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Mitoza v buikach kadenové Spiky cibule a bobuAllium cepal.)

MITOZA V BU NKACH KO RENOVE SPICKY CIBULE A BOBU (ALLIUM CEPA L.)

(Zakladni technika barveni chromozarfraze buacného cyklu a mitézy podle nativniho a trvalého
preparatu. Vypdet mitotického indexu. Karyotyp a idiogram.)

UvoD

Sled pochot probihajicich v biice od skoteni jedné mitézy do konce mitdzy nasledujici seywaz
burecny cyklugdale BC). Ve zkratce probiha nasledévBuika presrg zdvojnasobuje sy obsah DNA a
zdvojuje svou cytoplazmwetns organel. Pak se jadro a jeho obsah &bAdhit6za). Po ukoteni mitézy
se pochodem zvanym cytokineze rézdytoplazma mezi déamymi bunkami. Mit6za a cytokineze tvb
M fazi (mitotickou fazi) buséného cyklu. Zbyladcast bugcného cyklu - pestavka mezi naslednym

burgénym dlenim - se oznalje jakointerfaze(dale INT).

Interfaze

Interfaze zaujima nejmér®0% celkovéhotasu BC a biologick4 aktivita kiky je v jejim pabehu velmi
vysoka (obdobi kontinualnihdstu buiky). Délime ji na ti ¢asti: G, Sa G,. V G;-fazi(z angl. gap - prvni
mezera) probiha syntéza bilkovin, DNA polymerazntéza RNA a tubulinu, v periédoznaovanéS-
faze (syntetickd faze) je syntetizovana DNA (replikaP®NA a histori s naslednym zdvojenim
chromozéni, zdvojeni paru centriol u Zi¢@gnych bugk) a v posledni fazi BC nazyvan®,-faze(druha
mezera) probihd metabolickd aktivita testrbuiky (Zadné replikace DNA). &iem G(u Zivodicht a u

rostlin) a G (jen u rostlin) mohou hiky prechézet - reverzibith- do klidové faze @

Trvani BC -generani doba buky - hodre kolisa, zavisi na typu fikly a na jejim fyziologickém stavu.
Nékteré buiky se d@li vicekrat za hodinu, zatimco jinymuire BC trvat vice nez deni{pVicia faba-
cely cyklus trva cca 19 hod, ztohg &5 h, S-7 h, & 5 h, M - 2 h). V mnohobuném organizmu se
nachézeji row¥ specializované hiky, které se po svém vznikgld pouze #idka nebo tubec (g. -

nervové biiky).

Na konciinterfaze ma bitka jedno nebo vice jadérek a jeji jadro jegetiklopeno jadernou membranou.
U ZivaciSnych burk se na viyjSi strai jadra nachazi dva pary centtipkytvarené rozdlenim jednoho
paru khem INT. Mikrotubuly, vzniklé polymerizaci tubulinuvoii kolem kazdého péaru centniol
kruhovouradu zvanolastrosféra(astery). Jednotlivé chromozémy jesiemohou byt v této fazi rozliSeny

mikroskopem, protoZe jsou tkeny pondrné volné spiralizovanymi chromatinovymi vliakny.
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MITOZA

Mit6za se objevuje u eukaryot a je ewwsiu adaptaci spojenou s problémerreqmého rozieni
genetického materialu do dvou dicgrch burgk. Ackoliv urcité detaily mitézy se od jednoho organismu k
druhému mohou liSit, postup, kterym mitéza probifg,u mnohych eukaryot podobny. Reélmhi
rodicovského zdvojnasobeného genetického materidlufifenp velmi pfesné. Nap experimenty s
kvasinkami ukazaly, ze chybdipozdleni chromozému se vyskytne pouze jednouiblgné 100 000

burgénych dlenich.
Mitozu cklime do 4 (6) faziprofazi (prometafazi)metafazianafazj telofazi (cytokinezi).

Profaze

Béhem profaze se projevuji 2my jak v jade, tak v cytoplazm V jadre mizi jadérka. Chromozémova
vldkna se vice spiralizuji a vytdi jednotlivé chromozémy pozorovatelnéét@inym mikroskopem.
Kazdy zdvojeny chromozdm se jevi jakosdstejné sesterské chromatidy spojené centromérazd&ze
dvou chromatid chromozému ma nynicitmu strukturu zvanoukinetochor umistnou v oblasti
centroméry. Bhem profaze se pary centfiqqu zivasiSné buiky !, u rostlin amorfni oblast organizaiho
centra veténka) pohybuji od sebe prypodél povrchu jadra tim, Zze se prodluzuji svaaitgrotubuli
mezi nimi. V cytoplazré se tvdi délici vieténko (u rostlin achromatické reténko); je tvéeno z
mikrotubuli a gidruZzenych bilkovin umighych mezi déma pary centrigl. Nékterdq vliakna diciho
vieténka sahaji od jednoho pdélu &em k rovniku biiky - polarni vidkna jinA od centriolu ke
kinetochofim - kinetochorova vldknake konci profaze se rozpada jaderna blana. Miknaly ieténka
mohou nyni pronikat rozruSenym jadrem (jadernou bxd@mou) a spojuji se s jiz kompaktnimi
chromozémy (maximalni spiralizace chromozoja dosaZzenoippirechodu z profaze do metafaze - tzv.

prometafaze

Metafaze

Pary centrial jsou nyni na pr&jSich stranach (na pélech) itky. Chromozémy se seskupuji v
ekvatorialni rovig buiky (metafazni desice), pricemz leZzi svymi dlouhymi osamiiplizné v pravém
Uhlu k ose teténka. Centroméry vSech chromozojrou v této fazi vyrovnané wad na metafazni
desttce a jsou fichycovany ke kinetochorovym vlidkm déliciho vieténka - tato vidkénka jsou vzhledem
ke své funkci v anafazi oztavéna také jakdazné.Dochazi krozdeleni centromér které spojuji ob

chromatidy.

Metafaze je nejvhodisi fazi k pd&itani chromozori a k jejich identifikaci.
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Anaféaze

Anafaze byv&asto nejkratSim Usekem mitdzy.cft@a, kdyZ se parové centroméry kazdého chromozému
pohybuji od sebe zvlédSa oddluji tak od sebe sesterské chromatidy. Kazda chiidemge nyni
povazovana za samostatny chromoz@lweiny chromozom)Vieténkovy aparat pak &aa pohybovat
pfipojenymi sesterskymi chromatidami &mam k progjSim péiim buiky. Z kazdého chromozému vzdy
jedna chromatida putuje k jednomu Bémému pélu a druha k of@ému. Chromozomy se k btimym
polim pohybuji zkracovanim kinetochorovych vlaknen mam€rou dofedu (jejich rychlost je asi 1
um/s). Ve stejné dabse pdly biiky rovréz od sebe vzdaluji. Na konci anafaze maji dva hoiky
stejné - a Uplné - sestavy chromoZdm

Telofaze a cytokineze

V telofazi dale prodluzuji polarni vlakna ik a @i pélech buiky se zéinaji tvait dceina jadra v
mistech, kde se shromazdily chromozémy. Jadermé@lslé vytvéi z fragmeni rodicovské jaderné blany
a ostatnichéasti endoplazmatického retikula. V dalSich pochbdepa@nych k profazi, se objevuje
jadérko a chromatinova vlakna kazdého chromozémuzgnou.

Cytokineze- dgleni cytoplazmy - obvykle probihd ve stejnéfase, takze vznik dvou od&lénych
dceinych burgk nasleduje kratce po uk&eni mitdzy. U vysSich rostlin vznika bitima destika
(fragmoplas} od stedu k obvodu hitky (centrifugdlr®), u Zivaisnych burk se plasmaticka membrana

tvori smérem z obvodu dovnit(centripetal®, ryhovanin za aktivni @asti mikrotubud.

Casovy pribeh mitozy

pt. hrach: profaze - 40 min, metafaze - 20 min, at@fil2 min, telofaze - 120 min

Frekvenci mitdz v dané ziveisné tkanici v rostlinném pletivu nam udava tawmitoticky index (Ml). Je
to ¢iselny porgr paitu burgk, které se nachazeji ve stadiu mitézy, KtpovSech buék. Nazn&uje
proliferani aktivitu tkar ¢i pletiva. Zpravidla se vyjadje v procentech (%) éicich se busk k

celkovému pétu burek ve sledované tkani. Zavisi na délce trvani nyihna délce interfaze.

Metody barveni chromozémi

Chromozémy nejsou v normalnimésie viditelné, protoZze maji stejny lom&ha jako cytoplazma. Je
mozné je zviditelnit pomoci fAzového kontrastu nelxmym barvenim. Dale se barviacetobarvivytj.
organickymi barvivy rozpu8hymi v kyselit octové nebo propionové (acetokarmin, laktopropigno

orcein, acetonigrosin, lakmoid ...Jtdél barvenim Zazujeme fixaci materialu, nejasgji alkohol-octovou
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(96% etanol : ledova kys.octova v p&mn 3:1 - tzv. Farmerova fixdZ, FAE) a tanaceraci (dulezita u
rostlin. pletiva k rozruSeniigtdnich lamel butné stny), ¢asto snisi koncentrované HCI : 96% etanol v
poméru 1:1 (nebo 1M nebo 5M HCl,tipadré enzymaticky pektinazami a celulazami). Barvenim

acetobarvivy se jagnvybarvi chromatin a chromozémy, cytoplazma sevdbézow.

V piipac, Ze chceme pdtat chromozomy, Zazujeme ped fixaci tzv.predpisobeni(negastji roztok
kolchicinu', para-dichlorbenzeAu 8-hydroxychinolinu nebo studenéd vodaYedhisobenim se rozrusi
délici vieténko, chromozémy se zkracuji, nedochazi k raaetotromatid. Jednotlivé chromozémy jsou
uvolrény z mitotického aparatu, a tim také lépe rozlozemglé buice. ZvySuje se @@t pozorovanych
metafaziizv. c-mitéza

Vi s

prouzkovani chromozam neboli banding Principem &chto metod je diferencialni barveni chromatinu

(vznik prouzki, pask).

Zakladni schéma barveni k#enovych Spéek laktopropionovym orceinent

1. Predpisobeni: 0,1% roztok kolchicinu 2h
nebo nasyceny roztok paradichlorbenzenu h3,5
2. Fixace: 96% etanol : led. kyselina octova {3 : 24 h
3. Macerace: konc.HCI : 96% etanol (1:1) 1-10 min (podletengalu)
4. Vypirani: destilovana voda 1-2 min
5. Barveni: kapka barviva
6. Roztlak: v barvivu na podloznim skle + Zaiti

Jinym ¢astym zfisobem barveni chromozdirje barveni dle Feulgenalimto zpisobem se vybarvi
vyhradré struktury obsahujici DNA. Pomoci hydrolyzy v HAIM HCI pii 60 °C nebo 5M HCI
laboratorni tepl@) se z DNA od&ipi purinové baze a barvivobazicky fuchsinobsazené Bchiffo¥

reagens se navaze na volné aldehydické skupiny zZbgkoxyribozy.

! priprava 0,1 % roztoku kolchicinu
Navéazku 0,1 g kolchicinu doplnime do 100 ml destiloou vodou Uchovavame v ledoe i 4 °C.

2 Priprava nasyceného roztoku para-dichlorbenzenu
Navazku 5-10 g krystalického p-dichlorbenzenu d@neé00 ml destilované vody v lahvi se zabrusemadiaie
pies noc do termostatui0°C. Uchovavameip pokojové teplat.

® Laktopropionovy orcein

Priprava zasobniho roztoku2 g orceinu rozpustime za chladu ve 100 midssnkyseliny propionové a miéé v
pomeéru 1:1. Nechame tyden ustéti@fitrujeme. Uchovavame v tmavé zabrouSené lalohladu.

