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Zdenka Pazourkova a Jaroslav Pazourek:

Nova modifikace nigrosinové metody

(Ustav pro fysiologii rostlin a Geneticky ustav university Karlovy)

Je tomu asi 30 let, co byly do cy tologlckb nnkl()skoplcko techniky zave-
deny t. zv. rychlé barvici metody. Jejich uzivani se zvIaste v posledni dob¢
velmi roziiiilo a u nas jsou to hlavné praktici, kteii se o tyto metody silne
zajimaji a nejvice jich uzivaji pti své praci. Hlavnim diavodem, pro¢ jim davaji
prednost ])Ied klasickou metodou parafinovou, je jisté predev&im rychlost.
s jakou lze pfipravit ])I‘L])&Idt zeela dostacujici pro cytologické zhodnoceni
materialu, jednak proto. ze tyto metody nekladou velkych narokt na labo-
ratorni zatizeni.

Jednou z I]G‘jn)ld(l\lch barvicich metod je metoda acetonigrosinova, ktera
proti ostatnim, u nas nejcastéji uzivanym metodam (acetoorcein, acetokarmin.
acetolakmoid) ma tu vyhodu. ze rozmacknuty objekt barvime za studena.
Puavodni piedpis (Gosta von Rosen 1947) zdiraziuje, ze preparace
se ma dit pii snizené teploté. Tak pii fixaci ma byt dodrzena teplota 8 az 12 (.
pii maceraci 10 az 15 °C, pti vypirani nema teplota destilované vody pre-
sahnout 15 °C a barvici tekutina ma byt tepla asi 15 “(". Ochlazovani jednot-
livych roztoka by jisté bylo vétsi komplikaci nez zahiivani pii metodach
jinych a proto by tato metoda nebyla ]ednoduéeu nez druhé, 1)11 nichz barvime
za tepla. Tuto obtiz odstranili Netasek a Paledkova (1951), nebot
zjistili, ze neni nutno uzivat barviva chlazeného.

Pti praktickém uzivani této metody jsme se setkali s dalsimi obtizemi.
Prvni z nich byla doba fixace. Pti experimentalni praci nelze ¢asto, zvlaste
odebirame-li vzorky mimo laborator, kde objekty zpracovavame, dodrzeti
urc¢enou dobu fixace (15 az 30'min.) a déasto nelze také ¢asoveé zvladnout pro-
vedeni pokusu i zpracovani objektt v jednom dni. V tomto piipadé je pak
vvhodné viechny odebrané vzorky zpracovavat az druhy den. Zkouseli jsme
tedy, jak dlouho je nutno fixovat, aby fixace byla dostacujici a zaroven i to.
jak dlouho je mozno fixovat, aby objekty nebyly prefixované. Pokusy jsme
konali na nakli¢enych semenech cibule kuchynské ( Alliuwm cepa) a zjistili jsime,
ze odiiznuté korinky je mozno s tispéchem fixovat 10 min. az 40 hod.

Pri vétsiné pokusu byva dilezité fixovat nékolik objektti najednou a mnoh-
dy je tfeba odebirat vice vzorku ve stejnou dobu. V téchto pripadech velmi
zdrzuje odiezavani kofinka pii fixaci, coz byva nékdy, zvlagté u méné zku-
genych pracovnikil, pfi¢inou nezdaru i proto, ze jim tato operace trva piilis
dlouho a odfiznuté kofenové Spi¢ky oschnou. Proto jsme zkouseli fixovat
naklitena semena cela a teprve po fixaci odiezavat kotenové spicky. Tento
postup se nam velmi dobfe osvéddil a uzivali jsme ho pii své praci bézné.

Dalsi obtizi je, ze nigrosin barvi v dosud uzivané koncentraci pomérne
velmi rychle a tak se muze snadno stat, ze se preparaty snadno piebarvi. Tuto
zavadu jsme odstranili tim, ze jsme zasobni roztok tedili ziedénou kyselinou
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octovou (destilovana voda 1 dil, ledova kyselina octova 1 dil). Pro kotinky
Allium cepa se nam nejlépe osvédéilo ziedéni 1 dil zasobniho roztoku nigro-
sinu -+ 2 dily ziedéné kyseliny octové.

