Polytenni chromozomy v jadrech bunék slinnych zlaz larvy drozofily

POLYTENNI CHROMOZOMY V JADRECH BUNEK SLINNYCH ZLAZ LARVY DROZOFILY

(Izolace slinnych zlaz larvy octomilky. Rychlé barveni chromozomii laktopropionovym orceinem.

Struktura chromozomii - chromatin a jeho typy. Pozorovaini chromatinovych diskil.)

UVOoD

Chromozomy jsou utvary, ve kterych je v zivych bunikach lokalizovana geneticka informace. Tyto
utvary, téliska, jsou barvitelné cytologickymi barvivy (chromo-soma) a po nabarveni jsou nejlépe
pozorovatelné ve svételném mikroskopu v délicim se jadie (v M-fazi buné¢ného cyklu). Eukaryotni
chromozomy jsou linearni, obvykle se v butikach vyskytuji ve dvou kopiich. Chromozomy maji rizny
tvar a velikost, jejich pocet je ale druhoveé konstantni. Napt. u rostlin byl nejmensi pocet chromozomi
zaznamenan u fasy Spirogyra cylindrica nebo byliny Haplopappus gracilis (2n = 4), nejvétsi pocet
chromozomii ma kapradina kapradina Ophioglossum reticulatum (2n = 1260); obdobné u Zivo¢icht
byl nejmensi pocet chromozomi zaznamenan u mravence Myrmecia pilosula (samice 2n = 2) a

naopak nejvétsi u motyla Agrodiaetus shahrami (2n = 268).

Eukaryotni chromozom se obvykle sklada z jedné nebo dvou chromatid, které jsou navzajem spojeny
za pomoci proteinu kohesin. Na chromatidach se nachazi specificka zuzend oblast, primarni
konstrikce, na niz je lokalizovana centromera. Na nékterych chromozomech mize byt ptitomna jedna
i vice sekundarnich konstrikci, v této oblasti lezi tzv. organizdator jadérka (re-syntetizuje se zde

jadérko). Oblast za sekundarni konstrikci se oznacuje jako satelit.

Chromozom je tvoten deoxyribonukleovou kyselinou (DNA), na kterou jsou navazany proteiny
histonové a nehistonové povahy. Interfazni chromozomy maji charakter dlouhych, tenkych a
sto¢enych vlaken, ktera vypliiuji jadro buiky. Tato struktura je oznaCovana jako chromatin a maze
vykazovat rozdilnou hustotu, kondenzovanost. Podle intenzity barveni acetobarvivy, V zavislosti na
stupni kondenzace a intenzity transkripce, rozliSujeme dva typy chromatinu: euchromatin (je
transkripéné aktivni, vykazuje malou kondenzaci a je Spatné barvitelny) a heterochromatin (je
transkripéné neaktivni nebo malo aktivni, kondenzovany a silné barvitelny). Heterochromatin se
vyskytuje jako konstitutivni (obligatni), tj. je transkripéné trvale inaktivni (zistava v kondenzovaném
stavu po cely BC), vyskytuje se hlavné v centromerach a telomerach. Naopak fakultativni
(prilezitostny) heterochromatin muze byt v zavislosti na podminkach, v souvislosti s regulaci exprese
genetické informace nebo vyrovnanim genové davky, rozvolnén a stat se geneticky aktivnim a zpétné
inaktivnim.

V dasledku rozvolnéni chromatinu jsou jeho jednotlivé typy v eukaryotnich jadrech Spatné

pozorovatelné.
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Netypické chromozomy

Polytenni chromozomy (také mnohovlaknové, gigantické, obii) nachazime v rtiznych tkanich larev
nekterého dvoukiidlého hmyzu (slinné zlazy, bunky stievniho epitelu a malphigickych trubic), rovnéz
i urostlin (v endospermu kukufice, v antipodach maku, oméje, pSenice, fefichy, v chalaznich
haustoriich kokrhele, v chalazni ¢asti endospermu hrachoru). Tyto chromozomy jsou vysledkem
procesu endoreduplikace, kdy dochazi ke zmnozeni poctu sestersky chromatid chromozomt, které ale
nejsou oddéleny a vytvareji svazky vldken. U drozofily jsou chromozomy bunék slinnych zlaz tvoteny
ptiblizné 500 chromatidami, které jsou k sobé& tésné pfilozeny. Navic se k sobé piikladaji homologni
chromozomy (tzv. somatické parovani), a jejich pocet se jevi jako haploidni (polovi¢ni). Ve slinnych
Zlazach nedochazi k déleni, takze tyto chromozomy jsou Vv interfdzi, a jSOU V despiralizovaném Stavu.
Polytenni chromozomy jsou zpravidla 50 — 200 krat del$i nez normalni chromozomy v metafazi
mitozy, kazdy méti 200 az 600 um a dosahuje $itky az 25 um. U Drosophila melanogaster je celkova

délka polytennich chromozoma 1 180 um, oproti 7,5 um v mitoze.

