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Abstract

VAVRCIK, H., GRYC, V.: The methodology of making microscopical preparations of wood. Acta univ.
agric. et silvic. Mendel. Brun., 2004, LII, No. 4, pp. 169-176

In this paper, there are discussed methods of making woody tissues microscopical preparations and
making its microslides. There are described common methods of preparation of wood blocks, section-
ing of woody tissues, staining and mounting. The differences of making wood sections and non-ligni-
fied plant sections are highlighted. The authors recommendate the fast methodology of making quality
microslides of wood sections based on their own experiences.
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1 Uvod

Pozorovani struktury dfeva (xylému) na mikrosko-
pické trovni svételnymi mikroskopy v prochazejicim
svétle je v zasadé mozné provadét na dvou typech
vzorkd. Prvnim typem jsou vzorky dfeva rozvlak-
néného vhodnym macera¢nim cinidlem — v tomto
pripadé lze pozorovat pouze jednotlivé anatomické
elementy (buiky), tedy nikoliv cela pletiva (dfenové
paprsky, pryskyficné kanalky apod.) tvofena témito
elementy. Ve vétsiné piipadi je pfi zkoumani mik-
rostruktury dfeva nebo pii identifikaci neznamych
vzorkll dfev nutné pozorovat anatomické elementy
tak, jak byly uspofadany do pletiv v rostoucim
strom¢. K témto ucelim je potiebné zhotovit druhy
typ vzorkl diev — mikroskopické fezy.

Oproti ostatnim ¢astem rostlinného téla lze drevo
(xylém) povazovat za pomérné tvrdy material, ktery
vyzaduje specifické postupy pii vyrobé mikroskopic-
kych preparatd. Nejvétsi potize zpisobuje zminiovana
tvrdost pfedevsim pii zhotovovani mikroskopickych
ezl na mikrotomu.

Tento clanek vychazi predev§im z praktickych
zkusenosti pracovniki Ustavu nauky o dievé (UNoD)
Lesnické a drfevarské fakulty (LDF) Mendelovy

zemédélské a lesnické univerzity v Brné (MZLU),
kteti pro své vyzkumy Casto potiebuji zhotovovat
mikroskopické preparaty ze vzorkl drev. Cilem bylo
vybrat postup vyroby trvalych mikroskopickych pre-
paratd dieva, ktery by byl snadny a rychly pfi zacho-
vani vysokeé kvality vyslednych preparati.

2 Ptehled pouZzivanych postupi
2.1 Priprava vzorkii

Vzhledem k tomu, Ze dfevo je slozeno z anatomic-
kych elementt, které jsou usporadany jak rovnobézné
s axialni osou kmene (napf. cévy, vertikalni tracheidy,
bunky axialniho difevniho parenchymu apod.), tak i
kolmo na osu kmene (lezaté tracheidy, parenchyma-
tické bunky drenovych paprski), provadi se pozo-
rovani mikrostruktury na tfech zakladnich fezech
(Strasburger, 1910; Panshin a Zeeuw, 1980; Hoadley,
1990; Wagenfiihr, 1999). Na zaklad¢ pozorovani
téchto tii zakladnich fezil je mozné odlisit jednotlivé
druhy drev.

Zékladnimi fezy rozumime fez transverzalni (pficny)
a dva fezy podélné (radialni a tangencialni) (Pozgaj et
al., 1997). Z tohoto divodu je tedy tfeba vénovat
pozornost orientaci jednotlivych feznych rovin jiz pii
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pripravé hranolkll dfev pro nasledné mékceni a krajeni
na mikrotomu (Wagenfiihr, 1999; Ives, 2001).

Pro sankové mikrotomy se pouzivaji dievéna
téliska ve tvaru hranolu, zpravidla o rozmérech
10 x 10 x 20 mm (delsi rozmér odpovida podélnému
sméru) (Wagenfiihr, 1999). T¢liska pro vyrobu mik-
roskopickych preparatii nesmi obsahovat zadné vady
dreva (suky, trhliny, hniloba).

