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Preparation Methods of microscopic samples and their applications 

Preparation of microscopic samples of different plants depend on plant sizes and 

complexity of their structures. There are several methods, including:
1 - Squash Method
2 - Smear Method 
3 - Whole Mount
4 - Maceration Method
5 - Sectioning Method

العينات النباتية المجهرية وتطبيقاتها طـرق تحضير
ودرجفف ضهتد ففاضهفن  فف ضضيختلففتحضير ففعضنات اففباضنااابه فف ضنتلاف فف ضم ففتباضت  ففب ضناااففب ا

: تجسبملاب،ضوهابكضعاةضطفقضمالاب
Squash Methodطف د ضنلهفسضض1.

Smear Method( نلمسح ض) طف د ضناغشبءض2.

Whole Mountطف د ضنات ا ضناكبمل ض3.

Maceration Methodطف د ضناتفك كض4.

Sectioning Methodطف د ضناتدط عض5.



Quiz:
Mention the types of Preparation Methods of 

microscopic samples?

المجهرية؟أذكر أنواع طرق تحضير العينات :واجب 



1- Squash Method

In some cases, a researcher  needs to study the internal structures of botanical samples that 
are not shown by sections. Squash Method shows the internal structures of the samples and 
their relations.
This method used to study the spores  that exist within the Sporangia, or study the phases of 
meiosis  occurring within the Pollen Mother Cells in the anther to form pollens or to study the 

phases of Mitosis in stems and roots tips.

Squash Method summarized as follow:

1 - Place a sample on the center of a clean slide and covered by the cover slide.
2 - Press the cover slide to release the components
3 - and examine under a microscope. 
4 - Pressure on the cover  slide equal to avoid breaking it. 

: Squash Methodتولًاضفضطف د ضنلهفسض
فيضهذهضنلحبا ض ل أضإلىضفيضبتضضنلأ  بنض  طفضنااب ثضإلىضدرنس ضناترن   ضناان ل  ضالت ا ضناتيضلاضهظلافهبضنادطبعبا،ضف

تملضهذهضناطف د ضاارنس ضطف د ضنلهفسضناتيضبونسطتلابضيمكنضإظلابرضناترن   ضناان ل  ضوناتبقباضناتيضهفبطلابضباتض،ضوهست
ناتيضضMeiosis،ضتوضدرنس ضتطونرضنلاندسب ضنلا تزنليضSporangiaناتيضهوجاضدن لضنلحونفظضنااوغ  ضضSporesنلأبونغض

فيضنلمتكضاتكو نض اوبضنالدبحضتوضاارنس ضنلأطونرضضPollen Mother Cells( نلأم  ض) يراثضدن لضنلخبياضنلموااةض
.الس دبنضونلجذور( نلمفست مباض) فيضنادممضناابم  ضضMitosisنلمختلف ضابندسب ضغعضنلمابشفض

هوضعضنات ا ضعلىضناشفيح ضوهغطىضبغطبءضناشفيح ،ض:  وهتلخصضعمل  ضنلهفسضف مبض ليض
  غطضعلىضغطبءضناشفيح ض تىضهظلافضنلمكونااضناان ل  ضإلىضنلخبرجضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضض
وماتبليضيمكنضمشبهاتهبضيرتضنتلافضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضض
فيح ضنفسلاب،ضيج ضتنض كونضنا غطضعلىضغطبءضناشفيح ضمتسبوياضَاتفبديض سفهضتوض سفضناشضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضضض



http://www.nuffieldfoundation.org/sites/d
efault/files/PB_investigating-mitosis-in-
allium-root-tip-squash-slide-b-zoomed-
metaphase-500.jpg

Mitosis:

Preparation of Mitosis division in order to study the different 

phases using a light microscope. Plant root tips are the best 
specimens to illustrate these phases. It was found that the 
roots of the plant Allium cepa (onions ) are one of the best 
plant roots, especially when the study to be for who has no 
experience in the preparation of plant samples.
There are several Methods to prepare microscopic slides for 
phases Mitosis division, but our study here will be limited to 
the most important and most common, namely:
1 - Feulgen Method

