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1. uvoD

JeCam (Hordeum vulgare L.) je iza pSenice, kukuruza i rize na svijetu Cetvrta po redu
najznacajnija Zzitarica (Poehlman, 1985.) koja pripada porodici trava (Kremer i
Benhammouda, 2009.). Ova znacajna zitarica jedan je od najranijih usjeva koji se kultivira
od pocetka civilizacije te se velik dio svjetskog je¢ma proizvodi u regijama Sa nepovoljnim
Klimatskim uvjetima za proizvodnju drugih zitarica (Poehlman, 1985.).Zrno je¢ma se
koristi u proizvodnji alkoholnih pic¢a te je znafajno i u hranidbi stoke (Szczodrak i sur.,
1992.). Jecam je diploid sa vrlo malim brojem kromosoma (2n=2x=14) te se njegovi
kromosomi razlikuju u metafazi mitoze pod svjetlosnim mikroskopom uz pomo¢ koristenja
squash metode (Ramage, 1985.). U ovom istrazivaCkom radu nam je vrlo bitna i znacajna
sama mitoza odnosno dioba somatskih to jest tjelesnih stanicakod koje od jedne stanice
nastanu dvije stanice kceri koje su kvalitativno i kvantitativno iste odnosno imaju isti

genetski materijal.

Stani¢ni ciklus somatskih stanica mozemo podijeliti na dva stadija interfazu i mitozu. Kod
biljaka mitoza se odvija u svim organima sa meristemskm tkivom kao §to je vrsak korijena,
toCke rasta stabla i dr. Ona prolazi kroz 5 osnovnih faza: profazu, prometafazu, metafazu,
anafazu i telofazu (Petrovi¢, 1992.). U interfazi se mogu jasno zapaziti jedna ili vise jezgri
koje su okruglaste ili elipti¢ne forme. U ovoj fazi se odvijaju slozeni biokemijski procesi
kao §to su replikacija molekule DNA, sinteza bjelancevina itd. Kromosomi se u drugoj fazi
odnosno u profazipuno bolje vide, kraéi su i spiralizirani te se formira diobeno vreteno.
Nakon profaze slijedi metafaza kod koje zavrSava prethodno stvaranje diobenog vretena,te
se niti vretena spajaju s kromatidama u centromeru. Kromosomi se nalaze u sredistu
stanice koju nazivamo ekvatorijalna ili metafazna ravnina. U metafazi se najlakse moze
utvrditi broj kromosoma, forma i grada svakog kromosoma. Treca faza naziva se anafaza
kod koje dolazi do diobe centromera te po€inje razdvajanje sestrinskih kromatida. Niti
diobenog vretena povlace kromatidena polove stanica tako da od jednog kromosoma jedna

kromatida ide na jedan, a druga na drugi pol.

Mitoza zavrSava telofazom, kromosomi se despiraliziraju, diobeno vreteno se raspada te
zapocinje citokineza. Kod Zivotinjskih stanica nastaje zlijeb koji se postepeno produbljuje
dok ne podijeli stanicu na dvije stanice kceri, a kod biljnih stanica ne nastaje Zlijeb zbog

¢vrste celulozne stjenke nego se u ekvatorijalnoj ravnini formira fragmoplast odnosno



bac¢vasto tijelo u kojem se nalaze brojne Golgijeve vezikule sa sastojcima za izgradnju

stani¢ne stijenke (Tucovié i Isajev, 1988.).

Skup svih kromosoma u jednoj stanici naziva se kariogram, a broj i izgled kromosoma
jezgre eukariotske stanice se naziva kariotip (Petrovi¢,1992.). Metode proucavanja
kromosma prije metode gnjecenja (squash metoda), koju je prvi primijenio Belling (1921.),
obavljano je pomoc¢u mikrotomskih preparata i dobivenih skica stanica. Skice stanica i
kromosma obavljalo se uz pomo¢ CamereLucide (poznate kao crtezi Cameralucida)
tehnike koju je u 19. stoljetu (1807.) patentirao William Hyde Wollaston
(https://en.wikipedia.org/wiki/William_Hyde Wollaston).

