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ZASTOSOWANIE I ROLA ELEKTRONOWEGO MIKROSKOPU
SKANINGOWEGO W BADANIACH BOTANICZNYCH

Jednym z najbardziej rewelacyjnych przyrzadéw, jaki w ciagu ostatnich 10 lat
technika oddata na ustugi biologii i medycyny, jest elektronowy mikroskop skanin-
gowy (SEM). O roli jaka mikroskop ten spelnia w badaniach przyrodniczych $wiad-
czy wiclka liczba prac wykonanych przy jego zastosowaniu. Pierwsze prace tego
typu oglosili Boyde i Stewart (1963) oraz Oatley (1966). Obecnie bibliografie
prac z zastosowanicm mikroskopu skaningowego dla poszczegblnych gatunkéw
roslin i zwierzat licza juz sctki pozycji (por. Rossi 1968, Johnson 1969, Wells
1969, 1970). Bogata jest rowniez literatura dotyczaca metodyki stosowanej w mi-
kroskopii skaningowej. Nalezy tutaj wymieni¢ zwlaszcza pionierskie prace Boyde’a
i wspbipracownikéw (Boyde, Barber 1969, Boyde, Wood 1969). Duzym zainte-
resowanicm ciesza si¢ specjalnie organizowane sympozja, poswigcone mikroskopii
skaningowej. Tak np. w roku 1970 odbylo si¢ migdzynarodowe sympozjum w Wielkiej
Brytanii, na ktorym przedyskutowano i poddano ocenie dotychczas uzyskane wyniki
oraz rozwazono dalsze mozliwosci zastosowania SEM do badan biologicznych.
Rezultatem sympozjum bylo wydanie pod redakcja Heywooda (1971) ksigzki
Scanning Electron Microscopy. Systematic and Evolutionary Applications”, za-
wicrajacej 16 referatow wygloszonych na sympozjum, duzy wykaz literatury oraz
$wietne fotografie wykonane przy zastosowaniu mikroskopu skaningowego. Wspom-
niana ksigzka ma charakter podrecznika, z ktorym kazdy biolog interesujacy sig
mikroskopia skaningowa winien si¢ zapoznac.

W ramach nini¢jszego artykutu nie sposdb omowi¢ znaczenia SEM dla badan
we wszystkich dziedzinach botaniki, w ktérych znajduje on zastosowanie. Dlatego
skoncentrowano si¢ na roli mikroskopu skaningowego jako Zrédla nowych, cennych
informacji dla systematyki i biologii ewolucyjnej. Zilustrowano to przyktadami odpo-
wiednich prac.