2 - Acetocarmine Staining Method

3 - Colchicine Method

4 - The Karyotype

:Mitosisير عضتطونرضنلاندسب ضغعضنلمابشفض
ل ذورضمستخان ضنتلافضنا وئي،ضوُجاضتنضنس جضنادممضناابم  ضا Mitosisمنضتجلضدرنس ضنلأطونرضنلمختلف ضابندسب ضغعضنلمابشفض

هيضمنضتف لضنلجذورضAllium cepa مبضوُجاضتنضجذورضناباضنااصلض. نااابه  ضهيضتنس ضنات اباضاتوض حضهذهضنلأطونر
نااابه  ،ض صوصبضًعاامبضهكونضناارنس ضلماتائضلمضهكنضاا هض برهضفيضير عض

.  نات اباضنااابه  
وهابكضعاةضطفقضاتح عضشفنئحضمجلاف  ضلأطونرضنلاندسب ضغعضنلمابشف،ض
:واكنضستدتصفضدرنستابضهابضعلىضتهمضهذهضناطفقضوت ثفهبضش وعبً،ضوهي

(    ضنله ئ ضناكفوموسوم) طف د ضفولجينض،ضطف د ضصاغ ضنلأس تو برمينض،ضناكواشسينض،ضناتر   ضناكفوموسوميض



1 - Feulgen Method:
1 - Feulgen Method was discovered by Feulgen in 1924, a technical 
study of chromosomes or DNA and summarize in the following 

steps:
   (A) Root Germination (onion roots)
   (B) Killing and Fixation:  by Carnoy's fluid.
   (C) Hydrolysis: the transfer of the roots to the test tube  
containing hydrochloric acid N HCl. Then placed in an oven or a 
water bath at 60 °C for 12 minutes.

 ه   ق تقني   ة 1924اكتش    ها ج    لج   Feulgen Methodطريق   ة ج    لجي  ـ    1

DNAلدراسة الصبغيات ا 

: تتلخص بالخط ات التالية

 Root Germination: إنبات الجذ ر(   أ ) 

Killing and Fixation :Carnoy's: القتل  التثبيت(   ب) fixative,

: Hydrolysisالتحليل (   ج)

 N HClتنقل الجذ ر إلى أنب بة اختبار تحت ي على حمض الهيدر كل ريك عياري 

.دقيقة 12م لمدة o 60ثم ت ضع جق جر  أ  حمام مائق على درجة 



Phases of Mitosis division

(D) Staining: add Basic Fuchsine Stain

(E) Squashing: A clean glass slide is taken and
then placed in the middle, a small drop of
45% acetic acid, a single stained root is
transferred and dissected by forceps, squash
it well and place cover slide and press on the 

cover so that the components of the root
spread.

: Stainingالصبغ ( د)

( Basic Fuchsine Stain)يضاف عليها صبغة الفوشين القاعدي  
  Squashingالهرس ( هـ)

٪،ض ادفلضإا لافبضض45زضهف  فضنلخل فكهؤ ذضشفيح ضزجبج  ضنظ ف ضثمض وضعضفيضوسفطلابضقطففةضصفغعةضمفنض فضض
كفونضغفعضمفئ ف ضجذرضون اضمنضنلجذورضنلمصاوغ ضبونسط ضملدطضهشف حض،تهففسضنادمف ضج فانًضإلىضتجفزنءضقفاضه

شففضو تمضنا فغطضعلفىضغطفبءضناشففيح ضاكفيضهاتضCover slideماتينضنتفدةض ؤ ذضغطبءضشفيح ضزجبجيض
رق د ضمكونااضنلجذرض طاد 



