Protokol ¢.3
Barveni struktur bunky

Inkluze

Zasobni latky nebo produkty metabolismu nebo ulozeni nepottebné latky z vnéjsku a
prozatim bez funkce (kvasinky a stafylokoky hromadi vitaminy). Bez membrany nebo
s membranou - neni biologickd — neni to dvojvrstva fosfolipidl. Je jednovrstevna, tvorena
bilkovinou + lipidem nebo bilkovinou + polysacharidem.

Mikroorganismy: Saccharomyces cerevisiae
B. cereus CCM 2010
B. megaterium CCM 2007

Volutin — barveni polychromatickou methylenovou mod¥i :

Polyfosfatovd granula — volutin - komplex pfi nadbytku ATP. Az 500 molekul,
nerozpustny ve vod¢, vazba vyzaduje ATP. Nikdy neni zdrojem energie, jen fosforu.
Pocet: 1 — mnoho, podle metabolismu. Vysoky pocet je v dobé pied pfechodem do
klidového stadia (zndmka sporulace), splecné s glykogenem se objevuje ve starSich
bunkach.

Postup:

- natér bungk se ususi na vzduch

- pfevrstveni polychromatickou methylenovou modii (= Lofflerova vyzrala alespon
12 mésicii) na 1-3 min

- oplachneme a osusime

Pozorovani pod imerzi: purpurova volutinova zrna a lehce namodrala cytoplazma

V roce 1904 inkluze volutinu poprvé pozoroval MEYER u druhu Spirillum volutans. O slozeni

volutinovych inkluzi se dlouho nic nevédélo. V roce 1959 je WIDRA povazoval za polyfosfaty

v kombinaci s ribonukleovou kyselinou a lipoproteiny, az v roce 1963 MARTINEZ pomoci

frakcionované centrifugace a chemické analyzy ur¢il, ze se jedna o poly-B-hydroxymaselnou
kyselinu.

Tuk — barveni Sudanem III. (0,1% roztok Sudanu III v ethanolu a glycerolu):
V buiice se vyskytuje bud’to rozptyleny ve vakuoldch nebo zabudovany v membranéch.
Shromazd’uje se v pfitomnosti kysliku.
V buiice bézné 2-3%.
Tyto intracelularni inkluze se vyskytuji zejména u kvasinek a mikromycet.
Nejcasteji se k jejich barveni pouziva sudan III. (0,1 g sudanu III. se rozpusti ve smési 50 ml
glycerolu a 50 ml 100 % ethanolu, ktery musi byt bezvody), z n¢hoz se kapka smicha
s kapkou suspenze s mikroorganismy a piikryje se krycim sklickem. Do 20 — 30 minut se
tuk zbarvi do rizovo ¢ervena (barvivo se rozpusti v tuku).

Postup:

- smichani bun¢k s barvivem

- pusobeni 10-30 minut

- prekryti krycim sklickem

Pozorovani: cihlové Cervené kapicky tuku
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Bunécna sténa — barveni Chanceovou metodou:
- natér na sklicko
- [fixacd
- prevrstveni 1% krystalovou violeti, plisobeni 2 minuty, oplach vodou, osusit
- prevrstveni 2% kongo ¢erveni, 30 — 60s, osusit

Glykogen:

- 160 — 300 nm, rozpustny polymer glukézy s a-1,4-vazbami a a-1,6 vétvenim na
kazdém 8-10tém monomeru. MizZe tvofit az 50% suSiny. Ve svételném mikroskopu neni
viditelny. Mize a nemusi mit membranu. Barveni lugolovym roztokem. Pocet: 1-10.
Bakteridlni glykogen je siln€ vétveny. SlouZi jako pohotova rezerva.

Barveni nativniho preparétu
- vedle kryciho skli¢ka nativniho preparatu kapneme Lugoltv rpztok
- pozorujeme bezprostfedné hnédéa granula glykogenu

Lugoluv roztok - roztok KJ a jodu ve vod¢; ptfidanim chloralhydratu dostaneme Melzerovo
¢inidlo.

Lugolovo ¢inidlo (t¢Z Lugoluv jodovy roztok) je ¢inidlo skladjici se z 1 % jodu a 2 % jodidu
draselného (KI) v destilované vode¢. Jodid draselny je ptidavan pro zlepSeni rozpustnosti jodu ve
vodé. Cinidlo bylo poprvé ptipraveno francouzskym fyzikem J. G. A. Lugolem v roce 1829.
Lugolovo ¢inidlo je pouzivano jako povrchové antiseptikum a dezinfekce. Lugolovo ¢inidlo se
pouziva taky jako indikator pfitomnosti organickych latek, zeyména $krobi - v jejich ptitomnosti
meni barvu do modrofialové az ¢erné. Barvicich schopnosti ¢inidla je vyuzivano v Gramove
barveni a dalSich technikach tpravy preparat.

amyloidni reakce - modrani stén organti obsahujicich Skrob v latkdch obsahujicich jod
(Melzerovo cinidlo)

E. Barvert pouzder
a Ma skdifho kipnéte Kongo Serven a suspendujte v nd kultorn A vinslandii.
b. Suspensi rozetiete po povrchu sklicka a nechejte dobie zaschmout.
¢. Flevrstvéte na mékolik selond lorselimow chlorovedikovou, potom koyseling slejte,
Zbytek osuste filtrainim papirem a dosuste na vzduchu.
d. Fievrstvete na 3 minuty metylénovon modi, sleji= a usuite volng na veduchn

& Fozorijte imermmim olyjsitivem modrs bufly, svétld pouzdra a modré pozadi