Warto$é elektronowego mikroskopu skaningowego dla badan biologicznych
polega przede wszystkim na tym, ze dzigki niezwykle duzej glebi ostrosci daje on
plastyczny, jakby trojwymiarowy obraz powierzchni analizowanego obiektu, przy
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powickszeniach rzgdu 10 do 100 000X . Tak szeroki zakres powigkszen pokrywa si¢
zatem z jednej strony z powigkszeniami lupki r¢cznej, a z drugiej strony z zakresem
powigkszefi transmisyjrego mikroskopu elektronowego (TEM). Mikroskop ska-
ningowy wypelnia wigc skutecznie luk¢ w zakresie powigkszen, jaka istniala pomigdzy
mikroskopem $wietlnym a elcktronowym mikroskopem transmisyjnym. Podczas
gdy SEM ma zdolno$¢ rozdzielcza 50—300 A (tj. 0,005—0,03 1), to mikroskop $wictl-
ny ma 0,20 p.. Dla poréwnania dodajmy, ze zdolno$¢ rozdzielcza oka ludzkicgo wy-
nosi w optymalnych warunkach ok. 1/10 mm. Ponadto SEM ma 300 razy wigkszay
glebi¢ ostrodci niz mikroskop $wietlny. Postep jaki przedstawia SEM w stosunku
do mikroskopu $wietlnego poréwnuje Heywood do przewagi, jaka ma w wiernosci
odtwarzania glosu adapter stereofoniczny nad gramofonem. Ryc. 1 i 2 pozwola
poréwnaé obrazy uzyskane przy pomocy konwencjonalnego mikroskopu $wietinego
oraz elektronowego mikroskopu skaningowego. Daja one dobre wyobrazenie o glgbi
ostrosci SEM w poréwnaniu z mikroskopem $wietlnym, a w zwigzku z tym o mozli-
wosciach jakie daje SEM w badaniach biologicznych. W transmisyjnym mikroskopie
elektronowym strumienn elektrondw przechodzi przez ultracienki preparat, dajac
obraz struktury przez ktora przeszedl. W mikroskopie skaningowym (czyli analizuja-
cym) do uzyskania obrazu wykorzystano elektrony wtérne emitowane przez powierz-
chni¢ badanego materiatu, pod wplywem bombardowania jej wiazka elektronéw pier-
wotnych o $rednicy ok. 100 A. Strumien elektronéw pierwotnych wysylanych przez
emitor, po uzyskaniu przyspieszenia w polu elektrycznym, jest zogniskowany na po-
wierzchni badanej probki przez zesp6l soczewek elektromagnetycznych. W kolumnie
mikroskopu skaningowego znajduje si¢ ponadto zespot cewek Iub plytek, ktore po-
woduja odchylenie (czyli skaning) pierwotnej wiazki elektronéw w dwu kierunkach
prostopadtych do siebie. Zmiany napie¢ w cewkach odchylajacych, powoduja przesu-
wanie wiazki elektronéw kolejno linia po linii po powierzchni badanej probki. Wiazka
elektronow pierwotnych powoduje wybijanie elektronéw wtérnych z kolejnych pun-
ktow analizowanej powierzchni. Natgzenie emitowanych elektronéw wtornych,
zmieniajace si¢ w zaleznoéci od uksztaltowania badanej powierzchni, jest nastepnie
przetwarzane przez detektor na sygnaly elektryczne. Obraz, ktéry powstaje na ekranie
lampy obrazowej przedstawia mikrotopografi¢ powierzchni badanego materialu.
Zmiany powigkszenia uzyskuje si¢ w sposob ciagly. Do zjawisk fizycznych jakie
powstaja pod wplywem dzialania na badana probke wiazki elektronéw pierwotnych
o duzej energii, naleza ponadto — poza wspomniang juz emisjq elektronéw wtor-
nych — takie zjawiska jak: odbicie elektronéw oraz absorpcja elektronéw pier-
wotnych, przejécie elektronéw pierwotnych przez cienki preparat, emisja promienio-
wania rentgenowskiego oraz fluorescencja sktadnikéw probki. Wymienione zjawiska
wykorzystuje si¢ praktycznie jako rézne zrédla informacji o badanym przedmiocie.
Zaleta mikroskopu skaningowego w poréwnaniu z transmisyjnym jest to, ze przy
jego pomocy material biologiczny mozna badaé jako calo$¢, bez koniecznosci ro-
bienia przekrojow. Wybitna korzy$¢ techniki skaningowej wiaze si¢ réwniez z tym,
ze probke mozna ogladaé juz w kilkana$cie minut po przeniesieniu okazu z natural-
nego $rodowiska. Badajac ultrastrukture przy pomocy TEM, w wyniku zastosowane]
techniki preparacyjnej czesto ,,ogladany obiekt biologiczny jest preparatem arte-
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faktéow” (Mercer, Birbeck 1970), a dopiero na podstawie tego obrazu ,,mozliwe
jest wydedukowanie prawdziwej struktury z mikrofotografii elektronowej artefaktu™.
SEM natomiast daje mozliwo§¢ badania powierzchni probek bez zmiany ich pierwot-
nego stanu oraz bez wprowadzenia wtérnych deformacji. Nalezy tu podkresli¢,
7e SEM i TEM ze wzgledu na rézna jako$¢ informacji jakich oba te przyrzady
dostarczaja oraz ze wzgledu na roézny zakres powigkszen nie tylko nie konkuruja
ze soba, lecz czesto uzupetniaja sig. Dlatego w badaniach stosuje si¢ czgsto oba te
mikroskopy. W $wietle wynikow uzyskanych przy pomocy jednego z nich tatwicj
mozemy zinterpretowaé informacje dostarczane przez drugi mikroskop.