Proces squash metode tece u nekoliko faza. U prvoj fazi je potrebno naklijati zrno biljne
vrste koja se istrazuje. Druga faza istrazivanja temelji se na specificnom bojanju
kromosoma odnosno bojaju se cijeli korjen¢i¢i, no boja ostaje samo na vrSnom
meristemskom dijelu. Nakon toga slijedi ,,squash* odnosno gnje¢enje meristemskih stanica
korijena na predmetnom stakalcu. Prije same squash metode potrebno je prethodno obraditi
materijal primjenom kemijskih spojeva tj. citostatika kao S$to je npr. kolhicin, a-
monobromnaftalen, 8-oksikinolin i drugih koji svojim djelovanjem mogu izazvati tip
endomitoze pod nazivom C-mitoza. Citostatici se koriste kako bi se sprije¢ilo formiranje
diobenog vretena zbog ¢ega u metafazi mitoze u ekvatorijalnoj ravnini izostaje nakupljanje
kromosoma to jest dolazi do razdvajanja kromosoma. U trecoj fazi uz pomo¢ svjetlosnog
mikroskopa koji ima ugradenu kameru slijedi pregledavanje preparata, prebrojavanje i

opisivanje metafaznih kromosomi.

Kod istraZivanja kromosoma primjenjuju se razne citoloske tehnike, a medu najboljim
tehnikama koriste se FISH (Flourescentna in situ hibridizacija) i GISH (Genomska in situ
hibridizacija). Za koristenja ovakvih tehnika potrebni su flourescentni mikroskopi te im je
zajednicko da koriste fluorescencijske sonde koje se vezu samo za odredene dijelove
kromosoma (Slika 1.) ili genoma odnosno za detekciju specificnih DNA ili RNA sekvenci

unutar genoma (Devi i sur., 2003.).

Cilj ovog rada je opisati i prebrojati metafazne kromosome mitoze meristema korijena
je¢ma kako bi proucili morfologiju kromosomaodnosno mogli uociti razliku u veli¢ini

kromosoma, te odrediti vrstu kromosoma to jest polozaj njegove centromere.


https://en.wikipedia.org/wiki/William_Hyde_Wollaston

Uz pomo¢ kariotipa odnosno kromosomske karte neke osobe (organizma) moze se
zakljuciti odnosno potvrditi je li jeam diploid te dobiti rezultate vezane za strukturu

kromosoma, veli¢inu te se pomocu kariotipa mogu utvrditi pojedine nepravilnosti na

kromosomima.

Slika 1. Prikaz kromosoma uz pomo¢ FISH tehnike

Izvor: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.00028/full



2. MATERIJAL | METODE

U ovom istrazivanju Koristilo se sjeme jeCma sorte Rex koja je dobivena iz gen
kolekcije strnih zitarica iz Katedre za genetiku, oplemenjivanje bilja i sjemenarstvo,
Fakulteta agrobiotehnickih znanosti Osijek. Dio istrazivanja proveo se u laboratoriju na
Odjelu za biologiju, a dio u Laboratoriju za biljnu genetiku i biotehnologiju Katedre za
genetiku, oplemenjivanje bilja i sjemenarstvo. Kako bi provjerili utjece li starost
meristemskog tkiva na rezultate, ukupno je naklijano 30 zrna je¢ma u razli¢itom

vremensom periodu.

Tijek naklijavanja tekao je u tri faze. U prvoj fazi u Petrijevu zdijelicu stavljen je filter
papir koji je prethodno nakvasen destiliranom vodom te je na klijanje stavljeno deset
zrna koja su klijala Cetiri dana (Slika 2.). Sljede¢i dan, u drugoj fazi, su drugih deset
zrna stavljena na klijanje na vremenski period od tri dana (Slika 3.). Posljednja faza
trajala je dva dana te je takoder na nakvaseni filter papir stavljeno klijati deset zrna
(Slika 4.).

Slika 2. Prva faza: klijanje sjemena kroz 4 dana (Foto original: Jelena Musi¢)



Slika 3. Druga faza: klijanje sjemena kroz 3 dana

(Foto original: Jelena Musi¢)

Slika 4. Prva faza: klijanje sjemena kroz 2 dana

(Foto original: Jelena Musi¢)



Zrna su ostavljena u laboratoriju na sobnoj temperaturi te prirodnoj svjetlosti. Prilikom
klijanja trebalo je pripaziti da filter papir nikada ne ostane suh te da ne dode do pojave
patogena kao §to su gljivice, kojima su povoljni uvjeti za razvoj vlazna sredina i1 poviSena

temperatura. Ukoliko bi doslo do takve situacije trebalo bi ponovno staviti Klijati zrna.

