Metody sbéru a vyzkumu sinic a fas

- zivy vychozi material (u bezblannych bi¢ikovcii a jednobunécnych fas nezbytny)
- idedlni je prevedeni do kultury (dalsi fyziologicky a ekologicky vyzkum)

- fixovany material v n¢kterych piipadech lepsi (rozsivky)

Sbér v ptirodé

Narosty seSkrabujeme 1zici nebo pouzijeme pinzetu (vétsi vldknité fasy), osvéd¢ilo se i
setfeni houbickou na nadobi a jeji vymackani do vody. Z rostlin odebirame je ¢ast s narostem
do lahvicek naplnénych cca do % vodou.

Planktonni fasy se odebiraji planktonni siti (velikost ok cca 50 um) nebo filtruji ptes

fosforbronzové sité. Mensi organizmy, které projdou siti zjist'ujeme sedimentaci.

Zahusténi fytoplanktonu
A) centrifugace — cenrifugacni zkumavky zakoncené do kuzelu, mizou byt posSkozeny
n¢které citlivé organizmy (napt. zlativky), n€které Spatné sedimentuji (napft. sinice
s aerotopy). Zjistovani biomasy je nepiesné.
B) ultrafiltracni zafizeni dle Marvana - vyuzivaji se specialni filtry o porozité 0,8-0,9

um, vhodnéjsi pro citlivéjsi organizmy, piesnéjsi zjisténi biomasy

Barveni preparatt

Vitalni barviva k rozliseni né€kterych organel (neutralni ¢erven, brilantkresylova modf,
toluidinova mod¥, methylenova modt, chrysoidin aj. v koncentracich 1:1.10° az 1:5.10°,
barvivo na sliz (ukéze 1 nepatrnd mnozstvi slizu).

Hematoxylin dle Heidenhaina s doplitkem oranze G v hiebickovém oleji — cytologické
vyzkumy, dobré i kysely fuchsin S dle Altmanna, safranin se svétlou zeleni a rlznymi

anilinovymi barvivy (alizarin, viridin).

Fixace tas
Formaldehyd (4%) — univerzalni fixaz, rychle usmrcuje a dobfe zachovava tvar protoplastu.
K dlouhodobé konzervaci se pouziva smés 6 dili vody, 3 dily ethylalkoholu, 1 dil

formaldehydu a 0,5 az 1 dil glycerolu. Pti odpateni vody a lihu zlstanou fasy v glycerolu.



Kyselina osmicela (0,1% roztok) — nejlepsi fixaéni prostfedek, vyjasiiuje tvary bunéénych
organel

Lugoliiv roztok (1% roztok KI ve vodé + stejné mnoZstvi krystalického jodu) — vhodné pro
diagnostické ucely a zachovani bicikii. Barvi Skrob, chromatofory i plazmu. Jod vyprchava
fixaz se musi obnovovat cca po 3-6 mésicich. K ur¢eni malych mnozstvi skrobu je vhodnéjsi

pouzit krystalicky jod v roztoku chloralhydratu.

KOH (4% roztok) — k rozpusténi paramylonovych zrn v ptipadé kdy zakryvaji dal§i bunécné
organely

Johansenova fixaz (2g KI, 1g jodu, 4 ml ledové kyseliny octové, 24 ml 40% formaldehydu,
400 ml destilované vody) — pro fixaci bi¢ikovct, po fixaci se objekty promyvaji 10, 20, 30-
70% alkoholem v némz potom ziistavaji.

Culactol (smés CuCl, 0,2 g v 50 g H,O a octan méd’naty 0,2 g v 45 g H,O, po rozpusténi se
prida 5g laktofenolu. Laktofenol se ptipravi z 20 g krystalického fenolu, 20g kyseliny mlé¢né,
40g glycerolu a 20g H,O. Vhodné uzaviraci médium, ne pro sinice.

Glycerol — nejjednodussi uzaviraci médium, preparaty dlouho vydrZzi, nutné ordmovat, fasy
musi byt nejdiive odvodnény (do fidkého glycerolu a pockat na odpateni vody)

NavaSinova fixaz (10 ml 1% roztoku CrOs, 1 ml 40% formaldehydu a 1 ml ledové kyseliny
octové) — pro ziskdni celkového cytologického obrazu bunky (uloZeni organel). Pro fixaci
jemnych fas fedit.

Nigrosin (5% roztok) — podrobnosti povrchové struktury fas

Kiemicité¢ schranky — cCisté vzorky staci zihat, znecisténéjsi vafit s kyselinou dusi¢nou a
sirovou. Vhodny postup je pouziti peroxidu vodiku, ndslednd centrifugace a =zaliti do

svétlolomného média (hyrax, pleurax, naphrax).

Kultivace

Ptiznivy rist kultury zajisti médium s dobrou vodou (bez médi, chloru, toxickych latek
apod.) dobry zdroj uhliku, biogenti, stopovych prvkil a ristovych latek. Nékteré fasy se nedati
kultivovat (velké sladkovodni rozsivky, fasy proudicich vod). Dulezity je vitamin Bi,, ktery
zv1asté bi¢ikovei neumi syntetizovat.

Cist¢ kultury (monospecifické, axenické) vyzaduji nadoby suzkym hrdlem
(erlenmayerovy banky aj.) uzaviené vatovym nebo kovovym uzavérem. Velmi problematické

udrzet ¢istotu.



