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V letu 2008 je bil izdelan poskus s ¢emazem (Allium ursinum L.) v botani¢nem
laboratoriju Katedre za aplikativno botaniko ekologijo, fiziologijo rastlin in
informatiko. Glavni namen poskusa je bil izdelati zatasne mikroskopske preparate
in z njimi ugotoviti, kakSen bo potek mejoze v mladih, razvijajoc¢ih se prasnicah.
Pripravili smo 25 steklenick s po 20 cvetnimi popki, ki smo jih v razmerju 3 : 1
etanola in ocetne kisline fiksirali. Spremljali in dolo¢ali smo mejotske stadije in
potrdili mejotske faze bivalentov (profaza | - zigoten, diakineza in anafaza ),
diad (telofaza I) in tetrad (telofaza Il).
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In the year 2008 an experiment with ramsons (Allium ursinum L.) was carried out
in the Botanic laboratory, the Chair of aplied botany, ecology, physiology and
information science. The main purpose of the experiment was to perform
temporary microscopic slides for recognition of meiotic phases in anthers of
ramsons. 25 flasks were prepared, each of them contained 20 anthers. They were
fixed with the proportion 3:1 of ethanol and acetic acid. With the experiment we
followed up and idetified the meiotic stages and there were confirmed meiotic
phases of bivalents (prophase | - zygotene, diakinesis and anaphase 1), diades
(telophase 1) and tetrades (telophase I1).
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1 UuUvOoD

Cemaz (Allium ursinum L.) je trajnica, ki zraste do 25 cm visoko. Ima podolgovato, z
belo prozorno kozico ovito ¢ebulico in navadno dva prizemna lista, ki sta ploska in
sulicasta. Steblo je pokon¢no in robato. Ima bogato cvetoce kobule, z belimi zvezdastimi
cvetovi. Razmnozuje se s ¢ebulicami, ki nastajajo v zemlji in s ¢rnim semenom, ki ga
raznaSajo mravlje. Raste na vlaznih humusnih tleh, na vlaznih legah in v senénih listnatih,
predvsem bukovih pa tudi mesanih gozdovih. Raste skoraj po celi Evropi, na Kavkazu in
severni Aziji. Zaradi mocnega Cesnovega duha, zaznamo ¢emaz vefinoma Se preden ga
ugledamo. Njegov okus je podoben ¢esnovemu, vendar je bolj oster in pekoc.

Poleti in pozimi nabiramo cebulice ¢emaza, aprila in maja pa je najugodnejsi Cas za
nabiranje listov. S suSenjem izgubi rastlina, ki je bogata z etericnimi olji, svojo
ucinkovitost in zdravilne ucinkovine. Te vsebujejo vinilsulfid, vinilpolisulfid in sledi
merkaptana, soli, sluzi in sladkor (Wraber, 1990).

Cemaz so poznali Ze stari Rimljani, dajali so mu celo prednost pred ¢esnom. Sicer je
¢emaz poznan kot domace zdravilo, njegova uporaba je podobna uporabi ¢esna. Uzivamo
lahko na razlicne nacine pripravljene liste, popke in cvetove. Uporablja se ga proti
poapnenju zil, pri povisanem krvnem tlaku in jetrnih boleznih. Zdravilno u¢inkuje tudi na
zelodec in Crevesje (ASi¢, 2007).

Mejoza je nacin delitve celic, pri kateri pride do zmanj$anja Stevila kromosomov na
polovico. Zanjo je znadilno, da zaporedje mejotskih faz in dogajanja poteka vecinoma
podobno kot pri mitozi razen, da poteka mejoza v dveh korakih, dveh zaporednih
delitvah, ki ju imenujemo prva ali redukcijska in druga ali zoritvena delitev. V prvi
delitvi se Stevilo kromosomov zmanj$a na polovico, z diploidnega na haploidno, zaradi
Cesar imenujemo to delitev redukcijska delitev. Po prvi mejotski delitvi nastaneta dve
jedri oziroma celici s haploidnim §tevilom kromosomov. Druga zoritvena delitev poteka
enako kot mitoza. Delitveno vreteno, ki se oblikuje v profazi, povleCe v metafazi
kromosome v ekvatorialno ravnino celice. V zacetku anafaze Il se vsak dvokromatidni
kromosom razdeli v dva enokromatidna, Ki ju delitveno vreteno potegne na nasprotna
pola. V telofazi se kromosomi despilarizirajo, oblikujeta se jedrce in pa jedrna ovojnica,
potece tudi delitev citoplazme. Med prvo in drugo mejotsko delitvijo je kratka vmesna
interfaza, ki poteka brez faze S, zato se dedni material ne podvoji kot pri mitozi. Pri
mejozi tako nastanejo §tiri jedra, vsako s poloviénim - haploidnim §tevilom kromosomov
(Stusek in sod., 1998).
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN NAMEN DIPLOMSKE NALOGE

Namen tega diplomskega dela je bilo izdelati zaCasne mikroskopske preparate in z
opazovanjem le teh pod svetlobnim mikroskopom ugotoviti naslednje:
e kaksSen bo potek mejoze v mladih, razvijajoc¢ih se prasnicah (anterah),
e optimalni ¢as nabiranja cvetnih popkov ¢emaza,
e kaksna je dolzina cvetnih popkov, ki je primerna za opazovanje razli¢nih faz
mejoze.

Nameravali smo pripraviti preparate meckance, jih fiksirati in obarvati z barvilom
acetokarmin, ter opazovati pod svetlobnim mikroskopom redukcijsko delitev v razli¢nih
fazah.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Cvetne popke ¢emaza smo nabirali na laboratorijskem polju Biotehniske fakultete v
Ljubljani leta 2008.

e Predvidevali smo, da bodo cvetni popki v obdobju med mesecem marcem in
aprilom primerno razviti, ker takrat mejoza hitro poteka.

e Predvidevali smo tudi, da na enem mikroskopskem preparatu ne bo vseh stadijev
mejoze, zaradi tega bomo morali proucevati razlicno razvite in razlicno
dolge cvetne popke.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 OPIS IN ZNACILNOSTI CEMAZA

Cemaz je trajnica iz druzine lukovk. Je v ozkem sorodstvu s ¢esnom in ebulo. Poganjati
zaCne ze zgodaj spomladi, v marcu, pa tudi ze v februarju. Iz majhne bele cebulice
zrastejo na kratkem steblu praviloma dva do S§tirje so¢ni in mesnati zeleni, vzporedno -
zilnati in sulicasti listi, ki so dolgi od 15 - 20 cm in Siroki do 7 cm. Listi so lahno viseée
upognjeni. Cemaz cveti od aprila do junija. Stebelce s cvetom raste navpi¢no iz listne
rozete. Cvet sestoji iz svetlega kobula z 1 - 2 cm velikimi cvetovi v obliki zvezde, ki
imajo premer 12 - 20 mm. Te imajo Sest belih, ostrih, naprej usmerjenih ali topih
perigonovih listov, ki sedijo na ravnih, 1 - 2 cm dolgih cvetnih pecljih.

Ob tvorbi semen v juniju postajajo listi rahlo rumeni in z zrelostjo semena dokon¢no
odmrejo. Isto¢asno je povsem razvita Cebulica, ki je dolga 4 - 5 cm. Spolno se ¢emaz
razmnozuje s ¢rnimi semeni, S premerom 2 - 3 mm, na Katerih so majhni mesnati obeski.
Ti so razlog, da semena raznaSajo mravlje, ki tako posredno skrbijo za uspe$no
razmnozevanje ¢emaza. Stopnja oprasitve pri ¢emazu je majhna.

