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Povijest i razvitak metoda koje se upotrebljavaju
za preparaoiju kromosoma kod riba vrlo je zanimljiv
zbog toga Sto je zapofeo s ograniGenim sredstvima,
opremom, kemikalijama te mikroskopima s ogranice-
nim kapacitetom povecanja. Najvise poteskoéa u
ovom polju, a na prouc¢avanju riba, predstavljali su
kromosomi riba koji su vrio mali ali zato mnogobroj-
ni kao i to §to se vecina ovih metoda koristila do 3a-
da samo na odredenom broju vrsta riba.

Kromosome kalifornijske pastrve, u fazi njihova ra-
nog embrionalnog razvoja, proucavali su Svardson
(1945), Bungenberd de Jong (1955) i Wright (1955).
Postupak je u kratkim crtama, bio slijedeéi: oplode-
na jajaSca stavljana su u zdjelice obloZene gazom i
uronjene u tekucéu vodu (temperatura 9°C). Sedam
dana nakon oplodivanja jaja su fiksirana u Nawashin-
-Karpechenko fiksativu. Nakon toga fiksirana jaja, u
obliku zelenih diskova, sakupljena su pomocéu pince-
te i stavljena u otopinu po Karpechenku. Nakon va-
denja iz Karpechenko otopine, da bi se sprijedilo
oStecivanje germinativnog sloja, diskovi su stavijani
u agar i parafin. Blokovi parafin-agar rezani su zatim
na vrlo tanke dijelove (15u) i bojeni ljubicastom gen-
cianom po Newtenu.

Istu metodu koristili su i Boothroyed (1959) i Si-
mon (1963) s jedinom razlikom §to je Boothroyed za
fiksiranje upotrijebio 45%¢ octenu kiselinu, a za boje-
nje 4% ili 6% acetokarmin. Simon je, medutim, fiksi-
rao s jednim dijelom glacijalne octene kiseline i sa
tri dijela 99% isopropilnim alkohoiom, a bojao sa
svjeze filtriranim aceto-orcinom. Ovu tehniku modifi-
cirali su takoder i Rees (1967) i Pegington i sur.
(1967) i to tako da su jaja nakon fertilizacije uronili
4 sata u 0.2/ kolhicin te bojali metodom po Feulge-
nu.
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Do daljnjeg razvoja metode doslo je nakon &to su
Ohno i sur. (1965), Nygren i sur. (1968) i Al-Sabti
(1982) koristili »squash« tehniku za analizu kromoso-
ma bubrega, jajnika, jetre i Skrga. Metoda se sastoji
u slijedecem: ribi je aplicirin intramuskularno (i/m)
ili intraperitonealno (i/p) kolhicin (0.8 ml 0,5%/ na
100 g tjelesne mase). Nakon ekspozicije od 3 sata
riba je ubijena, organi izvadeni i hipotonizirani u hi-
potonicnoj otopini (destilirana voda ili 0.005 N KCI)
te fiksirani u 50%/c octenoj kiselini ili prema Carnoy-u
(1:3). Slicne tehnike koristili su i drugi znanstvenici
uz odredene modifikacije. Tako su McPhail i Jones
(1966) aplicirali ribama 0.2-0.4 ml 0.05°/¢ kolhicina.
Poslije hipotonizacije organi su fiksirani i bojani sa
2'/0 aceto-orcinom. Sasaki i sur. (1968) je aplicirao
i/p 0.5-2 ml 0.05%/s kolhicina i hipotonizirao sa 0.075
M KCI. Fukuoka (1972) je aplicirao ribama 7 ug/ml‘g
tezine kolhicina, a ekspoziciju produZio na 6 do 8 sa-
ti. Marian i Krasznai (1979) koristili su 0.5%/¢ kolhicin
i to 0.01 ml/g tjelesne tezine.

Kao Sto se iz gore opisanog vidi, veéina autora ko-
ristila je kothicin  kao inhibitor stvaranja diobenog
vretena. Cuellar i Uyeno (1972) koristili su umjesto
kolhicina 0.5 ml 5% Velban i ekspoziciju od 3 sata.

