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Anotace

Skenovaci elektronovy mikroskop je vhodnym ndastrojem pro studium
piesné topologie a ultrastruktury chromozomi. Tak aby bylo mozné
nahliZet na ultrastrukturu chromozomi, je nejprve potieba vzorek
vhodné pripravit. Tato diplomova prace je zamérena na optimalizaci
ptipravy rostlinnych meiotickych chromozomii pro ucely zobrazeni
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Preparaty byly pripraveny
z mladych prasnikt huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Ptiprava
preparatii zahrnovala fixaci, kontrastovani, dehydrataci, vysouseni a
nasledné naneseni tenké vrstvy kovu pro lepsi vodivost vzorku. V ramci
diplomové prace byly pouZity, vzajemné porovnany a Kkriticky
zhodnoceny rizné metodické pristupy. Vysledkem je navrzeni
robustniho protokolu poskytujictho vysokou kvalitu vysledného
zobrazeni chromozom{i.
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Abstract

The scanning electron microscope is a suitable tool for studying the exact
topology and ultrastructure of chromosomes. In order to look at the
ultrastructure of chromosomes, it is necessary to prepare the sample
appropriately. This diploma thesis is focused on optimizing the
preparation of plant meiotic chromosomes for imaging purposes using
scanning electron microscopy. The samples were made from young
anthers of Arabidopsis thaliana. Preparation of the samples included
fixation, contrasting, dehydration, drying and subsequent application of
a thin layer of metal for better conductivity of the sample. Different
methodical approaches were used, compared and critically evaluated.
The most appropriate protocol offering the highest possible quality of
the resulting chromosome spreads for scanning electron microscopy
was selected.
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Uvod

V dne$ni dobé se pro zobrazovani rostlinnych chromozomti nejcastéji vyuziva metod
fluorescen¢ni mikroskopie. Ta miize poskytovat informace o poctu, tvaru a ¢asten¢ o struktuie
chromozomu. Pfi studiu pfesné topologie a ultrastruktury chromozomu se vyuzivé elektronové
mikroskopie. Vyhodou elektronové mikroskopie je vysoké rozliSeni a vysoka hloubka ostrosti.
Pti ptipravé rostlinnych chromozomt pro ucely zobrazovani pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie je nutno se vyvarovat ndhlym zménam prostiedi, také je nezbytné se vyhnout
jakymkoliv krokiim, které by mohly vést k tomu, Ze se na povrchu vzorku vytvofi artificialni
vrstva piekryvajici detaily. Detekovany jsou totiz zpétné odrazené a sekundarni elektrony, které
poskytuji informace o povrchu vzorku a vznikaji nejvySe nékolik nanometrii pod povrchem
vzorku. Optimalizace ptipravy rostlinnych chromozoml pro tucely zobrazovani pomoci
skenovaci elektronové mikroskopie je zakladnim krokem pro vizualizaci jednotlivych stadii
kondenzace chromatinu, zkouméni vyssich struktur chromatinu a procesii béhem meidzy a
mitodzy. Nutno podotknout, Ze nékteré kroky v ptipravé se mohou liit v zavislosti na studované
¢eledi, ¢i rodu rostlin. Idedlnim pfistupem je potom optimalizace postupu pro jednotlivé druhy

rostlin.

R. Martin et al. v letech 1994 a 1995 piedstavili postup izolace ptipravy rostlinnych
chromozom pro Ucely zobrazovani pomoci skenovaci elektronové mikroskopie, ktery se do
dnes vyuziva. Tento postup je vSak ndro¢ny na mnoZzstvi vstupniho materialu a béhem ptipravy
mize dochéazet k jeho ztratam. V mé praci se zabyvam optimalizaci pfipravy rostlinnych
meiotickych chromozomi pro Ucely zobrazovani s vysokym rozliSenim ve skenovacim
elektronovém mikroskopu, s ohledem na efektivitu pfipravy vzorku, kterd pfinese co mozna

nejvyssi rozlisent.
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1 Chromozomy

Chromozomy byly poprvé pozorovany Karlem Wilhelmem von Négeli v roce 1842.
Strukturu rostlinnych mitotickych chromozomi popsal v roce 1888 Eduard Strasburger, jejich
zékladni funkci v roce 1902 popsali Theodor Boveri a Walter Sutton. James Watson a Francis
Crick v roce 1953 objasnily strukturu dvousroubovice DNA. F. Thoma et al. v roce 1979
pozoroval elementarni 10nm vladkno, Finch a Klug (1976) 30nm solenoidni strukturu a v roce

1991 G. Arents et al. popsali ,.koralkovitou strukturu* DNA, tedy nukleozomy.

1.1 Struktura chromozomu

Prilomem ve zkoumadni trojrozmérné struktury chromozomil bylo pouziti skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM) s vysokym rozlisenim (Allen et al., 1986; Sumner a Ross,
1989).

Chromozomy jsou slozeny piiblizné€ z 1/3 DNA, 1/3 histonovych proteint, 1/3 proteinti
nehistonové povahy a asi 10 % RNA (Ball, 2003). Nukleové kyseliny jsou slozeny z nukleotidi.
Nukleotidy DNA jsou slozeny z fosfatové skupiny, 2-deoxyribézy a dusikaté baze (adenin,
guanin, tymin, cytozin). DNA je tvofena dvéma komplementarnimi fetézci, které jsou
propojeny vodikovymi mustky mezi fetézci. Nukleotidy jsou spojeny v fetézec kovalentnimi
vazbami mezi sacharidy a fosfaty, tvofi tak kostru dvousroubovice DNA (Alberts a Kotyk,
2004; Snustad et al., 2017).

Centromery ptedstavuji tzv. primarni konstrikci (zaskrceni) na molekule DNA.
Centromery zajistuji rozchod zreplikovanych chromozomti do dcetinych bunék pti déleni. Na
centromeie se formuje kinetochor, ktery je na centromerické sekvenci zcela zavisly.
Kinetochory vznikaji béhem pozdni profaze a zajist'uji vazbu na délici vieténko (Alberts a
Kotyk, 2004).

Telomery se nachéazeji na obou koncich chromozomd, jedna se o repetitivni sekvence
umoznujici replikaci koncli chromozomd, také brani deoxyribonukledzam, aby odbouravaly
konce linearnich molekul DNA a zabranuji fizi konct s jinymi molekulami DNA (Snustad et
al., 2017).
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1.2 Ultrastruktura

Proteiny tvofici chromozomy se déli do dvou tfid: histony a proteiny nehistonové
povahy. Je-li chromatin izolovany z interfaznich bunék zkouman pomoci elektronové
mikroskopie, jevi se jako fada za sebou uspotradanych -elipsoidnich ,koralki* neboli
nukleozomi propojenych navzajem spojovaci DNA (Snustad et al., 2017). Nukleozomy jsou
tvofeny komplexem osmi histond 2x (H2A, H2B, H3 a H4). Histony jsou malé kladn¢ nabité
proteiny, kladny naboj umoznuje vazbu na zaporné€ nabitou cukr-fosfatovou kostru DNA.
Histony jsou evolu¢né konzervovany, napt. histon H4 se u skotu a hrachu lisi pouze ve dvou
aminokyselinach. Histonovy oktamer tvofi proteinové jadro nukleozomu, kolem kterého je
DNA stocena. Omotani DNA kolem histonu zkrati molekulu DNA pfiblizn€ na jednu tfetinu
jeji ptvodni délky. Za kondenzaci nukleozomi do 30-ti nm vlakna je zodpovédny histon H1,
ktery spojuje sousedni nukleozomy (Alberts a Kotyk, 2004). Struktura vysoce kondenzovanych
chromozom je uspoiadana kolem proteinti nehistonové povahy, proteinového leseni. Mezi
proteiny nehistonové povahy patii koheziny a kondenziny. Spoleénym rysem kondenzovanych
chromozomt jsou 10 a 30nm vlakna (Hanks et al., 1983; Maruyama, 1983; Nagai et al., 1982;
Utsumi, 1982, 1985; Wanner a Formanek, 2000). 10-ti nm neboli elementarni vlakno
ptedstavuje prvni uroven sbalovani DNA vlivem nukleozomu (Olins a Olins, 1974; Woodcock
et al.,, 1976). 30-ti nm vlakno pfedstavuje druhou troven sbalovani DNA/kondenzace
chromatinu. Jedna se o solenoidni uspofadani elementarniho vldkna (Thoma et al., 1979).
Solenoidni vldkno je pozorovatelné zejména béhem mitézy a meidzy, kdy je usporddano do
paralelnich fibril nebo agregovano do chromomert, kondenzovanych €asti chromozomi.
(lwano et al., 1997; Martin et al., 1996; Reznik et al., 1991; Wanner et al., 1991; Wanner a
Formanek, 2000; Zoller et al., 2004b). Tteti Groven sbalovani chromozomu piedstavuje
sbalovani 30nm vlakna pomoci proteinového leseni. Tato kondenzace ziejmé zahrnuje separaci
usekli obfich molekul DNA na nezavislé superspiralizované smycky. Mechanismus tfeti irovné

sbalovani dosud neni znam (Snustad et al., 2017).

Béhem meiodzy 1 je uspofaddani chromozomi, formovani heterochromatinovych uzla,
vy$$i komplexita morfologie chromozomi a tvorba synaptonemaniho komplexu rozdilné oproti
mitéze (Cuvier a Hirano, 2003; Dawe et al., 1994; Loidl, 2011). Naopak meidza II je
povazovana za shodnou s mitézou, kviili separaci chromatid a stejné organizaci a mechanismu
kondenzace DNA (Zoller et al., 2004a). Meidza I a II sdili n¢které ultrastrukturalni detaily s
detaily v mit6ze; organizace do vldkna o priméru 10 nm a 30 nm, to poukazuje na univerzalnost
kondenzace chromozom. Paraleln¢ uspotfddand vldkna se vyskytuji ve dvou formach. 30 nm
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solenoidni vlakna barvitelné platinovou modii a 15-30 nm vlakna, ktera platinovou modii
nejsou barvitelna a pravdépodobné se zapojuji do dynamiky kondenzace chromozomu (Wanner
a Formanek, 2000; Zoller et al., 2004b). Nicmén¢ existuje rozdil v ultrastruktufe meiotickych
a mitotickych chromozomu. Paralelni vlakna a chromomery jsou u meiotickych chromozomu
pozorovany s nizsi frekvenci nez u mitotickych chromozomti, coz mize byt vysvétleno tim, ze
chromatin béhem meidzy je kondenzovan asi 2x vice nez béhem mitdzy a tim jsou tyto struktury

zakryty (Zoller et al., 2004a).

