MIKROTECHNIKY

(Uvodni praktikum z botanické mikrotechniky)
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Zikladni metodou pozorovdni rostlinnych bunék a pletiv je svételnd
mikroskopie v prochdzejicim svétle (svétlo prochdzi pozorovanym objektem).
K pozorovdni makrostruktur, napt. trichomu, papil, sporangii, slouzi mikroskopie
v dopadajicim svétle (stereomikroskop, binokuldrni lupa). V rostlinné anatomii
je nejcastéji vyuzivana mikroskopie v prochdzejicim svétle ve svétlém poli (dalsi
techniky svételné mikroskopie jsou napf. mikroskopie vtemném poli, m. fdzové
kontrastni, m. interferenc¢ni, m. polarizacni, m. fluorescencni aj.). Ke studiu bunék
a jejich organel slouzi elektronovd mikroskopie (transmisni a rastrovaci) a kon-
fokdlni mikroskopie.

SloZeni mlkroskopu:
—mechanickd cast - stativ, tubus, binokuldrni hlavice, pracovni stolek;
—optickd cdst - objektiv, okuldr;
—osveétlovaci ¢dst - svételny zdroj s clonou, kondenzor (soustava ¢ocek soustre-
dujici svétlo na pozorovany objekt), irisova clona.

Zobrazeni mlkroskopem: objektiv tvofi skute¢ny (redlny), zvétSeny a prevra-
ceny obraz objektu v prfedni ohniskové roviné okuldru. Tento obraz pozorujeme
okuldrem jako lupou. Vysledny obraz pozorovany okuldrem je neskutecny (vir-
tudlni), pfevrdceny a jesté vice zvétseny.

—zvétseni mikroskopu (M) vypocitime jako soucin zvétSeni pouzitého objek-
tivu (0daj uveden na objektivu) x zvétSeni okuldru (idaj uveden na okuldru) x pfi-
padné zvétseni binokuldrni hlavice (pokud se podili na zvétseni je tento Gdaj na
hlavici uveden). V pfipadé, Ze provddime fotodokumentaci, je vhodné vyfo-
tografovat pfi stejném zvétSeni mikrometrické méritko a pfilozit je do pravého
dolniho rohu k mikrofotografii (obr. 17, 18). Moderni mikroskopy pracujici s digital-
nim obrazem zobrazuji métitko automaticky;

—rozliSovaci schopnost mikroskopu (d) je ddna vzdadlenosti dvou blizko sebe
lezicich bodu, které Ize jesté rozlisit jako dva body. Zdvisi na numerickych aper-
turdch objektivu (Aobj) a kondenzoru (Ag,,) (uvedeny na mikroskopu, vyjadfuje
rozliSovaci schopnost objektivu) a vinové délce pouzitého svétla (A) - vinova
délka bilého svétla je 0,55 um. Modré svétlo poskytuje objektivu lepsi rozliso-
vaci schopnost nez svétlo bilé (ma krat$i vinovou délku).
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Objektiv rozliSuje nejlépe, mé-li s kondenzorem stejnou hodnotu apertury -
aperturu kondenzoru je nutné pfizpisobovat apertufe objektivu. Hranici rozliSo-
vaci schopnosti svételného mikroskopu je 0,2 um (1 um = 0,001mm = 1000 nm).

Z praktického hlediska je vhodné védét, jaké minimalni rozméry musi mit predmét,
abychom jej pti urcitém celkovém zvétseni v mikroskopu spolehlivé rozlisili
svyma ocima (minimdlni rozlisivost - d i)
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A= —7 "

M - celkové zvétSeni mikroskopu
327 um (= 0,327 mm) - vzddlenost dvou bodu, které je primérné unavené lidské
oko schopno rozlisit jako dva body ze vzddlenosti 250 mm;
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— hranice uzite¢ného (prospésného) zvétSeni je 500 - 1000 ndsobek Aobj
Pokud je celkové zvétseni mensi nez 500 Aobj nevyuzivdme plné rozliSovaci
schopnosti objektivu, pokud je vétsi nez 1000 Aob]‘ jednd se o zvétseni prdzd-
né, které nepfindsi dalsi informace o pozorovaném objektu. V pfipadé vétsiho
rozdilu mezi celkovym a uzite¢nym zvétSenim muze dojit ke ztrdté obrysové
ostrosti pozorovanych struktur. Uvedené nedostatky korigujeme vhodnou volbou
okuldru.

