Zobrazovaci metody ve svételné mikroskopii

Svétlé pole

* nejjednodussi a nestarsi technika osvétleni ve SM

» svételny kuzel prochazi (v prochdzejicim svétle) nebo se odrazi (v odrazeném svétle) a
vstupuje do objektivu

* vimerzni metodé se mezi kryci sklicko (nebo vzorek) a objektiv, pripadné mezi
kondenzor a preparat, dava imerzni kapalina

* nevyhoda: u biologickych vzorku nizsi kontrast — pouziti barvicich technik
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Zobrazovaci metody ve svételné mikroskopii

Temné pole

» osveétlovaci soustava je upravena tak, ze paprsky osvétlujici preparat nevstupuji do
objektivu

* objektivem prochazi pouze paprsky lomené, odrazené, difraktované nebo rozptylené

* je vylouceno 0-té ohybové maximum a na vytvoreni obrazu se podili bo¢ni ohybova
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Zobrazovaci metody ve svételné mikroskopii

Temné pole — realizace kondenzoru pro osvétleni

Abbelv kondenzor se clonou

Abbe Darkfield Condenser
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Fazovy kontrast (Fritz Zernike)

* Fritz Zernike (1888-1966) sestrojil prvni fazovy mikroskop v roce 1930 (Univerzita v
Groningenu, Nizozemi)
e vroce 1956 ziskal Nobelovu cenu za fyziku




Fazovy kontrast

* metoda slouzi ke zvyraznéni kontrastu malych fazovych objektl, u nichz detaily se
absorpci nelisi od okoli, ale zpUsobuji zménu faze
* metoda fazového kontrastu prevadi rozdily fazi na rozdily intenzit

Odvozeni
* uvazujme v preparatu maly bezbarvy objekt 2, ktery je v médiu 1
» faze paprskd prochazejicich objektem a prostfedim je odlisna

¢
n, 1

h
L . . 2Tx . 2Tx
Amplituda vinéni v prostfedin;: y; =A4;- St —— = A sin—=—-mn, , A =
1 0
_ - o . 2mh . 2mh
Amplituda vinéni v prostfedin,: y, =4, SlTlT =A,: SlTlT ‘N,
2 0
2T

Fazovy rozdil (pro x = h): Ap = @,— @, = k—h(n2 - n,)
0



Fazovy kontrast

21X
Amplituda vinéni v roviné obrazu: Yy, =4, sin— = A4, sinwt

M
y, = A, sin(wt + Ap)

Vinu y, proslou fazovym objektem lze upravit:

y, = A, - sin(wt + Ap) = A, - cosAp - sinwt + A, - sinAp - cos wt =

= a, - sinwt + a, - coswt = a;psin wt + a, * sin (a)t + %)

Pro maly fazovy objekt plati: Ap >0 a, =A4,, a,— 0

T
Vs =A2-sina)t+a2-sin(a)t+§)

V4 U,

Vinu y,si lze predstavit jako vinu sloZzenou z viny v, a viny v,

* vlna v, je vici v, relativné velmi mala a je posunutd o /2

 zfyzikdlniho hlediska Ize fici, Ze v, prochazi pfimo vzorkem bez zmény faze a v, je
rozptylena vina s posunutou fazi



Fazovy kontrast

* v obrazové roviné jsou intenzity vin dany ¢asovou stredni hodnotou kvadratu
okamzité amplitudy:
T

1 oy Az
11=B-?JA1 * sin a)tdt=TB

0
T
1 . Ay’
I, =B .TfAZZ -sin?(wt £+ Ap)dt =7B
0

* pro fazovy objekt plati, Ze nedochazi ke zméné amplitudy: A, =A, =1, =1,

I,—1
* pro kontrast plati: Koo = 12 n 11 =0 —> objekt neni v obrazu rozeznatelny
2T 1

Jak zobrazit fazovy objekt s nenulovym kontrastem?