Pracovni roztok zasobni roztokedime v poréru 10:3 destilovanou vodou. Podle i@ty gefiltrujeme.
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Zakladni schéma barveni Schiffovym reagefis

1. Predpisobeni: 0,1% roztok kolchicinu 2h
nebo nasyceny roztok paradichlorbenzenu 3,5h
2. Fixace: 96% etanol : led. kyselina octova (3 : 24 h
3. Hydrolyza: 5M HCI (laboratorni teplota) 30 min
4. Vypirani: destilovana voda 5 min
5. Barveni: Schiffovo reagens 30 min
6. Vypirani: destilovana voda 5 min
7. Macerace: 45 % kyselina octova 2 min
8. Roztlak: v kapce kyseliny octové nebo Zeédmitacetokarminu
METODIKA:

Priprava roztlakového preparatu meristémukorenové Spiky cibule
A) Barveni laktopropionovym orceincem
PROVEDENI:

Rostlinny material

nafixované kéenové Spiky cibule kuchyiské (Allium cepa

Pomicky
mikroskop, podlozZni a kryci skla, filéai papir, Ziletka, pinzeta, prepénéjehly, lihovy kahan, zapalky,

trvalé preparaty mitézy

Chemikalie a roztoky

barvivolaktopropionovy orcein pracovni roztok, destilovana voda, maéafants

Pracovni postup
Pired zhotovenim preparatu dejte néklsemena cibule na vihky filitai papir. Naklfend semena s asi 1

cm kainky vloZzte do fixani snesi (viz vySe) na dobu nejm&B0 min. (Provede vedouci ¢gni).

Nafixované keinky oplachwte v destilované vada na 2 min. feneste do macefai snesi. Karinky opst
oplachrte destilovanou vodou a poloZte &iaté podlozni sklo. Z Kénku odiznéte Ziletkou kéenovou
Spiku s meristematickym pletivemyigejte kapku barviva a nechejtésobit asi 5 min. Opaténpiilozte
kryci sklicko a mirnym tlakem roztéde. Preparat mignnaltiejte nad plamenem lihového kahanu tak, aby
se barvivo nevdlo. Kvalitu roztlaku a zbarveni kontrolujtetii®zné pod mikroskopem (2¢Seni cca 200

a 400x).

4 Schiffovo reagens



Mitoza v buikach kadenové Spiky cibule a bobuAllium cepal.)

B) Barveni Schiffovym reagens:
PROVEDENI:

Rostlinny material

nafixované kéenové Spiky cibule kuchyiské @Allium cepa

Pomicky
mikroskop, podlozni a kryci skla, filkai papir, Ziletka, pinzeta, prepand jehly, lihovy kahan, zapalky,

trvalé preparaty mitézy

Chemikdlie a roztoky

barvivo Schiffovo reagens, kyselina chlorovodik¢@@a), destilovana voda, 45% roztok kyseliny o&ov

Pracovni postup
Pied zhotovenim preparatu dejte néiklsemena cibule na vihky filiai papir. Nakifena semena s asi

1 cm kainky vloZzte do fixani snesi (viz vySe) na dobu nejm&B0 min. ((96% etanol : led. kyselina
octova (3 : 1)). Kainky oplachiéte destilovanou vodou/@neste je na 20-30 min do roztoku 5M HCI,
poté oplachete destilovanou vodu a“gneste do Schifffova barviva. Béer 30-45 min, poté oplactie

v destilované vata kratkodols uchovejte v destilované wde 4 °C. (Provede vedouci &ni).

Pripravené nabarvené Koky cibule geneste do roztoku 45% kyseliny octovéfimdte ka‘enovou
Spicku. (Zbytek kdinku odstrate.) Rilozte kryci skléko a mirnym tlakem S{ku roztlate.

UKOL ¢&. 1:  Provedeni roztlakového preparéatu, pozorovani imozy

1.1 Provedte roztlakovy preparat (viz metodika).

1.2 Zakreslete jednotlivé faze mitdézy z vlastniho prdpu a kazdé z fazi zakreslené mit6zy &siku
napiste, co segk s chromozomy.

1.3 Porovnejte o metody barveni mitotickych chromozém

UKOL & 2:  Vypdtitejte mitoticky index roztlaéeného pletiva kdrenové Spiky
2.1V 10ti zornych polich mikroskopu sgitejte vSechny hiky a buiky v mitéze.
2.2 Mitoticky index stanovte podle vzorce: Ml [%] = M/N. 100

kde M = pdaet burgk v mitéze, N = p&et vSech bugk.
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2.3 Vysledky z vypeétu mitotického indexu zapiste do tabulky:

Paet burgk v Patet vSech M
Zorné poles. profazi metafazi anafazi telofazi burek
1.
Celkem
ZAVER:

V z&wru celého cueni zhodnéte provedeni viastniho roztlakového preparatu, repe Gzné zgisoby

barveni chromozéin Uved'te, které faze mitdzy jste pozorovali na vaSemlakaivém preparatu a udée

pocet chromozém (2n = ...) pro zkoumany rostlinny druh. Zhodteo mitoticky index roztléeného

pletiva.
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POLYTENNi CHROMOZOMY V JADRECH BUN EK SLINNYCH ZLAZ LARVY DROZOFILY

(Struktura chromozému a jeji séasna interpretace.Euchromatin a heterochromatinitikace
materialu, izolace slinnych Zlaz larvy octomilRy.chlé barveni laktopropionovym orceinem.

Stanoveni heterochromatinovych a euchromatinouget.)

UvoD

Chromozomysou pentlicovité Utvary, které je mozno mikroskappozorovat v &icim se jade (ve

fazi M bureéného cyklu). Majiiizny tvar a velikost. Bzné organismy majiizny paet chromozor

(pt.: kapradinaOphioglossum petiolaturin = 510, ¢erv Ascaris megalocephalan = 2). U téhoz

druhu je pdet chromozéra konstantni.

Morfologick& stavba:Chromozom se sklada ab/ou chromatid které jsou spojengentromérou
Centroméra je umidha v oblasti primarni konstrikce, je-ltippmna sekundarni konstrikce, pak zde
leZi organizator jadérka (resyntetizuje se zde jadérko). Za sekundarni kitngtse rkdy nalézéa

piivések -satelit (traband).

Chemicka stavba:Chromozom je tvien chromatinem -tj. nukleovou kyselinou typu DNA
(deoxyrib6za, kyselina fosfoted, purinové a pyrimidinové baze A, T,G,C), kteravjérvalé vazh

s proteiny (histonové a nehistonoveé, neutralni nebevazrié kyselé povahy).

Podle intenzity barveni acetobarvivy, stéfiondenzace a intenzity transkripce rozliSujeme atey
chromatinu:euchromatin(slabé barveni, mala kondenzace, tranghipaktivni) aheterochromatin
(silna barvitelnost, silna spiralizace, transkmginaktivni - malo geneticky aktivni). Neni zdéepna
hranice.HeterochromatinrozliSujemekonstitutivni (obligatni) ktery je transkripné trvale inaktivni
(zastava v kondenzovaném stavu po cely BC +@gigsuje se do RNA, vyskyt hlagw centromérach,
v telomérach, v oblasti nuklearniho organizatordotiikych chromozér, v interfazi — tvorba
chromocenter)Fakultativni (pgilezitostny) heterochromatise niize byt v zavislosti na ontogenezi
vyskytovat v obou formach f{jklad: jeden z chromozdim X v buikach sagich samic -
heterochromatinovy Xistavéa stéle v kondenzovaném stavu po cely BC kigplse v pozdni S-fazi a
nepepisuje se do RNA, ippisuji (exprimuji) se jen geny, které se nachaeughromatinovém X-
chromozému).

Be&hem interfaze jsou vlidkna despiralizovana, prdi@ iditelna.

10
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Netypické chromozémy

Setkovité chromozémy (lampbrusjgpu znamy z oocytnékterych Zivaichia. V obdobimeiotické
profaze Ise k sob prikladaji homologické chromozomygkterééasti se despiralizuji (dekondenzuiji)
a hodr vyklenou (parovité postranni siiky). Délka SEtkovitého chromozému - az 1 mm. Probiha
zde tvorba m-RNA (proteosyntéza). Existuje teopiedle niz je kazda srka nositelkou jednoho

genu. Ke konci profaze sy mizi.

Polytenni chromozdmytaké mnohovldknové, gigantické, igbnachazime viznych tkanich larev
nékterého dvoukidlého hmyzu (slinné Zlazy, bky sttevniho epitelu a malphigickych trubic), ran

i urostlin (v endospermu kukice, v antipodach maku, afe, pSenice,iefichy, v chaldznich
haustoriich kokrhele, v chalazésti endospermu hrachoru). Jsou zpravidla 50 - r2Z0QkelSi nez
normalni chromozémy v metafazi mitdzy, kazdgiim200 az 600 um a dosahujek§iaz 25 um (u
Drosophila melanogaster je celkova délka polytennich chromozbri 180 pm, oproti 7,5 um
v mitdze). Ve slinnych Zlazach nedochéazitledi, takze tyto chromozémy jsounterfazi a jsou tedy

v despiralizovanénstavu. Kazdy polytenni chromozom se skladé z ntabZkromatinovych vlaken,
které vznikly mnohonasobnou (1000 - 5000x) replikagistavaji spolu v paralelnim usigalani Cast
konstitutivniho heterochromatinu v oblasti centrome vSak nereplikuje, takZze polytenni chromozém
neni souborem jednotlivych nepolytennich mitotidkyachromozém. Parové (homologni)
chromozémy jsou k s@btésrg prilozené ("somatické parovani), proto je vikach vidt misto
diploidniho haploidni p@et chromozém Pri barveni acetobarvivy kazdy polytenni chromozém
pozorovany sételnym mikroskopem vykazuje linearifadu stidajicich se  prouZk (diski) a
meziprouzk tmavsi a sétlejSi barvy, coz je zjsobeno rozdilnym barvenim heterochromatinu a
euchromatinu. Poloha a ¢&t diski jsou pro uity chromozom druhay specifické. B aktivnim
fungovani ztraceji dkterécasti polytennich chromozdandiskovité usptadani, vznikaji vychlipeniny

- pufy ("puffs", Balbianiho prstence), kde probiha tvorbRNA. Jsou méhbarvitelné. Mista vzniku

vychlipenin jsou specifick& pro kazdou itka stadium vyvoje.

Vyznam polytennich chromozam

- snadné vizudlni sledovani #mchromozon pii vzniku tzv. chromozémovych aberaci (delece,
inzerce, duplikace, inverze...)

- lokalizace gefi, mapovani lokusgeni

- identifikace jednotlivych Usekpolytennich chromozoin(taxonomie druih)

(Porovnavame standardni a&mné jedince.)
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Polytenni chromozémy v jadrech kikrslinnych zlaz larvy drozofil

PROVEDENI

Material

larvy Drosophila melanogastara konci 3. instaru  (tjésns pred zakuklenim, kdy vylézaji nasu

kultivagni nadoby), pochazejici z kultury s nadbytkem potieuchovavanéipnizsi teplo¢ (18°C).
nebolarvy bedlobytek, patentky

Laboratorni pistroje a ponicky

mikroskop (obj. 45x a 100x - imerse), binokuldupa, podlozni a kryci skla, Ziletka, lihovy kaha
zapalky, filtra&ni papir, buriita vata, tmavy papir, pinzeta, pregarigehly

Chemikalie a roztoky

barvivolaktopropionovy orceitfptiprava viz protokol Mitéza), fyziologicky (Schéwv)® roztok

Pracovni postup

1. Larvu poloZzime na podlozni sklo do kapky fyzioldgiho roztoku. Jednou prepénajehlou
piidrZzime larvu za Gstniast (tmavé chitinové Kly), druhou asi uprogd €la. Tahem jehel
oddlime hlavovoucast se slinnymi Zlazami tivenymi pazranymi buikami (uvni¥ jsou

jadra se stuzkovitymi ttvary - chromozémy).
2. Pod binokularni lupou odstranime nezadaasti (zbytek larvy, tukovou tka.

3. Slinné Zlazy peneseme néisté podlozni sklo a ihned zakédpneme laktopropignoerceinem
(bunky nesmi vyschnout). Barvivo nechamisgpbit asi 10 minut (iZeme lehce zaht nad

lihovym kahanem).

4. PrilozZime kryci skléko a preparat pozorujeme pod mikroskopein palém zétSeni.
Zakreslime tvar butk a jadra. Poté vyjmeme preparat z mikroskopu anjemtlakem biky
roztlatime. Davame pozor na poSkozeni chromakORreparat opatinzaliejeme (barvivo
nesmi vét, teplotu podloZniho skla kontrolujemébletem ruky).

5. Prebyt&né barvivo odstranimagkrytim preparatu prouzkem filthaiho papiru.

6. Pozorujeme pod mikroskopem pétSim zwtSeni.

® Priprava fyziologického (Schénova) roztoku
79 NaCl, 0,42g KCl, 0,25g Cagllozpustit v 1| destilované vody
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Polytenni chromozémy v jadrech kikrslinnych zlaz larvy drozofil

UKOL:
1. Zakreslete biky slinnych Zlaz s polytennimi chromozomiy malém z¥tSeni mikroskopu.

