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Téma 03: Pozorovani jaderného déleni meristematickych bunék
Cajal — BroZkova metoda podvojného barveni roztlakovych preparati

Pozorovani jaderného déleni a karyologicka studia se provadéji nejcastéji na
roztlakovych preparatech kofenovych meristémil. K barveni bunck téchto preparatli je mozno
pouzit rozmanita barviva, jako acetokarmin, laktopropionovy orcein, azureosinat (Giemsa)
nebo bazicky fuchsin. Cajal-Brozkova metoda pouziva pro barveni chromatinu bazicky
fuchsin a pro dobarveni cytoplasmy pikroindigokarmin. Vysledkem jsou cyklamenové fialové
jaderné struktury a modroSedd cytoplazma. Pro pozorovani jednotlivych chromozomu je
nutné poskozeni mikrotubuli achromatického vieténka. Ukolem cvideni je piipravit
roztlakové preparaty kofenovych meristéml a porovnat struktury bunék po 5 hodinovém
piedptisobeni mitotickym jedem 8—hydroxichinolin.

Material: narasené cibule kuchynské (4llium cepa L.) a Cesneku kuchynského (4llium sativum
L.) 0,2 M 8-hydroxichinolin, Carnoyova fix4dz, maceracni smés konc. HCI: ethanol 1:1.

Vzorky: 1. cibule — koteny vlozené do 0,2M roztoku 8—hydroxichinolinu na 5 hod.
2. cibule — kontrola — kofeny naklicované pouze ve vodé

Postup:

1. Predpiisobeni vzorkii: vlozeni narasenych kotenti do 0,2M roztoku 8—hydroxichinolinu
na 5 hod. (7.00 — 12.00) pfti laboratorni teploté, kontrolni kofeny ztstavaji ve vodé.

2. Fixace: odebrané vzorky fixujeme 1 hod. v Carnoyové fixdzi, slozeni Carnoyovy fixaze
(6:3:1): 70% etanol 60 ml, chloroform 30 ml, led. kys. octova 10 ml.

Oplachovani v 70% etanolu: 2 x 15 minut

4. Macerace: ponoieni kofinkll na nékolik minut do smési HC1 : etanol 1:1, vhodnou dobu
nutno otestovat pro kazdy material.

5. Roztlaceni kofenové Spicky na podloznim skle s chromovou zelatinou pomoci
navlh¢eného celofanu.

6. Po zaschnuti sejmuti celofanu

7. Barveni jadernych struktur v nasyceném vodném roztoku bazického fuchsinu po dobu
15 minut.

8. Oplach destilovanou vodou



9. Dobarveni cytoplazmy pikroindigokarminem po dobu 1 - 15 minut. (100 ml nasyceného
roztoku indigokarminu + 50 ml nasyceného roztoku kyseliny pikrové).

10. Oplach v 70% etanolu.
11. Rychlé odvodnéni: 75%, 96%, 100%, 100% etanol  po 2 minutach v kazdé lazni

12. Pfevadéni do xylenu ve smésich: 100% EtOH : xylen = 2:1, 1:1, 1:2, xylen, po 2
minutach.

13. Uzavreni do syntetické pryskyfice Eukitt®

Hodnoceni:

Po zatuhnuti pryskyfice hodnotime kvalitu roztlaku, zachovani struktury bunék, vybarveni
jednotlivych struktur a a¢innost predpiisobeni bun¢k mitotickym jedem.

Pokud je mozné, spocitdme chromozomy.

Po zaschnuti uzaviraciho média provedeme fotografickou dokumentaci preparati.
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