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Inleiding0

Be chromosomen van de spintmijt Tetranychus urticao Koch
(fame Tetranychidae Acarina) he1ben diffuse contromeren(1 1) 0 Dii ho
telcont dat do spoeld.radon aan geheohi zijn over do gehele lengto van
hot chromocoom , in togenstel.lthg tot chromosomen met; eon gelooaliseerd
centromeor , waa:rbij do draden aan dii centromee:r zijn vastgehecht(1 )
Hieruit volgi dat do struktuur van de spoel in hot geval van do
chromosomon met diffuse centromeren zou kunnen verschiilon van do
struktuur van de spool in hot geval van chromosomen met eon golooa
liseerd ceniromoer0 Daarom is geirachi do snoel van celdelingen van
Turticae Koch to onderzooken aan coupee van kliovingsdelingen0

Cotracht word met behuip von rends hekoncle kleuriechniek'
en do spoelfiguur ziclithaar to rnaken0 Dear do resultaten binnon eon
en hotzelfdo preparaat zeor wissolend waren is geprobeerd do bestaande
techniekon aan dii materiaal aan to passen0 Doze aengepasto tochnioken

zullen in dii versiag beschreven worden4

Materiaai

Tot anych urticae Koch wordt gekweekt op bononpianion

hij eon tomporaiuuv vm 23 + i° C Be eieren werdon vorzwneld van de

algomen kwook Zowol hovruchte ale onhevruchie eloren van versohillonde
leeftijden wordon gebruikt;0 Be beste resuliaten zijn uiteindolijk vor

krogon met jonge oioren(294,O en eventueell6 cellig stadium) , omdai

hierin do spoelon hot grootet zijn Met eon Uild Heerbrugg M5 stereo

mikroskoop is hot mogolijk dze sta1ia van hot biad to verzamelen(2)0



2.

Itothodon.

Voor hot makon van ooupeo ondorgaan do oioron do volgendo
pro ooduro $

Fixatie. 1. Potrunkewitaoh 60 C. I.. (9) s 60 mm.

2. Petrunkeiritaoh 60 0. II. $ 60 mm.
Dehydratie. 3. alkoho]. 70% met oognaolclourig) s 24 uur.

4. alkohol 70% I. $ 24 uur.
5. alkohol 7.0% II. 24 r.
6. alkohol 70% In. $ 24 mr.
7. alkohol 96% I. * 30 miii.
8. alkohol 96% II. $ 30 miii.

9. alkohol 100% I. $ 30 miii.

10. alkohol 100% II. z 30 mm.
11. toluol I. $ 60 mm.
12. toluol II. $ 60 miii.

hnboddon. 13. in eon paraffineblokjo wordt oen kuiltjo
gem aakt , waar do oioron ingobraoht wordon
terwiji vuil soveol mogelijk vorwijdord
wordt. Hot boIcje wordt daanna in eon stoof

gent bij 60 0. Na 4—5 mar wordt hot blok—
je uit do atoof gehaald waanna mon do

paraffuno laat stoflon.
Snijdon. 14. met oen miorotoom worden ooupoa geonoden

d.to 4,Adik sijn. Do ooupos wordon op objoot—

glaaajoa gep].akt.
Doparaffunatio. 15 • deparaffunoren via mpioi( 2x) ,alkohol 100%

(2x),a].Icoho]. 96% (2x),loidunglrator (3$,
on gedeatilleord water (3x).

Na hot deparaffunoron sijn do proparaton gekiourd. Hiorna
volgen do ic].ouringemothoden , die gebruikt zijn.



T I-taomatoxyline kloivoing€

Mothodo, 1, beitsen in y raiuin 3% 1- 3 uur,
2 ieidingTater 3x kort,
3, god tilleord water 3w 1cort
4, kloureri in haernatoxyiiflo 1- 2 uur
5, ieidingwater 3w kort
6 geciostilleerd water 3w kort,
7, eventuool diffe:rentitren in yzern.iuin
8, ieidin:wator 3w kort,
9 gedr1iJJeorc ater 3w kort,

10, dehydroren via aikohol 96% (2w), alkohol 100% (2w),
en xyiol(z).

