Mit6za v bunikach kotenové $picky cibule (Allium cepa L.)

MITOZA V BUNKACH KORENOVE SPICKY CIBULE ( ALLIUM CEPA L.)

(Z&kladni technika barveni chromozomii. Faze bunécného cyklu a mitozy podle nativniho a trvalého

preparatu. Vypocet mitotického indexu.)

UvoD

Sled pochodt probihajicich v buiice od skonceni jedné mitdézy do konce mitozy nasledujici se nazyva
bunecny cyklus (dale BC). Ve zkratce probiha nasledovné: Buiika piesné zdvojnasobuje sviij obsah
DNA a zdvojuje svou cytoplazmu v¢etné organel. Po rovnomérném rozdéleni jadra a jeho obsahu
(mitéza) dojde k samotnému fyzickému oddéleni bunék, kdy je mezi nové vznikajici buiiky rozdélena
cytoplasma a organely (cytokineze). Mitdza a cytokineze tvoii dohromady M fazi (mitotickou fazi)
bunééného cyklu. Zbyla ¢ast bunééného cyklu - doba mezi jednotlivymi naslednymi bunéénymi

délenimi - se oznacuje jako interfaze (dale INT).

Interfaze

Interfaze zaujima nejméné 90%_z celkového ¢asu BC a biologicka aktivita buiiky je v jejim pribéhu
velmi vysoka (obdobi kontinualniho ristu bufiky). Délime ji na tfi ¢asti: Gy, S a G,. V Gy-fazi (z angl.
gap - prvni mezera) probiha syntéza bilkovin, DNA polymerazy, syntéza RNA a tubulinu, v period¢
oznacované S-faze (synteticka faze) je syntetizovana DNA (replikace DNA a histonll s naslednym
zdvojenim chromozomii, zdvojeni paru centriol u zivo¢isnych bungk) a v posledni fazi BC nazyvané
G,-faze (druha mezera) probiha metabolicka aktivita a rist buniky (zadna replikace DNA). Béhem G,

(u zivogichu a u rostlin) a G, (jen u rostlin) mohou buiiky pfechazet - reverzibilné - do klidove faze G.

Trvani BC - generacni doba buiiky - hodné kolisa, zavisi na typu butiky a na jejim fyziologickém
stavu. Nékteré bunky se déli vicekrat za hodinu, zatimco jinym mize BC trvat vice nez den (pf.: Vicia
faba - cely cyklus trvéa cca 19 hod, z toho G; -5h, S-7 h, G,- 5 h, M - 2 h; embryo — BC zkracen az
na 30 minut). V. mnohobun&éném organizmu se vétsina bunék nachazi v Gy fazi, navic pocet jejich
moznych déleni je vyrazn¢ omezen. Velmi Casto dochazi také k zastaveni déleni, jakmile buika
dosahne urcité specializace (napf. nervové tkané, svalova vlakna). Rast organismu a zvySeni poétu

bun¢k zpravidla zajistuji kmenové bunky nebo meristémy (u rostlin).

Na konci interfaze ma buika jedno nebo vice jadérek a jeji jadro je jeSté obklopeno jadernou
membranou. U Zivoéinych bunék se na vné&j§i strané jadra nachdzi dva centrozomy, které byly
duplikovany v priabéhu INT a u Zivo¢ichli obsahuji dvojici centriol. Mikrotubuly, vzniklé polymerizaci
tubulinu, tvoii kolem kazdého centrozomu kruhovou fadu zvanou astrosféra (astery). Jednotlivé
chromozomy jesté nemohou byt v této fazi rozliSeny mikroskopem, protoze jsou tvoieny tenkymi a

pomérné volné spiralizovanymi chromatinovymi vlakny.
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MITOZA

Mitdza, mitotické déleni, se objevuje u eukaryot a je evoluéni adaptaci spojenou s problémem
ptesného rozdéleni genetického materialu jddra do dvou dcefinych bunék. Ackoliv urcité detaily
mitdézy se od jednoho organismu k druhému mohou lisit, zakladni mechanismus, kterym mit6za
probihd, je u eukaryot obdobny a rozdéleni rodicovského genetického materialu (zdvojeného v S-fazi

bunécéného cyklu) je velmi presné.

Mitozu délime do 5 fazi: profazi, prometafazi, metafézi, anafézi, a telofazi; po ni nésleduje vlastni

déleni bunky, cytokineze.

