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Inleidings.

De chromosomen van de spintmijt Tetranychus urticese Koch

(fam. Tetrsnychidae,Acarina) hebben diffuse centromeren(11). Dit be-
tekent dat de swmoeldraden aan gehecht zijn over de gehele lengte van
het chromosoom , in tegenstelling tot chromosomen met een gelocaliseerd
centromeer , waarbij de draden aan dit centromeer zijn vastgehecht (1),
Hieruit volgt dat de struktuur van de spoel in het geval van de
chromosomen met diffuse centromeren zou kunnen verschillen van de
struktuur ven de spoel in het geval van chromosomen met een geloca-
Tiseerd centromeer. Danrom is getracht de svoel van celdelingen van
Te_urticae Koch te onderzoeken aan coupes van klievingsdelingen.
Cetracht werd met behulp van reeds bekende kleurtechniek-
en de spoelfiguur zmichtbaar te msken. Daar de resultaten binnen een
en hetzelfde vrepsraat zeer wisselend waren , is geprobeerd de bestaande
tochnieken aan dit materiaal aan te passen. Deze arngepaste technieken

zullen in dit verslag beschreven worden,

Materiaal.

Tetranychus urticae Koch wordt gekweekt op bonenplanten

bij een temveratuur van 23 4+ 1° ¢, De eieren werden verzameld van de
algemen kweek. Zowel bevruchte als onbevruchte eieren van verschillende
leeftijden werden gebruikt. De beste resultaten zijn uiteindell jk ver-
kregen met jonge eieren(2,4,8 en eventueellt cellig stadium) , omdat
hierin de spoelen het grootst zijn. Met een Wild Heerbrugg M5 stereo-

mikroskoop is het mogelijk dze stadia van het blad te verzamelen(?2).
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Methoden,

Voor het maken van coupes ondergsan de eleren de volgende

procedure:

Pixatie. 1.
29

Dehydratie, 3o
A

5e
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To

8.

9«:
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Inbedden. 13,

Snijden. 14.

Petrunkewitsch 600 Co To. (9) : 60 min.
Petrunkewitsch 60° Co IT. ¢ 60 min,
alkohol 70% met J?(cognackleurig) s 24 uur,.
alkohol T0% T, ° s 24 uur,
alkohol T0% TT. s 24 uur.
alkoliol 70% TIT,. s 24 uur,
alkohol 96% Te ¢ 30 min,
alltohol 96% II, ¢ 30 mine
alkohol 100% T. : 30 min,
alkohol 100% IT. 3 30 min,
toluol I. s 60 min,
toluol 1T, ¢ 60 min.

in een paraffineblokje wordt een kuiltje
gemaskt , waar de eieren ingebracht worden
terwijl vuil moveel mogelijk verwijderd
wordt. Het blokje wordt daarna in een stoof
cezet bij 60° (. Na 4~5 uur wordt het blok-
je uit de stoof gehanld , waarna men de
paraffine laat stollen,

met een microtoom worden coupes gesneden

die 4/A&dik zijn. De coupes worden op object-
glaasjes geplakt.

Deparaftinatie. 15, deparaffineren via ®ylol(2x),alkohol 100%

(2x),alkohol 96% (2x),leidingwater (3x),
en gedestilleerd water (3x).

Na het deparaffineren zijn de preparaten gekleurd, Hierna
volgen de kleuringsmethoden , die gebruikt z1ijn.
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Ragultant,

Opmerkingen.
Y &

Supeestic.

kleuring.

beitsen in yreraluin 3% : 15 = 3 uur,
leidingwater 3x s kort.
gedegtilleerd water 3 ¢ kort.
klouren in haematoxyline 2 14 = 2 uvur,
leidingwater 3% : kort,
padestilleerd water 3x ¢ kort,

eventueel diffeventiliven in yreraluin 144.

leidinpwater 3w : korte
padastilleerd water 3% : kort,

dehydreren via alkohol 96% (2x), olkohol 100% (2x),
en xylol(ax).
vermanent maken met canadabalsem.

dooierschollen = mwart.

nrotonlasme s orijs-mwart gekorreld on belge
achtergrond,

chromosomen s mwart.

snoel : belge.

