FrantiSek Weyda a kolektiv autort

Vybrané metody studia hmyzich

fosilii v jantaru

Jantar je fosilizovana pryskyfrice nékterych druhu pravékych stromii, stara
obvykle 25-40 milionu let (nejstarsi nalezy vysoce pfesahuji 100 miliont let
a nejmladsi forma — kopal - vznikala jen pred nékolika desitkami aZ stovkami
tisic let). Jantar existuje v nékolika formach podle mista ptivodu a barvy. Stejné
jako casto vidime hmyz ,,utopeny“ ve viskézni pryskyrici soucasnych stromi
nebo erstvych parezi, kam spadl ¢i byl touto vysoce adhezivni hmotou pftile-
pen a posléze pohlcen, tak se délo v minulosti i s hmyzem, ktery ,,navéky* spo-
¢iva uzavren v pryskyfici, jeZ se postupné stala jantarem. V jantaru ale najdeme
kromé hmyzu a jinych organismii i vzduchové bubliny, prachové castice, kapky
vody, rostlinny detrit a dalsi inkluze. Organismy jsou v jantaru diky fosilizaci
vétSinou hire, vzacnéji lépe zachované. Vyjimecné se zachovala i bunécna
struktura, a tak 1ze nékdy rozlisit riizné komponenty jako tfeba bunécnou sté-

nu, jadro, chloroplasty nebo vakuoly.

Problematika jantaru i hmyzich fosilii
uzavienych v ném je velmi zajimavé z vice
dtvodu. Zejména pro nés predstavuje do-
tek historického vyvoje p¥irody, kde stale
zbyva hodné neznamého. Jantar se stal
pfedmétem, ktery hlavné jako $perk do-
provazi ¢lovéka odnepaméti — historické
nélezy se vztahuji k tsvitu déjin lidstva.
Pred zacatkem naseho letopoctu existova-
ly jantarové stezky a jantarem se v antice
zabyval napf. Plinius starsi (ten si pov§iml
i inkluzi — objektt1, které se napf. vnofily
do né&jakého média, v nasem pifipadé jan-
taru, a zastaly zde natrvalo). Nelze na tom-
to misté nevzpomenout film Jursky park,
kde jsou urcité navaznosti vedouci az
k pfedstavam o mozZnosti klonovani pravé-
kych zivoc¢ichti z DNA uchované v janta-
ru. Otazka, zda dodnes zlstava v jantaro-
vych fosiliich zachovdna DNA, zaméstnava
fadu védci. V soucasnosti pievazuje nézor,
ze DNA pravdépodobné zachovéna neni,
a to ani u kopélu. Klonovan{ dinosaurt se
asi konat nebude. OvSem predstava, Ze né-
ktery hmyz navéky dlici uvnitf starsich
jantartd zfejmé lezl i po tehdy zijicich dino-
saurech, je skute¢né fascinujici.

Jantar s jeho hmyzimi fosiliemi ndm v8ak
hlavné umoziuje dovédét se néco o vyvo-
ji vyhynulych druht hmyzu p¥ibuznych
druhtim recentnim, zejména pak o téles-
nych a jinych adaptacich na tehdejsi pro-
stfedi. Ukolem tohoto &lanku je ukazat, jaké
moderni techniky lze vyuZit pro pfiblizeni
se k hmyzu uzavienému v jantaru, jak ho
vizualizovat a pfipadné uvolnit pro blizsi
studium. Nepokryjeme zde vSechny do -
stupné techniky, k nimz patff napt. infra-
Cervena spektroskopie, synchrotron nebo
mikroskopie atomarnich sil (AFM) a dal-
${. Na$im pfanim je inspirovat odborniky
ke studiu fosilii v jantaru. Uvédomme si, Ze
kazdy kousek jantaru s inkluzi znamenéa
jedinetny preparat se specifickymi vlast-
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1 Ptiklad dobré makrofotografie fosilii
uchovanych v jantaru — nachazely se
blizko povrchu. Zéstupci brachycernich
(podtad Brachycera) dvoukiidlych
(Diptera) z ¢eledi hrbilkoviti (Phoridae)

nostmi mirné odlisnymi od ostatnich —
podle toho, jak vznikl, jaky hmyz a v jakém
stavu se do néj kdysi dostal a za jakych
podminek probihala fosilizace. Na druhé
strané stoji skute¢nost, Ze kdyz vybrany
kus otevieme a fosilii vyjmeme a zpracu-
jeme, dany ptivodni unikatni vzorek tim
vlastné znic¢ime.