2 - Acetocarmine Staining Method

The use of this technique by Belling (1926) for the study of
chromosomes in each of Mitosis stages, he observed while
working to use the Iron-Acetocarmine or Ferric acetate or
iron resulting from the use of the rusty needle, was
enough to stain chromosomes than other components of
the cytoplasm. Belling also noted that heating the slide,
including tissues reduces pigmentation of cytoplasm.
Orcien stain can be used to stain instead of Acetocarmine

and Propionic acid instead of acetic acid, which gives good
results with Acetocarmine

Light micrograph of onion (Allium ceba) root tip cells stained 
with acetocarmine to show nuclei and chromosomes. The field 
includes cells in interphase, prophase, metaphase, and late 
telophase

: Acetocarmine Stainingطف د ضصاغ ضنلأس تو برمينضفضض2
اارنسف ضناكفوموسفومباضفيض فلضمفنضنلاندسفبمينضغفعض(  Belling 1926)  فجعضناف لضفيضنسفتخان ضهفذهضناتدا ف ضإلىضب لفاجض

-Ironنلحا ففففففففايضضنلأسفففففففف تو برمينتثاففففففففبءضعملففففففففهضتنضنسففففففففتخان ضضBellingنلمابشفففففففففضونلا تففففففففزنلي،ضفدففففففففاضلا ففففففففظضب لففففففففاجض

Acetocarmineتوض باضنلحا اضضFerric acetateفبضًتوضنلحا اضناابهجضمنضنسفتخان ضإبففةضهشفف حضمصفائ ،ض فبنض بفض 
تنضضBellingجضبطف دفف ضمكثففف ضعمففبضسففونهبضمففنضمكففونااضناسفف توببز ،ض ففذاكضلا ففظضب لففا( ناكفوموسففومبا)اصففااضناصففاغ باض

. هسخينضناشفيح ضبمبضعل لابضمنضنس جضمففودضهسخ ابضًه ابضًيخفتحضت  بضًمنضنصطابغضناس توببز 
،ض مفففبض سفففتخا ض فففضضبفففالًاضمفففنضناكفففبرمينضLacmoidتوضصفففاغ ضناب مو فففاضضOrcienويمكفففنضنسفففتخان ضصفففاغ ضنلأورسفففينض

.بالًاضمنض ضضنلخل ك،ضوهوض تطيضنتبئجضج اةضمعضنلأس تو برمينضPropionic acidنابروب ون كض



3 - Colchicine Method:
The purpose of the use of colchicine in the preparation of
chromosomes is getting a lot of cells in the equatorial
Metaphase as much as possible, because the
chromosomes at this stage of the division has become the
fully helical short and thick. Colchicine breaking the
Spindle fibers in the Mitosis or prevent the
chromosomes to clustered in the center of the cell during
Metaphase, so this case is called Arrested Metaphase and
hang the occurrence of Anaphase. chromosomes do not
separate components to chromatids.

can be isolated for kaChromosomes
align at the metaphase plate. 2. Cells 
can be arrested by microtubule 
inhibitors (e.g., colchicine). 3. Cells 
ryotype ...

metaphase

:  Colchicine Methodطريقة الك لشسي  ـ  3
 م  كثيرال على الحص ل ه  الصبغيات تحضير جق الك لشسي  مادة استخدام م   الغرض

 المرحلة هذه جق الصبغيات لأ  الإمكا ، بقدر Metaphase الاست ائق الط ر جق الخلايا

 تأثير ي للك لشس أ  كما . غليظة  قصيرة كاملة بص رة حلز نية أصبحت قد الانقسام م 

 بحيث تك ينها منع أ  المباشر غير الانقسام جق Spindle المغزل خي ط تحطيم جق

 ت قيفب الحالة هذه تسمى لذا الاست ائق، الط ر عند الخلية  سط جق الصبغيات تتجمع

Arrested الاست ائق الط ر Metaphase الان صالق الط ر حد ث  يتعطل  

Anaphase ط رال جق عادة يحدث كما كر ماتيدات إلى الصبغيات مك نات تن صل  لا 

 الحالة قج مما أكثر الحلزنة عملية استمرار جق تأثيرا   أيضا    للك لشسي  .الان صالق

