Mikroskopické techniky rostlinnych pletiv 9

(cv04) Metody vyroby mikroskopickych
preparatu z rostlinnych pletiv (2. ¢ast)
Preparaty pro dokumentaci tvorby dreva a lyka
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Osnova této prezentace

* Tvorba xylému a floému (teorie)
* Periodické odbéry mikrovyvrtu
* Vyroba mikroskopickych preparatu
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Tvorba xylemu a floému (teorie)

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a Statnim rozpoétem CR InoBio — CZ.1.07/2.2.00/28.0018



Tvorba xylemu a floému (teorie)

*  Kambium — délivé pletivo (meristém), které oddeluje nové
bunky:
— Xxylému (dreva) centripetalné
— floému (lyka) centrifugalné
* Bunky které jsou oddeleny z kambialni zony, ztraci delivou
schopnost a prochazi tzv. diferenciaci
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Tvorba xylemu a floému (teorie)
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Fig. 9.2 Series of diagrams showing sequence of cell divisions following reactivation of
the cambium in spring. Divisions are shown as beginning in xylem mother cells, extensive re-
division of which results in rapid production of xylem-destined cells. Less frequent divisions
in the tier of initial cells yield new xylem mother cells on the inside and phloem mother cells to-
wards the outside. Symbol IC denotes initial cell: XMC, xylem mother cell; PMC, phloem
mother cell: X, differentiating xylem element; and P, phloem element. (From Bannan, 19621.)

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a Statnim rozpoétem CR InoBio — CZ.1.07/2.2.00/28.0018



Tvorba xylemu a floému (teorie) °

Prabéh diferenciace bunék xylému u jehli¢nanu
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Tvorba jarniho dfeva
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Tvorba xylemu a floému (teorie)

Proces diferenciace tracheid. A — buiky ve fazi radialniho rozSifovani (PC) a tvorby
sekundarni bunéc¢né stény a lignifikace (SW), Sipkou je oznacen zacatek lignifikace
bunék. B — bunky ve fazi radialniho rozsifovani (PC) a tvorby sekundarni bunécné
stény a lignifikace (SW) a prvni plné lignifikované bunky (MT). Méfitko = 100 ym
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Tvorba xylemu a floému (teorie)

Mozné vystupy
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Periodické odbery mikrovyvrtu
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Periodické odbéry mikrovyvrtu 0

Pravidelné odbéry mikrovyvrtd pomoci Trephoru

Odber
mikrovyvrtu

Trephor , )
Mikrovyvrt

@ 1.8 mm
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Periodické odbéry mikrovyvrtu 1

Odebrané mikrovyvrty:
* vkladany do histologickych kazetek

* kazetky uskladnény ve fixaCnim roztoku FAA (formaldehyd —
kys. octova — etanol)

* po 1 tydnu kazetky promyty vodou a uskladnény ve 30% etanolu

Histologické kazetky
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Vyroba mikroskopickych preparatu
(prehled operaci)
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Vyroba mikroskopickych preparatu

1) Postup zpracovani mikrovyvrtu

* kraceni mikrovyvrtu

* odvodnéni

* impregnace v parafinu

* zalévani mikrvyvrta do parafinu (vyroba parafinovych blocku)
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Vyroba mikroskopickych preparatu

2) Postup vyroby feztli a vyroba preparatu
* krajeni blockl na mikrotomu

* napinani fezt na vodni hladiné

* nalepovani fezu na sklicka

* barveni a odvodnovani

* uzavirani preparatu

* schnuti preparatu
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Vyroba mikroskopickych preparatu
(podrobny rozpis operaci)
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Vyroba mikroskopickych preparatu  **

* kraceni a orientace mikrovyvrtu
— tuzkou oznaCime pficny fez
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Vyroba mikroskopickych preparatu 17

* odvodnovani
— alkoholova vzestupna rada:
vzdy 90 min v etanol 70 %, 70 %, 90 %, 90 %, 95 %, 100 %,
100 %

e ,clearing®
— 3 x xylen (90 min)
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Vyroba mikroskopickych preparatu  *°

* impregnace v parafinu
— Petriho misky, 60 °C, 2 x 2 h
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Vyroba mikroskopickych preparatu  *°

e zalévani mikrovyvrtu do parafinu (vyroba parafinovych blo¢ku)

Zalévani parafinem (vlevo), parafinové
blo¢ky (nahore) a sefezavani parafinu
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Vyroba mikroskopickych preparatu 20

* krajeni blo¢ku
— faze 1: trimovani + maceni ve vode (pfes noc)
— faze 2: vlastni krajeni (viz video)
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Vyroba mikroskopickych preparatu =~ *

* napinani fezt na vodni hladiné (viz video)
— vyhfivana lazen ~45 °C
— dojde k napnuti parafinu na vodni hladiné
* nalepovani fezu na sklicka
— na podlozni skliCcko se nanese Albumin
— sklickem se vylovi sada fezu z vodni lazné
— suSeni (pfirozené x umélé 70 °C, 5 min)
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Vyroba mikroskopickych preparatu  *

* barveni a odvodnovani

Chemické latky doba [min]
Bioclear 30
Bioclear 30
etanol (96 %) 15
etanol (96 %) 15
Safranin + Astra Blue 15
etanol (96 %) 5
etanol (96 %) 5

Safranin + Astra blue

50 mg Safranin + 150 mg Astra blue +
100 ml destilovana voda + 2 ml kys.
octova (ledova)
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Vyroba mikroskopickych preparatu  *

* uzavirani preparatu
— uzaviraci médium: Euparal
— po uzavreni preparatu polozit na kovovou desku a zatizit
magnetem
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Vyroba mikroskopickych preparatu

* schnuti preparatu
— dojde k ztuhnuti uzaviraciho média
— moznosti:
* pfirozené schnuti — asi 14 dni
* umeélé schnuti (v susarné)
* skladovani
— ve specialnich zasobnicich
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