Protokol
Barveni struktur bunky

a) Inkluze

Zasobni latky nebo produkty metabolismu nebo uloZeni nepotiebné latky z vnéjsku a
prozatim bez funkce (kvasinky a stafylokoky hromadi vitaminy). Bez membrany nebo
s membranou - neni biologickd — neni to dvojvrstva fosfolipidii. Je jednovrstevnd, tvofena
bilkovinou + lipidem nebo bilkovinou + polysacharidem.

b) Pouzdra

Mikroorganismy: Saccharomyces cerevisiae
B. cereus CCM 2010
B. megaterium CCM 2007
Azotobacter nebo Leuconostoc

Volutin — barveni polychromatickou methylenovou modfi :

Polyfosfatovad granula — volutin - komplex pii 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
buiikéach.

Postup:

- natér bunék 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 namodralé 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 bunce se vyskytuje bud’to rozptyleny ve vakuolach nebo zabudovany v membranach.
Shromazd’uje se v pfitomnosti kysliku.
V bunce bézné 2-3%.
Tyto intraceluldrni inkluze se vyskytuji zejména u kvasinek a mikromycet.
Nejcastéji se k jejich barveni pouziva sudan III. (0,1 g sudanu III. se rozpusti ve smesi 50 ml
glycerolu a 50 ml 100 % ethanolu, ktery musi byt bezvody), z néhoz se kapka smicha
s kapkou suspenze s mikroorganismy a ptikryje se krycim sklickem. Do 20 — 30 minut se
tuk zbarvi do rizovo Cervena (barvivo se rozpusti v tuku).

Postup:

- smichani bun¢k s barvivem
- pusobeni 10-30 minut

- prekryti krycim sklickem




Pozorovani: cihlové cervené kapicky tuku

Glykogen:

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

Barveni nativniho preparatu
- vedle kryciho skli¢ka nativniho preparatu kdpneme Lugollv rpztok
- pozorujeme bezprostfedné¢ hnéda granula glykogenu

Lugoliv roztok - roztok KJ a jodu ve vodé; ptfidanim chloralhydratu dostaneme Melzerovo
¢inidlo.

Lugolovo ¢inidlo (t¢Z Lugoliv jédovy roztok) je ¢inidlo skladajici se z 1 % jodu a 2 % jodidu
draselného (KI) v destilované vodé¢. Jodid draselny je pfidavan pro zlepSeni rozpustnosti jodu ve
vodé. Cinidlo bylo poprvé pfipraveno 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, zejména Skrobi - v jejich pfitomnosti
meéni barvu do modrofialové az ¢erné. Barvicich schopnosti ¢inidla je vyuzivano v Gramoveé
barveni a dalSich technikach Gpravy preparatu.

amyloidni reakce - modrani stén organt obsahujicich Skrob v latkach obsahujicich jod
(Melzerovo ¢inidlo)

E. Barverd pouzder
a Ma sklicko kapnéte Eongo cerven a suspendujte v ni kulburn A vénelands.
b. Suspenzi rozetrete po povechn sklicka a nechejte dobfe zaschmout.
¢. Prevrstvéte na néholik selund kyselinon chlorovodibovou, potom kyselinm slejte,
zhytek osuite fillrafnim papirem a dosuste na vzduchmn.
d. Fievrstvéte na 3 minuty metylénovon modii. slejte a ususte volné na veduchu.

e Fozonyte merzmm olbjektivem modre bunky, svetla pouzdra a modre pozady
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