PRAKTICKE CVICENI & 1

Téma: ORGANIZACNI POKYNY, UVOD DO MIKROSKOPOVANT{
Ukol & 1: Bezpecnost prace

= Laboratorni fad
= Zakladni pravidla bezpe¢nosti prace

Ukol &. 2 : Mikroskopické preparaty

Teoreticky tvod:
Chceme-li biologické objekty podrobit mikroskopickému zkoumani, musime je vhodné upravit — zhotovit z nich

mikroskopicy preparat. Vzhledem k rozmanitosti organismii od jednobunécnych fas az po sekvoje
dosahujicich vysek pres 100m a hmotnosti nékolika tun.

Mikroskopicky preparat je specidlné¢ upraveny objekt (vzhledem k pozadavkiim zkoumdni) urceny k mikrosko-
pickému pozorovani.

Mikroskopické preparaty je mozno posuzovat podle riznych hledisek:

1)

2)

3)

4)

Podle stavu rostlinného materialu jsou preparaty vitdlni nebo fixované. Vitalni preparaty jsou zhotoveny
z Zivého materialu a umoznuji sledovani nezménéné struktury a jejich Zivotni projevy (pf. pohyb cytoplazmy
v bunikdch). Fixované preparaty jsou zhotoveny z usmrceného (fixovaného) materialu, ktery je dale upravovan
fezanim a barvenim.

Podle trvanlivosti mikropreparatu rozliSujeme preparaty docasné a trvalé. Docasny preparat je takovy, ktery
zhotovime v pomérné kratkém Case, prozkouméame, popiSeme a zrus§ime. Uzaviracim prostiedim je pievazné voda,
glycerol, roztok barviva atd. Trvaly preparat vydrzi desitky let a miize byt archivovan. Objekt je zalit v trvalém
médiu (pf. kanadsky balzdm).

Podle aplikace barviv rozeznavame preparaty nebarvené a barevné. Barevné preparaty pfipravujeme s cilem
zviditelnit, zdlraznit ¢i odlisit mikroskopické struktury. Ma-li totiz mikroskopicka struktura stejny index lomu jako
okolni prostiedi, stava se ¢irou, prihlednou, a tedy neviditelnou.

Podle mechanické wupravy mohou byt mikroskopické preparaty celkové, roztlakové nebo fezové. Celkové
preparaty jsou zhotoveny zcelého organismu (pf. jednobunééna fasa). Roztlakové preparaty pripravime
rozmacknutim rostlinného materialu nejcastéji do jedné vrstvy bundk. Vyzaduji oviem dalii praci. Rezové
preparaty pripravime z takovych Casti objektl, které jsou za normalnich podminek mikroskopickému pozorovani
nepfistupné (pf. vnitini struktury kotene ¢i stonku). Tyto objekty musime rozfezat na co nejtenci vrstvy (podélné
nebo pficné fezy).

Pravidla pro zhotoveni jednoduchého preparatu:

Pouzivame jen dokonale Cistych mikroskopickych skel.

Pozorované objekty vkladame tak, aby lezely uprostied pod krycim sklem.
Je-1i objekth vice, nesmi se prekryvat.

Preparat zhotovujeme z co nejmensiho mnozstvi preparatu.

Rezy musi byt co nejtenéi a nepotrhané.

Voda nebo jiné médium se nesmi dostat na vrchni plochu kryciho skla.
Pritomnost vzduchovych bublin pod krycim sklem je nezadouci.

Kryci sklo nesmi plavat nebo pii naklonéni preparatu klouzat.

PNRNAINE W=

Ukol & 3: Mikroskop a jeho &asti
Pomiucky: mikroskop

Teoreticky tvod:
Mikroskop je pfistroj, kterym pozorujeme pouhym okem neviditelné nebo tézko viditelné objekty. Podle vzniku

obrazu rozlisujeme mikroskopy optické nebo elektronové. V optickych mikroskopech je pozorovany objekt osvétlovan

svételnymi paprsky, jejichz chod je usmériiovan optickymi coCkami. V elektronovych mikroskopech vytvaii obraz

svazek leticich elektront. Elektrony bud’ objektem prochazeji nebo se od pfedem pokovenych struktur odrazeji.

