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Abstrakt

Bakalarska préace se zabyva metodikou postupu izolace a kultivace sinic a studiem
diverzity sinic. Je délena na literarni resersi a praktickou ¢ast. Prvni ¢ast literarni
reserse je zaméfena na Antarktidu jako celek, dale na jeji terestrické, hydro-
terestrické, ale predevsim limnické (jezerni) ekosystémy. Déle shrnuje téma sinic

a je zakoncena kapitolou o izolaci a kultivaci sinic.

Druha prakticka cast bakalaiské prace je realizace postupu izolace a kultivace
sinic. Metodika je nejvytizenéjsi ¢asti prace, obsahuje detailni postup laboratorni
prace. Kromé detailniho slovniho popisu je metodika zpracovana fotografickou

dokumentaci. Vysledky obsahuji jednoduché schéma postupu.

Klicova slova: sinice (cyanobakterie), jezera, kontinentalni Antarktida, izolace

sinic



Abstract

The bachelor’s thesis deals with the methodology of isolating and cultivating
cyanobacteria, as well as studying the diversity of cyanobacteria. It is divided
into a literature review and a practical part. The first part, which is a litera-
ture review, focuses on Antarctica as an ice continent, including its terrestrial,
hydro-terrestrial, and limnetic ecosystems. It also provides a summary of the to-
pic of cyanobacteria and concludes a chapter on the isolation and cultivation of

cyanobacteria.

The second practical part of the thesis involves implementing the process of iso-
lating and cultivating cyanobacteria. This detailed methodology section contains
a thorough description of the laboratory work, along with photographic docu-

mentation. The results contain a simple flowchart.

Keywords: cyanobacteria, lakes, continental Antarctica, isolation of cyanobac-

teria
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1 Uvod

Antarktida je povazovana za extrémni polarni prostredi. Pres nepriznivost tohoto
prostiedi 1ze v ekosystémech najit kromé jinych fotosyntetizujicich organismt
prave sinice. Sinice nalezneme na Antarktidé ve vice ekosystémech, a to jak te-
restrickych, hydro-terestrickych, tak limnickych (jezernich). Jednim z limitujicich
faktora u terestrickych typu ekosystému je zdroj vody, ktery je dostupny jen ¢ast
roku. Sinice jsou adaptovany na extrémni podminky zivotniho prostredi. Baka-
larska prace se soustiedi predevsim na skutecnosti souvisejici s klasifikaci lim-
nickych ekosystémi, ale také na klasifikaci jako celek pro tplnost a porozuméni
ekosystému a diverzity celého ekosystému. Na rozdil od terestrickych ekosystém,
kde je voda limitujicim zdrojem, fadime k limnickym ekosystémum jezera, ktera
nepromrzaji az ke dnu a maji vodu dostupnou po cely rok. Tato jezera se nachézi
v odlednénych lokacich po ustupu ledoveid. Na dné nékterych jezer se nachazi
mikrobialni rohoze, kde se vyskytuji kromé jinych organismiu také sinice, které

jsou zde hlavnimi primarnimi producenty.

Literarni reserse dale navazuje na predstaveni sinic. Posledni ¢ast prace se tyka
izolace a kultivace sinic, tato kapitola predstavuje naslednou praktickou cast

prace, ktera vychazi z dostupnych literarnich zdroju.

V praktické ¢asti prace byly zkoumany vzorky z lokalit ze Zemé kralovny Maud,
oblasti, kterd je lokalizovana na vychodé Antarktidy. Zpracovavané vzorky byly
odebrany v letech 2018 a 2019 béhem léta na expedici JARE60 — Japanese An-
tarctic Research Expedition, profesorem Ing. Josefem Elsterem, CSc. Metodika
izolace a kultivace sinic (cyanobakterii) z této expedice predstavuje nejvytizenéjsi
Cast prace. Izolace a kultivace probihala v Botanickém tstavu AV CR, v. v. i..,
Dukelska 135, 379 01 Trebon. V této c¢asti jsou popsany jednotlivé kroky tak,

aby samotna izolace byla lehce replikovatelna.



2 Cil prace

Bakalafskd prace na téma Izolace a kultivace sinic (cyanobakterii) Zijicich na
dné jezer v kontinentalni Antarktidé se bude skladat ze dvou casti. Hlavnim
cilem bakalarské prace bude ziskani kment (izolace na agarovych plotnéch) sinic
zijicich na dné antarktickych jezer a literarni reserse cyanobakterii kontinentalni
Antarktidy.

Prvni ¢ast prace zahrnuje literarni resersi, kde nejdrive predstavim kontinen-
talni Antarktidu, jeji prirodni podminky a podnebi. Déale s tématem spojend
charakteristika sladkovodniho prostfedi v Antarktidé a limnického prostredi je-
zer Antarktidy. Sinice na Antarktidé, definice sinic, jejich popis, stavba bunky
a taxonomicky systém. Dale studiem sinic zminénych ve vlastni ¢asti. Nejvetsi

cast literarni reserse zahrnuje kapitolu o izolaci a kultivaci sinic.

Druhéa c¢ast bakalarské prace popisuje jednotlivé kroky izolace a kultivace studo-

vanych sinic. Jednotlivé kroky zdokumentuji fotografiemi.



3 Literarni reserse

3.1 Antarktida

Antarkticky kontinent je oblast, do které spada jak samotny kontinent, tak Selfové
ledovce i Jizni ocean. Jednd se o ¢tvrty nejveétsi kontinent svéta o rozloze 13,830
miliontt km?. Rozméry se ve zdrojich lisf, ale publikace (Prosek et al., 2013)
se priklani k tdajim z British Antarctic Survey. Pro predstavu a porovnani je
Evropa mensi, jeji rozloha je 10,53 miliént km?. Nezalednéna ¢ast Antarktidy za-
obird pouze 44 890 km?. V mofi se nachdzi v odhadu asi 40 km Siroky pruh, ktery
je prirozenou hranici této popisované oblasti. Nazyvame ho antarkticka konver-
gence, nepresné antarkticka polarni fronta. Nachazi se mezi 48° a 61° jizni Sitky.
Antarktickd konvergence sousedi s vodami Tichého, Atlantského a Indického oce-
anu. Sousedici oceany maji vodu teplejsi a slangjsi, stykaji se s vodou pomérné
sladkou a studenou. Zmeéna teploty mezi oceany se pohybuje mezi 1-5°C. Tato
linie od sebe oddéluje dva rozdilné biologické a hydrologické systémy, v nichz se
vyskytuji rizné klimatickda podnebi. Subantarktida je vnéjsi vymezeni v antark-
tické zéné konvergence. Z hlediska biogeografického i klimatického se jedna o ¢ast
antarktické oblasti, ktera se vyznacuje chladnym a mirnym oceanskym klima-
tem, pricemz po dobu Sesti mésicit v roce jsou prumérné mésiéni teploty kladné
a ro¢ni srazkové thrny nad 900 mm. V disledku toho se v této oblasti nenachazeji
stromy, ale nachdzi se zde drevnaté byliny, poloketfe a vytrusné rostliny. (Prosek
et al., 2013; S. Peck, 2018)

Primorska Antarktida je podoblasti Subantarktidy. Klima je zde humidni ocean-
ské. Teplota v pruméru presahuje po dobu jednoho az ¢tyr mésici 0°C. Roéni
uhrnné srazky se pohybuji mezi 350-500 mm vodniho ekvivalentu. Na tomto
uzemi se vyskytuji dvé cévnaté rostliny v kontrastu s druhové bohaté rozma-

nitymi spolecenstvy liSejniki a mechorosti. (Prosek et al., 2013)

Kontinentdlni Antarktida je ¢ast pevniny, do které patii i pobrezi Antarktic-
kého poloostrova a jizni ¢ast ostrova Alexandrova. Zdejsi klima je popisovano
jako drsné. Béhem dvanacti mésict je prumérna teplota zaporna. Roc¢ni thrn je

v prumeéru do 150 mm. (Prosek et al., 2013)

Zapadni prihon je nejvétsi morsky proud na Zemi. Jedna se o Antarkticky cir-
kumpolarni proud, ktery ma délku 20 000 km. Transportovano je zde az 135 mi-
lionit m?® vody za sekundu. Pohdni jej zdpadni vitr okolo 50° jizni &ffky. Jednd
se o dilezitou c¢ast, kterda ovliviiuje klimaticky systém celé planety. Zapadni pti-

hon vznikl po oddéleni Antarktického poloostrova od Jizni Ameriky. Poté doslo



k zalednéni Antarktidy a ochlazovani planety béhem neogénu a kvartéru. Proud
oddeéluje antarkticky kontinent od teplejsich vod mirnych sitek planety. Funguje
jako tepelnd izolace Antarktidy. (Prosek et al., 2013)

Nejvyssi vrchol kontinentu je Mt. Vinson. 4892 m n. m. Dalsim dilezitym mis-
tem jsou jizni poly. Jizni pdl se nachazi ve vysce 2835 m n. m. Jizni magneticky
pol nema stalou polohu. Jde o misto na jizni polokouli, kde jsou indukéni cary
kolmé k Zemi. V priubéhu roku se magneticky pol posouva. Prumér posunu je
12,5km k severo-severozapadu. Jizni geomagneticky pol se také posouva v pri-
béhu roku v priaméru o 2-3km k jiho-jihozapadu. Oproti magnetickému poélu si
lze geomagneticky pél predstavit jako osu s pomoci jednoduchého dipélu umis-
téném v geometrickém stredu Zemé. Osa je odklonéna od osy rotace a protind se
se severnim geomagnetickym pélem. (McElhinny, McFadden, 1998; Prosek et al.,
2013; Wikipedie, 2023)

V Antarktidé se nenachazi vodotece. Na mistech, kde se v letnich mésicich vysky-
tuji teploty nad 0°C se nachézi kratké, ve vétsiné ledovcové potoky. Na mistech
odlednénych také s primérnymi teplotami v letnich mésicich nad 0 °C se nachazi
potoky ze snéznikt nebo kamennych ledoveti. Na téchto mistech se vyskytuji riizné

typy jezer jako napt. karovd, morénova nebo jezera pribrezni. (Prosek et al., 2013)

3.2 Sladkovodni biotopy Antarktidy

Klimatické podminky ovliviuji funkénost ekosystému, jsou tak vnéjsimi faktory,
které méni ekosystémy v pribéhu roku. Mikroklima je zéna mezi substratem
a atmosférou, kde probihd vyména energie. Organismus je timto mikroklimatem
primo ovliviiovan. V polarnich ekosystémech jsou tyto vymény dilezité pro po-
chopeni ekosystému, ve kterém se nachazi zivot. Voda je tepelnym vyménikem,
ktery svou pritomnosti ¢i absenci piimo ovliviiuje kolobéh déni. Polarni ekosys-
témy jsou vymezeny pritomnosti permafrostu, ktery zamezuje distribuci vody.
Dtivodem je jiz popsana dulezitost vody jako zdroje, ktery primo ovliviiuje orga-
nismy v téchto biotopech. (Elster, 2002)

3.2.1 Klasifikace biotopu

Modifikovana ekologicka klasifikace sladkovodnich ekosystémti nejdrive popisuje
dva hlavni faktory klasifikace. Prvnim faktorem je vodni gradient, ktery se re-
flektuje lokalnim klimatem, jako absence ¢i ptitomnost vody. Druhym faktorem

je vék, ktery determinuje staddium rozvoje fas a sinic. (Elster, 2002)