Fazovy kontrast

T
pro vinu prochazejici fazovym objektem plati: y, =4, - sinwt +|a, - sin (a)t + E)
Princip metody fazového kontrastu obrazova roving
ohniskova
rovina obrazu
1 vII \ y |
/ 11 2
[ -
o | L] VI ‘
2 V1 F, 0 Q
fazova
desticka
C P 0]

v zadni ohniskové roviné jsou viny v, a v, prostorové oddélené
fazova desticka umisténa do F’, zpozdi proslou vinu v, o /2 (Ctvrtvinova desticka) nebo
3/2 1
konstrukce fazové desticky zavisi na pouzitém materialu
21 T
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Fazovy kontrast

pri pouziti fazové desticky je prosla vina dodatecné zpozdéna:
s

T
y, = sin(wt + Ap) = A, - cos Ag - sin(wt + E) + A, sinAg - sin (wt + E)
pro intenzitu svétla v obrazové roviné plati:
2

T
I,= B%j lAz-cosA<p-sin(a)t+g) +A2-sinA<p-sin(a)t+%)] dt =
0

A2
= 723(1 + 2 cos Ap - sin Ag)

pro kontrast s fazovou destickou plati:

A? . A?
I,—1, 5B x2cosAp-sinAp)—5B | +cosAgp-sinAp

K. = = =
(2-1) 2 2 e
I+ 1 A7B(1i2cosA<p-sinA<p)+A73 1+ cosAg-sinAg

kontrast K je nenulovy
e pro Ctvrtvinovou desticku je fazovy objekt tmavsi nez okoli — pozitivni kontrast
e pro trictvrtévinovou desticku je objekt svétlejsi nez okoli — negativni kontrast

Metoda fazového kontrastu prevadi rozdily fazi na rozdily intenzit.



Fazovy kontrast

» kontrast detailll I1ze zvysit pridanim absorpcni vrstvy k fazové destiéce = mimo
fazovy posun dochazi také k zeslabeni intenzity fazovou destickou (parametr c)

2

T
I, =B-%J [c-Az-cosAgo-sin(wt+g)+A2-sinA<p-sin(a)t+g)] dt =
0

A,?

2

B(c?cos?Ap + sin? Ap + 2c cos A - sin Ap)

e pro kontrast plati:

1 —c?cos?Ap —sin?Ap + 2c-cosApsinAp 1 —c?— Ap? + 2cAp
1+ c?2cos?Ag + sin? Ag + 2¢c - cosAp sinAp 1+ ¢2 + Ap? + 2cAg

K”(1—2) _

 proc— 0se mira kontrastu zvySuje, K" —> 1 — pozitivni kontrast



Prakticka realizace fazového kontrastu

v ohniskové roviné kondenzoru je prstencova fazova clonka
v ohniskové roviné objektivu je komplementarni prstencova fazova desticka
vzorek je osvétlen prstencem svétla

pfimy (nedifraktovany) paprsek po prlichodu vzorkem prochazi fazovou destickou =
zeslabeni intenzity a fazovy posun o /2

ﬁ
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Zobrazovaci artefakt fazového kontrastu

* prUvodnim jevem fazového kontrastu je vznik tzv. aureoly (halé efekt) - svétly obrys

kolem neporuseného fazového objekt(
» vznika v disledku ohybu paprskl na fazové desti¢ce, lomu paprskd svétla na velkém

gradientu indexu lomu
* VyuzZiva se napr. pfi posouzeni intaktnosti izolovanych chloroplast( (kvalita izolace)

Izolované chloroplasty ve SM v rezimu fazového kontrastu

Intact Broken

12
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Ultrafialova mikroskopie

zkracovanim vinové délky svétla se zvysuje rozliSovaci schopnost SM
- limity: pod 400 nm lidské oko neni citlivé, pod 350 nm bézné sklo nepropousti

