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Zdeňka Pazourková a Jaroslav Pazourek: 

Nová modifikace nigrosinové metody 
(Ústa\· pro fysiologii l'Ostlin a Genetid\:ý ústav univers ity K a rl u ,·y) 

Je tomu asi 30 let , co byly do cytologické mikroskopické techniky za\-e
deny t. zv. rychlé barvicí metody. J ejich užívání se zvláštl) v poslední době 
velmi rozšířilo a u nás jsou to hlavně praktici, kteří se o tyto metody silně 
zajímají a nejvíce jich užívají při své práci. H lavním důvodem, proč jim dávají 
přednost před klasickou metodou parafinovou, je jistě především rychlost. 
s jakou lze připravit preparát zcela dostačující pro cytologické zhodnocení 
materiálu , jednak proto, že tyto metody nekladou velkých nároků na labo
ratorní zaÍ'Ízení. 

Jednou z nejmladších barvicích metod je metoda acetonigrosinová, která 
proti ostatním, u nás nejča8těji užívaným metodám (acetoorcein , acetokarmín. 
acetolakmoid) má tu výhodu. že rozmáčknutý objekt barvíme za studena. 
Původní předpis (G o st a von R o sen 1047) zdůrazňuje , že preparace 
se má dít při snížené teplotě. Tak pi'i fixaci má být dodržena teplota 8 až 12 °C. 
při maceraci IO až 15 °C, při vypírání nemá teplota destilované vody pfo-
áhnout 15 °C a barvicí tekutina má být teplá asi 15 ' C. Ochlazování jednot 

livých roztoků by jistě bylo větší komplikací než zahř'ívání při metodách 
jiných a proto by tato metoda nebyla jednodušší než druhé, při nichž barvíme 
za tepla. Tuto obtíž odstranili Nečásek a Palečková (HJ51) , neboť 
zjistili, že není nutno užívat barviva chlazeného. 

Při praktickém užívání této metody jsme se setkali s dalšími obtížemi. 
První z nich byla doba fixace. Při experimentální práci nelze často, zvláštl· 
odebíráme-li vzorky mimo laboratoi\ kde objekty zpracováváme, dodržeti 
určenou dobu fixace ( 15 až 30· min.) a často nelze také časově zvládnout pro
vedení pokusu i zpracování objektů v jednom dni. V tomto případě je pak 
výhodné všechny odebrané vzorky zpracovávat až druhý den. Zkoušeli jsme 
tedy, jak dlouho je nutno fixovat , aby fixace byla dostačující a zároveň i to. 
jak dlouho je možno fixovat , aby objekty nebyly přefixované. Pokusy jsme 
konali na naklíčených semenech cibule kuchyňské ( Allium cepa) a zjistili jsme. 
že odříznuté kořínky je možno s úspěchem fixovat IO min. až 40 hod. 

Při většině pokusů bývá důležité fixovat několik objektů najednou a mnoh 
dy je třeba odebírat více vzorků ve stejnou dobu. V těchto pHpadech velmi 
zdržuje odřezávání kořínků při fixaci, což bývá někdy , zvláště u méně zku 
šených pracovníků , příčinou nezdaru i proto, že jim tato operace trvá pl'íli i'.< 
dlouho a odifanuté kořenové špičky oschnou. Proto jsme zkoušeli fixorn,t 
naklíčená semena celá a teprve po fixaci odřezávat kořenové špičky. Tento 
postup se nám velmi dobře osvědčil a užívali jsme ho při své práci běžně. 

Další obtíží je , že nigrosin barví v dosud užívané koncentraci pom6rn{· 
velmi rychle a tak se může snadno stát, že se preparáty snadno pfobarví. Tuto 
závadu jsme odstranili tím , že jsme zásobní roztok ředili zředěnou kyselinou 
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octovou (destilovaná voda 1 díl, ledová kyselina octová 1 díl). Pro kořínky 
Allium cepa se nám nejlépe osvědčilo zředění 1 díl zásobního roztoku nigro
sinu + 2 díly zředěné kyseliny octové. 

