Παρουσίαση:Ν.Παπαδοπούλου Δρ.Ιατρικής Σχολής Π.Αθηνών
ΣΕΜΙΝΑΡΙΟ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ
Α. ΟΔΗΓΙΕΣ  ΓΙΑ ΤΗ ΧΡΗΣΗ ΤΟΥ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΟΥ

1. Τοποθετούμε σε πρίζα το καλώδιο παροχής ρεύματος και ανοίγουμε τον γενικό διακόπτη ( στη βάση του μικροσκοπίου).Ρυθμίζουμε την ένταση του φωτισμού.
2. Τοποθετούμε την αντικειμενοφόρο πλάκα με το δείγμα στην τράπεζα εργασίας και σταθεροποιούμε με το ελατηριωτό άγκιστρο.
3. Τοποθετούμε στο μικροσκόπιο το μικρότερο αντικειμενικό φακό (4Χ ή 10Χ) (εσωτερικά προς το μέρος του παρατηρητή, έως ότου κλειδώσει –νοιώθουμε ένα χαρακτηριστικό κλικ)
4. Με τα κομβία μετακίνησης της τράπεζας εργασίας φέρουμε το δείγμα στην ευθεία της φωτεινής δέσμης.

5. Παρατηρώντας από τον προσοφθάλμιο περιστρέφουμε με αργές κινήσεις τον μακρομετρικό βερνιέρο σε αδρή εστίαση.
6. Επιλέγουμε το σημείο παρατήρησης με τα κομβία μετακίνησης της τράπεζας και με τον μικρομετρικό βερνιέρο βελτιστοποιούμε το σημείο εστίασης.( Εάν έχει τερματίσει ο μικρομετρικός κοχλίας, τότε γυρίζουμε τον μικρομετρικό 10-15 φορές αντίθετα και εστιάζουμε με τον μακρομετρικό )  Εάν είναι απαραίτητο ρυθμίζουμε το διάφραγμα .

7. Για να παρατηρήσουμε με τον επόμενο φακό πρέπει να προσέξουμε τα εξής:

· Καλή εστίαση του παρασκευάσματος με το φακό που παρατηρούμε.

· Η περιοχή του παρασκευάσματος που μας ενδιαφέρει πρέπει να είναι στο κέντρο του οπτικού μας πεδίου.

· Να έχουμε επαρκή φωτισμό(όσο αυξάνονται οι μεγεθύνσεις τόσο περισσότερο φωτισμό πρέπει να έχουμε)

· Αν υπάρχουν οι παραπάνω προϋποθέσεις τότε μετακινώ τον φορέα αντικειμενικών φακών στον αμέσως επόμενο.

· Εστιάζουμε μόνο  με το μικρομετρικό κοχλία ( κίνδυνος καταστροφής του φακού επειδή απέχει λίγο από την τράπεζα εργασίας).
· ΠΡΟΣΟΧΗ! Οι φακοί μέχρι 70Χ λέγονται ξηροί φακοί. Από 70Χ μέχρι100Χ λέγονται καταδυτικοί γιατί κατά την παρατήρηση παρεμβάλλεται ένα υγρό που λέγεται κεδρέλαιο.(Χρησιμοποιούμε κεδρέλαιο γιατί έχει δείκτη διάθλασης 1,512 ίσο με του υλικού κατασκευής των φακών ,έτσι οι φωτεινές ακτίνες της πηγής δεν εκτρέπονται και επιτυγχάνουμε μεγαλύτερη ευκρίνεια κατά την μικροσκόπηση.)
8. Τρόπος χρήσης του καταδυτικού φακού:Τοποθετούμε τον φορέα αντικειμενικών φακών ανάμεσα σε 40Χ και 100Χ .Βάζουμε μισή σταγόνα κεδρέλαιο πάνω στο σημείο που θέλουμε να παρατηρήσουμε και με μεγάλη προσοχή μεταφέρουμε τον φακό των 100Χ ώστε να μην ακουμπήσει στο παρασκεύασμα. Με μικρές κινήσεις του μικρομετρικού κοχλία εστιάζουμε και  διορθώνουμε και τον φωτισμό εάν αυτό χρειαστεί.( Μετά τη χρήση του ο φακός των 100Χ πρέπει να καθαρίζεται προσεκτικά με διάλυμα 7 μέρη αιθέρα και 3 μέρη αλκοόλης ή με διάλυμα ξυλόλης )
9. Όταν τελειώσει η παρατήρηση ,σβήνουμε την φωτεινή πηγή , επιστρέφω το φορέα αντικειμενικών φακών στο μικρότερο φακό , απομακρύνω την αντικειμενοφόρο πλάκα ,καθαρίζω με μαλακό χαρτί τους φακούς. 

