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Osnova této prezentace

* pfiprava vzorku

* mékc&eni vzorkl

* mikrotomy

* vyroba preparatu
— barveni fezl

— odvodnovani mikrorezu
— uzavirani
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Priprava vzorku

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a Statnim rozpoétem CR InoBio — CZ.1.07/2.2.00/28.0018



Priprava vzorku *

Dfevo tvofeno anatomickymi elementy.

Orientace anatomickych elementu:

* rovnobézné s axialni osou kmene
(napfr. cévy, vertikalni tracheidy, bunky axialniho
parenchymu)

* kolmo na osu kmene
(napf. lezaté tracheidy, parenchymatické buriky dfenovych
paprsku)
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Priprava vzorku °

Studium stavby na 3 zakladnich rezech:
* pricny,

* radialni,

* tangencialni.

Spravna orientace vzorku!
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Priprava vzorku °
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Mékceni vzorku
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Mékceni vzorku |

Drevo je:

dostate¢né tuhé (Ize ho upnout)
tvrdé (problém pfi krajeni)

Mékceni dreva:

vareni ve vode,

vareni ve 2—4% roztoku NaOH a KOH,

maceni ve smeési glycerinu a 30% etanolu v poméru 1:1,
maceni v HF,

vareni ve smési ledové kyseliny octové a 30% roztoku peroxidu
vodiku v poméru 1:1,

vareni ve smési ledové kyseliny octove, 30% roztoku peroxidu
vodiku a vody v pomeéru 1:2:3,

maceni nebo vareni ve 4% roztoku ETD. H,N
etylendiamin

e M Hg
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Mékceni vzorku ’

Délka mékcCeni zavisi:

* nadruhu dfeva (hustota),
* na pocatecCni vihkosti,

* druhu mikrotomu

Poznamka: mékka dreva s vysokou vihkosti neni nutné mekcit.
MekcCeni dfeva se provadi:

* v kadinkach
* v kadinkach se zpétnym chladiCem

Vari€, kadinka a zpétny chladi¢
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Mikrotomy
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Mikrotomy - rozdéleni H

Z hlediska pohybu noze nebo vzorku:
* nuz je stacionarni a vzorek je veden do fezu,
* vzorek je stacionarni a nuz je veden do fezu.

Typ mikrotomu:

* rucni,

* konzolove,
* rotacni,

* sankové.

Mikrotom K. Jung z roku 1928 (Ilves 2001)
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Mikrotomy — rozdeleni 2

* Rucéni mikrotomy
— spiSe drzaky vzorkU
— umozni krajeni klasickou Cepelkou za pouziti obou rukou
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Mikrotomy — rozdeleni 3

* Rotaéni mikrotomy
— Ssériove vyrabéné fezy
— vzorky zality do parafinu

Nevyhody pro krajeni dreva
— Cepelka/ndz kolmo ku draze vzorku a bez moznosti zmény
uhlu ostfi vici vzorku
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Mikrotomy — rozdeleni H

* Sankové mikrotomy
— individualni vyroba fezu
— lze upnout vétsi vzorky

Leica SM2000R G. S. L. 1 — mirkotom na drevo
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Mikrotomy — rozdeleni o

Krajeni je provadéno pomoci:

* mikrotomového noze, T
— ocel, vysokouhlikova \
néStI’OjOVé OCG| . ) Approach
_ karbld WoIframu Effective cutting / angle

angle 8.5
— diamant
* Cepelek.

Approach angle 15°

N

Effective cutting ~
angle 17° <

Cutting angle 34°

I/ Approach
angle 30°

Princip transformace uhlt
mikrotomového noze (lves 2001)
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Vyroba preparatu
— barveni fezu
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Vyroba preparatu — barveni fezu H

Cilem barveni je:
* zvysSit kontrast,
* zlepSeni viditelnosti detaild.

Barvi se predevsim:

* xylém domacich drev
* tropicka dfeva malo pigmentovana
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| Tezu

r

Vyroba preparatu — barven

Typ barveni:
neselektivni

selektivni barveni (lignifikované vers. nelignifikované bunky)

v
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Vyroba preparatu — barveni fezu o

Neselektivni barveni (lignifikované buriky):
* safranin, destilovana voda (1g na 100 ml)
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Vyroba preparatu — barveni fezu 20

Selektivni barveni:
a) Safranin (1 g), destilovana voda (100 ml)
b) Astra blue (0,5 g), destilovana voda (100 ml), kys. octova (2 g)

i

smichat roztok aa b v poméru 1:1
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Vyroba preparatu
— odvodnovani mikrorezu
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Vyroba preparétt‘] — odvodrfiovani mikrofezu

Pfed uzaviranim fezul je nutné fezy odvodnit!

Vzestupna alkoholova fada Wagenfuhr (1999):

ulozeni fezu do 40% etylalkoholu (10 minut),
preneseni do 60% etylalkoholu (10 minut),

preneseni do 80% etylalkoholu (10 minut),

preneseni do absolutniho etylalkoholu (10 minut),
preneseni do smeési alkoholu a xylolu v poméru 1:1 (10
minut),

ulozeni do xylolu.

akrowbN=

o
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Vyroba preparatu - odvodiiovani mikrofezi 23

Odvodnéni podle Schweingrubra (2007):

1. umistit rezy na podlozni sklo,
2. pomoci kapatka polévat fez 95% alkoholem preneseni do
60% etylalkoholu (10 minut).
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Vyroba preparatu
— uzavirani
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Vyroba preparétt‘] — uzavirani

Uzaviraci médium
- kapalné medium, které vyplni mezeru kolem fezu a dutiny v rezu
- vyplni vzduchové mezery, které by ,rozmazavaly” vysledny obraz

- pro rezy dfevem by meél byt index lomu média blizky indexu lomu
skla

- pro trvalé preparaty je vyzadovano medium na bazi pryskyrice

Uzavirani (mounting) — proces uzavfeni preparatu krycim
skliCkem za pomoci uzaviracino media
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Vyroba preparétt‘] — uzavirani

Uzaviraci média — typy

* prirodni pryskyrice: kanadsky balzam

* syntetické pryskyfice
— misitelna s xylenem: Numount, Ralmount, Practamount
— misitelna s absolutnim alkoholem: Euparal

* syntetické polymery
— nevhodné pro dfevo — zUstavaji vzduchové bubuliny
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Verba preparétt‘] — uzavirani
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Ukéazka mozného usporadani fezt na preparatu a Stitek
na preparatu (lves 2001)
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Vyroba preparatu - uzavirani 28

Dulezita operace, ktera rozhoduje o vysledné kvalité.

Postup pfi uzavirani preparatu:

vlozit fezy na podlozni sklo

kapnout malé mnozstvi uzaviraciho média

. pomalu prilozit kryci sklo

. zatizit kryci sklo (napf. pomoci magnetu, Schweingruber
2007)

nechat zaschnout uzaviraci meédium
(urychleni pomoci susarny, 60 °C)

BON

o
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Prostor pro vase dotazy
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