Poslední úkol, který jsme si vytkli, bylo vyřešit otázku převedení pre
parátu do trvalého stavu. Preparát, zhotovený původní metodou, nemá 
dlouhého trvání a jediný způsob převedení v trvalý jest prossávání glycerolu 
a pozdější rámování. Takovýto postup je velmi pracný a poměrně dosti zdlou
havý. Chtěli jsme proto nalézt snadnější metodu, kterou by bylo možno při 
normálním předchozím postupu vyrobit ihned preparát trvalý. Tento problém 
jsme vyřešili následujícím způsobem: Nafixované, macerované a ve vodě 
vyprané kořínky Allium cepa jsme barvili in toto na hodinovém sklíčku 
10 min. Pak jsme je krátce opláchli ve vodou zředěné kyselině octové (1 : 1), 
vložili na podložní sklo a přebytečnou tekutinu odssáli filtračním papírem. 
Pak jsme na ně kápli kapku levulosového syrupu a přiložili krycí sklíčko . 
Na krycí sklíčko jsme pak mírně tlačili pryží tak, až se kořínek rozmáčknul 
a jednotlivé buňky se od sebe oddělily. Téměř stejně dobře jako levulosový 
syrup se nám osvědčil syrup Apáthy-ho. Ve Schweizerově uzavíracím mediu 
a v Liquido Faure zbarvení vybledlo. 

Takto zhotovené preparáty jsou tedy ihned trvalé a první zkušební pre
varáty, zhotovené více než před půldruhým rokem, vydržely beze změny 
dodnes. 

Nakonec připojujeme přehled postupu , kterým jsme barvili kořínky 
11aklíčených semen Allium cepa, jednak předpisy pro uzavírací media a pro 
základní roztok nigrosinu. Je třeba však připomenout , že, jako u většiny mikro
technických metod , je třeba i zde přezkoušet tuto metodu a upraviti koncen
traci nigrosinu a doby působení pro každý materiál zvlášť. Tak na př. kořínky 
naklíčených semen Ricinus communis jsme barvili nigrosinem , zředěným 
;)0% kyselinou octovou v poměru 1 : 5 20 minut , listové meristémy Coleus 
scidellarioides nigrosinem ředěným 1 : 4 10 minut a pod. 

Přehledný postup modifikoYa n é metody: 

1. Fixace: 1 díl ledové k yseliny octové 
+ 2 díly 95% alkoholu: 10 min. až 40 hod. 

·} Macerace: 1 díl kone. HCl + 1 díl 95% alkoh olu : 10 min. 
:~ . Vypiráni: destilovaná voda : 10 min. (i více ). 
4. Barvení: 1 díl ledové kyseliny oetové + 

1 díl destilované vod y + 1 díl základního roztoku nigrosinu : 1 O min . 
;). Oprání : v 1 dílu ledové k yseliny octové 

+ l dílu destilované vody : krátce . 
li . V ložit na podložní sklo , odssát přebytečnou tekutinn. kápnout k apku uzavíracího m edi a 

n, tlakem n a pl'iložen é krycí sklíčko rozmáčknout objekt. 

Základní 4% barvicí roztok: 

V 100 c m destilované vody a ledové kyseliny octovó v poměrn i : l , kterou zahřejeme 
nž k bodu varu , rozpustíme 4 g nigrns inn (musí to být nig rosin rozpustný v alkoholu!) a pova-
1-íme 3 až 5 minut . Pak ponech áme několik minut Y pokojové teplotě chladnout, načež se r ychle 
O<'hl adí. Roztok se přechovává ve tmě v dobře nzovřen6 l a,hvičce . Pl"ed použitím se filtruje, zraje 
~IRÍ 14 dni. 

L v ulosový syrup: 
30 g lovulosy rozpustíme ve 20 ccm destilO\·ané vody a n ech ám e v therm ostatn zhoustnout . 
Apáthy-h o symp: 
Na vodní lázni rozpustlm stejné váhové díl y nrabsk6 gumy, třtinon~ho cnkru a destilované 

Yo<ly a pi'·idáme 1 až 2 % formoln. 
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Souhrn. 

Byla zlepšena nigrosinová metoda. Pfozkoušeli jsme dosud udávanou dobu 
fixace a zjistili jsme, že odříznuté kořínky lze fixovat minimálně 1 O min., 
maximálně 40 hod. Fixovati lze i celá naklíčená semena a teprve po fixaci 
uřezávati koHnky pro další manipulaci. 

Jelikož při dosud užívané koncentraci nigrosinu lze preparát snadno 
př·ebarvit, užívali jsme při barvení zředěný zásobní roztok nigrosinu, který 
jsme ředili směsí: 1 díl ledové kyseliny octové a 1 díl destilované vody. Poměr 
zásobního roztoku nigrosinu a zředěné kyseliny octové musí být pro každý 
objekt experimentálně stanoven. 