2. ZakresletezvétSeny vybrany Usek polytenniho chromozému s jediyoti disky, pripadré

pufy, a oznéte heterochromatinové a euchromatindasti chromozému.
3. Zakreslete schéma rozloZenych polytennich chromazbpopiste jednotlivd ramena.

4. Zjistéte paet chromozomau D. melanogaster (n=...,2n=.).

ZAV ER

Zhodna'te UsgsSnost izolace slinnych Zlaz a jejich zbarveni. dkege zda jste pozorovali

chromocentrum a jednotlivd ramena chromoigpiipadre tvorbu pufi.
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Meiotické cleni v nezralych praSnicich pazitk4dljum schoenoprasuii.)

MEIOTICKE D ELENi V NEZRALYCH PRASNICICH PAZITKY ~ (ALLIUM SCHOENOPRASUM L.)

(Roztlakovy preparat, barveni Zelezitym acetokaemirfaze meiézy | a meiézy Il, vyznam meiézy

Z genetického hlediska, proces crossing-over.)

uvoD

MEIOZA

(redukéni dgleni burgk, diive allotypické dleni) je jaderné &eni, které pedchazi vzniku gamet. Probiha
ve dvou po sab nasledujicich deni - prvni jeheterotypické deni (redukéni, meiéza 1) odlisné od
mitdzy (po Rm miZe nasledovat interfaze - interkineze, ale bezz8)& druhéeleni homeotypické

(ekvani, meidza Il) odpovidajici mitéze.

Heterotypické déleni (meidza 1)

PROFAZE | :
Z celého meiotickéhodtbni zaujima nejdel&fast - az 90 %. Nize trvat kkolik hodin az dni, i &kolik

roka. Lze ji rozalit na 5 etap:

Leptotene (fec. leptos=tenky, tene=nit) - spiralizace chromoz6omromozémy maji vzhled dlouhych

jemnych viaken.

Zygotene (zygon=dvojitd nit) - homologni chromozémy sékfadaji podélg tésré k sok¥ tak, Ze
jednotlivé chromoméry velikosti i tvarem si odpajidi lezi vedle sebe (konjugace, synapse -
synapté=spojuji), homologni chromozémy se navzijemijeji - bivalent (geminuy. Tvorba
synaptonemalniho komplexu (SC) - je to zipu podobeskupeni bilkovin a RNA, které v této fazi drzi

homologni chromozomys$ré dohromady.

Pachytene (pachys=tlusty) - kazdy z chromozémvoiici bivalent se podérozcli s vyjimkou
centroméry, vznikne novy Utvar ttemy 4 chromatidami (tetradové stadium bivalentupzdy z
homolognich chromozéinma nezavislou centroméru, takZe tetrdda méahntroméry. Od okamziku
vzniku tetrddového stadia vznikaji odpudivé silyziteéma pivodnimi homolognimi chromozémy; oba
maji snahu se od sebe oddalit, ale brani jim v sdoZité vzajemné propleteni. V mistech, kde se
nesesterské chromadidyeladaji, vznikajiitvary chiazmata f). Takovych chiazmat fife byt na jedné
dvojici chromozon az 10 (u kuktice pripadd na jeden bivalent 5,6 chiazmat). ¥slédku silného
mechanického tahu v mistech chiazmatZendojit kpretrzenichromatid, k posunu zlomovych ploch a

jejich znovuspojeni Tento pochod se nazyvérossing-over a jeho podstatou jerymena casti

14



Meiotické cleni v nezralych praSnicich pazitk4dljum schoenoprasuii.)

nesesterskych chromatich tedy i skupin geh mezi déma homolognimichromozémy Vyména
genetického materialu je vyznamna pro genovou rékaeaci geri na sebe vdzanych (tzv. vazba vioh).
(Zlomy a c.-0. mohou nastat v jednom nebo na micgech homolognich nebo sesterskych chromatid,
kde se vytvieji v synaptonemalnim komplexu tzv. rekombiimiauzliky.) Frekvence c.-0. je zavisla na
st&i organizmu, jeho pohlavi, charakteru chromoipteplog, aj. Podle poslednich poznatklochazi

k pachytene jiz v klvéjSich fazich, pravtpodobr v zygotene.

Diplotene (diplos=dvojity) - pokréuje spiralizace chromozdm Dvojice homolognich chromozdmu
bivalentu maji snahu se navzajem co nejvice od eddélit. Bivalenty jsou spolu spojeny pouze v tom
misg€, kde prokhly procesy vyminy. Tato mista jsouigjma i ve s¥telném mikroskopu jakoipkiizeni
(chiazmata) - u pSenice struktury ve tvaru X, §qgim kruhovité bivalenty. Jednotlivé bivalenty zaopn
postavenidsns pri jaderné blag, sted jadra astava volny. (W&loveka se diplotenni stadium udrzuje po
mnoho let. Toto klidové stadium, které trva od mamd dvéete az po indukci zrani folikulu ve
vajetnicich /cca 13-50 let/, se oznge jakodictyotern).

Diakineze(diakino=rozpojuji) - posledni etapa, v niz zanjkderna blana a jadérko. Chromozémy se dale
zkracuji a tloustnou. Chiazmata se posunuji ke kenchromatid ferminalizacechiazma}. U organisni
s centriolem se jeho zdvojené parymau gesouvat k budoucim pigh cgliciho weténka.

METAFAZE |

Diferencuje se dici vieténko a chromozomy se stavi do ekvatorialni rovimyzajem pes sebe
pielozenymi konci chromatid (bivalenty terminalizoyam chiazmaty v ekvatorialni rov#), centroméry

smEfuji k opa&nym kond@m dciliciho vieténka.
ANAFAZE |

Z kazdého bivalentu se uviji neroz&pené dvouchromatidové chromozémy (nedochaziékesi
centromér), a ty se rozestupuji k protilehlymipdlckliciho vieténka. Rozestup chromozbrmaji¥'uje
pochod zvanyegregace chromozdmDistribuce chromozéink polim vieténka jenaprostonahodilas
ohledem na to, ktery chromozém pochazi od otce eaykbd matky. Tato nahodild kombinace
chromozéni v haploidni saglse projevuje jakaakon o volné kombinovatelnosti vidtaiet chromozéra

u jednotlivych pai je haploidni.
TELOFAZE |

MuZe prolEhnout steji jako u mitdzy, tzn. - vzniknou évhaploidni jadra odlenéd bugénou gepazkou
nebo vznikne jen bina fepézka atasna telofdze heterotypickéhdlehi prechdzi do pozdni profaze

homeotypického &eni.
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Meiotické cleni v nezralych praSnicich pazitk4dljum schoenoprasuii.)

V piipadt vzniku pylovychtetrad u wtSiny dvoudloZnych rostlin nedochdzi v telofézi | k tvérburgéné
piehradky (simultanni typ), zatimco u jedslmdnych rostlin  k tvorb buré¢né gepazky dochéazi

(sukcesivni typ, vznikliady).

Homeotypické dleni (meidza Il)

PROFAZE II
Odpovida telofazi fedchoziho &eni, na konci profaze se diferencujgdiélici vieténka.
METAFAZE II

Probiha u obou bwk vzniklych . dlenim synchronizovan Chromozémy zaujmou polohu v
ekvatorialni rovig svymi centromérami. Délka chomozbije porékud kratSi nez u mitotické metafaze.

ANAFAZE I

Dochazi k podélnému rozgeni centromér a k rozchodu jednotlivych chromatighdlim dkliciho
vieténka. Délka chromozdime jiz normalni.

TELOFAZE Il
Odpovida telofazi mitézy.

Produktem meibzy vychozi masié buiky (2n) jectverice (tetrada) haploidnich gamet (n).
(Pozn.: u pylové mateké buiky (PMC) vznikaji étyii haploidni mikrospory z kazdé pak naslednym

vyvojem vznikne pylové zrno.)
VYZNAM MEIOTICKEHO BLENI

Mei6za je dvojim rozélenim jader, ale pouze jednim rélehim chromozérin a centromér. Dochéazi zde
k realizaci zakladnich genetickych zakoa to:

Zakonu segregace

Zakonu volné kombinovatelnosti

Zakonu rekombinace viloh na sebe vazanych.

Vzniklé gamety obsahujiizné sestavy vychozich chromozibma @i oplozeni pak v zygotach vznikaji
nejriznéjSi chromozémové kombinace - dochazi ke ¢méau genetickému rofréni potomki.

Genetickaiznorodost v potomstvu je navic zesilovana i protesmssing-over.

Pomoci syngamie (splynuti btk) se spoji d¥ podobné, ale ne zcela identické sady chromdzaralel
do jedné biiky (zygoty). Biologicky vyznam syngamie a meiézyp&pa vumozZzini rekombinacePro

pouhou redukci peiu chromozém by sta&il prvni krok dleni - jadra vznikla mei6zou | jsou jiZ, co do
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Meiotické cleni v nezralych praSnicich pazitk4dljum schoenoprasuii.)

poctu chromozoén, haploidni. Mei6za se vSak bez vyjimky skli&gédvou naslednycteldni (1 a ll) - z
diploidni matéské buiky vznikaji cty/Ai haploidni gametyBez druhého &eni (meidza 1) by byl &inek

crossing-over geneticky n&any.

PROVEDENI

Rostlinny material

nafixovana poupata pazitkgAllium schoenoprasum)L

Pomicky

mikroskop (objektiv 40x); prepatai lupa s okularovym mikrometrem; milimetrovésittko; centrofix;
podlozni a kryci skla; pinzeta; prepanajehly — 2; Ziletka; filtréni papir; lihovy kahan; zapalky

Chemikdlie a roztoky

barvivoacetokarmih

Pracovni postup
1. Nafixované poup zmeEiime milimetrovym ndiitkem nebo pod prepafiai lupou s okularovym

mikrometrem.
2. Poug polozime na podlozni sklo, na okraj zapiSeme jetigost (fixem na sklo) a S pomoci
preparé&nich jehel vypreparujeme prasniky, zbytek odstranim
3. Obsah prasntk vytlatime/rozmékneme pomoci jehel do kapky (Zelezitého) acetokaurd
zbytky pradni rovnéZ odstranime.
Lehce nafejeme nad plamenem lihového kahanu a nechamenaisi Barvit.
Prilozime kryci sklo a opatiroztlaiime.

Prebyte&né barvivo odstranime prouzkem fikirdho papiru.

N oo g A

Pozorujeme pod mikroskopeni pvétSeni cca 200 a 400 xipadre s imersi i zvétSeni 1000x.

® Fix4Z alkohol-octova
3:1, 24 h g 4°C, pak peneseni f&s 96% etanol do 70% etanolu a uchovavani v chieei 4°C

" Priprava acetokarminu (1,5% roztok)

1,5g karminu (nap Serva) pidame do 100 ml 45% kyseliny octové a zvolndiwe 0,5-1 h za stalého michani
v erlenmayero¥ baice (s Uzkym hrdlem fikrytym hodinovym skiékem). Vychladly roztok Zzfiltrujeme.
Uchovavame v h¥dé zabrouSené lahviigpokojové teplat. Obias fefiltrujeme
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Meiotické cleni v nezralych praSnicich pazitk4dljum schoenoprasuii.)

UKOLY

1.

zakreslete jednotliva stadia meidzy ve vztahu Kaasti poupat (uvést velikost poupatj gterém
bylo ptislusné stadium pozorovano, popsat viditelné strykpylové mateské buiky (PMC) a
vedle uvést, co ses s chromozomy, zapsat&seni mikroskopu!)

2. zakreslete meiotické stadium, ¥mz miZzeme vidt disledek crossing-overu (chiazmata) (podle
nativniho preparatu nebo podle mikrofotografie)

3. zjistte p&et bivalent v metafazi |, pip. v diakinezi |

4. uréete p@et chromozoén (2n = ... ) charakteristickych pro paziti@llium schoenoprasum L.)

5. dokumentace pozorovanych fazi meiotickéble i

6. srovnejte; na zakladziskanych w¥domosti, nakres a fotodokumentace; meiotické a mitotické
déleni (odliSnosti, shody)

7.