Cemaz ima kratko vegetacijsko dobo, ki se zatne z odganjanjem &ebulice v februarju ali
marcu, kon¢a pa se Ze ob koncu junija. Takrat dozorijo semena, listi pa porumenijo in
propadejo. V preostanku leta ¢emaza ne opazimo. Za rast ¢emaza so zelo ugodni bukovi
gozdovi, dobro uspeva na vlaznih, humoznih in apnencastih tleh ter predvsem v senénih
legah. Tla morajo imeti nevtralno ali bazi¢no reakcijo, ne uspeva na zelo kislih in zelo
bazi¢nih tleh. Tla morajo vsebovati $e zadostno koli¢ino dusika (Cortese, 2002). V gozdu
zaznamo nahajalis¢e ¢emaza zaradi njegovega vonja Zze od dale¢. Podobno kot pri ¢esnu
najdemo v njegovih etericnih oljih veliko Stevilo razliénih Zveplovih spojin. Na sploSno
so listi ¢emaza obcutljivi na vi§je temperature in suh zrak. Zato ga je potrebno hraniti pri
temperaturi 2 - 10 stopinj C in pri veliki vlaznosti zraka (ASic¢, 2007).

S povecanim povprasevanjem po cemazu se povecuje tudi njegova vrtnarska pridelava.
Ce upostevamo posebne zahteve rastline, je tak na¢in pridelave mozen. V zadnjih letih se
je vrtnarstvo zelo osredotocilo na pridelavo ¢emaza na prostem, relativno enostavno ga
pridelamo tudi na domaci njivi ali vrtu. Njegova pridelava pa je mozna tudi s sajenjem
majhnih ¢ebulic (Cortese, 2002).

V severni Ameriki uspeva ¢emazev sorodnik Allium tricoccum AIT. Imenujejo ga tudi
divji por (Wild leek). Tako kot pri nas spomladi, so tudi tam, npr. gozdovi Kanade,
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Missourija, Minnesote in Karoline porasli s to priljubljeno rastlino. Listi, aroma in
sestavine so si podobni. Uziva se celo rastlino, podobno kot pri nas por. Pri zetvi rastline
torej ne odrezejo, pac pa izkopljejo. Ker je priljubljena rastlina, so njena divja nahajalis¢a
zelo ogrozena. To je tudi razlog, da se pridelovalci ze ve¢ let ukvarjajo z gojenjem
divjega pora (Cortese, 2002).

2.2 SISTEMATSKA PRIPADNOST CEMAZA (Allium ursinum L.)

Razdelitev vrste je naslednja (Cortese, 2002):

Kraljestvo: Plantae (rastline)
Podkraljestvo: Tracheobionta

Deblo: Magnoliophyta (kritosemenke)
Razred: Liliopsida (enokali¢nice)
Podrazred: Liliidae

Red: Asparagales (belusevci)
Druzina: Alliaceae (lukovke)

Rod: Allium (luk)

Vrsta: A. ursinum L.

2.3 MEJOZA

2.3.1 Celi¢no jedro ali nucleus

Celi¢no jedro je celi¢ni organel, ki se nahaja v celicah evkariontskih organizmov. Pri
prokariontih ni organiziranega morfoloskega jedra, imajo pa ekvivalent jedra, ki ni z
membranami oddeljen od okolisnje citoplazme.

Snovi, ki so potrebne za rast in razvoj jedra, se nahajajo v citoplazmi. Celi¢no jedro ima
pomembne naloge pri ohranjanju in prenosu dednega materiala, pri sintezi beljakovin in
procesih celicnega dihanja. Ima tudi vlogo pri kontroli rasti in razmnoZzevanju celic.

Na splosno lo¢imo tri razlicna stanja jedra, pri katerem so oblike in funkcije jedra
razli¢ne: interfazno jedro, mitotsko jedro in delovno (metabolno) jedro. Interfazno jedro
se nahaja v obdobju med dvema delitvama pri celicah, ki so zmozne delitve. Mitotsko
jedro je jedro v procesu delitve, ko prihaja do identi¢ne vzdolzne delitve dednega
materiala in razdelitve na dve novi jedri. Delovno ali metabolno jedro je prisotno v
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odraslih diferenciranih celicah, ki so izgubile zmoznost delitve in sodeluje predvsem pri
presnovi celice (Sinkovic, 2006).

Oblika jedra je pri celicah razli¢na in je odvisna predvsem od oblike ter funkcije celice.
Pri meristematskih in parenhimatskih celicah, na splosno pri izodiametri¢nih celicah, je
jedro kroglasto ali elipsoidno. Lahko je tudi podolgovato ali pa ima nepravilno obliko.
Prav tako se oblika jedra lahko spreminja v sami celici, kar je odvisno od njenega
fizioloSkega stanja.

Tudi velikost jedra je lahko razli¢na, na splo$no je sorazmerna prostornini citoplazme. V
celicah enakih tkiv obstaja razmerje med velikostjo jedra in velikostjo citoplazme. To
razmerje se imenuje nukleoplazmatsko razmerje (NPR). Pri spremembi tega razmerja se
pri¢ne ali pa konca jedrna delitev.

Premer jedra se v celicah vi§jih rastlin giblje med 10 do 50 um. Pri nizjih rastlinah so
jedra manjsa, pri vecini gliv je velikost jedra od 1 do 5 um. Jedra v zigotah so ve¢ja kot v
somatskih celicah.

V zarodnih celicah rastlin, ki so napolnjene s citoplazmo, se jedro nahaja praviloma v
sredini celice. V starih diferenciranih celicah z velikimi vakuolami ali z eno veliko
centralno vakuolo se jedro skupaj s citoplazmo tesno pomakne ob celi¢no steno.

Najpogosteje se v celici nahaja eno jedro. Razmeroma pogosto srecamo tudi dvojedrne
celice. Obstajajo pa tudi celice z velikim Stevilom jeder.

Jedro je gostejse od citoplazme in ima tudi vec¢jo viskoznost. Njegova specificna teza je
1,03 do 1,1. Lom svetlobe je nekoliko vecji kot v citoplazmi. Vsebuje najveé¢ beljakovin
in nukleinskih Kislin: dezoksiribonukleinsko kislino (DNK) in ribonukleinsko kislino
(RNK); koli¢ina lipidov, encimov in mineralnih snovi pa je manj$a od koli¢ine v
citoplazmi. Vsebuje veliko bazi¢nih beljakovin (protamini in histoni), ki so bogate z
bazi¢nimi aminokislinami (lizinom, histidinom in argininom), in z nukleinskimi kislinami
tvorijo nukleoproteide. DNK je najpomembnejSa sestavina jedra - je nosilec genske
informacije, ki se prenaSa iz ene generacije celic v drugo. DNK ima sposobnost
podvajanja, nadzira pa tudi sintezo beljakovin in encimske procese v celicah. Nahaja se v
zaviti obliki v kromatinu v kromosomih (Sinkovi¢, 2006).

2.3.1.1 Dezoksiribonukleinska kislina - DNK

DNK je nosilec dedne informacije, je heteropolimer, katerega osnovna enota je nukleotid
(mononukleotid). Vsaka molekula DNK je sestavljena iz dveh polinukleotidnih verig, ki
se v obliki dvojne vija¢nice ovijata v nasprotni smeri. Osnovna enota mononukleotid je
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sestavljena iz sladkorja pentoze: deoksiriboze, fosforjeve kisline in ene duSikove
organske baze. V molekuli DNK so pari komplementarnih dusikovih baz: adenin (A) -
timin (T) in citozin (C) - gvanin (G) povezani med seboj z vodikovimi vezmi.

Geni so odseki makromolekule DNK in so povpre¢no dolgi 600 - 1800 mononukleotidnih
parov ali pa 200 - 600 trojic mononukleotidov. Vsak gen vsebuje informacijo za en
protein oziroma encim, ki pospesuje dolo¢eno kemijsko reakcijo. Povzro¢i pa tudi
izoblikovanje dolo¢enega dednega znaka ali lastnosti.

2.3.1.2 Ribonukleinska kislina - RNK

Z razliko od DNK tvori ribonukleinska kislina samo enojno vijacnico. Nukleotid
ribonukleinske kisline vsebuje sladkor ribozo in dusikovo bazo uracil (U) namesto timina

(M.

90 % ribonukleinske kisline se nahaja v citoplazmi in le 10 % v jedru. Obstajajo tri vrste
RNK: rRNK - ribosomalna, mRNK - obvescevalna (messenger) in tRNK - prenasalna
(tranfer) RNK (Sinkovi¢, 2006).

