Návody na praktika z Cytologie

Témata cvičení:
1. Chemické sklo, chemické nádobí

2. Prvkové složení rostlinného těla

3. Bílkoviny

4. Enzymologie

5. Sacharidy

6. Lipidy 

7. Vitamíny

8. Rozmanitost tvarů rostlinných buněk

9. Krystalické inkluze

10. Plastidy 

11. Buněčná stěna

12. Dělení jádra, Chromozómy

13. Buňka jako osmotický systém

14. Rozmnožování

Cytologie – cvičení č. 2

Téma: Prvkové složení rostlinného těla

Úkol: 1. Dokažte v rostlinném popelu fosfor, vápník, železo a chlor

           2. Určete pH reakci rostlinného popela

Teorie:

Materiál a chemikálie:

       Popel z cigaret, rostlina, letní lodyhy přesličky rolní, destilovaná voda

2. 10% roztok molybdenanu amonného, konc. HNO3,

3. 5% roztok HCl, 5% roztok NH3, 5% roztok kyseliny octové, 1% roztok šťavelanu amonného

4. 5% roztok HCl, 3% roztok ferrokyanidu draselného, 5% roztok thiokyanatanu draselného

5. 5% roztok HNO3, 5% roztok dusičnanu stříbrného

6. nasycený roztok uhličitanu sodného, HCl

Pomůcky:

      Zkumavky (3ks), stojánek na zkumavky, nálevka, filtrační papír, kádinky (1 ks),   univerzální indikátorový papírek, kahan, hodinové sklo, Erlenmeyrova baňka
Postup:

1. Zásaditost rostlinného popela

a) Do zkumavky dáme 2 špetky rostlinného popela + 5ml destilované vody a 1 min. protřepáme. Suspenzi popela přefiltrujeme do druhé zkumavky. Ponořením indikátorového papírku do filtrátu zkoušíme hodnotu pH.

b) Různé části rostliny rozmačkáme mezi indikátorovými papírkem a zkoušíme hodnotu pH vytlačené šťávy. Stanovíme hodnotu pH šťávy z rozmačkaných kořenových špiček.
2. Důkaz fosforu

Do zkumavky dáme 2 špetky rostlinného popela a přilijeme 5 ml dest. vody. Minutu protřepáme a pak zfiltrujeme. K filtrátu přidáme 1 ml konc. Kyseliny dušičné a 2 ml roztoku molybdenanu amonného. Pomalu zahříváme nad kahanem.
3. Důkaz vápníku

Do zkumavky dáme 2 špetky rostlinného popela a 3 ml destilované vody. Přidáme 1 ml HCl a minutu protřepáváme. Suspenzi zahřejeme a po třech minutách přefiltrujeme do druhé zkumavky. K filtrátu přidáme roztok amoniaku a vzniklou sraženinu rozpustíme kyselinou octovou. K roztoku přikápneme 1 ml roztoku šťavelanu amonného.
4. Důkaz železa

a) 5 ml dest. vody + 2 špetky popela + 1 ml HCl a 1 min protřepáváme. Přefiltrujeme a k filtrátu přidáme 1 ml roztoku ferrokyanidu draselného.

b) Přidáme thiokyanatan draselný
5. Důkaz chlóru

2 špetky rostl. popela + 5 ml dest. vody – protřepat, přefiltrovat. Okyselit 2 kapkami kys. dusičné, přidat trochu dusičnanu stříbrného. 
6. Důkaz křemíku

Letní lodyhy přesličky rolní rozstříháme na malé kousky a dáme do kádinky se 100 ml konc. roztoku uhličitanu sodného. Kádinku poklopíme hodinovým sklíčkem a vaříme 1-2 hod. Potom roztok přefiltrujeme do Erlenmeyerovy baňky a pomalu přidáváme 20 ml HCl.
Cytologie – cvičení č. 3
Téma: Bílkoviny
Úkol: Dokažte bílkoviny

A) Biuretovou reakcí ve droždí

B) Xantoproteinovou reakcí ve vodě z brambor

C) Reakcí s kyselinou sulfosalicylovou ve vaječném bílku a ve vodě z brambor

D) Dokažte bílkovinu keratin ve vlasech

E) Důkaz lepku

F) Srážecí reakce bílkovin

Chemikálie a materiál: 