11, nerrnanenl; malcon met canadabalsem,

Re sulI;nnt doolersohoilen zwart,
irotopiaema rijzwart gokorreid Oi) beige

achi ergron ci,
chromosomon. zwnrt,
spool beige

0pmor1dngen 1ianneor bovengenoemde procedure wordt gevolgd,
vorkr jgi men eon good koni;r net tuseen do dooior
schoilen en bet protopia.oma, terwiji iii hot
nrotoplasma do spool en do chromosomen duidoiijk
wnarneem1aar zijn Bovonclien :arandeort doze pro
codure eon konstant resultant hinnen n on hot
zeifdo pronaraat

Eon langere beitsperiocie dan dna uur veroor
zanict zo'n sterko klei.ining, dat difforontiatic
zeker riodig is, Hot cindresuitnat binnen én nre
parnat is in cut, geval zeer wisociond,

Taatt genoomdo procedure is ook gebruikt na
fixatie van do eieren in Carnoy, Baum, Zenker,
San Felice (14), Moricard (13) of niot vorwarmde
pe1;runkewitsch (1 2) Ret oindrosultant binnon
3n on heizeifde preparaat was in nile gevallon
zoor wissolond

Suggo stie, tThnnorir do korte beitsperiodo wordt gobnuikt,
zal hoogstwaarschijnhijk ook na fixatio in do
hierboven gonoomdo middelen eon good resultant
worcien vcrkregon0

'/V:)' J)
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II, Haom alum kl our ing

Mothodo, 1, kleuren in haernaluin 30—60 mm,
2, leidingwater 3x kort,
3, gedestil]eerd water 3x kort,
4, dohyclroron via allcohol 96% (2w) ,alkohol 100% (2w) en

xylol (2w),
5 pc:rmanont makon met canadalDaisem0

Resultaat, doolorechollon paars (nr0 10 van 24cieiige
icleuren cirkol (7))

protop]asma licht paors—hiauw gekorro].d
chromosomen donkerpanre,
spool grijspaare

0pmerkingen Hot kontrast tucson do versehillende onderdelen
van hot oi is niot zo groot ale bij ge.bruik van do
haematoxy1ie idourinp; bet goval is maar de
kleuring ban toegepast worden om end enige bruik'
hare preparaton te vorkri jgen,

Om eon so good mogeiijk resultant to verkrijgen
is hot nodig do haomaluin oplossing op do volgende
manier klaar to rnakon:

1, 0,1 gram haomatoxyline togeiijkortijd met
0,02 rcam NmJ0 oplossen in 100 m10 go—
destilleord. wa1or,

2, na 10 minuton 5 gram kaliumaluin toevoogon
15—30 minuten later is eon egaal donk.orpn.aree
oploseing verkregen

3, 0,1 gram cit:roonsuur toevoogen.,
do Ideur slnp.-t nu on hinnon enkelo minuton
van prnrs nnorroud0

4, 1 tahletje (oa0 0,1 gran) NaOH toovoegen,
do kieur elaat nu om van rood naar pars ,torijl do pH stijgt van 2,2 naar ca, 2,9,

5 gun do oploesing i-rn nog enige tijd (h,v 30
mm0 ) om to stahilirioren,

Hot is botor do verschiJJende sto:rfen stap voov
sta'p 0 to los son voals ho oohroven is do: oil. a
in non koer samon to voegon ook niot , sonic
gonoomd. door P omois (1 2) , haematowyi5. i-ic ,natrium
joclaat on kaliutnaluin togeiij1cortijd oplossen,

Met eht door Pomois heeohroven recept word.en do
proparaten to lioht goldOU0d., Daorom is hot difforon--
t,iatiorniddel ohiora.'lhydraa1; niot moor ann latoro
oniossmngon toognvoep:d0

Hot is p;ehleken dat do natriumhydroxydo heter
nt, oitroensu.ur ken worden toegovoogd dan tegoiijkor--
t I jd0

Do icleurstof won-i bet best In eon pH—'trajeJct
van 296 tot 3,1 , alhoewoi oolc bij ei-n hogere pH
(tot ca0 4,5) nog eon hehoorlijk resultaat wordt
verkregen , zodat men bij hot hopalon von do pH
niot ci te no.uwkounig hoeft to zijn, Do kiouretof
werkt sloch!; blj eon pH lager dan 2,6,

