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Abstrakt — Beim Vergleich von Blittern fossiler und heutiger Pflanzen bieten die Blatt-
epidermen sehr wichtige systematische Unterscheidungsmerkmale. Bei Praparierung rezenter
Blattepidermen wird das Mesophyll in geeigneten Losemitteln aufgelost und die Epidermis
wird auf chemischem Wege isoliert. Bei der Verwendung der beschriebenen kombinierten
Mazerationsmethode werden die Blétter in der ersten Phase in alkalisiertem 309, Wasser-
stoffsuperoxyd mazeriert, bei der zweiten Phase dient das Gemisch nach ScHULZE als Mazerati-
onsmittel. Die Zeit der Wirkung dieses (emisches ist sehr verkiirzt (2—15 Min.). Zur Lésung der
mazerierten Proben verwendet man eine 109, Lésung von Kalilauge. Gegeniiber den iibrigen
frither beschriebenen Methoden besitzt diese Methode den Vorteil, dass man in breitem Be-
reiche die Intensitdt der Mazeration regulieren kann.

V botanickych laboratofich se pouziva v podstaté dvou az tii procesi, jak
ziskat obraz listové pokozky:

1. Pokud lze pokozku stahnout s listu mechanicky, pak staéi takto oddélenou
pokozku fixovat a barvit. Ve vétsiné piipadi se to nepodaii, nebot 1pi obvykle
pevné na ostatnich pletivech listu. Tehdy se doporuéuje sttidavé vateni a ochla-
zovani listu ve vodé, aby se pokozka ponékud uvolnila. Tento postup podle
mych zkuSenosti ¢asto selhava. Jinak lze pouzit mikrotomovych fezt. Objekty
se zalévaji do parafinu ¢i jiného média a Fezou mikrotomem co mozna rovno-
bézné s povrchem listu. Metoda je dosti naro¢na na ¢as a vedle toho se obvykle
nepodaii ziskat ez, ktery by zachycoval vétsi ¢ast povrchu listu. Zejména
tehdy, lezi-li jednotlivé elementy pokozky v rtznych horizontélnich rovinach,
napi. chlupy, zlazky, ponotené praduchy, neni stavba dosti prehlednd a jasna.
Slozenim jednotlivych fezi na sebe lze ovSem sledovat prostorové uspotadani
pokozky zpétné (tieba vytvoienim modelu apod.).

2. Pro kvantitativné anatomickou praci je doporuéovana metoda mikro-
reliéfova (PAzoureK 1963). Povrch pokozkovych bunék v &erstvém stavu je
totiz vice méné vypoukly a takto vznikly reliéf lze zachytit potifenim listu
jemnym lakem. Po zaschnuti se stahne tenka blanka laku pomoci prihledné
samolepici pasky a pod mikroskopem za pouziti bo¢niho osvétleni, faizového
kontrastu apod. pak vystoupi struktura pokozky. Tato metoda je vhodnd
zvlasté pro piehledné preparaty. Jistou jeji nevyhodou je, Ze vyzaduje listy
v derstvém stavu, aby reliéf turgorem napjatych bunék byl dostateéné vy-
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razny. Pro herbafovy material se dobie nehodi. Casto nejsou dosti dokonale
podany podrobnosti praduchtt a odéni a dale nelze sledovat ruznou obarvovaci
schopnost jednotlivych pokozkovych bunék.

Pro systemetické a anatomické studie, kdy pracujeme se susenym materidlem
z herbail, s vyse zminénymi metodami (podrobné navody viz NEMEC et al.
1962) nevystaéime. V takovych piipadech, kdy nam jde o vérné podani a cel-
kovy obraz stavby pokozky (praduchi, odéni, zlazek atd.), vyhovuje nejlépe
izolace zkutinizovanych &asti pokozky chemickou cestou, tj. rozpusténim
mesofylu vhodnymi ¢inidly. Tato metoda byla vyzkousSena a upravovana celou
fadou botanik a paleobotanik. V kombinaci s metodou piiénych fezi dava
uplny a ptrehledny obraz stavby listu.