Pozadavky na UV mikroskopii

Vhodna je kombinace VIS- a UV-SM

zdroj: lampa s emisi v UV oblasti (napr. rtutové vybojky)

optika: z kfemenného skla (propousti UV) nebo zrcadlova optika

detekce: fotograficka, fluorescencni stinitko, UV-CCD kamera

preparaty: UV mikroskopie umoznuje sledovat a lokalizovat objekty s absorpci v UV
oblasti (nukleové kyseliny — absorpce cca 260 nm)

dva optické systémy v jednom mikroskopu Lit Souese Geme Comtioer

WIS Beam Splitter =

UV-Light Path
Visible-Light Path

VIS Objective
Lens

Rotating Objective Tumel ~
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Infracervena mikroskopie

* vyuziva vinové délky v oblasti 750 — 1100 nm (blizka IR - NIR)
- limity: oko v této oblasti nad 750 nm neni citlivé

Pozadavky na infraCervenou mikroskopii
e zdroj: bézné zarovky, halogenky
e optika: béZné sklo nebo zrcadla
» detekce: fotograficky materidl citlivy pro IR oblast (napf. barvivo kryptocyanin)
* preparaty: mGze byt i silnéjsi (IR pronika objekty snadnéji nez viditelné svétlo,
- preparaty lze i kontrastné barvit — napf. kryptocyaninem
- studium schranek koralu, chitinové schranky hmyzu

Potapnik vroubeny

bézny SM - svétlé pole NIR mikroskopie

14



Mikrospektrofotometrie (cytofotometrie)

kombinace mikroskopu a jednopaprskového absorpéniho spektrofotometru
proméruje se kvantitativné absorpce svétla o rlznych A v rliznych mistech preparatu
vyuziti pri stanoveni koncentrace urcité latky v daném misté preparatu

vinova délka je vymezovana optickymi filtry nebo monochromatorem

intenzita proslého svétla | detekovana fotonasobicem

15



Fluorescencni mikroskopie

Fluorescence — emise svétla probihajici béhem absorpce energie excitacniho svétla

(interval mezi absorpci a emisi vyzareného kvanta ~ 10°s)

osvétleni preparatu intenzivnim svétlem (externi zdroj), usporadani v dopadajicim

svétle

studium fluorescencnich material( — autofluorescence - preparat obsahuje fluorofor
- sekundarni fluorescence — dodani fluorescencni znacky (napf. imunologie)

detector
Zdroj intenzivniho svétla:
ocular L . , , .
emission filter » vysokotlaké Hg a Xe vybojky (50 — 200W)
* nejvétsiintenzita v blizké UV oblasti
—
A
dichroic mirror sl [
— < E
= b= HBO - Mercury Burner
light source x
g
excitation filter ‘g
w
g
£
[5]
1
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Fluorescencni mikroskopie

Barrier Filter

)/

Konstrukce filtru
e vSechny tfi typy filtru vestavéné do jednoho kompletu
» excitacni filtr — volba pozadované excitacni A
* dichroické zrcadlo - filtr odrazi excitacni A a
propousti emisni A
* bariérovy filtr — potlaceni nebo absorpce excitacni A
- propousti jen emisni A na detektor

Exciter Filter

Dichroic Mirror

fluorescence v odrazeném svétle

fluorescence v proslém svétle

Dichroic Barrier - Emission Light =
Mirror Filter Mﬁr;#{y ___ Barrier
' Source Filter
|
~— Objective ——
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Interferencni mikroskopie

 kombinace mikroskopu a interferometru

* vhodné pro studium fazovych objektd (prihledné, barveni je nezadouci)

RozliSujeme: dvoupaprskovd a mnohapaprskova interference

Usporadani pro dvoupaprskovou interferenci
(Machtiv-ZehnderUyv interferometr)

Comparison Half-silvered

slide . mirror

Mirror A\ A
A
. 7] \

Objective 4 Eyepiece

lenses

S

Reference | - >
beam =" Object
(phase shift)

Half-silvered
mirror /

: MBeam Obj>ect ;
Ligh Mirror
gl splitter beam /

source

Mnohapaprskova interference
(Fabry-Perotllv interferometr)

objektiv

el 03 kCIVET
| - T ]