W zaleznosci od wlasciwosci biologicznych i wymiarow badanego ma-
terialu w mikroskopii skaningowej stosuje si¢ rézne techniki preparacyjne.
Ogolnie biorac przygotowanie preparatu do badan przy pomocy SEM obejmuje
nastepujace etapy: utrwalenie, odwodnienie, wysuszenie, napylenie. Nie kazdy
material wymaga przejicia przez te wszystkie etapy. Niektore, fatwe do przygotowa-
nia jak np. zarodniki czy ziarna pytku poddaje si¢ od razu napylaniu bez zadnego
wstepnego przygotowania, inne natomiast wymagaja odpowiedniej techniki pre-
paracyjnej celem odwodnienia, utrwalenia i osuszenia. Ogélnie biorgc material ros-
linny ze wzglgdu na mocne celulozowe $ciany komérkowe oraz czgsta obecno$¢
w nich takich substancji jak lignina, suberyna czy sporopollenina, jest latwiejszy
do badan niz wickszo$¢ materialow zwierzgeych (wyjawszy czesci twarde jak: koscei,
zeby, pancerzyki itp.).

Do oczyszczenia powierzchni badanej probki z obeych zanieczyszcezen wystarczy
w wypadku okazéw suchych strumien czystego powietrza. Do materialdow mokrych
stosuje si¢ przeplukiwanie w odpowiednich roztworach, a nastgpnie w wodzie desty-
lowanej. Przy silnie przylegajacych zanieczyszczeniach dziafa si¢ falami ultradzwie-
kowymi. W mikroskopii skaningowej stosuje si¢ w zalezno$ci od badanego materiatu
szereg réznych utrwalaczy oraz rézny czas utrwalania. Dokladne przepisy sporzadza-
nia utrwalaczy oraz opis sposobow ich stosowania mozna znalez¢ w podstawowych
podrecznikach mikroskopii elektronowej. Poniewaz probki badane w SEM musza
by¢ w stanie odwodnionym, a material biologiczny jak wiadomo zawiera w swym
sktadzie duzy procent wody, przeto jedna z waznych czynno$ci w przygotowaniu
preparatu jest jego odwodnienie. Trudno$¢ odwodnienia materiatu biologicznego
bez uszkodzenia jego struktury byla jedna z przeszkod szerokiego zastosowania
SEM do badan. Dlatego wymienione na wstepie prace Boyde’a i wspotpracownikow
o szybkiej i skutecznej metodzie odwadniania tkanek oraz Echlina (1968, 1971)
o technice przygotowania nietrwalego materialu biologicznego do badan, odegraly
przelomowa role w rozwoju mikroskopii skaningowej i otwarly nowe mozliwos$ci
zastosowania SEM w biologii i medycynie. W jednej z metod, celem odwodnienia
przeprowadza si¢ preparat kolejno przez roztwory alkoholu etylowego lub acetonu
o coraz to wyzszych stezeniach. Inna metoda odwadniania jest zamrozenie tkanki
i usunigcie wody przez sublimacj¢ w warunkach wysokiej prozni. Waznym etapem
przygotowania materiatu do badan w SEM jest napylanie. Przed napylaniem prepa-
rat przykleja si¢ na mosi¢zne krazki pasta z koloidalnego srebra. Napyla si¢ najcze-
Scicj weglem i ztotem lub ztotem i palladem. Przeprowadza sig je w napylarce, w prozni



114

rzedu 1x10-® tora, przy ustawieniu preparatu pod katem 45° w stosunku do
elektrod. _

W badaniach przy zastosowaniu mikroskopii elektronowej istotna rol¢ odgrywa
fotografia. Podczas gdy wykonanie dobrych mikrofotografii spod mikroskopu $wietl-
nego jest technicznie trudne i czasochlonne, to w przypadku skaningowego mikro-
skopu elektronowego fotografie badanych prébek (tzw. elektronogramy) otrzymuje
sie stosunkowo latwo i szybko. Elektronogramy sprawiajac wrazenie tréjwymiaro-
wych i ujawniajac nieoczekiwane bogactwo szczegdlow powierzchni badanych probek
biologicznych, sa czgsto tak atrakeyjne i efcktowne, Ze daja badaczowi duza satys-
fakcje estetyczna. Tutaj tkwi nicbezpieczenstwo produkowania elektronograméw
jako ,celu samego w sobie”, a nie jako formy informacji naukowe;j.

