Cviceni 3
Téma: pohyb bun¢k

Napli cviceni:

- porovnat pohyb bun€k Microccocus luteus - Brownlv pohyb (nativni preparat;
Nomarského kontrast)

- barveni bi¢ikti — fazovy kontrast

- ockovani do polotekutého media — na misky i do zkumavek (sterilni
umélohmotnou klickou)

Mikroorganismy — mladé kultury (4hodinové nebo 16ti hodinové)

Bacillus cereus CCM 2010 - 16ti hodinova kultura; peritrichum
P. fluorescens CCM 2115T - 16ti hodinova kultura, monotrichum
Proteus vulgaris CCM 1799 - 16ti hodinova kultura, peritrichum
E. coli CCM 3954 - 16ti hodinova kulturat peritrichum
Micrococcus luteus CCM 169 — pro srovnani nativniho preparatu

POZOROVANI BICIKU

Pozorovani pohybu bic¢iku - visuta kapka
nativni preparat
- kapka suspenze bun€¢k v mediu na podlozni sklo, nepiekryvat kryci, pozorovani
objektivem 20, nezanofovat!! Nomarského kontrast. Pro vitalitu bunék je dillezity
dostatek kysliku (citlivejsi buniky se hybou jen nahote). Je nutno opatrné proostiovat
na horni ¢ast kapky — dostatek O,
- nesmi se pracovat se sklenénymi predméty (krom skli¢ek), pt: sklenénd tyCinka biciky
ulamuje (na sklicko opatrné nanaSet umélohmotnou pasteurkou, opatrné piekryvat krycim
sklickem), prace s mladymi kulturami 4-16hodin!! pozorovani vzdy z tekutého media

Barveni bicikii:
Zavisi na zpisobu kultivace. Kultivace bunék vhodna v tekutém mediu.
Staré bunky odhazuji biciky.

Fixace, specidlni barvici metody pro svételny mikroskop. Barvicka obsahuje
motidlo tanin, které se obali kolem bic¢iku, jeho primér se zndsobi a zviditelni.
Postup:

a) opatrn¢ pfipravime nativni preparat na odmasténé podlozni sklicko

b) opatrné prekryjeme krycim sklem

c) vedle kryciho sklicka kapka barvicky

d) prosajeme filtracnim papirem

e) pozorovani pod imerzi

Barvicka na barveni bic¢iki: roztok I (10 dild) a IT (1dil), zamrazeny

Roztok I: 10ml 5% vod.roztoku fenolu, 2g taninu, 10ml Kal (SO4), . 12 H,O
Roztok II: nasyceny roztok krystalové violeti (12g) v ethanolu (10ml, 96%)



(Pozn:_Elektronova mikroskopie - negativni barveni, otiskové preparaty po rychlém
zmrazeni na -150 °C)

Agar na testovani pohybu:

Obsahuje nizké mnozstvi agaru — je to polotekuté medium (nizsi viskozita prostredi).
Na polotekuty agar se ockuje vZdy jen do stfedu misky, aby se rozriistala 1 kolonie. Nejlépe
kli¢kou, trosku zanoftit do agaru. Pohyblivé kultury ud€laji rozriistajici se kruh, nékdy vinici
se. Nepohyblivé rostou jen v misté vpichu do urc€ité velikosti. Vysledky za 3-5 dni.
SloZeni do 100ml deminerailzované vody:
yeast extract (0,1g), K, HPO 3(0,01g), agar
(0,2g). S miskou L se
nesmi hybat. 1

motility test medium, polotekuté Figure 1. A swarming colony of 5. liguefaciens approx. 600 min after inoculation. The

POhybliV}" kmen roste i mimo inokulaci — v celém mediu agar concentration is 0.6% (w/v) and the casamino acid concentration is 0.2% (v/w). The
shading 15 due to the light source reflecting off of the surface of the mostly transparent
culture.

. Dynamika ristu kolonie:
Proteus mirabilis Periodicita migrace
*Solidni stfed Diferenciace plazivych
*Povlak . bundk
*Konsolidovana zéna *Lag perioda predchazejici
*Terasv migraci
*Migrace plazivych bun¢k
Dediferenciace
*Konsolidace

Zpiisob Siieni

1.Posuvem

z konsolidovaného okraje kolonie, kde jsou buiky jiz
diferencovany a lem je organizovan

2.Volnym putovanim
z populace vegetativnich buné€k, kde zacina diferenciace




