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BIOLOGIA KOMORKI
LABORATORIUM NR 2

OBSERWACJE W MIKROSKOPIE SWIETLNYM WYBRANYCH KOMOREK
I ORGANELLI KOMORKOWYCH

Wynalezienie w XVII wieku mikroskopu $wietlnego umozliwito obserwacj¢ tkanek i komorek,
zarobwno zwierzecych jak i roslinnych. Dzigki niemu mozna zauwazy¢, ze tkanka jest podzielona na
tysigce komorek, ktorych przecigtna srednica wynosi 5-20 pm. Znacznie trudniej ujrze¢ wewnetrzng
strukture komorki, nie tylko, dlatego, ze jej czeSci sa bardzo matle, ale tez dlatego, ze sa one w
wigkszosci przezroczyste i z zasady bezbarwne. Obserwacje struktur komoérkowych umozliwiajg
techniki barwienia, dzigki ktérym roéznym skladnikom komoérki nadaje si¢ odmienne kolory. Do
barwnikow struktur komérkowych wykorzystywanych w biologii komorki naleza: bigkit metylenowy,
eozyna, Sudan 111, zielen Janusowa, czy tez hemotaksylina.

Podstawowe elementy mikroskopu $wietlnego (Rys. 1.):
A. elementy mechaniczne:

a. tubus, znajdujacy si¢ na podstawie mikroskopu pomiedzy obiektywem a okularem,
stanowigcy oparcie dla innych elementow mechanicznych oraz optycznych,

b. stolik przedmiotowy, na ktorym umieszcza si¢ obserwowany preparat, i dzigki
ktoremu preparat ten mozna przesuwac,

c. rewolwer pozwalajacy na zmiang obiektywoéw, a tym samym powickszenia
obserwowanego obrazu,

d. $ruby makro- i mikrometryczne, pozwalajgce na regulacje ostrosci obserwowanego
obrazu (ustawienie zgrubne oraz precyzyjne).

B. elementy optyczne:

a. zrodlo Swiatla,

b. kondensor skupiajacy rozproszone $wiatto na preparacie; charakteryzuje go apertura
kondensora, czyli rozwarto$¢ swiatta, ktore z niego wychodzi, a jest ona regulowana
przystong zwang przystong apertury (kondensora)

c. przystona znajdujaca si¢ zwykle pod kondensorem, umozliwiajgca przede wszystkim
zmiang ilosci $wiatla padajacego na preparat. Zmian¢ apertury uzyskuje si¢ przez
zmiang wielkosci otworu przystony obrotem dzwigni,

d. obiektyw wytwarza obraz rzeczywisty, powiekszony i odwrocony przedmiotu
umieszczonego w poblizu ogniska (punkt przecigcia promieni $wietlnych po przejsciu
przez uktad optyczny),

e. okular, dziatajacy jak lupa, powigksza obraz utworzony przez obiektyw raz jeszcze,
Ostatecznie obraz jest odwrocony i pozorny.

Autor: dr Ewa Ciszkowicz. Kopiowanie i modyfikowanie jedynie za zgoda autora. Obiekt chroniony prawem autorskim.



ELEMENTY ELEMENTY
MECHANICZNE OPTYCZNE

TUBUS T~
STATYW —

“ OKULAR

REWOLWER )
——
— f ; OBIEKTYWY
STOLIK = A
SRUBA
MAKROMETRYCZNA
] KONDENSOR
SRUBA_—~ T~ PRZEStONA
MIKROMETRYCZNA —
ZRODLO SWIATEA

Rys. 1. Budowa mikroskopu $wietlnego (grafika wykonana przy uzyciu BioRender.com).