Tento klasifikacni systém je zalozen na absenci ¢i ptitomnosti vody. Ve slad-
kovodnich biotopech, kde dochézi k drastické zméné roc¢niho obdobi, kdy jsou
v oblastech dlouhé zimy a kratka léta, je primé souvislost mezi roénim obdobim
a stavem biotopu. Pritomnost permafrostu zabranuje roztaté vodé na povrchu,
aby pronikla do pudy. Mnoho lotickych (tekouci voda) a lentickych (stojaté voda)
sladkovodnich biotoptli je tak vytvoreno v 1été. Tyto biotopy déavaji prilezitost
nejen sinicim, ale i dal$im organismiim pro jejich rozsiteni. V tomto ¢asovém
obdobi je diverzita velmi rozsahla. V terestrickych systémech voda odtéka velmi
rychle. Vysledkem je, Ze voda v terénu také velmi rychle vyschne. Do této katego-
rie patii i mokradni systémy, které vznikaji v terénnich depresich, kde se v pudé
voda nashromazdi. Vytvari tak ekosystém, ktery obyvaji kromé sinic i jiné orga-
nismy. Zdrojem vody je tajici snih a led, které zasobuji sladkovodni ekosystémy.
V' limnickych systémech, kam patii i antarkticka jezera, jsou touto tavnou vodou
zasobovana. Voda v terestrickém systému je dostupna jen po velmi kratké ob-
dobi (nékolik dni), kdezto v hydro-terestrickém systému je pristupna po vétsinu

letniho obdobi. (Elster, 2002; Elster et al., 2023)

3.2.1.1 Terestrické ekosystémy

Jsou definovany jako prostredi, kde je voda v tekutém skupenstvi k nalezeni jen
po velmi kratkou ¢asovou periodu, a to béhem tani. V tomto prostredi se kapalné
voda nalezne ve formé adsorpcni a kapilarni ptidni vody. Limitujicim faktorem je
tedy zdroj vody. (Elster, 2002)

3.2.1.2 Hydro-terestrické ekosystémy

Hydro-terestrické ekosystémy jsou systémy, kde je voda v tekutém skupenstvi
dostupna vétsinu léta, prikladem jsou mélké mokiady. Radime sem jak lotické,
tak lentické ekosystémy. Podle pritomnosti tekuté vody se odviji jejich zivot-
nost. S pritomnosti tekuté vody jsou v systémech i pritomny ziviny, mineralni
latky a fauna. Voda jako faktor ovliviiuje ekologickou charakteristiku prostredi.
V' druhé poloviné léta ekosystém vyschne. S prichodem zimy ekosystém zamrza.
(Elster, 2002)

3.2.1.3 Limnické (jezerni) ekosystémy

Jsou definovany jako systémy, kde je voda v tekutém skupenstvi pritomna po
cely rok. Do tohoto typu ekosystému fadime hluboka sladkovodni jezera, kterd
maji limnicky charakter. Nékterd z nich mohou existovat velmi dlouho, a to az
po desetitisice let. (Elster, 2002; Elster et al., 2023)



Do hydro-terestrickych prostiedi patii biotopy, kdy jejich prostfedi je nestabilni
a extrémni. Mohou zde zit rtizné druhy sinic a fas s riiznym mnozstvim biomasy.
Pritomnost téchto sinic a fas je ovlivnéna faktory prostredi jako jsou ziviny, sa-
linita, pH vody nebo prirozené disturbance sedimentu nebo eroze. Dominantni
podminkou, ze tekuta voda bude dostupna alespon ¢ast roku. Distribuce, abun-
dance organismi a jejich diverzita je zavisla na charakteristice mikrohabitatu,

s horsimi podminkami pro zivot klesd abundance a diverzita. (Elster, 2002)

Rasové a sinicové koberce a krusty

Rasové koberce a krusty jsou kohezni filmy a jiné struktury, které v dominantni
vétsiné produkuji sinice a v mensim méritku eukaryotni fasy. Sinice maji ekolo-
gickou vyhodu, protoze jsou lépe adoptovany na stres vysychanim a vymrzanim.
Rezistence viici stresu jim umoznuje rychlé obnoveni metabolickych procest. Sou-
casné sinice produkuji v tomto prostfedi biomasu, ktera je vétsi nez néasledna de-
kompozice. To méa za nasledek akumulaci organického uhliku v prostredi, které je
chudé na ziviny. Sinicové a fasové bentické rohoze stabilizuji ¢astecky sedimentu
tim, Ze je spojuji dohromady. Podobné shluky se vyskytuji i na povrchu pudy
jako biologické pudni krusty. Nékteré druhy sinic téchto rohozi maji optimalni
teplotu pro svij rist 15-25°C. Rostou zde v suboptimélnich podminkéch, i kdyz
se povrch rohozi dokaze zahrivat na tyto vysoké teploty. Nékteré druhy sinic,
které maji takto rozsahlé teplotni optimum, mohou byt dokonce endemické pro

Antarktidu. (Elster, 2002)

Slizové shluky a rosolovita biomasa vznasejici se ve vodée

Shluky se nachazeji ptrichycené ke dnu. Jsou produkovany jak prokaryotickymi,

tak eukaryotickymi fotosyntetizujicimi mikroorganismy. (Elster, 2002)

Struktura spole€enstva v sinicovych rohozich

Rasové a sinicové rohoze s krusty maji prevahu sinic a produkuji biomasu Chro-
ococcales - Aphanocapsa, Aphanothece, Gloeocapsa, Gloeocapsopsis; Oscillatoria-
les - Leptolynghya, Lynghya, Schizothriz, Phormidium, Microcoleus, Oscillatoria;
Nostocales - Scytonema, Tolypothriz, Calothrix, Dichothrix a Nostoc. Bentické
rohoze se skladaji z Phormidium a Nostoc spolu s trichomy Leptolynghya. V pro-
stredi, kde dochazi k prosakovani vodnich tokt, jsou spolecenstva Gloeocapsa,

Schizothriz, Dichothriz a Scytonema, s trichomy Leptolynghya. (Elster, 2002)



3.3 Jezera Antarktidy

V Antarktidé najdeme nejrozmanitéjsi skalu jezer na planeté. Abiotické faktory
casto definuji jezera polarnich oblasti. Témito faktory mohou byt dlouhé zamrz-
nuti, velmi nizka teplota vody a extrémni fluktuace solarni energie v dusledku
polarnich dni a polarnich noci. (Singh, Elster, 2007; Laybourn-Parry, Wadham,
2014)

V odlednénych oblastech jsou jezera sladkovodni, brakicka a hypersalinni. U je-
zer, ktera jsou nebo v minulosti byly v kontaktu s motrem, se nachazi vrstvy sladké
a slané vody, jde napriklad o jezera prilivova nebo jezera ledovcova selfova. Pod
kontinentalnim ledovym prikrovem se nachdazi rozsahla sit subglacialnich jezer.

(Laybourn-Parry, Wadham, 2014)

Jezera jsou z velké casti chudé na biodiverzitu, jsou charakterizované zkrace-
nymi mikrobidlné dominantnimi potravnimi fetézci. Jezera nejen Antarktidy, ale
i Arktidy jsou ukazatelem lokalni i globalni zmény klimatu. (Laybourn-Parry,
Wadham, 2014)

Polarni limnologie je ovlivnéna pritomnosti ledovcii. Napiiklad subglacialni je-
zera, se nachazeji predevsim v Antarktidé pod vrstvou ledu, kterd v nékterych

ptripadech mize dosahovat az 4 km. Piikladem je jezero Vostok. (Laybourn-Parry,
Wadham, 2014)

3.3.1 Klasifikace jezer dle puvodu jezerni panve

Klasifikace jezer neni ustalena. Jezera tak lze klasifikovat podle nékolika kritérii.
Kritéria mohou byt hydrologickd, morfometricka, biologicka atd. (Netopil, 1981)
Podle toho, na jaké ucely je klasifikace urc¢ena, jsou Clenéna i jezera. Nejcastéji
jsou jezera klasifikovana dle ptivodu jezerni panve. Zalezi na faktorech, které
pri vzniku jezera rozhodovaly. Téchto faktort ovliviiujici vznik je vice. Jedna se
o faktory dynamické, geologické slozeni, tak i geomorfologické procesy. (Cepov,
2013)

3.3.1.1 Jezera fluvialni

Tato jezera primo ovliviiuje ¢innost vody. Ve vétsiné pripadt se fluvialni jezera

nachézi v ¥iéni nivé, ve stfednim ¢i dolnim toku. (Cepova, 2013)



3.3.1.2 Jezera ledovcova (glacialni)

Jedna se o nejcetnéji se vyskytujici jezera na planeté. Vznikla po poslednim obdobi
zalednéni pri tstupu ledovci. Jsou tvorena horskym ledovcem nebo pevninskym
ledovcem. Vznikaji ¢tyfmi zpiisoby, a to ledovou bariérou, glacialni erozi, glaci-
alnimi nanosy nebo kombinaci glacialni aktivity s jinymi fyzicko-geografickymi
procesy. V polarnich oblastech se déli do subtypti. Jezera vznikla ledovou bari-
érou, jezera hrazend glacialnimi nanosy ¢i glacialni erozi. Dale potom vznikaji

kombinaci téchto procesii s glacialni aktivitou. (Cepové, 2013)

3.3.1.3 Jezera zavisla na existenci ledovcl (proglacialni)

Tento druh jezer je zavisly na ptritomnosti ledovce. Vytvari se v blizkosti ledovce,
prikrovech, depresich nebo vedle morén. V tomto typu nedochazi k odvodnéni.
Vznikaji jezera prehrazend nebo zasobovana ledovcovou vodou. Jezera proglaci-
alni rozlisujeme do subtypii na jezera vznikla ledovou bariérou, jezera epiglacialni,
supraglacialni a episelfova jezera. Jezera vznikla ledovou bariérou vznikaji prehra-
zenim ledovce za ledovcového pukani. Epiglacialni jezera zasobuje voda z ledovcet.
Supraglacialni jezera se nachazi na vrcholu samotného ledovce. Episelfova jezera

se vyskytuji na bazi Selfového ledovce a jsou propojend s oceanem. (Cepova, 2013)

3.3.1.4 Jezera postglacialni

Postglacialni jezera vznikaji po kontinentalnim a mistnim horském zalednéni po
ledovcové erozi a depozici. Pod tuto kategorii patii jezera karova a jezera kotli-
kova. (Cepova, 2013)

3.3.1.5 Jezera termokrasova

Jejich existence je vazana na pritomnost permafrostu. Dochéazi k degradaci ledo-
vych klinti a poklesu povrchu. Jezero je zasobovano vodou z tajicitho permafrostu.

(Cepova, 2013)

3.3.2 Biota v antarktickych jezerech

V antarktickych jezerech je konstantné nizka teplota. Jsou zde nizké meziroc¢ni
urovné fotosynteticky aktivni radiace (FAR) a minimalni pfisun zivin. V du-
sledku ptisobeni téchto faktori na organismy se zkracuje potravni pyramida.

