Nativni preparat, vitalni barveni

Priprava mikroskopickych preparatu

zhotoveni - objekt uzavieme do vhodného média mezi podlozni a kryci
sklo a prohlizime

uzaviraci médium - tekuté nebo tuhnouci,
X mikroskopickeé preparaty bez meédia

objekt

uzaviraci medium

kryci sklo

Podlozni sklo




Druhy preparatu

Podle trvanlivosti:

doCasné — nativni — zivy material

Objekt: trepka

Médium: voda

trvalé — fixovany material

Objekt:
Lamproglena
(Copepoda)

Médium:

kanadsky
balzam




Druhy preparatu

Podle zplisoby pripravy:
totalni (celé objekty)

Objekt: motolice

Médium:
kanadsky
balzam

Objekt:
Xenopsylla
cheopis

Médium:
kanadsky
balzam




Druhy preparatu

Podle zplisoby pripravy:

. roztery (z tekutin, v nichz jsou rozptyleny
drobné objekty)
Pe Qe EP y ~va - suche (krevni
00 900C | N roztery,spermie)
20> VY A

; . Objekt: Giardia - vihké (Stfevnl'
e intestinalis prVOCi)




Druhy preparatu

Podle zplisoby pripravy:
Vihka komurka (visuta kapka s objekty)

JEON  WoIN




Druhy preparatu

Podle zplisoby pripravy:

Rezové preparaty (histologické fezy —
polotenkeé, tenke, tlusteé rezy ziletkou)

Obijekt: ledvina
savce

Roztlaky (karyotypy)

Obijekt: obri
chromozomy,
slinné Zlazy
larvy pakomara




Nativni preparaty

studium nativnich preparatu - nejstarsi metoda v biologii

vyhody: neporuseny objekt
moznost pozorovat pohyb bunék

¢innost organel - pohyb biCikl, Fasinek, kontraktilni
vakuoly

nevyhody: omezeny vybér materialu (velikost, sezéna)
casové omezeni
malé rozdily v pfirozeném kontrastu

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

drobné organismy



Tekutiny pro nativni preparaty

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

sumelé izotonickeé prostfedi - fyziologicky roztok, krevni sérum,

NaCl v destilované vode,
Ringeruv roztok, Lockeho roztok

krouzkovci - 0,45% NaCl
ryby, obojzivelnici - 0,64% NaCl
plazi - 0,80% NaCl

ptaci, savci - 0,90% NaCl



Priprava nativniho preparatu

1. Kapka média do stfedu podlozniho
skla (pozor na velikost kapky)

2. Vlozime objekt, spravné orientujeme

3. Prikryjeme krycim sklickem

4. Stolek mikroskopu ani podlozni sklo
nesmi byt vihké

5. Medium nesmi byt na krycim skle

6. Prebytek média — odsajeme od hrany %ﬁﬁﬂ‘
kryciho skla

7. Nedostatek media — prikapneme k
hrane kryciho skla — prosaje se

8. V preparatu nesméji byt bubliny Z -3




Priprava nativniho preparatu

Jak polozit kryci sklicko?

- hranou na podlozni sklo pod uhlem 45°, podeprit
jehlou a priklopit

- uchopit za hrany do dvou prstu, polozit kolmo
shora




Vitalni barveni

Barveni je biochemicka metoda, kterou se prida k objektu specificka barvici latka
(barvivo) a slouzi k prokazani vyskytu (kvalifikaci) nebo mnozstvi (kvantifikaci)
specifické latky ve zkoumaném objektu nebo ke zvyraznéni vnitfnich 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 fedi -az 0,05%

moznost rozpustit ve fyziologickych tekutinach

Objekt: améba
Médium: voda

Barveni: vitalni




Druhy barveni

Intravitalni

Barvi se normalni zivé bunky, primo v téle organismu

Drobné objekty se vkladaji primo do nizkoprocentnich roztokt téchto
barviv, nebo se vstrikuji do zivého organizmu (obratlovci)

nebo tzv. prosavanim

Filtracni
papirek

X

Objekt:
Paramecium

Médium: voda

Barveni: vitalni

Priklad:

neutralni cerven -
potravni vakuoly

prvoku



Druhy barveni

Supravitalni - barvime zivé bunky vybrané z téla (kousky tkané)

propustnost membran je vétsi u oslabenych bunék
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Supravitalni barveni — Heinzova téliska v krvinkach (onemocnéni)



Druhy barveni

Postvitalni - barvi se odumirajici buriky

Priklad:

metylova zelen - makronukleus
nalevniku

g W)

Spirostomum minus -Methyl Green Acetic makronukleus



Barviva a selektivni vazba barviva na urcité bunééné struktury

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

v os

Zlutoervené - alkalické prostiedi) - zmé&na chemizmu b&hem cyklézy. 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 Cerné (drobné Cerné teCky v plazmé). 1:10 000

Metylénova zelen

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

Metylova modr

- obsah vakuol tmavomodry, u zZivo€ichu téZ neurony

Metylova violet
- cytoplazmatické granulky na fialovo, po delSi dobé ijadro



Ukol &. 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
« komlirky z vaty
« zahusténi prostredi:
1%agar- 1 kapka zahfata na 40°C
rosol zo semen druhu Cydonia vulgaris (kdoule)
3% roztok zelatiny nebo metylcelulézy
ridky 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 ANTERIOR END
trep kami Trichocysts

2. Vlozime rozcupovanou vatu a prikryjeme cm. 'f P
krycim sklem (zpomaleni pohybu) “E:.:?‘u;'u : Ectoplasm

(in diastole
3. Pozorujeme praci kontraktilnich vakuol -

canals
, {in systola) =
4. Barvime:

Macronuclous- 2402 Mi
= et icronucleus
a) intravitalné neutralni Cerveni — potravni Food & i Oral groove
vakuoly (razné pH) Y Vestibule
A2 [ 57 , % e Buccal cavity
b) postvitalné metylenovou zeleni — ] S with oral cilia
f 5 Cytostoma
makronukleus Conels X/, Cytopharynx
{in diastole) % 'ﬁl
Posterior .. Cytopyge
,zrmkova“ kultura cormectie Newly forming
mm] food vacuoke

zpomaleni pohybu
(vlakna vaty, Zelatina, il
metylceluloza, pary éteru, PDSTEnmn END
kyselina octova) Paramecium caudatum

. (i m Caudal tuft of cilia



Ukol é. 2

Modelovy organismus — perloocka (Daphnia) zhotoveni nativniho
preparatu, vitalni barveni chemoreceptor

PerlooCku dejte do kapky
vody na podloznim skle a
pridejte kapku tuse.
Pozorujte asi po 15
minutach. Suspenze tuse
se zachycuje na
filtraCnich brvach
koncCetin a po nékolika
minutach tmavé zbarvi
travici trubici

Metylova modr - na
hodinovém sklicku
barvime slabym
roztokem (1:10000) po
dobu asi 10 minut. Télni
svalovina, srdce, brvy na
tykadlech 2. paru, na
nozkach i vajiCka se
intenzivné modre
probarvi

dvouvétevné antény

sloZené oko hepatopankreas
DA Otk [ \ nervova soustava
antenuly \ P
2\ vajecnik
koncetiny /,Ctﬁ ] stfovn
fitni otvor zarodecny prostor
drépky S vyvijejicimi se zarodky

abdomen :
spina

*Kongo cerven - chemoreceptory na
antenulach se zbarvi intenzivne cervene po
asi 15 minutach



