4. cviceni

Metody zvysSeni kontrastu obrazu (1. ¢ast)

1. Privieni kondenzorové clony nebo snizeni kondenzoru

vede sice ke zvySeni kontrastu, zaroven se ale snizuje rozliSeni a ostrost obrazu (Obr. 46) .

Obr.46 http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/darkfield.html

2. Mikroskopovani v temném poli (,,darkfield microscopy*)

Pouziva se pro zviditelnéni nebarvenych prihlednych vzorkd (napf. malych vodnich organismi), které mayji
index lomu podobny jako okolni médium (Obr. 47).

Obr. 47 http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/darkfield.html

Tato technika je zaloZena na tom, Ze je zablokovan pfimy prichod svétla kondenzorem a vzorek je osvétlen
pouze Sikmo dopadajicimi paprsky (Obr. 48). Pokud se Sikmé paprsky nestfetnou se vzorkem, neméni smér a
nejsou zachyceny objektivem — zorné pole je temné. Pii prichodu vzorkem paprsky interaguji s objekty, dochazi
k lomu a ohybu a paprsky jsou zachyceny objektivem — vidime jasny obraz na temném poli.
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Obr. 48 http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/darkfield.html

Na obrazku 48 je jednoduchy Abbého kondenzor s Gipravou pro pozorovani v temném poli. Nevyhodou tohoto
usporadani je, ze svétlo prochazi okrajovymi partiemi kondenzorovych cocek, kde jsou vady cocek nejméné
korigovany. Pfesto dava tento typ kondenzoru dobré vysledky, pracuje-li se s objektivy mensich zvétSeni. Pro
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Obr. 49 http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/darkfield.html;




Jednoduchou clonou pro pozorovani v temném poli je mozné v piipad€ potieby vybavit vétsinu laboratornich
mikroskopl. Neprihledny ter¢ 1ze vyrobit z erného papiru, kartonu, plastu (nebo pouzit malé mince) a nalepeny
na sklo nebo plexisklo jej umistit do nosiée clon pod kondenzorem. Velikost neprihledného terce je pro kazdy
objektiv jina (postup vyroby clony je na www.olympusmicro.com/primer/techniques/darkfield.html).

3. Polarizac¢ni mikroskopie

Polariza¢ni mikroskopie umoziuje zviditelnit struktury, jejichz stavebni material se vyznacuje dvojlomem.
Polariza¢ni mikroskop se od bézného mikroskopu 1isi vlozenym parem zkfizenych polarizatorti a kompenzacni
destickou (Obr. 50). Jednolomné latky (voda, cytoplasma, bunééné jadro aj.) zlstavaji pfi zkiizenych filtrech
tmavé, nejsou zobrazeny. Naproti tomu dvojlomné latky (krystaly, celulézové bunééné stény aj.) méni rovinu
kmitu prochéazejiciho svétla, a proto jsou pfi zkiizenych filtrech zobrazeny svétle na temném pozadi, pfip.
barevné pii pouziti bilého (slozeného) svétla vlivem interference. Konecny vysledek zavisi jak na tloustce
a optickych vlastnostech objektt, tak i na nastaveni kompenzacni desticky. Nejveétsi uplatnéni nalezl polarizacni
mikroskop v krystalografii (na Obr. 51 je krystal atropinu).
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Obr. 51 (http://www.olympusmicro.com/galleries/polarizedlight/pages/atropinelarge.html)



4. Fazovy kontrast (Mgr. Tomas Tyml)
5. Fluorescenc¢ni mikroskopie (Mgr. Tomas Tyml)

6. Diferencialni interferenéni kontrast (DIC, Nomarskeho DIC) (Mgr. Tomas
Tyml)

7. Konfokalni mikroskopie (Mgr. Tomas Tyml)
Elektronova mikroskopie (Mgr. Tomas Tyml)

Méreni a pocitani mikroskopovanych objektu

Pro méfeni a pocitani pozorovanych objektl se vyuziva moznosti, ze vzajemnym umisténim Cocek na cesté
svétla ze zdroje pres kondenzor, objektiv a okuldr se do stejného zorného pole dostane zaostieny sledovany
objekt (¢ast preparatu) a pevna clona okularu (viz sdruzené optické roviny mikroskopu a Obr. 25 ve 2. cviceni).

Do oblasti okularové clony je u okulard k tomu upravenych vsunut prithledny sklenény disk s mikrometrickym
meéfitkem, kiizem, nebo ¢tvercovou siti (Obr. 52).
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Obr. 52 http://www.olympusmicro.com/primer/anatomy/oculars.html

Prvni disk se pouziva pii mikrofotografii. Nejvétsi obdélnik vymezuje oblast sejmutou na 35 mm film,
nasledujici ,,rizky* na filmy formatu 120 mm a 4x5 palci, krouzek a kiiz uprostied slouzi k doostfeni obrazu.
Druhy disk obsahuje linedrni mikrometrické meftitko a slouzi k proméfovani objektd, tfeti je urcen pro pouziti
v polariza¢ni mikroskopii (k sefizeni polohy vzorku, polarizatoru a analyzatoru). Posledni disk se pouziva pii
pocitani objektd ve vzorku.