Proféaze

Béhem profaze se projevuji zmény jak v jadfe, tak v cytoplazmé. Dochazi k rozpadu
endoplasmatického retikula a Golgiho aparatu na malé fragmenty, v jadie mizi jadérka.
Chromozomova vlakna se vice spiralizuji a vytvareji jednotlivé chromozomy pozorovatelné svételnym
mikroskopem. Kazdy zdvojeny chromozom je tvoien dvéma sesterskymi chromatidami, které jsou
propojeny po celé délce za pomoci proteinu kohezinu a kazda z nich nese specifickou oblast primarni
konstrikce, centromeru. V oblasti centromery vznikd na kazdé chromatidé chromozomu slozita
proteinova struktura oznacovana jako Kinetochor. Na pocatku profiaze se od sebe odd€luji dva
centrozomy a pohybuji se k opaénym pélim butniky. Tyto slouzi jako organizatory mikrotubuld,
z nichZ se vytvari mitotické (délici) vieténko. Néktera vlakna déliciho vieténka sahaji od jednoho polu
smérem k rovniku burnky, kde se spojuji, tzv. polarni vlakna. Centrozomy jsou pak oznacovany za

poly vieténka.

Prometafaze

Ke konci proféaze se rozpada jaderna membréana. Mikrotubuly vieténka mohou nyni pronikat do oblasti
jadra a spojuji se s jiZ pln¢ spiralizovanymi chromozomy (kvarterni struktura chromozomu). Néktera
vlakna mitotického vieténka pronikaji az ke chromozomum, kde se piipojuji na kinetochory v oblasti
centromery, tzv. kinetochorova vlakna. V bufice zustavaji i nepfipojena vlakna, kterd tvofi tzv.

astrosféru.

Metafaze

Centrozomy jsou na protéjSich stranach (na pélech) buiiky a urcuji podélnou osu déleni. Chromozomy
se tahem déliciho vieténka (kinotochorovych vlaken) seskupuji v ekvatorialni roviné buriky (metafézni
destic¢ce), pri¢emz centromery vdech chromozoma jsou vyrovnané v fadé na metafazni desti¢ce. Tato
vlakénka jsou vzhledem ke své funkci v anafazi oznacovana také jako tazna.

Metafaze je nejvhodnéjsi fazi k pocitani chromozomti a k jejich identifikaci.

Anafaze
Anafaze byva casto nejkrat$im usekem mitdzy. Na zacatku anafaze je propojeni mezi chromatidami

ptreruSeno za pomoci proteolytického enzymu separdzy a jednotlivé chromatidy se tahem déliciho
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vieténka pohybuji k polim buriky. Kazda chromatida je nyni povaZzovana za samostatny chromozom
(dceriny chromozom). Aparat mitotického vieténka zajistuje rovnomérnou segregaci chromosomii, tj.
Ze z kazdého chromozomu vzdy jedna chromatida putuje k jednomu bunéénému pélu a druhd
k opaénému. Chromozomy se k bunénym polum pohybuji zkracovanim, depolymeraci,
kinetochorovych vléken centromerou doptedu (jejich rychlost je asi 1 um/s) — anafaze A. Ve stejné
dobé se poly buriky od sebe rovnéz vzdaluji — anafaze B. Na konci anafaze maji oba poly buiiky stejné

- a Uplné - sestavy chromozomu.

Telofaze

V telofazi dale prodluzuji polarni vlakna buiiku a pfi poélech bunky se zacinaji tvofit dcerind jadra
v mistech, kde se shromazdily chromozomy. Dochazi k obnoveni jaderné membrany z fragmentt
rodi¢ovské jaderné membrany a ostatnich ¢asti endoplazmatického retikula, znovu se objevuje jadérko

a rozvoliuji se chromatinova vlakna kazdého chromozomu.

CYTOKINEZE

Dé¢leni cytoplazmy a buiky, obvykle probiha ve stejném case, za vzniku dvou oddélenych dcetinych
bunék nasleduje kratce po ukonceni mitdzy. U vysSich rostlin vznika buné¢na desticka (fragmoplast)
od stiedu k obvodu bunky (centrifugalné), u zivo¢isnych bunék se plasmatickd membrana tvoii

smérem z obvodu dovnitt (centripetdlné, zaSkrcenim, ryhovanim) za aktivni Gc¢asti mikrotubuld.

Frekvenci mitdz v dané zivoc¢isné tkani ¢i v rostlinném pletivu ndm udava tzv. mitoticky index (MI).
Je to ciselny pomér poctu bunék, které se nachazeji ve stadiu mitozy, k poctu vsech bun¢k. Naznacuje
proliferacni aktivitu tkané ¢i pletiva. Zpravidla se vyjadfuje v procentech (%) dé¢licich se bunck

k celkovému poctu bun¢k ve sledované tkani. Zavisi na délce trvani mitozy a na délce interfaze.
Metody barveni chromozomu