Hanneor bovengenoemde vnrocedure wordt gevolegd,
verkrijet men een goed kontrast tussen de dooiere
schollen en het protoplasma, terwijl in het
nrotonlasma de spoel en dc chromosomen duideli jk
waarneembaar zijn. Bovendien garandeert deze pro-
cedure een konstant resultast binnen één on het~
zalfde prevaraat.

lien longere beitsperiode dan drie uur veroor-
nankt mo'n sterke kleuring, dat differentiatic
neler nodig is. Het eindresultast binnen 6én vro-—
parnat is in dit geval zeer wisselend,

Loatst genoemde procedure is ook gebruikt ne
fixatio van do eieren in Carnoy, Bouin, Zenker,
San Pelice (14), Moricsrd (13) of niet verwarmde
Petrunkewitsch (12), Het eindresultant binnen
66n en hetmelfde preparaat was in nlle gevallen
zoor wisselend,

Hanneer de korte beitsperiode wordt gebruikt,
%l hoogstwasrschijnlijk ook na fixatic in de
hierboven genoemde middelen een goed resultant
worden verkragen,
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Tle Haemaluin kleuring.

MotHode, 1.

30-60 mine

kleuren in haemaluin 2
leidingwater 3x s kort,
gedestilleerd water 3x 3 korts

dehydreren via alkohol 967 (2x),alkohol 100% (2x) en
xylol (2x),
normanent maken met canadabalsem.

Resultoat. dooierschollen : vasrs (nr, 10 van Ostwald’s 24-delige

klouren cirkel.(7)).

nrotoplasms ¢ licht pasrs=blauw gekorreld,
chromosomen : donkervanrs.
gpoel s grije=naars,

Opmerkingen.

Het kontrast tussen de verschillende ondexrdelen
van het el is niet zo groot als blj gebruik van de
haematoxylipe kleuring het geval is , maar de
Xleuring ken toegepast worden om snel enige brulk-
bare preparaten te vorkrijgen.

Om een zo gooed mogelijk resultast te verkrijgon
is het nodig de haemaluin ovlossing op de volgende
manier kloar te makens

1. 0,1 gram haematoxyline tegelijkertijd met
0,02 gram NaJO, oplossen in 100 ml. ge-
destilleerd water,

?, na 10 minuten % gram kalivmaluin toevocgen.
15«30 minuten later is een egaal donkerpaarse
oplossing verkregen,

3. 0,1 gram citroenzuur toevocyen.

de kleur slar~t nu om binnen enkele minuten

van peaars nosr root,

4, 1 tabletje (es. 0,1 gram) NaOl toevoegen,

de Xleur slaat nu om van rood naar piaals

terwijl de pH stijegt van 2,2 n2ar ca. 239

5, gun de oplousing nu nog enipe tijd (bh.v. 30
mine) om te stabiliscren,

Het is beter de verschillende stoffen slap voor
stap ov te lossen worls beschreven is 4, dan olles
in een keer somen te voemen jgus ook niet , moals
penoend door Romeis (12) , heaematoryline,natriumn-
jodant en kaliumaluin tegelijkertijd oplossen,

Met eht door Tomeils beschreven recept werden de
preparsten te licht gelkleurd, Dasrom is het differene-
tiatieniddel chlorarlhydrant niet meer aan latere
ovlossingen toegevoepd,

Het is pebleken dat de natriumhydroxyde heter
né citroenwsuur ken worden toegevoegd den tepelijker-
tijde

De kleursholf werkt het best in een oH-trajelkt
van 2,6 tot 3,1 , alhoewel ool bij e~n hogere pH
(tot cas 4,5) nog cen behoorlijk resultaat wordt
verkregen , modat men bij het bopalen van de oH
niet al te nauwkeurig hoeft te zijn. De kleurstofl
werkt slecht bij ecn vH lager dan 2,06,

