r. 1924
R. Feulgenem a H. Rossenbeckem. Reakce je podminéna kyselou hydrolyzou DNA, pfii které
dochazi k uvoliiovani purinovych bazi (adenin, guanin) a k odkryti aldehydickych skupin pentdz.
Tyto skupiny oxiduji redukovany fuchsin obsazeny v bezbarvém Schiffovu reagens (kyselina
fuchsinsifi¢itd) na pavodni fialovou formu (typicky ruzovofialové zbarveni; pii odstépeni
pyrimidint se aldehydy neuvolnuji). Jadra odumielych bun€k se barvi Cervene.

Intenzita vysledného zbarveni zavisi na druhu pouzité fixaze a na zpasobu hydrolyzy, na
vlastnostech Schiffova reagens, na uzaviracim mediu a na zptisobu uloZeni preparatu.

Je vhodna pro barveni jak rostlinného pletiva, tak i pro zivoc¢isné objekty.
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Barveni DNA pomoci Schiffova reagens.
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Zakladni postup barveni Schiffovym reagens:

A) Roztlakovy preparat do¢asny (roztlak v 45% kys. octové nebo ve fruktézovém sirupu)

1. Predpiisobeni kofenového meristému vybranou latkou

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

3. Oplachnuti v dest. vod¢ (5 min)

4. Hydrolyza v SM HCI pii pokojové teploté ........... 25 min
(ptipadné v 1 M HCIL, 60 °C ......ccoevvvvvereirennnne. 10 min)

5. Oplachnuti v dest. vodé¢ (5 min)

6. Barveni v Schiffové reagens ............................. 30 — 60 min

7. Oplachnuti v dest. vodé

8. Macerace: v 45% kyseling€ octové.................. 1—2min

nebo ve smési 2% celulazy a pektinazy ve fosfatovém pufru (35 min, 37 °C)
9. Roztlak v 45% kys. octové nebo ve fruktézovém sirupu

Pozorovani v mikroskopu.
Preparaty tohoto typu nejsou trvalé, daji se uchovavat pouze omezenou dobu v lednicce
(mésic). Jsou urceny k rychlému orientacnimu hodnoceni. Nejsou vhodné k potizeni fotografie.

B) Roztlakovy preparat trvaly (vhodny na mikrofoto)

1. Piedpiisobeni kofenového meristému vybranou smési

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

3. Oplachnuti v dest. vodé¢ (5 min)

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

5. Oplachnuti v dest. vodé (5 min)

6. Barveni v Schiffové reagens........................... 30-60 min

7. Oplachnuti v dest. vode

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

9. Roztlak v kapce 45% kyseliny octové

10. Polozeni preparatu na kostku suchého ledu* a zmrazeni (roztladené pletivo zb¢la)

(mozno i opatrné ponofit do tekutého dusiku)
11. Odstranéni kryciho skla Sirokym skalpelem (piip. Ziletkou)
12. Dehydratace v 96% etanolu (2x po 5 min.)
13. VysuSeni preparatu (mozno pouzit fén)
14. Uzavi'eni do uzaviraciho media (Euparal - ptes etanol, DePeX - ptes xylén)

* suchy led = pevny CO,, t = -70 °C; tekuty dusik: bod tani t = -196 °C (bod varu -195,8 °C)
Némec, B.: Botanicka mikrotechnika. Nakladatelstvi Ceskoslovenské Akademie Véd, Praha 1962, str. 234-
237 (Nuklealni reakce — reakce Feulgenova; zpracoval dr. P. Milovidov).

2. Acetobarviva (smési bazickych barviv s kyselinou octovou, pfip. propionovou, mlé¢nou,
mravenci...)

Karmin

Nejvice rozsifené bazické barvivo pro barveni chromozomu; nejstarsi v mikroskopické technice
(do botanické mikrotechniky je zavedl Theodor Hartig). Je pfipravovano z rozemletych suchych tél
(tzv. koSenila) sami¢ek Cervce nopalového (Coccus cacti; tropické americké Homoptera), ktefi
cizopasi na opuncii (Opuntia coccinelifera). V potravinafstvi se uziva k barveni (aditivum E120).
Pfipravi se vafenim barviva v 45% kyselin€ octové, pfida se nckolik kapek Zeleza (hydroxid
zelezity nebo octan Zelezity). Je vhodné pro barveni malych chromozémid. Nevyhodou je, Ze
piebarvuje cytoplazmu.

OH O
HO._/ | s -OH
H D,.F\V,O = - .OH
. v OH O o}
HO” ™y “OH
(Navod na ptipravu viz ptiloha) OH vzorec kyseliny karminové
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Orcein

Poprvé pouzit jako barvivo chromozému (LaCour, 1941).

Je to tmavé Cervené bazické barvivo piivodné ziskavano z lisejnikti dvou druhti — Rocella tinctoria
a Lecanora parella; dnes pfiprava synteticky.

Pouziva se jako acetoorcein nebo laktopropionorcein. Jadra se barvi modfe, inzulin oranzove,
cytoplazma riizovée. Pouziti i pfi kontrole pH (lakmus).

Lakmoid (znamy také pod nazvem rezorcinolova modr)

Bazické barvivo rozpustné ve vodé i v alkoholu. Pouziva se pro barveni kotenovych Spicek,
pylovych zm, pro chromozémy nadort. Neni tak univerzalni jako karmin, ale lze jej uzit v
ptipadech, kde ostatni barviva jsou neti¢inna.

LaCour, L.F. (1941): Acetic-orcein. A new stain-fixative for chromosomes. Stain Technol. 16: 169-174.

Zakladni postup pri barveni chromozéomu acetobarvivy (orcein, karmin):

Fixace kofenovych Spi¢ek ve fixazi 3 : 1.................... 20 min

Macerace ve smesi SM HCl a 96% etanolu 1 : 1.........10 min

Promyti ve vode€ ..........coooiiiii 2 X5 min

Roztlak - na podloznim skle odkrojime meristém, roztla¢ime a ¢aste¢né odstranime
kryci sklo (nadzvedneme riizek KS).

5. Barveni - na roztlak kdpneme barvivo, polozime kryci sklo, zahfejeme nad

lihovym kahanem a nechame barvit v teplém roztoku barviva.
6. Prebytecné barvivo odsajeme filtracnim papirem a roztlak zaramujeme.

el N

Preparaty tohoto typu jsou k okamzité orientaci, daji se uchovat v ledni¢ce nékolik dnii. Nejsou
vhodné k fotografovani.

Piiprava roztlakového preparatu meristému korenové §picky cibule (bobu).
Nafixované kotinky osusime na filtraénim papiru, na 10 min. je pfeneseme do maceracni smési a
pak je promyvame v destilované vodé (2x 5 min). Polozime je na ¢isté podlozni sklo a z kotinku
odiizneme Ziletkou pouze kofFenovou Spicku s meristematickym pletivem. Pfidame kapku
barviva (acetokarmin, laktopropionovy orcein), opatrné prilozime kryci sklicko tak, aby jednim
rohem piesahovalo pies okraj podlozniho skla, a velmi jemné provedeme roztlak. Poté lehce
nadzvedneme okraj kryciho skla, aby barvivo proniklo k jednotlivym buiikdm - toto nékolikrat
opakujeme. Preparat miZzeme mirné nahfat nad plamenem lihového kahanu 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 pfilozenim prouzku cCistého filtra¢niho
papiru (nesmime znecistit povrch kryciho skla!) a miizeme pozorovat mikroskopem pti zvétSeni
cca 200 a 400x. Vhodné figury pozorujeme pod imerznim objektivem pti zvétSeni cca 1000x.
Pokud se nepodaii najit buiiky s rozlozenymi chromozémy, které je mozno pocitat, je nutné postup
opakovat s jinymi $pickami.

3. Hematoxylin (neni bazické barvivo)

Pfirodni barvici substance ziskana z jadra dieva stromu krevené (Haematoxylon campechianum)
pochazejiciho z Mexika (tzv. kampeskové dievo). Piipravené barvivo musi zrat (= oxidovat) na
hematein; ¢erstvy roztok nebarvi.

e Uzavirani preparati

Rameckovani u odpaiujicich se uzavirajicich médii (pf. vazelina, lak — asfaltovy, acetonovy, husty
kanadsky balzam, tmely — lanolin, kalafunovy, du Noyerlv; v soucasnosti i tzv. "rubber cementy",
které z preparatl jdou pozd¢ji snadno odstranit)

Zhotoveni roztlaka primo v uzavirajicich médiich — napf. ve fruktozovém sirupu

Prosavanim objektl uzavirajicim médiem — napt. glycerolem nebo mineralnim olejem

Uzavirajici média — funkce:

- konzervacni a soucasné zachovavajici barveni

- projasnovaci (vysoky index lomu),
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- rychlé tuhnuti pfi styku se vzduchem

Rozdéleni podle rozpustnosti ve vodé:

a) s vodou smisitelna
glycerol, glycerol-zelatina, fruktézovy sirup

b) s vodou nemisitelna
Média dobfe tuhnou, preparat neni tfeba ramovat.

U vétsiny uzavirajicich médii nutné dokonalé odvodnéni objektl alkoholovou fadou (70-96-100%)
a xylenem.

Piklady uzavirajicich médii:

Kanadsky balzam (pGvodné pryskyfice z jedle (Abies balsamea a A. canadensis), dnes synteticka
pfiprava; rozpousti se v organickych rozpoustédlech (xylen, benzen, chloroform,
terpentyn), vysoky index lomu - n = 1,535 (dobie projasiiuje preparaty); reakce slabé
kysela

Solakryl — synteticka pryskyfice, tuhne rychleji nez kanadsky balzam, ma neutralni reakci

DePex - synteticka pryskyfice (uzavirani preparati pres xylén)

Uzavirani z 80% etanolu:

Euparal - synteticka smés ruznych latek (napt. kafr, eukalyptol, fenylsalicilat aj.)

e Popis preparatu
Nativni — fixem na podlozni sklo - material - pravy horni okraj
- potadové Cislo — levy horni okraj

1 cibule

Trvalé — pomoci stitku nalepeného na okraj preparatu:

Opatrven,l p(?plsem. ’ o
- strucny nazev preparatu merisém ibule
J. Cihalikova

- datum sbéru, lokalita, jméno sbératele e
- pouzité uzavirajici médium barveni NOR

- zpUsob barveni

e Archivace

Specialni krabice urcené pro archivaci

Mitoticky index

= pomér bun¢k v mitdze k celkovému poctu bunek.

Buiiky jsou fixovany bez piedptisobeni. Barveny jsou pomoci Schiffova reagens.
Z jedné kotenové Spicky hodnotime asi 1000 bungk.

Z jednoho vzorku hodnotime 5 kofenovych $picek.

Mitotické aberace — poruchy mitotického déleni
Aberace mohou vznikat:
spontanné — nezname pricinu vzniku
indukované — UV zafenim, chemomutageny, infekcemi
Mitotické aberace zahrnuji:
c-mitoézy (kolchicinova mitéza — zastaveni rozchodu chromozémil v metafazi)
mikrojadra
Skupina anafaznich aberaci:
acentrické fragmenty
chromozémové mosty
opozdéné chromozoémy
multipolarni mit6zy
Viz rovnéz ,,Mit6za“ v ramci Cviceni z obecné genetiky (KBB/OGCSB).

Pocet prohlédnutych korinkii ¢i metafazi ke stanoveni po¢tu chromozémi
(podle RNDr. Jitky Stépankové, CSc.)

Rychly screening: 1-2 metafaze z 1 - 2 kotenovych Spicek jedné rostliny

POPULACE: 10 jedinct, z kazdého 5 metafaznich figur

Ovéieni, kdy vnitrodruhova variabilita je nizka: 3 jedinci — z kazdého 5 metafazi

P¥i vétsi variabilité:  prohlédnout vice kotenovych Spicek
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CVICENI C.2
CHROMOZOMY V MEIOZE

vvvvvv

pocet chromozému z generace na generaci.
Je definovana jako dvé néaslednd jaderna déleni s jednou duplikaci chromozdémd.
Objev meiodzy (1879) je piipisovan Augustu Weismannovi (1834-1914).

