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Cvi€eni z bunécné biologie
Uloha &. 1

Téma:
Sveételna mikroskopie a preparaty v mikroskopii

Uvod:

Mikroskopie je zakladni metoda, ktera nam umozZnuje pozorovat velmi malé
biologické objekty. Diky mikroskopu muzeme vidét vnitfni strukturu a detaily
preparatt, jez lidské oko neni schopné zachytit. Svételny mikroskop vyuziva
k ozafeni preparatl viditelné svétlo, proto se také fidi zakony optiky (Obr. 1). Je to
vyhoda, co se tyka ceny a dostupnosti. OvSem velkym omezenim je pravé slozeni
viditeIného svétla a jeho vinova povaha, kdy se jedna o celé spektrum zareni
s rliznymi vinovymi délkami.
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Obr. 1: Lom a odraz svétla
(pfevzato web.natur.cuni.cz/parasitology/parpages/mikroskopickatechnika/)

Na vinové délce pouzitého svétla a také na objektivu zavisi rozliSovaci
schopnost mikroskopu. Jedna se o dulezitou vlastnost mikroskopu. RozliSovaci
schopnost je definovana jako nejmensi vzdalenost dvou bodd, které jsme schopni
jesté rozlisit jako dva samostatné objekty. Udava ji numericka apertura Na. Lidské
oko ma rozliSovaci mez 0,2 mm, naproti tomu svételny mikroskop v Fadech
mikrometrd. NejvyS8iho rozliSeni dosahuji mikroskopy elektronové, které maiji
rozliSovaci schopnost v fadech nanometrd, tedy na urovni krystalickych mfizek kovu.
Ve svételIném mikroskopu jsme tedy schopni pozorovat preparaty na urovni bunék,



pfipadné nékteré vétsi bunééné organely, zatimco elektronovy mikroskop umozniuje
zobrazeni nitrobunécnych struktur.

Kvalitu obrazu v neposledni fadé ovliviiuje i clonéni. Kontrast, hloubka ostrosti
a rozliseni podrobnosti jsou vlastnosti, které zavisi na spravném zaclonéni preparatu.
Pozorovani pomoci mikroskopu je tedy jakymsi kompromisem. Meéli bychom
dosahnout poZzadovaného zvétSeni pfi idealni hloubce ostrosti a rozliSeni s vysokym
kontrastem.

Zakladni pojmy a vztahy:
e Vinova délka (A):
- vzdalenost dvou nejblizSich bodu vinéni kmitajicich ve stejné fazi
e Index lomu (n):
- opticka hustota prostfedi mezi objektivem a preparatem (n > 1,00)
n=clhv
(c... rychlost svétla ve vakuu, v... rychlost svétla o urcité vinové délce ve
zkoumaném prostredi)
e Numericka apertura (Na):
Na = n.sina
(n... index lomu prostfedi, a... vstupni uhel paprski do objektivu)
e RozliSovaci schopnost (a):
a = 0,61.Mn.sina
(... vinova délka svétla, n... index lomu prostfedi, a... polovina otvorového
uhlu kuzele paprsku, které mohou vstoupit do objektivu)

Stavba mikroskopu (Obr. 2):

Pristroj ma Casti mechanické, osvétlovaci a optické. Celou kostru mikroskopu tvofi
stativ s masivni nohou zajistujici stabilitu. Na néj je upevnén stolek nesouci svorky
k uchyceni preparatu s kfizovym posuvem. Rameno stativu nese nahofe tubus
s okulary a dole revolverové zafizeni s objektivy. Pro hrubé zaostfeni nam slouzi
makrometricky Sroub, doostfujeme mikroSroubem.