Wanneer moer dan 0,04 grem WaJO, wordt toegevoegd
don krijet de viloeistof sen donkere,bruine kleur ,
terwijl het kXleureffekt van do vloelistof dan ver—
eelijkbaar is met een korto lugol kleuring,



Do
Door Romeig wordt annbevolen de haemaluin op=

lossing te Ffiltreren. Dit markt de oplossing mise
schien langer Houdbasr , maar geeft cen minder
sterke kleuring, Om dus hct ontimale kleureffekt
te verkrijgen is het van belang niet te filtreren.
Bigenaardis is , dat de vloeistol na 12-24 vur
cen goudkleurig opnervlak krijgt , ook na filtrabie
terwiijl dit niet het geval is met de van Merck ge-
kochte Mayer’s hsemaluin oplossing.
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ng ¢ safranine-methyleenblauw,

beitsen in chroomzuur 1% s 96, vur.
leidingwater 3% : korts
gedegtilleerd water 3x ¢ kort,
kleurén in safrenine in allohol 40% ¢ 10 mine
leidingwater 3x ¢ kort,
gedegtilleerd water 3x ¢ kort.
Kleuren in methyleenblauw 1% s 4 uur,
leidingwater 3w v Teart,
gedestilleerd water 3x s korts

dehydreren via alkohol 96% (2%),alkohol 100% (2x),
en xylol (2x).
permanent msken met canadabalsem,

Resultaat. dooierschollen s hlauw,
protoplasma : licht grijs=blavw gekorreld.
chromosomen s blaouwzwart.
sposl : 1licht grijs-blauv.

Het kontrast tussen de verschillende onderdelen is

niet erg groot. Vooral de spoelfiguur is moeilijk van
het nrotoplasma te onderscheiden.

Opmerkingens

Hoewel deze kleuring is afgeleid van het door
gentein(13) beschreven recept , is er weinig over-
esnkomst MECT,

De chroomzuuroplossing wordt verkregen door
1 gram CrO, op te lossen in 100 ml gedestilleerd
water. De éoorgestelde beitsporiode is de minimum—
tijd., Het is wensgelijk to beitsen gedurcnde bij=
voorbeeld een week, terwijl Sentein juist een lkor-
tere veriode voorstelt ( 12-24 uur) .

De safranine ovlossing wordi verkregen door
1 grom safranine op te losson in 100 ml, walkohol
A0%, In het door Sentein baschreven recent wordt
sekleurd gedurende 24 uur, waarna podifferenticerd
moet worden met allohol 100%, waarin chloraalhydrrat
is ongelost tot 1 gewichisorocent. Het is gebleken,
dat ecn veel kortere safranine kleuring mogelijk is
( 10 minuten), waorna geen differentiatie nodig iss.
By is pevonden, dat in beide gevallen de roodkleu-
ring in het preparast niet meer te herkeunen is
na kleuring met methyleenblaouw.

De methyleenblauwoplossing is opn de volgende
manier verkregens:

1., 0,25 grom citroenzuur ovlossen tn 100 ml.

cedestilleerd water. De pH wordt nu 243.

2. 1 gram methyleenblouw toevoegen. llonneer
methyleenblauw volledig is opgelost, is de
pH pgedaald naar 2,0. Het oplosscn van methy—
leenblaouw duvrt enige uren.

3, 1 tabletje ( ca. 0,1 gram ) NaOH toevoegen.
Hierdoor stijet de pH tot ongeveer /1,0,

De Kleurstof geeft het beste resultant, wanneer

Ha0ll word+t toerevoegd na het onlossen van methy-

leenblauw.
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pen te rure oplossing(b.v, pH=ca, 3,0)
Ikleurt minder goed den de beschreven oplossing ,
terwijl een meer neutrale oplossing (vpH=ca, 5,0)
ook niet het gewenste resultaat geeft.