K h

diky pokoveni kryciho i podlozniho sklicka
dochdzi k mnohanasobnému odrazu a
interferenci

* pro rozdélni svazku se pouzivaji i dvojlomné hranoly
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Interferencni mikroskopie

Rezim obrazu - zavisi na presnosti nastaveni interferometru — fazového rozdilu
referencniho a mériciho paprsku

Homogenni pole Prouzky stejné tloustky

» fazovy objekt - svétly/tmavy oproti pozadi » obraz pokryt prouzky (pfi nepresném
(v monochromatickém svétle) nastaveni interferometru)

» fazovy objekt —rlizné barevny » fazovy objekt Ize odlisit diky odlisSné
(v bilém svétle) hustoté a sklonu prouzk

PouZziti: zviditelnéni bunék tkani a jejich soucasti, studium topografie povrch(

19



Ultramikroskopie

e pozorovani malych c¢astic o velikosti srovnatelné s vinovou délkou svétla v bocnim osvétleni
(viz TyndallGv jev)

Tyndalliiv jev Schéma ultramikroskopu

okular

Stérbina
y i kondenzor objektiv
primarni et
paprsek e ——

—H pozorovana
disperze

* objektiv detekuje rozptylené svétlo disperznimi ¢asticemi

* jednotlivé Castice se jevi jako zarici body na temném pozadi
(specidlni metoda temného pole)

* zobrazi se Castice o velikosti az 1 nm = ve vzorku lze dokazat jejich pritomnost,
pocet, pohyb

* nelze zjistit pfimo tvar a velikost ¢astic

20
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Polarizacni mikroskopie

kombinace svételného mikroskopu a polarimetru

studium opticky aktivnich (staci
(vykazuji dvojlom svétla) vzorkd

rovinu polarizovaného svétla) a anizotropnich

pro polariza¢ni mikroskopii je treba SM doplnit o nékolik prvk

usporadani polariza¢niho

mikroskopu
okular
Amici-Bertrandova Cocka
— — )
analyzator
kompenzator
— ——
objektiv
preparat =—= polarizator
kondenzor™—
A—

Amici-Bertrandova ¢ocka

e spolu s okularem vytvari pomocny mikroskop
zaostreny na zadni ohniskovou rovinu objektivu
(interferenéni obrazec)

Analyzator
» otocny, vychozi pracovni poloha — zkrizeny
s polarizatorem

Kompenzator
* umoznuje variabilni zménu faze (optimalni
fazovy posuv mezi radnym a mimoradnym

paprskem) a tim zlepSeni kontrastu
Otocny stolek — presné nastavitelny

Polarizator



Pracovni rezimy polarizacniho mikroskopu

Ortoskopické uspordadani

e polarizator a analyzator ve zkriZzené pozici, Amici-Bertrandova ¢ocka a kompenzator jsou
vyrazeny

* |ze takto rozlisit izotropni a anizotropni mineraly, sledovat zhaseni, opticky charakter
minerdll (jednoosé, dvojosé mineraly)

» pro opticky neaktivni (izotropni) preparaty pozorujeme pouze temné pole

* izotropni latka propousti polarizované svétlo z polarizatoru beze zmény a to je zkfizeném
analyzatoru zruseno — pozorujeme stale temné pole i pfi otaceni stolku mikroskopu

» pro opticky aktivni preparaty (anizotropni) neni pole pouze temné, ale i rozjasnéné
e otacenim stolku o 360° se temné pole 4-krat ztemni a zjasni — tzv. zhdseni

Studium minerdld
» studuji se Fezy minerali (nezndma orientace fezu vzhledem k optické ose minerdlu)
« ,screening” ezl pomoci ortoskopického usporadani
* nejvhodnéjsi jsou rezy mineralt kolmé na optickou osu — umoznuji definovanou
orientaci rezu na stolku mikroskopu
e jeli smér Sifeni polarizovaného svétla paralelni s optickou osou anizotropniho
krystalu, jevi se jako izotropni (nedochdzi k dvojlomu) a v mikroskopu je pri
otdceni vzorku stdle temné pole!
* nejvyraznéjsi efekty (napr. zhaseni) jsou pozorovany na rezu, ktery ma v mikroskopu
optickou osu ve sméru kolmém na smér Sireni polarizovaného svétla