Powig¢kszenie i zdolno$¢ rozdzielcza

Calkowite powi¢kszenie mikroskopu jest iloczynem powigkszenia obiektywu i okularu.
Zdolnosé rozdzielcza mikroskopu jest to najmniejsza odleglos¢ dzielagca dwa punkty, ktére w obrazie
mikroskopowym sa dostrzegalne oddzielnie. Im mniejsza jest ta odleglos¢, tym lepsza jest zdolnosc¢
rozdzielcza uktadu optycznego i tym wigcej informacji zawartych jest w obrazie mikroskopowym.
Zdolnos$¢ rozdzielcza mikroskopu jest wprost proporcjonalna do dtugosci fali §wiatla oswietlajacego
preparat i odwrotnie proporcjonalna do numerycznej apertury obiektywu (NA):

0,61
NA

gdzie: A — dlugos¢ fali $wietlnej, NA- apertura numeryczna obiektywu

Apertura numeryczna (NA) mikroskopu to miara zdolnosci mikroskopu do zbierania §wiatta
i rozrdzniania szczegotéw w badanym obiekcie. Opisana jest wzorem:

NA = n - sina

gdzie: n — wspotczynnik zatamania $wiatta, o — kat aperturowy obiektywu.

Warto$¢ numerycznej apertura obiektywu jest umieszczona na obudowie obiektywu i wynosi,
w zaleznoséci od powigkszenia obiektywu, od 0,25 do 1,25. Im wigksza apertura numeryczna, tym
mikroskop jest w stanie uzyska¢ wyrazniejszy obraz i dostrzec mniejsze szczegdty.
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Zasady dobrego mikroskopowania:

No ook~ wbdeE

Przetrzyj szmatka elementy optyczne mikroskopu.

Ustaw mikroskop na najmniejszym powiekszeniu.

Ustaw zrodlo swiatla.

Umie$¢ preparat na stoliku tak, aby przedmiot znalazt si¢ na srodku otworu stolika.

Obniz tubus maksymalnie, uwazajac by nie rozgnies$¢ preparatu.

Obserwacje zacznij od najmniejszego powickszenia.

Patrz w okular i kre¢ powoli $rubg makrometryczng w celu uzyskania obrazu, a nastepnie
sruba mikrometryczna, w celu dostosowania ostrosci obrazu.

Aby zobaczy¢ wigcej szczegdlow, nastaw wigksze powigkszenie przekrecajac rewolwerem
obiektywy.

Po zakoficzonej obserwacji przestaw obiektyw na najmniejsze powickszenie i obniz
maksymalnie stolik przedmiotowy za pomocg $Sruby makrometryczne;j.

Kolejnos¢ czynnosci przy przygotowaniu preparatéow mikroskopowych:

1.

2.
3.
4

o o

Umyj szkietko podstawowe i nakrywkowe, a nastgpnie je wysusz.

Przy uzyciu kawatka szarego mydta, a nastepnie bibuty, odthus¢ szkietko podstawowe.
Przygotuj material przeznaczony do obserwacji.

Pipeta na $rodek czystego szkietka podstawowego nanie§ dany roztwor, np. krople wody
lub barwnik.

Umie$¢ w kropli roztworu materiat przeznaczony do obserwacji.

Przykryj preparat szkietkiem nakrywkowym (najlepiej opuszczaé szkietko powoli pod
skosem, uwazajac, aby pod szkietko nie dostato si¢ powietrze).
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OBSERWACJE W MIKROSKOPIE SWIETLNYM WYBRANYCH KOMOREK I
ORGANELLI KOMORKOWYCH

Barwienie jest to proces fizyko-chemiczny polegajacy na wniknigciu barwnika do wngtrza
komorki mikroorganizmu i utworzeniu barwnego kompleksu z cytoplazmag lub wewnatrzkomorkowymi
strukturami komorki. Barwienie ma na celu ulatwienie obserwacji cech morfologicznych komorek
mikroorganizméw, a stosowane moze by¢ rowniez do liczenia komorek zywych i martwych, czyli do
badania przezywalno$ci mikroorganizmow. Ze wzgledu na sposob wstepnego przygotowania preparatu
wyrdzniamy barwienie przyzyciowe oraz barwienie preparatow utrwalonych.

