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Metodicky list Biologie — Fluorescence Zadani pro #aky 1

Téma: Fluorescence

Ukol:

1. Pfipravte a pozorujte vhodné preparaty (viz pomicky a postup) v mikroskopu bez fluorescence

2. Pfipravte a pozorujte tyto preparaty s autofluoreskujicimi objekty v mikroskopu s fluorescenci
3. Vyberte jeden z preparati, zakreslete oba obrazy a srovnejte viditelnost struktur
4. Ptipravte preparat s bukalnim stérem barveny akridinovou oranzi
5. Pokud jsou k dispozici, pozorujte piipravené fluorescenéni preparaty
Teorie:

Fluorescen¢ni mikroskop je druhem optického mikroskopu, ktery vyuziva posunu vinové délky mezi dopadajicim svétlem

a emitovanym svétlem.

U mikroskopu excitaéni svétlo dopada na preparat a emisni svétlo se odrazi do objektivu. Tento transmisni typ mikroskopu je
jednodussi, v soucasnosti je vice oblibeny epifluorescenéni typ, kde je prochazi svétlo opakované objektivem.

Excitaéni filtr propousti z barevného spektra pouze ¢ast potiebnou pro excitaci fluorescence, v nasem ptipadé modrou.
Bariérovy filtr propousti pouze emisni ¢ast spektra a zabrafuje prichodu excitacnimu svétlu, které by jinak vse presvétlilo.
Latky se schopnosti posunout vinovou délku zateni nazivame fluorochromy. Mezi autofluorochromy, tedy latky s pfirozenou
fluorescenci patii napi. chlorofyl nebo kreatin. Nékteré fluorochromy se pouZzivaji ke znaceni struktur, se kterymi se vazi napf.
akridinova oranz barvi DNA zelené a RNA cervené nebo se pouziva preneseny gen medizy poharovky GFP (green
fluorescence protein) znackujici rizné struktury napt. makrofagy nebo bunky rezistentni na urcité antibiotikum.

Pomucky:
mikroskop, fluorescencéni mikroskop, mikroskopovaci pomtcky, listy ¢i stonky, pyl rostlin, vlasy, chlupy, hmyz, paratka na
bukalni stér, lih, akridinova oranz, stiicka s vodou, fluorescenéné oznacené preparaty.

Postup:

Ukol &. 1: Z materialu, ktery je k dispozici piipravte vodni preparaty a pozorujte je pod mikroskopem. Vhodné jsou fezy
stonkt nebo listil, pozorovani pylu, zelené fasy, fototrofni krasnoocka. Vlasy nebo chlupy riiznych zivocicht je mozné
pozorovat jako suché preparaty. Muzete pozorovat také preparaty s hmyzem.

Ukol ¢&. 2: Tytéz preparaty pozorujte pod fluorescenénim mikroskopem

Ukol &. 3:Jeden z preparatii si vyberte a pro srovnani zakreslete oba obrazy. Popiite pozorované struktury

Ukol ¢. 4:

1. Setiete epitelialni buniky sliznice v ustni dutin¢ pomoci paratka

2. Resuspendujte bunky ve fyziologickém roztoku ¢i slinach

3. Rozetiete po podloznim sklicku a nechte zaschnout

4. Deset minut nechte zafixovat denaturovanym lihem

5. K obarveni pouzijte akridinovou oranz, kterou nechte stékat k recyklaci (z misky vracime do zkumavky)
6. Jemné omyjeme vodou, prekryjeme sklickem a pozorujeme

Ukol &. 5: Pozorujte pfipravené znatené preparaty, u fluorescence se vystiidejte, zapiste, co jste pozorovali.
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