Przy pomocy SEM mozna w ciggu jednego dnia wyprodukowa¢ wigcej clektro-
nograméw, niz wigkszo§¢ czasopism naukowych moze opublikowaé w ciggu roku
(Sylvester-Bradley 1971). W zwiazku z tym zaistnial powazny problem publiko-
wania elektronograméw. Na sympozjum w Reading, Williams zaproponowat publi-
kowanie oddzielnych clektronograméw dla poszczegélnych gatunkéw. Daloby to
naukowcom mozliwo$¢ nabycia jedynie tych elektronograméw, ktore ich interesuja,
bez nabywania calego czasopisma. Taka forme publikacji prébowano juz zastoso-
wac¢ wyddjac atlas Ostracoda.

Dzigki zastosowaniu SEM po raz pierwszy w badaniach nukroskopmwdl uzy-
skaliémy mozliwo$¢ ogladania powierzchni obicktéw biologicznych w ich wiadci-
wych przestrzennych zwiazkach. Nie jesteSmy jeszcze przyzwyczajeni do ogladania
tego typu obrazéw. Nasza dotychczasowa wicdza o mikrotopografii powierzchni
prébek biologicznych jest ograniczona i byta dotad odbierana tylko w znicksztaiconej
formie obrazéw przekazanych nam przez mikroskop §wictlny. Czesto nic mamy jesz-
cze odpowiedniej terminologii potrzebnej do opisu mikrostruktur ujawnionych
przez SEM. Mikroskop skaningowy poszerzyl wybitnie zakres cech dotyczacych
mikrostruktury, stwarzajac zarazem problem ich interpretacji i oceny ich wartoéci
oraz ich ewentualnego wykorzystania dla systematyki i biologii ewolucyjncj. Na te

aspekty zwraca uwage Heywood (1971).
' Elektronogramy staja si¢ dzi$ wazna forma ilustracji w pracach taksonomicznych.
Mikroskop skaningowy ujawnit ztozono§¢ pozornie prostych struktur. Pozwoli to
wzbogaci¢ konwencjonalne opisy np. owockow czy nasion. Nowe cechy mikromor-
fologiczne moga pomaéc m. in. przy identyfikacji nasion roélin waznych z ckonomicz-
nego punktu widzenia. Wiele cech skulptury powierzchni nalezy do cech taksono-
micznie waznych. Sa to czesto cechy diagnostyczne. Dlatego informacja poszerzona
przy zastosowaniu SEM, pomaga nam nicjednokrotnie w rozwigzaniu taksonomicz-
nych probleméw, poprzez potwicrdzenie, zmodyfikowanie lub odrzucenic dotych-
czasowych klasyfikacji. Czesto SEM poza dostarczeniem catkiem nowych informacji
pomaga nam w reinterpretacji struktur, ktore byly rozpoznane juz wezesniej przy
uzyciu mikroskopu $wietlnego. SEM powinien odegra¢ wazng rolg przy identyfikacji
materialéw kopalnych, zwlaszcza kiedy sa one bardzo fragmentaryczne lub kiedy
mamy do dyspozycji malo materialu. W takiej sytuacji dodatkowe cechy dostrze-
zone przy pomocy SEM zwigksza szans¢ poprawnej identyfikacji. Dane uzyskane
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dzigki SEM pomoga nam niejednokrotnie w zrozumieniu mechanizméw ewolucyj-
nych, jakie dzialaly w danej grupie roslin. Ponizej podano przyklady mozliwosci
zastosowania SEM w badaniach botanicznych.