Kulture tkiva takoder su se koristile za preparaci-
ju kromosoma u riba i to s razligitim modifikacijama.
Roberts (1970) je, na primjer, isjeckao tkivo i isprao
ga u BSS (Balance Salt Solution), digestirao ga u
tripsinu i suspendirag u mediju za rast. Nakon 5-6
dana dodao je kolcemid i tkivo inkubirao 4-6 sati.
Nakon toga BSS zamjenjen je 0.9%/¢ natrijevim citra-
tom. Chen (1970) suspendira tkivo ovarija u tripsinu,
tretira sa kolhicinom i konaéno kipotonizira i fiksira.
On je takoder izolirag tkivo bubrega, usitnio ga ska-
rama u fine fragmente i suspendirao u BSS. Nakon
toga dodao je 1 ug/ml kolcemida i pohranio na sob-
noj temperaturi. Stanice su zatim skupljene centrifu-
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giranjem i resuspendirane u 0.075 M KCIl. Gold
(1974) se posluzio slicnom tehnikom. Ribama je apli-
cirao 0.8 ml/0.5%/:'100 g kolhicina. Usporedujuci nje-
govu metodu s ostalim metodama jasno je da je ona
preskupa i preduga.

Denton i Howel (1969) prougavali su kromosome
epitela ljuski i peraja riba. Mali primjerci riba stav
ljani su u 0.01%¢ aeriranu soluciju kolhicina, a zatim
je odstranjenim ljuskama izvrSena hipotonizacija i
fiksacija.

Najznacajniji napredak u citolodkim studijama za-
poceo je kada su Moorhead i sur, (1960) uzgojili kul-
turu ljudskih leukocita. Nakon toga zapocgela su i ci-
toloska istrazivanja na rihama uzgajanjem kulture
njihovih leukocita. Heckman i Brubaker {1970) kori-
sti su phytohemaglutinin  (PHA) kako bi stimuiirali
metafaze leukocita kod ciprinida. Ustanovili su da
se ne postize nikakav ili tek minimalan rast u sluca-
jevima kad se PHA ne koristi. Grameltvedt (1975) je
uzeo uzorke krvi te izdvojio leukocite centrifugiro-
njem pri 10 x g/5 min. Bijele stanice sa plazmom te
nesto crvenih stanica su izdvojene nakon ¢ega je 0.1
ml ove smjese inkubirano u mediju za rast. Nakon &
do 7 dana dodana je jedna kap kolhicina i to 16-20 h
prije »sakupljanja«. Sliénu metodu koristio je i
Thoargaard (1977) jedino s tom razlikom 5to je dodan
kolhicin u koncentraciji od 5 ug/mil. Kultura je bila
sakupljena nakon 4 sata. Razligiti autori koristedi istu
tehniku ponedto su je modificirali. Na primjer, vzi-
mane su razliite kolic¢ine krvi ili razliciti sastavi me-
dija koji se koriste za kulturu leukocita.

Mozemo zakljuciti da je najuobicajena metoda koja
se do sada koristila »squash tehnika« zbog toga §to
nije skupa i §to se s njom lako radi za razliku od me-
tode kulture leukocita. lpak, metoda kuiture leukoci-
ta daje u preparaciji kromosoma najbolie rezuitate.

SUMMARY

Review of methods used for chromosomal
preparations in fishes.

The paper present the history of the techniques
used to date for the chromosome preparation of the
fish. Briefly it is as follows: In the period 1934-1965
most of the chromosome preparation techniques we-
re more or less the same, i.e. fertilized egys discs
were used. Ohno et al. (1965) improved the method
using the squash technique for the chromosome pre-
parations from the kidney, liver, gonads and the gills.
This technique has been extensively used because
it yields good results. Roberts (1970) cultured the
cells of the kidney, gonads and liver. Many advanta-
ges came from using the leukocyte chromosome pre-
paration in the fish. In comparison with soms other
techniques, this technique has many advantages
- chromosomes are well spread and the morphology
is clear. There are also some disadvantages - the
technique is very expensive and time consuming as
well. Technique used most often by scientists in
this field is the squash technique because it is fast.
cheap and easy to work with.
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