Hoewel Sentein onder andere gobrull marlkt van
een kleurbad , waar ook oranje G in is opgolost ,
is in deze procedure oranje G achterwege gelaten,
daar het niet een wemenlijke kontrastverhoging
geelt,

Sugresties, Het isoBlektrisch punt ven de svoelfiiguur ligt
bij een pll van ongeveer 4,5 (3). Methyleenblauw is
cen basofiele kleurstof. Methylblauw is eon acido—
fiele klourstof (4). Wanrschijnlijk is het mogelijk
om bij gebriuk van methylblauw , wnoalsg door Sentein
voorgesteld , ecn groter kontrast tussen de verschil-
lende onderdelen te verkrijgen dan bij gebruik van
methyleenbl auv.

Wanneer hcot fixstiemiddel van (Carnoy wordt ge-
bruikt in plaats von de verwarmde Petrunkewitsch
kleuren de dooiersgschollen niet of nauwelijks met
methyleenblauw, Ook het protoplasma houdt de kleur-
atof lang niet a81ltijd even goed vagt , maar altijd
beter dan de dooierschollen , zodat het protovplasma
gemeakkelijker bestudeerd kan worden. Vanwege het
wisselende resultant echter gaat veel materisal van
esn preparasat verloren., Misschlen is het mogeli jk
ecn recept te ontwikkelen , wasrbij het protoplasma,
nas fizaetie in Carnoy , de kleurstof goed blijft vast-
houden , ook tijdens het dehydreren,
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TV. De T.P.A.~technielk.

Methode., 1,
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3.
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Opmerkinge.

beitsen in looizuur.

beitsen in Fosfomolybdeoenzuur,

kleuren in emidozwart,

dehydreren via slkohol 96% (2x),alkohol 100% (Px)
en xylol (2x).

permanent maken,

Hegens gebrek asn tijd en de juiste 1iteratuur(10)
is het niet mogelijk om het juiste recept voor
dere kleuring nangevast san dit materiaal te be-
sehrijven , noch om enige resultaten te geven.

Wel is in de literotuur (6,8) gevonden dat deze
techniek speciaal kontraktiele eiwitten en spoel -
draden kleurt, Vanwege deze specifieke kleuring is
het wenselijk het juiste recept uit te werken voor
Tetrangechus urticae Koch , zodat de spoelfipguur zo

goed mogelijk bestudeerd ken worden,
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mige notities betreffende de spoelfiguur.

Met een anntaol haemstoxyline preparaten is pekonstateerd
dat de spoel uit chromosomale draden en doorlopende draden is opge-
bouwd, Comings en Okada (1) vinden overeenkomstige gegevens voor

Oncopeltug fascisztus , een heminteer met diffuse centromeren , ter-

wijl Hughes-Schrader (5) doorlopende draden niet heeft kunnen aan-
tonen bij Cocciden.

Br #ijn tovens asnwijzingen dat , terwijl de chromosomen
in de metafase plaat een driehoek vormen , de spoelfiguur een cilin-
drische strukituur bovat. Dit wijst erop dat er niet allean doorlopende
gpoeldraden tussen de chromosomen doorlopen , maar ook buitenlangse.

Tenslotte is gebleken dat de spoel tijdens de anafase en

de telofase langer is dan tijdens de metafase.
Conclusie.
Uit de verkrogen resultaten blijkt dat de haematoxyline

kleuring een duidelijk kontrast geeft tussen de verschillende onderdelon

van het ei van Tetranychus urticae Koch , zodat met behulp van deze

tochniel de spoelfiguur goed bestudeerd kan wordenyen deze techniek
de voorkeur verdient boven de haemaluinkleuring en de safranine-—

methyleenblauw dubbelkleuring.

Samenvatting.

Ben asntal kleurtechnieken die de spoelfiguur tijdens

klievingsdelingen van Tetranychus urticae Koch zichtbaar maken , »ijn

beschreven,
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