.العادي ط لها م  أقصر الصبغيات تصبح  لذلك العادية،



The Karyotype of Allium cepa

4 - The Karyotype:

Cells of different types of plants contain chromosomes with
the different numbers , shapes and sizes. These
chromosome characters can be seen when the cells of
plants are in Mitosis, especially at Metaphase stage,
chromosomes used to distinguish between different types
of plants when studied in Cytogenetical methods. Allium
cepa roots (onion) used as an example to show the
karyotype (arrangement chromosomes), shapes sizes and
the number of chromosomes.

: The Karyotype( نله ئ ضناكفوموسوم  ض) ناتر   ضناكفوموسوميضجضفض
 مختل ة  أحجام  أشكال أعداد ذات (كر م س مات) صبغياتعلى المختل ة النباتات أن اع خلايا تحت ي

 تك   عندما الكر م س مات هذه ملاحظة  يمك  السابقة، العملية الطرق جق ذلك ش هد أ  سبق كما

 ، Metaphase الاست ائق الط ر عند  بالأخص المباشر، غير الانقسام جق مستمرة النباتات هذه خلايا

 هادراست عند المختل ة النباتات أن اع بي  التمييز أمك  الكر م س مات هذه اختلاجات ض ء  على

Cytogenetical الخل ية ال راثية بالطرق methods ، البصل نبات جذ ر تستعمل  س ف   

Allium cepaأشكال  لمعرجة الكر م س مية، الهيئة أ  الكر م س مق الترتيب لإظهار كنم ذج 

.النباتات م  الن ع هذا جق الكر م س مات  أعداد



Preparation of Meiosis Division:

Meiosis produces pollens in the anthers. sometimes pre-open before bud opening, each
bud contains a number of anthers. Cut one of the good anthers and squash in Charmin
over a glass slide and then examined to find any stage of Meiosis, if any.
Meiosis in anthers represents easier Meiosis in living organisms can be clearly seen,
because of the easy access to dividing cells, and the presence of many different stages to
be examined. There are several methods to prepare phases of meiosis, including:

:  Meiosisب ـ تحضير أط ار الانقسام الاختزالق 
بل  تتلتا البل    تحدث  الانقسامات الاختزالية التي تنتج حبوب اللقاح في الأسدية أحياناً ق

شل يا الزه ي ببعض الوقت، ويحوي ك  ب     دداً من المتوك، ويمكلن انتلزاأ أحلدها بالت

طلو  ملن  الخلي فوق ش يحة زجاجية ث  فحصه للعثو   لى أي الكا مينالجيد وه سه في 

.أطوا  الانقسا  إن وُجد

ة يمكلن  ييتله يمث  الانقسا  الاختزالي في المتوك أسه  انقسا  اختزالي في الكائنات الحي

انقسلا ،  بوضوح، نظ اً لسهولة الوصو  إلى الخلايا المنقسمة، ووجلود كثيل  منهلا فلي حاللة

.مما يوف  تتبع الأطوا  المختلتة للانقسا 



Meiosis: consists of a series of phases :

1 - Prophase 1: chromosomes appear single in 
Leptotene, followed by convergence and the 
adhesion of identical chromosomes in Zygotene, 
then duplication in Pachytene followed by 
separation of the chromosomes to chromatids  in 
Diplotene then the formation of the spindle in 
Diakenesis.
2 Metaphase I: Bilateral shrinking chromosomes in 

arranged in the center of spindle fibers. 
3 - Anaphase I : the separation of identical  
chromosomes from each.
4 – Metaphase II : formation new regular bilateral 

chromosomes at the equator spindle.
5 - Anaphase II: The breakup of chromosomes to 
two groups.
6 - Telophase II: formation of four nuclei with a 
single chromosomal Haploid group. There are several 
methods to prepare phases of meiosis, including:



 يت   ألف الانقس   ام الاختزال   ق م     سلس   لة م     الأط    ار تب   دأ 

: بالتالق
وتظهلل  فيلله خيللوط الصللب يات  Prophaseالطللو  التمهيللدي الأو   - 1

ات ، ويتبعها تقا ب والتصاق الصب يLeptoteneالم حلة القلادية منت دة في 

الم حللللة ، ثللل  ازدواجهلللا فلللي Zygoteneالتزاوجيلللة المتماثللللة فلللي الم حللللة 

فللي  يليلله م حلللة انتصللا  الصللب يات إلللى ك وماتيللدتين Pachyteneالضللامة 

ثللل  حلزنلللة وتكلللوين الم لللز  فلللي الم حللللة  Diploteneالم حللللة ارنت اجيلللة 

.Diakenesisالتشتتية 

 انتظلا  الصلب يات الثنائيلة :Metaphase Iالطلو  الاسلتوائي الأو    - 2

. المتقلصة في خط استواء الم ز 

وفيلللله يللللت  انتصللللا  :  Anaphase Iالطللللو  الانتصللللالي الأو      - 3

الصب يات المتماثلة  ن بعضها

تكلللوين الم لللزلين :  II Metaphaseالطلللو  الاسلللتوائي التلللالي  - 4

الجديدين انتظا  الصب يات الثنائية في خط استواء الم ز ،

  انتصالها، فلي الطلو  يت:  Anaphase IIالطو  الانتصالي الثاني    - 5

صب ية أحادية ذات مجمو ة  أنوية 4ث  تكوين  Telophase IIالنهائي الثاني 

Haploid.

: هناك عدة طرق لتحضير أط ار الانقسام الاختزالق، منها



A – General Method
1 - Collect floral buds of plants to be 
studied.
2 - Squash  in a drop of the selected 
stain, and then examine under a Light  
Microscope using a low-power (x 10)  
to see Anthers contain different 
stages of Meiosis,
3 - If desired phases clear. placed the 
cover slide. Gently heat with Bunsen 
Burner (avoid boiling dye), and then 
placed slide between two  filter 

paper and press gently on the slide 
cover, and examine different stages of 
Meiosis, under a Microscope (High-
power (x 40). 
4 – Place Wax around the edges of the 
cover 

slide for temporary mounting.



:الطريقة العامة( أ ) 

ها تجمع البراعم الزهري ة للنبات ات الم راد دراس ت1.

بعد تميزها ع  البراعم الخضرية، 

 ته  را المت   ك ج  ق قط  رة م    الص  بغة المخت  ارة2.

 ى  ت حص بعد ذلك تحت المجهر باس تخدام الق 

لمعرج   ة ه   ل  Low power( x10)الص   غرى 

تحت   ي عل  ى الأط   ار  Anthersه  ذه المت   ك 

المرغ ب دراستها، 

إذا كان  ت الأط    ار المرغ    ب دراس   تها  اض   حة 3.

حة جبعد إزال ة بقاي ا المت  ك ي ض ع غط اء الش ري

 تس   خ  الش   ريحة برج   ق ج    ق له   ب مص   با  

بع د  مع تجنب غليا  الصبغة، ثم ت ضع)كح لق 

ذل   ك ب   ي  طبق   ات م      رق الترش   يح  يض   غط 

برج   ق عل   ى غط   اء الش   ريحة،  يمك     جح   ص 

الأط ار المبينة 

ي ض    ع ش    مع التحلي    ق ح     ل ح     اف غط    اء 4.

. الشريحة للحص ل على تحميل مؤقت



B – Belling Method: We have studied previously

Belling method proposed by Belling in 1926 and it still used
for the study of chromosomes during Meiosis in preparation of
pollen grains using Iron-Acetocarmine dye (see practical).

