Nativni preparaty, vitalni barveni

Priprava mikroskopickych preparatu

zhotoveni - objekt uzavieme do vhodného média a prohlizime mezi
sklem podloznim a krycim

uzaviraci meédium - tekuté nebo tuhnouci

X - mikroskopické preparaty bez média (vzduch)
/objekt
7
e uzaviraci medium

Podlozni sklo < A) kryci sklo
[ @ ]




Druhy preparatu

Podle trvanlivosti:

Doc¢asné - nativni, Gerstvé —— §

<+«— Trvalé — fixmlany material




Druhy preparatu

Podle zpusoby pripravy:

« totalni (celé objekty)

Parazit (objekt):
Ctenocephalides felis

Hostitel:
Felis silvestris f. catus

Médium:

kanadsky balzam

Parazit (objekt):
Dicrocoelium dendriticum

Hostitel:
Ovis ammon f. aries

Barveni: zelezity
acetokarmin

Medium:
kanadsky balzam




Druhy preparatu

Podle zplisoby pfipravy:

1. roztéry (z tekutin, v nichz jsou rozptyleny drobné objekty)

2, Q)é OC o B ok Aieae - suché (krevni
O ‘DO g v\ .q 0 rOZtery, spel’mle)

._ . Objekt: Giardia - vihké (St‘fevnll
 intestinalis prvo CI)




Druhy preparatu

Podle zpusoby pripravy:
2. VIhka komurka (visuta kapka s objekty)

JEON  WoIN

Objekt:
Volvox

3. Vybrusy (tvrdy material - kosti, zuby)




Druhy preparatu

Podle zpusoby pripravy:
4. Rezové preparaty (histologické fezy — polotenké, tenké,

tlusteé rezy ziletkou)

Objekt: ledvina
savce

5. Roztlaky (karyotyp

Obijekt: obri
chromozomy,
slinné Zlazy
larvy pakomara




Nativni preparaty

studium nativnich preparatu - nejstarsi metoda v biologii

vyhody: neporuseny objekt

moznost pozorovat pohyb bunék

cinnost organel - pohyb biciku, Fasinek, kontraktilni vakuoly
nevyhody: omezeny vybér materialu (velikost, sezéna)

casove omezeni

malé rozdily v prirozeném kontrastu

izolované bunky (krev, lymfa, leukocyty, roztlacené vazivo,chrupavka na
fezech, pozorovani bunééného déleni, prikaz vajicek,
cyst nebo vegetativnich stadii stfevnich parazit
ve stolici, tvar a struktura bunék kvasinek atd.)

drobné organismy



Tekutiny pro nativni preparaty

* suché preparaty

Pleurosigma
(Diatomaceae)
Suchy preparat.
Temné pole.
Mikroskop
AMPLIVAL ZEISS
Jena.

* prirozené prostredi - pro volné Zijici organismy (voda sladka, morska)

umelé izotonicke prostredi - fyziologicky roztok, krevni sérum,

NaCl v destilované vodé,
Ringeruv roztok, Lockeho roztok

- 0,45% NaCl
- 0,64% NaCl
- 0,80% NaCl
- 0,90% NaCl

krouzkovci

ryby, obojzivelnici

ptaci, savci




Priprava nativniho preparatu

Kapka média do stredu podlozniho
skla (pozor na velikost kapky)

Vlozime objekt, spravne orientujeme
Prikryjeme krycim sklickem

Stolek mikroskopu ani podlozni sklo
nesmi byt vinké

Medium nesmi byt na krycim skle

Prebytek média — odsajeme od hrany
Kryciho skla

Nedostatek media — prikapneme k
hrané kryciho skla — prosaje se

V preparatu nesmeji byt bubliny




Priprava nativniho preparatu

Jak polozit kryci sklicko?
- hranou na podlozni sklo pod uhlem 45°, podepfit jehlou a priklopit

- uchopit za hrany do dvou prstu, polozit kolmo shora




Vitalni barveni

Barveni je biochemicka metoda, kterou se pfrida k objektu specificka barvici latka
(barvivo) a slouzi k prokazani vyskytu (kvalifikaci) nebo mnozstvi (kvantifikaci) specifické
latky ve zkoumaném objektu nebo ke zvyraznéni vnitrnich struktur.