 A) Droždí, destilovaná voda, 10% roztok NaOH, 1% roztok síranu měďnatého CuSO4

 B) Voda z brambor, konc. HNO3, 10% roztok NH3
 C) Vaječný bílek, ledová kyselina octová, 20% roztok kyseliny sulfosalicylové

 D) Vlasy, 10% roztok NaOH, ethylalkohol, 1% roztok CuSO4

 E) dusičnan stříbrný, octan olovnatý a chlorid železitý 

Pomůcky:

Písek, nálevky, filtrační papír, zkumavky, mixer, struhátko, třecí miska s tloučkem, kádinky, pipeta, stojan, stojánek na zkumavky, vařič

Postup:

A) Biuretová reakce

Droždí rozetřeme ve třecí misce s trochou písku a rozpustíme ve vodě. Přefiltrujeme a necháme ustát. Dva ml filtrátu + 2 ml 10% NaOH, protřepeme a přikapáváme 10-15 kapek 1% roztoku síranu měďnatého.

B) Xantoproteinová reakce ve vodě z brambor

Syrové brambory oloupeme, nastrouháme najemno a rozmícháme s 50 ml destilované vody. Přefiltrujeme, necháme ustát. Dva ml filtrátu + 1 ml konc. kyseliny dusičné – zahříváme – vznikne žluté zbarvení, necháme zchladnout  a přidáme 10% roztok amoniaku – vznikne oranžové zbarvení.

C) Reakce s kyselinou sulfosalicylovou

Bílek z jednoho vajíčka rozmixujeme se 150 ml vody a přefiltrujeme. 4 ml napipetujeme do zkumavky, přidáme 3 kapky ledové kys. octové a 6 kapek 20% roztoku kyseliny sulfosalicylové. Pozorujeme vznik bílého zákalu až sraženiny, která je důkazem bílkoviny.

D) Důkaz bílkoviny keratinu ve vlasech

Chomáček vlasů povaříme s roztokem NaOH, po ochladnutí přidáváme po kapkách roztok síranu měďnatého. Důkazem bílkoviny je modrofialové až červenofialové zbarvení. Ve vlasech je obsažena bílkovina keratin.

E) Důkaz lepku

Špetku mouky zalijeme ve zkumavce 5 ml etylalkoholu a 5 min důkladně protřepáváme. Necháme 5 min ustát a přefiltrujeme. Filtrát zahříváme ve vodní lázni tak dlouho, až se vytvoří sraženina. Sraženinu odfiltrujeme a uděláme biuretovou reakci. Sraženina je hustá, bílá, na omak lepkavá. 

F) Ke 2 ml přefiltrovaného roztoku bílku přidáváme po kapkách roztok dusičnanu stříbrného, octanu olovnatého a chloridu železitého. 

Cytologie – cvičení č. 4
Téma: Enzymologie
Úkol: 1. Závislost aktivity enzymů na pH prostředí

   Stanovte optimální pH amylázy

Chemikálie a materiál: 

Destilovaná voda, 1% roztok škrobu, Lugolův roztok, 0,2 mol roztok Na2 HPO4, 0,1 mol roztok kyseliny citrónové

Pomůcky:

Sada zkumavek, kádinky, teploměr, pipeta, stojan, stojánek na zkumavky, vařič, vodní lázeň.

Postup:

1. Očíslujeme řadu zkumavek 1-7 (2 sady)

2. Vodní lázeň zahřejeme na 38°C (v něm budeme inkubovat vzorky)

3. Do zkumavky sebereme asi 0,5 ml slin a zředíme přibližně 20 ml destilované vody. Roztok bude obsahovat aktivní enzym amylázu.

4. Do označených zkumavek napipetujeme roztok Na2 HPO4 a roztok kyseliny citrónové podle tabulky. Získáme tak sadu pufrů v rozmezí pH 5,6-7,8.

5. Do všech zkumavek napipetujeme 0,5 ml roztoku amylázy a 0,5 roztoku škrobu, promícháme a postavíme zkumavku do termostatu.

6. Po 15 min inkubace odlijeme z každé zkumavky asi polovinu obsahu do zvláštní, stejným způsobem označené zkumavky. Zbytek ponecháme dále inkubovat.