Optické mikroskopy se déli podle zptsobu konstrukce a optického vybaveni na :

a) monokulirni mikroskopy — konstruovany pro pozorovani jednim okem
b) binokularni mikroskopy — slouzi k pozorovani obéma o¢ima
c) binokularni stereomikroskopy (stereolupy) — pozorovani vétsich objektt, vyzadujicich prostorové vidéni

Popis mikroskopu: a) mechanické Casti: stativ, revolverovy nosic, stolek s pruzinami, tubus, makro a mikrosroub

b) opticka ¢ast: okulator, objektivy, binokularni hlavice



c) osvéetlovaci &asti: svételny zdroj (zarovka, vybojka), mikroskopické lampy, zrcatko,
kondenzor s irisovou clonou, barevné filtry

Mechanické casti

Stativ tvoii oporu mikroskopu. Ve spodni ¢asti méa nohu, ke které je pfipojeno rameno nesouci tubus. Tubus je trubice,
do které jsou v horni ¢asti zasouvany okulary. Ve spodni ¢asti je revolverova otaceci hlavice, do niz jsou zasroubovany
objektivy. Preparat se poklada na pracovni stolek, ktery ma uprostied okrouhly otvor. Prochézi jim svétlo, které
vodi¢em preparatu. Kiizovy vodic je ovladan dvéma Srouby a umoziuje posun preparatu v pravolevém a predozadnim
sméru. Zaostiovani umoziuji makroSroub a mikroSroub, které zvedaji a snizuji bud’ pracovni stolek, nebo tubus
s okularem. Makrosroub zajistuje hrubé zaostieni, mikrosroub pak jemné doostiovani. Mikrosroub je opatfen stupnici,
ktera umoznuje méteni tloustky pozorovanych objektu.

Optické &asti
Opticka ¢ast se sklada ze dvou soustav optickych ¢ocek. Je to sada objektivii a okulary (ptfipadné binokularni hlavice).
Objektiv promitd pozorovany piredmét. Jeho obraz je pozorovan okularem. Na okularech byvaji rizné pismena, ktera
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Zn=Zok . Zovi - (Zi) Zy = celkové zvétseni mikroskopu
Zo = zvétSeni pouzitého okularu
Zy, = zvéetSeni pouzitého objektivu
Zy; = zvétSeni binokuldrni hlavice

Osvétlovaci Casti

Svételny zdroj mutze byt prirozeny (rozptylené denni svétlo) nebo umély (zarovka). Zrcatko ma jednu plochu rovnou
(pro mald zvétseni), druhou vydutou (pro velkd zvétSeni). Kondenzor je soustava Cocek o kratké ohniskové
vzdalenosti. Je umistén pod stolkem mikroskopu. Kondenzor soustfed’uje svétlo na pozorovany objekt. Jeho dulezitou
soucasti je irisova clona, ktera se ovlada packou a umoziuje volit libovolnou §itku prochazejiciho svazku paprska.
Kondenzor byva opatien objimkou, do které se umist'uji barevné filtry.

Postup: a) zakreslit a popsat mikroskop pfi pohledu z boku
b) uvést co nejvetsi mozné zvétseni mikroskopu

Ukol &. 4: Préce s mikroskopem a jeji zdsady

Pomicky: mikroskop
Postup:

1. Mikroskop umistime tak, abychom mohli pohodIné mikroskopovat, kreslit a psat. Nejlépe ho postavime na
vhodné dobie osvétlené misto nebo proti svételnému zdroji.

2.  Meénicem objektivu (revolverem) nastavime zvétSeni a osvétlime zrcatko (proto upravime polohu zrcatka
pod kondensorem).