ZAV ER

Zhodna'te vlastni provedeni roztlakového preparatu (kwalibztlaku a kvalitu barveni Zelezitym

acetokarminem). Uwe, kterd stadia meidzy jste pozorovali na vlastpieparatech a dejte je do vztahu

s velikosti poupte, ozndte stadium, v &mz probiha crossing-over a wlte paet bivalent v metafazi |

meiotického dleni a p&et diploidnich chromoz6i(2n) pro dany rostlinny material.
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Vybrané genetické Ulohy a jeji¢bSeni |

VYBRANE GENETICKE ULOHY A JEJICH RESENI |

(Mendelovy zakony, dihybridismus, trihybridismus)

UvoD
1. Zakon uniformity hybrid @ v F1 generaci

Jsou-li rodée ve sledovaném znaku homozygotni jsou jejich potogenotypicky i fenotypicky

uniformni. Potomci dominantniho a recesivniho hoygota jsou vSichni uniformni, heterozygoti.
2. Zakon nestejnorodosti F2 generace

Pri kiiZzeni heterozygdt se v potomstvu vy&puji znaky hybridnich rodii v charakteristickém

pomeru celycheisel.
3. Zakon volné kombinovatelnosti get

Pri tvorb¢ gamet dochazi k ndhodné segregaci alel jednotlieyelovych pér.

Pri segregaci alel do gamet se alalgnych gei (na fiznych lokusech) kombinuji nezavisle na&ob
Pri vzdjemném KZeni vicenasobnych heterozygotnich hylbbridnikne mezi alelami sledovanych
znaki (gem) tolik kombinaci, kolik je teoreticky moznych matatickych kombinaci mezi vzjerin
nezavislymi veltinami

Podminky platnosti

- jedna se o0 genomovoudicnost
- geny leZi na autozomech
- geny nejsou ve vaglflezi na fiznych chromozomech)

- geny funguji nezavisle na sbfnejedna se o viohovou interakci)

8s. Jones (Jazyk gén

... Platnost Mendelovych zakénse rychle potvrdila u stovek rostlinnych a zimych druli. Mendel byl
genialni anebo #h potrebné Ststi mit pravdu tam, kde se vsichrfegtim mylili. Zadna jina &da neodvozuje
swvij pavod tak pgimocafe, od jediné osobnosti jako peagenetika. Mendelova prace je doposud zékladem
celého Sirokého oboru, kterym se geneskala...."
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Vybrané genetické tlohy a jeji¢kSeni |

2. Zapis znaki
Alela Dominance
Standardni dominantni Al recesivni | a A nad a
Mutagn y +nady
utacni , T . <

genetika standardni y+ mutantni | y y nady
B B Bnad B

3. Zapis znaki

P - parentalni generace
F1- 1. generace potonikfilialni)
F,- 2. generace potonikfilialni)

obvykle samii pohlavi x saréi pohlavi (nemusi byt vzdy dodrZzeno)

P: AA X aa
Fi: Aa
F: AA 2Aa aa

Mendelistickyctverec:

samice
A a
samec

A AA Aa

a Aa aa

Piehled zakladnich typi k¥izeni:

Typ kiizeni Genotypove &eni Fenotypové #peni
AA X aa Aa (nestpi) A (neSEpi)

Aa x Aa AA : 2Aa: aa 3A:1la

Aa x aa 1Aa: laa 1A 1a

Aa x AA 1Aa: 1AA A (ne&pi)
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Vybrané genetické Ulohy a jeji¢bSeni |

ULOHY

1. Je dana chromozémova vybava gamet P generace.

Vyznaite chromozomovou vybavu hybrida a vdechny moZznébkasee gamet, které se mohou

vyskytnout u tohoto hybridaifpmeiozi.

. Jaka je pravghbodobnost, Ze redukované chromozémové sestivgametogenezi budou svym
sloZenim zcela odpovidatyodnim haploidnim chromozémovych sadam ¢adi

a) u kukidice (2n=20)

b) uclovéka (2n=46)

Genotyp jeding tetrahybrida v F generace AaBbCcDd. tytétyti geny lezi na tiznych
chromozomech. Jaka je pra&pbdobnost, Ze potomci v,Fgeneraci budou mit nésledujici
genotypy?

a) AaBbCcDd

b) AABBCCDD

c) AaBBccDd

d) AaBBCCdd

. Jaka je pravgpodobnost, Ze rodlovsky par nasledujicich genotypovych sestav budeatdmka
uvedeného genotypu?

a) AABBCC x aabbcc> AaBbCc

b) AABbCc x AaBbCc> AabbCC

¢) AaBbCc x AaBbCc> AaBbCc

d) aaBbCC x AA Bbce> AaBbCc

ManzZelsky par ma Sesttil Nanes&tsti, oba rodie jsou heterozygoti pro cystickou fibrézu. Jaka je
pravdpodobnost, Ze:

a) Prvni dit¢ bude normalni?

b) VSechny dti budou normalni?

c) VSechny dti budou mit cystickou fibrozu?

d) Normalni di¢ bude heterozygot pro cystickou fibrézu?
U skotu je bezrohost dominantni nad rohatosti.

Jaké potomstvo fizeme dekavat z kizeni bezrohého byka s rohatymi kravami, kdyZ jerinach

jiz diive @i stejném kiZeni porodila rohaté tele?

. Vzajemné kiZeni dvou dlouhosrstych mi@at dalo 18 dlouhosrstych a 5 hladkosrstych potomk

Jaky podil dlouhosrstych potofnie v piislusném alelickém paru homozygotni?
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8.

10.

11.

12.

Vybrané genetické Ulohy a jeji¢bSeni |

Cerna barva skotu je dominantni nad bareewvenou. B kiizeni s jednim a timtégernym
bykem porodilaiervena krdva Zork&erné telatkog¢erna krava Majk&erné telatko &erna krava

Bétka cervené telatko.
Co miZemetict 0 genotypové sestajednotlivych zviat? Zapiste.

U fedkve niiZze byt tvar podlouhly, kulaty nebo ovalnytrikeni mezi dlouhymi a ovalnymi dalo
159 dlouhych a 156 ovalnych.ri&eni mezi ovalnymi a kulatymi dalo 203 ovalnychl@9

kulatych . KiZeni mezi dlouhymi a kulatymi dalo 576 ovalnyckiZz&ni mezi ovalnymi a
ovalnymi dalo 121 dlouhych,243 ovalnych a 119 kKudht Jaky typ ddicnosti se projevuje v

téchto KiZzenich? ZapiSte v genotypech.

U ¢loveka je tmava barvasd dominantni nad modrou barvodiaa rovrez schopnost viadnout
pravou rukou je dominantni nad levactvim. Geny phtm znaky lezi natenych pérech

homolognich chromozoim

Tmavooky pravak se oZenil s modrookou k&, Jaké potomstvo Izetekavat v této rodigf.

(UvaZuijte olks moznosti, tj. Ze muz je v obou alelovych parecimbpygot nebo heterozygot.)

Modrooky pravak se oZenil s tmavookou l&@u. Narodily se jim d& déti - tmavooky levak a
modrooka pravgka. Z druhého manzelstvi téhoZ muze &iva tmavookou pravéiou se narodilo

9 tmavookych pravak
Jaké jsou genotypy viechéastrenych osob?

Je dan trihybrid Upkdominantni ve 3 znacich (heterozygot), octomilka:
a) dlouhokidlost je dominantni nad kratki#losti (vg)
b) hreéda barvadia je dominantni nadernou (e)

c) cervené oko je dominantni nad redukovanym (ey)

ZapiSte KiZzeni a vytvéte mendelistickyctverec pro E generaci, uwdte fenotypové gpné

ponery (¢iselre i slovrg)
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Vybrané genetické ulohy II.

V YBRANE GENETICKE ULOHY |I.

(Nemendelistickadtlicnost, kodominance, genové interakce, vazb@)gen

ULOHY

1. Za&kladni krevni skupiny - A, B, AB, 0 - jsoucanytadou alel fhnohotna alelig které
jsou cdény jednoduSe autozomainpodle Mendelovych zakédyto alely se mohou
kombinovat po dvou vzdy na stejném lokusu 9. chminwvého paru (koncovéast Q-
raménka). Zakladni jsoti lely I*, 1° ai. I* a P jsoudominantni a navzajem kodominantni
i je vi¢i obémarecesivni ProtoZze kazda osoba nese dlely (jednu alelu zttiénou od otce,
druhou od matky), je moznych celkeBngenotyg (pocet genotyi u mnohotné alelie = n .

(n+1) / 2, picemZ n = poet alel)

Vyplite nésledujici tabulku:

Krev_nl' MoZny genotyy Krev_nl' Mozny genoty Mginé ' Vylouw'en qtec
skupina A skupina krevni skuping s krevni
ditete ditéte matky matky otce skupinou
0 0
0 A
0 B
A 0
A A
A B
A AB
B 0
B B
B A
B AB
AB A
AB B
AB AB
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Vybrané genetické ulohy II.

2. Vzhledem k nizkému procentu rekombinaci a k vysp&lymorfnosti HLA systému (coZz
umo#iuje p'endseni celych HLA haplotyma potomstva, se ¢ovani HLA antigei vyuZiva
pii paternitnich sporech. Do niZe uvedené tabulkyitegHLA haplotypy :

HLA genotypy HLA haplotypy
Otec Al A3 B8 Bwl5 Cwl Cwl

Matka Al Aw23 B7 B8 Cwl Cw4

Dite¢ Al Aw23 B7 Bwl5 Cwl Cw4
Otec A2 A2 B5 Bw38 Cw3 Cw4
Matka All Aw26 B12 B18 Cwl Cw2
Dite¢ A2 Aw26 B18 Bw38 Cw2 Cw3
Otec A3 Aw24 B7 B12 Cw2 Cw4
Matka A2 A32 B7 Bw35 Cw4 Cw5
Dite A2 A3 B7 B7Cw4 Cw4

Otec A28 Aw33 B14 Bw40 Cw3 Cw3
Matka All A29 Bwl15 Bw40 Cw3 Cwb
Diteé A1l A28 Bw15 Bw40 Cw3 Cw3

3. Deédicnost oSupeni u kapra je charakterizuje reciproterakce s letalnimdinkem konstituce
NN.
S- Nn radkovy
S-nn Supinaty
ss Nn hladky
ssnn lysy

a) zjiskte fenotypovy &pny ponér u potomk vzniklych kKizenim dvouddkovych kapi (F1

generace), pouzijte ro&wovaci metodu (1)
b) pomoci rozstvovaci metody zjiste fenotypovy Stpny pongr u potomk vzniklych
kiizenim kapra gddkovym usptadanim s kaprem hladkym.
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Vybrané genetické ulohy II.

4. Dermatoglyfické obrazce jsou individuélrozdilné a jsou podmény celoufadou gefi. Mezi
charakteristické znaky gatpacet list, ktery je dan tlowkou epidermis. Zakladni tloti&a je
regulovana zakladnim viohovym péarem spofen pro vSechny prsty. U dominatniho
homozygota VV je epidermis silna, ¢ linii je 0-15, poet 16-22 je projevem heterozygota,
pocet WtSi nez 22 odpovida vybawv. Snerodatny je prst, ktery ma nejvice list. Krén@to
vlohy pasobi je& dalSi dva pary. Faktor radialni Rjagmbi na palci ukazovku a
prostedniku, faktor ulnarni U, sobi na prstetku a maltku. Pro stanoveni genotypu je
ulnarnich prstech. Je-li rozdiktgi nez 10 jedna s o dominantniho homozygota, {&4i
recesivniho homozygota, 5-10 heterozygota.

- charakteristické pro hodnoceni jsou tz¥edy obrazce (terminus) a trojuheky (triradius).

Hodnoceni se provadi tak, Ze se spoji triradilesrainem a sptaji se vSechny psetiky

s papilarnimi liniemi.

a) vyhodna’te obrazce papilarnich linii vzniklé otiskem va3kti, otisky prove’te na prouzky
papiru
b) zjistéte swaj genotyp pro geny V,U,R.
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5. Barva vlas ¢lovéka je podmitina interakci Sesti génGen A podmiuje tvorbu pigmentu a

je recesivié epistaticky viac¢i ostatnim getim. (Jedinec genotypaa je albin, frekvence
albinismu je 1:100 000) Gen B podmje tvorbu hgdého pigmentu a jelominant@#

epistatickyviéi genu R. Homozygotnhrecesivni sestava bb podmije s\tlé zbarveni viasu.

