                                 LABORATORIUM 1
          Budowa i obsługa mikroskopu. Przegląd protistów
                           roślinopodobnych (glonów)
Literatura zalecana:

1. Kocwowa E. Ćwiczenia z mikrobiologii ogólnej. PWN, Warszawa 1984  (rozdział 3 

     „Mikroskopia”)
2. Solomon, Berg, Martin, Villee: Biologia, MULICO,  

    (rozdział o Protista) 
3. Czubaj A. (red.): Biologia. PWRiL, Warszawa 1999, 
    (rozdział: Pierwotniaki)
4. Campbell, Reece. 2012. Biologia. REBIS Poznań, (rozdział: Pierwotniaki)
Pytania pomocnicze:

Z jakich części składa się mikroskop optyczny i do czego one służą ? Co to jest apertura numeryczna? Co to jest zdolność rozdzielcza i od czego zależy ? 
Co to jest komórka ? Czym różni się komórka prokariotyczna od eukariotycznej ? 
Co to są protisty (Protista) ? Co to są glony (w rozumieniu ekologicznym i systematycznym)? Charakterystyka podstawowych grup glonów: sinic, bruzdnic, okrzemek, chryzofitów, euglenin, brunatnic, krasnorostów i zielenic (rodzaje barwników fotosyntetycznych, rodzaj substancji zapasowych, budowa ściany komórkowej, sposób rozmnażania, inne cechy charakterystyczne, występowanie, znaczenie w przyrodzie i dla człowieka). 
                                                     ZADANIA 
MIKROSKOP  
1. Zapoznanie się z budową i obsługą mikroskopu optycznego

a. Budowa mikroskopu

    Odszukaj następujące części mikroskopu:

· statyw,

· podstawa,

· wyłącznik oświetlacza,
· pokrętka oświetlacza
· stolik krzyżowy z uchwytem do przytrzymywania preparatu,

· pokrętka przesuwu wzdłużnego stolika,

· pokrętka przesuwu poprzecznego stolika,

· pokrętka przesuwu zgrubnego, czyli śruba makrometryczna (umożliwia zgrubne ogniskowanie, czyli nastawianie ostrości obrazu poprzez pionowe przesuwanie stolika lub statywu, w zależności od modelu),

· pokrętka przesuwu dokładnego, czyli śruba mikrometryczna (umożliwia precyzyjne ogniskowanie),

· kondensor, znajduje się pod stolikiem, zawiera soczewkę kondensującą światło na preparacie,
· pokrętka przesuwu kondensora (umożliwia pionowe przesuwanie kondensora w celu optymalnego oświetlenia preparatu; przy stosowaniu najsilniejszych obiektywów, kondensor powinien być ustawiony wysoko, a więc blisko preparatu),

· przesłona kondensorowa (diafragma aperturowa), umożliwiająca regulację ilości przechodzącego światła, głębi ostrości i korekcję wad optycznych
· rewolwer z obiektywami (zawiera obiektywy: 4x, 10x, 20x i 40x; rewolwer umożliwia szybką zmianę obiektywów),

na obiektywach jest wygrawerowana m. in. wartość powiększenia i apertury numerycznej
np.: 20x/0,40
· nasadka okularowa (dwuoczna) z okularami.

b. Obsługa mikroskopu

· połóż na stoliku mikroskopowym gotowy preparat i przymocuj go uchwytem,

· włącz oświetlacz,
· nastaw początkowo obiektyw 4x lub 10x. Zwykle mikroskopowanie powinno się zaczynać od niewielkich powiększeń, ponieważ wówczas pole widzenia jest największe i najłatwiej jest odnaleźć badany obiekt; zwiększanie powiększenia powoduje zmniejszanie się pola widzenia,

· patrząc przez okulary kręć ostrożnie śrubą makrometryczną, a następnie mikrometryczną, do uzyskania ostrego obrazu,

· jeżeli obraz widoczny w mikroskopie nie jest wystarczająco dobrze oświetlony, wykonaj następujące czynności:

- patrząc przez okulary ustaw optymalne położenie kondensora przesuwając go w pionie   pokrętką przesuwu aż do uzyskania odpowiedniego i równomiernego oświetlenia,

- zwiększ średnicę otworu przesłony aperturowej 
- zwiększ natężenie oświetlenia za pomocą pokrętki oświetlacza
· obserwuj preparat przy różnych powiększeniach, zmieniając obiektywy. Należy pamiętać, że wraz ze wzrostem powiększenia, maleje nie tylko wielkość pola widzenia, ale też głębia ostrości i ilość wpadającego światła do obiektywu
Zadanie:

Oblicz wielkość powiększenia mikroskopu dla poszczególnych obiektywów (całkowite powiększenie mikroskopu jest iloczynem powiększenia obiektywu i okularu. Jaka będzie długość obrazu komórki przy największym powiększeniu, jeżeli jej rzeczywista długość wynosi 50 μm ?    
GLONY
2. Obserwacja mikroskopowa glonów w preparatach utrwalonych
     Dzięki utrwaleniu preparat przez długi czas (wielu lat) zachowuje cechy badanych komórek i jest dobrze przytwierdzony do szkiełka podstawowego. Utrwalone komórki są też bardziej podatne na wybarwienie, dzięki czemu stają się lepiej widoczne. Proces utrwalania dokonuje się działając na komórki czynnikami chemicznymi (alkohol, kwas octowy lodowaty i in.) lub wysoką temperaturą (tak utrwala się zwykle preparaty bakteryjne). Oczywiście proces utrwalania zabija komórki i musi być prowadzony na tyle delikatnie, aby nie zniszczyć ich struktury.  

a. Okrzemki

    Preparat zawiera puste pancerzyki okrzemek, otrzymane po wytrawieniu zawartości komórek za pomocą kwasu siarkowego i nadmanganianu potasu.