Instituci, vyzkumnych tymd a védct,
ktefi se v minulosti nebo v soucasnosti
zabyvaji studiem jantaru a jeho inkluzi, je
mnoho. Pokryvaji obory od taxonomie,
chemie, biochemie, anatomie aZ po mole-
kulédrni biologii. Nés zajimaji dva sméry
vyzkumu: metody studia hmyzich fosilii
v jantaru a stav hmyzich tkani po této fosi-
lizaci. Chtéli bychom pfedstavit metody,
které vyuzivame, a ukazat pfiklady toho,
co jsme zjistili.

Digitalni fotografie v dennim svétle

Biologtim poskytuje digitalni fotografie za-
kladni, dostupny a efektivni dokumentac-
ni prostfedek (podrobnéji napt. viz Ziva
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2003, 6). Ma v3ak své zdkonitosti, které
musime znat, abychom dosahli p¥ijatel-
nych vysledkd. Jantar a fosilie v ném pa-
t¥i z fotografického pohledu k obtiZznym
objektiim. Jantar je z optického hlediska
komplikované prostiedi (lom a rozptyl
svétla) a objekty byvaji uvnitf, nikoli na
povrchu. Navic jantar neni ¢iry, obsahuje
kontaminace (detrit), praskliny, plynové
bubliny atd. Vysledné snimky nebyvaji
v takovém piipadé nejlepsi. Idealné pra-
cujeme s jantarem vyle$ténym a zbrou-
Senym tak, aby fosilie lezela co nejblize
k povrchu. Tim se minimalizuje vliv jeho
optickych vlastnosti. Studované biologic-
ké objekty byvaji malych az mikroskopic-
kych rozméri a tady nastupuje ,,extrémni
makrofotografie” s pouzitim specialnich
makro- a mikroobjektivti (obr. 1 a snimek
na 2. str. obalky).

Méme tu ovSem jesté jeden fenomén,
no¢ni miru ,,extrémnich” makrofotograft,
a to hloubku ostrosti (depth of field). Na
druhé strané ale také jednu velkou vyho-
du - fosilie v jantaru jsou mrtvé, tedy
nepohyblivé. Toho lze vyuzit v moderni
technice, jiz se ¥ika sklddéni obrazu z vrs-
tev. Vyfotografujeme fosilni hmyz jako
sérii postupné jednim smérem zaostfova-
nych vrstev (fokusa¢ni série) a vysledny
obraz pak z nich slozime (obr. 2) v nékte-
rém ze specializovanych pocitacovych
programu (volné dostupny napf. Combi-
neZP nebo PICOLAY, z komer¢nich vynika-
jici Helicon Focus).

Digitélni fotografie

v infracerveném svétle

Kromé ,.konvenc¢ni“ digitalni fotografie tu
mame jesté védeckou digitalni fotografii,
kterda umf{ pracovat i se svétlem jinych nez
béznych vinovych délek ve viditelné oblas-
ti. Ultrafialové svétlo neni vhodné, nebot
jantar vykazuje silnou autofluorescenci.
Infracervena oblast svétla (pfesnéji oblast
blizka infracervené, tedy N-IR, near-infra-
red light) vyhodna naopak je. VInové dél-
ky v rozsahu 750—-950 nm mohou pfispét
k zobrazeni urcitych detaila, které ve vidi-
telné casti svétla nejsou zretelné. Nékteré
digitalni fotoaparaty dokazi pracovat v této
oblasti. Navic existuje moZnost ipravy
¢ipu fotoaparétu (odstranéni IR filtru). Pro
podrobnosti odkazuji na publikace vznik-
1é v Laboratofi digitdlniho zobrazovani
v entomologii pti Entomologickém dstavu
Biologického centra Akademie véd CR (v le -
tech 1999-2011, www.entu.cas.cz/labdi-
git/czech/czech.htm).

Stolni skenery

SlouZi nejen pro skenovani dokumentti,
ale i trojrozmérnych pfirodnin viceméné
plochého tvaru. Jejich pfednosti je rychlé
pofizeni obrazové dokumentace v dosta-
tecné kvalité, napt. pro katalogiza¢ni acely.
Ne kazdy skener ma vsak vhodné para-
metry. Dostate¢né vysledky poskytne p¥i-
stroj, ktery zvlada podstatné vétsi hloubku
ostrosti nez kancelafsky papir (existuji
i specialni 3D skenery). Vyhodou byva
diapozitivni (filmovy) nastavec — pak mtize-
me pofizovat obrazy pfirodnin nejen v do-
padajicim svétle (béZzny skenerovy mad),
ale i ve svétle prochédzejicim (obr. 3). Ske-
nujeme na nejvy$s{ hardwarové (nikoli
softwarové) rozligeni.
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2 Skladani fotografického obrazu.