3. Clonu kondenzoru nastavime asi do %2 a$ 1/3 otevfeni.
Na stolek umistime preparat, upevnime ho pruzinami nebo kiizovym vodi¢em.

5. Otacenim makrosroubu posuneme tubus nebo stolek tak, aby objektiv byl tésné nad krycim sklem —
kontrola pohledem z boku !!

6. Otacenim makroSroubu zvétSujeme vzdalenost mezi objektivem a krycim sklem. Okularem pozorujeme
preparat.

7. Pohybem preparatu vyhleddme nejvhodnéjsi misto pozorovani; otaCenim revolverovym nosi¢em zatadime
vice zvétsujici objektiv a doostfime mikroSroubem.

8. Manipulaci se clonou kondenzatoru nebo posunutim kondenzatoru upravime osvétleni.

9. Pii dal$im zvyseni zvétSeni postupujeme stejne.

10. Pokud pozorujeme imerzi, najdeme nejdiive vhodny obraz, jak je popsano vyse. Vyménime objektiv za
imerzni. Na preparat kapneme kapku imerzni kapaliny a postupujeme obvyklym zplsobem.

11. Pozorovany preparat nebo jeho ¢ast peclive zakreslime, popiSeme a zaznamename zvétSeni.



Obvyklé chyby pfi mikroskopovani
a) Spatné osvétleni zorného pole (nespravnym postavenim zrcatka, nespravnym postavenim kondensoru, piilis

zatazenou clonou).
b) Zorné pole nema kruhovy tvar — nespravné nastaveny objektiv, zapadka revolverové hlavice nezapadla
¢) Mikrosroub je dosroubovan dokonce.
d) Spatné zaostfeny obraz — material je pfilis silny, fezy se prekryvaji, zn&¢isténi skel &i objektivu.
e) Znecisténa opticka soustava.

Ukol &. 5: Vedeni pracovnich protokolit

» viz Zésady pro vypracovani protokold

Ukol &. 6: Zobrazeni mikroskopem

Pomicky: mikroskop, noviny, trvalé preparaty, podlozni sklicko
Teoreticky tvod:
Pro praktické mikroskopovani je potfeba uvédomit si predevsim nasledujici:
1) Mikroskop vytvaii obraz prevraceny. To znamena, Ze objekt, ktery je ve skutec¢nosti v preparatu ,,vlevo dole®,
vidime v zorném poli ,,vpravo nahofe®. Obraz v mikroskopu je neskutecny a zvétSeny.
2) Hloubla ostrosti je pii zobrazeni mikroskopem velmi mala, tzn. Ze mikroskopem zaostiujeme v podstaté na
jednu rovinu. VSechny struktury lezici v této roviné vidime v okularu ostie, ostatni rozostfené. Pii otaceni
mikrometrickym Sroubem zaostifujeme postupné mnoho optickych rovin fezu.

Postup:
1. Z novinového papiru vystfihneme nesoumérné pismeno, polozime ho na podlozni sklo a bez kryciho skla,

mikroskopujeme s nejmensim zvétSenim.

2. Schematicky zakreslime, jak vidime pismeno vici jeho poloze na stolku mikroskopu.

3. Na stolek mikroskopu upevnime trvaly preparat a mikroskopujeme ho ve vSech dostupnych zvétSenich.
(nepouzijeme imerzni objektiv).

4. Zakreslime mikroskopovany utvar.
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SLOZENI MIKROSKOPU

1. - okular, 2. - tubus, 3. - revolverova hlavice, 4. - objektivy, 5. - stolek s pruzinami (mikroskop A) a kiizovym
vodi¢em preparatu, 6. - kondenzor, 7a - osvétlovaci zrcatko, 7.b - el. osvétleni s halogenovou zarovkou, 8. - noha
stativu, 9. - mikrosroub, 10. - makrosroub, 11. - rameno stativu, 12. - ovladaci Srouby kiizového vodice, 13. - ovladaci

Sroub kondenzoru, 14. - binokularni zafizeni.



