Mikroreliefova metoda

metoda studia povrchu
nepruhlednych objektt



Moznosti studia povrchu
nepruhlednych objektu

* mikroskopie v dopadajicim ,osvétleni"
- opticka (napr. mikroskop Lug Zeiss)
- elektronova - SEM, kryo SEM (aquaSEM)

* izolace povrchové vrstvy

- zhotoveni otisku mikroreliéfu

» konfokalni mikroskopie



Lug Zeiss
Jena

Mikroskop pro praci
v dopadajicim svétle

specidlni konstrukce
objektivu, ktery
stérbinou ve vnéjsim
pldsti osvétluje
objekt shora

casté vyuziti pri
studiu epidermis a
priducht




Terminologie pruduchu

pruduch (stoma, pl. stomata) - zajistuji vyménu plyna (CO,,
O,) mezi ovzdusim a mezofylem listu a vydej vodni pary z
listu do ovzdusi

je tvoren 2 svéracimi bunkami, nejcastéji ledvinovitého tvaru,
které ohranicuji por, jehoz velikost je aktivné regulovana

zmény tvaru svéracich bunék jsou ovliviiovany turgorem
stomatalni komplex = pruduch + okolni epidermalni buriky

burika sousedni (Neighbour cell) - epidermalni burka v
kontaktu s priduchem nebo jeho prekurzorem morfologicky
stejnd jako ostatni epidermalni burky

burika vedlejSi (Subsidiary cell) - epidermalni burnka v
kontaktu s priduchem nebo jeho prekurzorem, morfologicky
odliSnd od ostatnich epidermalnich bunék




Tvar a rozmisténi pruduchu
déloha Arabidopsis thaliana Heynh.

Transmission electron micrograph Cryo-scanning electron micrograph
Zhao and Sack (1999) of maturing epidermis from a cotyledon.
Bar = 2 ym The larger, non-stomatal cells are pavement cells

that are shaped like pieces of a jigsaw puzzle.
Nadeau J.A. and Sack F.D. Bar = 30 ym

The Arabidopsis Book, 2002



Tvar a rozmisténi pruduchu
kvétni orgdny
Arabidopsis thaliana Heynh.

Cryo-scanning electron micrograph - stomata
(hydatody) na vrcholu nektarii

Cryo-scanning electron micrograph - stomata
na abaxialni epidermis prasniku

Anther micrograph from Kim Findlay.
Bars = 30 um (top) and 100 ym (bottom).

Nadeau J.A. and Sack F.D.
The Arabidopsis Book, 2002




Listy podle umisténi pruduchu

hypostomatické - stomata vétSinou (az u 90%) na
spodni (abaxidlni) strané listu, ve svrchni epidermis
mohou zcela chybét = nejcastéjsi typ

amfistomatické - stomata na obou stranach listu
ve srovnatelném poctu (Iris, travy)

epistomatické - stomata pouze na svrchni
(adaxialni) strané listu (vzplyvavé listy vodnich
rostlin, nékteré travy - Festuca, Melica,
Brachypodium)



Stomata podle umisténi na listech

- stomata faneroporni - svéraci bunky a epidermis lezi
v jedné roviné = nejcastéjsi pripad

-+ stomata emerzni - vycnivaji nad Uroven epidermis -
hygrofyty, plovouci listy vodnich rostlin

- stomata submerzni - ponorend stomata - xerofyty
(Iris, Chlorophytum, Pinus, Nerium oleander)

! Nerium
. oleander

amfistomaticky list, stomata submerzni : Cans

hypostomaticky list, stomata submerzni v dutiné s trichomy



Typy stomat podle anatomie
a mechaniky

Pteridofytni typ
hrbetni sténa svéracich
bunék je silnd, lumen
bunék se méni z ovdlu
na kruh

kapradiny

Gymnospermni typ

svéraci buriky ponorené,

silnosténné, mald moznost

pohybu, na zimu

se zaviraji voskem
jehli¢nany

typ Helleborus
brisni sténa
svéracich bunék je
nerovnomeérné
ztlustla, hrbetni
zUstdva pruznd
dvoudélozné

i nekteré
jednodélozné

Typ 6raminae
svéraci bunky
tvaru piskotd +
vedlejsi buriky
trdvy, ostrice,
sitiny, akdcie

typ Amaryllis

brisni sténa svéracich
bunék je vyztuzeng,
nepruznd, hrbetni
zUstdva pruznd

¢asté u
jednodéloznych rostlin




Klasifikace stomat podle poctu a
usporadani obklopujicich bunék

stomata izocytickd - epidermalni bunky se neliSi od bunék
epidermis (vyvoj haplocheilicky)

- anomocyticka
- anomotetracyticka (Chlorophytum, Iris)

stomata anizocytickd - vyvoj syndetocheilicky -
diferencované sousedni buriky ruzné usporadané:

- paracyticka (Magnolia, Cyperus)

- brachyparatetracyticka (Tradescantia)
- polocyticka (Dryopteris, Nephrolepis)
- amfianizocyticka (Begonia)




Tvar a rozmisténi a vyvoj priduchd
adaxidlni strana délohy tabdku
Nicotiana tabacum L.
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zraly priduch

Stomatdlni densita:
'~ (hustota pruduchi)

po&et priduchi na
&\ jednotku plochy

3 Stomatdlni index:

W pocet priducht déleny

W= celkovym poétem
s epidermdlnich bungk

S8l veetné stomat,

mlady priduch materskd burika priduchu



Syndetocheilicky vyvoj pruduchd
Abaxidlni strana délohy Arabidopsis

sledovdni pomoci otisku v laku na nehty Satellite
Symmetric meristemoid

MMC division formation

Day 6 Meristemoid
Bar = 25 ym formation Geisler et al. (2000)



Diagram hlavnich bunéénych typt a
déleni ve vyvoji praducht u Arabidopsis
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Nadeau J.A. and Sack F.D.
The Arabidopsis Book, 2002 \



Konfokalni snimek
abaxialni epidermis listu Arabidopsis

vizualizace
bunécnych stén =

GFP lokalizovany
v plazmaticke
membrané ("Q8")

Cutler et al.
2000




Definice rozliSovaci schopnosti
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A - numericka apertura m
n - index lomu
o - polovina otvorového dhlu (otvorovy dhel lze zvétsit

pomoci Sikmého osvétleni)



Vliv Sikmého osvétleni na rozlisovaci schopnost

Fotograf: George Steinmetz Dev Develer

2005 National Geographic Society. Her haklk sakhdir. National Geographic Tiirkiye, Subat 2005




MozZnosti 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