Dil¢i snimek s malou hloubkou ostrosti
(obr. a) a fotografie sestavena ze tii
snimki v programu PICOLAY (b)

3 Obrazovy zdznam jantaru s nematocer-
nim (podfad Nematocera) dvoukiidlym
hmyzem z ¢eledi smutnicoviti (Sciaridae)
pofizeny skenerem (Canon 8800F)

v dopadajicim (nahote) a prochazejicim
svétle (dole). Rozliseni 1 200 dpi

4 Extrakce biologickych objektt

z jantaru. Vlevo apikalni ¢ast kousku
jantaru obnaZena pomoci Ziletky az

k povrchu fosilie (snimek z elektronového
rastrovactho mikroskopu, SEM).

Po piibliZzeni tésné k objektu obnazila
ziletkou opatrné odlomena vrstva jantaru
uvnitf ukryty hmyz. Na snimku vpravo
muZeme vidét kiidla, dutinu hrudi

a zadecku se zbytky tkani (fotografie

z Low Temperature Field Emission
Scanning Electron Microscope,
LTFESEM). Zastupce brachycernich
dvoukiidlych (Diptera)

5 Snimek distalniho okraje vnitini
plochy kiidla pakomara (Chironomidae)
v rastrovacim elektronovém mikroskopu
LTFESEM (Jeol JSM-7401F).

Z kiidla vystupuji smyslové senzily.
Cetné malé prohloubeniny jsou vstupy
do dutin mikrotrichii (senzilam podobné
pseudostétinky, ale bez nervovych
zakonceni).

Mechanicka extrakce fosilnich inkluzi
z jantarovych ulomka

Po dtikladném vyfotografovani (naskeno-
vani) pro dokumentac¢ni déely (dal pouZije -
me destruktivni metodu) upevnime kousek
jantaru s fosilnim hmyzem do pevného
drzaku (napf. improvizovany minisveéra-
¢ek). Acetonem ocisténou (zbavenou tuku)
a buni¢inou otfenou Ziletkou velmi opa-
trné jantar odkrajujeme (pfipadné odla-
mujeme tenci vrstvicky), az se dostaneme
tésné k fosilii (obr. 4 vlevo). Pak pokracuje -
me je$té opatrnéji, dokud fosilii neodkry-
jeme (obr. 4 vpravo), popfipadé ji po ¢és-
tech vyjmeme z jantaru. Druhou moZnosti
je plochu v té&sné blizkosti fosilie zadistit
jemnym pilnikem a ru¢né obrousit navlh-
¢enym (chlazeni) smirkovym papirem.
Vyhoda tohoto pfistupu spociva ve vétsi
kontrole pronikani k fosilii. Profesionalni
postup pfi této metodé vyuzivda modelai-
ské minibrusky se sadou zaménitelnych
néastroju (vrtaki, brusnych minikotouckd,
fezaku atd.). Extrahovanou fosilii (tedy
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spise jeji ulomky) prohlédneme pod bino-
kularni lupou a déle zpracujeme.

Opticka mikroskopie

(LM, Light Microscopy)

P¥i studiu fosilif v jantaru opticky (své -
telny) mikroskop vyuZijeme zejména pro
kontrolu a fotografovani detailti v bino-
kulédrni lupé, otevirani jantaru a vyjmuti
fosilie (rovnéZz pod binokularni lupou foto-
grafujeme postup extrakce) a prohliZzeni
a fotodokumentaci polotenkych (1-2 wm)
fezli zhotovenych na ultramikrotomu (po -
drobné viz pozdéji).

