Nazev ulohy:
VIZUALIZACE JADER

Rostlinny material:
BY-2 tabakové bunky v exponencidlni fazi ristu
Projasnéné pravé listy rostliny Arabidopsis thaliana

Princip vizualizace:

Jadro predstavuje prominentni bunéénou organelu, naptiklad v tabakovych buitkach BY-2 dobie
pozorovatelnou v mikroskopu 1 v prochazejicim svétle. Vhodnou pozorovaci metodou
v prochdzejicim svétle je Nomarského diferencialni interferencni kontrast (DIC).

Pro vizualizaci jader i samotnych chromozému v zivych buitkach lze vyuzit také fluorescencni
metody, z nichZ nékteré budou pravé v tomto praktiku demonstrovany.

A) Barviva fady SYTO (Molecular Probes). Jde o permeabilni barviva, jejichz fluorescence
se vyrazné zvysuje jejich vazbou na DNA nebo RNA. Jednotliva barviva SYTO se od sebe
lisi v nékolika charakteristikach, jako je napf. permeabilita, excitatni a emisni spektrum,
selektivita k DNA nebo RNA — viz Tabulka 1.

Postup barveni: Pouzijte barviva SYTO 12 a SYTO 64. S barvami pracujte zvlast, budete je
porovnavat. Pfidejte 1pl zasobniho roztoku barviva (SmM v DMSO) k 1ml bunééné suspenze BY-
2. Nechte probarvovat cca 5 minut.

Tvorba preparatu: Kapku nabarvenych bunék suspenze BY-2 pomoci barvy SYTO 12 pieneste na
mikroskopické sklicko a priklopte krycim sklem. Preparat nenechte vyschnout. Stejné vyrobte
preparat s buiikami nabarvenymi barvou SYTO 64. Pozorujte pod mikroskopem.

B) Barvivo Hoechst 33258: Jde o barvivo fady Hoechst. Tato konkrétni barva neni
permeabilni, tedy nepronika skrze plazmatickou membranu a barvené buiiky je tedy tieba
pied barvenim permeabilizovat. Hoechst 33258 mé excitacni spektrum v UV oblasti (cca
350 nm) a emisi v modré oblasti okolo 461 nm.

e BY-2 suspenze bunék barvend pomoci Hoechst 33258

Postup barveni: 1ul zasobniho roztoku (1mg/1ml H,O) a 1 kapku (pomoci kapatka) 10% TRITONu
X100 ptidejte k 1ml suspenze BY-2 bunék. Nechte probarvit 10 minut.

Tvorba preparatu: Kapku suspenze nabarvenych bunék BY-2 v exponencialni fazi ristu prenést na
mikroskopické sklicko a ptiklopit krycim sklem. Preparat nesmi vyschnout. Pozorujte pod
mikroskopem.

e Projasnéné listy rostliny Arabidopsis thaliana barvené pomoci Hoechst 33258

Postup barveni: list zbaveny vétSiny barviv pomoci projasiovaciho roztoku (chloralhydrate,
glycerol, voda) pfendejte z projasiiovaciho roztoku do mikrozkumavky s 1ml vody a rozstfihnéte na
dvé poloviny. Do mikrozkumavky ptidejte 1ul zasobniho roztoku (1mg/1ml H,O) barviva Hoescht
33258 a 1 kapku 10% TRITONu X100. Nechte probarvit alesponi 2h.

Tvorba preparatu: projasnény a nabarveny kus pravého listu Arabidopsis thaliana pfeneste na
mikroskopické sklicko a ptiklopte krycim sklem. Pozorujte pod mikroskopem.



Cile ulohy:

1) Pozorujte buiikky nabarvené SYTO barvami pod fluorescencnim mikroskopem (excitacni a
emisni spektra viz tabulka 1). Popiste a nakreslete rozdily ve fluorescenénim znaceni jader
tabakovych bun¢k BY-2 suspenze pomoci SYTO 12 a SYTO 64.

2) V BY-2 buiikach obarvenych barvivem Hoechst 33258 najdéte, popiste a nakreslete bunky
ve fazi interfaze, profaze, metafaze, anafaze a telofaze. Popiste rozdil mezi jadry v G1 fazi a
G2 fazi.

3) U pravych listd Arabidopsis thaliana pozorujte, popiSte a nakreslete jadra barvena pomoci
Hoechst 33258 v trichomech a v pokozkovych buiikach listu. Popiste rozdily mezi tvarem a
velikosti jader v téchto buiikach. Vysvétlete sva pozorovani.

Dye Cat # Absorption * Emission * ayt avt
(nm) (nm} DHA RNA
+DHA +RNA +DNA LRNA
sYToe | S-34es4 | 485 486 408 | 501 ' 0.58 ND
SYT0 11 57573 508 510 527 530 040 0.20
s¥T012 | s7sT4 | a9 500 52 519 | 0.0 013
s¥T013 | S7575 | Y 401 500 | 54| 0.40 0.40
s¥T014 | s7576 | 57 521 540 57| 0.08 0.12
s¥T015 | S7577 | 516 518 546 | 555 | 0.15 0.20
svT016 | s7578 | 8 404 58 | 825 | 065 0.24
SYT0 18 57529 490 403 507 527 024 0.31
s¥T020 | S7555 | 512 ND 510 o 0.16 ND
SYT0 21 57556 404 ND 517 ND 05 ND
SYT0 22 5.7557 515 ND 535 ND D ND
svT023 | S7588 | 499 ND 520 | ND ' D ND
SYT0 24 57550 490 ND 515 ND 076 ND
s¥T025 | S7560 | 521 [ ND 556 | ND ' D ND
SYTOBC | Sa4855 | . 487 500 | 504 | D ND

SYTO 64 — excitace 599nm / emise 619 nm