2.2 Mékceni vzorkii
Vétsinu biologického materialu neni mozné z di-

vodu nizké tuhosti a prilisné poddajnosti pfimo upnout

do drzaku vzorkd mikrotomu, a proto se takové vzorky
musi zalit do vhodné hmoty, ktera se dobie kraji (Pa-
zourkova, 1986). V pripad¢ vzorkti nedegradovaného
dieva tato procedura odpada. Dievo je dostatecné tuhé

a lze je tedy bez problémti upnout do drzaku. Soucasné

je vsak dfevo pomérné tvrdy materidl, coz znesnadnuje

krajeni vzorkli na mikrotomu a vzorky dfeva je pred

vlastnim krajenim nutné¢ zmékéit (Wagenfiihr, 1999;

Ives, 2001). Pti zpracovani mekkych diev v cerstvém

stavu (absolutni vlhkost dfeva w > 80 %) mékceni

neni potiebné (Wagenfiihr, 1999; Ives, 2001). Pokud
se jedna o vzorek dfeva tvrdého nebo suchého, je nutné
pristoupit k meékceni.

Mezi pouzivané metody mekceni vzorki dieva
patfi:

a)vareni ve vod¢ (Wagenfiihr, 1999; Ives, 2001),

b)vareni ve 2-4% roztoku NaOH a KOH (Ne¢-
mec,1962),

c)maceni ve smési glycerinu a 30% etanolu v poméru
1:1 (Horacek, 1999; Vavr¢ik, 2002)

d)maceni v HF (Némec, 1962),

e)vafeni ve smesi ledové kyseliny octové a 30%
roztoku peroxidu vodiku v poméru 1:1 (Franklin,
1945),

f) vafeni ve smési ledové kyseliny octové, 30% roz-
toku peroxidu vodiku a vody v poméru 1:2:3 (Pa-
zourkova a Pazourek, 1955),

g)maceni nebo vareni ve 4% roztoku ETD (etylendia-
min neboli 1,2-diaminoetan) (Ives, 2001).

2.3 Mikrotomy

Mikroskopické fezy dieva se zhotovuji bud’ pomoci
cepelky, bfitvy, nebo na mikrotomech. Vyroba mikro-
fezll pomoci ¢epelky vyzaduje zkuSenost a zruc¢nost.
U takto vytvorenych fezl se zpravidla musime smifit
s nestejnomérnou tloustkou fezu a plochou fezu
maximalné¢ 6 mm?(Ives, 2001). Pro vyrobu kvalitnich
trvalych mikroskopickych preparati s fezy o tloustce
10-20 um je nutné pouzit mikrotom (Vavrcik, 2002).

Existuje vice hledisek, podle kterych lze rozdélit
mikrotomy. Jednim z nich je hledisko pohybu noze
nebo vzorku:
a)nlizZ je stacionarni a vzorek je veden do fezu,
b)vzorek je stacionarni a niz je veden do fezu.

Jiné ¢lenéni rozdé€luje typy mikrotomti na rucni,
konzolové, rotacni a sankové. V soucasnosti jsou
nejcastéji pouzivany mikrotomy rotacni a sankoveé.
Rotacni mikrotomy jsou vhodné pro vyrobu sériovych
fezl. Pro vyrobu mikroskopickych fezi dfeva nejsou
prilis vhodné, protoze neni mozné meénit geometrii
fezu z diivodu pevného upevnéni noze (Ives, 2001).
Pro zpracovani vzorkti dieva se jevi jako vhodnéjsi
pouzit saikové mikrotomy.

Rozhodujicim faktorem pro kvalitu fezu je mikro-
tomovy niz. Pro vyrobu mikrofezli ze dieva se bézné
pouzivaji noze vyrobené z téchto materiali:
a)ocel Jsou vyrobeny z kvalitni vysokouhlikové nebo

nastrojové oceli s tvrzenym ostiim (Glen, 1985).

Nejlepsi jsou takové noze, které jsou z tvrzené oceli

celé.
b)karbid wolframu Noze vyrobené z vysoce kvalit-

niho karbidu wolframu jsou nerezové, prakticky
nemagnetické a jsou stokrat tvrdsi nez nejtvrdsi

nastrojova ocel (anonymus, 1986).
c)diamant Diamantové noze jsou vyrobeny z kvalit-

nich diamantd bez kazli (anonymus, 1987).

Pokud je mikrotom vybaven drzakem cepelek,
misto noze lze pouzit specialnich vyménnych cepe-
lek. V tomto piipadé odpada brouseni. Naopak nevy-
hodou je nizsi tuhost Cepelky, proto je jeji pouziti
mozné pouze pro mékka dieva.

2.4 Vyroba trvalych prepardtii

Mikroskopické preparaty lze dle trvanlivosti roz-
délit na docasné a trvalé (Pazourkova, 1986). Pred-
pokladem trvanlivosti preparatu je predevsim nemén-
nost a trvanlivost struktur objektu. Tento piedpoklad
je v piipadé dieva zajistén. Jestlize se objekt neméni,
zélezi trvanlivost prepardtu pouze na uzaviracim
médiu.

