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O METODACH BADANIA ANATOMICZNEGO LISCI
W PALEOBOTANICE

Paleobotanicy, zajmujac si¢ szczatkami roslin ocalaltymi z dawnych, nieraz
bardzo odlegtych epok geologicznych, spotykaja si¢ z wieloma bardzo réznorodnymi
trudno$ciami. :

Pomijajac nawet fakt, ze im dawniejszy okres geologiczny reprezentuja badane
szczgtki roslinne, tym mniejsze jest ich podobienstwo do wspodlczesnych roélin,
to przeciez najwigksza bodaj trudno$¢ dla badacza-paleobotanika stanowi ogromna
fragmentaryczno$¢ znajdywanych szczatkéw roslinnych. Wypadki jednoczesnego
znalezienia powiazanych ze soba kilku roznych czesci rosliny jak lodyga, pien,
liscie, kwiaty, owoce lub nasiona — sa niestychanie rzadkie, szczegdlnie w odnie-
sieniu do starszych okresow geologicznych. Tym bardziej wazne jest jak najbardziej
wszechstronne i dokladne zbadanie kazdego znalezionego fragmentu rosliny. Duze
zastosowanie znalazly metody badan anatomicznych do kopalnego drewna oraz
owocdw i nasion.

LiScie — jedne z najczg$ciej spotykanych szczatkéw roSlinnych — s bardzo
trudne do oznaczania wobec wielopostaciowo$ci w obregbie osobnikdw, duzej
zmiennosci gatunkowej i wystgpujacej niejednokrotnie konwergencji morfologicznej
gatunk6w nalezacych do odleglych nieraz jednostek systematycznych. Wykrycie
systematycznej przynaleznosci badanego szczatka lisciowego wymaga wigc od ba-
dacza duzego do$wiadczenia i wnikliwosci.

Duzym ufatwieniem i potwierdzeniem oznaczenia liSci na podstawie morfolo-
gicznej mogg by¢ badania anatomiczne, o ile stan zachowania badanego szczatka
liSciowego na to pozwala. W wypadku, kiedy struktura morfologiczna liScia nie
zachowata si¢ lub fragment liScia jest zbyt maly do badan morfologicznych, mozna
takze stosowaé¢ same badania anatomiczne (analiza nablonkowa).

Niektorzy paleobotanicy, szczegélnie starej szkoly, wysuwaja zastrzezenia co
do mozliwosci oznaczania liSci wylacznie na podstawie analizy budowy nabtonka,
podajac jako argument wystepowanie w anatomicznej budowie nablonka kon-
wergencji miedzy réznymi grupami systematycznymi. Zrédlem takiego pogladu
jest fakt, ze pierwsze nowoczesne prace nad zastosowaniem w paleobotanice bu-
dowy nablonka liSci ukazaly si¢ zaledwie na poczatku XX w. (np. Karczewski
1906, Nathorst 1912 — za Potoniei Gothan 1913), a na szersza skalg stosowane
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sa od niedawna. WS$réd paleobotanikow, ktorzy najbardziej przyczynili si¢ do
upowszechnienia tej metody nalezy wymieni¢ Jurasky’ego, Weylanda i wielu
innych. Jednak nawet w chwili obecnej, kiedy badania nad anatomig nablonka
lisci posungly si¢ juz znacznie naprzdd, nieliczni tylko paleobotanicy stosujg je na
szeroka skale. Wynika to stad, ze zagadnienie jest trudne i wciaz jeszcze niedosta-
tecznie zbadane, a samo przygotowanie obiektu do badan dos$¢ pracochionne.
Przy tym warto$¢ taksonomiczna budowy nablonka u réznych rodzin jest niejedna-
kowa. Wiele z nich jak np. Coniferae, Gramineae, Cyperaceae maja budowe usta-
long i charakterystyczna dla tych rodzin, natomiast inne rodziny np. Palmae i Saxi-
fragaceae wykazuja do$¢ znaczne zréznicowanie nabtonka. Jest to zreszta na ogol
zgodne ze zréznicowaniem morfologicznym tych rodzin, co wyraza si¢ w znaczne)
liczbie podrodzin.

Z powodu tej roznej wartosci taksonomicznej przy okreslaniu rodzin, wynikaja
zastrzezenia pewnych badaczy nad przydatnoscia badan anatomicznych nablonka
przy oznaczaniu lisci gatunkdéw kopalnych. Nalezy jednak pamigtac, ze takie same.
a moze i wigksze zbieznosci obserwujemy w budowie morfologicznej liSci. Rdznica
jest ta, ze morfologie lisci jako fatwiej dostgpna badano juz od bardzo dawna i zo-
stala ona do$¢ dokladnie przeanalizowana i spopularyzowana w botanice i paleo-
botanice. Systematyczne badania anatomiczne lisci natomiast sa ciagle jeszcze
niepelne i niewystarczajace oraz brak jest tak wyczerpujacej klasyfikacji, jakie
dokonano dla morfologii liscia.