1.3 Koheziny a kondenziny

Komplexy kohezini tvoii prstencové struktury. Jsou sloZzeny ze dvou SMC proteint
SMC1 a SMC3 a podjednotek Scc3 a Sccl/Rec8 (Klein et al., 1999). Kondenziny jsou
proteinové komplexy, které se podili na kondenzaci chromozomti do samostatnych jednotek.
Kondenzinové komplexy se skladaji z péti podjednotek. Dvou SMC proteinti a tii CAP
proteini. U kondenzinu | a Il SMC2 a SMC4 dimerizuji a tvoii strukturu ve tvaru pismene V.
Na druhém konci je tato struktura uzaviena proteiny kleiziny CAP-H nebo CAP-H2 a tvofi tak
kruhovou strukturu obklopujici chromatin (Nasmyth a Haering, 2005). Kleiziny tvoii leseni pro
CAP-G a CAP-D2 v kondenzinu I a CAP-G2 a CAP-D3 v kondenzinu Il (Obr. 1) (Hudson et
al., 2009; Nasmyth and Haering, 2005). SMC proteiny jsou ATPazy schopné ménit topoligii
DNA hydrolyzou ATP (Losada a Hirano, 2005).

Koheziny jsou nezbytné pro spojeni sesterskych chromatid az do prvniho meiotického
déleni, ¢imz je zajisténo, Ze béhem anafize I dojde k separaci homolognich chromozomi, ne
sesterskych chromatid. U kukufice, ryZe a Arabidopsis jsou potfebné pro spravny pribéh casné
profaze, rekombinace, zarovnani bivalentl na metafazni desce a udrZeni spravné struktury
chromozomil. Komplexy kondenzinli hraji zasadni roli pfi kontrole sbalovani chromatinu a
organizaci jednotlivych chromozomd. U rostlin jsou informace o uloze kondenzinli v meidze
omezené, ale je znamo, ze jsou vyzadovany pro uspe$né dokonceni reprodukéniho vyvoje
(Mainiero a Pawlowski, 2014). Na zacatku meiozy se chromozomy kondenzuji a individualizuji
az do vysoce kondenzovanych metafaznich chromozomi. Struktura chromozomt je béhem
casné meiotické profaze spojena s interakcemi mezi chromozomy (Yamada a Ohta, 2013).
Prvni faze remodelace chromatinu nastava v leptotene, DNA kondenzuje do tenkych vldken a

sesterské chromatidy jsou pevné drzeny prostiednictvim kohezinti (Remeseiro a Losada, 2013).
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Béhem této faze je také zahdjena rekombinacni cesta, kdy protein SPO11 zavadi dvoutetézcové
zlomy (DSB) do chromozomalni DNA (Keeney, 2008). Na konce DNA sousedici s témito
zlomy jsou pozd¢ji navazany RADS1 a DMCI1, které katalyzuji invazi volnych konci DNA do
homolognich chromozomu (San Filippo et al., 2008). Na pfelomu profize a zygotene
chromatinova vlakna expanduji a jejich povrch se stava komplexnéjsim (Dawe et al., 1994).
Béhem pérovani homolognich chromozomti se laterdlni elementy propoji prostfednictvim
synaptonemalniho komplexu (Fraune et al., 2012). Bé¢hem diplotene pokracuje zkracovani
chromozomul a synaptonemalni komplex se rozpada, jsou viditelnd chiasmata. Modifikace
histont a epigenetické zmény béhem meidzy ovlivituji pribéh rekombinace a distribuci CO
(Choi et al., 2013; Rosa et al., 2013; She et al., 2013). Synaptonemalni komplex ovliviiuje
rekombinaci i parovani homolognich chromozomut (Kerzendorfer et al., 2006; Miao et al.,
2013; Schommer et al., 2003; Stronghill et al., 2010). Nicméné nejdulezitéjsi jsou vyssi
struktury sbalovani chromozomt, které jsou zodpovédné za kondenzaci a reorganizaci
chromozomu. Za vyssi struktury sbalovani jsou zodpovédné koheziny a kondenziny. Koheziny
jsou kli¢ové pro organizaci chromatinu a vytvoteni struktury meiotického chromozomu, ktera
je predpokladem pro parovani rekombinaci a soudrznost sesterskych chromatid béhem meidzy
(Bai et al., 1999; Bhatt et al., 1999; Cai et al., 2003; Golubovskaya et al., 2006; Shao et al.,
2011).

16



Kondenzin Kohezin |

Kohezin Il

Dimerizacni
doména

SMC1

s

i
AT LT -

Kleisinova
podjednotka

ATPézova
doména

Obr. 1 Struktura komplexti kohezinu a kondenzinu. Kazdy komplex obsahuje 2 proteiny SMC, které
heterodimerizuji, vytvati kruh spojenim kleisinové podjednotky.
Zdroj: Mainiero a Pawlowski, 2014, upraveno
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2 Bunécny cyklus

Jde o uspotadany sled udélosti, béhem kterého bunika zdvoji sviij obsah a pak se d¢€li na
dvé bunky. Bunécny cyklus zahrnuje fazi G1, kdy dochazi Kk ristu a zvySeni metabolismu
buniky. Nasleduje faze S, kdy dojde k syntéze DNA, duplikaci chromozomut a centrozomd.
Centrozomy jsou organizatory svazku mikrotubult, diky kterym vznika délici vieténko. Béhem
G2 faze se bunka pfipravuje na vstup do M faze, kdy dochazi ke kondenzaci chromozomii
a samotnému déleni buiikky — mitéza/meidéza. Obdobi béhem néhoz se bunky nedéli a nelze
rozeznat jednotlivé chromozomy, tedy G1 — S se nazyva interfaze (Alberts a Kotyk, 2004;
Snustad et al., 2017).

2.1 Meioza

Meidza neboli redukéni déleni je proces, pii némZz je diploidni stddium bunky
redukovano na haploidni. Jde o jednu replikaci DNA, po niz nésleduji dvé bunécna déleni, takze
Z jedné diploidni bunky vznikaji ¢tyii haploidni (Alberts a Kotyk, 2004). Tento proces je u
eukaryotickych organismti vysoce konzervovan. Pied sparovanim jsou vSechny chromozomy
replikovany a vznikaji dvé sesterské chromatidy. Usp&iné dokondeni meidzy je zavislé na
parovani homolognich chromozomd, které po sparovani tvoii bivalenty/tetrady a dochazi ke
crossing-overu. Presné parovani poté zajistuje rovnomérnou segregaci homolognich
chromozom k opacnym p6lim buniky béhem prvniho meiotického déleni. Chyby v meiotické
segregaci vedou k aneuploidiim (Zhang a Han, 2017). Spravna segregace chromozomu je
dosazena mnoha komplexnimi zmé&nami na trovni DNA, chromozomalni struktury a jaderné
organizace: replikace DNA, parovani homolognich chromozomd, tvorba proteinového leseni a

crossing-over (Scott L. Page a R. Scott Hawley, 2003).

Proces meidzy zahrnuje dvé po sobé néasledujici bunécna de€leni, 1. a II. meiotické déleni
(Obr. 2). Pii 1. meiotickém dé€leni se od sebe replikované chromozomy odd€luji a rozchazeji se
do dvou dcetinych bun¢k. Sesterské chromatidy ziistavaji spojeny po celé déleni a chovaji se
jako celek, rozchazi se az béhem I1. meiotického déleni (Alberts a Kotyk, 2004). Béhem meidzy
I je usporadani chromozomi, formovani heterochromatinovych uzli, vyssi komplexita
morfologie chromozomu a tvorba synaptonemaniho komplexu rozdilna oproti mitéze (Cuvier

a Hirano, 2003; Dawe et al., 1994; Loidl, 2011). Naopak meidza II je povazovana za shodnou
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S mitdzou, kvuli separaci chromatid, stejné organizaci a mechanismu kondenzace DNA (Zoller

et al., 2004a).

2.1.1 Profazel

Béhem leptotene se duplikované chromozomy kondenzuji. V elektronovém mikroskopu

lze vidét, ze kazdy chromozom se sklddéa ze dvou sesterskych chromatid.

Béhem zygotene jsou homologické chromozomy navzajem tésné spojeny a tvoii se
synaptonemalni komplex. Synaptonemdlni komplex se skldda ze tfi proteiny tvotfenych
tyCinkovitych utvard. Z kazdé strany je spojen lateralnimi elementy s jednim z chromozom,
uprostied je utvar nazyvan centralni element. Laterdlni jsou s centrdlnimi elementy propojeny
transverzalnimi vlakny ptfipominajici zebfik. K laterdlnim elementiim z chromozomi vybiha
fada chromatinovych smycek. Uloha synaptonemalniho komplexu v procesu parovani

chromozomu dosud nebyla zcela objasnéna.

Ve fazi pachytene se chromozomy dale kondenzuji. Jsou pozorovatelné
bivalenty/tetrady. Béhem této faze dochazi ke crossing — overu. Vznikaji dvoufetézcové zlomy,
které jsou opravovany cestou homologni rekombinace (Osman et al., 2011). Béhem crossing —
overu dochazi k reorganizaci genetické informace kazdého chromozomu v gameté a napomaha

vzniku jedinctl se zcela novym uspotfadanim gent.

Béhem diplotene se sparované chromozomy oddé€luji, s vyjimkou chiazmat mist, kde

doslo béhem c.o. k piektizeni.

V diakinezi dochazi k dal$i kondenzaci chromozomu, rozpadu jaderné membrany,
mikrotubuly dé€liciho vieténka se napojuji na kinetochory a chromozomy se pohybuji
k ekvatorialni rovingé (Alberts a Kotyk, 2004; Snustad et al., 2017).

2.1.2 Metafaze I
Sparované chromozomy se nachézi v ekvatorialni rovin€ a jsou orientovany k opa¢nym

poélim déliciho vieténka. To zajisti, Ze se ke kazdému polu bunky dostane pravé jeden z part

homologickych chromozomi (Snustad et al., 2017).
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2.1.3 Anafazel

Dochazi k oddéleni chromozomu neboli chromozomové disjunkci a nasleduje pohyb
chromozomt pomoci dé€liciho vieténka a umisténi v opa¢nych podlech bunky (Snustad et al.,

2017).

2.1.4 Telofaze I a cytokineze

D¢lici vieténko se rozpada, je obnoven jaderny obal a dochazi k dekondenzaci
chromozomu. Dcefiné buniky jsou oddéleny (Snustad et al., 2017). U vyssich rostlin je proces
cytokineze zcela odlisny od cytokineze zivocisSnych bunék. Buiiky jsou obklopeny bunécnou
sténou a uvnitt bunky vznikd novd bunétna sténa, ktera rozdeli dcefiné bunky. Rist nove
vznikajici bunééné stény, kolem které se také tvoti plazmatickd membrana, postupné oddéluje
buriky na dvé dcefiné. Vznik bunécné stény je fizen fragmoplastem, ktery je formovan ze
zbytkl polarnich mikrotubultl v ekvatorialni roving staré¢ho déliciho vieténka (Alberts a Kotyk,
2004).

