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CVICENIi Z BUNECNE BIOLOGIE
1. SVETELNA MIKROSKOPIE A PREPARATY V MIKROSKOPII

TEORETICKY UVOD:

Mikroskopie je zdkladni metoda, kterd ndm umoZnuje pozorovat velmi malé biologické objekty.
zachytit. Svételny mikroskop vyuzivd k ozareni preparat( viditelné svétlo, proto se také fidi
zakony optiky. Je to vyhoda, co se tyka ceny a dostupnosti. Oviem velkym omezenim je pravé
sloZeni viditelného svétla a jeho vinova povaha, kdy se jedna o celé spektrum zareni s riznymi
vinovymi délkami.

Na vinové délce pouzitého svétla a také na objektivu zdvisi rozliSovaci schopnost
mikroskopu. Jedna se o duleZitou vlastnost mikroskopu. RozliSovaci schopnost je definovadna
jako nejmensi vzdalenost dvou bodU, které jsme schopni jesté rozlisit jako dva samostatné
objekty. Uddva ji numericka apertura (N,). Lidské oko ma rozliSovaci mez 0,2 mm, naproti tomu
svételny mikroskop v radech mikrometrd. Nejvyssiho rozliseni dosahuji mikroskopy elektronové,
které maji rozliSovaci schopnost v fadech nanometr(, tedy na uUrovni krystalickych mfizek kova.
Ve svételném mikroskopu jsme tedy schopni pozorovat preparaty na urovni bunék, pripadné
nékteré vétsi bunécné organely, zatimco elektronovy mikroskop umoZniuje zobrazeni
nitrobunéénych struktur.

Kvalitu obrazu v neposledni fadé ovliviiuje i clonéni. Kontrast, hloubka ostrosti a rozliseni
podrobnosti jsou vlastnosti, které zavisi na spravném zaclonéni preparatu. Pozorovani pomoci
mikroskopu je tedy jakymsi kompromisem. Méli bychom dosahnout pozadovaného zvétseni pfi

idedlni hloubce ostrosti a rozliseni s vysokym kontrastem.

Zakladni pojmy a vztahy:
e Vinova délka (A):

— vzddlenost dvou nejblizsich bod( vinéni kmitajicich ve stejné fazi



e Indexlomu (n):
— optickd hustota prostfedi mezi objektivem a preparatem (n > 1,00)
n=c/v
(c... rychlost svétla ve vakuu, v... rychlost svétla o urcité vinové délce ve zkoumaném
prostiedi)
e Numerickd apertura (Np):
Na = n.sina
(n... index lomu prostredi, a... vstupni Uhel paprsk( do objektivu)
e RozliSovaci schopnost (a):
a=0,61.A/n.sina
(A... vinova délka svétla, n... index lomu prostfedi, a... polovina otvorového uUhlu kuzele

paprski, které mohou vstoupit do objektivu)

Stavba mikroskopu (Obr. 1):

Pfistroj ma casti mechanické, osvétlovaci a optické. Celou kostru mikroskopu tvofi stativ
s masivni nohou zajistujici stabilitu. Na néj je upevnén stolek nesouci svorky k uchyceni
preparatu s kfizovym posuvem. Rameno stativu nese nahore tubus s okulary a dole revolverové
zafizeni s objektivy. Pro hrubé zaostfeni ndm slouzi makrometricky Sroub, doostfujeme
mikroSroubem.

Nedilnou soucdst kazdého mikroskopu tvori osvétlovaci zafizeni. To nejjednodussi je
otacivé zrcatko. Skolni mikroskopy jsou vybaveny lampou s kolektorovou ¢o¢kou. Nad lampou se
nachazi polni clona, aperturni irisovd clona regulujici mnozstvi prochazejiciho svétla
a kondenzor. Ten vytvafi Sirsi kuzel paprskil smérfovanych na preparat, ¢imz zajistuje jeho lepsi
prosvétleni.

