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RYSZARD SZADZIEWSKI

Szybka metoda sporzadzania totalnych preparatow
mikrpskopowych z drobnych muchéwek *

Tradycyjne metody sporzadzania preparatéw totalnych z drobnych
muchéwek diugoczulkich (Diptera, Nematocera) w balsamie kanadyjskim
czgsto prowadzg do uszkodzenia delikatnych czesci ciala. Macerowanie
w zasadzie potasowej czy sodowej, a nastepnie stopniowe odwadnianie
w alkoholu i ksylenie jest czasochlonne i wymaga oddzielenia skrzydel,
a tym samym preparowania kazdego okazu osobno.

Obecnie omawiana metoda oparta na fenolu i balsamie kanady jskim
zostala opracowana i spopularyzowana przez Wirtha i Marstona (1968).
Polega ona na zamknieciu w mieszaninie balsamu i fenolu muchéwek
uprzednio .odwodnionych i przeswietlonych w alkoholowym roztworze
fenolu. Zalet tej metody, oprécz tych wynikajgcych ze stosowania balsa-
mu kanadyjskiego (Warchalowski 1977), jest wiele: chityna jest elastycz-
na i latwa do preparowania, szczecinki i luski nie ulegajg uszkodzeniom,
skrzydla nie musza by¢ oddzielane od reszty owada, duza liczba okazéw
moze by¢ trzymana w tym samym naczyniu, a w roztworze fenolu mozna
je trzymac nieograniczenie dlugo. Przy pewnej wprawie metoda ta3 mozna
wykona¢ 60 - 100 preparatéw totalnych w ciggu jednego dnia.

State preparaty mikroskopowe dla celow taksonomicznych oparte
o fenol i balsam kanadyjski stosujé¢ sie zwykle przy preparowaniu Cera-
topogonidae, Chironomidae i Cecidomyiidae. Autor niniejszego artykulu
stosuje z powodzeniem te¢ metode do wszystkich imagines Diptera Ne-
matocera oraz do larw.

* Referat wygtoszony na III Sympozjum Sekcji Dipterologicznej PTE, L6dz,
15-16 III 1984 r.
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Przygotowanie sprzetu i odezynnikow

Do preparowania potrzebna jest zagieta i nieco sklepana igla prepa-
racyjna, ktorag mozna wykonat ze szpilki entomologicznej nr 2. Osadza-
my ja w oprawce do igiet preparacyjnych lub zatapiamy na goraco
w plastykowej obsadce do zwyktych piér. Oprocz tego potrzebne sg dwie
krotko uciete i osadzone szpilki entomologiczne nr 1 lub 2, a takze lo-
patka wykonana ze sklepanej i wyostrzone]j szpilki entomologicznej oraz
dwie bagietki.

Etykietowane szkielka przedmiotowe przygotowujemy wezesniej. Za-
leca sie stosowanie dwoch jak najwigkszych etykietek kwadratowych lub
prostokgtnych naklejanych przy obu koncach szkielka. Na etykietce znaj-
dujacej sie po lewej stronie umieszczamy informacje standardowe doty-
czace miejsca zebrania itd., na prawej za$ dotyczace oznaczenia, pomia-
réw itp. Sporo klopotéw dostarcza dobranie odpowiedniego kleju, ktory
na trwate przyklei karton czy zwykly papier etykietkowy-do szkla. Do-

brym klejem do tego celu jest Hermol oraz kleje bialkowe. Etykietki

w wiekszej liczbie mozna wykonac kserograficznie lub wydrukowa¢. Gor-
szym wy jSciem. jest pieczatka z zaznaczonymi ramkami i powtarzajacym
sie tekstem, poniewaz tusz stemplarski po kilku latach blaknie.

Bardzo rzadko do preparatéw entomologicznych potrzebne sy duze
szkietka nakrywkowe w wymiarach oferowanych przez nasz handel.
W zwigzku z tym najlepiej jest pocigé je na mniejsze kwadraty czy pro-
stokaty korundem umocowanym w oprawce do igiel preparacyjnych. Ka-
myki korundowe mozna oderwaé lub odklei¢ z gruboziarnistego papieru
Sciernego. ' ’ ’