2.3.1.3 Vloga DNK in RNK

Vloga dezoksiribonukleinske in ribonukleinske Kisline je v tem, da se genetska
informacija iz zaporedja nukleotidov, ki so v komplementarnih verigah molekule DNK,
pretvori v mRNK. To je proces prepisovanja genetske informacije ali transkripcija. S
pomocjo informacijske mRNK, ATP, ribosomov in tRNK, ki prenasajo aminokisline,
poteka translacija ali prevajanje genetske informacije oziroma sinteza beljakovin, ki
poteka na ribosomih.

Podvojevanje ali duplikacija DNK poteka v obdobju med dvema delitvama (interfaza) v
fazi S. Zaradi delovanja encima helikaze se pretrgajo vodikove vezi v DNK, ki se pri¢ne
zato odvijati. Osrednji encim podvojevanja je DNK polimeraza, s pomocjo katerega in
nukleotidov nastanejo najprej novi krajsi segmenti DNK, ki jih kasneje encimi ligaze
povezejo med seboj. Ena veriga DNK je torej identi¢na starSevski DNK molekuli,
komplementarna vijacnica pa se tvori na novo. S podvojevanjem nastaneta dve novi
dvojnovijacni molekuli DNK, ki pa sta enaki mati¢ni DNK (Sinkovi¢, 2006).

2.3.1.4 Zgradba interfaznega jedra

Celicno jedro je precej zapletena struktura in jo lahko samo delno spoznamo z opticnim
mikroskopom. Natan¢no strukturo lahko opazujemo $ele z elektronskim mikroskopom.
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V interfaznem jedru lahko opazujemo naslednje morfoloske enote jedra:
- Jedrno ovojnico ali karioteko,
- Nukleoplazmo ali karioplazmo (jedrni sok, kariolimfo),
- Kromatin, ki se med seboj prepleta v kromatinsko mrezje,
- Kromocentri, ki so moc¢no spiralizirani deli kromatinskih niti,
- Enega ali vec jedrc ali nukleolusov,
- Jedrne ribosome, ki so manjsi od citoplazmatskih ribosomov.

Jedrna ovojnica je zelo tanka ovojnica okoli celi¢nega jedra in je ne moremo opazovati s
svetlobnim mikroskopom. Sestavljena je iz dveh membran, katerih debelina je 7 nm.
Jedrna ovojnica je po svoji sestavi in kemijski zgradbi sorodna membranam
endoplazmatskega retikuluma. Sestavljajo jo beljakovine, med katerimi so S$tevilni
encimi, lipidi in manj$a koli¢ina RNA in DNK. Za jedrno ovojnico je znacilno, da ima
odprtine ali pore, katerih Stevilo je odvisno od vrste rastline ali metabolne aktivnosti
jedra. Jedrne pore, ki vsebujejo beljakovinske strukture, so selektivno prepustne in
omogocajo aktivni transport. Skozi njih se vrsi izmenjava snovi med celi€nim jedrom in
citoplazmo.

Nukleoplazma ali jedrni sok je bolj ali manj tekoca snov in povezuje jedrne strukture, kot
so jedrce, kromatin, jedrno ovojnico in ribosome. Sestavlja jo voda, proste beljakovine,
kompleksi RNK, beljakovin - encimov, ki so potrebni za presnovo beljakovin in njihovih
sestavin - aminokislin.

Kromatin je osnovna strukturna enota interfaznega jedra. Na fiksiranih in obarvanih
preparatih je kromatin videti kot dolge in tanke niti (evkromatin) in drobna zrnca, ki
predstavljajo bolj spiralizirane dele kromatina (heterokromatin). Kemi¢no so ti deli
sestavljeni iz kompleksov DNK in beljakovin ter kompleksov RNK in beljakovin.
Kromatin predstavlja osnovno maso, iz katere se kasneje tvorijo kromosomi. Te pa lahko
opazujemo samo pri celicnih delitvah (Sinkovic, 2006).

2.3.1.5 Kromosomi
Kromosomi so Sestavine jedra, ki so vidne v fazi celi¢ne delitve in na katerih so linearno
namesceni geni. Kromosomi se delijo in podvajajo. V Casu delitve se vzdolzno delijo in s

tem omogocajo prenos dedne snovi iz ene celice v drugo ter iz ene generacije v drugo.

Velikost kromosomov vi§jih rastlin niha od nekaj desetin um do 32 um pri nekaterih
predstavnicah iz druzine Liliaceae (lilijevke) in Alliaceae (lukovke).
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Oblika kromosomov je razli¢na. Pri vi§jih rastlinah so kromosomi najpogosteje v obliki
niti, pali¢ic, lahko so tudi kroglasti. Kromosome najbolje opazujemo v Casu delitve
celice, predvsem v metafazi in anafazi mitoze in mejoze. Zgradba kromosomov je vidna
tudi v profazi celi¢ne delitve. Ponavadi imajo metafazni kromosomi po eno zozitev ali
primarno konstrikcijo (centromera), s katero so razdeljeni na dva kraka, ki sta lahko
enako dolga ali pa tudi ne. Na centromero se v ¢asu jedrne delitve labilno vezejo niti
delitvenega vretena. Centromera predstavlja odviti (despiralizirani) in genetsko dejavni
del kromosoma. Kraki kromosomov pa so v ¢asu jedrne delitve zaviti (spiralizirani) in s
tem genetsko nedejavni. Poleg primarne zozitve ali centromere imajo nekateri
kromosomi lahko tudi sekundarno zozitev, ta pa se nahaja na razlinih mestih na
kromosomu.

Kromosomi so sestavljeni iz beljakovin in DNK. Beljakovine v kromosomih so bazi¢ne
beljakovine ali histoni, Kkisle beljakovine in preostale beljakovine. Histoni se pojavljajo v
ve¢ skupinah, pomembni so kot genski regulatorji, ki zavirajo (represorji). Nekatere
izmed Kislih beljakovin pa delujejo nasprotno, kot aktivatorji genov (induktorji)
(Sinkovig, 2006).

2.3.1.6 Spremembe molekule DNK (mutacije)

Mutacije, ki lahko nastanejo na molekuli DNA so: genske, kromosomske in genomske.
Spremembe lahko nastanejo v somatskih celicah (mitoza) ali gametah (mejoza).
Kromosomske spremembe ali aberacije so lahko: adicije (dodajenje), delecije
(odvzemanje) in translokacije (premestitve) posameznih delov kromosomov (Sinkovic,
2006).

2.3.2 Delitev celi¢nega jedra

Somatska delitev celi€nega jedra ali mitoza poteka indirektno preko Stirth faz. Med
dvema delitvama je obdobje interfaze, ki je ¢asovno najdaljSa faza celicnega cikla, in
traja 20 do 30 ur, medtem ko traja mitoza le 1 do 2 uri. V ¢asu interfaze poteka sinteza
DNK, beljakovin, ogljikovih hidratov in lipidov, oziroma priprava na novo delitev celice.

Mitoza je obdobje, ki jo obsegajo Stiri faze: profaza, metafaza, anafaza in telofaza. V
profazi se pri¢ne vzdolzna delitev profaznih kromosomov na dve sestrski kromatidi, ki se
v metafazi in anafazi locita z nitmi delitvenega vretena, in tako potujeta proti poloma
celice. S tem se enakomerno razdeli dedni material na hcéerinski celici. V telofazi se
pri¢neta oblikovati dve celici. Stevilo kromosomov se po somatski celiéni delitvi ne
spremeni, iz diploidne somatske celice nastaneta dve diploidni celici, ki sta genetsko
popolnoma enaki (Sinkovic, 2006).
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Za spolno razmnozevanje je znacilno, da se nov osebek razvije iz celic, ki nastanejo z
zdruzitvijo dveh spolnih celic, pri ¢emer je bistvena zdruzitev dveh jeder. Novo nastalo
celico imenujemo spojek ali zigota. Jedro zigote ima zato dvakrat tolikSno koli¢ino
dednega materiala oziroma dvakrat toliko kromosomov kot jedro posamezne spolne
celice. Brez procesa, pri katerem se pred zdruzitvijo dveh jeder zmanjsa koli¢ina dednega
materiala na polovico, bi jedra ze po nekaj generacijah vsebovala veliko koli¢ino dednega
materiala. Proces, ki omogoca ohranjanje enake koli¢ine dednega materiala iz generacije
V generacijo, je delitev jedra, Ki jo imenujemo mejoza.