Charakteristika jednotlivych fazi meiozy:

I. déleni — reduk¢ni (heterotypické)
profaze I — velké zvétSeni objemu jadra

leptotene - chromozoémy se jevi jako dlouha tenka vlakna,

Synizeticky svazek — seskupeni chromozému k jedné

stran¢ jadra (lepto = tenky, tene = nit)
zygotene - parovani homolognich chromozémi, vznik

synaptonemalniho komplexu (zygon = dvojity)
pachytene - homologni chromozémy formuji bivalenty, prubeh

crossing-overu* (pachys = tlusty)
diplotene - desynapse, terminalizace chiasmat  (diplos = dvojity)
diakinese - chromozémy velmi zkracené, vhodné pro stanoveni

poctu chromozomii (diakino = rozpojuji)

* Podle nove¢jsich poznatkli crossing-over nastava jiz v zygotennim stadiu a v pachytene jiz
pozorujeme mista, kde k nému doslo.
metafaze I, anafaze I, telofaze I a interkineze:
chiasmata jsou lokalizovana na ekvatoridlni roviné — genetické dasledky, do
dcetinych jader se separuji jednotlivé celé chromozémy; Vv interkinezi nedochazi
k syntéze DNA a reduplikaci, chromozémy se rozvinuji a formuje se jaderna blana.

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

profaze I1: chromozoémy jsou separovany od sebe — tvoii kiiz

metafaze I1, anafaze I1, telofaze II:
stejné jako somatické d€leni, ptivodni pocet chromozomii (2n) je redukovan na
gameticky pocet (n).

Mikrosporogeneze (viz mikrofotografie):
K vyvoji pylovych zrn (mikrosporogenezi) dochazi v prasnicich obvykle dlouho pifed otevienim
kvétu. V archesporialnim pletivu prasniki dochazi nejprve ke znaénému zmnozeni bunék sérii
mitotickych dé€leni. Vznikajici buiiky se oznacuji jako pylové matefské buiiky (PMC).
V pylovych matetskych bunikach probiha meidza. Z jedné PMC bunky tak vznikaji éty#i haploidni
buiiky pylové tetrady. Kazda bunka se vyviji samostatné v pylové zrno. Buné¢na sténa pylového
zrna je rozdélena na zevni — exine a vnitini - intine. Pylové zrno je nejprve jednojaderné, ale pak se
jeho haploidni jadro rozdeli. Teprve toto dvojjaderné pylové zrno je schopno vykliceni na blizné.
Pfi vykli¢eni pronika intine na ur¢itém misté pfes otvor v exiné a vytvori pylovou lacku, na jejimz
konci pronikaji do semeniku ob¢ jadra. Jedno z nich, vegetativni jadro, je resorbovano v prubéhu
rustu pylové lacky. Jedna se tedy o programovanou bunécnou smrt — apoptozu. Druhé, generativni
jadro, se jesté jednou mitoticky rozdéli, a to bud’ jesté v pylovém zrnu, nebo az v kli¢ici pylové
la¢ce. Trojbunéény pyl — pylové zrno - ma jedno vegetativni a dvé generativni jadra s malym
obsahem cytoplazmy (= spermatické bunky).

VétSina Celedi krytosemennych rostlin ma dvojbunééna pylova zrna (170 celedi). Mezi
nimi jsou Liliaceae, Rosaceae, Solanaceae.

Trojbunécéna pylova zrna se vyskytuji napi. u Celedi Asteraceae, Brassicaceae, Poaceae
(viz foto na cviceni).
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Postup barveni mladych poupat pazitky

Rostlinny material: nafixovana poupata pazitky pobiezni (Allium schoenoprasum L)
(fixaz alkohol-octova - 3:1, 24 h pti 4 °C, pak pfeneseni pies 96% etanol
(2x po 15 min) do 70% etanolu a uchovavani v chladnicce pti 4 °C)

A)  Postup barveni prasnikii laktopropionovym orceinem:

Z rostliny odebereme poupé o velikosti mensi nez 5 mm (pazitka 2 - 3 mm).

. 1zolujeme prasniky (pokud to jde), jinak pracujeme s celym poup&tem
. Fixujeme v Carnoyové fixaziI—-3: 1............coeenn 5—10 min
. Macerace ve smési SM HCI : 96% etanol (1 : 1)......... 10 min

. Diikladné oplachnuti v destilované vodé

. Rozmackani prasnikii na podloznim skle (pouZit zahnutou preparacni jehlu)

. Barveni laktopropionovym orceinem — pridat kapku barviva a lehce pfikryt krycim sklickem

. Barvivo zahtejeme, kryci sklicko lehce pfitlacime, pfebytecné barvivo odsajeme a preparat
pfipadné oramujeme, aby barvivo nevysychalo

8. Pozorujeme pod mikroskopem pii zvétSeni cca 200 a 400x, pripadné s imerzi pii zvétseni 1 000x

NSNS WN P

B)  Postup barveni prasniki Zelezitym acetokarminem:

1. Nafixované poupé o velikosti cca 0,2 — 0,3 mm zméfime milimetrovym métitkem nebo pod
preparacni lupou s okuldrovym mikrometrem.

2. Poup¢ polozime na podlozni sklo, na okraj zapiSeme jeho velikost (fixem na sklo) a s pomoci
zahnutych preparac¢nich jehel vypreparujeme prasniky, zbytek odstranime.

3. Obsah prasnikil vytla¢ime pomoci zahnutych preparacnich jehel do kapky Zelezitého
acetokarminu a zbytky prasnikl rovnéz odstranime.

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

5. Pilozime kryci sklo a opatrné€ roztlacime.

6. Prebyte¢né barvivo odstranime prouzkem filtra¢niho papiru.

7. Pozorujeme pod mikroskopem pii zvétSeni cca 200 a 400x, piipadné s imerzi pti zvétseni 1000x.

Pribéh meidzy a jeji geneticky vyznam viz i ,,Mei6za“ vramci ,,Cviceni z obecné
genetiky* (KBB/OGCSB).

UVOD DO CYTOTAXONOMIE

K pochopeni genomickych vztahli a vazeb v ramci rodd a druhtl, se vyuziva popisnych metod,
jako jsou morfologie a anatomie, cytologickych metod — pocet chromozému a jejich morfologie
(karyotyp), parovani chromozémi v meidéze a molekularnich metod.

Metody vhodné pro cytotaxonomicka studia:

1. Klasické stanoveni po¢tu chromozoémi a jejich morfologie (karyotyp a idiogram)

2. Studium meidzy — parovani chromozémi

3. N-banding - studium a identifikace satelitnich chromozému a jadérek

4. C-banding - identifikace a rozliseni chromozéma pomoci heterochromatinovych pruhti na
chromozdémech barvenych Giemsou

5. Fluorescen¢ni priikkaz jaderné DNA — identifikace jaderné DNA a chromozémui pomoci
fluorochromti

6. Flow—cytometricka analyza rostlinného genomu — studium stupné ploidie, studium
obsahu jaderné DNA

7. Metody molekularni biologie — GISH, FISH, PRINS, RFLP*

*GISH — genomicka in situ hybridizace (in situ = na misté — na chromozdému nebo v jadie)
FISH — fluorescenéni in situ hybridizace
PRINS — Primed In Situ DNA Labelling (= PCR in situ; fyzicka lokalizace repetitivnich sekvenci
na chromozomech; alternativni metoda k FISH)
RFLP — Restriction Fragment Lenght Polymorphism - délkovy polymorfismus restrikénich
fragmenti
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ad 1) Stanoveni po¢tu chromozémi
Pi'ehled nékterych barvicich metod:

A) Barveni malych chromozémii

enzymaticka macerace/ air drying method

EMA metoda

Predptisobeni — specifické pro dany objekt

Fixaz — 3:1 Cerstvé pripravena ................ 1 hod.
Opléachnuti v dest. vod¢

Macerace — smés enzymu*, 37 °C .............. 30-60 min
Opléachnuti v dest. vod¢

Képnuti macerované Spicky v kapce fixaze na podlozni sklo
Vyschnuti preparatu

Barveni v Giemsové barvivu fedéném ve fosfatovém pufru pH = 6,8

NGO~ LNE

*Smés enzymii: 4% celulaza Onozuka; 0,3% pektolyaza; 1,5% macerozym ve fosfatovém pufru
piipH =4.2

B) Barveni velkych chromozomi

roztlakové techniky/squash method

Docasné preparaty:

Predptisobeni — specifické pro dany objekt
Fixdz—Carnoy 3:1 ........ooviiiiiiinntn. nejméné 1hod.
Macerace v 45% kys.octové

Barveni v acetoorceinu nebo acetokarminu
Zahtati barviva na podloznim skle

Roztlak v teplém barvivu

Odsati barviva

Ramovani kryciho skla

Trvalé preparaty:

N OM~MLNE

Predplisobeni - specifické pro dany objekt

Fixaz — Carnoy 3:1 .......coooviiiiinnnnnnn. 24 hod.
Hydrolyza vSMHCI ........................ 30 min
Barveni v Schiffové reagens ................ 60 min

Roztlak ptes suchy led v kapce 45% kys. octové (piipadné tekuty dusik)
Dehydratace v 96% etanolu - 2x 15 min
Uzavirani do DePeXu nebo Euparalu

Nogk~wbdpE

Barveni cvtologicky obtiZznvch druhi:

C) Barveni chromozomi di‘evin
Uziva se jak enzymaticka macerace, tak roztlak. Macerace je vzhledem k obsahu ligninu a
bylin. Semena kli¢i dels$i dobu, proto je nutné je pi‘ed vykli¢enim sterilizovat.
Postup:
1. Semena dievin sterilizovana v 70% etanolu a 1% chlornanu sodném (NaClO . 5H,0;
chlorové belidlo)
Opléchnuti sterilizovanou vodou
Semena vyseta na filtracni papir (doba kliceni zavisi na druhu)
Vyklicené kotenové Spicky ihned ufezat — dlouhé maji redukovany mitoticky index
Predpuisobeni a fixaz
Macerace ve smési 4% celulazy a 1,5% pektolyazy a 0,3% macerozymu; pH = 4,2
Roztlak meristému v kapce fixaze
VysuS$eni skel (pies suchy led) a dehydratace v 96% etanolu
Barveni v Giemsové roztoku (fosfatovy pufr pH = 4,2)

©WooNTOA~wN
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D) Barveni chromozomii z kvéti a listi
JestliZe nejsou k dispozici kofenové $picky, miizeme pouzit mladé pupeny nebo listy.

1. Mladé jesté svinuté listy nebo mladé pupeny - do 1 cm
2. Fixaz v Carnoyové fixazi 3:1 tak dlouho, dokud se listy neodbarvi; mizeme pienést i
do Cerstvé fixaze

3. Hydrolyzav I MHCIpHi 60 °C ........ooviiviiiiiiiiiieieiee 10 min
nebo v 5 M HCI pfti pokoj. teploté .................. 25 min

4. Oplachnuti dest. vodou (5 min)

5. Barveni v Schiffové reagens ........................ocoiii 30-60 min

6. Oplachnout 2x v 0,5% roztoku kyseliny sifi¢ité (H3COy) ............ 10 min

7. Roztlak v kapce 45% roztoku kys. octové

8. Ramovani

Pfed rdmovanim se pod mikroskopem piesvédcime, jestli je roztlak dostatecné nabarven.
Neni-li tomu tak, dobarvujeme 1% acetokarminem a potom ramujeme.

E) Barveni druhi s nizkym obsahem DNA
barveni hematoxylinem a carbol — fuchsinem

1) Barveni chromozémiu Lupinus luteus L. hematoxylinem (sloZeni viz Dodatky)
Material: kotfenové $picky ze semen
Predplisobeni: ledova voda v lednicce ............ 24 hod.
Fixaz: Carnoy I (3:1) c.ovoviiiiiiiiiiin. 2-3 hod. v pokojové teploté
nebo 24 hod. pii 4 °C
Hydrolyza: 1 M HCI 60°C ................oeeat.. 5 min

Barveni: hematoxylin + FeNH,(SO,), (siran Zelezitoamonny) - zahfivat na skle
dokud chromozémy nejsou tmavé

Trvaly preparat: suchy led — dehydratace v 96% etanolu, DePeX nebo Euparal

Nevyhoda: barveni bledne po 3 mésicich

2) Barveni carbol-fuchsinem (sloZeni viz Dodatky)
Material: kofenovy meristém (pfedpisobeni, fixace)
Barveni: carbol-fuchsin........................... 14 =16 hod. v ledni¢ce
Proplachnuti ve studené vodé 3x az se odstrani barvivo
Roztlak v kapce 45% kys. octové
Carbol-fuchsin se pouziva také k dobarveni preparatt, napf. po barveni Schiffovym
reagens nebo orceinem.

