1. Analyza obrazu

1.3 Co prezradi svetlo o bunkach?

FLUORESCENCNE ZOBRAZOVANIE V BIOLOGI!I

Su veci, ktoré bezne nevidime. Ale su aj spdsoby, ako ich zviditelnit.

Uloha 1:

Nakreslite na cierny papier kvet alebo napiste nazov lubovolnej rastliny perom s neviditelnym atramentom.

Napis sa da preéitat len ak ho osvetlite UV svetlom na zatienenom mieste.

Vezmite ru¢né UV svetlo, harok ¢ierneho papiera prelozte na polovicu a otocte ho tak, aby ste odclonili svetlo z okna. ESte
lepsie sluzi Skatula, ktorej vnutro vysteliete ¢iernym papierom. Osvetlite zatieneny napis ¢i kresbu, aby sa dal rozoznat.

Obr. 1: Ndpis sa objavi v UV svetle.

Pozndmka
Dbajte na bezpeénost!

Aj ked' bezne preddvané UV baterky svietia v oblasti UV-A, nevyzaruju svetlo nebezpeénej vinovej dizky. UV-A svetld sa
pouzivaju aj na diskotékach (tzv. black light).

Nebezpecna vinova dizka je 100 - 315 nm, UV-Ba UV-C.
Pouzivajte svietidla emitujice v oblasti 390-400 nm.

Niektoré lacné vyrobky moézu vyzarovat vela svetla aj vo viditelnej oblasti, ¢o mézZe byt v pripade niektorych pozorovani
rusive.

Efekt méze byt slabsi aj v triede s velkymi oknami, alebo ked'je sIne¢ny deri. Odpori¢ame zatemnit okna.
Pozor na zrak, nesviette do o, moZete ich poskodit. UV svetlo pouZite len na nevyhnutny ¢as.

Nezabudnite svetlo hned' po poufZiti vypnut.




Otazka 1:

Ako je mozné, Ze ndpis, ktory pri dennom svetle nevidime, osvetleny ultrafialovym svetlom Ziari?

Ide o jav fluorescencie, ked objekt pohlti (absorbuje) ¢ast energie UV Ziarenia a zvy3nu ¢ast vyziari (emituje) ako viditelné
svetlo s vy&ou vinovou dizkou. Farba vyZarovaného svetla zale#i od jeho vinovej dizky. UV Ziarenie ma vinovu dizku 100 -
400 nm, viditelné svetlo 400 — 700 nm.

Co fluoreskuje?

Fluoreskuju niektoré chemické latky. Su to najma tie, ktorych molekula ma konjugované benzénové jadra alebo iné cyklické
Casti molekul s konjugovanymi dvojitymi vazbami. Mnoho takych Iatok sa tvori v Zivych organizmoch. Ich asti, v ktorych sa
tieto latky tvoria alebo ukladaju, pri osvetleni svetlom Uucinnej vinovej dizky fluoreskuji. V tomto pripade hovorime
o autofluorescencii.

Otazka 2:

Co si myslite, ktoré Zivé organizmy v nasom prostredi tvoria fluoreskujtice ldtky?

Nie kazdy rastlinny material obsahuje fluoreskujuce latky. Skuste niektoré otestovat.

Farba po osvetleni ultrafialovym svetlom sa casto zmeni, inokedy len rozjasni. Vela Zivych objektov viak zostava v UV svetle
tmavych.

Vyberte si a otestujte niekolko z pripravenych prirodnin.

rozvinie asi po minute osvitu, potom flurescencia postupne vyhasina.

Uloha 2:

Daju sa Zivé bunky, ktoré nejavia fluorescenciu, zafarbit aby svietili?

Uskutocnite nasledujlice pozorovanie. Vyberte zo zvyraziiovaca pinzetou vnutro a dajte ho do kadi¢ky s vodou. Vo vode sa
rozpusti fluoreskujica latka. Zasviette na roztok UV svetlom.

Navrhnite pokus nafarbenie pletiv rastlin, ktoré nefluoreskuju. Pokus uskutocnite.

Kym ¢akate na vysledok, experimentujte s fluorescenciou biologickych objektov vplyvom UV svetla.




Ndamety na pozorovanie fluorescencie roznych farieb:

e Povarte vo vode bez soli kusky cerstvej kukurice na varenie, staci spolo¢ne pre celu triedu. Vodu zlejte, ochladte
a rozdelte skupinam v malych sklenenych kadickach.

e  Otestujte vodu v ktorej varite iba zrnd kukurice (mozu byt aj mrazené).
e Vyluhujte vo vode koru z vetviCiek jasena.

e Povarte kratko vo vode zelené listy. Hodi sa Spenat alebo hociktora divo rastuca rastlina. Rozdrvte v trecej miske
s liehom (75 %) a scedte.

e Povarte listy Cerstvej maty a scedte.
e NastarSom chlebe rozpoznate, kde sa zacinaju mnozit plesne.

e Rozpoznate zacinajucu hnilobu na ovoci, ktoru spésobuje plesen siva (Bothrytis cinerea), nie vietky mikroskopické
huby fluoreskuju.

Sucasny biologicky vyskum sa nezaobide bez mikroskopov, ktoré vyuzivaju jav fluorescencie.

