
ROCZNIK NAUKOWO -  DYDAKTYCZNY W S P W KRAKOWIE

Z . 21_____________ WYBRANE ZAGADNIENIA Z METODYKI_____________ R.1964-
NAUCZANIA BIOLOGII

S ta n is ła w  P e lc

TECHNIKA WYKONYWANIA 

BOTANICZNYCH PREPARATÓW MIKROSKOPOWYCH

A rty k u ł n i n i e j s z y  opracowany j e s t  w głów nej mierze d la  

n a u c z y c ie l i  s z k ó ł  ś r e d n ic h .  Zaw iera p r z e p is y  łatwego i  nie

zbyt kosztownego sp o rzą d za n ia  preparatów mikroskopowych. 

Celowo omijam w nim skomplikowane m etody, k tó r e  wymagają 

d r o g ie j  i  c z ę s to  trudno d o stę p n e j  a p a ra tu ry  oraz odczyn ni

ków, P r e p a r a ty ,  k tó r e  omawiam, można wykonać w k a żd e j pra

cowni s z k o l n e j ,  śre d n io  w yposażonej.
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Zestaw potrzebnych n a rz ę d z i  i  odczynników

N a rz ęd zia

1) S z k ie ł k a  nakrywkowe
2) S z k ie ł k a  podstawowe
3) S z k i e ł k a  podstawowe z wklęsłym s z l i f e m  (w głębieniem )
4) S z k ie ł k a  zegarkowe
5) I g i e ł k i  p reparacy jn e
6) Brzytwa p ła s k o -w k lę s ła  lub ż y l e t k i
7) P i n c e t a  z cienkim  końcem
8) P i p e t k i  zwykłe
9) P i p e t k i  włosowate

10) P a ln ik  sp iry tu so w y  lub gazowy
11) Naczyńka ze szczelnym  zamknięciem ( s z l i f e m ) , n a j l e 

p ie j  małe naczyńka wagowe
12) N ożyczki małe
13) S k a lp e le  lub o s t r y  nóż
14) B ib u ła  f i l t r a c y j n a
15) W^ta s z k la n a  (do sączków)
16) Rdzeń z ło d y g i  bzu czarnego Sambucus n ig r a
17) S z k ło  la b o r a t o r y jn e  ( z l e w k i ,  probówki, m enzurki, 

s ł o i k i  i t p . )

O dczynniki

1) A lkohol e ty low y 96% 1000 ml
2) A lkohol e ty low y 1^0% — 250 ml
3) Ałun potasowy K A I ( S 0 . ) ? .12H?0 - 100 g
4) A s f a l t - 200 g
5) E Isam k a n a d y jsk i - 100 g
6) B ł ę k i t  metylenowy - 10 g
7) Chloran  p o ta su  KC10 - 250 g
8) C h lo rek  cynku Z n C l2 - 250 g
9) Fenol - 250 g

10) F lo ro g lu c y n a - 50 g
11) G l i c e r o l — 200 ml
12) H em atoksylina - 50 g
13) Jo d e k  p o ta su  K J — 100 g
14) Jo d  J — 10 g
15) K a la fo n ia — 100 g
1 6 ) Karmin - 10 g
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17) K sylen - 200 roi
18) Kwas azotowy s t ę ż .  HNO - 200 ml
19) Kwas s a l ic y lo w y - 50 g
20) Kwas so ln y  s t ę ż .  HC1 - 250 g
21) L a k ie r  bezbarwny n it r o
22) O le j  ln ia n y - 100 ml
23) Podchloryn  wapnia C a (C lO ) ? - 250 g
24) Sudan I I I - 10 g
23) Tymol - 50 g
2b) Wapno chlorowane C a (C 1 0 )C l - 250 g
27) W azelina b i a ł a -
28) Węglan potasu
29) Węglan wapnia - 250 g
30) Woda destylow ana
31) Woda u t le n io n a  3% - 100 ml
32) W odorotlenek potasu  KOH - 150 g
33) Wodzian chloran u  CC1.CH(0H )2 - 100 g
34) Wosk p s z c z e l i - 100 g
35) Z i e l e ń  jodowa - 50 g
36) Ż e la ty n a  b i a ł a - 250 g

I l o ś c i  p o sz cz eg ó ln y ch  odczynników podałem w p r z y b l i ż ę -

n iu .  Zapas t a k i  w y sta rcz y  na k i l k a  l a t  p ra c y .

Przygotow anie  m a te r ia łu  r o ś l in n e g o
■ я г - : "  j - r r r r ; : : - . . , : , ........ , ■■■■■ ....■|: , ^ I I II . -, r„■ ■■ . T ... S

do sp o rz ą d z e n ia  preparatów

N a j c z ę ś c i e j  w p ra k tyce  sporządzamy p re p a ra ty  z mate

riałów  konserwowanych. Sposoby konserwowania m ateriałów  

r o ś lin n y ch  wychodzą poza ramy te g o  a r t y k u łu ,  a więc n ie  

będę ic h  omawiał. Zasadą j e s t ,  aby m a te r ia ł  konserwowany 

był ja k  najm niej zm ieniony, i  w związku z tym tr z e b a  do

b ie ra ć  odpowiedni p łyn  konserw u jący .

Badając  m a te r ia ł  żywy, trz e b a  pamiętaó o tym,aby przez 

c a ły  c z a s  badania zachował on w ła ś c iw o śc i  organizmu żywe

go. Badając fragm enty tkanek lub c a ł e  drobne o b i e k t y ,  na

leży  um ieszczać je  w p ły n ie  izotonicznyra d la  danego o b ie k 
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tu  lub w naturalnym śro d ow isk u , Kp, p lan kton  tr z e b a  badać 

w wodzie z te g o  z b io r n ik a ,  w którym z o s t a ł  z ło w io n y , Bada

n ie  m a te r ia łu  żywego przeprowadzamy w p re p a r a c ie  wodnym, 

t z n .  w zw ykłej k r o p l i  lub w k r o p l i  w i s z ą c e j .  Sposoby wyko

nywania ty c h  preparatów podaję w d a ls z e j  c z ę ś c i  n i n i e j s z e 

go a r t y k u łu .  Wykonanie preparatów s t a ł y c h  z żywego mate

r i a ł u  j e s t  o c z y w iś c ie  r z e c z ą  n iem ożliw ą.

