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Jaroslav Pazourek a Zdennka Pazourkova:

Rychlé zhotovovani mikroskopickych preparata zdfevnatélych
rostlinnych organu

(Ustav pro fysiologii rostlin a geneticky uistav Karlovy university)

Zhotovovani mikroskopickych preparata zdievnatélych organt byva spo-
jeno s jistymi obtizemi.

Mikroskopické preparaty dieva (mame-li na mysli technické oznaceni)
se zhotovuji vétsinou ze Spalicki, vytiznutych ze starsich kment tak, aby-
chom je pii fezani mohli vhodné orientovat. K jejich fezani uzivame specialnich
nozu a mikrotomu, jejichz klin a tim i nuz je pevné veden. Tyto objekty ob-
vykle nezalévame do parafinu, ale je nutno pred Fezanim je meékéit. Neni
ucelem tohoto ¢lanku popisovat rizné metody. uzivané k mékceni dieva, ale
chceme jen upozornit na tu, kterou jsme s spéchem uzivali pti nasich pracich.
Mékéeni v glycerolu, pripadné ve smésich glycerolu s alkoholem je pomérné
velmi zdlouhavé. Vafeni gpalicka dieva ve vodé za hGcelem zmékéeni trva ne-
pomérné kratceji, ale presto je i tato doba dosti dlouha, zvlasté chceme-li
dievo fezat béznym typem sankového mikrotomu. Metoda, pii které vedeme
na fezany objekt horkou paru, je ptilis komplikovana a prace pii ni je nepo-
hodIna.

Rychle a spolehlivé mékéi viechna dieva nasledujici smes: 1 dil ledové
kyseliny octové, 2 dily 309, peroxydu vodiku a 3 dily vody. V této smési
vafime $palicky dieva v uzaviené nadobé se zpétnym chladi¢em nékolik hodin.
Smeés zhotovena podle pavodniho predpisu (Franklin G. L.) (ledova
kyselina octova a 309, peroxyd vodiku bez piidani vody) pracuje také dobte,
dokonce rychleji (1 az 3 hod.). ale pusobi piili§ silné. Zatim co uvnitt §palicku
neni dosud dfevo témér vibec zméklé, je na povrchu jiz rozmacerované
a vrstvitka pravé vhodnd pro iezani je pomérné tenka. Redénim vodou doci-
lime toho. ze prechod mezi rozmacerovanou a jesté tvrdou ¢asti Spalicku neni
tak piikry a vhodné mékka vrstvicka je tlustsi.

Obtiznéjsi je fezani mladsich vétvicek, u kterych nejde jen o zachovani
anatomické stavby drevnich partii, ale i viech partii ostatnich, kambiem po-
¢inaje a kutikulou konde. Tyto nelze mékéit vafenim. protoze pak pii fFezani
se vneéjsi vrstvy odlupuji. U ncékolikaletych vétvicek lze postupovati prosté
tak, Ze je po fixaci propereme, spodni ¢asti upevnime ve svorce mikrotomu
a fezeme je pak sikmym nozem. Barvit je pak muzeme na hodinovém skli¢ku
nebo na Petriho miskach, na kterych je pak pievadime ptes alkohol do xylolu
a uzavirame do kanadského balsamu. Pfitom muzeme uzit i podvojného
barveni, na pt. safranin — anilinova modr, safranin — sveétla zelen, safranin —
Delafieldiv haematoxylin a pod. Pii spravném sklonu noze a pii spravném
tihlu lze fezat fezy 15 az 20 u tlusté zcela bez obtizi. Tak lze zpracovat velké
mnozstvi vzorka ve velmi kratkém case.
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Timto zptasobem nelze oviem fezat vétvicky tenké, nebo ne dosti zdievna-
telé, t. j. ty, které by se tlakem noze ohybaly. Takové je nutno zalit do para-
finu a mékdit je pak po zaliti. Pievadeni alkoholovou fadou byva velmi zdlou-
havé, protoze objekt musi byt alkoholem, xylenem ¢& benzenem dokonale
prosycen, coz u téchto objektt trva pomérné velmi dlouho. Rovnéz dokonalé
prosycent parafinem si vyzaduje znatného ¢asu. Pii tomto postupu objekty
nejen tvrdnou. ale i kiehnou, coz muzeme POZOTOV: wti na tvrdsich p]etlvech
v lodyhach. kotenech a listech bylin. Zkraceni tohoto postupu je mozné, pre-
vadime-li objekty pomoci ultrazvuku nebo pomoci vibratoru. To ma jisté
veliky vyznam, protoze zkratime-li dobu, po kterou je objekt umistén na pi.
v xvlenu nebo benzenu, objekt tolik nekiehne.

