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Historie mikroskopie v mykologii
August C. J. Corda (1809-1849)

pusobil v Ndrodnim muzeu, velké mnoZstvi
typového materidlu

autor . Icones fungorum hucusque
coghitorum” a .Prachtflora europdischer
Schimmelbildungen” - popisy a ndkresy
mikroskopickych hub
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Dalsi vyznamni cesti mykologové

Prof. J. Velenovsky - mykologie a
srovndvaci morfologie rostlin

Prof. K. Cejp - mykolog a fytopatolog
Dr. V. Holubova - Jechova
Doc. V. Skalicky

Doc. O. Fassatiova
Dr. L. Marvanova



Opticka svetelna mikroskopie

pozorovani drobnych objektd, jejich detaild
pri zvétseni ve svételném poli
idské oko vnima svétlo v rozsahu vinovych

délek 380-760 nm - dlouhovlna oblast vidéni,
v Seru se schopnost vidéni ztrdci

pozadavek kvalitné zobrazit vysetrovany
predmeét a poskytnout pozorovateli co nejvice
informaci o jemné strukture predmétu -
zavisi na kvalité optickych soustav
(objektivu, okulart, kondenzord, filtrt apod.)




Opticka svetelna mikroskopie

vyuziva elektromagnetické zdreni jehoz vinova

délka se nachazi v oblasti vinovych délek od
180 nm do 1300 nm

pri interakci elek. zdreni s vysetrovanym
predmétem dochdzi ke zméné charakteristik
zdreni, kterymi jsou: amplituda, polarizace,
faze a frekvence (vinova délka)



Historie mikroskopie

Prvni drobnohled

sestrojil holandsky

brusi¢ ¢ocek a vyrobce i,
Microscope

bryli Zacharias Jansen
1590.

K védeckym Gcelim - Galileo Galilei (studoval
mravenci oko) a mikroskopy byly vedlejsim
produktem pri objeveni teleskopd



Antonie van Leeuwenhoek
(1632-1723)
holandsky obchodnik s latkami v N
z Delftu, vybrousil CoCky a sestavil je B e s
a upevnil, aby vytvorily silny &7
zvétsovaci efekt az 275x
listy kvétin, drobny hmyz a poté i
vlasy, lidskou krev, ktZi, sliny, vodu,
peprovy ndlev
poprvé bakterie, které oznacil jako
animalcules (..zviratka")

mikroskop pouze jednocockovy




Robert Hooke
anglicky fyzik a chemik
sestrojil v roce 1665

slozeny mikroskop s vice
¢ocCkami

v 19. stoleti firma Carl Zeiss
(vyroba mikroskopll) ,
Ernst Abbe (studie
optickych principl) a Otto
Schott (vyzkum optického
skla).




Opticka soustava mikroskopu

mikroskop je slozen ze dvou

spojnych soustav cocek, které

maji spolecnou optickou osu

- objektiv ma malou ohniskovou

vzdalenost (v mm)

- okular mad ohniskou vzddlenost

vétsi (v cm)

objektiy Predmét se umist'uje blizko pred
objektiv, takZe vznika zvétseny,
skutecny a prevrdceny obraz

okular




Zvétseni:
maximadlni zvétSeni, které je pro néj
charakteristické a zavisi na tzv. rozliSovaci mezi
mikroskopu, tj. nejmensi vzddlenosti dvou bodd,
které |ze jesté rozlisit
uzitecné zvétseni
za horni mez uzitného zvétseni mikroskopu se
povazuje tisicindsobek N. A. (numerické apertury)
jeho objektivu. Zvétseni je vétsi a nazyvad se
.prazdné zvétseni", protoze uz nezviditeliuje dalsi
detaily predmétu a obraz vypadd jako rozmazany.
A naopak, pri mensim zvétseni nez asi (500 x N.A.),
oko uz nepostrehne vsecky detaily, jez je objektiv
schopen dobre zobrazit.