Elektronova rastrovaci mikroskopie
(SEM, Scanning Electron Microscopy)
Zapojeni této techniky do vyzkumu fosilii
(zah4jil P. Mierzejewski v r. 1976) posu-
nulo zadsadnim zptisobem nase moznosti.
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Rastrovaci elektronovy mikroskop (ske-
ning) ndm umoziiuje prohlédnout s vyso-
kym rozlisenim a hloubkou ostrosti povrch
toho, co jsme z fosilie extrahovali. Diky
tomu, Ze jsou objekty suché, nemusime je
odvodnit a vysusit. Pouze je nalepime na
ter¢ik (nejlépe lepidlem s koloidnim st¥ib-
rem), pozlatime metodou vakuového na-
praseni (sputtering) a prohlizime. Moderni
rastrovaci mikroskopy jsou vybaveny do-
stateGnymi parametry pro praci na vysoké
drovni. Specificky typ rastrovaciho elek-
tronového mikroskopu — LTFESEM (Low
Temperature Field Emission Scanning
Electron Microscope) pouzili pro vyzkum
jantaru a jeho fosilii M. Speranza a kol.
(2010). Jeho pfednosti je napt. velmi vysoké
rozliseni (obr. 5). M4 rovnéZ zmrazovaci
m6d, ktery ale nent pro tcely studia janta-
rovych fosilii nezbytny.

ziva.avcr.cz

© Nakladatelstvi Academia, SSC AV CR, v. v. i., 2014. Pretisk &lanku véetné obrazkd se vyslovné zapovida. Veskera prava véetné prava reprodukce jsou vyhrazena.



Elektronova prozarovaci mikroskopie
(TEM, Transmission Electron
Microscopy)
Jako jeden z autort tohoto ¢lanku (F. Wey-
da) si neodpustim maly historicky tvod.
Kdyz jsem zacdtkem 70. let 20. stol. navste-
voval jako student P¥irodovédecké fakulty
UK v Praze kurz Zaklady elektronové mi-
kroskopie a drzel v ruce prvni zkusebni
sérii blockt zpolymerizované pryskyfice
(Epon-Araldit), mél jsem dojem, Ze mi néco
pfipominaji. Uvédomil jsem si, Ze se svou
Lwhustou®” Zlutou barvou i mechanickymi
vlastnostmi ($lo do nich rypat) podobaji
jantaru. P¥i krajenf polotenkych a ultra-
tenkych fezl z téchto blockti mne napad-
lo, zda by 8Sel na ultramikrotomu krajet
i jantar. Tehdy jesté nebyly k dispozici
publikace popisujici studium ultrastruk-
tury jantarovych fosilii. K realizaci této
myslenky — jak to obc¢as ve védé chodi —
jsem se bohuZel dostal aZ mnohem pozdé-
ji. To uz existovalo nékolik praci o ultra-
struktufe tkani biologickych objektd (na
pocétku stali vr. 1982 G. O. Poinar a R. Hess
¢lankem v Casopise Science). Stale inspi-
rativni je ale pfedevsim dnes uz klasicka
préce D. A. Grimaldiho a kol. (1994).
Jantar se nastésti vyznacuje vlastnostmi,
které umozniuji predkrojit na dalezitém
misté (kde lezi fosilie) pyramidu pro kra-
jeni polotenkych (1-2 um) fezu (obr. 6b).
S trochou Sikovnosti 1ze ziskat i pramérné
ultratenké fezy, i kdyZ ponékud potrhané
a s dutinami (obr. 6¢). Dutiny miaZeme vy-
plnit pryskyfici pouzivanou v elektronové
mikroskopii a nechat zpolymerovat p¥i niz-
§ich teplotéch nez obvykle. Jantar se kraji
lépe na diamantovém nozi; vzhledem k ri -
ziku p¥itomnosti tvrdych minerélnich ¢és-
sklenény. Na hotovych ultratenkych fezech
se Gasto vyskytuji artefakty, za v§echny
uvedeme typické ,,vInkovani“ fezu viditel-
né pii vétsim zvétseni (obr. 6d). Nicméné
studium ultrastruktury zbytk fosilizo-
vanych tkdni p¥inasi fascinujici vysledky
(obr. 7). Zbyva vytesit otazku nutnosti kon-
trastovani ultratenkych fezt fosilii z jan-
taru. NemtZzeme zatim dat jednozna¢nou
odpovéd, ale i nekontrastované fezy jsou
pouzitelné pro zobrazovéni v TEM.