Metody techniczne stosowane w paleobotanice do badan anatomicznych lisci
moga by¢ rézne i sa zalezne od sposobu i stanu zachowania szczatka.

1. W pierwszym rzedzie wazne jest, czy zachowala si¢ substancja organiczna.

a) W wypadku gdy mamy do dyspozycji jedynie odcisk lifcia bez $ladow
substancji organicznej — nie mamy mozliwosci przeprowadzenia badan ana-
tomicznych. Je$li jednak skala, w ktorej zachowal si¢ odcisk liScia jest drobno-
ziarnista np. il, tupek, a sam odcisk liScia wyrazny — mozemy sprobowac, czy nie
uda si¢ nam uzyska¢ obrazu anatomicznego powierzchni lidcia stosujac metode
mikroskopowych preparatéw odlewowych.

Metoda ta polega na sporzadzeniu delikatnego, przejrzystego odlewu badanej
powierzchni. W tym celu przygotowujemy roztwér celloidyny lub celluloidu
o konsystencji gliceryny. Mozna réowniez zastosowa¢ inne znane obecnie «plastyki»
jak np. polistyren, polimetakrylan butylu i inne. Réznica migdzy nimi polega w za-
sadzie na uzyciu innych rozpuszczalnikéw i rdéznic w czasie krzepnigcia preparatow.
OczywiScie najszybciej otrzymamy preparat stosujac «plastyk» o najbardziej lotnym
rozpuszczalniku np. eter, aceton, octan etylu.

Przystepujac do sporzadzenia preparatow kiadziemy szklang bagietky duza
krople plynnego plastyku na badanym obiekcie starajac si¢, by pokryla ona po-
wierzchnie nie wigkszg niz 1 cm?. Wigksze preparaty przygotowane ta metoda moga
ulegac znieksztalceniom, lepiej wigc wykona¢ kilka mniejszych odlewdw obok siebie.
Po catkowitym wyschnieciu i utworzeniu si¢ na obiekcie cieniutkiej blonki plasty-
kowej — podwazamy ja delikatnie na brzegach, a nast¢pnie Sciaggamy pincetka.
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Brzegi blonki Scinamy zyletka i robimy preparat zatapiajac w substancji inaczej
zalamujacej $wiatlo niz uzyty przez nas plastyk lub podbarwiajac ja lekko. Mozna
tez oglada¢ preparaty «na sucho» w $wietle odbitym badZ przy uzyciu kontrastu
fazowego.

b) Jezeli dysponujemy odciskiem liscia ze zweglona substancja orga-
niczng, np. okazy karboriskie — mozemy wykonaé preparaty wihasciwej skorki
liscia (Karczewski 1906, Barthel 1961, 1962).

W tym celu malerikim meselkiem odbijamy delikatnie od okazu fragment liscia
przeznaczony do zbadania. Jest to niezbgdne, gdyz w okazach karborskich za-
chodzi bardzo Sciste zespolenie zweglonej substancji organicznej ze skalg. Nastgpnie
ten odtupany odlamek skaly ze zweglonym fragmentem liScia wrzucamy do na-
czynika szklanego, np. probowki i dzialamy kwasem, najlepiej HNO, *. Podgrze-
wajac mozna reakcj¢ przyspieszy¢. Nastgpnie przemywamy woda i zalewamy
rozcienczong zasada np. KOH. Otrzymane fragmenty skoérki (nabtonka) przemy-
wamy ostroznie woda destylowang i sporzadzamy zwyklym sposobcm preparat
przegladowy w glicerynie lub trwaty w glicerozelatynie.