Pro vysoce pfesna méfeni se pouzivd vlaknovy mikrometr, v némz se pohyb rysky ovlada kalibrovanym
Sroubem (Obr. 53).



Obr. 53 http://www.olympusmicro.com/primer/anatomy/oculars.html

Pro vSechna vySe zminéna méfici zafizeni plati, Ze musi byt nakalibrovéana pro kazdy pouzity objektiv za pomoci
podlozniho skla s vybrousenym mikrometrickym métitkem (tzv. objektivnim mikrometrem).

Postup pii méfeni délky, SiFky ¢i praméru:

1. Kkalibrace: misto obycejného okularu vlozime okular s mikrometrem a misto preparatu objektivni mikrometr
(1 mm je na ném rozdélen na 100 dilku, takze jeden dilek odpovida 10 um). Pti pouziti uréitého objektivu
srovname obrazy obou mikrometra tak, Ze se jejich stupnice kryji (Obr. 54), a odecteme, kolika dilkim
objektivniho mikrometru (a) odpovida kolik dilkti okularového mikrometru (b). Mikrometricky koeficient
pro dany objektiv (tj. kolika mikrometrim odpovida jeden dilek okularového mikrometru pii pouziti daného
objektivu) vypocitame jako
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Obr. 54 (Kremer 2002)

2. vlastni méfeni: na stolek umistime preparat, nalezneme méteny objekt a odecteme délku, Sitku ¢i pramér
pomoci okuldrového mikrometru. Zjisténou hodnotu vynasobime mikrometrickym koeficientem piislusného
objektivu. Pfi méfeni dbame, aby byl méfeny objekt ve stifedu zorného pole, byl dobie zaostfeny a aby se
jeho okraje dokonale kryly s odec¢itanymi dilky méfitka.



V soucasné dobé jsou k dispozici pocita¢ové programy, které umoziuji rychlé zjisténi rozmért objektt (délek,
praméru, ploch) z digitalnich obrazi (Obr. 55). Pfitom se s vyhodou vyuziva riznych barvicich metod, kdy jsou
rizné Casti objekt (lisici se chemickym slozenim, napi. pfitomnosti ligninu) obarveny odlisné, takze program
mize vyhodnotit napt. podil uréitého pletiva ¢i tkané na celkové plose fezu danym organem. Ale i pii pocitacové
analyze digitalizovanych mikroskopickych obrazti (respektive ulozenych poéitacovych filtl) je nezbytna
kalibrace pomoci objektivniho mikrometru.
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Obr. 55: Vyuziti programu QuickPhoto Camera k méfeni objektd a vkladani méritek do snimki z mikroskopu

Pti pocitani mikroskopickych objekt na urcité ploSe se opét vyuziva okular s vlozenou destickou s vyrytym
¢tvercem (nebo siti ¢i kruhem rozdélenym na vysece). Do poctu se zahrnou jednak vSechny objekty lezici uvnitf
Ctverce, jednak objekty protinajici dvé sousedni strany Ctverce. Aby bylo mozno vztahnout pocet objektl na
plochu, je nutné pomoci objektivniho meétitka okalibrovat délku strany Ctverce (a), pokud neni tato hodnota
udéana vyrobcem.

Zajima-li nas pocet objektt v urcitém objemu (napfi. pocet krvinek, prvoku atd.), pouZzivaji se tzv. pocitaci
komirky (Obr. 56). Jsou to podlozni skla s vyrytou siti ¢tverc o znamé plose, ktera maji centralni ,,pocitaci‘
cast ohranicenou sklenénymi listami vysokymi 0.1 mm, takze po pfilozeni kryciho skla ma objem tekutiny nad
jednotlivymi pocitacimi ¢tverci pfesné znamy objem. Pfi pocitani se opét do celkového poctu zahrnuji i objekty
presahujici dvé sousedni strany pocitaciho ¢tverce.
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Obr. 56: Pocitaci komirka

Na zaostfovacim mikro$roubu byva vyznacena stupnice se 100 dilky, kterd umoziuje hruby odhad tloust’ky
méfenych objektd (napt. jedna otocka mikrosroubu o 360° odpovida svislému posunu stolku o 0,1 mm, takze
jeden dilek na mikro$roubu odpovida svislému posunu o 1 pm). Pfi méfeni zaostfime na dolni a nasledné na
horni plochu objektu, pficemz odecteme, o kolik dilkti jsme pootocili hlavici mikrosroubu.



Uloha ¢. 6: Pii¢ny fez stonkem kukufice (Zea mays L.) a jetele luéniho (Trifolium pratense L.), uspofadani
cévnich svazki na fezu (schema)

Uloha &. 7: cévni svazek kukufice (Zea mays L.)