— hloubku ostrosti ménime kondenzorem a popt. i clonénim.

Pozorujeme prepardt objektivem zvétSujicim 40x (A,,; = 0,65), okuldrem
zvétsujicim 10x. Vypoctéte celkové zvétseni (M), rozliSovaci schopnost (d),
minimdlni rozlisivost (dy,i,) a stanovte hranice uZitecného zvétseni.

M = 10 x 40 = 400x

d = 055 /065 + 065 =043 um (pfi daném nastaveni rozlisime

body vzddlené 0,43 um)

dmin = 327 / 400 = 0,82 um (pfi daném nastaveni rozliSime objekty

velké 0,82 um)

hranice uzite¢ného zvétSeni = 500 x 0,65 az 1000 x 0,65 = zvétseni 325x az 650x

—%krabi¢ka na mikroskopickou soupravu;

—podlozni a kryci sklicka;

—preparacni jehla, pinzeta, jemny $tétecek na pfendseni pozorovanych objek-
tu (napf. tenkych fezu), skalpel a nazky k hrubsi pfipravé rostlinného materidlu,
ziletky ke zhotoveni jemnych tenkych fezu, vdlecky bezové duse (ziskdme z odum-
felych vétvi bezu ¢erného);

—hodinova sklicka k barveni prepardtd, Petriho misky na vodu, popf. glycerol,
sklenéna tycinka, kapdtko, pipetka;

—seprany pldtény hadfik, filtracni papir;

—bezbarvy lak na nehty ke zhotoveni otiskovych prepardtd, izolepa;
—mnelinkované papiry formdtu A4, stfedné tvrdé tuzky, guma, propisky, nes-
mazatelné fixy k popisu podloznich sklicek aj.

Prepardty, tj. vhodné upravené cdsti rostlin k mikroskopickému pozorovdni,
mohou byt do¢asné (pfechodné) nebo trvalé. Pfechodné prepardty obsahujici
zivy, nefixovany objekt, se oznacuji jako nativni. Trvalé prepardty byvaji vétsi-
nou kvalitnéjsi (zaliti objektu do parafinu ¢i jiného média umoznuje zhotoveni
tencich fezu specidlnimi pfistroji, tzv. mikrotomy), vyhodou je také jejich trvan-
livost (kvalitni prepardt vydrzi desitky let). Pfiprava trvalych prepardtiu je vsak
¢asové ndroc¢nd a vyzaduje specidlni pfistrojové vybaveni.

Zhotoveni jednoduchého docasného preparétu:

Odbér materidlu — (fixace a konzervace materidlu) — priprava objektu
k mikroskopovani - napf. zhotoveni fezu — (barveni) - uzavieni objektu
mezi podlozni a kryci sklicko ve vodé nebo glycerolu.

Odbér materidlu:
malé kousky pletiv pfeneseme do sklenénych nebo polyetylenovych lahvicek
s fixdzi nebo pfimo pfipravime k mikroskopovdni. Peclivé popiseme.

Fixace (Setrné usmrceni bunék) a konzervace materidlu:

k fixaci pouzijeme 70% roztok etanolu, k ndsledné konzervaci glycerol-etanol
(3 dily 70% etanolu : 1 dil glycerolu). Toto konzervacni médium zmékcuje
materidl (vyhodné pfi fezani tvrdSich objektu, napt. dfeva nebo sklerenchymatic-
kych pletiv) a nemusi se vypirat. Fixaci je tfeba provézt rychle a minimalizovat
tak vznik artefaktd.