Uloha 3:

Pozorne sleduj film. Poznacte si, ktoré Zivotné deje buniek si postrehol z fluorescenénych videozaznamov. Zapiste, ¢o sa
deje s rozlicnymi bunkami na zazname:

https://www.youtube.com/watch?v=XDcf6P9Fpvw

Farbenie réznych $truktir bunky vhodnymi fluorescenénymi proteinmi ich pomaha lepsie vizualne odliit. Ktoré Struktury
su dobre viditelné na nasledujucom zazname?

https://www.youtube.com/watch?v=Dzt4bOEQGww

Fluorescenény mikroskop sa podobd na opticky mikroskop, ma viak dalsi zdroj svetla, ktory generuje UV Ziarenie. UV svetlo
prechadza cez excitaéné filtre. Od ich konkrétnej kombinacie zaleZi, ktord vinova dizka Ziarenia sa dostane k preparatu. Musi
to byt t4, ktora vyvola fluorescenciu skimaného objektu. DdleZity je aj bariérovy filter, ktory odfiltruje gkodlivé zlozky UV
svetla, aby sa nedostali k pozorovatelovi.

Konfokalny mikroskop vyuZiva tiez jav fluorescencie, ale v porovnani s fluorescenénym mikroskopom disponuje vysokou
rozliSovacou schopnostou. Zaostruje len v definovanej rovine preparatu, vykonny LASER osvetluje bod po bode len tuto
rovinu. Nasledne pokracuje snimanim dalSich optickych rovin. Skenovanie prepardtu je automatizované a riadené
pocitacom. Pocitac zo ziskanych dat zostavi vysledny obraz. Ten je velmi ostry a umoZnuje presné merania

Porovnajte nasledujtice dva videozaznamy:
Crievicka (Paramecium)

Fluorescenény mikroskop - https://www.youtube.com/watch?v=Ug75k ovQzg

Konfokalny mikroskop - https://www.youtube.com/watch?v=nQasNwerV6c

Otazka 3:

Aké mozZnosti poskytuju biolégom mikroskopy zaloZené na fluorescencii?

UvaZujte a zapisujte, aké informacie mozno ziskat o Zivych bunkach prostrednictvom fluorescenéného a konfokalneho
mikroskopu. Zdielajte svoje napady so spoluziakmi.



https://www.youtube.com/watch?v=XDcf6P9Fpvw
https://www.youtube.com/watch?v=Dzt4b0EQGww
https://www.youtube.com/watch?v=Ug75k_ovQzg
https://www.youtube.com/watch?v=nQasNwerV6c

Vysledok pokusu z tlohy 2:

Ak uz preslo dostatok ¢asu, aby ste ziskali dokaz, Ze biologicky objekt (v nasom pripade rastlina) sa d4 zafarbit fluorescencnou
latkou, osvetlite UV svetlom rastlinu, ktor ste mali v roztoku farbiva (najprv stonku zlahka osuste papierovym obriskom,
umiestnite ju v tmavej Skatuli).

Otazky:
Zafarbili sa pletiva rastliny fluoreskujucou Idtkou rovnomerne?

Prec¢o?

Ako je mozZné tuto skutocCnost vyuZit pri mikroskopickom pozorovani pletiv a tkaniv?

Fluorescencné farbiva sa oznacuju pojmom fluorochromy. Viazu sa len na urcité Struktury alebo molekuly v bunke, ktoré sa
daju potom mikroskopicky lokalizovat.

Spojte poznatky o merani objektov s javom fluorescencie. Rieste Ulohu 4/A alebo 4/B

Uloha 4/A:
Odmerajte dizku/plochu objektu ktory fluoreskuje.

1. Pripravte na bielom papieri mierku, ktora bude predstavovat 1 cm. M6Ze to byt papierové pravitko, milimetrovy papier
alebo ju narysujte.

2. Zhotovte fotografiu fluoreskujiceho objektu a mierky vtmavej Skatuli (staci tablet alebo smartfén, bez blesku!)
Odporucame opriet lakte, aby fotka nebola rozmazana. Ulozte fotografiu na pocitac (je jedno, ¢i bezdrotovo alebo cez
kabel).

3.  Otvorte fotografiu v programe Fiji.

4.  Zistite velkost jednotky mierky na fotografii v pixeloch (oznacit dseckou, Analyze, measure).

5. Nastavte v Casti Analyze, Set measurement zvolenu jednotku (cm alebo mm) a zodpovedajuci pocet pixelov.
6. Nastavte Usecku na rozmer objektu, ktory chcete odmerat a odmerajte ju (Analyze, measure).

Vysledok sa md zobrazit v jednotkdch, ktoré ste zadali. Na vyzvanie ucitela informujte ostatnych ¢o ste odmerali, v akych
jednotkdch a kolko objekt meria.

Uloha 4/B:
Odmerajte na fotografii velkost plochy napadnutej hubou.

1. Otvorte fotografiu v programe Fiji.

2. Zistite velkost jednotky mierky na fotografii v pixeloch (oznadit useckou, Analyze, measure).

3. Nastavte v Casti Analyze, Set measurement zvolend jednotku (cm alebo mm) a zodpovedajuci pocet pixelov.
4. ,Carovnou palitkou” vyznacte objekt (kurzor nastavte na jeho lavy okraja kliknite).

5. Odmerajte vyznacenu plochu plochu (Analyze, measure).

Vysledok sa mad zobrazit v jednotkdch, ktoré ste zadali. Na vyzvanie ucitela informujte ostatnych ¢o ste odmerali, v akych
jednotkdch a kolko objekt meria.