Nejdulezitéjsi ulohu hraje optika. Mikroskop je tvoren dvéma soustavami ¢ocek (objektiv
a okular). Blize preparatu je objektiv. Jednd se o soustavu cocek, jez vytvari skutecny, ale
prevraceny obraz pozorovaného objektu. RozliSujeme objektivy suché a imerzni. Imerzni olej
vypliuje prostor mezi objektivem a prepardtem (tam, kde je u suchych objektivi vzduch).

Zamezuje ztratam svétla, paprsky prochdzejici preparatem jsou smérovany pfimo do objektivu.



Dale pozorujeme obraz pres okular jako lupou. Vysledny obraz pozorovany svételnym

mikroskopem je neskutecny, pfevraceny a zvétSeny (Obr. 2).

okular

revolverovy nosi¢ objektiva

stativ ——r B S objektiv

' R = = —— | ——— stolek

' kondenzor
aperturni clona
polni clona
zdroj svétla

regulator osvétleni

makrosroub
mikroSroub

vodi€ preparatu

noha stativu spinac osvétleni

Obr. 1: Stavba svételného mikroskopu.
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Obr. 2: Konstrukce vzniku obrazu ve slozeném mikroskopu.



Ukol &. 1: Pozorovani tisténého pismene
Pomdcky: nlizky, automaticka pipeta + Spicky, svételny mikroskop + mikroskopické potieby
Postup:
1. Znovin vystfihnéte libovolné pismeno.
2. Vlozte do kapky vody na podloznim skle a pfikryjte krycim sklickem.
3. Pozorujte nejdfive pouhym okem a obraz zakreslete.
4. Vloite preparat pod mikroskop a pozorujte pismeno pfi malém zvétSeni, obraz
zakreslete.
5. Oba pozorované obrazy porovnejte a pozorované skutecnosti vysvétlete. Poznamenejte
si také hodnoty zvétSeni objektivu a okularu. Sledujte, jakym smérem se pohybuje obraz

pfi posunu preparatem po stole mikroskopu.

Ukol €. 2: Pozorovani bunék cibule kuchyriské
Material: cibule kuchynska (Allium cepa)
Pomucky: pinzeta, skalpel, automatickd pipeta + Spicky, svételny mikroskop + mikroskopické
potreby
Postup:
1. Zvnitini vyduté suknice cibule kuchyriské sloupnéte pinzetou epidermis a skalpelem ji
narezte na kousky o rozmérech pfiblizné 5x5 mm.
2. Pripravené kousky epidermis ihned viozte do kapky vody na podloznim skle.
3. Prikryjte krycim sklickem a pozorujte.

4. Zakreslete do protokolu a zapiste zvétSeni objektivu a okularu.

Ukol €. 2: Pozorovani vakuol cibule kuchyriské

Material: cibule kuchynska (Allium cepa)

Chemikalie: 0,33% roztok neutralni ¢ervené

Pomlcky: pinzeta, skalpel, automaticka pipeta + Spicky, svételny mikroskop + mikroskopické

potreby



Postup:
1. Zvnitfni vyduté suknice cibule kuchyriské sloupnéte pinzetou epidermis a skalpelem ji
narezte na kousky o rozmérech pfriblizné 5x5 mm.
2. Pripravené kousky epidermis ihned vloZzte do kapky neutralni ¢ervené na podloznim skle
a inkubujte po dobu 20-30 minut.
3. Poté epidermis prfeneste do kapky vody na podloZznim skle, pfikryjte krycim sklickem a
pozorujte.

4. Zakreslete do protokolu a zapiste zvétSeni objektivu a okularu.

Otazky:
1. Jakd je vIinova délka casti spektra viditelného svétla? Jaké jsou vinové délky
ultrafialového a infracerveného zareni? Schematicky porovnejte.
2. Proc je nezbytné pfi pripravé preparatd pouzivat fixaci?

3. Jaka je funkce vakuol?
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