Β. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
1. Εξοικείωση με τα μέρη του μικροσκοπίου.(βλ σελίδα με εικόνα μικροσκοπίου)
2. Προετοιμασία παρασκευάσματος( βλ σχετική σελίδα)
3. Παρατήρηση 
φυτικού κυττάρου από κρεμμύδι (βλ στάδια αντίστοιχη σελίδα).
Στο κέντρο μιας καθαρής αντικειμενοφόρου πλάκας στάζουμε μια σταγόνα νερού. Από ένα κρεμμύδι αφαιρούμε από τον εσωτερικό λευκό χιτώνα το λεπτό υμένα χωρίς να παρασύρουμε και ιστό από την κάτω πλευρά.(Για να παρατηρήσουμε μονόστιβο επιθήλιο) Τοποθετούμε τον υμένα στην αντικειμενοφόρο πλάκα προσέχοντας μην αναδιπλωθεί. Αν αναδιπλωθεί ισιώνουμε με ανατομική βελόνα .Τοποθετούμε την καλυπτρίδα υπό γωνία για να μην δημιουργηθούν φυσαλίδες. Απορροφούμε προσεκτικά το νερό που βγαίνει γύρω από την καλυπτρίδα με διηθητικό χαρτί. ( Αντί για νερό μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε χρωστική Lugol- βάφει εκλεκτικά τις μεμβράνες). Τοποθετώ στο μικροσκόπιο και παρατηρώ ξεκινώντας από την μικρότερη μεγέθυνση . Διακρίνονται κύτταρα κρεμμυδιού, ομοιόμορφου σχήματος , φαίνεται το κυτταρικό τοίχωμα ,ο πυρήνας και στο εσωτερικό του πυρήνα οι πυρηνίσκοι.

4. Πλασμόλυση σε φυτικά κύτταρα κρεμμυδιού και χρώση τους:Αφαιρούμε ένα κομμάτι από τον εσωτερικό υμένα του βολβού του κρεμμυδιού, τοποθετώ σε αντικειμενοφόρο πλάκα και προσθέτω δύο σταγόνες διάλυμα καλαμοσακχάρου 1Μ (56g ζάχαρη διαλυμένα σε 100 mL H2O) , αφήνω 3-4 λεπτά. Ξεπλένω με καθαρό νερό. Τοποθετώ την καλυπτρίδα και παρατηρώ σε φακό Χ10 το φαινόμενο της πλασμόλυσης. ( συρρίκνωση κυτταροπλάσματος)

5. Παρατήρηση ζωικού κυττάρου(βλ αντίστοιχη σελίδα) 

6. Παρατήρηση πυρήνων μετά από ειδική χρώση.(σε φυτικό και ζωικό κύτταρο).

Φυτικό κύτταρο κρεμμυδιού:Ακολουθούμε την προηγούμενη διαδικασία μόνο που αντί για νερό χρησιμοποιούμε χρωστική πράσινο του μεθυλίου , που βάφει εκλεκτικά τις νουκλεοπρωτεϊνες και για αυτό το λόγο οι πυρήνες φαίνονται έντονα πράσινοι.

