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Anotace diplomové prace

Mikroskopicka stavba dreva v laboratornich cvi¢enich predmétu

Materialy a technologie

Tato diplomova prace se déli na teoretickou a praktickou ¢ést.

Teoreticka ¢ast na zdklad¢ studijni literatury popisuje problematiku mikroskopické
stavby dfeva s potiebnou grafickou dokumentaci a popisem. Dale pak odbornym zptisobem
popisuje technologii pfipravy a vyroby vzorki dievin pro mikroskopické pozorovani.

Praktické ¢ast zahrnuje zhotoveni sady preparatii pro pozorovani mikroskopické stavby
dfeva odpovidajici potiebam vyuky pfedmétu Laboratorni cvic¢eni - dfevo. K jednotlivym

preparatiim je pfipraven souborny seznam s popisem.

Microscopic wood construction in laboratory exercising subject of

Materials and Technology

This dissertation is divided into theoretic and practical sections.

The theoretic part, is based on study literature, representing the problematic microscopic
wood construction, with the necessary graphics documentation and definition. Also including
the technology of preparation and production samples of species for microscopical
observation.

The practical part includes a set of specimens for microscopical wood anatomy
observation accordant to the fabrication and education needs in the subject Laboratory

practice-Wood. For every single preparation is provide a cumulative list and description.
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1. Uvod

Ze zvetejnénych témat diplomovych praci mé nékolik vypsanych témat zaujalo. Po delsi
uvaze a nekolika konzultacich s vedoucimi jednotlivych diplomovych praci jsem se rozhodl
pro vypracovani prace vypsané PaedDr. Jifim Vintrem. Prace s nazvem Mikroskopicka stavba
dfeva v laboratornich cvi€enich pfedmétu materidly a technologie pro mne byla zajimava
hned znékolika hledisek. Jednou z ¢asti této prace je vytvoreni trvalych preparati pro
pozorovani mikroskopické stavby dieva, tato praktickd ¢ast m¢ velmi zaujala. Pfi studiu
piedchozich ro¢nikl pedagogické fakulty jsem se v laboratofi na katedie technické vychovy
setkal se vzorky mikroskopické stavby dieva které byly staré, vybledl¢ a nékdy i jinak
poskozené. Bylo mi jasné ze vyrobenim novych vzorkid pomohu nejen katedfe, ale i to ze
vzorky budou slouzit dlouhou fadu let k vyuce.

Pfi vybéru dfevin jsem se snazil o co nejvetsi rozmanitost vzorkl a o zastoupeni vSech
u nds typickych dfevin. Pii zpracovani vzorkl jsem se snaZzil o ziskani co nejvyssi kvality
vytvatenych vzork®.Tato prace pro mne byla velkym piinosem a obohacenim. Zejména
cetbou souvisejici literatury jsem ziskal mnozstvi novych informaci. Celd problematika
mikroskopické struktury dieva se mi stala velmi blizkou.
zéklad tvori dve velké kapitoly. V prvni z t€chto dvou ¢asti se vénuji rozd€leni druhti dievin,
makroskopické a mikroskopické stavbé dieva a popisu jednotlivych fezd. Velmi dilezita je
zde ¢ast vénujici se mikroskopické struktufe dieva, zde v podstaté popisuji vSe co je realné
mozné pozorovat na vzorcich které jsem vytvofil v ramci praktické casti této diplomové
prace. Ve druhé velké ¢éasti se vénuji postupu pii zhotovovani trvalého mikroskopického
preparatu dieva, tato ¢ast je velice uzce spjata s praktickou ¢asti diplomové prace. V této ¢asti

je popsan zejména postup a moznosti pti zhotoveni preparati.



2. Drevo

2.1. Obecna definice dreva jako materialu

Dievo fadime mezi materialy organického ptivodu, je vytvareno vytrvale dfevnatéjicimi
rostlinami pii ristu kmend, vétvi a kofentl do délky a tlouStky. Z morfologické stranky se
dfevo sklada zbun€k, zchemické jde o materidl lignocelulozovy, skladajici se
z polysachridické slozky, tu ptedstavuje celuldza, hemiceluldza, malou mérou pektinové latky
a aromatické slozky reprezentované ligninem.

Vzhledem ktomu, ze builky tvofici dievo jsou vétSinou protahlé, orientované
rovnobézn€ s osou kmene, nebo vétve a uspoifddané koncentricky okolo ni, nemé dievo
v jednotlivych smérech stejnou strukturu, ani vlastnosti. Dievo je tedy anizotropnim
materidlem, proto jeho znaky hodnotime ve tiech zakladnich rovinach (fezech), které je nutno

pfi popisu respektovat (viz. Kapitola — Zakladni fezy dievem).

2.2. Druhy drevin a jejich tridéni

Jako zékladniho rozdéleni 1ze pouZit déleni na dieviny listnaté a jehlicnaté. Listnaté jsou
takové, které v pravidelnych roc¢nich obdobich vyménuji listy. Jehlicnaté dieviny jehlici
s trvalym porostem (v nasem podnebném pasmu tvoii vyjjimku modfiin). Déle se dieviny d¢li
podle tvrdosti (vice v kapitole - Makroskopicka struktura dieva).

Jednotlivé druhy dfevin rozezndvame podle jejich anatomickych znaki, ty pozorujeme
bud’ makroskopicky, nebo mikroskopicky. Makrostrukturni metody pozorovéani nazyvame taz
jako smyslové. K pozorovani téchto znakl pouzivame zrak, hmat a ¢ich. NejvyraznéjSimi
takto pozorovatelnymi znaky dievin jsou barva, prub¢h letokruhti, tvar a rozmisténi por.
Déle pfi makrostrukturnim pozorovani sledujeme vady dieva, jeho vini, hladkost a dalsi
pozorovatelné znaky. Mnohem zajimavé¢jsi a pro tuto diplomovou préaci i dilezitéjsi je
mikroskopickd stavba dfeva. Pii mikrostrukturnim pozorovani sledujeme stavbu dieva
a utvareni bun¢k a cév. Buiikky neni mozné pozorovat pouhym zrakem, nebo pod pozorovaci

lupou, proto je nutno pouzit pozorovaciho mikroskopu.



2.3. Zakladni fezy dievem

Pro pozorovani dieva pouzivame tfi zdkladni fezy, pficny, radidlni a tangencialni. Stejné
roviny fezll pouzivime jak pro makrostukturdlni, tak i pro mikrostrukturalni pozorovani
vzorkli dieva. Pomoci téchto fezli se sleduje a popisuje struktura a vlastnosti jednotlivych
dfevin. Kazdy typ fezu je vhodny pro pozorovani jinych vlastnosti dieva, nebo pro zkouméani
jinych bunék vzorku. Rezy vedeme sohledem ne pozorovany objekt, a to zejména pii
pozorovani mikroskopickych struktur a jednotlivych bunék, tak aby pozorovana burnka byla

ve vzorku co nejlépe pozorovatelna.

2.3.1. Priény (transverzalni) fez

Tento fez je veden v roviné kolmé na osu kmene. Timto fezem rozifizneme pticné
vétsSinu anatomickych element. Tento fez je rozpoznatelny zejména podle koncentricky
probihajicich letokruhli. Na tomto fezu je nejlépe vidét rozdil mezi letnim a zimnim
ptiristkem dieva, velikost pfiristku hmoty dfeva je zdroven na tomto fezu mozno méfit.
Transverzalni fez také ukazuje na veék stromu a na podminky jeho ridstu, pfipadné i na
klimatické rozdily mezi jednotlivymi roky jeho ristu. Pro oznaceni tohoto fezu se pouziva

jedno pismenné oznaceni "P".

Obr. €. 1 Pricny fez kmenem Obr. €. 2 Pohled ne piicny fez



2.3.2. Radialni (Stredovy, polomérovy) ez

Tento fez je veden v roviné rovnobézné na osu kmene a prochazi osou kmene (dieni).
Zakladnim rozpoznévacim znakem tohoto fezu jsou letokruhy tvofici rovnobézné pasy. Pro

oznaceni tohoto fezu se pouziva jedno pismenné oznaceni "R".

|
|
|
1

N

Obr. ¢. 3 Radialni fez kmenem Obr. ¢. 4 Pohled na radialni fez

2.3.3. Tangencialni (tecny, fladrovy) fez

Tento fez je veden v roviné rovnobézné na osu kmene a neprochazi osou kmene (dieni).
NejvyraznéjSim rozpoznavacim znakem tohoto fezu jsou parabolické tutvary tvofené
letokruhy, tuto kresbu nazyvame fladr. Pro oznaceni tohoto fezu se pouziva jedno pismenné

oznaceni "T".

Obr. €. 5 Tangencidlni fez kmenem Obr. €. 6 Pohled ne tangencialni fez
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2.4. Makroskopicka struktura dreva

Makroskopickou stavbou difeva se rozumi soubor morfologickych znaku, které lze
pozorovat pouhym okem, nebo za pomoci pozorovaci lupy. Zakladni makroskopické znaky
dfeva jsou letokruhy, jarni a letni dfevo, dfen, pory, dieniové paprsky a pryskyficné
kanalky.Dal§im znakem je i pfitomnost bélového a jadrového dfeva. Vzhledem k anizotropii
dieva se jevi kazdy ztéchto znakli v jednotlivych zdkladnich fezech odlisné. Pii
makroskopickém pozorovani nemusi byt u vSech druhti dfeva vSechny vyjmenované znaky
pozorovatelné, zalezi na jejich rozmérech a na pfitomnosti ve struktufe. Timto zplisobem je
identifikace moznéd zpravidla jen na Groven rodu dfeviny, druhové jméno vétSinou urcit

nemuizeme.
2.4. Makroskopické znaky dreva
2.4.1. Letokruhy

Letokruh je tloustkovy (radidlni) pfirtstek hmoty dieva za jedno vegetacni obdobi, je
tvofen zejména cCinnosti délivych bunck kambia. Letokruhy vznikaji vlivem pieruSeni
tloustkového ristu dieva v pribehu vegetacniho klidu, ktery nastdva v mirném a chladném
pasmu. Prirtstky jednotlivych letokruht se na sebe vrstvi a tim vzniké kuZzelovity tvar kmene
stromu. V letokruhu lze u vétSiny diev rozliSit jarni ¢ast letokruhu (je svétlejsi) a letni cast

letokruhu (je tmavsi).

~ jarni dievo
-' Obr. ¢. 7 Letokruhy
Podle tvaru letokruhti na pfi¢éném fezu rozliSujeme tyto skupiny diev:
e dfeva jehlicnatych dievin
dreva listnatych dfevin s kruhovité porovitou stavbou
dfeva listnatych dievin s polokruhovité pérovitou stavbou

dfeva listnatych dfevin s roztrousen¢ porovitou stavbou
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Prvni tfi skupiny maji letokruhy s jasné¢ oddélenymi pfirtistky jarniho a letniho dieva.
U posledné jmenované skupiny jsou letokruhy vétSinou nezietelné a nelze presné odlisSit

ptirtistky jarniho a letniho dfeva.

2.4.2. Drenové paprsky

V podstaté jde o rizné mohutnd seskupeni parenchymatickych bunck, ty jsou
orientovana kolmo na osu kmene.

Z makroskopického pohledu se dieniové paprsky déli na tii skupiny:

- Siroké¢ (jsou viditelné ve vSech tfech fezech)

- uzké (jsou viditelné v R-fezu)

- velmi Uzké (makroskopicky nezietelné)

V pohledu jednotlivych fezi se jevi dienové paprsky takto:

- P-fez — pasy kolmé na letokruhy

- R-fez — leskl¢é plosky (nazyvame je zrcatka)

- T-tfez — svislé carky

2.4.3. Cévy (tracheje)

Jsou to vodivé Castice dieva listnaca. Jde o rizné dlouhé kapilary orientované ve sméru
osy kmene. Pfi makroskopickém pozorovani rozliSujeme makrocévy (maji prumér vetsi nez
0,Imm a jsou okem viditelné), mikrocévy (maji primer mensi nez 0,1mm a nejsou viditelné
pouhym okem). Mikrocévy jsou vidét pouze u diev s kruhovité porovitou stavbou.

Dfteva listnact délime podle uspofadani trachet takto:

- dfeva listnatych dfevin s kruhovité porovitou stavbou

- dfeva listnatych dfevin s polokruhovité porovitou stavbou

- direva listnatych dievin s roztrousené porovitou stavbou

V pohledu jednotlivych fezil se jevi tracheje takto:

- P-fez — drobné otvory

- R a T-fez — svislé ryhy
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2.4.4. Pryskyriéné kanalky

Jsou tvotfeny buitkami jenz tvofi a vylucuji pryskyfici. Jde o charakteristicky znak pro
jehli¢naté dieviny, kromé jedle, tisu a jalovce. Makroskopicky Ize pozorovat pouze vertikalné
orientované kanalky, horizontdlni nejsou viditelné.

V pohledu jednotlivych fez se jevi tracheje takto:

- P-fez — drobné tecky

- R a T-fezy — svislé jemné pasky vyplnéné pryskyftici

2.4.5. Drenové skvrny

Jde o pasy takzvané hojivého parenchymu, které vznikly v disledku poskozeni kambia
hmyzem nebo bakteriemi. Vyskyt téchto skvrn je nejbéznéjsi u dievin listnatych stromd.

Ve vSech fezech se jevi jako hnédé skvrny rlznych tvarl, zpravidla v blizkosti

letokruhd.

2.4.6. Suky

Ze sukl vyristaji vétve, nebo jsou jejich pozistatky. Suky jsou povazovany za vadu
dreva. U drev jehli¢nanii nam mtzou poslouzit jako pomocny uréovaci znak.

V pohledu jednotlivych fezl se jevi suky takto:

- P a T-fez — pfevazné¢ ovalny tvar

- R-fez — tmavsi pruh jdouci kolmo na osu kmene
2.4.7. Povrchové a vzhledové vlastnosti
Jde o vlastnosti dfeva patrné zrakem, hmatem a ¢ichem. Néktera dieva maji napiiklad

wevr

a vzhledové vlastnosti dieva jsou tyto: barva, lesk, zvlaStnosti textury dfeva, ocka,

svalovosti, kofenice, liskovcové dievo, reakéni dievo, ving.
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2.4.8. Fyzikalni a mechanické vlastnosti direva

vvvvvv

praktickém urovani nejpouzitelnéj$i mechanické vlastnosti hustota a tvrdost.
2.4.8.1. Hustota

Hustota dfeva se znaci pismenem p, jde o pomér hmotnosti a objemu. Jako jednotku
zpravidla pouzivame kg/m™. Hustota je mé&fena pii vlhkosti dieva 12%.

Podle hustoty délime dfeva na:

1). lehka — s hustotou do 540 kg/m™ — smrk, jedle, borovice, topol, lipa

2). stfedné t&7ka - s hustotou 540-750 kg/m™ — modiin, buk, dub, jilm

3). t&7ka - s hustotou nad 750 kg/m™ — akat, habr

2.4.8.2. Tvrdost

Tvrdost je oznaCovéana jako schopnost dfeva klast odpor proti vnikani jiného télesa.
Vzhledem ktomu ze dfevo neni homogennim materidlem je urCovani tvrdosti dieva
obtizngjsi. Celni tvrdost méfime pii vlhkosti dieva 12%. Pro b&zné makroskopické uréovani
sta¢i urcit tvrdost vzorku orienta¢né vrypem.

Dle tvrdosti délime dieva na:

1). me¢kka — smrk, jedle, lipa

2). sttedné tvrda — modtin, buk, dub

3). tvrda — akat, habr
2.5. Mikroskopicka stavba dreva

Mikroskopickou stavbo dfeva zkoumame, podobné jako makroskopickou, ve tiech
fezech, pficném, radidlnim a tangencialnim. Aby bylo mozno pozorovat strukturu tkdné je
nutno vytvofit tak tenké fezy, aby jimi prosel pfi pozorovani dostatek svétla.