Konfokalni mikroskopie

(CM, Confocal Microscopy)

Tento typ mikroskopu se stal neoceni-
telnym pomocnikem jak v biologickém
a medicinském vyzkumu, tak i pfi studiu
povrchovych vlastnosti riznorodych tech-
nickych materialé (viz také Ziva 2006, 6:
245-248). Zatimco studium textury a slo-
zen{ povrchil vyuziva schopnosti mikro-
skopu detekovat odrazené svétlo, biolo-
gicky vyzkum je zaloZen na detekci svétla
vzorkem vyzéateného. Latky schopné po
ozafreni (excitaci) svétlem urcité vlnové
délky ¢ést svétla absorbovat a nasledné
vyzafovat (emitovat) svétlo o vyssi vino-
vé délce, oznacujeme jako fluorofory. Ty
mohou byt pfirozenou soucasti organické-
ho materialu (autofluorescence), nebo jsou
do organismu uméle zaclenény a slouzi
k pfesnému oznaceni specifickych bunéc-
nych struktur (napf. mitochondrii, Golgiho
aparatu, endoplazmatického retikula), p¥i-
padné se vazi na biologické makromole-
kuly, jako bilkoviny ¢i nukleové kyseliny.
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Kombinaci fluorofort emitujicich svétlo
riznych vlnovych délek lze v jedné tkani
soubézné zachytit nékolik struktur.
Konfokalni mikroskop je druhem své-
telného mikroskopu, ktery neinvazivnim
anedestruktivnim zpisobem provadi optic-
ké fezy Zzivymi nebo fixovanymi tkanémi
do hloubky az 100 um. K nej¢ast&ji pouZi -
vanym technikdm patii laserové rastrova-
ci konfokalni mikroskopie, kde skenujici
za¥{zen{ posouva ohnisko excitujiciho lase -
rového paprsku, a tak bod po bodu ozafu-
je vzorek. Pomoci fadkovani jsou snimany
optické body v roviné xy a diky pfesné de -
finovanému posuvu objektivu v ose zi jed-
notlivé optické fezy. Svételny signal spolu
se soufadnicemi analyzovanych bodt za -
znamendva v ¢iselné formeé pocitac a digi-
talni data se pfevadéji na obraz. Ze série
horizontalnich optickych fezi lze rekon-
struovat zvétsenou 3D projekci, kterou
muZeme zobrazit v libovolném zorném
thlu, popfipadé sestavit vertikalni optické
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fezy vzorkem. Zakladni pfednost konfo-
kalni mikroskopie tkvi ve vyssi rozlisova-
ci schopnosti dané priichodem svétla pies
konfokaln{ clonku, zajistujici odfiltrovani
rusivého pozadi z mimoohniskovych ro-
vin obrazu a ohyb svétla na kruhovém
otvoru. Vysledny obraz je tudiZ konjugo-
van (spojovan) se zaostienou, tj. fokalni
rovinou optické aparatury (z tohoto pro-
pojeni byl odvozen nézev mikroskopu).
Kromé detekce odrazeného, rozptylené-
ho nebo emitovaného svétla je konfokalni
systém vybaven modulem, ktery obsahu-
je fotonédsobi¢ pro detekci prochazejictho
svétla s moznosti polarizace svétla a dife-
rencialniho interferen¢niho kontrastovani
(DIC). V tomto p¥ipadé excita¢ni paprsek
neni odraZzen zpét do objektivu, ale pro-
chazi vzorkem p¥imo do detektoru. Digital-
né sestaveny cernobily obraz pfedstavuje
obdobu snimku ziskaného klasickym své-
telnym mikroskopem. Zatimco svételny
mikroskop v kombinaci s barevnou CCD
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6 a-d Rezy fosiliemi v jantaru pro
optickou (LM) a elektronovou mikroskopii
(TEM): obr. a — pyramida na povrchu
jantaru s konéetinou hmyzi fosilie
(okrouhla dutina); b — polotenky fez
odkrojeny z pyramidy; ¢ — ultratenky fez
odkrojeny z pyramidy; d — jako typicky
artefakt na ultratenkych fezech
jantarem najdeme ,,vilnkovani“ fezu
viditelné pfi vétsim zvétseni.

7 a-d Ultrastruktura fosilii hmyzu

z jantaru (TEM): obr. a — pfiklad
zachovani ultrastruktury kutikuly

a epidermis u nékterych hmyzich fosilii
z baltského jantaru; b — p¥i¢ny fez
smyslovou senzilou zastupce
brachycernich dvoukiidlych patrné

z ¢eledi hrbilkoviti se zachovalym
valcem uprostfed senzily (smyslové
stétinky, patrné mechanoreceptorické,
registrujici tlak) a epikutikulou na jejim
povrchu; ¢ — podélny fez trachealnim
vakem neurc¢eného brachycerniho
dvoukiidlého hmyzu; d — fez kutikulou
neur¢eného zastupce brachycernich
dvoukiidlych s ¢ésti tkdné pod
epidermis — zfetelné jsou vidét bunécné
vakuoly a mitochondrie. Snimky

F. Weydy, pokud neni uvedeno jinak

8 Kiidlo pakomara v konfokalnim
mikroskopu (CM). Vlevo 3D rekonstruk-
ce z 42 polotenkych (1 um) nebarvenych
fezli. Vpravo anaglyf — pocitacem
vytvofeny obraz z jednotlivych barevné
separovanych komponent obrazu vlevo,
které pfi prohliZeni ve specialnich
barevnych brylich vytvareji 3D efekt.
Foto H. Sehadova.