Vv

pievarenou vodu s nalezist¢ obohacenou zivinami a upravenym stejnym pH.
Rasy se péstuji nejéastéji v tekutych médiich nebo s pfidanim 1,5% agaru.
A41 (modifikovany Knopptv roztok) KNOs 0,1g, K,HPO4 0,01g, MgSO, . 7H,O 0,001g,
FeCl; . 6 H,O 0,001g, vytazek z pidy, destilovana voda 1000ml
BB (dle Bristolové v modifikace dle Bolda)
zasobni roztok A: davkovani -10 ml do 1000 ml H,O
Ptiprava: do 1000 ml H,O: NaNO; 25 g, CaCl, . 2H,0 2,5 g, MgSO, . 7TH,0 7,5 g, K;HPO4
7,5 g, KH,PO4 17,5 g, NaCl 2,5 g
zasobni roztok B: davkovani - 1 ml do 1000 ml H,O
Ptiprava: do 1000 ml H,O: EDTA - Na (Chelaton III) 5 g, KOH 3,1 g
zasobni roztok C: davkovani - 1 ml do 1000 ml H,O
Ptiprava: do 1000 ml H,O: FeSO4 . 7H,0 0,498 g, H,SO4 0,1 ml
zasobni roztok D: davkovani - 1 ml do 1000 ml H,O
Ptiprava: do 1000 ml H,O: H;BO3 1,142 g
zasobni roztok E: davkovani - 1 ml do 1000 ml H,O
Ptiprava: do 100 ml H,O: ZnSO, . 7H,0 0,882 g, MnCl, . 4H,0 0,144 g, MoOs; 0,071 g,
Na,MoOy . 2H,0 0,242 g, CuSO,4 . 5SH,0 0,157 g, Co (NOs), . 6H,0 0,049 g

Medium Z (dle Zehndera)

V 1000 ml destilované H,O: NaNOs 467 mg, Ca (NOs), . 4H,0 59 mg, K;HPO4 31 mg,
MgSO,s . 7TH,O 25 mg, Na,CO; 21 mg, Fe-EDTA roztok 10 ml, mikroelementy (dle
GAFFRONA) 0,08 ml

Fe-EDTA zasobni roztok: Do 500 ml destilované H,O: 5 ml 0,1 N roztoku FeCl; . 6H,O v 0,1
N HCI, 5 ml 0,1 N roztoku Na, - EDTA

GAFFRONOVY mikroelementy:

Do 100 ml destilované H,O: H;BO3; 310 mg, MnSOy4 . 4H,0 223 mg, Na,MoO, . 2H,0 3,3
mg, (NHs)sMo7 Oz4 . 4H,0 8,8 mg, KBr 11,9 mg, KI 8,3 mg, ZnSO, . 7H,0 28,7 mg, Cd
(NO3), . 4H,0 15,4 mg, Co (NO3), . H,O 14,6 mg, CuSOy . 5SH,0 12,5 mg, NiSO4 (NH4),SO4
. 6H,0O 19,8 mg, Cr (NOs); . 7H,0 3,7 mg, V,04(SO04)3 . 16H,0 3,5 mg, Al (SO4);K,S04 . 24
H,0O 47,4 mg

Pokud by byly nedostupné nékteré z chemikalii GAFFRONOVYCH mikroelementt, lze je

nahradit tzv. pidnim vyluhem (extraktem).



Pidni extrakt: 1 dil zahradni pidy nebo listovky (nebo dle lokality raseliny) a 1 dil destilované
vody vafime 1 hodinu, druhy den opét 1 hodinu a nechame vychladnout. Oddé€lime extrakt
dekantaci a filtraci. Rozdé€élime do malych nadobek, autoklavujeme 20 minut pii 1 atmosféie;

uchovavame v ledniéce.

Neékteré druhy vyzaduji specidlni zivny roztok. Jedna se napi. o Euglena medium pro
kultivaci krasnoocek: Na - acetatel0 ml 10% zés. roztoku, hovézi vyluh 10 ml 10% zas.
Roztoku, Bacto — trypton 20 ml 10% zéas. Roztoku, kvasni¢ny extrakt 20 ml 10% zas.
Roztoku, destilovana H,O 940 ml.

Vlaknité tasy (Ulothrix, Cladophora) rostou Iépe pii pouziti Gorhamova roztoku

Do 1000 ml dest. HO: Na NO3 160 mg, K,HPO,4 17,5 mg, TRIS 200 mg, MgSO,4 . 7H,O
153,6 mg, Ca Cl, 23 mg, Na,SiO; 11,63 mg, Na,COs 20 mg, Fe*'-citrate 3 mg, Citrid acid 3
mg, Na, - EDTA 6 mg, CuSO, . 5H,0 0,0156 mg, ZnSO4 . 7H,0 0,0392 mg, CoCl, 0,0183
mg, MnCl, . 4H,0 0,283 mg, Na,MoO, . 2H,0 0,00705 mg, padni extrakt 2 ml.

Na agaru nabyvaji fasy Casto odliSnych forem od podoby ve vodnim prostiedi. Pti
¢isténi kultur vypichujeme ftasy na agaru, u bicikovcl vyuzivdme pozitivni fototaxe,
vyuzivame zygot a trvalych spor. Kultury se uchovavaji pti pokojové teploté na svétleném

misté u okna, ale ne na pfimém slunci.