Spolna celica ima vse svoje dedne zapise razporejene na dolocenem Stevilu kromosomov,
ki predstavlja en kromosomski komplet. Polozaj dednih zapisov na kromosomih je
navadno stalen, kar pomeni, da je doloc¢en dedni zapis vedno na dolo¢enem mestu vzdolz
dolo¢enega kromosoma. Jedro spojka vsebuje torej dva, na videz enaka kompleta
kromosomov, s tem pa tudi dva dedna zapisa za vsako lastnost. Celica z dvema
kromosomskima kompletoma je diploidna celica. V diploidni celici so torej kromosomi v
parih. Kromosoma istega para sta enake oblike, enake velikosti in nosita istovrstne dedne
zapise v enakem zaporedju. Kromosome, ki se ujemajo v navedenih znacilnostih,
imenujemo homologni kromosomi. Zdruzitev dveh spolnih celic je prehod s haploidnega
na diploidno Stevilo kromosomov, mejoza pa omogoca ravno nasprotno. Pri mejozi se
Stevilo kromosomov zmanjs$a na polovico.

Za mejozo sta znacilni dve zaporedni delitvi, ki ju imenujemo prva (redukcijska) in druga
(zoritvena) delitev. Zaporedje mejotskih faz in dogajanja v njih potekajo vefinoma
podobno kot pri mitozi. V profazi prve mejotske delitve se, kot pri mitozi, kromatin
preoblikuje v dolge in tanke dvokromatidne kromosome, ki se postopoma kraj$ajo in
debelijo. Jedrni ovoj se razkroji, jedrce izgine in izoblikuje se delitveno vreteno.
Pomembna razlika v primerjavi z mitozo je v tem, da se homologni kromosomi razvrstijo
v pare, tako da sta po dva in dva homologna kromosoma drug ob drugem. Dvojico
zdruzenih kromosomov imenujemo bivalent, vcasih tudi kromatidna tetrada (Stusek in
sod., 1998).

Podobno kot pri mitozi lo¢imo tudi pri obeh mejotskih delitvah S§tiri faze: profazo,
metafazo, anafazo in telofazo prve in druge mejotske delitve. Profaza prve mejotske
delitve ali mejoze | je zelo dolga in obsega pet stadijev: leptoten, zigoten, pahiten,
diploten in diakinezo. Leptoten je faza, kjer imajo kromosomi obliko tankih niti s
prisotnimi kromomerami, ki predstavljajo spiralizirane dele kromosoma. V zigotenu se
zacne konjugacija - vzdolzno parjenje homolognih kromosomov v bivalente. Bivalenti
sestojijo iz enega oCetovega in materinega kromosoma, od katerih ze vsak sestoji iz dveh
kromatid. V pahitenu se konjugacija homolognih kromosomov konca, spiralizacija
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kromosomov se poveca, kromosomi se odebelijo. Skupno Stevilo kromatidnih tetrad
ustreza haploidnemu $tevilu kromosomov (Krajncic¢, 2001).

Med kromosomoma v bivalentu se izmenjajo istovrstni (homologni) deli kromatid. To
poteka tako, da se kromatidi, ki pripadata razlicnima kromosomoma, na enakih mestih
prekineta in se navzkrizno povezeta z ustreznim delom druge kromatide - kjazme. Tako
nastaneta dve kromatidi, ki vsebujeta kombiniran dedni material dveh kromosomov.
Proces se imenuje prekrizanje kromatid (crossing - over), pri tem se dedni zapisi enega
homolognega kromosoma kombinirajo z dednimi zapisi drugega in poteka v fazi
diploten. V fazi diakineza se kromosomi moc¢no skré¢ijo, odebelijo in lo¢ijo (Krajncic,
2001).

V metafazi prve mejotske delitve se bivalenti, ki jih gradijo Ze popolnoma spiralizirani
kromosomi, s pomoc¢jo delitvenega vretena uredijo v ekvatorialno ravnino. V anafazi se
homologna kromosoma vsakega bivalenta locita in niti delitvenega vretena ju potegnejo
proti nasprotnima poloma. Torej ne potujejo posamezne kromatide kot pri mitozi, temvec
celotni dvokromatidni kromosomi. Proti vsakemu polu celice potuje polovica
kromosomov. V telofazi se kromosomi despilarizirajo, izoblikuje se jedrni ovoj in
kon¢no potece tudi delitev citoplazme.

V prvi mejotski delitvi se Stevilo kromosomov zmanj$a na polovicno S$tevilo, z
diploidnega na haploidno, zaradi ¢esar imenujemo to delitev redukcijska delitev. Po prvi
mejotski delitvi nastaneta dve jedri oziroma celici s haploidnim Stevilom dvokromatidnih
kromosomov. Med prvo in drugo mejotsko delitvijo je kratka interfaza, vendar brez faze
S. Torej se dedni material ne podvoji kot pri mitozi.

Druga mejotska delitev poteka enako kot mitoza. Delitveno vreteno, ki se oblikuje v
profazi, v metafazi povlece dvokromatidne kromosome v ekvatorialno ravnino
delitvenega vretena. V zacetku anafaze se vsak dvokromatidni kromosom razdeli v dva
enokromatidna kromosoma, ki ju delitveno vreteno potegne na nasprotna pola. V telofazi
se kromosomi popolnoma despilarizirajo, oblikujeta se jedrce in jedrni ovoj. Pri mejozi
torej nastanejo Stiri jedra, vsako s haploidnim Stevilom kromosomov (Stusek in sod.,
1998; Krajnéic, 2001).

2.3.3 Delitev citoplazme
Delitev citoplazme se zatne med anafazo mitoze in se konc¢a med telofazo. Ko se delitev

jedra konca, je navadno razdeljena tudi citoplazma. Tako nastaneta dve loCeni hcerinski
celici.
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Delitev citoplazme rastlinskih celic poteka tako, da se v ekvatorialni ravnini delitvenega
vretena zaénejo zbirati vezikli, ki izvirajo iz Golgijevega aparata. Ti se med seboj
zdruzujejo v celi¢no plosco, ki se Siri od sredisca celice proti celicni membrani in se na
koncu z njo zdruzi. Vezikli vsebujejo snovi, ki gradijo osrednjo lamelo celi¢ne stene. Pri
tem nastaneta dve z membrano loceni celici, med katerima nastaja vmesna celi¢na stena
(Stusek in sod., 1998).

2.4 DRUZINA LUKOVK (Alliaceae)

Druzina lukovk je ena najvecjih rastlinskih druzin na svetu (1250 vrst). To so rastline, ki
proizvajajo kemicCne sestavine, ki jim dajejo karakteristi¢en vonj in okus po ¢ebuli in
¢esnu. Rod Allium - luk spada v druzino Alliaceae, ¢eprav ga po starejSi literaturi
umescéajo v druzino lilijevk (Liliaceae). Rod Allium najdemo v temperaturnih razmerah
severne hemisfere, se pa nekatere vrste pojavljajo tudi v Cilu, Braziliji in tropski Afriki.

V rod Allium spadajo pomembne vrtnine kot so ¢ebula, Salotka, por, ¢esen in drobnjak.
Nekatere vrste iz rodu Allium vklju¢no z vrstami A. cristophii Trautv., A. giganterum
Regel se uporabljajo kot mejne rastline zaradi njihovega cvetja in njihovih arhitektonskih
lastnosti. Mnogi hibridi z vijoli¢astimi cvetovi so bili vzgojeni z okrasnim namenom. V
nasprotju s tem pa druge vrste (na primer invazivna vrsta Allium triquetrum L.) lahko
postanejo vrtni pleveli (Cortese, 2002).

