Rozsivky - pohled mikroskopika a biologa
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Pohled fyzika: Pro¢ snimkovat rozsivky pod elektronovym mikroskopem?

Shrnuti vyhod elektronového mikroskopu proti optickému ve tfech bodech:

e daleko lepsi rozliSeni = moznost ziskat vétsi zvétSeni snimku
e daleko vétsi hloubka ostrosti = cely zobrazovany objekt je ostry
e moznost zjisténi pritomnosti lehkych a tézkych prvkl a ptesného chemického slozeni
preparatu = zde konkrétné schranky rozsivek jsou opravdu tvofeny predevs§im
oxidem kfemicitym
Prvni velkou vyhodou elektronovych mikroskopt vic¢i optickym je daleko lepsi rozliseni.
Zatimco rozliSeni optického mikroskopu je urc¢eno polovinou vinové délky pouzitého svétla,
¢ili okolo 200 nm, rozliSeni skenovacich elektronovych mikroskopii je v soucasné dobé pod
jeden nanometr, ¢ili dvésteékrat lepsi. Toto ndm umoziuje snimkovat preparat s daleko vétsim
zvétSenim pii ostrém zobrazeni menSich a menSich detaill - u elektronového mikroskopu je
mozné zvétsit objekt az milionkrat (zalezi na konkrétnim stroji a nastaveni, ale dosdhnout
zvétSeni 50 000 x - 100 000 x je pro skenovaci elektronovy mikroskop dnes uz standardni
ukol), zatimco optické mikroskopy konci na zvétSeni 1 000 x - 2 000 x.

Obr. 1 Zvetseni 20 000 x - tato rozsivka je pro opticky mikroskop prilis mala, nelze ji v ném
dobre identifikovat.

Druhou nespornou vyhodou je velkd hloubka ostrosti, kterou elektronovy mikroskop
disponuje. Zatimco v optickém mikroskopu je tato veli¢ina pfimo imérna vinové délce svétla
a nepfimo umérnd numerické aperture objektivu, u elektronového mikroskopu je piimo
umérnd pracovni vzdalenosti a nepfimo imérna zvétSeni preparatu. Napiiklad na meznim
zvétSeni optického mikroskopu 1 000 x je hloubka ostrosti 0,6 mikrometrti pro svételny
mikroskop a desitky az stovky mikrometrii pro mikroskop elektronovy. Proto byla pro



snimkovani vzorku rozsivek zvolena pracovni vzdalenost 15 mm, aby tyto objekty byly celé
zaostfené az do zvétSeni priblizné 50 000 x.

Obr. 2 Ziskat takovéto obrazky rozsivky Pinnularia borealis je pro opticky mikroskop
nemozné.

Zajimavé je srovnani vzhledu vyslednych snimkl ziskanych opticky a pomoci elektront.
Zatimco v optickém mikroskopu jsou schranky rozsivek prihledné, v elektronovém nikoliv.
Divodem je mensi hloubka priniku elektroni do materidlu vzorku. Pro snimkovéni
pouzivame sekundarni elektrony, které vznikaji nepruznym rozptylem na povrchovych
atomech vzorku, a tedy mapuji topologii vzorku pouze do hloubky nékolika nanometrti.
Taktéz pracujeme s nizkym urychlovacim napétim (4 - 6 kV), abychom ziskali pouze Cistou
topografii povrchu, nezatizenou informaci o chemické nehomogenit¢ a ptipadnym
prosvitanim struktur uloZzenych hloubé&ji pod povrchem.
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Obr. 3 Rozsivka Luticola muticopsis

Co je potieba dodat jako urcitou nevyhodu pouziti elektronového mikroskopu, je to, ze
vzorek je nutné pred pozorovanim vysusit, pfipadné i odmastit, a zcela jisté¢ zvodivét. Navic
v komote elektronového mikroskopu, stejné jako v jeho ostatnich Castech, je vakuum, které
zabranuje rozptyleni elektronovych svazki na atomech vzduchu, ale miize poskodit a vysusit
mekci biologické struktury. Schranky rozsivek jsou nastésti dost pevné, jen je potieba zvéEtsit
jejich vodivost, aby se pfi snimkovani nenabijely. Proto se v napraSovacce potahuji
tenouCkou vrstvou zlata a paladia. Artefakty vzniklé timto pokovenim jsou viditelné az od
zvétSeni piiblizné 50 000 x - zde zacina byt pozorovatelna ostrlivkovitd struktura povlaku.



Tloustka 20 nm neni ani tisicinou tloustky schranky rozsivky, a tedy se nemusime bét, Ze by
pokoveni piekrylo jemné detaily na povrchu vzorkd.
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Obr. 4 Az na zvétseni 50 000 x zacina byt videt struktura zlaceni. Tvary otvoru jsou stdle
oStré.

