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Téma 05: Studium stavby zarodecného vaku metodou projasiiovani

Pro rychlé hodnoceni vyvoje zarodecného vaku se v rostlinné embryologii Casto pouzivaji
misto klasickych histologickych postupti ptiprav fezovych preparati rizné varianty
projasiiovacich metod, pii kterych se prosvétli obsah bunék a nasledné je mozné prohlizet
vajicka nebo mlada semena pomoci optickych fezli. Soucasti projasiiovacich médii je Casto
chloralhydrat, fenol a kyselina mlééna (Hoyerovo médium, Herr 1971, Braune ef al. 1982,
Lux et al. 2005).

Materidl: kvétenstvi kokosky pastusi tobolky (Capsella bursa-pastoris L.)
Carnoyova fixaz

Hoyerovo projasiovaci a uzaviraci médium

destilovana voda 25 ml
arabska guma I5¢g
chloralhydrat 100 g
glycerol 8 ml

Projasiiovaci a uzaviraci médium (Lux ef al. 2005)
nasyceny roztok chloralhydratu v kyselin€ mlécné

A. Pozorovani stavby zarode¢ného vaku kokosky po projasnéni chloralhydratem a
kyselinou mlé¢nou podle autori Lux et al. (2005)

Postup:

1. Fixace vrcholl kvétenstvi kokosky pastusi tobolky v Carnoyové fixazi 30 minut az
nekolik hodin.

2. Kratky oplach materidlu v 50% ethanolu.

Projasnovani v nasyceném roztoku chloralhydratu v kyseliné mlé¢né v nadobce pii laboratorni
teplote.

4. Preparace vaji¢ek v kapce projasnovaciho média na podloznim skle.

Uzavfieni krycim sklem a pozorovani v mikroskopu v prochéazejicim svétle nebo
v Nomarského diferencialnim interferenénim kontrastu.

Vysledek:

Projasnéna vajicka a mlad4 semena jsou pruhledna a je mozné prohlizet tzv. optické fezy.



B. Pozorovani stavby zarode¢ného vaku kokosky po projasnéni v Hoyerové smési

Pfiprava Hoyerovy smési:

1. rozpustit arabskou gumu v destilované vod¢ (24 hod)
2. ve smési rozpustit chloralhydrat (24 hod)

3. pridat glycerol a promichat

4. pokud je smés piili§ hustd, ptidat destilovanou vodu

Postup :
1. Fixovany material pfevést v sestupné etanolové fad€ do destilované vody.

2. Projasnit postupné v Hoyerové médiu v nékolika krocich

a) Hoyerovo médium:voda 1:3 30 minut
b) Hoyerovo médium:voda 2:2 30 minut
¢) Hoyerovo médium:voda 3:1 30 minut

d) Hoyerovo médium Cisté

3. Uzavtit vajicka nebo mlad4 semena krycim sklem a pozorovat ve fazovém kontrastu nebo
interferen¢nim mikroskopu.

Vysledek:

Zaostfovanim na roviny optickych ezl lze sledovat rtizné vyvojova stadia zarode¢ného vaku
a integumentu ve vajickéach rtizného stafi, eventudln¢ rané vyvojové faze endospermu po
oplozeni.

Hodnoceni:

Srovname a vyhodnotime vysledky obou postupti projasiiovani.

Poznamka:

Chloralhydrat a fenol jsou latky na seznamu nebezpe¢nych chemickych litek a vyzaduji
specialni zachazeni i likvidaci odpadu podle bezpecnostnich pravidel.
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