Najszersze mozliwosci stosowania badan anatomicznych lisci wobec czgstotli-
wosci wystgpowania odpowiednio zachowanej substancji organicznej mamy w ko-
palnych florach trzecio- i czwartorzgdowych. We florach tych okreséw odciski
lidci wraz z substancja organiczng pozwalajagca na zbadanie anatomiczne spoty-
kamy najczg$ciej w itach i glinkach. Niekiedy w itach przewarstwiajacych trzecio-
rzedowe wegle brunatne wystgpuja warstwy o duzym nagromadzeniu fragmentow
lisci, gatazek, tusek i innych szczatkéw roélinnych w postaci sieczki. W tym ostatnim
przypadku brylg ze szczatkami roélinnymi nalezy rozgotowaé w zwyklej wodzie
lub lepiej z dodatkiem KOH, przepluka¢ dokladnie na sicie i wylowi¢ fragmenty
nablonka lub liéci (tzw. szlamowanie). Jezeli liScie zachowane s3 w ile — rozgoto-
wywanie nie zawsze jest konieczne dla wydobycia szczatkow lisci, gdyz rozlupujac
it zgodnie z ulawiceniem znajdujemy czgsto odciski liSci z pozostatymi na nich
czesciami organicznymi dajacymi si¢ latwo zdjac, np. we florze trzeciorzgdowej
Turowa. Fragmenty substancji organicznej lisci (kutykule) wystgpuja réwniez
czasem w weglach brunatnych (Jahnichen, diss.) 1 takze dajg si¢ latwo oddzielic.
Unikalnym stanem zachowania lisci kopalnych jest warstwa liSciowa w eocenskim
weglu brunatnym w Geiseltal (NRD) sktadajaca si¢ z samych lisci doskonale w ca-
losci zachowanych — tzw. «Blitterkohle». Rowniez bardzo dobrze zachowane
szczatki lisci spotyka si¢ w ztozu miocenskim Wiesa k. Kamiefica (NRD).

We wszystkich wspomnianych przypadkach mozemy postgpowaé podobnie,
mianowicie umieszczamy badany fragment liScia w szklanym naczyriku i przepro-
wadzamy maceracj¢ jednym z ponizszych sposobow.

* Chcac otrzymaé preparat morfologiczny calego liscia, przyklejamy obiekt strona organiczna do
szkietka, zabezpieczamy powierzchnig szkietka np. parafina, a nastgpnie rozpuszczamy ostroznie skale
przy pomocy kwasu fluorowodorowego (konieczne specjalne digestorium i odpowiednie naczynia). Wy-
preparowany w ten sposob lis¢ po dokladnym wymyciu mozna nastgpnie macerowac jednym ze znanych
sposobow. :
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Rys. 1. Nablonek licia kopalnego pnacia Dioscorea sp. (Dioscoreaceae). Ze zbioréw paleobotanicznych
Muzeum Ziemi PAN. Flora kopalna Turowa k. Bogatyni. Pow. ca 1000x. — Fot. K. J.

Maceracja przy pomocy wody utlenionej jest bardzo powolna i stabo
dzialajaca — stosujemy ja wigec do najbardziej delikatnego materiatu. Jest to Srodek
prosty i znany, totez nie omawiam blizej jego stosowania.

Maceracja woda Javella jest nieco silniejsza, ale rowniez do§¢ delikatna.

Maceracja kwasem azotowym: skrawek zalewamy rozcieiczonym HNO,
na kilka godzin lub dtuzej. Nast¢pnie przemywamy woda destylowana. Jesli mace-
racja zaszta w stopniu niezadowalajacym — mozna zala¢ stabym roztworem amo-
niaku lub rozcienczona zasada na kilka minut i znowu przemy¢ kilkakrotnie woda.

Maceracja mieszanina Schultzego jest najczgsciej stosowana. Zachodzi
podobnie do poprzedniej, ale jest nieco silniejsza i szybsza. Mieszaning Schultzego
przygotowujemy w butelce z doszlifowanym korkiem, zalewajac rozciericzonym
kwasem azotowym nieco KClOj i nastgpnie mieszajac do rozpuszczenia. Po nasyce-
niu roztworu powinien na dnie pozosta¢ nadmiar KClO;. Dobry efekt daje zalanie
obiektu na pare minut stabym roztworem amoniaku — po doktadnym rozmigkczeniu
go w mieszaninie Schultzego i wyplukaniu woda destylowana. Zamiast amoniaku
mozna uzywa¢ buforu fosforanowego o pH 7,4—38,0, przerywajac nastg¢pnie jego
dzialanie dodaniem 209 roztworu NaCl.

