Nationellt resurscentrum for
biologi och bioteknik

Mikroskopbild av rotceller fran vitldk 400x forstoring.

Foto: Ammie Berglund

Kromosomjakt

— mitos I vitloksrotter (Elevinstruktion)

Tdnk att man kan se arvsmassa sd tydligt som i bilden hér ovanfor. Men
det krdvs lite tur ocksd - det gdller att hitta celler som hdller pa att dela
sig, dvs dr i mitos. | den hdr laborationen anvdnds yttersta spetsarna pd
smd unga vitloksrotter.

Bakgrundsteori

Vitlok (Allium sativum) har en diploid kromosomuppsittning pa 16 kromosomer (2n=16). I
varje cellkirna finns alltsd 16 DNA-trddar som ligger rullade runt sma proteinkulor som kall-
las histoner. I en vanlig cell som inte haller pa att dela sig dr de hir 16 DNA-trddarna ganska
utstrickta och ldnga. Generna som finns dir lings DNA-trddarna ar litta att komma 4t for de
enzymer som kopierar informationen inne i cellkirnan. Kopior av gener (RNA) skickas ut i
cellen och fungerar som ritningar fér proteiner som ribosomer kan bygga. Om man tinker sig
en cells livscykel som ett ar s& ir cellen storsta delen av aret i den hiar aktiva perioden: tink ja-
nuari-november. Men nir december kommer ir det dags for en cell att g4 in i sk. celldelning.

Celldelningen — mitosen — sker under en kort tid under cellens liv totalt
sett. DNA-tradarna rullas ihop och generna blir svira att komma at och  \; _ pitos
aktiviteten att skriva av gener gar tillfilligt ner. Nir celldelningen ir klar ~ (celideiningsfas)
har det bildats tvd dotterceller.

Nir man tar en vitloksklyfta, skalar den och placerar i vatten kommer
celler i rotanlagen att aktiveras och efter en tid borjar de dela sig med van-
lig celldelning: mitos.

Ett tag innan mitosfasen tar sin borjan kopieras hela arvsmassan. For
vitlok innebir det att varje cell som ir redo for mitos innehéller 32 DNA-
tradar. Alla 16 kromosomer har kopierats och hinger ihop som kopior i en
punkt som kallas centromer. I centromeren kopplas det p& proteintradar
som kan flytta och dra i DNA-trddarna. Nir DNA-molekylerna packats =

= Interfas
ihop blir de som tjocka korvar — det ir hirifrdn begreppet kromosomer cellens “vanliga liv’
kommer: chromos for firg och soma for kropp.

Firgimnet orcein binder bra till DNA. Eftersom DNA-molekylerna har rullats ihop titt s&
kommer vi se dem som tydligt firgade kroppar nir vi tittar i mikroskop. Men vi ser dem inte
pa det viset i alla celler - kom ih&g — bara precis nir det dr dags for sjilva celldelningen. Dirfor
maste man ha lite tur ocksé i den hir laborationen och lyckas ta en rotspets med manga celler
som var pa vig in i mitosfasen nir du knipsade av dem frin vitloksklyftan. Lycka till!

Dotterceller
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Groning av vitloksklyftor (2-3 dygn innan laboration):
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Antingen gor din lirare detta, eller s& fir ni elever i uppgift att gora

det sjilva i forvig. Skala lika ménga klyftor som du har elever/labb-
grupper sd har du lite backup om vissa inte gror. Var extremt noga
med att f3 bort alla torra skalrester. Det finns groningshimmande
imnen i det torra skalet som hindrar cellerna i rotanlaget att komma
igdng och dela sig. Placera dem med den platta delen nedit i vatten.
Ett enkelt sitt som gor att man inte behéver kontrollera att rétterna
har vatten hela tiden ir att ta ndgot flytande material (skumplast t
ex) och gora sma hél och stoppa ned vitloksklyftorna i s3 flyter de
ovanpa vitskeytan. Efter 1-3 dygn bildas rotter som ir limpliga att
ta nir de dr 0.5-2 cm langa.