KARYOSYSTEMATIKA

- zvaZuje poznatky o jadre, resp. chromozdémech, z hlediska jejich vyuzitelnosti jako rozliSovacich
znaki mezi taxony. Znalosti o proménlivosti poctu, velikosti a tvaru chromozomi umoznily novy
pohled na taxonomii urcitych druhti — u rostlin napt. u mnoha kapradin, z krytosemennych rostlin u
Celedi Brassicaceae, Poaceae, v rodech Crepis, Tragopogon, Clarkia a dalsich.

Chromozomy jako objekt zkoumani a jejich vyznam v karyosystematice rostlin
(podle Krahulcova, 1998)

Karyotypem rozumime chromozdémovou sadu jedince (nebo skupiny pfibuznych jedinct)
definovanou poctem, velikosti a tvarem chromozému obvykle tak, jak se tyto jevi v metafazi
mitotického déleni. Idiogram je pak schematické znazornéni karyotypu.

Pocet, tvar a velikost chromozémi lze vyuzit spolu sostatnimi znaky (napf.
morfologickymi, fytogeografickymi, ekologickymi, chemickymi) jako charakteristiku urcité
taxonomické skupiny a k definovani rozdilli mezi skupinami. VétSinu karyologickych znaku ale
Ize spiSe vyuzit k charakteristice skupin na tirovni druhové a niZsi.

Karyosystematika vénuje pozornost i uspoiadani homolognich chromozému pri
redukénim déleni, které (zjednoduSené feceno) odrazi miru vyvojové piibuznosti rodicovskych
genomil. Pravidelny priibéh meidzy pii gametogenezi ma totiz zasadni vyznam pro Zivotaschopnost
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gamet, a tedy i pro schopnost produkovat zivotaschopné potomstvo. U polyploida hybridniho
puvodu se mohou prednostné parovat chromozémy v ramci rodi¢ovskych sad, ackoliv genetické
rozdily mezi sadami neumozinuji parovani ,,homolognich* chromozému. Polyploidizace ve spojeni
s hybridizaci ma proto obrovsky vyznam v evoluci vyssich rostlin, protoze v mnoha ptfipadech
obnovuje plodnost hybridd, kteti by jinak ziistali sterilni.

Informace o po¢tu chromozémi muiize byt cennym voditkem v téch ptipadech, kdy se v
ramci celé skupiny piibuznych taxonli vyskytuje vice stupiit ploidie, které n€kdy tvoii celé
polyploidni fady (komplexy). Diploidni taxony jsou pokladany za pivodnéjsi, polyploidni za
odvozengjsi, vzniklé Casto hybridizaci taxonti s nizs§i ploidni trovni (napf. polyploidni komplex
Dactylis glomerata).

Proménlivost v poctu a morfologii chromozémli nema stejnou vahu a vyznam ve vSech
taxonomickych skupiniach. Nékteré skupiny jsou z karyologického hlediska zna¢né uniformni;
napf. v podceledi Maloideae (rody Malus, Pyrus, Crataegus, Sorbus) jsou chromozémové pocty
zalozeny na nasobcich Cisla 17 (zakladni Cislo x = 17) a vétSina druhtt je diploidnich se
somatickym chromozémovym poctem 2n = 34. Polyploidni jsou v této podceledi hlavné
apomikti¢ti hybridi.

Karyologicky zna¢cné¢ homogenni je ¢eled’ Pinaceae z nahosemennych (rody Abies, Picea,
Pinus, Larix), ktera obsahuje pouze diploidy se somatickym chromozémovym poctem 2n = 24,
Chromozoémové sady zastupct této Celedi jsou si znacné€ podobné, tj. chromozdémy maji podobnou
velikost a tvar (homogenni karyotyp).

Naopak znaéna rozraznénost jak v poétech chromozomt, tak v jejich velikosti a tvaru
existuje napt. v rodu Crepis nebo Delphidium (stracka) (heterogenni karyotyp).

V Celedi mitikovitych (Apiaceae) jsou casto ruzné rody charakterizovany raznymi
zakladnimi €isly x, tj. jejich somatické poc¢ty chromozémt jsou tvoieny nasobky po sob¢ jdoucich
¢isel v rozmezi od 6 do 11.

Pred zahajenim karyologického studia jakékoliv taxonomické skupiny je tfeba si ujasnit, co
nam mohou casto pracné ziskana data o poctech a pripadné tvaru a velikosti chromozému
poskytnout, a zda ndm mohou pomoci v feSeni daného problému.

Naptiklad znalost chromozéomového poctu mize byt nesmirné cennym voditkem v
nekterych skupinach morfologicky podobnych a snadno zaménitelnych druhd, liSicich se prave
chromozémovym poctem.

Piiklady: - skupina pomnének Myosotis palustris zahrnujici diploidni M. nemorosa (2n =
22), hexaploidni M. laxiflora, M. radicans a M. palustris (2n = 66) a oktoploidni M.
caespitosa (2n = 88).

- ze snadno zaménitelnych druhti rozrazili Veronica polita a V. opaca je prvni z

nich diploidni (2n = 14), druhy tetraploidni (2n = 28).

- znalost chromozémového poctu je dulezita napf. pfi uréovani druhl rodu

Callitriche (hvézdos), z Zivocichi napt. u hrabost @ mnoha dalsich rodu.

B-chromozémy

V karyotypech nékterych skupin vyssich rostlin, ale i v ZivoCisné fisi, se vyskytuji tzv. B-
chromozomy (n¢kdy oznacované jako nadpocetné nebo akcesorické chromozomy). Jejich
oznaceni ,,B“ vyjadfuje urcitou odlisnost ve vzhledu i chovani oproti ,regulérnim™ A-
chromozémim, charakteristickym pro dany taxon; to souvisi s genetickym obsahem B-
chromozomd, ktery zfejme neni pro zivotaschopnost organismu nezbytny. Dosud nepanuje zcela
jednotny nazor ani na jejich obecny pfinos pro organismus, ani na jejich skodlivy vliv projevujici
se zejména sniZzenim zdatnosti nositell nebo potomstva pii nahromadéni velkého mnozstvi B-
chromozoémi. Nové studie B-chromozémi se shoduji, Ze tyto chromozémy jsou mnohem
zajimavéjsi, nez se ptivodné predpokladalo, a Ze rozhodné nejsou inertni a mohou mit vliv na svého
nositele. Piedpokladany ptvod i mechanismus jejich vzniku se u riznych druhti organisma 1isi, i
kdyZ mé u vSech podobné zakladni sekvence.

U vyssich rostlin se B-chromozomy ¢astéji vyskytuji napt. v celedich Poaceae, Asteraceae,
Cichoriaceae nebo Liliaceae. Jejich pritomnost a pocet mize, ale nemusi byt staly ani mezi jedinci
v populaci, ani v rdmci jedné rostliny mezi riznymi pletivy a buiikami. Pfitomnost B-chromozomu
v karyotypu se vyjadfuje zapisem typu napt. 2n = 18 + 0 - 2B, kde 18 znamena staly somaticky
pocet chromozémi a kde v bunikach individua (nebo rostlin v populaci) byly pozorovany ptidatné
B-chromozémy v poc¢tu od 0 do 2.
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Piiklady: mésicnice ro¢ni: 28 + 2B; fepcik kralovsky: 24 + 0 — 12B; psarka lu¢ni: 28 + 0 — 2B,
zito seté: 14 + 0 — 8B; kukufice seta: 20 + 1 — 7B)

Poznamka: U ptakut jsou ¢asto kromé sady autozomi i mikrochromozémy (mikrosatelity).
Pohlavni chromozémy u rostlin

Pohlavni chromozémy u dvoudomych rostlin s chromozomalnim uréenim pohlavi maji
specialni vyznam. Pfevazna téchto rostlin je typu Drosophila, tj. s homogametickym samic¢im
pohlavim a heterogametickym saméim (vyskyt napi. v rodech §tovik (Rumex acetosa, silenka
dvoudoma (Silene dioica, syn. Melandrium - Y-chromozém mnohem vétsi nez X), Asparagus,
posed dvoudomy (Bryonia dioica), papaja obecna (Carica papaya). Typ Abraxas ma napf.
jahodnik Fragaria orientalis nebo modelova rostlina molekularni biologie - topol chlupatoplody
(Populus trichocarpa).

Pohlavi u typu Drosophila byva uréeno nejen pfitomnosti nebo nepfitomnosti Y
chromozému, ale exprese samciho pohlavi je vétSinou dana jeste poctem X chromozémi a
ostatnich chromozémt sady (autozémi).

Zakladni karyologické charakteristiky a jejich variabilita
u krytosemennych rostlin

Pocet chromozomii

Chromozémovy pocet se zjiStuje nejcastéji z bunek délicich se somatickych pletiv (napf-.
meristémi kofenovych S$picek). Pocet chromozéml stanoveny v somatickych buiikach se
konven¢né oznacuje jako 2n. Chromozémovy pocet v zarodeénych bunkach (napi. v pylovych
matefskych buiikach béhem mikrosporogeneze) je tzv. gameticky pocet s ozna¢enim n. Pokud je
meidza pravidelna a jiz probéhlo redukéni déleni, je pocet chromozomt v zarodecnych buitkidch
sniZzen oproti somatickym bunkam na polovinu. Pocitat chromozomy v zarode¢nych bunkach mutze
byt proto vyhodné tam, kde je v somatickych bunkach vysoky pocet drobnych chromozdému (napf.
rod Carex, Bolboschoenus, vétsina kapradin), piipadné u rostlin, jejichZ somatické meristémy jsou
htte dostupné nebo se obtizné zpracovavaji. Pouzitelnost zarode¢nych buné€k pro pocitani
chromozémi je omezena napt. u nékterych apomiktickych rostlin, kde je mei6za nepravidelna
nebo neprobiha viibec.

Dtlezitou charakteristikou, vyznamnou pfedev§im na urovni rodové a vyssi, je tzv.
zakladni chromozémové Cislo (znaci se X). Jeho nasobky tvofi chromozomové pocty jednotlivych
druhtt rodu. Pokud se jedna o celé nasobky zakladniho ¢&isla, mluvime o euploidii (nebo
orthoploidii). Stav, kdy se pocet chromozémi od zikladniho ¢isla drobné odchyluje, nazyvame
aneuploidii (nebo anorthoploidii). Nékteré rody (nebo dokonce i ¢eledi) maji jen jedno zakladni
¢islo, jiné jich maji n¢kolik (napt. Pinaceae 2n = 24, Apiaceae ruzny pocet).

Z krytosemennych rostlin byl nejnizs$i znamy somaticky pocet chromozomi zjistén u
Haplopappus gracilis (2n = 4) (Celed’ Asteraceae). Naopak nékteré vysoce polyploidni apomiktické
druhy rodu Poa maji v somatickych pletivech vic nez 200 chromozémi. Mnohem vyS§im
somatickym chromozomovym poétem se vyznacuji nékteré kapradiny (napf. Ophioglossum
reticulatum - hadilka - ma 2n vyssi nez 1 200).

Pocet chromozomii u vybranych organismii:
Cerv Ascaris megalocephala (8krkavka) 2n= 2

Haplopappus gracilis (Asteraceae) 2n= 4

Skarda vlaskovita (Crepis capillaris) 2n= 6

muntzak ¢erveny (Muntiacus muntjak) 2n= 6

husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) 2n = 10 (i tetraploid 2n = 20)
drozofila (Drosophila melanogaster) 2n= 8

bob konsky (Vicia faba) 2n= 12

cibule kuchynska (Allium cepa) 2n= 16

véela medonosna (Apis mellifera) sami¢ka 2n = 32, sameéek 2n = 16
fedkev seta (Raphanus sativus) 2n= 18

prase domaci (Sus scrofa domesticus) 2n= 38

¢lovék (Homo sapiens) 2n= 46

kan (Equus sp.) 2n= 64

hrabosi 2n= 17-64

nosorozec dvourohy (Diceros bicornis) 2n= 84
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prstnatec majovy (Dactylorhiza majalis) 2n= 80
stafinec oranzovy (Tephroseris aurantiaca) 2n = 96

kapr obecny (Cyprinus carpio) 2n =104

kapradina hadilka
Ophioglossum petiolatum 2n =510
Ophioglossum reticulatum 2n = vice nez 1 200

(nekteré populace i 1 440 — tj. 96x; x = 15)
Velikost chromozomii
Velikost chromozomil je stejné jako jejich pocet zna&né variabilni. Radové se pohybuje
vétSinou v mikrometrech. Velmi drobné chromozémy, o délce az kolem 0,2 um, maji napt. nekteri
zastupci Celedi Cyperaceae: tato velikost uz je na hranici rozlisitelnosti optického mikroskopu s
imerznim objektivem, bézné uzivaného ke studiu chromozémi. Naopak velké chromozémy se
vyskytuji v ¢eledich Paeoniaceae nebo Liliaceae: nejveétsi chromozom u cibule (Allium cepa) méti
10 pm, chromozémy nékterych druht rodu Lilium dosahuji délky az 25 um.

