Подготовка объекта исследования:
1. Проращивание семян.

Для получения первичных корешков семена пшеницы в утренние часы раскладывают в чашках Петри на влажную фильтрованную бумагу в шахматном порядке зародышами в одну сторону, бороздками вниз. Проращивание идет при температуре 20-22° С. 

2. Фиксация материала.

Фиксация - это процесс быстрый, почти мгновенной гибели клеток в результате погружения в ядовитую жидкость при сохранении тонкой структуры клеточных органелл. Жидкость, в которой происходит фиксация, называется фиксатором. Для изучения митоза применяют ядерные фиксаторы: Навашина, Карнуа, Модилевского и другие. Фиксатор Карнуа состоит из 6-ти частей 96% этанолового спирта, 3-х частей хлороформа и 1-ой части ледяной уксусной кислоты. Можно использовать измененный фиксатор Карнуа: 3-и части 96% этанолового спирта и 1-а часть ледяной уксусной кислоты (3:1). 

При длине первичных корешков  0,9...1,5 см проводят фиксацию с 9.00 до 11.00 часов - ножницами отрезают зародышевые корешки и сразу помещают их в фиксатор, объем которого должен превышать в 50-100 раз объем фиксирующего материала. Время фиксации материала не менее одного часа. Материал можно хранить длительное время в фиксаторе. 

3. Промывка зафиксированного материала.

После окончания фиксации материал тщательно промывают  дважды в 70% этаноловом спирте  для удаления фиксирующего вещества при экспозиции в каждом спиртовом растворе по одному часу. Для этого фиксирующая жидкость сливается, а спиртовой раствор заливается в емкость, где проводятся все операции (пенициллиновая пузырек). 

4. Окрашивание материала.

Цель окрашивания - выявление различных структур клетки. Для изучения митоза применяются ядерные красители: ацетокармин, ацетоорсеин, лакмоид, метиленовая синь и другие. 

За сутки до начала изучения митоза корешки окрашивают, для этого спирт, в котором они находится, полностью сливается и заливается краситель на время от 3 до 24 часов. Окрашивание можно проводить в термостате при температуре 55-60°C.  После окончания времени окрашивания краситель сливают, а материал помещают в 70% этаноловый спирт, где его хранят несколько суток.

Приготовление ацетокармина. 

К 15 мл дистиллированной воды прибавить 4г кармина и 1мг концентрированной соляной кислоты. Тщательно перемешать и кипятить 10 минут на слабом огне при частом помешивании. Остудить. Добавить 95мл 85% этанолового спирта, хорошо размешать, профильтровать.

Техника приготовления временного давленного препарата.
1. Положите перед собой на столе белый лист бумаги, на нем будет готовиться препарат для лучшей оценки его качества.

2. Приготовьте предметное и покровное стекла, тщательно протрите их салфеткой, удерживая стекла за боковые ребра. Положите их на белый лист бумаги.

3. Возьмите пинцетом один корешок с капелькой спирта и положите его в центр предметного стекла.

4. Определите зону деления (4...5 мм, она, как правило, интенсивнее окрашена) и лезвием отсеките ее, остальную часть корешка уберите пинцетом с предметного стекла.

5. Удалите с предметного стекла фильтрованной бумагой свободный спирт и нанесите на корешок 2-3 капли  45% уксусной кислоты. (эти операции проделываются быстро, чтобы не высох препарат). 

6. Произведите накрытие покровным стеклом, для этого нижнее ребро покровного стекла опустите в каплю уксусной кислоты с наклоном на объект исследования, поверхность стекла положите на препаровальную иглу и, постепенно покачивая, опустите стекло.

7. Указательным пальцем левой руки с большой силой через фильтрованную бумагу нажмите на покровное стекло, тем самым добейтесь начальной стадии расслоения ткани растительного объекта. Далее, прижимая левой рукой покровное стекло к предметному, тупым концом карандаша или деревянной палочкой в правой руке, постукивая по покровному стеклу, раздавите  корешок до образования розового облачка. Этой операцией  достигается распределение клеток в один слой и разрушение клеточных, ядерных оболочек. 

8. Для хорошей видимости подогрейте  препарат  на спиртовке и добавить еще одну каплю 45% уксусной кислоты. 

9. Для того, чтобы провести качественное изучение препарата, заклейте края покровного стекла резиновым клеем или парафином, можно и маникюрным лаком.

10. Изучите и опишите фазы деления клетки при увеличении   -  15 х 40, но предварительно оцените качество препарата при увеличении 15 х 8. При изучении препарата обращайте внимание на состояние ядра, цитоплазмы, наличие и расположение хромосом в клетке
Исследовательская работа №1. Изучение хромосомных аберраций при воздействии на клетки некоторых мутагенов химической природы (ксенобиотиков).