(A

Vitlksrotter av
[amplig langd pa
en klyfta som fatt
gro i ca 40 timmar,
Klyftan sattes i ett
hal i en gammal
innersula till en
traningssko och
flot pa vatten i en
plastlada.

Riskbeddmning

Saltsyra ir fritande. Skyddsglaségon och forklide krivs under laborationen. Acetoorcein-
l6sningen dr mattligt fritande och starkt fairgande. Akta kldderna! Anviand handskar vid firg-
ningsstegen. Var forsiktig nir skalpell och tunna objektsglas anvinds (risk for skirskada).
Laborationen bedéms som icke riskfylld for elever med viss laboratorievana.

Materiel och kemikalier

Vitloksklyftor med rétter (ta minst 3-5 rotter)

Macereringsvitska (saltsyra-HAc 16sning) i liten petriskdl med lock (attika luktar!)
Svart pappersbit (mérkt underlag att ligga under petriskilen och objektsglas)
Pincett och skalpell (knipsa rétter frén klyftorna och sedan skira av rotspetsar)
Handskar (till steg dir fargningsvitskan anvinds)

Firgningsvitska aceto-orcein (droppflaska med droppipett)

Objektglas (3-5 st), tickglas (3-5 st) och pappershandukar

Utforande

Uppmjukning av vavnaden

1.
2.

Ta med pincett av 3-5 rotter fran vitloksklyftan

Placera rotterna i en liten petriskdl med macereringsvitska (saltsyra-HAc I6sning). Roten
ska vara tickt av 16sningen. Lat ligga i minst 15 minuter (gor inget om den ligger 1ang tid,
jobba med mikroskopet p4 ett annat preparat under vintetiden).

Still petriskdlen pd morkt underlag, det gor det enklare att se nir rotterna blivit mjuka
och vilken del som ir sjilva rotspetsen. OBS rotspetsen bibehiller en vitgul kompakt
struktur medan &vriga celler blir mer genomskinliga. Den hir uppmjukande behand-
lingen forstor cellmembranen och gor att fargdimnet kan ta sig in i cellerna.

Fargning och squashning

OBS! Orcein firgar kromosomer och firgar dven DIG - handskar behovs!

4.

Ta upp roten med pincett och ligg pa ett rent objektsglas. Titta noga var du har spetsen.
Anvind skalpell och spara endast SPETSEN (1-2 mm av den gulvita spetsen). Peta un-
dan 6vriga rotdelen.
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5. Tillsitt en droppe orcein pé rotspetsen. Hacka forsiktigt med skalpellen si att rotspetsen
i droppen med orceinet sonderdelas. Det kan upplevs svirt att hacka si sm4 mingder,
men det finns hundratals celler dir, gor sd gott du kan s gir det oftast bra.

6. L&t firgen verka i ca 5 minuter. Medan du vintar kan du forbereda ett mikroskop. Du
kan ocksa ta upp en ny rotspets och forbereda ett preparat till (bérja om p& punkt 4 med
en ny rot). Det ir inte sikert att det forsta preparatet blir bra, smart med reserv pa gang.

7. Ligg pa ett tickglas (OBS tink p4 att de tunna glasen ir skora, risk for att skira sig!)

8. Placera objektglaset (med tickglaset uppat) pa en dubbelvikt pappershandduk. Vik éver
papperet.

9. Ligg ett nytt objektsglas ovanpa papperet mitt 6ver objektsglaset med roten p4.
10. Squasha, dvs ligg ett tryck med tummen pa det &versta objektsglasets mitt. Nu ska

farglosningen tryckas ut och pappershandduken far en morklilafirgad fyrkant (runtom
tickglaset). Syftet med squashningen ir att sprida ut cellerna till ett tunt lager.

Mikroskopstudier

Dag satt studera preparaten i mikroskop. Borja med ligsta forstoringen och ga upp till 400x
(det ar 10x forstoring i okularen dir du tittar och tillsammans med 40x-objektivet blir det
400 gingers forstoring. Rita av eller fota med mobilkamera genom mikroskopets okular nigra
celler som du studerat.

