Nr.: M8

Blatt 1 = 4

Lichtmikroskopie

Methode: Durchlicht-Fluoreszenz mikroskopie

pflanzlicher Zellen und Gewebe

Literatur:

C. REICHERT: Fluoreszenzmikroskopie
mit Fluorochromen. Wien 1963.

Anwendungsbereich:

Schnitte verschiedenster Art.
Erreger- und Sperrfilter fiir die Fluorochrome s. M 10.

Zellkerne und Protoplasma
1. Fluorochromieren mit Coriphosphin  und Fuchsin

a) Fluorochromieren 4 Minuten in Mischung:

Wasserige Lésung von Coriphosphin 1:10000 . . . . . . . 75ccm
Wasserige L&sung von Fuchsin 1:10000 . . . . . . . . . . . 25ccm
b) Waschen.

Zellkerne gelbgriin bis gelb, Protoplasma rot, Kern-
kérperchen (bei starker VergroBlerung) orange,
Karyotin gelbgriin, Chromosomen gelbgrin.

2. Fluorochromieren mit Akridinorange

a) Fluorochromieren 10 Minuten in wdsseriger Losung von Akridinorange
1:5000.

b) Waschen.
Zellkerne griin, Protoplasma rot.
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EiweiBkristalle
Fluorochromieren mit Aminoterephthalsdure

a) Fluorochromieren 1 Minute in Mischung:
Alkoholische (50 Vol%ige) Lésung von Aminoterephthalsdure
(kalt gesattigh) .- . =.b . v L e 50 ccm
Wasserie Sn il e s e U e S B ES0iecm

b) Waschen.
EiweiBkristalle blau.
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HAITINGER, M.; LINSBAUER, L. Die Grundlagen der Fluoreszenzmikroskopie. 3. Dar-
stellung organisierter Zelleinschlusse.
Beihefte Bot. Zbl. Abt. A, 53 (1935): 387—397.

GOKE, G.:

Methodensammlung "Lichtmikroskopie”




Nr

M8

Blatt 2

EiweiBkristalle - Lokalisierung neben Fett in fetthaltigen
Samen (z. B. Bertholletia, Corylus usw.)

Fluorochromieren mit Aminoterephthalsdure, Primulin und Chioro-
phyll-Extrakt

a) Fluorochromieren 2 Minuten in alkoholischer (50 Vol 9%iger) Lésung von
Aminoterephthalsdure (kalt gesdttigt).

b) Waschen mit destilliertem Wasser.

c) Fluorochromieren 10 Sekunden in wdsseriger Ldsung von Primulin
1:1000.

d) Waschen mit destilliertem Wasser.

e) Fluorochromieren in Chlorophyll-Extraki, unverdiinnt.

f) Waschen.

g) Nach Verwendung von Chlorophyll-Extrakt einbetten nur in Glyzerin.

EiweiBkristalle blau, Fett rot, Zellwdnde gelb.

Dieselbe Literatur wie bei ,,EiweiBkristalle*.

Vakuolen (Ze"siiﬂe) - Vitalfdrbung

1. Fiuorochromieren mit Akridinorange

a) Fiuorochromieren 5 bis 10 Minuten in alkalischer Lésung (py 8 bis 10) von
Akridinorange 1:5000.
b) Waschen in alkalischer Pufferlésung (py 8 bis 10).

Speichernde Zellsdfte grin bis gelbgrin, nicht-
speichernde Zellsdfte ziegelrot.

2. Fluorochromieren mit Rhodamin B

a) Fluorochromieren in wdsseriger L8sung von Rhodamin B 1:1000.

b) Waschen.
Speichernde Zellsdfte goldbraun, nichtspeichernde
Zellsdfte nicht fluoreszierend.
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— Einige Anwendungsgebiete der Fluoreszenzmikroskopie.
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Protoplasma (Leipzig), 26 (1936): 56—&69.
— Die Vitalfdarbung der Chloroplasten von.Helodea mit Rhodamin.
Flora (Jena), 131 (1936/37): 113—128.
— Weitere Untersuchungen Gber die Vitalfdrbung der Plastiden mit Rhodamin.
Flora (Jena), 131 (1936/37): 324—340.
— Die Vitalfdrbung des Protoplasmas mit Rhodamin B und 6 G.
Protoplasma (Bertin), 30 (1938): 85—100.
— Die lumineszenzmikroskopische Analyse des Transpirationsstromes im Parenchym.
1. Die Methode und die ersten Beobachtungen.
Flora (Jena), 133 (1938/39): 56—&68.
2. Die Eigenschaften des Berberinsulfats und seine Speicherung durch lebende Zellen.
Biol. Zbl., 59 (1939), 5/6: 274—288.
3. Untersuchungen an Helxine Soleirolii Req.
Biol. Zbl., 59 (1939), 7/8: 409—442.
— Die Anwendung der Lumineszenzmikroskopie in der Botanik.
Zeiss-Nachr., 3 (1939—1940), 1/5: 69—82.