7. Odebraný vzorek zředíme 5 ml destilované vody a přidáme k němu vždy po kapce Lugolova roztoku. Registrujeme charakter zabarvení v jednotlivých zkumavkách.

8. Totéž provedeme se zbylými vzorky po dalších 15 minutách.

9. Výsledky pokusu zhodnotíme a zaznamenáme do tabbulky.

Výsledky a závěr:

	Číslo  zkum.
	Na2 HPO4

(ml(
	Kys. citrónová
(ml(
	PH
	
	

	1
	0,58
	0,42
	5,6
	
	

	2
	0,63
	0,37
	6,0
	
	

	3
	0,69
	0,31
	6,4
	
	

	4
	0,77
	0,23
	6,8
	
	

	5
	0,87
	0,13
	7,2
	
	

	6
	0,94
	0,06
	7,6
	
	

	7
	0,97
	0,03
	7,8
	
	


Optimální pH amylázy je ………………………………….

Úkol: 2. Semikvantitativní stanovení aktivity katalázy

Chemikálie a materiál: 

Destilovaná voda, 3% peroxid vodíku, pšeničný šrot.
Pomůcky:

Dvě zkumavky, U-trubice, lžička, zátka, pipeta, stojan, váhy.

Postup:

1. Odvážíme přesnou hmotnost pšeničného šrotu (objem cca 2 labor. lžiček)

2. Odvážené množství vpravíme do zkumavky s U-trubicí, která vyúsťuje do druhé zkumavky, která je naplněná vodou.

3. Potom zalijeme pšeničný šrot 5 ml 3% peroxidu vodíku a rychle protřepeme obsah.

4. Zazátkujeme a v průběhu 5 min vyhodnocujeme rychlost tvorby bublinek kyslíku.

5. Závěry zaneseme do tabulky a vyhodnotíme graficky.

Cytologie – cvičení č. 5
Téma: Sacharidy
Úkol 1: Kvalitativní důkazy sacharidů:

A) Molischovou reakcí

B) Nitrochromovou reakcí

C) Fehlingovou reakcí

D) Selivanovou reakcí

E) Reakce s jodem

F) Reakce s chlórzinkjódem

Chemikálie a materiál: 

Molischovo činidlo (10% roztok 1-naftolu v ethanolu), HNO3, roztok chromanu draselného, H2SO4, Fehlingův roztok, HCl, Selivanovo činidlo (50 ml dest. vody a 0,05 resorcinolu), roztok jódu, roztok glukózy, roztok sacharózy, roztok maltózy, roztok škrobu, chlórzinkjód. Jablko, pomeranč, med, brambory, vata, dřeň černého bezu.

Pomůcky:

Filtrační papír, zkumavky, struhátko, kádinky, pipeta, stojan, stojánek na zkumavky, vařič.

Postup:

A) Molischova reakce

2ml sacharidu + 3 kapky Molischova činidla – převrstvit 2 ml kyseliny sírové (pokud vzorek obsahuje sacharid, na rozhraní vzniká fialový proužek)

B) Nitrochromová reakce

2ml roztoku sacharidu, 3 ml roztoku kyseliny dusičné, 5 kapek chromanu draselného

(obsahuje-li mono-, oligosacharid – vzniká modré zbarvení)

C) Fehlingovou reakcí

1ml roztoku sacharidu, 2 ml Fehlingova roztoku, zahřívat 3 min ve vodní lázni (obsahuje -          li neredukující sacharid – vzniká hnědočervená sraženina Cu2O)

D) Selivanovou reakcí

1 ml roztoku sacharidu + 0,5 ml Hcl + 2 ml Selivanova činidla – zahřívat a měřit čas, kdy vznikne červené zbarvení

E) Reakce s jodem
1ml roztoku sacharidu, přikapávat 0,5 ml roztoku jódu  (obsahuje-li škrob, vzniká  modrofialové zbarvení)

F) Reakce s chlórzinkjódem

K celulóze přikápneme chlórzinkjód (vzniká hnědé zbarvení)

Tabulka:

Vysvětlivky: A)Molischova reakce, B) Nitrochromová reakce,C) Fehlingova reakce, D) Selivanova reakce, E) Reakce s jodem, F) Reakce s chlórzinkjódem