Chromozomy nejsou v normalnim svétle viditelné, protoze maji stejny lom svétla jako cytoplazma.
Jemozné je zviditelnit pomoci fazového kontrastu nebo riznym barvenim. Dobife se barvi
acetobarvivy, tj. organickymi barvivy rozpusténymi v kyseliné octové nebo propionové (acetokarmin,
laktopropionovy orcein, acetonigrosin, lakmoid ...). Pfed barvenim zafazujeme fixaci materialu,
nejcastéji alkohol-octovou (96% etanol : ledova kys.octova v poméru 3:1 - tzv. Farmerova fixaz,
FAE) a tzv. maceraci (dulezita u rostlin. pletiva k rozruSeni stfednich lamel bun&¢né stény), ¢asto
smési koncentrované HCl : 96% etanol v poméru 1:1 (nebo 1M nebo SM HCI, piipadné enzymaticky
pektinazami a celulazami). Barvenim acetobarvivy se jasné vybarvi chromatin a chromozomy,
cytoplazma se zbarvi rizové. V piipadé, ze chceme pocitat chromozomy, zatazujeme pied fixaci tzv.

predpiisobeni (nejéastéji roztok kolchicinu®, para-dichlorbenzenu?, 8-hydroxychinolinu nebo studené

! Priprava 0,1 % roztoku kolchicinu
Navézku 0,1 g kolchicinu doplnime do 100 ml destilovanou vodou Uchovavame v chladniéce pfi4 °C.
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voda). Predpiisobenim se rozrusi délici vieténko, chromozomy se zkracuji, nedochazi k rozchodu
chromatid. Jednotlivé chromozomy jsou uvolnény z mitotického aparatu, a tim také 1épe rozlozeny v
celé burice. ZvySuje se pocet pozorovanych metafazi (tzv. c-mitdza). Pro piesnéjsi identifikaci
jednotlivych chromozomu - zejména v metafdzi - slouzi v posledni dobé tzv. prouzkovani
chromozom:i neboli banding. Principem téchto metod je diferencialni barveni chromatinu (vznik

prouzkt, paski).

Zakladni schéma barveni koi‘enovych §picek laktopropionovym orceinem?

1. Predpiisobeni: 0,1% roztok kolchicinu 2h
nebo nasyceny roztok paradichlorbenzenu 3,5h
2. Fixace: 96% etanol : led. kyselina octova (3 : 1) 24 h
3. Macerace: konc.HCI : 96% etanol (1:1) 1-10 min (podle materialu)
4. Vypirani: destilovana voda 1-2 min
5. Barveni: kapka barviva
6. Roztlak: v barvivu na podloznim skle + zahtati

Jinym ¢astym zpsobem barveni chromozomu je barveni dle Feulgena. Timto zptisobem se vybarvi
vyhradn¢ struktury obsahujici DNA. Pomoci hydrolyzy v HCI (1M HCI pii 60 °C nebo 5M HCI pii
laboratorni teplot€) se z DNA odstépi purinové baze a barvivo - bazicky fuchsin, obsazené v Schiffové

reagens - se navaze na volné aldehydické skupiny zbytkl deoxyribozy.

Zékladni schéma barveni Schiffovym reagens*:

1. Predpusobeni: 0,1% roztok kolchicinu (nasyceny roztok paradichlorbenzenu) 2 h (4 h)
Fixace: 96% etanol : led. kyselina octova (3 : 1) 24 h

2. Hydrolyza: 5M HCI (laboratorni teplota) 30 min

3. Vypirani: destilovana voda 5 min

4. Barveni: Schiffovo reagens 30 min

5. Vypiréani: destilovana voda 5 min

6. Macerace: 45 % kyselina octova 2 min

7. Roztlak: v kapce kyseliny octové nebo Zelezitého acetokarminu

METODIKA:

? Priprava nasyceného roztoku para-dichlorbenzenu
Navéazku 5-10 g krystalického p-dichlorbenzenu dame do 500 ml destilované vody v lahvi se zabrusem a
ulozime pfes noc do termostatu pii 60°C. Uchovavame pii pokojové teploté.

¥ Laktopropionovy orcein

Priprava zdasobniho roztoku: 2 g orceinu rozpustime za chladu ve 100 ml smési kyseliny propionové a mlééné v
poméru 1:1. Nechame tyden ustat a prefiltrujeme. Uchovavame v tmavé zabrousené lahvi v chladu.

Pracovni roztok: zasobni roztok fedime v poméru 10:3 destilovanou vodou. Podle potieby piefiltrujeme.

4

Schiffovo reagens

Smichat 170 ml dest. vody, 20 ml 1IN HCI, 3,8g K,S,0s, 2g Parafuchsin michat 2 h v zazatkované nadobg;
nechat stat pfes noc v uzaviené nadob¢; piidat 2 g aktivniho uhli; michat 1 min; pfefiltrovat ptes filtraéni papir
navlhéeny 1N HCI (roztok musi byt ¢iry). Uchovavame ve tmavé nadobé¢ v chladnicce.