2.5 SPLOSNO O MIKROSKOPIRANJU

Mikroskop je opti¢na naprava, Sestavljena iz sistema le¢, ki lezijo v isti opti¢ni osi.
Omogoca nam, da opazujemo predmete pod vecjim vidnim kotom kot s prostim ocesom.
Pri mikroskopu lo¢imo mehanske dele: noga ali podstavek, stojalo za grobo in fino
premikanje objektne mizice, tubus, revolver z objektivi, objektno mizico za postavljanje
preparatov, dva vijaka za premik preparata in vijak za premik kondenzorja in opti¢ne
dele: objektiv, okular in kondenzor.

Objektiv je sistem le¢ kratke zariscne razdalje, ki projecira povecano, realno in obrnjeno
sliko predmeta v zgornji del tubusa. Okular, ki je zgrajen iz zbiralne in prioCesne lece,
deluje kot Iupa in posreduje sliko predmeta ponovno povecano in navidezno ali virtualno.
V okular je lahko vgrajeno kazalo, katerega konica sega v sredino vidnega polja, in sluzi
kot pripomocek pri demonstraciji doloCene sestavine v preparatu.
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Kondenzor sestoji iz dveh ali treh le¢, ki zbirajo in usmerjajo Zzarke na objekt. Pod
kondenzorjem je posebna zaslonka, sestavljena iz pahljacasto namescenih kovinskih
listicev. Z zaslonko uravnavamo koli¢ino svetlobe v odvisnosti od povecave in kvalitete
preparata. Zrcalo, ki je gibljivo v vseh smereh, ima ravno ali konkavno povrsino. Kot vir
svetlobe se uporablja mikroskopska svetilka, ki je vgrajena v mikroskop. Pri mikroskopih
z vgrajeno umetno lucjo zrcala ne potrebujemo. Svetlobne Zarke, ki izhajajo iz objekta,
objektiv zbere in projecira sliko objekta v ravnino prednjega zari$¢a okularja. Slika
objekta je povecana, realna in obrnjena. Okular deluje kot lupa ter posreduje ponovno
povecano in navidezno sliko, ki jo vidimo v oddaljenosti 25 cm od ocesa.

Locljivost mikroskopa je omejena z valovno dolzino svetlobe, ki jo uporabljamo pri
mikroskopiranju. Najboljsa locljivost, ki jo s svetlobnim mikroskopom lahko dosezemo,
je 0,2 um. Zato so povecave najboljsih svetlobnih mikroskopov med 1500 in 2000 -
kratne.

Z opazovanjem celic s svetlobnim mikroskopom so ugotovili, da so rastlinske in zivalske
celice v mnogoc¢em podobno zgrajene. Po nekaterih znacilnostih pa se obe vrsti celic med
seboj tudi jasno razlikujeta. Zaradi omenjene lo¢ljivosti tudi z najbolj zmogljivim
svetlobnim mikroskopom ne moremo videti struktur, ki so manjse od 0,2 um. Zato je
odkritje elektronskega mikroskopa omogocilo veliko vec¢jo lo€ljivost, dale¢ preko
zmogljivosti svetlobnega mikroskopa; lo¢ljivost elektronskega mikroskopa je namre¢ do
1000 - krat vecja kot locljivost svetlobnega mikroskopa. Zato se je od petdesetih let
prejSnjega stoletja, ko so elektronski mikroskop zaceli uporabljati za raziskave na
podrocju celi¢ne biologije, poznavanje zgradbe in delovanje celic zelo izboljsalo
(Abramowitz, 1985).

2.5.1 Zgradba kromosomov vidna s svetlobnim mikroskopom

S svetlobnim mikroskopom lahko opazujemo, da so kromosomi v profazi in metafazi
sestavljeni iz dveh kromatid, ki so med seboj povezane s centromero. Ob koncu profaze,
ko jedrce ali nukleolus in jedrna ovojnica izgineta, do sredine telofaze, je vsaka
kromatida zgrajena iz spiralno zavite vrvice, ki je sestavljena iz beljakovin, DNK in
ovoja ali matriksa. Kromatide imajo premer 0,2 pum in nastanejo s spiralizacijo
kromatinskih niti. Mo¢neje spiralizirani deli kromatide so kromomere in se pod opti¢nim
mikroskopom vidijo kot temno obarvana zrnca.

V interfazi so kromatinske niti najbolj odvite in najdaljSe, vija¢nice DNK so najbolj
aktivne. Med jedrno delitvijo (mitozo) pa se za¢no kromatinske niti spiralizirati, S tem
tudi krajSati in predstavljajo kromosome. V profazi se vsak kromosom pri¢ne deliti v dve
kromatidi, ki sta ze nekoliko spiralizirani (zaviti). V metafazi pa so kromosomi najbolj
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spiralizirani, najkrajsi in najdebele;jsi ter razdeljeni na dve kromatidi. Anafazni kromosom
pa Ze vsebuje po eno kromatido.

Kromosomi so sicer premajhni za natan¢ne raziskave z opticnim mikroskopom in hkrati
preveliki in s pregosto strukturo za raziskave z elektronskim mikroskopom. Vse to
namre¢ onemogoca izvedbo specificnih proucevanj kromosomov v zvezi z njihovo
notranjo zgradbo in spiralizacijo (Sinkovi¢, 2006).

2.6 MIKROFOTOGRAFIJA

V¢asih so kromosome ve¢inoma prerisovali s slike vidne pod mikroskopom. Nato se je
zacCelo fotografirati na nacin, Kjer je bilo potrebno paziti na dolzino ekspozicije, odprtost
zaslonke itd. Danes je vse to reSseno s pomocjo fotoavtomatike. V kolikor ni
fotoavtomatike, je potrebno narediti ve¢ posnetkov z razli¢nimi Casi ekspozicije. Veliko
boljse je fotografiranje s pomocjo fotoavtomatike, ker se dolzina slikanja doloca
avtomatsko. Zadostuje en posnetek, vendar je boljSe, ¢e se naredi ve¢ posnetkov. Pred
vsakim posnetkom je potrebno preveriti ostrino slike, ter da sta v sredini vidnega polja
vidna dva koncentri¢na kroga (Petrovi¢ in Vucenovi¢, 1992).

2.7 PRIPRAVA MATERIALA ZA PREPOZNAVANJE
2.7.1 Fiksiranje

Fiksiranje je proces, katerega namen je zaustaviti in ohraniti celi¢ne strukture v stanju, ki
je ¢im blizje naravnemu zivljenskemu stanju. Dobro fiksirno sredstvo je tisto, ki najbolj
ohrani celi¢no strukturo. V fiksiranem materialu je zelo tezko ohraniti stanje podobno kot
v zivem organizmu. Pomembno je, da se s fiksiranjem doseze to, kar je za dolocena
raziskovanja nujno potrebno, npr: ¢e je potrebno definirati Stevilo kromosomov, je vazno,
da se ti pravilno razporedijo, da se lahko pravilno obarvajo in da je citoplazma svetlejsa.
Fiksiranje mora ohraniti strukturo kromosomov. Omogociti pa mora tudi dobro obarvanje
preparatov, saj so slabSe obarvani preparati lahko rezultat slabega fiksiranja.
Najpogosteje se za fiksiranje uporabljajo tekoCe meSanice razli€nih reagentov. Pri
izdelavi mesanic je potrebno vedeti, katere reagente lahko kombiniramo. Tako ne smemo
kombinirati dveh reagentov z enakimi slabimi lastnostmi.

Pazljivo je potrebno izbrati fiksirno sredstvo, s pomocjo katerega dobimo Zzelene rezultate
in poznati hitrost prodiranja fiksirnega sredstva v celi¢ne strukture. Male organizme
fiksiramo cele, medtem ko je potrebno veéje organizme razdeliti na manjSe dele.
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Uporabljamo ve¢inoma mesanice razli¢nih reagentov. Teh tekocin je zelo veliko, vendar
pa so glavne sestavine formalin, ocetna ali kromova tekoCina ali pa meSanica teh
osnovnih sestavin. Po fiksiranju je potrebno obarvati celi¢ne strukture tako, da pride do
njihovega diferenciranja, kar olajsa in omogoca njihovo proucevanje pod mikroskopom
(Petrovi¢ in Vucenovic¢, 1992).

