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Abstrakt

Antarktida jako nejvyssi, nejchladnéjsi, nejvétrnéjsi a nejsussi kontinent na
Zemi, pasobi zcela neptistupnym a neobyvatelnym dojmem a pfesto je na ni zivota
vice nez dost. Soucasnou floru tvofi zejména cyanobakterie (sinice), fasy, mechy a
lisejniky.

U hydroterestrickych biotopli je kapalna voda pfitomna pouze po ¢ast roku
diky sezénnim cyklim tani a zamrzani a dulezitou roli hraje permafrost, ktery v padé
vytvaii bariéru zabranujici odtoku povrchové vody a vsakovani do podlozi. I diky

tomu je na Antarktidé umoznén pestry vyskyt sinic a fas.

Tato prace je zaméfena predevSim na ftasy hydroterestrickych biotop
v oblasti Antarktidy. Zde Zzijici fasy maji dvé Zivotni strategie, a to forma fasovych

rohozi a krust a formou slizovitych shluki a Zel¢ biomasy plovouci ve vodach.

Antarktida je cilem celé fady vyzkumnikli napfi¢ celym svétem a jednim z
nich je 1 prof. Ing. Josef Elster, CSc. Ten odebral vzorky z hydroterestrickych
biotopti vychodni ¢asti kontinentdlni Antarktidy, Enderbyho zemé a Zem¢ kralovny
Maud, zatoky Liitzow-Holm a odlednénych tizemi Skallen, Skarvsnes a Langhovde,
odkud byly pievezeny do Botanického ustavu akademie véd v Tieboni. Tam byla
provedena izolace a kultivace jednotlivych vzorkii fas na agarovych plotnach.
Podaftilo se zaradit vSechny vzorky a o nékteré¢ z nich rozsitit kmenovou banku.
V ramci této bakalaiské prace se podatilo vyizolovat vlaknitou fasu Klebsormidium

sp., Stichococcus sp. a Chlorella sp.

Klicova slova: Eukaryotické fasy, hydroterestrické biotopy, izolace, kultivace,

kontinentalni Antarktida



Abstract

Antarctica, as the highest, coldest, windiest and driest continent on Earth,
seems completely inaccessible and uninhabitable, and yet there is more than enough
life on it. The current flora mainly consists of cyanobacteria (cyanobacteria), algae,

mosses and lichens.

In hydroterrestrial habitats, liquid water is only present for part of the year
due to seasonal cycles of thawing and freezing, and an important role is played by
permafrost, which creates a barrier in the soil preventing surface water from draining
off and seeping into the subsoil. Thanks to this, the diverse occurrence of

cyanobacteria and algae is possible in Antarctica.

This work is mainly focused on algae of hydroterrestrial biotopes in the
Antarctic region. The algae living here have two life strategies, namely in the form of
algal mats and crusts and in the form of slime-like clumps and jelly-like biomass

floating in the waters.

Antarctica is the goal of many researchers around the world, and one of them
is Prof. Ing. Josef Elster, CSc. He took samples from the hydroterrestrial biotopes of
the eastern part of continental Antarctica, Enderby Land and Queen Maud Land,
Liitzow-Holm Bay and the deglaciated areas of Skallen, Skarvsnes and Langhovde,
from where they were transported to the Botanical Institute of the Academy of
Sciences in Tfebon. There, isolation and cultivation of individual algae samples on
agar plates was carried out. It was possible to include all the samples and to expand
the stem bank by some of them. As part of this bachelor thesis, it was possible to

isolate the filamentous algae Klebsormidium sp., Stichococcus sp. and Chlorella sp.

Keywords: Eukaryotic algae, hydro-terrestrial biotopes, isolation, cultivation,

continental Antarctica
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1. Uvod

Rekne-li se antarkticky kontinent, kazdy si pfedstavi nehostinné a extrémni
prostiedi. Navzdory této piedstavé zde Zije cela fada organismi v¢. Siroké Skaly
druht fas. Ty miizeme nalézt ve vSech prostfedich, kterd Antarktida nabizi, napt. v
jezerech, hydroterestrickych biotopech nebo na snéhu. Rada druhd fas dosud neni
popséna. Snahou védct je tyto druhy rozpoznat a rozkliCovat, jak se dokazaly

vyrovnat s tak extrémnim prostfedim, které na Antarktid€ panuje.

Bakalarska prace je zaméfena na vyzkum vedouci k identifikaci novych
druht fas, jejich rozmnoZovani a ziskavani dalSich informaci z odebranych vzorki o

tom, co umoznilo danym fasam zit v extrémnich podminkach Antarktidy.

Prvni cast bakaldiské prace je veénovana literdrni reSerSi. Informuje
o technikach, které¢ védci vyuzivaji pii své prace, a jednotlivych dualezitych krocich
vedoucich k dosazeni spravného vysledku. Technik izolace a kultivace je mnoho, zde
jsou priblizeny jen nékteré z nich. Dale popisuje informace o fasdch a samotné

Antarktidé.
V metodické Casti je popsan postup prace, kterému jsem meéla moznost
pfihliZet a aktivn€ se ho ucastnit. Jednd se o préci s konkrétnimi vzorky sebranymi

v Antarktid€. Tato bakalarské prace je zaméfena primarné na mikroskopické tasy.



2. Cile prace

Cilem teoretické casti prace bylo pfedstavit Antarktidu coby jedinecny
kontinent, hydroterestrické biotopy, fasy - od jejich vzniku, druhové pestrosti v¢.
jejich ne zcela jednoduché taxonomie a dale predstaveni zplisobii izolace a kultivace,
druht Zivnych médii a zdékladnich pravidel laboratornich praci. Dale se prace

vénovala zejména mikrorasam.

V praktické ¢asti prace jsem se nauclila izolovat a kultivovat eukaryotické
fasy z ptirodnich vzorkl odebranych v hydroterestrickych biotopech Antarktidy prof.
Elsterem a naucila se posuzovat diverzitu fas v biotopech, ze kterych byly vzorky

odebrany.



3. Literarni reSerse

3.1 Antarktida

Nazev Antarktida pochazi z francouzského slova ,,antarktique* a z latinského
mantarcticus®. Latinsky ndzev je odvozen ze dvou feckych slov (anti-, arktikos =
medvédi, severni) znamenajicich ,naproti Arktidé” nebo téz ,naproti severu®.
Spole¢né s Australii jsou to jediné kontinenty, které lezi zcela na jizni polokouli.

(wikipedia)

Antarkticky kontinent se rozklddda na jiznim pdlu Zemé a spolecné
s Selfovymi ledovci a Jiznim ocednem tvoii tzv. Antarktickou oblast. Jeji hranici je
antarktickd konvergence (t¢Z antarkticka oceanskd konvergence), coz je
citkumpolarni motsky pas, ve kterém se misi studené vody JiZzniho ocednu
s teplejSimi vodami Atlantského, Indického 1 Tichého oceanu. Tato konvergence
vytvaii hranici i1 pro fadu motskych organismi, vcetné zivocichl (ryb, korysi, atp.).
Vymezeni antarktické konvergence neni pfesn¢ dané a hranice se méni sezonné
v navaznosti na vétrné a moiské proudy. Sladké vody z tajicich ledovct, které se
promichavaji s vodami na dné Jizniho oceanu, vynasi chemické prvky (mineralni
latky — makroprvky) nutné pro vyZzivu planktonu a nésledné krillu (drobni korysi
zijici v oceanech a moftich) a do této hloubky piinasi kyslik. Bez husté, na kyslik

bohaté vody klesajici pobliz Antarktidy by mél hluboky ocedn velmi nizkou hladinu
kysliku. (Rintoul a Church, 2002; wikipedia)

Rozloha kontinentu ¢ini téméF 14 mil. km®. Antarktida je nejvyssi (primérna
nadmoftska vyska je 2500 m n.m.), nejchladnéj$i, nejvétrnéjsi a nejsussi kontinent na
Zemi, v podstaté se jedna o polarni poust’ s velmi malym mnoZstvim srazek ve forme
sné¢hu. Mnozstvi vody, kterd dopada na centralni zalednénou cast, je srovnatelné s
vlhkosti, kterd dopadad na horké pousté svéta. Vétry proudi po pobieznich svazich
pod vlivem gravitace, rychlosti téchto katabatickych vétra byly zaznamenéany az 327

swvwvr

ve Vostoku (ruska stanice), v australské antarktické oblasti, v roce 1983.

