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Stanoveni vitality/viability bunééné kultury kvasinek pouzitim methylénové
modFi

Cil, teorie:

Nejen pro kultivaci bunék mikroorganisma je dllezité urceni toho, jestli buriky, se kterymi se
pracuje jsou vitalni/viabilni neboli Zivé. Stanoveni je dlleZité i pfi praci s tkariovymi kulturami,
at jiz z rostlinnych nebo Zivocisnych bunék, pri praci s protoplasty atd. V laboratorni praxi se
k tomuto stanoveni pomérné ¢asto pouziva pfimé pozorovani bunék v mikroskopu, ke kterym
se prida barvivo — methylénovd modr, trypanova modf, eosin a barviva.

Pfipravujeme nativni mikroskopicky preparat, kde u malych pozorovanych objektl, jakymi
jsou bunky kvasinek, miZeme pouZit postup s prosdavanim barviva do mikroskopického
preparatu. Postup v tomto pfipadé také mliZeme oznacovat jako postvitalni barveni, protoze
pouzité barvivo methylénovd modf, oznacuje mrtvé bunky, do kterych se dostdvd pres
cytoplazmatickou membranu. Vitalni/viabilni burky transportuji barvivo z bunék, proto
zGstavaji nezbarvené.
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Obr.1: Mikroskopicky preparat kultury kvasinek po plsobeni teploty 62°C a barveni
methylénovou modfti. Zbarvené bunky — odumrelé. [Vymétalovad]

Material a pristrojové vybaveni:

Kultury rlznych druh( kvasinek ze skupiny hodnocené jako nepatogenni, které se vyskytuji
v béZné v okolnim prostfedi — Saccharomyces cerevisiae, apod., vortex, michacka, zkumavky,
kadinky 10 ml, 25 ml, pipetman 200 pl se Spi¢kami, opticky mikroskop, preparacni souprava,
podlozni sklicka, imerzni olej, pipety, destilovana voda, roztok methylénové modfi, pracovni
rukavice, nadoba na odpad

Vlastni pracovni postup

a) Do zkumavky nebo kadinky napipetujeme 5 — 10 ml destilované vody a klickou
pridame kulturu kvasinek a vytvofime suspenzi.

b) Pouzijeme vortex nebo michacku a suspenzi dikladné promichame.
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c) Odebereme 100 pl a pfeneseme na podlozni sklicko.
d) Prekryjeme krycim sklickem a vytvorime mikroskopicky preparat.

e) Ze zadsobniho roztoku methylénové modfi, pripravime v digestofi fedéné barvivo.
Pracujeme v rukavicich.

f) Roztok fedéného barviva pripipetujeme ke hrané kryciho sklicka a pomoci filtracniho
papiru prosajeme barvivo do preparatu.

g) Mikroskopicky preparat pozorujeme v mikroskopu a vyhodnotime pocty Zivych a
odumfelych bunék.

Ziskané vysledky a vvhodnoceni

Do protokolu velmi peclivé popiSeme vysledky postvitalniho barveni zhotoveného preparatu
kvasinek Saccharomyces cerevisiae. V jednotlivych zornych polich vyhodnotime pocet Zivych a
odumfrelych bunék. Postup pouZijeme pro rlizné modifikace, miZzeme pouZit pocitani
v pocitaci komUrce.

Diskuse a zavér

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