2.7.2 Osnove barvanja

Celicni organeli se po fiksiranju le malo razlikujejo v lomnem koli¢niku svetlobe, zato je
opazovanje razli¢nih celiénih struktur pod mikroskopom otezeno. Pomembno je, da se po
fiksiranju izvede barvanje celi¢nih struktur, s ¢imer pride do njihovega razlo¢evanja in
moznosti opazovanja pod mikroskopom. Razli¢ni rastlinski organi se razli¢no obarvajo,
sposobnost obarvanja pa je odvisna tudi od nacina fiksiranja kot tudi od predhodne
priprave preparata.

Acetokarmin je barvilo, ki se uporablja in je posebno primerno za barvanje
kromosomov. Redno se ga uporablja v raziskavah za dolo¢anje stadija delitve celic ter za
pregled kromosomov kot tudi za pregled trajnih preparatov (Petrovi¢ in Vucenovic,
1992).

2.7.3 Jemanje materiala

Pripravljen material za preiskavo se nahaja v odgovarjajo¢em stadiju delitve. Doloci se
izdelava zacasnega acetokarminskega preparata. Pri ¢emazu uporabljamo cvetne popke.

Cvetni popki se fiksirajo 24 h. Nato popke izperemo v destilirani vodi in jih prestavimo v
70 % etilni alkohol. Tako pripravljen material lahko stoji nekaj minut, lahko pa tudi do
nekaj mesecev. V primeru, da material hranimo dlje ¢asa, ga moramo hraniti v hladilniku.
Lahko fiksiramo le posamezne antere (Petrovi¢ in Vucenovic¢, 1992).

2.7.4 Priprava materiala in izdelovanje preparatov

Material, ki se nahaja v hladilniku, prestavimo v petrijevko. Z dvema iglama vzamemo
cvetni popek in nato antero zmeckamo tako, da se vse celice razporedijo v kapljici
acetokarmina. Potem se vsi odve¢ni deli antere odstranijo, preparat pa se pokrije s
krovnim steklom, nato pa ga blago segrevamo nad plamenom gorilnika. S segrevanjem se
preparat intenzivneje obarva; z izparevanjem acetokarmina se krovno steklo ¢vrsto prilepi
na predmetno stekelce.
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Preparat moramo potrebno pazljivo segrevati, da ne poérni ali da ne poci steklo.
Pripravljen preparat postavimo na mikroskopsko mizico in za¢nemo z mikroskopiranjem
(Petrovi€ in Vucenovi¢, 1992).

2.7.5 Analiza preparata

Za prepoznavanje faz mejoze uporabimo sveze preparate. Analiza se izvaja na celicah, ki
imajo kompletno Stevilo kromosomov za rastlino, ki jo analiziramo. Za en preparat je
potrebno analizirati ve¢ celic (Petrovi¢ in Vucenovié, 1992).

2.7.6 Pribor za izdelovanje preparatov

Za izdelavo preparatov moramo imeti najmanj tri kadi, steklenicko s pokrovckom,
kapalko in pinceto. Kadi za preparate, ki so lahko steklene ali plasticne, morajo obvezno
imeti pokrov in pregrade za preparate. Stekleni¢ka s pokrovékom mora imeti SirSe grlo.
Tako kapalka kot tudi pali¢ica morata biti stekleni. Stekleni¢ka mora biti ves ¢as zaprta.

Potrebne kemikalije so ocetna kislina, absolutni etilni alkohol in destilirana voda. Poleg
kemikalij potrebujemo tudi filtrirni papir, ki mora biti hrapavo grob, ker ima boljso
vpojnost. lzdelan preparat lahko pregledamo pod mikroskopom.

Najmanj 24 ur moramo preparat pustiti, da se osusi, Se boljse pa je, ¢e ga pustimo nekaj
dni ali tednov. Med suSenjem Se morajo preparati nahajati na ravni povrsini in na
odprtem mestu. Prvih nekaj dni jih moramo pustiti na filtrirnem papirju na mizi, nato pa
jih lahko shranimo v deloma zaprtih $katlah, ki morajo stati na ravni povrsini. Pokrov
Skatle se ne sme dotikati krovnega stekelca. Preparati so popolnoma suhi Sele ¢ez nekaj
mesecev (Petrovi€ in Vucenovié, 1992).

2.7.7 Cis€enje in shranjevanje preparatov

Pred analiziranjem preparatov morajo biti objektna in krovna stekelca dobro ocis¢ena.
Zeljeno je, da se preparati pred ¢is¢enjem &im bolj osusijo. Za Gis¢enje se uporablja
absolutni etilni alkohol; papirno vato nekoliko navlazimo in s tem pazljivo obrisemo
preparat.

Ociscene preparate je potrebno zloziti v ustrezne vrste v posebne skatle, omarice ali
fascikle. Skatle je potrebno ustrezno oznaditi, tako da oznake beleZijo vsebino in vrstni
red materiala, shranjenega v Skatlah (Petrovi¢ in Vucenovi¢, 1992).
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3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1 1ZVEDBA POSKUSA

Analiza, pri kateri smo proucevali cvetne popke Cemaza, je potekala na Katedri za
aplikativno botaniko, ekologijo, fiziologijo rastlin in informatiko Oddelka za agronomijo
Biotehniske fakultete v Ljubljani.

Po nabiranju cvetnih popkov je sledilo fiksiranje rastlinskega materiala v Carnoa
fiksativu, ki smo ga po enem dnevu zamenjali s 70 % etanolom.

Na laboratorijskem polju Biotehniske fakultete v Ljubljani smo 5. marca 2008 prvi¢
nabrali cvetne popke in jih dali v stekleni¢ke s sveze pripravljenim fiksirjem. Popki brez
peclja so bili dolgi 2 cm, popki s pecljem pa od 1,5 do 2 cm. Nato smo steklenicke
prenesli v hladilnik s temperaturo 4 stopinje C, kjer so ostale en mesec. VVzorce smo
nabirali tedensko in zakljuéili z nabiranjem 16. aprila 2008.

Preparate smo izdelali po naslednjem vrstnem redu:

Cvetne popke ¢emaza smo odprli v petrijevki.

Nato smo prasnice pogledali pod lupo.

Antere smo polozili na objektno steklo, ¢ez katero smo kanili dve do tri

kapljice acetokarmina.

Nato smo jih pokrili s krovnim steklom.

S topim delom svin¢nika smo potolkli krovna stekla preko filter papirja.

Odvec¢no barvilo smo popivnali s filter papirjem.

Preparate smo pogreli na gorilniku.

Tako pripravljene preparate pa smo pogledali z raziskovalnim mikroskopom

znamke Olympus Provis pri 400 - kratni povecavi.

®  Pripreparatih, kjer so bile dobro vidne diade, tetrade in preparatih, kjer so
bile dobro vidni bivalenti, je temu sledilo $e slikanje preparatov.

®  Slikanje preparatov smo izvedli z digitalno kamero.

Posamezni vzorec je vseboval do 20 cvetnih popkov ¢emaza. Cvetne popke smo razdelili
v 25 steklenick.
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3.1.1 Vremenske razmere
Leto 2008 je bilo toplejse od dolgoletnega povpredja.

V mesecu marcu je povsod v Sloveniji padlo ve¢ padavin kot obi¢ajno in tudi son¢nega
vremena je bilo meseca marca manj kot v dolgoletnem povprecju. April je bil toplejsi od
dolgoletnega povpredja.

Padavine so opazno presegle dolgoletno povprecje, ¢eprav jih je bilo na vzhodu drzave
manj kot obi¢ajno. V letu 2008 je bilo najve¢ padavin v zahodni Sloveniji in sicer nad
2000 mm. Najmanj padavin, pod 100 mm, pa je padlo v severovzhodnem delu Slovenije.
V Ljubljani so namerili 1490 mm, kar je za 7 % vec od dolgoletnega povprecja.