	Reakce
	glukóza
	sacharóza
	Maltóza
	Škrob
	celulóza

	A)
	
	
	
	
	

	B)
	
	
	
	
	

	C)
	
	
	
	
	

	D)
	
	
	
	
	

	E)
	
	
	
	
	

	F)
	
	
	
	
	


Úkol 2: Kvalitativní důkazy sacharidů v přírodních materiálech:

Vysvětlivky: A) Molischova reakce, B) Fehlingova reakce, C) Selivanova reakce,  D)Reakce s jodem, E) Reakce s chlórzinkjódem

	Reakce
	jablko
	pomeranč
	med
	dřeň z černého bezu
	celulóza

	A)
	
	
	
	
	

	B)
	
	
	
	
	

	C)
	
	
	
	
	

	D)
	
	
	
	
	

	E)
	
	
	
	
	

	Přítomen sacharid:
	
	
	
	
	


Úkol 3: Důkaz laktózy v mléku

Chemikálie a materiál: 

5% roztok kyseliny octové, Fehlingův roztok, mléko.

Pomůcky:

Filtrační papír, zkumavky, struhátko, kádinky, pipeta, stojan, stojánek na zkumavky, vařič.

Postup:

Zředíme 5 ml mléka 5 ml vody. Povaříme a přidáme několik kapek kyseliny octové. Vznikne sraženiny, kterou přefiltrujeme. Ve filtrátu dokážeme Fehlingem (na 1ml filtrátu 2 ml Fehlingova činidla) sacharid.

Cytologie – cvičení č. 6
Téma: Lipidy

Úkol: 1. Kvalitativní důkazy lipidů
           2. Rozpustnost tuků

           3. Důkaz cholesterolu

           4. Důkaz mýdla v tucích a emulgátorech

Teorie:

Chemikálie:

          Roztok Sudanu III., bromfenolová modř, chloroform, benzín, ethylalkohol, kyselina sírová, aceton, glycerol

Pomůcky a materiál:

          Filtrační papír, hodinové sklo, kádinky, pipety, zkumavky, stojan na zkumavky, mikroskop,  podložní a krycí sklo

          Vzorky různých rostlinných a živočišných tuků, různá semena, kvasnice
Postup:

1. a) Mezi složeným filtračním papírem rozmačkáme semena. Proužek se skvrnou ponoříme do roztoku Sudanu III. Omyjeme vodou, ponoříme do ethanolu a opět do vody. Mastná skvrna se Sudanem III. Se obarvila na červeno a barvivo nelze odstranit ani vodou ani ethanolem.

b) Co nejtenčí příčné řezy nažkou slunečnice. Vložit do roztoku Sudanu III. Nechat probarvit 5 minut. Vyjmout a opláchnout ethanolem. Vložit do kapky glycerolu na podložním skle. V buňkách se červeně zbarví tukové vakuoly.

c) Necháme suspendovat kvasnice do mléčného zbarvení. Kapku kvasnic přeneseme na podložní sklo a přikápneme etanolový roztok Sudanu III. Necháme asi 3 minuty probarvit a pozorujeme.

2. Na hodinové sklo dáme cca 1ml tuku a přidáme postupně 2 ml různých rozpouštědel (vody, chloroformu, benzínu, ethylalkoholu, acetonu) a pozorujeme rozpustnost.
3. Do zkumavky vpravíme cca 1ml tuku, 4 ml chloroformu a promícháme. Pak opatrně přidáme 2 ml kyseliny sírové. Mírně promícháme. Pozorujeme postupnou změnu zbarvení z oranžové do červené až hnědé. Spodní (mahagonová) vrstva zeleně fluoreskuje.

4. Do zkumavky se nalije tuk a přidají se 2-3 ml acetonového roztoku bromfenolové modři. Podle potřeby se zkumavky zahřeje ponořením do teplé vody a pak se obsah důkladně protřepe. Podle zbarvení se usuzuje na přítomnost mýdla. Je-li zbarvení: žluté – mýdlo není přítomno, zelené – mýdlo je ve stopách, modré – mýdlo je přítomno a nutno propírat vodou.

