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METODIKA VĚDECKÉ PRÁCE 

Jar o s 1 a v Pa z o u rek a Zdeňka Pa z o u r k o v á: 

Rychlé zhotovování mikroskopických preparátů zdřevnatělých 
rostlinných orgánů 

{Ústav pro fysiologii rostlin a genet ický ústav Karlovy mliversity) 

Zhotovování mikroskopických preparátů zcUevnatělých orgánů bývá spo­
jeno s jistými obtížemi. 

Mikroskopické preparáty dřeva (máme-li na mysli technické označení) 
se zhotovují většinou ze špalíčků, vyříznutých ze starších kmenů tak, aby­
chom je při fozání mohli vhodně orientovat. K jejich řezání užíváme speciálních 
nožů a mikrotomů, jejichž klín a tím i nůž je pevně veden. Tyto objekty ob­
vykle nezaléváme do parafinu, ale je nutno před řezáním je měkčit. Není 
účelem tohoto článku popisovat různé metody , užívané k měkčení dřeva , ale 
chceme jen upozornit na tu, kterou jsme s úspěchem užívali při našich pracích. 
Měkčení v glycerolu, případně ve směsích glycerolu s alkoholem je poměrně 
velmi zdlouhavé. Vaření špalíčků dfova ve vodě za účelem změkčení trvá ne­
poměrně kratčeji , ale přesto je i tato doba dosti dlouhá, zvláště chceme-li 
dřevo řezat běžným typem sáňkového mikrotomu. Metoda, při které vedeme 
na fozaný objekt horkou páru, je pHliš komplikovaná a práce při ní je nepo­
hodlná. 

Rychle a spolehlivě měkčí všechna dfova následující směs: 1 díl ledové 
kyseliny octové, 2 díly 30 % peroxydu vodíku a 3 díly vody. V této směsi 
vaÍ'Íme špalíčky dřeva v uzavřené nádobě se zpětným chladičem několik hodin. 
Směs zhotovená podle původního pfodpisu (F ran k 1 in G. L.) (ledová 
kyselina octová a 30% peroxyd vodíku bez přidáni vody) pracuje také dobře , 
dokonce rychleji (1 až 3 hod.) , ale působí příliš silně. Zatím co uvnitř špalíčku 
není dosud dřevo téměř· vůbec změklé, je na povrchu již rozmacerované 
a vrstvička právě vhodná pro fozání je poměrně tenká. Ředěním vodou docí­
líme toho. že pi'.·echod mezi rozmacerovanou a ještě tvrdou částí špalíčku není 
tak pHkrý a vhodně měkká vrstvička je tlustší. 

Obtížněj ší je řezání mladších větviček , u kterých nejde jen o zachování 
anatomické stavby dřevních partií, ale i všech partií ostatních, kambiem po­
čínaje a kutikulou konče. Tyto nelze měkčit vařením , protože pak při řezání 
se vnější vrstvy odlupují. U několikaletých větviček lze postupovati prostě 
tak, že je po fixaci propereme, spodní částí upevníme ve svorce mikrotomu 
a :fožeme je pak šikmým nožem. Barvit je pak můžeme na hodinovém sklíčku 
nebo na Petriho miskách, na kterých je pak převádíme přes alkohol do xylolu 
a uzavíráme do kanadského balsámu. Přitom můžeme užít i podvojného 
barvení, na př. safranin - anilinová modř·, safranin - světlá zeleň , safranin -
Dela:fieldův haematoxylin a pod. Při správném sklonu nože a při správném 
úhlu lze fozat řezy 15 až 20 µ tlusté zcela bez obtíží. Tak lze zpracovat velké 
množství vzorků ve velmi krátkém čase. 
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Tímto způsobem nelze ovšem :L'ezat věkičky tenké, nebo ne dosti zdřevna­
tělé , t. j. ty, které by se tlakem nože ohýbaly. Takové je nutno zalít do para­
finu a měkčit je pak po zalití. Pfovádění alkoholovou fadon bývá velmi zdlou­
havé, protože objekt musí být alkoholem, xylenem či benzenem dokonale 
prosycen, což u těchto objektů trvá poměrně velmi dlouho. Rovněž dokonalé 
prosyc ní parafinem si vyžaduje značného času. l'ř'i tomto postupu objekty 
nejen tvrdnou. ale i kř-elrnou , což můžeme pozorovati na tvrdších pletivech 
v lodyhách. kofonech a listech bylin. Zkrácení tohoto postupu je možné, pře­
vádíme-li objekty pomocí ultrazvuku nebo pomoci vibrátoru. To má jistě 
veliký význam, protože zkrátíme-li dobu , po kterou je objekt umístěn na pí·. 
v xylenu nebo benzenu , objekt tolik nekfohne. 