Tak jako u jinych rostlinnych organisma tak i u dievin je vétSina hmoty tvofena
rostlinnymi bunikami, které jsou stmeleny poréznim vazivem. VéEtsi bunky lze sledovat jiz pti
dvaceti nasobném zvétSeni, pro kvalitni pozorovani pouzivime zvétSeni na nékolika set

nasobek plivodniho obrazu. Buiiky dfeva jsou rozmanité nejen co se tyce funkce, ale i co se
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tyCe tvaru. Slozeni dieva listnatych a jehli¢natych stromt se lisi, proto popis rozdéluji do
dvou podkapitol. V prvni ¢asti bude popsana zakladni anatomicka stavba jehli¢natych drevin
a ve druhé casti se budeme vénovat stavbé dreva listnact.

2.5.1. Anatomicka stavba dreva jehli¢nant

Dtevna hmota jehli¢nantl je tvofena témito ¢asticemi:

2.5.1.1. Trachejdy

hladié lezata tracheida
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Obr . 8 Vertikalni tracheidy

Tracheje tvoii az 90% objemu dfeva jehli¢natych drevin. Tyto bunky maji vétSinou
protahly tvar a na koncich jsou zaspiatélé. Zivé tracheje jsou obsaZeny pouze ve vrstvé
posledniho letokruhu kmene rostliny. Tracheje postupné odumiraji, koncem zimy odumiou
vSechny tracheje posledniho ro¢niho kruhu. Jarni tracheje vytvofené v jarnim dievé maji
hlavné vodivou funkci. Letni tracheje (jsou obsazeny v letni ¢asti letokruhu) maji funkci
mechanickou. Jejich blany jsou silngjsi na ukor velikosti lumenu. Konce letnich tracheji jsou
zakonCeny vice do Spice. Uvniti jednotlivych letokruhli je pfechod mezi jarnimi a letnimi

trachejemi pozvolny a neni ostfe ohranic¢en. Na sténach tracheji jsou umistény tzv. dvojbody,
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nachdzeji se vétsSinou u jejich koncii a slouzi ke spojeni se sousednimi trachejemi. U dievin
s pryskyficnymi kanalky se dale vyskytuji horizontalni (hladké) tracheje. Lezaté tracheje jsou

soucasti dienovych paprsku.

2.5.1.2. Parenchymatické bunky

Parenchymatické buiiky maji hranolovity tvar. Typickymi ztenCeninami v téchto
buiikach jsou jednoduché ztenceniny zvané tecky. Parenchymatické buniky zlstavaji vétSinou
dlouho zivé. Bunky obsahuji protoplazmu, $krob, olej, pryskyfici a tfisloviny. Tyto bunky
slouzi k latkové vyméné a k ukladani zasobnich latek. Paranchym v jadie dieva odumira
a latky které obsahuje zpiisobuji zbarveni jadra. Radidlné uloZené parenchymatické buiiky
vytvareji dienové paprsky. Axidln€ ulozené parenchymatické buiky vytvareji podéIn€ dievni

parenchym. U nékterych dievin jehlicnani tvofi pryskyfi¢né kanalky.

Obr. 10 Parenchimatické bunky

2.5.1.3. Dfennové paprsky jehli€natych drevin

Dienové paprsky jehlicnatych dievin jsou tvofeny paranchymatickymi buiikami.
Paprsky se hvézdicovité rozbihaji zjadra nebo jednotlivych letokruhli. Tyto paprsky jsou
kolmé na vlakno dfeva a v transverzalnim fezu jsou patrné jako tmavsi pasky probihajici mezi
drobnymi otvory tracheji. Pii pohledu na tangencidlni fez jsou patrné jako pficky kolmé na
tracheje a vlakna. Na tangencialnim fezu jsou paprsky patrné jako vietenovité utvary u nichz
1ze spocitat pocet bunéénych vrstev.

Dienové paprsky u jehli¢natych dievin délime:

1). Homogenni — jsou tvofeny pouze paranchymatickymi bunkami

2). Heterogenni - jsou tvofeny paranchymatickymi bunkami a lezatymi tracheidami
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2.5.1.4. Pryskyii¢né kanalky

Tyto kanalky se vyskytuji u vétSiny naSich jehli¢natych dievin, vyjimku tvoii jedle, tis

pryskyfici.

Pryskyfti¢né kanalky délime na dva typy:

1). Vertikalni kanalky — ty jsou ulozeny rovnobézn¢ s osou kmene

2). Horizontalni kanalky — ty jsou ulozeny naopak kolmo na osu kmene

2.5.1.5. Podélny drevni parenchym

ajalovec. Ve dfevé listnatych stromt se pryskyficné kanalky netvofi. Kandlky vznikaji
rozestoupenim bun€k a vyplnénim vzniklého prostoro pryskyfici. Pro vznik pryskyfi¢énych

kanalki je dilezita vrstva epitelovych bun€k na jeho vnitinim obvodu, tyto bunky vylucuji

Podélny (axidlni) dfevni parenchym je tvofen svislymi fadami parenchymatickych

okolo pryskyti¢nych kanalka.

2.5.1.6. Usporadani bunék ve drevé jehlicnanu

bun¢k s prehradkami kolmymi nebo Sikmymi k podélnym sténam. Podélny dievni parenchym

se u dfev jehli¢nani mnoho nevyskytuje, u n€kterych diev zcela chybi. Vyskytuje se zejména

Na obrazku vidime uspofadani bunc¢k ve dfevé jehlicnani. Uspotadani je prehledné

zobrazeno ve vSech tifech fezech.

pryskyfiény kanalek

vertikalni jarnitracheidy  |etni tracheidy

] ,-LEryskyFiény
' Kanalek

horizontalni

ol 7
2 )
L

drefiovy

Obr. 11 Usporadani bun€k ve dievé jehli¢nant
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2.5.1.7.1. Pohled na jednotlivé mikroskopické rezy dievem jehli€nant

Na obrazcich 12, 13 a 14 vidime fotografie mikroskopickych preparati dieva smrku.

Fotografie zobrazuji vSechny tfi fezy dfevem. Na fezech je patrné rozmisténi jednotlivych
bunék.
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2.5.2. Anatomicka stavba dreva listnacu
Dievna hmota listnaci je tvofena témito casticemi:
2.5.2.1. Cévy

Cévy jsou znacné protahlé, odumielé buniky které maji zna¢né ztloustlé stény. Témito
cévami jsou ve dieveé vodény vyzivné roztoky. Tyto vodivé ¢astice jsou v listnatych dievinach
umistény axialng€. Tracheje, takzvané pravé cévy, tvoii dlouhé kanalky sestavené s bunék bez
pticnych piihradek. Pokud se u ptfepazky vytvoii jeden otvor, nazyvame tuto perforaci
jednoduchou, kdyz se vytvori nékolik S$térbinovitych otvord,, poté perforaci nazyvame
schodovitou. Poté co dojde ke spojené bunck protoplazma a jadro odumiraji. Tyto cévy
mohou mit celou fadu tvart, mohou byt vietenovité, valcovité nebo soudkovité, tvarovani cév
zvySuje jejich pevnost. Jarni cévy jsou u nékterych stroml vyrazné $irs$i nez v letnim dieve.
Diky tomu se pfi pohledu pouhym okem muze zdat, Ze se tyto cévy vyskytuji jen v jarnim
dievé a jejich uspofaddani je kruhovité podle letokruht.Takovyto typ difeva se nazyva

kruhovité porovity, naopak dfeva u nichz se Siroké cévy vyskytuji v celém dievé nazyvame

19



cevni Clanky

— mikrocév roztrousen¢ porovitd. Délka cév je vjarnim dievé priblizné
" a 0,4mm a v letnim dieve jsou o néco delsi.
makrocév

Z hlediska pticnych rozméra cévy rozdélujeme na:
Makrocévy — maji rozmér vétsi nez 0,1 mm
Mikrocévy — maji rozmér mensi nez 0,1 mm

Cévy maji na svych sténach typické dvirkaté ztenceniny

Obr. 15 Céva

2.5.2.1.1. Dvojtecky (dvurkaté ztenceniny)

C Dvirkaté ztenéeniny
(dvojtecky)

A - dvojtecka jehlienani (T)
B - dvojtecka listnaga (T)
C - dvojtecka z pohledu R fezu

Obr. 16 Dvirkaté ztenCeniny

Tyto ztenceniny piedstavuji mikroskopickd mista bunéénych stén, kde chybi sekundarni
bunécéna sténa. Tyto ztenCeniny stén nejsou typickd jen u cév listnatych stromi ale vyskytuji
se 1 u tracheid jehlicnant a tracheid listnaca. U tracheid jehlicnantt méa dvojtecka uzaviraci
blanku ztloustlou do tvaru diskového ttvaru nazyvaného torus. Dvojtecky bunék diev listnaca

jsou rozméroveé mensi nez u bunék jehli¢nand a netvofti torus.
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2.5.2.2. Libriformni vlakna (sklerenchym)

Obr. 17 Libriformni vlakna (sklerenchym)

Tento druh buné¢k je vyvinut pouze u listnatych dievin, je pri¢inou jejich vétsi pevnosti
a prezentuje priblizn¢ jednu polovinu jeho hmoty. Tyto bunky jsou v podstaté vyztuzovacimi
elementy dieva listnact. Jde o dlouhé a na koncich zaspicatélé buiiky které jsou do sebe
navzdjem zaklinéné. Poté co buiiky dorostou tak odumiraji a jsou vyplnény vzduchem.
U tvrdych dfevin maji tyto bunky stény velmi tlusté. Bunky jsou fidce teckované se Sikmymi
Stérbinovymi pory. Libriformni vlakna vytvareji vlaknité snopce viditelné pouhym okem, tyto

utvary se nazyvaji libriform.

2.5.2.3. Parenchymatické burky listnacua

Obr. 18 Parenchymatické buniky listnaca
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Tyto bunky jsou svoji stavbou a svym tvarem podobné parechymatickym bunkam
jehlicnant. Téchto bunck je ve dievech listnacli znatelné vice nez ve dievech jehli¢nant.
Bunky maji hranolovity, krychlovity, nebo vietenovity tvar. Pro parenchimatické buiiky jsou
typické jednoduché ztenceniny zvané teCky. Bunky maji pomocnou vodivou, zasobovaci
funkci.

Radialné€ natocené bunky tvoii diefiové paprsky. Radidln€ polozené bunky tvoii podélny

dfevni parenchym.

2.5.2.3.1. Drenové paprsky listnacu

Dtenové paprsky listnacl jsou tvofeny ruzné¢ mohutnymi soubory bunék, ty jsou
orientovany kolmo na osu kmene. Tyto paprsky jsou vrstveny v jedné az mnoha vrstvach,
tohoto znaku mlZeme vyuzit pfi urCovani druhu dfevin. Vrstvenost je nejlépe vidét na
tangencidlnim fezu. Drenové paprsky listnacli jsou tvofeny parenchematickymi buitkami
rizného tvaru. Buiky jsou lezaté stojaté, nebo Ctvercové.

Drtenové paprsky u listnact délime na dva typy:

1). Homogenni — jsou tvofeny parenchematickymi bunikami stejného tvaru

2). Heterogeni - jsou tvoieny parenchematickymi bunikami riznych tvart

Jsou vSak dieviny u nichz se setkdvame s nepravymi dienovymi paprsky, naptiklad
jedle a olSe. Nepravé (n¢kdy zvané sdruzené) dieniové paprsky jsou souborem drobnych

dreniovych paprski, ty jsou na sebe nahustény a jevi se jako jeden mohutny dfetiovy paprsek.

2.5.2.3.2. Podélny (axialni) direvni parenchym listnacu

Tyto Utvary jsou tvofeny soubory parenchymatickych bunék orientovanych soubézné
s osou kmene. Bunky maji na pfiéném fezu ovalny tvar. Od jinych vlaken (libriformnich
vlaken nebo vlaknitych tracheid) se obvykle 1i$i ten¢imi bunéénymi st€énami a obsahem.

Podélny dievni parenchym lze podle seskupeni rozlisit na:

1). Apotrachalni — jeho buniky nemaji kontakt s vodivymi anatomickymi elementy

2). Paratrachalni — jeho bunky jsou seskupeny v blizkosti vodivych elementi

Pii pozorovani vzorkii dfeva listnd¢ nam podélny dfevni parenchym muze byt

voditkem ke spravnému urceni druhu dreva.
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- rozptyleny

A 1
2 - rozptylené nakupeny
3 - svazkovy
4 - a) tangencialné sitovity
4 - b) zebticCkovity
5 - hrani¢ni
Obr. 19 Apotrachealni - podélny dievni parenchym listnact
1 - skupinovy
2 - vazicentricky
3 - ktidlovity
4 - vazicentricky splyvavy az kiidlovité splyvavy
5 - svazkovy
6 - a) jednostranné vazicentricky
6 - b) jednostranné ktidlovity

Obr. 20 Paratrachélni - podélny dievni parenchym listnact
2.5.2.4. Tracheidy (cévice) dieva listnacu

., Vazicentrické  y|aknité tracheidy
cévovité tracheidys, N 5
tracheid f

A

A

Obr. 21 Tracheidy (cévice) dieva

@ [5] ‘fygg @G-ar;, (-;@m@@h)@ @d’@, 3

listnacu
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Tracheidy (cévice) se vyskytuji ve dfevé nekterych listnatych drevin. Zpravidla je
obtizné je rozlisit od librifornich vldken. Tracheidy (cévice) jsou na rozdil od tracheji bez
perforace, obsahuji zase mnoZstvi uzaviratelnych pori. Stény tracheid jsou zdievnatélé a asto
byvaji vyztuzené Sroubovicemi. Tracheidy mohou byt kratké (cévovité) a protahlé (vlaknité).
Na sténach tracheid je fada tecek a dvojtecek.

Tracheidy (cévice) se vyskytuji do tiech forméch:

1). Cévovité tracheidy — tvoii jakysi pfechod tracheidami jehli¢nanli a cévami listnaci.
Jde o protahlé uzaviené buiiky s dvojteckami na sténach. Tyto buiiky maji vodivou funkeci.

2). Vazicentrické tracheidy — jde o kratké bunky nepravidelného tvaru. Tyto bunky se
vyskytuji v blizkosti cév a na sténach maji drobné dvojtecky. Maji pomocnou vodivou funkci.

e Vlaknité tracheidy — jde o jakysi pfechodny typ anatomické ¢astice mezi tracheidami
listnact a libriformnimi vldkny listnaét. Casto jde o tlustosténné protahlé a zadpicatélé
buiiky s malimi okrouhlimi dvojteckami na sténdch. Funkce téchto bunék je

mechanicka.

2.5.2.5. Usporadani bunék ve drevé listnacu

Na obrazku vidime uspotfddani bunék ve drevé listnacl. Uspotadani je piehledné

zobrazeno ve vSech tiech fezech.

letni cevy jarni cévy libriformni viakna

Obr. 22 Usporadani bunék ve dieve listnact
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2.5.2.5.1. Pohled na jednotlivé mikroskopické fezy dfevem listnacl

Na obrazcich 23, 24 a 25 vidime fotografie mikroskopickych preparatii dieva jilmu.