RozliSovaci schopnost objektivu

zavisi na jeho numerické aperture a ta zase
zavisi ha indexu lomu prostredi mezi
pozorovanym objektem a ¢elni ¢ockou
objektivu

pokud ma prostredi vétsi index nez vzduch,
objektiv zachyti vice svétla a vytvori jasnéjsi
a podrobnéjsi obraz. Vzduch ma pomérné maly
index lomu (n = 1) a je-li prostor mezi
objektem a objektivem vyplnén vzduchem,

pracuji objektivy s malou N. A. pomérné velmi
dobre.



objektivy s velikou N. A. potrebuji mezi
objektem a objektivem prostredi s vétsim
indexem, coz je napr. imerzni olej (spojeni
kryciho skla a objektivu imerznim olejem)
oznaceni imerzniho objektivu ,0il"

po pouziti imerzniho oleje okamzité ocisténi
roztokem lihu, imerze nesni na objektivu
zaschnout

suché obj. - 10, 20, 40, 60 - index lomu pro
vzduch 1

imerzni obj. - 100 - imer. olej index lomu 1,52
(nebo vodni)



Opticka mikroskopie ve fytopatologii

Stereolupa - binokularni lupa, binolupa -
zvetseni max. 40 - 100x

mUZe mit 1 nebo 2 vyménné ob jektivy

ma velky pracovni prostor - preparacni
plocha, prepardty zpracovdavame primo pod
lupou

obraz neni prevrdceny, je zvétseny a
skutecny

osvetleni zajisténé ze shora i ze spodu

casté pouziti entomologie, fytopatologie ...



stereolupa,
stereomikroskop




Opticka mikroskopie ve fytopatologii

klasicky opticky mikroskop - zvétseni od
40x do max. 1000x (pouziti imerzniho
oleje) - vyssi rozlisovaci schopnost -
pozorovani pres dvé colky jedna vytvari
realny, zvétseny a prevrdceny obraz a
druhou ¢ockou predmét pozorujeme
osvétleni zespodu

dulezita je kvalita preparatu



Mikroskopické metody:

barveni prepardtu - barvivo ovlivni amplitudu
svetla proslého prepardtem, ktery je snadno
pozorovatelny, struktury jsou vzdjemné
barevné rozliseny (nedostatek - usmrceni
objektu a hygiena prdce)



metoda temného pole - osvétleni pomoci
kondenzoru se clonou ve tvaru mezikruzi (ktera
se nachazi v jeho predmétové ohniskové rovine)
tak, Ze numericka apertura svételného svazku
vystupujiciho z kondenzoru je vétsi nez
numerickd apertura mikroskopového objektivu
pouzitého k pozorovani daného predmétu
(kondenzor je centrdlné zaclonén).

predmét se pak jevi jako svitici na tmavém
pozadi a je dobre viditelny specidlni kondenzory
(paraboloidni nebo kardioidni) pro temné pole,
které se zasunou na misto normadlniho
kondenzoru



metoda vicebarevného osvétleni

do kondenzoru umistime clonku, kterad
obsahuje filtr propoustéjici svétlo urcité
barvy (napr. zeleny filtr) a vnéjsi ¢ast
obsahuje filtr propoustéjici svétlo jiné barvy
(napr. Cerveny filtr). Predmét se jevi Cervené
zabarveny na zeleném pozadi



metoda fazového kontrastu

objevena v roce 1934 prof. Frits Zernike za
coz dostal v roce 1953 Nobelovu cenu

princip v cilené zméné fdze vinového pole
neovlivnéného vysetrovanym predmétem

pomoci této metody dosadhneme kontrastniho
obrazu fazového predmétu tj. predmétu, ktery
prakticky neovliviuje amplitudu vinového pole,
které jim prochdzi, ale ovliviiuje pouze jeho
fazi (napr. bakterie, bufiky apod.).