"Waschen" bedeutet: So lange unter flieBendem leitungs-
wasser oder dest. Wasser waschen, bis das Waschwasser in

sichtbarem Licht vollkommen farblos erscheinte
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Plasmanetz in Samen
Fluorochromieren mit Amincterephthalsdure, Zod und Primulin

a) Fluorochromieren 2 Minuten in Mischung:
Alkoholische (60 Vol9%ige) Losung von Aminoterephthalsdure
(kaltigesdttig) - ¢ -0 s ¢ 0 2o e ek
WASSEE & s v e s e

b) Waschen mit destilliertem Wasser.

¢) Baden in alkoholischer (96 Vol%iger) Lésung von Jod 1:100, bis die
Stdrke im sichtbaren (!) Licht tiefblau erscheint.

d) Waschen mit destilliertem Wasser.

e) Fluorochromieren 10 Sekunden in wdsseriger Lésung von Primulin O
1:10000.

f) Waschen.

50 ccm
50 ccm

Zellwinde gelbgrin, Plasmastrénge bldulich,Stdrke
nicht fluoreszierend, Zellkerne gelblich.
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kroskopie. 2. Wirkung der Fluoro-

Zellwdnde
1. Fluorochromieren mit Coriphosphin

a) Fluorochromieren 1 Minute in wdsseriger Lésung von Coriphosphin O
1:1000.

b) Waschen.

c) Zur Herstellung von Daverprdparaten nachbaden in verdinntem Formol

4°5ig).
(4%ig) Zellwidnde orange.

2. Fluorochromieren mit Magdalarot

a) Fluorochromieren 1 Minute in wdsseriger Lésung von Magdalarot 1:1000.

b) Waschen. ,

c) Zur Herstellung von Dauerprdparaten nachbaden 10 Minuten in ver-
dinntem Formol (4%ig).

Zellwdnde orangerof.

Dieselbe Literatur wie bei ,,Vakuolen (Zellsafte) — Vitalfdrbung™.

Herstellung der Fluorochrom-L@sungen

1% 400 = 1g in 100 ml Wasser oder x%igem Athanol
17: 500 = 0,2g in 100 ml Wasser oder x%igem Athanaol
1:1000C = 0,1g in 100 ml Wasser oder x%igem Athanol
1:5000 " 20 mg in 100 ml Wasser oder x%igem Athanol
1 :10000 = 10 mg in 100 ml Wasser oder x%igem Athanol

W&Rrigen Fluorochrom-L&@sungen, die nicht fiir lebende Objekte
bestimmt sind oder bei einem bestimmten pH-Wert verwendet
werden sollen, setzt man zur besseren Haltbarkeit einige

Tropfen verfliissigtes Phenol (=Karbolsiure) zue.
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VYitamin B, (,,Antineurin‘)

Nachweis in Keimlingen

a) Fluorochromieren 8 Minuten in Mischung: :
Wadsserige Lésung von Rotem Blutlaugensalz (2%ig) . . . . . 25ccm

Wasserige Lésung von Natriumhydroxyd (20%ig) . . . . . . 25ccm
Alkohol (96 Vol %ig) . - =+« 90ccm

b) Baden 5 Minuten in Isobufylalkohol (danach nlchf waschen')

Vitamin B, in Scutellum und Keimling kornblumen-
blau.

KUHN, R.; VETTER, H. Zur Kenntnis des Thiochroms.
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Deutsche Medizinische Wochenschrift, 64 (1938), 14: 481—484.
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Holz
a) Fluorochromieren.
Konzentration Einwirkungs- | ‘ Fluoreszenzfarbe
der wdsserigen dauver
Fluorochromlidsung in Minuten verholzt unverholzt

1k Coriphogphin g 1:1000 1 griingelb orange
2. Euchrysin ; S 1:1000 1/, hellgrin orangerot
3. Berberinsulfat . . . 1:1000 s grellgelb —_
3 Primulint o0 1: 500 1 gelb hellgrin
5. Rhodamin6 G . . . 1:1000" = 1 orangegelb schwach gelb
6. Akridinorange  * . 1:1000 d grin —

b) Waschen.
c) Zur Herstellung von Dauerprdparaten, besonders bei Yerwendung von.
Akridinorange , nachbaden 10 Minuten in verdinntem Formol (4%ig).
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