4
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Priprava roztlakového preparatu meristému koienové $picky cibule
A) Barveni laktopropionovym orceincem
PROVEDENI:

Rostlinny material

nafixované kotenové $picky cibule kuchynské (Allium cepa)

Pomiicky
mikroskop, podlozni a kryci skla, filtracni papir, Ziletka, pinzeta, preparacni jehly, lihovy kahan,

zapalky, trvalé preparaty mitdzy

Chemikaélie a roztoky

barvivo laktopropionovy orcein - pracovni roztok, destilovana voda, macera¢ni smés

Pracovni postup

Pred zhotovenim prepardtu nakli¢ime na vinkém filtracnim papiru semena cibule. Naklicend semena s
asi 1 cm korinky viozime do fixacni smési (viz vySe) na dobu nejméné 30 min. (Provede vedouci
cviceni).

1. Nafixované kofinky oplachneme v destilované vodé a na 2 min. pfeneseme do maceracni smési.

2. Kotinky opét oplachneme destilovanou vodou a poloZime na ¢isté podlozni sklo.

3. Z kofinku odfizneme ziletkou kotfenovou $pi¢ku s meristematickym pletivem, pfiddme kapku

barviva a nechame pusobit asi 5 min.
4. Opatrné ptilozime kryci sklicko a mirnym tlakem roztla¢ime.
5. Preparat mirné nahfejeme nad plamenem lihového kahanu tak, aby se barvivo nevafilo. Kvalitu

roztlaku a zbarveni kontrolujeme prubézné pod mikroskopem (zvétseni 200X a 400x).

B) Barveni Schiffovym reagens:
PROVEDENI:

Rostlinny material

nafixované kotenové $picky cibule kuchynské (Allium cepa)

Pomiicky
mikroskop, podlozni a kryci skla, filtra¢ni papir, ziletka, pinzeta, prepara¢ni jehly, lihovy kahan,

zapalky, trvalé preparaty mitozy

Chemikalie a roztoky

barvivo Schiffovo reagens, kyselina chlorovodikova (5 M), destilovana voda, 45% roztok kyseliny

octoveé

Pracovni postup
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Pred zhotovenim preparatu naklicime semena cibule na vihkém filtracnim papiru. Naklicend semena

s asi I cm korinky viozime do fixacni smési (viz vySe) na dobu nejméné 30 min. /196% etanol : ledova

kyselina octova (3:1)/. Fixovana naklicend semena, pripadné korinky oplachneme v destilované vode,

a nabarvime v Schiffové barvivu. (Provede vedouci cviceni).

1. Pfipravené nabarvené kotinky cibule pteneseme na podlozni sklo do kapky 45% kyseliny octové

a odiizneme kotfenovou Spicku. (Zbytek kofinku odstranit.)

2. Ptilozime kryci sklicko a mirnym tlakem $picku roztlacime.

UKOL & 1:  Provedeni roztlakového preparatu, pozorovani mitozy

1.1 Proved'te roztlakovy preparat (viz metodika).

1.2 Zakreslete jednotlivé faze mitdzy z vlastniho preparatu a ke kazdé fazi zakreslené mitozy struéné

napiSte, co se déje s chromozomy.

1.3 Porovnejte ob¢ metody barveni mitotickych chromozomd.

UKOL &.2:  Vypotitejte mitoticky index roztlateného pletiva kofenové §pic¢ky
2.1 V 10-ti zornych polich mikroskopu spocitejte vSechny buiky a bunky v mitoze.
2.2 Mitoticky index stanovte podle vzorce: MI [%] = M/N. 100

kde M = pocet bunék v mitéze, N = pocet v§ech bunék.

2.3 Vysledky z vypocétu mitotického indexu zapiste do tabulky:

Pocet bung€k v Poset viech "
Zorné pole ¢. profazi metafazi anafazi telofazi bunék
1.
Celkem
ZAVER:

V zavéru celého cviceni zhodnot'te provedeni vlastniho roztlakového preparatu a srovnejte rtzné

zpusoby barveni chromozomia. Uved'te, které faze mitdzy jste pozoroval/a na vaSem roztlakovém

preparatu a uved'te po¢et chromozomi (2n = ...) pro zkoumany rostlinny druh. Zhodnot'te mitoticky

index roztlaceného pletiva.
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Schéma: Mito6za a cytokineze

/© 2013 Nature Education; De Mey a kol. Visualization of microtubules in interphase and mitotic
plant cells of Haemanthus endosperm with the immuno-gold staining method. Proc Natl Acad Sci U S
A. 1982 79:1898-902 (2013)./
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