neposkozuje Zivé biologické objekty a umoznruje
jejich pozorovdni v ¢ase



polarizacni mikroskopie

do cesty svétlu jsou postaveny dva zkrizené
polarizacni filtry spolu s kompenzacni destickou

po prichodu prvnim polarizacnim filtrem (polarizator),
umisténym pod prepardtem se ze svétla vybere pouze
ta ¢dast, kterd kmitd v jednom sméru a zbytek je
pohlcen

svétlo projde prepardtem do druhého polariza¢niho
filtru (analyzdatoru), kde je opét pri jeho spravné
orientaci zachyceno svétlo kmitajici v jednom sméru
po prichodu analyzdtorem dochdzi k interferenci
(sklddani) téchto dvou paprski do stejné roviny kmitu
a obraz objektu se ndm pak jevi jako svétly na tmavém
pozadi (respektive pri pouziti bilého - tedy slozeného
svetla - barevny na tmavém pozadi)



vyuziti - mineralogie, ale i biologické discipliny

latky jednolomné (napr. voda), vidéli bychom pouze
tmavé pole, u latky dvojlomné (napr. krystaly) ale
polarizované svétlo rozdéli na dva paprsky - radny a
mimorddny a ty jsou oproti sobé fazové posunuté
pouziti v cytologii a patologii, forenzni mikroskopie -
vlasy a vldkna



konfokalni mikroskopie

vyhodou je vyssi rozliSovaci schopnost danad
detekci svétla pouze z ohniskové roviny
mikroskopu

umoznuje zaostreni a moznost snimani sérii
optickych rezl nad a pod rovinou a jejich
sklddanim pozorovany objekt zobrazit v
trojrozmérném obraze



typy kon. mikroskopu:

rastrujici konfokalni mikroskop - skenujici
zarizeni zarizuje posun ohniska excitujiciho
laserového paprsku, prepardt je skenovan bod
po bodu a bud’ se prepardt pohybuje a zdroj
svetla je staticky anebo naopak

konfokalni mikroskop s rotujicim diskem -
misto skenujiciho zarizeni obsahuje rotujici
Nipkowlv kotoul, na kterém je mnoho
navzdjem oddélenych clonek, snimd nékolik
bodU preparati najednou



elektronovy mikroskop

fotony jsou nahrazeny elektrony a sklenéné
coCky elektromagnetickymi ¢ockami, elektr.
¢oCka je v podstaté civka, kterd vytvari vhodné
tvarované magnetické pole

zdklad. parametrem je jejich mezni rozlisovaci
schopnost, ktera je imérnd vinové délce
pouzitého zdreni

elektrony maji kratsi vinovou délku nez mad
viditelné svétlo a elektronovy mikroskop ma vyssi
rozliSovaci schopnost a muze tak dosdhnout
mnohem vyssiho efektivniho zvétseni (az

1 000 000x) nez svetelny mikroskop



transmisni el. mikroskop (TEM) - zobrazeni
vhitrni struktury - elektrony prochdzeji pres
vzorek a pak jsou detekovany. Z toho plyne, ze
urychlovaci napéti musi byt dostatecné
vysoké, aby elektrony mély dostatecnou
energii projit vzorkem a je nutné pouzivat
velmi tenké vzorky (10-500 nm).

rastrovaci el. mikroskop (SEM) - povrch
vzorku nejéastéji pomoci sek. elektront (SE)
anebo zpétné odrazenych elektront (BSE).



"rastrovaci" v ndzvu je odvozeno z toho, ze
elektronovy svazek se pohybuje po vzorku
radek po radku v jakémsi neviditelném rastru
a vysledny obraz se vytvari postupnym
skenovanim

SEM velmi rozsirenym - jednoduchad priprava
vzorkl a snadnd interpretace obrazu na rozdil

od TEM
pouziti v mykologii a fytopatologii



inverzni mikroskop

pozorovani kultur zivych bunék a
mikroorganismi, které jsou na dné
kultivacnich nadob a nebo
suspendovdny v zivych puddch
vyuziti v biomedicing, ekologie,
zemedélstvi, pouziti u tkanovych
kultur, sledovani kvality vody,
rozborech sedimentt vzniklych
chemickou reakci, pozorovani
krystalickych struktur




Slozeni mikroskopu -
mechanicka éast _

‘// Svéraci $roub tubusu

— «— Rdm s mistem pro uchyceni
Stativ

Stolek nesouci preparat,
KriZovy vodic \ :