Przykladem interesujacych badan przy zastosowaniu mikroskopu skaningowego
sa prace Heywooda i wspolpracownikéw (1968, 1971). Owocki Umbelliferae —
Caucalideae studiowane przez tego autora ujawnily ogromna zloZono$¢ pozornic
prostych struktur. Cechy budowy zewngtrznej owockow byly w tej grupie juz po-
przednio uzywane jako kryterium przy rozréznianiu rodzajow. Dzigki zastosowaniu
SEM znaleziono dobre dodatkowe cechy w skulpturze owockow Torilis, Turgenia
i Caucalis, ktore to rodzaje nie byly dotad calkiem jasno oddzielone. SEM ujawnit
ponadto w rodzaju Chaetosciadium obecno$¢ na owockach szczecinek o bardzo
specyficznej budowie. Rodzaj ten umieszeza si¢ blisko Torilis na podstawie wielu
innych przebadanych cech. Tak wigc w tym przypadku nie wydaje si¢ wskazane,
by specyficzna budowe szczecinek uwazac za dowod braku pokrewieristwa. Natomiast
powstaje interesujacy problem w jaki sposéb ewoluowaly te dwa typy skulptury.

SEM odgrywa takze wazng rol¢ w badaniu budowy i rozwoju kolcow u kaktusow.
Przyktadem moga tu by¢ studia Robinsona (1974) dotyczace podrodziny Opuntioi-
deae przy zastosowaniu SEM, majace konsekwencje taksonomiczne.

Boulter (1971) badal kutikulg lisci u wspolezesnych i kopalnych Ceniferae.
Kutikula dostarcza waznych cech diagnostycznych. Poniewaz wicle kopalnych szczat-
kow zachowalo si¢ w postaci wegetatywnych organéw, kutikula ma duze znaczenie
w badaniach paleobotanicznych. SEM dostarczyl dalszych nowych informacji
o strukturze kutikuli cennych dla paleobotaniki. Na elektronogramach mozna latwo
pomierzy¢ niektore elementy, jak np. pory. Cechy kutikuli maja znaczenie nie tylko
dla identyfikacji kopalnych rodzajow i gatunkéw, ale daja takze podstawe dla
wnioskéw filogenetycznych. Bardzo dobre wyniki daje polaczenie badan kutikuli
przy zastosowaniu SEM oraz mikroskopu Swietlnego.

Badania morfologii ziarn pylku i zarodnikéw maja swoja dobra tradycje dzigki
pracom Erdtman’a i innych. Jedna z przyczyn, dla ktorych szczegoétowa informacja
o tych obicktach jest bardzo potrzebna jest to, ze w studiach czwartorzgdowych
identyfikacje materiatu kopalnego opiera si¢ czgsto wylacznie na nich. Studia porow-
nawcze ziarn pylku wspodlczesnych i mezozoicznych Gymnospermae przy zastoso-
waniu SEM mialy duze konsekwencje dla taksonomii i interpretacji filogenetycznych
(Reyre 1971). Zastosowanic SEM w palinologii omawia szerzej w swym arty-
kule Stuchlik (1971).

Przy pomocy mikroskopu skaningowego prowadzi si¢ ostatnio intensywne bada-
nia nad paprociami. Cechy w skulpturze zarodnikéw ujawnione przez SEM wydaja
sie mie¢ duze znaczenie taksonomiczne w tej grupie roélin. Tak np. Crabbe, Jermy,
Walker (1970) i Pigko§ (1975) zastosowali mikroskop skaningowy do badan morfo-
logii zarodnikéw europejskich gatunkow zgrupy Dryopteris spinulosa,aBritton(1972)
do amerykanskich przedstawicicli rodzaju Dryopteris.

Szczeg6lnie wdzigcznym materialem dla studiow w SEM sa okrzemki oraz inne
glony o twardych zmineralizowanych pancerzykach. Ich elektronogramy naleza
do wyjatkowo pigknych i atrakcyjnych, a dotychczasowe wyniki maja duza warto$¢
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dla systematyki w tych grupach ro§lin. Tak np. badania nad Biddulphiaceae (Ross,
Sims 1971) przy zastosowaniu SEM, sugeruja konieczno$¢ rewizji granic poszczeg6l-
nych rodzajow w obrebie tej rodziny. Dzigki mikroskopowi skaningowemu opisano
nowe gatunki z rodzaju Campylodiscus (Jerkovi¢ 1971). SEM pozwolil takze wyjas-
ni¢ sposoby laczenia si¢ okrzemek w kolonie (Gasse 1970).