M a te r ia ł  konserwowany n a le ż y  odpowiednio przygotować 

do sp o rz ą d z e n ia  p r e p a r a tu .  W wypadku drobnych organizmów 

sprawa j e s t  u ła tw io n a .  Drobne organizmy zamykamy w c a ł o ś c i .  

J e ż e l i  p re p a ra t zamykamy w s u b s t a n c j i ,  k t ó r a  n ie  łą c z y  s i ę  

z wodą, np. w balsam ie  kan adyjsk im , tr z e b a  dany o b ie k t  od

w odnić, n a to m ia st  gdy p re p a ra t zamykamy w s u b s t a n c j i  ł ą 

c z ą c e j  s i ę  z wodą,nie j e s t  wskazane odwadnianie p r e p a r ą tu ,

Przy sporządzaniu  preparatów  z w iększych obiektów mu

simy m a te r ia ł  odpowiednio rozd ro b n ić  lub z r o b ić  z n iego  

skraw ek.

Rozdrobnić m a te r ia ł  możemy w dwojaki sposób. Na s z k i e ł 

ku podstawowym dwoma ig ie łk a m i  preparacyjnym i rozprowadza

my w k r o p l i  płynu dany o b ie k t  ta k ,a b y  p o szczeg ó ln e  elemen

t y  o d d z i e l i ł y  s i ę  od s i e b i e ,  w zględnie sporządzamy rozmaz. 

Rozmaz robimy między dwoma s z k ie łk a m i podstawowymi lub na

krywkowymi. 3adany m a te r ia ł  dajemy na s z k i e ł k o  podstawowe 

do k r o p l i  wody i  brzegiem  d ru gieg o  s z k i e ł k a  podstawowego, 

trzymanego u k o ś n ie ,  lekko n a c i s k a j ą c ,  rozmazujemy go po 

s z k i e ł k u .  ¥  te n  sposób sporządzamy p rep a ra ty  z drobnych 

obiek tów , k tó r e  n ie  u leg n ą  z n is z c z e n iu  przy  ro zm a zie ,n p . 

z b a k t e r i i .
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Sporząd zan ie  skrawków z w iększych  obiektów

W a r ty k u le  tym n ie  będę omawiał t e c h n ik i  sp o rzą d za n ia  

skrawków mikrotomowych, gdyż s z k o ły  z r e g u ły  nie  p o s ia d a ją  

m ikrotom ów,potrzebnych do t a k i e j  m a n ip u la c j i .  Poza tyra ro 

b ie n ie  skrawków mikrotomowych j e s t  żmudne i  wymaga dużej 

wprawy.

Do badań anatom icznych w y s ta r c z a ją  z u p e łn ie  dobrze 

skrawki robione r ę c z n ie  brzytw ą lub ż y l e t k ą .

Do k r a ja n ia  m a te r ia łu  r o ś l in n e g o  używamy brzytwy p ł a s 

ko w k l ę s ł e j ,  t z n .  jedn a j e j  s tro n a  j e s t  p ła s k a ,  a druga 

w k lę s ł a ,  w zględnie o s t r e j  i  sztywnej ż y l e t k i .  Brzytwę na

l e ż y  c z ę s t o  o s t r z y ć  na p asku , z a sa d n icz o  przed każdorazo

wym użyciem , a od czasu  do cza su  dać do o s z l i f o w a n ia  na 

kamieniu s z l i f i e r s k i m .  K r o ją c  m a te r ia ł  zwracamy brzytwę 

s tr o n ą  p ła s k ą  do o b ie k tu .

P o s łu g u ją c  s i ę  ż y l e t k ą  wybieramy ż y l e t k i  o s t r e  i  s z t y 

wne, n a j l e p i e j  o g r u b o śc i  0 ,1 G  ram.

Przy k r o je n iu  ta k  ż y l e t k ą ,  j a k  i  brzytwą n a le ż y  z a 

wsze n a jp ierw  m a te r ia ł  o brob ić  z grub sza  ostrym nożem lub 

s t a r ą  ż y l e t k ą .  O brobienie  ta k ie  p o le g a  na wyrównaniu m ie j 

s c a ^  k tó re g o  będziemy r o b ić  skraw ek, Zapobiega  to  w dużym 

s to p n iu  t ę p ie n iu  o s t r e j  ż y l e t k i  lub  b rzytw y .

J e ż e l i  m a t e r ia ł ,  z k tó re g o  robimy p r z e k r ó j , j e s t  dość 

duży i  sztyw ny, np. k i l k u l e t n i a  g a łą z k a  drzewa, sztywna 

łodyga r o ś l i n y  je d n o ro cz n e j i t p . , wówczas k r a ja n ie  nie  

p rz e d sta w ia  w ię k sz e j  t r u d n o ś c i .  N a t o m i a s t , j e ż e l i  mamy z r o 

b ić  p rz e k ró j  przez drobny i  w io tk i  organ r o ś l i n y ,  n p .p r z e 

k ró j  przez l i ś ć ,  c ie n k i  korzeń i t p . ,  wówczas m a te r ia ł  d la  

le p s z e g o  operowania nim wkładamy w łu p k i  z r d z e n ia  ło d y g i
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bzu czarnego Sambucus n i g r a .  Rdzeń powinien p o sia d a ć  p rze 

k r ó j  ok , 10 -  15 mm> Mały kawałek r d z e n ia ,  d łu g o ś c i  o k , 

30 -  40 mm, przecinamy wzdłuż na dwie połowy, wkładamy ma

t e r i a ł ,  k tó r y  mamy k r o i ć ,  w postaw ie ł u p k i ,  ta k  aby n ieco 

m a te r ia łu  wystawało od góry  ( o k .  1 -2  mm), po bokach mate

r i a ł  k ro jo n y  n ie  może wystawać. N astęp n ie  s t a r ą  ż y le t k ą  

ucinamy o k . 1=2 mm rd zen ia  wraz z m ateria łem . Dobrze j e s t  

t e ż  ś c i ą ć  b r z e g i  rd z e n ia  w ten  sp o só b , aby p rzy  r o b ie n iu  

skrawków c i ą ć  o s t r ą  ż y l e t k ą  ja k  najm niej rdzenia .,  W ten 

sposób przygotowany m a te r ia ł  ujmujemy lewą r ę k ą ,  trzym ając  

t ę  c z ę ś ć  r o ś l i n y ,  z k t ó r e j  będziemy r o b ić  p r z e k r ó j .  Prawą 

ręk ą  krajemy m a te r ia ł  wraz z rdzeniem . Robiąc skrawek r ę c z 

n i e ,  n ie  n a le ż y  p rzy k ła d a ć  ż y l e t k i ,  w zględnie  brzytwy do 

brzegu krojon ego  o b ie k t u ,  le c z  n ie c o  d a l e j  -  w kierunku ku 

śro d k ow i.  W ten  sposób ł a t w i e j  j e s t  z r o b ić  c ie n k i  skrawek. 