                                                        Wykonanie:

    1. Obserwuj preparat używając obiektywów 10x i 20x. Zwróć uwagę na różnorodność 

        kształtów i wielkości okrzemek

     2. Zmień obiektyw na 40x i zauważ równoległe prążki (bruzdy) na powierzchni 

         pancerzyków, tworzące ornamentację (urzeźbienie), charakterystyczną dla każdego 

         gatunku. 

     3. Wykonaj rysunek kilku osobników z ornamentacją promienistą i z ornamentacją 

         pierzastą .
Pytanie: 

Dlaczego niektóre osobniki mając ten sam kształt i urzeźbienie pancerzyków, różnią się wielkością ?

b. Ramienica (Chara sp.) – lęgnia i plemnia    

    Lęgnie i plemnie to organy rozmnażania płciowego. W lęgniach ramienic powstaje jedna komórka jajowa, a w plemniach wytwarza się wiele plemników. Plemniki wnikają do lęgni przez tzw. koronkę – charakterystyczny twór na szczycie lęgni.
                                                          Wykonanie:

       1. Obejrzyj preparat pod małym powiększeniem (obiektywy do 20 x)

       2. Wykonaj rysunek zaznaczając:

·  okorowanie,

·  nibylistki,

·  węzeł (miejsce z którego wyrastają nibylistki)

·  lęgnię (twór elipsoidalny) z koronką,

·  plemnię (twór kulisty i mniejszy od lęgni)

* Ramienice to glony należące do zielenic. Mają one pokaźne rozmiary (od kilku centymetrów do 1 metra) i skomplikowaną budowę. Ich plecha jest okorowana i podzielona na węzły i międzywęźla, przez co przypominają wyglądem zewnętrznym skrzypy. Ramienice występują głównie w stawach i jeziorach, ale spotyka się je również w morzach. Lubią wody płytkie, czyste i bogate w wapń, gdzie tworzą charakterystyczne gęste łąki ramienicowe (podlegające ochronie), które stanowią świetne schronienie dla zwierząt wodnych.

c. Skrętnica (Spirogyra sp.)

                                                      Wykonanie:

   1. Obejrzyj preparat przy różnych powiększeniach (obiektywy do 40 x)

   2. Wykonaj rysunek kilku komórek nici zaznaczając:

·  ścianę komórkową,

·  chloroplast,

·  pirenoidy 

* Skrętnica to pospolita zielenica występująca głównie w wodach stojących. Często tworzy ona zakwity, w postaci unoszących się na powierzchni szarozielonych kożuchów przypominających watę. Nazwa skrętnica pochodzi od charakterystycznie skręconego chloroplastu.

d. Rozróżka (drzewlinka) (Ceramium sp.)

    Preparat przedstawia szczytowy fragment plechy rozróżki
                                                    Wykonanie:

   1. Obejrzyj preparat przy mniejszych powiększeniach (obiektywy do 20 x)

   2. Wykonaj rysunek zaznaczając:

·  komórki bezbarwne tworzące oś centralną  (tworzą rząd dużych komórek)

·  komórki okorowania, zabarwione na czerwono (drobne komórki otaczające pierścieniem komórki osi w miejscu ich połączeń),

· dichotomiczne rozgałęzienie plechy (równomierne rozdwojenie)

*Rozróżka, nazywana też drzewlinką, jest morskim krasnorostem o krzaczkowatej plesze, czasami tworzącym pływające skupienia z brunatnicami i wyrzucanym przez fale na brzeg. W Bałtyku występują 4 gatunki rozróżek, które podlegają ochronie gatunkowej. Niektóre z nich są zabarwione na czerwono, z powodu zawartości c-fikoerytryny.  

e. Morszczyn (Fucus sp.) – konceptakle z lęgniami,

                                           -  konceptakle z plemniami

     Konceptakle to zagłębienia w plesze morszczynu, w których znajdują się lęgnie albo plemnie. W lęgniach powstaje 8 komórek jajowych, a w plemniach 64 plemniki. Po dojrzeniu, lęgnie i plemnie pękają uwalniając jaja i plemniki do wody, gdzie dochodzi do zapłodnienia. Konceptakle są widoczne makroskopowo (gołym okiem) jako drobne kuleczki na szczycie plechy (patrz zadanie 3).