Poznatky o tvaru a velikosti chromozémil v urcité skupiné mohou vypovidat o vyvojovych
vztazich mezi taxony: i zde totiz existuji znaky poklddané za primitivni a znaky odvozené,
vyvojové pokrocilejsi. Z tohoto hlediska je dulezity pojem tzv. symetrie versus asymetrie
karyotypu. Karyotypy symetrické Sestavaji z chromozémi piiblizné stejné velikosti a prevladaji
v nich metacentrické chromozomy (s centromérou uprostied). Asymetrie karyotypu vzrista
jednak se stoupajici rozriiznénosti chromozomu v sad¢ podle délky, jednak se stoupajicim podilem
chromozoémi akro- a telocentrickych (s centromérou posunutou ke konci raménka).

Symetrické¢ karyotypy jsou pokladany za primitivnéjsi, asymetrické za odvozené,
charakteristické pro vice specializované taxony.

Live A., Love D. (1975): Plant chromosomes. J. Cramer, Vaduz.

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

Suda J. (2009): Darwinova ,,odporna zahada“ po 130 letech aneb souvisi polyploidie s rozmanitosti
krytosemennych rostlin? Ziva 5/2009, 204-208.

CVICENIi C.3
VELIKOST GENOMU, ANEUPLOIDIE

Materialy zajisti dr. Vrana z UEB Olomouc

CVICENI C. 4
DIFERENCIALNI BARVENIi CHROMOZOMU

- techniky prouzkovani chromozému

Princip technik prouzkovani (taky pruhovani neboli banding; pruh = band):

Chromozomy maji v metafazi omezeny pocet morfologickych charakteristik, které je dovoluji
navzajem odlisit. Jsou to: délka chromozémii, umisténi centroméry, délka jednotlivych ramen
a sekundarni konstrikce. Pokud tyto charakteristiky chybi, jsou chromozémy nerozliSitelné.

Rozliseni umoziuje metoda podélné diferenciace chromozomii, tzv. prouzkovani chromozémuii
(banding). Kazdy chromozdm karyotypu je odliSitelny rozdilng umisténymi prouzky.

Specifické oblasti na chromozomu nazvané heterochromatin (viz i E. Heitz - Historie
cytogenetiky) zlstavaji béhem telofaze kondenzovany a v interfaznim jadie vytvaieji vysoce
kondenzovana chromocentra (naptiklad u mrkve a brasiky).
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Konstitutivni (obligatni) heterochromatin — na chromozémech se nachazi zejména
Vv centromerach a telomerach; v oblastech nuklearniho organizatoru mitotickych chromozému, v
interfazi — tvorba chromocenter. Je pozdné se replikujici, geneticky inertni a obvykle obsahuje
vysoce repetitivni sekvence DNA.

Fakultativni (prileZitostny) heterochromatin (docasné netranskribované geny) piedstavuje
potencidlné inaktivni chromatin zahrnujici napf. interfazovou kondenzaci jednoho chromozému X
¢i celého chromozomového paru (Barrovo télisko). Fakultativni heterochromatin miize prechéazet
z inaktivniho heterochromatinu v euchromatin (u eukaryot mize slouzit k regulaci genetické
informace).

Konstitutivni heterochromatin ma identické pruhy na homolognich chromozémech, fakultativni
heterochromatin je charakteristicky rozdilnymi pruhy na homolognich chromozdémech. Distribuce
konstitutivniho heterochromatinu je chromozémové a druhové specificka a muze byt pouzita
k identifikaci chromozomii.

Mnozstvi heterochromatinu v jadrech je zavislé na transkripéni aktivité: malo heterochromatinu je
pritomno v transkripéné aktivnich nadorovych bunkach, naopak zralé spermatocyty — transkripcné
inaktivni — jsou prakticky vyplnény transkripéné inaktivnim kondenzovanym heterochromatinem.

Prvni techniky prouzkovani byly popsany v roce 1968 a byly to prvni metody, které rozliSovaly
chromozémy na zakladé jejich linearni diferenciace. V roce 1968 Caspersson se spolupracovniky
popsal metodu prouzkovani chromozému za pouziti fluorescenéni alkyla¢ni latky — quinacrinu
mustard (Q-banding). Tato latka byla pouzita k identifikaci chromozomu u riznych rostlinnych a
zivocisnych druht, véetné ¢loveka.

identifikovat nejen celé chromozémy, ale predev$im malé seky na chromozoému, které jsou
vysledkem piestavéného karyotypu. Mnohé translokace jsou reciproké a nemohou byt detekovany
pomoci jednoduchych barvicich technik, a ty, které nejsou reciproké, zahrnuji tak malé mnozstvi
genetického materidlu, ktery je nepozorovatelny. Vétsina takovych translokaci méa vazné klinické
nasledky, jako napt. Philadelphsky chromozom, ktery je odpovédny za chronickou myeloidni
leukémii. Tento chromozém je definovan jako nereciproka translokace casti dlouhého ramene
chromozému 22 a dlouhého ramene chromozému 9.

Zakladni typy prouzkovani:

Barveni specifickych frakci chromatinu

C-banding (constitutive heterochromatin)

C-banding je charakterizovdn vznikem pruhl v oblasti centromery. Je indukovan plsobenim
kyseliny octové, hydroxidem barnatym, horkou soli a barvenim Giemsovym barvivem (proto
Casto oznaCovan i jako Giemsa C-banding). Obecné je pouzivan Kk identifikaci oblasti
konstitutivniho heterochromatinu. Tento typ DNA cCasto obsahuje vysoce repetitivni sekvence,
jako satelitni DNA, které jsou geneticky inaktivni.
Giemsa C—banding technika byla pivodné vyvinuta pro lidské chromozomy, kde se diferencialné
barvi centromericky tsek a také ostatni iseky obsahujici konstitutivni heterochromatin, coz jsou
obvykle useky telomerické nebo subtelomerické. Slouzi k sledovani variability tohoto chromatinu u
riznych osob (napf. strukturalnich aberaci postihujicich heterochromatinové oblasti Y
chromozomu).
Je vhodny i pro rostlinny material, protoze distribuce C-bandl je u rtznych druhd rizna.
Vyznamné se podili na identifikaci chromozému obilovin, kde se daji odli$it translokované linie u
pSenice. Chromozoémy zita v karyotypu pSenice jsou charakterizovany piitomnosti velkého
telomerického C—pruhu.
Mechanismus C-bandingu:
Mechanismem je selektivni extrakce euchromatinovych segmenti z chromozémovych ramen,
zatimco vetsi cast DNA ziistava v prouzcich. Extrakce DNA je vysledkem 3 zékladnich kroku:

1) depurinace DNA (puisobenim 45% kys. octové)

2) ireversibilni (nevratna) denaturace DNA (hydroxidem barnatym — 5% Ba(OH), )

3) extrakce depurinované DNA z oblasti mimo prouzky (inkubace v horkém SSC pufru)

4) barveni Giemsou
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Tato metoda se rovnéz nazyva BSG (barium-saline—Giemsa). Ukazuje polohu konstitutivniho
heterochromatinu a tmavé pruhy Ize tedy oCekavat u centromér a telomér.

NOR - banding (Ag-NOR-banding)

Tato technika byla vyvinuta pro diferencialni barveni organizatoru jadérka (NOR) u
rostlinnych a zivoc¢isnych chromozoému.

Selektivné detekuje oblasti organizatoru jadérka — tj. sekundarni konstrikci a Vv interfaznim
jadie jadérko — tento isek na chromozému obsahuje mnohonasobné kopie genli a ribozomalni
RNA.

Barvici latkou je AgNOj (dusi¢nan stiibrny), ktery barvi proteiny jadérka — tj. na chromozomech
se sekundarni konstrikci zbytky proteinil). Pocet chromozoému, které obsahuji sekundarni
konstrikei, kolisa od 1 paru k n¢kolika (zalezi to na druhu). Proces normalni nukleogeneze spoc¢iva
Vv zéniku jadérka na konci profaze a jeho vytvoreni v telofazi.

Ag-NOR-banding je pouzivan v karyotypu K identifikaci satelitniho chromozému a k analyze
aktivity jadérka. V karyotypu cClovéka selektivné barvi satelity u 5 part akrocentrickych
chromozomu — 13, 14, 15, 21 a 22.

Metoda barveni organizatoru jadérka a jadérka v interfaznim jadre,
NOR - banding

Pro specialni barveni organizatoru jadérka (NOR) byla modifikovana metoda dle:
Howell, W.M. and Black, D.A. (1980): Controlled silver-staining of nucleolus organizer regions
with a protective colloidal developer: a 1-step method. Experientia 36: 1014.

Postup barveni:

Material: kotenovy meristém cibule (Allium cepa L.) a bobu (Vicia faba L.)

Pi'edpusobeni: p-dichlorbenzen .... 3,5 hod. (nebo kolchicin 0,1% roztok 2 hod.)

Fixace: Carnoy | (3:1)

Hydrolyza: 5M HCI . . 25 min., laboratorni teplota
Roztlak: v kapce 45% kysehny octove kry01 sklo odstraneno pfes suchy led,
dehydratace v 96% etanolu (2x po 15 min) a vysuSeni na vzduchu
Barveni: 1. roztok - 2g praskové potravinarské Zelatiny rozpustit ve 100 ml dest. vody a piidat

1 ml kyseliny mravenci
2. roztok - 50% vodny roztok AgNO;

Pro barveni se pipetuje 10 ul Zelatinového roztoku (1.) a 20 ul 50% AgNO; roztoku (2.) na preparat.
Roztlak se ptikryje krycim sklem a polozi na desku vyhtatou na 70 °C. Asi po 2 min barvici roztok
zhnédne. Potom kryci sklo smyjeme stfikackou nad kadinkou. Preparat se vysusi na vzduchu a uzavie
do Euparalu (pies 80% etanol) nebo DePeXu (pies xylén).

Na uzavieném preparatu pozorujeme zluté zbarvena interfazni jadra a uvnitf Cerné zbarvena jadérka.
Na satelitnich chromozémech se specificky barvi organizator jadérka — chromozomy jsou Zluté, NOR
— tmavy pruh.

Barveni strukturnich prouZkii chromatinu

G — banding (Giemsa)

Jednoduchy dvoustupiiovy proces zahrnuje enzymatické piedpisobeni za pouziti trypsinu a
nasledné barveni Giemsou (pfipadné Leishmanovym barvivem nebo Wrightem). Je to metoda,
ktera byla vyvinuta paralelné¢ s C-bandingem — vytvaii na podélné délce chromozému tmavé a
svétlé pruhy — tzv. G-pruhovani.

Obecné lze fici, ze tmavé G-pruhy (G — pozitivni) jsou relativné bohaté na A-T a jsou pozdné se
replikujici (heterochromatin), zatimco svétlé G-pruhy (G — negativni) jsou rané se replikujici a
transkripéné velmi aktivni (euchromatin). Predpoklada se, ze mechanismus vedouci ke vzniku G —
pruhd souvisi se zmé€nami chromozémovych proteint.