Używając do k r o je n ia  ż y l e t k i ,  n a le ż y  j ą  trzymać le k k o ,  ta k  

aby n ie  g i ę ł a  s i ę  w p a lc a c h .

Ukrojony skrawek n a le ż y  n atych m iast p r z e n ie ś ć  na s z k ie ł 

ko podstawowe do k r o p l i  wody, lub na s z k i e ł k o  zegarkowe do 

barw nika. Trzymanie skrawka na p ow ietrzu  powoduje j e g o  wy

s y c h a n ie ,  co w znacznym s to p n iu  u tru d n ia  d a ls z ą  obserw ację  

( b a n ie c z k i  p o w i e t r z a ) .

K ro ją c  drobne o b ie k ty  w r d z e n iu ,  dobrze j e s t  włożyć 

między łu p k i  k i l k a  warstw, np. l i ś c i a  lub k i l k a  korzonków. 

W te n  sposób rów nocześnie robimy k i l k a  skrawków,

M aceracja  tkanek i  r o z j a ś n ia n i e  skrawków

M aceracja  tk a n k i r o ś l i n n e j  ma na c e lu  r o z ło ż e n ie  j e j  

na p o sz cz eg ó ln e  kom órki. Ja k  wiadomo,komórki r o ś l in n e  p o łą 
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czone są  b la s z k ą  środkową, t ę  w łaśn ie  b la s z k ę  środkową 

rozpuszczamy przy m a c e r a c j i .  W pewnych wypadkach b la s z k a  

środkowa j e s t  łatw o ro z p u sz c z a ln a  ju ż  w g o r ą c e j  wodzie i  

w ysta rcza  badany m a te r ia ł  zagotow ać. W r a z ie  gdy b la s z k a  

środkowa j e s t  b a r d z ie j  odporna, musimy do m a c e ra c ji  używać 

środków chem icznych.

) Woda u t le n io n a  3%

Pogrążona w n ie j  tkanka r o ś l in n a  u le g a  m a ce ra c ji  

w c z a s i e  od 1 do 15 d n i .  D ługość  m a c e rą c ji  z a le ż y  od od

p o rn o śc i danej t k a n k i ,  Przy m a c e ra c ji  zaw artość komórek 

n ie  u leg a  z n is z c z e n i u .

2) M ieszanina SCHULZA

chloran  p otasu  10 g

kwas azotowy s t ę ż .  10 crn

S łu ż y  do m a c e ra c ji  drewna, V/ c z a s i e  r e a k c j i  w y d z ie la  

s i ę  wolny c h l o r ,  k tó r y  maceruje tk a n k ę .

Do probówki z m ieszanin ą wkładamy kawałki drewna i  

podgrzewamy o s tr o ż n ie  aż do c h w il i  w y d z ie la n ia  s i ę  b a n ie -  

czek  g a zu , Po pewnym c z a s i e  ( o k ,  5 min) zlewamy p ły n ,  a 

p o z o s ta ło ś ć  płuczemy k i l k a k r o t n i e  wodą s i l n i e  w s t r z ą s a j ą c . 

Kawałki drewna, k tó r e  n ie  u l e g ł y  c a łk o w it e j  m a c e r a c j i ,  da

jemy na s z k i e ł k o  podstawowe i  rozdrabniamy i g i e ł k a m i ,

R o z ja ś n ia n ie  skrawków mikroskopowych ma na c e lu  uczy

n ie n ie  ic h  b a r d z ie j  p r z e jr z y s t y m i ,

1) G l ic e r y n a

P re p a ra ty  zam knięte w g l i c e r y n i e  po pewnym c z a s i e ,  ok.
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2 - 3  ćlni są  zn aczn ie  r o z ja ś n io n e ,  G l ic e r y n a  n a le ży  jednak 

do środków n a j s ł a b i e j  r o z j a ś n ia j ą c y c h .

2) Woda JAVELLA

Pod aję  dwa p r z e p is y  na spo rządzen ie  te g o  o dczyn nika .

I .  20 g wapna chlorowanego zm ieszać z 100 cm^ wo

dy i  dodawać 15% roztworu węglanu wapnia do 

c h w i l i ,  k ie d y  p r z e s ta n ie  tworzyć s i ę  osad . 

P rz e s ą c z y ć  po pewnym c z a s i e  przez watę szklaną, 

przechowywać w ciemnej i  s z c z e l n e j  b u t e l c e .

I I .  20 g podchlorynu wapnia C a (C 1 0 )2 rozpuszczamy 

w 100 ml wody, k o lb ę  zamykamy i  s i l n i e  w strz ą T 

samy n ią  co k i l k a  minut przez g o d z in ę ,  po czym 

dolewamy roztw ór 15 g wÇglanu potasu w 100 ml 

wody. Tworzy s i ę  g a la r e to w a ty  osad wÇglanu wa

p n ia ,  k tó r y  po 3 g o d z . odsączamy przez b i b u ł ę .  

P rz e s ą c z  zbieramy i  przechowujemy w dobrze 

z a m k n ię te j ,  ciemnej b u t e l c e .

Woda JAVELLA d z i a ł a  w y b ie la ją c o  d z i ę k i  w yd zie la n iu  s i ę  

wolnego c h lo r u ,  k tó r y  przy dłuższym d z ia ła n iu  n is z c z y  tkan 

kę r o ś l i n n ą .  D z ia ła n ie  te g o  płynu p o le g a  na ro zp u szczen iu  

plazm atycznych składników  kom órki. Czas d z i a ł a n i a  na s k ra 

wki trwa od 15  do 30  m inut.