Zpusoby pfipravy objektd k mikroskopovdni:

—objekt neupravujeme a pozorujeme in toto (listek mechu, pylové zrno aj.);
—vyrtez pletiva (napf. pozorovdni bunék suknice cibule);

—vytlaceni, popf. roztlaceni pletiva (duZnatd pletiva, chromozomy);
—zhotoveni tenkych fezl v ruce pomoci bezové duse (obr. 2, 3) - maly kousek
pletiva upevnime do podélné rozkrojené bezové dusSe, provedeme prvni
srovnavaci fez a potom nékolik co nejtencich fezu (fezeme jednim tahem
zesikma), fezy preneseme stéteckem do kapky vody, popf. glycerolu, na pod-

obr. 2 + 3 Zhotoveni fezd
2 3 pomoci bezové duse




lozni sklicko nebo na hodinové sklicko k barveni. Zhotoveni tenkych fezu vyza-
duje urcitou zrucnost, je tedy nutny trénink a praxe.

Rezy objekty mohou byt pfi¢né (transverzalni) nebo podélné (longitudindini).
Longitudindlni fezy mohou byt radidlni (vedené priblizné stfedovou osou
orgdnu) nebo tangencidlni (vedené mimo stfedovou osu orgdnu);

—zhotoveni otiskovych prepardti pomoci laku na nehty (mikroreliéfovd meto-
da) - metoda vhodnd k pozorovdni bunék epidermis a stomat listi. Na plochu
listové cepele (pfiblizné 1 x 1,5 cm) naneseme tenkou vrstvu bezbarvého laku
na nehty, nechdme zaschnout, stdhneme pomoci bezbarvé izolepy a pfilepime
na podlozni sklicko. Pozorujeme pfi silnéjsim zaclonéni. Pfiprava otiskovych
prepardtu je rychla a jednoduchd, prepardty byvaji prehledné, predevsim u listu
s tenkou kutikulou na povrchu epidermis. Otiskové prepardty viéak neumoznuji,
na rozdil od nativnich prepardtu zhotovenych stazenim malého kousku epidermis,
pozorovat vnitfni struktury bunék, napf. jadro, cytoplazmu, chloroplasty.

Barveni: slouzi ke zvyraznéni pozorovanych struktur. Pozorovany objekt barvime
na hodinovém sklicku, popf. pfimo na podloznim sklicku. Pro zdkladni biologické
praktikum jsou vhodnd ndsledujici barveni:

—barveni Lugolovym roztokem (jodjodkalium - roztok 1g jodidu draselného Kl
+ 0,2 g j6du v 50 ml destilované vody) - cytoplazmu barvi hnédé, skrob tmavé
fialové;

—barveni floroglucinolem (roztok 1 g floroglucinolu v 70% etanolu) - barvi
intenzivné cervené lignifikované bunécné stény, vyborné cinidlo k barveni
dfeva. Barevnad reakce je urychlena v kyselém prostiedi - k barvenému objektu
pfikipneme kapku 10 - 20% kyseliny chlorovodikové HCI;

—barveni safraninem (rGZovy roztok safraninu na hodinovém skli¢ku) barvi cer-
vené sklerifikované a lignifikované bunécné stény, pfi vyssi koncentraci i celu-
losni bunécné stény a bunécné organely;

—barveni chlorzinkjoédem (roztok 20 g chloridu zine¢natého ZnCl: + 7 g
jodidu draselného Kl + 1,5 g jodu v 10 ml destilované vody) - barvi celulosu a
Skrob fialové, zdfevnatélé bunécné stény Zlutohnédé.

Uzavieni objektu mezi podloZni a kryci sklicko ve vodé& nebo glycerolu: kryci
sklicko polozime na hranu a zvolna sklapime - omezime tak pfitomnost
nezddoucich bublin. Voda nebo glycerin se nesmi dostat na svrchni plochu
kryciho sklicka. Glycerinové prepardty vydrzi i nékolik mésicu az let. Vodni
prepardty pouze nékolik minut.

zdsady a postup pfi mikroskopovani

—pfi mikroskopovdni dbame na cistotu podloznich a krycich sklicek (Cistime
etanolem nebo sapondtem) a cistotu mikroskopu (Celni cocky objektivu lze cistit
benzinem, nikdy etanolem), mikroskop chrdnime pfed prachem;

—zvolime vhodny okuldr a nastavime nejméné zvétsujici objektiv;

—pomoci kondenzoru a clony nastavime vhodné osvétleni;

—prepardt upevnime do svorek kfizového vodi¢e a pozorovany objekt
umistime nad stfed horni kondenzorové cocky;