215 Meiozall

Béhem II. meiotického déleni nedochéazi k replikaci DNA ani vyznamné interfazi
(Alberts a Kotyk, 2004). Meioza 11 zahrnuje profazi, metafazi a telofazi Il a je ukoncena
cytokinezi. Z mechanického hlediska meidza II pfipomind mitézu s tim rozdilem, ze takto

vzniklé bunky jsou haploidni a nejsou geneticky identické (Snustad et al., 2017).
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Obr. 2 Faze meidzy u Zita (Secale cereale). A — leptotene, B — zygotene, C — pachytene, D — diakineze, E —
metafaze I, F — anafaze I, G — telofaze I, H — profaze 11, G — telofaze II.

Zdroj: Wanner a Schroeder-Reiter, 2008

21



3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci neboli rastrovaci elektronovd mikroskopie umoziluje vizualizaci
chromozomt jako strukturnich celkli. Vizualizace odlisnych stadii kondenzace chromatinu
S vysokym zvétSenim umozituje zkoumat vyssi struktury chromatinu a procesy béhem mitdzy

a meidzy (Wanner a Schroeder-Reiter, 2008).

Elektronova mikroskopie umoziuje sledovat podjednotky chromozomu se 100krat
vy$8im rozliSenim ve Srovnani se svételnou mikroskopii (Wanner a Schroeder-Reiter, 2008).
Casti chromozom Ize také studovat pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM), nebo
transmisni elektronové mikroskopie za kryo-podminek (kryo-TEM), a to zejména za Gic¢elem
strukturni charakterizace nukleozomu a strukturnich elementd jako jsou solenoidy. Celkova
charakterizace chromozomu pomoci TEM je omezena jejich velikosti a vyzaduje piipravu
tenkych fezii chromozomu s maximalni tloustkou okolo 300 nm (standartné pak 70 nm) (Ris a

Witt, 1981).

3.1 Skenovaci elektronovy mikroskop

Skenovaci elektronovy mikroskop se sklada z elektronové trysky, jedné az tii
kondenzorovych cocek, rastrovacich civek, objektivové ¢ocky, detektoru elektronti deflektord,
které jsou umistény ve vakuové komote s pohyblivym stolkem. Opticka soustava mikroskopu
vytvaii zmenSeny obraz zdroje, kterym je vzorek skenovan. Pro rutinni zobrazovani v SEM se
pouziva elektronova tryska s katodou z wolframového vlakna, které je prochazejicim proudem
zahtato na vice néZ 2500 °C, ¢imz dochézi k emisi elektron. Mezi termoemisni zdroje taktéz
patii katoda lanthanum hexaboridu (LaB6), jeji vyhodou je delsi Zivotnost. Zdrojem elektronti
s nejvyS$im jasem a koherenci elektronového svazku je pak autoemisni tryska (field emission
gun—FEG) (Schatten, 2011; Schatten a Pawley, 2008; Vernon-Parry, 2000). Elektronova tryska
vytvaii proud elektrontl, ktery je nasledné akcelerovan na energie v rozsahu 1 az 30 keV.
V komote rastrovaciho elektronového mikroskopu interaguji takto urychlené elektrony se
vzorkem. V duasledku této interakce mimo jiné dochazi ke zpétnému odrazu elektronti nebo
vzniku sekundarnich elektronti, které tvoii hlavni zdroj signalu v rastrovaci elektronové

mikroskopii (Khursheed, 2010; Vernon-Parry, 2000).
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3.2 Detekce elektronu a vznik obrazu

Obraz vznika skenovanim vzorku uzkym vysokoenergetickym paprskem elektront.
Interakce svazku elektronli s atomy na povrchu vzorku vytvari signaly, které obsahuji
informace o topografii a charakteristickych vlastnostech povrchu. Dopadajici elektronovy
paprsek interagujici se vzorkem produkuje emise sekundarnich elektronti s nizkou energii (<50
eV) , zpétné odrazenych elektronti (BSE), Augerovych elektronu, fotoni a rentgenového zafeni
(Obr. 3) (Schatten, 2012).

3.2.1 Neelasticky rozptyl

Zahrnuje procesy, které redukuji energii paprsku elektroni. Tato energie je predana
atomum vzorku. Dochazi tak ke vzniku sekundarnich elektronti (secondary electrons - SE),
charakteristického rentgenového zatreni a Augerovych elektronti. Sekundéarni elektrony jsou
hlavnim zdrojem signalu detekovanym v rastrovaci elektronové mikroskopii. Kineticka energie
SE je nizka, coz ovliviiuje hloubku vzorku, ze které mohou uniknout. S uraZzenou vzdalenosti
se energie SE snizuje. Detekovatelné SE vznikaji na povrchu vzorku, pfipadné nékolik
nanometrit pod povrchem vzorku a nesou primarné informaci o topografii vzorku. (Goldstein

etal., 2017).

3.2.2 Elasticky rozptyl

Elasticky rozptyl nastava, kdyz je paprsek elektron vychylen. Béhem elastického
rozptylu dochézi i ke vzniku zpétné odrazenych elektronti (back-scattered electrons - BSE).
Mnozstvi zpétné odraZenych elektronl zavisi na atomovém cisle Z prvkd, ze kterych se sklada
zkoumany vzorek a energii elektronti. Detekované BSE tak nesou informaci, jak o chemickém

slozeni vzorku, tak i o jeho topografii (Goldstein et al., 2017).

V SEM jsou pro zobrazeni chromozomi nejcastéji detekovany zpétné odrazené
elektrony (BSE) a sekundarni elektrony (SE), které poskytuji informace o topografii a
ultrastruktufe (Wanner a Schroeder-Reiter, 2008). Pro detekci signalti SE se pouziva Everhart

— Thornley detektor, pro detekci BSE scintilacni nebo polovodicovy detektor. Pro sledovani
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biologickych struktur s vysokym rozliSenim je optimalni nizké napéti, pod 5 kV (Schatten,

2012).

Primarni elektrony

Rentgenové zéteni AUBETOVY ’
elektrony Zpétné odrazené elektrony

&’gg

Fotony . ".""

& Sekundarni elektrony

- _5
o

Vzorek

Obr. 3 Schéma znazornujici emisi signalll po interakci primarnich elektronti se vzorkem.

Zdroj: Schatten, 2012, upraveno
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4 Cile diplomové prace

(1) Porovnani publikovanych metodickych pfistupti zaméfenych na pfipravu rostlinnych
chromozomu pro ucely zobrazovani s vysokym rozliSenim v rastrovacim elektronovém

mikroskopu.
(2) Jejich zhodnoceni a vyuziti relevantnich poznatk.

(3) Optimalizace pripravy meiotickych chromozomovych preparati pro ucely zobrazovani s

vysokym rozliSenim v rastrovacim elektronovém mikroskopu.

(4) Prvotni vhled do struktury meiotickych chromozomti v SEM a nasledné zhodnoceni

dosazenych vysledkli v prubéhu optimalizace.
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5 Materialy a experimentalni metody

5.1 Materialy
5.1.1 Chemikalie

aceton

ethanol

citronan sodny

celulaza

pektolyaza

cytohelikaza

glutaraldehyd

kyselina octova

trihydrat kakodylatu sodného
uranyl acetat

platinova modf

5.1.2 Roztoky

Carnoyova fixaz (3:1 v/v ethanol:kyselina octova)

citratovy pufr (100 mM citronan sodny pH 7,4)

enzymaticka smés (0.3% pektolyaza “Y-23" (Duchefa Biochemie, cat. no. P8004), 0.3%
celuldza “Onozuka R-10” (SERVA, cat. no. 16419.03), 0.3% cytohelikaza (Sigma, cat. no.
C8274) v citratovém pufru)

kakodylatovy pufr (75mM trihydrat kakodylatu sodného, pH 7,4)

fosfatovy pufr (PBS) (pH 7,4)

fixacni roztok (2,5% glutaraldehyd v kakodylatovém pufru/PBS)

uranyl acetat/platinova modt (2% roztok)
5.1.3 Pristroje

stereolupa

opticky mikroskop (Carl Zeiss, Axio Lab.Al)

26



fluorescen¢ni mikroskop (Carl Zeiss, Axio Imager Z2)
skenovaci elektronovy mikroskop (FEI, Versa 3D)
laboratorni ttepacka

exikator

inkubator

sputter coater

CPD (Quorum Technologies, K850 Critical Point Dryer)
heat plate

5.2 Biologicky material

Chromozomy byly izolovany z mladych kvétenstvi husenicku rolniho (Arabidopsis

thaliana, ¢eled’ Brassicaceae). Husenicek rolni ma pét part chromozomu (2n = 10) a genom o
velikosti 135 Mb.

Obr. 4 Huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana)

Zdroj: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6f/Arabidopsis_thaliana.jpg

5.3 Metody

5.3.1 Sbér a fixace materialu

Fixace je proces, pii kterém jsou zastaveny vSechny procesy a metabolické aktivity

Vv burice. Kazda faze bunétného cyklu je tedy diky fixaci zachycena v okamziku, kde byla v
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dob¢ fixace. Cilem fixace je zachovat buiikku nebo jeji Casti v ptivodnim stavu, dalezita je

schopnost rychlé penetrace a zachovani bunéénych struktur (Kashtwari et al., 2017).

Nejpouzivangjsi fixazi je 70 — 100% ethanol, ktery nereaguje s makromolekulami, ale
pusobi jako dehydrata¢ni ¢inidlo. Odstranuje z tkané molekuly vody, ¢imz stabilizuje proteiny
a tim je ¢ini nerozpustnymi. Nerozpustné proteiny poté agreguji a tvoii sraZzeniny, podobn¢
reaguje i s DNA (Fischer, 1899; Kashtwari et al., 2017). Nevyhodou ethanolu je, Ze tkan piilis
smrit'uje a vytvrzuje. Z tohoto duvodu je pouzivan v kombinaci s fixativy, které tyto vlastnosti

eliminuji, napt. s Kyselinou octovou (Baker, 1933).

Kyselina octova srazi nukleové kyseliny, rozklada histony, ale nefixuje proteiny
(Pischinger, 1937). Navzdory témto skute¢nostem je idealnim fixa¢nim Ccinidlem pro
chromozomy, nicméné zpiisobuje zveétSovani bunécnych struktur véetné chromozomd, proto se
pouziva v kombinaci s fixativy, které naopak buné&cné struktury smrst'uji, tedy napf. s vysSe

zminénym ethanolem (Kashtwari et al., 2017).