Protože již řadu let zaléváme různé objekty pomocí terciárního b11tyl­
alkoholu a mohli jsme se pfosvědčit o výhodách této zalévací metody zvláště 
pro zdřevnatělé objekty, rozhodli jsme se ji kombinovat se zaléváním pomocí 
vibrátoru (Wo 1 f J. , Hršel I.). 

Větvičky fixujeme nejčastěji FAA, zvláště jde-li o fixaci v pÍ'Írodč; je- li 
ti'eba preparáty zhotovit rychle , je možno fixovat směsí Carnoyovou na vibrá­
toru. Je pochopitelné, že je nutno objekty rozřezat na kousky pokud možno 
nejtenčí: chceme-li zhotovit i'.·ez pHčný , fožeme větvičky na plátky asi 3 mm 
tlusté. Při řezech podélných (radiálních) , vyHzneme z větvičky plátek co možno 
nejtenčí tak, že vedeme na dvou protilehlých stranách řezy nedaleko dřenl'·. 
Takto upravené řezy stačí obvykle fixovat Carnoyem na vibrátorn l hod. 
(podle velikosti a hustoty objektu). Fixujeme-li jinou fixáží , po níž je nntno 
objekty vyprat ve vodě, užíváme také při vypírání vibrátoru. Potom pfo­
vádíme zalévací řadou s terciárním butylalkoholem. Užíváme následujících 
směsí (Johansen D. A.): 

Směs č ís. 

Destilovaná vorla 

95% ethyla lkohol 

Terciární hutylalkohol 10 :?O 55 75 

I 100 % ethyl alkohol 25 

Po těchto pěti směsích vkládáme objekty do butylalkoholn , který alespo1\ 
jednou vyměňujeme. Směsí nepoužíváme nikdy dvakrát. 

Objekty umístíme do zkumavky velikosti 15 X HO mm, kterou vložíme 
do stojánku , př'ipevněného na vibrátor. Když uplynula doba, během níž 
tekutina objekt pronikla, vylejeme ji a nalejeme na objekt další. bychom 
šeti'ili butylalkoholem, užíváme pouze první dvakrát až ti'ikrát. 

Tato metoda spojuj výhody metody zalévání pomocí vibrátoru a zalévací 
metody s terciárním butylalkoholem, který rychle proniká a objekty v nčm 
nekřehnou. 

Pronikání tekutiny se usn~clní , vypudím -Ji -př-i fixaci z zdfov11atčlých 
objektů vzduch pomocí vodní vývěvy. 

Objekty fixované fixáží, -po niž vypíráme vodou, -převádím celou buta­
nolovou fadou, objekty fixované .FA vkládám bez vypírání do směs i č. :Z, 
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u objektů fixovaných Carnoyem zacmame bez vypírání směsí č. 3. Fixáž , 
zbylou po vylití ve zkumavce, můžeme v obou posledních případech odstranit 
tím, že zkumavku s objekty vypláchneme 70% alkoholem po FAA a 96% alko­
holem po Carnoyovi. 

Tímto způsobem zaléváme i nezdřevnatělé objekty, na př. kořenové 
špičky pro cytologické účely, listy, nezdřevnatělé lodyhy a pod. Ve všech 
těchto případech úplně stačí ponechat objekty v každé směsi i v butanolech 
po 10 minutách. U lodyh, řapíků a stopek, kde jsou některá pletiva zdi'.·evna­
tělá, př'istupuje k tomu i to , že lze tyto orgány rychle zalévat i že je lze dobfo 
řezat, protože zmíněná pletiva netvrdnou a neki'·ehnou. 

Stejným způsobem jsme zalévali i mladší větve ovocných stromů, lípy, 
Ampelopsis Weitschii , víceletou lodyhu Aristolochia a pod. Jde-li o příčný foz , 
stačí u všech těchto objektů doba 10 min, aby každá z uvedených směsí objekt 
dokonale pronikla. Ph zalévání objektů, určených pro podélné řezy, je nutno 
dobu v jednotlivých fixážích prodloužit , jako u ostatních method je ovšem 
předevšim nutno se Hdit velikostí a hustotou (tvrdostí) objektu. 