Tabulka:

	Vzorek/ rozpouštědlo
	sádlo
	máslo
	
	
	
	

	Voda
	
	
	
	
	
	

	Chloroform
	
	
	
	
	
	

	Aceton
	
	
	
	
	
	

	Ethylalkohol
	
	
	
	
	
	

	Benzín
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	Cholesterol
	
	
	
	
	
	


Závěr:
Cytologie – cvičení č. 7

Téma: Vitamíny

Úkol: Kvalitativní důkazy vitamínů v předloženém materiálu 

Chemikálie:
          Benzín, konc. kys. sírová, Fehlingovo činidlo, 30% H2O2, 5 % roztok dusičnanu stříbrného, 12% HCl, KMnO4, anilín, činidlo I: 50ml 5,8% NaHCO3 a 50 ml 4% NaOH, činidlo II: kyselina p-diazobenzensulfanová, 0,9g kyseliny sulfanilové rozpustíme v 9 ml konc. HCl a doplníme vodou do 100 ml. Potom 1,5 ml tohoto roztoku nelajeme do 50 ml odměrné baňky stojící v ledu a přidáme 1,5 ml čerstvě připraveného 5% roztoku NaNO3. Dále během1 min přidáme postupně za chlazení vodu po značku 50 ml. Ponecháme ještě 15 min v ledu za občasného protřepání.
Materiál:

          Mrkev, pomeranč, Spofavit, rybí tuk, šípky
Pomůcky a materiál:
            Třecí miska s tloučkem, zkumavky, stojánek, struhadlo  
 Postup:   
1. V mrkvi, Spofavitu a šípku dokažte vitamin A: 

A) Dužninu šípku, kousek mrkve najemno rozstrouháme, dáme do zkumavky a přilijeme 3 ml benzínu. Důkladně protřepeme a necháme ustát 3 minuty. Potom benzín slijeme na hodinové sklíčko a necháme odpařit. Pak na sklíčko přikápneme několik kapek kyseliny sírové.

B) Asi 10 kapek rybího oleje přidáme k chloroformovému roztoku chloridu antimonitého (3ml). Modré zbarvení roztoku dokazuje přítomnost vitaminu A. Po zmizení modrého zbarvení se roztok zbarví červeně, což dokazuje přítomnost vitamínu D.
Zjištění: Karoten, který se v benzínu rozpustil, se po odpaření benzínu usadí v podobě kruhů. Po přidání kyseliny sírové se zbarví modře – fialově až hnědě.

2. Důkaz vitamínu C:

A) Důkaz v Celaskonu, Spofavitu.

B) Důkaz v přírodním materiálu (pomerančová šťáva). Nejprve musíme kyselinu L-askorbovou vázanou v askorbigenu uvolnit např. působením kyseliny chlorovodíkové.           

a) 3ml dusičnanu stříbrného a několik kapek amoniaku + 2 ml roztoku vit. C – zahřát – vzniká černá sraženina
b) 2ml Fehlingova činidla + 2 ml roztoku vit. C – zahřát – Fehlingův roztok se odbarvuje, vylučuje se oxid měďný

c) 1g šípků nebo citrónu rozdrtíme v misce s pískem a přidáme po částech 25 ml 12% HCl. Zfiltrujeme a takto získaný filtrát rozdělíme na dvě části.
d) K první části filtrátu ve zkumavce přidáme stejný objem 30% H2O2. Povaříme asi 3 minuty a přidáme po kapkách manganistanu draselného. Současně k druhé části filtrátu přidáváme jen roztok manganistanu draselného. Sledujeme obě zkumavky a pozorujeme odbarvení roztoků KMnO4 v obou zkumavkách. Vysvětlete rozdílné chování.
            Zjištění: Kyselina L-askorbová má silné redukční účinky, ztrátou vodíku se dehydrogenuje na kyselinu L-dehydroaskorbovou. Pozn. Reakce není specifická, dává ji řada jiných látek, např. fruktosa, laktosa, pepsin aj.
3. V roztoku Spofavitu a Infadinu (rybím tuku) dokažte vitamin D + 5 ml koncentrované kyseliny sírové, 30-40s povařit.
Zjištění: Žlutá barva se mění v rudou. 