V jezerech se nenachézi ryby jakozto konzumenti vyssiho radu. Je zde také nizka



pritomnost bezobratlych a planktonu. V jezerech dominuji prokaryotické a eu-
karyotické mikroorganismy. Vyskytuji se tu Archaea, Bacteria, Algae a Protozoa.
Bentos jezer je dominovan sinicovymi rohozi, ale existuji i jezera kde dominuji
mechy. (Laybourn-Parry, Wadham, 2014)

Dilezitost cyanobakterii byla pochopena az v kolem roku 1980. V predchozich
studiich se pouzivaly sité, které zachytily pouze fytoplankton a zooplankton.
V téchto letech zacalo byt k dispozici fluorochromové barveni, a to 4" ,6-diamidino-
2-fenylindol. Obarvené cyanobakterie se nasledné daly pocitat pod epifluorescent-
nim mikroskopem. V této dobé se ockovaly agarové plotny, ale spocteni jedinci
za pouziti této metody byli nizsi nez realita. Odhad je takovy ze kolem 2 -3
% bakterii bylo kulturabilnich za pouziti tehdejsi technologii pro kultivaci. Dnes
jsou vodni potravni Tetézce povazovany za komplexni systém mikroorganismi
a vyssich organismi. Mikroorganismy jsou stézejni jednotkou v biogeochemic-
kém cyklu uhliku a dalsich elementi. (Laybourn-Parry, Wadham, 2014)

3.3.3 Biotopy antarktickych jezer

Existuji tii biotopy v polarnich jezerech, a to pelagicky biotop, benticky biotop
a ledova pokryvka. Do nedavna nebyla ledova pokryvka povazovana za biotop.
Studie v alpinskych jezerech ale dokazala, ze v ledové pokryvce je komplexni

mikrobiologické spolecenstvi. (Laybourn-Parry, Wadham, 2014)

Ro¢ni led na antarktickych jezerech miize dosdhnout tloustky az 2 metri. Tr-
valy led na jezerech dosahuje tloustky az 6 metri. Obsahuje sediment, ktery je
do jezera zanesen z okoli. Sediment je tmavsi nez okoli, tim absorbuje energii ze
slunce. Césti ledu se sedimentem rychleji taji a vytvoii vrstvu agregatnich plati
a roztaté vody. Tyto agregaty obsahuji komunity sinic. Priklady sinic jsou Phor-
midium, Oscillatoria, Nostoc, Scytonema a Synechococcus. Jen malo eukaryot
kolonizuje led. Ledova pokryvka tvori dynamickou rovnovahu mezi sestupnym
pohybem sedimentu jako vysledek tani béhem léta a vzestupnym pohybem ledu
v dusledku ablace na povrchu a zmrznutim vné ledové vrstvy. V prubéhu léta je
voda v tekutém skupenstvi pritomna okolo 150 dni. Voda v tekutém skupenstvi
je kolonizovana mikrobidlnimi organismy. Sinice dominuji biomase viceletych (pe-
rinedlnich) ledovych pokryvek. Na ledovcich, které na povrchu v letnim obdobi
taji, a kde se vyskytuje cela rada riznych vodnich biotopti, napt. kryokoniti, které
jsou predevsim osidlovany sinicemi. (Laybourn-Parry, Wadham, 2014; Segawa et
al., 2017)

Fotosynteticky aktivni zareni (FAR) klesd s hloubkou exponencidlné. V jedno-

roénim ledu, ktery je transparentni, neni klesani zareni tak prudké. Okolo 18 %



az 25 % povrchové radiace bylo transmitovano do hloubky 2-4 m vodniho sloupce
v prubéhu roku. Studie na viceletém ledu ukazaly, Ze jen 1,34 % az 2,73 % FAR
pronikéd pod led. (Fragoso et al., 2014; Laybourn-Parry, Wadham, 2014; Kumar
et al., 2015)

Bentické spolecenstva antarktickych jezer maji extenzivni rist sinicovych, raso-
vych a mechovych rohozi. V nékterych pripadech je v jezerech pritomnd kom-
plexni morfologie pilifi. Rasové rohoze jsou slozeny z vlaknitych sinic jako napii-
klad Oscillatoria a Leptolyngbya, dale je tfeba mozné nalézt napriklad rozsivky.
(Imura et al., 1999; Laybourn-Parry, Wadham, 2014)

3.3.4 Jezera Zemé kralovny Maud

Lokalita se nachazi ve vychodni ¢asti Antarktidy. Vzorky v praktické ¢asti ba-
kalarské prace pochazi praveé z této oblasti. V letech 2018 a 2019 se konala do
této oblasti expedice Japanese Antarctic Research Expedition (JAREGO0), a to
v letnich mésicich. Nejteplejsim mésicem je v této oblasti leden, kdy se teplota
pohybuje okolo —1°C. (Pushkareva et al., 2023)

Obrazek 1: Jezero Naga Ike (Skarvnes) (Elster, 2019)

Odborna literatura (Lepparanta et al., 2020) se vénovala studii jezer v této ¢asti

Antarktidy, konkrétné v zapadni casti Vestfjella. V této casti byl klasifikovan
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Obrazek 2: Jezero Kumugata Ike (Skarvnes) (Elster, 2019)

vyskyt tfech hlavnich jezer, a to supraglacidlni jezera, nunatak jezera a epigla-
cidlni jezera. Nunatak jezera lze déle rozdélit do dvou kategorii, kde v prvnim
pripadé je zdrojem vody tani ledovce a v druhém tajici snih v letnim obdobi.
Teplota jezer je zavisla na faktorech jako solarni radiace a sublimace. S tim sou-
visi i limnologicka kvalita, kde jezera supraglacidlni jsou ultraoligotrofni (velmi
slabé zivné az nedzivné vody) az po hypertrofni (vysoce uzivné) nunatak je-
zera. Autori (Lepparanta et al., 2020) déle navrhuji, Ze tato tii jezera jsou bézné

v blizkosti nunatakt v zapadni i severni ¢asti Zemé kralovny Maud.

3.3.5 Japonska stanice Syowa

Syowa je japonskad polarni vyzkumna stanice, kterd se nachazi na East Ongul

Island v Zemi kralovny Maud v Antarktidé.

3.3.5.1 Jezera oblasti McMurdo Dry Valleys

Dufek Massif je skalnaty, z velké c¢asti zasnézeny masiv 43km dlouhy. Nachazi
se v severni ¢asti pohoii Pensacola. Nachazi se zde sinicové rohoze, a to jak na
dné jezer, tak i terestrialnich habitatech. (Hodgson et al., 2010; USGS science for
changing a world, 2022)

11



Obrazek 3: Jezero Kikuno Ike (Skarvnes) ¢.3 (Elster, 2019)

McMurdo Dry Valleys je to unikétni systém prohloubenych tdolf o rozloze 53 km?.
Jedna se o nejvétsi systém udoli bez ledu. Je to ojedinéla oblast s 65 geomorfo-
logickymi zaznamy glacialni historie ledového prikrovu, véetné dikazt az sedmi
riznych fazi zalednéni. V udoli se nachazi proglacialni jezera. Region této Casti je
studeny a suchy, presto se v téchto jezerech nachézi biota ve formé rohozi sinic,

které rostou jako folidzni shluky. (Hodgson et al., 2010)

Na mistech bez ledu se nachazi vyschlé prameny. Mikrobidlni analyza kultur
v pudé nasla méritelné mnozstvi zivotaschopnych aerobnich heterotrofickych or-

ganismi véetné gramnegativnich bakterii. (Hodgson et al., 2010)

Na mistech odlednénych se nachézi vyschlé mélké mokrady. Dalsim typem jezer
je Folidas jezero. Jde o byvalé proglacidlni jezero, které bylo promrzlé az na dno.
Ve studii (Hodgson et al., 2010) se zabyvali aktivné rostouci sinicovou rohozi na
dné litoralu. Bublinky kysliku na povrchu a pod ledem naznacovaly, ze sinice
fotosyntetizovaly. Vzorek obsahoval ¢ervenooranzové shluky sinic, ktera byla 20
metri od brehu. (Hodgson et al., 2010)
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Obréazek 4: Jezero Bosatsu Ike (Skarvnes) (Elster, 2019)

3.3.6 Odebrani biologickych vzorkt z antarktickych jezer

P1i odebirani vzorki se dba na to, aby jezero nebylo kontaminovano. Odebirani
vzorkil se provadi podle protokolu ,Management Plan for 214 Antarctic Speci-
ally Protected Area“. Vybaveni je pred pouzitim sterilizovano. Vzorky se davaji
do sterilnich nadob. Biologicky material z bentosu i litoralu se sbird manualné.
Vzorky, které se dale zkoumaji pod mikroskopem, jsou prezervovany v jodovém
¢i etanolovém roztoku. Pro molekularni analyzu se vzorky mrazi. (Hodgson et al.,
2010)

3.4 Sinice (cyanobakterie)

Sinice (cyanobakterie) jsou jediné prokaryota s oxygenni fotosyntézou. Kvantita-
tivné patii mezi nejvyznamnéjsi organismy, které se kdy na nasi planeté vyvinuly.
7, endosymbioticky zijici sinice vznikly plastidy, organely chloroplastu fotosynte-
tizujicich eukaryot. S rozvojem oxygenni fotosyntézy se atmosféra a oceany Zemeé
mohly zacit okyslicovat. Sinice predstavuji drtivou vétsinu veskeré primarni pro-
dukce na Zemi. (Elias, 2009; Demoulin et al., 2019)
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Obrazek 6: Odbér vzorki z jezera Dairi Tke (Skallen) (Elster, 2019)

3.4.1 Sinice

Cyanobakterie jsou fotosyntetickd prokaryota, které se vyskytuji ve vétsiné osvét-

leného prostredi. Odhad jeji globalni vlhké biomasy je tisic miliont tun. VSechny
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sinice syntetizuji chlorofyl. Kyslik vznika béhem fotosyntézy, kdy typickym dér-
cem elektronii je voda. VétSina ma namodralou barvu, ktera se vyskytuje diky
produkci fykobilinového pigmentu fykocyaninu. Dale miize byt pritomny cerveny
doplnkovy pigment fykoerytrin. Nékteré rody neprodukuji zadny ze zminénych,
ale tvori doplinkové pigmenty. Nékteré tyto typy jsou velice dilezitou soucasti
planktonu ocedanu. (Whitton, Potts, 2012; Sdnchez-Baracaldo et al., 2022)

Sinice ziji v razném prostredi. Oproti eukaryotickym rasdam preferuji teplotu
o 7°C vyssi, proto jsou casto uspésnéjsi v teplejsich oblastech. Jsou jedni z nej-
UV zareni. Planktonni formy umi fotosyntetizovat pri nizkych poctech fotont
v prostredi. Jsou schopni pouzit sulfan, sirovodik HyS, jako donor elektronu. Déle
redukce COq probihd pri nizkych koncentracich uhliku. (Whitton, Potts, 2012)

Konkurenc¢ni vyhoda je schopnost sinic fixovat dusik Ny, a to pomoci heterocyt,
které se vyskytuji u sinic Nostocales a Stigonematales. V heterocytech je ulozen
enzymaticky komplex nitrogenaza. Ten preménuje dusik na glutamin, ktery je
déle spotiebovavan. (Whitton, Potts, 2012)