Fotografie zobrazuji vSechny tfi fezy dfevem. Na fezech je patrné rozmisténi jednotlivych
bunék.
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Obr. 24 Radialni fez — jilm
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Obr. 24 Tanencidlni fez — jilm

2.5.3. UrCovani dfev dle mikroskopické stavby

2.5.3.1. UrCovani listnatych drevin dle mikroskopickeé struktury

Akat

Dievo kruhovité porovité. Dievo obsahuje vSechny elementy dfevni stavby. Jarni tracheje
jsou znaéné Siroké, jednotlivé nebo po dvou az tfech ve skupinich a tvoii Siroké pasmo
v letokruhu. Maji jednoduchou perforaci a ¢etné dvojtecky s pricnym, skulinovym pérem.
Tracheje v pozdnim dfevé letokruhu jsou tésné nahlouceny v skupinkach a spojeny v kratké
Sikmé pasy, byvaji vyztuzené Sroubovitymi liStami. VSechny cévy, hlavné v jadrovém dreve,
jsou vyplnény tenkosténnymi thyllami vyjma nejmladsi letokruhy. Tracheidy jsou vesmés
opatieny Sroubovicemi. Dfetiové paprsky homogenni jsou mnohovrstevné, vyjmecné
jednovrstevné. Bunky dienovych paprskil jsou vesmés tlustosténné, drobné teckované, na
tangencialnim fezu okrouhlé. Tu a tam obsahuji driizy krystalkti Stavelanu vapenatého. Dievni
parenchym je velmi hojny, obklopuje hlavné cévy. parenchymatické buiky byvaji Casto

protahlé v typické vietenovité buiiky, jez jsou zvlasté hojné v jarnim dfeve. V raném dieve
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tvofi hlavni soucast zakladni tkané. libriform je hojné vyvinut zejména v pozdni vrstvé
letokruhu a je slozen z vlaknitych, velmi tlustosténnych, fidce a drobné¢ teckovanych bunék,
jez maji v jadrovém dieveé hnédy, tiislovinny obsah.

Bftiza

Dievo roztrousené porovité. Tracheje jsou uzké, ojedinélé nebo ve skupinach po 2-3,

MV

ziidka az po 7 v radidlnich fadach s typickou mfizovou perforaci a s ¢etnymi dvojteCkami na
Dienové paprsky jsou homogenni, 1-3 vrstevné, ziidka 4 vrstevné, slozené z bunék pomérné
tlustosténnych a napadné malych. libriformni vldkna jsou drobné a fidce dvojteckovana.
V pozdnim dfevé letokruhti tvoii dfevni vlakna tfi az Ctyfi fady typickych , tlustosténnych
bunék, tangencidln¢ zplostélych. Dfevni parenchym je velmi sporti, slozeny z bunck
podobnych buikdm dfefiovych paprski a obsahuje zna¢né mnozstvi tfislovin. Cévy ani
v jaderném dievé neobsahuji thylly.

Buk

Dievo roztrousen¢ porovité. Tracheje jsou velmi Cetné a husté sefazené, ojedin€lé nebo
po dvou az Sesti ve skupinkach. Siri cévy v jarni &asti letokruhu maji jednoduchou perforaci,
uzsi cévy v pozdnim dievé maji miizovitou perforaci (az 20 pricek). Stény cév jsou fidce
teCkované a jen na styénych sténach s dienovymi paprsky jsou tecky hojnéjsi. Dienové
paprsky jsou znacné Siroké a vysoké a jsou ve dvou ruznych velikostech: nékteré jsou
jednovrstevné a mensi pocet je mnohovrstevnych, sloZzenych z parenchymatickych bunck
pomérné tlustosténnych. Na hranici letokruhu jsou vzdy rozSitené (pfi¢ny fez). Buiky
dfenovych paprsky maji ve styénych sténdch s cévami velké jednoduché tecky. Dievo
obsahuje velmi ¢etné vlaknité tracheidy, které tvoti prechody k libriformnim vlakniim. Oboje
tvofi hlavni soucasti dieva, jsou znacné protahlé, velmi tlustosténné a fidce teCkované. Dievni
parenchym doprovazi tracheje i tracheidy a je i bohaté¢ rozptylen mezi dfevnymi vlakny.
Sklada se z protahlych bunék drobné tecCkovanych, s pficnymi st€énami ¢asto Sikmymi. Vnitini
cast dieva je suSSi a nemd jadro barevné vyznaCené a odlisné od béli. Pouze pti tvorbé
nepravého jadra jsou cévy cCasto vyplnény thyllami, zvlas§té v okrajovych partiich,
a parenchymatické bunky dienovych paprskii obsahuji nacervenalé az naZloutlé, riizné velké
ktlovité nebo zrnité inkluze. Pfitomnost thyll a obsah dfevnich gum jsou mikroskopické

ptiznaky nepravého jadra.
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Dub

Dievo kruhovité poérovité. Siroké cévy s jednoduchou nebo miiZovitou perforaci
o hladkych sténéch, husté teCkovanych. tracheje jsou osamocené nebo tvoti skupinky po 2-4.
Tracheje pozdniho dfevo a zuzuji a jsou sestaveny v radidlnich fadach, stidajicich se s pruhy
libriformu a dfevniho parenchymu. perforace jarnich cév je vesmés jednoducha, Gzké cévy
maji vétSinou miizovitou perforaci. Trachealni ¢lanky jarnich cév jsou kratické, pozdéjsi cévy
maji ¢lanky delsi, vybihajici vedle perforace v tupy privések. Stény vSech cév jsou hladké, ale
husté posety dvojteckami a Stérbinovitymi poéry. Dientové paprsky jsou homogenni ve dvou
ruznych velikostech: velmi Siroké, mnohovrstevné a uzké, necastéji jednovrstevné. Libriform
je bohaté vyvinut a sklad4d se z dlouze vldknitych, tlustosténnych bunék, prevlada hlavné
v pozdnim dfevé. Dfevni parenchym je hojny v cetnych nepravidelnych a jednotadych
tangencidlnich pasech, tvoii Siroké vrstvy, zejména v jarnim dfevé. Nahradni buniky chybéji.
V jaderném dfevé jsou cévy vyplnény thyllami.

Habr

Dievo roztrouSen¢ porovité. Tracheje jsou tzké, ojedinélé nebo v radialnich fadach po
Sesti, s jednoduchou perforaci a se st€énami vyztuZenymi jemnou Sroubovici (uZsi cévy).
Dfienové paprsky jsou homogenni, hojné, jednovrstevné a dvouvrstevné, slozené z bunck
pomérn¢ tlustosténnych, Druzi se casto po nékolika v Siroké nepravé drefiové paprsky.
Mnozstvi téchto sdruzenych paprskii ve dievé neni u kazdého habru stejné, méni se podle
stromu a pidy. V nékterém kmeni je jich velmi mnoho, u jiného né¢kdy chybé&ji. Dievni
parenchym je hojny v jednobunéénych, kratkych, tangencidlnich a Sikmych fadach.
libriformni vldkna jsou zna¢né protahla, zaspicatéla a velmi hojnd. Thylly se nevyskytuji.

Hruska

Dievo roztrousené porovité. Struktura je velmi podobna jablofiovému dfevu, tracheje
nejcastéji  jednotlivé nebo v malych skupinkdch po 3-4, stejnomémé roztrouSené |,
s jednoduchou perforaci a hladkymi sténami. VI1aknité tracheidy jsou tlustosténné a jako
ujabloné zastupuji chybé&jici libriform. Dfefiové paprsky jsou heterogenni, vétSinou
vicevrstevné, dosti vysoké. Dfevni parenchym je velmi hojny, vtrouSeny mezi vlaknitymi
tracheidami. Parenchymatické buniky maji ¢asto hnédy obsah. thylly se nevyskytuji

Jablon

Dievo roztrouSené¢ porovité. Tracheje maji jednoduchou perforaci a hladké stény.
Vlaknité tracheidy zastupuji libriform, ktery chybi tak jako u hrusky. Dfenové paprsky jsou
jedno i vicevrstevné, slozené z bun€k pomérné tlustosténnych, husté¢ teckovanych. Dievni

parenchym je vtrouSen v drobnych skupinkach mezi vlaknitymi tracheidami. V jaderném
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dfevé maji skoro vSechny bunky, zejména parenchymatické a Casto i cévy, hnédy obsah
a stény nahnédlé.

Jasan

Dievo kruhovité poérovité. Tracheje v jarnim dievé jsou vétSinou jednotlivé nebo
v parech, ziidka tvofi skupinky po tfech, v pozdnim dievé po 2-4 ve skupinkach v kratkych
radialnich fadach. Cévy maji jednoduchou perforaci a silné stény poseté dvojteckami, které
jsou ptevazné okrouhlé a jen pii velkém zhusténi mohou byt téz Sestiboké. Pory tecka jsou
vodorovné, ovalné, stérbinovité a v prilehlych dvojteckach téz zkiizené. Tracheidy chybéji.
Dienové paprsky jsou homogenni, vétSinou vicevrstevné, slozené z bunék tlustosténnych,
dob¢ teCkovanych, skoro kvadratickych, dosti stejn¢ vysokych. Libriform je velmi hojny,
z tlustosténnych, drobné teCkovanych vldken. Dievni parenchym je vyvinut hlavné € kolem
cév a v hrani¢ni vrstvé pozdniho dieva, sklada se z tlustosténnych, husté teckovanych bunék.

Javor

Drievo roztrousené porovité. Cévy jsou vétSinou ojedinélé nebo po 2-5, ziidka i vice ve
skupinkach nebo v radialnich fadach. Maji jednoduchou perforaci a velmi husté, navzajem se
dotykajici a hranaté stlacujici dvojteCka se Stérbinovitym pficnym poérem. Tracheje, jez
hrani¢i s dienovymi paprsky, maji teCky mensi, tracheje hranicici s libriformem nemaji tecky,
ale jsou vyztuzeny Sroubovici. Dienové paprsky homogenni jsou vétSinou vicevrstevné, jen
ojedinéle jednovrstevné a nejvySe 20 bunék vysoké. Buiky dfeniovych paprskii jsou
tlustosténné a maji husté velké teCky. Libriformni vldkna jsou velmi hojnd, tvoii pravidelné
radialni fady a skladaji se tlustosténnych, drobné teckovanych vldken. Dfevni parenchym je
velmi spory, hlavné v okoli cév a v hrani¢ni vrstvé letokruht, kde se sklada ze zplostélych
tlustosténnych bunék a tvoii uzky tangencialni pasy. Thylly nejsou vyvinuty.

Jerab

Dievo roztrousené porovité. Tracheje jsou uzké, ojedinélé, stejnomérné roztrousené
s jednoduchou perforaci vyztuzené na sténach jemnou Sroubovici. V pozdnim dievé jsou
velmi Cetné cévy fid¢eji rozmisténé, jenom ojedin€lé a trochu hranaté. Dienové paprsky
zieteln€é heterogenni, vétSinou dvouvrstevné, nékteré téz jednovrstevné, husté vedle sebe
sefazené, skladajici se z pomérné tlustosténnych, teckovanych bunék. VI1dknité tracheidy jsou
velmi hojné, tlustosténné, dvojteckované a nékdy vyztuzené jemnou Sroubovici. Dievniho
parenchymu je malo a je vtrousen mezi trachejemi. Dfevni vlakna jsou jemné teckovana.

Vsechny parenchymatické buniky i mnohé cévy maji v jaddrovém dievé hnédy obsah.
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Jilm

Dievo kruhovité porovité. Tracheje v jarnim dieve tvoii radidlni fady, maji jednoduchou
perforaci a malé Stérbinovité tecka, ¢asto vyplnény thyllami. Tracheje v pozdnim dievé jsou
o polovinu uzs8i, maji téz jednoduchou perforaci, na sténach kulaté dvojtecky, Casto jsou
vyztuzené jemnou Sroubovici. Jsou sestaveny vétSinou v tiifadovych tangencidlnich pasech.
Tracheidy jsou hlavné v pozdni vrstvé a podobaji se uzkym trachejim. Dietiové paprsky jsou
vicevrstevné, Siroké 3-6 bunék a vysoké 15-20 bun€k, mensi jsou jednovrstevné. libriform je
hojny, slozeny z tlustosténnych vlaken fidce a drobé teckovanych. Dievni parenchym je
bohaté vyvinut, hlavné na zac¢atku nového letokruhu a mezi skupinami velkych a malych cév.
Paratrachedlni parenchym tvoii charakteristické krouzky kolem tracheji v pozdnim drevé
a jeho buniky mivaji zahnédly obsah. V jadrovém difevée byvaji v cévach vyvinuty thylly.

Jirovec

Dievo roztrousen¢ porovité. Tracheje jsou ojedin€lé nebo po 2-6 v radidlnich fadach
s jednoduchou perforaci, jejich stény jsou posety drobnymi hustymi dvojteckami a vyztuzeny
Sroubovici. Dreflové paprsky jsou jen jednovrstevné, slozené z tlustosténnych a hrubé
teCkovanych bunék. Libriform je hojny, slozeny z tlustosténnych, drobn¢ a fidce te€¢kovanych
vlaken a tvofi pravideln€ radialni pruhy. Dievni parenchym je velmi spory a pouze v pozdni
vrstve letokruhtl. jadrové dievo ma malo nebo zadné thylly.

Kastan

Dievo kruhovité porovité. Jarni tracheje maji hladké stény s jednoduchou perforaci.
Dftenové paprsky jsou homogenni, jednovrstevné, slozené z teckovanych bunék. Kolem cév je
velmi hodni dfevni parenchym a vlaknité tracheidy, jez ptevladaji zejména ve vrstvé jarniho
dreva.

Lipa

Dievo roztrousené poérovité. Pritomny jsou vSechny dfevné elementy. Tracheje jsou
uzké a ojedin€lé nebo po nekolika v nepravidelnych skupinach v kratkych radidlnich tfadach.
Maji jednoduchou perforaci na sténach dvojtecky a jsou vyztuzeny silnou Sroubovici (nejlepsi
diagnosticky znak pro dievo lipy). Tracheidy se podobaji aZ na perforované piehradky
trachejim, jsou ovSem uzs$i a setkdvame se s nimi hlavné v pozdni vrstvé letokruhii. Dfefiové
paprsky jsou homogenni, velmi riznych vysek, skladaji se z teckovanych tenkosténnych
bun¢k. Jejich tvar na tangencialnim fezu je nepravidelny, jsou ¢asto ohnuté nebo zprohybané
a Sikmo poloZené. Dievni parenchym je hojny, tvoii jednoduché piimé vrstvy z bunck
zplostélych v radidlnim sméru, ndhradni vldkna byvaji na rozhrani vrstvy parenchymu

s libriformem. Libriform je hojny, v vldken fidce a drobné teckovanych
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Liska

Dievo roztrousené porovité. Tracheje jsou uzké, ojedinélé nebo po 3-8 v radidlnich
fadach, s miizovitou perforaci a s velkymi dvojteCkami na sténach. Sténa byva casto
vyztuZzena jemnou Sroubovici. Dieniové paprsky jsou homogenni, jedno- az dvouvrstevné
(sdruzené tiivrstevné), velmi riznych vysek, slozené z teCkovanych bunék. Dievni parenchym
je hojny. Libriform se sklada z tlustosténnych, drobounce a fidce teckovanych vlaken.

Olse

Dievo roztrousené¢ porovité. Tracheje jsou uzké, velmi cCetné, ojedin€lé nebo 2-6
vradidlni tad¢, s perforaci mfizovitou (12-25 pficek) a se sténami husté¢ drobné
dvojteCkovanymi. Dfenlové paprsky jsou homogenni, jednovrstevné, slozené z pomérné
tenkosténnych te¢kovanych bunék, s oranzovym obsahem. Casto se seskupuji vedle sebe
lezici jednovrstevné dienové paprsky v jeden Siroky nepravy dfenovy paprsek, takze 3-4
drenové paprsky byvaji sdruzeny ve skupiny. V tangenicidlnim fezu jsou tyto jednovrstevné
dfenové paprsky cato nepravidelné uspofadany. Mezi jednotlivym dfeflovymi paprsky
probihaji fady libriformnich vldken malo a drobné teckovanych. Dfevni parenchym je velmi
hojny a ve skupinach roztrouseny mezi dievnimi vlakny.