Carnoyova fixaz (3:1 ethanol:kyselina octova) je jednoduchy a ucinny fixacni
prostiedek pro preparaty zhotovované z jader a mitochondrii bunék. Carnoyova fixaz je jedna
z nejstarSich znamych fixa¢nich smési, ktera byla poprvé pouzita J. A. Clarkem a S. Sollym v
roce 1851 a jeji pouziti poprvé publikoval J. B. Carnoy v roce 1886. Jak je uvedeno vyse,
samotnd kyselina octova nebo ethanol nejsou dobrymi fixa¢nimi Cinidly, ale jakmile jsou
smichany ve vhodnych pomérech, odstrani se jejich nevyhody. Ethanol zplisobuje smr§tovani
tkan¢, fixuje cytoplazmu, ale ponechava nukleoproteiny nefixované; kyselina octova zptisobuje
zvétSovani a zmékcovani bunécnych struktur, nefixuje cytoplazmu, ale fixuje nukleoproteiny.
Tato vzajemna kombinace dvou fixativ dava této smési Siroké uplatnéni jak u rostlinnych, tak
u zivoc¢isnych vzork (Kashtwari et al., 2017). Carnoyova fixaz musi byt vzdy pfipravena
Cerstva, Carnoyova fixaz neni stabilni a mize dochézet k esterifikaci kyseliny octové (Bhat a

Wani, 2017; Mandakova a Lysak, 2016).

Pro ptipravu vzorka byla pouzita mlada kvétenstvi s vétSinou uzavienych poupat
S bilymi prasniky, kterd byla po odebrani z péstovanych rostlin huseni¢ku rolniho vloZena do
Cerstvé pripravené Carnoyovy fixdze I. Rostlinny materidl byl fixovan pii pokojové teploté
nebo pii 4 °C (10-14 hodin). Fixaz byla nékolikrat vyménéna, dokud poupata nezb¢lala a fixativ
zustal ¢iry. Nésledné byl fixativ vyménén za 70% ethanol a material byl skladovan pfi teploté
-20 °C. Takto pfipravend kvétenstvi byla bila, kvéty s vyvinutymi pylovymi zrny byly Zluté
(Obr. 5). (Mandakova a Lysak, 2016).
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Obr. 5 Fixovana kvétenstvi husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana)

Zdroj: (Mandakova a Lysak, 2016).

5.3.2 Enzymatické traveni

Enzymatické traveni bylo provedeno putsobenim pektolytickych enzymia (0,3%
pektolyaza, 0,3% celulaza, 0,3% cytohelikaza Vv citratovém pufru). Pektolyaza katalyzuje
Stépeni pektinu. Celulaza katylazuje S$tépeni celulozy a licheninu. Cytohelikdza taktéz
podporuje rozklad bunétné stény a interaguje s chromatinem, ¢imz zlepSuje adhezi
synaptonemalnich komplexi k hydrofobnim plastim. Uginkem této smési je tedy rozloZeni

buné¢nych stén. (Baldwin a Pressey, 1989; Elbouami, 2001; Wood a Bhat, 1988).

5.3.3 Spread chromozomu a lyze cytoplazmy

Pomoci preparacnich jehel byla jednotliva kvétenstvi rozsuspendovana na podloznim
skle, nasledné byly pomoci pinzety odstranény nerozsuspendované zbytky kvétenstvi. Poté
byla na preparat nakapnuta kyselina octova a doslo K lyzi cytoplazmy bunék. Po lyzi byly
preparaty fixovany v Carnoyové fixazi. Alternativou pro tvorbu suspenze mize byt

rozruSovani bunéénych stén jiz béhem plisobeni pektolytickych enzymt viz. 5.6.2.
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5.4 Priprava vzorku pro SEM

Kritické kroky pro ptipravu vzorkli pro SEM jsou fixace, dehydratace a zvySeni
vodivosti vzorku. Adekvatni ptiprava vzorku je kriticky dulezitd pro udrzeni strukturalni
integrity a ziskani spolehlivych informaci o bunéénych slozkach a molekularnim slozeni.
Spatnd a neadekvatni piiprava vzorkll nepochybné zpisobuje artefakty a muiZe vést

k nespravnym vysledkiim a interpretaci informaci (Schatten, 2012).

5.4.1 Fixace

Nejcastéji se biologické vzorky fixuji aldehydy, jako je 2% paraformaldehyd, 2%
glutaraldehyd v 0,1 M fosfatovém pufru (PBS) (Schatten, 2011). Aldehydy ,,zesituji“ volné
aminoskupiny polypeptida a amino-lipida, a také ,,zesit'uji* histony, tvofi S nimi kovalentni
vazby, ¢imz fixuji strukturu chromatinu v dané fazi kondenzace. Nejrychleji jsou fixovany

histony bohaté na lysin (Johnson, 1985; Chalkley a Hunter, 1975).

5.4.2 Kontrastovani

Uranyl acetat byl jednim z prvnich kontrastnich ¢inidel, kterd byla pouZita k barveni
vzorku pro elektronovou mikroskopii (Watson, 1958). Platinova modi selektivné reaguje
s nukleovymi kyselinami, zejména s DNA (Kopf-Maier and Kopf, 1986; Aggarwal et al.,
1975). Ke kontrastovani se vyuziva i osmium tetroxid. Chromozomy ve vSech fazich
kondenzace obarvené platinovou modii jsou pii detekci BSE v SEM kontrastni s pozadim, tedy

jasné viditelné i pii malém zvétSeni (Obr. 6) (Wanner a Formanek, 1995).
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Obr.6 Srovnani kontrastnich ¢inidel. A — bez kontrastovani B — osmium tetroxid C — uranyl acetat D — platinova
modf

Zdroj: Wanner a Formanek, 1995

5.4.3 Dehydratace

Dehydratace je nezbytna pro ptipravu vzorki a prohlizeni ve vakuu. Vzorky se obvykle
dehydratuji pomoci ethanolu ¢i acetonu. Dehydrata¢ni fadou nebo 100% ethanolem / acetonem.
Je nezbytné, aby béhem dehydratace doslo k odstranéni veskeré vody. Zbytky vody ve vzorku
mohou vyvolat tvorbu artefaktti (Ris, 1985). Dehydratace miize byt Skodliva pro biologické
struktury, protoze struktura makromolekuly je stabilizovana vodikovymi vazbami
s molekulami vody. Naruseni téchto interakci nahrazenim vody za jiny solvent mize vést ke
smrs§téni nebo potrhani vzorku (Schatten, 2012). Béhem ptipravy nesmi dojit k vyschnuti
vzorku. Napftiklad pfi vyschnuti vzorku po fixaci Carnoyovou fixdzi se na povrchu vzorku
vytvoii tenkd vrstva. Ktera zcela zakryje vSechny ultrastrukturdlni detaily chromozomu
(Sumner, 1991). Tato vrstva je pravdépodobné zptisobena esterifikaci ethanolu a kyseliny

octové (Wanner a Schroeder-Reiter, 2008).
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5.4.4 Vysouseni - Critical point drying — CPD

Kriticky stav nastava pii dané teplot¢ a tlaku v kritickém bod¢, v tomto stavu neni
rozliSitelny rozdil mezi kapalnym a plynnym skupenstvim latky. Povrchové napéti je
zredukovéano na nulové hodnoty, toho mtiize byt vyuzito pfi vysouseni biologickych vzorkii.
V biologickych vzorcich je nejcastéjsi vyskyt vody, kriticky bod vody je ale nevhodny, protoze
nastava pii vysokém tlaku a teploté. NejCastéji se pro CPD pouziva oxid uhli¢ity, u n¢hoz
kriticky bod nastava pti 31 °C a 7.3773 MPa. COz vsak neni misitelny s vodou, proto se pouziva
pfechodné médium (piedchazi krok dehydratace), obvykle aceton nebo ethanol (“K850 Critical

Point Dryer | Quorum Technologies,” .).

5.4.5 Zvyseni povrchové vodivosti vzorku

Pokoveni je pfi ptipraveé biologickych vzorkli zdsadni, protoze vétSina biologickych
struktur ma izolacni vlastnosti. Pokoveni vzorku snizuje efekt nabijeni (Hermann a Muller,
1991). Pro naneseni tenké kovové vrstvy se pouzivaji t€zké kovy nebo tézké kovové slouceniny
- zlato, zlato / palladium, platina, wolfram, grafit a dalsi (Walther, 2008). Pokoveni se provadi
odpafovanim ve vysokém vakuu nebo naprasovanim pii nizkém vakuu (sputter coating).
Vodivost vzorku mutize byt také zvySena barvici metodou OTO (osmium, thiokarbohydrazid,
osmium) (Malick et al., 1975; Seligman et al., 1966). Coating taktéZz zvySuje kontrast
sledovanych struktur (Schatten, 2011).

5.5 Vychozi postup

Priprava skel: Skla byla nejprve ocisténa pomoci destilované vody a nasledné ethanolu. Na
skla byla poté naprasena 10 nm vrstva uhliku, pro zvySeni vodivosti vzorku a adhezivity na

povrch.

Enzymatické traveni: Fixovana kvétenstvi byla umisténa na Petriho misku do pfiméfeného
mnozstvi destilované vody, nasledné byl pod stereolupou odstranén piebyteCny materil
(poupata se zlutymi prasniky obsahujici pyl). Poté byla vybrana kvétenstvi umisténa do travici
komirky, dvakrat promyta v destilované vodé a dvakrat v citratovém pufru na tfepacce po dobu
5 minut. Citrat byl nahrazen smési pektolytickych enzymi, jejichz aktivita je nejvyssi pii 37
°C, proto byla komiirka ptekryta sklickem zabrafnujici odparu enzymt vlozena do inkubatoru
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nastaveném na tuto teplotu po dobu 3 h nebo déle. Po uplynuti této doby byla smés enzymt

nahrazena citratovym pufrem (Mandékova a Lysak, 2016).

Spread chromozomii a lyze cytoplazmy: Prostfednictvim Pasteurovy pipety bylo natravené
kvétenstvi preneseno na mikroskopické podlozni sklicko. Nésledn¢ bylo kvétenstvi pod
stereolupou pomoci preparacni jehly rozruSeno za vzniku suspenze. Do suspenze bylo pridano
pfedem uréené mnozstvi 60%/45% kyseliny octové. Sklicko bylo umisténo na heat plate
nastaveném na 50 °C a suspenze byla preparacni jehlou krouzivym pohybem jemné roztirana
po predem stanovenou dobu. Kyselina octova rozpousti proteiny a cytoplazmatické slozky.
P1ili§ maly objem kyseliny octové a / nebo pitili§ kratka doba piisobeni miize mit za nasledek
chromozomy a jadra obklopené cytoplazmou (Mandakova a Lysak, 2016). Poté bylo sklicko

umisténo do Petriho misky s Carnoyovou fixazi 1.

Fixace: Vzorky byly fixovany v 2,5% roztoku glutaraldehydu (15 min). Roztok glutaraldehydu
byl fedén v zavislosti na pouziti kontrastniho ¢inidla. V ptipadé pouziti uranyl acetatu byl
roztok fedén kakodylatovym pufrem, fosfatovy pufr v tomto ptipad€ neni mozné pouzit, jelikoz
v piitomnosti fosfatovych iontt je uranyl acetat precipitovan, a je tak zamezena jeho vazba na
DNA (Kuo, 2014). Pti kontrastovani platinovou modii byl roztok glutaraldehydu fedén PBS

pufrem.
Odmyvaci krok ¢. 1: Pfenos vzorkt do kakodylatového pufru/PBS (10 min).
Odmyvaci krok &. 2: Pienos vzorkt do deionizované vody (10 min).