Wody JAVELLA można używać również do m a c e ra c ji  d e l i 

katnych tkanek r o ś l in n y c h ,  np. l i ś c i  lub c a ły c h  małych 

o b iek tów , np. okrzemek. Wówczas cza s  d z i a ł a n i a  wynosi od 

12 -  24- g o d z in .
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3) Ług potasowy

Roztwór od 5 do 50% w wodzie d e s ty lo w a n e j ,

Skrawki zanurzamy w ro z tw o rz e ,b a rd z o  o s t r o ż n ie  pod grze

wamy (p r z y  podgrzewaniu łatw o p r y s k a ) , n a stę p n ie  skrawki 

przenosimy do wody. S t ę ż e n ie  ługu j e s t  z a le ż n e  od zw artoś

c i  badanej t k a n k i ;  im tkanka b a r d z ie j  z d re w n ia ła ,  tym s i l 

n ie j s z e g o  tr z e b a  użyć s t ę ż e n i a .  Ług potasowy używać można 

również do m a c e ra c ji  tk a n k i  korkow ej.

4 )  Wodzian ch loran u

a) s ła b y  -  d la  d e l ik a tn y c h  tkan ek  r o ś l in n y c h ;

8 c z ę ś c i  Wagowych r o z p u ś c ić  w 5 c z ę ś 

c ia c h  Wagowych wody d e s ty lo w a n e j ,

b) mocny -  d la  odpornych tkanek r o ś l in n y c h ;

5 c z ę ś c i  wagowych r o z p u ś c ić  w 2 c z ę ś 

c ia c h  wagowych wody d e s ty lo w a n e j .

Wodzian chloran u  wnika w tkankę bardzo szyb k o , Skrawki 

z a w ie r a ją c e  dużo c h l o r o f i l u  n a le ż y  trzymać uprzednio w a l 

koholu etylowym aż do wyługowania barw nika. Czas d z i a ł a n i a  

nie  u s ta lo n y  -  wypróbować n a le ż y  d la  każdego m a te r ia łu .

5) Fenol

w różnych s t ę ż e n ia c h .

Wnika szybko do tkanek i  dobrze r o z j a ś n i a ,  Skrawki 

przed zanurzeniem w fe n o lu  muszą być odwodnione. Należy 

w ięc wysuszyć j e  lu b  odi^odnić w a lk o h o lu .  Czas d z i a ł a n i a  i  

s t ę ż e n ie  wypróbować d la  każdego m a te r ia łu  o d d z i e l n i e .

W każdym wypadku po r o z ja ś n ie n iu  skrawków n a le ż y  je  

dobrze przemyć w w odzie .
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Barw ienie  preparatów

W n in ie js z y m  r o z d z ia le  omówię t y lk o  p r o s te  i  łatw e 

sposoby b arw ien ia  preparatów . Sposoby trudne i  s k o m p lik o 

wane , wymagające s p e c ja ln y c h ,  n ie ra z  bardzo d ro g ich  odczyn

ników, pomijam ze względu na t o ,  że w warunkach szkolnych  

n ie  mają z a s to so w a n ia .

Barw ienie  preparatów ma na c e lu  u w id oczn ien ie  pewnych 

s t r u k t u r ,  k tó r e  w p r e p a r a c ie  niebarwionym nie są  widoczne 

lub  są  s łabo w idoczne, Przy barw ien iu  w ystępuje  również 

zróżn icow anie  p oszczeg óln ych  elementów komórkowych w z g l ę d 

n ie  tkankowych»

Barwienie przyżyciow e

Barw ienie  przyżyciow e ma na c e lu  zabarw ienie  pewnych 

elementów żywej komórki lub t k a n k i ,  przy równoczesnym s ł a 

bym uszkodzeniu  s t r u k t u r  wewnątrzkomórkowych. Każdy barw

n i k ,  nawet w bardzo dużym r o z c ie ń c z e n iu ,  zm ienia  w pewnym 

s to p n iu  s tr u k tu r ę  żywej plazm y. W związku z tym do wyników 

badań trz e b a  o dn osić  s i ę  z pewną dozą krytycyzm u,

Barw ienie przyżyciow e metodami chemicznymi wymaga b a r 

dzo w i e l k i e j  wprawy i  n ie  można podać dokładnych r e c e p t  co 

do s t ę ż e n i a  i  czasu  d z i a ł a n ia  barw nika. Chcąc barw ić tymi 

metodami n a le ż y  wykonać s z e r e g  prób,

C zÇ sto  do badań przyżyciow ych s t o s u j e  s i ę  roztw ór b ł ę 

k i t u  metylenowego w r o z c ie ń c z e n iu  od 1 :5 0 0 0  do 1 :1 0 0  000 

lub czerw ień o b o ję tn ą  w r o z c ie ń c z e n iu  od 1 :5 0 0  do 1 :5 0 0 0 .

W p rep a ra ta ch  barwionych przyżyciow o możemy oglądać  

s t a d i a  podziałow e komórki in  v i v o ,  Dobrym obiektem  do tego  

c e lu  s ą  w ło sk i  na p rę c ik a c h  t r z y k r o t k i  T r a d e s c a n t ia  s p .
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Odcinamy p y l n i k ,  a n i t k ę  pręcikow ą umieszczamy na s z k ie ł k u  

podstawowym w barwniku. Czas b arw ien ia  trudno o k r e ś l i ć ,  

n a j l e p i e j  c a łe  barw ienie  przeprowadzać pod mikroskopem, 

k o n t r o lu ją c  je g o  p r z e b ie g ,  N ie k tó r e  komórki w tym samym 

p re p a r a c ie  barw ią s i ę  zn aczn ie  s z y b c i e j ,  a inne w o l n i e j .  

Z c h w ilą  odszukania  sta d ió w  podziałow ych w komórce n a le ż y  

p re p a ra t p r z e n ie ś ć  do wody lub je s z c z e  l e p i e j  do 1-255 ro z 

tworu cukru , g d zie  przeprowadzamy d a ls z ą  o b se rw a cję .

Badania t a k i e  możemy przeprowadzać również na innym 

m a t e r ia le ,  Dobrze j e s t  w ybierać t a k i  m a t e r ia ł ,  k tó r y  n ie  

wymaga r o b ie n ia  skrawków, np. d e l ik a tn e  p ł a t k i  z korony 

kwiatów.