Posledni ukol, ktery jsme si vytkli, bylo vyfesit otazku pfevedeni pre-
paratu do trvalého stavu. Preparat, zhotoveny pavodni metodou, nema
dlouhého trvani a jediny zpusob pievedeni v trvaly jest prossavani glycerolu
a pozdéjsi ramovani. Takovyto postup je velmi pracny a pomérné dosti zdlou-
havy. Chtéli jsme proto nalézt snadnéj$i metodu, kterou by bylo mozno pii
normalnim ptedchozim postupu vyrobit ihned preparat trvaly. Tento problém
jsme vyiesili nasledujicim zptsobem: Nafixované, macerované a ve vodé
vyprané koiinky Allium cepa jsme barvili in toto na hodinovém sklicku
10 min. Pak jsme je kratce oplachli ve vodou ztedéné kyseliné octové (1 : 1),
vlozili na podlozm sklo a prebytecnou tekutinu odssali filtra¢nim papirem.
Pak jsme na né kapli kapku levulosového syrupu a prilozili kryei sklicko.
Na kryci sklicko jsme pak mirné tlacili pryzi tak, az se kotinek rozmac¢knul
a jednotlivé bunky se od sebe oddélily. Témét stejné dobie jako levulosovy
syrup se nam osvéddcil syrup Apathy-ho. Ve Schweizerové uzaviracim mediu
a v Liquido Faure zbarveni vybledlo.

Takto zhotovené preparatv jsou tedy ihned trvalé a prvni zkusebni pre-

paraty, zhotovené vice nez pied puldruhvm rokem, vydrzely beze zmény
dodnes.

Nakonec ptipojujeme piehled postupu. kterym ]sme barvili kofinky
nakli¢enych semen Allium cepa, jednak piedpisy pro uzaviraci media a pro
zékladni roztok nigrosinu. Je tieba vSak pfipomenout, ze, jako u vétsiny mikro-
technickych metod, je tfeba i zde prezkouset tuto metodu a upraviti koncen-
traci nigrosinu a doby ptsobeni pro kazdy material zvlast. Tak na pi. kotinky
naklitenych semen Ricinus communis jsme barvili nigrosinem, ziedénym
50%, kyselinou octovou v poméru 1:5 20 minut, listové meristémy Coleus
scutellarioides nigrosinem fedénym 1 : 4 10 minut a pod.

Prehledny postup modifikované metody:

1. Fixace: 1 dilledové kyseliny octové
42 dily 959, alkoholu : 10 min az 40 hod.

2. Macerace: 1 dil kone. HCl -1 dil 959 alkoholu : 10 min.
3. Vypirani: destilovana voda : 10 min. (i vice).
4. Barveni: 1 dil ledové kyseliny octové |-
1 dil destilované vody -+ 1 dil zakladniho roztoku nigrosinu : 10 min.
5. Oprani: v 1 dilu ledové kyseliny octové

+4 1 dilu destilované vody : kratce.
6. Vlozit na podlozni sklo, odssat prebyte¢nou tekutinu, kapnout kapku uzaviraciho media
a tlakem na prilozené kryei skli¢cko rozmacknout objekt.

Zakladni 49, barvici roztok:

Ve 100 ccm destilované vody a ledové kyseliny octové v poméru 1 : 1, kterou zahtejeme
az k bodu varu, rozpustime 4 g nigrosinu (musi to byt nigrosin rozpustny v alkoholu!) a pova-
rime 3 az 5 minut. Pak ponechame nékolik minut v pokojové teploté chladnout, nacez se rychle
ochladi. Roztok se pfechovavé ve tmé v dobfe uzaviend lahvi¢ce. Pred pouzitim se filtruje, zraje
asi 14 dni.

Levulosovy syrup:

30 g levulosy rozpustime ve 20 cem destilované vody a nechéame v thermostatu zhoustnout.

Apéathy-ho syrup:

Na vodni lazni rozpustime stejné vahové dily arabské gumy. titinového cukru a destilované
vody a pridame 1 az 2 9, formolu.
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Souhrn.

Byla zlepsena mgrmlnova metoda. Pfezkouseli jsme dosud udavanou dobu
fixace a zjistili jsme, Ze odiiznuté kotinky lze fixovat minimalné 10 min.,
maximalné 40 hod. Fixovati lze i cela naklicena semena a teprve po fixaci
uiezavati kotinky pro dalsi manipulaci.

Jelikoz pii dosud uzivané koncentraci nigrosinu lze preparit snadno
piebarvit, uzivali jsme pii barveni ziedény zasobni roztok nigrosinu, ktery
jsme Fedili smési: 1 dil ledové kyseliny octové a 1 dil destilované vody. Pomér
zasobniho roztoku nigrosinu a ziedéné kyseliny octové musi byt pro kazdy
objekt experimentalné stanoven.

