3. cviceni

Vlastnosti mikroskopovanych objektli, mikroskopické preparaty

Pti studiu objekt za pomoci svételného mikroskopu je pozorujeme bud’ v odrazeném nebo prochazejicim svétle.
Prvni moznost pouzivdme napf. u objektd viceméné neprisvitnych, u nichz nds zajimaji jejich povrchové
struktury (napf. télni pfivésky u hmyzu nebo charakter chlupt na listech rostlin), celkovy tvar téla nebo pocet
objektt. Reflexni (odrazené) osvétleni se také vyuziva pii mikroskopické preparaci orgénil a tkani. Tzv. hornim
osvitem jsou proto vybaveny bézné stereomikroskopy. Tam, kde nas zajimaji struktury lezici uvniti tkani ¢i
bunék, potfebujeme, aby svétlo proslo studovanym organem C¢i tkéni, tj. aby byla danad tkan priasvitna a
prihledna. To je splnéno u nékterych jednobunécnych organismi a jednoduchych, spise mladych organi
mnohobunéénych organismi (napf. u mladych kotenl rostlin). U mnohobunécnych organismu je ale casto
podminka pruhlednosti splnéna jediné tehdy, je-li studovany organ nafezan na velmi tenké Fezy nebo je jeho
tloustka zmenSena rozmacknutim (roztlakové preparaty) nebo rozpadem tkané na jednotlivé bunky
(maceraci).

Aby byl studovany objekt v mikroskopu vidét, musi mit jiné optické vlastnosti nez jeho okeli, musi byt
kontrastni. Lidské oko je schopné zaznamenat zménu intenzity svétla (amplitudy viny) zpisobenou interakci
svétla s télesem (télesa, ktera takto interaguji se svétlem, se nazyvaji amplitudova), ale neni schopné
zaznamenat posun faze svétla po interakci s télesem (takova télesa se nazyvaji fazova). Nekteré organy ci
organely maji jinou hustotu (napi. bunééna sténa), obsahuji rizna barviva (napf. chloroplasty) ¢i inkrustace. Jiné,
které se svymi optickymi vlastnostmi pfi prichodu bilého svétla od svého okoli neodlisuji (napf. arbuskuly
symbiotickych hub v kofenech rostlin), se bud’ barvi specidlnimi barvivy nebo se pozoruji specialnimi
mikroskopickymi technikami (viz 4. a 5. cviceni).

Dalsi podminkou, ktera musi byt splnéna, abychom mohli studovany objekt pozorovat v mikroskopu, je jeho
velikost. Ta musi byt vétsi nez mez rozliSeni mikroskopu

d=(1,22*A)/ (2 * NAy;)

Ve skuteCnosti se na rozliSovaci schopnosti mikroskopu podili nejen objektiv, ale i kondenzor (urCuje, kolik
svétla a pod jakym uihlem osvétluje preparat). Ve jmenovateli by tedy spravné mélo byt NA,; + NAong

Viditelné svétlo ma vinovou délku v rozsahu piiblizné 400 az 700 nm. Pfi pouziti vykonnych objektivi je jejich
NA (pfi pouziti imerzniho media) 1 — 1,4. RozliSovaci schopnost mikroskopti vybavenych témito objektivy
dosahuje stovek nanometrti (pfi pouziti fialového svétla se priblizime hranici 200 nm). Piedstavu o tom, co
mizeme vidét svételnym mikroskopem a na co uz svételny mikroskop nestaci, nam poda Obr. 41.
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Obr. 41 (Kremer 2002)
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Opakované se v textu mluvi o imerznim médiu a nutnosti jeho pouziti u objektivli, pfipadné kondenzort,
s numerickou aperturou vétsi nez 1. Ale pro¢, co to znamena? Ve druhém cviceni jsme si vysvétlili pojem
numericka apertura a vime, ze zavisi jednak na uhlu, pod kterym do optické soustavy miZze vstupovat svétlo,
jednak na indexu lomu prostiedi, kterym svétlo pied vstupem do soustavy prochazi (viz Obr. 26). Vime také, ze



prostredi se mohou svym indexem lomu lisit (zatimco vzduch ma index lomu téméf roven 1, sklo ma index lomu
1,5 az 1,72). Pokud je mezi preparatem a objektivem vzduch, budou se paprsky pii prechodu ze skla do vzduchu
lamat od kolmice (z prosttedi opticky hustsiho do opticky fid§iho). Nékteré z nich se odkloni natolik, Ze optickou
soustavu objektivu minou, jiné, které na optické rozhrani kryciho skla a vzduchu dopadnou hodné Sikmo
(nedosahnou mezniho uhlu), se odrazi zpét do skla (Obr. 42 a).

