Laboratorinis darbas Nr. 5

Biologiniy objekty fluorescenciné mikroskopija

Darbo uzduotys:

1. Ardymo-surinkimo biidu susipazinti su fluorescencinio mikroskopo Liumam-2
principine optine schema (pasidaryti jos brézinj).

2. Sukalibruoti mikroskopo didinima.

3. Pasigaminti/pasiruosti bandinius mikroskopijai: a) svogino luksto atplaisa; b)
Spinato lapo gabalélj; ¢) vienalas¢iy dumbliy Igsteles; ar kity déstytojo nurodyty
objekty.

4. Uzregistruoti pagaminty bandiniy mikroskopinius vaizdus CCD kamera,
naudojant 10x, 20x ir 40x didinantj objektyva.

5. Surasti lapo zioteles ir chloroplastus, apskaiciuoti vidutinj vienalgs¢iy dumbliy
lasteliy dydi.

6. Uzregistruoti vienalgs¢iy dumbliy bandinio mikroskopinius fluorescencijos
vaizdus CCD kamera, naudojant tuos pacius didinimus, kaip fazinio kontrasto
atveju.

Darbo eiga:

1. Susipazjstame su mikroskopo sandara ir nusibraizome mikroskopo opting
principing schema (iSsiaiskinti, kam reikalingi visi elementai!).

2. Paleidziame vaizdy registravimo programa Qcapture ir UZregistruojame Zinomo
dydzio objekto, kurj nurodo déstytojas, vaizdus Qimaging kamera su jvairiais
objektyvais ir sukalibruojame mikroskopo didinima.

3. Svogiino luksto atplai$g padedame ant objektinio stikliuko, ant virSaus uzdedame
dengiamajj stikliuka ir priklijuojame lipnia juosta.

4. Du Zaliosios Spinato lapo dalies gabalélius padedame ant objektinio stikliuko
(skirtingomis pusémis j virsy), ant virSaus uzdedame dengiamaji stikliukg ir
priklijuojame lipnia juosta.

5. Uzregistruojame vaizdus Qimaging kamera. Atlickame tai, parinkdami jvairius
didinimus ir ekspozicijos trukmes.

6. Tiriant dumbliy lasteles esancias tirpale: uzlasiname lasa tirpalo ant objektinio
stikliuko ir uzdedame dengiamajj stikliuka.

7. Uzregistruojame fluorescuojanéiy lasteliy vaizdus fazinio kontrasto ir
fluorescencijos rezimais, parinkdami jvairius didinimus ir ekspozicijos trukmes.

8. Apskaiciuojame vidutinj dumbliy lasteliy dydi.

Klausimai:

1. Kam reikalingas mikroskopo objektyvas ir dichroinis veidrodis?

2. Kam reikalingi spalviniai filtrai Zadinimo ir detekcijos Sakose?

3. Kokig procediirg vadiname mikroskopo kalibravimu?

4. Kokias struktiras matome lape? Kokias svogiino lukste?

5. Kaip reikia pakeisti kameros ekspozicijos trukme, pasirinkus didesnio didinimo
objektyva, ir kodél?

6. Kas yra fluorescencija? Kuo fluorescencinis mikroskopas skiriasi nuo optinio?