Protoze jiz tadu let zalévame razné objekty pomoci terciarniho butyl-
alkoholu a mohli jsme se piresvedeit o vyhodach této zalévaci metody zvlaste
pro zdievnatélé objekty, rozhodli jsme se ji kombinovat se zalévanim pomoci
vibratoru (Wolf J., Hrgel 1.).

Vétvicky fixujeme nejéasteji FAA, zvlasté jde-li o fixaci v prirodé; j(\ li
tieba preparity zhotovit rychle, je mozno fixovat smési Carnoyovou na vibra
toru. Je pochopitelné, ze je nutno obJekty roztezat na kousky pokud mozno
nejtenc¢i: checeme-li zhotovit fez piiény, fezeme veétvicky na platky asi 3 mm
tlusté. Pii fezech podélnych (radialnich), vyiizneme z vétvitky platek co mozno
nejtenti tak, ze vedeme na dvou protilehlych stranich fezy nedaleko diend.
Takto upravené rezy staci obvykle fixovat (‘arnoyem na vibratoru 1 hod.
(podle velikosti a hustoty objektu). Fl\u]eme li ]mou fixazi, po niz je nutno
objekty vyprat ve vodé. uzivame také pii vypirani vibratoru. Potom pfe-
vadime zalévaci fadou s terciarnim butylalkoholem. UzZivame nasledujicich
smési (Johansen D. A.):

Smés ¢is. I 3 | 4 | 5
S B S S | ,
Destilovana voda 50 ! 30 ? 15 Y !
SO R B [ T -
9i )”(, ethylalkohol 40 l 50 50 i 45 ‘
Terciarni butylalkohol 10 1 20 35 1 55 k 75
]i)l)"o ethylalkohol 1 |‘ ; l 25

Po téchto péti smésich vkladame objekty do butylalkoholu, ktery alespon
jednou vyménujeme. Smési nepouzivame nikdy dvakrat.

Objekty umistime do zkumavky velikosti 15 x 80 mm, kterou vlozime
do stojanku, piipevnéného na vibrator. Kdyz uplynula doba, bé¢hem niz
tekutina objekt pronikla, vylejeme ji a nalejeme na objekt dalgi. Abychom
gettili butylalkoholem, uzivame pouze prvni dvakrat az tiikrat.

Tato metoda spojuje vyhody metody zalévani pomoci vibratoru a zalévaci
metody s terciarnim butylalkoholem, ktery rychle pronika a objekty v ném
nekfehnou.

Pronikani tekutiny se usnadni, vypudime-li pii fixaci ze zdievnatélych
objektit vzduch pomoci vodni Vy’lvévs

Objekty fixované fixazi, po niz vypirame vodou, ])rcva(llme celou buta-
nolovou fadou, objekty fusm.m(- FAA vkladame bez vypirani do smdosi ¢. 2,
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u objekti fixovanych Carnoyem zaliname bez vypirani smési ¢. 3. Fixaz.
7bylou po vyliti ve zkumavce, mazeme v obou poslednich piipadech odstranit
tim, ze zkumavku s objekty vyphehneme 709, alkoholem po FAA a 969/ alko-
holem po Carnoyovi.

Timto zpusobem zalévame i nezdifevnatélé objekty, na pi. kofenové
§picky pro cytologické ucely, listy, nezdievnatélé lodyhy a pod. Ve vsech
téchto pripadech aplné staci ponechat objekty v kazdé smési i v butanolech
po 10 minutéch. U lodyh, mplku a stopek, kde jsou néktera pletlva zdirevna-
téla, pristupuje k tomu i to, ze 1ze tyto organy rychle zalévat i ze je lze dobie
fezat, protoze zminéna pletiva netvrdnou a nekiehnou.

