Irena Selakovic

Analiza kariotipa zutotrbih Zaba
Bombina variegata (Anura, Amphibia)

Uradena je citogeneticka analiza kariotipa Zutotrbih Zaba Bombina variegata iz
neposredne okoline IS Petnica. Za analizu su koris¢ene metode konvencionalnog
bojenja hromozoma, bojenje srebro-nitratom i diferencijalno bojenje hromozoma
- metoda C-traka. Uraden je i analiziran kariotip Bombina variegata. Utvrdeno
je da se sastoji od 24 hromozoma. Dalje, nukleolusni organizatori (NOR) se
nalaze na dugim kracima 7. para hromozoma. Mikroskopskom analizom data je
distribucija konstitutivnog heterohromatina.

Uvod

Vrste zaba roda Bombina su tokom poslednjih dvadeset godina Cest
objekat istrazivanja koja se uglavnom koncentriSu na problematiku hibridi-
zacije dve vrste: Bombina variegata (Zutotrba Zaba) i Bombina bombina
(crvenotrba Zaba). Podaci o kariotipu ovih vrsta su, medutim, oskudni i
daje ih Schmid (1987). O distribuciji konstitutivnog heterohromatina, reci-
mo, nema nikakvih podataka u nama dostupnoj literaturi, dok citogeneticka
analiza Bombina variegata sa prostora Jugoslavije, do sada, nije radena.

Tehnike citogenetike daju mogucnost definisanja kariotipa, tj. odredi-
vanja broja i morfologije hromozoma, poloZaja nukleolusnih organizatora
na hromozomima kao i distribucije heterohromatina i euhromatina.

Standardna metoda konvencionalnog bojenja omogucava odredivanje
broja i morfologije hromozoma. Ova metoda je u Sirokoj upotrebi i uvek
je pocetni korak u jednoj citogeneti¢koj analizi.

Za dobijanje poloZaja nukleolusnih organizatora koristi se standardna
metoda bojenja srebro-nitratom. Nukleolusni organizatori predstavljaju re-
gione na hromozomima koji sadrZe uzastopne ponovke gena za sintezu
18S i 28S rRNK. Ovi geni se ponavljaju 200400 puta i Cine klastere ge-
na. Metodom bojenja srebro-nitratom moguce je uocliti samo one nukle-
olusne organizatore koji su prethodno bili aktivni. Zbog toga se
pretpostavlja da specifi¢nosti bojenja ovih regiona (izrazite tamne tacke na
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hromozomima) doprinose razni faktori transkripcije kao i neki specifi¢ni
proteini prisutni u ovim regionima.

Pored konvencionalnog bojenja za analizu kariotipa se koriste i me-
tode diferencijalnog bojenja. Jedna od njih je tehnika C-traka kojom se do-
bija slika o distribuciji konstitutivnog heterohromatina. On se sastoji od
visoko repetitivne DNK za koju se pretpostavlja da ima ulogu u odrZanju
konstitucije hromozoma i jedra, sparivanju homologih hromozoma tokom
deobe i u specijaciji. Heterohromatin za razliku od euhromatina ne sadrZi
aktivne gene i kondenzovaniji je (stoga se koristi za diferencijalno bojenje
hromozoma). Homologi hromozomi imaju istovetnu distribuciju konstitu-
tivnog heterohromatina Sto se koristi za njihovo sparivanje. Distribucija
konstitutivnog heterohromatina je i species specifi¢na.

Cilj ovog rada je karakterizacija kariotipa Bombina variegata iz ne-
posredne okoline IS Petnica.

Materijal 1 metode

Kao bioloski materijal koris¢ene su Zutotrbe Zabe Bombina variegata
(Anura, Amphibia) uzorkovane tokom avgusta 1996. godine u neposrednoj
okolini IS Petnica (Rogljevié, reka Banf']a, Petni¢ko jezero). Sakupljeno je
18 primeraka i tretirano kolhicinom 18". Svakoj jedinki intraperitonealno
je ubrizgano 0.2 ml 0.3% rastvora kolhicina koji spre¢ava polimerizaciju
deobnog vretena zaustavljajuci Celijsku deobu u metafazi. Nakon 18" jed-
inke su Zrtvovane i za dalju preparaciju koriS¢ena su creva i testisi. [zolo-
vano tkivo je homogenizovano seckanjem i tretirano hipotoni¢nim
rastvorom KCl (0.56%) 1" na sobnoj temperaturi. Materijal je fiksiran Kar-
nojevim fiksativom (metanol : sircetna kiselina = 3:1) 2 puta po 15 mi-
nuta. Mitoticki preparati dobijeni su nanoSenjem materijala na ploCice
zagrejane na temperaturi od oko 60°C, dok su mejotic¢ki preparati pravljeni
flame-drying postupkom.

Konvencionalno bojenje mitotickih hromozoma uradeno je 10%
Giemsa-om, a mejotickih 5% Giemsa-om. Za dobijanje NOR-a kori§éena
je metoda bojenja srebro-nitratom po Howell i Black-u (1980).

