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1. A gyakorlat célja

A tanszéken talalhato vizi tesztorganizmusokkahzZsket alkalmazé kdrnyezettoxikologiai
tesztekkel val6 megismerkedés. Fény-illetve sztaiemszkdp segitségével tanulmanyozzuk
harom kulonboé trofikus szintél szarmazo6 tesztorganizmus tulajdonsagait. A gyakor
masodik felében a fénymikroszképpal megismert gtfydesztorganizmusokat tartalmazé
minta mirbségi és mennyiségi vizsgalatat végezzik el. Aésegi azonositas azéények
tulajdonsagai alapjan, a mennyiségi azonositasdBik&mras szamolassal torténik.

2. A tesztorganizmusok bemutatasa

A tesztorganizmusok jellegzetességei, fenntartasz@ket alkalmazd kdrnyezettoxikoldgiai
tesztek jellemd és a mérések Kkivitelezése a@kotoxikoldgiai moddszerek vizi
tesztorganizmusokkal, elméleti bevezatiai dokumentumban talalhatdzt is feltétlen
kérjuk elolvasni laborgyakorlat elétt!

3. A gyakorlat menete

3.1.Fénymikroszkdpos vizsgalat
Fénymikroszkoppal négy egydejesztorganizmus morfologiai jegyeit tanulmanyozzuk

v Chlorella vulgaris(egyseijti édesvizi alga)

v' Pseudokirchneriella subcapitatagyseiti édesvizi alga)
v' Scenedesmus subspicategysejti édesvizi alga)

v' Tetrahymena pyriformi@llati egyseji)

Fénymikroszkop bemutatasa

A mikroszkop képalkotd rendszere a targylenésébbjektiv) és a szemlencséb(okular)

all. Az objektiv a vizsgalando targyrél nagyitdtrditott allasu képet képez, majd az okular
errl a kozbend képol nagyitott egyenes allasu virtualis képet képeanikroszkép optikai
részekdl és az ezeket 6sszefoglalo mechanikai resdekb

A mikroszkop_mechanikai részaikovetkesk:

allvany

targyasztal

revolver

tubus

durva- és finombeallité csavarrendszer

> XX

mikroszkop _allvanyrésze az optikai részek rezgésmentes Osszetattédséedss,
valamint biztositja, hogy azok ko6zos optikai teygel legyenek. A targyasztak optikai
tengelyre meileges lap, kozepén kor-alaku nyilassal. A targyhsatvizszintes sikban
elmozgathaté x és y iranyba. A tubés a revolvertartia az okular és objektiv
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lencserendszereket. A tubus emelésével és sulgal allithatd be a kép élessége,
durva és finom Allitcsavarolsegitségével. A revolverfep kulonb6d nagyitasu
objektiveket tartalmazza. Mivel ez egy koncentrikesgely korul forog, kénnyedén
valthatunk nagyitast agy, hogy egysmsr egy masik nagyitdsu objektivet forditunk a
targyasztal folé.

A mikroszkop optikai részéiét csoportra oszthatok:

v" megvilagitoé rendszer
v nagyito (képalkotd) rendszer

A megvilagité rendszer részei:

« fenyforras (kollektor lencsével és rekesszel)
s tikor

+ kondenzor (g§jjtélencserendszer)

% irisz diafragma

A megvilagito rendszer fényforradehet tikor, vagy pontsZemagy fényerej izzo. Egy un.
irisz_diafragmasegitségével allithatd a féngeség. A tér minden iranyaban elmozgathat6
tikor a fényforras sugarait az optikai tengelybe veditkondenzoral a megvilagité sugarkap
numerikus aperturgjat valtoztatjuk. A nagyobb ntipfi (és nagyobb numerikus apertaraja)
objektivek &ltal igényelt nagyobb megvilagité apeit a kondenzorral biztositjuk. A
kondenzor szerepet jatszik a megvilagitdésstgeben és a Kkivilagitott targysik tertlet
nagysagaban.

A mikroszkop felépitése. 1-3 talp, 4 litksz6 a viz-
szintesre illitdshoz, 5 csuklé, 6 tdrgyasztal tarto,
7 oszlop, 8 finom dllitécsavar, 9 beosztds a finom
dllitéesavaron, 10-11 a finom 4&llit6csavar bedllitdsi
hatdrkoze, 12 durva dllitécsavar, 13 a durva 4llits-
csavar csuszdsinje, 14 fogas léc, 15-16 tubus, 17

objektiv revolver, 18 szoritékapocs, 19 tdrgyasztal,
20 okuldr, 21 objektivek, 22 kondenzor az apertura
rekesszel, 23 tiikor

1. bra: A mikroszkdp felépitése

Tovabbi megtekintésre javasolt képek a Kdrinfo mdadalalhatok:
http://enfo.agt.ome.hu/drupal/keptar/3233



Mikroszkopos vizsgalat menete
1) Elkeészitjuk a vizes preparatumot. A mikroszképtalasgalt targyat illetve élényt
targylemezen helyezzik el, folyadékba agyazzuledddmezzel fedjik le.
2) Bedllitjuk a vilagitast.
3) Betesszik a preparatumot a mikroszkopba
4) Kozel tekerem az objektivet a targyasztalhoz
5) Belenézek a mikroszk6pba
6) Tekerem a durva dllitécsavart
7) Tekerem a finom allitocsavart

A mikroszkoép kép bedllitasanal az alabbi szababesndk figyelembeé:
v' ,Mindig a legkisebb nagyitasnal kezdjik a vizsgétlagés fokozatosan valtsunk at

nagyobb nagyitasokra.”