Barw ienie obiektów  martwych 

Barwienie węglowodanów 

Płyn  ŁUGOŁA

2 g  jodku potasu  rozpuszczamy w 100 ml wody d es 

tylow anej , dodajemy 1 g jo d u .

Płynem LUGOLA wykrywamy obecność s k r o b i  w badanym mate

r i a l e .  S k r o b ia  barwi s i ę  na k o lo r  f io le t o w o c z a r n y .  J e ż e l i  

chcemy uzyskać mniej intensywne z a b a rw ie n ie ,  rozcieńczam y 

płyn  LUGOLA wodą destylow aną lub zwykłą w stosunku od 1 :1 0  

do 1 : 2 0 .

R e a k c ja  t a  n adaje  s i ę  do wykrywania s k ro b i  w p repara

tach  mikroskopowych i  w m a te r ia le  makroskopowym. Zabarwie

nie  sk ro b i wywołane płynem LUGOLA po podgrzaniu  z n ik a ,  po 

o z ię b ie n iu  powraca z powrotem,

S k ro b ię  możemy wykrywać również tzw . wodą jodową, k t ó 

rą  sporządzamy p rzez  dodanie paru k r o p l i  jodyny do wody.
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C hlorek  cynku z jodem

Podaję  dwa sposoby sp o rz ą d z e n ia  tego  o dczyn nika .

I .  20 g ch lo rk u  cynku i  6 , 5  jodku potasu  rozp u sz

czamy w 1 0 ,5  ml wody d e s ty lo w a n e j ,  dodajemy 

1 , 3  g jo d u .  Odczynnik j e s t  gotowy do u ż y c ia  po 

ro z p u sz c z e n iu  s i ę  jo d u .

I I .  5 g jodku p otasu  i  1 g jodu rozpuszczamy w 7 ml 

wody d e s ty lo w a n e j ,  30 g c h lo rk u  cynku rozp u sz

czamy w 7 ml wody d e s ty lo w a n e j . Oba roztwory 

zlewamy i  sączymy przez watę s z k la n ą ,

Odczynnik ten  barwi błony celu lozow e na k o lo r  f i o l e t o 

wy, zdrew niałe  na j a s n o ż ó ł t y ,  a sk o rk o w a cia łe  na b runatny, 

Zabarwienie nie  j e s t  trw ałe  i  po pewnym c z a c i e  z n ik a .  Na

le ż y  używać świeżo przyrządzonego o dczyn n ik a , gdyż z c z a 

sem łatw o s i ę  r o z k ła d a  i  n ie  d a je  pożądanych r e z u lta tó w .

H en a to k sy lin a  ałunowa wg EHRICHA

2 g  h em atoksylin y  rozpuszczamy w 100 ml a lk o h o lu  

etylow ego 96%, dodajemy 100 ml g l i c e r y n y  i  100 ml 

wody d esty lo w a n e j oraz 2 g  ałunu potasowego 

K A 1 (S 0 ^ )2 . 12 H20 .

Odczynnik zlewamy do k o lb y ,  zatykamy w atą. Po ok . 

2 ty g o d n ia c h ,  gdy roztw ór n abierze  barwy czerwono- 

f i o l e t o w e j ,  zlewamy go do f l a s z k i  i  korkujemy.

Do b arw ien ia  odczynnik rozcieńczam y 2 - 3 - k r o t n i e  wodą 

d esty lo w a n ą . C zas  b arw ien ia  w z a s a d z ie  trwa 1 -3  m inut, 

l e c z  dobrze j e s t  każdorazowo wypróbować, jak długo n a le ży  

barwić dany m a t e r ia ł ,  gdyż różne o b ie k ty  ró ż n ie  r e a g u ją .
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Iîem atoksylina ałunowa zabarwia błony celu lozow e na k o lo r  

f i o l e t o w y ,  zdrew niałe  p o z o s t a ją  bezbarwne lub p r z y b ie r a ją  

k o lo r  czerw onobrunatny. Może zd arzyć  s i ę ,  że c a ł y  p re p a ra t 

zabarwi s i ę  na f i o l e t o w o .  Oznacza t o ,  że albo b y ł  za długo 

barw iony, a lb o  barwnik p o s ia d a  za duże s t ę ż e n i e .  Barw ienie  

n a le ż y  przeprowadzać na s z k i e ł k u  zegarkowym, po barw ieniu  

p rzep łu kać  p re p a ra t w wodzie w odociągow ej. Przed barwieniem 

skraw ki r o z j a ś n i ć ,  n a j l e p i e j  w wodzie JAVELLA,

Barw ienie drzewnika -  l i g n i n y

F lo ro g lu cy n a  z kwasem solnym

a) 1-5% roztw ór f lo r o g lu c y n y  w a lk o h o lu  lub wodzie

b) s tężo n y  kwas s o ln y  HC1

Na s z k i e ł k o  zegarkowe dajemy p ip e tk ą  parę k r o p l i  f l o r o 

g lu c y n y ,  a n a stę p n ie  parę k r o p l i  s tę ż o n e g o  kwasu s o ln e g o .

W p ły n ie  zanurzamy gotowe skrawki i  po s tw ie rd z e n iu  zabar

w ien ia  (widoczne gołym okiem , j e ż e l i  s z k ie ł k o  postawimy 

na białym  t l e ) , robimy p re p a ra t wodny lub g l ic e r y n o w y . F l o 

rog lu cyn a  z kwasem solnym barwi drzewnik na k o lo r  in t e n s y 

wnie czerwony, b łony celu lozow e n ie  u l e g a j ą  za b a rw ien iu . 

Zabarw ienie nie  j e s t  t r w a łe .

Barwienie podwójne karminem ałunowym i  z i e l e n i ą  jodową

A. Karmin ałunowy

5 g ałunu potasowego K A I(5 0 ^ )£  . IP ł^O  ro z p u sz cz a 

my w 100 ml wody d e s ty lo w a n e j ,  dodajemy 0 , 5  g k ar

minu i  gotujem y na słabym ogniu przez 10 m inut. Po 

o stu d z e n iu  sączymy przez b ib u łę  f i l t r a c y j n ą ,  doda

jemy k r y s z t a łe k  tymolu lub 0 ,1  g  kwasu s a l ic y lo w e 
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g o .  J e ż e l i  po pewnym c z a s i e  utworzy s i ę  o s a d ,n a le 

ży  przed użyciem ponownie odczynnik p rze są czy ć  

przoz b ib u łę  f i l t r a c y j n ą .

