Pracownia botaniczna i mykologiczna

Liczba punktow /30

(wypetnia KGOB)

PESEL Imie i nazwisko Grupa Nr

Czerwona Niebieska Zielona 26tta

Zaznacz znakiem X swoja grupe

Czas: 90 min.
taczna liczba punktow do zdobycia: 30

Pracownia sktada sie z dwdch czesci: botanicznej i mykologicznej.

Dobra rada: Wykonanie preparatu z czesci 1. wymaga ok. 15 min. maceracji tkanek korzenia
w barwniku. Po zalaniu korzenia barwnikiem i nastawieniu minutnika na 15 minut, mozna rozpoczg¢
rozwigzywanie czesci 2.

Korzenie w mieszaninie barwigcej powinny przebywac co najmniej 15 min., zatem wydtuzenie tego
czasu jest korzystne (w tym czasie mozna skoriczy¢ czesc 2).

CzeSC 1.

Zadaniem uczestnika jest wykonanie analizy kariotypu i charakterystyki podziatéw (wyliczenie
indeksu mitotycznego i fazowego) wierzchotkéw wzrostéw korzeni rosliny kontrolnej oraz poddanej
dziataniu nieznanego czynnika.

Do obserwacji wykonanego preparatu nalezy uzy¢ mikroskopu, wykorzystujgc obiektywy
o powiekszeniu do 40x,

Materiaty i narzedzia:

1. Dwie kolorowe probéwki o poj. 1,5 ml, jedna podpisana KONTROLNA, druga TRAKTOWANA.
Kazda z nich zawiera jeden korzen rosliny jednolisciennej: utrwalony i przechowywany
w 70% etanolu.

2. Mikroskop z obiektywami: 4x, 10x (lub 20x) i 40x.

3. Butelka z zakraplaczem zawierajgca barwnik — acetoorceine.
4. Peseta.

5. Zyletka.

6. lgta preparacyjna.

7. Tacka styropianowa, na ktdrej wykonujemy barwienia.
8. Minutnik.

9. 2 szkietka podstawowe.

10. Szkietka nakrywkowe.

11. Bibuta filtracyjna.

12. Krystalizator na zlewki.

13. Otowek automatyczny.

14. Rekawiczki jednorazowe.



Wykonanie preparatu:

Przed wykonaniem preparatu zatéz rekawiczki — w mieszaninie barwnika znajduje sie kwas octowy
lodowaty i kwas solny, ktdre mogg dziata¢ draznigco na skére i btony $luzowe.

1. Przy pomocy pesety wyjmij delikatnie korzen z probowki na szkietko podstawowe (staraj sie
ztapac korzen posrodku, by nie uszkodzié tkanki merystematycznej wierzchotka
wzrostu), przyjrzyj mu sie uwaznie.

2. Umies¢ szkietko na ciemnym polu obok. Stozek wzrostu, z ktdrego nalezy wykonad
preparat, jest zaostrzony i bardziej biaty, gdyz zawiera mate komorki z gesta
cytoplazma.

3. Zyletka odetnij fragment ok. 0,5 cm od strony stozka wzrostu, reszte korzenia
mozesz wyrzucié.

4. Na korzen nanies 2 krople barwnika i pozostaw do maceracji na co najmniej 15 min.

5. Tak samo postgp z drugim korzeniem (Pamietaj by podpisac szkietka: korzen
KONTROLNY, korzen TRAKTOWANY).

6. Potdz szkietko nakrywkowe na korzen, na to natdz kawatek bibuty, delikatnie docisnij
otwartg dtonig. UWAGA! Jesli czujesz opdr, oznacza to, ze tkanka nie ulegta jeszcze
maceracji — poczekaj 2-3 min. i sprébuj raz jeszcze.

7. Trzonkiem igty preparacyjnej delikatnie popukaj w szkietko preparacyjne nad
zgniecionym korzeniem, by komérki roztozyly sie pojedyncza warstwa. Pomaga
rowniez ,gtaskanie” preparatu w kierunku od centrum (gdzie komorek jest
najwiecej) na zewnatrz.

