Sber, kvantifikace, fixace a
kultivace a sinic a ras.
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Rozsireni ras a sinic v prirode

> Behem dlouheho fylogenetickeho vyvoje se sinice
prizpusobily témer vsem ekologickym podminkam a
osidlily nejrozlicnejsi biotopy na Zemi.

o Stanovisteé s extremnimi teplotami (vridla — 82°C, Antarktida)

o Biotopy s extremnimi hodnotami slunecni radiace,
anorganickych a organickych latek, salinity, pH apod.

> Sladkovodni rasy a sinice ve vodnim prostredi se
vyskytuji bud' jako narosty na pobrezi a dnu (bentes),
anebo volne plevouci (plankton).



Sbeér materialu v prirode

> Vychozi material ke studiu ma byt zivy, protoze nektere
rozlisovaci a charakteristicke znaky se daji rozeznat jen
na zive rostline (bicikovcei).

> Fixovany nebo preparovany material slouzi zpravidla k
doplnéni poznatku ziskanych studiem zivéeho materialu.

> Jen nektere rasy, napr. rozsivky a
chrysomonady, vytvareji charakteris- )
tické kifemité nebo vapenité struktury. “‘" e
Systematicky se tfidi a rozliSuji podle | v o
nezivych preparovanych bunek.




Sbeér materialu v prirode

Narosty ras na ponorenych rostlinach:

pinzetou z vody vyjmeme stonek nebo list rostliny s
prisedlym narostem a konec stonku nebo listu
prichytime zatkou k okraji zkumavky. Tim zustane
stonek nebo list ve zkumavce zavesen a neposkodi
se. Sberaci zkumavky naplnime ze ctvrtiny vodou,
takze narost ras ne povrchus stonku je pokryt pouze
kapilarnii vrstvou vody.

T'im se doclli, ze ve vode e dost
Kysliku a zabrani se hnilobnym
bakterialnim pochodum,
vznikajicim za nepristupul vzduehu,
na ktere |sou rasy velice citlive.
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Sbeér materialu v prirode

Rasy rostouci na vihkych skalach, kamenech, na

zemi a na kure stromu:

se sbiraji Izici nebo seskrabuji nozem, prenaseji se ve
sbernych lahvickach, zkumavkach a ukladaji se do
Petriho misek. Vody se pridava jen tolik, aby rasy
nebyly prevrstveny vodou, ale aby se vytvorila
podobna vihkost jako

V. prirode.




Sbeér materialu v prirode

Pudni rasy:

rasy rostouci jako zeleny poviak nebo nalet na povrchu
pudy sbirame primo. Vétsinou, ale nejsou viditelnée
pouhym okem a musi se ziskavat kultivaci podobnée
Jako bakterie a plisne.




Sbeér materialu v prirode

Planktonni rasy:

odebirame planktonni siti, ktera pri tazeni ve vode
zachyti a shromazdi v jimaci bioseston vetsi velikosti nez
50 p (oka site z mlynarskeho hedvabi a z nylonu). Pri
kvantitativnim zjistovani biomasy ve vode Je nutne znat
objem prolity planktonni' siti. P
Odbér do vzorkovnic, nasledna SR e
sedimentace (organismy mensi 50 p,

centrifugace, filtrace)

Vs

Rasy zijici v_ neustonu; kryci sklicko poIOZ|me pomom
pinzety na hladinu a pritiskneme k neustonni blance.
Rasy ke sklickul prilnou ai tak je preneseme nai podlozni
sklicko.




> Planktonni sitka > Plastoveé vzorkovnice




O
\“‘m\\"’\“:‘h e

s
e
e

e

—
S ————

e
R

Friedingerav
odbcrak




Kvantifikace biomasy

1. Koncentrace chlorofylu-a (ug.I") CSN/ ISO 10260
2. Pocitani bunek (bunky.ml-") CSN 75 7712
3. Objemova biomasa (mg. I:")

> limit Svetove zdravotnicke organizace (WHO) pro
rekreacni vody: 100000 bunek . ml*, 50 nug.I-".

parametr eligetreini |[mesetroini | eutiolinl
Pocitani: bunky.ml 05210100 2000-15000 > [510]0]0)
Chlorofyl-a (mg.mr*) 0-3 3-20 > 20
Biomasa (mg.lI") 0-1 1-10 0]




1. Koncentrace chlorofylu-a

> lleren:
fluorescencni sondy Fluoro-Probe

~ Princip: kazda skupina fytoplanktonu ma jine spektrum
pro excitaci prislusnych pigmentu a naslednou
fluorescenci chlorofylu-a.