B .  Z i e l e ń  jodowa

0 , 5  g z i e l e n i  jodowej rozpuszczamy w 100 ml wody 

d esty lo w a n ej i  sączymy przez b ib u łę  f i l t r a c y j n ą .

Oba o d czyn n ik i trzymamy w o dd zieln ych  f l a s z k a c h .

Skraw ki, r o z ja ś n io n e  w wodzie JAVELLA, barwimy przez 

1 0 -2 0  minut w karm inie ałunowym na s z k i e ł k u  zegarkowym lub 

w prost na s z k ie łk u  podstawowym, płuczemy wodą i  dajemy na 

je d n ą  minutę do z i e l e n i  jo d o w e j.  Na końcu płuczemy k i l k a 

k r o t n ie  w wodzie d e s ty lo w a n e j .

Błony komórkowe z c e l u l o z y  za b a rw ia ją  s i ę  na k o lo r  

czerwony, zd rew niałe  na k o lo r  z i e l o n y ,  N a leży  uważać, aże 

by nie  przebarw ić z i e l e n i ą  jodową, gdyż wówczas i  błony 

ce lu lozo w e za b a rw ia ją  s i ę  na z i e l o n o .  W wypadku gdy próba 

wykaże przebarw ienie z i e l e n i ą ,  n a le ż y  s k r ó c ić  c z a s  barw ie

n ia  lu b  d z i a ł a ć  b a r d z ie j  rozcieńczonym  barwnikiem. Zabar

w ienie  preparatów j e s t  t r w a łe .

P r e p a r a ty  św ieże

P re p a ra ty  świeże n adają  s i ę  w ła śc iw ie  do n a ty ch m ia sto 

wego u ż y c ia  po s p o r z ą d z e n iu .

K ropla  zw ykła. Na s z k i e ł k o  podstawowe dajemy p ip e tk ą  

włosowatą k ro p e lk ę  wody lub innego p ły n u . S z k ie łk o  p o d sta 

wowe powinno być c z y s to  w yczyszczon e, le c z  nie  n a le ż y  go 

myć w a lk o h o lu  lub innym odczyn niku , k tó r y  rozp u szcza  t ł u -
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s z c z e ,  S z k ie ł k a  zawsze czyścim y su ch ą , spraną szmatką ba

w ełn ia n ą . N astępnie  zanurzamy w k r o p l i  skrawek i  p rzy k ry 

wamy s z k ie łk ie m  nakrywkowym. P rzykryw ając  s z k ie łk ie m  na

krywkowym,należy uważać, aby wraz ze skrawkiem n ie  zamknąć 

w p re p a r a c ie  p o w ie tr z a ,  k tó r e  u tru d n ia  o b se rw a c je .  W tym 

c e lu  b rzeg  s z k i e ł k a  nakrywkowego n a le ż y  przysunąć do b r z e 

gu k r o p l i  i  p o w o li ,  podtrzym ując d ru gi b rz e g  s z k i e ł k a  i -  

g i e ł k ą  p r e p a r a c y jn ą ,  k ł a ś ć  s z k i e ł k o  na k ro p e lk ę  wody. 

P r z e s tr z e ń  pod s z k ie łk ie m  powinna być c a łk o w ic ie  w ypełn io 

na płynem, nadmiar wody zbieramy za pomocą skrawka b ib u ły  

f i l t r a c y j n e j ,  l e ż e l i  n a to m ia st  wody j e s t  za mało pod s z k i e ł 

kiem nakrywkowym, to  znaczy nie w ypełnia c a łk o w ic ie  p rze 

s t r z e n i  pod s z k ie łk ie m ,  dodajemy j ą  p ip e t ą  w łosow atą. Wodę 

n a le ż y  dodawać pod b rz e g  s z k i e ł k a  nakrywkowego w t o  m ie j 

s c e ,  w którym ona dochodzi do b rz e g u ,

P re p a ra ty  mikroskopowe wykonane w te n  sposób n adają  

s i ę  do s z y b k ie j  o b s e r w a c j i .  Czas badania nie  może p rze k ra 

czać  o k . je d n e j  g o d z in y ,  gdyż woda z p rep a ra tu  wysycha.

W p reparatach  tego  typu o g lądać  można w z a sa d z ie  w sz y s tk ie  

o b ie k t y :  żywe i  martwe, w c a ł o ś c i  i  p rz e k r o je  różnych or

ganów r o ś l in n y c h .

Chcąc mieć p re p a ra t b a r d z ie j  t r w a ły ,  można zamknąć 

skrawek w c z y s t e j  g l i c e r y n i e ,  a n ie  w w odzie , W tym wypad

ku p re p a ra t możemy przechowywać przez k i l k a  dni i  n ie  wy

sy ch a .

K ropla  w isząca

P re p a ra ty  te g o  typu n adają  s i ę  s p e c ja l n i e  do o g lą d a n ia  

m ałych, ruchliw ych obiektów lub do przeprowadzania k r ó tk o 

trw ałych  h o d o w li ,n p . k ie łk o w a n ia  z ia r n  pyłku i  zarodników .



-  1бО «

P re p a ra ty  w k r o p l i  w isz ą c e j  sporządzamy w n a stę p u ją c y  

sp o só b ; Na s z k i e ł k o  nakrywkowe dajemy k r o p lę  wody z bada

nym m ater ia łem . N astęp n ie  nakrywamy s z k ie łk ie m  podstawowym 

z w głębien iem . B rzeg  w g łę b ie n ia  na s z k i e ł k u  podstawowym 

pokrywamy w a z e lin ą .  Zap obiega  to  wysychaniu p re p a r a tu .  N a 

le ż y  - 'fa ża ć , ażeby k r o p la  z n a jd u ją c a  s i ę  na s z k i e ł k u  na

krywkowym nie z e tk n ę ła  s i §  z brzegiem  w g łę b ie n ia  s z k i e ł k a  

podstawowego, S z k ie ł k o  podstawowe przyciskam y lek k o  do 

s z k i e ł k a  nakrywkowego,tak aby w azelin a  z l e p i ł a  oba s z k i e ł 

k a .  P re p a ra t  obracamy szybko o 1 8 0 ° ,  wówczas s z k i e ł k o  na

krywkowe zn a jd u je  s i ę  na górze .P r e p a r a ty  zrobion e  tym spo

sobem możemy trzymać k i l k a  d n i ,  gdyż woda n ie  wysycha 

i  n ie  zm ienia  s i ę  s t ę ż e n ia  w k r o p l i ,

K iełkow anie  z ia r n  pyłku n a le ż y  przeprowadzać w roztwo

rze cukru trzcinow ego  (s a c h a r o z y )  o s t ę ż e n iu  od 0 , 2  do 0 , 5  

m ola.

