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Cviceni z bunécné biologie
Uloha ¢islo 2

Téma: Preparaty v mikroskopii

Uvod:

Mikroskopicky prepardt je objekt uloZeny mezi podloznim a krycim sklem. Preparaty
pro svételnou mikroskopii zhotovujeme bud nativni (Cerstvé) nebo trvalé. U trvalych
preparatii pracujeme s materidlem usmrcenym, ktery je vzdy potieba zafixovat. Nativnimi
preparaty mohou byt Zivé objekty ve vodée nebo ve fyziologickém roztoku jako jsou napiiklad
prvoci, fasy, bunky, listy mechu, epidermis rostlin a dal$i. Nativni preparaty se pouZivaji
napiiklad pro sledovani bunécného déleni, zjiStovani tvaru a struktury bunék kvasinek
a pti ur¢ovani morfologickych znakt plisni, pro klinicko-biologicky prikaz vegetativnich
forem stfevnich parazitl a pfi studiu bunécnych ttvard, které se obtizné barvi. Mikroskopicka
technika nativniho preparatu vyuziva odlisSné svétlolomnosti ¢astic v pozorovaném objektu.
Pro pozorovéni objektl, které maji jen nepatrné¢ odliSny index lomu od okolniho prostfedi je
nutno k pozorovani objektll pouzit napiiklad techniku fizového kontrastu ¢i vitdlni barveni.
Vitdlni barveni je takové barveni, které ndm umozZni zachytit zcela neporusené Zivé objekty.
Mezi vitdlni barviva patii napiiklad neutrdlni Cerven, methylenovd modi ¢i Janusova zelen.
Nativni prepardty maji tedy tu vyhodu, Ze pozorujeme Zivy objekt beze zmén a poskozeni
zpusobenych barvenim ¢i fixaci. Naproti tomu jejich zfejmou nevyhodou je to, Ze jsou urceny
k okamZzitému pozorovani a nelze je skladovat a prohlizet opakované a také vybér vhodnych
preparati je omezeny. Tento problém ftesi trvalé preparaty. Trvalé preparaty byly pied
mikroskopickym pozorovanim usmrceny, fixovany a vhodnym zpiisobem obarveny. Kazdy
hotovy trvaly prepardt je potieba opatfit popisem, ktery musi obsahovat stru¢ny nédzev
preparatu (popiipad¢ také datum sbéru, lokalitu a jméno sbératele), dile pouzité uzaviraci
médium a u obarvenych preparitli zpiisob barveni. Stitky s uvedenymi tdaji lepime
po strandch kryciho skla. Pfi manipulaci bereme mikroskopicky prepariat vZzdy za hrany
podloZniho skla kvili otisktim prsti. Nékteré preparaty je moZno pozorovat i bez kryciho skla
(napft. krevni roztér)

Podle zplsobu piipravy muzeme rozliSit nékolik typa preparati. Natérové a roztlakové
prepardty se pripravuji tak, Ze se vzorek napiiklad me&kka tkan ¢i suspenze Céstic rozetie nebo
roztlati na podlozni sklo (viz obrdzek ¢. 1). Mikroreliéfni a adhezivni preparity slouzi
ke studiu povrchll nebo povrchovych vrstev a umoziuji pozorovat znacné detaily povrchu
objektu. Principem pfipravy mikroreliéfnich prepardti je naneseni tenké vrstvy rychle
tuhnouci prihledné hmoty (napiiklad bezbarvy lak na nehty, lepidlo, ..) na povrch preparitu.
Po uschnuti se otisk sejme prihlednou lepici paskou a pienese (piilepi) na podlozni sklo
(viz. obr. 2). Reliéfni typ preparatu se pouziva napiiklad ke studiu pokozky listu. Z tkani ¢i
pletiv se piipravuji pevné, kontrastni, tenké fezy. Rezovy preparat miize byt nativni (napiiklad
fez listem) nebo fixovany a zality do blocku. Pii ptipravé trvalého fezu je nutno ihned
po odbéru tkan zafixovat. Fixaci se rozumi rychld denaturace bilkovin bunc¢k a tkéani
s minimalnimi zménami struktury, které maji zabranit samovolnému rozkladu Zivé tkdné
(autolyze). K fixaci lze pouZit jak fyzikdlnich vliva jako je teplo, vysuSeni, hluboké zmrazend,
mrazové vysouSeni nebo mrazova substituce, tak chemickych fixacnich Cinidel. Chemicka
fixativa jsou napiiklad oxid osmicely, oxid chromovy, chlorid rtutnaty ¢i organické latky jako
je naptiklad ledové kyselina octovd, ethanol, methanol, formaldehyd. Tyto l4tky jsou jedovaté
a pfi praci s nimi je potfeba dodrzovat bezpecnostni ptedpisy. Po fixaci se vzorky zalévaji



do blockl. Jako zalévaci hmota se podle typu prepardtu pouzivd Zelatina nebo celoidin
a nejcastéji pak parafin. Pro vytvoieni kvalitniho prepardtu je nutné, aby zalévaci hmota vzdy
prostoupila dikladné a homogenné celou tkan. Blocky se na zavér kréji na ultra tenké fezy
(sily n€kolika pm) pomoci specidlnich pfistroji zvanych mikrotomy. Tyto fezy se lepi
na podlozni skliCka a podle potfeby déle barvi.

Obr. 1: Piiprava natérového preparatu
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Obr. 2: Priprava mikroreliéfniho preparatu

Ukol ¢&. 1: Priprava natérového preparatu

Material: epitelové bunky bukalni sliznice dutiny dstni
Pomticky: sterilni tampon upevnény na tycince; svételny mikroskop a mikroskopické potieby
Postup:
1. Sterilnim vatovym tamponem upevnénym na ty¢ince proved'te stér epitelovych bunck
bukalni sliznice dstni dutiny.
Valivym pohybem tamponu pieneste buiiky na podlozni sklo.
Prekryjte krycim sklem.
Preparat pozorujte pod mikroskopem.
Obraz schematicky zakreslete a zapiSte, pfi jakém zvétSeni jste preparat pozorovali.

Sk w

UKol ¢. 2: Priprava nativniho preparatu a pozorovani chemotaxe

Material: kultura nélevnikti Paramecium caudatum

Chemikalie: jemn¢ krystalickd glukéza; voda

Pomicky: svételny mikroskop a mikroskopické potteby; automatickd pipeta s variabilnim
objemem + Spicky; preparacni jehla



Postup:
1. Na podlozni sklo naneste 50 ul vody a ve vzdélenosti asi 0,5 cm 50 ul kultury
nalevniki.
2. Do kapky vody vloZte n¢kolik krystali glukézy a ob¢ kapky propojte struzkou.
Nalevniky pozorujte pod mikroskopem pfi malém zvétSeni (bez kryciho skla).
4. Postupné pfidavejte krystalky glukézy a sledujte zmény chovéni ndlevnikti. Chovani
nédlevniki popiste a zdivodnéte.
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Otazky:
1. Proc€ je nezbytné pii ptiprave trvalych preparati pouZzivat fixaci?
2. Glukéza je pro nélevniky zdrojem potravy. Jak tedy vysvétlite jejich negativni
chemotaxi v roztoku této latky. Vysvétlete, pro¢ v hypertonickém prosttedi glukézy
buniky ndlevnikl praskaji.
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