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Cile cviceni

* vyjmenovat ruzné metody studia povrchu rostlinného téla

e vysvetlit principy téchto metod

e vytvorit preparat, na kterém je mozné rozlisit jednotlivé struktury na
povrchu pozorovaného objektu

e posoudit vhodnost metody na ruzné rostlinné objekty a vybrat tu
nejvhodnéjsi

e posoudit kvalitu ziskaného preparatu a ovladat moznosti, jak
preparat nebo pozorovani vylepsit



Moznosti studia povrchu
nepruhlednych objektu

* mikroskopie v dopadajicim ,,osvetleni

— opticka (napr. mikroskop Lug Zeiss)

— elektronova — SEM, kryo SEM (aquaSEM)
* izolace povrchove vrstvy

» zhotoveni otisku mikroreliefu

» konfokalni mikroskopie



Lug Zeiss
Jena

Mikroskop pro praci
v dopadajicim svétle
specialni konstrukce
objektivu, ktery
stérbinou ve vnéjsSim
plasti osvétluje

objekt shora

casté vyuziti pfi
studiu epidermis a
praduchd
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2 svéraci Vedlejsi bunky Stomatalni
bunkyiduchova étérbina komplex
Epidermalni bunky

Tvar a rozmisténi praducht
déloha Arabidopsis thaliana Heynh.

Transmission electron Cryo-scanning electron micrograph

. of maturing epidermis from a cotyledon.
mlcrograph The larger, non-stomatal cells are pavement cells
Zhao and Sack (1999) that are shaped like pieces of a jigsaw puzzle.
Bar=2 uym Nadeau J.A. and Sack F.D. Bar = 30 ym

The Arabidopsis Book, 2002



Bunka sousedni (Neighbour cell)

* epidermalni bunka v kontaktu s
priduchem nebo jeho prekurzorem

* morfologicky stejna jako ostatni

epidermalni burnky

Anomocytic Anisocytic Diacytic Paracytic

Bunka vedlejsi (Subsidiary cell) \
* epidermalni bunika v kontaktu s
priuduchem nebo jeho prekurzorem
* morfologicky odliSna od ostatnich
epidermalnich bunék

Paracytic Actinocytic Gramineous Tetracytic




Klasifikace stomat podle poctu a Wi
usporadani obklopujicich bunek

- stomata izocyticka — epidermalni bufiky se neli$i od buné! (|||} |
sousednich
— anomocyticka R aw
— anomotetracyticka (Chlorophytum, Iri=3%

Pokozka a pruduchy ze spodni strany listu Rhoéo discolor
(Tradescantia spathacea)

- stomata anizocyticka —
diferencované sousedni burniky rizné usporadané:
— paracyticka (Magnolia, Cyperus)
— brachyparatetracyticka (Tradesca A/~
— polocyticka (Dryopteris, Nephrole -7 2. [

— amfianizocyticka (Begonia) Cye/s)

pruduch

4 vedlejsi
pruduchové
bunky

pokozkové
bunky




Listy podle umisténi pruduchu

* hypostomatické — nejéastéjsi typ, dvoudélozné

- amfistomatické - (Iris, travy), jednodglozné © =

& -
IR~

- epistomatické — (vzplyvavé listy vodnich
rostlin, nékteré travy — Festuca, Melica,
Brachypodium)

« HYPOSTOMATIC LEAF Stomata pOdle umisteni na listech
— « stomata faneroporni — svéraci bunky a epidermis lezi
v jedné roviné = nejcastéjsi pripad
* EPISTOMATIC LEAF - stomata emerzni — vyénivaji nad troven epidermis —

hygrofyty, plovouci listy vodnich rostlin
- stomata submerzni — ponorena stomata — xerofyty

* AMPHYSTOMATIC LEAF (Iris, Chlorophytum, Pinus, Nerium oleander)




Tvar a rozmisténi a vyvoj pruduchu
adaxidlni strana délohy tabadku
zraly priduch Nicotiana tabacum L.
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Stomatdlni densita:
(hustota praduchd)

aiy ¢ poéet priduchd na
sA& A2 jednotku plochy

a Stomatdini index:

i polet priduchd déleny
§%= celkovym poétem
epidermdlnich bunék
véetné stomat.

mlady priduch materské burka praduchu



Konfokalni snimek
abaxidlni epidermis listu Arabidopsis

vizualizace
bunécnych stén =

GFP lokalizovany
v plazmatické
membrane ("Q8")

Cutler et al.
2000




Vliv Sikmého osvétleni na rozliSovaci schopnost

'a-'n‘.n:E,'.'HI': (reorge Steinmetz Dev Develer

& 2005 National Geographic Society. Her hakls saklhdr. National Geographic Tirkaye, Subat 2005




Temne pole (zastin)

® Princip:

- primarni zareni (nedifraktované) nevstupuje do
objektivu

- pozorovany objekt je osvetlen pouze Sikmo
dopadajicimi svételnymi paprsky
(difraktované zareni), které se od néj odrazeji,
lamou a ohybaji se na ném




Darkfield Microscopy

difraktované
svételné paprsky

Iuam | athon

Light Diffracted
by Speciman

Specimen

6 Central Opague
Light Stop d
(Beneath Condenser)

I Davidson and Abramowitz

1 - svételny zdroj
2 — kondenzor (speciilni kondenzor
pro zistin — kardioid)

Proc hﬁze‘i ici svétlo 3 - podloZni sklo

4 - nrenariat




Nejjednodussi uprava zastinu

posunuti
kondenzoru
do strany

zhotoveni
tercové clonky
na kondenzor

otvor irisové
clonky

teréova clonka




" Predpoklady pro pozorovani v temném poli:

silny svetelny tok (zvysime intenzitu svétla a odstranime
sedé filtry)

cisté médium v preparatu

tenka podlozni skla

vhodny objektiv (Iepe o0 mensi NA)
pouziti imerze na kondenzoru




Moznosti nastaveni sikmého osvétleni

zesikmenim zrcatka (pouzivame plochou stranu
zrcatka)

vloZenim stiniciho disku s excentricky umisténym
otvorem

vysunuti aperturni clony mimo optickou osu

vysunuti kondenzoru mimo optickou osu




Priprava preparatu:

1. Mikroreliéfova metoda:
A. otisk v laku na nehty, ve vodé
B. otisk v laku na nehty nalepeny na
pruhledné lepici pasce (bez vody)

Pozorovani v prochazejicim svétle a pri
Sikmém osvétleni

2. Strzena epidermis

3. Projasnény list (ethanol, SAVO, DMSO)/tenky list umoznujici
prosvétleni bez pripravy - okfehek

Hodnoceni: srovnani metod a zpUlsobu pfipravy (naro¢nost,
mozné problémy, snadnost pozorovani, vyhody/nevyhody
metod a rdznych zplsobl pripravy preparatl), posouzeni
prinosu pozorovani pri Sikmém osvétleni