4. Důkaz vitaminu B1
           Sušené pivovarské kvasnice rozmícháme s vodou a necháme stát 3 hod. za občasného promíchání (50 ml vody na 5g kvasnic). Roztok zfiltrujeme a filtrát odpaříme do sucha. Před reakcí zředíme vodou (10 ml) a okyselíme HCl do pH 3. 
Do zkumavky dáme 1ml činidla I a 10 kapek činidla II. Přidáme 20 kapek extraktu z kvasnic. Je-li přítomen B1, vznikne žluté zbarvení, které přechází během 2-3 min v růžové.

Zjištění: Thiamin poskytuje při reakci s diazotovanou kyselinou sulfanilovou sloučeninu, která je růžově zbarvena vzniklým azobarvivem.
Závěr:
Cytologie – cvičení č. 8
Téma: Rozmanitost tvarů rostlinných buněk

Rostlinné buňky jsou tvarově i funkčně velmi rozmanité. Od víceméně kulovitých tvarů jednobuněčných řas až po různě bizarně tvarované buňky rostlinných pletiv. Tvar je přitom dán jedinou pevnou strukturou rostlinné buňky - buněčnou stěnou. Funkční rozmanitost souvisí především s příslušností dané buňky k určitému pletivu - podle toho jsou v buňce přítomné (resp. absentují) určité organely.

1)
Buňky řas

- pozorujte pod mikroskopem stavbu a tvar buněk následujících organismů:

· aerofytická řasa zrněnka (Pleurococcus agg.) - z borky seškrábněte malé množství řasy do kapky vody. Tato řasa se běžně vyskytuje na borce stromů, kde vytváří tenké zelené povlaky. 

· koloniálně žijící řasy (např. Scenedesmus) a řasy vytvářející cenobia (např. Volvox)

· vláknité řasy (Draparnaldia, Spirogyra). Řasa Draparnaldia vytváří rozvětvená vlákna, vzdáleně připomínající stonek cévnatých rostlin 

2)
Buňky vyšších rostlin

· pozorujte tvar různých typů buněk z pletiv cévnatých rostlin: 

· list vodního moru kanadského (Elodea canadensis) - pinzetou oddělte jeden list a zhotovte z něho nativní preparát.

· buňky v chlupech tradeskancie (Tradescantia sp.) - trichomy tradeskancie jsou tvořeny živými buňkami, které mají u některých druhů obarvenou cytoplazmu anthokyany

· buňky se suberinizovanou buněčnou stěnou z borky dubu korkodárného (Quercus suber) - z korkové zátky nakrájejte tenké řezy, které krátce povařte ve vodě (vytlačení vzduchu), zhotovte nativní preparát, obarvěte chlorzinkjodem. Pozorujte šestiúhelníkovité útvary, podle jejichž podobnosti se včelím dílem dal Robert Hook jméno nejmenší živé jednotce - buňka.

Pozn.: Chlorzinkjod barví kromě celulosy též suberin, rozdíl je v barevné reakci - celulosa - fialové zbarvení, suberin - žlutohnědé.

· buňky dřeně bobule ptačího zobu (Ligustrum vulgare) - jehlou roztrhněte pokožku bobule a do kapky vody seškrábněte trochu fialově zbarvené dužniny. Po zakreslení přikápněte ke krycímu sklu trochu zředěné kys. octové a prosajte filtračním papírem. Vysvětlete barevnou změnu. Podobný experiment proveďte s jiným preparátem z ptačího zobu, přidejte ale kapku roztoku amoniaku.

· buňky dřeně bobule rajčete (Lycopersicum edule) - stáhněte pokožku z rajčete a jehlou seškrábněte trochu dřeně. Pozorujte buňky s velkými vakuolami a poměrně tenkými plazmatickými vlákny, směřujícími od jádra k okrajům buňky. V nich je možné zahlédnout též plastidy (v nástěnné vrstvě cytoplazmy). Jádro lze obarvit anilínovou zelení.                                                                                                                                                                                           
Cytologie – cvičení č. 9

Téma: Cytologie II. - Krystalické inkluze
Paraplazma rostlinné buňky je reprezentována jednak látkami organické, jednak anorganické povahy. Oboje mohou být buď v kapalné formě (a tedy deponované ve vakuolách) nebo pevné, v podobě krystalů. Nejčastějšími látkami, tvořícími v buňce krystaly, jsou z organických látek bílkoviny, polysacharidy a šťavelany (hlavně vápenatý), z látek anorganických pak uhličitan vápenatý. 