W braku s z k i e ł k a  podstawowego z wgłębieniem  możemy go 

z a s t ą p i ć  tzw , mostkiem szklanym , W tym c e lu  jedno zwykłe 

s z k i e ł k o  podstawowe przecinamy na t r z y  c z ę ś c i ,  dwie jed n a 

kowe, a je d n ą  m n ie js z ą ,n ie c o  m n ie jsz ą  n iż  s z k i e ł k o  nakryw

kowe, którym i dysponujemy, Dwie w ięk sze  c z ę ś c i  przylepiam y 

na brzegu do c a łe g o  s z k i e ł k a  podstawowego balsamem kanadyj

skim lub innym le p is z c z e m , środek s z k i e ł k a  zostawiamy wol

n y . D a le j  p ostępu jem y, ja k  w wypadku s z k i e ł k a  z w g łę b ie 

niem , z tym że musimy również u s z c z e l n i ć  w a z e lin ą  szparę  

p o w sta łą  między s z k ie łk ie m  nakrywkowym a podstawowym d o l 

nym.
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P re p a ra ty  trw ałe

P re p a ra ty  s t a ł e  robim y, chcąc mieć z roku na rok mate

r i a ł  d yd a k tycz n y . Dobrze zro b io n y  p re p a ra t  s t a ł y  może s łu 

żyć przez k i l k a n a ś c ie  l a t  do celów  d yd a k tycz n ych . Omówię 

znowu k i lk a  sposobów r o b ie n ia  s t a ł y c h  preparatów , sposobów 

nie v„ 4g a ją c y c h  s p e c ja ln y c h  u rząd zeń , ani aparatiary .

P re p a ra ty  zamykane w g l i c e r y n i e

N ajp rostszym  w wykonaniu preparatem  sta łym  j e s t  zamk

n ię c ie  skrawka w g l i c e r y n i e .  Aby g l i c e r y n a  n ie  w ysych ała , 

n a le ż y  b rz e g  s z k i e ł k a  nakrywkowego obramować jednym z k i 

tów-, k tórych  p r z e p is y  podaję  p o n i ż e j .  P re p a ra ty  zamykane 

w g l i c e r y n i e  mają t ę  z a l e t ę ,  że małe o b ie k ty  w c z a s i e  ob

s e r w a c j i  możemy o b r a c a ć ,  lekko  s t u k a ją c  i g i e ł k ą  p re p a ra -  

c y jn ą  w s z k i e ł k o  nakrywkowe.

Ż e la ty n a  z g l i c e r y n ą

7 g ż e la ty n y  b i a ł e j

42 ml wody d esty low an ej

50 g g l i c e r y n y

0 , 5  g fe n o lu  k r y s t a l i c z n e g o

Ż e la ty n ę  moczymy w wodzie przez 2 g o d z in y ,  dodajemy 

g l i c e r y n ę  i  f e n o l ,  M ieszan inę ogrzewany w ła ź n i  wodnej 

przez 15 min. w temp. do 60°C  ( n i e  w y ż e j ) .  Sączymy na go

rąco przez watę s z k la n ą  lub rzadką b ib u łę  do f l a s z k i  z 

szerokim  otworem.

Zamykanie skrawków odbywa s i ę  n a s tę p u ją c o :  Mały kawa

łe c z e k  z a s t y g ł e j  ż e la ty n y  topim y w probówce, n a j l e p i e j  na
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ła ź n i  wodnej, w temp. 6 0 ° C .  P ip e t k ą  dajemy na s z k ie łk o  

podstawowe k ro p e lk ę  r o z to p io n e j  ż e l a t y n y ,  n a stę p n ie  wkła

damy przygotowany skraw ek, nakrywamy szybko s z k ie łk ie m  na

krywkowym, u w ażając , żeby nie  zamknąć p o w ietrz a  i  lekko 

p rzycisk am y. Ż e la ty n a  powinna w ypełn ić  c a ł ą  p r z e s tr z e ń  pod 

s z k ie łk ie m  nakrywkowym. N astęp nie  k ładziem y p re p a ra t w p o- 

z y c j i  poziomej aż do c a łk o w ite g o  z a s t y g n i ę c i a  ż e la t y n y .  

Nadmiar ż e l a t y n y ,  wychodzącej spod s z k i e ł k a ,  zeskrobujem y 

ż y l e t k ą .

Można również skrawek zamknąć w inny s p o só b . M alutki 

kawałek z a s t y g ł e j  ż e la ty n y  kładziem y b ezp o śred n io  na ś r o 

dek s z k i e ł k a  podstawowego, podgrzewamy d e l i k a t n i e  nad p a l 

nikiem  spirytusow ym , uw ażając , aby ż e la t y n a  n ie  zagotow ała 

s i ę ,  a t y l k o  s t o p i ł a .  D a le j  postępujem y ja k  w m etodzie 

p ie r w s z e j .

P re p a ra ty  zam knięte w ż e l a t y n i e  mogą być przechowywane 

w ie le  l a t  i  n a d a ją  s i ę  dobrze do celów  d yd ak tyczn ych . Spo

rz ą d z a n ie  preparatów t ą  metodą j e s t  bardzo łatw e i  n ie  wy

maga odwadniania o biektów . Odwadnianie j e s t ,  j a k  wiadomo, 

dość k ło p o t l iw e  w pracowni s z k o l n e j .