Panneer moor dan 0,04 grain NaJ0 wordt toogovoegd
dan k:cigt do v]ooistof eon donker,b:ruino kiour
terwij]. hot kieureffekt van do vlooistof dan von—
goiijkbaar is met eon boric lugol kienring,
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Door Rorneis wordt anhevo1Em do h.ernaiuin op

iossing te fiitreren0 DIt rnn.kt do o loosing rnis
schieri langer houdhaar , maar goeft con minder
oterko kleuring0 Om dus hot ontimale kioureffeki
to verkrijgen is hot van belnng niet to fil treren0

Eigenaardig is , dat do vloetstof na 1 224 uur
eon goudkleurig o-p-porvlak krijgt ook na filtr±io
teririji dit niot bet govalL iii met do van Merck go-
koohte yer5 haenaluin oplossing



III Dubbolkieu:ring safranine.me'thyleonbl auw.

Met,hode, 1. heitcen in chroornzuur 1% : 96 uur,
2. leidin.gwater 3x kort,
3. gedestilleerd water 3w kort.
4, kleurn in safranirie in alkohol 4cY% 10 rnin€.

5. leiclingwator 3w kort,
6. gedestilleerd water 3w kort.
7 kleuren in methyleonUauw 1% 4 uin.
80 leidingwater 1covt
9Q gedestJlieerd water 3w kort,

10. dehydreren via alkohol 96% (2x),alkohol 100% (2w),
en xylol (2w).

110 permanent maken meL eanadabalsern,

Resultaat, dooierschollen blauw.
protoplasma licht cçri,jsblauw gokorreld.
chromo corn en bi auwzwar t.
spool licht grijshlauw.

He!; kontrast tucson do versohillende onderdelen is
niet erg groot. Vooral de CpoelflgUuT is momilijic van
hot protoplasma to ondersoheicien,

Opmerkingen. ifoewel doze kleuring is afgeleid van hot door
Sentein( 1 3) beschreven remept , is or woinig over
monkomet rnemr,

Do ohroornzuuroplossing word!; vorkregon door
1 gram Cr0 on to bacon in 100 ml gedestilbeerd
water, Do oorgestelde heitsperiodo is do rninimum
tijd. Het is wonsclijk to heusen gedurende bij
voorbeeld een week, torwiji Sentoin juist eon kor
term poriode voorstelt ( 1224 uur).

Do safranine onboscing wordt verkregen door
1 gram safranino op to bacon in 100 ml, alkohol
40. In hot door Sentoin boschreven recopt wordt
gekbeurd gedurende 24 fur, waarna godifferenticerd
moot worden met alkohol 100%, waarmn chloraalhydraat
is opgeboat tot 1 gewiohtsprocent. Ret is gebbokon,
da.t eon voel kortere safranine kbeuring mogelijk is
( 10 minuton) waarna geen differontiatie nodig is.
Er is gevonden, dat in beido gevalben dci roodkleu—
ring in het p:roparaat niet moor to herkonnen is
na kbeuring met methybeenblauw.

Do methyleenblauwopbossiflg is on do volgende
manior verkrmgen:

1. 0,25 gram citroonzuur opbosson n 100 ml,
gedestilleerd water. Do pH wordt nu 2,3.

2. 1 gram motbybeenblauw toevoegen. Ijanneer
methyleenblauw volbedig is ougebost, is do
pH gedaald naar 2,00 Hot opboscon van mothy—
beenhlauw duurt onigo uren.