Snimky ziskané¢ z elektronového mikroskopu jsou pfirozené cernobilé, protoze vétSina
detektorit prevadi ziskany elektronovy signal na stupné Sedi. Vyjimku tvoii EDX detektor,
urujici prvkové slozeni vzorku, kdy jsou vzorku pfifazeny umélé barvy - kazdému
detekovanému prvku jina barva. Pokud je vSak barevny snimek topologie povrchu, ktery byl
ziskan pomoci sekundarnich elektronil, jednad se o dodatecné kolorovani. Takovéto snimky
jsou zde také pouzity - pti kolorovani byl pfedevsim odstranén podklad snimku (kifemikova
desticka, na kterou byl nakapéan roztok s rozsivkami) a nahrazen ¢ernym pozadim, aby se
zdaraznil vzhled snimkované rozsivky. V ptipad¢€, ze neslo odstranit veskeré okoli rozsivky
(naptiklad lezi v mechu, ktery ji Castecné zakryva), je toto okoli obarveno lehce zelenou
barvou. Dale jsou na nekterych snimcich zlutozelen¢ zdliraznény nalezené bakterie, které
v tomto odstinu svétélkuji po osvétleni ultrafialovym zafenim.
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Obr. 5 Zleva doprava: snimek piivodni, s odstranénym pozadim a snimek kolorovany
nepravymi barvami.

Jesté posledni poznamka - SE detektor namifeny na vzorek pod urcitym thlem pouzivame
pro zdlraznéni prostorovosti obrazu - je analogii bo¢niho osvétleni v svételném mikroskopu.



Pohled biologa: Podrobnosti o vyfocenych rozsivkach
Hantzschia amphioxys

Svrchni pohled na rozsivku druhu Hantzschia amphioxys. Jednd se nejCastéji o piidniho
zastupce, jehoz schranka obsahuje drobné pory usporadané do tad, které pokryvaji celou
plochu valvy (,krabicky*). Raphe (,,linka*) je nenapadné, protoze nelezi uprostied valvy, ale
tdhne se po jejim okraji. Tento druh se vyskytuje v oblastech jizni Ameriky a Antarktidy.
Z antarktického ostrova Eagle pochdazi 1 zastupce na nasledujicich snimcich, ktery byl nalezen
v odebraném vzorku mechu.

Obr. 6 Zleva
doprava - snimek
z elektronového
mikroskopu,

z optického
mikroskopu
a snimek spodni
valvy
z elektronového

mikroskopu.

Orthoseira
roseana

Bo¢ni pohled na schranku rozsivky druhu Orthoseira roseana. Valvy tohoto druhu jsou
radialné symetrické a bez ptitomnosti raphe. Takovéto rozsivky oznacujeme jako centrické.
Orthoseira roseana je druh kosmopolitné rozsifeny a osidluje Casto stfedné vlhké mechy.
I zastupce na snimku byl soucasti vzorku mechu odebraného na ostrové Eagle (maritimni
Antarktida).

Obr. 7 Taz rozsivka v celnim pohledu v optickém mikroskopu



Pinnularia borealis

Obr. 8 Vlevo: Svrchni (vice vlevo) a bo¢ni (vice vpravo) pohled na rozsivku druhu Pinnularia
borealis. Jedna se o kosmopolitn€ rozsifeny druh, ktery dava piednost terestrickému prostiedi
(pudy, mechy), ale mizeme se s nim setkat i v rdmci efemernich vodnich ploch. Na snimku je
zéastupce nalezeny ve vzorku mechu z ostrova Eagle (maritimni Antarktida). Uprostfed Obr. 8
je snimek Pinnularia borealis ve svételném mikroskopu. Uplné vpravo je pohled na detail
schranky rozsivky ,,zdobené systémem drobnych porid. Stfedem valvy probiha raphe, které
je na koncich valvy charakteristicky zahnuté a v centralni ¢asti kapkovité rozsifené. Na
povrchu jsou viditelné bakterie, nejspise Pseudomonas prosekii.
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Obr. 8 Tato rozsivka je v antarktickych vzorcich velmi casta.
Luticola truncata

Na Obr. 9 je zachycena valva zastupce druhu Luticola truncata. Tento druh byl pozorovan
doposud jen v oblastech maritimni Antarktidy jako soucést vzorkii mechu. Jinak tomu neni
ani v pripad¢ tohoto zastupce, ktery pochazi z ostrova Eagle (maritimni Antarktida).

Obr. 9 Luticola truncata