Nedilnou soucCast kazdého mikroskopu tvofi osvétlovaci zafizeni. To
nejjednodussi je otadivé zrcatko. Skolni mikroskopy jsou vybaveny lampou
s kolektorovou ¢oCkou. Nad lampou se nachazi polni clona, aperturni irisova clona
regulujici mnozZstvi prochazejiciho svétla a kondenzor. Ten vytvari SirSi kuzel
paprskd sméfovanych na preparat, ¢imz zajiStuje jeho lepS$i prosvétleni.

CcoCek. Blize preparatu je objektiv. Jedna se o soustavu CocCek, jez vytvafi skutecny,
ale prevraceny obraz pozorovaného objektu. RozliSujeme objektivy suché a imerzni.
Imerzni olej vypliuje prostor mezi objektivem a preparatem (tam, kde je u suchych
objektivl vzduch). Zamezuje ztratam svétla, paprsky prochazejici preparatem jsou
smérovany pfimo do objektivu. Dale pozoruje obraz pfes okular jako lupou. Vysledny



obraz pozorovany svételnym mikroskopem je neskuteCny, pfevraceny a zvétSeny
(Obr. 3).

okular

revolverovy nosic¢ objektiva

stativ ———r —objektiv

: e iy WY

: —— kondenzor
aperturni clona
polni clona
zdroj svétla

regulator osvétleni

makrosSroub
mikroSroub

vodic¢ preparatu

noha stativu spinac osvétleni

Obr. 2: Stavba svételného mikroskopu
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Obr. 3: Konstrukce vzniku obrazu ve sloZzeném mikroskopu



Pravidla mikroskopovani:

1. Do optické osy mikroskopu nastavime nejmensi objektiv (4x nebo 10x).

2. Pomoci makroSroubu umistime stolek uplné nahoru.

3. Osvétlime zorné pole. Zapneme zdroj svétla a regulatorem osvétleni upravime
intenzitu pfiblizné na 1/2 vykonu.

4. Upravime rozestup okulart a zkontrolujeme Cistotu optiky.

5. Na stolek polozime preparat, vyhledame a zaostfime obraz pozorovaného
objektu.

6. Ovéfime, zda vidime obéma ocCima (okulary) stejné dobfe, pfipadné
vyrovnhame dioptrickou vadu oka dioptrickym krouzkem v levém okularu.

7. Pozorujeme preparat a vyhledame nejvhodnéjSi misto pro pozorovani. Toto
misto umistime do stfedu zorného pole.

8. Béhem vlastniho pozorovani vyménime podle potfeby objektiv za jiny, a to
posunem nosi¢e objektivl, nepohybujeme stolkem mikroskopu nahoru nebo
dolu, protoze by doSlo k rozostfeni.

Casté chyby pfi mikroskopovani:

Nedodrzovani sledu jednotlivych pravidel mikroskopovani.
Pouziti nejprve silné zvétSujiciho objektivu.

Nespravné osvétleni a clonéni.

Nevycentrovani pozorovaného objektu v zorném poli.
Preparat umistény na stolek mikroskopu krycim sklem dolU.
Neproostfovani pozorovaného objektu pomoci mikroSroubu.
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Typy preparatu pro mikroskopii
Mikroskopicky preparat je biologicky objekt uzavieny mezi podloznim a krycim sklem.
Na zakladé trvanlivosti rozliSujeme dva typy preparatu, doCasné (nativni) a trvalé.

Docasné preparaty slouzi pro aktualni pozorovani a nemaji dlouhou zivotnost.
Mlzeme sledovat napf. Zzivé prvoky, fasy, listy mechu, epidermis rostlin aj.
V nativnich preparatech pozorujeme bunélné déleni, tvar a strukturu bunék,
morfologii plisni. Vitalni barveni (methylenova modf, Janusova zelen, neutralni
Cerven) nam umoziuje zachytit neporusené Zivé objekty.