Tehnika C-traka je uradena modifikacijom metode po Schmid-u
(1978). Modifikacije se odnose na duZinu tretmana preparata 5% barijum
hidroksidom (5 minuta tretmana po Schmid-u zamenjeno je tretmanom od
20, 25, 28, 30, 32, 35 i 60 sekundi) i bojenja Giemsa-om (10% rastvor
Giemsa-e u trajanju od 1" umesto 8% rastvora u trajanju od 15 minuta).
Sam mehanizam nastanka C-traka nije u potpunosti razja$njen. Tretiranjem
preparata barijum hidroksidom vrSi se denaturacija proteina. HCl vrsi
depurinizaciju tako Sto se purini protonizuju te se deo lanca lomi i os-
lobada purinske baze. U nastanku C-traka depurinizacija je zavrSena kada
se elimini$e jedan purin na 300bp nakon Cega deterdZent (2~ SSC) rena-
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turiSe DNK. Visoko repetitivne sekvence se brzo renaturi$u i bolje primaju
boju u odnosu na euhromatinske regione.

Pomenutim metodama dobijeni su preparati spremni za mikroskopsku
analizu. Kompletne i dobro rasprSene mitoze se fotografiSu. Sa fotografija
se isecaju hromozomi i slazu u parovima po opadajucoj veliCini. Na taj
nacin se dobija kariogram.

Rezultati 1 diskusija

Tehnikom konvencionalnog bojenja hromozoma utvrdeno je da se ka-
riotip Bombina variegata sastoji od 24 hromozoma koji se arbitrarno mogu
podeliti u dve grupe: 6 parova velikih i 6 parova srednjih i malih hromo-
zoma (slika 1). Ovo je u saglasnosti sa podacima koje iznosi Schmid
(1987). Metacentri¢ni su 1, 6, 9, 10, i 11. par, submetacentri¢ni su 2, 3,
4,5, 7.1 12. par dok je 8. par hromozoma izraziti submetacentrik. Ovi
podaci su potvrdeni izraCunavanjem centromernog indeksa, odnosa krak-
ova i relativne duZine svakog hromozoma. Statisticki podaci za svaki hro-
mozomski par dati su u tabeli.

Dobijeni statisticki podaci za hromozomske parove

Relativna duzina

Par Centromerni indeks Odnos krakova hromozoma
1 183.9 1.13 1.84
2 182.8 0.82 1.83
3 193.5 0.66 1.94
4 173.6 0.76 1.73
5 1544 0.54 1.54
6 166.7 1.05 1.67
7 1339 0.78 1.34
8 92.5 0.45 0.93
9 200.0 1.00 2.00
10 200.0 1.00 2.00
11 200.0 1.00 2.00
12 150.0 0.50 1.50

centromerni indeks = duZina hromozoma = 100 : duzina vedeg kraka
odnos krakova = duzina manjeg : duzina veceg kraka
relativna duZina hromozoma = duZina hromozoma : duzZina vedeg kraka
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Slika 1.
Kariogram Bombina
variegata.

Figure 1.
Karyogram Bombina
variegata.
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Slika 2.
PoloZaj nukleolusnog
organizatora.

Na duZim kracima sedmog para hromozoma uocene su sekundarne
konstrikcije koje korespondiraju sa nukleolusnim organizatorom. Polozaj Figure 2.
NOR-a je potvrden i mikroskopskom analizom preparata dobijenih meto- Fosition of the
dom bojenja srebro-nitratom kao i mikroskopskom analizom C-traka gde "Wcleolar organizer.
se na istom polozZaju nalaze heterohromatinske trake. Kako fotografije C-
traka joS uvek nisu uradene, o distribuciji konstitutivnog heterohromatina
¢e biti rec¢i samo opisno na osnovu direktnog posmatranja pod mikrosk-
opom. Najbolji rezultati dobijeni su na preparatima koji su tretirani 28-35
sekundi barijum hidroksidom i to najvise pri tretmanu od 32 s. Utvrdeno
je da se konstitutivni heterohromatin nalazi centromerno i pericentromerno
na oba kraka na svim velikim i srednjim hromozomima. Osim toga, ima
ga na svim velikim hromozomima i telomerno. Na duZim kracima na-
jveceg hromozomskog para postoje jos dve intersticijalne trake, dok se na
kratkim kracima uocavaju jedna intersticijalna i jedna telomerna traka. Na
najmanjim hromozomima postoje centromerne i telomerne trake. Date
rezultate za distribuciju C-traka nije moguce diskutovati sa drugim auto-
rima jer u raspoloZivoj literaturi nema objavljenih podataka.