Ofech

Tracheje jsou veliké, jednotlivé nebo po 2-4 v radialnich tadach a jejich prumér se
zmensSuje rovnomerné od raného dieva k pozdnimu. Nékdy jsou pory usporadany do kruhu,
nejcastéji ojedinéle, ale téz v kratkych radidlnich skupinkach. cévy maji jednoduchou
perforaci a jejich stény jsou pokryty velkymi dvojteCkami se skulinovitym porem. V jadrovém
dievé byvaji cévy Casto vyplnény thyllami. libriform je hojny, stény jsou drobné teckované
a mezi vlakna je casto vklinén pruh metatracheélnich parenchymu. Dfevni parenchymu se téz
vyskytuje v pozdnim dfevé, kde tvoii dlouhé, jednotfadé tangencialni svazky, kolem tracheji
malo pocetné. Dientové paprsky jsou homogenni, vétSinou vicevrstevné, méné jednovrstevné,
slozené z parenchymatickych bun€k, o sténadch pomérné silnych, drobné teckovanych.
parenchymatické bunky mivaji ¢asto hnédy obal.

Platan

Dievo roztrousené porovité. Tracheje jsou velmi Cetné, ojedinélé nebo ve skupinkach po
3-8 s jednoduchou nebo miizovitou perforaci a s fidkymi dvojteckami a Stérbinovymi pory na
sténach. V jadrovém difevé jsou cévy vyplnény thyllami. Vlaknité tracheidy chybé&;ji.
Libriform je mirné tlustosténny, velmi hojny, dvojteckovany a v ni jsou vtrouSena cetna

nahradni vldkna. Dieniové paprsky jsou vétSinou vicevrstevng, slozené z tlustosténnych bunék,
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tu a tam uzavirajicich krystalky $tavelanu véapenatého. Dievni parenchym doprovazi hlavné
tracheje ve vrstvé pozdniho dieva a skladda se z protahlych bunék drobné teCkovanych.

Svestka

Dievo roztrousené porovité. Stavba podobna tresiiovému dievu. Tracheje jsou ojedin€lé
nebo v malych skupinkdch po 3-5, s jednoduchou perforaci a s krouzkovitymi nebo
Sroubovitymi liStami. Hojné vldknité tracheidy tvoftici piechod k libriformnim vlakntim, jsou
znacné tlustosténné, drobné teckované nebo s jemnou Sroubovici. Libriformni vldkna jarni
hladké stény, fidce teckované. Dietlové paprsky jedno i vicevrstevné, pres 1 mm vysoké,
skladajic se z bun¢k pomérné tlustosténnych, drobné teckovanych, 10-25 bunék vysokych.
Jadrové dievo ma stény bunécéné nazloutlé, n¢kdy i1 Cervenohnédé¢ a cévy v jadie jsou
vyplnény homogenni ¢ervenohnédou hmotou.

Topol

Od dfeva vrbového rozeznadvame dievo topolu okamzité podle homogennich diefiovych
paprskl, kterou jsou slozeny jen z lezatych parenchymatickych bun¢k, kdezto u vrb jsou
dieniové paprsky heterogenni. Kromé toho se vyskytuje u topoltt bohat$i tvorba thyll.
V ostatni anatomickd struktura dfeva topolu a vrby uplné stejnd. Drieniové paprsky jsou
jednovrstevné, jen u topolu ¢erného nékdy dvouvrstevné Tracheje jsou ve skupinkach po 2-3,
ziidka po 7 v radidlnich fadach. Dievni vlakna maji velké lumen a nejsou tak tlustosténna.
Dtfevni parenchym je maélo vyvinut, jen v pozdnim difevé na hranici letokruhii. Jsou casté
drenové skvrny.

TteSen

Drievo roztrousené porovité. Tracheje jsou ojedinélé nebo po 2-6 v radialnich skupinach
s jednoduchou perforaci, vyztuzené krouzkovitymi nebo Sroubovicovitymi liStami. Dienové
paprsky jsou heterogenni, vicevrstevné, tu a tam i jednovrstevné, sloZené z tlustosténnych, na
tangencidlnim prifezu okrouhlych bunék. Tracheje jsou vldknité, se sténou teckovanou nebo
vyztuzenou jemnou Sroubovici. Tvofi rozmanité piechody k libriformnim vlakniim, jez maji
hladké stény. Dievniho parenchymu je velmi maélo a je slozen z bun¢k pomérné
tlustosténnych, fidce teckovanych. Stény bunék v jadrovém dievé jsou bezbarvé a cévy maji
zlutavy obsah.

Vrba

Dievo roztrouSené¢ porovité. Dievo riznych druhti vrb se vyznacuje trachejemi
ojedinélymi nebo ve skupinkdch po 2-5 v radidlni fad€é seskupenymi. Maji na podélnych
sténach husté roztrousené dvojtecky. perforace cév je jednoducha. Typické jsou jednovrstevné

drenové paprsky, na jejichz obvodu jsou stojaté bunky, dvakrat az ¢tytikrat vyssi nez stiedni
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lezaté bunky. Je to tzv. heterogenni dienovy paprsek. Stojaté bunky maji ¢etné velké okrouhlé
teCky, zvlasté v mistech, kde hrani¢i s cévami. libriform je hojny, slozeny ze Sirokych
tlustosténnych vlaknitych bunék s drobounkymi teckami. Dfevni parenchym je malo vyvinut
a to jen na hranici letokruhu v pozdnim dfeveé. Cévy v jadrovém dieveé neobsahuji thylly.

Zimostraz

Dievo roztrousen¢ porovité. Tracheje jsou uzké, jednotlivé nebo parech, velmi Cetné,
stejnomérné v dievé roztrousené, s miizovitou perforaci a drobnymi fidkymi dvojteckami.
Dientové paprsky jsou heterogenni, jedno az dvojvrstevné, z tlustosténnych a fidce
teCkovanych bunék. Néhradni vldkna a libriform chybéji. Velmi hojné jsou vsak vlaknité
tracheidy, jez libriform zastupuji. Jsou tlustosténné, Siroké a hojn¢ dvojteCkované. Hojny
dfevni parenchym tvofi pfi¢né fady nebo skupiny kolem tracheji a skladé se z tenkosténnych
bunék. Stény vSech bunék jsou Zluté zabarveny, parenchymatické builky a tracheje maji Zluty

az zlutohnédy, v alkoholu nerozpustny obsah.

2.5.3.2. Uréovani jehliénatych drevin dle mikroskopické struktury

Borovice

Borové dievo se vyznacuje Cetnymi pryskyfi€nymi kanalky, jejichz sekretorické
epitelidlni buiiky jsou tenkosténné, v poc¢tu zpravidla 4-5 na pritezu a obklopené pochvou z 8-
10. rovn€z pomérné tenkosténnych parenchymatickych bunék. Vertikalni pryskyfi¢né kanalky
jsou nejcastéji jsou nejcastéji jednotlive, cetnéjsi a vétsi nez u smrku. Dieniové paprsky jsou
vétSinou jednovrstevné a slozené z parenchymatickych bun€k a piicnych tracheid.
parenchymatické buiiky jsou uprostted dieniového paprsku, jsou tenkosténné a maji velmi
napadné Siroké tecky. Na sténdch sousedicich s jarnimi tracheidami jsou tecky skoro
obdélnikové hranaté, na sténach Sterbinovity porus. Jednovrstevné dieniové paprsky jsou 1-12
bunék vysoké, vicevrstevné s pryskyficnymi kanalky obycejné 20-25 bunck vysoké.
V jadrovém dieve byvaji parenchymatické bunky dienovych paprski vyplnény pryskyti¢nou
hmotou. Na obvodu dfenovych paprskii probihaji soubézné s parenchymatickymi bunkami
pfi¢né tracheidy (kolmo k podélnym tracheidam letokruhu). Maji stény hrbolaté ztloustlé,
takZe na radidlnim fezu vypadaji zubaté. pocet pfi¢nych tracheid a parenchymatickych bunék

v dieniovém paprsku byva rizny.
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Cypfis

Mikroskopicky piipomina dievo jalovce, ma vSak $ir§i dieniové paprsky (10-25 bunck
nad sebou), misty dvouvrstevné, hojny dievni parenchym se Zlutymi az ¢ervenohnédymi
lesklymi inkluzemi.

Douglaska

Mikroskopicky se toto difevo vyznaCuje pryskyficnymi kanalky, zvIasté hojnymi
v pozdnim dfevé a jemnymi Sroubovicemi, jimiZ jsou vyztuzeny stény jarnich a vétSiny
pozdnich tracheid. Sroubovice jsou jemné&jii a probihaji vodrovnéji nez u tisu. Radidlni stény
podélnych tracheid maji jednu fadu, vzacnéji dvé fady dvojtecek. Na tangencidlnich sténach
poslednich tfad pozdnich tracheid jsou dvojteCky. Dfetiové paprsky jsou jednovrstevné
a vicevrstevné, pocet jednovrstevnych prevladd a vicevrstevné maji uprostted pryskyficny
horizontéalni kanalek (na tangencidlnim fezu). Dienové paprsky jsou doprovazeny na obvodu
pficnymi tracheidami s hladkymi sténami a s jemnou Sroubovici na vnitinich sténach,
parenchymatické buiikky byvaji ¢asto vyplnény pryskyficnou hmotou. Vertikalni pryskyti¢né
kanalky jsou na konci mladého dieva a predevSim ve starém dieve.

Modfiin

Mikroskopicky souhlasi modiinové dievo témét uplné dievem smrkovym, takze se
navzajem tato dfeva velmi Spatn¢ od sebe rozeznavaji. Dievo modfinové ma obycejné
dvojtecky na sténach jarnich tracheid drobnéjsi a hojnéjsi, velmi Cato jsou po dvou vedle sebe.
Radialni primér jarnich tracheid je u modfinu vzdy S§ir§i nez u smrku, také bunky dieniovych
paprskit modfinu jsou vzdy vys$si nez u smrku. Parenchymatické bunky v dfenovych paprscich
jsou u modfinu v jaderném dfevé vyplnény oranzovou az ¢ervenohnédou pryskyftici, kdezto
u smrku jsou skoro vzdy bez pryskytice. Makroskopicky rozeznavame modiinové dievo od
smrkového ihned podle vyznacné zbarveného jadra, jeZ u smrku nikdy neni rozliSeno.

Jalovec

Dievo ma charakteristickou stavbu cypfiSovitych diev. Pryskyficné kanalky nejsou ve
dievé vyvinuty. Drenové paprsky jsou vesmés jednovrstevné a slozené pouze
z parenchymatickych bunék. Byvaji tizké, sloZzené obycejné ze 2-5, vyjimecné az z 10 bunék
nad sebou. Radidlni stény bun¢k dfefiovych paprski maji na sty¢nych plochéach s tracheidami
drobné dvojtecky se Sikmym, skulinovitym pérem, piicné stény jsou bud’ uplné hladké, nebo
jen s fidkymi, drobnymi jednoduchymi teCkami. Uvniti téchto bunék byvéa Zzlutohnédy
pryskyfi¢ny obsah. Tracheidy jsou pomérné tzké, jejich stény maji Casto spirdlovité, husté se
ktizujici pruhovani, jez nesmi byt zaménéno se Sroubovitymi liStami, jako jsou u tisu nebo

douglasky), zejména zietelné v pozdnim difevu a nesou na radialnich sténach ojedinélé
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dvojtecky s pérem v jarnim dievé okrouhlym, v pozdnim ponékud skulinovitym a Sikmym.
Mezi tracheidami byva vklinéna misty fada vertikalnich parenchymatické bun¢k. Tento dfevni
parenchym je nejcastéji v pozdnim dieve letokruhii a jeho bunky obsahuji ¢etné kulickovité,
zluté¢ nebo zlutohnédé, v jaderném dreveé casto nacervenalé inkluze, jez n€kdy splyvaji
v podlouhlé zatky a ¢ernaji chloridem zelezitym.

Jedle

Vyznaénym znakem jedlového dieva jsou chybéjici pryskyficné kanalky a typicky
jednovrstevné dienové paprsky, jez se skladaji pouze z parenchymatické bunck, jejichz stény
maji drobné dvojtecky s velkym Sikmym vejcitym porem. Jednovrstevnost dienovych paprski
vynikd zvlasté na fezu tangencidlnim, kde dienové paprsky tvoii dlouhé, jednoduché tady,
vysoké 15-40 parenchymatickych bunck (nejcastéji nad 10). Tracheidy maji stény hladké,
poseté dosti husté velikymi dvojteckami, na styénych sténach s dfeflovymi paprsky maji
odpovidajicich dvojtecky Siroké, Sikmé pory, jinak jsou pory kruhovité a ptesné uprostied.
Pozdni tracheidy mivaji uzké, Stérbinovité, zpravidla Sikmé pory v dvojteckach. Ve starych
letokruzich uvniti kamene obsahuji bunky dienovych paprskii Cato krystalky Stavelanu
vapenatého, nékdy zlutohnédy, jakoby pryskyfi€ny obsah. Dievniho parenchymu je velmi
malo, pouze na vné&j$i hranici pozdniho dieva.

Limba

Anatomicka stavba limbového dieva je vcelku stejna jako u sosnového dieva a lisi se
hlavné tim, Ze pticné tracheidy maji stény dokonale hladké s malymi dvojteckami,
parenchymatické bunky jsou uprostfed dienového paprsku a maji na radidlnich sténach velké
teCka. Rozdil mezi jarnimi a pozdnimi tracheidami je poznendhla a nepatrny. jen na
tangencialnich sténach jsou hojné dvojtecky. Pryskyii¢né kanalky jsou velké a Cetné. Buiky
obsahuji v jaderném drevé Casto naZloutlou pryskyfici.

Smrk

Dievo smrku se vyznacuje pryskyficnymi kanalky, které jsou zvlasté¢ dobie patrny na
fezu transversalnim (vertikalni kanalky) a tangencidlnim (horizontalni kanalky). Vertikalni
pryskyficné kanalky jsou dosti fidké a ponejvice ojedinélé. Epitelidlni buiiky jsou drobné,
tlustosténné v poctu nejcastéji 10-12. Dienové paprsky jsou vétSinou jednovrstevné, méné
vicevrstevné, slozené uprostfed z parenchymu a na obvodu z piicnych parenchymatickych
bunék. Chybi. nékteré tracheidy v pozdnim dieve jsou vyztuzené jemnou Sroubovici.

Tis

Mikroskopicky se tis da snadno urcit podle napadnych Sroubovic, které vyztuzuji

podélné tracheidy. V ¢asném i pozdnim dfevé jsou stény tracheid piiblizné stejné tlusté.
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Pryskyfti¢né kanalky chybéji a také vertikdlni pruhy dievniho parenchymu, jez doprovazeji
u jinych jehli¢nana pryskyficné kanalky, nejsou vyvinuta, takze horizontalni parenchym je
pouze v dfettovych paprscich. Dfeflové paprsky jsou vesmés jednovrstevné a slozené pouze
z parenchymatickych bun€k. Na sty¢nych sténdch s tracheidami maji tyto bunky drobné
dvojtecky se Sikmym S$térbinovitym pérem. Dvojte¢ky na tracheidach jsou pomérné tidké, ale
velké se Stérbinovitymi, Casto zkiizenymi pory.

Vejmutovka

Mikroskopické zatky zcela souhlasi s anatomickou stavbou dieva limby.