8. Im delikatniejszy odcien preparatu, tym lepsza dyspersja komorek i tatwiejsza
pozniejsza obserwacja.

9. Oczys$é preparat z nadmiaru barwnika uzywajac bibuty.

10. Umiesc¢ preparat w tapach stolika mikroskopu i zacznij obserwacje, poczynajac od
najmniejszego powiekszenia.

Na podstawie obserwacji komérek odpowiedz na nastepujgce pytania.

Zadanie 1. (2 pkt)
Ile par chromosoméw znajduje sie w komérce rosliny?

a) 4
b) 8
c 12
d) 16

Zadanie 2. (10 pkt)

Oblicz indeks mitotyczny i fazowy dla preparatu kontrolnego i traktowanego.
Dla utatwienia zapoznaj sie z zatgcznikiem nr 1.

e  Ustaw ostros¢ w losowo wybranym polu widzenia (od obiektywu 4x do 40x) i sprawdz czy
widoczna jest pojedyncza warstwa komorek (jesli nie, wybierz losowo inne pole).



e Policz wszystkie komorki w polu widzenia i zapisz wynik w tabeli.

e  Wtymsamym polu widzenia wyszukaj komorki w profazie, metafazie, anafazie i telofazie, a wyniki
zapisz w tabeli.

e Nastepnie ustaw kolejne pole widzenia — czynnos¢ powtarzaj do momentu zliczenia minimum 500

komorek. Jesli masz juz np. 470 komdrek i losujesz kolejne pole, to policz wszystkie komorki w polu
widzenia, a nie tylko brakujgce 30.

IM - Indeks Mitotyczny = odsetek komdrek dzielgcych sie w populacji wszystkich komdérek
merystematycznych:

P+M+A+T
M=—— x100%
P+M+A+T+l
P, M, A, T, | — poszczegdlne fazy cyklu mitotycznego lub komdrkowego: profaza (P), metafaza (M),

anafaza (A), telofaza (T) oraz interfaza (l; rozumiana jako faza miedzy podziatami mitotycznymi).

IF — Indeks Fazowy = odsetek komdrek w danej fazie mitozy w populacji komarek dzielgcych sie. Ponizej
przyktad dla indeksu fazowego komadrek w profazie:

IFp = ———— x 100%
P+M+A+T

Preparat z korzenia kontrolnego:

profaza metafaza anafaza telofaza | bez podziatu wszystkie
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Preparat z korzenia traktowanego:

profaza metafaza anafaza telofaza | bez podziatu | Wszystkie
komorki
Pole 1
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Zadanie 3. (5 pkt)

Zaobserwuj, czy podane nieprawidtowosci znalazte$ w preparacie wykonanym z korzenia
traktowanego.

a) mikrojadra:
TAK NIE
b) minucje (fragmenty chromosomdéw powstate w wyniku deleciji):
TAK NIE
c) komorki wielojgdrzaste:
TAK NIE
d) komorki z nietypowym ksztattem jadra:
TAK NIE
e) mosty chromosomowe:
TAK NIE
f) chromosom pierscieniowy:

TAK NIE



g) zmieniony indeks fazowy (o min. 10 punktéw procentowych w stosunku do préby
kontrolnej):

TAK NIE

h) C-metafaze:

TAK NIE
i) C-anafaze:
TAK NIE

j) C-telofaze:

TAK NIE

Zadanie 4. (3 pkt)

Jaki zwigzek zastosowano w probie traktowanej, jesli obserwowates zaznaczone przez siebie
nieprawidtowosci?

a) Trucizne preprofazowg (hamujgca synteze biatek, RNA, DNA i metabolizm oddechowy).

b) Zwigzek mutagenny (powodujacy mutacje DNA i aberracje chromosomowe).

c) Inhibitor wrzeciona podziatowego (skutkujgcy nieprawidtowym obrazem mitozy,
tzw. C-mitoza).

d) Czynnik genotoksyczny — promieniowanie jonizujgce (powodujgcy mutacje DNA i aberracje
chromosomowe).



CzZESC 2.

Zadaniem uczestnika jest identyfikacja dwdch gatunkow grzybow strzepkowych w oparciu
o obserwacje ich wzrostu na podtozu mineralnym zawierajgcym pojedyncze Zzrodta wegla.