Barveni (bunék, tkané) za ziva je vitalni barveni
Do zivé bunky pronikaji pouze tzv. vitalni barviva
Vodné roztoky barviv o nizké koncentraci

(zasobni 0,5 -1%, k pouziti se silné redi -az 0,05%

moznost rozpustit ve fyziologickych tekutinach

Objekt: ameba
Médium: voda

Barveni: vitalni




Druhy barveni

Intravitalni

Barvi se normalni zivé bunky, pfimo v téle organismu

Drobné objekty se vkladaji primo do nizkoprocentnich roztoku téchto

barviv, nebo se vstrikuji do zivého anizmu (obratlovci)
nebo tzv. prosavani
I‘n\\\_i y,

FiltraCni

papirek
Paramecium voda
caudatum Barveni:
vitalni

Priklad:

neutralni Cerven -
potravni vakuoly
vakuoly



Druhy barveni
Supravitalni - barvime zivé buiky vybrané z téla (kousky tkané)

propustnost membran je vétsi u oslabenych bunék
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Supra vital stain in hemoglobin H disease that reveals Heinz bodies (golf ball appearance).



Druhy barveni

Postvitalni - barvi se odumirajici buriky

Priklad:
metylova zelen - makronukleus
nalevniku
T P L

Spirostomum minus which | stained with Methyl Green Acetic -
the long macronucleus.



Barviva a selektivni vazba barviva na urcité bunec¢né struktury

Neutralni cerven
Barvi potravni vakuoly - soustavy vakuol, tzv. vakuom ( potravni vakuoly u

vy

ZlutoCervené - alkalické prostredi) - zména chemizmu béhem cyklozy (i. }
cytoplazmatického proudéni — distribuce zivin, metabolitl, organel, ....). NC je
indikatorom pH daného prostredi. Pouzivana koncentrace 1:50 000 — 100 000.
Kongo Cerven

Barvi potravni vakuoly a cytoplazmu ( u jicnu modré, vzadu Cervené - v zavislosti
na kyselosti). Pouzivana koncentrace 1:10 000. U perlooCek barvi chemoreceptory
na antenulach.

Janusova zelen B

Barvi mitochondrie erné (drobné Cerné teCky v plazme). 1:10 000

Metylénova zelen

Priklad barveni postvitalniho, zabarvi makronukleus odumirajici trepky (je velmi
citliva na alkalické prostfedi, proto se pouziva v slabé kyselém prostredi- do 1%
vodniho roztoku kapneme nékolik kapek kyseliny octové)

Metylova modr

- obsah vakuol tmavomodry, u zivoc€icha téZ neurony

Metylova violet
- cytoplazmatické granulky na fialovo, po delSi dobé i jadro




Ukol é. 1

Modelovy organismus — trepka (Paramecium sp.), zhotoveni nativniho
preparatu, vitalni barveni

Pro pozorovani v mikroskopu nutno zpomalit rychly pohyb trepky

Pouziva se:

. nejjednodussi je mirny tlak na kryci sklo pomoci jehly (!!! pozor na rozdrceni
objektu)
. zaklinéni mezi rasy a detrit
. komurky z vaty
. zahusténi prostredi:
1%agar- 1 kapka zahrata na 40°C
rosol se semen druhu Cydonia vulgaris (kdoule)
3% roztok zelatiny nebo metylcelulozy
fidky Skrob
. narkotizace: parami éteru, dioxid uhliCity, metylalkohol, chlorid horeCnaty,
kyselina octova

. ochlazeni preparatu



Ukol &. 1
Modelovy organismus — trepka (Paramecium sp.), zhotoveni nativniho

preparatu, vitalni barveni

1. Na podlozni sklo kapneme kapku vody s
trepkami

Paotravni vakuaola

2. Vlozime rozcupovanou vatu a prikryjeme

krycim sklem (zpomaleni pohybu) Sh(Ena e
Brvy
3. Pozorujeme praci kontraktilnich vakuol
4. Barvime: Jadro (makronukleus) Krystalky

Jadérko

a) intravitalné neutralni Cerveni — potravni  imionuieus)
vakuoly (ruzné pH)
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b) postvitalné metylenovou zeleni — Potravn vakuola
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potravni vakuola
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Trepky: ,zrnkova“ kultura

, i . _ Podéiné fadybry "5
- zpomaleni pohybu: (vlakna vaty, Zelatina,

metylceluléza, pary éteru, kyselina octova)




Trepka se rozmnozuje
vetsinou nepohlavné. Jedinec
vyroste na dospelém a jednici
a po case se oddeli. Trepky
maji i pohlavni rozmnozovani.
Nazyva se konjugace. Jedinci
splynou bunécnymi usty,
generativni jadro prodeéla
redukcni déleni, vegetativni
se 2X rozpada. Nasleduje
vznik 4 jader, 3 z nich zanikaji
a ctvrté se haploidneé rozdeéli
na 2. Jadra v bunkach
splynou v synkarion.
Konjuganti se rozestoupi.
Nasleduji 3 za sebou jdouci
jaderna déleni. Vysledkem
konjugace je vznik 8 trepek.

Konjugace trepek — fazovy
kontrast







