Rychla cytologickd metoda -
studium fazi mitozy

Roztlakové preparaty
Materidl: korenové Spicky rostlin



Definice meristéemu

* v raném vyvoji embrya se déli vsechny burky

+ pozdéji je déleni bunék omezeno pouze na malé
oblasti, ve kterych si buriky zachovdvaji
embryogenni charakter a schopnost déleni (apikdlni
meristémy = primdrni meristémy - korene, prytu) -
jejich ¢innosti vznikaji nové buriky, které po
diferenciaci vytvdreji rostlinné télo

+sekunddrni meristémy

- kambium a felogén

- axilarni meristémy



Charakteristika meristematickych
bunék

* malé, izodiametrické burky

» tenkad primdrni bunééna sténa

+ velké jadro (jadro-plazmovy pomér)

+ velka hustota protoplastu - malé vakuoly



Bunécny cyklus
mujweb.cz/Veda/biologie/b.%20cyklus.htm.

6, faze: burika se nedéli,

I (interfaze): doba, je soucdsti pletiva

kdy se burika
pripravuje na délent,
tj. 61, S a G2 fdze

61 faze (z ang. gap = mezera): na burice neni pozorovatelné co se v ni déje,
probihd syntéza RNA a bilkovin

S (syntetickd) faze: syntéza DNA
62 faze: syntéza bilkovin pro vznik a déleni jadra (histony a mikrotubuly)
M faze (mit6za): neprimé déleni jadra

C faze (cytokineze): déleni celé buriky



Regulace bunécného cyklu =

zdkladni proces utvareni architektury rostlin

Differentiation
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Cell death

Endoreduplication
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Enviromental signals

Epigenetic signals
Chromatin remodeling

Plant Cell, Vol. 14, 11,
2002, www.plantcell.org



Podélny rez apexem stonku Coleus

priklad stavby a
lokalizace apikadlniho
meristému prytu a
axildrniho meristému




Apikalni meristém korene u Inu (Linum sp.)

vlastni meristém

klidové centrum (QC)

> korenova cepicka

kolumela = sloupek,
stredni ¢ast
korenové cepicky




Buniky apikdlniho meristému korene
hrachu setého (Pisum sarivum)




Barviva pro barveni v rychlych
cytologickych metoddch

+ prirodni
karmin - Cervec nopalovy (acetokarmin)

orcein - liSejniky (Lecanora, Roccella) (Iaktopropionovy
orcein)

hematoxylin - drevo kampesky (Haematoxylon
campechianum)

synteticka

nigrosin

krystalviolet’

Feulgenova nuklearni reakce (s leukobazickym fuchsinem)



kyselina karminova Dactylopius coccus

Cochineal, Natural Red 4, C.I. 75470


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Cochineal_drawing.jpg

Orcein
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archil, orchil, lacmus, litmus a C.I. Natural Red 28, (E121)

cervené v kyselém pH, modré v alkalickém pH



Mitoticke jedy

- halogenové derivaty aromatickych uhlovodiku (p-
dichlér benzén, a-brém naftalén, 8-hydroxychinolin)

» alkaloidy (kolchicin, vincristin)

* herbicidy (oryzalin)



- kolchicin
* vincristin

Rostlinné alkaloidy a herbicidy

H5CO

MNH—COCH 4

+ oryzalin SeH,

CHE_EHE - HEC\“‘&N .-___,.EHE - EHE _EHS




Obecny postup

predplsobeni

fixace Carnoy, Farmer ,
fixaéné-maceraéni smés

macerace HCI

roztlaéeni

barveni acetokarmin, laktopropionovy orcein

projasnéni levulézovy sirup, glycerol



Fixac':né-mag:erac‘:'ni smes
Dostal J. (VUOK Pruhonice)

- 1 dil 96% etanolu

- 1 dil normalntho butanolu

- 1 dil ledové kyseliny octové

- 1 dil konc. HCI (35 - 36%)

+ 4 dily destilované vody



Pracovni postup

Materidl: koreny Allium cepal.

bez predplsobeni - faze bunécného cyklu
odbér nakliéenych korent
fixace a macerace v Cinidle
izolace korenové spicky
barveni laktopropionovym orceinem
rdmovadni lakem na nehty

predplisobeni v hydroxychinolinu - naruseni cytoskeletu
inkubace korenl v v 0,02 M roztoku hydroxychinolinu
odbér nakli¢enych korent
fixace a macerace v Cinidle
izolace korenové Spicky
barveni laktopropionovym orceinem
rdmovdni lakem na nehty



Laktopropionovy orcein
roztlakovy preparat Allium cepa

Olympus BX-51
prochdzejici svétlo DIC