Tento typ prouzkovani se uziva predevSim u Zivo¢iSnych chromozémii; pfitomnost G-pruhti u
rostlin je stdle pfedmétem diskuse. Chromozémy nabarvené touto technikou obsahuji mnoho
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prouzki, proto je tato technika diilezita v klinické cytogenetice. G-banding neni aplikovatelny u
vSech druhti, ale obecné mize byt pouzit u obratlovci. Timto zplisobem prouzkovani je mozné
ziskat i informace o fylogenetickém vyvoji mezi druhy.
(viz sestavovani karyotypu clovéka barveného G-bandingem ve Cviceni z genetiky ve 2. ro¢niku
bakalatského studia)

Q — banding (fluorescencni banding, quinacrin)

Prvni technika prouzkovani chromozému. Byla vyvinuta Casperssonem a spol. (1968, 1971), ktefi
pouzili fluorochrom quinacrin (chinakrin; derivat chininu) pro diferencialni barveni chromozému
Vicia faba L. Po barveni quinacrinem nebo quinacrin mustardem urcité oblasti chromozoémi
vykazovaly jasnou fluorescenci. Tyto pruhy jasné fluorescence jsou chromozdémove specifické a
mohou byt pouzity k identifikaci chromozému. Dilezité u této metody prouzkovani chromozoémui
je aplikace fluorescencnich barviv bez piedchoziho chemického plsobeni, které by poskozovalo
strukturu chromatinu nebo dokonce odstrafiovalo nékteré komponenty chromozoému.

Jind barviva pro fluorescencni banding: acridine orange, ethidium bromide, propidium iodide,
Hoechst 33258, DAPI.

U zivoc¢ichti Q-banding odpovida G-bandingu, pouziva se jako doplikova metoda, zejména pii
hybridizaci in situ.

U rostlin se shoduje s oblastmi konstitutivniho heterochromatinu zdtraznéné C—bandingem.

Hy-banding u rostlin (HCI, hydrochlorid acid)

Rostlinné chromozémy vykazuji tmavé a svétlé pruhy po ptisobeni kyselinou chlorovodikovou.
Hy-banding chromozému bobu detekuje pruhy na satelitnim metacentrickém chromozomu.

R-banding (reverse)

Reversni banding. Opak G — pruhovani. Tmavé prouzky se objevuji v oblastech bohatych na G-C,
obsahuji druhou frakci euchromatinu s ¢asnou replikaci.

Uziva se pro zpiesnéni analyz nebo ke studiu pozdné se replikujiciho X-chromozomu.

Postup: kratka inkubace chromozomui v horkém SSC pufru (denaturace a nasledna renaturace DNA
pii alkalickém pusobeni za vyssi teploty), nasleduje barveni Giemsou (ozna¢eni RHG). Druhou
moznosti R-bandingu je barveni chromozémui piimo bez inkubace SSC pufrem akridinovou
oranzi (RFA).

U rostlinnych chromozémii je obecné mensi vyuziti pruhovacich metod, protoze rostlinna DNA
je 8 1 vicekrat spiralizovangj$i, a proto jsou chromoméry Spatné odliSitelné od pruhii; podobné je
pruhovani obtizné i u nizsich obratlovcl a bezobratlych.

METODY ZIVOCISNE CYTOGENETIKY

Karyotyp je dnes popsan u fady pfislusnikil nejriiznéjsich zivocisnych kmend.
skupiny vyznamné zejména jako modelové objekty (Molusca, Diptera); v pocatcich je cytogenetika
nekterych parazitickych forem, kde karyotyp miize byt vyznamnym determina¢nim znakem.

Cytogenetika obratloveli se vyznacuje nerovnomérnosti v poctu druhd s dosud popsanym
karyotypem, a to jak mezi, tak i uvnitié jednotlivych tfid. Nejlépe prozkoumany jsou Karyotypy
hospodaisky vyznamnych druhti savct, kdy se mnozstvi znamych poznatkt blizi urovni bézné
cytogenetice humanni.

U ptaku existuji zakladni popisy karyotypli jen u malého procenta celkového poctu druhii; nejlépe
je zpracovan pouze kur domaci (Gallus domesticus) a nékolik dalSich hospodatskych druht.

Ze studenokrevnych obratlovea je situace prizniva u obojzivelniki, ktefi jsou tak po savcich
nejlépe prozkoumanou skupinou.

Cytogenetika plazi a ryb nedosahuje takové trovné, a to pro nesmirné bohatstvi druhti.
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Pro paryby a kruhoisté je dosud jen velmi malo tidaja.
Prouzkovaci metody lze aplikovat jen u vysSich obratlovci.

Metody studia chromozomii u Zivocichu

1. Nakapavané techniky (vysuseni na vzduchu)
Material: délici se buiiky

- kostni dfefi savct, obojzivelnikll a ptakt
- slezina

- buiiky strevniho epitelu

- fibroblasty (pojivova tkan)

Jiné zdroje nez sav¢i buiky:

a) teplokrevni Zivocichové

- ptaci (inkubace leukocyti)

- obojzivelnici (buiiky sti‘evniho epitelu a buiiky kostni difen¢)
b) studenokrevni zivoCichové

- plazi (leukocyty)

2. Roztlakové preparaty

- obojzivelnici: stievni epitel - bunky epitelu jsou seskrabany ze stény svalu a barveny
Vv acetoorceinu a roztlaCeny ve 45% kys. octové

- ptaci: pulpa ptaciho pera
je preferovana pred leukocyty, protoze neposkozuje zivocCicha,
material se aktivné dé€li a nepottebuje kultivaci

- larvy Dipter: neuroblasty, testes

e Metoda barveni pulpy ptaciho pera:
Vyhody:

bunky pulpy jsou vzdy dostupné
pulpa obsahuje aktivné se d€lici buiiky
neni nutna kultivace bunék

¢asove nenarocna metodika

Metoda dle Schoffnera et al. (1996) — barveni laktopropionovym orceinem:

1.

o o

s

Nejvhodnéjsi jsou nezrald nepigmentovana pera — napf. pera z malych sotva vylihnutych
ptakt; u vzrostlych bereme mala pera. Na 30-40 min vpravujeme vnitiné do btiska 0,05%
roztok kolchicinu nebo 0,05% roztok kolcemidu (= derivat kolchicinu) (40 pl na 30 kg
vahy mladého ptaka a 1 ml na 1,3 kg vzrostlého ptaka).

Po 30-45 min po zavedeni kolcemidu vytrhneme pero a vymackame pulpu. Pulpa se da do
kapky hypotonického roztoku (0,45% Na-citrat). Je-li pulpa velkda asi 1 mm,
hypotonizace trva asi 10-15 min pfi pok. teplote. VEétsi mnozstvi pulpy pera se rozdé€li na
mensi kousky a hypotonizuje se 15-20 min Pulpa dospélych ptakt byva Casto zelatinovana
nebo vlaknita a musi se macerovat 10% trypsinem.

Po hypotonizaci se kousky pulpy fixuji Cerstvé pfipravenym fixa¢nim roztokem 45% led.
kyseliny octové. Doba fixace je nejméné 30 min.

Tkan muze byt skladovana v uvedeném fixans nékolik hodin az dni (pii 4 °C v chladnicce).
Z fixacniho roztoku vyjmeme kousek pulpy na filtra¢ni papir, osusime a dame na podlozni
sklo. Pomoci pinzety tkan krouZivym pohybem jemné rozetfeme asi na % plochy
podlozniho skla a rychle ptikryjeme krycim sklem, aby preparat nezaschl.

Provedeme roztlak pies filtraéni papir palcem kolmo na preparat po nékolik sekund.
Barvime laktopropionovym orceinem.

Prvni moznost: Maly kousek pulpy vlozime na 5-10 min do nékolika kapek barviva
v hodinovém skle, poté ji pfeneseme na podlozni sklo, rozetfeme a roztlacime.

Druhy zpusob: nejdiive provedeme roztlaceni pulpy na podloznim skle, pfiddme kapku
barviva, nahfejeme nad plamenem a zaramujeme. Preparaty mohou byt barveny i Giemsou
(2%) ve fosfatovém pufru pii pH = 6,8 asi 10 min.
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Tyto docasné preparaty je mozné prevést pres suchy led a uzaviit pies xylén do DePeXu
(viz navod v dodatcich).

e Technika barveni gonad u larvy Eristalis tenax:

Systematické zatazeni:

Rad: Diptera — dvoukiidli
Celed: Syrphidae — pestienkoviti
Rod: Eristalis - pestfenka
Druhy: E. arbustorum

E. tenax (L.) — pestienka (v¢elice) trubcova

Eristalis tenax

Postup barveni:

Fixaz: 3:1(96% etanol : led. kyselina octova)
Uchovavani: 70% etanol
Macerace: 96% etanol : SM HCI (v poméru 1:1)
Barveni: roztlak v kapce acetoorceinu
Zahtati + barveni v teplém roztoku barviva
odsati prebytku barviva
rdmovani

e Mitéza pozorovana na neuroblastech drozofily — rychla roztlakova

metoda

Nejvhodngjsi buiky pro sledovani mitoézy u Dipter jsou neuroblasty z mozkového ganglionu larvy,
kde jsou chromozémy dostatecné velké. Ganglion lezi dorzalné od slinnych zlaz (viz obr. na
cviceni).
Postup barveni:

Fixaz larev: 3 :1(96% etanol . led. kyselina octova)

Uchovavani: 70% etanol

Barveni: roztlak v kapce laktopropionorceinu

Vypreparovany ganglion drozofily dame na podlozni sklo do kapky acetokarminu a po
prikryti krycim sklickem a mirmém roztlaku vyhledame pod mikroskopem vhodné metafazové
figury; pozorujeme pod imerzi s 100x zvétSujicim objektivem.
Pozorujeme 8 chromozomi:
Chromozom X je ty¢inkovitého tvaru, chromozém Y ma tvar ,,J*.
Dva dlouhé¢ chromozémy tvaru ,,V* predstavuji 2. a 3. chromozomové pary, pficemz 2.
chromozom je ponekud kratsi nez 3. chromozém.
Parovy chromozom 4 je velmi maly a jevi se jako tecky.
Na nékterych preparatech je mozné vidét i jednotlivé chromatidy.

Relichova J. (2001): Prakticka cvic¢eni z genetiky. Skripta MU Brno, Brno.

Pohlavni chromozémy u Zivoc¢ichi

- velka vétsina zivocichtl jsou hermafrodité, bisexualita je vyjimkou
- hermafrodité: napt. hlisti, zizaly, pijavice, mekkysi
- hermafroditismus je pro evoluci vyhodnéjsi nez gonochorismus

vvvvv

X, Y chromozémy (typ Drosophila)

XX —homologni svou délkou, samic¢i karyotyp (homogametické pohlavi)

XY —nehomologni nebo ¢aste¢né homologni, saméi karyotyp

X  —pfitomen u obou pohlavi

Y —pfitomen pouze u jednoho pohlavi

(u rostlin je tento typ pfitomen napi. u Melandrium album, Acetosa sp., Asparagus sp.)
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XX - pohlavi homogametické, protoze produkuje pouze jeden typ gamet (X).
XY — pohlavi heterogametické, produkuje dva typy gamet (X a Y)
V nékterych skupinach Zivocichi Y chromozom chybi.

Z, W chromozémy (typ Abraxas) (Abraxas grossularia = pidalka angrestova)

ZZ —samci karyotyp (homologni)

ZW —samici pohlavi (heterogametické) — motyli, ptaci, nékteré ryby, obojzivelnici, Cervi
(u rostlin je tento typ ptitomen napf. u jahodniku Fragaria orientalis)

Priklady karyotypi:

Karyotyp kura domaciho (Gallus domesticus)

2n=178

6 partt makrochromozomt a 29 parti mikrochromozomu

- ptaci chromozomy nemaji sekundarni konstrikci

- pro ptéaky je typicky vysoky pocet chromozomil — maly poc¢et makrochromozémii reprezentujici
asi 2/3 genetické vybavy a vétsi pocet mikrochromozomi, ale jen mensi ¢ast geonomu

- centroméra makrochromozému — metacentrickd nebo submetacentricka

- mikrochromozoémy — akro- az telocentrické
Doporucdena literatura:

Kristyna PospiSilova: Cytogeneticka studie pta¢iho genomu. Bakalafskd prace PtF UP Olomouc,
Katedra bunééné biologie a genetiky, 2006.