Vychodni Antarktida je chladngj$i nez zapadni Antarktida diky vySsi

nadmoiské vySce, nejmirnéj$i podnebi ma Antarkticky poloostrov. Vyssi teploty se



vyskytuji v lednu podél pobiezi a v priméru mirné¢ pod bodem mrazu, 1éto je
charakterizovano polarnim dnem (dopada zde vice slunec¢niho zafeni nez je ve

stejném obdobi na rovniku) a zima ptinasi nepietrzitou tmu.

Pomyslnou hranici rozd¢lujici kontinent na zapadni a vychodni cast je
Transatlantické pohoti o délce cca 3 000 km a Sifce mezi 200 — 600 km, které je
tvofeno mnoha pohofimi. NejvyS§im vrcholem tohoto pohoti je Mt. Kirkpatrick
s vyskou 4 528 m n. m., nachazejici se v pohoti kradlovny Alexandry. NejvySsim
vrcholem Antarktidy je hora Vinson Massif s vyskou 4 897 m n. m., kterd se nachézi
v Ellsworthové pohofi. Nejniz§i zndmy pevninsky bod v Antarktidé se skryva
v ledovci Denman (vice nez 3 500 m p. m.). Na ledovci se nachazi dosud nejhlubsi

cvwr

(The World Factkbook; Fakt files)

Ledovcova vrstva Antarktidy tvoti 90 % celosvétové zasoby vody. Pod touto
masou ledu bylo objeveno mnoho podledovcovych jezer. NejvétSim z nich je Vostok
nachézejici se na vychodni poloviné kontinentu s plochou 15 690 km?. Objem vody
je odhadovéan na 5 400 km’. Na zapadni poloviné je nejvice znamé podledovcové

jezero Ellsworth s objemem cca 1,4 km’.

Na prvni pohled se Antarktida mize zdat jako tvarové pomérné jednoduchy
kontinent. Tato skuteCnost vSak neplati o oblasti Antarktického poloostrova, jehoz
pobfezi je Clenité a obklopené velkym mnoZstvim ostrovl riznych velikosti. Nejvétsi
ostrov nese ndzev Alexandriiv, nachdzi se v Bellinghausenové moti a méa rozlohu

49 070 km®.

V dob¢, kdy byla Antarktida soucasti pevninského bloku Gondwana, méla
zcela jinou podobu a nachazela se v nizSich zemé&pisnych Sitkach. Diky této poloze
se jednalo o kontinent s vysokou biologickou diverzitou, bohatsi vegetaci s vyskytem
zvéte. Postupné s ustupem kontinentu do chladnéjSich Sitek az do své aktualni pozice
dochazelo k zalednéni, k Gstupu a naslednému vymizeni vegetace a zivocichu.
Dtkazy o Zivoté¢ v minulosti existuji v podobé fosilii, byly objeveny otisky listl
kapradin, zkamen¢lé kmeny stromil nebo poziistatky druhohornich zivocicht.

Dnesni floru obyvajici Antarktidu tvofi zejména cyanobakterie (sinice), fasy,
mechy a lisejniky, které se sem dopravily samovolné vzduchem, vodou z mofte,

pfenosem lidmi, ptdky atp. Nckteré zde mohly prezit z obdobi Gondwany. Jejich



pfesny pocet neni znam, jelikoz doposud doslo k prozkoumani jen malé plochy

kontinentu.

V Antarktidé¢ se nevyskytuje zadny druh zivocicha trvale obyvajiciho sous,
ale zije zde fada zivoCichli vazanych na mote. Zastoupeni zde naSli obratlovci
1 bezobratli. Z obratlovct zde zije naptiklad tucnak cisatsky (Aptenodytes forsteri),
rypous sloni (Mirounga leonina), chaluha velkd (Stercorarius skua), albatros
st¢thovavy (Diomedea exulans). Druhou zminénou skupinu zastupuji rozto¢i (Acari),
chvostoskoci (Collembola), dvouktidli hmyz (Diptera), hlistice (Nematoda),

zelvusky (Tardigrada) a virnici (Rotifera).
3.2 Hydroterestrické biotopy

Polarni suchozemské ekosystémy se 1iSi od ekosystémii mirnych oblasti
zejména piitomnosti permafrostu. Permafrost je hornina, zvétralina nebo piida, jejiz
teplota je po dobu dvou ¢i vice let pod bodem mrazu. Voda v takové pid¢ je zmrzla
a spolu s casteckami pisku, pudy a kameni tvoii tvrdou krustu, kterd kromé jiného
neumoziuje vymeénu plyni a mineralnich latek mezi hlubsi zmrzlou vrstvou
a povrchovou vrstvou pldy. Permafrost omezuje podpovrchovy systém na aktivni
vrstvu a omezuje migraci vody do hlubsich vrstev pudy. Tloustka aktivni vrstvy
zavisi na solarni tepelné bilanci a 1 tenké povrchové vrstvy fas mohou ovlivnit
vymeénu tepla v hloubkach, kde se permafrost vyskytuje. (Elster, 2002; Elster, Ditrich
a kol., 2023)

Bez vody neni Zivot a v pfipad¢ suchozemskych polarnich ekosystému to
plati dvojnésob (pozadavky na vlahu predchazeji pozadavkiim na minerélni ziviny,
které predchazeji pozadavkim na vyssi teplotu). Polarni suchozemské biotopy lze ve
vztahu k dostupnosti kapalné vody rozd¢lit do tif skupin na jezerni, hydroterestrické
a suchozemské. Voda v kapalném stavu je v jezernim biotopu pfistupnd po cely rok,
v ptipad¢ hydroterestrického biotopu je voda pfitomna pouze po letni ¢ast roku
(sezonni cykly tani a zamrzani), v ptfipadé¢ suchozemského biotopu je voda
k dispozici narazové. Hlavnim zdrojem kapalné vody v hydroterestrickych biotopech
jsou ledovce a sne¢hova pole (tani), pti¢emz, jak jiz bylo zminéno vyse, dilezitou roli

hraje permafrost. (Elster, 2002)

U hydroterestrickych biotopti se jedna o lotické (tekouci), lentické (stojaté),



ptfechodn¢ mélké sladkovodni nebo brakické moktady, zamokiené¢ pady, meélka
jezera, ting, periodicky zaplavovana tzemi atp. Jednotlivé typy se odlisuji délkou
svého trvéni, trofii (obsahem dostupnych mineralnich Zivin), obsahem unésenych
mineralnich ¢astic a fadou dalSich ekologickych charakteristik. (Elster, Ditrich a kol.,

2023)

Jak jiz bylo zminéno, zékladni rozdil mezi hydroterestrickymi a jezernimi
oblastmi v polarnich oblastech je ten, Ze hydroterestrick¢ oblasti béhem zimy
vymrzaji a vysychaji, az na dno, zatimco vétSina jezer nikoli. Rada ekologickych
studii zaznamenala sezonni, denni i celoro¢ni kolisani teplot a zmény piechodil stavu
vody ve vSech typech polarnich hydroterestrickych biotopti. V polarnich oblastech se
letni teploty vody obvykle pohybuji od 0 - 8 - 10 °C. Denni teplota vzduchu miiZze
klesnout pod 0 °C, coz vede k povrchovému mrazu, ale teploty moktfadniho dna
klesaji pod bod mrazu jen vyjimeéné. Tyto vyrazné denni Spicky se objevuji hlavné
na zacatku a na konci letni sezény. VéEtsi mokiady byvaji teplejsi, teplotné stabilnéjsi
a v zim¢ zamrzlé. Moktady pokryté snéhem vSak Casto vykazuji minimélni teplotu
pouze -4 °C (zatimco teploty vzduchu mohou klesnout). Hromadéni sné¢hu a ledu
nabizi ptidnimu prostiedi velmi u¢innou izolaci. Naproti tomu mista bez sn¢hu a ledu
zamrzaji a teploty mohou klesnout az na velmi nizké teploty (v oblastech

kontinentdlni Antarktidy az -40 °C). (Elster a Benson, 2004)

Obrazek I - Mélka jezera (prof- Ing. Josef Elster, CSc.)



Obrazek 3 - Melky potok (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)



Obrazek 5 - Odlednénd krajina kontinentalni Antarktidy s melkymi jezery (prof. Ing. Josef Elster,
CSc.)