Jemné a hrubé ostreni

‘_\ Ovldddni posunu

- prepardtu v obou
osdch




‘ Optické casti

Okuldry, serizovaci krouzek dioptrie

Revolverova hlava
nesouci objektivy




Osveétlovaci zarizeni

Abbeho kondenzor
pro tmavé pole

Serizovaci krouzek
irisové aperturni
clony kondenzoru

b é‘/ Regulace svételné
&g intenzity

Drzak kondenzoru

Stredici Srouby
kondenzoru

Serizovaci krouzek
polni clony

Kohlerovo osvétleni

Zdasuvka pro zdrovku



= zadni ¢dst napdjeci konektor a pojistka
= hlavni spina¢, zap (1) a vyp (0O)
= misto pro uchyceni




Manipulace a prendseni mikroskopu

vzdy vyjmout preparat ze stolku
mikroskopu

vyphuti z elektr. zdroje

uchyceni za spodni ¢dst stativu a druhou
rukou za otvor pro uchyceni

pro prevoz zabaleni mikroskopu do
ptvodniho obalu

ocisténi objektivu - vata nebo gaza
namocend v diethyl etheru (velmi horlavélll)

nahrazeni ethanolem, popr. Cistici tuzkou a
stétcem



Postup pri mikroskopovani:

Osvetleni - nikdy se nedivdme do plné
osvétleného zorného pole, nutné utlumeni

Umisténi prepardtu na stolek
Zacindme od nejmensiho objektivu

Hrubé zaostrime, posunutim stolku smérem
dold - makrodroub otdc¢ime k sobé

Pri pohledu do okuldru jemné doostrime

Prace obou rukou - prava ostri a leva
posunuje stolek s prepardtem nebo naopak



Pouziti imerzniho objektivu (1000x)

nastavime objektiv v fom misté, kde chceme
pozorovat suchym objektivem a naridime si co
nejlepsi osvétleni

odklonime objektiv a kdpneme na kryci skli¢ko
imerzni ole]

nastavime imerzni objektiv, ktery snizime az do
kapky oleje a mikrosroubem pomalu doostrujeme,
bez bublin v imerznim oleji

po ukonceni pozorovdni ihned otreme objektiv
vatou s ehylalkoholem



Optické charakteristiky

Objekﬁv Nazev - uvddi, kterou optickou vadu
potlacuje
achromadty potlacuji chromatickou
vadu pro dvé chromatic¢nosti (barvy)
spektra, plan-ob jektivy se snaZi o

— vyrovnani zklenuti obrazu do roviny,
R apochromaty jsou vybaveny korekci pro
e tri zdkladni chromaticnosti.

Zvétseni, numericka apertura (u imer.
oil)

Ohniskova vzdalenost, tloust’ka kryciho
skla

Korekéni prstenec




Okuldr - promita zvétseny obraz do oka, ktery
je tvoreny objektivem v ohniskové roviné
okularu

zvétseni okuldaru




Osveétleni

u biolog. prepardtt - pozorovani v
prochdzejicim svétle
zdroj - hal. Zdrovka

kondenzor - promita svételnou plochu do
pupily kondenzoru

Kohlerovo osvétleni

stredy véech optickych ¢lent véetné
zdroje svétla musi byt v optické ose
mikroskopu



Méreni velikosti objektu:

pravy okular obsahuje okuldr.
mikrometr, kterad je rozdéleny
po 5 mm na 50 dilkd,

stupnice je vidét soucasne se
vzorkem

pocet dilkll na desti¢ce x
prepoCt. koeficient - pro kazdy
okular




Zjisteni prepoctového koeficientu:

zavisi na pouzitém objektivu a délce tubusu
objektivovy milimetr vloZime pod urcity objektiv a
posouvdme tak dlouho, az se dilky u obou kryji

zjistime kolik dilkd st. okuldru se shoduje s dilky st.

objektivu
vypolet: pocet dilkl objektivu x 10 : polet dilku
okularu,

vysledek ndsobime po¢. dilkt u jednotlivych objektt
skutecnd velikost

napr.: 7 x 10:12=5,8
pocet dilkl 7 x 5,8 =40,6 ym
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