3. 1 tabbo'nje ( ma, 0,1 gram ) NaOH toovoegen.
Hierdoor stijgl; do nil tot; ongevoor 4,0,

Do kbeurstof gooft hot heste resultaat, wanneor
NaOH wordt toogovoegd no. het opbossen van methy
beenbi auw.
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Jion to zuro oplossing(b8v, pH=ca, 3,0)

ideurt mindor good don de •boschreven oplosring
terwiji eon moor neutrale oplossing (pH=ca0 5,0)
ook niet hot gowonste resultaat gooft,

bowel. Sentoin oncier andere gobruik ma-dd; van
eon kleurbo.d , wao.r ook oronjo (1 in is opgoiost
is in doze procedure oranje 0 achterwege gelaton,
doar hot niot eon wozenlijke kontrastverhoging
geoft,

Suggesties, bet isotflektrisoh punt van do spoolfiguur ligt
bij eon pIT van ongevoor 4,5 (3), Methyleonhiauw is
con basofiele kleurstof Methyiblauw is coil acido
ficle ideurstof (4), Tarrsohijnlijk is hot mogolijk
om bij gobriuk van mothyiblauw , zoals door Sontein
voorgosteid , con grotor kontrast tussen do verschil
lende onderdolen to verkrijgen don bij gobruik von
mothyleenhi auw0

bonneer hot fixatemddel von Carnoy wordt ge
bruiki; in plaats von (10 vorwarmdo ?etrunkowitsoh
kleuren do dooierscbolien niet of nauwolijks met
mo-bhyloonblauw0 00k hot protoplasma houit do 1dour
stof long niot alt:Ljci even goed vast , moor a]tijd
beter don do dooiersohollen , zoclat hot protoplasma
gem akkel ijker bostudeerd han worden, Vanwoge hot
wisselende resultant ochter gaat voel materiaal van
eon proparoat verloren, Missohien is hot mogelijk
eon rooopt to ontwikkeien , waorhij hot protopiasma,
no fixatie in Carnoy do kieurstof good blijft vast
houden , ook tijdens hot dehyciroron,



IV Do T0FA.4echfl1Ok
Methode 1 boitsen in 1ooizuur

2 heusen in forifornoiyhcieenzuuv. kleuren in arnidozwavt
4 ciehycroren Via ikoho 96 (2x) ,n.ikolloJ 1OC) (?X)

on )rr1oJ ( 2x)
5 porm anent 0 nl(OY)

Opmorking 1Iegens geixoek ann. tijd on do juiste litoratuur(1O)
is hot niet rnogelijk om hot juiste rocept voor
doze kieuring nangepast ann rut rnateriaai to be
schrijven , noc.h om en±ge resuitaten te geven

Viol is in rIo litoratuur (6,8) gevondon dat doze
tochniek speciaal kontraktiele oiwitten en suoel
draden ).cleurt, Vanwego doze specifieke kiouring is
hot wenselijk. hot juiste recopt nit to werkon voor
TetrantchusuTtica Koch , zodat de spoolfigour zo
goed mogelijk hesiudeorci ken worden0
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Enige not;itios hetreffendo do spoelfigimr

Met eon anntal haernatoxyline preparaten is gelconstateerd
dat do spool uit chromosomalo draden en doorlopende ciraden is opge
bouwd Comings on Okada (1) vinden ovoreenkomstige gegevens voor
Oncopoltusfasciatus sen hemipteor met diffuse centromeren , ter
wijl HughesSchracier (5) doorlopende draden niet hoeft kunnen aan
toflen bij Cocciden.

Er zijn tevons anwijzingen dat , torwijl do chromosomeri

in do motafase piaai eon driehook vormen , do spoelfiguur eon dim—
drischo siruktuur bovat Dii wijot crop dat or niet all, can d.oorio'pende
spoeldraden tussen do chromosomen dooriopen maar ook huiteniangs

Tensiotie is gobiekon dat de spool tijdens do anafa,so en
de telofase langer is dan tijdens do motafaso

Conclude

Mit do verkrogcn resuitaten blijkt dat do ha@matoxyli.no
icleuring eon duidelijk kontrast goeft tussen do versohillonde onderdelon
van hot ci van Totranychusurticae Koch , zodat met behuip van deze
teohnie1 do spoeifiguur good bestudeord han wordon,en deze techniek
do voorkeur verdient bayou do haemaluinkleuring on do safranine—
methyl eenbl auw dubbeiki our ing0

Semenvatting

Eon aantal kleurteohnieken die do spoelfiguur tijdens
klievingsdelingen van Tetranychus urticao Koch zichtbaar maken , zijn
ho s chreven
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