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ZASTOSOWANIE NOWYCH TECHNIK MIKROSKOPOWYCH
W PALINOLOGII

W historii badarn morfologii ziarn pytku i spor mozna wyrézni¢ {trzy
okresy. Okres pierwszy — najdtuzszy — trwal ponad sto lat. Pierwsze bowiem
dokladniejsze opisy morfologiczne ziarn pytku pojawily si¢ w latach trzydziestych
ubieglego wieku, gléwnie w pracach von Mohla (1834) i Fritschego (1832, 1837).
Dalszym waznym etapem w poznaniu budowy morfologicznej sporomorf byta praca
Fischera (1890), ktéra dala podstawy nowoczesnej palinologii. W calym tym
okresie, trwajacym az po lata czterdzieste obecnego stulecia, postugiwano si¢ w ba-
daniach morfologii ziarn pytku i spor wylacznie mikroskopem optycznym. Poznano
w tym czasie zasadnicze elementy budowy morfologicznej sporomorf. Powstaly
réwniez bardziej szczegélowe opisy ziarn pylku gatunkéw nalezacych do réznych
rodzin. Nie poznano jednak szeregu drobniejszych elementéw budowy blony komér-
kowej ziarna oraz nie zdofano wnikna¢ w jej submikroskopowa budowg. Zdolnos$¢
rozdzielcza mikroskopu jest bowiem ograniczona, wigc starano si¢ jg zwigkszy¢ przez
konstruowanie coraz to doskonalszych obiektywow o wyzszych numerach apertu-
rycznych, i wreszcie stosujac $wiatlo ultrafioletowe do o$wietlania badanych obiek-
tow. Wiadomo bowiem, ze zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu jest odwrotnie pro-
porcjonalna do dlugoéci fali §wiatla uzytego do o$wietlenia (P= A opj.d-a/2). ZdoIno$¢
rozdzielcza mikroskopu do $wiatla ultrafioletowego (UV) jest zaledwie dwukrotnie
wieksza od zwyklego, niemniej mozna przy jego pomocy uzyska¢ poprawne powigk-
szenia rzedu 4 tysiace razy, co przyczynifo si¢ do lepszego poznania stratyfikacji
blony komérkowej ziarna pytku. Nie wystarczyto to jednak do poznania jej submi-
kroskopowej budowy. Dopiero wprowadzenie do badan ultracienkich skrawkow
i uzycie mikroskopu elektronowego przyczynilo si¢ do poznania submikroskopowej
budowy blony komoérkowej sporomorf.

Na przetomie lat czterdziestych i pigédziesiatych obecnego stulecia rozpoczat si¢
drugi okres w historii badan morfologii ziarn pytku i spor. Badania przeprowadza si¢
na ultracienkich skrawkach przy uzyciu mikroskopu elektronowego. Grubos¢
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skrawkow waha si¢ w granicach od 100 do 700 A (1 mm == 1000 p; 1 . = 10 000A).
W celu zwigkszenia kontrastu skrawki poddawane sa dzialaniu jednego z szeregu
srodkoéw kontrastujacych (czterotlenek otowiu, wodorotlenek olowiu, octan ura-
nylu i in.). Podwyzszenie kontrastu w badanym obiekcie polega na odloZeniu na
nim atoméw o wysokiej liczbie atomowej. Maja one dzigki temu wigksza zdolnos¢
uginania elektronéw niz atomy wegla, tlenu, azotu czy wodoru, wehodzace w sklad
organizmoéw zywych.

Ryc. 1. Okrzemki (fotografia spod mikroskopu elektronowego skanningowego)