3. Technologie pripravy a vyroby vzorka drevin pro

mikroskopické pozorovani

3.1. Vzorek dreva vhodny pro pozorovani mikroskopem

Tato ¢ast diplomové prace je vénovana pripravé trvalych mikroskopickych preparata
dfeva. Technologie ptipravy vzorkl je velice rozmanita a pro rizné typy vzorkd a metody
pozorovani volime rizné metody preparace. Pozadované vlastnosti na zhotoveny vzorek jsou
vétSinou stejné, vzorek musi byt vérny a dobfe Citelny, obsahovat dostatek pozorovatelnych
objektii (vice typli bunék), nesmi obsahovat jiné Castice nez hmotu dieva, byt dostatecné
tenky aby ho prosvitilo svétlo pozorovaciho mikroskopu. Casto jsou na preparat kladeny
i dalsi vlastnosti, naptiklad ¢asova stalost barev, dostate¢na barevnost atd. Disciplina ktera se
vénuje mikroskopickym vlastnostem dieva se nazyva xylotomie. Dfevo je velmi vyznamny

prumyslovy materidl a jeho vyzkum je tedy taktéz dulezity.

3.2. Zakladni metody mikroskopického zpracovani vzorka dreva

3.2.1. Schéma p¥ri zhotovovani trvalého preparatu dreva

Pokud nam pro pozorovani vyhovuje pfirozené zbarveni dfeva a neni nutnost jeho
barveni, tak pro zhotoveni preparatd pouzijeme nasledujici postup:

1. fixace

2. mékceni
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3. fezani

4. uzavieni do glycerolové zelatiny

5. oznacovani skli¢ek

Pokud pfirozené zbarveni vzorkii neni pro pozorovani dostatecné vhodné je notnost
vzorky tzv. barvit. Barvené vzorky je nutné ochrdnit pfed blednutim, proto je zalivame
kanadskym balzamem nebo damarovym lakem. Tyto média jsou nemisitelna s vodou, proto je
nutné do postupu zpracovani zafadit odvodiovani vzorkd. Pokud pouzijeme barviva kteréd
jsou rozpustna ve vodé, tak pro odvodnovani pouzijeme etanolu. Vzorem vypirame v etanolu
s 50% koncentraci a koncentraci postupné zvySujeme az na 95%. Pokud pouzijeme barviva
rozpustnd v etanolu, tak odvodiiujeme hned 95% roztokem. Dal$i moZny prostfedek je karbol-
xylol, jde o kyselinu karbolovou (fenol) a xylol v poméru 1:3 a poté samotny xylol. V téchto
ptipadech je postup ptipravy takovyto:

1. fixace
. mékceni
. fezani
. bileni
. barveni
. odvodnovani

. uzavieni do balzamu nebo laku

0O N N N B~ W

. oznac¢ovani skli¢ek

3.3. Vybér a orientacni rezy vzorki

Mikroskopickou strukturu difeva pozorujeme ve tiech zakladnich rovinach, pfi¢ném,
radidlnim a tangencidlnim. Orientace fezll vzhledem ke kmeni stromu je popsana v pfedchozi
kapitole (zakladni fezy dfevem). V této kapitole se budeme vénovat vybéru casti dieviny
nejvhodnéjsi k preparaci a piipraveé fezl ve vzorku dieva.

Pokud je to vzhledem k velikosti zkoumaného materidlu mozZné, tak pro kazdy fez
zhotovime jeden samostatny bloc¢ek. V tomto ptipadé¢ musime vyrobit vice blocki, ale tato
nevyhoda je vétSinou pievazena fadou vyhod. Nejvétsi vyhodou je moznost vybéru
nejvhodnéjsi casti dieviny pro kazdy fez, v kazdém fezu miizeme sledovat jiny element
struktury dfeva. Dal$i vyhoda je snaz$i upindni blockt do svorek mikrotomu, pfi uchyceni na
mikrotomu se totiz stény za néz je vzorek uchycen mohou poskodit. Pokud mame k dispozici

vEtsi cast dreva je vybér fezd snazsi. Pokud mame k dispozici jen malou ¢ast dieviny je nas
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vybér podstatné omezen. Pokud zhotovujeme orientacni fezy jen z mensiho kusu dfeva je ndm
voditkem pribeh letokruhti, letokruhy pfedstavuji systém na sebe nasunutych valcovych
plasth. Pticny fez vedeme kolmo k roviné kmene, radialni fez vedeme rovnobézné s osou
kmene a prochédzi sttedem kmene (dfeni), tangencidlni fez vedeme v roviné rovnobézné
s osou kmene ovSem neprochazi sttedem kmene (dfeni). Z dfevin ze kterych budeme vytvaret
preparaty vyfezeme tedy malé hranolky, ja jsem zvolil hranolky o rozmérech 10 x 10 x 30
mm. Plocha 10 x 10 mm je ta ze které nasledné¢ na mikrotomu zhotovim vzorek pro
pozorovani, podle ni je tedy hranolek orientovan. Rozmér plochy vzorku jsem volil zejména
s ohledem na rozméry krycich skel (18x18mm) kterd budu pouzivat. Hranolky jsem fezal
ruéni pilkou na dievo,. Hranolky se neobrusuji, pfi brouseni by se do vzorku mohly dostat
Castice brusiva. Pfi vybéru vyfezu dbame na to, aby ve vyiezu (ploska 10 x 10 mm) byl pro
pozorovani kvalitni a transparentni vzorek. Naptiklad v pfi¢cném fezu je vhodné umistit
prechod jarniho a letniho dfeva tak, aby byl dobfe viditelny jeho pfechod. U jehli¢nant je
dobré vést tez pres pryskyfiény kandlek. VéEtsi vzorky nezhotovujeme vzhledem k limitim
mikrotomu, prostupnosti nalevii atd. Proto je nékdy nutné vytvofit vice fezli v jedné
pozorovaci rovin€. Pfi zhotovovani preparata tvrdych diev (zejména v pficném fezu) se nékdy
nevede provest kvalitni fez celou plochou.

Jednotlivé blocky by méli mit u sebe co nejvice informaci které se k nim vztahuji, nejen
informace o druhu. Jsou-li nam znédmi Udaje o stafi dfeviny, datu odbéru, lokalité odbéru, ¢asti

dreviny z niz vzorek prochazi (kmen nebo vétev) atd., tak tyto ke vzorku pfipiseme.

3.4. Fixace

Poté co pripravime blocky vhodné pro pozorovani pfistoupime k jejich fixaci.Vzorky
dieva je nejlépe zpracovavat Cerstva a nedopustit jejich vyschnuti. Pro fixaci pouZzijeme
nékterou z béZnych fixaci pro anatomické ucely (jednotlivé fixace jsou popsany v nasledujici
kapitole), naptiklad FAA, FPA, Némctv bichrométchromformaldehyd nebo Carnoyovu smés.
Pokud mame k dispozici vyvévu nebo vibrator mizeme dobu nutnou pro fixaci zkratit. Poté
co fixdz ukonime je nutna ze vzorku vyplachnout fixacni Cinidlo. Pokud pracujeme ze

vzorkem, ktery je mrtvy nebo vyschly fixdZz neprovadime.
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3.4.1. Volba vhodné fixaze

Volbu spravné fixaze provadime s ohledem na celou fadu faktord. Rozhodujeme se na
zéklad¢ zejména téchto kritérii:

Celkové vlastnosti vzorku, jako jsou jeho rozméry, prostupnost vii¢i fixaénimu roztoku,
charakter bun¢k objektu atd.

Ugel pozorovani pro které preparaty vytvatime. Napiiklad pii anatomické studii vzorku
dfeva neni volba fixaze pftili§ dilezitd. Pokud jde o cytologickou studii tak je vybér fixaze
velmi dilezity. Pokud sledujeme jaderné déleni pouzijeme fixaz davajici kysely obraz. Pti
studii plazmatickych struktur (cytoplazma, chondriom, vakuom) pouZzijeme fixdz davajici
bazicky obraz.

je nutné brat v potaz dalsi zpracovani vzorkil, zejména barveni. Rada barvicich postupt
je vazana na urcity druh fixa¢niho nalevu, pouzijeme-li jinou fixaci, nedosdhneme spravného
vysledku. Napiiklad barveni safraninem poskytuje dobré vysledky, pouZijeme-li fixaz
obsahujici chromové ionty. Cajalova-Brozkovo barveni nedava vysledky pokud nepouzijeme
fixdz davajici kysely obraz. Takovychto ptikladi je celd fada a je proto nutno pfistupovat

k volbé fixace s rozmyslem.

3.4.2. Prubéh fixace vzorku

Pro dosazeni optimélnich vysledki fixace a ziskani vzork vhodnych pro pozorovani je
nutné dodrzet nasledujici podminky:

Fixac¢ni nalev musi byt spravné pfipraven. Snazime se pouZzivat co nejcerstvéjsi fixace,
rada fixaci ¢asem rychle degraduje.

Hranolek jenZ fixujeme mé mit co nejmensi objem. Pokud ma hranolek velké rozméry
fixaz prostupuje vzorkem pomalu, podobny problém nastane i pfi vypirani fixace. Ze vzorku
opatrné¢ odstranime nepotiebné Casti tkane, fixace bude mit lepsi pfistup ke tkani jenz se
snaZime preparovat.

Vzorek jenz fixujeme uchovavame a prendsime tak, aby nedoslo k jeho poskozeni, nebo
zne€isténi. Vhodné jsou plastové sacky s moznosti uzavieni. Uzavienim zaroven zabranime

vysychani vzork.
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Je dulezité pouzit dostate¢né mnozstvi fixaéniho roztoku. Objem fixaze by mél byt 50-
100 x vétsi oproti fixovanému vzorku. Pii fixaci preparati dochazi ke zfedéni fixacniho
roztoku. Tento proces zmirfiiujeme pozitim dostateného mnozstvi roztoku. Pro rychlejsi
a dokonalejsi ptisobeni fixace je dobré roztok promichavat. Takto docilime i rovnomérnéjsiho
pusobeni fixace. Dobré je pouzit elektromagnetickou michacku nebo vibrator. Pokud
obsahuje pletivo vzorku v intercelularach vzduch, je dobré pouzit vzduchové vyvévy.

Fixaci je nejvhodnéjsi provadét v uzavienych nadobach, vhodné jsou nadoby vyrobené
ze skla. Nadoby vyrobené ze skla nevylucuji do fixdze zadné cizi latky, které by mohly
ovlivnit vlastnosti vzorku.

Pti fixazi je dilezité zamezit zaméné jednotlivych vzorkid. Vzhledem k tomu, Ze Casto
pracujeme s vétSim mnozstvim vzorkd je nutné zamezit zaméné dokonalym systémem
znaceni. Zpusobu znaleni je celd tada, zalezi na kazdém jaky zpisob zvoli. Jednim
z nejjednodussich zplsobl je vlozit do fixace listek sdaji o vzorcich. Listek miiZeme

vytvofit z obyc¢ejného tuzsiho papiru a popis provést obycejnou tuzkou.

3.4.3. Délka doby fixace

Stanovit optimalni délku fixace je ¢asto slozitym tkolem. Pro spravné provedeni fixace
je jeji délka velmi podstatnd. Okolnosti na nichz zalezi spravné stanoveni délky fixace je cela
fada. Pokud nemame dostatek zkuSenosti musime se spolehnout na informace uvedené
v pfedpisu pro dany fixaéni nalev a po nékolika pokusech dobu pfizplisobime naSim
specifickym podminkdm. Hlavni faktory na nichZz zéavisi doba fixace jsou, typ pouzitého
roztoku, teplota pfi niz fixace probihd, velikost objektu, propustnost preparatu pro jednotlivé
slozky fixacni smési. Jednotlivé slozky fixace nemuseji do preparatu vnikat stejné rychle.
Problém nastava i u vzorkd vétSich rozmért, v prvni fazi totiz prostupuje fixacni roztok
preparatem rychleji a do vnitinich vrstev vzorku se dostava znateln¢ pomaleji. Tento efekt
zpisobi prefixovani vrchnich vrstev a nedostatecnou fixaci vnitfnich tkani preparatu. Tento
Skodlivy efekt prakticky odstranime volbou mensich rozmérii preparatu. Podstatné se na dob¢
fixace podili ptfipadné pouziti elektromagnetické michacky, vibratoru nebo jin¢ho zplisobu
michéni. Michanim se k objektu dostdva Cistd smés a prubéh procesu fixace se timto

urychluje.
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3.4.4. Vypirani fixace z preparovaného objektu

Po dokonceni fixace je Casto nutné zbavit preparat zbytki fixacniho €inidla, to by totiz
mohlo negativné ovlivnit nasledujici proces barveni. Zbytky fixace muZzeme odstranit
intenzivnim vyplachovanim proudici vodou, nebo miizeme pouzit jiné roztoky. Pro riizné
druhy fixacnich roztokl je jejich vypirani ze vzorkd rizné a pouZziva se k tomu rtznych
roztokll. To jak vypirat fixaci ze vzorkll a jaky roztok pouzit je uvedeno v ptredpisech pro
jednotlivé fixacni roztoky. Fixaze sublimatové, etanolové a s obsahem kyseliny pikrové
vypirdme z objektu vétSinou nckolikrdt vyménénym etanolem niz§i koncentrace. Délka
vypirani fixa¢niho roztoku z preparatu je podminéna celou fadou faktort, vétSina z nich je
podobna jako pii volbé délky fixace. Pro usnadnéni a urychleni procesu vypirani zbytkt
fixace z preparatu lze pouzit i fadu mechanickych zafizeni k tomu uréenych. Zatizeni lze
rozdelit do dvou skupin, u prvni skupiny je k vyplachovani pouzivano proudici kapaliny

a u ostatnich je stary roztok vymeénovan za novy.

3.4.5. Fixace chemickymi €inidly

Na zacatek této kapitoly je téZz nutno uvést zdklady zisad bezpe€nosti prace

z chemickymi latkami a kyselinami.

3.4.5.1. Zasady bezpecnosti prace

Pravidla pro praci s chemikaliemi:

Pii praci se zdravi Skodlivymi latkami pouzivame ochranné pracovni pomtcky, a to
zejména gumové rukavice, ochranné bryle nebo S§tit, pracovni plast, je-li to nutné tak
pouzijeme 1 dalsi prostfedky k ochrané zdravi

Pti praci s chemikéliemi nejime, nepijeme ani nekoufime

Pracujeme pouze v dostate¢n¢ vétranych prostorech

Dbame na to, aby se chemikalie nedostala do styku s pokozkou, sliznici, dychacimi
organy a zazivacim ustrojim

Manipulaci provadime vzdy s rozvahou a s ohledem na ostatni pracovniky

Kyselinu fedime tak, ze ji lijeme do vody, nikoliv obracen¢

41



Pokud trochu kyseliny rozlijeme, tak kyselinu nafedime vodou a neutralizujeme,

naptiklad uhli¢itanem sodnym nebo amoniakem, potom utfeme hadrem

3.4.5.2. Prvni pomoc pri urazech

Pii poleptani a popaleni pokozky chemikaliemi muze dojit k rozsdhlému poranéni
pokozky. K poleptani dochézi tak, Ze kyselina odnima z tkdn¢ pokozky vodu a koaguluje
bilkoviny, to se projevuje tuhymi, ostfe ohrani¢enymi ptiskvarky.

Pokud dojde ke styku kyseliny s pokozkou zahdjime okamzité¢ oplachovani zasazené¢ho
mista pokud mozno tekouci vlaznou vodou. Poté poleptanou pokozku oplachujeme 2%
roztokem kyselého uhli¢itanu sodného, ten kyselinu zneutralizuje a tim odstranime jeji
leptajici ucinek. Pokud dojde k politi odévu je nutné odév okamzité odlozit a to jesté pied
provedenim oplachnuti a neutralizace daného mista.

Pokud dojde k zasazeni o¢i kyselinou je nutné ihned zacit vyplachovani proudem vlazné
vody, ve vyplachovani pokracujeme nejméné 10 az 15 minut. Vyplachovani proudem vody je
vzdy nutné vyhledat 1¢kare.