Zakljucak
Kariotip Zutotrbih Zaba Bombina variegata sastoji se od 24 hromo-
zoma. Nukleolusni organizatori se nalaze na duZim kracima 7. para hro-

mozoma. Sto se ti¢e distribucije konstitutivnog heterohromatina kod
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Bombina variegata uoceno je da tehnika C-traka daje dobre rezultate uk-
oliko su preparati izloZeni dejstvu barijum hidroksida u vremenu od 32 (4)
sekunde. IzloZeni podaci o distribuciji konstitutivnog heterohromatina do
sada nisu objavljeni, te rezultati ovog rada mogu biti interesantni za dalja
istraZivanja.

Literatura

[1] Babu, A., Verma, R.S. 1989. Human chromosomes, manual of basic tech-
niques. Pergamon Press.

[2] Black, D.A., Howell, W.M. 1980. Controlled silver staining of nucleolus
organizer regions with a protective colloidal developer: a one step
method. Experientia, 36.

[3] Comings, D. E. at al. 1973. The mechanism of C- and G-banding of
chromosomes, Experimental Cell Research, 77: 469-93.

[4] Dikli¢, V., Kosanovi¢, M., Duki¢, S., Nikoli§, J. 1991. Biologija sa hu-
manom genetikom. Gornji Milanovac: Decije novine.

[5] Dumanovié, J., Marinkovi¢, D., Denié¢, M. 1995. Geneticki recnik. Beo-
grad: Naucna knjiga.

[6] Hernandez-Verdun, D. 1983. The Nucleolar Organizer Regions. Biology
of the Cell, 43: 191-202.

[7] Hsu, T.S. 1975. A possible function of constitutive heterochromatin: the
bodyguard hypothesis. Genetics, 73: 137-50.

[8] Misi¢, P. 1977. Genetika. Beograd: Zavod za udzb. i nast. sredstva.
[9] Kucié, M., Krajinc¢ani¢, B. 1989. Medicinska genetika. Beograd

[10] Schmid, M. 1978. Chromosome Banding in Amphibia. Chromosoma, 66:
361-88.

[11] Schmid, M. 1978. Chromosome Banding in Amphibia. Chromosoma, 68:
131-48.

[12] Schmid, M. 1982. Chromosome Banding in Amphibia. Chromosoma, 87:
327-344.

[13] Yunis, J. 1971. Satellite DNA and Cell Function. Science, 174: 1200-206.

Irena Selakovi¢

Karyotype analysis of yellow-bellied toads
Bombina variegata (Anura, Amphibia)

The study of toads of the genus Bombina in Europe has a long his-
tory, and for much of it debate has centered around whether the two spe-
cies, Bombina variegata (yellow-bellied) and Bombina bombina (fire
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bellied toad), hybridize in nature. However, the facts about the karyotipe
of these species are meager. There are no facts in available literature about
the distribution of constitutive heterochromatin, while the whole cytoge-
netic analysis of Bombina variegata hasn t been done yet in the Yugoslav
territory.

Conventional cytogenetic methods were used for the analysis of the
number and morphology of chromosomes. This method is often used and
it is always the first step in one cytogenetical analysis. Ag staining (How-
ell and Black) was used for the localization of the nucleolar organizer re-
gions (NORs) (location of genes for 18S + 28S rRNA). The technique
used for the labeling of C-bands was performed according to Schmid
(1978), but this standard technique was modified. The modifications are:
the slides are incubated for 20-60 sec. (instead of standard 5 min.) in 5%
Ba(OH)y; the staining was done in 8% Gimsa (pH 6.8 15 min.) and the
standard in this case is a 10% Giemsa (pH 6.8 1h). This procedure gave
slides ready for analysis. After that, the usually procedure was used: the
photographs were made from the whole and dispersed mitosis; chromo-
somes were cut from the photos and arranged in the couples in the slider
size; in this way the karyogram was made.

By using a conventional cytogenetic method, it was found that the
karyotype of Bombina variegata contains 12 pairs of chromosomes: 6 pairs
of macrochromosomes and 6 pairs of medium-sized and small chromo-
somes (Fig. 1). This is in accordance with results done by Schmid (1987).
The secondary constrictions which are corresponding with NORs were no-
ticed on the long arms in chromosome pair 7 (Fig. 2). This result is the
same as the result which is obtained by a microscope analysis of C-band,
where a heterohromatin region was found on the same location.

It turned out that the C-bands are the most legible on the slides which
are treated with Ba(OH)2 during 32 (4) sec. It was established that the
constitutive heterochromatin is localized on the centromeric and pericen-
tromeric regions on both arms of all macrochromosomes and medium-
sized chromosomes. It occupies the telomeric positions at all
macrochromosomes too. The heterochromatin is localized on two intersti-
tial positions on the long arms of the biggest chromosome pair, but there
are one interstitial and one telometric position of the constitutive hetero-
chromatin on the short arms. There are centromeric and telomeric bands
on the small chromosomes.

We can t discuss these results with other authors, because there are
no facts for this species in the available literature. Thus, they can be in-
teresting for the future researches.
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