Jako macerac¢niho ¢inidla s> nejéastdji uzivd Schulzeho smés (kyselina dusiénéd -+ chlore¢nan
draselny). Hlavné se tato smés pouzivala k preparaci fosilnich kutikul (NaTHORST 1908, JU-
RASKY 1939). Je vhodna téZ pro maceraci koZovitych recentnich list (Kisser 1939, FLorin
1931). Postupujeme tak, %e vzorek ponoiime nejprve na 24 a vice hodin do zfedéné Schulzeho
smési (podle povahy listu) a po omyti vodou do silné zfedéného roztoku louhu ¢i amoniaku.

Odlisny postup popisuje Kisser (1939) s pouzitim kyseliny sirové a peroxidu vodiku. Vzorek
se necha asi 24 hodin v 509, kyseliné sirové pii zvysené teploté (70° C), pak se omyje a pusobi
se na néj b — 109, peroxidem vodiku s amoniakem rovnéz 24 hodin prl 70° C.

Podobné lze u?lt dalsich ¢inidel, kterda rozpoustéji mesofyl, jako je napf. kyselina chromova
(PRAT 1944) apod. PactTrovA (1961) nejprve vzorky suchych listti zmékeila ve smési ledové
kyseliny octové a kyseliny sirové nebo v 39, peroxidu vodiku a po oddéleni pokozek je macerovala
v Erdtmanové acetolysaéni smssi,

Vyse uvedené postupy vétsinou obsahuji ptilis drastické latky, které narusuji
kutinizované &asti pokozek. Pro maceraci jemnych listi se piilis neosveéddéily.
Krom toho jsou takova déinidla pii praci nepiijemnd a drazdiva.

Pii zpracovani fosilnich listovych zbytka systematicko-anatomickou srovna-
vaci metodou jsem byl nucen fesit metodiku rychlého pofizovani pokozkovych
preparati recentnich listii. Nasledujici postup se mi ve vétsiné pripadi osvédéil.
Uéinky pasobeni se totiz daji znaé¢né upravovat, aby
neutrpély rizné¢ silné kutinizované vrstvy pokozky.
Dokonce i v téch piipadech, kdy vertikalni stény pokozky nebyly ani malo
kutinizované, podarilo se ziskat pifi trochu opatrnosti obraz pokozkovych
bunék. Jinou vyhodou tohoto postupu je to, Ze zkracuje pouziti zdravi Skodli-
vych ¢inidel (Schulzeho smés) na minimum.

Malé casti lista (dlomky 5 mm v praméru) se nechaji ponotené v 309, peroxidu vodiku, mirné
zalkalizovaném ncékolika kapkami 109, roztoku draselného louhu. Doba ptusobeni a teplota lazné
zévisi na povaze listu. Zv1asts tenké listy macerujeme pri pokojové teploté 1 —3 dny (se zvysSenou
teplotou se doba pusobeni zkrati). Tuzsi listy vyZaduji maceraci pii zvysené teploté (70° C).
Vzorky velmi kozovitych listii radéji povatime v této lazni asi 30 — 60 min. Smés se rychle vy-
cerpava a je tieba ji vzdy pripravit pro kazdou maceraci ¢erstvou. Spravné macerované vzorky
jsou prusvitné a maji bélavou, slabé nazelenalou barvu. Pak po dukladném oplachnuti ve vodé
je vlozimena 2 — 15 min. do Schulzeho smési (nasyceny roztok chlore¢nanu draselného v kyseliné
dusi¢né). Tam vzorky uplné zbéli az mirné zezloutnou. Nyni se nechaji dokonale vymaéacet ve
vodé (10 min.). Konecné vzorky pfeneseme na misku s 109, roztokem louhu draselného, kde
tmavé zezloutnou, mesofyl se zvolna rozpusti a pokozky se od né&j uvolni. Doba pusobeni zavisi
na tom, jak rychle vnikne louh do mesofylu (p¥iblizné 5— 30 min.). Obvykle jsou pokozky izo-
lované, nékdy je nutné je rozdélit preparac¢nimi jehlami. Takto ziskané pokozky barvime (safra-
nin, Sudan ITI) a uzavirdme do médii s vhod1ym indexem lomu podle vyraznosti objekti (obvykle
vystadime s glycerolovou zelatinou). Pro pozorovéani skulptury pokozky (tzv. idiokutikuldrni
struktury podle JuraskyHo 1934) jsou jako doplikové vhodné preparaty, ve kterych nejsou
pokozky uzavieny v médiu, ale lezi volné mezi sklicky (viz Jurasky 1934).