Obr. 42 (http://www.olympusmicro.com/primer/anatomy/immersion.html)

Pokud mezi preparat a objektiv vlozZime médium o podobnych optickych vlastnostech jako ma sklo (Obr. 42 b),
nebude dochazet k lomu paprskt a ty budou prochédzet rozhranim kryci sklo / imerzni médium / ¢ocka objektivu
ptimo. Cocka objektivu tak zachyti $irsi kuZel svétla a tudiz i vice informace o detailech v preparatu. Vyuzit
moznosti homogenniho piechodu svétla mezi preparatem a objektivem ma smysl pro siln€jsi objektivy (60x a
vice), které¢ maji malou pracovni vzdalenost a velké svételné pozadavky. Pro pfesna méfeni a mikrofotografii se
doporucuje pouzit imerzni médium nejen mezi kryci sklo a objektiv, ale i mezi horni ¢ocku kondenzoru a
podlozni sklo.

Kromé nejbéznéjsiho imerzniho oleje s indexem lomu 1.515 se pro nekteré objektivy pouziva jako imerzni
médium voda (n=1.33) nebo glycerin (n=1,47). Pro specialni ucely se v kombinaci se specialnimi objektivy
pouzivaji media s velmi vysokym indexem lomu (bromonaftalen, n=1,66, methylenjodid, n=1,74).

Pfi pozorovani v mikroskopu musime umistit sledovany objekt piesné do urcité vzdalenosti pod celni ¢ocku
objektivu, abychom detaily vidéli ostfe. Pfitom vidime viceméné ostre detaily lezici v ur¢itém rozsahu nad a pod
vlastni zaostfenou rovinou. Tato oblast vicemén¢ ostrého obrazu se nazyva hloubka ostrosti. Body lezici nad a
pod oblasti vidénou ostfe mohou pulsobit ruSivé nebo, dle svého charakteru (neprisvitnost, neprihlednost),
mohou znemoznovat ostré vidéni.

Pfiprava mikroskopickych preparatu

Dostateéné tenké a prihledné biologické objekty, jako jsou napt. prvoci, pohlavni bunky, bunky z tkanovych
kultur, jedno a dvouvrstevné epitely a pokozky, lze sledovat zaziva (in vivo) v tzv. nativnich mikroskopickych
preparatech. Ackoli tak ziskavame viceméné vérny obraz o stavbé biologickych objektl, je tfeba si uvédomit,
ze podminky pii mikroskopovani jsou vétSinou pro sledovany organismus ¢i jeho Cast znacné stresujici
(zahfivani zdrojem svétla, nedostatek kysliku atd.) a mohou vést k vyskytu riznych anomalii (artefakti) nebo az
ke smrti studovaného objektu. Prostfedim, ve kterém objekty sledujeme, je bud’ voda nebo fyziologicky roztok
(v pribéhu mikroskopovani dbame, aby tekutina nevyschla, ptfipadné ji dopliujeme). Ke zjisténi fyziologického
stavu bunék nebo jejich &asti se pouzivaji vitalni barviva. Rada barviv je pro Zivé systémy jedovata, takze sice
barvime zaziva, ale soucasné s barvenim bunky usmrcujeme. Pokud sledujeme objekt nebo dé&j v ptivodnim
misté (napf. tkéni), hovofime o sledovani in situ, pokud ne (tkanové kultury, bunky z macerovanych ¢i
rozmixovanych tkani "ve zkumavce" - in vitro), sledovani probiha extra situm.