Stejnym zpusobem jsme zalévali i mladsi vétve ovoenych stromu, lipy,
Ampelopsis Weitschiv, viceletou lodyhu Aristolochia a pod. Jde-li o piiény tez,
staci u viech téchto objekti doba 10 min, aby kazda z uvedenych smési objekt
dokonale pronikla. Pii zalévani objektt, ur¢enych pro podélné tezy, je nutno
dobu v jednotlivych fixazich prodlouzit, jako u ostatnich method je ovsem
piredevsim nutno se iidit velikosti a hustotou (tvrdosti) objektu.

Mcekéi objekty, které neobsahuji  piilis zdfevnatéla pletiva, muzeme
fezati piimo. Vétvicky a podobné objekty, je vétsinou nutno pied Fezanim
mékéit nékterym ze zpuasobti, kterymi meékéime objekty zalité v parafinu.
Parafinovy blo¢ek tam, kde chceme iezat mikrotomem, sefizneme az na objekt.
Pak vlozime bloc¢ek, oby¢ejn¢ jiz ptivareny na $palicku. do tekutiny, ktera nam
objekt zmeékdi. Pii popsaném postupu zalévani staéi obycejné voda. Lodyhy,
které nebyly ptili§ zdievnatélé bylo mozno, jak que se jiz zminili, Fezat piimo.
piipadné stacdilo pied kazdym fezem kapnout na feznou plochu kapku vody.
Silneéji zdtevnatelé lodyhy bylo mozno fezat po kratkém namodeni do VO(ly,
Viceleta lodyha podrazce se po 10 min. namoceni ve vodé dala iezat na 15 1,
po 1 hod. na 6 az 12 p. Tiiletou vétévku lipy, zdievnatélou lodyhu Ampe-
lopsis Weitschii a pod. bylo mozno fezat na 10 az 15 x4 po pil az jednohodi-
novém ponoieni do vody. Pro jina. tvrdsi dieva je vhodné uzit k mékéeni
ziedénych kyselin. Pri fezani nema fezna plocha oschout. Je proto vhodné
jak do vody, tak do kyselin. kterymi mékéime. pridat 10 az 25 9 glvcemlu.

Tato metoda znamena tedy nejen ulehéeni a zjednodusenti pr;ice pii Fezant
zdfevnatelého materialu, ale i zna¢né urychleni celého procesu. Zvlaste se
uplatnuje tam, kde nelze tezat zdievnatélé organy bez zalévani na pi. pii
sledovani tvorby kalusu u zakoienovanych Fizka, pti roubovani a pod.
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1. Masoyper n S5. llasoyprosa:

BeieTpoe HPUrOTORTEHITEe MHEPOCKOITNYECKIX 11POIIAPATOB 016 PeBeHeIbIX pacTeHmii.

NI()}I[I(I]HK&IUIH MeTOa 00e3BOJKUBAHMS W 3aJIMBKI uapa([)uH()M oJiepeBeHe-
JOT0 martepuaJ/ia mpHu 1OMOUA TPETHUUHOTI'O 6.\"1'111.![3.711(()1‘0.71;1. IlJI}I 00e3BORM-
BaHuA IIpUMeHAeTCH cepus pacTBOPOB clie/lyouiero cocrasa:

T
I 1 11 111 v | v

e T S = S ! e
>T\0l{uem']mmm umpr\ 50 | 70 | 85 95 100

JlecTniiinpoBannas Bota 50 ‘ 30 | 15 o N

959, HTUIATKOTOIb o 40 Wﬁ!AﬁWifnmm ' _{;)ﬁ_i v45 B
mrppru—q;&(??fﬁfl..om u," ] 10 20 | s | s | s