Pokud dojde k poziti kyseliny je nutné provést neutralizaci pomoci neutraliza¢niho
roztoku, vhodné je naptiklad dostatecné mnozstvi suspenze oxidu hote¢natého v ledové vodé.
Poté je nutné ihned vyvolat zvraceni. Pokud by se vyvolalo zvraceni pfed neutralizaci mohlo

by dojit k poleptani hrtanu.

3.4.5.3. Druhy fixazi

Je cela fada chemikalii, které koaguluji plazmu, ovSem pouze nekteré z nich vyhovuji
vlastnostem potiebnym pro fixaz. VétSinou je tedy nutné namichat potiebnou smés. Ovsem
nékterd Cinidla lze pouZzit samostatné, jde napiiklad o formaldehyd, kyselinu octovou,
kysli¢nik osmicely a jod.

Na zacatek této kapitoly je téz nutno uvést zaklady zasad bezpecnosti prace

z chemickymi latkami a kyselinami.
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3.4.5.3.1. Formaldehyd

Formaldehyd se prodava pod prodejnim nazvem ‘‘formalin®, tento roztok je 40%.
Pokud je nutno koncentraci ovéfit je to mozné, kontrolu provedeme titracné. Roztok
formaldehydu vétSinou obsahuje stopy kyseliny mravenci. Mnozstvi kyseliny mravenci
v roztoku je vétsi zejména pokud je skladovédna na svétle. Kyselina mravenci rozruSuje
chondriom, a proto je takovy roztok nevhodny. Proto je nutné ptfechovévat roztok
formaldehydu ve tmé a vlahvi ztmavého skla, dile je mozno na dno umistit vrstvu
praskovitého uhli¢itanu véapenatého. Pii polymerizaci formaldehydu vznika u dna bélava
sedlina, tu lze odstranit ponechanim roztoku v termostatu pii teploté okolo 80°C po delsi
dobu.

Pii fixaci objektl formaldehydem je tieba dodrzovat takovouto koncentraci, mensi
objekty fixujeme 3 aZ 4% roztokem formaldehydu, vétsi a méné choulostivé 5 az 7%
roztokem. Pfi cytologickych fixazich zalezi na reakci formaldehydu, proto ¢asto misto
neutralizovaného formaldehydu pouzijeme vypufrovany formaldehyd na Zzadouci pH.

Pufrovani se provadi fosfatovym pufrem.

3.4.5.3.2. FPA (formaldehyd-propiono-etanol)

50% nebo 70% etanol 90 ml

kyselina propionova 5ml

40% neutralizovany formaldehyd 5ml

délka fixace: 6 hodin a vice, ve fixazi je mozno objekty prechovavat

vypirani: 12 hodin v proudici vodé nebo v ethanolu

pouziti: velmi vhodné pro anatomické preparaty, fixuje vSak i1 cytologické preparaty

mnohem Iépe nez formaldehyd-aceto-etanol

3.4.5.3.2. FAA (formaldehyd-aceto-etanol)

50% nebo 70% etanol 90 ml
kyselina octova 5ml
40% formaldehyd 5ml

délka fixace: 6 az 12 hodin, je mozno vzorky v roztoku pfechovavat

vypiréni: proudici vodou nebo 50% (70%) etanolem
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pouziti: je vhodny zejména pro anatomické preparaty, pro hrubsi praci ma vyuziti
1v cytologii, Skrob a cytoplazma jsou fixovany velmi Spatné, zato chromozomy pomérné
dobte, barvitelnost preparati je velmi dobra

3.4.5.3.3. Carnoyova atano-chloroform-octova fixaz

Fixaz, jejiz hlavni slozkou je etanol

100% etanol 60 ml
chloroform 30 ml
ledové kyselina octova 10 ml

dalka fixace: 30 minut az 5 hodin
Pouziti: roztok je vhodny pro fixaci téZko prostupnych objektti, nebo kdyz potrebujeme
rychlou fixaci, roztok fixuje dobfe pouze chromatinové struktury, je vhodny pro Feulgenovu

reakci.

3.4.5.3.4. Némcova bichromato-chrom-formaldehydova fixaz

Fixaz jejiz hlavni slozkou je chrom v riznych slouceninach.

1% az 3% vodny roztok K,Cr,0O 50 ml

1% vodny roztok CrOs 50 ml

formaldehyd 40%, neutralizovany,

piidame tésné pied pouzitim 8ml

délka fixace: 24 az 48 hodin, fixacni roztok se béhem fixace n€kolikrat vyméni za
cerstvy

vypirani: v proudici vodovodni vod¢ 6 az 8 hodin

pouziti: mizeme fixovat vSechny objekty, fixdz zachovava vyborné plazmatické

struktury

3.4.5.4. Odvodnovani preparati vypranych z fixaze

Pro dal$i zpracovani preparatti je nutné jejich dokonalé odvodnéni, pokud by se vzorky
zpracovavaly v neodvodnéném stavu, tak by nedoSlo k dokonalému zaliti do parafinu.
Neodvodnéné vzorky by se po zaliti do parafinu zakalili, parafin by dokonale neprostoupil do

vzorku a fezy by nebylo mozno provést v dostatecné kvalite.
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Pro odvodnéni preparatti je mozné pouzit celou fadu odvodnovacich roztoki, vzorek
macime postupné v roztocich se zvysujici se koncentraci. Tento postup nam zarucuje, ze
béhem odvodniovani vzorku nedojde k deformaci pletiv ani bunéCnych struktur. Jsou
i odvodnovaci média kterd jsou zaroven rozpoustédlem parafinu, tyto média piispivaji
k projasnéni zpracovavaného vzorku. Tuto vlastnost maji naptiklad roztoky jako butanol,
isobutanol, dioxan. Pro dosazeni dokonalého odvodnéni vzorku je nutno ho ponechat
dostate¢né¢ dlouhou dobu v kazdém stupni odvodiiovaci fady. Doba po niz dochazi
k odvodnéni vzorku je zéavisld na celé fad¢ faktori, méni se zejména podle pouzitého
dehydratac¢niho ¢inidla a propustnosti a velikosti preparovaného objektu. Dobu odvodiovani
je zaroven mozné ovlivnit teplotou odvodnovaciho roztoku, nebo pouzitim vibra¢niho
michadla. Doba po kterou ponechavame vzorky v jednotlivych stupnich dehydrata¢niho
roztoku jsou uvedeny v pracovnich postupech pro jednotlivé nalevy. Tyto doby je vhodné
ptizptsobit naSim specifickym podminkdam, a to podle toho jaké vysledky ziskdme pii
odvodiovani prvnich vzorkd. Experimentalné ziskané Casy pak dodrzujeme i u ostatnich
vzorkli. Pokud je tfeba dobu odvodiiovani preparati zkratit na minimum, pak zrychlime
pfistup dehydratacniho c¢inidla ke tkani pouZitim michacky nebo vibratoru. Dokonalé
odvodnéni zavisi 1 na poslednich dvou stupnich fady dehydrata¢niho média. Posledni roztok
by mél mit 100% koncentraci, ta je vSak naruSovana zbytky vody uvolilujicimi se ze vzorku,
proto je vhodné do dehydrata¢niho roztoku vlozit textilni saek s odvodnénym siranem
meédnatym, jeho nasyceni vodou nam indikuje jeho modra zbarveni. Po dokonceni tohoto
postupu dosdhneme dokonalého odvodnéni pfipravovanych preparatd. Existuji i technické
pristroje které dokézi zajistit plynulou vyménu dehydratacniho roztoku a tim i postupnou
zménu jeho koncentrace. Takovymito pfistroji byvaji vSak vybaveny jen vysoce

specializované laboratofe.

3.5. Mékceni preparovanych vzorkt

Pro dosazeni co nejdokonalejSiho a nejtenciho fezu je nutno vzorek pied fezanim
zmekdit. Postupti mekceni je celd fada, volba zavisi na povaze mékceného preparatu. Nejlépe
je mekcit material co mozno nejcerstvéj$i. Pro mékceni preparovanych vzorka dievin lze
pouzit téchto zptsobii:

Nejzakladngj$im, nejjednodussim a Casto dostate€nym zplsobem mékceni je povareni
vzorkid ve vodé. Timto zpisobem se zarovenn zbavime malych bublinek vzduchu obsazenych

ve vzorku. To ze je vzorek zbaven bublinek pozname podle toho, Ze varené vzorky klesnou ke

45



dnu nadoby v niz jsou vareny. LepSich vysledki dosahujeme pokud vatené vzorky pieneseme
z horké do studené vody a tento postup nckolikrat opakujeme. Délka po kterou je nutné
vzorky vafit se odviji hlavné¢ od tvrdosti zpracovavanych vzorkli dfevin (vétSi tvrdost
znamena delsi vafeni), vétSinou postaci pfiblizn€ jedna hodina. Pokud zpracovavame cerstva
am&kka dieva je tento zpusob zpravidla dostacujici. Pokud ndm tato metoda neposkytla
dostate¢nych vysledkii, tak je nutno pouzit nektery z dale uvedenych postupti.

Pro tvrdsi dfeva je vyhodné povateni preparovanych vzorkl ve 2 — 4% roztoku NaOH
nebo KOH.

Pro mékceni preparati lze téz uspésné pouzit smés glycerol-etanolu (nejvhodnéjsi je
glycerol a 30% etanol vpoméru 1:1). Vtomto roztoku milZeme ponechat preparaty
neomezené dlouhou dobu. Tuto metodu je u tvrdsich dievin vhodné kombinovat z metodou
vafeni, jenz je popsana v prvni odrazce.

Dal$i moznosti je tzv. Kraseliv zplsob mékceni. Blocky dieva dame do 10%
etanolického roztoku kyseliny karbolové (fenolu), proces mékceni probiha fadoveé hodiny az
tyden(zélezi na vlastnostech vzorku). Tento roztok je mozno pouzit i u fosilnich vzorki.

Me¢keeni vzorkli dieva podle G. L. Franklina. Preparaty m&k¢ime vafenim ve smési
ledové kyseliny octové a 30% peroxidu vodiku v poméru 1:1. Vateni provadime v uzaviené
nadob¢ se zpétnym chladi¢em. Doba po kterou je nutno vzorky vafit je opét zavisla na
vlastnostech zpracovavaného vzorku. Tento zptisob mekceni je pomérné rychly, tvrdé vzorky
meékcime 1,5 — 2 hodiny u vzorkih mékkych dfevin postacuje pro vafeni obvykle ¢as krats§i nez
jedna hodina. Pfi pfili§ dlouhém vafeni dochazi k maceraci. Tato metoda je vhodna i pro
vzorky impregnované pryskyiicemi. Po dokonceni procesu mékceni nasleduje dukladné
meékeeni.

Predchozi metodu Ize vylepsit, tak jak ucinily J. a Z. Pouzarovy. Vzorky vaiime nékolik
hodin ve smési jednoho dilu ledové kyseliny octové, dvou dild 30% peroxidu vodiku a tiech
dila vody. Tato metoda je ke zpracovavanym vzorktim Setrnéjsi nez ptivodni roztok.

M¢ékceni vzorkli pomoci roztoku kyseliny fluorovodikové. Tento zplsob mékceni
provadime po pfedchozim meékceni povafenim ve vod€. Preparaty vloZime do sklenéné
nadoby, kterda ma plochu vnitinich stén potazenou parafinem a zalijeme je kyselinou
fluorovodikovou. Koncentrace kyseliny a doba mékceni jsou rozdilné pro dfeviny raznych
tvrdosti. Vzorky tvrdych dievin mékcime v koncentrovana kyseling€, pro mékéeni mékkych
dfevin pouzijeme pfiblizn€ 20% roztok kyseliny fluorovodikové. Kyselina fluorovodikova

rozpousti holocelul6zy bunécnych blan a tim dochazi k mékceni tkané vzorku.
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M¢ékéeni pomoci acetdtu celulézy (metoda podle H. S. Williamse). Tento postup
aplikujeme po ptredchozim povaieni ve vodé, vzorky poté ponechame néjakou dobu v acetonu
a poté je pfeneseme do 12% roztoku acetatu celuldzy v €istém acetonu. Mékceni provadime
po dobu 3 az 7 dnl (doba opét zavisi zejména na vlastnostech preparatil). Po dokonceni
procesu mekceni proplachujeme vzorky v acetonu a etanolu. Vyhodou této metody mekéeni je
moznost prechovani vzorkl v roztoku glycerolu a etanolu po del§i dobu a moznost pozd¢jsiho

zpracovani.

3.6. Prace s mikrotomem

Po dokonceni procesii fixace a mékceni je nutno vzorek dfeva natfezat na tenké platky,
které bude mozno pozorovat v mikroskopu. Mékcéené hranolky dfeva mizeme vétSinou fezat
bez pouziti metody zalévani vzorkli do parafinovych bloc¢kt.  Zatfizeni slouzici ke
zhotovovani velmi tenkych fezli nazyvdme mikrotom. Mikrotomy se vyrabé&ji v mnoha
provedenich, od téméf univerzalnich, az po uzce uceloveé specializované ptistroje. Vhodnost
pouziti jednotlivych druhi mikrotomil zalezi na vlastnostech fezaného preparatu, zplsobu
ptedchoziho zpracovani a na pozadavcich kladenych na vysledné vzorky. Pfi vybéru druhu
mikrotomu je pro néas Casto limitujicim faktorem vybaveni laboratofe v niz pracujeme a to
zejména pro vyssi cenu specializovanych mikrotomd.

Nekteti vyrobci mikrotomll maji ve své nabidce specidlni tipy pfistroji uréenych pro
fezani vzorkl dievni tkdné. Naptiklad videnskd firma Reichert vyrabi takzvany Kissertv
mikrotom na dfevo, ten je vybaven specialnim zatfizenim na vyvijeni a pfivod vodni pary
piimo k zpracovdvanému vzorku. Tento druh mikrotomi ziskal jméno podle J. Kissera, ktery
doporucoval vzorky pred fezdnim nechat zmék¢€it plsobenim vodni péary (tento zpisob
mekceni dieva se pouziva i pfi primyslové vyrobe, napt. dievénych zidli). Spole¢nost Leitz
Wetzlar zase vyvinula takzvany Durotom, tento mikrotom je pfednostné uren pro fezani
tvrdSich materidlti. Pro tvrds$i materialy je téz urCen Jungiv mikrotom. Tyto pfistroje se od
béZnych mikrotom liSi zejména mohutnéjsi a stabilnéjsi konstrukeci.

Pro dokonalou praci na mikrotomu je dilezité zvolit sprdvny typ noZe. Pro fezani
tvrdych objektti je vhodné pouzit noze s kylovitym ostfim. Pro fezani preparatd dieva volime
kvalitni noze, které¢ jsou dokonale ostré. Zejména v pficnych fezech (v tomto sméru tkan
dieva klade nozi nejvétsi odpor) stavime niz co nejSikméji, ostfi noze naklanime tak,
abychom fezy jakoby hoblovaly. Pti zhotovovani pficnych fezl je téz vyhodné nastavit ostii

noze kolmo, nebo téméf kolmo k hranicim letokruhi, timto docilime fezani letniho i zimného
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letokruho soucasné. Pii fezani podélnych fezii je naopak vhodné orientovat ostii noze
rovnobézné s tkani dieva, spodni strana noZe ptitom lezi skoro v roviné vytvareného fezu.

Poté co upevnime vzorky do mikrotomu, provedeme nékolik fezli za ucelem zarovnéni
roviny fezu. Ze vzorku odkrojime n¢kolik tenkych platkd, z nich poté vybereme nejvhodnéjsi
(mél by byt co nejtenci a po celé své plose stejnomérné silny). Tloustka fezti se obvykle
pohybuje v rozmezi 10 - 20u. Tloustka fezu je zavisla na priméru elementti dfevni tkané, jeji
vhodnost se kontroluje pomoci mikroskopu. Tenké fezy se ndm nedafti hlavné pfi zhotovovani
podélnych fezli u dievin se Sikmymi cévami, fezy nedrzi pohromad¢. Objekty béhem fezani
pribézné vlhéime, osvédCend je smés glycerol-ethanolu, kterou jsme pouzivali i k mékceni
zpracovavat, tak volime glycerol-etanol. Timto zpisobem si mizeme pfipravit vétsi mnozstvi
fezli pro nasledovné zpracovani. Manipulaci se vzorky provadime pomoci pinzety nebo
StéteCku.