Na proces klijanja velik utjecaj imaju voda i svjetlost koji mogu ubrzati ili zaustaviti
razvoj. Tijekom naklijavanja klijanci su izlozeni prirodnoj svjetlosti te je filter papir
konstantno bio nakvasen. Vizualno se moze procijeniti kada je meristemsko tkivo prestaro
odnosno kod kojih klijanaca ¢e mozda obojenje biti slabije. S obzirom na duljinu i boju
korjencica 1 pojavu klice koja je dosta izrasla u prvoj fazi vidljivo je da se radi o starijem

meristemskom tkivu.

2.1. Squash metoda

2.1.1. Priprema materijala za bojanje

Klijanci su odrezani $karama kada su dosegli duzinu otprilike 2 cm te su stavljeni u tubice
u ledenu vodu i ostavljeni preko noc¢i na 4 C (Slika 5.). Klijance je potrebno staviti u
hladnu vodu kako bi se zaustavila mitoza odnosno kako bi se stanica smrznula i prestala se
dijeliti. Tubice su prethodno oznacene brojevima dva, tri i Cetiri prema danima klijanja

kako se uzorci ne bi pomijesali.

Slika 5. Uzorci u ledenoj vodi (Foto original:JelenaMusic)



2.1.2. Primjena kolhicina

Kolhicin je citostatik, alkaloid iz biljke mrazovac (Colchicum autumnale L.) koji je vrlo
Stetan po zdravlje te je potrebna odredena zaStita pri rukovanju. Mrazovac je biljka koja
ima sve otrovne dijelove, koristi se u puckoj medicini te u klinickoj praksi. Sekundarni
metabolit bilje mrazovac je alkaloid kolhicin, koji ima i ljekovito i toksi¢no djelovanje.
Americka agencija za hranu i lijekove je 2009. godine odobrila koristenje kolhicina za
lijecenje akutnog napada gihta te za lijeCenje obiteljske mediteranske groznice (BusSi¢,
2013.). Prije fiksacije kolhicinom je zaustavljeno formiranje diobenog vretena. Kromosomi
koji su dosegli maksimalan stupanj kontrakcije i koji su jasno vidljivi ostali su porazbacani
po stanici tj. nisu se smjestili u ekvatorijalnu ravninu tijekom metafaze (Singh, 2018.).
Materijal se obradivao u prikladnim posudicama otprilike 4 sata te je koristena 0,2 %
vodena otopina kolhicina. Tijekom obradivanja obavezano je nositi rukavice te zaStitnu

masku.

2.1.3. Fiksacija

Nakon primjene kolhicina klijanci su kapaljkom prebaceni u nove tubice i obavljena je
fiksacija ¢ija je svrha zaustavljanje zivotnih procesa s minimalnim poremecajima stanica ili
izobli¢enja tkiva, a najcesée se rabi mjeSavina octene kiseline i alkohola. Alkohol ima
ulogu skupljanja tkiva tj protoplazme, dok zbog octene kiseline dolazi do bubrenja
kromosoma. Tijekom fiksacija u kombinaciji octene kiseline i alkohola bubrenje tkiva i
skupljanje tkiva su izbalansirani. U otopini za fiksiranje je takoder ostavljeno na 4 C preko
noci. Za samo fiksiranje je potrebno 30 mL etanola (95%) koje se doda zajedno sa 10 mL

octene Kiseline u ¢aicu te se pomijesa sa staklenim Stapi¢em (Tablica 1.).

Tablica 1. Kemikalije i pribor potrebni za Farmerov fiksativ

KEMIKALIJA KOLICINA PRIBOR
Etanol (95 %) 30 ml Casica
Octena kiselina 10 ml Stakleni Stapi¢




2.1.4. Hidroliza

Korijenci¢i su sutra dan pincetom pohranjeni u 70 % etanol u hladnjak pri 4 C na 24 sata
(Slika 6.). Nakon pohranjivanja je provedena hidroliza (Slika 7.) koja ocijepljuje purinske
baze u DNA molekuli, te tkivo nakon hidrolize postaje mekSe §to omogucava bolju
obojenost kromosoma. Korijenci¢i su prebaceni iz etanola (70 %) u ciste tubice s IN HCL
u termomikser koji je namjesten na temperaturu od 60C i na vrijeme od 30 minuta.
Vrijeme hidrolize moZze varirati odnosno ukoliko tkivo nakon hidrolize prilikom
usitnjavanja bude pretvrdo potrebno je vratiti uzorke na hidrolizu. 1z ovakvih razloga kod
same pripreme potrebno je osigurati dovoljnu koli¢inu materijala odnosno staviti klijati

dovoljan broj zrna te Skarama izrezati po moguénosti Sto veci broj korijencica.