—makrometrickym Sroubem pfiblizime celni ¢ocku objektivu na minimalni

vzddlenost k prepardtu (sledujeme ze strany), upravime aperturu kondenzoru
tak, aby souhlasila s aperturou objektivu, makrometrickym Sroubem nahrubo
zaostfime, doostiime mikrosroubem, upravime clonou osvétleni. Meandrovi-
tym posunovanim preparatu vybereme vhodné misto k pozorovani a umistime
je do stfedu zorného pole;

—nastavime rozestup okuldrd, pootocenim zaostfovaciho krouzku okuldru
vyrovndme pfipadnou o¢ni vadu, takze pozorovany objekt vidime obéma oc¢ima
stejné;

—nastavime silnéji zvétsujici objektiv, upravime aperturu kondenzoru, doost-
fime a upravime osvétleni;

—potfebujeme-li nejvétsi zvétseni a nejlepsi rozliSeni pouzivdme imerzni
objektiv - na kryci sklicko kipneme imerzni olej a v ném ponofime celni ¢ocku
imerzniho objektivu. Imerzni olej mé stejny index lomu jako sklo - do imerzni-
ho objektivu tak vstupuje vétsi ¢dast svételného kuzele;

—o pozorovani vedeme pracovni protokol, pozorované struktury dokumentu-
jeme kresbou, popf. mikrofotografii.




Pracovni protokoly pofizujeme na nelinkovany papir formatu A4 a zaklddame
do slozky. Protokol obsahuje zahlavi (jméno studenta, roc¢nik, studijni obor,
datum, ¢islo a téma cviceni), ¢islované akoly (¢islo a ndzev dkolu, rostlinny
materidl, potfeby, postup, pozorovani véetné nédkresu, vyhodnoceni, zavér).
Zhotoveni grafické dokumentace kresbou vyzaduje cvik. Kreslime tuzkou,
pokud mozZno jednim tahem bez stinovdni, Srafovdni omezujeme na nejnut-
néjsi pfipady, vybirdme pouze podstatné struktury, dbame na proporcionalitu
a nazornost, obrdzky zhotovujeme pfimérené velké. Popisujeme propiskou
nebo tenkou fixou;

—po ukonceni mikroskopovdni nastavime nejméné zvétsujici objektiv;
—vsechny ¢innosti souvisejici s mikroskopovdnim vyzaduji praxi a cvik!

Mérteni délky stomat: k méfeni délky stomat pouzijeme okuldrovy mikrometr
- sklenénd kruhovitd desticka s méfitkem, kterd se vkldda do okuldru (méfitkem
dol). Méfenim okuldrovym mikrometrem dostdvdme velikost objektu v dil-
cich okuldrového méfitka - pfi riznych zvétSenich, tj. pfi pouziti riznych
objektivi, naméfime riznou velikost objektu (ruzny pocet dilka).

Ke zjisténi skutecné velikosti objektu (délky stomat) musime vypocitat
mikrometricky koeficient, ktery uddvd, kolika mikrometrim odpovidd jeden
dilek okuldrového méritka pfi daném zvétSeni. PouZijeme objektivovy
mikrometr - podloZni sklicko s méfitkem 1 mm rozdélenym na 100 dilka
(1 dilek = 0,01 mm = 10 um). Méfitko okuldrového mikroskopu umistime tak,
aby bylo rovnobézné s méritkem objektivového mikrometru (obr 7).
Vyhleddme prekryvajici se rysky v levé a pravé cdsti zorného pole. V tomto
Useku spocitdme dilky okuldrového a objektivového méfitka a vypocteme
mikrometricky koeficient (k):

pocet dilki objektivového mikrometru x 10

k=

pocet dilka okuldrového mikrometru

Skute¢nou velikost méfeného objektu (délku stomat) pfi daném zvétseni
vypocteme tak, Zze naméfeny pocet dilki okuldrovym mikrometrem vyna-
sobime mikrometrickym koeficientem.

Podobnym zplisobem mérfime dalsi délkové rozméry, napf. prumér cév,
velikost pylovych zrn aj.