Pokud se nam zhotoveni fezu (zejména pificného) nedaii, cévy se trhaji a mensi
elementy se deformuji, mizeme pouzit metodu parafinovych blockti. Odvodnéné a zmekéené
Spalicky zalijeme do parafinu nebo celoidinu a poté provedeme pozadované fezy. Je mozno

pouzit metody mekeeni tvrdych pletiv aZ po zaliti do parafinu.

3.6.1. Rezani objekta zalitych do parafinovych bloékt

Techniky zalévani preparati do parafinovych blockl za uc¢elem fezani na mikrotomu se
vyuziva i v jinych oborech nez je cytologie. Pro tento ucel se vyrabi mnozstvi mikrotomu
riznych znacek, dle konstrukce lze tyto pristroje rozdélit na dva zakladni typy, mikrotom
sankovy a mikrotom rotacni. Technickd slozitost jednotlivych pfistroji je rtizna, avSak
zakladni princip je vZdy podobny. Objekt upneme do upinaciho mechanismu mikrotomu,
posunem paky, nebo otocenim kola je Spalicek posunut o pfedem nastaveny pocet mikrometra
nad rovinu fezu. Naslednym posunuti paky, nebo otocenim kola nliz mikrotomu odfizne ze
vzorku tenky platek. U saitkového mikrotomu se pohybuje ntiz, u rota¢niho mikrotomu se
posouva blo¢ek vici nozi. V dalSim textu zminim postup prace s jednotlivymi druhy
mikrotoml a nékolik informaci k mikrotomovym nozim. Popis priace na jednotlivych
mikrotomech bude popsdn pouze orientacné, pfistroje jednotlivych vyrobci se mohou
konstrukéné odliSovat. Pro kvalitni praci s mikrotomem je tfeba prostudovat navod k obsluze

pro konkrétni pouzivany pfistroj.
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3.6.2. Sankovy mikrotom

Mikrotom je zkonstruovan tak, Ze nliz je upevnén v pojezdu, ktery se pohybuje po
presné opracované plose podstavce. Objekt se uchycuje do takzvané neapolské svorky, ta
umoznuje nastaveni objektu do vhodné polohy. Nastaveni objektu provadime pomoci Sroub,
nebo pomoci kloubové hlavice. Objekt uchyceny ve svorce je automaticky pohybem noze
vysouvan nad spodni rovinu mikrotomového noze, tento pohyb je zajistén mikrometrickym
Sroubem kombinovanym se Sikmou rovinou. Velikost posunuti je totozna s tlouStkou

fezanych platku.

3.6.3. Postup prace na sankovém mikrotomu

Do tchytu upevnime mikrotomovy niz. NUZ nastavime kolmo ke svému posuvu
a rovnob&zn¢ s rovinou posuvu. V této poloze nliz zafixujeme pomoci dotazenim Sroubt.

Setidime sklon roviny noze k roving fezu. Obvykle se sklon voli mezi 5 az 10°, ovSem
zélezi na vlastnostech fezaného materidlu a na kvalité¢ ostfi noze. Nevhodnéj$i nastaveni
sklonu noze k fezné roviné je vétSinou nutno zjistit experimentalné.

Spali¢ek s prichycenym a sefiznutym blo¢kem upevnime do svorky, objekt nato¢ime do
pozadované polohy a natdceci mechanizmus aretujeme.

Na zardzce nastavime potiebnou tloustku fezt (vertikalni posunuti objektu pii kazdém
fezu).

Pomocnym makrometrickym Sroubem posuneme blocek tésn€é pod ostii noze. Tuto
polohu prekontrolujeme ptiblizenim noze.

Je-li to zapotiebi, poopravime hrany blocku, aby byly rovnobézné s feznou rovinou
noze.

Jednou rukou uchopime rukojet’ na jezdci (nebo paku) a sviznym pohybem piejedeme
nozem pies objekt. Druhou rukou pfidrzujeme mikrotom, aby se neposunoval po pracovnim
stole. Tento postup opakujeme az do té¢ doby, kdy sefizneme prvni platky z objektu. Prvni
nafezané platky jsou zpravidla nekvalitni, proto je odstrafiujeme.

Poté co odstranime prvni vrstvu objektu, jsou fezy kvalitn€j$i. Kontrolujeme zejéna
celistvost a tloustku nafezanych platkd. Ptipadné nedostatky odstrailujeme zejména
nastavenim sklonu noze, nastavenim tloustky fezanych platkd a volbou rychlosti fezného

noze. Kvalita vzorkl zalezi do jisté miry na zkusSenostech a peclivosti obsluhy mikrotomu.
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Poté co nafezeme dostateCny pocet fezll, nebo poté co se fezy na nosici prili§ navrstvily,
opatrné¢ pieneseme platky navlhenym StéteCkem na hladky cerny papir, nebo folii
s teflonovym povrchem. Pokud je tfeba fezeme dalsi fezy. Pasky na saitkovém mikrotomu
nefezeme zbyte¢né dlouhé, nebot’ navrstvenim nafezanych platkih na nozi dochazi
k poskozeni fezi. Pasky prenasSime a skladame na podlozku tak, aby byly zachovany série za
sebou jdoucich fezt.

NP 24

ptilepené na f6lii uchovat pro dalsi zpracovani.

3.6.4. Postup prace na rotacnim mikrotomu

Do mikrotomu vlozime niiz a opneme ho do drzéku. Pomocnymi Srouby nastavime
sklon noze v rozmezi 5 az 10°.

Mechanizmus svorky vysuneme pomoci kola mikrotomu nahoru. Kolo mikrotomu je
nutno zajistit, béhem upeviiovani objektu by mohla dojit k najeti objektu na niz. Do svorky
upevnime blo¢ek a nastavime ho tak, aby delsi hrany byly rovnobézna s nozem mikrotomu.

Svorku s upnutym objektem posuneme tak, aby horni hrana fezané¢ho objektu byla tésné
pod ostii mikrotomového noze.

Nastavime tloustku fezanych platki, obvykle volime tloustku v rozpéti 10 - 20.

Odjistime svorku z horni polohy a pomoci kola mikrotomu ji pomalu ji spustime doli.
Niiz by se nem¢l dotknout objektu.

Na naz piipevnime posun parafinové pasky, polohu volime s ohledem na vlastnosti
a velikost fezaného vzorku.

Jednou rukou otaime kolem mikrotomu, svorka i s objektem se za¢ne pohybovat
nahoru a dolu proti ostii mikrotomového noze. Pti kazdém otoceni kola ntiz ze vzorku odkroji
jeden platek, ktery se s predchozim spoji v pasku. Druhou rukou (vétSinou levou)
obsluhujeme paskovy transportér. Paska by méla byt stale trochu napnuta, ale ne tolik, aby se
zacala trhat. Spravného napinani paky docilime vétSinou az po dostatecném nacviceni
ovladani mikrotomu. Pokud paska neni kvalitni (krouti se, nebo se trha) je nutno upravit
tloustku tezl, sklon noze, nebo feznou rychlost.

Poté co vytvotime dostatecné dlouhou pasku, nebo se dostaneme s objektem na konec
posuvu, odiizneme pasku kousek za nozem a pieneseme ji na papir nebo folii.

Pésku roziezeme a preneseme na podlozni sklicko.
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3.6.5. Mikrotomovy nuz

Kvalitni a dokonale ostry mikrotomovy nlz je nezbytny pro vytvofeni fezli vyborné
kvality. Pokud nejsou nafezané platky dostatecné kvalitni, nebo se trhaji, mizeme vyzkouset
jiny mikrotomovy nuz. Ostii noze je vybrouseno do jemnych fasetek. K ostii se chovame
velmi opatrn€, nepouzivame je k jinym uceliim, nez ke kterym je ur¢eno. Mikrotomovy niiz
po ukonceni prace dikladné ocistime a pokud jej nebudeme del§i dobu pouzivat, tak jej
1 naimpregnujeme. Nz uchovavame ve specialnim pouzdie, z n€éhoz ho vyjmeme tésné pied

zapocetim fezani a po ukonceni prace jej zase okamzité ho pouzdra ulozime.

3.6.6. Brouseni a obtahovani mikrotomového noze

Ostii mikrotomového noze je tvoreno fasetkami, které sviraji urcité uhly. Nz upneme
do specielniho nastavce a sefidime sklon noze vii€i obtahovacimu femeni. Sklon postupné
meénime tak, jak obtahujeme jednotlivé fasetky. Pokud tento specielni pfipraven nemame
k dispozici je vhodné brouseni mikrotomovych nozi svétit specialistovi.

Po kazdém fezani mikrotomovy nlz dikladn€é ocistime od zbytkli fezané tkané
a parafinu a poté jej obtdhneme na pevném obtahovacim femeni. Obtahovaci femen, ktery je
vét§inou vyroben z pfirodni kiize, chranime pfed prachem a jinymi nedistotami. Remen obé&as
trochu potfeme jemnou obtahovaci pastou.

Noze jenz nelze pro velké opotiebeni a nebo poskozeni dokonale nabrousit vyfadime.

Tyto noze je mozno dale pouzivat k jinym uceltim, naptiklad v patologii.

3.5.7. Tvary mikrotomovych nozi

Tvar noze volime podle typu mikrotomu a podle charakteru fezaného objektu. Pro nase
ucely (parafinové blocky, nebo kvadiiky mékcéenych dievin) postaci nliz s rovnam ostiim, pro
vzorky zalité v celuloidinu je téZ moZno pouZit noze s obloukovitym ostfim. Dale se noZe déli
podle pricného prifezu, vhodnost pouziti noze zjistime z pfinozené dokumentace a nebo

experimentalné.
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3.6.8. Skon noze pfri Fezani

Sklonem noZe rozumime uhel ktery svird spodni plocha noZze vic¢i fezné roviné.
U parafinovych bloc¢k volime sklon vrozmezi 5 az 12°, pro celuloidinové blocky
nastavujeme thel az 15°. Z nastavenim sklonu noze experimentujeme a hledame nejvhodné;si
uhel. Nesmime zapomenout, Ze dievo neni homogenni material a rtiznych fezech ma odliSnou

tvrdost.

3.6.9. Nastaveni noze vzhledem k jeho pohybu

Pro tezani vzorku zalitych v parafinu nastavime ostii noze kolmo ke sméru posunu
noze. Nuz tenké platky materidlu jakoby odsekava. Pokud fezeme vzorky zalité v celuloidinu,
tak nastavime uhel noZe co nejvétsi, aby byl objekt nozem jakoby fezan. V tomto piipadé by

mél nuz fezat vzorek celou délkou ostfi.

3.7. Bileni rezu

Vétsina diev je zbarvena prirozené. V nékterych piipadech mize toto zbarveni nahradit
zbarveni um¢lé, ale mnohdy muize naruSovat dosdhnuti zadaného vysledku. Jde-li nam jen
o charakter bunécnych blan a ne o obsah bun¢k, snazime se tento obsah odstranit. Jak k bileni
fezli, tak k odstrafiovani bunécného obsahu pouzivame jevelské vody. Tento roztok
pfipravime taktu: 3 g chlore¢nanu draselné¢ho, 25 ml destilované vody a 6 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikové. Roztok mirn¢ zahiivadme. Chlorecnan draselny se rozklada za
vyvoje chloru. Roztok se zbarvuje zluté. K roztoku piimichame za chlazeni vodou studeny
roztok 5 g hydroxidu draselného v 30 ml destilované vody. Zluty roztok se odbarvi a na dné
nadobky zacne po chvilce krystalizovat chlorid draselny. Roztok opatrné slijeme a mlzeme
ho okamzité upotiebit. Pti pfiprave je nutno davat pozor na vylucujici se chlor.

Rezy z glycerol-ethanolu promyjeme vodou a opatrné ohiivame ve zkumavce
v nékolika ml &erstvé jevelské vody, az pfivedeme tekutinu do varu. Rezy v ni pak nechdme
jesté 5-10 minut, abychom dosahly uplného vybileni a odstranéni obsahu bun¢k. Potom fezy
zbavime chloru, nejprve 1-2% kyselinou octovou, pak dikladnym promytim v destilované

vode.
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Je dulezité bileni nepietdhnout, zvlasté chceme-li fezy pouzit k zjistovani barevnych
reakci na dfevo. V takovém pfipad¢ staci pusobeni jevelské vody po nékolik minut za

studena, jinak je reakce na lignin v disledku oxidace molekuly ligninu zeslabena.

3.8. Barveni fezu

Nékdy je naopak pro pozorovani fezi vyhodné jejich barveni. Zplsobl barveni je celd

vvvvvv

3.9 Odvodnovani vzorku

Pro odvodnovani pouzivame dvé skupiny latek. Jedna skupina (etanol, aceton, glycerol
apod.) obsahuje latky misitelné s vodou, ale nerozpousti parafin. Dalsi skupina (n-butol,
isobutanol, , dioxan apod.) obsahuje latky misitelné s vodou, alesponn ¢astecné, které jsou

rozpoustédly parafinu.

3.10. Uzavirani vzorku

Pro pozorovani vzorku mikroskopickou metodou je nutné jeho uzavieni do podlozniho
skla. Pro jednorazové pozorovani je vétSinou dostateéné zakapnuti preparovaného vzorku
kapkou vody a ptekryti krycim sklickem.

Pokud vzorky uchovdavame pro opakované pozorovani, tak fixujeme kryci sklicka
specidlnimi roztoky. Je mozno pouzit naptiklad glycerolovou zelatinu, kanadsky balzdm, nebo

damarovy lak.

3.11. Popisovani sklicek

Pro nezaménitelnost vytvofenych preparati je vhodné jejich popsani. Pokud jde
o jednorazové vzorky muze dostacovat jejich popsani odolmym popisovacem. V piipade

Castéji pouzivanych vzorkid je dobré pouzit popisové stitky. Velmi odolné je vyryti uznaceni

Stitku jehlou do podlozniho skla.
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3.12. Pouzité metody pri zhotovovani preparatu

Nasbirané vzorky dievin jsem natezal na kvadiiky o hranach pfiblizn€¢ 12*12*40mm
tak, aby pozadovany fez byl orientovan na sténu 12*12mm. Z kazdé dieviny jsem vyiezal tfi
kvadiiky pro zhotoveni pfi¢ného, radidlniho a tangencialniho fezu.

Pro fixaci jsem pouzil formaldehyd-propino-etanol. Roztok mél toto sloZeni:

50% nebo 70% etanol 90 ml

kyselina propionova 5ml

40% neutralizovany formaldehyd Sml

D¢lka fixace byla vétsi nez 6 hodin.Vyhodou této fixdze byla moznost objekty v tomto
roztoku pfechovavat a moznost vyprani fixaze ze vzorku vodou.Vzorky jedné dfeviny jsem
daval vzdy do samostatné banky a to vzdy vSechny tii fezy najednou.

Po vyplachnuti fixaze jsem vzorky meékcil v roztoku glycerol a 30% etanol v poméru
1:1. Vyhodou tohoto mék¢iciho roztoku byla moznost ponechani vzorka v bankéach delsi
dobu.

Po dostate¢ném zmeékceni jsem vzorky fezal na saitkovém mikrotomu. Vzorkd jsem
vzdy nafezal vétsi mnozstvi a poté vybral nejlepsi a nejvhodnéjsi platek.