Obrazek 7 - Potiicek s meteostanici (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)



Obrazek 9 - System mélkych louzi (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)

3.3 Sinice a Ffasy
Sinice (cyanobakterie) jsou velmi starou skupinou bakterii a nejstarsi formou

zivota na Zemi. Jejich existence se odhaduje na 3,5 mld let. Jedna se o nejstarsi

fotoautotrofni organismy na Zemi. Sinice umi provadét fotosyntézu — biochemicky
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proces, pifi kterém piijatad energie slunecniho zareni slouzi k syntéze organickych
latek (cukri) z vody a oxidu uhli¢itého, vedlejSim produktem fotosyntézy je kyslik.
Zhruba pied 2,5 mld let s vyssi intenzitou vulkanické ¢innosti doslo ke zvySeni
obsahu oxidu uhli¢itého v ovzdusi a v souvislosti s tim nastal rozmach sinic. Diky
jejich fotosyntetické ¢innosti se postupné zacal zvySovat obsah kysliku v atmosféie
a v navaznosti na to dochazelo k rozmachu Zivota na Zemi. Dominance sinic trvala

az do pocatku kambria (pfed cca 600 miliony lety).

Bunikky  sinic  jsou prokaryotické.  V thylakoidech  (plochy  vacek
s fotosyntetickym aparatem) je obsazen pigment jako chlorofyl, alfa i beta karoten,
xanthofyly. Na povrchu thylakoidalniho vacku jsou fykobilizoémy, které obsahuji
specificka barviva fykoerytrin, fykocyanin, allofykocyanin, diky ¢emuz maji sinice
hnédou, zelenou az modrozelenou barvu. Skala sou¢asného vyskytu sinic je pomérné
Siroka, jsou ve sladkych i slanych vodach, na skalnich sténach, kamenech nebo v
pudé. Diky své bakteridlni podstaté jsou sinice velmi dobie adaptabilni a umi
dlouhodobé preckavat neptiznivé podminky, napt. pohyblivé sinice se piemisti do
pfiznivEjsi Casti biotopu, tvorba ochranného slizu, tvorba kolonii, tvorba heterocyst,
tvorba silnosténnych cyst, tvorba akinet (klidova, nepohybliva stadia). Sinice v
ekosystému hraji dilezitou roli, nebot' dokazi fixovat vzdusny dusik, ktery
zabudovavaji do molekul organickych latek a prevadét ho do forem, které jsou
schopné pfijimat i dal$i organismy. Predstavuji také zdroj potravy pro plankton, ryby

a dalsi organismy.

Sinice spole¢né s prvoky daly vzniknout ,,primarnim* eukaryotickym fasam.
Jednobunécny eukaryotni heterotrofni organismus poziel sinici (fagocytoéza) a jejich
naslednou koevoluci vznikly eukaryotické fotosyntetické fasy. Tento pocin se datuje
ptiblizn€ 0,8 — 1 mld let nazpét. Na rozdil od sinic maji fasy pevnou bunécnou sténu

a bunika obsahuje jadro (nukleus).(www.sinicearasy.cz; wikipedie)

Rasy podobné jako sinice umi provadét fotosyntézu, na rozdil od sinic u fas
probiha v chloroplastech. Rasy nemaji jediného spoleéného piedka (vzniklého
primarni endosymbidzou), nebot” endosymbidza se v evoluci fas zopakovala jesté
nekolikrat a to tak, Ze nebyla pohlcena sinice, ale jina fasa. Endosymbiotické dé&je
nam tedy ukazuji jasny postup evoluce a Ze organismy, které dnes oznacujeme
souhrnné jako fasy, nemély spole¢ného predka. Nastalo n¢kolik na sobé nezavislych

evolu¢nich udalosti se stejnym vysledkem — vznikem fotosyntetického organismu.
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Pii sekundarni endosymbidze (blize viz obrazek 1), kterd probéhla v evoluci
minimalné tfikrat, vznikly ostatni fasové skupiny. Pohlcenim ruduchy ziskaly své
chloroplasty hnédé tasy (Ochrophyta, Stramenopila, n€kdy také Chromophyta),
skryténky (Cryptophyta), obrnénky (Dinophyta) a Haptophyta. K pohlceni zelené
fasy dosSlo dvakrat nezdvisle na sob¢, pozfeni prvokem piibuznym soucasnym
trypanozomam (krasnoocka - Euglenophyta), podruhé ménavkou (skupina
Chlorarachniophyta). Chlorarachniophyta jsou ménavkovité nebo bicikaté
mikroorganismy schopné fotosyntézy, ale soucasné aktivné lovi bakterie, drobné

bicikovce a eukaryotni fasy. (Juran a Kastovsky, 2016)

Primarni
endosymbidza
suchozemské
rostliny

heterotrofni
eukaryot

5|

zelené fasy

Sekundarni
endosymbiéza

Obrazek 10— Primarni, sekundarni a terciarni endosymbioza (zdroj: Josef Juran, Jan Kastovsky
K vyuce Novy pohled na systém ras a jak ho ucit?)

Rasy najdeme ve sladké i slané vodé, ve vzduchu, suchozemské formy jsou
malé, nendpadné a nejvice se vyskytuji ve vlhkych tropickych oblastech (fasy
nepieziji v suchém prostredi). Z hlediska morfologie jsou fasy velmi rozmanité
organismy, jsou jednobunééné i mnohobunééné, kokalni (jednotlivé bunky nebo
kolonie), né€které mohou byt ulozeny ve vyrazné slizové pochveé (kapsalni stélka),
vlaknité a sifondlni fasy, jsou to bicikovci a také rhizopodialni (ménavkovité) bunky.

(www.sinicearasy.cz; wikipedie)

Rasy se dokazi pomémé rychle adaptovat svému prostiedi. Tato skute&nost

vedla k tomu, Ze dnes existuje bohatd diverzita této rostlinné skupiny. Jejich Sifeni
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probihd po celé planeté mnoha riznymi zpasoby (vétrem, vodou, ulpénim na
vznaSenych castech napft. pudy, castech rostlin, na télech zivocichl), ale ne vSechny
druhy dokazi ptezit v jakémkoliv prostfedi. Ve vodnim prostiedi fasy dokazi rychle
vytvafet nové generace (pohlavnim 1inepohlavnim rozmnoZzovanim) a tim

kolonizovat uzemi.

Kratky Zivotni cyklus fas je velkou mérou ovlivnén sezonnosti, respektive
zménou podminek, ve kterych mohou plné¢ fungovat. V polarnich oblastech, kde se
sttida polarni den a polérni noc, musi dostatecné vyuzit obdobi 1éta a naakumulovat
dostatek energie na obdobi zimy. V zimnim obdobi Casto narazime na biomasy fas,

které obsahuji zvySené mnozstvi cukri, tukti a dalSich zasobnich latek.

Kosmopolitni druhy fas obyvaji velka Gzemi, témét cely svét. Jednd se o
natolik extrémni prostiedi, Ze k preziti nemaji pottebné vlastnosti. Endemit je takovy
organismus, ktery se vyskytuje na uréitétm omezeném Uzemi, vétSinou se
specifickymi zivotnimi podminkami, na které je adaptovan. Endemické fasy maji
geneticky zafixované vlastnosti a diky tomu v Antarktidé pteziji. Dokazaly se
v pritbéhu obdobi, kdy kontinent Antarktida sestupoval z nizSich zemépisnych Sifek
do vyssich, postupné adaptovat na extrémni podminky na pfichdzejici polarni

prostfedi. Polarni oblasti jsou diky tomu zasobarnou adaptaci na extrémni podminky.

ey

Rasy zijici v hydroterestrickém prostfedi maji dvé Zivotni strategie -
produkuji makroskopicky viditelné porosty fas (fasové rohoze a krusty a slizovité
shluky a Zelé biomasa plovouci ve vodach). Do kategorie hydroterestrického
prostfedi dale patii kryofilni fasy rostouci mezi ledovymi krystalky v povrchovych
vrstvach tajiciho snéhu a tasy vyskytujici se v tzv. kryokonitovych dirdch a/nebo
supraglacialnich tinich na povrchu tajicich ledovych cepic. VSechny vyse uvedené
kategorie fas v hydroterestrickém prosttedi pfimo ovliviiuji ekosystém polarnich pud.