Karyotyp clovéka

- do roku 1950 byly lidské chromozémy studovany pouze na histologickych fezech (napf.
parafinové fezy z varlat mrtvych muzi) — takto byl stanoven poc¢et chromozomu 2n = 48

- pfed rokem 1956 byly zndmy pouze dvé skutecnosti o lidské genetice: pocet chromozomi a XX —
XY orientace

Historie:

1956 — zacatek moderni lidské genetiky

1956 — Tjio a Levan (viz i Historie cytogenetiky) uptesnili pocet chromozomi — 2n = 46

1979 Hsu rozd¢lil vyzkum cytogenetiky u ¢lovéka do 4 oblasti:
1. doba temna — pied rokem 1952
2. doba hypotonicka — 1952-1958
3. doba trisomikti — 1959-1969
4. doba bandingti — od 1970 dosud
5. doba molekularni genetiky — od 1985 dosud

ad 1) chromozémy byly pozorovany na fezech z tkani mrtvol a barveny hematoxylinem

ad 2) predfixacni pisobeni v hypotonickém roztoku soli, kde se separuji chromozémy; je to obdobi
pocatku analyzy lidského karyotypu — pokus o rozliseni jednotlivych chromozému

ad 3) zavedeny nové metody pro analyzy chromozoémut mentalné postizenych — tak byla v r. 1959
objevena trisomie 21 (Downtlv syndrom), Turnertiv syndrom (XO0), Klinefeltertiv syndrom
(XXY) jako abnormalni pohlavni vyvoj. Pozd¢ji dalsi syndromy: trisomie 13 (Patativ s.),
trisomie 18 (Edwardav s.).
Studie chromozoémil se zacaly vénovat aberacim a jejich fenotypovym projeviim. Inovovaly
se metody buné¢nych kultur, kde byly pouzity lymfocyty z periferni krve.
Doporuceny clanek: George Klein: Ateista a Svaté mésto a jiné eseje (Cisafovy nové Saty).
Vesmir 79, 166, 2000/3.

Konvence pro popis lidskych chromozémii

Konference o nomenklatufe chromozémii:

Denver 1960

Londyn 1963

Chicago 1966

Patiz 1971 — tady byl ustanoven mezinarodné uznavany systém kvalifikace chromozomu (Patizska
nomenklatura). Byl zaloZzen na identifikaci chromozémli pomoci G-pruhovéni a
identifikoval ruzné chromozémové abnormality. Chromozémy jsou ¢&islovany podle
Casperssona (1971), ktery jako prvni publikoval G-banding karyotyp.
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Pravidla v popisu chromozému:
1. poCet chromozémii daného druhu — Homo sapiens - 46
2. pohlavni orientace za Cislem — 46, XY
3. dale nasleduje Cislo abnormalniho chromozému — 46, XY, 16
4. oznaceni ramene abnormalniho chromozému - 46, XY, 16q
5. specifikace ptivodu a umisténi abnormality - 46, XY, 16gh+
p = kratké rameno
q = dlouhé rameno
h+ = ptidavny heterochromatin
Priklady: 47, XX, +13 = zena s trisomii chromozému 13 (Pataliv syndrom)
45, XY, -21 = muz s monotonii chromozomu 21 (Downiv s.)

Pary autozomi jsou fazeny do 7 skupin (A - G) se stabilnim poctem homolognich para.

Zakladni metody prenatalni diagnostiky
1. Roentgenové vySetieni plodu: odkryti vad kostniho systému, amniografie — vyuziva
kontrastni naplné amniové dutiny k lokalizaci placenty, ureni pohlavi plodu, stanoveni vitality
plodu.
2. Fetalni elektrokardiografie: vyznamna k vySetfeni plodu se zvySenym rizikem vyskytu
vyvojovych vad kardiovaskularniho systému.
Ultrazvukové vySetieni plodu: poruchy vyvoje plodu, sledovani rtistu plodu, vrozenych vad.
4. Fetoskopie: amnioskopem zavedenym transabdominalné umoziiuje urceni pohlavi plodu,
piimy odbér krve plodu; umoziuje diagnézu vrozenych vyvojovych vad.
5. Amniocentéza: transabdominalni amniocentéza; mozno provadét v 14. — 16. tydnu t&€hotenstvi,
nejdéle vSak do 24. tydne pro moznost potratu; odbér 10-20 ml plodové vody (zluta barva;
u odumielého plodu je barva hnéda). Buiky plodové vody pochazeji z amnia, tj. z povrchu
téla plodu.

w

Priprava preparatu k cytogenetickému vySetreni

Nakapavany preparat z piredem kultivovanych leukocytu
(Ize pouzit u vSech savcn)

1. 10 - 20 ml periferni krve se odebere do zkumavky s heparinem (zabrana srazeni).

2. Umisténi do termostatu pti 37 °C na 1 - 2 hod.

3. Krev se rozd¢li na erytrocyty (dole) a na leukocyty (nahote).

4. 0,8 ml plazmy s leukocyty pieneseme do sterilnich podminek, ptidame 8 ml pufru pro kultivaci

bunék (napft. glutamin + herpes) a 0,1 ml fytohemaglutininu* + antibiotika.

5. Kultivujeme pii 37 °C 72 hod. (3 dny).

6. 1,5 hod. pfed ukoncenim kultivace ptfidame kolchicin (mitoticky jed).

7. Centrifugujeme.

8. K sedimentu ptfidame hypotonicky roztok (0,075M HCI) a vytvoiime homogenni suspenzi
bunék.

Suspenzi bunék pieneseme do 10 ml Cerstve pfipravené fixaze 3 : 1 (u lidskych leukocytii se
poziva misto etanolu metanol).

10. Nakapavame na podlozni sklo, vysuSime na vzduchu a barvime Giemsou.

©

* Fytohematoglutinin: zkr. PHA — latka rostlinného piivodu z fazole Phaseolus vulgaris
patfici K lektinim; aglutinuje krevni buiiky a je schopen stimulovat lymfocyty k déleni.
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Priprava cytogenetického preparatu u ¢lovéka
Nakapavany preparat z predem kultivovanvch leukocyti

Ealb e

ONAW

9.

10-20 ml periferni krve se odebere do zkumavky s heparinem.

Umisténi do termostatu pti 37 °C na 1 - 2 hod.

Krev se rozdé€li na erytrocyty (dole) a na leukocyty (nahote).

0,8 ml plasmy s leukocyty pteneseme do sterilnich podminek, pfiddme 8 ml pufru pro
kultivaci bun¢k (napt. glutamin + herpes) a 0,1 ml fytohemaglutininu + antibiotika.
Kultivujeme pti 37 °C 72 hod. (3 dny).

1,5 hod. pied ukonc¢enim kultivace piidame kolcemid.

Centrifugujeme.

K sedimentu ptidame hypotonicky roztok (0,075M HCI) a vytvofime homogenni  suspenzi
bunék.

Suspenzi bunék preneseme do 10 ml Cerstvé pripravené fixaze 3 : 1 (s metanolem).

10. Nakapavame na podlozni sklo, vysusime na vzduchu a barvime Giemsou.
11. Vyhodnoceni karyologickych figur pomoci pocitace.

Hodnoceni z 20 metafazi, z 10 karyotypizovanych bunék.
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DODATKY:

Priprava vybranych barviv a roztokii:

Laktopropionovy orcein:

Ptiprava zdsobniho roztoku:
2 g orceinu rozpustime za chladu v 100 ml smési kyseliny propionové a mlééné v poméru
1 : 1. Nechame tyden ustat a prefiltrujeme.
Uchovavame v tmavé zabrousené 1ahvi v chladu.

Pracovni roztok: zasobni roztok fedime v poméru 10 : 3 destilovanou vodou; ob¢as prefiltrujeme.

Acetokarmin:

45 ml ledova kyselina octova

55 ml destilovana voda

0,59 karmin
Do varici tekutiny pfidame barvivo, kratce povafime, zamichame a nechame vychladnout. Po
vychladnuti prefiltrujeme. Karmin rizné Sarze od riznych vyrobct miize barvit rizné intenzivné.
Nejsme-li s barvici schopnosti piipraveného roztoku spokojeni, lze koncentraci barviva zvysit
(pracujeme radéji s 1 g karminu).
Uchovavame v laboratorni teploté.

Piiprava Zelezitého acetokarminu (1,5% roztok):

1,5 g karminu (napi. Serva) ptidame do 100 ml 45% kyseliny octové a zvolna vaiime 0,5 - 1 h za
stalého michani v Erlenmayerové baiice (s tzkym hrdlem piikrytym hodinovym sklickem).
Vychladly roztok zfiltrujeme. K poloving piipraveného acetokarminu pfiddme nékolik kapek
roztoku chloridu Zelezitého (v 45% Kkys. octové), dokud barvivo neni modravé Cervené, ale bez
vysrazeni. Potom pfidame zbytek neupraveného acetokarminu.

Uchovavame v hnédé zabrousené lahvi pti pokojové teplote. Obcas prefiltrujeme.

Acetoorcein:

Zasobni roztok: 2,2 g orceinu rozpustime za mirného varu ve 100 ml ledové kyseliny octové.
Po dokonalém rozpusténi roztok zfiltrujeme a fedime.

Standardni pracovni roztok je 1% ve 45% kyseliné octové.

Poznamka: Trvanlivost barviva je dobra, ale je potfeba ¢as od ¢asu roztok prefiltrovat.

Karbolfuchsin (carbol-fuchsin):
Koncentrovany roztok: 5-7 g bazického fuchsinu (nebo Parafuchsin, Serva) rozpustime ve
100 ml cistého etanolu; nerozpusténé barvivo odstranime filtraci. Filtrat zfedime 900 ml
4% vodného roztoku fenolu (navazovat a pracovat v gumovych rukavicich!).

Piiprava Schiffova reagens:
(Lilie 1951) — na 100 ml
1. 85 ml destilované vody
2. 10 ml 1 mol/l HCI (= 1M HCI)
3. 1,9 g K;S,05 (= pyrosificitan draselny)
4. 1 g Parafuchsin (Serva) (jiny nazev Pararosanilin)

1.den - Michat 1 hod v zazatkované hnédé nadobé. Nechat stat (uzaviené) ve tmé pies noc.

2.den - Pridat 1 g aktivniho uhli (Norit) a michat 1 min. Filtrovat pfes filtra¢ni papir navlhéeny

1M HCI (nebude-li roztok bezbarvy, tak postup opakovat).

Skladovat v co nejmensi hnédé zabrusné lahvi pii 4 °C.

Pozn.: Bila srazenina na dn¢ neni na zdvadu. Fuchsin basic (Serva) vyzaduje az 4x aktivni uhli.
Lilie, R.D. (1951): Allochrome procedure; differential method segregating connective tissues
collagen, reticulum and basement membranes into two groups. Am. J. Clin. Pathol. 21: 484-488.

Spravné ptipraveny roztok je ¢iry a je-li spravné uskladnén, az dva mésice dobie barvi. Pouzity roztok
barviva se zpét k zasobnimu roztoku jiz neleje. V piipadé, ze se Schiffovo barvivo zkazi a zbarvi se, 1ze jej
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obnovit tak, ze k 100 ml roztoku barviva pfidame 0,5 g NaHSOj. Pokud roztok nevybledne, pfida se nékolik
kapek 1 mol/l HCI. Obnoveny roztok mize byt pouzivan nékolik tydnd, pokud je ulozen v ledniéce a ve tmé.
Obnoveni miize byt jednou nebo 2x opakovano.

Chung C.F., Chen Ch.M. (1970): Restoring exhausted Schiff’s reagent. Stain. Techn. 45: 91-92;
Cabral H. R. A., Novak I. T. C., Rabino Z. M., Robert G. B. (1997): A simple method to restore
exhausted Schiff reagent. Journal Of Histotechnology. 20(1): 79-80.

Hematoxylin - zasobni roztok (25 ml):
2,5 g hematoxylin
25 ml 96% etanol
0,5 g KJO3 (= jodi¢nan draselny)
V3se fedime 1 : 20 destilovanou vodou. Ziskame 0,5 1 roztoku barviva.
Pted praci jej prefiltrujeme.
Neptipravujeme jako zasobni roztok. Pfi vliti do vody musi mit voda fialovou barvu. Jakmile voda
zhné&dne, je tfeba hematoxylin vyménit.

0,1 % roztok Kkolchicinu:
Navazku 0,1 g kolchicinu doplnime do 100 ml destilovanou vodou. Uchovavame

v lednicce pri 4 OC.