Kontrastovani: V této praci byl ke kontrastovani pouzit 2% vodny roztok uranyl acetatu nebo

platinové modfe. Kontrastovani probihalo 30 min v tmavém prostiedi.
Odmyvaci krok ¢. 3: Pienos vzorkti do deionizované vody (30 S).
Odmyvaci krok €. 4: Pfenos vzorkl do deionizované vody (10 min).

Dehydratace: Vzorky byly dehydratovany nejprve ve smési ethanolu s acetonem v poméru 1:1
a nasledné¢ ttikrat v acetonu nebo pred prenesenim do smeési ethanolu s acetonem ptredchazela
dehydratacni fada (25, 50, 75, 100% ethanol). Vzorky byly dehydratovany po dobu 10 min

Vv kazdém z roztoku.

Vysouseni/CPD: Pro provedeni CPD bylo v této praci vyuzito ptistroje Quorum technologies

K850. Bylo postupovano podle protokolu doporu¢eném vyrobcem.
Coating: Vzorky byly pokoveny 2-3 nm platiny, zlata, ¢i zlata/paladia.
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5.6 Metody pripravy rostlinnych chromozomi

V minulosti byly rostlinné preparaty pro sledovani pod SEM zhotovovany mnoha
technikami. Z coenocytickych fazi Haemanthus katherinae (Heneen 1981,), z izolovanych
protoplasti nebo pfedem fixovanych chromozomii/jader (Chapman a Cooke, 1983; Hadlaczky
et al., 1983) nebo z hluboce zmrazenych a nasledné rozdrcenych prasnikt Solanum tuberosum
a Lilium hybrid (Whelan et al. 1974). Nevyhodou téchto metod bylo zejména pozorovani
jednotlivé oddélenych chromozomut a/nebo piekryti zbytky bunéénych obali. Pro spread
chromozomu je kriticka tékavost fixaéniho ¢inidla (3:1) a adhezivita na povrch sklicka béhem
odparovani fixativu a suSeni na vzduchu. Nicméné¢ pii suseni na vzduchu vznikd tenka
artificialni vrstva (n€kolik nanometrll), kterd kompletné piekryje ultrastrukturdlni detaily
chromozomu (Allen et al., 1988; Sumner, 1991). Tato vrstva je pravdépodobné zpisobena
esterifikaci ethanolu a kyseliny octové. Navic suSeni na vzduchu casto vede ke zplostovani
chromozomt, diky kapilarnim silam, coz brani studiu 3D struktur (Wanner a Schroeder-Reiter,
2008).

5.6.1 Squash technika

Squash technikou se rozumi, kdy po piisobeni pektolytickych enzyml na rostlinné
buiiky, tedy po natraveni bunééné stény, se material pfenese na sklicko, kde se vétSinou pomoci
preparacni jehly rozsuspenduje. Timto zptisobem je vytvotrena suspenze protoplastli pfimo na
skli¢ku, se kterym se bude dale pokracovat v piipravé preparatu. G. Wanner et al. v letech 1990,
1991 po pouziti této techniky sledovali rostlinné chromozomy s vysokym rozliSenim. Nicméné

pozorovani kompletnich sestav chromozom bylo opét relativné vzacné.

5.6.2 Drop technika

Zavedeni nakapavaci techniky P. F. Ambrosem et al. vroce 1986 bylo velkym
pokrokem pro izolaci chromozomi. Rostlinny material je rozruSovan jiz béhem traveni ve
smesi pektolytickych enzymii. Nésledné€ je pro odstranéni necistot/zbytkli bunécnych stén
suspenze filtrovana, centrifugovana a opét resuspendovana. Takto pfipravend suspenze je
nasledné nakapavana na sklicka (Dillé et al., 1990; Falconi et al., 2006; Kéttstrom a Nilsson,
1992).
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5.6.3 Dropl/cryo technika

Prilomem pro SEM chromozomi byla modifikace nakapavaci techniky — ptidani kroku
zmrazeni a vynechani veSkerého suSeni na vzduchu. Jedna se o drop techniku upravenou podle
Martin et al. 1994. Pro tuto techniku zlstava zasadni fixace ethanolem/kyselinou octovou. Tato
technika byla pouzitelnd pro vSechny dosud studované rostliny, zalezi ale na kvalité spreadu
chromozomu, mnozstvi zbytkti nukleoplazmy, druhu rostliny a kondenzaci chromatinu
(Luckner a Wanner, 2018; Schroeder-Reiter et al., 2009; Wanner et al., 2015; Wanner a
Schroeder-Reiter, 2008; Zoller et al., 2004b). Zda se, ze vyznamnym faktorem pro spread
chromozom je jejich velikost. Chromozomy v rozmezi 5-10 nm disperguji velmi dobte. Velmi
malé nebo velké (Arabidopsis 1-3 nm nebo Trillium 20 nm) maji tendenci se shlukovat nebo
ptekryvat. VSechny parametry pro tuto techniku proto musi byt optimalizovany pro rizné
druhy. Tuto techniku lze také pouzit na zivoc€isné chromozomy, ty ale az na nékolik vyjimek
vykazuji vyznamné vétsi mnozstvi nukleoplazmy nez rostliny (Wanner a Schroeder-Reiter,
2008). Tato metoda obchazi nevyhody squash a drop techniky jako je vrstva ptekryvajici
chromozomy nebo zplostovani struktur vlivem vyschnuti na vzduchu. Naopak nevyhodou je

pouziti velkého mnozstvi vstupniho materialu.
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6 Vysledky

Cilem této prace bylo zoptimalizovat metodu pro pfipravu rostlinnych meiotickych
chromozomu pro ucely zobrazovani s vysokym rozliSenim pod skenovacim elektronovym
mikroskopem. Kvalita preparati a lokalizace chromozomii byla nejprve vyhodnocovana pod
svételnym mikroskopem, tedy s nizkym rozlisenim. Nasledné byly preparaty hodnoceny pod
SEM. Vysoké rozlisSeni tedy odpovidalo pozorovani jednotlivych vldken chromozomii,

respektive chromatid a jejich povrchovych struktur.

6.1 Meioticky atlas

Pti ptipravé meiotického atlasu jsem postupoval podle kapitoly 5.5 (,,fixace™ a dalsi kroky
byly vynechany). Poté jsem preparaty nafotil pod fazovym kontrastem (Obr 6.1.1). Nasledné

jsem na sklicka nakapnul pfimétené mnozstvi DAPI, ptikryl krycim sklickem a nafotil pod

fluorescen¢nim mikroskopem (Obr. 6.1.2).

Obr. 6.1.1. Faze meidzy pod fazovym kontrastem. A — H profaze I, A — leptotene, B — zygotene, C — pachytene,
D — diplotene, E — diakineze, F — metafaze I, G — anafaze 1, H — telofaze I, I — profaze II, J — metafaze II, K —
anafaze II, L — telofaze II, M — ¢tyti haploidni jadra (méfitko: 10 pm)
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Obr. 6.1.2. Faze meidzy pod fluorescenénim mikroskopem. A — H profaze I, A — leptotene, B — zygotene, C —
pachytene, D — diplotene, E — diakineze, F — metafaze 1, G — anafaze I, H — telofaze 1, I — profaze II, J — metafize
I, K — anafaze II, L — telofaze II, M — ¢tyti haploidni jadra (méfitko: 10 pm)

6.2 Priprava vzorka a optimalizace postupu

V roce 1994 R. Martin et al. ptisli s protokolem poskytujici relevantni vysledky. Tato
metoda je dodnes uspésné vyuzivana v mnoha studiich. Tato prace vychazi z metody popsané
v T. Mandakova a M. Lysak (2016). Metoda T. Mandakové a M. Lyséka je uréena predevsim
pro pfipravu rostlinnych chromozomil a néslednou analyzu pod svételnym a fluorescencnim
mikroskopem. Slo by tedy o rozsifeni této metody na pouZiti pro SEM s ohledem na vyuziti

niz$iho mnozstvi vstupniho materialu oproti R. Martin et al. (1994).

Pro lepsi orientaci na skli¢ku byly preparaty pfipravovany na laserem znacena skla se
soufadnicemi. Pfiprava probihala v digestofi pii pokojové teploté. Béhem piipravy bylo
dilezité, aby mezi jednotlivymi kroky nedoSlo k vyschnuti vzorku. Hotové preparaty byly
uchovany v exikatoru se silikagelem pfi tlaku 6 - 1072 Pa. Diivodem byla snaha vyhnout se

absorpci atmosférické vlhkosti vzorkem (Kuo, 2014).

Snimky byly potizovany ve FIB/SEM mikroskopu FEI Versa 3D. Preparaty byly pomoci
vodivé lepici pasky pfipevnény na stolek mikroskopu, nésledné byla pofizena navigacni

fotografie pro lepsi orientaci na vzorku (Obr. 6.2.1). Po uzavieni komory mikroskopu byla
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vy&erpana na tlak 3-107* Pa. Snimky byly pofizovany pii napéti 2 kV a byly detekovany
sekundarni elektrony (SE).

Obr. 6.2.1 Skli¢ka piipevnéna na stolek SEM mikroskopu pomoci vodivé pasky

6.2.1 Postup podle R. Martin et al.

Natravena kvétenstvi byla pfenesena na sklicka, kde byla pomoci preparacni jehly
rozsuspendovana. Nasledné byla na sklicka nakapnuta Carnoyova fixaz (40 pl), nejprve nékolik
kapek kolem suspenze a posledni do kapky suspenze. Tésné pted odparem fixaze byla na
skli¢ka nakapnuta 45%/60% kyselina octova (40 pl) a vzorek byl prekryt krycim sklickem.
Ptipadné prebytky kyseliny octové byly odsaty papirovym ubrouskem. Po uplynuti pfedem
stanovené doby byly takto pfipravené preparaty ponoteny do tekutého dusiku. Kryci sklicko
bylo poté odstranéno a vzorek byl ihned pfenesen do 2,5% roztoku glutaraldehydu. Dale bylo

postupovano od ,,odmyvaciho kroku ¢.1° uvedeno v kapitole 5.5.