3.4.2 Morfologie bunék sinic

Cyanobakterie jako prokaryota jsou klasifikovana podle jejich bunécné struk-
tury. Jsou vétsi a propracovanéjsi nez bunka bakterie. Typicka velikost se po-
hybuje mezi 1-10 pm. Pro porovnani to je jedna desetina az jedna dvacetina
velikosti eukaryotické bunky. Jednotlivé morfologické skupiny mohou byt jed-
nobunécné sférické a cylindrické morfologie, jednoduché a komplexni mnohobu-
nécné vlaknité formy a kolonialni formace. Bunééna struktura zahrnuje vnéjsi bu-
néény obal (obédlku) s peptidoglykanovou bunéénou sténou. Pomoci transmisni
elektronové mikroskopie lze zobrazit bunécéné ultrastruktury. Také lze pouzit na-
priklad elektronovou mikroskopii. Diky témto zobrazovacim metoddm muzeme
pozorovat znacnou variabilitu mezi druhy sinic. Co se tyce genetického materi-
alu nebo nukleoidu, tak oblast obsahuje holou kruhovou DNA. Ribozomy jsou
rozptyleny po cytoplazmé. Sinice obsahuji fotosyntetické organely. Samotné fo-
tosyntéza je moznd prostiednictvim souboru fotosyntetickych komplexii a mole-
kul ulozZenych ve specializovanych bunéénych membranach. Jedné se o tylakoidni
membrany, které maji fotosynteticky aparat. Tento aparat fykobilizomt umoznuje
sbér svétla. Bunka obsahuje dale i zasobni inkluze. Tyto zasobni inkluze mo-
hou slouzit jako metabolické produkty pii neptiznivych podminkach nebo stresu.
(Waditee-Sirisattha, Kageyama, 2022)
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3.4.3 Strukturni komponenty

Vngjsi ¢asti bunky se skladaji ze slizové vrstvy a bunécéné stény. Slizova vrstva
chrani bunku pred skodlivymi faktory prostiredi. Obal zajistuje ochranu vuci okol-
nimu stresu z okolniho prosttedi a slouzi jako protekce pred teplotnim stresem,

UV zafenim a vysuSenim. (Waditee-Sirisattha, Kageyama, 2022)

Bunécna sténa lezi pod slizovou vrstvou. Sklada se ze dvou az tii vrstev. Vnitini
vrstva bunécéné stény lezi vedle plasmové membrany. Nékteré sinice maji s-vrstvu,
krystalickou proteinovou vrstvu, pokryvajici cely povrch bunky, ktera se jevi jako
dilezitd pro pohyblivost vlakna. Plasmatickd membrana, selektivné propustna
membrana, kterda uzavirda cytoplasmu. Na periferii cytoplazmy jsou tylakoidni
membrany. Ty obsahuji fotosyntetické pigmenty, ktery nazyvame fykobiliproteiny.
U nékterych sinic jsou pritomny pseudovakuoly. VSechny vzduchové vakuoly maji
submikroskopické jednotky nazyvané plynové vezikuly. Tyto plynové vezikuly do-
voluji sinicim vyuzivat vztlaku. Diky témto jednotkdm se dokazou presunout ve
vodnim sloupci. To jim umoznuje vyuzit optimalni pozici pro nejlepsi prisun svétla

a podminek pro prisun zivin. (Waditee-Sirisattha, Kageyama, 2022)

3.4.4 Specializované struktury

V1dknité sinice jsou schopné bunécné diferenciace. Tato vlastnost je u prokaryot
unikatni. Formuluji specializované struktury vystavujici funkéni bunécénou dife-

renciaci. (Waditee-Sirisattha, Kageyama, 2022)

3.4.4.1 Akinety

Veétsina vlaknitych sinic mé moznost tvorby vytrvalych bunéénych forem. V pru-
béhu vegetace se pripravuji na nepiiznivé podminky tvorbou dormantnich stadii.
Jsou to struktury, které slouzi jako reakce na neptiznivé podminky. Akinety jsou
vétsi nez vegetativni bunka se silnou sténou. V pripadé, ze se navrati priznivé
podminky, vyprodukuji nova vldkna. Jsou to bunky klidového stadia. V téchto
bunkach se nachazi velké mnozstvi zivin. Akinety jsou také bunkami reprodukc-
nimi. V jezernich sedimentech dokazou ztstat v dormanci v nepfiznivych pod-
minkach. (Waditee-Sirisattha, Kageyama, 2022)

3.4.4.2 Hormogonie

VIédknité sinice se pravidelné rozmnozuji fragmentaci svych vlaken neboli tri-

chomii. Nékdy v pravidelnych i nepravidelnych intervalech vytvari kratsi tri-
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chomy, které se v prumeéru sestavaji z 5 az 15 bunék. Tyto kratké trichomy nazy-
vame hormogonie. Projevuji klouzavou pohyblivost a mohou se vyvinout v nova
vldkna plné délky. (Waditee-Sirisattha, Kageyama, 2022)

3.4.4.3 Heterocysty

Heterocysty jsou specializované bunky fixujici dusik. Produkuji je nékteré vlidknité
sinice (pfedevsim ze skupiny Nostocales a Stigomotales) pii nedostatku dusiku.
Jedna se o modifikované vegetativni bunky. Jsou také nejvice distinktivni. Maji
tlustou bunécnou sténu, svétle zlutou barvu. Heterocysty nemaji fotosynteticky
aparat. Jejich primarni funkci je anaerobni fixace atmosférického dusiku. Tato
fixace probihda z Ny ze vzduchu pomoci enzymu nitrogendzy. Tim poskytuji ostat-
nim burikdm ve vldknu dusik pro biosyntézu. (Waditee-Sirisattha, Kageyama,
2022)

3.4.5 Rozmnozovani

Sinice se rozmnozuji pouze nepohlavné. Vétsina sinic se rozmnozuje binarnim
délenim. Nékteré jednobunééné sinice mohou produkovat riizné typy inicidlnich
bunék, které se lisi od materské bunky svym tvarem. Vznikaji baeocyty a exocyty,
které se lisi od materské bunky svou velikosti, tvarem a postupnym vicenasob-
nym Stépenim. Nésledné se uvoliuji od materské bunky do prostiedi. V1dknité
sinice produkuji kratka pohybliva vlakna viz hormogonie. Napriklad Nostocales,
za nepiiznivych podminek produkuji akinety viz akinety. (Waditee-Sirisattha,
Kageyama, 2022)

3.4.6 Taxonomicky systém

V soucasné dobé je nejvice popularni polyfazicky pristup. Zakladni kritérium
je fylogeneze konzervace proteinti s usporadanim tylakoidi a zda tvori hetero-
cysty. Tento pristup zahrnuje osm radi cyanobakterii, a to Gloeobacterales, Sy-
nechococcales, Spirulinales, Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Chroo-
coccidiopsidales a Nostocales. Této systém dokazal rozeznat Ctyri nové rady, a to
Gloeobacterales, Synechococcales, Spirulinales a Chroococcidiopsidales. (Komarek
et al., 2014; Waditee-Sirisattha, Kageyama, 2022)
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3.5 Sinice v Antarktidé

Sinice jsou dominantni biota, a to jak ve vodnim, tak terestrickém prostiedi po-
larnich ekosystému. Antarktida méa suché a chladné prostiedi, a do nedavna bylo
znamo, ze polarni pousté nemaji témeér zadny zivot. Pti blizsich studiich, byly ob-
jeveny stanovisté, kde se nachézely mikroby. Témito misty byl snih, led, obnazena

puda, piskovce a jezera. Diverzitu vétsiny Antarktidy tvori prokaryota.

Obrazek 7: Vzorek narostu na dné jezera Bosatsu Ike (Skarvnes) (Elster, 2019)

Sinice jsou jednou z nejdilezitéjsich prokaryot, jelikoz maji schopnost fixovat uh-
lik prostfednictvim fotosyntézy. Sinice se adaptovaly a aklimatizovaly na teplotu,
zmrazeni a rozmrazeni. Maji fotoprotektivni schopnost i schopnost ziskani svétla

pro fotosyntézu.

Obrazek 8: Vzorek dna néarostu z jezera Naga Ike (Elster, 2019)
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Jen nékolik z nich bylo povazovano za skutecéné psychrofily. Klasifikace se déli
na psychrotolerantni nebo psychrotrofni, vzledem ke schopnosti metabolizovat
blizko 0°C, ale také optimum pro jejich rist je typicky nad 15°C. Ve vysoce di-
vergentnich extrémnich prostredich se vyskytuje naptiklad Nostoc, Leptolyngbya,
Phormidium a Oscillatoria. (Hodgson et al., 2010; Singh, Elster, 2007)

Obrazek 9: Narost ze dna jezera Nyorai Ike (Skarvnes) (Elster, 2019)

Vyuzivaji mnoha biochemickych adaptaci pro preziti v limnickych, hydro-terestrickych
i terestrickych biotopech. Vyskytuji se viceméné ve vSech trech prostredich. Jed-
notlivé biotopy pri bliz§im zkoumani obsahuji spole¢né druhy sinic. Diverzita
sinic neni limitovana vodnim nebo terestrickym prostfedim. Vodni druh dokéze
kolonizovat okolni terestrické niky a naopak. (Hodgson et al., 2010; Pessi et al.,
2018)

Ve studii (Hodgson et al., 2010) zkoumali permanentni vodni utvary, sinicové
rohoze a krusty, vyskytujici se na dné jezer, kde aktivné fotosyntetizovaly. Na
probihajici fotosyntézu poukazovaly bublinky kysliku. Jezera mély vyssi koncen-
trace rozpusténého O,. Diky tomu se mikrobialni rohoze rostouci na dné pomoci
vztlaku oddélily od dna a zacaly se vznaset. Utvary piimrzaly k spodni ¢asti
ledu jezera. Poté postupné promrzaly lednim profilem az na horni ¢ast ledu. Tyto
promrzlé shluky sinic se rozpadaly a byly odfoukavany na pobtezi nebo dale do
okolniho prosttedi. (Hodgson et al., 2010)

Sinice se vyskytovaly i na exponovanych terestrickych mistech, zejména na okra-
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Obrazek 10: Narost sinic na mechorostech na dné jezera Hotoke Ike (Skarvnes) (Elster,
2019)

jich skal a vétsich kament ve hloubce alespon 10-15 cm. Shluky byly suché, v bliz-
kosti tajictho ledu vlhké. (Hodgson et al., 2010)

3.5.1 Sinice v jezerech Antarktidy

Sinice v jezerech Antarktidy jsou adaptované a aklimatizované na prostredi v je-
zerech. Pomoci DNA analyzy ¢asticového organického uhliku POC a distribuce
sekvence DNA lze sledovat jejich distribuce antarktickych biotopt. Sinicové ro-
hoze jsou primarnim zdrojem organického uhliku, ktery podporuje soucasny me-
tabolismus pudy. Potoky a jezera, ktera jsou sinicemi kolonizovany, jsou inokulem
pro zivot podporujici antarktickou polarni poust. Proto byly navrzeny tii kate-
gorie typt antarktickych stanovist a to limnické, hydro-terestrické a terestrické,
jak je jiz zminéno podrobné v kapitole o terestrickém a sladkovodnim prostiedi
Antarktidy. (Taton et al., 2006; Singh, Elster, 2007)

Spolecenstva sinic mélkych polarnich mokrada Chroococcales — Aphanocapsa, Apha-
nothece, Gloeocapsa, Gloeocapsopsis; - Oscillatoriales — Leptolyngbya, Lyngbya,
Schizothriz, Phormidium, Microcoleus, Oscillatoria; - Nostocales — Scytonema,
Tolypothriz, Calothriz, Dichothriz, a Nostoc. (Elster, 2002)