Leta 2008 je bilo v Ljubljani nadpovprecno trajanje son¢nega obsevanja. Sonce je sijalo
1824 ur, kar je za 7 % vec od dolgoletnega povpreéja (Agencija RS za okolje, 2008).

3.2 METODE DELA

Za vzorce smo pripravili 25 stekleni¢k s pokrovckom, v katere smo vlozili cvetne popke
¢emaza razli¢nih dolzin. Vsaka steklenicka je vsebovala po 20 cvetnih popkov, ki so bili
dolgi do 2,5 cm. V stekleni¢ko smo dodali fiksir: etanol in ocetno kislino v razmerju 3 :
1. Po fiksiranju smo preparate obarvali z acetokarminom. Na sliki 1 je prikaz steklenick s
cvetnimi popki, na slikah 2, 3, 4 in 5 je prikaz rastiSca ¢emaza.

Slikal: Laboratorijski vzorci cvetnih popkov ¢emaza v steklenickah
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Slika 3: Rasti$¢e emaza na laboratorijskem polju Biotehniske fakultete 2. teden v marcu
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Slika 5: Rasti¢e ¢emaza na laboratorijskem polju Biotehniske fakultete 4. teden v marcu

3.2.1 Hranjenje vzorcev
Steklenicke z vzorci smo shranili v hladilniku pri 4 stopinjah C.

Meckance anter smo opazovali enkrat tedensko v botani¢nem laboratoriju.
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4 REZULTATI

4.1 RAZVOJ POPKOV

Na preglednici 1 in na sliki 6 je prikazan razvoj - povpreéna dolzina popkov pri ¢emazu
V mesecu marcu in aprilu.

Preglednica 1: Povprecna dolzina popkov pri ¢emazu

1. teden 2.teden 3.teden 4.teden

Marec 0,5cm lcm 1,5cm 2cm

April lcm 1,5cm 2cm 2,5cm




Borovniéar N. Prepoznavanje mejotskih stadijev pri ¢emazu (Allium ursinum L.).
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2013

21

O marec

B april

1teden 2 teden 3teden 4 teden

dolZina (cm)
N

tedni

Slika 6: Razvoj popkov pri ¢emazu (Allium ursinum L.) - povpreéna dolzina v mesecu marcu in aprilu

(1., 2., 3., 4. teden), zgoraj- stolpicasti prikaz, spodaj - linearni prikaz
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4.2 PARJENJE HOMOLOGNIH KROMOSOMOV V BIVALENTE

Spodaj navedeni rezultati prikazujejo mejotske stadije pri zacasnih preparatih, ki smo jih
opazovali s svetlobnim mikroskopom znamke Olympus Provis pri 400 - kratni povecavi.
Rezultati so sestavljenih iz treh delov, kjer se vidijo mejotske faze s prikazom
bivalentov, anafaze, ter diad in tetrad.

Prvo opazovanje parjenja homolognih kromosomov v bivalente (to poteka v prvi
redukcijski delitvi ali mejozi |, v fazi profaze, v zigotenu) je bilo opazovanje vzorcev
nabranih 14. 3. 2008. Slika 7 prikazuje preparat cvetnih popkov ¢emaza, barvanih z
acetokarminom, v fazi mejoze 1. Vidni so bivalenti homolognih kromosomov.

Slika 7: Mejotski stadiji pri ¢emazu. Vidni so bivalenti, cvetni popki so bili nabrani 14. 3. 2008
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Mejotski stadij, v katerem vidimo bivalente je diakineza. V tej fazi so vidni sparjeni
homologni kromosomi v bivalente. Bivalenti so sestavljeni iz ofetovega in materinega
homolognega kromosoma, od Kkaterih je vsak sestavljen iz dveh kromatid. Med
sparjenimi homolognimi kromosomi, kjer sta dva in dva homologna kromosoma drug ob
drugem, se tvori paritveni kompleks, sinaptonema, kar je prikazano na sliki 8.

Slika 8: Mejotski stadiji pri ¢emazu, bivalenti. Cvetni popki so bili nabrani 17. 3.2008
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4.3 LOCEVANJE HOMOLOGNIH KROMOSOMOV V ANAFAZI PRVE
MEJOTSKE DELITVE

Kromosome anafaze | smo opazovali in slikali pri preparatih nabranih dne 25. 3. 2008,
kar je prikazano na sliki 9. Na pripravljenem preparatu - meckancu se vidi anafaza, kjer
pride do dejanske redukcije kromosomskega Stevila (2n = 14, n = 7), pri ¢emer se lo€ijo
celi kromosomi.

Slika 9: Mejotski stadiji pri ¢emazu. Vidna je anafaza prve zoritvene delitve. Cvetne popke smo
nabrali 25. 3. 2008
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4.4 RAZVRSCANJE HOMOLOGNIH KROMOSOMOV V PARE, CELICNE
DIADE

Naslednji opazovani in slikani preparati so bili vzorceni 3. 4. in 9. 4. 2008. Na preparatih
smo opazovali diade (slika 10 in slika 11) in tetrade (slika 11). Celi¢na diada je faza, pri
kateri se pricneta oblikovati dve haploidni celici kot rezultat mejoze I, celi¢na tetrada pa
je faza druge zoritvene delitve ali mejoze Il, v kateri iz dveh haploidnih celic nastanejo
Stiri haploidne celice.

Slika 10: Mejotski stadiji pri ¢emazu, diade. Cvetni popki so bili nabrani 3. 4. 2008
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Slika 11: Mejotski stadiji pri ¢emazu. Vidne so diade in tetrade. Cvetni popki so bili nabrani
9.4.2008
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Pri diplomski nalogi smo izvedli analizo nastajanja peloda s cvetnimi popki ¢emaza
razli¢nih dolzin. Namen naloge je bil priprava ustreznih mikroskopskih preparatov te
rastline s ciljem opazovati ter spremljati razli¢ne mejotske faze v cvetnih popkih. Poskus
smo izvedli tako, da smo pod svetlobnim mikroskopom opazovali meckance anter.

Z naSo raziskavo smo ugotovili, da na prepoznavanje mejotskih stadijev vplivajo dobro
narejeni preparati. Cvetni popki ¢emaza, ki smo jih opazovali s svetlobnim mikroskopom,
so bili tudi primerno razviti. Na mikroskopskih preparatih, ki so bili barvani z
acetokarminom, so se pri poskusu dobro videli bivalenti, anafaza 1, celi¢ne diade in
tetrade.

Do podobnih ugotovitev je priSel tudi W. Kaspik (2003). Spremljal je razli¢ne mejotske
faze v anterah ¢emaza (Allium ursinum, 2n = 14). Na preparatih so bili vidni bivalenti, iz
Cesar lahko sklepamo, da je bila mejoza razvidna v fazah: zigoten/pahitena z vidnim
homolognim kromosomom, diploten s Se bolj odebeljenimi kromatidami - tetradami,
diakineza, z odebelitvijo in skréenjem kromosomov (spiralizacijo) in lo¢evanjem. Vidne
so bile tudi: metafaza | z razporeditvijo kromosomov v ekvatorialni ravnini, metafaza 1l
in anafaza Il. Preparati so bili v tem poskusu barvani z acetokarminom in opazovani s
fazno-kontrastno mikroskopijo.

Louis in Borts (2003) sta ugotovila, da je delitev mejotskih celic proces, pri katerem se
lo¢ijo homologni kromosomi in preidejo v haploidne celice. Pravilna segregacija
kromosomov v mejozah je posledica redukcije njihovega Stevila (2n = 14, n = 7), kar je
odvisno od njihove uspe$ne razporeditve v rekombinacijah (crossing - over). Ta proces
vklju¢uje mnozico kromosomskih kombinacij in DNK interakcij oziroma povezav.