Rozdilem oproti R. Martin et al. 1994 bylo pouziti squash techniky. Suspenze bunék
byla tedy vytvoiena az na podloznim skle. Suspenze také nebyla predem fixovdna v Carnoyoveé

fixazi.
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Obr 6.2.1.1 Buiiky s Gaste¢né odstranénymi bun&&nymi obaly. Struktury jsou deformovany. Sipky oznaduji
bunéény debris/zbytky bungk, které se pti tomto postupu vyskytovaly ve velkém mnozstvi. Doba ptisobeni 45%
kyseliny octové: 30 s. (méfitko: 30 pm)

Obr 6.2.1.2 Sipky oznacuji fixované buiiky s ¢4ste¢né odstranénymi bunéénymi obaly. Po celém povrchu
preparatu se vyskytovalo velké mnozstvi zbytkd bunek. Doba plsobeni 45% kyseliny octové:
30 s (mefitko: 50 um)
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Obr. 6.2.1.3 Buiiky s ¢aste¢né odstranénymi bunéénymi obaly. Struktury jsou také deformované. Doba piisobeni
45% kyseliny octové: 2 min. (métitko 20 pm)

Obr. 6.2.1.4. Struktura piekryta vrstvou. Doba ptisobeni 45% kyseliny octové: 5 min (méftitko 10 pm)
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Obr. 6.2.1.5 Sipky oznacuji buiiky pirekryté vrstvou. Na povrchu preparétu je fixovano velké mnozstvi zbytki
bunék. Doba ptsobeni 60% kyseliny octové: 30 s. (méfitko: 40 pm)

Obr. 6.2.1.6 Sipky oznaluji deformované buiiky/zbytky bunék. Doba plisobeni 60% kyseliny octové: 2 min.
(méftitko: 40 um)

41



6.2.2 Zakladni postup

Zde bylo postupovano podle kapitoly 5.5.

Obr. 6.2.2.1 Vrstva ptekryvajici pozorované struktury. Naru$eni jasné poukazuje na mnohovrstevnost. Doba
pusobeni 60% kyseliny octové: 60 s. (mefitko 20 um)

Obr. 6.2.2.2 Buiika piekryta vrstvou. Doba ptisobeni 60% kyseliny octové: 30 s. (mé&fitko 20 pm)
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Obr. 6.2.2.3 Buiika s pravdépodobné ¢asteéné odmytou cytoplazmou. Struktura je zplo$téna vyschnutim na
vzduchu nebo piekrytim vrstvou pii kroku lyze a spread cytoplazmy. Doba plisobeni 60% kyseliny octové: 30 s.
(méfitko 20 um)

Obr. 6.2.2.4 Buiika s z&asti odmytou cytoplazmou, z ¢asti cytoplazma odmyta nebyla anebo doslo k ¢aste¢nému
prischnuti ¢i ptekryti vrstvou. Doba ptisobeni 60% kyseliny octové: 60 s. (méfitko 10 pm)
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Obr. 6.2.2.5 Sipka oznaduje buiiku, u které nedoslo k odmyti cytoplazmy. Doba ptisobeni 60% kyseliny octové:
30 s. (méfitko 20 pm)

Obr. 6.2.2.6 Buiika s ¢aste¢né odmytou cytoplazmou. Doba piisobeni 60% kyseliny octové: 30 s. (méfitko 10 um)
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Obr. 6.2.2.7 Buiika s ¢asteéné odmytou cytoplazmou a nasledné zplosténi struktury (u tohoto preparatu nebylo
vyuzito CPD). Doba ptisobeni 60% kyseliny octové: 30 s. (méfitko 10 pm)

Obr. 6.2.2.8 Buiiky s tém&f odmytou cytoplazmou. Doba piisobeni 60% kyseliny octové: 30 s. Sipky poukazuji

w7

na sitovitou strukturu zbytkt cytoplazmy. (métitko 20 pm)

45



Obr. 6.2.2.9 Buiiky s odmytou cytoplazmou. Sipky ozna¢uji jadra bunék. Doba puisobeni 60% kyseliny octové:
30 s. (méftitko 20 um)

Obr. 6.2.2.10 Mitotické chromozomy, profaze. Doba ptisobeni 60% kyseliny octové: 30 s. (méfitko 5 um)
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Obr. 6.2.2.11 Anafize. Zde doslo k odmyti cytoplazmy a naslednému piekryti vrstvou. Doba pisobeni 60%
kyseliny octové: 30 s. (mé&fitko 10 um)

Obr. 6.2.2.12 Profaze I, pachytene. Zde doslo k odmyti cytoplazmy, naslednému piekryti vrstvou a poté k fixaci
zbytkt bunék prekryvajici pozorovanou strukturu. Doba ptisobeni 60% kyseliny octové: 30 s. (méfitko 5 pm)
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Obr. 6.2.2.13 Anafize. Zde doslo k odmyti cytoplazmy a naslednému piekryti vrstvou. Sipky oznaduji
chromozomy v opa¢nych poélech butiky. Doba ptisobeni 60% kyseliny octové: 30 s. (méfitko 5 pm)

Obr. 6.2.2.14 Profaze 1, zygotene/pachytene. Zde doslo k odmyti cytoplazmy, naslednému piekryti vrstvou. Doba
pusobeni 45% kyseliny octové: 60 s (méfitko 5 um)
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Obr. 6.2.2.15 Profaze I, zygotene/pachytene. Zde doslo k odmyti cytoplazmy a naslednému piekryti vrstvou. Doba
pusobeni 45% kyseliny octové: 60 s (méfitko 5 pm)

Obr. 6.2.2.16 Profaze 1, leptotene/zygotene. Zde doslo k odmyti cytoplazmy a naslednému piekryti vrstvou. Doba
pusobeni 45% kyseliny octové: 60 s (métitko 5 um)
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Obr. 6.2.2.17a Profaze 1, diplotene. Doslo k odmyti cytoplazmy, struktura je spiSe zplo$téna vlivem vyschnuti na
vzduchu béhem piipravy. Sipky oznaluji viditelné chromozomy. Doba piisobeni 60% kyseliny octové: 60 s
(méfitko 10 pm)

Obr. 6.2.2.17b Profaze 1, diplotene. (métitko 5 pm)
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Obr. 6.2.2.18a Interfazni jadro premeiotické buiiky. Doba plsobeni 60% kyseliny octové: 30 s. (méfitko 10 pm)

Obr. 6.2.2.18b Interfazni jadro/rana profaze premeiotické buiiky. Je viditelna globularni struktura chromatinu.

v

(méfitko 3 pm)
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6.2.3 Prekryti krycim sklem

Bylo postupovéano podle kapitoly 5.5. S upravou kroku spread chromozomii a lyze
cytoplazmy: suspenze nebyla prepara¢ni jehlou krouzivym pohybem jemn¢ roztirdna. Na misto
tohoto kroku bylo na suspenzi bunék nakapnuto 40l 60% kyseliny octové, preparat byl prekryt
krycim sklickem a umistén na ploténku pii 50 °C nebo byly takto piipravené preparaty
ponechény pfi pokojové teploté po pfedem stanovenou dobu. Poté bylo sklicko umisténo do

Petriho misky s Carnoyovou fixazi I, kde bylo kryci sklicko odstranéno. Déle bylo postupovano

od ,,fixace* uvedeno v kapitole 5.5.

Obr. 6.2.3.1 Deformované buiiky. Plazmaticka membrana/cytoplazma je ,.srolovana“. Doba plsobeni 60%
kyseliny octové: 5 min pii pokojové teploté. (méfitko 40 pm)

52



Obr. 6.2.3.2 Sipky oznacuji ,,srolované* bun&éné obaly/obsah bungk. Doba piisobeni 60% kyseliny octové: 5 min
pri 50 °C. (méfitko 30 um)

Obr. 6.2.3.3 ,,Srolované* zbytky obsahu bunék. Doba ptisobeni 60% kyseliny octové: 10 min pti pokojové teploté.
(méfitko 20 um)
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Obr. 6.2.3.4 , Srolované* zbytky cytoplazmy. Sipky oznaduji jadra bungk. Doba plisobeni 60% kyseliny octové:
10 min pfi 50 °C. (méfitko 20 pm)

Obr. 6.2.3.5 Mitdza, profaze. Doba plsobeni 60% kyseliny octové: 10 min pii 50 °C. (mé&fitko 4 um)
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Obr. 6.2.3.6 Anafaze. Doba piisobeni 60% kyseliny octové: 10 min pii 50 °C. (métitko 3 pm)
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6.2.4 ProdlouZeni pisobeni kyseliny octové

Bylo postupovano podle kapitoly 5.5. S pravou kroku spread chromozomu a lyze
cytoplazmy: suspenze byla preparacni jehlou krouzivym pohybem jemné roztirana ve
dvojnasobném mnozstvi kyseliny octové, resp. po delsi dobu pii 50 °C. Poté bylo sklicko

umisténo do Petriho misky s Carnoyovou fixazi I. Dale bylo postupovano od ,,fixace* uvedeno

v kapitole 5.5.

Obr. 6.2.4.1 Rozdiln¢ viditelné buniky: 1,2 — pod vrstvou, 3 — fixace na povrchu preparatu. Doba ptisobeni 60%

My

kyseliny octové: 2 min. (méfitko 30 pm)
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Obr. 6.2.4.2 Fixované buiiky pod vrstvou. Doba plisobeni 60% kyseliny octové: 2 min. (méfitko 40 um)

Obr. 6.2.4.3 Rozdilné fixované buiiky. Je viditelné, Ze jsou buiiky fixovany pies sebe v nékolika vrstvach. Doba
pusobeni 60% kyseliny octové: 2 min. (méfitko 50 pm)
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Obr. 6.2.4.4 Interfazni jadro. Doba ptsobeni 60% kyseliny octové: 2 min. (m

M7

Cr1

tko 10 pm)
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6.2.5 Inkubace s kyselinou octovou

Spread chromozomii a lyze cytoplazmy: Kapka suspenze buné¢k s kyselinou octovou (60
ul) byla ponechana inkubovat po danou dobu. Nebo byla po této inkubaci aktivita kyseliny
octové podpofena rychlym roztérem preparacni jehlou 10 s pii 50 °C. Nebo byla suspenze
preparac¢ni jehlou krouzivym pohybem jemné roztirdna za pokojové teploty po predem

stanovenou dobu vzdy po 1 min puasobeni kyseliny octové. Poté bylo sklicko umisténo do

Petriho misky s Carnoyovou fixazi 1. Dale bylo postupovano od ,,fixace* uvedeno v kapitole
5.5.