Pracovni rezimy polarizacniho mikroskopu

Zhdseni anizotropniho krystalu (ortoskopické uspordadani)

* v plose obecného rezu jsou dva vzdjemné kolmé sméry (dany rovinou polarizace
radného a mimoradného paprsku), kterymi polarizovany paprsek projde beze zmény =
nezmeni se rovina polarizovaného svétla

* je-li néktery ze sméri rovnobéziny s rovinou kmitu polarizatoru (nebo analyzatoru),
dojde v této specialni poloze ke zhaseni — tzv. temné pole

* pro jiné uhly prochazi analyzatorem paprsek s nenulovou amplitudou — rozjasnéni
krystalu

 otaceni 0 360° = 4 polohy vyhasnuti

A
R
Al—’— P h 4
¢—— x —»] X —»] l¢e—y—ble—x—>|
temné pole rozjasnéni nejjasné;jsi

4% gg

http://www.olympusmicro.com/primer/java/polarizedlight/crystal/index.html




Pracovni rezimy polarizacniho mikroskopu

Ortoskopické usporadani s vyfazenym analyzatorem

* pozorujeme tzv. Beckeho linku — vznikd pfi jemném rozostzfeni na rozhrani dvou rizné
lomivych minerdl(

e vyuziva se pro urceni optického prostredi s vyssim indexem lomu, resp. nizSim indexem
lomu na hranici zrn dvou mineral(

» Ze pfi zvedani tubu (snizovani stolku) vstupuje Beckeho linka do prostredi opticky
hustsiho (s vyssim indexem svételného lomu) = svételné paprsky se v mineralu lamou
ke kolmici a svétlo se koncentruje na okraji opticky hustsiho prostredi

a »)

Princip Beckeho linky - pfi snizovani stolku (zveddani tubu) vstupuje Beckeho
linka do prostredi s vy$sSim indexem lomu. V pripadé (a) je to lomny mineral,
v prfipadé (b) je to lomné okoli. 24



Pracovni rezimy polarizacniho mikroskopu
Konoskopické usporadani
* Amici-Bertrandova ¢ocka je zasunuta do optické soustavy — pozorujeme interferencni
obrazce

» charakteristické interferencni jevy vznikaji napr. na destickach vybrousenych krystald —
tzv. konoskopické obrazce

A . .
okular «—— pomocny mikroskop

L. — zaostren na obrazovou
A.B.Co Cka) ohniskovou rovinu

b, @Nalyzator
_g_ kompenzator

————— 3.;__—_—--- obrazova ohniskova rovina
(ohybovy interferenéni obraz)
objektlv «——r——

preparat krystalické oblasti (vybrusy mineralu)
: polarizator

._,. = -

* rozdil optickych drah po priichodu desti¢kou anizotropniho materialu pod uhlem o

* vznikaji dva paprsky e(n,) (mimoradny) a o(n,) (fadny), které interferuji v zadni
ohniskové roviné objektivu.

* za analyzatorem lze pozorovat sméry, v nichz je stejny fazovy posuv mezie a o
paprskem na krivkach zvanych izochromaty 25



Pracovni rezimy polarizacniho mikroskopu
Konoskopické usporadadni

* odvozeni podminek interference pro radny a mimoradny paprsek — urcit drahovy rozdil A