Méreni hustoty stomat: k mérfeni hustoty stomat vyuZijeme prepardty
pfipravené pro méreni délky stomat. Do okuldru vlozime kruhovou desti¢ku s vy-
rytym ctvercem (mtizka, obr. 8). Tento ctverec prekryje ndahodné ¢ést prepardtu.
Ve ctverci spocitdme stomata, stomata na obvodu zasahujici mimo ctverec
pocitdme pouze na dvou strandch. Objektivovym mikrometrem zméfime stranu
Ctverce, vypocitdme plochu (um? a troj¢lenkou prepocteme pocet stomat na 1 mm?.

obr. 7 Stanoveni mikrometrického obr. 8 Rastr k pocitani struktur.

koeficientu. V tomto pfipadé 5 7 8 Hrani¢ni zdsahy pocitdme
(pocet dilk objektivového mikrometru) pouze na dvou strandch
x 10 / 22 (pocet dilki okuldrového (v tomto ptipadé 12 zdsahu).

mikrometru) = 2,46. Skute¢nou délku
objektu ziskdme tak, Ze naméreny pocet
dilku okuldrovym mikrometrem
vyndsobime 2,46.
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9 10 obr.9 Sporangium

(vytrusnice) kapradé samce

(Dryopteris filix-mas).

Prepardt zhotoveny in toto

11 11 opatrnym odfiznutim
sporangia od listu

a prenesenim

do glycerolu.

obr. 10 PFicny fez periferni ¢dsti
fapiku se zlaznatym trichomem
pelargoénie paskaté (Pelargonium zonale).
Rez zhotoveny v ruce pomoci
bezové duse, prepardt barveny
chlérzinkjodem. Sklerifikované
bunécné stény zbarveny Zlutohnédg,
amyloplasty tmavé fialové.

obr. 11 Amyloplasty
bramborové hlizy
(Solanum tuberosum).
Prepardt zhotoveny
seskrabnutim malého
mnozstvi mlécné
zakalené tekutiny

z hlizy bramboru.
Barveno Lugolovym
roztokem -
amyloplasty
obsahujici
skrob

se barvi
fialové.

Mikrofotografie
a jednoduchy ndcrt.
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obr. 12 Pfi¢ny fez listem obr. 13 Listek vodniho
Pfeétanu popinavého (Hedera helix). 12 13 moru kanadského
Rez zhotoveny v ruce pomoci (Elodea canadensis) -
bezové duse, nebarveny preparét. mikrofotografie.

Prepardt pfipraveny
vytiznutim casti listku
a prfenesenim do glycerolu.

14

15

17

obr. 14 Podélny fez kofenovou spickou kapradé
samce (Dryopteris filix-mas). Rez zhotoveny
16 v ruce pomoci bezové duse, barveni safraninem.

obr. 15 Sttedni vdlec s leptocentrickymi
(lykostfednymi) cévnimi svazky v oddenku
konvalinky vonné (Convallaria majalis).

Pfi¢ny fez zhotoveny v ruce pomoci bezové duse,
preparat barveny floroglucinolem s HCl a Lugolovym
roztokem. Lignifikované bunéc¢né stény endoder-
mis a tracheji zbarveny cervené, amyloplasty

v parenchymatickych burikdch tmavé fialové.

18

obr. 16 Pricny fez stonkem plavuné vidlacky
(Lycopodium clavatum). Rez zhotoveny

v ruce pomoci bezové duse, barveni
floroglucinolem s pfikdpnutim HCI.
Lignifikované bunécné stény tracheid

a sklerenchymu se barvi intenzivné cervené.

obr. 17 Otiskovy prepardt epidermis spodni
strany listu kapradé samce (Dryopteris filix-mas).
V epidermis patrnd stomata obklopend sousedni
podkovovitou bunkou. Preparat zhotoven
mikroreliéfovou metodou pomoci laku na nehty.
Vlozené méfitko umoznuje odhadnout
pfibliznou velikost stomat

obr. 18 Otiskovy prepardt epidermis spodni
strany listu podenky (Tradescantia virginiana).

V epidermis patrnd stomata obklopend pravidelné
¢tyfmi sousednimi bufikami. Prepardat zhotoven
mikroreliéfovou metodou pomoci laku na nehty.
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