(Elster, 2002)

Pokud je ziskan vzorek vyizolovany jednodruhovy kmen a z né¢j analyzujeme
¢ast genomu, ktery je charakteristicky pro urcitou skupinu organismi a porovname
tyto informace s informacemi v celosvétové genové bance, 1ze snadno ovérit, zda se
jedna o druh kosmopolitni, ktery v polarni oblasti nedokaze ptezit nebo druh
endemicky, ktery je schopen konkrétni lokalitu a konkrétni extrémni prostiedi

eey

obyvat. U vyzkum@ endemiticky Zijicich organismil v polarnich oblastech je cilem
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zjistit, jaké adaptace, morfologie a geny maji, aby mohli v tak extrémnim prostredi
prezit.

Rychly genera¢ni cyklus umoziuje védcim fasy péstovat dokonce 1
v umélém ekosystému a podrobné studovat vlastnosti, jak se pfizplsobit extrémnim
podminkam. Zjistuje se napt., jaké latky pii téchto adaptacich produkuji. Pti
vyzkumech jsou ulozeny do tekutého dusiku, ve kterém se zastavi vesker¢ biologické

procesy.

Rasy jsou fotoautotrofni, umi provadét fotosyntézu. Cast energie, kterou
timto procesem vytvoii, vyuziji pro svij vlastni metabolismus. Rychlost fotosyntézy
se snizuje s klesajici teplotou rychleji nez respirace, coz se na Zemi projevuje tak, ze
je velké mnozstvi organického uhliku zamrznuto v permafrostu. Je to dulezity

parametr, ktery chrani nasi planetu pted piehiatim.
3.3.1 Taxonomie Fas

Rasy predstavuji smés nejriizn&jsich skupin a jejich utfidéni se v ¢asech od
Carla Linného zménilo. S objevem mikroskopu a jeho vylepSenim se védctim oteviel
cely novy svét mikroorganismi, byly objevovany a védecky popisovany nové
organismy v&. sinic a fas. Cim vic novych organismii bylo objeveno, tim vétsi
problém s jejich zafazovanim - Linného systém rostlinné a zivocisné fiSe byl
piekonan. Nasledujici roky byly ve svétle snahy zatadit fasy a sinice na zakladé
morfologickych znakl nebo jejich ekologie, to ale pominulo s nastupem molekuldrni
biologie a fylogenetiky v druhé poloviné 20. stoleti. Prvni zdsadni poc€in u€inil v roce
1981 Thomas Cavalier-Smith zavedenim skupiny Chromista (pocetna a velmi
diverzifikovana skupina eukaryot). Do nové¢ ustanovené eukaryotické tiSe spadaly
nekteré hnédé fasy (rozsivky, zlativky, chaluhy atd.), skryténky nebo obrnénky.
(Kastovsky a Juran, 2016)

Vyvoj poznani piibuzenskych vztahi mezi eukaryotnimi organismy postupné
ukazoval nejednotnost tradi¢nich skupin (prvoci, houby, fasy), nicméné ani posledni
dekdda modernich molekuldrnich metod dosud nepfinesla jasné odpovédi. Jeden
z nejéastéji uvadénych modernich pohledd na organizaci Zivého svéta publikovany
v roce 2012 kanadskym biologem Sinou Adlem a dalSimi spoluautory jasn¢ definuje
ne€kolik velkych eukaryotnich skupin — Opisthokonta, Amoebozoa, Excavata,

Archaeplastida a SAR (kam ndleZeji skupiny Stramenopila, Alveolata a Rhizaria).
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V tomto novém systému jsou fasy soucasti tii skupin — zelené fasy, ruduchy
a Glaucophyta fazené mezi rostlinné organismy ke skupin¢ Archaeplastida, hnédé
fasy spolecné¢ s obrnénkami nalezeji ke skupiné SAR a krasnoocka jsou
nejpiibuznéjsi jinym prvokiim ve skupiné Excavata. U nékterych skupin ani moderni
pfistupy a analyzy, dostupnost velkého mnozstvi sekvenci DNA atd. nedokazaly
uspokojivé odpovédét na piibuznost téchto taxonli s ostatnimi eukaryotnimi
organismy. Z fasovych skupin neni dnes zcela objasnéna fylogeneticka pozice

Haptophyta a skrytének. (Juran a Kastovsky, 2016)

Zacneme skupinou nejasného zatfazeni, kde najdeme skryténky (Cryptophyta)
— vétsinou bicikovcei Zijici v motich 1 sladkych vodach, vysoce odolné vii¢i chladu.
Haptophyta (nemaji ¢esky nazev) — pfevazné¢ moisti bicikovcei, kdysi fazeni mezi
hnédé fady pro urcitou spole¢nost n€kterych znakil, ndzev vychazi oznaceni tietiho
biciku (haptonema), coz lze volné ptelozit jako tykadlo (,,Smatradlo*), kter¢ slouzi ke
zkoumani okoli bunky, pfi narazu bunky na ptekazku se prudce stoci a tim se buiika
,skubne* spravnym smérem a piekazce se vyhne, dokdze buiiku ukotvit k podkladu
atp. SAR skupinu tvofi Stramenophila, Alveolata a Rhizaria, do kazdé z téchto tii
vétvi spada néjaka skupina fas, napt. Chlorarachniophyta (motské ménavky a
bi¢ikovci), obrnénky (Dinophyta) — Ziji zejména v mofi, mnozi ze zastupcl nesou na
povrchu bunky sestavu celuldéznich desticek, které pripominaji platy brnéni. Nejvetsi
skupina v SAR jsou hnédé fasy (Ochrophyta, diive Chromophyta), sem spadaji jak
drobné jednobunééné organismy, tak chaluhy. Patii sem velka tada izolovanych
vyvojovych linii jako Raphidophytes — mala skupina relativné velkych bic¢ikovct,
typické pro lesni rybniky, na rozdil od vétSiny hnédych tfas nemaji fukoxantin (v
podstaté jsou dost zelené zbarveni), Eustigmatophyceae je nepfili§ pocetna skupina
prevazné kokalnich ptidnich a na vzduchu zijicich druhti, rovnéz nemaji fukoxantin a
jako jedina skupina z hnédych fas nemaji chlorofyl c, ale pouze a. Velmi zajimavou
skupinou z hlediska evolu¢niho jsou Tribophyceae (diive Xanthophyceae) cesky
ruznobrvky nebo Zlutozelené fasy; obsahuji fasy prakticky se vSemi typy stélek, od
bicikovci az po makroskopické sifondlni stélky, neobsahuji fukoxantin. Ostatni tfidy
maji vSechny spolecné znaky hnédych ftas a patii sem napt. zlativky
(Phaeophyceae), méné ekologicky vyznamné ftasy této skupiny jsou napft.

Pelagophyceae, Bolidophyceae, Pinguichrysidaceae. (Kastovsky a Juran, 2016)
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pocetnou vyskytujici se téméf ve vSech biotopech. Z této vyvojové fasy se vyvinuly
suchozemské rostliny. Pomérné izolovanou linii zde tvoii Glaucophyta. Rhodophyta,
ruduchy neboli Cervené fasy — maji nejen Cervené zastupce, ale i zelené, Sedé,
namodralé, zlut¢ a hnédé; nalezi sem pievazné motské makroskopické ftasy,
hospodaisky vyznamné mékci moiské ruduchy, ze kterych se ziskava agar, ruduchy
v tekoucich vodach bohatych na kyslik. Viridiplantae jsou zelené rostliny a tato
skupina dosla evolu¢né nejdal. Pravdépodobny spole¢ny piedek byl zeleny bicikovec
a jeho potomci dali vzniknout dvéma vyvojovym liniim — Chlorophyta (sem patii
vétSina zelenych fas) a Streptophyta (zahrnuje nékteré fasy a vSechny suchozemské
rostliny). Chlorophyta jsou pocetné obrovska skupina se slozitou evolu¢ni historii.
Dulezit¢ jsou zde tfi hlavni linie zvané zkratkou UTC (Ulvophyceae,
Trebouxiophyceae, Chlorophyceae). Jde skutecné o tii evolu¢ni linie vychazejici
predev§im z molekularnich znakti. Ulvophyceae zahrnuji pfevazné moiské
makroskopické fasy (napi. Ulva, Acetabularia), ze sladkovodnich je to tfeba Zabi
vlas (Cladophora). Trebouxiophyceae jsou prevazné kokalni jednobunécné fasy
riznych terestrickych biotopi. Skupina je nazvana po fase Trebouxia (fykobiont -
fasova slozka liSejnikll) a nalezi sem 1 Chlorella. Druhové nejbohatsi tfida
Chlorophyceae obsahuje fadu vlaknitych a zejména kokalnich a bicikatych fas
stojatych vod, napt. Scenedesmus, Desmodesmus, Pediastrum, Volvox. Streptophyta
zahrnuji také na své fylogenetické bazi nckolik drobnych samostatnych linii, ale
dalezité jsou zejména Ctyii skupiny, z nichz tf1 patfi mezi fasy. Jedna se o pocetné
nejbohatsi skupinu spajivky (Zygnematophyceae), paroznatky (Charophyceae)

a Coleochaetophyceae (bez ¢eského nazvu). (Kastovsky a Juran, 2016)