Rasové rohoze s krusty maji prevahu sinic produkujici biomasu Chroococcales -

Aphanocapsa, Aphanothece, Gloeocapsa, Gloeocapsopsis; Oscillatoriales - Lepto-
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lynghya, Lynghya, Schizothriz, Phormidium, Microcoleus, Oscillatoria; Nostoca-
les - Scytonema, Tolypothriz, Calothriz, Dichothriz, a Nostoc. Bentické rohoze se
skladaji z Phormidium a Nostoc, spolu s trichomy Leptolynghya. V prostredi, kde
dochazi k prosakovani vodnich toku, jsou spolecenstva Gloeocapsa, Schizothriz,

Dichothriz a Scytonema s trichomy Leptolynghya. (Elster, 2002)
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3.6 lzolace a kultivace sinic

3.6.1 Sterilizace a sterilni techniky

Pro kultivaci sinic je nutné konkrétni druh prevést do sterilniho Zivotniho pro-
stfedi pomoci sterilnich pomiucek. Diky sterilnimu prostredi zabranime kontami-

naci z okolniho prostredi. (Frébortova, 2008)

Sterilizace je proces odstranéni ¢i usmrceni vsech mikroorganismt. Sterilni tech-
niky se sterilnimi néstroji minimalizuji kontaminaci. Okolni vzduch obsahuje
prach, spory a mikroorganismy, kterymi jsou nastroje pfi expozici kontamino-
vané. Je rozdil mezi pojmem sterilizace a dezinfekce. Dezinfekce je tkon, ktery
zabiji nebo snizuje pocet patogennich mikroorganismt v prostiedi ¢i na povrchu.
Soucasti sterilni techniky je umyti rukou, povrchi prostiredkem pred praci s kul-
turou. Existuji riizné metody sterilizace, které rozdélime do ¢tyt kategorii. Prvni
kategorie je sterilizace teplem, vétsim nez 100 °C, kterd je nejcastéji pouzivana.
Déle se pouziva elektromagneticka sterilizace tedy ultrafialové zareni, gamma
zafeni, RTG zareni a mikrovinné zareni. Posledni typem sterilizace je filtrace
a chemicka sterilizace. (Rahn, 1945; Andersen, 2005; Block, 2001)

Pro sterilizaci instrumentti, kultivacnich médii a pracovnich ploch se pouzivaji
fyzikalni metody. Do fyzikdlnich metod patii sterilizace pomoci tepla, filtrace,
elektromagnetickych vin, UV zateni. Vyuziva se i metod chemickych, jako napfti-
klad za pouziti etanolu pfi dezinfekei povrchi. (Sykes et al., 1958; Sinice a Fasy.cz,

2021e)

3.6.1.1 Autoklavovani

Autoklavovani je nejefektivnéjsi metoda sterilizace materidli, které jsou odolné
vici teplu. Toto metodu je také mozné vyuzit pii sterilizaci tekutin. V autoklavu

Ize sterilizovat pomucky a kultivacni média. (Andersen, 2005)

Jedna se o hermeticky uzavienou nadobus dvojitym plastém. V pristroji se vyviji
nasycena vodni para pri vysokém tlaku. Pozadované teploty se dosdhne vytlace-
nim vzduchu z komory zafizeni. Doba sterilizace zavisi na objemu sterilizované
kapaliny. Jeden litr kapaliny je tfeba autokldavovat 25 minut. Doba sterilizace je

rovna dobé k dosazeni 121 °C v komore. (Frébortova, 2008)
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3.6.1.2 Etanol

Etanol patti mezi alkoholy, které slouzi jako dezinfekce povrchi. Pti pouziti je
jeho vyhoda v rychlém schnuti. Jeho ti¢inkem je rychld denaturace bilkovin, ktera
se projevi jen v pritomnosti vody. Ni¢i vegetativni formy bakterii, druhy virt,
ale na spory nejsou uc¢inné. Pouziva se etanol fedény. Koncentrovany roztok méa
za nésledek konzervaci bakterii. Neucinnéjsi je priblizné 70% roztok. Lze pouzit
i k dezinfekei rukou. (Vitkova, 2016)

3.6.1.3 Sterilizace plamenem

Instrumenty jako naptiklad ockovaci klicky, jehly, skrabky, pinzety, které sterili-
zujeme tésné pred pouzitim. Sterilizace probiha ozehnutim v plameni. K tomu
se pouzivaji kahany plynové nebo lihové. Kromé instrumenti pred praci se sa-
motnymi kulturami, pouzivame ptrimou sterilizaci pti pripravé agarovych ploten.
Pred nalitim agaru sterilizujeme ohném hrdlo lahve. Pomiicky se opaluji, a to nad
redukéni zénou v nesvitivé ¢asti oxidacéni zény plamene. V této zéné je teplota
plameny nejvyssi, pohybuje se kolem 1500 °C. (Frébortova, 2008; Cedikova et al.,
2012; Sinice a Tasy.cz, 2021e)

3.6.1.4 Laminarni box

Jednd se o pristroj (flow box), kde probihd veskera manipulace s kulturami. V la-
boratorich, které pracuji s mikroorganismy se jedna o nepostradatelnou c¢ast vy-
baveni. Zarizeni snizuje az znemoznuje kontaminaci bunék bakteriemi a jinymi ne-
zadoucimi organismy. V boxu se udrzuje vzduch v pohybu a dale jej filtruje. Pred
pouzitim se pouziva UV lampa, pro zneskodnéni i odolnéjsich mikroorganismi.
Zakladni jednotkou laminarniho boxu je HEPA filtr (high efficiency particulate
arrestance filter). HEPA filtr disponuje extrémné vysokou t¢innosti zachytavani
¢astic. Pro c¢éstice o velikosti 300nm je jeho ucinnost 99,97 %. V laminarnim
boxu se dale nachazi ventilator nasavajici vzduch z mistnosti. Podle typu prou-
déni délime boxy na horizontélni a vertikdlni. (Sinice a fasy.cz, 2021e; Chen et al.,
2022)

3.6.1.5 Kultivaéni média

Sladké vody maji velké mnozstvi sinicové fléry. Distribuce sinic i fas ve sladké
vodeé zavisi na mnoha faktorech. Nejen na chemicko-fyzikalnich ptisobenich, také
na schopnosti organismu kolonizovat urcité prostredi. Z tohoto duvodu byly vy-

tvofeny ruzna kultivaéni média, pro izolaci a kultivaci. (Andersen, 2005)
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Kultiva¢ni média poskytuji vyzivu a dalsi vhodné podminky organismtim, které
na médiu kultivujeme. Déli se na tekuta, pevna a bifazicka. Je vhodné, kdyz po-
uzité médium co nejvice odpovida podminkam prostiedi, ze kterého organismus
pochazi. Vybér média méa pravidla. Prvnim je, Ze celkovy obsah soli by mél byt
urc¢eny podle puivodniho prostiedi sinice. Dalsim je, ze by mél obsahovat vyuzi-
telny zdroj dusiku, uhliku, fosforu, zédkladni ionty, stopové prvky a chelatiza¢ni
¢inidlo. Déle je tfeba upravit pH a pfidat pfipadné vitaminy. (Andersen, 2005;

Sinice a Fasy.cz, 2021c)

3.6.1.6 Sladkovodni média

Kultivacni média, kterda maji jasné definované slozeni, jsou vyhodna pro reprodu-
kovatelnost experimentti. Pouzité médium pro izolaci a kultivaci sinic by mélo co
nejvice odpovidat prirodnim podminkam, ze kterého sinice byla odebrana. Pri-
klady pouzivanych kultivacnich médii je naptiklad BBM — Bold’s Basal médium,
casto pouzivané pro izolaci ptidnich sinic. Dale Chu #10 médium pouzivané pri
kultivaci sinic. WC médium — Wright’s Cryptophyty médium pro kultivaci né-
kterych sinic. Z8 médium je univerzalni kultiva¢nim médiem. Pro praktickou ¢ast

této bakalarské prace bylo vyuzito BG-11 médium. (Sinice a fasy.cz, 2021a)

BG-11 médium

BG-11 kultiva¢ni médium je urcené pro kultivaci sinic z rtznych biotopt, a to jak
sladkovodnich, ale i ptidnich, termalnich a morskych. M4 typicky vysoky obsah
dusicnanu. Lze jej pripravit v bezdusikaté formé urcené pro izolaci a kultivaci
heterocytoznich sinic. Tyto sinice jsou schopny metabolizovat vzdusny dusik. Tato
modifikovand média nalezneme pod nazvy BG-11-N nebo BG-11y5. Médium je
vysoce koncentrované a muze tak mit za nasledek zménu morfologie udrzovanych
kultur. (Yang et al., 2015; Sinice a Tasy.cz, 2021a)

3.6.2 Tradi¢ni techniky izolace sinic

Metody tradi¢nich technik izolace mikrotas jsou prevzaty z metod mikrobiolo-
gickych a jsou modifikovany pro fotoautotrofni organismy. Klonalni kultura obsa-
huje potomky jedné pivodné vyizolované bunky. Bunky v kultufe jsou identické.
Jednodruhova kultura je tvorena jednim druhem organismu, organismy jsou ale
geneticky rozdilné. Xenicka kultura obsahuje jesté dalsi organismy kromé zajmo-
vého organismu. Axenicka kultura kromé zajmového organismu neobsahuje zadné

dalsi organismy. (Sinice a fasy.cz, 2021d)
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Neni mozné vytvorit univerzalni metodiku pro izolaci jednotlivych taxonomickych
skupin. Divodem je velka druhova diverzita sinic a jimi osidlovanych biotopt.
Spravny vybér kultivacniho média pro izolace, zfedéni a naslednou izolaci do

média zajisti dspésnost kultivace pozadované sinice. (Sinice a Tasy.cz, 2021d)

3.6.2.1 lzolace na agarovych plotnach

Agarové plotny disponuji Sirokym spektrem vyuziti pro izolaci sinic. Plotny je
mozné vyuzit pro purifikaci existujicich kultur. Zakladnim principem pii izolaci
sinice je tzv. zredéni vzorku pasdzovanim na povrch agarové plotny. Pasazovani
znamena opakované rozetreni vzorku po povrchu plotny. K tomuto tkonu po-
uzivame sterilni instrumenty jako napft. ockovaci klicku. Po prvni sérii tahti na
plotnu se klicka opdli a navazuje dalsim zfedovanim vzorku. Takto 1ze vzorek zie-
dit napt. ¢tytikrat. Pro nasledné ziskani klondlnich kultur se provadi reizolace.
(Sinice a tasy.cz, 2021b)

P1i izolaci plidnich a subaerickych sinic se izolace na agarovou plotnu provadi
rovnomérnym nasypanim vzorku. Dale je mozné na plotnu substrat rozetrit. Ve
vzorcich jsou pritomné nejen sinice, ale i rasy. Ty se postupné rozrostou kolem
substratu. Po této izolaci vznikne kolonie, ktera lze preockovat na novou sterilni

agarovou plotnu. (Temraleeva et al., 2016; Sinice a Fasy.cz, 2021b)
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4 Metodika

4.1 Uvod do metodiky

Metodika préace se sklada ze studia diverzity sinic antarktickych jezer a izolace
kmenti sinic na agarovych plotnach. V této prvni ¢asti jsem v odborné litera-
ture nastudovala potfebné informace. Teoreticka ¢ast shromazdovani informaci
presahuje do druhé ¢asti prace. Pred samotnou praktickou izolaci byla treba na-
lézt informace o samotném postupu izolace. Nejvétsim zdrojem byla kniha Algal
Culturing Techniques, od editora Robert A. Andersen (Andersen, 2005), ktera
obsahem presahuje informacni kapacitu této bakalarské préace, ale slouzila jako
pevny teoreticky zdklad jednotlivych laboratornich postupii pro tspésnou izolaci
kmene. Déle jsem cerpala informace ze studii, které se ve vétsiné pripadi ty-
kaly srovnani a nejlepsich postupt pro izolaci sinic. Dilezita ¢ast byla konzultace
s védeckymi pracovniky, kteri dali informace do souvislosti. Za velmi praktické
povazuji mé navitévy Botanického tstavu AV CR, v. v. i.. V Tieboni, kde jsem
mohla sledovat praci védeckého pracovnika se vzorky, agarovymi plotnami a ak-

tivné se zapojovat.