> Na zaklad¢ excitacnich
spekter organismu pritomnych
ve fytoplanktonu Ize od sebe
rozlisit sinice (Cyanobacteria),
zelene rasy (Chlorophyta),
hnede rasy (Heterokotophyia,
Dinophyta, Haptophyta) a
skrytenky: (Cryptophyta)

a v podobe mnozstvi chlorofylu-a nai litr urcit jejich
biemasu.




1. Koncentrace chlorofylu-a

> LLaborator:

extrakce chl.-a etanolem (CSN ISO 10260)

o filtrace, suseni filtru v tmave mistnosti, homogenizace
filtru v horkem etanolu (70°C) , filtrace, méreni-
spektrofotometr 665 nm a 750 nm (+HCI)

> Chl.-a = 26,7* (665b-750a)*V/.,/V,*L

V.,  objem extraktui (ml, I)
V,  objem vzorku (I, m°)
L delka kyvety (cm)

Chl.-a pg.I", mg.m=



2. Pocitani bunék

> Pocitaci komurky:
o« Burker
o Cyrus

> Pri velke hustoté mikroorganismui — redeni
» Zahustovani vzorku — centrifugace, vakuova filtrace
> Slizove kolonie rozbijime 0,1Vl KOH



_ Biirker counting chamber

B g

Counting direction

N\
b y.

Dilute to obtain 10-20
organisms/square

No./mL = [(C1+C2) x D x 1000)/(2 x A x d x S)]

C1, C2 = organisms counted in upper and lower grid - -+~~~ *“
D = dilution factor

A = area of one square (mm?2)

d = depth of counting cell (mm)

S = number of squares counted




3. Objemova biomasa

> Manualni vypocet (pocet bunek x objem)

o Vyhody: zachyceni realnych pomeéru biomas
jednotlivych skupin a druhu

o Nevyhody: casova narocnost




Fixace ras a sinic

\/ obecne cytologii se casto uziva ras jako materialu, na
nemz lze Uspesne konat zakladni vyzkum bunky.

U rychle se pohybujicich biCikovcu jiz samotna fixace je
dobrym prostredkem jak udrzet tvar a tak snadneji urcit
druh.

Univerzalni fixazi je formalin — rychle usmrcuje, dobre
zachovava tvar i vnitrni' strukturu protoplastu (pouziva se
4% roztok)

Nejlepsi fixacni' prostredek pro rasy je 0,1% roztok kys.
osmicele. Zachovava podrobnosti vnaitrni stavby bunky,
soucasne vyjasnuje-hodi se k dalsimu barveni.

Pro diagnosticke ucely a zachovani biciku se pouziva
fixace Lugolovym roztokem (1%roztok Kl). Barvi skrob v
bunkach) — Ize odlisit zelene rasy od ruznobrvych.
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Vyuziti ras a sinic

Hnojivo (K, vyroba potase)

Kultivacni' media (agar)

Palivo — Biodiesel (z oleju ras)
Farmaceuticky prumysl

Krmivo (pro dobytek, soucast krmiva ryb)
Barviva

LI 4

biomasy 7-31x rychlejsi nez terestricke rostliny)



Vyuziti ras a sinic

> Sinice a rasy: antibakterialni latky, organicke kyseliny,
karotenoidy a jina barvva, hormony, enzymy...

o Karotenoidy: “vychytavaji“ volne kyslikove radikaly (vedlejsi produkt
bunecneho metabolismu), kt. mohou poskodit bunecny aparat
(nahradni déleni, vznik nadoru) — primo neuzdravuji — prevence

> Spirulina sp., Chlorella sp., Dunaliela salina :

kosmeticke pripravky (Sampony, zubni pasty...),
farmaceuticke vyrobky (vitaminove preparaty,
pacienti po chemoterapii, kojici matky..), soucast
Krmiv: pro akvarijni ryby: (barviva, vitaminy)



> Pro kultivaci je dulezité znat biologii' a ekologii ras:
o Otevrene venkovni systemy

» fotobioreaktory (zarizeni urcenge pro rust autotrofnich
organismu. Dostatek CO,, voda s zivinami, svétlo)




Kultivace ras a sinic

> Spirulina sp., Chlorella sp., Dunaliela salina:

%




> Chondrus crispus, Mastocarpus stelatus:
agar, karagen - ztuzovadlo do pudingu, omacek,
mlécnych produktu, zmrzliny, v pivovarnictvi jako
ciridlo,




> Ulva lactuca: Cerstva, varena, do salatu i polivek




Kultivace ras a sinic

Ruzné tridy ras a rasy z ruznych biotopu vyzaduji sva
specialni'media. Snaha priblizit kultivacni prostredi co nejvice
podminkam v prirode.