Объект исследования: клетки меристематической ткани тест объекта (яровая мягкая пшеница).
Пояснение к заданию:
Изучение влияния ксенобиотиков  на разных уровнях организации живой системы относится, в настоящее время, к одной из самых актуальных проблем - экологическая и генетическая защита живых организмов. Значимость этой проблемы возрастает, т.к. все чаще регистрируется экологическими службами превышение предельно допустимого содержания ряда химических веществ  в атмосфере, гидросфере и почве, а службами здравоохранения рост врожденной патологии, в том числе наследственно обусловленной. В связи с этим возникает необходимость не только строгого контроля за состоянием окружающей человека среды, но и оценки характера действия ксенобиотиков на живую систему через учет частоты возникновения и спектра мутаций в зависимости от дозы и времени воздействия мутагена.

Определение мутагенной активности ксенобиотиков проводится через оценку хромосомных аберраций в растительных клетках корневой меристемы высших растений (традесканция ячмень, пшеница, лук и др.), которые рекомендуются экспертами ВОЗ в качестве первой ступени генетического скрининга. Цель таких тестов - получить ответ на вопрос - о наличии или отсутствии мутагенных эффектов у изучаемого соединения в возможно короткие сроки, и, таким образом, обосновать целесообразность постановки хронических экспериментов в более дорогостоящих и сложных тестах. Цитогенетическая оценка, проводимая в тестах первичного скрининга, обладает рядом преимуществ, это - высокая чувствительность и пропускная способность, краткосрочность, простота в технологии и невысокая стоимость.  Однако существенным недостатком данных тестов является возможность регистрации лишь кластогенных эффектов (способности вызывать хромосомные повреждения), т.е. изучения, как правило, одного класса генетических повреждений. Поэтому этот вид тестирования называют экспресс методом предварительной оценки мутагенного эффекта ксенобиотика, а данные, полученные в такой серии тестирования, нуждаются в дополнительной проверке.

При проведении цитогенетического тестирования (анализ хромосомных аберраций в клетках корневой меристемы) необходимо грамотно подобрать тест-культуру. Чаще всего рекомендуется использовать семена районированных сортов пшеницы, выращенных на экологически чистом фоне (без внесения минеральных удобрений, пестицидов, гербицидов) с невысоким уровнем естественного мутирования.
Обработка семян ксенобиотиком.
Семена тест культуры (100 штук) помещаются в двухслойных марлевых мешочках в химические стаканчики при полном погружении в раствор исследуемого вещества (вариант опыта) или  дистиллированной воды (контроль опыта) на определенное время обработки  (экспозиции).  Наиболее полной схемой опыта можно считать следующую: ПДК (предельно допустимая концентрация вещества, которая устанавливается по литературе), ПДК х 10, ПДК х 100 при экспозициях  - 24, 48, 72 часа. После обработки семена промываются в течение 20 минут проточной водой и проращиваются  при температуре 21-24(C. 

Технология подготовки материала для исследования и техника приготовления временного давленого препарата для изучения митоза, во время которого наиболее эффективна регистрация хромосомных аберраций, представлены в лабораторной работе №1 темы I.1 "Генетическое значение митоза".

Анализ хромосомных аберраций.
В каждой опытной и контрольной группах изучается 1000 клеток, находящихся в ана- и телофазе. Рекомендуется учитывать такие разновидности патологии митоза, как фрагментации, хромосомные мосты, отставания при  расхождении к полюсам (приложение 3). 

Если в анафазу регистрируется 1 и более фрагментов, то констатируется факт хромосомной аберрации - делеции, если фрагменты не содержат центромеры, то такой участок хромосомы остается в одной из дочерних клеток, а в другой дочерней клетки отмечается недостаток этого участка, а значит группы генов. Очень часто фрагменты элиминируются. Мосты свидетельствуют о происшедшей делеции - выпадение центрального участка с центромерой, в результате чего образуется хромосома без центромеры, или транслокации, в результате чего образуется дицентрические хромосомы (с двумя центромерами), ацентрические хромосомы - без центромеры. Отстающие хромосомы есть результат повреждений их в области кинетохора. 

Частота хромосомных аберраций определяется отношением числа патологических митозов к общему числу ана- телофаз. Для оценки спектра мутаций рассчитывается процентное соотношение клеток с определенным видом патологии митоза к общему числу патологических митозов в ана- и телофазу митотического цикла.
Данные анализа заносятся в рабочие протоколы, форма которых представлена в таблицах IV.9, IV.10.
Таблица IV.9.
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Таблица IV.10.
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Условные обозначения: * - М. - мосты, Ф. - фрагменты, С.П. - сочетанная патология, О.Х. - отстающие хромосомы.