Slika 6. Uzorci u etanolu (Foto original: Jelena Music)



Slika 7. Uzorci stavljeni na hidrolizu pri 60°C (Foto original: Jelena Music)

2.1.5. Bojanje

Dok su uzorci bili na hidrolizi pripremala se boja koja je potrebna za bojanje vrSnog
meristema korijena je¢ma. U 20 ml kipuce destilirane vode dodan je 0,1g bazi¢ni fuksin, te
je stavljeno na hladenje na temperaturu od 50 C (Slika 8.) i filtrirano u tamnu bocu u kojoj
je jo§ dodano 3 mL IN HCL i 0,3g K2S:0s. Boja je ostavljena na 24-48 sati na sobnoj
temperaturi i tamnom mjestu kako bi se obezbojila. Kada se boja obezbojila dodano je 0,5
g aktivnog ugljena, sve zajedno je pomijesano, filtrirano i pohranjeno u ¢istu tamnu bocu

(Tablica 2.). Ovakva boja moze stajati i do mjesec dana, ako se pravilno pohrani.



Slika 8. Boja stavljena na hladenje (Foto original: Jelena Music)

Tablica 2. Kemikalije i pribor potrebni za pravljenje boje

KEMIKALIJE SASTAV PRIBOR
Voda 20 ml 2 Staklene CaSice
Bazic¢ni fuksin 0.1g Stakleni Stapi¢
IN HCL 3ml 2 tamne bocice
K2S,05 0.3g Vaga
Aktivni ugljen 0.5¢g Zligica
Kapaljka

Nakon $to su uzorci zavrsili sa hidrolizom kapaljkom je uklonjena klorovodi¢na kiselina te
je u ciste 3 tubice dodana destilirana voda u kojoj su uzorci isprani od klorovodi¢ne
kiseline laganim lupkanjem prsta o tubicu. Korjenc¢i¢ima koji su isprani od HCL-a dodana

je Schiff-ov reagens te su pohranjeni na tamno mjesto kako bi se obojali. Bojanje moze

10



trajati od 10-20 minuta, §to se duze boja obojenje ¢e biti bolje. Nakon 20 minuta kada je
bojanje zavrSeno moze se primijetiti jace obojenje vr$nog korijena meristema ljubi¢astom
bojom (Slika 9.). Metodu specificnog bojanja poznatu kao Feulgenova reakcija jos su
1924. uveli su Feulgen i Rossenbeck. Nakon blage hidrolize HCL-om oslobadaju se
aldehidne skupine koje reagiraju sa Schiffovim reagensom daju¢i crveno do ljubicasto
obojen spoj (Smojver-Jezek, 2009.). Schiffov reagens se dobije tretmanom bazi¢nog
fuksina sa sulfatnom kiselinom transformirajuéi reagens u bezbojnu tvar (sulfitni fuksin ili
Schiff-ov reagens). Kad Schiff-ov reagens (sa svojom OH skupinom) reagira s dvije
susjedne aldehidne skupine, dvostruka veza (kromoforna skupina) promijeni oblik sto je

vidi prema karakteristicnoj crvenoljubi¢astom bojom.

Slika 9. Obojeni vr$ni meristem korijena (Foto original: Jelena Music)

11



Najbolje obojenje bilo je kod klijanaca koji su klijali tri dana, a najslabije obojenje kod
klijanaca koji su klijali Cetiri dana Sto potvrduje da starost meristemskog tkiva utjece na
obojenje rezultata. Nakon bojanja pincetom su se prvo izvadili korijen¢i¢i koji su klijali
dva dana te su stavljeni na predmetno stakalce. Za squash metodu bitan je vr$ni meristem
korijena koji je na predmetnom stakalcu odvojen pincetom, a ostatak korijena je bacen. Na
predmetnom stakalcu se nalazilo izmedu tri do Cetiri vr$na meristema kojima je staklenim

Stapi¢cem dodana jedna kapljica 45% octene kiseline (Tablica 3.).

