Rychla cytologicka metoda

Roztlakové preparaty
Materidl: korenové Spicky rostlin



Definice meristému

* v raném vyvoji embrya se déli vsechny burky =
protomeristém

pozdéji je déleni bunék omezeno pouze na malé
oblasti = primdrni meristémy - bunky si zachovavaji
embryogenni charakter a schopnost déleni (apikdlni
meristém stonkovy, korenovy, axilarni meristémy) -
apikalni meristémy zacinaji svou aktivitu po ukonceni
embryondlniho vyvoje, jejich ¢innosti vznikaji nové
bunky, které po diferenciaci vytvdreji celé rostlinné
telo

+sekunddrni meristémy - kambium a felogén



Charakteristika meristematickych
bunek

* malé, izodiametrdlni nebo protahlé bunky
+ tenka bunécnad sténa, zadné intercelulary
+ velké jadro (jadro-plasmovy pomér)

» velkd hustota protoplastu = malé vakuoly



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

6, faze: bunka se nedéli,
je soucdsti trvalého
pletiva

I (interfaze): doba,
kdy se bunka
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



Formace cytoskeletu v prubéhu
bunééného cyklu

pred profazi  metafdze _ cytokineze ) diferenciace
telofaze interfaze

predprofazni  achromatickeé radialni  kortikalni
prstenec vireténko fragmoplast formace  formace



Podélny rez apexem stonku Coleus

Leaf
primordia

priklad stavby a
lokalizace stonkového
apikdlniho a
axilarniho meristému

pro pozorovani
jaderného déleni
|ze pouzit i listovad
primordia



Korenovy apikalni meristém

Arabidopsis

vlastni meristém

T klidové centrum
R

> koFenovd &epicka

kolumela = stredni
sloupek korenoveé
Cepicky

Linum




Déleni barviv podle plvodu

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

hematoxylin - drevo kampesky (Haematoxylon
campechianum)

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

+ synteticka



Cochineal, Natural Red 4, C.I. 75470



Orcein

HO
‘ N
S

OH
H,N O 9)

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

cervené v kyselém pH, modré v alkalickém pH



Mitotické jedy

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

- alkaloidy (kolchicin, vincristin)

* herbicidy (oryzalin)

vyuziti: 1. studium chromosom
2. synchronizace bunécného délet
3. dihaploidizace



Rostlinné alkaloidy a herbicidy
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oryzalin
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Bunky meristému korene
Pisum

po synchronizaci jaderného déleni oryzalinem (dr. J. Macas)



Obecny postup

predplsobeni

fixace Carnoy, Farmer R .
fixacné-maceracni smés

macerace HCI

roztlaceni

barveni acetokarmin, laktopropionovy orcein

projasnéni levulozovy sirup, glycerol



Fixacné-maceracni smeés
J .Dostal (VUOK Prihonice)

- 1 dil 96% etanolu
- 1 dil normalniho butanolu

- 1 dil ledové kyseliny octové
» 1 dil konc. HCI (35 - 36%)

+ 4 dily destilované vody



Pracovni postup

Materidl: korenové spicky
bez predplsobeni = fdaze bunééného cyklu

odbér nakli¢enych korenu

fixace a macerace v Cinidle

izolace korenové Spicky

barveni laktopropionovym orceinem
rdmovani lakem na nehty

predplsobeni v hydroxychinolinu = naruseni cytoskeletu

inkubace korenll v v 0,02 M roztoku hydroxychinolinu
odbér nakli¢enych korent

fixace a macerace v Cinidle

izolace korenové spicky

barveni laktopropionovym orceinem

rdmovadni lakem na nehty



Laktopropionovy orcein
roztlakovy prepardt Allium cepa

Olympus BX-51
prochdzejici svétlo DIC