Som handledning till vad det dr man kan se i mikroskopet kan man titta p4 bilder i liromedel,
pa nitet (sok exempelvis pd mitos + microscope + allium s3 hittar du enkelt bra bilder) eller
ta en titt p4 sista sidan.

Fragor att fundera pa

e Varfor skulle ni titta pa cellerna frén sjilva rotspetsen och inte resten av roten?

® En person fir ett preparat dir det ir svirt att se en cell i taget, det 4r som om cellerna
ligger huller om buller i tjocka lager. Vilket steg i metoden har inte fungerat som det ska?

e En person fir ett preparat som ir vildigt svagt rosafirgat, det gir nistan inte att se ens
cellkirnorna. Vilket/vilka moment i laborationen kan ha gitt fel?

® En person som tittar i mikroskop ser bara avlinga celler med helt rosafirgade cellkirnor,
inga verkar ha synliga kromosomer. Vad kan detta bero p4?

e En person péstir att det ir viktigt att man gér denna laboration och tar rétterna mellan
klockan 8 och klockan 11 pa dagen for att f4 se kromosomer. Personen ligger till att det
inte blir lika bra resultat p& eftermiddagen. Hur skulle en tiankbar biologisk forklaring
kunna formuleras for att stodja ett sddant argument? Hur skulle man kunna gora en un-
dersokning for att prova om det stimmer?

Reflektera

e Vad lirde du dig av denna laboration?

e  Har laborationen vickt nigra fragor?
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Vad &r det man kan se?

Cellmembran och cellviigg: det som avgrinsar vixtceller dr bide cellmembran (innerst) och
cellvigg (utanpd). Nir man tittar i mikroskop sé ir det svirt att skilja dem 4t — men du ser att
cellerna har en viss form. Om man fitt tag i sjilva rotspetsens celler si ir cellerna som kva-
drater. Om man fitt med celler som ir en bit fran spetsen s ir de mer avldnga som rektanglar
(och de har slutat dela sig, de ir istillet inne i en fas av cellforlingning som ocks4 ér en del av
forklaringen till att rétter blir lingre nir de vixer).

Cellkirna: dessa brukar vara litta att hitta — rosa/lila-fargade cirklar inuti cellerna. De flesta
celler du ser kommer inte vara i celldelningsfasen vi kallar mitos — de flesta celler kommer
vara i sk. interfas och di ir DNA-molekylerna si utspridda att vi bara upplever det som en
rosafirgad cirkel.

Kirnmembran: Det ir sjilva membranet som héller ihop cellkirnan. Det 4r kirnmembranet
som gor att cellkirnorna ser ut som klot/cirklar i de flesta cellerna. Men nir det ér dags for
mitos si 16ses kirnmembranet upp och arvsmassan sprider ut sig mer i cellen.

Nukleol: i cellkirnorna som inte ir i mitos utan har en mer jimnt rosa/lila firger syns ofta lju-
sare omraden. Dessa kallas nukleoler och motsvarar omriden dir DNA anvinds for att bilda
stora mangder av rRNA som sedan bildar ribosomer (i de omrddena blir det mindre rosa/lila
firg eftersom DNA inte ir si titt packat dar.

Kromosomer: om du har tur att se celler i mitos s& ir kromosomerna som tjockare korvar

som ligger lite olika ordnade beroende pé hur lingt de kommit i skedet dir kromosomerna

ska delas upp i tva celler. For att beskriva mitos har man namngett olika faser: profas, metafas,

anafas, telofas och cytokines. Det ir proteintrddar som drar och flyttar kromosomerna under

mitos. De héller fast dem inom cellen (men cellkirnans membran 16ses upp under mitosen).
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Det kan ocksa vara bra att ha
koll pa hur luftbubblor och
kanter mot luft i preparatet ser
ut: skarpa svarta konturer.
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