Měkčí objekty, které neobsahují pHliš zdřevnatělá pletiva, můžeme 
řezati pfímo. Větvičky a podobné objekty, je většinou nutno před řezáním 
měkčit některým ze způsobú , kterými měkčíme objekty zalité v parafinu. 
I>arafinový bloček tam, kde chceme řezat mikrotomem, seřízneme až na objekt. 
Pak vložíme bloček , obyčejně již přivařený na špalíčku , do tekutiny, která nám 
objekt změkčí. Př'i popsaném postupu zalévání stačí obyčejně voda. Lodyhy, 
které nebyly příliš zdřevnatělé bylo možno , jak jsme se již zmínili, řezat pHmo. 
pHpadně stačilo před každým řezem kápnout na řeznou plochu kapku vody. 
Silněji zdřevnatělé lodyhy bylo možno řezat po krátkém namočení do vody. 
Víceletá lodyha podražce se po 10 min. namočení ve vodě dala řezat na 15 I' , 
po 1 hod. na 6 až 12 µ. Tř'íletou větévku lípy, zďfovnatělou lodyhu Ampe­
lopsis Weitschii a pod. bylo možno řezat na 10 až 15 11· po půl až jednohodi­
novém ponofoní do vody. Pro jiná, tvrdší dfova je vhodné užít k měkčení 
z:ř'eděných kyselin. Ph řezání nemá řezná plocha oschout. Je proto vhodné 
jak do vody, tak do kyselin~ kterými měkčíme , př'idat 10 až :!5 % glycerolu. 

Tato metoda znamená tedy nejen ulehčení a zjednodušení práce při řezání 
zdřevnatělého materiálu , ale i značné urychlení celého procesu. Zvláště se 
uplatňuje tam, kde nelze fozat zdřevnatělé orgány bez zalévání na pí·. při 
Rledování tvorby kalusu n zakořeňovaných Hzků, ph roubování a pod. 
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H. I1 a 3 o y p e K n 3. I1 a 3 o y p I\ o B a : 

BMcTpoc npHroToe~eH11e MH&pocKorrH'lecKHx IIJlerrapaTOB o)J;epeneHeJILIX pacTeHJt ň. 

M0Anqnma1urn MeTOAa 06e;rnoanrnamu1 M 3amrn1rn rrapaqrn:HoM OAepeaenc­
noro Marnp1rnna rrpM noMOII{H TpeTwrnoro 6y·nuraJIRoromi. ,Il;Jm o6e3Boarn.­
Bamrn: npMMeHHeTCH cepMH paCTBOpOB CJle,IJ,yIOu.~ero COCTaBa: 

I I 
I 

II 
I 

III 
I 

IV 
I 

y I 
hOHtteHTpaI,llA cnnpTa 50 70 

I 
85 1- 95_ 100 

-~ -·-
;J:ecTHJI.ilupoaattttan uo;w 50 30 15 

----
95 % S'l'HJiammroJih 40 50 50 45 

--- ---- - -· -

I TpeTW~HbJti oyT1rnha:Tnoro .'lb 10 
' ---~ 

35 55 7f) 
-----·- ----- - ··--

I 100 % 3 TJIJlél. .'1HOfOJ1b I 25 

IloTOM 061eRT.bl llOM.8UWIOT B l.HlCThIÍi TpeTMqHblM 6ynIJihamrnrOJib' HOTO­
pbIÚ rrpn uTOM OJJJ1H pa0 ::rnMeHHIOT HOBhIM. IIponomirnTeJihHOCTh o6e:rnol-lrn­
Bamrn. COKpa11~a10T ' npl1M0Hflfl m16paTop. ,IJ;mi 60JlhllllIHCTBa MaTepuaJIOB 6bI­
BaeT BIIOJIHe ,UOCTaToqH() Ilhl,Uepí-.Kl1BaTh o6'bel{Thl B i-rnn<;uoii CMCCR n TOl.JeHHII 
10-Tn MHH}T. ToJib.K.o ;:i.mi nechMa TBepp;oro Marnp1rnJJa Heo6xo,uJr1Mo 3TOT 
cpo:K HeCHOJihRO yncz1wrnTh. B tJIJLJaC npttMeHeIU1H cMecu Caruoy, qrviHcan;irn 
n Telrnmn1 1-ro -Yaca 6LrnaeT ,uocTaTo'1Ha, nocne t.Jero 061 eKrhI 6e3 on0Jrnc1m­
Bamrn noMciuamT B cMCCh III. TamlM o6pa30M oGu.1,ce BpeMH OT qn1J'<CaUHM ~(o 
napaqnrnnpoBaJH1fl COCTaBJIHOT 2 1.1aca. JleHOTOpbIO MaTCpliaJlbl .n;ouyc1rn10T 
pe3HY 003 CMHJ'liemrn. Bonec TBepUbIC MaTOpnaJl.bI CMHP·ta10T Ta1ucM o6pa3oM, 
~ITO OTpe3aIOT na pacpHHOBhiii 6noI{ OJ{O JIO caMUJ'l) MeCTa' rno ,/l,OJIJJ Ha 6hITb 
n pott:rneueHa pe :-nrn Mlll~POTOMOM' UOCJie lJCl'O IIOBepxHOCTh oó pe;rn Horp y1Ha10T 
Ha 10- 60 mrn. n nony . Hpn necbMa Tnepll.blX 06'be1nax aTOT cpo t{ yncnwnrnaIOT 
uJJu npnMe.HHIOT imc IOTHLIC pacTBopbr. BhrnacT BhirOJUW n CMHrtrn1oru;y10 :mn;:i;­
H.OCTh np1rnHTh 10- 2.5% rmu.1,epoJJa. 