JOHN BELLING, "THE IRON-ACETOCARMINE METHOD OF FIXING AND STAINING CHROMOSOMES," The 
Biological Bulletin 50, no. 2 (February 1926): 160-162. DOI: 10.2307/1536680

:Bellingطف د ضبلاجض( بض) 
م إلا أنه  ا مازال  ت 1926ب  الرغم م    ق  دم ه  ذه الطريق  ة الت  ق اقترحه  ا بل  ن  ع  ام 

م ل  دة    تس  تخدم حت  ى اد  لدراس  ة الكر م س   مات أثن  اء الانقس  ام الاختزال  ق للخلاي  ا ال

الخل        ق الحدي        دي                  لحب         ب اللق        ا  باس        تخدام ص        بغة الك        ارمي  ( الأمي        ة)

Iron-  Acetocarmine



c- Preparation of Pollen Grains :
There are three methods followed for the preparation of pollen grains depending 
on the quality of microscopic examination:
1 – Preparation of pollen grains, examined under a Light Microscope.
2 - Preparation of pollen grains, examined under a scanning Electron Microscope.
3 - Preparation of pollen grains, examined under the Transmission Electron 

Microscope.

:  Preparation of Pollen Grainsير عض اوبضنالدبحضجضفض
:هيهابكضثبثضطفقضمتات ضاتح عض اوبضنالدبحضهاتبًضااوع  ضنافحصضنتلافي،ضو

.ير عض اوبضنالدبحضالفحصضيرتضنتلافضنا وئي1.

.ير عض اوبضنالدبحضالفحصضيرتضنتلافضنلمبسح2.

.ير عض اوبضنالدبحضالفحصضيرتضنتلافضناابفذ3.



1 - Preparation of pollen grains examine under a Light 
Microscope.

Preparation of pollen in one of two Methods:
A - Erdtman Method (1971)
B - Punt Method 1962 and  Hou, 1969 ).

ير عض اوبضنالدبحضالفحصضيرتضنتلافضنا وئي - 1
: بإحدى الطريقتي  التاليتي اللقا  ير عض اوبض

Erdtman (1971)طريقة  -ا 

(م Hou ،1969م  هي  Punt 1962طريقة ب نت  –ب 



A - Erdtman Method (1971)

Acetolysis mixture (Erdtman 1971)
Add Acetolysis mixture to pollen when preparing (mixture consists of 9 

parts of Acetic Anhydride + 1 part of Concentric Sulfuric Acid).

  Erdtmanعن )  Acetolysis mixtureنلخلضنلمحللض طريقة -ا

1971)
Acetolysis نلمحللضنلخلضمز جضضإضبف  mixtureناتح عضعااضنالدبحض اوبضإلىض(
Acetic نلخل كضتنه ار اضمنضتجزنءض9 منضنلمز جض تكون anhydride + 1ض ضضمنضجزءض

( مف زض بر ت ك



B - Punt Method (1962 and  Hou, 1969 ).

1 - Add Methylated spirit solution (ethyl alcohol
mixed with alcohol Mathele) to the pollen when
preparing and then drop by drop to Acetolysis
Mixture, which force mixture to move in the form of
a loop to the edge of a glass watch, leaving the
pollen in the middle. Add more Methylated spirit
solution to pollen so not to dry out at this stage.

Photomicrographs of selected pollen 
grains recovered from the honey 
samples

(.م Hou ،1969م  هي  Punt 1962ع  ب نت )  :الطريقة الثانية-بض
محل     ل الكح     ل الأثيل    ق الممث    ل   Acetolysis mixtureإض    اجة م    زي  الخ    ل المحل    ل 

Methylated spirit  ( كح ل أثيلق ممز ج بكح ل ميثيلق ) ذل ك  إلى حب ب اللقا  عن د التحض ير

ق ة إل ى قطرة قطرة إلى مركز مزي  الخل المحلل المتبقق، حيث ي دجع الم زي  إل ى التح رك عل ى ش كل حل

الممث ل  يض اف مزي دا  م   محل  ل الكح  ل الأثيل ق. حاجة زجاجة الساعة، تاركا  حب ب اللقا  جق ال س ط

.إلى حب ب اللقا  حتى لا تجف جق هذه المرحلة
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