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NoO s

Postup pri podvojném sukcesivnim barveni:
alcianové modr - jadernd Cerven stdla
(Kernechtrot, nuclear fast red)

odparafinovani rezu (xylen)
prevedeni ezl do vody
vlastni barvent:

a) 3% roztok kyseliny octové 10 min.

b) barveni bunéénych stén - 1% alcianova modr
v 1% kyseliné octové 10 min.

c) oplachnuti 3% kyselinou octovou

d) prani v tekouci vodé 10 min.

e) barveni bunéénych jader - 0,1% jadernad cerven stdla
v 5% roztoku Al,(SO,);, 5 - 15 min.

oplachnuti destilovanou vodou

odvodnéni alkoholovou radou

prevod do xylenu

uzavreni do syntetické pryskyrice Eukitt®



Sklenéné a porcelanové kyvety s vickem

Hellendahl Coplin na 6 skel

Schiefferdecker Doza s drzakem skel



Sada plastovych kyvet na barveni




Barvivo

ne vSechny barevné slouc¢eniny mohou byt barvivem

barvivo = barevnd slou¢enina, kterd muze byt
navazdna ha substrat

barvivo histologické - barvi ruzné slozky pletiv,
pouziva se na zdkladé empirickych znalostt,
chemismus reakce ¢asto neni zndmy

histochemické barveni - barvici proces je vysoce
specificky, je zndmd jeho chemicka podstata



Typy barviv

Chromoforovad teorie barevnosti: chromofor - ma
charakteristické uspordddni atomi, které je zodpovédné
za za absopci svétla v urcité ¢asti spektra, auxochrom -
¢ast molekuly, kterd zodpovidd za vazbu na substrat

a) kyselé radikaly: -OH, -COOH, -SO;H anionicka
barviva  Kysel4 barviva (acidicka, eosinofilni)
b) bazické radikdly: -NH, kationicka barviva

Zasadita barviva (bazickad)



Déleni barviv podle puvodu

+ prirodni
karmin - Cervec nopdlovy
orcein - liSejniky (Lecanora, Roccella)

hematoxylin - drevo kampesky (Haematoxylon
campechianum)

brasilin - dfevo druhu rodu Caesalpinia
(Caesalpinia sappan, C. brasiliensis)

indigo - Indigofera tinctoria, Isatis tinctoria
juglon - listy, koreny, kira Juglandaceae

+ synteticka



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

- Barveni progresivni: barvime do Zadané intenzity
zbarveni

- Barveni regresivni: preparat prebarvujeme a pak
postupné odbarvujeme (diferencujeme), podle
afinity struktur k barvivu se nékteré odbarvi zcela,
jiné ztstanou zbarvené (Heidenheinlv Zelezity
hematoxylin, safranin)



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

+ barveni simultdnni: smés barviv v jednom
roztoku (slozky nesméji spolu reagovat)
(Alexanderova smeés)

- barveni sukcedanni (sukcesivni): dvé barviva po
sobé, dopliuji se barevné tony, kazdé barvivo
barvi jiné struktury (alcianové modr - prava
jaderna cerven, safranin - Fast Green, bazicky
fuchsin - pikroindigo karmin /Cajal - Brozkova
metoda/)



Druhy a zpusoby barveni
podle vysledku a aplikace

- barveni substantivni:

barveni samotnym barvivem ve vodném nebo
etanolovém roztoku

- barveni adjektivni:
pouziti moridel (soli kovi = kamence, tanin)



Hematoxylin a hematein

HO

HO

hematoxylin = slou¢enina tmavé
modrofialové barvy ze dreva
Haematoxylon campechianum

pouzivd se s moridly - nejcastéji
Fe3* nebo Al3*
Natural Black 1 nebo C.I. 75290

barvi teprve jeho oxidovana
forma = hematein

|ze barvit regresivni i
progresivni metodou - zdlezi
na formé aplikace moridla

(https://colour-index.com/about)




Podélny parafinovy rez semenem
snézenky Galanthus nivalis L.
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regresivni barveni Heidenheinovym Zelezitym hematoxylinem
optimdlni diferenciace = v jadech bunék egtpr'ya i endospermu
jsou patrna tmavéji zbarvend jadérka, Fe™ jako moridlo