I. BARWIENIE KOMOREK ZA POMOCA BLEKITU METYLENOWEGO

Do barwienia komorek czgsto stosuje si¢ barwniki zasadowe wykorzystujac ich powinowactwo
do sktadnikow komorek, ktore posiadaja odczyn kwasny. Przyktadem jest bigkit metylenowy -
kationowy barwnik, ktory nadaje niebieski kolor ujemnie natadowanym czg¢sciom komoérek np.
chromatynie. Dodatkowo barwnik ten posiada specyficzne witasciwosci oksydoredukcyjne, opisane
ponizej.

a. WLASCIWOSCI REDUKCYJNO-OKSYDACYJNE BLEKITU METYLENOWEGO
Glukoza redukuje btekit metylenowy (kolor niebieski) do leukobarwnika — biekitu
leukometylenowego, ktory jest zwigzkiem bezbarwnym (Ryc.1). W tej reakcji glukoza utlenia si¢ do
kwasu glukonowego, ktory w roztworze zasadowym przechodzi w glukonian sodu. Wstrzasanie kolby
powoduje rozpuszczanie w roztworze tlenu obecnego w powietrzu, a ten utlenia leukobarwnik z
powrotem do bigkitu metylenowego. Niebieskie zabarwienie utrzymuje si¢ dtuzej, im wstrzgsanie jest

czestsze.
(CHzloM g NCHz), reduku:]a
VN( Ch o+ Hy —>  HC
i L utlenianie
biekit metylenowy btekit leukometylenowy
(niebieski) (bezbarwny)
Ryc. 1. Wiasciwosci oksydoredukcyjne barwnika — biekitu metylenowego.
WYKONANIE:

1. Do probéwki typu Falcon odmierzy¢ 0,25 g NaOH i 1 g glukozy.

2. Uzupetni¢ wodg destylowana do poziomu 12 ml.

3. Do mieszaniny doda¢ 0,25 ml 0,2% roztworu btekitu metylenowego, zamkna¢ kolbe korkiem
1 mocno wstrzasa¢ — obserwujac zabarwienie roztworu.

4. Odstawi¢ kolbe na pewien czas, obserwowac zmiany.

5. Podnies¢ korek i ponownie wstrzasnaé kolbg. Czynno$ci powtorzyc.

b. BARWIENIE KOMOREK EPIDERMY CEBULI (£AC. ALLIUM CEPA)

Tkanka epidermalna (spotykana z reguly w postaci pojedynczej warstwy komorek), okrywa
todyge, liscie i korzenie. Wtasciwe komorki epidermalne sa zywe, mato wyspecjalizowane i $cisle
przylegaja do siebie tworzac zwarty uklad pozbawiony przestworéw komorkowych. Komorki te
posiadaja gruba pierwotna sciang komorkowa i sg silnie zwakuolizowane.
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Tkanka epidermalna pochodzaca z dorostych tusek cebuli (Ryc. 2) jest niezwykle korzystnym

materialem do badan mikroskopowych 1 moze by¢ pobrana bez powazniejszego uszkodzenia komorek
zywych tuski cebuli.

Ryc. 2. Preparat z wewngtrznej tuski cebuli: barwiony btekitem metylenowym (a, b) oraz

niebarwiony.

WYKONANIE:

1. Pokroi¢ cebulg skalpelem na ¢wiartki. Wyja¢ z jednej ¢wiartki tuske i nacigé zyletka jej
powierzchnig (od wklgstej strony tuski) formujgc kwadraty o boku okoto 3 mm.

2. Na dwoch szkietkach podstawowych umiesci¢ po kropli wody destylowanej. Za pomoca pgsety
zdja¢ dwa uformowane kwadraty skorki i1 ostroznie przenie$¢ na szkietka podstawowe.