Zvlasté dilezité pro zdar celého postupu je odhadnuti spravné
doby pisobeni a teploty prvni ldzné (peroxid). Jeli
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nedostadujici, nedojde k dokonalému rozpusténi mesofylu a pokozky budou
znedisténé, pijdou-li vibec oddélit. K piemacerovani dochéazi ziidka, jen
u jemnych listi a za pomérné delsi dobu. V takovém pifpadé se nedoporucuje
pouzit druhé lazné (Schulzeno smési) viibec nebo jen velmi opatrné.

Zusammenfassung

Bei botanischen und paldobotanischen komparativen systematisch-anatomischen Studien
der epidermalen Verhiltnisse der Blitter ist es notwendig, ein genaueres Bild der Epidermis-
strukturen zu gewinnen. Die gewohnlich angewandten Methoden weisen aber einige Nachteile
auf. In den meisten Fiillen gelingt es nicht, die Epidermis rein mechanisch abzuziehen. In diesem
Falle gebraucht man meistens Mikrotomschnitte. Abgesehen von der Langwierigkeit dieser
Mothode bieten die Schnitte keinen guten Uberblick iiber die Struktur, besonders iiber die Form
der Trichome und Driisen. Die in neuer Zeit empfohlene Abdruckmethode (Pazourek 1963)
reproduziert die Epidermisstrukturen nicht in allen feinen Einzelheiten und gestattet keine
Untersuchung der differentialen Féarbung der Epidermis.

In den Fiillen, wo es sich wirklich um ein vollkommenes Bild der Blatthaut handelt, ist es am
besten, eine solche Methode anzuwenden, die die kutinisierten Teile der Epidermis durch die
Auflésung der Mesophyllgewebe isoliert. Die am hiufigsten gebrauchten Reagenzien, wie das
Schulzesche Gemisch (vgl. FLorin 1931, Jurasky 1939), Schwefelsiure mit Hyperoxyd (Kisser
1939), Chromsiure (PrAT 1944), Krdtmans Azetolysis-Gemisch (PacruTovA 1961) u. a., korrodieren
gowissormassen die Kutikula und eignen sich nicht besonders fiir Mazeration krautiger Blitter.

Der Verfasser erprobte ein Verfahren, das eine Regulation des Wirkungs-
grades entsprechend der Blattbeschaffenheit gestattet und das
sich bei der Bearbeitung der Laubblitter fast in allen Fillen bewihrte.

Die Blattproben mazeriert man in 309, Wassorstoffperoxyd, das durch 109, KOH alkalisiert
wurde. Die Wirkungszeit und Temperatur des Bades hiingt von der Blattbeschaffenheit ab. Die
zarten krautigen Blitter werden binnen 3 bis 5 Tagen bei Zimmertemperatur, die derberen
Bliitter bei erhohter Temperatur (70° C) mazeriert. Besonders lederartige Blitter werden 30 bis
60 Min. gekocht. Die richtig mazerierten Proben weisen cine weissliche schwach griinliche Firbung
auf. Dann werden sie gewiissert und auf 3 —15 Min. ins Schulzesche Gemisch iibertragen. Dort
firben sie sich ein wenig gelb. Nach griindlichem Abspiilen kann man sie in 109, KOH iiber-
tragen, wo sich die Mesophyllgewebe auflésen und die Epidermisreste von ihnen trennen. Manch-
mal ist es notwendig, diec Epidermen mit Préaparierungsnadeln zu trennen. Die Epidermisreste
kann man dann fiirben (Safranin, Sudan III) und in Medien mit einem giinstigen Brechungs-
index montieren. Um ein gutes Gelingen des ganzen Verfahrens zu erreichen, ist es sehr wichtig.
die Wirkungszeit und Temperatur des ersten Bades (Wasser-
stoffperoxyd) richtig abzuschétzen. Wenn die Mazeration ungeniigend ist,
kann es nicht zur vollkommenen Auflssung des Mesophylls kommen und die Epidermen sind
unrein, soweit es iiberhaupt gelingt, sie vom Mesophyll zu trennen.

Fiir das Verfahren ist kennzeichnend, dass die kutinisierten Teile der Epidermis nicht zusehr
korrodiert werden. Dadurch eignet es sich besonders fiir die Mazera-
tion krautiger Bldtter. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass disses Verfahren
unangenehme gesundheitsschidliche Reagenzien vermeidet.
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