Parafinovy rez poupétem madku,
Papaver somniferum

Delafieldiv
hematoxilin,
progresivni barvent,
Al3*jako moridlo

kanadsky balzam




Indigo

I 4
i Indigofera tinctoria
Isatis tinctoria
H [ 4 v /
L dnes jiz vyrabéné
synteticky

pro vlastni barveni rezl se nepouzivd, ale v histochemii
jsou ¢asto pouzivany tzv. indigogenni metody



Kryostatovy rez listem tabaku

tloust’ka rezu 30um

Indigogenni metoda detekce aktivity B-glukosidasy
se substituovanym indoxyl glukosidem jako substrdtem



Déleni barviv podle Gcelu

Obecna barviva: toluidinova modr (BS, cytoplasma a jddro modre,
jadérko a lignifikované BS zeleno-modre), akridinova oranz (pektin,
kutinizovaneé stény a RNA cervené, lignin zluté, DNA zelene),
haematoxylin (jddra tmavé modre, BS svétle modre)

Bunécna sténa: rutheniova cerven (pektin cervené), kalkofluor
(celuléza stribrno-modre), fluoroglucinol (lignin jasné cervené),
anilinova modr (kaldza zluto-zelené), resorcinova modr (kaloza modre)

Karbohydraty a srob: fuchsin v Schiffové Cinidle (polysacharidy a
skrob cerveno-fialove), jodid draselny (skrob modre, celuloza
¢erveno-hnédeé)

Lipidy: Sudan IV (lipidy ¢ervené) nebo Sudan Black B (lipidy cerne),
Nilskda modr (acidické lipidy modre, neutrdlni lipidy ¢ervené)

DNA, RNA: methylova zelen a pyronin (RNA cervené, DNA zelené),
DAPI (DNA modre), propidium jodid (DNA cervené)

iivomschopnosf: FDA, propidium jodid

Zdroj: Plant Cell Biology (2001) Oxford University Press



Phloroglucinol-HCI staining of A. thaliana stem cross-
sections . Phloroglucinol-HCI staining (pink or fuchsia color)
of a wild type A. thaliana stem section showing the normal
lignin deposition in the walls of interfascicular fibers and
xylem cells ( A - E ). The positions of the epidermis and
cortex (Ep), interfascicular fibers (Fi), pith (Pi), and xylem
(Xy) are indicated. Magnifications: Panel A : 5X; Panel B :
10X; Panel C : 20X; Panels D and E : 40X. Bar = 100 pm.

Toluidine blue O staining of A. thaliana stem
cross-sections. Toluidine blue O staining of a
wild type A. thaliana stem section showing the
normal lignin deposition in the walls of
interfascicular fibers and xylem cells (A-E ).
The positions of the epidermis and cortex (Ep),
interfascicular fibers (Fi), pith (Pi), and xylem
(Xy) are indicated. Magnifications: Panel A : 5X;
Panel B : 10X; Panel C : 20X; Panels D and E :
40X. Bar =100 pm.

Mitra et Loqué 2014
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1 Ruthenium red
staining of wild-type
and mutant seeds.

. Western et al 2001
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Fig 2. Combined red and green channel
confocal images of acridine orange-
stained spruce early wood.

The staining conditions were 50 pmol/L
acridine orange in phosphate buffer, pH
7. The scale baris 100 pm.
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Cross-section of
the Pteridium
aquilinum leaf,
stained with
Calcofluor White
(confocal
microscope).

Houtman et al. 2016

(Wikipedia)




S. lycopersicum
Tomato

stigma ®
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Anilinova modr - kaloza, fluorescence

Sudan IV — lipidova téliska
cervené




NoO s

Postup pri podvojném sukcesivnim (sukcedannim)
barveni:
alcianové modr - jadernd cerven stdla
(Kernechtrot, nuclear fast red)

odparafinovani rezu (xylen)
prevedeni ezl do vody
vlastni barvent:

a) 3% roztok kyseliny octové 10 min.

b) barveni bunéénych stén - 1% alcianova modr
v 1% kyseliné octové 10 min.

c) oplachnuti 3% kyselinou octovou

d) prani v tekouci vodé 10 min.

e) barveni bunéénych jader - 0,1% jadernad cerven stdla
v 5% roztoku Al,(SO,);, 5 - 15 min.

oplachnuti destilovanou vodou

odvodnéni alkoholovou radou

prevod do xylenu

uzavreni do syntetické pryskyrice Eukitt®



Podvojné barveni sukceddnni:
alcianova modr - prava jaderna cerven
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parafinovy rez listem kosatce Iris sp.

tloust’ka rezu 15um