Podle techniky pfipravy miizeme preparaty rozliSovat na:

totalni preparaty, kdy do vhodného média uzavirame cely drobny objekt nebo prihledné ¢asti téla



preparaty roztérové a natérové, kdy se roztok se studovanymi buitkami (napf. senny nalev s prvoky, stievni
obsah s parazity, krev, mokvajici fez télnim organem) rozetie do tenké vrstvy na sklicku a po fixaci (usmrceni) a
pripadném obarveni se sleduje (vétSinou imerznim objektivem)

roztlaky - buinky v tkani se rozvolni tlakem pfes kryci sklo do tenké vrstvy; pouZziva se napf. pro pozorovani
chromozomi

mikroreliéfové a adhezivni preparaty pro studium povrchovych struktur objektt, kdy se na povrch nanese
tenkd vrstva rychle schnouciho roztoku, napt. bezbarvého laku, ktery se po zaschnuti bud’ sam, nebo s vrstvou
svrchnich bunék strhne a pozoruje pod mikroskopem
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Obr. 43 (http://www.nemjbc.cz)

Ptiprava trvalych fezovych preparati je znacné zdlouhava (vétsinou trva n€kolik dni), ale umoziuje opakované
prohlizeni téhoz preparatu i po delsi dobé (roky az desitky let) nebo soucasné studium preparati ziskanych
béhem delSiho ¢asového tseku.

Postup pripravy trvalého fezového preparatu:

1. Odbér tkané by mél probihat rychle a Setrné, aby byly buiniky co nejméné poSkozeny a aby byly vystaveny
pusobeni vnéjsich vlivii co nejkrat$i dobu. Proto mame po ruce vzdy pfipraven fixacni roztok, do kterého
tkan ihned pfeneseme. Dulezita je také volba velikosti odebraného vzorku, protoze pfili§ velky kus tkané se
nemusi dostatecné profixovat. U Zivo¢isnych tkani se pted piipravou vzorku ze silné prokrveného organu
zbavime krve proplachnutim vhodnym fyziologickym roztokem (kanylaci piivodni arterie)

2. Fixace je rychlé usmrceni bun€k fixacnim prostfedkem, ktery zabranuje autolytickym procestim
v odumirajici tkani a tvorbé artefakti (uméle vzniklé nebo pozménéné struktury bunék). Fixa¢ni médium
by mélo fixovanou tkani rychle pronikat, nemélo by ménit strukturu bunék a fixovana tkan by méla zGstat
barvitelna. Fixacni prostiedky mohou byt fyzikalni (teplem nebo vyschnutim, rychlym hlubokym
zmrazenim, kdy se nestihnou v buiikach vytvorit krystalky ledu) nebo chemické (organické i anorganické
slouceniny, nejcastéji ve smésich). Vybér fixaéni metody zalezi na cilech studia (celkovy preparat,
cytologické nebo histochemické studie), metoda musi byt vzdy jasné definovanid a reprodukovatelna.
Fixac¢ni médium musi byt pted dal§im zpracovanim vzorku diikladné vyprano, podle metody bud’ alkoholem
nebo vodou.

3. Zaléva se do roztoku rychle tuhnouciho média, které zpevni tkan a umozni jeji fezani. Postup zalévani
zavisi na pouzitétm médiu. Pii zalévani do parafinu musi byt tkan nejdfive odvodnéna (provedenim



preparatu vzestupnou alkoholovou fadou), poté je prosycena rozpoustédlem parafinu ((benzenem), roztokem
parafinu v benzenu, a nakonec vlastnim parafinem. Po prosyceni je objekt zalit parafinem v papirové
zalévaci komirce a do ztuhnuti ponechan ve vodni 1azni. Tukové tkané a fidké tkané, které by se v jiném
médiu smrstily, se zalévaji do Zelatiny (fixaz se vypira vodou), pro elektronovou mikroskopii do umélych
pryskyfic.

4. Rezani se vétsinou provadi na mikrotomech (Obr. 44), které umoziiji pfipravu fezii o zndmé tloustce
(nekolik mikrometrt1). PfedevSim v botanice se pfiprava preparatu muze urychlit ruénim Fezanim, kdy se
objekt bez predchozi fixace a zalévani feze bud’ piimo v ruce ziletkou (u vétSich pevnych kusi, napf.
stonkil), nebo se nejdiive upevni do kousku bezové duse, mrkve, bramboru ¢i fepy a ziletkou nebo ru¢nim
mikrotomem se pak feze spolu s okolnim zpeviiujicim pletivem.