Spéjivky se nazyvaji podle typu rozmnozovani — spdjeni (konjugace).
Zahrnuji dva stavebné odlisné typy fas, a to jednoducha vlakna (napt. Sroubatka)
a jednobunécné, vétSinou velmi zdobné tasy (krasivky). Posledni skupinou jsou
krasnoocka (Euglenophyta), coZ jsou prvoci v piibuzenském vztahu k nékterym
parazitim (trypanozomy se zelenou fasou na misté chloroplastu), v pfedni casti téla
maji jasné viditelnou Cervenou svétlocivnou skvrnu. Hojné se vyskytuji 1 v mofich,
jadrem jejich diverzity se ale stal sladkovodni plankton (zéastupci rodl

Trachelomonas a Phacus). (Kastovsky a Juran, 2016)
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Obrazek 11 — Vyvojové vztahy skupin , nizsich rostlin“ (zdroj: Kastovsky a Juran, 2016)

3.3.2 Mikroskopické rasy

Rasy mikroskopické (mikrofasy) jsou nejen jednobundéné, ale i kolonialni a
vldknité organismy vyskytujici se jednotlivé, nebo vytvareji vlakna, fetizky c¢i
kolonie. Dle ptislusného druhu se jejich velikost pohybuje od jednotek (nejmensi
znamou mikrofasou je Prochlorococcus) do né€kolika stovek mikrometrd. Pro
pozorovani mikrofas je zapotiebi mikroskop. Nejcastéji obyvaji sladkovodni a
moiské biotopy, l1ze je nalézt jak ve vodnim sloupci, tak v sedimentech, ale existuje
cela fada ptidnich druhii. Mikrotfasy tvofi podstatnou ¢ast fytoplanktonu. Biodiverzita
mikrofas je obrovska, odhaduje se na 200 000 - 800 000 druhd, pficemz popsano je
zhruba 50 000 druhi. (wikipedie)
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Mikrofasy nemaji specializovana pletiva nebo organy (kofen, stonek, list).
Navzdory své velikosti jsou nepostradatelnym producentem kysliku a ,,likvidatorem*
oxidu uhli¢itého (fotosyntéza) a to i ve vztahu k jejich ,,jednoduchosti®. Mikrotasy
oproti vyS$Sim rostlindm maji podstatné vyssi rychlost ristu diky vétsi G€innosti
fotosyntézy, kratkym reprodukénim cyklim, jednoduché bunécné struktuie s malymi
naroky na vedlej$i metabolické funkce a konkurenc¢ni fyziologické procesy (napf.
vyvoj podpurného aparatu, kveteni, tvorba plodii, atd.). Spole¢n¢ s bakteriemi
a sinicemi tvoii zaklad potravniho fetézce, ve kterém redistribuuji energii pro dalsi
trofické urovné v fetézci. Mikrotasy jsou rovnéz zdrojem celé fady produkti jako
karotenoidy, antioxidanty, mastné kyseliny, enzymy, polymery, peptidy, nebo také
toxiny a steroly. I diky témto chemickym slouc¢enindm jsou predmétem Sirokého
vyuziti ke komerénim Ucelim (vyroba biopaliv, potravindistvi, v akvakulturnich

technologiich, zlepSeni kvality pad, atp.). (www.alga.cz; wikipedie)
3.3.3 Makroskopické rasy

Makroskopické tasy (makrofasy) jsou velké a mnohobunétné rostlinné
organismy, oznacované jako ,moiské fasy“ nebo ,.chaluhy“. Tvoii vétvici se
Nékteré druhy makrotas dortstaji délky az 60 m (fad Macrocystis). Rozd¢€luji se do
tfi skupin na Cervené fasy, zelené fasy a hnédé fasy. Uchycuji se nejcastéji k pisku,
lodim, podvodnim konstrukcim, skdldm, utestim atp. Na rozdil od jednoduché stavby
mikrofas jsou makrofasy navenek podobné rostlinam (ackoliv jsou od nich evolu¢né
velmi vzdalené), maji napft. thallus (stélka), stipes (stopka), ¢epele, listy, vzduchové
méchyfte.

Makrotasy jsou v motich velkym producentem biomasy, obsahuji chlorofyl,
betakaroten, flukoxantin, violaxantin, z4sobnimi latkami jsou hlavné
chrysolaminaran, oleje a mannitol. Bunééné stény obsahuji celulozu a alginové latky.
Jsou primarnim zdrojem potravy pro celou fadu vodnich zivocichi a 1 ¢lovékem jsou
vyuzivany ke konzumaci, vyzivé suchozemskych zvitat, jako palivo a n¢které druhy

chaluh jsou napt. zdrojem jodu. (wikipedie)

S ohledem na zvolené téma a cile se tato bakalarska prace bude dale vénovat
pouze mikrotasam hydroterestrickych biotopt antarktického kontinentu. Pokud bude

nize v textu pouzit termin fasa, bude se vzdy jednat o mikrotasy.
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Obrazek 12 - Melké jezirko hnojené blizkym hnizdistém tucnaka krouzkového — Pygoscelis adeliae
(prof. Ing. Josef Elster, CSc.)

Obrazek 13 - Rozvoj Fas v hnojeném jezirku tucnakem krouzkovym - Pygoscelis adeliae (prof. Ing.
Josef Elster, CSc.)
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Obrazek 15 - Potucek s rasou Klebsormidium sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)
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Obrazek 17 - Potiicek vytékajict z hnizdisté tucnidka cisarského — Aptenodytes forsteri s rasou
Prasiola sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)

21



Obrazek 18 - Rasa Prasiola sp. rostouci v hnizdisti tuciidka cisarského - Aptenodytes forsteri (prof.
Ing. Josef Elster, CSc.)

Obrazek 19 - Zelené vaty rasy Zygmena sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)

3.4 Historie izolace a kultivace ras

Prvni zminka o kultivaci fas pochdzi jiz z 19. stoleti od némeckého

bakteriologa Ferdinanda Cohna, kterému se podatilo udrzet kulturu bi¢ikovce rodu
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Haematococcus. Tento rod vSak neizoloval od jinych organismii a nepouzil
kultivacni médium. Prvni pokusy kultivace fas pomoci roztoku nékolika
anorganickych soli uspéSné provedl rostlinny fyziolog Andrei Sergeyevich
Famintzin. DalSich velkych tspéchti dosahl holandsky mikrobiolog Martinus Willem
Beijerinck, ktery izoloval nékolik druhti Cistych (axenickych) kultur fas bez bakterii.
Beijerinck pfijal bakteriologickou techniku zavedenou Robertem Kochem o 10 let

drive a smichal vzorkovou vodu s Zelatinou. (Andersen a kol., 2005)