Gen R umot#uje tvorbu rudéhocerveného) pigmentu, jeho recesivni alela r je inakt

Zbyvaijici alely D, F, V kvantitativh ovliviuji intenzitu zbarveni. Mezi dvojicemi alel vSech

Sesti gei je vztah Uplné dominance.

genotyp genotyp genotyp
barva vlasu A B- - + barva vlasu A-bb R- + barva vlasu A bbrr +
gerné D- F- V- tmavorudé D- F- V- tmavozluté D-F~V
D- F-wv D- F-wv D- F-wv
tmavohrgdé D- ff V- rudé D- ff V- Zluté D- ff V-
dd F- V- dd F- V- dd F- V-
D- ff v D- ff v D- ff v
hngdé dd F- v zlatorudé dd F- v swtlezluté dd F- v
dd ff V- dd ff V- dd ff V-
swtlehredé dd ff w Zlakplavé dd ff w plavé dd ff v
bilé aa -- --

5.1 Pokuste se na zakladvého fenotypu (ipadré na zéklad znalosti fenotypu rodi) urcit

vlastni genotyp.
5.2 Rodice meli hnédé vliasy a narodily se jimstl s vlasy plavymi a sitleZlutymi. Jaké réli

rodice genotypy?
5.3 Zjistéte mozné fenotypydi ¢ernovliasych rodia s genotypem AaBBRrDDFfVv.
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geni na chromozomu. Déle zjie silu vazby mezi sousednimi geny.

Recesivni fenotyp

Dominantni fenotyp

cn runglkové i

+ gervené oi

dp zmenSenéridla

+ normalni Kdla

vg zkrdcendiKdla

+ normalni Kdla

B1: cndpvg/ cndpvg

X +++/cn dpvg

Z uvedenych fenotypovych kategorii vzniklych fg@stovacim kZeni drosophily zjiste paadi

+++ cndp+ cn++ +dp+ ch+vg +dpvg ++vg cndpv
676 101 32 591 591 32 101 676
p = pa&et potomk vzniklych rekombinaci / gt vSech potomk * 100 (cM)

7. Zjistéte genovou mapu V. chromozomudete. Jednd se oiseeni gefa F,H CH,K,L,N,Sa o

vypacet sily vazeb(p) v cM mezi sousednimi geny. Fermtgfrekvence potonikvzniklych

testovacim KZenim jsou uvedeny nize.

CHNs + chNs = 0,4%
CHNs + chnS = 2,6%

CHns + chNS = 14,6%
CHNS + chns = 82,4%

nSk + NskK = 0,8%
Nsk + nSK = 2,2%
NSk + nsK = 29,2%
NSK + nsk = 67,8%

FchN + fCHn = 1,3%
Fchn + fCHN = 7,7%
FCHn + fchN = 13,7%
FCHN + fchn = 77,3%

HfCH + hFch =1,8%
HFch +hfCH = 7,2%

Hfch + hfCH = 20,2%
HFCH + hfch = 70,8%

sKI + SKL = 8,6%

SKI + skL = 20,4%
Skl + sKL = 21,4%
SKL + skl = 49,6%
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Drosophila melanogastévieig. - klasicky geneticky objekt

DROSOPHILA MELANOGASTER MEIG. - KLASICKY GENETICKY OBJEKT

(Morfologicka, fyziologicka a ekologicka charaktgika, laboratorni chov. Manipulace. Vybrané

mutantni linie - popis a charakteristika, srovnaristandardni populaci.)

uvoD

Drosophila melanogasteMeig. (drozofila, octomilka, "bananova muska") se stailstanicky prvnim
organismem, kteryip studiu ddi¢nosti nabyl charakteru genetického modelivéiem k tomu jel.
moznost snadnéhoegiovani i Kizeni, 2. kratkd genetai doba, 3. dostateé pocetné potomstvo, 4.
existence kmens rozdilnymi geneticky podloZzenymi znédgrva @i a €la, morfologie kidel atd.),5.
maly gendm(velikosti asi 1/20 typického s&¥o gendmu), ktery umdBje molekuldrd genetickou

analyzu.

DomovemD. melanogasteje Indo-malajsk& oblast. Krafrtohoto druhu se v oblastechiextni Evropy

nachézi pes deset jinych drutroduDrosophila.

Genetické studium u drozofily &alo r. 1909 v laborato T. H. Morgana v USA, kde jako prvni byly
podany dkazy o tom, Ze igvazna ¥tSina geid je uloZzena v chromozomech. V apehu dalSich let pak
poslouzilaD. melanogastejako experimentalni modelovy organismus kegeni mnoha idezitych

teoretickych otazek genetiky, rfapdeterminace pohlavi, indukce mutaci, znalostiekombinacich,

chromozémovychigstavbach, aj.

Zivotni cyklus zahrnujeétyii hlavni stadia vyvojevajicko, larva, kukla a dospec (imago) (viz pracovni
list)

Vajicka - jsou kladena na povrch kultiéeiho média, jsou bila a dlouha asi 0,5 mm.

Larvalni vyvoj- larvy po vylihnuti zalézaji do kulti¢aiho média. RozliSujeme 1., 2. a 3. instafi; p
poslednim instaru larvy dosdhnou délky asi 4,5 msekladaji se z 12 segménthlava, 3 hrudni a 8
abdomindlnich). Ve stadiu 3. instaru je mozno roaezsameéky podle sardich gonad, které jsou

nékolikrat wtsi neZz sandi a v preparénim mikroskopu jsou vigt pii pohledu shora jako dva &le
ovalné ngchyrky.

Vyvinuté larvy vylézaji na ghy nddoby a zde seé&mi v kukludlouhou asi 3 mm, ktera je zfku bil4,

ale pozdiji rychle hredne.
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Imaga- jsou velka 2 az 3 mmfigemz sanika se od santka liSi velikosti a vahou (vaha cca 1,5 mg a
0,8 mg), potem facet ve sloZenycktieh (u samiky zhruba 780, u sartka 740), zbarvenim terminalni
¢asti Hbetni strany zad&u (u samiky tmavé pruhovani na zagpilém zadéku, u sameéka celistva
tmava skvrna na kulatém za#te). Saméci maji navic na patémlanku prvniho paru nohou&inovity
htebinek (sex comb) slouzici KigrZzeni samiek i kopulaci (viz obr.). Saniky jsou schopny @it se

za 12 hodin od vylihnuti z kukly, zatimco s&giese mohou pit jiz za nékolik malo hodin. Spermie si
samika uchovava v receptaculu seminis a ty pak slowpladréni velkého mnozstvi vajek (za cca 10
dni saméka naklade az 300 vagk). Samiky po narkotizaci mohou z#& klast vajétka asi po 48
hodin&ch.

V laboratornich chovech je moZno za rok ziskaR&gjeneraci.

Délka trvani jednotlivych stadii vyvoje D.melanogasterp¥i kultivaci na 25 °C :

embryonicky vyvoj ve vagku 1den
prvni larvalni stadium (L1) 1den
druhé larvalni stadium (L2) 1den
treti larvalni stadium (L3) 2 dny
"prepupa” 4 hodiny
kukla 4.5 dni
imago 40-50 dni

Laboratorni chov: Mouchy se gstuji v giméienych nadobkach (naErlenmayerovy higky 250 nebo
100 ml, epruvety) f» pokojové teplot nebo v termostatuip25 °C.

Priprava zivného média:

1.87 g kukuicného Srotuse vdi v 800 ml vody 1,5 hod. na vodni l&zni. Zardwee v jiné nadab
namai 15 g agaru do 200 ml vody. Po 1,5 hodiewd se fida 25 g suSenych kvasnic (TEBI), 50 g
krystalového cukru a narmeny agar. VSe se ¥ana vodni 14zni je8t30 min. Nakonec sefipa 40 ml
desinfeRniho roztoku (12 g kyseliny benzoové se rozpusti®,5 g kyseliny sorbové v 240 ml

denaturovaného etylalkoholu - uchovavame v kando zasoby).

2. Jednodudsi médiuntipravime z 450 ml vody, 62 gSeniné mouky 65 g cukru, 0,7 g kucligké
soli a 4 ml desinfaetniho roztoku: 350 ml vody se soli, cukrem a de&itrién roztokem fivedeme k

varu, pak pidame mouku rozmichanou ve zbytku vody &mwe asi 5 min.
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Rozvaena fida se ihned naléva ddealem vysterilizovanych kulti¢aich nadob uzaenych vatovou
zatkou (sterilizace v horkovzduSném sterilizatotod. i 120 °C nebo v autoklavu 0,5 hodi 21 °C).
Do 100 ml baky se dava asi 25 ml média (tj. 1,5 az 2 cm vrsta)takto gipravenych nadob se davaji
mouchy az druhy den, kdy zesstzkondenzuje voda. Zbylou vodu n&rgtch nadoby #éme sterilnim
filtracnim papirem. Na povrch média jesSklademe kolgko nekolikrat propichnutého a fpdem
vysterilizovaného filtraniho papiru tak, abyipsré zakryvalo celé dno {fpadré zmakany kousek
sterilniho filtra&niho papiru), a uzéeme vatovou zatkou.

Do bargk davdme zésadrvive, tj. neuspané mouchy, do 100 ml nddoby % pduch. Péet sameku

maZe byt mensi nez satek.

Pro minimalizaci kontaminace neuchovavame kultuozdfily déle nez 1 sic.

Manipulace

Pfi mnozeni kmet drozofily mizeme imaga iffmo vytepat poklepem na &ty nadoby ze staré kultury
do nadoby s novym médiem bez narkotizacetdbojeme-li s nimi manipulovat v {fsehu experimerit -

ti. rozliSit pohlavi, vybrat virginelni (neoplozenéaméky, sestavit pozadované pary k reprodukci,
sledovat vyskyt uwiitého znaku apod. - musimerjarkotizovatv narkotiz&ni nadobcesterem

Na vatu fipevrénou naspodu zatky kapneme trochu éteru a nadob&aueame. Za chvili nadobku
oteeme a wytepeme do ni mouchy z kultiéa nadoby. Mouchy jsou ébem rekolika sekund
znehybrny a niZzeme je vysypat na destu z bilého mlé&ného skla a provést s nimi pebné
manipulace. Davame pozor, abychom mouchy feearkotizovali“ - takové mouchy nastavida kolmo
vzhiru. Vybrané jedince shrnemest&kem do suché zkumavky, kde jsou jen po dobuegbotou k
probuzeni (5 az 10 min.), az pak jefegteme do ifpravené nadoby s kultigaim médiem. Btom touto
nadobou poklepavame o korkovou podlozku, aby mouukyletly, nez nadobu uz@#eme vatovou

zatkou.
Kulturu opatime Stitkem s p#ébnymi Gdaji a uloZzime do termostatu.

Pro Kizeni vybirameneoplozenédvirginelni) samiky - tj. asi 4-6 hod. po vylihnuti. Tyto safky jsou
znatel® s\wtlejSi, maji protahly zadek a rkdy jeS€ ne zcela rozvinutaildla. Vybirdme je 1 az 2 dny
pied zahjenim pokusu a uchovdvame je kratce v né@éhte s Zivnym médiem nebo (na 1 den) ve

zkumavce s prouzkem filttaiho papiru nam@ného v cukrové vad
Mutantni linie

V souasné dobje uD. melanogastepopsano a analyzovano asi 13 600ig@ely gendntita @iblizng
116 miliom parti bazi). Tyto geny jsou lokalizovany diy” vazbovych skupindpovidajicichcty/em
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parim chromozém Prvni par (1) tvéi heterochromozémy X a Y, ostatni (2, 3 a 4) autozdNejdelsi
jsou autozémy 3, chromozOm 4 je ve srovnani s mistétvelmi maly a nese i mérgeni. Saméi pohlavi

je homogametni - XX, sathheterogametni - XY.

Mutantni alela se u drozofily zéiasymbolem s malym gateinim pismenem, je-li recesivni (coZ je
pievadzna ¥tSina - nap w: white - bilé @i, y: yellow - Zluté &lo), a velkym, je-li dominantniB (Bar -

z(Zené o). Standardni alela pak symbolem ™ nebo W

PROVEDENI

Material

kultura Drosophila melanogastévleig. - divoky typ (+) a gkteré z mutantnich kmérdrozofily

Laboratorni gistroje a ponicky

stereolupa, Erlenmayerovy iily 100 ml s kultivénim médiem uzaené vatovou zatkou, éterizd
baika, pinzeta, $tecek, filtra¢ni papir, suché zkumavky s uzéem (na virginelni sardky), podloZka z

molitanu

Chemikalie

diethylether (k narkotizaci)

POZOROVANI A NAKRESY :

Manipulace s drozofilami:
- piepousEni na nové médium
- narkotizace

- tridéni podle pohlavi, vy juvenilnich saniiek

UKOLY
1. Zakreslete rozdily samec x s&ka (Sipkami oznét rozdily)
2. Zakreslete $tinovity hiebinek na metatarsu prvniho paru nohou u Skané¢sex comb)
3. Zakreslete jednotliva stadia vyvinu od ¥#f k dosplci (s udanim doby vyvinujodborné

studium biologie)
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4. Charakterizujte vybrané mutantni kmeny drosophigapiste do tabulky podle vlastniho
pozorovani a genové mapy drozofily)

5. Urcete ,slepé” vzorky
Vyhodna'te F2 generacifizeni, zjiséné Udaje o determinaci znagrokazte pomoci statistického
hodnoceni chi-kvadréat testem.

