RYCHLA CYTOLOGICKA METODA

Ukol: Pozorovani fazi mitozy

Princip metody:

Tzv. maceraci se rozstépi stiedni lamela mezi buiikami, takze je potom mozné pletivo
jemnym tlakem rozlozit do jedné vrstvy a neni tieba objekty fezat. Hovofime o tzv.
roztlakovych nebo roztérovych preparatech. Uplatiuji se pii cytologickych a
karyologickych studiich, v cytologii pfi demonstraci mitotickych fazi apod. K t€émto studiim
musime vybirat pletiva, ve kterych dochazi k intenzivnimu déleni buné€k - meristémy, které se
nachdzeji predevS§im na vzrostnych vrcholech kofene a stonku. Vzhledem ke snazsi

dostupnosti se pro tyto ucely pouziva nejcastéji korenovy meristém.

Pomticky:

Mikroskop, preparacni souprava, filtraéni papir, nalevka, laboratorni sklo, lihovy kahan,
bezbarvy lak na nehty.

Material:
Kotenové spicky cibule (Allium cepa L.), lilie (Lilium hybr.), tulipanu (Tulipa hybr.)

Laktopropionovy orcein — 2g orceinu ve 100 ml kys.mlé¢né a propionové (v poméru 1 : 1)
rozpoustét 48 hodin zastudena, pak zfiltrovat a zfedit destilovanou vodou v poméru 1 : 1.
Roztok barviva je nutné filtrovat vzdy tésné¢ pied pouzitim. nebo

Acetokarmin — do 45% kys. octové pfidame v piebytku karmin a povarime (asi 0,5g karminu
na 100ml kyseliny, vafime asi hodinu za pouziti zpétného chladice). Vychladly roztok
filtrujeme a uchovavame v uzaviené lahvi. Vydrzi n€kolik let, ob¢as nutno zfiltrovat.

Levulozovy sirup — 20g levulozy (= fruktéoza) do 100ml destilované vody, zahustovat
v termostatu po nékolik dni.

Fixaéné-maceracni smés: 1 dil 96% ethanolu

1 dil normalniho alkoholu butylnatého
1 dil ledové kyseliny octové

1 dil konc. HCI (35 — 36%)

4 dily destilované vody

Postup:
Postup prace se ruzni podle ucelu studia. Chceme-li provadét cytologické studie, kde

se hodnoti pocCet a velikost chromozomd, je nutné rozlozit mikrotubuly cytoskeletu, aby se
chromozémy od sebe oddélily a aby se kumuloval pocet bun€k, které budou v metafazi.
K tomuto celu se pouziva pred vlastni fixaci a maceraci tzv. pfedpusobeni. K predpisobeni
se pouziva ledova voda (0-1°C) nebo tzv. mitotické jedy — halogenové derivaty

aromatickych uhlovodikll (p-dichlorbenzen, o-bromnaftalen, 8-hydroxychinolin), alkaloidy



(kolchicin) nebo herbicidy (oryzalin). Dobu piedplisobeni nutno vyzkouset pro kazdy

material. Doporucuje se 2-24 hod.

V piipad¢ demonstrace mitotickych fazi (pro didaktické ucely) mlzeme materidl
fixovat thned po odbéru. U rychl¢ cytologické metody jsou spojené operace fixace a macerace
do jednoho kroku. Optimalni obu plisobeni je nutné opét vyzkouset pro kazdy rostlinny taxon.
Macerace je ukoncena, jestlize je mozné pletivo délit jemnym tlakem preparacni jehly.
V ptipad¢é nedostatecné macerace nelze pletivo roztlacit, pii pirekroCeni doby macerace se

muze poskodit i obsah bungk.

1) Fixace a macerace v uvedeném c¢inidle asi 5 minut

2) Proplachnuti vodou.

3) Pieneseni objektu na podlozni sklo.

4) Odsati prebytec¢né tekutiny filtracnim papirem.

5) Oddéleni kotenové Spicky polozenim preparacni jehly (zbytek kofene odstranime).

6) Barveni orceinem nebo karminem 2 — 20 minut podle velikosti objektu a podle kvality
barviva. K urychleni vybarveni acetokarminem lze opatrné zahtat podlozni sklo.

7) Prikryti objektu krycim sklem a roztlaeni jemnym poklepavanim preparaéni jehly.
Tlak musi byt pfiméfeny, aby se buiiky pletiva od sebe oddélily, ale aby nebyly
rozdrceny. Pro dostate¢né vybarveni chromatinovych struktur mirné nadzvedneme
preparacni jehlou zespodu kryci sklo a nechame barvivo proniknout zpét k buikam.

8) Po dostate¢ném vybarveni jadernych struktur mizeme preparat projasnit levulozovym
sirupem. K okraji kryciho skla pfikdpneme nékolik kapek levulézového sirupu a
z opacné strany odsavame prouzkem filtracniho papiru piebytecné barvivo. Ziskdme
tak polotrvaly preparat, ktery v ledni¢ce vydrzi 1 nékolik tydnt.

9) V naSi varianté metody projasnovani nepouZijeme a po odsati barvici smési
zaramujeme preparat bezbarvym lakem na nehty, aby unikajici pary kyselin
nepisobily korosivné na mikroskop.

Vysledky:

Preparat prohliZime v mikroskopu pii dostatecné velkém zvétSeni a hleddme vSechny faze
mitotického cyklu, které zakreslime do protokolu.
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Priklad spravné provedeného roztlakového preparatu kotenové Spicky cibule
barveno laktopropionovym orceinem:

interfaze <<