Badania stratyfikacji blony komérkowej ziarna pylku przy pomocy mikroskopu
elektronowego wyjasnily budowe wielu skomplikowanych elementéw struktury,
a ich wyniki sa czesto wykorzystywane w taksonomii i filogenii. Nie sposob tu
omowié wszystkich przykladow wykorzystania tych badan w taksonomii. Wspomng
tylko o jednym, jak mi si¢ wydaje bardzo znamiennym przykladzie. Gullvig (1966)
badajac pokrewieistwo pomigdzy Ephedra, Welwitchia, Gnetum i innymi Gymno-
spermae stwierdzila duze podobieristwo w submikroskopowej budowie blony ko-
mérkowej ziarn pylku tych rodzajow z wyjatkiem Gnetum. Wszystkie okrytona-
sienne maja cala blong komorkowa ziarna pytku lamellowana. Zaréwno czgs¢
zewnetrzna egzyny — seksyna — jak tez jej cz¢$¢ wewngtrzna, neksyna, zbudowane sg
z licznych réwnolegle utozonych lamelli. Utworzone one sa z regularnie obok
siebie utozonych drobin sporopollenin. U Gymnospermae lamellowana jest tylko
neksyna a seksyna ma budowg ziarenkowata. Drobiny sporopollenin w seksynie nie
sa utozone regularnie lecz chaotycznie. Ziarna pytku Gnetum maja na powierzchni
zredukowane kolce, takie same, jakie spotykamy u ro$lin owadopylnych. Kolce te
utworzone sa z najbardziej zewnetrznej lamelli podobnie jak u Polygala. U Gnetum
cata eksyna jest lamellowana jak u Angiospermae, co nasunglo autorce przypuszcze-
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1 — Pinus cembroides; 2 — Pinus edulis; 3 — Pinus ponderosa; 4 — Armeria maritima;, 8 — Ephedra trifurca
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43 — Acer grandidentatum; 44 — Sphaeralcea sp.; 45 — Sphaeralcea sp.;
Zdjecia wykonane na mikroskopie stereoskan (fot. 4 za G. Erdtmani A. Dunbar;fot. 31 za G. Erdtman;
pozostale za P. S. Martin i C. M. Drew)
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nie, ze Gnetum nalezaloby raczej uwaza¢ za zredukowana rodling okrytozalazkowa
anizeli doszukiwac si¢ pochodzenia tego rodzaju od jakiego$ wspolnego przodka
z Gymnospermae. Podobne przypuszczenie wysuwano juz wczeSniej na podstawie
badan anatomicznych i morfologicznych tego rodzaju.

Przy pomocy mikroskopu clektronowego zwyklego tj. o elektronach przecho-
dzacych (tzw. Transmission Electron Microscop) nie mozna zbadaé mikrorelicfu
powierzchni ziarna pytku. Jesli elementy skulptury na powierzchni ziarna rozmiesz-
czone sa bardzo luzno, poszczegodlne cigcia na ultramikrotomie moga nie natrafi¢ na
nie. Nie mozemy wtedy stwierdzi¢ ani ich obecnosci, ani tez pozna¢ blizej budowy.
Do badania mikroreliefu powierzchni ziarn pytku zaczgto wige stosowaé tzw. metode
replik powierzchniowych (Bradley 1954, 1958). Jest to metoda bardzo zmudna
i polega na powlekaniu powierzchni sporomorfy cienka blonka wegla grubosci
100—200 A. Sporomorfy nalezy przedtem odwodni¢ w alkoholach i powlec cienka
warstewka gliceryny. Nakrapianie weglem odbywa si¢ w komorze prézniowej,
gdzie ziarna pylku znajduja si¢ na obrotowym stoliku pod elektroda weglowa.
Po wyjeciu preparatu z prézni umieszcza si¢ go na okres 3 godzin w kwasie chromo-
wym, w celu rozpuszczenia ziarn pylku. Blonki weglowe z dokladnym odbiciem
powierzchni ziarna wyplywaja na powierzchnig¢, skad sa zbierane bezposrednio
na siatki mikroskopowe i badane przy pomocy mikroskopu elektronowego. W nie-
ktérych przypadkach dla uzyskania lepszego obrazu przeprowadza si¢ jeszcze
dodatkowe uko$ne cieniowanie gestszym materialem dla podkreslenia powierzchnio-
wych detali. Wegiel jest dla elektronéw przepuszczalny wigc bfonki te bada si¢
podobnie jak cienkie skrawki. Na kliszy fotograficznej uzyskuje si¢ dokladny
obraz mikroreliefu powierzchni ziarna pytku. Poza weglem do metody replik po-
wierzchniowych uzywa si¢ rowniez aluminium. Przy pomocy replik powierzchnio-
wych zbadano szereg sporomorf, jednak metoda ta nie zadowalala badaczy, gdyz
byta bardzo uciazliwa, i nie zawsze mozna bylo wykonaé odpowiednio dobre repliki
powierzchniowe, zwlaszcza z materialu ubogiego w pylek.

W ostatnich latach zastosowano wreszcie do badan morfologii ziarn pylku i spor
mikroskop elektronowy skanningowy (nazywany réwniez mikroskopem rastrowym),
ktérego najnowszym modelem jest Stereoscan MK 11, produkowany przez angiclska
firm¢ Cambridge Lmdt. W tym najmtodszym okresie badan morfologicznych otwarly
si¢ przed badaczami kolosalne mozliwosci zbadania najdrobniejszych elementoéw
skulptury i lepszego poznania przestrzennej budowy ziarn pyltku. Zasada dzialania
mikroskopu elektronowego skanningowego jest odmienna od normalnego, elektrony
nie przechodza przez badany obiekt lecz sa od jego powierzchni niejako odbijane.
Schemat dzialania mikroskopu elektronowego skanningowego przedstawiony jest
szczegblowo w prospekcie Stereoscan Electron Miscroscope Cambridge Instrument
Comp., Ltd. List 178, Sheet A.