Nasyceny roztok para-dichlorbenzenu:
Navazku 5 - 10 g krystalického p-dichlorbenzenu ddme do 500 ml destilované vody
v 1ahvi se zabrusem a uloZime pies noc do termostatu pii 60 °C. Uchovavame pii
pokojové teploté.

Fyziologicky (Scheniiv) roztok:
7,0 g NaCl
0,42 g KCI
0,25 g CaCl, - vse rozpustime v 1 1 destilované vody

Fruktozovy sirup:

30 g fruktozy

20 ml destilované vody

maly krystal thymolu na konzervaci (po rozmichani fruktozy s destilovanou vodou)
Nechame v termostatu (35 °C) zhoustnout.

Giemsovo barvivo (Giemsa) pouzivané v prouzkovacich metodach:
= komplexni smés barviv s riznym stupném oxidace. Obsahuje metylénovou mod¥, azur
A, B, C, thionin a eosin. Molekuly barviv jsou v interakci s fosfatovymi skupinami DNA.
Intenzita zbarveni zalezi mimo jiné na tom, kolik DNA obsahuje volnych fosfatovych
skupin a jaka jejich cast je obsazena bilkovinami.

5M HCI (1 litr):
412,5 ml konc. HCI doplnime destilovanou vodou do 1 litru. (+ 588 ml dest. vody)
Kyselinu vzdy lijeme do vody!
100 ml — 41,2 ml konc. HCI doplnime do 100 ml destilkou (+ 58,8 ml dest.)

1M HCI (1 litr):
82,5 ml konc. HCI doplnime destilovanou vodou do 1 litru. (+ 917,5 ml dest. vody)
100 ml - 8,25 ml konc. HCI doplnime do 100 ml destilkou (+ 91,75 ml dest.)

45% Kkyselina octova — 100 ml:
54,6 ml destilované vody + 45,4 ml ledové kyseliny octové

DAPI (4,6 - diamidino-2-phenylindole. 2 HCI) - konc. 1 pg/ml
zasobni roztok: 0,1 mg DAPI do 1 ml deionizované vody
pracovni roztok: 1 pg DAPIv 1 ml deionizované vody
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(10 pl zasobniho roztoku do 1 ml dest.vody)
Uchovavani:  zasobni roztok pii-20 °C, tma; pracovni roztok pii +4 °C, tma, asi 2 tydny
Pozn.: Pokud pracovni roztok ma vyssi koncentraci, fluoreskuje pozadi preparatu.

DePeX

= komeréni vyrobek firmy Serva, obsahujici neutralni roztok polystyrénu a dalsich plastickych
hmot v xylénu. Slouzi k rdimovani roztlakovych a roztérovych preparati Oramovanim preparatl se
prodlouzi jejich trvanlivost.

Kyselina octova ledova - 99,8 % p.a.
pti uloZeni v chladnicce pti +4 °C ptechazi do tuhého skupenstvi (,,led*).

Systematicky nazev  kyselina ethanova/kyselina methyl-karboxylova

Trivialni nazev kyselina octova
Latinsky nazev Acidum aceticum
Anglicky nazev Acetic acid
Némecky nazev Essigsdure
Funk¢ni vzoree CH5;COOH
Sumadrni vzorec C,H,0,

Vzhled bezbarva kapalina

) . . v S -1 ~r v ’
Poznamka: molarita roztoku se spravné udava v mol.I” (= starsi oznaceni M)

POZNAMKY K MIKROSKOPOVANI:

Postup na zac¢atku mikroskopovani:

1. Mikroskop zapojime do zdsuvky elektrického vedeni a zapneme zarovku. Do optické osy
mikroskopu nastavime objektiv 4x (na nékterych mikroskopech 10x), stolek posuneme
dolt. Aperturni (irisovou) clonu kondenzoru tplné otevieme a nastavime intenzitu svétla
pomoci regulatoru osvétleni asi na polovinu.

Pripominka: Plné intenzity svétla uzivime jen vyjimecné, protoze se tim zkracuje Zivotnost
zarovky a miize se poskozovat zrak!

2. Upravime si rozestup okulart tak, abychom obéma o¢ima vidéli jen jedno zorné pole.

3. Zkontrolujeme Cistotu optiky: Otacime okuldry a pfipadny prach z ¢ocek kondenzoru a okulari
odstraiiujeme odmasténym StéteCkem (pomoci 96% etanolu) nebo pomoci ofukovaciho
balonku (v Zadném piipadé foukanim!).

4. Zaostieni a centrovani objektu: Na stolek poloZzime preparat a pozorovany objekt umistime na
stted kondenzoru. Stolek posuneme makro$roubem nahoru na doraz. Pfi pohledu v
okularu zaostfujeme na objekt pomalym posunovanim stolku pomoci makroSroubu
smérem dolu a doostiime mikroSroubem.

5. Vyrovname svétlost obrazového pole regulatorem osvétleni a kontrast obrazu pomoci aperturové
(irisové) clony.

6. Pozorovany detail umistime doprostied zorného pole (centrujeme). Je-li tfeba, vyménime
objektiv za silngjs$i pomoci revolverového menice objektivi. Pii normalni tloust’ce kryciho
skla pfitom nehybame stolkem a detail doostiime pouze mikroSroubem.

Pozor - silné zvétsujici objektivy maji celni cocku tésné€ u kryciho skla — pfi neopatrné
manipulaci hrozi nebezpeci posSkozeni Cocek objektivii a preparatu!

7. Vyrovnani dioptrické vady oka: Nejlépe pfi veétSim zvétSeni (obj. 20x, 40x) zaostfime
mikroSroubem na urCity detail objektu jen s pravym okularem. Poté tentyz detail
pozorujeme pouze levym okularem, a pokud jej nevidime stejné ostie, doostiime pomoci
dioptrického krouzku na levém okularu (bez pouZiti makro- a mikroSroubu).
Zapamatujeme si polohu na rysce pro pfisti pozorovani mikroskopem.
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Postup k nastaveni spravné apertury kondenzoru pro jednotlivé

objektivy:

1. Objektivem 4x (a poté 10x a 40x) zaostiime objekt v preparatu. Aperturni clonu uplné
uzavieme.

2. Vyjmeme pravy okular a tubusem pozorujeme osvétlenou zadni ¢ocku objektivu. Pohybujeme
packou aperturni clony a pozorujeme pohybujici se okraj clony v zadni Cocce objektivu.

3. Clonu otevieme tak, aby se jeji okraj kryl s okrajem zadni ¢ocky objektivu. Tim je dosazeno
stejné apertury objektivu s aperturou kondenzoru a je splnéna podminka nejlepsiho
rozliSeni mikroskopu.

4. Nasadime zpét okular a pozorujeme bunky pfi NAg = NAyon. Intenzitu osvétleni upravime
regulatorem osvétleni. Nyni zkusime pohybovat packou aperturni clony a pozorujeme
objekty pii riizném zaclonéni. V§imneme si zvyraznéni kontur bunék pii vétsim zaclonéni.

V praxi clonime vZdy o trochu vic nez NAy; = NAyong. (clonu otevieme nejcastéji na 70-
80 %), abychom ziskali kontrastn¢j$i obraz. Nema se ale ptekrocit mez, kdy primér otvoru clony
odpovida 1/3 priméru zadni ¢ocky objektivu. Pii vétsim clonéni vznikaji optické artefakty (napf.
svétle lemy kolem struktur, které jsou vysledkem vysledem ohybu svétla, a jsou zobrazeny
necistoty v riznych vyskach média).
M¢éjme na paméti, Ze:
- nadmérné priclonéni zpisobuje zizeni svételného kuzele vytvoreného kondenzorem;
to snizuje Ciselnou aperturu kondenzoru i objektivu, a tim se zhorSuje rozliSovaci
schopnost mikroskopu, pticemz hloubka ostrosti se piitom zvétsuje.

- nedostateéné priclonéni (tj. nadmérné otevieni aperturni clony) zptisobuje piesvétleni
objektu, ¢imZ se zmenSuje kontrast obrazu a zmenSuje se zaroveii hloubka ostrosti.
Presvétleny objekt miize byt pro pozorovatele neviditelny.

Kvalitni obraz je vZidy kompromisem mezi kontrastem, rozliSenim

a hloubkou ostrosti.
Pro kazdy objektiv upravujeme aperturu kondenzoru zvlast.

Na konci mikroskopovani
1. Vypneme zarovku mikroskopu a vytdhneme $itiru ze zasuvky.
2. Vytdhneme a dle pokyni vedouciho zrusime preparat.
3. Pokud jsme pracovali simersnim objektivem (100x), odstranime podle doporucenych
instrukci imersni ole;j.
4. Do optické drahy mikroskopu nastavime nejmensi objektiv a mikroskop pfikryjeme
obalem, ptipadné schovame do skiinky.

RUSENi PREPARATU:

Dbejte pokynii vedouciho cvi¢eni po ukon¢eni cviceni:

1. Zpodlozniho skla opatrné odstranime kryci sklo a vyhodime jej do kose na sklo.
Podlozni sklo umyjeme jarem, oplachneme vodovodni a poté destilovanou vodou a dame na
susak. Suché sklo se pfed dal$im pouZzitim ponoti do 96% etanolu.

2. Preparaty barvené jedovatymi barvivy nebo prohlizené s pouzitim imersniho oleje vyhazujeme
celé do odpadu na sklo (viz pokyny vedouciho).

NejcastéjsSi chyby v mikroskopovani:

- nedodrzZeni sledu jednotlivych tkond (viz str. 49);

- pouziti siln¢ zvétsujiciho objektivu (40x) hned na zacatku mikroskopovani;

- preparat je polozen krycim sklem dolt;

- nespravné osvétleni a clonéni (viz str. 50);

- necentrovani objektu v zorném poli;

- neproostfovani pozorovaného objektu pomoci mikrosroubu*.
(*Poznamka: Lidské oko pii pozorovani akomoduje, opticka soustava mikroskopu akomodovat neumi!)
Nejcastéjsi zavady pii mikroskopovani a jejich odstraniovani — viz nasledujici tabulka
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Hlavni zasada: nesviti-li mikroskop, nejdiive zkontrolujeme piivod elektrické Sitry a
kontakty, nesviti-li dale, pak je nutno zkontrolovat zarovky — to nezkousime sami, ale
pfenechavame vedoucim cviceni!!!

Zavady pri mikroskopovani a jejich odstranovani:

Zavada

Pricina

Odstranéni

Svételny elektricky zdroj
nesviti

Spatné zasunuta privodni $ivra!

Ptekontrolovat pfivod el. proudu

Spalena el. zarovka nebo vybojka

Odpojit mikroskop od elektrického
zdroje a zarovku ¢i vybojku vyménit

Obraz je neostry a nelze
jej pri pouziti silnéjSich
objektivi zaostrit

Preparat je poloZen na sttl
krycim sklickem dola

Polozime spravné preparat

P1ilis silné kryci sklicko

Pouzijeme spravné kryci
sklicko (o tloustce 0,17 mm)

Vrstva zalévajiciho média je
prilis silna

Upravime znovu preparat

Obraz je zamlZen
nebo skvrnity

Je znecistény okular
(pozname pii oto¢eni okularem)

Okular ocistime od prachu a jinych
necistot, otisku prstii apod.

P1ilis silné kryci sklicko

Pouzijeme spravné kryci sklicko

Objektiv je znecistén prachem,
imerznim olejem, ...

Objektiv ocistime Stétcem od prachu,
opatrné odstranime imerzni olej
smési éter-etanol nebo jen etanolem

Obraz je nedostatecné
osvétlen

Kondenzor je umistény pitili$ nizko

Posuneme kondenzor nahoru

Obraz je malo kontrastni

Irisova clona kondenzoru je piili§
oteviena

Irisovou clonu pfivieme

(nastavime podle pouzitého objektivu na
70-80 % NA objektivu)

Malo zbarveny objekt neni
vidét

Pfili$ oteviend aperturni clona

Silné pfivieme aperturni clonu

Objekt nelze nalézt pri
pozorovani silnym
objektivem

Objekt (detail) nebyl ve stiedu
zorného pole pifi pozorovani
slabsim objektivem

Pozorovany detail pfedem nastavime
pii pozorovani slabsim objektivem
presné do stfedu zorného pole

Osvétlena je pouze Cast
obrazu

Revolverova hlavice s objektivy je
netplné dotocena

Otoc¢ime revolverem s objektivy, az
zaklapne zapadka

Zorna pole v pravém a
levém okularu nejsou
stejné zaostiena

Je nastavena nespravna dioptricka
korekce

Upravime dioptrickou korekei
krouzkem levého okularu
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Dalsi doporuceni ke spravnému mikroskopovani:

Spravné pokladani kryciho sklicka

Kryci skli¢ko pokladame tak, ze jednu jeho hranu polozime na podloZni sklo blizko kapky vody a pak jej
priklopime ptes kapku vody na podlozni sklo. Tim zamezime vzniku bublin mezi obéma skly. Kryci sklicko
uchopujeme pouze za hrany a dbame, abychom je nepospinili — kazda necistota se odrazi v ziskané kvalité
mikroskopického obrazu.