Kazdy z uczestnikéw otrzyma:

1. uszczelnione parafilmem szalki Petriego z dwoma gatunkami grzyba (oznaczonego jako A i B)
i czterema wariantami podtoza z réznymi zrédtami wegla: 1 — pektyna, 2 = skrobia, 3 —wodny

agar (gdzie agar jest jedynym zrodtem wegla), 4 — celuloza.

PRZYKLAD: Szalka oznaczona jako ,,B2” zawiera grzyba z gatunku ,,B” rosngcego na podfozu
,2” (zawierajgcym skrobie).

UWAGA! Szalki s wielokrotnego uzytku — nie nalezy ich otwiera¢!

UWAGA! Podtoze oznaczone cyfrg 1 (pektyna) jest bardzo trudne do odpowiedniego
zestalenia, przez co w temperaturze pokojowej ma konsystencje bardzo gestego dzemu.
Nalezy obchodzic sie z nim ostroznie (nie odwracac szalki denkiem do gory i nie wstrzgsac).

2. kwadrat z czarnego papieru utatwiajgcy obserwacje wzrostu kolonii.

Zadanie 5. (8 pkt)

Na podstawie obserwacji szalek okresl, czy dany gatunek grzyba jest zdolny do wzrostu
na pozywkach zawierajgcych okreslone zrédta wegla. Wpisz w odpowiednie pole tabeli znak ,+

(plus), jesli grzyb jest zdolny do wzrostu, albo znak ,,—” (minus) — jesli nie wykazuje wzrostu.

Pektyna (1)

Skrobia (2)

Wodny agar (3)

Celuloza (4)

Grzyb A

Grzyb B




Zadanie 6. (2 pkt)

W oparciu o charakterystyki czterech rodzajow grzybdéw strzepkowych okresl, ktére z nich kryja sie
pod oznaczeniami A i B.

Dla utatwienia dla kazdego z opisanych gatunkow przygotowano zdjecie obrazujgce jego wzrost
kolonii na podtozu bogatym (nielimitujgcym).

Trichoderma sp. Lecanicillium sp.

Mucor sp. Mortierella sp.

Trichoderma sp. Grzyby saprofityczne, czesto spotykane w glebie i na gnijgcym drewnie, ale takze
na owocach. Kolonie z poczatku hialinowe (przejrzyste), z czasem po produkcji konididow przybierajg
zielonkawg barwe. Na ubogich podtozach szybko tracg zdolnos$¢ do sporulacji, ale sg w stanie na nich
rosnac.

Lecanicillium sp. W wiekszosci grzyby entomopatogenne, infekujgce liczne gatunki owaddw. Wielu
przedstawicieli tego rodzaju moze takze bytowac w glebie. Produkujg enzymy zdolne do rozktadania
nierozpuszczalnych w wodzie biopolimerdw (takich jak chityna), ale na podtozach niezawierajgcych
prostych cukréw (mono- i disacharyddw) na ogét nie zarodnikujg rosngc w postaci biatych, hialinowych
strzepek tworzgcych pomarszczone kolonie.



Mucor sp. Jedne z bazalnych grzybdw saprofitycznych, niewyspecjalizowane. Tworzg szybko rosnace,
watowate kolonie o barwie biatej lub zéttawej, z duzymi, czarnymi zarodniami na wyraznym trzonku.
Sgq stosunkowo ograniczone enzymatycznie — wiekszo$¢ nie produkuje enzymoéw zdolnych
do rozktadania celulozy czy lignin i do wzrostu wymagajg rozpuszczalnych w wodzie weglowodanow.

Mortierella sp. Czesto spotykane grzyby glebowe, ekologiczni oportunisci. Do optymalnego wzrostu
zazwyczaj wymagajg bogatego podioza, na ktdrym tworzg komodrczakowe strzepki. Ich kolonie sg
hialinowe, z niewielkimi, czarnymi zarodniami (bez trzonkéw), podobne do tych spotykanych w rodzaju
Mucor. Zazwyczaj posiadajg zdolnos¢ do rozktadania chityny, ksylanu oraz hemicelulozy (choc
praktycznie nigdy celulozy).

ODPOWIEDZ



Zatacznik 1.