                                                Wykonanie:

   1. Obejrzyj preparat przy różnych powiększeniach (obiektywy do 40 x)

   2. Wykonaj rysunek konceptaklum z lęgniami i konceptaklum z plemniami zaznaczając:

·  lęgnie osadzone na trzonkach,

·  plemnie,

·  wstawki

*Morszczyn należy do brunatnic i, jak inni przedstawiciele tej grupy glonów, występuje w morzach. W Bałtyku można spotkać morszczyn pęcherzykowaty (Fucus vesiculosus), podlegający ochronie gatunkowej. Morszczyn tworzy łąki podwodne, zwłaszcza u wybrzeży mórz zimniejszych. Czasami jest wyrzucany przez fale na brzeg. Jego plecha może długo przetrwać poza wodą, gdyż jest powleczona śluzowatą substancją cukrową – fukoidyną. Morszczyn, podobnie jak inne brunatnice, zawiera dużo jodu, co było wykorzystywane w medycynie. 

3. Obserwacja makroskopowa plechy morszczyna pęcherzykowatego

   (Fucus vesiculosus )                                             
                                                      Wykonanie:

    1. Obejrzyj plechę morszczyna. Zwróć uwagę na spłaszczenie plechy i jej  

        charakterystyczne dichotomiczne (rozdwojone równomiernie) rozgałęzienia. Korzystając 

        z lupy przyjrzyj się szczegółom budowy.   

    2. Wykonaj rysunek zaznaczając:

·  konceptakle (nabrzmienia o gruzełkowatej powierzchni, znajdujące się na końcach plechy),

·  pęcherze pławne,

·  dichotomiczne rozgałęzienia plechy,

·  żebro środkowe, usztywniające plechę,

·  tarczkę (przylgę), za pomocą której morszczyn jest przymocowany do podłoża.
4. Obserwacja mikroskopowa glonów lądowych w preparatach przyżyciowych

    Większość glonów żyje w wodzie, jednak niektóre zasiedlają również inne środowiska, np. korę drzew, powierzchnię gleby czy śniegu. 
     Preparat przyżyciowy to preparat, w którym obiekt obserwacji pozostaje żywy. Wykonujemy go na szkiełku podstawowym (przedmiotowym) kładąc badaną próbę w postaci płynnej na środek szkiełka i przykrywając szkiełkiem nakrywkowym. Przykrycie szkiełkiem  powoduje, że preparat tworzy jednolitą, cienką warstwę, co zapobiega powstawaniu niekorzystnych efektów świetlnych. Należy pamiętać, że preparat przyżyciowy nie jest trwały i dość szybko wysycha.   
                                                       Wykonanie:

    1. Za pomocą żyletki ostrożnie zeskrob na środek szkiełka podstawowego niewielką ilość

        zielonego nalotu z kory drzewa

    2. Umieść kroplę wody wodociągowej w miejscu zeskrobanych glonów, przykryj

        szkiełkiem nakrywkowym i obserwuj pod mikroskopem

    3. Określ przynależność systematyczną obserwowanych glonów i wykonaj rysunek

5. Obserwacja mikroskopowa glonów wodnych w preparatach przyżyciowych
    W obserwowanych próbach można spotkać nie tylko glony, ale również pierwotniaki, wrotki i inne drobne organizmy. Glony wyróżniają się dwiema cechami:

   1) ich komórki są zabarwione, bo zawierają barwniki uczestniczące w fotosyntezie

       (zabarwienie jest charakterystyczne dla poszczególnych grup glonów)

   2) często są nieruchome, a jeśli się poruszają, to zwykle powoli   

                                                  Wykonanie:

      1. Wykonaj preparat przyżyciowy z każdej z przygotowanych prób. 

·  Jeśli w próbie znajduje się zbita biomasa glonów, to:

          a. pobierz igłą preparacyjną niewielką ilość materiału i połóż na szkiełko podstawowe

          b. dodaj kroplę wody (najlepiej z badanej próby) i przykryj szkiełkiem nakrywkowym.

·  Jeśli w próbie jest osad, to pobierz pipetą kroplę osadu, przenieś na szkiełko podstawowe i przykryj nakrywkowym

      2. Korzystając z dostępnych atlasów rozpoznaj (jeśli to możliwe z dokładnością do 

          rodzaju lub gatunku) przedstawicieli poszczególnych grup glonów. Określ typ ich 

          organizacji morfologicznej, zabarwienie, inne cechy charakterystyczne (np. wygląd

          chloroplastów, obecność specyficznych struktur, zdolność ruchu itp.) i wykonaj 

          rysunki. 

      3. Uzyskane wyniki umieść w tabeli:    
	    Typ  

  (Klasa)
	    Rodzaj

  (Gatunek)   
	Zabarwienie
	     Inne cechy   charakterystyczne

        (zdolność ruchu, kształt itp.)

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


Pytania: 

Jakie znaczenie mają: kropelki tłuszczu obserwowane wewnątrz niektórych komórek, galaretowata substancja, w której zawieszone są pewne glony, albo dość często spotykane wyrostki  ? 
Przedstawicieli których typów (klas) glonów nie stwierdzono w badanym materiale? Uzasadnij dlaczego.

Przedstaw argumenty za i przeciw uznaniu sinic za przedstawiciela glonów. 
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