Protože preparát, zhotovený původní metodou , během krátkého času 
vyschne a je znehodnocen, a převedení v trvalý stav je zdlouhavé a pracné, 
vypracovali jsme metodu , kterou lze trvalý preparát vyrobit při normálním 
předchozím postupu. Kořínek byl barven in toto na hodinovém sklíčku (doba 
barvení musí být pro každý objekt vyzkoušena), opláchnut zředěnou kyse
linou octovou (1 : 1), vložen na podložní sklíčko a přebytečná tekutina odssáta 
filtračním papírem. Potom se na objekt kápne kapka levulosového syrupu 
Apáthy-ho a kořínek se rozmáčkne tlakem na přiložené krycí sklíčko, jako př·i 
normální metodě. 
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Obr. 1. Mitosa z kořenové špičky cibule ( Alliu111 cepa). Barveno modifikovanou metodou nigro
sinovou, preparát uzavřen v levulosovém syr11pu. 
Obr. 2. Mitosa z kofonové špičky skočce ( Ricinus communi.'i). Úprava preparátu stejná jnlrn 
u obr. 1. 

3. n a 3 o y p H o B a n R. I r a ;3 o y p o I\ : 

y COBepmeHCTBOBaHHLIŘ MOTOA npHrOTOBJICHHSl )HtaAaBJICHl-ILIX npcnapa:rou 

c H11rp03HHOBOlÍ OKpaCKOH. 

H aMH 6brn pa:l pafíoTaH MCTo;..1. 111mroToBJle:HHH pa0~1.aBJlOIIHhL - upc11apaTou 
J[ 0Hpac 1m HHrpo3HHOM c HeKOTUpblM.11 M0~~11cpima1~H.HM.l1 6oJrcc IJO)_(XOHHlll,HMll 

H pa3HOro pona HCCJ10AOBaHHRM . 

Mhl npmHJJ,e Bcero ycTaHoBHJIM npoBepHoM cpo1rn qnrncaw,m, 1no HaJJ p . 
0Tpc:rn11HbtC 1. opernKtt Allium cepa Monuro ocTaBHTb B qn1Hcttpy10u1.eii /1 HHHIH~TH 
OT 10 MJ1H . (MHHI1MaJibHbIH ·pol cJnrncar~lHf) )10 110 ttarno 60:3 H.aHOro Hl'l6J'J(b 

n0Bpm1 nmrnn. Mh1 y6e.rumDch ·nanbmc u TOM, 'ITO cTanoBUTCH D03Motmt i...1M 

cJ.nmc11 poBaTb nanrn J1. 11,eJihie li popacTaIOJJU1.8 CCMCHa ' OT HOTO pbIX TU Jihl\U HUC IC 

qnrncaIJ.HH OTp83hIBaJOTCH Hopew1rn: j JIOCJICAYIOmc« o6pa6onrn. 
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fI pH 06bPUIO IIpHM8HHCMOM H.OH1:1;8IITpa1.1;tIH HHTp03HHa, B Rpacmu:eM 
pacTBope (4%), npeuapaThI O'-IeHh JierRo nepe1(pa1mrna10TcH. IlosToMy Mbl pa3-
6aBJrnm1, AJIH OHpacr-rn HaII.IHX npenapaTOB, 4 -npoueHTHhIM paCTBOp HHrp03MHa 
pa36aBJI8HHoiÍ y1{cycHoiÍ 1mcJI0Toii (1 '-JaCTh ne.unHo:ií: yHcycHo:ií: Httc.rroT:hI 
11 1 "lJaCTh .uecTHJIJIHpoBaHo:ií: BO,IJ;:bI). CooTHOIIICHne pacTBopa Httrpo:mHa H pas-
6aBJieHHoií yHcycHoň RHCJIOThI, Han6onee no,ri;xoJJJIIT\ee ll:JIH xopomeií oHpacFm, 
Hap;o ycTaHOBl:lTb CIICU11aJihHhIM OIIhITOM )(JIH xam~(oro OT)J;8JibHOro TlUla 
o6nemťon. 