Obr. 8-10 byly pofizeny v transmisnim
moédu konfokalniho mikroskopu
vybaveném ¢tyfmi lasery, systémem
AOBS (Acousto-Optical Beam Splitter)
a spektrdlnim detekénim systémem
zajistujicim vysoky stuperi citlivosti

a kombinovatelnost az ¢tyf barev
fluorescen¢nich markert.

9 Pii¢ny fez zadnim stfevem pavouka
z baltského jantaru v konfokalnim
mikroskopu. Zleva: polotenky fez

(1,5 um, nebarveny, v konven¢nim
optickém mikroskopu); tentyz fez v kon-
fokalnim optickém mikroskopu sloZeny
z 15 fezl; anaglyf z prostfedniho
obrazku. Foto H. Sehadova

10 Detail pfi¢ného fezu zadnim
stfevem pavouka z baltského jantaru

v konfokélnim mikroskopu: obr. a — 3D
rekonstrukce z 29 polotenkych (1,5 um)
nebarvenych fezli; b — anaglyf obr. a;

¢ — obrazova analyza (ACC Structure
Enhancement) v programu ACC Image
Structure and Object Analyser
vychdzejici z obr. a; d — detailni pohled
na klk stfeva a peritrofickou membranu
v konven¢nim optickém mikroskopu.
Foto H. Sehadova

kamerou umoziluje vizualizaci obrazu
v redlnych barvéach, konfokélni mikroskop
poskytuje vyhodu postupného proostio-

vani objektu v ose z. PfestoZe jsou jednot -
livé snimky naru$eny $umem z mimo -

ohniskovych rovin, da se z takto ziskané
série snimkti pomoci specializovanych
programu odfiltrovat nezaostieny signal
a zrekonstruovat ostry 3D obraz (viz obr.
8-10, prohlizeji se specidlnimi brylemi).
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V porovnani s tradiénimi mikroskopic-
kymi technikami je pouziti konfokélni mi-
kroskopie p¥i studiu biologického mate-
ridlu v jantaru novinkou. Relativné dobra
propustnost jantaru umoziuje skenovani
malych, zcela nebo ¢4ste¢né prihlednych
organismu (pfipadné ¢asti organismu vét-
§ich) v transmisnim svétle a ndslednou
rekonstrukci 3D obrazu. Podminkou je
umisténi tkdné ve slabé vrstvé ¢irého jan-
taru, jehoz mozné tloustka zavisi na hloub-
ce ostrosti daného objektivu. Imerzni objek-
tivy tedy mtizeme zvolit pouze pro inkluze
umisténé tésné pod povrchem jantaru.
Nejvétsi vyhodu pfinasi uziti suchych
objektivii s mensim zvétsenim a vysokou
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hloubkou ostrosti. Za pomoci konfokélni
mikroskopie doslo napf. k rekonstruci 3D
obrazu 140 miliont let staré pavuciny ukry-
té v usazenindch jantaru objevenych na
pobfezi jizni Anglie (Brasier a kol. 2009)
nebo k zobrazeni anatomické struktury
pylovych vackt u chalcidek z ¢eledi fi -
kovnicoviti (blanok¥idli — Hymenoptera:
Agaonidae; Compton a kol. 2010). Pfi stu-
diu plisni ve §panélském jantaru se zase
podatilo rozpoznat mumifikované formy
plisni od jejich mineralizovanych forem,
a odhalit tak vzdjemné vztahy v mikro-
spolecenstvu. Zatimco chitinové bunétné
stény mumifikovanych forem emituji auto-
fluorescencni signél, mineraly obsazené
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v mineralizovanych formach svétlo odra-
zeji (Speranza a kol. 2010). Intenzita auto-
fluorescence navic ur¢uje stupeil mumifi-
kace.