Aby p re p a ra t  zam knięty w ż e l a t y n i e  z g l i c e r y n ą  b y ł 

zn aczn ie  t r w a l s z y ,  n a le ż y  obramować b rz e g  s z k i e ł k a  nakryw

kowego s u b s t a n c ją ,  k tó r a  zap ob iega  wysychaniu i  k u rc z e n iu ,  

s i ę  ż e l a t y n y .  W n a jp ro stszym  wypadku można t a k i e  obramowa

n ie  wykonać z p a r a f in y ,  j e s t  ono je d n a k  n ie t r w a ł e .  S t o s u je  

s i ę  również l a k i e r  bezbarwny " n i t r o " ,  Środek te n  kupuje 

s i ę  gotowy w p ł y n i e ,  Można obramowanie wykonać z kitów . 

P o d a ję  dwa sposoby sp o rzą d za n ia  tych  s u b s t a n c j i :

I .  115 g  a s f a l t u

120 g o l e j u  ln ia n eg o  

280 g  o l e j u  terpentynow ego
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Zm ieszać i  lek k o  podgrzewać na ła ź n i  wodnej , 

s t a l e  m ie s z a ją c  aż do c h w il i  równomiernego po

ł ą c z e n i a  s i ę  p o szczeg ó ln y ch  składników*

I I .  2 g wosku p s z c z e le g o  

7 g k a l a f o n i i

Zm ieszać na c i e p ł o  w parow nicy , p re p a ra ty  za 

mykać s u b s t a n c ją  p ó łp łyn n ą  ( le k k o  p o d g rz a n ą ) .

Balsam k a n a d y jsk i

Bardzo dobrym środkiem do zamykania preparatów m ikros

kopowych j e s t  balsam k a n a d y js k i .  Chcąc zamknąć p re p a ra t 

w balsam ie k an ady jsk im , n a le ż y  przeprow adzić n a s tę p u ją c ą  

manipulac j  ę :

Skrawki odwadniamy w sze re g u  a l k o h o l i .  Odwadnianie mu

s i  być s to p n io w e, ażeby n ie  zm ienić c a łk o w ic ie  s tr u k tu r y  

badanej t k a n k i .  N a leży  wobec te g o  stosow ać s z e r e g  roztwo

rów alkoholowych w wodzie d esty lo w a n e j o w z r a s t a ją c e j  mocy. 

S z e r e g  t a k i  sk ła d a  s i ę  z a l k o h o l i  o mocy 1 5 ,  3 0 ,  5 0 ,  7 0 , 

8 5 ,  9 6 ,  100%.

J e ż e l i  odwadniany o b ie k t  b ył  utrw alany w u trw alaczu  

alkoholowym, wówczas zaczynamy go odwadniać od s t ę ż e n ia  

odpowiadającego s t ę ż e n iu  u tr w a la c z a ,  N ato m iast j e ż e l i  pre

p a ra t  b y ł  barwiony barwnikami w roztworze wodnym, tr z e b a  

przeprow adzić go p rzez c a ł y  s z e r e g  a l k o h o l i ,  Czas przeby

wania skrawka w a lk o h o lu  j e s t  u za leżn io n y  od je g o  grubości. 

Skrawki z d e l ik a tn y c h  ł kanek trzymamy k ró ce j ( o k .5 - 1 0  min) 

w każdym s t ę ż e n i u ,  skrawki z tkanek o s tr u k tu r z e  b a r d z ie j  

masywnej, np, z drewna, n a le ż y  trzymać o k . 20 -  30 min. 

K ą p ie l  preparatów w a lk o h o lu  100% powtarzamy dwukrotnie
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(w dwóch naczyńkach) celem c a łk o w ite g o  odw odnienia, Z a l 

koholu  100% przenosimy skrawek do m ieszanki a lk o h o lu  100% 

i  k sy len u  w stosunku 1 : 1 ,  a n a s tę p n ie  do k sy le n u  c z y s t e 

g o .  Można również przeprow adzić  skrawki z a lk o h o lu  100% do 

k sy le n u  z tym ,że  wówczas k ą p i e l  w k s y le n i e  powtarzamy dwu

k r o tn ie  , Z k sy len u  przenosim y skrawki do k r o p l i  balsamu 

k a n a d y jsk ie g o  na s z k ie ł k u  podstawowym, przykrywamy s z k i e ł 

kiem nakrywkowym, le k k o  naciskamy i  p re p a ra t odstawiamy do 

z a s c h n i ę c i a ,  k tó re  trwa dość d łu g o ,  bo o k .  2 ty g o d n ie .

C a łą  m an ip u lację  można przeprow adzić na s z k ie łk a c h  z e 

garkowych z wyjątkiem a lk o h o lu  100%, k tó r y  n a le ż y  trzymać 

w naczyńku szczelnie zamkniętym, aby n ie  n a b ie r a ł  wody 

z p o w ie tr z a .  Do te g o  c e lu  n a d a ją  s i ę  dobrze mało naczyń

ka wagowe ( z e  S z l i f e m ) .

Balsam k a n a d y js k i 'r o z p u s z c z a  s i ę  w k s y l e n i e ,  roztwór 

n a le ż y  trzymać w ciemnej b u t e l c e ,  a l e  nie pod s z l i f e m ,  do

b rze  j e s t  wpuścić do f l a s z e c z k i  z balsamem kanadyjskim  ma

l u t k i  kaw ałeczek marmuru, k t ó r y  za p o b ieg a  zakw aszeniu .

Balsamu n i e  wolno n ig d y  podgrzewać.

Balsamy s y n te ty c z n e

Na rynku j e s t  dużo różnego ro d z a ju  s y n te ty c z n y ch  śro d 

ków do zamykania preparatów mikroskopowych. Mogą ohe być 

z powodzeniem używane w m ik ro te c h n ice  b o t a n i c z n e j .  Manipu

l a c j a  przy  zamykaniu preparatów z re g u ły  j e s t  podana przez 

firm y produkujące t e  o d c z y n n ik i ,  a w ięc nie będę j e j  oma

w i a ł .  N a le ży  jednak zawsze w ie d z ie ć ,  w jakim  odczynniku 

dany środ ek  sy n te ty c z n y  j e s t  r o z p u s z c z a ln y ,  i  p rz e z  ten
ф

w ła śn ie  środ ek  n a le ż y  przeprow adzić skrawki przed zamknię

ciem  ich  w danym balsam ie  syntetycznym ,
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