Protoze preparat, zhotoveny puvodni metodou, béhem kratkého dasu
vyschne a je znehodnocen, a pievedeni v trvaly stav je zdlouhavé a pracné,
vypracovali jsme metodu, kterou lze trvaly preparat vyrobit pii normalnim
predchozim postupu. Kotinek byl barven in toto na hodinovém skli¢ku (doba
barveni musi byt pro kazdy objekt vyzkousena), oplachnut zfedénou kyse-
linou octovou (1 : 1), vlozen na podlozni skli¢ko a pirebyteéna tekutina odssata
filtra¢nim papirem. Potom se na objekt kapne kapka levulosového syrupu
Apathy-ho a kotinek se rozmackne tlakem na prilozené kryci skli¢ko, jako pti
normalni metodé.
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Vysveétlivky k tabulece 1X.

Obr. 1. Mitosa z kofenové §picky cibule (Allium cepa). Barveno modifikovanou metodou nigro-
sinovou, preparat uzavien v levulosovém syrupu.

Obr. 2. Mitosa z kofenové Spicky skoéce (Ricinus communis). Uprava preparatu stejna jako
u obr. 1.

3. MMasoyprosa n fl. laszsoyper:

YcoBepuieHCTROBAHHBI MeTOl NPUTOTOBICHNS Pa3/aBIeHHbIX IIPelapaTon
¢ HUTPO3UHOBOIi OKpPacKoii.

Hamu Op11 pazpaboTan MeTOjL IIPHTOTOBJICHNS PA3/laBICHHBIX [IpeliapaTon
I OKPACKH HETPO3MHOM ¢ HEKOTOPBIMUM Mojuduiannsamu 0oJiee 1oxo/imnmi
K pPasHoro pojia uccjeloBaHuAM.

Mui nipesijie Beero yeTanoBHMIIM HPOBEPKOIl cpora (uKcammin, 4ro Hamnp.
orpesantbie Kopemkn Allium cepa MOIKHO OCTABATL B PUKCHD YIONIEH AUJIKOCTH
or 10 MuH. (MUHEMAILHBIT cpor Pukcamnn) jo 40 vacoB 6e3 Kaxkoro nudyjbL
noppesjiennsi. Mer yOenuines Jlanbme B TOM, 4TO CTAHOBATCH BO3MOKHBLIM
PUKCHPOBATH Jlaske N LeJIble TPOPACTaoIe CeMeHa , 0T KOTOPBIX TOJIBKO HOC/Ie
GuKcanni 0TPespBAIOTCA KOPEmIKH K 1oc/eayioneit odpaborie.
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Hpi o060 mpuMenseMoii  KOHHEHTPAUMN HATPOZNHA, B KpacaieMm
pactBope (4%), npenapars ouenb Jerko nepexpammnsaiores. Hlosromy M pas-
0aBIIANIN, JUIS OKPACKE HAMNX MPENnapaTos, 4-NPONEHTHRIT PACTBOP HUTPO3UHA
pasdaBIeHHON YKCYCHOI KUCH0TOoR (1 uwacTh JICAAHON  YKCYCHOH KHCIOTHE
u 1 vacTh ecTHImpoBanoil BOAB). COOTHOMICHNE PACTBOPA HUTPO3MHA U pas-
OaBJICHHOIL YKCYCHOM KICJI0TH, HanOojlee MOAXOANee IS X0 POMEeH OKPacKIT,
HAQJI0 YCTAHOBUTDL CHCHMAJLHBIM OHBITOM UL KayKJIIOTO  OTIETBHOTO  THIA
00 BEKTOB.

PasjiaBiienusie ipenaparsl MBTOTORICHHDIC 110 O0IEN PUHATOMY X0y 00pa-
DOTKU OYeHb OLICTPO BBICHIXAIOT W CTAHOBATCS TaKNUM 00pasoM OeciieHHBIMIT.
[TosTOMY MBI PEHININ M3FOTOBJATH PA3JIABICHHBIC LHPENapaTel IPAMO B CPEJLe
wrst sarodennst. G aToil menbio 00BeKTs — B HammeM ciaydae kopemru Allvum
cepa — -1OJIBEPraoT mnocjie (UKCANUN M Manepanni TOTadbHOI OKpacke Ha
HacoBOM crersie (Hanbosiee MOAXOSMAN CPOK OKPACKN JUISI PA3HOTO POJA
o0dberTOB  Hano wenpobosarsk). llocae 0OMBIBKI  KopemKoB pazdaBIeHHON
VEeycHOI 1auesoroii (10 1) nx wiragyr Ha 1pejMeTHoe CTeKJI0 1 00CYMUBaoT
QiabTpoBanbHoil Hymaroit. [locie Toro Kopemrn MOKPLIBAIOT Kanel JeBy10-
30BOI'O cHpoOla MJM-;Ke I'YMMM cupona 1o Aparti i, HakpbeiBasg Ipernapar
HOKPBIBHLIM CTEKJIOM, OJHOBPEMEHHO PACIPCC/ITIOT KICTKU TOHKHM CJIOCM
0CTOPOZKHO HAJABJIMBAA HA MOKPOBHOC CTEKIIO,