Ten nowy mikroskop zastosowano takze z powodzeniem w badaniach nad roz-
nymi grupami grzybéw (Hawker 1971, Heim, Perreau 1971). Ze wzgledu na
delikatng strukture grzybni wigkszos$ci grzybow, do studiow w SEM najlepiej nadaja
si¢ zarodniki. Szczegbly ich budowy sa jedna z waznych cech w niektorych grupach
grzybow. Przy zastosowaniu SEM badano réwniez rozwdj zarodnikow. Ellis
i Heseltine (1969) zademonstrowali przy pomocy mikroskopu skaningowego roz-
nice gatunkowe w ornamentacji konididow w rodzaju Aspergillus. SEM wykorzy-
stano takze do badania chlamydospor i teleutospor tak waznej ekonomicznie grupy
grzybow jaka sa Ustillaginales (Banerjee i in. 1969).

SEM dat takze bardzo interesujace wyniki w badaniach grzybow kopalnych
(Alvin 1971). Jest to wazne z tego wzgledu, ze wiedza o tej grupie roSlin jest jak
dotad bardzo skromna. Warto tez wspomnie¢ o zastosowaniu mikroskopu skaningo-
wego do badan bakterii, np. Actinomycetales, ktore sa szczeg6lnie trudne do badan
przy uzyciu innych technik. Obserwacje pod mikroskopem $wietlnym doprowadzity
w niektorych przypadkach do opisania w tej grupie mikroorganizméw nowych rodza-
jow na podstawie artefaktow. SEM dat dobre wyniki w studiach taksonomii, morfo-
genezy i ekologii Actinomycetales oraz okazal si¢ duza pomoca przy ich identyfikacji
(Williams, Davies 1967, Williams, Veltkamp 1971).

SEM pozwala na lepsza jako$ciowa i iloSciowa analiz¢ kopalnego nannoplank-
tonu Ramsay (1971). W mikroskopie skaningowym mozna przegladna¢ w stosun-
kowo krétkim czasie liczne préobki i w zwiazku z tym zarejestrowaé gatunki
bardzo rzadkie.

Mikroskop skaningowy zdobywa sobie dzi§ na $wiecie rolg zwyklego narzedzia
w badaniach biologicznych. Polska, jesli idzie o stosowanie techniki skaningowej
stoi w wigkszo$ci dziedzin biologicznych niestety daleko w tyle. Pierwsze polskie
prace przy zastosowaniu SEM dotyczyly medycyny. W tej dziedzinie mozna stwier-
dzi¢ stosunkowo dobry rozwdj badan w naszym kraju. Wyrazem tego moze by¢
sympozjum Sekcji Mikroskopii Elektronowej Polskiego Towarzystwa Anatomopa-
tologéw. Sympozjum odbyto si¢ w Bialowiezy w dniach 24—25 maja 1974. Przedsta-
wiono tu prace z zakresu medycyny oraz jedna tylko pracg z dziedziny zoologii przy
zastosowaniu SEM. [Po oddaniu niniejszego artykulu do druku odbyly si¢ 2
nastgpne Konferencje Mikroskopii Elektronowej. w Warszawie (21. X. 1974 r1.)
i w Gdansku (24 —26. X. 1974 r.), na ktdérych zaprezentowano kilka prac z zo-
ologii oraz 1 pracg z botaniki przy zastosowaniu SEM]. W polskiej literaturze
botanicznej brak dotad publikacji elektronograméw wykonanych w kraju. Elektro-
nogramy zarodnikdéw paproci prezentowane w niniejszym artykule naleza do pier-
wszych tego typu elektronogramoéw wykonanych w Polsce Pigko$ (1975). Wykonane
zostaly w Pracowni Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej
PAN w Warszawie, na mikroskopie skaningowym JSM-SI.
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Nalezy zywi¢ nadzieje, ze juz w niedalekiej przysztosci elektronowy mikroskop
skaningowy stanie si¢ powszechnie uzywanym narzedziem pracy w badaniach
botanikow polskich.

Zaklad Systematvki Roslin Naczyniowyeh Instytutu Botaniki PAN w Krakowie
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