Druha ¢ast metodiky se skladala z praktické ¢asti, kdy jsem pracovala se vzorky
a postup dokumentovala fotografiemi. Vzorky sbiral prof. Ing. Josef Elster, CSc.
Vzorky jsou ze Zemé kralovny Maud, coz je ¢ast Antarktidy o rozloze 2,5 milionti
km? viz literdrni reserse. O samotném sbéru vzorkd odkazuji na literarni resersi.
Odebrani vzorku se dokumentuje ve shérovém protokolu. Tento dokument obsa-
huje ¢islo vzorku, oznaceni na mapé, z ¢eho se vzorek odebral, popis niky, GPS
souradnice a popis mikroskopie obsahu. Metodika praktické ¢éasti izolace a kulti-
vace sinic ze dna jezer Antarktidy probihala v Botanickém tstavu AV CR, v. v.
i. v Treboni. Vzorek byl odebran v Antarktidé, zaznamenan do sbérového proto-
kolu, prevezen do Botanickém ustavu AV CR, v. v. i. v T¥eboni, kde se udrzuje

v zmrazeném stavu.
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4.2 lzolace a kultivace vzorku

Vzorek je uchovavan v klasickém komerénim mrazaku za bézné teploty —19°C.
V mrazaku jsou vzorky uchovavany v chladicim boxu, ktery je oznacen jmé-
nem, lokalitou a kontaktem. V oznaceném boxu se vzorky byly nalezeny oznacené
vzorky, které byly izolovany. Odkud dany vzorek pochézi zjistime ze sbérového
protokolu. Z mrazaku, kde vzorky byly skladovany za teploty —19 °C, byly prene-
seny do mistnosti, kde doslo k jejich rozmrazeni. Na obrazku 11 a 12 je vidét dany
chladici box, jeho oznaceni a skladovani vzorkt. Chladici box je pfenosny a mé

odizolované stény i viko. Udrzuje pri prenaseni vzorky v chladu, bez zbytecného

kolisani teploty.

Obrazek 11: Chladici box Obrazek 12: Chladici box - skladovani

vzorku

Z boxu byly vyjmuty vzorky (obrazky 13, 14), které byly urceny ke zpracovani.
Vzorky podle sbérného protokolu pochazely z lokality Skarvsnes. Byly odebrany
13. 1. 2019 prof. Ing. Josefem Elsterem, CSc. podle zdznamu ve sbérném pro-
tokolu. Vzorek 103 je nové napadly snih, tajici na hrané mezi snéhem a piskem
u jezera ¢. 52 s GPS souradnicemi 69°27'22"” S, 39°35’0” E. Vzorek ¢islo 104 je z je-
zera Kumogate Ike, jehoz nika byla ¢erveno-zelena biomasa vyplavena na brehu.
GPS souradnice vzorku 69°27'17" S, 39°34'49” E.

Obrazek 13: Vzorek 103, 104, Skarvsnes  Obrazek 14: Vzorky 103, 104 jednotlivé
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Nasledoval proces rozmrazeni vzorku. Konkrétné tyto vzorky byly rozmrazeny
rychle pomoci teplé vody. K procesu rozmrazeni byla pouzita kadinka o objemu
1000 ml. Vzorky byly rozmrazeny vodou o teploté 40°C. Vzorky lze rozmrazit
pod tekouci vodou nebo se nechaji stat v kadince. Doba rozmrazovani zalezi na
materidlu vzorku. Vzorek lezici volné v kadince ochlazuje okolni vodu a vodu je
nutné ménit. Obrazek ¢islo 15 ukazuje proces rozmrazeni. Béhem rozmrazovani
je potieba pootevrit vicko, aby neprasklo, ale nekontaminovat vzorek. K dalsimu
postupu nakladani se vzorkem byly z lednice odebrany predem pripravené aga-
rové plotny. Agarové plotny se sterilnim kultiva¢nim médiem se predem predpri-
pravuji ve vétsim mnozstvi. Pfedem predpripravené agarové plotny jsou vhodné
pro hladsi pribéh prace se vzorky. Pro zpracovani vzorkt se pouziva kultivacéni
médium BG-11. Rozmrazené vzorky byly preneseny do laminarniho boxu, ktery

umoznuje praci se vzorky ve sterilnim prostredi bez mikroorganism.

Obrazek 15: Kadinka se vzorky

Botanicky tustav AV ma na pracovisti vice laminarnich boxt. Ke zpracovani
vzorki 103 a 104 byl vyuzit lamindrni box Steril-helios (obrazek 16), ktery po
zapnuti disponuje vertikalnim proudénim zajistujici sterilitu. Nerezova pracovni
plocha stolu laminarniho boxu byla vydezinfikovana etanolem. Na pracovni plo-
chu po dezinfekci byly polozeny dvé agarové plotny. Jedna pro kazdy vzorek.
Petriho misky je vhodné radné popsat (obrazek 17). Popisuji se klasickym per-
manentnim fixem, je potieba davat pozor pri dezinfekci s etanolem, aby se popis
nesmazal. Popis obsahuje datum, polohu odkud vzorek pochézi a ¢islo vzorku.

Vzorek se popisuje na kraj mensim pismem, aby nestinil na kulturu.
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Obrazek 16: Laminarni box

Obrazek 17: Popis Petriho misky

Vzorky i Petriho misky byly ¢iselné srovnény (obrézek 18) od mensiho éisla k vét-

simu, aby nedoslo k zadméné.

Dalsim krokem byla priprava instrumenti, aby bylo mozné sterilné rozettit vzo-
rek po agarové plotné. Je-li vzorkem krusta, odebrana biomasa, je mozné pouzit
Spachtle, pinzety, ockovaci klicky, ockovaci jehly, hokejky, skrabky ¢i jiné ockovaci
nastroje. Cilem je rozetfeni vzorku na povrch agaru, nikoliv fezani do samotného
agaru. Pro pohodlné opakované roztirani po povrchu agaru je vhodné vybrat in-
strument dle typu biomasy vzorku. Aby bylo mozné bezpecné agarovou plotnu
vzorkem naockovat, bylo potfeba instrument sterilizovat. Ke sterilizaci se bézné

pouziva ohen (obrazek 19). Byl pouzit kahan laboratorniho typu s radiovym bez-
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Obrazek 18: Prirazeni vzorku k Petriho misce

pecnostnim systémem pro hotdk s pedalem. Teplota plamene byla 1300 °C. Pe-
triho miska byla prisunuta co nejblize ke kahanu, aby bylo zajisténo co nejvice
sterilni prosttedi pti otevieni Petriho misky. Dalsim krokem bylo premistit vzorek
¢islo 103 do popsané Petriho misky na agarové médium. Miska byla prisunuta co
nejblize hoficimu kahanu. Jelikoz byl vzorek 103 roztaty snih, stacilo vodu nalit
na Petriho misku v malém mnozstvi. Pro vzorek 104 byl jako instrument vy-
brana anatomicka pinzeta. Petriho miska pro vzorek byla prisunuta co nejblize
ke kahanu. Do plamene horaku byla vlozena sSpicka pinzety ke sterilizaci viz obra-
zek ¢islo 19. Horka pinzeta se do vzorku nevklada, jelikoz mtze dojit k usmrceni

organismu ve vzorku.

Obrazek 19: Laboratorni horak
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Bylo potieba vyckat na ustaleni teploty pinzety. Ze vzorku bylo odsroubovano
vicko, pinzetou odebran vzorek, oteviena Petriho miska u kahanu, rozetfena pin-
zetou na agarovou plotnu. Nésledné byla Petriho miska uzaviena (obrazek 20).
Touto aplikaci byla zfedéna biomasa z prirodniho vzorku. Vysledné kolonie byly
dale presazovany. Vysledkem tohoto procesu byly dvé naockované agarové plotny

viz obrazek 20, které je pro rist nutné uchovavat v optimélnich podminkach.

Obrazek 20: Vysledné naockovani

Jako dalsi ptiklad, jak vypadd vysledné rozetieni biomasy ze vzorku jiného typu
biomasy, pfikladam obrazek ¢islo 21. Kdy vzorek 124 byl odebran 17. 1. 2019 ze
Skallen z cerveného pottcku, vytékajictho z mechovisté, kdy dno bylo prorostlé
¢ervenym biofilmem, naproti velkému ledovei, 69°40'46” S, 39°29'19” E.

Naockované plotny byly odneseny do prosklené lednice, kde byly naockované aga-
rové plotny a déle pak jiz kultury udrzovany ve vhodnych podminkéach. Vzorky
c¢islo 103 a 104 byly vlozeny do prosklené lednice na obrazku ¢islo 22.

V této lednici byla teplota 10°C. V této teploté bylo vhodné udrzovat izolaty
praveé napriklad z Antarktidy, ale i dalsich polarnich oblasti. Popisované agarové
plotny v prosklené lednici byly uchovany ve stejné lednici jako naptiklad vzorky

ze Svalbardu. Pro vhodny rist nebyla dilezita jen teplota, ale i dostatek svétla
-1

L

(obrazek 23). Z literdrni reserse je nejvhodnéjsf intenzita kolem 10 pmolm=2s
Pro izolaty bylo zde vyuzivano LED zarivek. Dale se v Botanickém tstavu AV
CR, v. v. i. v TYeboni vyuzivaji kromé lednic s prosklenymi dvefmi i specidlni
kultiva¢ni boxy, kde se da regulovat teplota i osvétleni. VysSe zminéné izolaty, lze

vlozit i do inkubatoru. Lednice na fotografii 22 byla nastavena na teplotu 10,5 °C.
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Obrazek 21: Naockovand agarova plotna

Obrazek 22: Prosklend lednice Obrazek 23: Prosklend lednice s osvétle-
nim 1
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4.3 Pfima mikroskopie

Dalsim krokem je pfima mikroskopie. Ze vzorku 103 bylo pipetou na podlozni
sklicko odebrano malé mnozstvi materialu. Sklicko bylo ptriklopeno krycim sklic-
kem 20 x 20mm? viz obrdzek 24. Ze vzorku 104 bylo pinzetou odebrano malé

mnozstvi materialu, které bylo nasledné prekryto krycim sklickem. Pro pfimou

Obrazek 24: Podlozni, kryci sklicko, pi- Obrazek 25: Mikroskopovaci stanice
petka

mikroskopii byl pouzit mikroskop znacky Olympus s mikroskopickou digitalni
kamerou DP74 (obrazek 25). Déle pocita¢ s monitorem. Pozorovany obraz bylo
mozné zobrazit a zachytit diky digitalni mikroskopické kamete se software. Za-
chyceny obraz byl pouzit jako dokumentace jednotlivych vzorkl a pouzit k na-

slednému urceni druhu sinice.