Nojt paboTel HpU TMOJIOTOBKE pa3/aBIeHHBIX 1IPeHapaToB:

1) Gukcanysa B cHupr-yKeycHoil kKuesore (9D-rpajycHoro cumpra 2 o0 pen-
HBIX uacreil, JeissHHOI yKeveHOIT Kucaortel 1 obwemuast wactn), or 10 mirm.
10 40 wacos.

2) Mauepanns cmecbio 1 wacT KOHHEHTPHPOBAHHON COJBSTHON KHCTOT bl
i 1 wactn 95-rpajycuoro cnupra, 10 mimn.

3) HpompiBra pectuimpoBanoil Bojoii, 10 Mun. w Hosbiie.

4) Orpacika B pactBOpe cocTosIeM n3 1 yacTu JejisTHoil yKCYCHOI KUCAOTHI,
1 wacT pecTHinpoBanoil Bojbl 1 1 yaeTn 4-1PONEeHTHOr0 pacTBOPa HUTPO3IHA,
10 mum.

D) bBeierpas npomeiBRa  paszdaBACHHON YKCVCHOI KHEJI0TOI  (JIe/sHOIL
VKCYCHOIT Kuediornl 1 gacTnh, JecTminmpoBanHoil Bojbel 1 qacts).

6) O0BeKT HoMentaeTest Ha HPeJMETHOe ¢TCKII0, o0cynmBaeTes Guiib Tpo-
BaJILHOIT OyMaroil, MOKpLIBaeTes Kaljlel cpebl A8 3aKII0UeHus 1 0CTOPOyk-
HBIM JIABJICHUEM HA HOKPBIBHOE CTCRJIO 0DTERT PasaBIIiBacTces.

Z. Pazourkova and J. Pazourek:

Improved rapid nigrosine method.

In the present paper an improvement of the rapid nigrosine method ig
described. The autors tried various times of fixation and found that the objects
(root-tips) should be fixed at least 10 minutes but even the fixation time of
40 hours gave quite satisfactory results. The germinating seeds may be fixed
in toto and the root tip cut off till after fixation. As the slide can be over-
stained by the genuine nigrosine method, we used a dilutted solution of nigro-
sine. The standard solution should be diluted by a mixture of one part of
glacial acetic acid a one part of distilled water. The appropriate dilution is to
be found experimentally for every object.
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Because the preparation. made by the original method, dries up during
a short time and making it permanent is long and not quite easy, we have
elaborated a method of making slides permanent by means of the normal
previous procedure. The object—after fixation and maceration in a mixture
of HC] and alcohol—was stained in toto on a watch-glass (staining time is
to be tested for every object). rinsed in diluted acetic acid (1 : 1), then laid on
the ground slide. the superfluous liquid being removed by a filter-paper. Then
a small quantity of the levulose sirup or of the Apathy’s sirup is dropped on
the object, the cover slip applied and the object squashed by slight pressure
on the cover slip as usually. The stain does not fade and after two years is as
distinet as in the fresh slide.

The schedule of the improved method:

1) Fixing: 1 part glacial acetic acid 4 2 parts 95%, alcohol : 10 mins till 40 hours.

2) Maceration: 1 part concentr. HC1 -+ 1 part 959, alcohol : 10 mins.

3) Washing: distilled water : 10 mins (even longer).

4) Staining: 1 part glacial acetic acid -+ 1 part distill. water -+ 1 part standard nigrosine
solution : 10 mins.

5) Rinsing: 1 part glacial acetic acid -+ 1 part distill. water : shortly.

6) Lay the object on the ground slide, remove the superfluous liquid, drop the levuloge sirup and

apply the cover slip.
7) Squash the object by slight pressure.
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