ZAVER

° Tabulka: Charakteristika vybranych (kurantnich)ekin
Mutace Symbol| Ovlivénha Fenotyp Lokalizace ng  Viditelnost
dast chromozému
barva @i, tvar i, barva &la, barva| - -
chloupki, tvar kidel
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Pohlavni chromatinovy znakdlovéka - sex chromatin

POHLAVNi CHROMATINOVY ZNAK U  CLOV EKA - SEX CHROMATIN

(Barveni a pozorovani Barrovaliska v jadrech bugk Ustni sliznice. Aplikace rychlé barvici metody
laktopropionovy orcein. Rozdily mezi normalnim muzenormalni Zenou. Procentudlni zastoupeni
pohlavniho chromatinu v likdch Zen a muiz Demonstrané anomalni pipady.

Fluorescerni barveni Y-chromatinu.)

UvoD

U fady sav@ u homogametického pohlavi - tedy u samic - bylewklicich se jadrech somatickych
buntk opakovas prokazana fitomnost tzvpohlavniho chromatinulako pohlavni chromatin, ktery je
také ozna&ovan podle sveého objevitelBarrovo tlisko, ozn&ujeme Utvar barvitelny v interfazi
technikami specifickymi pro jgkaz DNA (tj. postupem podle Feulgena) nebo i jinyjadernymi
barvivy (karmin, orcein). Ma velikost asi 1 umyjgSinou pravidel® plankonvexniho tvaru s ostrym
ohrantenim a je zpravidla uloZertiprnitini strar jaderné membrany. Barrovélisko obvykle nelze
prokazat ve vSech klikdch u homogametického pohlavi, ale u jejich pddétéasti - nap. u zen v
30 - 40 % buik astni sliznice (Udaje se dosti liSgkdy 20 az 70 %). U muZse niize vyskytnhout u
0 - 0,3 % budk.

Pohlavni chromatin je vlastrinaktivovanychromozdom Xktery vinterfazi zistava spiralizovara je
proto barvitelny. ¥tSina ged X chromozému, ktery tud Barrovo tlisko, se nevyjaitije - nejsou
geneticky aktivni (i kdyZ malé oblasti tohoto chiamtmu aktivni fistavaji). Zjistila to p&atkem
60. let Mary F. Lyonova, ktera kramtoho prokazala, Ze inaktivace postihuje se stejnou
pravdEpodobnosti jeden nebo druhy chromozém X. Tentobjgwnazvanlyonizace.K irreversibilni
(nezvratnéy inaktivaci jednoho z chromozdmX dochazi u savcv rané fazi embryonéalniho vyvoje
(u ¢loveka 16. den od vzniku zygoty). Volba ktery z obouorhozomu X bude aktivni, probiha
nahodi a nezavisle v kazdé z embryonalnich dkuptitomnych v dob inaktivace X-chromozému.
Nasledkem toho se sathipohlavi skladd z mozaiky dvou typourgk - burgk s aktivnim X
odvozenym z otce, a z btkas aktivnim X odvozenym z matky. Obsahuje-li deejchromozorin X
heterozygotni par alel (Aa), potonxité soubory buék budou fenotypo¥ vyjadiovat funkci jedné
(A) nebo druhé alely (a). (nap produkce enzymu dehydrogenazy gluk6zo-6-fostatX-vdzani
anhidroticka ektodermalni dysplazie - tj. cBigbpotnich Zlaz - u Zen, skvrnita srst u ssekimysi,
tiibarevna srst u Rek). Homogametii jedinci (XX), pokud jejich pohlavni chromozomypsahuji
heterozygotni pary alel, jsou tedyozaikou V rozdilnych souborech bk se uplatuje soubor alel
vzdy pouze jednoho z obou chromoZbdk (proto u jednovajgnych dvogat jsou si vice podobné pary

jedinai sangiho pohlavi neZ sariho).

9 Trvani inaktivace neni absolutni — kondenzovanghXemozém je reaktivovanyshem tvorby vajtek.
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Inaktivaci jednoho z chromozému X u homogametick@oblavi je zabezgeno, Zedavka alel,
uloZenych v pohlavnich chromozémech X, je u obblapiototoZnaU ptaki (typ Abraxa3 nedochéazi
k inaktivaci jednoho z chromozdn¥ u samé (ZZ). Oba systémy deni pohlavi vznikly v evoluci

patrré na sob nezavisle.

Y chromozédm se v jadrech somatickych &unmuzského pohlavi da di#b identifikovat
fluorescednimi metodami jako tzvY-chromatin Po obarveni prepathtchinakrinem, derivatem
fluorochromu akridinu, chromozém Y séinz&i v jadre jako maly bod (velikosti 0,5 um). Y-
chromatin je tveéen materidlem delSiho heterochromatinového ramévikehromozomu, které
pietrvava v interfaznim j&d, absorbuje vice fluorochromu a tstedku toho intenzivhz&i. Lze ho
prokazat ve 20-50 % jader epitelovych Bkibukalni sliznice normalnich méizkdezto u normalnich
Zen je mozno nalézt podobnd (imitujici) fluoreskiuiéliska nejvys u 5 % jader. Heterochromatinova
¢ast Y chromozomu fize byt co do velikosti zaé rozdilna, proto, je-li iliS kratka, neni mozné

Y-chromatin prokézat.
Y-chromatin mivéa skdy ,rozSgpeny* tvar (tvar V).

Vyuzit barveni pohlavniho chromatinu
- uréeni pohlavi jedince, diagnostiaeznych typi abnormalit Wlovéka
- orient&ni urtovani pohlavi lidského embrya (z plodové vody)

- kontrola pohlavi u sportovky
PROVEDENI

Material

buiiky epitelu bukalni sliznice

Laboratorni gristroje a ponicky

Skolni mikroskop (obj. 40x, 100x imerse), fluoresmi mikroskop (exciténi filtr 490 nm, bariérovy
filtr 540 nm) (Olympus BX-60, hranol WB), sterilrdiewena Spachtle, mikroskopické peby,
diamant na sklo, lihovy kahan + zapalky, prouzlyreéniho papiru, barvici nadobka Hellendahl,

Petriho miska, alobal, Pasteurova pipeta, kadimiaytky

Chemikalie a roztoky

laktopropionovy orcein (fiprava viz protokol Mit6za), roztok chinakrin dingethloridu, 96% etanol,
diethylether, 0,1 M HCI, destilovana voda, fosfétgufr

1 Fosfatovy pufr

89,5 ml 0,1 M kyseliny citronové

160,5 ml 0,2 M hydrogenfosfatean sodny

- doplnit redestilovanou vodou na 500 ml (pH 6,8)
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Pohlavni chromatinovy znakdlovéka - sex chromatin

Pracovni postup

A. Barveni sex-chromatinu laktopropionovym orceinem (studium odborné a pedagogické
biologie)

1. Sterilni lopatkou provedemeéstburgk epitelu z obou stran viiiti strany Ustni sliznice (po
odstrarni oduntelych burk).

2. Vytér naneseme ve formroztru na podloZzni sklo, ffkapneme kapku laktopropionového
orceinu, promichame prepém jehlou a nechadme barvit 5 minfiggmz barvivo lehce
zaltejeme nad plamenem lihového kahanu (barvivo nesfitf)v
Na preparatilozime kryci skléko a jemnym tlakem provedeme roztlak.

Zbytek barviva odstranime prouzkem fittrého papiru.

Pod mikroskopem ip vétSim zwtSeni (obj. 40x a 100x-imerse) vyhledame interfadra,
vyhodnotime s ohledem na zastoupeni sex chromatidavame pozor na jadra v mitéze a na
jadra degenerovana (shluky chromatinu), ktera ddnboeni preparatu nezagigvame.
Barrova tliska jsou obvykle dale vidt na pozadi malo zrnité nukleoplasmy.

B. Fluoresceréni barveni Y — chromatinu

1. Speijli provedeme &t burek epitelu z obou stran viiti strany Gstni sliznice.

2. Vytér naneseme ve formroz€ru na diamantem ozti@né podlozni sklo a fixujeme 5 min v
kapce srssi etanol:éter v posnu 1:1.

3. Preparat nechame oschnout a macerujeme v 0,1 MoHi@h, poté oplachneme destilovanou
vodou.

4. Preparat fevrstvime kapkou 5% roztoku chinakrin dihydrochori Barvime 10 minut ve
tme.

Oplachneme destilovanou vodou.

Stabilizujeme 5 minut v roztoku fosfatového pufptt(6,8).

Mokry preparat fekryjeme krycim skiikem a pozorujeme ve fluores¢éaim mikroskopu.
UKOLY

1. Zakreslete biky bukalni sliznice barvené laktopropionovym oregim ve vaSem preparatu a
v preparatu vaSeho spoluzaka @pgho pohlavi, siznym uloZenim Barrovaliska.

2. Schématicky zakreslete btgmé jadro s pohlavnim X-chromatinem &znych genotypech

élovéka.

12 Jako X-pozitivni jadro povaZujeme jen to, ve kberéajdeme § okraji kondenzovany X chromatin. V
klinické praxi se vysledek vyjddje jen jako pozitivni nebo negativni. Hodnoti 520 - 500 jader.
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Pohlavni chromatinovy znakdlovéka - sex chromatin

3. V10-ti zornych polich spotejte buiky s Barrovym é&liskem a bez Barrovaéliska,
vyhodna'te procentualni vyskyt pohlavniho chromatinu veewaSreparatu a v preparatu
spoluzédka opmého pohlavi.

4. Zakreslete btiku s Y-chromatinem.

ZAVER

Uvedte procentudini zastoupeni Barrowdiska ve vaSem preparatu. Jaké jste chromozdomové

konstituce (s ohledem na pohlavni chromozomy)?
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Karyotyp ¢lovéka

KARYOTYP CLOV EKA

(Metody lidské cytogenetiky, klasifikace lidskylbtomozéni, karyotypcloveka.)

UvoD

Cytogenetika je &ni obor, ktery se zabyva studiem Btmych struktur nesouci genetickou
informaci. Pomoci cytologickych metod Zjige paet, tvar a strukturu chromozdana hleda ficiny a

nasledky jejich zrn.
Cytogenetické vySatovaci metody

Zakladni metodou je chromozémova analyza, jejinsladkem je stanoveni karyotypu. BegejSim
materidlem pro vyS&tvani chromozoér v somatickych biikadch hem mitotického &eni jsou
buiky periferni krve, kostni i@né, choria a plodové vody. Pro svou snhadnou dostupjsos
nejvyhodjSi bilé krvinky (lymfocyty) periferni krve. Natjpravu kratkodobé buiné kultury se
pouziva vzorek heparizované periferni krve. Makd aktivita lymfocyt se stimuluje

fytohemaglutininem (extrakt z fazol®haseolus vulgar)s ktery se fidava do kultivéniho media.

Buneééna kultura se kultivuje v termostatu asi 72 hatltgplot 370C. Ke konci kultivace se do média
ptidava asi na 2 hod. kolchicin, ktery porusi funégliciho weténka, a tak vyvolava nahrondad
burgk ve stadiu metafaze. Bky jsou dale vystaveny hypotonizaci a fixaci. Pakbsirééna suspenze
nanese na podlozni skla a barvi se&asdiji Giemsovym barvivem. Vhodné mitézy se vyfotogiafu
Ze zhotovenych obragkse chromozomy vyshnou a roztidi podle velikosti, umighi centromery a

uspdadani prouzk dle mezinarodiplatné klasifikace (Paris Conference 1971) a séstakaryotyp.
Metody barveni chromozémi

AZ do r. 1970 bylo konvemi (homogenni) barveni Giemsovym barvivem jedinawizi metodou.
AvSak jejim velkym nedostatkem bylo, Ze neusfméala pesnou identifikaci jednotlivych
chromozénd, samozejm i jejich aberaci. DalSi pokrok nastal aZ s rozwojgovych barvicich metod,

tzv. prouzkovacich (banding) metod.