Pozorujte následující inkluze: 

· Krystaly šťavelanu vápenatého v šupinách cibule (Allium cepa) - kyselina šťavelová je konečným produktem oxidace sacharidů a v některých rostlinách se hromadí v podobě vápenaté soli (méně toxická než kyselina). Použijte suché slupky cibule, naložené v alkoholu, pozorujte v zředěném glycerolu. V buňkách jsou patrné jednoduché krystaly šťavelanu vápenatého [důkaz Ca(COOH)2 - přikápnutí HCl - krystaly se rozpouštějí, ale neuniká CO2, v kys. octová se nerozpouštějí].

· Krystalové drúzy z kůry lípy (Tilia sp.) - z tenké větévky (5 mm) oloupněte svrchní vrstvy krycích pletiv až k zelené kůře. Trochu zelené kůry (feloderma) seškrábněte do kapky vody a pozorujte hvězdovité srostlice krystalů šťavelanu vápenatého.

· Drúzy šťavelanu vápenatého na příčném řezu listovým řapíkem begonie (Begonia sp.)

· Rafidy šťavelanu vápenatého ze stonku poděnky (Tradescantia sp.) - z krátké větévky trandeskancie vytlačte trochu šťávy na podložní sklo a pozorujte tenké jehlice.

· Rafidy šťavelanu vápenatého ze řapíku difenbachie (Dieffenbachia sp.) - z řapíku vytlačte šťávu a pozorujte dlouhé tenké rafidy.

· Cystolithy v listu fíkovníku (Ficus sp. div.) - tvořeny uhličitanem vápenatým, jímž jsou inkrustovány vchlípeniny vnější buněčné stěny pokožkových buněk listu některých rostlin. Pozorujte na příčném řezu listem fíkovníku, zakreslete i další vrstvy listu.

· Krystaly inulinu je možné pozorovat v některých pletivech hvězdnicovitých rostlin (Asteraceae s.l.) - buď v zásobních hlízách (jiřina - Dahlia, slunečnice topinambur - Helianthum tuberosum), naložených (asi 14 dní) v 70% ethanolu, z nichž se zhotovují řezy, nebo v suchých listech některých dalších rostlin (např. podběl lékařský - Tussilago farfara). Inulin vytváří kulovité shluky - sférokrystaly - složené z paprsčitě uspořádaných jehlic. V zásobních orgánech je inulin rozpuštěný v buněčné šťávě, krystalizuje při vysušení nebo se sráží alkoholem.

Cytologie – cvičení č. 10

Téma: Plastidy
Jako plastidy jsou označovány organely s relativně velkou mírou autonomie (především po genetické a reprodukční stránce), které mohou obsahovat různá barviva. Od cytoplazmy jsou odděleny dvojitou membránou. Obvykle se rozlišují dvě skupiny plastidů - fotosynteticky aktivní a inaktivní.

Fotosynteticky aktivní jsou pouze chloroplasty (vnitřní membrána vytváří složitější struktury, nesoucí chlorofyl - tylakoidy; vnitřní hmota chloroplastů - stroma, matrix). U řas jsou                                        v chloroplastech přítomná světlolomná tělíska - pyrenoidy - v nichž je lokalizován enzym RUBISCO (ribulosa-1,5-bisfosfát-karboxyláza) a kde též probíhá syntéza škrobu (důkaz - jódškrobová reakce).

Fotosynteticky inaktivní plastidy jsou buď barevné (chromoplasty - obsahují barviva, např. karotenoidy), nebo bezbarvé (proplastidy - “nezralé plastidy”, leukoplasty - plastidy s obvykle zásobní funkcí, etiolplasty - vznikají ze všech typů plastidů v částech s nedostatkem světla).     V amyloplastech (typ leukoplastů) jsou deponována škrobová zrna.

1)
Chloroplasty

- proveďte následující experimenty:

· Pozorujte lístek mechu měříku (Mnium sp.) v nativním preparátu - patrné poměrně velké chloroplasty, zdánlivě vyplňující celý prostor buňky. Macerujeme-li delší dobu lístek v alkoholu, dojde k vyloužení chlorofylu, a je možné provést důkaz přítomnosti škrobu v chloroplastech jódškrobovou reakcí. Příkápneme-li do nativního preparátu roztok chloralhydrátu (nechat 20 min působit), chloroplasty se odbarví a jsou v nich patrná grana.

