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Postvitalni barveni mikroskopického preparatu kultury prvoku

Cil, teorie:

a) Pozorovat jednobunécna eukaryotni protozoa
b) Provést postvitalni barveni nativniho preparatu kultury prvoku

Vitalni barveni mikroskopickych preparat se pouziva v pfipadé nativnich preparat(, které
pozorujeme okamzité po zhotoveni prepardatu. Vitalni barveni se pouziva pro vizualizaci a
zlepsSeni kontrastu vybranych ¢asti bunky, které pozorujeme. Pro barveni pouzivdame vitalni
barviva, ktera nepUlsobi na bunky toxicky, jedna se o vodné roztoky pomérné redénych
organickych barviv. Podle toho, jak pfi pfipravé prepardtu postupujeme, rozliSujeme nékolik
typu barveni - intravitalni, supravitdlni a postvitaini.

Intravitalni barveni znamend, Ze barvivo pfimo pronikd do pozorované burky ¢i bunék,
barvivo rozpoustime ve fyziologickém roztoku nebo izotonické tekutiné, malé vodni Zivocichy
pfeneseme pfimo do roztoku barviva ve vodé. Supravitdlni barveni znamenad, Ze barveni
plsobi po stanovenou dobu na buriky, pletivo ¢i tkan vynaté z organismu. Kousky tkani se
vkladaji pfimo do roztoku barviv vétSinou na 5-30 minut. Postvitalni barveni znamena, Ze
vizualizujeme barvivem odumirajici bunky ci tkan.

Pfiklady znamych barviv, kterd je moiné pouzit jako vitdlni barviva, barviva v fedénych
koncentracich nejsou toxicka pro burky:

Neutrdlni ¢erven — pouziva se k barveni jader a vakuol. K barveni Zivych bunék se pouziva
koncentrace 1:50 000 az 1:100 000, vyssi koncentrace jsou toxické pro buriky. K testu vitality
tkanovych kultur se uziva v koncentraci 0,1 az 0,5%. V odumfelych burikdch barvi jadra.

Podobné lze pouzit toluidinovou modfr ¢i nilskou modr.

Methylénova modf — buriky in vivo v nativnich preparatech barvi v koncentraci nejvyse 0,01%.
Lépe pronika do bunék pfri teploté kolem 30°C.

Methylénova zelen — barvi chromatin, koncentrace 0,5%.
Janusova zelen B — barvivo se pouZiva na barveni mitochondrii. Red&ni 1:20 000 aZ 1:50 000.
Sudan Il - barvi oranZzové tukové buriky, da se pouzit i jako vitalni barvivo.

Eosin — 0,1% az 0,5% vodny roztok eosinu se pouziva pro test vitality tkarfiovych kultur, barvi
se jen mrtvé bunky.

Material a pristrojové vybaveni:

Kultura prvok(, nejlépe rodu Paramecium ssp., nejvyhodnéji Paramecium caudatum,
zkumavky, kadinky 10 ml, 25 ml, pipetman 200 pul se Spi¢kami, opticky mikroskop, preparacni
souprava, podlozni sklicka, vata, imerzni olej, pipety, destilovand voda, metylénova zelen
0,5%, Lugoldv roztok, pracovni rukavice.
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Vlastni pracovni postup

a) Pripravime si fedény roztok metylénové zeleni v digestofi.
b) Do destilované vody na podloznim sklicku priddme kulturu trepek.

c) Pfipfipravé preparatu vyuzijeme vldkna vaty, abychom zastavili a ohranicili misto
pohybu prvokd.

d) Prepardat pozorujeme a na zakladé znalosti bunék prvokl, popiseme jednotlivé
organely v bunce.

e) Roztok fedéného barviva pfipipetujeme ke hrané kryciho sklicka a pomoci filtraéniho
papiru prosajeme barvivo do preparatu.

f) Pozorujeme obarveny makronukleus nalevnika.

Ziskané vysledky a vvhodnoceni

Do protokolu popiSeme vysledky postvitalniho barveni zhotoveného preparatu prvoku.

Diskuse a zavér

Zjistime, s jakymi vysledky se setkali dalsi studenti ve skupiné, provedeme diskusi.