Pasp;aBJI8HHhl8 npcuapaTbl J.13I'OTOBJJ8HHbie HO o6U(CllpHIUITOMY XOAY 06pa
fío:rm1 0'-18Hb 6hICTpo BblChIXaIOT H CTaHOBHTCH TaIUIM o6pa30M 6ecu,eHHb1~'1lL 
11 osToMy MhI perm1Jrn J13roTuBJIHTh pa0.uasJICHHhIC npena paTDr npHMO B cpe;xc 
)l)IH 3aIWIO'-Jemrn. c :=!TOŘ ueJihIO 06'h8HTbI - B HameM CJTyt-Iae HopemmI Alliurn 
cepa - -uo;:i;sepramT nocJie qnrncaun:n: H Maucpa1\1.111 ToTaJihHo:i1 01{pac1{e Ha 
1IaCOBOM CTCIWe (HaH6oJiee JI O ~l,XOJJ,Hll\HŘ cpOI{ OHpac1rn ~(JIH pa3HOro poua 
o6 'b8HTOB HaAO ncnpo6oBaTh). llocne 06MbJB1rn Hopeumos pa:\6aBJieHHo.iii: 
yRcycHOM KJ1CJIOTOi1 ( 1 : 1) 11 X Irna;xyT Ha npeAMCTHOe CT8HJTO H 06cym1rna10T 
cp1rnbTponaJrhHOií óyMaroH:. 11 nene Toro 1rnpcnurn: rroHphIBaIOT Hanne.ií: JICByJ10-
00Boro cupmra HJIM-me ryMMtt cn:pona no Arran1 H, 1rnKphrnan nperrapaT 
li OHpbIBHbJM CT8KJlOM' OAHOBpeMeHHO pacnpcµ;emuoT RJI8TKH TOHHl1M CJIOCM ' 
OCToponrno Ha)J,aBJIIIRa.H Ha noHpOBHOO CT8HJIO. 

XoA pa6oThI npli no)J;roTomw pa3JJ;aBJI8HHbIX npenaparnB: 

1) <D1mcau11JI B crrnpT -ym~ycttoii: H.IICJIOTC (95-rpaAycHoro cm1prn 2 06 JJel\1-

ILhIX '-1acTeií, JieAHHHoii y HcycHoii: HMCJIOThI 1 061)eMHaH 11aCTb), OT 10 MHH. 

,l],O ~0 t..IaCOB. 
2) Mau,opaum1 c,MeCbJO 1 l.Ja cnr HOHI_.i;e1npuponamwi1. coJIHHoii mrcJioT r:,c 

H 1 '--Ja CTH. 95-rpanycHoro c1rnprn, 10 MI1H. 
3) 1l pOMbIBI\a A8CTIIJIJIHpoBaHOH BOAOlf' 1 o MlUI. lT 6oJiblll8. 
4) 0Hpacirn B pacTBope COCTOH11(8M U3 111acTH JI8J(HHOÚ yHcycHOM HHCJIOTbI, 

1 1JaCTli A8CnfJ[JU1pOBaHOH BO)J,bl n 1 '-1.aCTH 4 -npmi;eHTHOI'O pacTBOpa HHrpos1rna' 
10 MJifH . 

.J ) BI>ICTpaH u poMhIBirn pa:J6aBJieHHu_i;i y1rnycHuii: 1rncn ornii (JreJVIHuú 
yr{cyc11oii 101cJIOTb1 1 Y.acTL, A8CTHmrnpoBaHHoii BOHbI 1 lJaCTb). 

6) 06'bC IO' JlOMCW,aOTCH Ha upeAM8TH08 eTeLUIO, o6cyrmrnacTCH 'Í>HJlhTlW
Ba.nLlJOii 6yMaroi1:, nOI{phrnaeTCH HarmeH: cpep;hI AJIH sa1w roqeH11H n ocTO pmh:
nhlM nauJICJ-IHCM Ha JJOHpbIBHOe CTCl\JJO 06'18Kl' pa3)],aBmrnaeTCH. 

Z. Pazourková and J. Pazourek: 

Improved rapid nigrosin<' nwthod. 

In the present paper an improvement of the rapid nigrosine method is 
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 germiuating 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 HCJ 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 ancl after two years is as 
distinct as in the fresh slide. 

The schedule of the improved method: 
1) Fi x ing : 1 p a rt, ghw ial a eeti <' a e id + 2 p a rts 95 % a leohol : 10 minR till 40 li ~ nrs. 
~ ) l\lacerat ion: 1 part concentr. HCI + 1 p a rt 95% al cohol : 10 mins . 
3 ) \Vashing: distilled wat e l" : 10 mins (even longer) . 
4 ) Staining: 1 µ art glae ia l aeetie acid + 1 part distill. water + 1 part s tandard nigrosine 

solution : 10 mins . 
f>) Rins ing: 1 p a rt glac ia l aeeti e ac icl + 1 part di still . wRter: shortly. 
6 ) Lay the ohj eC' t on the g ronnd slide, rem o\·e the supedluons liqnid , drop the lcYulose sirup and 

apply the C'Over slip. 
i) Squash the objeet by sli ght pressure . 
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