· Pozorujte chloroplast některé řasy (Spirogyra,...), všimněte si pyrenoidů.

· Extrahujte chlorofyl z rostlinného materiálu: list rostliny (pelargonie, špenát,...) vložte asi na 2 min do vařící vody (usmrcení buněk), pak nechte okapat a v Petriho misce zalijte teplým alkoholem. Asi po 15 min se vylouží chlorofyl do lihu - slijte macerát do zkumavky. Rozpuštěný chlorofyl má v procházejícím světle smaragdově zelenou barvu, v dopadajícím světle červeně fluoreskuje. V roztoku jsou, kromě chlorofylu, přítomna ještě další barviva - xanthofyly, které je možno oddělit přidáním benzinu. Po vytřepání jsou patrné dvě vrstvy - zelená lihová a žlutá benzinová.

2)
Chromoplasty

· Pozorujte chromoplasty v buňkách dřeně plodu rajčete (Lycopersicum edule); nejvíce jich je v blízkosti jádra. V úzkém lemu cytoplazmy pod buněčnou stěnou jsoiu přítomna škrobová zrna (důkaz jódškrobovou reakcí).

3)
Leukoplasty
- pozorujte různé typy leukoplastů a škrobových zrn vnásledjícíh objektech:

· Nabobtnalé obilky různých obilnin rozřízněte a vytlačte trochu obsahu do kapky vody na podložním skle.

· Z hlízy bramboru (Solanum tuberosum) odeberte trochu šťávy, vytékající na řezné ploše (otřením podložního skla).

· Tenký řez ze semen fazolu (Phaseollus sp.), naložených ve směsi glycerolu a ethanolu.

Cytologie – cvičení č. 11

Téma: Buněčná stěna

Buněčná stěna (řazena mezi ergastické produkty) je tvořena především celulosou (zejména sekundární BS). Může být prosycena organickými látkami (impregnace) nebo anorganickými solemi (inkrustace). Během života rostliny BS roste do tloušťky - to se děje tzv. apozicí. Tloustnutí probíhá buď pravidelně (např. sklerenchymatická pletiva) nebo nepravidelně (např. kolenchym). V cévách dochází k charakteristickému typu tloustnutí BS - spirální, kruhovité nebo schodovité ztlustliny. Neztlustlá místa v BS se nazývají tečky a umožňují komunikaci dvou sousedních buněk pomocí plazmatických výběžků - plasmodesem.

1) Ztlustliny buněčné stěny
- pozorujte pod mikroskopem následující řezy:

· Tangenciální řez (viz obrázek) stonkem tradeskancie (Tradescantia), vedený zhruba v 1/3 tloušťky. Tenký řez uložte do kapky vody a pozorujte spirálně a kruhově ztlustlé BS cév.

· Radiální řez kořenem kukuřice (Zea mays) - pozorovatelné síťovité ztlustliny BS cév

· Řez ze skořápky vlašského ořechu (Juglans regia), naloženého v glycerolu. Zhotovte preparát v glycerolu a pozorujte sklerenchymatické buňky s kanálky pro průnik plasmodesem. 

· Podobné buňky jsou pozorovatelné v dřeni malvice hrušky (Pyrus communis) - tzv. kamenné buňky

2) Dvojtečky

- útvary v dřevě jehličnanů (v tracheidách), umožňující komunikaci (viz přednáška)

· Z větévky borovice (Pinus sp.), naložené ve směsi glycerol - ethanol (1:1) oddělte tenký radiální řez a pozorujte při silném clonění. Při zhotovení tangenciálního řezu jsou viditelné dvojtečky v průřezu

· Zhotovte radiální řez z téže větévky a pokuste se popsat jednotlivé vrstvy buněčné stěny a dvojteček. Možno probarvit chlorzinkjodem

3) Kutikula

 - pozorujte kutikulu na příčných řezech z listů různých rostlin (Ficus, sukulentní pryšce - Euphorbia, etc.). Kutikula je barvitelná chlorzinkjodem a je nesnadno rozpustná v kyselině sírové.

