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Pokus 302. (Fijen 2011)
Struktura pestikii lilie

Botanicka mikrotechnika — histologicka technika parafinovych fezi

Material: fezana kvétenstvi rostliny — asijsky hybrid

foto kvétu:

Odbér vzorka semeniku:

302. 8.

302.9.

302. 10.

302. 11.

302. 12.
302. 13.

segmenty semeniku z pestiku, jehoz blizna byla opylena pylem z kvétu jiné rostliny
(odbér 4 dny po opyleni)

segmenty semeniku z pestiku, jehoz blizna nebyla neopylena

segmenty semeniku z pestiku, jehoz blizna byla opylena pylem stejného kvétu
(idiogamie) (odbér 15 hodin po opyleni)

segmenty semeniku z pestiku, jehoZ blizna byla opylena pylem stejného kvétu
(idiogamie) (odbér 15 hodin po opyleni)

segmenty semeniku z pestiku starSiho kvétu, jehoZ blizna nebyla ru¢né opylena
segmenty semeniku z pestiku star§iho kvétu, jehoz blizna nebyla ru¢né opylena



FIXACE: (Navasinova chrém — octovo - formaldehydova smés)

0d 9.11.2011 12.30 hod.  do 10.11.2011 11.00 = doba fixace 22,5 hod

OPLACH FIXAZE: prani v tekouci vodé:
0d 10.11.2011 11.00  do 11.11.2011 13.30 = celkova doba 26,5 hod

DEHYDRATACE - butanolova rada

11.11.2011 - 15.12.2011 (Ing. J. Rotkovska)

19.12.2011 zacatek prosycovani parafinem (Paraplast Plus®, teplota tani 56°C)
postupni vyména smési parafinu s butanolem za ¢isty parafin a zhotoveni blockii:

vyliti tekutého parafinu s objekty do papirové krabicky, orientace objektd zahiatou jehlou, vychlazeni
ve studené vodni lazni. Po dostate¢ném utuhnuti parafinu vyjimadme blocky z vody a po jejich ususeni
je vyjmeme z papirové krabicky a ulozime do obalu, aby byly chranény pfed prachem.

Vysledek: Ziskame tak blocky parafinu, ve kterych jsou v fadach orientovany jednotlivé objekty.

Mikrotom Reichert, podlozni skla potazena tenkou lepici vrstvou chrémové Zelatiny, ziletky,
Stétce, tuzka s diamantovym hrotem, nahtivaci ploténka.

Priprava chromové Zelatiny (Pappas 1971)
100 ml destilované vody
0,5 g zelatiny
0,05 g siranu chromito-draselného

1. V odlitém malém mnozstvi vody rozpustit kamenec (bude se ptidavat az do roz-
pusténé zelatiny).

2. Zelatinu nechat nejdiive nabobtnat, pak mirné nahtat na vodni lazni (nesmi vafit) a
rozpustit

3. Rozpusténou zelatinu smichat s roztokem kamence.

he

Po vychladnuti filtrovat ptes filtra¢ni papir Whatmanl.

5. Vychladlym roztokem protahnout dokonale odmasténa podlozni skla, vytvoii se
rovnomérny tenky povlak Zelatiny. Pfi nedokonalém odmasténi podloznich skel
nedochazi k adhezi zelatiny na povrch skel.

6. Skla se vysusit ve svislé poloze a ulozit na bezprasném misté. Mohou se i néjakou
dobu skladovat (pro delsi skladovani je vhodnéjsi uchovani v lednicce).

Poznamka:
Roztok chromové Zelatiny je mozno skladovat pii 5°C 48 hodin.

Postup krajeni parafinovych rezii:

1. Parafinovy blok s orientovanymi segmenty vzorkil rozdélime nafiznutim ziletkou a
rozlomenim napfed na pruhy s jednou fadou vzork a nasledné¢ oddélime stejnym
zpusobem parafinovy blocek s jednim objektem.

2. Pomoci zahtatého skalpelu pfitavime parafinovy blocek na difevény Spalicek, ktery
upevnime do sveéraku Neapolské svorky sankového mikrotomu Reichert vybaveného



drzakem mikrotomovych cepelek. V pfipadé potieby mazeme sanky mikrotomu
parafinovym olejem, aby byl pohyb bloku s nozem hladky.

Ziletkou sefizneme (trimujeme) parafinovy blo¢ek do tvaru komolé pyramidy tak, aby
vrstva parafinu kolem objektu byla pfiméfend a hrany soubézné s ostiim noze
mikrotomu byly rovnobézné (parafinova paska pak bude rovna).

Nastavime pozici Neapolské svorky tak, abychom ziskali pti¢né fezy objektem.
Nastavime pozadovanou tloust’ku fezt a vhodny sklon noze.

Opakovanym pohybem san€k mikrotomu s drzakem mikrotomovych cepelek krajime
jednotlivé fezy pozadované tloustky, které se spojuji v tzv. pasku.

Péasku prenaSime pomoci navlhcenych Stétcti (pozor na ostii noze mikrotomu) na
tmavou podlozku, kde je krajime podle velikosti planovaného kryciho skla. Musime
pocitat stim, ze paska se po nazehleni vyrovnad a prodlouzi. Pfi pfenosu pasky
sledujeme potadi fezi, klademe je na sklo zleva doprava. Spodni strana fezi je leskla.

Segmenty parafinové pasky prendsime na vodni hladinu na podloznim skle potazeném
chromovou zelatinou.

Na vyhtaté ploténce se voda zahteje a parafinova paska se vyrovna. Po ususeni vody
jsou fezy pevné prilepené na podloznim skle a je mozné snimi manipulovat
v kyvetach pfi procesu barveni fezii. Nakrdjené a vysuSené fezy je mozné pied
barvenim skladovat i delsi dobu v suchém a bezprasném mist¢.

10. Pfed barvenim jsou fezy odparafinovany ve 100% xylénu (2x: 1 hodina + pies noc).

Poté jsou fezy hydratovany v sestupné ethanolové tadé (bud’ az do vody nebo do
koncentrace ethanolu, ktera odpovida koncentraci roztoku rozpusténé barvicky).
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