Jezeli preparowane sg muchowki ze zbioru suchego na szpilkach ento-
mologicznych, to nalezy przygotowaé¢ prostokaty z przezroczystego pla-
styku uzywanego do usztywniania koszul (Borowiec 1982), ktore jako
,szkietka przedmiotowe” nakluwa sie na szpilki. Mozna réwniez do tego
celu wykorzysta¢ prostokaty wyciete ze szkielek nakrywkowych nakle-
jonych na kartoniki. - A
" Fenol (kwas karbolowy, C¢H;OH) .jest bezbarwna, krystaliczng sub-
stancja o temperaturze topnienia 45°C. Zwykle w handlu pojawia sig
w butelkach jednolitrowych. Po podgrzaniu na lazni wodnej ptynny fe-
nol wlewa sie do kilku czy kilkunastu mniejszych naczyn (doskonale do
tego celu nadajg si¢ penicylinowki), napeiniajac je co najwyzej do po-
lowy. Sloik z resztg fenolu oraz na razie nie uzywane penicylinowki
" umieszczamy w lodowce, gdyZ fenol wystawiony na dzialanie Swiatla
szybko rozowieje. Do penicylinowki z krystalicznym fenolem wlewamy
nieco absolutnego alkoholu etylowego, tyle, zeby po wytworzeniu roz-
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tworu nasyconego polowa fenolu pozostala nie rozpuszezona. Tak przygo-
towany roztwdr mozina trzymaé przez wiele tygodni, az zmieni kolor.
Aby nastgpito to jak najpoézniej, nalezy wstawié penicylinéwke do ciem-

~ nego cylindra z plastyku lub z tektury. Dobrze do wymiaré6w tego na-

czynia pasuje tekturowe opakowanie od zaréwek mikroskopowych.

Stosunkowo rzadki balsam kanadyjski mieszamy w stosunku 1:1
z nasyconym alkoholowym roztworem fenolu. Mieszanina ta stosunkowo
szybko ciemnieje, dlatego nalezy jg przygotowywaé w dniu stosowania.
Po trzech tygodniach nie nadaje si¢ juz do uzycia. Mieszanine zamyka-
jaca mozna przygotowywaé na szkietku przedmiotowym tuz przed zam-
knigciem w niej owada, przenoszac bagietka krople balsamu, a nastepnie
odpowiednig ilo$¢ fenolu. Im delikatniejsze struktury chitynowe, tym
wiekszy powinien byé udzial fenolu.

Preparowanie okazéw przechowywanych w alkoholu

Muchowki konserwowane w 70 - 75% alkoholu sg umieszezane w mie-
szaninie zamykajgcej bezposrednio po odwodnieniu i rozjasnieniu w fe-
nolu. ‘ ’

Z alkoholu przenosimy okazy do roztworu fenolu. W sumie liczba
owadéw nie powinna przekraczaé 1/4 objetosci roztworu. Pozostawiamy
je tutaj 1-24 godz. w zaleznosci od tego, jaki czas jest potrzebny do ich
przeswietlenia. Niezwykle delikatne okazy mozna umie$cié w mieszani-

nie fenolu i 70% alkoholu na okolo 5 min przed przeniesieniem ich do-

roztworu standardowego, co zabezpiecza je przed znieksztalceniami.
Owady mogg pozostawaé w fenolu przez czas nieograniczony; jezeli fenol

. skrystalizuje, to nalezy dodaé¢ 100% alkoholu.

Nanosimy krople balsamu i fenolu na szkietko przedmiotowe i umiesz-
czamy w niej okaz z roztworu fenolu, a nastepnie preparujemy w zalez-
nosci od grupy i potrzeb.

Samicom Ceratopogonidae czy Chironomidae odcinamy szpilkami pre-
paracyjﬁymi glowe i odwracamy twarza do goéry. Nastepnie odcinamy
u nasady skrzydlo i odwlok, ktéry odwracamy strong brzuszng do gory.
Samcom odcinamy skrzydlo, gtowe oraz aparat kopulacyjny, ktory ukla-
damy strong wentralng ku gérze.

W przypadku Cecidomyiidae oddzielamy oba skrzydia, glowe i aparat
kopulacy jny samca. Skrzydla umieszczamy u gory z prawej strony, glo-
we u gory z lewej strony, a reszta ciala u dolu z nogami skierowanymi
do srodka. Aparat kopulacyjny samca umieszczamy w goérnej czesci pre-
paratu. ‘