Vr$ni korijen meristema staklenim Stapi¢em je usitnjen na predmetnom stakalcu.
Pokrovnim stakalcem se prekrije usitnjeni uzorak koji se nalazi izmedu predmetnog i
pokrovnog stakalca. Pomocu filter papira snaznim prelaskom palca preko pokrovnog
stakalca se primjeni squash metoda. Prilikom primjene squash metode uzorak je potrebno
dobro prilijepiti na pokrovno stakalce, a opet treba pripaziti na jacinu pritiska kako nebi

doslo do pucanja predmetnog stakalca.

Istim postupkom se obraduju i uzorci koji su klijali tri i Cetiri dana. Tijekom prethodnog
bojanja trebalo je pripaziti da se pribor koji je bio u kontaktu s bojom ne ostavi na ¢istoj
povrsini ili u dodiru sa drugim priborom koji nije bio u dodiru s bojom iz razloga $to je

boja u pocetku bezbojna te se nakon odredenog vremena pojavi te ju je vrlo teSko oprati.

Tablica 3. Kemikalije i pribor potrebni za bojanje i squash metodu

KEMIKALIJA KOLICINA PRIBOR
Feulgenova boja 10-15 kapi Predmetno stakalce
Octena kiselina (45%) 1-2 kapi Pokrovno stakalce

Stakleni Stapi¢

Pinceta

Filter papir

12



2.2. Ocditavanje rezultata mikroskopom

Nakon §to je preparat pripremljen na predmetnom stakalcu odnesen je na o€itanje rezultata
na Odjelu za biologiju. Rezultat je ocitan Carl Zeissmikroskopom (Slika 10.) te su rezultati

fotografirani pomocu programa Moticlmages Plus (Motic,China Group) pri poveéanju od
1000 puta.

Slika 10. Carl Zeiss mikroskop (Foto original: Jelena Musi¢)
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Tijekom ovog istrazivanja uspjes$no je obavljena obrada kromosoma odnosno uspjesno je
obojan vrSak korijena, napravljena squash metoda, fiksacija, izrada preparata te je
potvrdeno da starost meristemskog tkiva ima velik utjecaj na obojenje te o€itanje rezultata.
Najbolji rezultati dobiveni su koriste¢i klijance koji su klijali tri dana, a najlo$iji s
klijancima koji su klijali Cetiri dana. Najveci broj stanica nalazio se u interfazi (Slika 11.)
koja ujedno i najduze traje no uspjesno su uocene i druge faze mitoze od kojih je
najvaznija metafaza kod koje su kromosomi maksimalno kontrahirani te je kromosome u

toj fazi najlakSe istraziti 1 opisati.

Slika 11. Interfaza (Foto original: Jelena Musi¢)

Tijekom obrade kromosoma treba obratiti pozornost i na hidrolizu koja je u ovom radu
uspije$no odradena te je omeksala tkivo i omogucéila dobro obojenje meristemskog vrska.
Ukoliko je tkivo pretvrdo treba produziti hidrolizu do trenutka kada ¢ée tkivo biti dovoljno

mekano kako bi se boja dobro prilijepila na DNA materijal.
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Kohlicinom je uspjesno je zaustavljeno formiranje diobenog vretena prethodnom obradom
tj. fiksacijom te je uspje$no potvrden broj kromosoma (2n=2x=14), odnosno uspjesno je
prebrojano svih cetrnaest kromosoma S§to potvrduje da su biljke diploidi kao §to je i kod
Pejcinovi¢ (1993.) uspjesno potvrdeno kod vrste Allium subhirsutum L. Mikroskopiranjem
su pronadene stanice u kojima je bilo moguce prebrojati kromosome odnosno dobiveni Su
kariogrami stanica je¢ma (Slika 12a i Slika 12b.), a takoder je uocena je razlika u veli¢ini
kromosoma te je bilo moguée djelomicno sastaviti kariotip je¢ma. Zbog nedostatka opreme
nije se mogao utvrditi toan raspon od najkrac¢eg do najduzeg kromosoma kao $to se kod

Pejicevic (1992.) moze govoriti o rasponu koji se krece od 8,05—12,53um.