Ζωικό κύτταρο: με μια καθαρή αντικειμενοφόρο πλάκα ξύνουμε την επιφάνεια της γλώσσας μας ,αφού προηγουμένως έχουμε καταπιεί το σάλιο μας .Στην άκρη της αντικειμενοφόρου πλάκας μαζεύεται ένα λευκό υγρό το οποίο περιλαμβάνει και επιθηλιακά κύτταρα της γλώσσας. Σε μια άλλη αντικειμενοφόρο πλάκα αφού έχω τοποθετήσει μια σταγόνα νερό ή μια σταγόνα χρωστικής Lugol ή μια σταγόνα πράσινο του μεθυλίου ,( που βάφει εκλεκτικά τις νουκλεοπρωτεϊνες και για αυτό το λόγο οι πυρήνες φαίνονται έντονα πράσινοι),μεταφέρω λίγο από το λευκό υγρό και τοποθετώ καλυπτρίδα όπως προηγουμένως. Παρατηρώντας από μικρή σε μεγάλη μεγέθυνση διακρίνω τα επιθηλιακά κύτταρα της γλώσσας ,όπου φαίνεται σαφώς ο πυρήνας .(Μπορώ να παρατηρήσω και σε φακό των 100Χ χρησιμοποιώντας κεδρέλαιο).
*: Lugol:είναι διάλυμα 1-2g J και 4g KJ σε 100 mL H2O
7. Παρατήρηση στομάτων σε φύλλα, παρατήρηση καταφρακτικών κυττάρων και χλωροπλαστών: ( Προτιμώνται φύλλα στα οποία η επιδερμίδα ξεκολλάει εύκολα ,όταν τα σχίζουμε –π.χ. φύλλα γερανιού ,καλαμιού, από παχύφυτα κτλ-) Αφαιρώ προσεκτικά κομμάτι από το πάνω ή  κάτω μέρος της επιδερμίδας του φύλλου, τοποθετώ σε αντικειμενοφόρο πλάκα με μία σταγόνα νερό και καλυπτρίδα και παρατηρώ στο μικροσκόπιο τα στόματα των φύλλων και τα καταφρακτικά κύτταρα όπου μέσα στα τελευταία διακρίνονται πράσινοι σχηματισμοί οι χλωροπλάστες)

8. Παρατήρηση ζυμομυκήτων από καλλιέργεια: ( έχω προσθέσει μαγιά σε χλιαρό νερό και μικρή ποσότητα ζάχαρης έτσι ώστε να εμφανιστούν φυσαλίδες και φούσκωμα. Με μια οδοντογλυφίδα μεταφέρω λίγο χυλό σε αντικειμενοφόρο πλάκα, τοποθετώ καλυπτρίδα και παρατηρώ σε μεγάλη μεγέθυνση. Εντοπίζω τον πυρήνα ,τις εκβλαστήσεις των μυκήτων ) 
9. Παρατήρηση βασιδιομυκήτων (μανιτάρι) : αφαιρώ από το κάτω μέρος του μανιταριού ένα μικρό τμήμα του μύκητα . Μπορώ να παρατηρήσω τα σπόρια.

10. Παρατήρηση κίνησης μικροοργανισμών:Από  νερό από ανθοδοχείο που έχει μείνει αρκετές μέρες ή από ένα δοχείο που για αρκετές μέρες έχουν παραμείνει άχυρα παίρνω με σταγονόμετρο μια σταγόνα και τοποθετώ σε αντικειμενοφόρο πλάκα ,εφαρμόζω καλυπτρίδα και παρατηρώ στο μικροσκόπιο τους τρόπους κίνησης των μικροοργανισμών.

11. Μίτωση σε κύτταρα ακρόριζων κρεμμυδιού.( από έτοιμα παρασκευάσματα) Μπορεί να προετοιμαστεί το παρασκεύασμα σύμφωνα με τη σελίδα 35 του εργαστηριακού οδηγού. Αναγνωρίζουμε τα κύτταρα από το τετραγωνικό σχήμα τους και από την παρουσία μεγάλων σχετικά πυρήνων . Παρατηρούμε με μεγέθυνση 40Χ τα διάφορα στάδια της μίτωσης.
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