Q - banding - prvni metoda ze série novych barvicich metod,dalk barveni chromozanpouziva
fluorescernich derival quinakrinu. Ve fluorescénim mikroskopu se na chromozémech objevi

piicné prouzky jashia méw jasre fluoreskujici. Nevyhodou metody je nestabilnosvbai.

G - banding - v sowasné dob je to nejpouziva¥)Si metoda, kdy se chromozémy vystavinku
trypsinu, ktery denaturuje proteiny chromoZbdna ty se obarvi Giemsovym barvivem. Na
chromozémech vzniknou tmavé acéde prouzky, podle kterych Izefgsré uriit jednotlivé

chromozomy, pofipact i jejich anomalie.
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R - banding - (R - reverse = ogay) - pruhy na chromozémech jsou vyvolanyspbenim horkych
alkalickych roztok a ogt barvenim Giemsovym barvivem. Vzniklé tmavé &tlgv prouzky na

chromozdmech jsou stabilni & provnani s G-prouzky jsou unidsly opané.

HRT - metoda - pozorovani chromozoinv profazi. Metoda umaditije registrovat mnohemétsi
pocet prouzk na chromozomech a sledovat jejich detgdlih strukturu. Hodnoceni je v3ak velmi
obtizne.

C - banding - vyznamna barvici metoda, kdy se na chromozémanh konstiténi heterochromatin,

tj. oblast centromer a dlouha ramena chromozoOmWN&umozuje vSak identifikaci jednotlivych

chromozénd.

Metody prouzkovani chromozamzejména G-banding, umiZji ptesnou identifikaci jednotlivych
chromozoni a tedy sestaveni karyotypu. Timtougpbem lze sledovat nejen numerické, ale i

strukturalni aberace chromozdna diagnostikovat zavazna geneticka oneréoicn

Stanoveni karyotypuélovéka

Fyziologicky karyotyp somatické kky clovéka (2n = 46) se sklada ze 46 chromo#pm z 23
homologickych par.

Zena: fyziologicky karyotyp 46, XX
Je tvden z 22 par autozoni a z 1 paru gonozair(pohlavnich chromozof XX.

Muz: fyziologicky karyotyp 46, XY
Je tvden z 22 par autozon a z 1 paru gonozair(pohlavnich chromozéi XY.

UKOLY

1. Sestavte karyotyplovéka

PROVEDENI
Materidl
mikrofotografie metafaze lidskych chromoz&émG-banding

Poteby

nazky, lepidlo, pinzeta, fiedloha sestaveného karyotypu
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Karyotyp ¢lovéka

Pracovni postup

1. Vysttihejte jednotlivé chromozomy.

2. Seadte je podle velikosti od nejiSich po nejmensi, podle untisi centromery a Zad'te do
skupin A az G.

3. Ve skupinach A az G prodite podle prouzk na chromozomech jejichigsnou identifikaci.
Podle sestaveného karyotypucete pohlavi vySébvaného jedince. Rozhote, zda jde o

fyziologicky nebo patologicky karyotyp a pomoci dyohi zapiSte.

ZAV ER

Uved'te a zhodntte vysledek ukolu.
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Genealogie

GENEALOGIE

(Genealogickd metoda. Genealogické symboly. Rapdokmet. Zakladni typy édichosti.)

UvoD

Genealogieje zakladem genetického vyEati ¢lovéka, jehoZ cilem je stanoveni typwdiEnosti
daného onemoeni. Zasadni vyznam ma zg#ii pribuzenskych vztah) pohlavi postizenych i
nepostizenych osob v rodindata jejich narozeni a amrti, @ a pdadi narozenych osob v
sourozenstvech a Udaje o jejich zdravotnim staékladni data affbuzenské vztahy se zachycuji

pomoci standardnich symliol tzv. genealogické schémaebolirodokmen.

Hloubka genealogického schématu je zpravidla liwdita dostupnosti pabnych informaci na 3-4
generace. Naproti tomu je vSak nutné zachytit nodico nejétSi Sti. Osobu, kterou zdné geneticka
analyza ddi¢nosti ugité vlastnosti v rodokmenu, ozhgeme terminenproband. Tato osoba je
zpravidla nositelem sledovaného znaku, ve schépeabznaena SipkouCleny rodiny, patici do
stejné generace, se zachycuji v horizontalradach. Jednotlivé generace aarjametrimskymicisly.
Prislusniky jednotlivych generaci ozngeme zleva doprava arabsky#isly. Timto zgisobem kazda

osoba v rodokmenu ziska $adnicov&isla, kterd se pouZzivaji v legengop:. v textu.
Pro ely praktického cvieni budemeidpokladat:

a) Sledovany znak (nemoc) je podarin/zdy jen jednim genem sediva alelami, mezi kterymi je

vztah Uplné dominance.
b) Gen vykazuje Uplnou penetranci.
¢) V rodokmenu sledujeme pouze jeden znak.

d) Znak je podmién genem bd v autozomu (A) nebo v gonozému X (GYjigemz znak je uen

alelou dominantni (D) nebo recesivni (R).

Zakladni typy dédi¢nosti:
I. Autozomalné dominantni typ dédiénosti (AD)

U tohoto typu ddi¢nosti nelze podle fenotypu nemocného stanovit jgbpnotyp. K manifestaci
choroby dojde jak u heterozygota (Aa), tak i u deemitniho homozygota (AA). Recesivni homozygot

(aa) je zdrév.
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Pro analyzu rodokmenového schématu plati tyto zakotosti:
1. Znak (nemoc) jeifendSen zpravidla po vice generaci, anizdikyamou z nich vynechal.
2. Zdravi gislusnici rodiny maji jiz jen zdraveétil

Obg pohlavi jsou postiZzena stéjdasto.

Otec nemocného je st&jtiasto postizen jako matka.

a > w

V rodinach s jednim postizenym rédim je v ptiméru 1/2 dti postizena (riziko 50%). V
rodinach se ddma postizenymi rodi je riziko 75%.
6. Rodice nebyvajicastji ptibuzni, nez odpovida fimérné castosti pibuzenskych igatki v dané

populaci.

Priklady autozomalné dominatnich chorob:

frekvence v populaci

- Vrozena hluchota 1: 7500

- Dentinogenesis imperfecta 1: 8000
- Polypéza tlustéhoigtva 1: 20000

- Retinoblastom 1: 20000

- Hypokalcifikace zub
- Diastema mediale
- Katarakta

II. Autozomalné recesivni typ ddiénosti (AR)

U tohoto typu ddi¢nosti Ize podle fenotypu nemocnéhctiujeho genotyp, potvadz gicinou
choroby je pitomnost dvou defektnich recesivnich alel na jedm22 paé autozond. Genotyp
nemocného jedince muzského i Zenského pohlavi ¢gesieni homozygot (aa). Naproti tomu

fenotypicky zdravy jedinec fize byt heterozygotem (Aa) nebo dominantnim homazygdqAA).

Pro analyzu rodokmenového schématu plati:

1. Vrodiné jsou zpravidla postiZzeni sourozenci.

2. Rodite jsou ¥tSinou zdravi (heterozygoti).

3. O pohlavi jsou postiZzena stéjsasto.

4. Jsou-li oba rodie zdravi, riziko pro potomky je 25%. Je-li jederodic¢t probanda nemocen, je
riziko pro potomky 50%. Jsou-li nemocni oba tedlije riziko pro potomky 100%.

5. Cim je sledovany znak v populaci vz&i, tim castji prokazeme u rodii probanda
piibuzensky satek.

Priklady autozomalné recesivnich chorob: frekvence v populaci

- Mukoviscidéza 1: 2500
- Fenylketonurie 1: 6000
- Albinismus 1:10000
- Galaktosémie 1:40000
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[ll. Gonozomalné recesivni typ ddi¢nosti, vazany na X chromozom (GR)
U tohoto typu ddi¢nosti Ize u nemocnych i zdravych niiig u nemocnych Zen stanovit genotyp podle
fenotypu. U zdravych Zen vSak nikolivii&inou onemoc#éni muze je gitomnost jedné defektni
recesivni alely v heterologni oblasti X chromozdépustizeny muz je hemizygot ?X) Zdravy muz
musi mit genotyp §(Y U nemocné Zeny jsou &wdefektni recesivni alely na obou chromozdémech,
postizena Zena je recesivni homozygo?)(()( Zdravé Zena iize byt bd’ homozygot Xx* nebo
heterozygot >/2XEl - prenaseka.
Pro analyzu rodokmenového schématu plati:

1. PostiZeni jsou pouze muzi.
Vloha se penasi pes fenotypicky zdravou Zenu heterozygotaenpaSeku.

Zena - penaseka ma 50% syl postizenych, 50% dcer jsou heterozygotierm3eky.
Muz nikdy nepedava znak sym.

a > WD

VSechny dcery postiZzeného muze jsou heterozygménraSeky.

Priklady gonozomalré recesivnich chorob, vdzanych na X chromozém:
frekvence v populaci

- Hemofilie A 1: 10000
- Duchennova muskularni dystrofie 1:10000
- Daltonismus

ULOHY

1. VypiSte zakladni genealogické symboly.

2. Pomoci genealogickych symlfiokestavte rodokmen Vasi rodiny (maxing generace),
sebe ozn&e jako probanda.

3. Provafte analyzu neznamych rodokntea ukete, jaky typ ddi¢nosti podmiiuje dany znak

(nemoc).

ZAVER:

Shiite vysledky.
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Hlavni krevni skupiny a jejichadli¢nost

HLAVNI KREVNI SKUPINY (A, B,AB,0) A JEJICH DEDICNOST

(Urceni krevnich skupin ABO systému pomoci antisékverece fenotypv dané skupih Vypaiet
frekvence homozygetdominantnich a heterozygotnich jedinc Hardyho-Weinberéyv zakon.

Priklady naeSeni ddicnosti krevnich skupin ¢loveka.)

UvoD

V membranackervenych krvinek jsouiznéantigeny, zvanéaglutinogeny,nejvyznamgjsi jsou A a
B. Pokud je pitomen aglutinogen A, hovimne o erytrocytech skupiny Afigpiitomnosti aglutinogenu
B - erytrocyty skupiny B, i pfitomnosti aglutinogeh A i B - erytrocyty skupiny AB a i
nepitomnosti aglutinogein — erytrocyty skupiny O.

V krevni plaznd jsou protilatky bilkovinové povahy zvaneglutininy (anti-A a anti-B). Nasledujici

tabulka ukazuje typ krevni skupiny, typ erytracyd zastoupenti nezastoupeni aglutinogena

odpovidajicich aglutiniin

Krevni | Erytrocyty| Aglutinogen | Aglutinin (M % zastoupeni V¥
skupina | skupiny |(na krvinkach) krevni plasr) nas3i populaci
A A A anti-B 42
B B B anti-A 12
AB AB AiB - 8
0 0 - anti-A, anti-B 38

Aglutinaéni reakce nastane, sejde-li se aglutinogen A stiaglam anti-A nebo aglutinogen B s

aglutininem anti-B. B transfuzi krve Ize pouZit jen krev stejné skupiRpuika o univerzalnim darci

(0)_a univ. gijlemci (AB) neplati (mimo jiné se v krvi skupiny 0 mohou vyskytnouty&ené titry

aglutinini anti-A a anti-B). Ped kazdou transfuzi jaeba proveést #Zovou zkousku, zda sérum

piijemce neshlukuje krvinky darce a naopak.

Ctyii krevni skupiny objeviKarl Landsteiner v r. 1900 (na &m nezavisle pozgi - 1907 - éesky
psychiatr]. Jansky a oznéil je pismeny A, B a 0, ndzor rigdiénost krevnich skupinpochazi z r.
1908. Zé&kladni krevni skupiny A, B, AB, 0 - jsou ugenytfadou alel fhnohotna alelig, které jsou
dédeény jednoduse autozomaimpodle Mendelovych zakénTyto alely se mohou kombinovat po dvou
vzdy na stejném lokusu 9. chromozémového paru (edeast g-raménka). Zakladni jsaualely:

1*, 1® ai (ntkdy ozn&ovana jako 9. I* a P jsoudominantni a navzajem kodominantnije vigi

obéma recesivni. ProtoZze kazda osoba neses ditely (jednu alelu z#lénou od otce, druhou od
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matky), je moznych celke® genotyp *3.