! 2 Celkovy drahovy rozdil: A= A", - A", - A,
L x, LG 1 sina =n,-sinf,
A (o)
L x, 14, L
SR sina = n, - sinf,
< 3 .o dny
Bi - i 1 e —
Ay cos 4
P, i= d
/) 2.5 2
¥ (A,1)2 = d .n; sin?3; + cos?f =1
| 1 —sin“ B,
o
’ 2.p 2 2.9 4 _
— (A )2 d*-ny d*-ny np sina
| = : = : Sin =
| ' 1— sinfa  n2, —sin2a T on
2
n4y
, d-n,?
A= _
Vn,? — sina
_ , , d - n,?
Obdobné odvodime: | A", = :
Vn,? — sin2a
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Pracovni rezimy polarizacniho mikroskopu
Konoskopické usporadadni

e odvozeni podminek interference pro radny a mimoradny paprsek

: e2 Celkovy drahovy rozdil: A= A", - A", - A,
1 E__"\-u f ‘1
2) 1= : 2= :
1+ Vn.? — sin?a Vn,? — sin2a
N
By, i—r 1 _ _ : _ _ :
’ A, A, =(x;—x,)sina =d(tanf; —tanf,) sina
B, i= , d B B _ sinf
A, x,=dtanp, X, =dtanp,, tan f = cosf
i + . n g It d - nlz d - n
i sina = n, - SIn = =
i ! ! ! Vn,2—sin?a cosf,
o |

e

1 1

Vn —sin?a  Vn,? —sin’a

A, =dsin?a(

Ala) = A - A, - A, = d(Vn2 = sin2a — Vn,? — sin2a)

* rozdil optickych drah o a e zavisi na o

* Uhel o zavisi na zpUsobu osvétleni — pfi pouZiti kolimovaného paprsku velikost
uhlu od stfedu zorného pole (stfredu preparatu) roste

* pro vznik izochromdtu nutnd interference o a e paprsk
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Pracovni rezimy polarizacniho mikroskopu
Konoskopické usporadadni

Ukazka interferencniho obrazce dvojosého krystalu

izochromaty

inkolory

* izochromaty maji rdzné tvary
» z4visi celé radé faktor( (napf. typ krystalu, orientaci optické osy)

* Inkolory —temné oblasti v interferenénim obrazci
* na analyzator dopada pouze o nebo e paprsek s rovinou polarizace danou
polarizatorem = takovy paprsek neprojde a v obrazci vznika temné misto
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Priprava preparatu pro svételny mikroskop

Nativni preparaty

* nevyzaduiji zvlastni pfipravu, vhodné pro malé a tenké objekty
» Zivé objekty ve vodé nebo fyziologickém roztoku (prvoci, rasy, listy mechu, pokozka,
atd.)

== - .
- \\,
\ jamka

* pro zesileni kontrastu objektl lze pouzit fazového kontrastu, barveni preparatu,
apod.

* metoda macerace — rozruseni bunécnych stén (rostlinny material) a uvolnéni bunék
pomoci maceracniho Cinidla (kyseliny, ¢pavek, atd.)

* Pozor! Vzorek se zahtiva, odparuje se médium, pod krycim sklem muUze byt
nedostatek O,
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Priprava preparatu pro svételny mikroskop

Natéry a roztlaky
» vzorek (mékka tkan, suspenze ¢astic) se rozetre nebo natre na podloznim nebo krycim

skle
* natéry mohou byt suché nebo vihké, obvykle se fixuji a barvi

natér roztlak

5 0..%:

N —X— QO™ I

Priklad: hematologické vysetreni krve (slozeni bunék, kvantitativni stanoveni)

P —~_ Postup:
. %} Ij “""""---‘ a) kapka na podlozni sklicko, druhé

sklicko Sikmo

a b B
b) spojit s kapkou krve
- Kﬁ c-d) rozetrit smérem od kapky po celé
] délce podlozniho sklitka
C - d
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Priprava preparatu pro svételny mikroskop

Mikroreliéfy a adhezivni preparaty
* studuji se povrchy nebo povrchové vrstvy

Princip:

1. Naneseni tenké vrstvy rychle tuhnouci prihledné hmoty (4-8% roztok celoidinu v
acetonu, bezbarvy lak na nehty, lepidlo, kanagom, atd.) nebo lepici pasky (lepici
povrch pdasky je vhodné ,zhomogenizovat” namocenim v benzenu a vysusit)

tekuta hmota

I~~~

povrch

2. Otisk se sejme (sloupne) a prenese (pfilepi) na podlozni sklicko

pruhledna lepici paska /’1 — :
I/V\/\_/T\f-\"/\ podiozni sKicko

Priklad: studium pokozky listu

» studium otevrenosti prlducht
e pocet pruduchl na jednotku plochy podpurre buriky
» velikost praduch(
* identifikace druhu

pokoZkaove bunky

svéraci buriky praducha

» odlitek mékkych nebo vlhkych tkani se provadi pomoci metakrylatu (polymer)



Priprava preparatu pro svételny mikroskop

Mikroreliéfy a adhezivni preparaty

Adhezivni metoda
* snima se i svrchni vrstva bunék (lze poutzit i lepici pasku)

1

Rezy
e pro studium casti objemnéjsSich vzorkd

Princip:

» ztkané (pletiva) se po slozité fixacni procedure pripravi tenky rez (kontrastni), ktery se
prohlizi ve SM v prochazejicim svétle

* nativni fez (bez fixace): napf. v blo¢ku mrkve je umistén objekt (napf. zeleny list) a
reze se Ziletkou na tenké platky

biit

=




Priprava preparatu pro svételny mikroskop

Procedura fixace:

e odbér tkané nebo pletiva
» fixace: rychlé usmrceni bunék — minimalni zmény struktury, zastavi se rozklad vzorku

» fixacni Cinidla fyzikalni — teplo, vysouseni, hluboké zmrazeni, mrazové vysouseni
* fixacni Cinidlo chemickeé

— Anorganické latky: oxid osmicely, oxid chromovy, chlorid rtutnaty

(pozor jedovaté latky — nutné dodrzovat bezpecnostni a hygienicka pravidla)

— Organickeé kyseliny — kyselina octova ledova (tj. ~ 100% CH;COOH), kyselina

pikrova — C.H(NO,); aj.
— Organicka redukéni Cinidla — ethanol, methanol, formaldehyd
— Specialni fixacni tekutiny (kombinace latek) — Bouinova, Zenkerova, Formol, ...
* vypirani fixaze ze vzorku — pro kazdou fixaz je predepsany postup, nejcastéji
alkoholem, vodou , a pak alkoholem

» zalévani do blocku
a. odvodnéni vzorku — vzestupna alkoholova nebo acetonova rada

70% | | 80% | | 95% | [100%

radové hodiny (podle velikosti objektu)



Priprava preparatu pro svételny mikroskop

 zalévani do blocku
b. prosyceni vzorku rozpoustédlem zalévaci hmoty (pro parafin je to benzen nebo
xylén). Postupné do nékolika lazni aZ se vzorek projasni.
c. prosyceni vzorku roztokem zalévaci hmoty (napf. parafin jako nasyceny roztok v
benzenu — 35 az 40 °C)
d. prosyceni zalévaci hmotou
* Parafin - zahrat na teplotu o 2 °C vyssi, nez je teplota tani ( <58 °C)
mékky parafin (45 — 50 °C) — pro mékké tkané
stfedni (50 — 53 °C)
tvrdy (53 — 58 °C) — pro tvrdé tkdné
» Celoidin — nitrat celulézy, rozpustny v éteru a alkohol/éteru (1:1) (pro tvrdé
tkané)
 Zelatina — pro fidké tkané, které se jinak siln& smrsti, nebo tukové tkané
pouziva se 10 az 20 % roztok v destilované vodé
e. zaliti vzorku do formy (krabicka) — zaléva se Cistym parafinem

* Nalijeme rozehraty parafin, nahratou pinzetou vlozime
objekt, krabicku ponofrime az po okraj do vody, posléze
ji ponorime celou. Po ztuhnuti odstranime krabicku a

parafin orezeme, aby zbyly 3 — 4 mm parafinu kolem
N vzorku.