7 — Wiad. Entom. 6/1-2
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Aby unikna¢ przesunie¢ odpowiednio ulozonych czesci owada przy
zamykaniu preparatu szkielkiem nakrywkowym, nalezy kla$¢ je ukosnie
z tej strony, gdzie znajdujg sie bardziej plaskie elementy. Mozna stoso-
waé podkladki dystansujace z drobnych fragmentéw szkietka nakrywko-
wego, ktore umieszczamy zwykle obok tulowia, co zabezpiecza preparat
przed nadmiernym splaszczeniem i znieksztalceniem w czasie wysycha-
nia. Skrzydla, wici czulkéow, nogi czy glaszezki szciekowe moga bye¢
umieszczone, jezeli zachodzi taka potrzeba, pod osobnym szkieltkiem na-
krywkowym. Na jednym szkietku przedmiotowym umieszczamy zawsze
po jednym okazie. Przy niezwykle delikatnych gatunkach zachodzi ko-
nieczno$é rozcienczania mieszaniny zamykajacej dodatkowym fenolem.
W skrajnych przypadkach owad moze by¢ zamkniety w czystym fenolu,
bez balsamu, zeby unikna¢ kurczenia delikatnych czesci. Mieszanine bal-
samu i fenolu wprowadzamy wtedy wadluz szkielka nakrywkowego
w miare jak wysycha fenol.

Po zaetykietowaniu preparat suszy sie w temperaturze pokojowej lub
w cieplarce przy 45-55°C, uzupehiajgc przez kilka pierwszych dni od-
parowany fenol balsamem kanadyjskim czystym lub z dodatkiem fenolu.
Omawiana mieszanina zamykajgca polimeryzuje znacznie wolniej niz
czysty balsam. Suszgc preparaty w temperaturze pokojowej jeszcze po
kilku miesigcach nalezy uwaza¢, zeby nie uklada¢ szkielek w: stosy.

W razie potrzeby mozna rozmontowac preparat, umieszczajagc go
w ksylenie (benzenie lub toluenie). Balsam z fenolem rozpuszcza sig
w tych odczynnikach stosunkowo szybko, szybciej niz czysty balsam. Bez-
posrednio z ksylenu zamykamy preparat w czystym balsamie kanadyj-
skim, a jezeli umiescimy obiekt w fenolu, to chityna na powrdt staje sie
" elastyczna i nadaje sie do dalszego preparowania.

Preparowanie okazéw suchych lub silnie zesklerytyzowanych

Czasami zachodzi konieczno$é preparowania muchéwek przechowy-
wanych na sucho lub takich, ktére podeschly, zanim zostaly umieszczo-
ne w alkoholu. O ile okazy z silnie zesklerytyzowanym szkieletem ze-
wnetrznym, konserwowane w alkoholu, moga byé¢ preparowane wedlug
sposobu juz opisanego, to okazy suche, zwykle znieksztalcone w czasie
wysychania, nalezy koniecznie wylugowaé¢, aby odzyskaly .odpowiednie
ksztalty.

Okazy przeznaczone do lugowania umieszczamy na 5-10 min w 10-

-procentowej zasadzie potasowej podgrzanej do 90 - 95°C. Nalezy uwa-

zaé, zeby okazy uskrzydlone nie przetrzymywa¢ za ditugo w KOH, gdyz
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skrzydla utracg swg sztywnosé i beda sprawialy duze trudnosci przy dal-
szym preparowaniu. Niekiedy, zwlaszcza przy okazach szczegllnie cen-
nych, zachodzi konieczno$¢ oddzielenia skrzydel przed umieszezeniem ich
w roztworze macerujgcym. Po tugowaniu przenosimy owady na krétko
do 70 - 75-procentowego alkoholu, a nastepnie do standardowego roztwo-
ru fenolu, gdzie nie moga by¢ przetrzymywane dtuzej niz 3 - 4 godz., gdyz
fenol powoduje, ze lugowane skrzydla staja sie lepkie i nie dajg sie roz-
prostowa¢. W 70 - 75-procentowym alkoholu okazy mozna przetrzymac
diuzej, okolo 30 min, az wytworzone ci$nienie wewnatrz owada spowo-
duje, ze odwlok, glowa i przydatki osiggng odpowiedni turgor. To zjawi-
sko jest szczegoélnie przydatne przy gatunkach majacych teleskopowe po-
kladetka. Delikatne owady nalezy z alkoholu przenie$é na 10 min do
70-procentowego roztworu fenolu i alkoholu przed umieszczeniem ich

" w standardowym roztworze fenolu. Na szkielku przedmiotowym umiesz-

czamy owada w kropli fenolu i preparujemy jak opisano juz tu. Gdy
fenol odparowuje, uzupelniamy raczej mieszaning balsamu i fenolu niz
czystym balsamem. ‘ '
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