O izolovani a zaloZeni axenickych kultur sladkovodnich a moftskych rozsivek
se zaslouzil francouzsky mikrobiolog Pierre Miquel na observatofi Paris Montsouris,
Kromé toho zavedl né€kolik novych metod, jako je pouziti mikropipety pro izolaci
bun¢k ftas, pouziti organické macerace jako organického zdroje dopliujiciho
minerdlni médium (pfidavky organického vyzivného materidlu ve formé otrub,
slamy, fragmentl trav, mechii atd.). Mezi dalsi prispévatele na téma kultivace tas
byli némecky botanik Fritz Noll a némecky algolog Friedrich Oltmanns, ktefi
publikovali prace pojednavajici o kultivaci motskych tas a pievazné se zabyvaly
udrZzovanim fas v dobrém stavu, spiSe nez izolaci Cistych kultur nebo ovlivnénim
ristu a rozmnozovani. Nejvétsitho piinosu ovSem dosdhl némecky botanik Georg
Klebs, ktery jako prvni zacal izolovat fasy na agaru. Pokusil se zaloZit cisté
(axenické) kultury vlaknitych fas umisténim izolovanych zoospor na agar. Byl
ispésny v péstovani fas, ale nebyl schopen udrzet své kultury bez bakterii. Zelatina,
pouzivana v ptredchozich mikrobiologickych studiich, se ukéazala jako nevyhovujici,
protoze bakterie Zelatinu rozstépily a preménily tak pevny substrat na kapalnou smés.
O dalsi ptinos se zaslouzil N. Tischutkin v Bélorusku, ktery kultivoval ¢isté kultury
sinic. Harry Marshall Ward v Cambridge, doporucil agar se zifedénou kyselinou
octovou s naslednym diikladnym oplachnutim, aby se odstranily vSechny soli a dalsi
nov¢ zpusoby izolace. Ward mohl byt také prvni, kdo pouzil Sablonu k vytvoieni

vzori (vytvofenych ristem fas) na pevném substratu. (Andersen a kol., 2005)

Vyzkum v oblasti kultivace pokracoval i1 ve 20. stoleti. Mezi pfispévatele se
zatadila také mikrobiolozka Harriette Chick ve Velké Britanii, ktera pracovala
s Chlorella pyrenoidosa. Zalozila axenické kultury, které opakované testovala na
Gistotu a dospéla k zavéru, Ze fasa preferuje &pavek pred dusiénany. Svycarsky
botanik a fykolog Robert Chodat béhem svého dlouholet¢ho vyzkumu vytvofil

sbirku ¢itajici vice nez 300 druht fas v axenickych kulturach. Edgar Johnson Allen,
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spolu se svym spolupracovnikem Edwardem Williamem Nelsonem, vyznamné
piispéli ke kultivaci tas, v€etné n€kterych z prvnich pokusti o kultivaci fas pro chov
motskych zivoc¢ichii. Izolovali a kultivovali kromé jinych rodd Chaetoceros,
Skeletonema a Thalassiosira, aby krmili motské larvy. Allen a Nelson rovnéz
vyrobili umélou moiskou vodu na zakladé¢ molekularnich koncentraci motské vody
stanovenych Van’t Hoffem (1905) a také uznali dualezitost Zeleza jako stopového
kovu. Pro kultivaci pouzivali velké nadoby a brzy zjistili, ze v téchto podminkach je
svétlo limitujicim faktorem. Jejich Ciny ovlivnili dalSiho badatele G. H. Drewa, ktery

kultivoval fasu Laminaria digitata. (Andersen a kol., 2005)

Velky vyznam mél v historii kultivace tfas a sinic Ernst George Pringsheim,
jenz publikoval ¢lanky o metodéach kultivace, jeho dilem je Pure Cultures of Algae
(Pringsheim, 1946). Byl ¢lovékem, kterému se povedlo kultivovat sinice bez jejich
kontaminace bakteriemi. Za svij zivot vybudoval mnoho sbirek s kulturami fas a

sinic ve Velké Britanii, v Némecku, v Texasu, ale 1 v Praze. (Andersen a kol., 2005)
3.5 Kultivaéni média

Rasy ke svému Zivotu vyZaduji vodni prostiedi nebo piitomnost vody jako
takové. Sladké i slané vody jsou bohaté na fasy a jejich distribuce zavisi na
selektivnim ptlisobeni fyzikalné-chemického prostiedi a na jejich schopnosti toto
prostiedi kolonizovat. Kultivaéni média (téz zivna Ci ristova) by méla byt takova,
aby poskytla kultivovanému druhu optimalni prostiedi k ristu, nékdy mohou byt
odvozena z analyzy puvodniho prostiedi (vody, pudy, ovzdusi), nckterd jsou
formulovana po podrobném studiu pozadavka kultivované fasy na ziviny, stopové
prvky atp., néktera jsou stanovena po zvazeni ekologie daného druhu atd. (Andersen

a kol., 2005)

3.5.1 Sladkovodni kultivaéni média

Pro proces kultivace je dilezité, aby vstupni chemické latky mély nejvyssi
moznou kvalitu. Piipadna pfitomnost polutanti v chemickych slozkdch muze cely
vyzkum znehodnotit. Ke kultivaci je nutné mit k dispozici potfebné a sterilizované
vybaveni (pH metr, sklenéné a plastové vybaveni, vahy atd.). Ze sklenéného

laboratorniho vybaveni poslouZi kadinky, pipety, banky, Petrtho misky, michaci
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ty¢inky, nalevky a zkumavky. U sklenéného nddobi je zapotiebi zvolit vhodny typ
skla, vzhledem k tomu, Ze ne kazd¢ pro pozadovany tkon vyhovuje. Idedlni je
borosilikatové sklo, které je vysoce odolné viuci vod€, neutrdlnim a kyselym
roztoklim, koncentrovanym kyselindm, kyselym smésim, chloru, bromu, jodu a
organickym latkdm. Jeho odolnost vii¢i chemikaliim je lepsi nez u vétsiny kovl a
dalSich materidlii. Lze rovnéz pouzit jednorazové nebo opakované pouzitelné plasty,

které jsou alternativou k nadobi ze skla. (Andersen a kol., 2005)

Zatizeni pro sterilizaci patii rovnéz k zakladnimu vybaveni, nejCastéji se
pouziva autoklav. Ten pro sterilizaci ndstroji i médii vyuziva vysoky tlak a vysokou
teplotu. Diky vysokému tlaku a pare dojde k odstranéni vSech nezadoucich latek
ausmrceni pritomnych zivych organismi, ale také ke koagulaci bilkovin, oxidaci
a Stépeni cukrl a k dal§im tepelnym zméndm latek. Laboratof by urcité¢ méla byt
vybavena filtry, které se pouziji pro sterilizaci latek citlivych na teplo. (Andersen a

kol., 2005)

Sladkovodni prostiedi je zékladni kultivaéni médium a velmi vhodné pro
populace tas. Jakost vody je do jist¢ miry ovlivnéna citlivosti fas v experimentu.
Rasy s vysokou citlivosti potiebuji vodu vysoké kvality. Prvni vyzkumnici pouzivali
pramenitou vodu, protoze bézna kohoutkova nebo destilovana voda byla silné
kontaminovéna kovy. V roce 1912 byl zaveden sklenény destilacni piistroj pro
kultivaci fas pravé z dlvodu vysoké toxicity kovii. V soucasnosti se pouziva
destilovana a deionizovand voda. Tu ziskdme tfeba pouzitim dvojité destilacni
aparatury. (Andersen a kol., 2005) Déle se jako zZivné médium pouziva agar, ptirodni
polysacharid s vysokou gelujici schopnosti, ziskava se z cervenych motskych fas
rodl Gracilaria a Gelidium. Agar taje pti 96 °C a tuhne pii 40 °C. U vétSiny fas neni
nutné agar Cistit, ale pokud pracujeme s citlivymi fasami, je nutné z agaru odstranit

necistoty promytim (Carmichael a Gorham, 1974; Waterbury a kol., 1986).

Posledni slozkou je ptida. Uspéch s roztokem ptidniho extraktu nebo ptidnim
vodnim médiem zavisi na vybéru vhodné pldy. Ziskat vhodny zdroj neni snadné,
protoze ne kazda puda je vhodna. Prednostné se vyuziva ptda, kterd nebyla
vystavena chemickému zneciSténi (pesticidy, hnojiva atp.). Vhodna je pida
z nenaruSenych lesti a pastvin, které nebyly intenzivné hospodaisky ¢i zeméd¢€lsky
vyuzivany a nebyly paseny zvifaty (Starr a Zeikus, 1993; Tompkins a kol., 1995).