Maceracja mieszanina H,SO, + bezwodnik kwasu octowego — jest
silniejsza od poprzednich i moze by¢ stosowana tylko do grubego i twardego ma-
teriatu liSciowego, a wigc do liSci kopalnych stosunkowo niezbyt czegsto znajduje
zastosowanie. Metoda ta jest bardzo szybka. Wada jej jest, ze nalezy bardzo uwazac
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Rys. 2. Dla porébwnania nablonek liscia gatunku wspoiczesnego Dioscorea glabra Roxb. Zielnik Uniw.
Wroclawskiego: okaz z Indii nr 324, zebr. Meebold w 1896 r. — preparat nr 331 z kolekcji Prac. Paleob.
Muzeum Ziemi PAN. Pow. ca 1000 x. — Fot. K. J.

w trakcie maceracji, aby skrawki nie ulegly catkowitemu zniszczeniu. Mieszaning
uzywamy w stosunku 1 cz. H,SO, i 9 cz. bezwodnika kwasu octowego. Skrawek
zalany tg mieszaning podgrzewamy powoli na tazni wodnej, sprawdzajac co pewien
czas stopien maceracji. Przemywamy w wodzie. -

Przygotowanie preparatéow. Po przeprowadzeniu maceracji jedna z opi-
sanych metod (ewentualnie innag odpowiadajaca nam) przystgpujemy do sporza-
dzenia preparatu. Nalezy przy tym pamigtaé, ze material kopalny jest znacznie
delikatniejszy i bardziej kruchy od wspoiczesnego i nalezy go traktowa¢ mozliwie
najostrozniej. W tym celu dobrze jest stosowa¢ do przenoszenia obiektu — zaréwno
w czasie maceracji, jak i w czasie przygotowywania preparatu — mala pipetke
z gumka, o do§¢ szerokim otworze wlotowym. Przy obiektach wigkszych wygodnie
jest stosowaé szklana bagietke.

Najpraktyczniejsze jest przygotowanie trwalych preparatéw w glicerozelatynie.
Maja one t¢ zaletg, ze technika zatapiania obiektu jest bardzo prosta i nie wymaga
odwadniania, a wigc unikamy niebezpieczenstwa dalszego niszczenia i kruszenia
obiektu. :

Barwienie preparatow czgsto jest zbedne wobec naturalnego, zoéttawego
zabarwienia kopalnego nablonka lub skérki. Jedli preparat jest zbyt blady, lepiej
go zabarwié jednym z barwnikow uzywanych do analogicznych preparatéw z roslin
wspblczesnych, a wigc np. safranina dla blon celulozowych skutynizowanych,
Sudan III lub 1V dla kutykuli.
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Badania mikroskopowe i oznaczanie. Wykonawszy trudng zazwyczaj
i czasochlonng prace przygotowania preparatéw nablonkowych z materiatu ko-
palnego — mozemy przystapi¢ do ich oznaczania. W pierwszym rzedzie nalezy
zanalizowa¢ budowe wypreparowanego nablonka. Do tego celu wystarczy w za-
sadzie zwyk_{y mikroskop biologiczny. Niekiedy jednak konieczne jest zastosowanie
do obserwacji mniej pospolitych urzadzen, wéréd ktorych na pierwszym miejscu
nalezy wymieni¢ kontrast fazowy. Wielkim ulatwieniem pracy nad oznaczaniem
jest wykonanie rysunkéw i mikrofotografii obiektu badanego.

Ostatnim etapem jest przeprowadzenie studiow poréwnawczych i oznaczenic
badanego szczatka liSciowego (por. rys. 1, 2).

Uwagi koncowe. Opisane wyzej metody maceracji zostaly podane od naj-
stabiej dziatajacych do najsilniejszych, lecz oczywiscie zalezy to rowniez od stezenia
odczynnikéw i czasu przeprowadzania reakcji. Przy wyborze ktorejkolwiek z po-
danych metod maceracji trzeba zawsze pamigtaé, ze przy opracowywaniu kazdego
nowego materialtu musimy dla niego wyprébowac¢ najwlasciwsza metode, naj-
korzystniejsze stezenie odczynnikéw i ustali¢ optymalny czas trwania reakcji.
Nie ma metod uniwersalnych. Szczegblowa metoda opracowana dla jednej flory
kopalnej moze okazaé si¢ niewlasciwa dla innej. Kazdy badany material kopalny
wymaga indywidualnego traktowania.

Na zakoriczenie nalezy stwierdzi¢, ze przy badaniu i oznaczaniu kopalnych
szczatkow liSci wazne jest posiadanie kolekcji preparatéw poréwnawczych
z materiatow wspoiczesnych badz kopalnych. Korzystanie z opisow, rysunkow
i fotografii w literaturze jest duza pomoca, ale czgsto jest niewystarczajace zaréwno
ze wzgledéw technicznych, jak i braku wyczerpujacych publikacji w tym zakresie.
W Polsce najwigkszg kolekcjag nablonkowych preparatow gatunkéw wspolczesnych
dostosowanych do badan flor trzeciorzgdowych (pochodzenie i dobdr gatunkow)
dysponuje Pracownia Paleobotaniczna Muzeum Ziemi PAN w Warszawie.
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