Priprava preparatu pro svételny mikroskop

krajeni — krajeni tenkych rfez( pomoci pristroje zvaného mikrotom (fezy v jednotkach um)

Typy mikrotomU:

< AkowY nli2 (bfitva) parafinovy blogek - zmeéna sklonu noze
d. SahKkovy il hiati v
—p prilepen nahratim - blocéek se vzorkem se
spodku) posunuje o presnou
vysku
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Priprava preparatu pro svételny mikroskop

Typy mikrotomu: parafinovy bloéek
b. rotaéni , (@ /| pevny nuz
." , (/Of' pas s fezy

rotuje a posouva se/ e g
r!

— |

-4 - [y

C. zmrazovaci
 tkane nezalité nebo tkané zalité v zelatiné

* chlazeni vzorku a noZe zajisténo kapalnym CO,
e elektrické chlazeni

* barveni rezli
» kyseld barviva — barvi cytoplasmu (eozin, erytrozin)
» zasadita barviva — barvi jadra bunék (hematoxyliny, toluidinovd modf, atd.)

* neutralni
» specialni kyvety na barveni (s drazkami na podlozni skla)

* po barveni se fezy jesté odvodnuji alkoholovou fadou
e projasnuji (pouziva se rozpoustédlo xylén)

, 7 * uzaviraji se kanadskym balzamem + kryci sklicko

i e vysusise




Nékteré histochemické metody

Kvalitativni dlkaz urcitych sloZek v bunce, tkani nebo pletivu

Jednoduché priklady:

1.

2.

Asimilacni skrob v bunkdch rostlin - Skrob se zbarvi tmavofialové Lugolovym Cinidlem
(Skrobova zrna v mechu)

Monosacharidy — s fenylhydrazinem tvofi krystalické slouc¢eniny zvané osazony (smés
fenylhydrazinu, octanu sodného a kyseliny octové) = identifikace monosacharid(
Celuldza — hl. stavebni latka rostlinnych bunécnych stén, reakce s chlérzinkjédem (KI, |,
ZnCl, v H,0); modra aZ fialova barva bunécnych stén

Lignin — stavebni slozka dfeva (zabezpecuje drevnaténi bunécnych stén);
floroglucinolova reakce (fluorglucinol v 96 % alkoholu + HCI) = pletiva s lighinem
zCervenaji

Tuky — Cervené barvivo Sudan Ill (v ethanolu a glycerinu). Kapénky tuku se obarvi
cervené (napfr. néktera semena). Podobné se barvi latky pribuzné tuklm: suberin (z
bunécnych stén) a kutin (z kutikuly).

Alkaloidy - u konkrétnich rostlin pod vlivem kyselin (HCI, HNO;) vzniknou krystalky
dusi¢nant €i chlorid( alkaloidu (pf. dfistal — alkaloid berberidin — HNO, — krystalky)
Vdpnik — detekce pres pritomnost krystal( Stavelanu vapenatého apod.




Studium dynamickych déju v rostlinnych bunkach

Pt.: pozorovani osmotickych jev( - pokles turgoru a plazmolyza diky osmotické ztraté vody

hypotonicky
roztok

o —— e ———
EL LT R T

z bunky
v hypertonickeém roztoku
|
L s ;
vaiku:::la pokles turgoru hraniéni plazmolyza

plazmolyza

deplazmolyza

* odchlipeni bunééné membrany od bunécéné stény — plazmolyza — muze
byt reverzibilni. Nereverzibilni plazmolyza - vede k bunécné smrti.
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Vybrané zasady pri mikroskopovani

Mikroskop a jeho optiku udrzujeme v Cistoté, k CiSténi pouzivame benzin.
Preparat vzdy pozorujeme nejdrive pfi mensim zvétSeni; revolverova vymeéena
objektiv(; doostfovani. Sledujeme pfriblizovani objektivu a preparatu ze strany,
doostfujeme pohybem objektivu a preparatu od sebe.

Pri pozorovani obrazu se doporucuje mit obé oCi otevrené.

Oci chranime v€asnym serizenim jasu obrazu (clony, filtry).
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