IMH)];‘}U .1r11.7_(11;}\;)r().1l: o ‘ I - B

[Torom 001eRTH HOMEIHIAIT B YNCTLIT TPETHUHBLT Oy THIBAIROTOIb, KOTO-
puUT TP 9TOM ojtni pas saMensiior HOBEIM. IIpopominrensiocts obesBoski-
BaHUA COKPANIAIOT, UpuMeHsist BuGparop. st Gonbmunersa Matepuaion Obi-
BaeT BIOJIHE JIOCTATOYHO BLIACPIKMBATE OOBEKTHI B KaskI0Il cMecH B TeUCHHUM
10-tn Munyt. Tonpko Ui BechbMa TBEPJOrO MaTepuajia HeoOXOIUMO DHTOT
CPOK HECKOJBKO VBeanuith. B cayuae npnmenenus cmecu Carnoy, gukcanus
B redeHny 1-ro waca OpIBaeT jJocTaTOUHA, 1OCJE 4ero 001erTnl He3 onojacku-
Banna nomenaot B cmech LT Tarum obpaszom obiiee Bpemsi o1 purcannu jo
napagunuposanus cocrapiier 2 uaca. Hewroropsie Matepuajibl Jonyckaor
pesry 0es cmsruenmsi. bojlee TBepiapie MaTepHAaibl CMHIYAIOT TAKUM 00pa3oM,
YTO OTPE3alnT mnapadHOBEII 0JI0K OKOJIO camMoro Mecra, 1jie Jo/uKHA ObITh
11PON3BEIeHA Pe3ka MIKPOTOMOM, HOCJIe Uero HOBePXHOCTHL o0pesa HOTpY/KRAT
Ha 10— 60 mun. B Bo;ty. [lpn BechbMa TBEPABIX 00BEKTAX DTOT CPOK YBEJMUUBAIOT
JJUT TTPHMEHSIOT KIFCIOTHRIE PACTBOPBL. DBIBaCT BBIFOJINO B CMATYAIONLYIO H-UT-
rocTh npuinth 10—259%, ranuepona.

Jaroslav Pazourek and Zdenka Pazourkova:

Rapid making of microscopical preparations of woody plant organs.

The authors modified 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 (Johansen):

|
1 11 mr |1y i v
S S R S R ,
Approximate tot.ll percentage 0{ \
alcohol 50 70 85 | 95 100
Distilled V\ut(r 50 30 15 l
S)fi'}{)ethyl alcohol 40 50 50 1 75
Tertiary butyl alcohol 10 20 35 Hb 75
100 25 ethyl alcohol 25
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Following the 1009, 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—259%, 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.

Vysveétlivky k tabulee VII. a VIIL

Obr. 1. Kalus mezi roubem (merunkou) a podnozi (slivon). — Rajye ey depeHKOM
(abpukocom) un nofgHoEbeM (cauBoii), — Calus between scion (apricottree) and stock
(plumtree).

Obr. 2. Aristolochia sipho: lenticela z pti¢ného fezu lodyhou, — Jlexrunesa u3 moneped-
Horo paspesa crebus. — Lenticel on the cross section of the stem.

Obr. 3. Aristolochia sipho: tiiletd lodyha: partie z dfevni ¢asti svazku cevniho. — Tpex-
JetHuil creGestb: yHacTok gpeBecHoil wacrtn cocyanceroro nyuka, — 3 years old stem:
cross section of an vascular part of vascular bundles,

Obr. 4. Aristolochia sipho: kambium z pri¢ného fezu lodyhou. — Ramonit us nomepeunoro
paspesa credas. — Cambium from an cross section of an older stem,

Vsechny objekty fixovany FAA, zalévany methodou terciarniho butylalkoholu po-
moci vibratoru. Barveno safraninem a Delafieldovym haematoxylinem. — Bce npenaparnt
(urcnposannl FAA u 3a7urel mpu moMoti BUGpATOpa 10 METOAY TPETHYHOTO MepIIalKo-
roJist. OkpanieHo cadpadnHoM n remarokcuannoM Jlemaduennia. —— All objects was fixed
with FAA, dehydration with tertiary butyl alcohol shortened by the use of a vibrator.
Stained with safranin and Delafield’s haematoxylin,
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