3. Jeden preparat przykry¢ szkietkiem nakrywkowym — obserwowac wakuole, jadro i jaderko.

4. Do drugiego preparatu dodac kroplg 0,2% roztworu bigkitu metylenowego.

5. Poczekaé, az material doktadnie wyschnie na powietrzu.

6. Ponownie zala¢ szkietko barwnikiem i barwi¢ przez 3 min.

7. Sptuka¢ szkietko uzywajac wody destylowanej, osuszy¢ bibuta i natozy¢ szkietko nakrywkowe.

8. Obserwowac uzyskany preparat pod mikroskopem.

c. BARWIENIE KOMOREK DROZDZY

Blekit metylenowy jest powszechnie stosowany do oceny zywotnosci komorek, w tym drozdzy

Saccharomyces cerevisiae. Barwnik ten przenika do komoérek martwych lub o uszkodzonej btonie
komorkowej, barwiac je na niebiesko, podczas gdy zywe, aktywne metabolicznie komorki pozostaja
bezbarwne (Ryc. 3).

ok~ wn

WYKONANIE:

Przygotowa¢ zawiesing drozdzy w 5% roztworze glukozy (doda¢ szczypte drozdzy do 2—-3 ml
roztworu i wymieszac).

Na szkietko podstawowe nanies¢ krople zawiesiny drozdzy.

Dodac¢ krople btekitu metylenowego i delikatnie wymieszac igla preparacyjna.

Przykry¢ szkietkiem nakrywkowym i odczeka¢ 2—3 minuty.

Obserwowa¢ pod mikroskopem przy powigkszeniu 40x.
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Ryec. 3. Komorki drozdzy barwione bi¢kitem metylenowym.

I1. BARWIENIE MITOCHONDRIUM ZA POMOCA ZIELENI JANUSA

Mitochondria to organelle obecne zasadniczo we wszystkich komorkach eukariotycznych
(wyjatek stanowia niektére ameby patogenne oraz erytrocyty). Poza ich dominujaca funkcja
wytwarzania dwoch form energii: protonowej sity motorycznej oraz ATP, pelnig wiele innych funkcji
metabolicznych.

Po zastosowaniu specjalnych barwien (np. hematoksyling Zelazistg lub przyzyciowo zielenig
Janusowg) mitochondria mozna dostrzec pod mikroskopem optycznym w postaci cytoplazmatycznych
ziarenek lub niteczek o $rednicy 0,5 um i dtugosci 2—5 pm.

Mitochondria w wyniku barwienia uzyskuja kolor niebieski - barwna reakcja wywotana jest
obecnoscia w mitochondriach oksydazy cytochromowej, ktéra utrzymuje barwnik w obrebie
mitochondrium w postaci utlenionej (barwnej), podczas gdy w cytoplazmie zielen Janusowa zostaje
zredukowana do formy bezbarwnej. Reakcja barwna jest wigec zalezna od tlenu, mitochondria zostaja
odbarwione w momencie, gdy zostanie usuniety ze srodowiska tlen.

WYKONANIE:

Przygotowac niewielki fragment wewnetrznej skorki tuski cebuli — patrz éw. 1.

Na czyste szkietko podstawowe nanie$s¢ dwie krople 0.1% roztworu zieleni Janusowe;j.

Umiesci¢ w roztworze przygotowany fragment skorki cebuli.

Barwi¢ okoto 30 minut, przewietrzajac roztwor kilka razy za pomocg pipety.

Nanie$¢ na preparat $wiezg krople 0.1% roztworu zieleni Janusowej 1 przykry¢ szkietkiem

nakrywkowym.

6. Natychmiast oglada¢ preparat przy powigkszeniu 40x — zabarwienie mitochondriéw znika po
krotkim czasie.

akrwdE

I11. BARWIENIE SKROBII ZAPASOWEJ

Skrobia jest sktadnikiem zapasowym komorki roslinnej. Pod wzglgdem chemicznym nalezy do
weglowodandéw. W komdrce wystepujg w postaci ziaren réznigcych si¢ budowa, ksztattem i1 wielkos$cia.
Cechy anatomiczne ziaren skrobiowych maja duze znaczenie diagnostyczne i sa przydatne w analizie
mikroskopowej surowcow roslinnych.