v' A kép beallitdsa minden esetben ugy térténik, haglurva allitécsavarral kdzelitjik
az objektivet a fetllemezhez mikézben oldalrdl figyeljik a frontlendselyzetét. A
frontlencse és a fétbmez kozotti tavolsag élesre allitott kép eseténah kisebb,
minél nagyobb az objektiv nagyitasa. Nagy nagykidéloaz objektiv szinte érinti a
fedslemezt. Ha az objektivet lestllyesztettik a mikkdgiba nézve nagyon lassan
emeljuk a tubust a durva &llitécsavarral. A képetinmm allitocsavarral allitjuk
élesre.”

v' ,Szigordan tilos a mikroszkopba tekintve siillyeszgetubust.”

v A latbmemben a preparatum kis részletét latjuk. Minél nadpyabnagyitas, annal
kisebb ez a terulet.”

v' ,Kezdd mikroszképaléknal éfordul, hogy nem a vizsgalandé targyat szemlélia.eH
targyasztalt elmozditjuk és az altalunk képnek v@iinemény” nem mozdul el,
valésziriileg a kondenzor frontlencséjét allitottuk élesigwaz okular lencséin 18v
porszemeket szemléljiuk.”

3.2.Sztereomikroszkoépos vizsgalat
Sztereomikroszkop segitségével harom magasabbezieési szinten allo tesztorganizmus
tulajdonsagait tanulmanyozzuk:

v" Lemna minoi(apré békalencse)
v Heterocypris incongruen@desvizi kagylésrak)
v' Daphnia magndvizibolha)

Sztereomikroszkép bemutatasa
A sztereomikroszkop két objektivvel és két okularrandelkezik. Sztereomikroszkép

készithed két mikroszkdptubus 6sszeépitésével. A két milkdyszegyike jobbrél, a masik
balr6l nézve képezi le a targyat, és igy egymdassé kilonboé képek keletkeznek. Az
egyik képet az egyik, a masikat a masik szemmgefig, a targyrol térbeli képet kapunk. A
sztereomikroszkop fontos része a képforditd priemdszer, mely segitségével a kép egyenes
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allasuva és oldalhelyessé valik. A sztereomikroppk@sak kisebb nagyitasokra (legfeljebb
100-szoros nagyitasig) hasznaljuk, mert nagyoblyitékor kicsiny a mélységélesség.

3.3.Ismeretlen minta kvalitativ és kvantitativ vizsgalda
Minden hallgaté egyedi mikroba-szuszpenziot tartalén mintaszammal ellatott kémcsovet
kap. El$ koérben a mintaban talalhato egysdgsztorganizmusok azonositasat kell elvégezni,
majd a mintaban lévalgasejtek mennyiségét kell meghatarozni Birkenkasegitségével.

A minta kvalitativ vizsgalata

Az ismeretlen szuszpenziobol vett minta fénymikkdggpal tortéd tanulmanyozasa soran a
megismert mikromorfologiai jegyek meglétének vaggngdnak szambavételével torténik a
tesztorganizmusok beazonositasa. A mintaban az di@boroltak kozll lehet 24 féle
tesztorganizmus:

v Chlorella vulgaris

v' Pseudokirchneriella subcapitata
v' Scenedesmus subspicatus

v' Tetrahymena pyriformis

A minta kvantitativ vizsgalata - Biirker-kamras szanolas'
A laborgyakorlat soran alkalmazasra kér@urker-kamras sejtszamolds a szamlalokamréas
eljarasok kozé tartozik.

»A szamlalokamrak altalaban kulonlegesen kiképt#atiylemezek, amelyeken ismert terfilet
beosztas van. A fétbmez felvételével meghatarozott magassagu rétegkkeik és igy a
beosztasban elhelyezketblyadék térfogata ismert.

A Burker-kamra két négyzethaldés beosztasu teret tartalmaz. AdkiGanégyzetek terllete
1/400 mni, a nagyalakuak teriilete 1/25 mnviélységiik fedlemezzel valé lefedésénél 0,1
mm. Az 1 milliliterben l€¥ sejtszamot ugy kapjuk meg, hogy a kisalaku néegyheiz tartozo
atlagos sejtszamot 4*3@al, a nagy négyzetekhez tartozét pedig 2,841l szorozzuk. A
Birker-kamra két, egymastél vjattal elvalasztodgyzetes beosztast tartalmaz, igy két
kilénb6d szuszpenzid vizsgalatara alkalmas. A megszamldlantégyzeteket a
szamlalokamra egész felllgiervéletlenszeien vélasztjuk ki. A szamlalasnél céldzer
kovetkezetesen a félsés a jobb oldali hatarvonalon twsejteket a négyzet belsejében
lévokhoz adni.”
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2. abra: Sejtszamolas menete 3. abra: Burker-kamra mikroszképos képe
(http://www.mokkka.hu/drupal/keptar/3257) (http://dnsafazekban.blog.hu/2011/03/15/sejtteny

esztes)



4. Jegydkonyvvel szemben tamasztott kovetelmények:
A leadott jegy#konyvnek tartalmaznia kell az aldbbiakat:

<

Gyakorlat célja

Felhasznélt eszk6zok

Gyakorlat menete

Gyakorlat soran hasznalt mikroszképok tipusa, naggk
Vizsgalt tesztorganizmusok tulajdonsagai — megfiggek
Mintavételi sajatsagok

Mintaszam

Szamolas

Végkovetkeztetés
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A laborgyakorlat elején beugrd zh megirdsavaizggink meg a hallgato felkészultségér

A zh teljesitéséhez sziikséges tudnivaldk elssgatidz az aldbb felsorolt anyagok atnézése
ajanlott:

v' Okotoxikoldgiai mddszerek vizi tesztorganizmusokgghkorlathoz tartozo elméleti
bevezetés
v" Valamint jelen laborgyakorlati leirat