Obrazek 26: Nostoc Obrazek 27: Nostoc

Vzorek 103 byl mikroskopovan jako prvni. Po zapnuti softwaru na zachyceni pozo-
rovaného byl spustén zdroj svétla a vlozen preparat. Mikroskopovani bylo nejdiive
provadéno objektivem se zvétsenim 20x a okuldrem se zvétSenim 10x. Vysledné
zvétseni objektu bylo tedy 200x. Pro organizované hledani objektu v preparatu
bylo pouzito makroposuvu. V pripadé nalezu vétsi hustoty bylo doostfeno mi-
kroposuvem. V pripadé vzorku 103, kdy se jednalo o vzorek snéhu, se preparat

jevil jako prazdny. Nalezem byl pisek. Nebylo potieba dokumentovat snimkem.

Vzorek 104 byl zkoumén stejnym postupem. Mikroskopovani bylo provadéno
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s objektivem 20x, kdy konecné zvétseni bylo 200x. V preparatu bylo organizo-
vané mikroskopovano zleva doprava po liniich. V ptipadé vzorku 104 preparat
prazdny nebyl viz obrazky 26 a 27. Bylo nutné vse dokumentovat do mikroskopo-
vacitho protokolu. Na papir bylo vyplnéno datum, ¢islo vzorku a zdokumentovany

nalezy v preparatu.

Déle prikladam 6 obrazku (28, 29, 30, 31, 32, 33, 44, 45) z piimé mikroskopie,

kdy byly studovany sinice ze dna jezer z jinych vzork.

Obrazek 28: Coleodesmium wrangelii Obrazek 29: Entophysalis sp.
a zrnicka kolem vladken Chlorogloea sp.

num

tas %

Obrazek 32: Inicidlni stadium Nostoc Obrazek 33: Microcoleus, Oscillatoria
a rozsivky
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4.4 Preockovani sinice

Pro preockovani kultury byl pouzit laminarni box, obraceny mikroskop, instru-
ment ve formé jehly, laboratorni hotak, dezinfekce a sterilni agarova plotna.
Kultura byla skladovdna v lednici s prosklenymi dvermi s umélym osvétlenim
pri teploté 10°C. Probéhlo zapnuti a dezinfekce laminarniho boxu pomoci eta-
nolu. Déle k praci byl potfeba inverzni mikroskop (obrazek 34). Oproti klasic-
kému svételnému mikroskopu, ktery byl zminén v predchozi kapitole, byla vy-
hoda, ze nebylo potfeba pouzit podlozni a kryci sklicko. Kulturu lze tedy pozo-

rovat primo na agarové plotné v prirozenéjsSim prostiedi.

Obrazek 34: Inverzni mikroskop Obrazek 35: Microcoleus

Pro ptreockovani byl pouzit vzorek ¢islo 31. Tento vzorek podle sbérného protokolu
byl odebran 27. 12. 2018 v Yukidori valley. Byl odebran na roviné, biomasa jako
z jezera byla ale stard. GPS souradnice mista sbéru 69°14’32" S, 39°43'29” E. Déle
byl vzorek postupem popsanym v ptredchozi kapitole kultivovan. Na obrazku 35
je mozné vidét patficny rust sinice, ktera byla jiz preockovana. Agarova plotna
byla vloZena do inverzniho mikroskopu (obréazek 37). Byla pripravena nova aga-
rova plotna s fadnym popisem, ktery zahrnuje datum, misto sbéru a ¢islo vzorku
(obrazek 36).

Nova miska byla prisunuta co nejvice k hotricimu kahanu, aby bylo zabranéno kon-
taminaci. V inverznim mikroskopu byl vyhlidnut kus kultury, ktery byl nésledné

preockovan.

Dale byl pomoci kahanu sterilizovan néstroj na preockovani, ktery byl nasledné
ponechan chvili mimo plamen, aby klesla teplota nastroje. Precizné bylo odebrano
vlakno sinice. Petriho miska prisunuta co nejblize ke kahanu viz obrazek 38.
Na novou agarovou plotnu byl odebrany kus mikrobiologicky rozetfen (obrazek
39). Obrézek 40 zobrazuje detail bunky ¢erstvé naockovany na agarovou plotnu.

Obrazek 41 zobrazuje detail rozetfeni sinice na agarovou plotnu.

35



Obrazek 36: Popis Petriho misky Obrazek 37: Petriho miska v inverznim
mikroskopu

Obrazek 38: Sterilni agarova plotna Obrazek 39: Preneseni bunky

Stejnym zpusobem byl odebran vzorek na podlozni sklicko k pfimé mikroskopii.
Tedy v inverznim mikroskopu byl vytipovan kus sinice k odebrani. Dale probihala
sterilizace néastroje ohném. Po vychladnuti jehly byl odebran kus na preparat,
ktery byl nasledné vlozen na podlozni sklicko. Na preparat byla umisténa kapka
vody a byl prekryt krycim sklickem. V toto chvili byl preparat pripraven na

primou mikroskopii.

Preockované agarové plotny byly pfeneseny do prosklenych lednic o teploté 10°C
s LED zarivkou, kde budou do budoucna pozorovany a izolovany. Pro pfimou mi-
kroskopii bylo pouzito stejné vybaveni zminéné vyse (34). Mikroskopie je odlisna
v tom, Ze v tento moment je snaha presné urcit o jakou sinici se jedna a nehledaji
se nové organismy. V predeslém kroku jsme ¢asto narazeli na fasy, nebo jakékoliv
jiné fotosysntetizujici organismy. V tomto kroku se méri jednotlivé bunky a seg-
menty sinice. V piimé mikroskopii byl zdokumentovan Microcoleus viz obrazky

42 a 43.
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Obrazek 40: Detail bunky

Obrazek 42: Microcoleus Obrazek 43: Microcoleus

. o
L
Obrazek 44: Nostoc Obrazek 45: Romeria cf. nivicola

Obrazek 46: Rasa ve vzorku ¢. 103, Stichococcus sp.
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5 Vysledky

Cilem vlastni prace bylo postupovat podle navrzeného postupu a provést proces
izolace a kultivace sinic na agarovych plotnach. V této praci popsana metodika
a jeji provedeni uspésné pomohlo docilit obdrzeni izolovaného a kultivovaného
vzorku kmene sinic, ktery muze dale slouzit jako podklad a postup pro dalsi

védecké pracovniky.

/

O]

Preparét

PFima mikroskopie

\/ Vzorek, Rozmrazeni

zamrazen ve 40 °Cv H20

A LED osvétleni

Vzorek rozetfen
na BG-11

Lednice s
prosklenymi dvefmi

Obrazek 47: Postup izolace na agarovych plotnach

5.1 lzolace a kultivace sinic

Nésledujici schémata shrnuji hlavni kroky prace pri izolaci a kultivaci sinic. Sché-
mata jsou fazena dle postupu v metodické ¢asti. Prvni schéma 47 zobrazuje shr-
nuti postupu izolace sinice na agarovych plotnach. Hlavnimi kroky pri izolaci
jsou rozmrazeni vzorku ve vodé pti 40 °C. Vzorek se na agarovou plotnu rozetre.
Po rozetteni biomasy na agarovou plotnu nasleduje ulozeni do lednice s proskle-
nymi dvefmi s LED osvétlenim. Dale ze vzorku pripravime preparat pro primou
mikroskopii. Vysledkem tohoto postupu jsou sinice, které se postupné rozristaji
kolem substratu. Vznikne kolonie, kterou mtizeme dale preockovat na cistou a ste-
rilni agarovou plotnu a tim lze ziskat cCistou kulturu. Preockovani sinice zobrazuje

schéma na obrazku 48.

Schéma 48 zobrazuje proces preockovani kultury sinice. Kultury se pravidelné
preockovavaji do cerstvych kultivacnich médii. Stara agarova plotna s ristem
se v laminarnim boxu ptreockuje za pomoci inverzniho mikroskopu. Kultura se

preockuje na novou sterilni agarovou plotnu, ktera se nasledné ulozi do vhodnych
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A LED osvétleni

Lednice s
prosklenymi dvermi

Inokulum

O

Inverzni mikroskop T

Kultura na pfeockovani

Preparat

Pfima mikroskopie

Obrazek 48: Preockovani kultury sinice

podminek lednice s prosklenymi dvermi a umélym osvétlenim. Daéle se ze staré

kultury ptipravi preparat, ktery je zkouman pod primou mikroskopii.

Vysledkem tohoto procesu je preockovand kultura, naredény inokulat. Tento pro-
ces je potfeba replikovat, i pro drzbu kultur. Proces se opakuje v fadech mésict.

Kultura se udrzuje ve zkumavkéach s agarem a kovovym uzavérem viz obrazek 49.

el

: .,:!"V! “
it

‘ N |

Obrazek 49: Udrzovani kultur sinic
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5.2 Doba rustu sinice

Obréazek cislo 50 zobrazuje, jak vypadaji naockované agarové plotny po urcité
dobé. Prvni agarova plotna la na obrazku 50 zobrazuje plotnu starou 70 dni. Po
25 dnech byla preockovana na agarovou plotnu 1b. Prostiedni plotna 1b zobrazuje
dobu ristu 45 dni. Pro tplnost posledni plotna 1c zobrazuje ¢erstvé naockovanou
agarovou plotnu. Detail preockovani byl zdokumentovan v metodice obrazkem
c¢islo 40.

Cislo vzorku: 31 Cislo vzorku: 31 Cislo vzorku: 31

Lokalita: Antarktida Lokalita: Antarktida Lokalita: Antarktida

Datum ockovani: 09.12.2022 Datum oc¢kovani: 03.01.2023 Datum oc¢kovani: 16.02.2023
Doba rustu sinice: 70 dni Doba rustu sinice: 45 dni Doba ristu sinice: 0 dni

Obrazek 50: Doba ristu mezi preockovanim sinic

Obrézek ¢islo 51 zobrazuje riist vzorku ¢islo 103 z metodické ¢asti prace. Vzorkem
byl cerstvé napadany snih. V prfimé mikroskopii nebyl nalezen zadny mikroorga-
nismus. Vzorek byl izolovan dle metodiky. Po 30 dnech byl vidét rtist mikroor-
ganismu. Agarova plotna s ristem byla preockovana na sterilni médium a byl
pripraven preparat pro studii v primé mikroskopii. Vse se zdokumentovalo viz

diskuze (46). Jednalo se o Tfasu Stichococcus sp.