Uzaviraci médium, nékdy také montovaci médium,
je kapalna latka, ktera vypliuje prostory v fezech
a nahrazuje tak vzduch, ktery by mohl zptisobovat
neostrost obrazu pfi pozorovani (Ives, 2001). Uzavi-
raci médium by melo mit index lomu blizky indexu
lomu skla (Ives, 2001).

Pro vyrobu mikroskopickych preparati dieva jsou
vhodna tato uzaviraci média:
a)voda (Pazourkova, 1986) Vzhledem k rychlému

odpatovani tohoto média je toto médium vhodné

pouze pro docasné preparaty.
b)glycerin Oproti pfedchozimu se pomaleji odpatuje,

a tudiz ma preparat delsi trvanlivost (Kisser, 1970;

Ives, 2001).
¢)kanadsky balzam Jedno z nejstarSich uzaviracich

meédii pro vyrobu trvalych preparati. Jedna se

o ptirodni pryskyfici, ktera se ziskava z jedle (4bies

balsamea (L.) Mill.) (Ives, 2001).
d)syntetické pryskytice (napf. pod obchodnimi nazvy

Numount, Ralmount, Practamount)



Metodika vyroby mikroskopickych preparati ze vzorku dieva

171

Jsou dostupné pod riznymi obchodnimi nazvy. Jsou
cenové dostupnéjsi nez kanadsky balzam.
Postup vyroby mikroskopickych preparati z mikro-
fezl dieva se sklada z nasledujicich operaci: barveni,
odvodnéni a uzavirani do uzaviraciho média.

2.4.1 Barveni mikrofezl

Vzhledem k tomu, Ze xylém domacich dfevin je
oproti xylému tropickych dfevin malo pigmentovany
(dtivodem je rozdil v mnozstvi extraktivnich latek), je
nezbytné mikroskopické fezy barvit. Barvenim pletiv
dreva je docileno vyssiho kontrastu a zvyseni viditel-
nosti detaild, které by jinak byly obtizné pozorova-
telné nebo by viibec nebyly vidét (Ives, 2001).

Pro neselektivni barveni veskerych pletiv dieva
je nejcastéji pouzivano cCervené barvivo safranin
(Némec, 1962; Wagenfiihr, 1999; Ives, 2001). Pfi
selektivnim barveni se nejcastéji pouziva safranin a
svetla zelen (Némec, 1962; Ives, 2001). Selektivni
barveni u dfeva je vhodné pro ucely, kdy je potieba
odlisit lignifikované a nelignifikované anatomické
elementy dfeva (Horacek et al., 1999; Vavrcik,
2002).

2.4.2 Odvodnovani mikrotezt

Kanadsky balzam i jeho syntetické nahrazky jsou
rozpustné v xylolu, tudiz je nutné pied vlastnim uza-
vienim preparatu provést odvodnéni (Ives, 2001).

Neméc (1962) uvadi, ze po obarveni fezii barvivy
rozpustnymi ve vod¢ je nasledné¢ nutné postupné
odvodiovani v 50% etanolu, pak v 75% a 95%
etanolu. Pokud mikrofezy dfeva barvime Ccinidly
rozpustnymi v etanolu, 1ze odvodnéni provést piimo
v 95% etanolu. Dalsim prostiedim je karbol-xylol
(kyselina karbolova a xylol v poméru 1:3), nakonec
xylol.

K odvodnéni barvenych i nebarvenych fezli pro
vyrobu trvalych preparatii navrhl Wagenfiihr (1999)
vzestupnou alkoholovou fadu:
1.ulozeni fezu do 40% etylalkoholu (10 minut),
2.pteneseni do 60% etylalkoholu (10 minut),
3.pteneseni do 80% etylalkoholu (10 minut),
4.preneseni do absolutniho etylalkoholu (10 minut),
5.pfeneseni do smési alkoholu a xylolu v poméru 1:1

(10 minut),
6.ulozeni do xylolu.

2.4.3 Uzavirani

Odvodnéné tezy se umisti na Cisté podlozni sklo.
Na fezy se kapne pfiméfené mnozstvi uzaviraciho
média. Pomoci vhodného nastroje (sklenéna tycinka
nebo kryci sklo) se uzaviraci médium rozetie pies
vSechny fezy. Pomalu, tak aby doslo k vytla¢eni
vzduchu, se ptiklopi kryci sklo.