Hlavni krevni skupiny a jejichadli¢nost

Genotyp Fenotyp
i 0
I* nebo fI* A
1% nebo FI® B
171° AB

Mnohotna alelie je jeStv dalSi Grovni - v ramci skupiny A se rozliSujgpédskupin A - Ag (A1 je

negastjsi a dominantni nad ostatnimi podskupinami), pskyB dw podskupiny.

Na didicnost krevnich skupin nemé vliv_prgsti. Jednoduchych zakonitostgdicnosti krevnich

skupin se vyuziva v paternitnich a maternitnichreglo a pi zjiStovani jedno- a dvouvajaosti

dvojcat.

MoZznosti vylokeni otcovstvi se dale prohlubuji stanovenim krevrgkupin ostatnich systéma

dalSich somatickych znak FrisluSnost k ufité krevni skupia Ize zjistit i ze zaschlych krevnich

skvrn, z jinych tkani a i ze sekéefspermatu, slin...}» vyznam vsoudnim Iékestvi.

Pri vylucovani otcovstvi iizeme postupovat podle nasledujici tabulky:

Krevni | Mozny genotyp Krevni MozZny Mozna | Vylowen otec
skupina ditete skupina genotyp |krevni skupina s krevni
ditete matky matky otce skupinou

0 0

0 A

0 B

A 0

A A

A B

A AB

B 0

B B

B A

B AB

AB A

AB B

AB AB

13 Stanoveni pitu genotyd u mnohotné alelie podle vzorae: (n+1) / 2 kde n = pget alel
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Hlavni krevni skupiny a jejichadli¢nost

DalSi krevné skupinové systémy

Proti nim neexistuji v lidské krvi antiséra (nelem jvelice #¥idka); vytv&eji se imunizaci vhodného
objektu (kralik) pislusnym antigenem. Pro transfdzi nemaji vyznamtoe nefitomnost aglutiniti
zarwtuje kompatibilitu jakychkoliv dvou krvi, ale majielky vyznam v genetice a v paternitnich

sporech.

Krevni faktoryM a N - jde o jediny alelicky par bez vzajemné domireare recesivity -
kodominance, umighy na 4. chromozému - genotypy MM, MN nebo NN, fepy: M, MNaN (M
-asi 28 % , MN - asi 50 % , N - 22 %) (s antigdha N je spojena dvojice antige® a s - systém

je nekdy ozng&ovan roviez jako MNSs krevni systém).

Krevni faktorP - podmirn jednim alelickym parem - Pp , je jednoduSe dontimia(genotypy: PP,

Pp a pp, fenotypy: Pa P)
Krevni faktorQ - podobny P

SysténXg - zajimavy svou lokalizaci na X-chromozému (vearla pohlavi)

Rh - faktor - bylo rozliSeno fes 30 variant §i hlavnich Rh antigeh determinovanych genovym
komplexem na 1. chromozémovém paru (na p-ramédiadna se dittésne sdruzené lokusy D-C-E
(maji proto silnou vazbu). Serologicky jde prokdzattigeny kdédované alelami D, C, c, E, e.
Antigenni produkt alely d nebyl zji8t - jde o recesivni ztratovou alelu. Nejvyznajanz nich je gen
D - jedinci s homozygotnimi alelami d/d jsou Rh-aténi, tj. nemaji alelu D, bez ohledu na
ptitomnost dalSich dominantnich alel C a E. VelkdSma Rh-negativnich jediicma genotyp
cde/cde, nepstjSi kombinace u Rh-pozitivnich je CDe/CDe). Rhtfakje nezavisly na dosud
znamych krevnich systémech. Ma prakticky vyznam ouvslosti s hemolytickou nemoci

novorozent (erythroblastosis fetalis).

Jedinci Ri (Rh-pozitivnj - 85 % klo3ské populace, nesou na svyemvenych krvinkach antigen,

ktery reaguje s protildtkou (aglutininem) vzniklaonunizaci kralika krvinkami opice makaka -

Macacus rhesuéodtud Rh-faktor, nynMacaca mulatta R (Rh-negativii- 15 % - tento antigen

na erytrocytech nenesou.

Pokud je matka Rh (alely d/d), otec R (D/d) a pokud dé& je Rht (D/d), potom se mohou
jednotlivé krvinky z plodu dostat placentou do kitho olBhu matky (asi 15 % ffpadi), kde

vyprovokuji tvorbu protilatky proti RhD antigenuteky se niZe vracet z§t placentou do plodu a zde
vyvolavat aglutiani reakci - vznikéerythroblast6zaPi prvnim €hotenstvi neni imunizace matky

dosti silna adhotenstvi je bezproblémovéti glalSim thotenstvi stejného typu jiz vznika nebedpe
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Hlavni krevni skupiny a jejichadli¢nost

srazeni krve plodu, protoze plod je jiz odt@iu zaplavovan anti-Rhaglutininem z mainy krve -
miZe dojit ke smrti ploduipd porodem nebo brzy po narozeni, neni-li aswyngnéna vSechna

krev.

V souwtasné dob je mozna prevence podavanim protilatek ant-Rhatce.

Frekvence jednotlivych krevnich skupinse lisi od populace k populaci :

Evropa A- 40%,B- 10%,0- 45%,AB- 5%

(klesanicetnosti lidi s krevni skupinou B a stoupani s A@&ného vychodu na zépad Evropy -
dusledek tatarsko-mongolskych vgé800 - 1000 let pn.l., Romoveé: §tSi cetnost genu B - nedavna

imigrace z Indie)

Asie: vysS8i zastoupeld skupiny (stAsie 37,4%, $t Evropa - 15%, Anglie - 8,9%, Baskové

na Pyrenejském poloostrdy 2% ; snérem na zapad se % zastoupeni B skupiny sniZuje)

Severni Amerika Indiani: 0- az 100%,B- 0 az 1%,A- 12 az 83%

Hardyiv - Weinberagiv zakon genetické rovnovahy

aey

Populace- soubor jeding téhoZ druhu, ki Ziji na ugitém stanovisti a ki@ jsou prostoro¥ oddleni
od jinych soubar téhoZz druhu. Z genetického hlediska je populacgbao jediné spojenych
piibuzenskymi vztahy.

V panmiktické populaci (vzajemnérkZeniclenia populace mezi sebou) se udrZzuje konstantni¢gpom
mezi jedinci jednotlivych genotyp Tato rovnovaha mezi homozygsétn dominantnimi,
heterozygotnimi a homozyga@mnecesivnimi jedinci v dostates velké populaci se oztaje jako

Hardyriv-Weinberdiv zakon.Rovnici Ize tuto rovnovahu vyjéttakto:

P (AA) + 2pq (Aa) + ¢ (aa) =1

p - frekvence (pominé zastoupeni) dominantni alely, p=1-¢
q - frekvence recesivni alely, q=1-p

p> - podil jediné dominantniho genotypu (AA), 2s= (1 - q ¥

q - podil jeding recesivniho genotypu (aa)

2 pg - frekvence heterozygota
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Hlavni krevni skupiny a jejichadli¢nost

Pouze u jedint recesivniho fenotypu zname genotypdince homozygoth dominantni a

heterozygotni nelze podle fenotypu odlisit, v§teon v3ak mMZeme stanovit hodnotu jejich
zastoupeni. Ze zastoupeni recesivnich homo#yggiopulaci I1ze tedy podle H.-W. zékona v¥fiat

zastoupeni jedinichomozygots dominantnich a heterozygotnich.

PROVEDENI

A) Ur éeni krevni skupiny systému ABO

Pomicky

diagnosticka souprava ABO nacani zakladnich krevnich skupisterilni jehla na jedno pouzigf),

desinfekni roztok, naplast, filtrni papir, nadoba na nebezpg odpad

Pracovni postup

1. Na ukené poléka papirku diagnostické soupravy si ké&enpo kapce ifislusna antiséra (anti-A
a anti-B).

2. Povrcho¥ dezinfikujte hmatovy polSték vybraného prstu (nejlépe niak nebo prstenék).
3. Pomoci jednorazové sterilni jehly praite povrchovy vpich do matového pasia.

4. Do policek s jednotlivymi antiséry (na papirku diagnostisk@pravy) peneste, pomoci ¢inek,
malé kapky krve z prstu a elipsovitymi pohyby jermichejte v séru (na kazdé sérum pouzijte

jiny konec t¥inky, aby nedoslo ke smichani rozdilnych antisér)

5. Vysledky odgitejte do dvou minut po promichani. Podle typu srdZzentaie, o jakou krevni

skupinu se jedna. Vysitlete, pr@ se v jednotlivych potkach krev sraZelé nesrazela.

6. Ve vasi skupiéd vyhodna'te procentualni zastoupeni krevnich skupin (tabulkavysledek

porovnejte s literarnimi Udaji pro nasi populaci.

B) ULOHY s problematikou dédiénosti krevnich skupin uélovéka
1. Doplite tabulku k vylodeni otcovstvi:

2. Matka ma krevni skupinu 0 a otec krevni skupinu B.

MuaZe mit rekteré z jejich &ti krevni skupinu shodnou s matkou?

3. Matka ma krevni skupinu 0 a otec AB.

MuaZe mit rgkteré z jejich dti krevni skupinu shodnou s jednim z kach
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Hlavni krevni skupiny a jejichadli¢nost

4. Rodie maji krevni skupiny A a B.

Jaké krevni skupiny mohou mit jejichti®

5. V porodnici zamnili dva chlapce. Rode jednoho z nich #ti krevni skupiny A a 0, rode
druhého A a AB. Rozbor krve ukazal, Ze jeden zpdiland krevni skupinu 0, zatimco druhy
ma krevni skupinu A.

a) Ktery z chlapé pati k jednomu a ktery k druhému rédivskému paru?
b) V jakych gipadech by stdlo znat pouze krevni skupinu matky a nebylo byngut
znat krevni skupinu otce?

6. Chlapec mé krevni skupinu 0 a jeho sestra AB.

Jakeé krevni skupiny maji jejich raei?

7. Dedicnost krevnich faktdr MN. Doplite tabulku.
(Tyto aglutinogeny mohou byt v krvi séasré nebo jednotliw. Jde o jeden vlohovy péar bez

vztaku dominance a recesivity.)

Rodre Déti mozné Déti vylouceny
MxM
M x MN
M x N
N x N
N x MN
MN x MN

8. Dédi¢nost Rh faktoru.
(RozliSujeme 2 typy fenotyip—- Rh a RK. Znak je ddi¢ng fizen 3 geny (ve velmi silné

vazke) - C,D,E. Je-li v genotypuifitomna alespdjedna alela D, je fenotyp jednozma Rh'

bez ohledu na ostatni alely. Rb Gplrg dominantni nad R}

Jakeé dti, co se t¢e Rh-faktoru, se mohou narodit réilin, kde otec mé genotyp
a) CcDDEe a Zena ccddee ?
b) CcDdEe a Zena CcddEe ?

9. PodleHardyho-Weinbergerova zékonavypctitejte procentualni zastoupeni homozygotn
dominantnich a heterozygotnich jedincnasi populaci pro albinismus, ktery se vyskytuje
poneru 1 : 20 0007?
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Protokol - struktura

Jméno a gFjment: Datum:

Studijni skupina:

Protokol ¢.:
Nazev: Vlastni ndzev tématu ¢eni
Uvod: Teorie a princip ulohy - stiné, slouzi k charakterizaci daného tématu.
Provedeni: Material: veSkery pouzity materialdetre materialu rostlinnéhai

ZivadiSného gvodu)
Laboratorni p Fistroje a pomicky: vesSkeré pouZzité nastroje @gtroje

Chemikalie (a pouZité roztoky)vesSkeré pouzité chemikaligetre barviv a

destilované vody

Pracovni postup:Vlastni popis prace,cetre odchylek od navodu

Vysledky: Presre a pehled zaznamenané zj&té hodnoty nebo pozorovani - formou

nakres, tabulekdi vypa‘ti nebo popis )dle poteby)

Hodnoceni: Hodnoceni ziskanych vyslédk jejich srovnani s teoretickymi nebo literarnimi

Udaji (je-li mozné), zizodreni odchylek od ¢ekavanych vysledk

Zaveér: Formou VELMI strdného "abstraktu" charakterizovat téma prace, pawzit

metodu a podstatné vysledky.
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Protokol - struktura

Nakres (Obrazekj5cm na vysku nebo™gu):

Nadpis
: Popis
Popis
Popis
zwtSeni
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