Vhodna téz neni ptida s vysokym podilem jilu. Pro citlivé fasy lze pouzit pidu
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z okoli vodnich ploch, kde se vyskytuji. Piida musi byt odebirdna nad hladinou
vodnich ploch, protoze jezerni a rybni¢ni sedimenty jsou Casto anoxické a obsahuji

nahromadéné toxické materidly. (Andersen a kol., 2005)
3.5.2 Morska kultivacni média

Ptirodni moiska voda vykazuje ve srovndni s vodami sladkymi niz$i vytézek
fas. Pfirodni motska voda je komplexni médium obsahujici vice nez 50 znamych
prvka a velky a proménlivy pocet organickych sloucenin. Pro kulturu fas je piimé
pouziti této vody ziidka ptijatelné. Bez ptidavku dalSich zivin a stopovych prvku je
vytézek tas obvykle pfiliS nizky pro udrzovani kultury nebo laboratorni pokusy a
navic béhem roku je také potieba hlidat kolisani kvality moiské vody. Pro dosazeni
podstatného vynosu tas je tedy nutné motskou vodu obohacovat piridanim
makrozivin, vitamina a stopovych prvki. I proto se pfedev§im ve vnitrozemi hojnéji

vyuziva umeéla moiska voda. (Andersen a kol., 2005)

K vyrobé moiského kultivacniho média by mély byt pouZity soli reagencni
Cistoty, organické chemikalie jako napf. vitaminy, pufry (napt. Tris, glycylglycin),
chelatacni ¢inidla (napt. EDTA, kyselina nitrilotrioctova). Je tfeba vénovat pozornost
vybéru dodavatele a ptipadné zmén¢ z divodu rizného mnozstvi ptipadnych necistot

a kontaminantli. (Andersen a kol., 2005)

K ptfipravé média Ize pouzivat sklenéné¢ 1 plastové vybaveni. Mezi
nejzédanéjSi vybaveni patii laboratorni zaklad - analytické vahy, vadhy s hornim
plnénim, pH metr, magnetické michadlo s horkou plotnou atd. Borosilikatové sklo je
zaklad a mélo by se pouzivat pro veskeré sklenéné vybaveni v¢. zdsobnich lahvi,
kadinek a kultivacnich zkumavek a ban¢k. Doporucuje se také teflon nebo plasty,

protoZe sniZuji lamavost. (Andersen a kol., 2005)

U pouzivaného vybaveni se klade dlraz na Ccistotu s pfihlédnutim na
experiment, ktery s nim chceme provadét. Jestlize chceme vSe oplachovat béznou
kohoutkovou vodou, je tfeba po konecném oplachnuti pouzit deionizacni vodu.

(Andersen a kol., 2005)

Zdroj motské vody mize rozhodnout o Uspéchu pfti kultivaci ur€itych druhi.
Oligotrofni voda z otevieného oceanu je idealni, protoze ma nizky obsah zivin
a stopovych kovt, tyto slozky lze ptidat v pozadovaném mnozstvi do obohacovaciho

roztoku. Tato voda navic obsahuje nejméné¢ usazenin a mozna i mén¢ fytoplanktonu,
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coz usnadiiuje filtraci. Pobfezni voda je proménliva v disledku srazek a pritoku,
které mohou ovlivnit obsah Zivin, sedimentli 1 snizeni salinity. Moiska voda by se
neméla odebirat béhem kvétu, zvlasté kdyz jsou ptitomny skodlivé druhy organismii.
Odebrana moiské voda se filtruje na zafizeni ve velkém méfitku jako membranové

filtry o praméru 147 nebo 293 mm. (Andersen a kol., 2005)

Salinitu vody lze ménit podle druhu kultivované fasy nafedénim
deionizovanou vodou, piidava se diive nez vitaminy nebo Ziviny. V opacném potadi

by doslo k jejich natedéni. (Andersen a kol., 2005)
3.6 Mineralni vyZiva ras

Spravny rist fytoplanktonu je podminén obsahem makrozivin (uhlik, dusik,
fosfor, kiemik) a hlavnich iontli Na*, K*, Mg,", Ca,", CI', SO,*). Na rist ma déle vliv
pfitomnost stopovych prvkl (Zelezo, mangan, zinek, kobalt, m&éd’, molybden, selen).
Tyto prvky jsou velmi dalezité a mnohdy limitujici, nejdalezitéjsi je Zelezo. Jeho
pritomnost, mnozstvi a pfistupnd forma je omezujici pro rust fytoplanktonu v oceanu.

(Andersen a kol., 2005)

Nékteré kovy jako je zinek, mangan, kobalt, maji také vliv na omezeni ristu
(Buma a kol., 1991; Coale, 1991), avsak vétsi roli hraji pfi celkovém slozeni a
struktufe spoleCenstev fas a sinic na zéklad¢ jejich poméru. Jelikoz druhy maji rizné
naroky na mnozstvi stopovych kovt (Brand a kol., 1983; Sunda a Huntsman, 1995;

Crawford a kol., 2003).

Zatimco v moftich je pfritomnost stopovych prvki dalezitd pro rast
mikroorganismti, ve sladkych vodach jsou povazovany za mén¢ dilezité. I pies to, ze
bylo v n€kolika jezerech s vysokym obsahem fosforu zjisténo, Ze mnozstvi zeleza ve
vodé¢ tidi navazovani dusiku a rist fas (Wurtsbaugh a Horne, 1983; Evans a Prepas,

1997).

Jako je pro fytoplankton omezujici nizké mnozstvi stopovych prvki (kovi),
tak 1 pfili§ vysoka koncentrace n¢kterych prvki muze byt toxicka. Idealnim stavem
pro rist je, pokud jsou prvky ve vyrovnaném poméru a mnozstvi. Pokud je jich méné
je rychlost ristu omezena, pokud vice dojde k jeho inhibovani. (Andersen a kol.,

2005)
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3.7 Sterilizace a jeji metody

Proces sterilizace zajiStuje aseptické podminky. Pouziti sterilni techniky
v kombinaci se sterilnim vybavenim a materidlem minimalizuje riziko kontaminace,
kterd by vedla ke zkresleni a nepfesnosti vysledkil. Sterilizace je velmi dilezita ve
fykologickém vyzkumu, zejména pfi udrzovani zivych organismu jako izolovanych
kmenti v kultufe. Sterilizace neni ndro¢ny proces, je ale tieba, aby pfi praci se
sterilnim materidlnem byla dodrzovana opatfeni zabranujici kontaminaci. Osetfené
vybaveni lze skladovat v Cistych a bezpraSnych nadobéch, policich nebo skiinich.

(Andersen a kol., 2005)

Pti praci s novym vybavenim a laboratornim nadobim je také nutné odstranit
stopy chemikalii, které na materialu ulpély pii jeho vyrob¢. Nadoby se daji do 1dzné
napt. ziedéné kyseliny chlorovodikové. Po vyjmuti se nckolikrat oplachnou
kohoutkovou vodu a poté jesté deionizovanou nebo destilovanou vodou. (Andersen a

kol., 2005)

Pokud jde o ¢isténi pouzitého laboratorniho nadobi, tak se vlozi do neutralni
Cistici 14zn&, po vyjmuti se ocisti kartdickem a houbou. Nésledné se oplachne
kohoutkovou vodu a poté vodou deionizovanou nebo destilovanou. (Andersen a kol.,

2005)

Existuji rizné metody sterilizace - tepelna sterilizace, sterilizace
elektromagnetickymi vlnami, sterilizace pomoci filtrace a chemickd sterilizace.
Tepelna sterilizace je nejbéznéjsi (ohen, autoklav, suché teplo, pasterizace atp.)
a obvykle probihaji za vysokych teplot nad 100 °C. Je vhodn4 pro materialy, které
témto teplotam odolaji, napi. sklenéné nadobi, kovové nastroje, hlinikova folie.
Kapaliny jsou sterilizovany filtraci, kdy kapalina obsahuje kiehké slozky, které jsou
zni¢eny vysokou teplotou. Elektromagnetické viny (napt. UV paprsky, gama
paprsky, rentgenové zatreni a mikroviny) se pouzivaji jako alternativa pro materialy,
které nemohou byt vystaveny vysokym teplotam (naptf. mnoho plastovych vyrobku

nebo kapalin s labilni slozkou). (Andersen a kol., 2005)

Zndmym zpusobem sterilizace je autokldvovani. Metoda pouzivand pro
sterilizaci materialti, které odolavaji vysokym teplotdm, nebo i kapalin a pid do

kultiva¢nich médii. Autoklav je silnosténné uzaviend komora, kde se vytvaii pomoci
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pary teplota 121 °C. Doba pobytu kapaliny v autoklavu se li§i na zékladé jejiho
objemu. Kapaliny s mensim objemem budou sterilizovany kratsi dobu, nez kapaliny
s objemem vétSim. Jedna se o nejucinngj$i proces sterilizace, pii kterém se zabiji

mikroorganismy, bakterie a plisné.