Obr. 6.2.5.1 Profaze I, pachytene. Zde doslo k odmyti cytoplazmy a naslednému piekryti vrstvou. Doba pusobeni
60% kyseliny octové: 5 min a nasledny roztér preparacni jehlou pti 50 °C (métitko 5 pm)
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Obr. 6.2.5.2 Profaze 1, zygotene/pachytene. Zde doslo k odmyti cytoplazmy a naslednému piekryti vrstvou. Doba
pusobeni 60% kyseliny octové: 5 min a nasledny roztér preparaéni jehlou pii 50 °C (méftitko 5 pm)

Obr. 6.2.5.3a Profaze 1, leptotene/zygotene. Zde doslo k odmyti cytoplazmy a naslednému piekryti vrstvou. Doba
pusobeni 60% kyseliny octové: 5 min a nasledny roztér preparacni jehlou pii 50 °C (méftitko 5 um)
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Obr. 6.2.5.4a Profaze I, pachytene. Jasné viditelné chromozomy. Doba pusobeni 60% kyseliny octové: 5 min a
nasledny roztér preparacni jehlou pfi 50 °C. (méfitko 5 pm)
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Obr. 6.2.5.4b Profaze I, pachytene. Sipky oznacuji p

Obr. 6.2.5.4¢ Profaze I, pachytene. (métitko 1 pm)

spojeni chromozomu. (méfitko 3 um)
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Obr. 6.2.5.4d Proféze I, pachytene. Sipka oznaduje p¥iéna spojeni chromozomii. (méfitko 1 wm)

Obr. 6.2.5.5 Profaze II. Cytoplazma byla fadné odmyta a nasledné byla struktura piekryta vrstvou. Doba plisobeni
60% kyseliny octové: 4 min. (méfitko 10 pm)
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Obr. 6.2.5.6a Metafaze I. Jadro ptekryto zbytky cytoplazmy. Doba ptisobeni 60% kyseliny octové: 4 min. (métitko
20 um)

Obr. 6.2.5.6b Metafaze I. (méfitko 5 um)
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Obr. 6.2.5.7 Anafaze. Chromozomy zplosténé a piekryté zbytky cytoplazmy. Mezi chromozomy ¢ opacénych
pélech bunky je viditelné délici vieténko. Doba pisobeni 60% kyseliny octové: 4 min. (méfitko 5 pm)

Obr. 6.2.5.8 Profaze I, leptotene/zygotene. Cty¥i meioticka jadra piekryta zbytky cytoplazmy. Doba ptisobeni 60%
kyseliny octové: 4 min. (méfitko 20 pm)
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Obr. 6.2.5.9 Profaze I, leptotene/zygotene. Chromozomy ¢asteéné zplosténé a piekryté zbytky cytoplazmy. Doba
pusobeni 60% kyseliny octové: 5 min. (méfitko 5 pm)

Obr. 6.2.5.10 Profaze I, pachytene. Chromozomy ¢&asteéné zplo§téné a piekryté zbytky cytoplazmy. Doba
pusobeni 60% kyseliny octové: 5 min. (méfitko 10 pm)
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Obr. 6.2.5.11 Cytokineze/diady. V jadrech jsou viditelna jadérka. Doba pasobeni 60% kyseliny octové: 5 min.
(méfitko 5 pm)

Obr. 6.2.5.12 Rozhrani kapky, kde bylo fixovano nejvice bunék. Jejich struktura byla plocha a ptekryta vrstvou.
Doba puisobeni 60% kyseliny octové: 7 min. (méfitko 100 um)
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Obr. 6.2.5.13 Srovnani SEM (vlevo) a fazového kontrastu. A — obr. 6.2.5.1, B — obr. 6.2.5.3, C — obr. 6.2.5.4, D
—obr. 6.2.5.5 (méefitko A 5 um, B 20 um, C, D 10 pm)
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Obr. 6.2.5.14 Srovnani SEM (vlevo) a fazového kontrastu. Meioticka jadra (profaze I) nejsou diky piekryti
struktur pod SEM viditelna (méfitko A, C 50 pm, B 20 um)
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6.2.6 Fixace pred lyzi cytoplazmy

Spread chromozomi a lyze cytoplazmy: Natrdvena kvétenstvi byla pfenesena na
sklicka, kde byla pomoci preparacni jehly rozsuspendovana. Nasledné byla na sklicka
nakdpnuta Carnoyova fixdz (20-50 pl), nejprve n€kolik kapek kolem suspenze a posledni do
kapky suspenze. Tésné pied odparem fixaze byla na sklicka nakapnuta 45%/60% kyselina
octova, tak aby byla vétSina sklicka kapkou ptekryta. Nasledoval roztér kapky jako v kapitole
,,zakladni postup® nebo byla kapka kyseliny octové ponechana na buiiky ptisobit jako v kapitole
»inkubace s kyselinou octovou®“. Poté byl vzorek ihned pienesen do 2,5% roztoku

glutaraldehydu. Dale bylo postupovano od ,,odmyvaciho kroku ¢.1* uvedeno v kapitole 5.5.

Obr. 6.2.6.1 Buiika fixovana pod vrstvou. Doba piisobeni 60% kyseliny octové: 2 min (métitko 20 um)
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Obr. 6.2.6.2 Profaze 1. Chromozomy jsou pod vrstvou a silng zplos§téné. Doba puisobeni 60% kyseliny octové: 5

min. (méfitko 10 pwm)

Obr. 6.2.6.3 Cytokineze 11, ¢tyfi haploidni jadra piekryty cytoplazmou. Doba plsobeni 60% kyseliny octové: 5
min (méfitko 10 pm)
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Obr. 6.2.6.4 Buiika bez odmyté cytoplazmy. Doba ptisobeni 60% kyseliny octové: 5 min (méfitko 20 pm)

Obr. 6.2.6.5a Diady, v jadrech jsou viditelna jadérka. Doba pusobeni 60% kyseliny octové: 2 min. (méfitko 10
pm)
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Obr. 6.2.6.5b Diady, v jadrech jsou viditelna jadérka. (méfitko 5 pm)

Obr. 6.2.6.6a Diady, v jadrech jsou viditelna jadérka. Doba pusobeni 60% kyseliny octové: 2 min. (méfitko 30
pm)
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Obr. 6.2.6.6b Jadérko. Doba pisobeni 60% kyseliny octové: 2 min. (méfitko 2 pm)

Obr. 6.2.6.7 Anafaze. Mezi chromozomy v opaénych polech je jasné viditelné délici vieténko. Doba plisobeni
60% kyseliny octové: 2 min. (méfitko 5 um)
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Obr. 6.2.6.8a Interfazni jadro s po¢atkem kondenzace chromatinu. Doba puisobeni 60% kyseliny octové: 2 min.

(méfitko 20 um)

~v

6.2.6.8b Kondenzace chromatinu. (métitko 5 pm)
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6.2.6.8c Jsou viditelna pfi¢na spojeni mezi chromozomy. (m

\

e

tko 2 pm)
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Obr. 6.2.6.9 Srovnani SEM (vlevo) a fazového kontrastu. A — obr. 6.2.6.3, B — obr. 6.2.6.5, C — obr. 6.2.6.8
(méfitko A, 10 um, B 30 pm, C 20 um)
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7 Diskuze

Béhem optimalizace se ukazalo, Ze nejproblematictéjSimi kroky jsou ty, béhem kterych
dochazi k prekryti pozorovanych struktur vrstvou. Pouze ne€kolika nanometrova vrstva mize
znemoznit pozorovani struktur pod SEM. Pro vznikani vrstev jsou nejkriti¢téjsi kroky, béhem
kterych dochazi k nechténému vyschnuti, respektive chténému (béhem fixace) v kroku spread
a lyze cytoplazmy. Pii vysychani vzorkti na vzduchu také dochazi ke zplosténi sledovanych
struktur (Sugiyama et al., 2004; Wanner a Schroeder-Reiter, 2008). Proto jsem v popisu
jednotlivych obrazki v kapitole vysledky zdtraznoval detaily tykajici se tohoto kroku. Zjistil
jsem, ze takto mohou vznikat dva az tfi typy vrstev. Prvni a druhy typ vznika pfi odparu
fixaniho cinidla, kyseliny octové nebo Carnoyovy fixdze. Ttetim typem jsou nedokonale
odstranéné bunécné obaly (Allen et al., 1988; Sumner, 1991). U vSech zvolenych postupt
dochazelo ke vzniku alespon jednoho typu z téchto vrstev. Pfi sledovani pod SEM bylo ¢asto
obtizné urcit, o ktery typ vrstvy se jednd. I kdyZ se béhem lyze cytoplazmy lisil ¢as plisobeni
kyseliny octové, zda se, ze pro nckteré buiky byla dostate¢na doba 30 s, u nekterych bunék
nedoslo klyzi cytoplazmy ani po 5 min. Del§i plisobeni na strukturu chromozomi

pravdépodobné nemélo vliv, nicméné¢ se tak zvySovala pravdépodobnost vzniku vrstvy/vrstev.

Z pocatku prace na diplomové praci se mi nedafilo pfipravit preparaty s fixovanymi
meiotickymi bunikami, nebyly pozorovany ani pod fazovym kontrastem. Problémem bylo
kratké pusobeni pektolytickych enzymu pii traveni bunéénych stén (3 h). Suspenze z takto
ptipravenych kvétenstvi sice vznikala, ale pravdépodobné pouze ze zbytkl kvétnich oball. Pro
traveni bunécénych stén prasnikil, tak aby z nich vznikala suspenze, bylo potieba tento krok
prodlouzit (3,5-5 h). Pti delSim traveni (7-8 h) dochazelo ke ztratam materialu. Dlouhé pisobeni

pektolytickych enzymt pravdépodobné narusuje integritu chromozomd.

7.1 Postup podle R. Martin et al.

Nejprve jsem se pokusil zopakovat ovéfeny postup podle R. Martin et al. (1994). Tento
postup neposkytuje piesné informace pro jeho reprodukci u dualezitych krokl jako je lyze
cytoplazmy, resp. délka pisobeni kyseliny octové na vzorek. Nicméné pro zjednodusSeni jsem
béhem tohoto postupu nepouzil drop techniku, ale squash techniku, suspenze tak nebyla ptedem
fixovana v Carnoyové fixazi. I ptes rozdilnou dobu plisobeni kyseliny octové nedochazelo

k Gplnému odstranéni bunécnych obald a struktury se zdaly byt deformované (Obr. 6.2.1.1—
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6.2.1.3). K deformacim dochazelo pii odstranéni kryciho skli¢ka. Na preparatech se také
fixovalo mnohem vétsi mnozstvi zbytkli bunék/debris, nez béhem jinych postupti (Obr. 6.2.1.2,
6.2.1.5, 6.2.1.6). Toto mohlo byt zplsobeno tim, Ze se fixaci za mrazu dusikem fixuje vétsi
mnozstvi materialu. Dochazelo také ke tvorbé vrstvy piekryvajici buiky (Obr. 6.2.1.4 a
6.2.1.5). Ta se ale nachazela spiSe v okrajovych oblastech plochy, ktera byla prekryta krycim
sklickem. Vrstva tedy pravdépodobné vznikla vyschnutim fixa¢niho €inidla, ¢i kyseliny octové

jesté pred ponofenim preparatu do tekutého dusiku.