Doba suseni trvalych preparati je zavisla na pouzi-
tém uzaviracim médiu a na teploté prosttedi. Pfi suseni

v susarn¢ je doporucend teplota 40 °C (Wagenfiihr,
1999), pripadné i vyssi, a to az 60 °C (Ives, 2001).
Tim dochazi ke zkraceni Casu suseni z moznych tfi
meésict na 2-3 tydny (Wagenfiihr, 1999; Ives, 2001).

2.4.4 Dokumentace

Neexistuji zaddna zévazna pravidla pro znaceni
vzorklli. Vzdy by se na Stitku preparatu mély objevit
vSechny udaje relevantni pro dany ucel.

3 Diskuse
3.1 Mékéeni vzorki pied krdjenim

Dosud se pfi vyrobé mikroskopickych preparatii na
UNoD pouzivala metoda mékéeni vzorkd ve smési
glycerinu a 30% alkoholu (1:1). Pfi pouziti této
metody méekceni bylo nutné vzorky macet v fadech
tydnl az mésict. I pti dlouhodobém ulozeni vzorkt
v této mékcici smeési byly dostate¢né promekceny
pouze povrchové vrstvy. Vzhledem k tomu, ze dfevo
vétsSiny hospodarky vyznamnych tropickych dievin
vykazuje vysoké hodnoty hustoty (700-1200 kg.m),
stavajici zpisob mékéeni byl nedostate¢ny. Z tohoto
divodu byly vyzkouseny jiné¢ metody mekceni. Pouhé
vareni vzorkdl ve vod¢ se ukazalo jako dostatecné
pouze u diev s niz§imi hustotami (do 700 kg.m™?), kdy
doba vateni dosahovala dvou az tii tydnt. Pouzitim
zpétného chladice a smési vody s glycerinem (pomér
2:1) byla zkracena doba vareni na 1 tyden. Pouzitim
zpétného chladice doslo ke snizeni ubytku mékciciho
média v disledku odpafovani.

Byla také vyzkousena metoda mékéeni pomoci
ETD. Pfi této metodé byl problém stanovit dobu mék-
Ceni. Pti kratkém Case mekceni bylo zmékceni vzorku
nedostate¢né, pii delSich ¢asech mékéeni dochazelo
k nezddoucim zménam v anatomické struktute dfeva.

3.2 Krdjeni na mikrotomu

Pfed upevnénim vzorku do drzdku mikrotomu je
vhodné osusit povrch vzorku (napt. pomoci filtrac-
niho papiru), aby nedochéazelo ke korozi a zbytec-
nému znecistovani mikrotomu.

Vzorek dieva je nutné umistit do drzaku mikrotomu
s ohledem na pozadovany smér krajeni. Vzorek je
nutné upevnit tak, aby pfi kontaktu noze se vzorkem
nedoslo k jeho nezddoucimu vychyleni. Soucasné je
nutné zabranit deformaci vzorku dfeva nadmérnou
silou upnuti. Pocatek ronéni meékcici kapaliny na
povrchu téliska bylo stanoveno jako ukazatel dosa-
zeni optimalni sily upnuti. Soucasné bylo toto ronéni
znamkou dostatecného syceni téliska mekéicim
médiem.

Pfi vlastnim krajeni je vhodné zvlhéit krajenou
plochu vzorku smési glycerinu s alkoholem (1:1).
Také na ¢elo mikrotomového noze byla stétcem nana-
Sena stejna smés. Uelem bylo zajistit plynuly nabéh
krajeného objektu na celo noze.
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K dispozici byly na UNoD dva saiikové mikro-
tomy: Jung ,,K*“, vyrobcem urceny ke krajeni neod-
vapnénych kosti a Leica SM2000R. Prvni z nich byl
jiz pomérn€ opotiebeny, a tudiz nebylo mozné dosah-
nout tloustky ez mensich nez 40 pum aniz by nedo-
Slo k jejich potrhani. Novy sainkovy mikrotom Leica
SM2000R umoznoval bezproblémové zhotovovat
kvalitni fezy o tloustce 10-20 um. Vyhodou tohoto
mikrotomu je také moznost jemné polohovat drzak
vzorku pro zptfesnéni orientace roviny fezu.

Ze zhotovenych fezli je vhodné vyrobit docasné
preparaty uzavirané v glycerinu. Tim je umoznéno
pomérné dlouhodobé uchovani mikrofezti do doby,
nez bude provedeno vlastni uzavirani do kanadského
balzamu.