Prace s imerznim objektivem (100x oil, bily krouzek u &elni ¢ocky objektivu)
- Pfi zaostfeném objektu preparatu objektivem 40x posuneme pozorovany detail doprostied zorné¢ho
pole (centrujeme).
- Objektiv 40x posuneme doleva na polovi¢ni vzdalenost k objektivu 100X, na povrch kryciho skla
do optické osy mikroskopu dame kapku imerzniho oleje (n = 1,5), zasuneme objektiv 100x
(nehybame stolkem!) a mirnym kyvavym pohybem spojime kapku oleje s ¢ockou objektivu.
- Obraz doostfime pouze mikro$roubem. Upravime kontrast obrazu aperturni clonou (aperturni
clona kondenzoru je nastavena na pouzity objektiv 100x) a intenzitu osvétleni preparatu regulatorem
osvétleni.

Uzivame tenkych krycich skel (0,17 mm a tencich).

Imerzni olej pouzivame pokud mozno bez bublinek! Nemichdme oleje riznych znacek a firem dohromady,

jinak dochazi k zakaleni oleje.

Pro fluorescenci pouzivame specialni imerzni olej, ktery je bez autofluorescence.
Na kvalitngj$im imerznim objektivu 100x je irisova clonka (viz fluorescen¢ni mikroskop BX60):
pfi pouzivani tohoto objektivu pii pozorovani ve svétlém poli je clona Uplné oteviena, pfi
pozorovani fluorescence je clona oteviena jen z¢asti podle intenzity fluorescence.

Uplny imerzni systém — k dokonalému vyuziti osvétleni preparatu pouZijeme tzv. Gplny imerzni systém, t;.
imerzni olej davame mezi kryci sklo a ¢elni ¢ocku objektivu i mezi ¢o¢ku kondenzoru a podlozni
sklo (dulezité napf. pro pozorovani v zastinu).

Po ukonéeni mikroskopovani ocistime ¢ocku objektivu (piip. kondenzoru) od imerzniho oleje
nejdfive na sucho mékkrym hadfikem, pak hadiikem navlhéenym ve smési éter : etanol (7 : 3) a ihned utfeme
dosucha; podobné¢ Cistime trvaly preparat. Imerze by se neméla nikdy dostat na suchy objektiv! Citlivy je
obzvlast’ objektiv zvétSujici 40x, ktery ma jen velmi malou pracovni vzdalenost (cca 0,5 mm)!!!

Cisténi cocek: Cocky ¢istime jemnym hadiikem namodenym ve smési éter : etanol (7 : 3) a ihned
utfeme dosucha (do tmele, kterymi jsou ¢o¢ky spojeny, se nesmi dostat rozpoustédlo!).
Vnitiek optickych dilti ne¢istime; tuto praci svéiujeme odborniktim!

Cisténi podloinich skel: umyti jarem a oplachnuti vodovodni vodou — oplachnuti destilovanou
vodou — ususeni na stojanku — ulozeni do nadoby s 96% etanolem — vylesténi jemnym bavinénym
hadfikem. Oznaceni podloznich skel fixkou pfedem odstranime pomoci 96% etanolu. Nékterd pouzita
podlozni skla (po barveni jedovatymi barvivy nebo znec€isténd imerznim olejem — viz doporuceni vedouciho)
vyhazujeme do odpadniho skla.

Pouzita kryci skli¢ka necistime, vyhodime je do odpadu skla.

Vyskyt artefakti

Mezi artefakty patii rizné necistoty, krystalky barviva, vlakna papiru, vaty, otisky prstil, poskozeni
vyvolana preparaci pletiva, tkan¢ a bunck.

Cim vic pticlonime, tim vic artefaktl uvidime (zvy$ime hloubku ostrosti a kontrast, takze mohou byt
zobrazeny i necistoty lezici nad a pod pozorovanym objektem).
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Zakladni charakteristiky pouzivaného $kolniho mikroskopu:

Skolni mikroskop CHK-2 firmy Olympus

vyrobek z roku 1997  (novéjsi typy: studentské mikroskopy CX21 a CX22LED)

Celkové zvétseni 40x az 100x

Objektivy jsou achromatické (korekce barevné vady pro ¢ervené a modré svétlo, vyklenuté zorné

pole)

Parametry achromatickvch objektivu:

CHK-2 CX21 CX22LED
pracovni rozliSeni **  pracovni rozliSeni
vzdalenost * vzdalenost *
E A4dx NA =0,10 29,0 mm 3,4 um 22,0 mm 3,36 um
E A10x NA = 0,25 6,3 mm 1,3 um 10,5 mm 1,34 um
E A20x NA = 0,40 +0,86 mm 0,82 um
E A40x NA = 0,65 (s pruzinou) 0,53 mm** 0,52 um 0,56 mm 0,52 pm
E A100x oil  NA =1,25 (s pruzinou) 0,2 mm 0,26 um 0,13 mm 0,27 um

* = Working distance (WD);
** RozliSeni = nejmensi vzdalenost dvou od sebe odliSenych bodi (d=0,61 . A/ Nagy; )
** Pozor na malou pracovni vzdalenost u objektivu 40x — ta je jen 0,5 mm !!!

Oznaceni na objektivech u §kolniho mikroskopu Olympus CHK-2:

E A4 E A10 E A20 E A40 E A100
NA objektivu 0,10 0,25 0,40 0,65 1,25 ail

160/ - 160/ - 160/ 0,17 160/ 0,17 160/ -
barevny krouzek cerveny zluty zeleny modry bily

(k rychlé orientaci zvétSeni)
Vysvétleni oznaceni na objektivech:

E =z angl. enlarge = zvétseni

A = typ odstranéné vady, v tomto piipadé achromat

4 = zvétSeni objektivu (4x)

0,10 = NA objektivu

160 = mechanicka délka tubusu 160 mm

o0 = mechanicka délka tubusu neomezena (optika s korekci na nekone¢no)

160/- =/- pouziti preparatu s krycim i bez kryciho skla
/0 = preparat bez kryciho skla (hlavné metalurgické objektivy)
/0,17 = preparat s krycim sklem o pfedepsané tloustce 0,17 mm
oil = imerzni objektiv na imerzni olej
Okulary u CHK-2
CHWK 10x-T (&islo pole 18)°, moznost pouziti mikrometru
pramér zorného pole:
45mm (obj. 4x)
1,8 mm  (obj. 10x),
0,45 mm (obj. 40x),
0,18 mm (obj. 100x) (tj. 180 um)
Dioptrické nastaveni levého okuldru v rozmezi plus minus 5D

Vzdalenost mezi pupilami nastavitelna v rozmezi 54-72 mm

*Cislo pole: ¢iselna hodnota (v mm), ktera udava primér obrazu otvoru clony pole v
zorném poli okularu.

Primér zorného pole (P): aktualni velikost zorné¢ho pole v mm (P = ¢islo pole okularu /

zvétseni objektivu)
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Kondenzor — NA (numericka apertura) = 1,25 (s imerzi)

Mechanicka délka tubusu 160 mm (u firem Olympus, Nikon)

Binokularni tubus sklonény o 45 °, oto¢ny o 360 °, zvétSovaci faktor 1

Stolek s kiizovym posuvem
Sroub pro jemné zaostieni (pravy) s méfitkem: jedna ototka o 360 © = 0,22 mm, jeden dilek
meétitka = 1,1 pm

Osvétleni: vestavény iluminator, halogenova zarovka 6 V 20 WHAL (Philips 7388)
Nastavitelna intenzita svétla (v noze stativu) — krouzek regulatoru osvétleni

Hmotnost mikroskopu 4,2 kg; ptikon max. 20 VA (W)

Dalsi podrobnosti viz  http://opticalservice.cz/download/navody/Olympus_CHK2.pdf

Mikroskopy Fady CX21 — maji kvalitn&jsi objektivy typu UIS (Universal infinity Systém — optika
S korekcei na nekonecno) — planachromaty (oznacené Plan), které maji krome odstranéné
barevné vady pro Cervené a modré svétlo odstranénu i sférickou vadu (jsou vhodné i pro
mikrofotografii)

Pracovni vzdalenost (Working distance - WD): u obj. 10x je vys§i — 10,5 mm — nez u CHK-2

Osvétleni: 6 V, 20 W halogenova zarovka — oznaceni 6V20WHAL (Philips Type 7388)

Mikroskopy fady CX22LED - pracuji s LED zZarovkou (0,5 W) s dlouhou dobou Zivotnosti.
U tohoto typu osvétleni neni nutno vypinat LED zarovku pfi kratkodobém pteruseni
mikroskopovani.

Jinak plati, ze pfi preruSeni mikroskopovani, vypiname zarovku mikroskopu.

Priklad popisu do¢asnych preparati na podloZnim skle (fixkou na sklo):

1 1 = poradové ¢islo
podlozniho skla

K -18°(C| K = kontrolni suspenze
-18 °C = suspenze
zamrazena v -18 °C

Ponechat volné misto na okrajich
podlozniho skla, kam se nedostane
objektiv mikroskopu (cca 0,5 cm).

Pted cisténim podlozniho skla popisky fixkou odstranime pomoci 96% etanolu nebo setieme
hubkou.

K zopakovani:

Morganovy ziakony:

1. Geny jsou linearné usporadany na chromozomech.

2. Geny jednoho chromozému tvofi vazebnou skupinu. Pocet vazebnych skupin organismu
je shodny s poctem part homolognich chromozomu, které ma;

3. Mezi geny homologického paru chromozému muize prostfednictvim crossing-overu
probihat genova vyména. Frekvence crossing-overu je pfimo imérna vzdalenosti gent.
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Drozofila jako jeden z experimentalnich modelovych organismii:

Drosophila melanogaster L. — octomilka obecna (ovocna — bananova - muska), se ukazala
jako jeden z nejidealngjsich laboratornich modelti pro cytogeneticka studia. Kompletni zivotni
cyklus z vajicka po dospélce trva deset dnti. Tento hmyz dava vice nez tficet generaci za rok. Je
lehce kiizitelnd, fertilni. Velké chromozoémy slinnych zl4z (polytenni chromozomy) jsou
mnohonasobné vEétsi nez normalni somatické chromozémy. Idealni je rovnéz nizky pocet
chromozémi: n = 4.

V r. 1995 byla udélena Nobelova cena za fyziologii a medicinu za objasnéni ulohy
regulacnich genti ¢asného embryonalniho vyvoje; pokusy byly provedeny na drozofile
(Edward B. Lewis, Christiane Niisslein-Volhardova a Eric F. Wieschaus).

Mendelovy zakony:

1. Zakon uniformity hybrida v F1 generaci

Jsou-li rodi¢e ve sledovaném znaku homozygotni jsou jejich potomci genotypicky i fenotypicky
uniformni. Potomci dominantniho a recesivniho homozygota jsou vSichni uniformni, heterozygoti.
2. Zakon nestejnorodosti F2 generace

Pfi kiiZzeni heterozygotl se v potomstvu vystépuji znaky hybridnich rodic¢ v charakteristickém
pomeéru celych cisel.

3. Zakon volné kombinovatelnosti genii

- pti tvorbé gamet dochazi k nahodné segregaci alel jednotlivych alelovych part;

- pii segregaci alel do gamet se alely riznych genti (na rtiznych lokusech) kombinuji nezavisle na
sobé;

- pti vzajemném kiizeni vicendsobnych heterozygotnich hybridl vznikne mezi alelami sledovanych
znakt (gent) tolik kombinaci, kolik je teoreticky moznych matematickych kombinaci mezi
vzajemné nezavislymi veli¢inami.
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