Obr. 44 (http://www.nemjbc.cz)

f

Pred vlastnim fezanim se ztuhly bloc¢ek ofeze tak, aby kolem studovaného objektu zlstaly 3 az 4 mm
zpevijici hmoty. Pro krajeni parafinovych fezii se pouzivaji saitkové nebo rota¢ni mikrotomy, pro fezani
nezalitych tkdni nebo tkani zalitych v zelatiné se pouzivd zmrazovaci mikrotom. Pokud chceme znat
vzdalenost jednotlivych fezl nebo jejich poradi (tfeba pro naslednou prostorovou rekonstrukci studovaného
objektu), musime pfenaset fezy na podlozni sklo v pofadi, ve kterém byly ufiznuty, a celou sérii nechame
pak ,,natahnout* a vyrovnat na regulovatelné plotynce pii teploté 40 aZz 45°C.. Pokud na poradi nezéleZi,
pfenasime fezy do misky s teplou vodou, kde se jednotlivé fezy ,natdhnou” a vyrovnaji, a nasledné
Stéteckem na podlozni sklo. Podlozni skla se pied nanesenim fezi potiraji glycerin-bilkem, aby se na né fezy
prilepily, coz usnadni jejich pozdé&jsi barveni.

5. Barvenim fezl se zviditelni nebo zvyrazni bunééné nebo tkanové struktury, které by jinak byly tézko
odlisitelné od okolni tkané¢. Pfred vlastnim barvenim musime z tkan¢ odstranit parafin (opa¢nym postupem,
nez byl pouzit pti zalévani) a sestupnou alkoholovou fadou fezy prevedeme do destilované vody. Vlastni
barveni se provadi ve specialnich kyvetach s drazkami na zasunuti podloznich skel podle pfesnych navoda
(Obr. 45).



Obr. 45 (http://www.nemjbc.cz)

6. Na zavér se fezy opét odvodnuji vzestupnou alkoholovou fadou, zakapnou se kanadskym balzamem a

prikryji krycim sklem.

Pro stfednédobé uchovani (n€kolik mésict) je nekteré objekty mozno po obarveni zakapnout na krycim skle
odbarvovacim roztokem a po pfilozeni kryciho skla omezit odpatfovani roztoku (a vznik bublin) pretienim okraji
kanadskym balzamem nebo levnéjsim bezbarvym lakem na nehty (pouziva se napf. u roztlakovych preparati
kofend barvenych pro studium arbuskularni mykorrhizy).

Pouziti imerzniho média

1.

2
3.
4

zaostiime objekt nejsilné€j$im neimerznim objektivem
revolverovy nosi¢ objektivii pooto¢ime do polohy mezi tento a imerzni objektiv
na vyhledané misto v preparatu kapneme imerzni médium

pootoc¢ime revolverovym nosi¢em na imerzni objektiv, takze se jeho ¢elni cocka ponoii do média (pii této
procedure nesjizdime stolkem, pfisli bychom o piiblizné zaostieni objektu!)

pokud v okuldru vidime hledany objekt, lehce doostiime mikrosroubem; pokud nevidime hledany objekt,
opatrné pfiblizime pti pohledu zboku stolek s preparatem co nejblize k cocce objektivu a pfi pohledu do
okulart stolek oddalujeme, az nalezneme hledany objekt. Doostiime mikroSroubem. Pokud opakované
nenalezneme hledany objekt, opakujeme cely postup od 1. (Pozor, aby se do oleje nenamocily neimerzni
objektivy!)

po ukonceni prace s imerznim objektivem ocCistime jeho Celni ¢o¢ku gazou namocenou v benzinu, Cistici
smési (7 dilt éteru : 3 dily alkoholu) nebo xylenu. Pokud jsme mikroskopovali trvaly preparat, ocistime také
kryci sklo. Nikdy nenechame na stolku preparat s objektivem namoc¢enym v imerznim oleji (olej vyschne,
zatvrdne a muZe zcela znehodnotit imerzni objektiv)!

Pro préci s imerznim olejem pouzivame pouze objektivy k tomu urcené!

Uloha ¢. 4: barveni port hyalocytti na vétevnich listech raseliniku tupolistého (Sphagnum obtusum)

Uloha €. 5: rozsivky, pozorovani s imerzi