Pfi barveni acetobarvivy kazdy polytenni chromozom pozorovany ve svételném mikroskopu vykazuje
linearni fadu stéidajicich se pruhd (diski) a mezipruht tmavsi a svétlejsi barvy, coz je zplisobeno
rozdilnym barvenim heterochromatinu a euchromatinu. Poloha a pocet diskii jsou pro urcity
chromozom druhové specifické. V prubéhu exprese genetické informace, v mistech, kde probiha
syntéza RNA, ztraceji polytenni chromozomy diskovité uspofadani za vzniku vychlipenin - pufu
(puff, Balbianiho prstenec). Tato mista jsou méné barvitelna. Oblasti vzniku téchto vychlipenin jsou

obecné specifické pro kazdou tkan nebo pletivo a stadium vyvoje organismu.

Vyuziti polytennich chromozomii:

- snadné vizualni sledovani zmén chromozoma pt#i vzniku tzv. chromozomovych aberaci (delece,
inzerce, duplikace, inverze...)

- lokalizace genti, mapovani lokust gent

- identifikace jednotlivych useki polytennich chromozoma (taxonomie druht)

(Porovnavame standardni a zménéné jedince.)

Stétkovité chromozomy (lampbrush) jsou dalsi atypické chromozomy, vyskytujici se v oocytech
nekterych zivocichl. Jedna se o homologni chromozomy, které se k sobé¢ ptikladaji v prub&hu profaze
prvniho meiotického déleni, a nekteré jejich Casti se despiralizuji (dekondenzuji) a vyklenou (vznikaji
parovité postranni smycky). V takto vytvorenych smyckach dochézi k intenzivni expresi genetické

informace, syntéze RNA. Smycky pak na konci profaze mizi.
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PROVEDENI

Material
larvy Drosophila melanogaster na konci 3. instaru (tj. t€sné pied zakuklenim, kdy vylézaji na sténu

kultivaéni nadoby), pochazejici z kultury s nadbytkem potravy a uchovavané pii nizsi teploté (18 °C).
nebo larvy bedlobytek, patentky

Laboratorni pfistroje a pomucky

mikroskop , binokularni lupa, podlozni a kryci skla, ziletka, lihovy kahan, zapalky, filtracni papir,

bunicita vata, tmavy papir, pinzeta, preparacni jehly

Chemikalie a roztoky

barvivo laktopropionovy orcein (piiprava viz protokol Mitdza), fyziologicky (Schentiv)! roztok

Pracovni postup
1. Larvu polozime na podlozni sklo do kapky fyziologického roztoku. Jednou preparacni jehlou

pridrzime larvu za ustni ¢ast (tmavé chitinové hacky), druhou asi uprosted téla. Tahem jehel
oddélime hlavovou ¢ast se slinnymi zlazami a nasledné je pod binokularni lupou vypreparujeme.

2. Zpodlozniho skla odstranime nezadouci ¢asti (zbytek larvy, tukovou tkar) a slinné zlazy ihned
zaképneme laktopropionovym orceinem (builky nesmi vyschnout). Barvivo nechame pisobit 5-
10 min, v ptipad¢ potieby miizeme lehce zahiat nad plamenem lihového kahanu.

3. Prilozime kryci skli¢ko a preparat pozorujeme pod mikroskopem pti malém zvétSeni. Zakreslime
tvar bunek a jadra.

4. Preparat poté vyjmeme z mikroskopu a bunky slinné zlazy jemné roztlatime (pfilisny tlak vede
k rozvolnéni chromozomu!). Preparat opatrné zahfejeme nad plamenem lihového kahanu (barvivo
nesmi vafit, teplotu podlozniho skla kontrolujeme nad hibetem ruky).

5. Prebytecné barvivo odstranime piekrytim preparatu prouzkem filtraéniho papiru.

6. Pozorujeme pod mikroskopem pfi vétS§im zvétSeni.

UKOL:
1. Zakreslete bunky slinnych zlaz s polytennimi chromozomy pii malém zvétSeni mikroskopu.
2. Zakreslete zvétSeny vybrany tsek polytenniho chromozomu s jednotlivymi disky, ptipadné pufy,
a oznacte heterochromatinové a euchromatinové ¢asti chromozomu.
3. Zakreslete schéma rozlozenych polytennich chromozomi a popiste jednotliva ramena.

4. Zjistéte pocet chromozoma u D. melanogaster (n=...,2n=....).

1 Priprava fyziologického (Schénova) roztoku

79 NaCl, 0,429 KCl, 0,259 CaCl; rozpustit v 11 destilované vody
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ZAVER
Zhodnot'te uspésnost izolace slinnych 7laz a jejich zbarveni. Uvedte, zda jste pozorovali

chromocentrum a jednotliva ramena chromozomu, ptipadné tvorbu pufi.

Obr: Porovnani karyotypu (a) a uspoiadani polytennich chromozomii (b,c) u samice drozofily
/a,b - © Robert Saunders, http://robertsaunders.org.uk/flies-and-bikes/ (7.9.2018), ¢ - © Dana Safaiova/
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