Prawidtowe fazy mitozy:

profaza metafaza anafaza telofaza

o
W

Efekty dziatania zwigzkow genotoksycznych, cytotoksycznych i innych trucizn:

chromosom
pierscieniowy

minucje
most

chromosomowy

mikrojadro

a—



C-metafaza:




48 Olimpiada Biologiczna

Pracownia botaniczna i mykologiczna — zasady oceniania rozwigzania zadan

Zadanie 1. (0-2 pkt)

e 2 pkt —za wskazanie odpowiedzi b (8).
e 0 pkt —za odpowiedz nieprawidtowgq lub brak odpowiedzi.

Zadanie 2. (0-10 pkt)

e 5 pkt—za kazdg z dwdch poprawnie wypetnionych tabeli (razem 10 pkt), sktadowe:
o 3 pkt —zaobserwowanie komdrek dzielgcych sie i niedzielgcych sie,
poprawnie rozpoznane fazy mitozy, liczba komorek powyzej 500;
o 1 pkt—za poprawne wyliczenie indeksu mitotycznego (wzorcowy indeks
mitotyczny dla preparatu 1,5-2,0%; zaliczany jako poprawny w przedziale 1—
20%);
o 1 pkt—za poprawne wyliczenie indeksu fazowego (dla wszystkich faz).
e 0,5 pkt — za niepoprawne obserwacje w tabeli, nieprawidtowe rozpoznanie faz
mitozy, ze szczegdlnym uwzglednieniem przeszacowania profazy.
e 0 pkt —za odpowiedz nieprawidtowg lub brak odpowiedzi, lub odpowiedz udzielong
nie na podstawie obserwacji preparatu.

Przyktady ocen pojedynczych tabel:

e  Poprawnie wyliczone indeksy, ale nieprawidtowa liczba komérek dzielgcych sie —
z naciskiem na przeszacowanie profaz. Przy IM < 20% — potowa wartosci maksymalnej
za tabele, czyli 2,5 pkt.

e  Prawidtowe obserwacje, prawidtowe podstawienie do wzoréw dla indekséw fazowych, ale
brak wyliczenia w % (tylko zapis w postaci np. x¥*100/y) — obnizenie punktacji 0 0,5 pkt dla
kazdego indeksu, czyli w sumie 4 pkt.

e  Prawidtowe obserwacje, wyliczenie indekséw, ale IM > 20% — obnizenie o 0,5 pkt, czyli
4,5 pkt.

e  Przeszacowanie fazy innej niz profaza lub kilku faz, lub za mata liczba komoérek, ale
zrozumienie zasady wyliczenia obydwu indekséw (mimo nieprawidtowych wynikéw) —
1 pkt za catosé.

Zadanie 3. (0-5 pkt)

e 0,5 pkt —za kazdg prawidtowa odpowiedz (razem 5 pkt).
e 0 pkt—za odpowiedz nieprawidtowg lub brak odpowiedzi.

Prawidtowe odpowiedzi:

a) NIE b) NIE  c) NIE d) TAK e)NIE f)NIE g)TAK  h)TAK i)TAK  j)TAK



Zadanie 4. (0-3 pkt)

e 2 pkt —za wskazanie odpowiedzi c (inhibitor wrzeciona podziatowego).
e 0 pkt —za odpowiedz nieprawidtowgq lub brak odpowiedzi.

Zadanie 5. (0-8 pkt)

e 1 pkt—za poprawne okreslenie zdolnosci do wzrostu (lub jej braku)
na przygotowanych podtozach dla kazdego wariantu doswiadczenia (razem 8 pkt).
e 0 pkt —za odpowiedz nieprawidtowg lub brak odpowiedzi.

Prawidtowe odpowiedzi:

W
Pektyna Skrobia odny Celuloza
agar
Grzyb A - + + +
Grzyb B + + + +

Zadanie 6. (0-2 pkt)

e 1 pkt—za prawidtowe rozpoznanie kazdego rodzaju w oparciu o podane opisy
(razem 2 pkt).
e 0 pkt—za odpowiedz nieprawidtowg lub brak odpowiedzi.

Prawidtowe odpowiedzi:
Grzyb A: Trichoderma sp.

Grzyb B: Lecanicillium sp.