Cislo vzorku: 103 Cislo vzorku: 103

Lokalita: Antarktida Lokalita: Antarktida
Datum oc¢kovani: 24.02.2023 Datum oc¢kovani: 24.02.2023
Doba ristu sinice: 30 dni Doba rustu sinice: 0 dni

Obrazek 51: Rist po 30 dnech, Stichococcus sp.
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5.3 Vysledky literarni reSerse

Prace se zabyvala studiem diverzity sinic antarktickych jezer. Pro tplnost je lite-
rarni reSerse zapocata obecnou charakteristikou kontinentalni Antarktidy. Zivotni
prostiedi kontinentalni Antarktidy prace popisuje jako extrémni polarni prostredi,
kdy pfes nepftiznivost lokace nalezneme sinice v. mnoha ekosystémech. Autor (El-
ster, 2002), klasifikuje tii ekosystémy a to terestricky, hydro-terestricky a limnicky
(jezerni). Prace se zabyvala predevsim ekosystémem limnickym a byla vymezena
na sinice. Dale prace predstavila jezera Antarktidy a jejich klasifikaci dle jezer-
niho dna. Také popsala jezerni biotu. Dalsi kapitolou bylo predstaveni vychodni
casti Antarktidy, a to Zemé kralovny Maud a japonskou stanici Syowa. Literarni
reserse dale obsahovala charakteristiky sinic. Prace obsahuje zakladni informace
o morfologii bunék, strukturnich komponentech a specializovanych strukturach
sinic. Specialnimi strukturami jsou akinety, heterocyty, hormogoni. V resersi dale
byly studovany sinice v limnickém ekosystému. Posledni ¢ast prace je vénovana

kapitole izolace a kultivace sinic.
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6 Diskuse

Hlavnim cilem bakalarské prace bylo ziskdani kmentu (izolace na agarovych plot-
rif) kontinentalni Antarktidy. Tato prace prispéla k lepsimu porozuméni diverzity

sinic v antarktickych jezerech a k izolaci a kultivaci sinic pro dalsi vyzkum.

Prace ptrinasi mnoho poznatki o ekosystémech antarktidy, které se déli na terest-
rické, hydro-terestrické a limnické (jezerni). Dale pfindsi poznatky o antarktickych
jezerech, predevsim jejich klasifikaci dle jezerniho dna, jezerni bioty a biotopu.
Predstavuje vychodni ¢ast Antarktidy, konkrétné Zemi kralovny Maud, ze které
pochazeji vsechny vzorky zpracovavané v metodice. Déle prace shrnuje informace
o sinicich a uvadi zakladni informace o morfologii bunék a strukturnich kompo-

nentech.

Literarni resersi této bakalarské prace je mozné rozsirit o dalsi aspekty. Vzhledem
k tomu, Ze se prace zamétfuje na sinice v Antarktidé, je mozné provést daleko po-
drobnéjsi a obsahlejsi studii diverzity sinic v jednotlivych ekosystémech. Nicméné,
pokud by se prace zamérovala na podrobnéjsi témata, mohla by se vzdalit od cile
prace, kterym je studium diverzity sinic Antarktidy, predevsim tedy limnického

ekosystému.

Bylo by vhodné zvazit rozsiteni literarni reserse o dalsi typy organismi, které
se vyskytuji v antarktickych jezerech. Zatimco se tato prace vénuje zejména jed-
nomu organismu a to sinicim v limnickém prostredi, jen v tomto ekosystému se
vyskytuje mnoho dalsich mikroorganism, kterymi jsou napiiklad rasy. Rozsiteni
reserse o tyto organismy by mohlo byt prinosné pro celkové porozuméni ekosys-

tému v antarktickych jezerech.

Dalsim prinosem by mohlo byt dikladnéjsi zkoumani geologického a klimatického
vyvoje Antarktidy, coz by prispélo k vétsimu pochopeni ekologickych procesu
v této oblasti. Déle se v ramci této prace resi pouze okrajové analyza genetického
materidlu sinic. Dalsi vyzkum by mohl pfinést cenné informace o biodiverzité
a fylogenetickych vztazich mezi druhy. Bylo by mozné i zhodnotit moznosti vy-
uziti sinic, jako jsou jejich bioaktivni latky, které mohou byt vyuzity v 1ékarstvi
nebo farmacii. Prace by mohla prispét porovnanim antarktickych jezer i s jinym
zivotnim prostfedim, coz by umoznilo studium adaptability sinic na extrémni

podminky.

Diskuzi nad literdrni resersi lze shrnout do tfi hlavnich bodu. Prvnim bodem

je moznost rozsitit literarni resersi o detailnéjsi studii i terestrickych a hydro-
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terestrickych ekosystémii. Druhym bodem je zaméteni se i na dalsi organismy
vyskytujici se v limnickych ekosystémech. Poslednim bodem je zminit i potencial
dalsiho vyzkumu jako je analyza genetického materidlu sinic a porovnat antark-
ticka jezera s jinymi zivotnimi prostredimi.

Druhym hlavnim cilem bakalaiské prace bylo ziskani kmenu (izolace na agaro-
vych plotnéch). Tomuto cili se vénuje praktickd ¢ast prace. Prvni kapitola vlastni
prace, kterou je Metodika, obsahuje postup izolace a kultivace sinic. Vzorky byly
vybrany pouze dva dle sbérného protokolu a to z divodi, aby vzork nebylo na
zpracovani prilis mnoho a vse bylo mozné minimalisticky zdokumentovat. Pti do-
kumentaci prace v laboratori nezalezelo odkud byl vzorek odebran. Postup izolace
sinice probiha u vzorku ze dna jezera totozné. Vzorky jsou uchovany i v pocet-
néjsich skupinach, kdy mohou pochazet i ze vsech tii zminénych ekosystémii. Na-
sledny postup izolace by byl pro tcely nepfimérené rozsahly. Vysledkem vlastni

prace je uspésny postup izolace a kultivace.

V kapitole Vysledky, je postup shrnut dvéma schématy. Schéma ¢. 47 zobrazuje
jednotlivé kroky izolace. Na schématu ¢. 48 je zobrazeno preockovani. Lze kon-
statovat, ze pokud se dodrzuji kroky izolace dle navrzeného schématu vysledkem
je uspésnd izolace. Lize zvazovat zda tento vysledek dokaze prispét naptiklad ke
vzdélavacim uceliim.

Vzorek ¢. 103, kterym byl snih se jevil jako prazdny. Na rozdil od druhého vzorku
¢. 104, ktery od pohledu obsahoval kus biomasy. Ve vzorku ¢. 104 byl na primé
mikroskopii studovan rod Nostoc. Vzorek ¢. 103 se i na primé mikroskopii jevil
jako prazdny. Presto byl ulozen do lednice. Za 30 dni byl vidét rist viz obrazek
51. Jedna se o zelenou fasu rodu Stichococcus sp. obrazek (46). Nejedna se tedy
o sinici oproti vzorku ¢. 104. Abychom mohli uréit, jaky organismus se ve vzorku

muze vyskytovat, je potfeba spravné zvolit vzorky podle sbérného protokolu.

Jednou z prekazek pri postupu muze byt vybér nevhodného média. Jak pripra-
vit agarové plotny si bylo mozné vyzkouset v Botanickém tstavu AV CR, v. v.
i. v rdmci literarni reserse. Nevhodné médium muze vyrazné ovlivnit tspésnost
procesu. Daéle sterilniho prostfedi ma vyrazny vliv na vysledek izolace. Kontami-
nace agarové plotny muze mit za nasledek rust nechténych organismi. (Andersen,
2005)

Vyraznou prekazkou je casova narocnost procesu, ktery vyzaduje peclivost a tr-
pélivost. Z vysledki je patrné, ze preockovani se opakuje po zhruba 30 dnech.
Uchovavani vzorku v lednici mé za dusledek zpomaleni rustu kultury. Timto zpu-
sobem, lze zachytit casové okno, kdy kultura neni prerostla a je mozné odebrat

par bunék nebo nékolik trichomt na preockovani. Lze Tici, Zze timto procesem
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se zvysi efektivita procesu i pii velkém mnozstvi naockovanych kultur v lednici.

Lednice ma také sterilni aspekt.

Dostupné zdroje se zabyvaji spiSe obecnou izolaci a kultivaci sinic nez izolaci
a kultivaci sinic z polarnich oblasti. Prace v laboratori vychéazi z postupt v mikro-
biologii, kdy zdroj je v tomto pripadé k dispozici mnoho a jsou i velmi podrobné.
Zdroje nejen odborné literatury, ale i internetové zdroje univerzit a instituci jsou
timto tématem vytiZzeny. Je na zvazeni zda by detailnéjsi popis postupu nepfi-
nesl naptiklad konzistenci pti replikovani postupu mezi jednotlivymi experimenty
a mezi riznymi laboratoremi. Lze zvazit zlepSeni zptisobu dokumentace, napriklad
kvalitnéjsim vybavenim nebo lepsimi fotografiemi. Lze zvazit moznosti automa-
tizace nékterych krokiu procesu. Automatizaci by se zlepsila presnost vysledki

a zkratila se doba pottebna k izolaci.
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7 Zaveéer

Cilem bakalarské prace bylo studium diverzity sinic a izolace a kultivace sinic na
agarovych plotnach. Podle nastaveni téchto cilii se prace rozdélila do dvou dil-
¢ich ¢asti. V prvni ¢asti bylo pomoci literarni reserse shrnuto podnebi, a prirodni
podminky Antarktidy. Na obecné predstaveni navazuje obecna klasifikace ekosys-
tému Antarktidy, kde jsou ekosystémy rozdéleny na terestrické, hydro-terestrické
a limnické (jezerni). Préce pokracuje predstavenim klasifikace jezer dle puvodu
jezerniho dna. Déle prace tesi sinice jako celek. Reserse pokracuje kapitolou o si-
nicich v Antarktidé. Na sinice navazuje kapitola o samotné izolaci a kultivaci.
V této kapitole byla shrnuta reserse laboratorni prace. Se zamérenim prace byl
kladen dtraz uvadét rasy jen do celistvosti myslenky a spise se soustredit jen na
sinice. Studium diverzity, organismii a jejich vyskyt spolu tésné souvisi, proto ka-
pitoly obsahuji i zminky jinych organismi, aby byly sinice zafazeny do funkéniho

celku.

Literarni reserse prace primo souvisi s praktickou casti. Ke splnéni cile izolace
a kultivace sinice, byl dban diraz na resSersi laboratorni prace. Na resersi navazo-
valy navstévy Botanického tstavu AV CR, v. v. i. v Tieboni, kde se postupy daly
do souvislosti s literarni resersi. V. metodice je popsana izolace a kultivace sinic
v jednotlivych krocich. Vse bylo zdokumentovano fotografiemi. Tato ¢ast prace je
rozdélena do tii kategorii. Prvni kategorii je popis izolace a kultivace sinice. Vzo-
rek byl rozmrazen, nasledné rozetien na agarovou plotnu a pripraven preparat.
Agarova plotna byla udrzovana pred dalsim preockovanim v lednici. Preparat byl
zkouméan pod primou mikroskopii. Vysledkem prace je tispéSny postup izolace.
V kapitole Vysledky byl postup prace shrnut schématy 47 a 48. Ve vysledcich je

zobrazeno uchovani kultur a doba ristu sinice.

7 vysledkti prace lze zopakovat postup izolace a kultivace sinice. Dokumentace
a popis jsou detailni a lze izolaci a kultivaci replikovat. Casové nejnaroénéjsi v pro-
cesu je doba rtistu sinice mezi preockovanimi. V kapitole Vysledky jsou zobrazeny
agarové plotny v rtznych fazich ristu. Ty jsou zobrazeny na obrazcich 50 a 51.
Druhou velmi ¢asové naroc¢nou c¢asti prace je prima mikroskopie, ktera byla zdo-
kumentovéana vetsim mnozstvim obrazka (28, 29, 30). Tato prace systematicky

prezentuje proces izolace v ucelené formé.
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