Emitowane przez elektrody elektrony (wiazka pierwotna) przechodza przez trzy
zestawy soczewek magnetycznych, ktorych zadaniem jest skupianie strumienia
elektronow. Pomigedzy druga a trzecia soczewka koncowa znajduja si¢ ponadto
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cewki odchylajace elektrony. Wreszcie za ostatnim zestawem soczewek znajduje si¢
koricowa apertura i elektrony po przejéciu przez nia padaja na badany obiekt.
Po zetknicciu si¢ z jego powierzchnig czgs¢ z nich odbija sig, a cz¢$¢ wywoluje wtérna
emisje elektronéw. Nastgpnie wszystkie elektrony gromadza si¢ w specjalnym
kolektorze, ktory jest potaczony z obwodem skanningowym i wizualnym. (Elektrony
sa niejako wymiatane do kolektora). Obraz na ekranie powstaje na zasadzie obrazu
telewizyjnego na lampie oscylografowe;.

Obraz, jaki uzyskujemy z mikroskopu skanningowego, jest podobny do obrazu
z mikroskopu do $wiatla odbitego, jednakze o znacznie wigkszej zdolnoéci rozdzielczej
i wigkszej glebi ostrosci. Zdolno$¢ rozdzielcza jest to najmniejsza odlegto$¢ pomigdzy
dwoma punktami ktére mozna jeszcze rozrézni¢. Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu
optycznego o najlepszych obiektywach wynosi 2000 A, mikroskopu elektronowego
zwyklego 3—10 A, a stereoskanu 150 A. W mikroskopie elektronowym skanningo-
wym uzyskujemy glebi¢ ostro$ci 300 razy wigksza anizeli w mikroskopie optycznym.
Przy najwigkszych powigkszeniach mikroskopu optycznego glebia ostrosci wynosi
okoto 1000 A, stereoskanu za$ odpowizdnio 300 000 A (= 30 w) przy powigkszeniach
rzedu 150 000 razy. Przy powigkszeniach mniejszych glebia ostrosci stereoskanu
praktycznie jest wigksza anizeli caly badany obiekt np. glon czy ziarno pylku.
Ziarna pytku moga by¢ ogladane w swych naturalnych ksztaltach na obrazach
tréjwymiarowych.

W literaturze palinologicznej coraz cz¢ciej pojawiaja si¢ opisy morfologiczne
ziarn pylku calych grup ro$linnych, opracowane na podstawie stereoskopowych
obrazéw uzyskanych dzigki zastosowaniu mikroskopu skanningowego stereoskanu.
Dzisiaj juz niesposéb sobie wyobrazié nowoczesnych badan palinologicznych tak dla
celow taksonomicznych, jak i paleobotanicznych bez stosowania tego mikroskopu.
Jego zastosowanie jest zreszta bardzo szerokie w metalurgii, przemy$le szklanym,
wlokienniczym, w medycynie, w réznych dziatach biologii, np. algologii i palinologii.

W polskiej literaturze biologicznej pojawila si¢ ostatnio polska nazwa mikroskopu
elektronowego skanningowego. A. Krzysztofowicz (1970) proponuje nazwanie go
Jupa elektronowa®. Wprowadzenie tej nazwy do piSmiennictwa polskiego nie
wydaje mi si¢ stuszne. Nie powinno si¢ w takich przypadkach wprowadza¢ jeszcze
jednego nowego terminu do i tak juz bogatej terminologii naukowej, lecz pozostawi¢
jedynie spolszczona nazwe angielska mikroskop elektronowy skanningowy. Termin
Jlupa elektronowa® jest ponadto nielogiczny. Nazwa lupa nie odnosi si¢ bowiem
do rodzaju otrzymanego obrazu lecz do powigkszenia jakie uzyskujemy stosujac
odpowiedni przyrzad. W przypadku stereoskanu nie mozna wigc méwic o lupie,
skoro uzyskiwane powigkszenia sa rzedu do 150 000 razy. Nikt przeciez lupa nie
nazywa zwyklego mikroskopu optycznego do $wiatta odbitego (np. mikroskopow
uzywanych w metalurgii i mineralogii), w ktérym mozna otrzyma¢ powigkszenia
rzedu 2000 razy. Jedynie tzw. mikroskopy stereoskopowe o najwigkszych powigksze-
niach 425 (100 %) potocznie sa nazywane lupami binokularnymi.
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