3.3 Barveni

Pro tcely, kdy neni potfeba provadét selektivni bar-
veni jednotlivych anatomickych elementt dieva, se
jako nejvyhodnéjsi ukazala metoda barveni safrani-

nem. Takto obarvené fezy jsou dostatecné kontrastni
pro mikroskopicka pozorovani a vlastni technika bar-
veni je snadna a rychld. U tropickych dfev s vysokym
kontrastem neni nutné barveni safraninem provadét.

3.4 Odvodiiovant

Za ucelem zrychleni vyroby byly hledany zptsoby,
jak zkratit celkovy ¢as odvodiiovani. To se podafilo
pouzitim zkracené etylalkoholové fady (Némec,
1962) pro mikrofezy barvené v safraninu.

Vysledné fezy jsou dostate¢né odvodnény a z nich
vytvorené preparaty jsou velmi kvalitni.

3.5 Uzavirdni

Po uzavieni preparati se ukazalo jako vhodné
zatizeni krycich skel pryzovymi zatkami. Tim je
zajisténo, ze kryci sklicko zlstane po dobu tuhnuti
uzaviraciho média dostatecné pritisknuté.

Veskeré vyrobené preparaty je nutné neprodlené
opatfit vhodnym Stitkem s popisem.

1: Ukazka snimku mikroskopického prepardtu. Intsia amboinensis Thouars, pricny rez (foto. autori).
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2: Ukazka snimku mikroskopickeho preparatu. Modrin opadavy (Larix decidua Mill.), pricny rez (foto:
autori).

3: Ukazka snimku mikroskopického prepardtu. Ochroma sp., tangencidalni rez (foto: autori).
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SOUHRN

Byly vyzkouSeny stavajici postupy vyroby trvalych mikroskopickych preparati dieva. Vysledkem
je zrychleni procesu vyroby trvalych preparatt pii zachovani vysoké kvality. Dokladem jsou trvalé
preparaty domacich i tropickych diev, které byly zhotoveny v ramci projektii FRVS 65/2002 — Anato-
micka stavba dfeva — multimedialni vyukové texty, FRVS 1328/2003 — Lexikon vybranych tropickych
dev a Grantové agentury Ceské republiky — Soucasny stav a trendy vyvoje lesti v kulturni krajiné
(526/03/H036). Digitalizované mikroskopické preparaty z téchto projektti 1ze najit na http:/www-
ldf.mendelu.cz/lIdf/ustavy/naukadreva/Projects/. Prace byla realizovana za podpory Grantové agentury
Ceské republiky - Soudasny stav a trendy vyvoje lesii v kulturni krajing (526/03/H036).

Nejlépe se osveédcila nasledujici metodika vyroby trvalych mikroskopickych preparatii barvenych safra-
ninem:

1. Pfiprava vzorki
Z pozadovanych vzorkll diev nafezeme téliska ve tvaru hranolil s pfesné orientovanymi zakladnimi
fezy, ptiblizné 10 x 10 x 20 mm. Rozméry télisek jsou limitovany jednak drzdkem vzorkd konkrét-

niho mikrotomu a také redlnou moznosti vyrobit mikrofezy ptislusnych rozmeért.

2.M¢kceni vzorki

Mekka dreva s absolutni vlhkosti dfeva nad 80 % mutizeme pfimo krajet. Ostatni vzorky dfev musime
vafit v 10% roztoku glycerinu ve vodé. Doba vareni: 3-8 dni.

3.Krajeni na mikrotomu

Na mikrotomu zhotovime tfi zakladni fezy. Pokud je krajeni problematické, je vzorek pravdépodobné

malo zmekéeny a musime mékceni opakovat.
4.Barveni mikrotezli
Mikrotfezy ponechdme 5 minut v safraninu.
5.0dvodnovani mikrofezti
a)Mikrotezy ulozime do 96% etanolu (10 min),
b)preneseme do karbol-xylolu (1:3) (3 min),
c)preneseme do xylolu (3 min).
6.Uzavirani

Odvodnéné fezy polozime na ocisténé podlozni sklo, kdpneme na né pfiméfené mnozstvi kanadského
balzamu, ktery opatrné rozetiteme po celém mikrofezu. Pomalu pfikladame kryci sklo. Takto vyro-
beny trvaly mikroskopicky preparat zatizime uprostied kryciho skla napft. pryZzovou zatkou po dobu
jednoho dne. Preparaty zakryjeme, aby se na n¢ neprasilo a nechame zaschnout dva tydny.

7.0znaceni
Kazdy preparat opatiime Stitkem s popisem.

drevo, mikrotezy, mikroskopické praparaty, metody
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