S citogenetskimi raziskavami so ugotavljali tudi mejotske nepravilnosti, ki lahko vplivajo
na plodnost semen. Tako so Bione in sod. (2000) ugotovili pri soji razmeroma majhno
pojavnost mejotskih nepravilnosti. Citogenetske raziskave pri soji namre¢ niso pogoste,
kar je predvsem posledica majhne velikosti njenih kromosomov in precej$nje podobnosti
med kromosomi. Rezultati v zvezi z mejotskimi nepravilnostmi so pokazali, da ima 15
razli¢nih variacij soje, ki rastejo na obmocjih dveh regij v Braziliji, majhno pojavnost
mejotskih nepravilnosti, ki pa niso bile enakomerno razporejene med opazovanimi
variacijami soje. Mejotske nepravilnosti, ki so jih avtorji zasledili na preparatih barvanih
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z acetokarminom, so bile: nepravilnosti v kromosomski segregaciji, v kromosomskih
stikih, v citoplazmatskih povezavah med celicami in nepravilnih vretenih.

Mejotske nepravilnosti sta pri lilijah, pri katerih se le te pojavljajo pogosto, spremljala
tudi Sanso in Wulf (2007). O moznostih poprave rekombinantne DNK pa so porocali
Smith (2004) ter Shrivastav s sod. (2008), kar naj bi bil kljucen proces pri prezivetju in
popravi okvarjenih celic.

Kijazme so mesta, Kjer so potekale izmenjave med homolognimi kromosomi, tako da se
kromatida enega homolognega kromosoma na enem ali ve¢ mestih kriza s kromatido
drugega homolognega kromosoma. Na teh mestih se izmenjujejo deli med kromosomom
oCeta in matere. Z novo kombinacijo dednega materiala (crossing - Over) se spremeni
genetska sestava kromosomov. Kijazme so vidne v fazi mejoze |, v diplotenu, in so
rezultat rekombinacije dveh nesestrskih kromatid v bivalentih in pri vitalnih celicah
drzijo kromosome skupaj (Dawe, 1998).

Tudi Petronczki in sod. (2003) so porocali, da je mejoza proces, ki temelji na natancni
redukeciji Stevila kromosomov. Medtem ko pri mitozi nastanejo diploidne héerinske celice
iz diploidnih celic, pa mejoza tvori haploidne celice iz diploidnih prekurzorjev. Med
pomembnimi znacilnostmi mejoze, ki omogoca pravilno redukcijo Stevila kromosomov,
je proces rekombinacije in tvorbe kijazem med homolognimi kromosomi. Naranjo s sod.
(1998) pa so porocali o pomembnih razlikah med mejotskim procesom pri vrsti Vicia
graminea glede na ostale vrste. Ta vrsta je imela med petimi juznoameriskimi vrstami
(Vicia) iz druzine Fabaceae, ki so jih proucevali, manjSo pojavnost kroglastih bivalentov
in kijazem na celico, prav tako pa tudi manjSo pojavnost intersticijskih kijazem.

Wilkins in Holliday (2009) sta ugotovila, da je redukcijski proces mejoze bistven za cikel
spolnega razmnoZevanja. Izvor mejoze Se vedno postavlja veliko vpraSanj in povzroca
razli¢ne razprave. Po mnenju raziskovalcev je skoraj popolnoma verjetno, da mejoza
izhaja iz mitoze. Od mitoze se mejoza lo¢i po naslednjih fazah: parjenje homolognih
kromosomov, pojav izrazite rekombinacije med nesestrskimi kromatidami med
parjenjem, onemogocenje loCitve sestrskih kromatid med prvo mejoticno delitvijo in
odsotnost kromosomskega podvojevanja med drugo mejoticno delitvijo. Vse to ima za
posledico, da mejoza vpliva na intergensko rekombinacijo in nudi nove razli¢ice za
selekcijo. Vse to pa naj bi bila pomembna stopnja pri nastanku evkariontskih celic.
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5.2 SKLEPI

Vlaganje cvetnih popkov ¢emaza (anter) v Carnoa fiksativu je enostaven in hiter nacin za
fiksacijo rastlinskega materiala. lzdelava takih mikroskopskih preparatov ne predstavlja
obremenitve za okolje, hkrati pa so preparati dovolj dobri za opazovanje razli¢nih
stadijev mejoze. Prav tako je to ustrezen nain za pripravo zaCasnih preparatov.
Mikroskopske preparate smo barvali z acetokarminom.

Poskus je pokazal, da je mejoza vidna v mladih prasnicah (anterah) cvetnih popkov
cemaza.

S poskusom smo ugotovili, da se v zelo kratkem ¢asovnem obdobju dveh do treh tednov,
Vv mesecu marcu in aprilu, in ob dobro narejenih preparatih, vidijo nekateri stadiji mejoze.
Pod raziskovalnim mikroskopom smo opazovali bivalente v prvi - redukcijski delitvi ali
mejozi I. v profazi (zigoten in diakineza) in anafazi. Diade smo opazovali kot rezultat
mejoze | in tetrade kot rezultat druge - zoritvene delitve ali mejoze 1I.

Na osnovi rezultatov lahko zaklju¢ujemo, da so bili nabrani cvetni popki v obdobju
meseca marca in aprila (skupaj obdobje treh tednov), ko so bile tudi ugodne vremenske
razmere, primerno razviti in primerno dolgi za opazovanje mejotskih stadijev cemaza.
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6 POVZETEK

Cema? je kritosemenka in enokali¢nica, ki jo uvri¢amo v druZino lukovk (Alliaceae). V
zadnjem casu postaja cemaz za razli¢ne namene vedno bolj priljubljena rastlina. Vsebuje
veliko vitaminov, mineralov, rudninskih snovi, zaradi ¢esar se ga uporablja bodisi kot
zdravilno rastlino, je pa tudi odli¢en dodatek k jedem ali k razli¢nim dietam.

Namen predstavljene diplomske naloge je bil prouditi, kako prepoznavamo mejozo v
razli¢nih fazah ¢emaza (Allium ursinum L.). S svetlobnim mikroskopom smo opazovali
razli¢no dolge in razli¢no razvite cvetne popke. Antere (prasnice) smo po fiksiranju s
Carnoa fiksativu obarvali z acetokarminom.

Poskusne rastline so rasle na laboratorijskem polju Biotehniske fakultete v Ljubljani.
Preparate in slike smo izdelali v botani¢énem laboratoriju Biotehniske fakultete v
Ljubljani na Katedri za aplikativno botaniko, ekologijo, fiziologijo rastlin in informatiko.

Vsaka zrela spolna celica ima haploidno stevilo kromosomov glede na somatske celice.
Kromosomi so po obliki, velikosti in dednih zasnovah razli¢ni, saj vsebuje vsak
kromosom razli¢ne gene. Pri redukcijski delitvi se poleg redukcije $tevila kromosomov
opravi tudi zamenjava in nova kombinacija genov med homolognimi kromosomi o¢etove
in materine rastline. Pri mejozi potekata dve delitvi: prva - redukcijska delitev ali
mejoza |, pri kateri nastaneta iz ene diploidne celice dve haploidni celici. Tej fazi sledi
druga - zoritvena delitev ali mejoza Il. Pri tem nastanejo iz dveh haploidnih celic Stiri
haploidne celice.

V poskusu smo pripravili 25 steklenick s po 20 cvetnimi popki, ki smo jih v razmerju 3 :
1 etanola in ocetne kisline fiksirali. Antere meckancev iz cvetnih popkov ¢emaza, ki sSmo
jih nabrali v obdobju treh tednov v mesecu marcu in aprilu, smo opazovali in slikali z
raziskovalnim mikroskopom znamke Olympus Provis pri 400 - kratni povecavi.

Na pripravljenih mikroskopskih preparatin smo opazovali naslednje mejotske faze,
bivalente: profaza | (zigoten, diakineza), anafaza I, diade (telofaza I) in tetrade (telofaza
I1). Preparati s prej opisanim postopkom so bili dobro pripravljeni, saj so se dobro videle
omenjene faze. Prav tako so bili cvetni popki, ki smo jih nabrali, v kratkem obdobju
meseca marca in aprila, ko so bili tudi ugodne vremenske razmere za rast cemaza,
primerno razviti in primerno dolgi.

Zaklju¢ujemo, da je uporabljena metoda priprave preparatov, ki je razmeroma enostavna
in hitra, ustrezna za pripravo zacasnih preparatov, na katerih lahko proucujemo mejotske
faze cemaza.
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