Trvalé preparaty prochazi fixaci. Jeji podstatou je denaturace bilkovin
v preparatu. To zabranuje posmrtnym zménam tkani a rostlinnych pletiv. Podminkou
je ovSem zachovani barvitelnosti. Zafixovany preparat je pfenesen na podlozni sklo,
pfidano uzaviraci meédium a pfiloZzeno kryci sklo. Uzaviracim médiem je nejCastéji
kanadsky balzam, parafin, zelatina nebo celoidin.

Podle zpUsobu pfipravy rozliSujeme celou fadu typU preparata.

Roztlakovy preparat se pfipravuje napf. tak, ze se macerovana kofenova
SpiCka polozi na podlozni sklo, pfiloZi se kryci sklicko a preparacni jehlou se opatrné
shora pfitlaci.



Mikroreliéfni a adhezivni preparaty jsou vyuzivany pro studium povrchovych
struktur. Na list se nanese tenka vrstva pruhledného laku, ktery se po zaschnuti
prekryje lepici paskou, sloupne a detaily se pozoruji pfimo na ném.

Zhotovujeme-li preparaty z vétSiho kousku tkané Ci pletiva, musime provést
fezy. Ziletkou nebo skalpelem se kraji co nejtendi fezy, které se prenasi bud do
fixatniho roztoku nebo do kapky vody. Velmi tenké fezy, na urovni nékolika vrstev
bunék, vytvari specialni pfistroj, mikrotom.

Ukol &. 1: Pozorovani tisténého pismene

Pomducky: svételny mikroskop a mikroskopické potfeby (podlozni a kryci sklicka);
pinzeta; voda; prouzky filtracniho papiru; noviny; nlzky
Postup:

1. Z novin vystfihnéte libovolné pismeno.

2. Vlozte do kapky vody na podloznim skle a prekryjte krycim skliCkem.

3. Pozorujte nejdfive pouhym okem a obraz zakreslete.

4. Vlozte preparat pod mikroskop a pozorujte pismeno pfi malém zvétSeni.
Obraz zakreslete.

5. Oba pozorované obrazy porovnejte a pozorované skuteCnosti vysvétlete.
Poznamenejte si také hodnoty zvétSeni objektivu a okularu. Sledujte, jakym
smérem se pohybuje obraz pfi posunu preparatem po stole mikroskopu.

Ukol é. 2: Pozorovani bunék cibule kuchyrniské

Material: cibule kuchynska (Allium cepa)
Pomlcky: pinzeta, skalpel, pipeta, svételny mikroskop a mikroskopické potfeby
Postup:
1. Z vnitfni vyduté suknice cibule kuchyriské sloupnéte pinzetou epidermis a
skalpelem ji nafezte na kousky o rozmérech pfiblizné 5 x 5 mm.
2. Pripravené kousky epidermis ihned viozte do kapky vody na podloznim skle.
3. Prikryjte krycim sklickem a pozorujte.
4. Zakreslete do protokolu.

Ukol &. 3: Barveni vakuol cibule kuchyriské

Material: cibule kuchynska (Allium cepa)
Chemikalie: 1% roztok neutralni Cervené
Pomucky: pinzeta, skalpel, pipeta, svételny mikroskop a mikroskopické potieby



Postup:

1. Z vnitfni vyduté suknice cibule kuchyriské sloupnéte pinzetou epidermis a
skalpelem ji nafezte na kousky o rozmérech pfiblizné 5 x 5 mm.

2. Pripravené kousky epidermis vlozte do kapky roztoku neutralni Cervené a
nechejte barvit 20 — 30 minut.

3. Poté epidermis preneste do kapky vody na podloznim skle.

Prikryjte krycim sklickem a pozoruijte.

5. Zakreslete do protokolu.
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Otazky:

1. Jaka je vinova délka Casti spektra viditelného svétla? A jaké jsou vinové délky
ultrafialového a infraCerveného zareni? Schematicky porovnej.

2. Proc€ je nezbytné pfi pfipravé trvalych preparatt pouzivat fixaci?

3. Jaka je funkce vakuol?
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