Roztwor jodu w jodku potasu (I, w KI), nazywany ptynem Lugola, shuzy do wykrywania skrobi,
barwiac ja na kolor od niebieskofioletowego do fioletowo-czarnego (Ryc. 4), w zaleznosci od st¢zenia
skrobi.
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WYKONANIE:

Na szkietku podstawowym umie$ci¢ dwie krople ptynu Lugola.

Odcia¢ duzy kawatek bulwy Solanum tuberosum (ziemniaka) — skrapla¢ powinien si¢ sok.
Dotkna¢ krojona powierzchnig bulwy (z sokiem) ptynu Lugola na szkietku podstawowym.
Przykry¢ preparat szkietkiem nakrywkowym.

Obserwowac preparat pod maltym powiekszeniem.

agkrwnE

Ryc. 4. Ziarna skrobi w komoérkach ziemniaka wybarwione ptynem Lugola.

IV. OBSERWACJA NIEBARWIONYCH PREPARATOW KOMOREK MIEKISZOWYCH

PLASTYDY

Plastydy sa organellami wystepujacymi u wszystkich zyjacych komorek roslinnych. Plastydy
zawieraja wtasny DNA i sg oddzielone od cytoplazmy podwojna btong komorkowa. Wszystkie plastydy
rozwijaja si¢ z proplastydow, ktore sa relatywnie matymi organellami obecnymi w niedojrzatych
komorkach merystematycznych. Proplastydy rozwijaja si¢ zgodnie z wymaganiami kazdej réznicujacej
si¢ komorki, co jest w wigkszej mierze determinowane przez DNA jadrowe. Rodzaje plastydow:
etioplasty, leukoplasty, chloroplasty oraz chromoplasty.

a. CHLOROPLASTY
Chloroplasty to organelle, wystgpujace tylko w komorkach roslinnych (Ryc. 5). Zawieraja
barwnik — chlorofil, umozliwia przeprowadzanie fotosyntezy. Nazwa chloroplast pochodzi od greckiego
stowa chloros zielony oraz plast — ksztatt, forma.

WYKONANIE:
1. Przygotowac skrawek z przekroju poprzecznego liscia aloesu.
2. Na szkietku podstawowym umiesci¢ krople wody destylowanej. Przygotowany preparat liScia
aloesu umiesci¢ w kropli wody.
3. Przykry¢ preparat szkietkiem nakrywkowym i obserwowa¢ pod mikroskopem jako tzw.
preparat bezposredni (powickszenie 40x oraz 100x).
4. Obserwowac¢ typowe komorki migkiszowe oraz znajdujace si¢ w nich chloroplasty.
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Ryc. 5. Tkanka aloesu zawierajaca chloroplasty.

b. CHROMOPLASTY
Chromoplasty sa plastydami odpowiedzialnymi za syntez¢ i magazynowanie barwnikow
karotenoidowych. Nadaja barwe kwiatom, owocom i niekiedy korzeniom (np. marchwi), ale nie biora
udziatu w fotosyntezie (Ryc. 6).

WYKONANIE:

1. Na dwa szkietka podstawowe nanie$¢ po kropli wody destylowanej.

2. Za pomoca skalpela zeskroba¢ cienkie skrawki z korzenia marchwi, przenies¢ je do kropli
wody na jedno z przygotowanych szkietek podstawowych.

3. Wykona¢ rozmaz z komoérek migkiszowych pomidora na drugim z przygotowanych szkietek
podstawowych.

4. Przykry¢ preparaty szkietkami nakrywkowymi.

5. Obserwowa¢ chromoplasty pod mikroskopem.

Ryc. 6. Tkanka pomidora zawierajaca chromoplasty.
Odczynniki:
- NaOH
- glukoza CsH120es,

- barwniki: btekit metylenowy (0,2% roztwor wodny), 2% roztwor I w KI (ptyn Lugola), 0,1%
roztwor zieleni Janusa
- 1i$¢ aloesu, ziemniak, cebula, pomidor.
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