Vétsina biologickych objektt viak ztista-
va svou velikosti nebo umisténim v hlubsich
vrstvach jantaru pro zobrazeni konfokal-
nim mikroskopem nedostupna. Znacné
problémy pfi rastrovani vzorku ¢inf téz
rizné praskliny a bubliny vzniklé béhem
procesu tuhnuti, které zptsobuji nezadou-
ci lom dopadajiciho svétla. Jak vyplyva
z recentnich studii riznych biologickych
objekti, konfokaln{ analyza pfindsi cen-
né poznatky, jeZ nelze ziskat jinymi mikro-
skopickymi technikami. To, Ze si organismy
uloZené miliony let v jantaru zachovévaji
schopnost autofluorescence a Ze jsou zde
piitomny organické latky odrazejici svétlo
(napf. chitin v kutikulach ¢lenovcti), pod-
poruje vyuziti konfokdlnf mikroskopie pro
studium objektt v jantaru.

Mikroradiografie

K zobrazovani biologickych vzorkt jiz
nékolik let ispésné pouzivame také mi-
kroradiografii (viz Ziva 2008, 6: 286-288).
Proto jsme se rozhodli aplikovat tuto me-
todu i na struktury uvnitf jantaru. Uplat-
néni Roentgenova zafen{ se zakldda na
skute¢nosti, Ze neni pro zobrazované objek-
ty destruktivni. Rychlé nahledy do vniti-
nich struktur vzorkd umoZiiuje mamo -
grafické rentgenové zatizeni, vhodné i pro
vétsi objekty. Pro lepsi prostorové rozli-
eni a kvalitu obrazu slouZi rentgenova za-
fizeni s mikroohniskem. V zobrazovéni
jantard vyuzivame vlastnosti geometric-
kého zvétseni, proto musime pro vétsi
prostorové rozliseni zvolit co nejmensi
ohniska rentgenovych ptistroji. Vzhledem
k tomu, Ze biologické struktury jsou na -
sycené stejnym materidlem (pryskytice),
maji vzorky téméf shodny ttlum pro rent-
genoveé zafeni a obtiZné se zobrazuji pomo-
ci rentgenovych filmovych technik. Zde
Gspésné pracujeme s digitdlnimi pixelo-
vymi detektory s vysokym dynamickym
rozsahem pro dosazeni velmi dobrého
kontrastu.

o Mamografické rentgenové za¥izeni
Planmed Nuance Excel

Tento piistroj ma wolframovou anodu s ve -
likosti ohniska rentgenky 100 um. Dostup-
né zvétSeni jsou 1,6, 1,8 a 2,0. Pouziva se
digitdlni amorfni selenovy detektor o roz-
mérech 354 x 368 mm. Hrana pixelu je
85 um a celkové prostorové rozligeni
2 816 x 3 584 pixelt. Vzorky mohou byt
umistény pfimo na detektor nebo lze pro
zvétSeni nad néj umistit specidlni drzak.
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e Mikroohniskové rentgenové zafizeni
Hamamatsu
Uvedeny systém obsahuje mikroohnisko-
vy rentgen s wolframovou anodou s veli-
kosti ohniska 5 um. Posuvny stolek umoz-
fiuje pohyb vzorku v osach x, y, z a jeho
rotaci, které se vyuziva pro mikrotomogra-
fii. Amorfni kiemikovy detektor s pixely
o hrané 100 um slouZi jako zobrazovac.
e Mikroohniskové rentgenové zafizeni
FeinFocus
Tato aparatura se sklada z rentgenu s mi -
kroohniskem o velikosti 1 um a drzakem
vzorku v podobé posuvného stolku. Jako
zobrazovac pouzivame detektor Medipix21
(vyvinuty ve vyzkumném tstavu v CERNu
ve Svycarsku ve spolupraci se 17 univer-
zitami a vyzkumnymi tymy; https://me-
dipix.web.cern.ch/medipix/pages/medi-
pix2.php), ktery je rozdélen na matici bunék
512 x 512 pixelt o hrané 55 um.
Podrobnéjsi problematika aplikace mi-
krorentgenografickych technik ve vyzkumu
fosilif v jantaru (v€etné obrazové doku-
mentace) piekracuje rozsah tohoto ¢lanku,
proto odkazujeme na specializované publi -
kace (napf. Dammer a kol. 2013).