Slika 12a. Prikaz kariograma jedne stanice je¢ma (Foto original: Jelena Musi¢)
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Slika 12b. Prikaz kariograma dvije stanice je¢ma (Foto original: Jelena Musi¢)

S obzirom na dovoljnu koli€¢inu biljnog materijala i na moguénosti u sklopu istraZivanja
napravljeni su i rezultati sa kupovnom bojom, te je utvrdeno da su kromosomi jednako
dobro obojani kao i sa pripremljenom bojom. Tijekom rada napravljeni su i preparati koji
nisu obradeni kolhicinom. Rezultat rada bile su stanice koje su imale viSe slojeva te su
kromosomi bili jedni preko drugih. 1z tog razloga bilo je nuzno koriStenje citostatika koji je
sprije¢io formiranje diobenog vretena te metafazne kromosome ostavio razbacane po
stanici. Zbog djelovanja kolhicina i squash metode uspjesno je dobiven jedan sloj stanica
koji se promatrao pod mikroskopom. Zbog vrlo male veli¢ine kromosoma je¢ma trebao je
duzi vremenski period kako bi se pod mikroskopom uspjeSno pronasli metafazni

kromosomi.
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Pomocu kariotipa moZze takoder utvrditi i sama struktura kromosoma odnosno radi li se o
metacentricnom, submetacentri¢nom, akrocentri¢nom ili telocentricnom kromosomu koji
pokazuje polozaj centromere. U ovom radu se nije mogao odraditi toCan polozaj
centromere svih kromosoma s obzirom na mogucnosti i na ograni¢enje same tehnologije
koju smo imali na raspolaganju u laboratorijima. Bedalov (1969.) je uspje$no utvrdio da se
radi o metacentri¢nim, submetacentricnim te satelitnim kromosomima kod vrste Biarum

tenuifolium L.

J

k
/\/\ (‘

Slika 14. Kariotip kromosoma je¢ma (Giemsa C-banding)
(Izvor:Singh, 2018.)

Na Slici 14. prikazano je Cetrnaest kromosoma izmedu kojih je moguée uociti razliku u
veli€ini. Nastojat ¢e se optimizirati uredaje te izvrSiti kromosomsko pruganje kao §to je
prikazano na slici iznad. Uvid u kromosomsku strukturu omogucile su tehnike
kromosomskog pruganja. Postoje tri tehnike: G-pruganje, C-pruganje i R-pruganje. Na
slici iznad prikazano je Giemsa C-bojanje koje prikazuje razliku izmedu heterokromatina i
eukromatina (Singh, 2018.). Eukromatin je transkripcijski aktivan kromatin dok
heterokromatin moze biti konstitutivni (centromerni, satelitha DNA) te interkalarni koji je

smjesten duz krakova kromosoma (http://www.genetika.biol.pmf.unizg.hr/pogl15.html).
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4. ZAKLJUCAK

JeCam je diploid odnosno u stanicama je prebrojano 14 kromosoma. Svaka vrsta ima
odreden broj kromosoma u stanicama, paran je i relativno konstantan. U svakom
nasljednom materijalu se nalaze kromosomi koji su sposobni samoreproducirati se te se
pojedinim tehnikama mogu vidjeti. Najduzi kromosomi nalaze se u interfazi, a najkraci u
anafazi i metafazi. S obzirom na mogucnosti i s obzirom na mikroskop koji je bio dostupan
tijekom ovog istrazivaCkog rada moguce je bilo uvidjeti razliku u veli¢ini nekih
kromosoma. Za samu strukturu kromosoma potreban je puno bolji mikroskop te tanji
preparat kako bi dobili bolje rezultate. Tijekom bilo je potrebno pripaziti na klijanje
sjemena kako ne bi doslo do patogena te da meristemsko tkivo ne stoji predugo odnosno da
ne bude prestaro. Obrada kromosoma se odvijala u viSe stupnjeva, a to su: prethodna
obrada, fiksacija, pohranjivane materijala, bojanje i izrada preparata. U slucaju kraceg
vremenskog roka za izradu preparata, preparat se moze bojati kupovnom bojom te boja
moze ujedno biti fiksativ, pa se bojanje i priprema obave istodobno. Kod bojanja
kromosoma uoceno je jaCe obojenje vr$nog meristema korijena je¢ma te je naklijano 30
zrna razli¢itog vremenskog perioda kako bi se utvrdilo s kojim klijancima ¢e biti najbolje
obojenje i najbolji rezultati. Potvrdeno je da su najbolji rezultati dobiveni sa klijancima od
2 dana. Kolhicinom je uspje$no bio zaustavljeno stvaranje diobenog vretena te je bilo
moguce izbrojati kromosome jeCma. Za nastavak istraZivanja potrebno je optimizirati
metodu te istraziti moguc¢nost koriStenja mikroskopa koji bi nam omogucio da bolje vidimo

kromosome 1 sloziti kariotip je¢ma.
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