Jako kultivacnich nadob se obecne uzivaji nadoby sklenene,
protoze se snadno cisti a sterilizuji.

AXENICKE kultury = populace jediného organismu

SYNXENICKE kultury = 2 a vice organismui v kultivacnim
prostredi

Populace odvozena od jednoho organismu = klon

\Voda ke kultivaci: prevarena voda z naleziste, obohacena
zIvinami, upravena na stejné pH nebo redestilovana voda

Treba dodavat anorganicke ziviny: NH,*, NO5-, Mg,S0,,CaCl,
(dusicnany-posun k alkalite, amonne soli-zvysuji' kyselost)
a organicke ziviny (cukry-zdroj C, AK-N, vitaminy)




Kultivace ras a sinic

> Nejznameéjsim kultivacnim mediem = agarove pudy
Priprava: 1-2% agaru do roztoku. Agary rtzného puvodu s raznymi
fyzikalnimi viastmi

> Nevyhodou kultur na agarui je, ze vodni rasy zde viastne
rostou ve vzdusnem prostredi, nebot kultura rasy je
chranena pouze kapilarni vrstvou vody. Proto mnohe rasy
na agaru nabyvaji forem odlisnych od podoby ve vodnim
prostredi (biCikovci prechazeji v slizova nepohybliva
stadia).

> Bifazicke kultury obsahuji dvé faze potrebné pro rust ras:
vodu (prevarenou z nalezisté) a pudu (nehnojenou
zahradni).



Zakladani kultur

> Prenos jedne nebo nekolika bunek mikropipetou z
prirodniho spolecenstva do kapky: sterilniho zivheho
roztoku, promyt a odtud prenest do sterilni nebo bifazicke
kultury (eliminace nevhodnych ras = redit a preockovavat).

> Pohyblive bicikovece a zoospory izolujeme tim, ze
vyuzijeme jejich pozitivni fototaxe a pak odnimame
pipetou na osvetlenem miste sterilni misky nebo
hodinoveho sklicka. Pohyblive bunky se shromazdi u
zdroje svetla.

> Velke rasy izolujeme nejlepe pomoci zoospor, ktere
dukladné promyjeme a dezinfikujeme (pr. H,O,). Pokud je
netvori, preneseme do kultury cast mlade stelky.



Kultury ras se uchovavaji na svetlem miste u okna tak,
aby nebyly osvetleny primym slunecnim svetlem. Jako
zdroj svetla mohou slouzit zarovky anebo zarivky, ktere
se behem dne na dobu 8-10 hodin.

Pro vetsinu ras je vhodna pokojova teplota (kolem 20°C),
protoze za vyssich teplot rasy rychleji rostou a musi byt
casto preockovany.

Pro fyziologicke ucely se rasy pestuji v osvetlenych
boxech s regulovatelnou teplotou a vihkosti.

Take rasy rostouci v chladné proudici vodelze kultivovat
ve zvlastnich zarizenich, regulujicich pohyb a teplotu
vody.



Pomucky a nadoby ke kultivaci ras

A

sklenéena trubicka s vatovymi
zatkami, sterilizovana horkym
vzduchem

Pasteurova pipeta, na
jednom konci zatavena, na
druhém uzavrena vatou

tzv. embryomiska ze
skleneneho bloku, prikryta
sklenenou destickou

sterilizace varem v hrnci
(dratény kosik se
zkumavkami, Erlenmayerova
banka s pudnim roztokem,
kadinka s agarem)

obracena Petriho miska s
tuhym agarem

zkumavka se zeSikmenym
agarem

platinovy dratek

trojuhelnikova sklenéna
tyCinka ne roztéry




CR - sbirka kmen( ras a sinic v
Botanickém ustavu AV. CR v Treboni
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