J a r o s 1 a v P a z o u r e k and Z d e ň k a P a z o u r k o v á: 

Rapid rnaking ot microscopieal preparations of woody plant organs. 

The authors modifiecl the method of dehydration with tertiary butyl 
alcohol for embedding of the woody material in paraffin wax. The following 
series of solutions had been used (J o h a n s e n): 

-------~I _ r __ l _ I_I ---'"-l_nr ___ I 1~_1_ \_~ 
I sr. I- -- 9ó 

A pproximat e tota l per<'cntage of 

al co hol 70 100 
- ----------------··-- ----- -------· __ _ __ , _____ _ 

Distille<l water 50 30 
-------- -------·- -·· --- ------1-----1-----1 

95 %ethyl alcohol 40 'JO 'JO 75 

_'f_er_ti_· at_·y-~~~~<~hol______ _ _ _ 10--=_

1

-- ~~ ~-~ ~ - r.~ -1 -~-72~> ~~ 100 % thyl ni <·ohol . é' 
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Following the 100 % solution, there should be two changes of pure tertiary 
butyl alcohol. 

The time of dehydration is considerably shortened by the use of a vibrator, 
producing the oscilation of solutions. Thus ten minutes in each solution is 
sufficient usually, except very hard material, which should be immersed for 
a longer time. One hour's fixing in Carnoy's mixture is quite satisfactory in 
most objects. They are transferred immediately into the third solution. The 
time from fixing to paraffin is 2 hours maximally. Some objects can be cut 
after the embedding in paraffin wax without any softening, but most of the 
material should be softened before cutting. In such case, the required piece 
of the paraffin block must be cut out, and the end of the object, which is to 
be microtomed, must be immersed in destilled water. The time of 10- 60 min­
utes is sufficient for softening of most woody objects, very hard objects must 
be immersed for a longer period. Only the hardest woody material must be 
immersed in a solution of acids. 10-25 % of glycerol should be added to the 
softening solutions. 

The metod described is very useful for quick microscopic observation of 
woody material in some experimental work, e. g. in the callus formation in 
cuttings, growing together of grafts a. s. o. 

·vy R " ě t l i v k y k tabulce VII. a VIII. 

Obr. 1. Kalus m ezi roubem (meruňkou) a podnoží (slivoň). - 1-\aJiyc MemAy tiepemwM 
(a6pttHocoM) n nop;nornheM (cmmofi). - Calus between scion (apricottree) and stock 
(plumtree ). 

Obr. 2. Aristolochia sipho: lenticela z pří čného řezu lodyhou. - .ITeHT 11.1~eJia tt3 nonepetJ:­
Horo panpe3a CTe6m:r. - Lentice l on the cross section of the stem. 

Obr. 3. Aristolochia sipho: tříle tá lodyha: partie z dřevní části svazku cevního. - Tpex­
JieTHttfi CTeóeJih: yL[aCTOH APenecttotí •cacTn cocyAHCToro nyi.ma . - 3 years old stem: 
cross section oť an vascular part of vascular bundles . 

Obr. !1 . Arístolochia sipho: kambium z příčného fezu lod yhou . - h'.aM6ní1: 113 norrepetIHoro 
p aap e:1a CTťÓJIR . - Cambium from an cross section of an older stem. 

Všechny objekty fixovány FAA, zalévány methodou terciárního butylalkoholu po ­
mo cí vibrátoru. Barveno safraninem a Delafieldovým haematoxylinem. - Bce rrperrapaTbI 
•lHmcuponatti.1 FAA J.1 :.rnm1nr np.w noMo~H na6paTOpa no MeTOAY TpeTHLJHoro MepwJiaJIRo ­
roJI R. OKpameHo ca<PpamrnoM M reMaToHCHJUIHOM ,[I;eJia<PtteJihAa. - All objects was fixed 
with FAA, dehydration with t ertiary butyl alcohol shortened by thc use of a vibrator. 
S lained wi th safranin and Dclafielďs haematoxylin . 

441 