7.2 Zakladni postup

Béhem tohoto postupu byly struktury Casto piekryty vrstvou. Ta vznikd pfi roztéru
suspenze krouzivym pohybem preparacni jehlou pii 50 °C. Kazdym pohybem/krouzkem tak
potencialn¢ mize vznikat nova vrstva (Obr. 6.2.2.1). Viditelnost struktur nachazejicich se pod
vrstvou tak zavisi na jeji tloust'ce, resp. poctu vrstev (Obr. 7.1). Na obrazku 6.2.2.2 je viditelny
pouze obrys buiiky, nachézi se tedy pod vice vrstvami nez buiika na obrazku 6.2.2.3. Je také
mozné pozorovat struktury, které jsou z ¢asti trojrozmérné a z ¢asti zplosténé, tedy pod vrstvou
fixatniho ¢inidla ¢i nedokonale odstranéné cytoplazmy (Obr. 6.2.2.4). Na preparatech byly
pozorovany buiiky s riznym stupném odmyti cytoplazmy (Obr. 6.2.2.5-6.2.2.9). Na obrazku
6.2.2.10 je viditelné mitotické jadro s fadn€ odmytou cytoplazmou. U nékterych figur je zfejmé,
ze doslo nejprve k fadnému odmyti cytoplazmy a naslednému piekryti vrstvou, coz vedlo ke
zplosténi a zhorSené viditelnosti struktury chromozomu (Obr. 6.2.2.11 a 6.2.2.12). U jinych je
obtizné urcitelné, zda se jedna o zbytky bunéénych oballl, ¢i o piekryti artificialni vrstvou (Obr.
6.2.2.13-6.2.2.16). Na obrazku 6.2.2.17 je potom viditelné meiotické jadro (diplotene), kde jsou
bunécné obaly odstranény, nicméné struktura je spiSe zplos§téna, pravdépodobné kratkym
ptischnutim na vzduchu. Nejlepsim vysledkem tohoto postupu je interfazni jadro s kompletné
odstranénymi bunéénymi obaly. Je viditelna struktura chromatinu. Chromatinové vlakna mayji
nepravidelnou tloustku s globularnimi strukturami, kde doslo k vy$simu stupni kondenzace

chromatinu (Obr. 6.2.2.18) (lwano et al., 1997).
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7.3 Prekryti krycim sklem

Prekrytim krycim sklem mélo predchéazet tvorbé vrstvy prisychanim kyseliny octové,
nicmén¢ muze dochazet ke ztratdm materidlu, dochézi totiz k fixaci bun¢k i1 na kryci sklo.
Odstranéni kryciho skla také vedlo k deformaci pozorovanych struktur, podtlak vznikajici pii
odstranéni kryciho sklicka vede k vytazeni bunék a ,,srolovani® jejich obalt (Obr. 6.2.3.1-
6.2.3.4). Kyselina octova totiz zmékcuje, k vytvrzeni fixovanych struktur dochazi az pii fixaci
Carnoyovou fixazi. Ta ale pfed odstranénim kryciho skla ke vzorku proniknout nemohla,
jelikoz ptischla kyselina octova vytvaii na okrajich kryciho sklicka bariéru. Bunky, které nebyly
zdeformované mély fadn€ odmyté bunécné obaly. Chromozomy tak byly dobie viditelné (Obr.

6.2.3.52a6.2.3.6).

7.4  ProdlouZeni ptisobeni kyseliny octové

V ptedchozich postupech se ¢asto fixovaly buniky, které mely bunééné obaly odstranéné
jen z ¢asti anebo vibec (Obr. 6.2.2.5—6.2.2.8.). Tento problém jsem se pokusil odstranit del$im
pusobenim kyseliny octové na suspenzi bunék. Tato skute¢nost ale vedla pouze ke vznikani
vétsiho poctu vrstev (Obr. 6.2.4.1 — 6.2.4.3.). Celkova kvalita preparatu byla $patna a nalezeni

bunék nenachazejicich se pod vrstvou bylo vzacné (Obr. 6.2.4.4).

7.5 Inkubace s kyselinou octovou

Pii podpofeni aktivity k. octové (50 °C) se zvySuje pravdépodobnost piekryti
chromozomu vrstvou. Takto nevznikala vrstva po celém povrchu preparatu. VéEtsina bunék se
takto fixovala na okraji kapky (Obr. 6.2.5.12). Nejlepsi vysledek poskytly preparaty, které byly
nejprve inkubovany s kyselinou octovou a nasledoval rychly roztér pti 50 °C. Fotky potizené
Z jednoho preparatu (Obr. 6.2.5.1 — 6.2.5.4) vykazuji rizny stupenn odmyti cytoplazmy, prekryti
a zplosténi, nicmén¢ vétSina bunék nebyla fixovana na okraji kapky kyseliny octové. K fixaci
téchto bunék doslo pravdépodobné az pii rychlém roztéru pii 50 °C, to zaroven zpiisobilo
rozdilny stupen viditelnosti/prekryti sledovanych struktur. Na obrazku 6.2.5.5 je castecné
viditelna profaze II, zde doslo nejprve k odmyti cytoplazmy a néslednému piekryti vrstvou a

zplo§téni. Narozdil od obrazkd 6.2.5.6 — 6.2.5.10, kde nedoSlo k Uplnému odstranéni
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cytoplazmy. Na obrazku 6.2.5.11 jsou viditelné diady s fadné odstranénymi bunéénymi obaly,
doslo ale ke zplosténi struktur vlivem vyschnuti na vzduchu béhem fixace, v jadrech jsou také
viditelnd jadérka. Srovnani snimku potizenych na fazovém kontrastu a SEM poukazuji na to,
ze Casto pozorovatelnd meiotickd jadra pod fazovym kontrastem nejsou viibec viditelnd pod
SEM (Obr.6.2.5.14). Duvodem je opét piekryti vrstvou. J.F. Zoller et al., (2004b) pozorovali

ve fazi zygotene/pachytene pii¢na spojeni homolognich chromozomt jako na obrazku 6.2.5.4 .

7.6 Fixace pred lyzi cytoplazmy

Zde byla snaha buiiky nejprve zafixovat a az poté odstranit cytoplazmu. Timto jsem
castecné vyfiesil problém s fixaci bun¢k pouze na okraji kapky. Carnoyovu fixaz pii fixaci
bunék jsem nechal ¢astecné odpafit, kyselinu octovou jsem na preparat nanesl jest¢ pied
prisychanim fixdze, nicmén¢ béhem tohoto postupu vznikala vrstva rozdilna od piredeslych
postupt (Obr. 7.2). Tato vrstva vznikala pravdépodobné esterifikaci kyseliny octové (Obr.
6.2.6.1 a 6.2.6.2) (Wanner a Schroeder-Reiter, 2008). Jako u ptedchozich postupt také u
nékterych bunék nebyla odmyta cytoplazma (Obr. 6.2.6.3 a 6.2.6.4). Vétsinou ale byly bunky
fixovany na povrchu preparatu (Obr. 6.2.6.5 — 6.2.6.8). V jadrech diad na obrazcich 6.2.6.5 a
6.2.6.6 jsou jasn¢ viditelna jadérka. Na obrazku 6.2.6.8 je viditelné interfazni jadro s pocatkem
kondenzace chromatinu, opét jsou viditelna pfi¢na spojeni chromozomii (Zoller et al., 2004b).
V anafaznim jadie na obrazku 6.2.6.7 je podobn¢ jako na obrazku 6.2.5.7 viditelné délici

vieténko. Kyselina octova na struktury déliciho vieténka neptisobi nebo plisobi méng.

Béhem mé prace jsem si Casto kladl otazky, pro¢ u jinych praci nemaji jejich autofi
problém s Gplnym piekrytim chromozomii vrstvami (Wanner et al., 2015; Zoller et al., 20043,
2004b). Rozdilem je Casto prace s rostlinami, které maji mnohem vétsi genom/chromozomy
nez Arabidopis thaliana. Vétsi plocha chromozomu by tak mohla mit vyssi pravdépodobnost
adheze na povrch sklicka béhem fixace. Déle prekryti vrstvou nemusi v tak velké mife jako u

malych chromozomii zpiisobit horsi pozorovatelnost.

Dale se mi podafilo zachytit meiotické buniky zejména v profazi 1. Profaze I trva
Z celého meiotického cyklu nejdelsi dobu, proto bylo pravdépodobné, ze se buitky budou

nachézet nejCasteji v této fazi.

Vzorky pro SEM jsem pro srovnani také fotil pod fazovym kontrastem (Obr. 6.2.5.13,
6.2.5.14, 2 6.2.6.9). Dale jsem chtél preparaty nafotit pod fluorescencnim mikroskopem. To ale
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nebylo mozné, jelikoz se DAPI na chromozomy nenavazala. Neschopnost vazby DAPI miize
byt zpisobena tenkou vrstvou kovu, pies kterou DAPI ke vzorku nepronikne anebo
vyblokovéanim stejného vazebného mista pfi kontrastovani vzorkti. DAPI i platinova modi se
vazou na AT bohatd mista. Barveni chromozomli DAPI je tedy nekompatibilni s jinymi

technikami, pouzivajici kontrastovani chromozom (Sartsanga et al., 2021).

Vrstva ¢. 3

Vrstva ¢. 2

Vrstva ¢. 1

Sklicko

Obr. 7.1 Schéma zobrazujici fixaci bunék pod prischlymi vrstvami kyseliny octové

Kapka k. octové

Prisychani kyseliny
octové %
o5 ; ; &
A A A

Vrstva esterifikace

Obr. 7.2 Schéma zobrazujici vrstvu esterifikace Carnoyovy fixaze. VétSina bun€k se udrzuje na povrchu kapky
kyseliny octové, které na jejim okraji pfisychaji.

Jako dals$i postup navrhuji vyuziti niz§ich koncentraci kyseliny octové, a tim padem delsi
pusobeni na vzorek. S. Sugiyama et al., (2004) testovali efekt kyseliny octové na struktury
rostlinnych chromozomu. Vyuzili pfi tom koncentrace 45, 30, a 15 %. Nejlepsi vysledky
poskytovala koncentrace 30 % u vyssi koncentrace dochazelo k poskozeni chromozomu, u
niz$ich nedochazelo k fadnému odstranéni cytozolu. Nicméné vzorky s kyselinou octovou byly
inkubovény pfes noc, coz by znacné prodlouzilo dany postup. Dale vyuziti rostlinnych druhi,
které maji vétsi chromozomy (Hordeum vulgare, Secale cereale,...) by mohlo vést k lepsim

vysledktiim.
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8 Zavér

Nepodatilo se zoptimalizovat postup a pfipravit vzorky s konzistentnimi vysledky.
Nejkritictéjsimi kroky byly lyze cytoplazmy a fixace Carnoyovou fixazi, béhem kterych byly
struktury prekryty vrstvou. Je zajimavé, ze i pii rozdilnych postupech jsem zachytil
chromozomy alespon ¢astecné viditelné. Jindy zase dochézelo i pfi pouziti totozného postupu
k rozdilnym vysledkiim. Existuje tedy tenka hranice, kdy jsou bunky fixovany, zaroven maji
odstranéné bunécné obaly a chromozomy nejsou prekryty vrstvou. VétSina pouzitych postupti
ma tedy potencial pro zlepseni a vétsi konzistentnost vysledkl. Dalsi optimalizace by tak mohla
vést ke kyzenym vysledkiim a pozorovani chromozomu s vysokym rozliSenim i u rostlin

s malymi chromozomy jako je Arabidopsis thaliana.
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