Rentgenova mikrotomografie

Vypocetni tomografie (CT, Computed To-
mography) umoziiuje nedestruktivni a kva-
litni 3D vizualizaci a analyzu vnitfnich
mikrostruktur biologickych vzorki, skele-
th a mékkych tkani v lékafstvi, materiala
z oboru geologie, kompozitnich a textil-
nich materiald apod.

Z tady rentgenovych projekci provede-
nych v odlisnych dhlech se ziskdva mate-
matické rekonstrukce obrazu. Rentgenové
paprsky pfi prichodu raznymi materidly
slabnou, stupen absorpce je mensi nebo
vétsi v zdvislosti na hustoté materialu.
Koeficientem absorpce zéfeni se vyjadiu-
je schopnost konkrétnich latek pohlcovat
rentgenové zafeni. V piipadé, Ze vyzafova-
né energie ztstava konstantni, pohlcovani
rentgenovych paprski zavisi pouze nama -
terialu, kterym prochézeji.

Stolni mikrotomograficky piistroj Sky -
Scan 1272 patfi k vykonnym zafizenim
tohoto typu s vysokym rozlisenim. Naske-
nuje objekt ve formé 2D obrazu, které za
pomoci specializovaného programu (re -
konstrukéni software) pfevede na objekt
3D. UmoZiiuje analyzovat délku a velikost
objektu, jeho tvar, orientaci a porozitu.
Rozligeni p¥istroje dosahuje az 0,35 wm,
maximalni velikost testovaného materialu
75 mm v prauméru a 70 mm na délku. Sou-
¢ast vybaveni tvofi uzaviend, vzduchem
chlazena rentgenka s napétim 20-100 kV,

202

11 a—¢  Rentgenové snimky fosilniho
dvoukfidlého hmyzu (velmi pravdépo-
dobné pakomaéra — Chironomidae) v jan-
taru. Zobrazeno pomoci mikroohniskové-
ho rentgenového zatizeni FeinFocus
FXE-160.51 a detektoru Medipix2. Zleva:
pavodni obraz ziskany z p¥istroje (a);
snimek po obrazové analyze v programu
ACC Image Structure and Object Analyser
(detaily jsou lépe viditelné, b); pocitaco-
vé ptifazeni barev stuprtitim $edi — tak lze
lépe odlisit morfologické a anatomické
detaily (c). Snimky J. Dammera, obrazovéi
analyza obr. c: F. Weyda

0-250 uA (10 W max), 16 megapixelova de-
tekéni CCD kamera, monitorizované drza-
ky pro pfesné nastaveni polohy vzorku vici
zdroji zafeni a CCD kamefte, dva kontrolni
pocitace s LCD monitory a softwarovym
vybavenim pro kompletni 2D a 3D kvanti-
tativni analyzu, pro morfometrii (méfeni
tvartl) a denzitometrii (zjistovani optickych
hustot zpracovéavanych fotografickych za-
znamu), pro realistické 3D vizualizace
zkoumanych objektt apod.

Tomograf SkyScan 1272 zobrazi hmyz
a jeho vnitini struktury jako zbytky tkani
nebo endoskelet ve vloZzeném jantaru v 3D.
S objekty mtiZeme v pocitaci pohybovat ve
smeéru os X, y, z a provadét optické fezy
ve tfech rovindch zkoumaného objektu.

Zaver

Jak je vidét, ke studiu hmyzich fosilii v jan-
taru mame k dispozici plejadu zajimavych
metod a piistroji, diky kterym mitiZeme
posunout vyzkum o notny kus dopiedu.
Dalsi pravé vznikajici techniky nebo uz
zavddéné do védy urcité pfinesou zatim
netuSené moZnosti. Navic jantar se svymi
fosiliemi ma pfitazlivost nejen svym poten-
ciadlem pro védu, ale i pfesahem do histo-
rie a kultury. Byli bychom radi, kdybyste
se pro jantar nadchli stejné tak jako my.

Prezentované vysledky byly ¢dstecné pod-
poreny Ministerstvem Skolstvi, mladeZe
a télovychovy v rdmci 1icelové podpory
Nérodniho programu udrZitelnosti I a ne-
vznikly by bez podpory Jany Nebesarové
a kolektivu pracovniki Laboratore elek-
tronové mikroskopie Parazitologického
tistavu Biologického centra AVCR, v. v. i.,
v Ceskych Budéjovicich.

Kolektiv spoluautori: Jifi Dammer,
Hana Sehadova, Antonin Havelka,
Marcela Kolinova a Jitka Pflegerova

Literaturu uvadime na webu Zivy.
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