Zaliti natfezanych vzorkli jsem provedl pomoci specialniho roztoku histologické
a cytologické preparaty jenZ se prodava pod obchodnim ndzvem Bio Mount(jeden vzorek je
vyfocen na obrazku 26). Popis podloznich sklicek s preparaty jsem vyfteSil nalepenim

odolnych nalepek které jsem si piedem vytiskl, viz. obrazek 25.

e

Dub
fez-
transverzalni

Obr. 25 Hotovy preparat

1 Obr. 26 Jirovec, ptiény fez, 40*zvétseno
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4. Mikroskopie

Zakladnim poslanim mikroskopie je pozorovani Spatné, ¢i slabé viditelnych objektd,
nebo objektld pouhym okem viibec neviditelnych. Zakladnim a nejjednodussim néstrojem nam
muze byt zvétSovaci lupa (Cocka rozptylka). Lupy jsou vétSinou vyrobeny z Cirého optického
skal, méné kvalitni mohou byt vyrobeny z plastu. Pozorovani vétSiny mikroskopickych prvkl
dfeva pomoci lupy je vétSinou nedostatecné, nebo uplné nemozné. Mnohem dokonalej$im
ptistrojem je mikroskop, zejména pro svoje lepsi zvétSovaci schopnosti (mikroskop efektivné

zvetsi az tisickrat).

4.1. Svételny mikroskop

U svételnych mikroskopii je k osvétleni pozorovanych objektii pouzivano viditelného
svétla (slunecniho, nebo umélého). Svételné zéafeni je vedeno pomoci soustavy cocek
(objektivem a okularem), které zvétSuji obraz pozorovaného objektu, az se svazek paprski
dostane k sitnici oka pozorovatele.

U svételného mikroskopu klasického slozeni se pozorovany piredmét vkladd mezi
jednoduchou a dvojitou ohniskovou vzdalenost. Objektiv mikroskopu vytvaii skutecny,
pfevraceny a zvétSeny obraz pozorovaného predmétu. Paprsky svétla dale vchazeji do
okularu, ten je umistén tak, aby obraz jenz byl vytvofen objektivem padl mezi vlastni ¢ocku
a jeji predni ohnisko. Vznikajici obraz je jesté vice zvétSeny, prevraceny a neskutecny. Obraz
pozorovaného predmétu se ndm jevi ostry tehdy, je-li oko v hornim ohnisku okularu
a pfedmét tak daleko od pozorovaného objektu, aby vytvofil obraz v normalni zrakové délce
(ta je 250 milimetrtt).

Velmi jednoduchy mikroskop je mozno sestavit pomoci dvou cocek upevnénych
v tubusu. Co&ka blize k pozorovanému objektu se nazyva objektivem, &ocka na hornim konci
tubusu se nazyva okularem. Takovyto pozorovaci mikroskop by ovSem mél pomérné nizké
zvétSeni. Pi pouziti silnych cocek se zase piiliS projevi jejich vady. Proto jsou v praxi okular
1 objektiv slozeny ze soustavy cocek, jejichz kombinaci se eliminuji optické vady jednotlivych
cocek. Pod objektivem je umistén vzorek, ktery je osvétlovan ze svételného zdroje (zrcatko
odrazejici slunecna svétlo, nebo elektrické osvétleni). Dalsi optické zatizeni, které pozorovaci

mikroskop obsahuje nazyvame kondenzor, ten md za ukol soustfedit paprsky svétla na
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pozorovany objekt. VSechny tyto soucasti jsou upevnény na pevném (vétSinou kovovém)

stativu.

4.2. Slozeni jednoduchého pozorovaciho mikroskopu

Va

Obr. 27. Svételny mikroskop
Jednotlivé soucasti:

1). Okular

2). Tubus

3). Oto¢ny kloub tubusu

4). Revolver s objektivy

5). Stolek mikroskopu

6). Zaosttovaci Srob

7). Elektrické osvétleni

8). Ptivodni napéjeci kabel osvétleni
9). Zrcatko

10). Stativ
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4.2.1. Objektiv

Objektiv se skladd ze soustavy cocek zasazenych do valcovitych nebo kuzelovitych
pouzder, ta jsou opatfena na druhém konci normalizovanymi zavity diky nimz jdou
nasroubovat na oto¢ny revolverovy zachyt objektivii. Svétlo do objektivu vstupuje celni
(frontalni) ¢ocCkou, ta je ploskovypoukléd (plankonkavni). Za ¢elni ¢oCkou jsou ulozeny dalsi
optické cocky (z koruntového, flintového skla a kazivce), které odstranuji riizné optické vady

jednotlivych cocek.

4.2.2. Okular

Je slozen ze soustavy optickych cocek, které zvétSuji obraz vytvofeny objektivem.
Okularové zvétSeni je prazdné, okular nezobrazi vice detailti nez bylo zobrazeno objektivem.
Okuléar tvofi vétsSinou dveé nebo tii cocky (soustavy Cocek), které jsou mechanicky upevnény
v objimce okularu. Spodni ¢ocka, blize k pozorovacimu prfedmétu, se nazyva Cocka sbérna
(kolektivni). Horni ¢ocka, umisténa blize k oku pozorovatele se nazyvd cocka oc€nicova

(frontéalni). Mezi cocky je umisténa clona kruhového tvaru, v jejiz roviné se tvoii obraz.

4.2.3. Elektronicky okular

Elektronicky okular je zatizeni, které umoziiuje pienos obrazu z mikroskopu na monitor
pocitace, diky tomu je mozné zhotovovani digitdlnich fotografii. Snimédni obrazu je
uskute¢néno vétSinou pomoci CCD cipu. Propojeni s pocitacem je vétSinou provedeno
pomoci USB kabelu. Nejjednodussi elektronické okulary jsou konstrukéné podobné webovym

kameram.

4.2.4. Zdroj osvétleni pro pozorovany vzorek

4.2.4.1. Svétlo odrazené zrcatkem

Pozorovany pfedmét umistény na pozorovacim stolku mikroskopu pozorujeme
v prochdzejicim svétle (spodni osvétleni), svétlo se k pozorovanému predmétu dostava
kruhovym otvorem ve stolku, tam je sméfovano zrcatkem. Tento zpiisob osvétlovani se

vyuziva zejména u Skolnich, zakovskych a starSich mikroskopt. Osvétlovaci zrcatko je
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vétSinou upevnéno ve vidlicovém drzaku, ktery mu umoziuje otacet se ve vSech smérech.
Osvétlovaci zrcatko je vétSinou na jedné strané rovné a na druhé vyduté (parabolické). Tou
stranou zrcatka, ktera je plochd se k predmétu odrazeji paprsky rovnobézné, vydutou stranou
se k pozorovanému piredmétu odrazeji svételné paprsky sbihaveé, diky ¢emuz je osvétlen
intenzivnéji. Rovného zrcatka se vyuziva hlavné pii dostate¢né velkém osvétleni a pii menSim
zvétSeni, vydutého pii slabsi intenzité svétla a pi1 vétSim zvétSeni. Pokud pouzivame
mikroskop s kondenzorem pouZzijeme vétSinou rovné zrcatko, duté jen tehdy, mame-li zdroj
svétla blizko mikroskopu. Osvétlovaci zrcatko osvétluje pozorovany predmét dostatecné
pouze v pripadé, pokud na n¢j dopadd dostatek svételného zafeni. Zdrojem svétla je
v nejjednodussim piipadé€ slunecni zafeni. Denni svétlo ovSem nema stalou intenzitu osvétleni
a je vétSinou dostate¢né jen pro mensi zvétSeni. DalSi nevyhodou piimého slune¢niho
osvétleni je to, ze svétlo nedopadd jen na osvétlovaci zrcatko, ale osvétluje shora i objektiv
a zpusobuje tim reflexi, rozklad svétla a celkovou neostrost obrazu.Proto je vyhodné pouzit
k nasvétleni zrcatka uméli zdroj svétla. Vhodné byva pouziti zarovky z mlééného skla
o piikonu 60 az 100 W, ¢imz dosdhneme rovnomérného osvétleni. Pokud pouzijeme
k osvétleni Zarovku je vhodné vlozit pod kondenzor namodraly kobaltovy filtr, kterym

vyrovname nazloutlé zabarvené svétla.

4.2.4.2. Pfimé osvétleni zdrojem umélého svétla

K pfimému osvétleni pozorovanych vzorkl pouzivame elektrické zdroje svétla (Zarovka
nebo LED dioda), ktery je umistén na stejném misté kde byva osvétlovaci zrcatko. Vyhodou
takovéhoto osvétleni je jeho snadnd obsluha (neni nutné nastavovani jako u zrcatka)
aneménici se intenzita osvétleni jako je tomu u slunce. Nevyhodou muize byt zahtivani

vzorku teplem vznikajicim v Zarovce.

4.2.5. Kondenzor

Kondenzor pouzivdime na pozorovacich mikroskopech k docileni rovnomérného
osvétleni pozorovaného predmétu. Dulezité je osvétlit pozorovany piedmét rovnomérné
v celém zorném poli. Kondenzor je konstruovan podobné jako objektiv, ovSem je do objimky
vsazen obracené, plavkonvexni ¢ockou nahoru. U kondenzoru jsou cocky vétsi nez

u objektivu.
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4.2.6. Clona

Slouzi k regulaci intenzity osvétleni pozorovaného pfedmétu. K regulaci mnoZstvi
svétla vchazejictho do mikroskopu se pouziva celd tfada konstrukei clony, jednou
z nejjednodussich a nejpouzivanéjSich konstrukci je otocné kolecko zn€kolika otvory
(nejcastéji 8 - 10) raznych primért. Nastavenim otocného kolecka do jednotlivych poloh
omezujeme mnozstvi svételnych paprska které projdou do mikroskopu a osviti pozorovany

vzorek.

4.2.7. Stativ a upeviovaci prvky

Stativ byva nejveétsi a nejtézsi ¢asti mikroskopu. Vétsinou se sklada ze dvou zakladnich
casti. Zakladni Cast zarucujici stabilitu obstaravd podstavec, ten byva ve tvaru pismene U,
nebo ve tvaru obdélnikové desky. Druhou casti stativu mikroskopu je nosi¢ tubusu, ten je
z podstavcovou casti spojen bud’ pevné (pomoci Sroubtll), nebo pomoci ¢epu umoznujiciho
naklapéni. Na stativu jsou upevnény dal$i prvky a soucésti pozorovaciho mikroskopu.
Jednotlivé prvky ovladani a sefizovani jsou konstruovany tak, aby jejich pouzivani bylo co
nejsnadnéjsi, néktera prvky jsou umistény tak aby byly snadno piistupné pro pravou i levou
ruku.

Dalsi dtleZitou ¢asti mikroskopu je tubus, ten je spojovaci soucasti mezi objektivem
a okularem. Tubus zabrafiuje vnikani Skodlivého svétla a prachovych castic a necistot, které
by se usazovaly na ¢ockach. VétSinou je slozen ze dvou do sebe nasunutych casti. Je

konstruovan bud’ jako pevny, nebo jako otocny.

4.3. Zaostrovani mikroskopu a posun vzorku

Zaostteni pozorované¢ho piedmétu je provadéno jeho posouvanim ve vertikdlnim sméru.
Nejjednoduseji je tohoto posuvu docileno pohybem stolku na némzZ je pozorovany predmét
uchycen, pohybu je docileno otacejicim koleckem upevnénym na stativu. Toto kolecko je
opatieno zuby a dosedd na ozubenou listu pfipevnénou na posuvném stolku. Tato konstrukce
se pouziva u jednodussich zdkovskych mikroskopt, pro pfesnéj$i pozorovani se pouziva

Pro zékladni posun slouzi Sroub hrubého posuvu (makrometricky), byva umistén na

spodni stran¢ stativu a umoznuje pohyb nosic¢e tubusu ve vertikalnim sméru. Hruby posun je
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proveden podobné jako v prvnim piipadé, ozubenym koleckem a liStou ozubenou listou na
zadni Casti tubusu. Jemny posuv zajistuje Sroub jemného posuvu (mikrometricky). Zatizeni
pro jemny posun je umisténo bud’ soustfedné s druhym posuvem, nebo mimo jeho osu. Pro
tento posuv existuje fada konstrukci. VétSinou je zdkladem prevod jemného pohybu
mikrometrického Sroubu pies pakové zafizeni na tubus. Prstenec Sroubu jemného posuvu
byva opatien métitkem velikosti posuvu.

Pro upevnéni skla s pozorovanym objektem slouzi stolek mikroskopu. Vzhledem ke
stativu muze byt stolek pevny nebo posuvny. Pohyb je vétSinou mozny ve dvou na sebe
kolmych smérech (kfizovy posuv), nékdy je mozno stolkem jesté otacet (kruhovy stolek). Na
stolku je zafizeni pro pohyb sklicka ve dvou smérech, pohyb se uskutecituje pomoci dvou
Sroubll. Jeden Sroub umoZiiuje pohyb preparatu do stran a druhy dopfedu a dozadu. Dale

stolek bava opatfen mechanismem pro upevnéni skla s pozorovanym preparatem.
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5. Zaver

Po zvoleni tématu této diplomové prace jsem mél pouze hrubou predstavu o tom, co vse
budu muset udé€lat pro jeji kvalitni dokonceni. Zvolené téma mi bylo blizké, ale zejména
z praktickou c¢asti diplomové prace jsem mél omezené zkuSenosti. Zacal jsem shanénim
literaturu pro ziskani potfebnych znalosti, zde jsem narazil na piekvapivy nedostatek odborné
literatury a to jak v knihovndch tak i v knihkupectvich. Velka ¢ast zaptjcené literatury se
zabyvala vytvarenim mikroskopickych preparati pouze okrajové a jednotlivé tituly se Casto
suplovaly. Na zacatku jsem si neuvédomoval velky rozsah teoretické Casti prace, na konec
jsem nékteré kapitoly nemohl zpracovat pfili§ do hloubky. Jednim z diivodli byla ptipadny
velky rozsah prace a druhym divodem byla prakticka ¢ast, jenz jsem musel vytvofit. Po
zpracovani teoretické casti diplomové prace jsem mél dostatek informaci pro zapoceti
praktické ¢asti.

Praktické cast zaCala shanénim a sbérem vhodnych dievin pro tvorbu mikroskopickych
preparatli. Po mensich nesnazich s hledanim nékterych druhii dievin se podafilo nashromazdit
vétsinu nejbéznéjsich mistnich dievin, tak jak zadala potfeba vyuky laboratornich méteni
predmétu materidly a technologie. Poté jsem zacal na samotné piipravé mikroskopickych
preparatl, pfi této ¢innosti jsem ziskal podporu katedry biologie pedagogické fakulty. Diky
této pomoci se mi podaftilo vytvofit ndlevy pro fixaci a mékceni vzorkii dievin. Dalsi velkou
pomoci ze strany katedry biologie bylo umoznéni prace na jejich mikrotomu a poskytnuti
prostor laboratotfe. Zejména pii praci na mikrotomu se vyskytla tada potizi, jenz pramenily
vétSinou z nedostatku praktickych zkuSenosti, Casto jsem pii praci musel experimentovat
a vyzkouset n¢kolik postupii. Tato prace si zadala peclivost a trpélivost. Samotna prace na
mikrotomu a uzavirani vzorkti do podloznich skel zabraly dva dni. Sbér a ptiprava vzorkd
byly téz ¢asové narocné. Vzorky jsem vytvarel vzdy ttikrat, jednu sadu pro katedru fyziky
oddéleni didaktik a technické vychovy, jednu sadu jsem vénoval katedie biologie za podporu
jenz mi poskytla a jednu sadu jsem vytvofil jako zalozni pro ptipad, Ze by nékteré vzorky pod
mikroskopem nebyly zcela dobré. Povedlo se vytvorit kvalitni mikroskopické preparaty na

nichz je dobfe pozorovatelna struktura dieva a které budou dobie slouzit pti vyuce.
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