DalS§i moznosti je sterilizace suchym teplem za pomoci horkovzdu$né
trouby. Tento zpiisob se pouziva ke konzervaci suchych materialt, tudiz neni vhodny
pro tekutiny. Bézn¢ dochézi k zahtivani na teplotu 150 °C, pokud je to nutné mutze se

teplota vySplhat az k 250 °C.

Pro kapaliny, které nesnesou vystaveni teplotdm vyssim nez 100 °C nebo
autoklavovani, se vyuziva pasterizace a tyndalizace. Obvykle se k ohfevu vyuziva
para bez ptitomnosti tlaku. Jde o zptisob zahtati tekutého roztoku na vysokou teplotu
a udrzovani teploty po danou dobu, po jejimz uplynuti dojde k rychlému ochlazeni.
Priklad: u pasterizace postupnym ohiivanim dochazi k teplot¢ mezi 66 °C a 80 °C,
kde se tato teplota udrzuje po urcitou dobu, po jejimz uplynuti dojde k prudkému
ochlazeni na teplotu pod 10 °C. Moftska voda se pasterizuje na 95 °C po dobu jedné

hodiny. Proces tyndalizace spociva v opakovani procesu pasterizace po dobu tii dni.

Pro tekuté slozky je vhodna sterilizace pomoci filtru. V tomto procesu lze
pouzit velké mnozstvi filtrli, jejichZz pory by mély byt velké maximalné 0,2 mm.
Nekteré filtry Ize pouzit opakované, pokud jsou oSetfeny autoklavovanim a nasledné

vysuSeny pii teploté 120 °C.

Dale je mozné vyuzit sterilizace v mikrovinné troubé, ktera je rychlejsi nez
autoklavovani nebo pouziti suchého tepla. Casem vsak dochazi k opotiebeni
mikrovinné trouby a tim padem také prodlouZzeni doby sterilizace. (Keller a kol.,
1988) Nebo za pomoci ultrafialové radiace, kterd je vSak pro cloveéka Skodliva,

takze se musi postupovat zv1ast’ opatrn¢.

K chemické sterilizaci se vyuZzivaly chemické latky jako etanol, ethylenoxid,
fenol zejména pro materialy, které nemohly byt sterilizovany teplem z diivodu nizké
tolerance. Nevyhodou je, Ze po sterilizaci mohou zlstavat chemické stopy a tyto
chemikalie mohou byt Skodlivé pro kultivované tfasy a ¢i pro vyzkumnika. Proto se
postupy chemické sterilizace v laboratofi pfestaly pouzivat a pieSlo se na jiné

sterilizacni metody. (Hamilton, 1973)

U vSech zplisobu sterilizace je tfeba ddvat pozor na bezpecnostni opatieni.
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V nadobéach se musi nechat volny prostor, je nutné sledovat teplotu na konci
sterilizace, kdy lze nddoby otevfit, aby nedoslo k rychlému ochlazeni a kontaminaci
okolnim vzduchem. Né&kdy muze ke kontaminaci dojit, i pfes dikladny sterilni
proces, bez jakychkoli zfejmych divodu. Pak pfichazeji na fadu testy sterility, které
vyhodnoti podminky. Test spociva ve vystaveni otevienych Petriho misek, které
obsahuji sterilni agar, v nékolika postupné se prodluzujicich intervalech. Poté dojde
k opetovnému piiklopeni krytem a misky se nechaji inkubovat maximaln¢ tfi dny. Po
uplynuti této doby se spocitd pocet kolonii bakterii nebo plisni, ktery se na agaru

objevil. Na zaklad¢ poctu kolonii Ize ur¢it miru kontaminace prostredi.
3.8 Izolacni techniky

Na pocatku vyzkumu je tieba mit presnou znalost o prostiedi, ve kterém se
fasy pfirozen¢ nachazeji a tyto podminky pii nasledné izolaci a kultivaci co
nejpresnéji napodobit. Na toto je tfeba klast diraz jiz pfi samotném sbéru vzorku.
Dal$im neméné dilezitym krokem je zabranit vétsi mife zneciSténi, které by ve svém
dasledku mohlo zptisobit ztratu kultivovaného druhu.

Vybaveni pro izolaci fas neni nijak slozité ani naro¢né. Postac¢i k nému
mikroskop s dobrymi optickymi ¢ockami, stolek nejlépe sklenény (u plastového je
vetsi pravdépodobnost Skrabancii), dobré osvétleni. Déle vybaveni na oddé€leni
obsahu podle velikosti ¢astic v kapaliné. K tomu dobte poslouzi rizné filtry, sita
nebo cednik. Poté spravné sterilni plastové nebo sklenéné nadobi a izolacni skla.
K inkubaci izolovanych bunék poslouzi ristové komory, které musi mit svételné
podminky odpovidajici potieb¢ izolovanych organismi.

Dobrého rtistu fas v pfirodnim vzorku Ize docilit pfidavkem ziviny. Velké
uspéchy ma napt. piidavek citronové $tavy s vytazkem z citronové klry (Droop,
1959). Pfidani autoklavované ryze na jiz zalozené kultury rovnéz vedlo k lepSimu
rustu (Lee a Soldo, 1992). Mnozstvi pfiddvaného obohacujiciho materialu se 1isi

v zavislosti na daném druhu a velikosti biomasy.
3.8.1 Izolace jednodruhovych kultur Fas mikropipetou

Mikrotasy lze izolovat vyuzitim nékolika zpisobl, tfeba za pomoci

mikropipety. Tato metoda je snadnd a rychle proveditelnd a umoziuje odebrani
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bunky ze vzorku bez jejiho poskozeni. Builka je ptenesena do sterilni kapky, kterou
se pripravuje pied zaCatkem izolace. Proces odebrani a pteneseni buiiky se opakuje
po takovou dobu, nez do kultivaéniho média neni jisté¢ pfenesena jen jedna bunka

izolovaného kmene bez dalSich organismi.

3.8.2 Izolace jednodruhovych kultur Fas na agarovych

plotnach

Nejbéznéjsi metoda izolace fas je izolace na agarovych plotnach. Pienese se
malé mnozstvi sebraného vzorku na agar, kde je s pouzitim izola¢ni smycky rozetfen
do past. Tento proces se nazyva ockovani. Nasleduje inkubace, pii které je tieba
zajistit vyhovujici podminky, aby se mohly vytvofit kolonie. Inkubaéni doba se 1isi
v z&vislosti na druhu fasy. Trvad od inokulace do vyskytu prvni kolonie bunck.

(Andersen a kol., 2005)

V ptipad¢, kdy na plotné narostou kolonie vice druht ftas, oddéli se
ptfeockovanim. To se provadi tak, Ze pomoci izolaéni smycky se pienese malé
mnozstvi bun€k kolonie jednoho druhu na novou sterilni agarovou plotnu. (Andersen

a kol., 2005)

Nekteré druhy fas nejsou schopné ristu na agaru, ale rostou, pokud jsou
uvniti agaru (zapusténé). Toho se docili tak, Ze na zacatku se promichaji se s dosud
neztuhlym agarem, ktery ma teplotu je o par stupiiii vyssi nez teplotu tuhnuti. Pokud
by byl pfili§ teply, fasy by zahynuly. Smés agaru a fas se nalije do Petriho misek
anechd ztuhnout. Nasleduje inkubacni doba, po kterou jsou udrzovany spravné
podminky daného druhu fasy az do vytvofeni kolonii. Nasleduje rozdeleni bunck
mikropipetou a jejich udrzba jinou kultiva¢ni metodou. Tato metoda se nazyva Agar
Pour. (Beijerinck, 1890; Skinner, 1932; Pringsheim, 1946; Brahamsha, 1996; Toledo
a Palenik, 1997)
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Obrazek 20 - Cerstvé nalité agarové plotny ve sterilnim prostiedi

3.8.3 Izolace jednodruhovych kultur Fas metodou Fedéni

Pokud neni k dispozici vybavena laboratof, 1ze vyuzit metodu fedéni. Metoda

N 0 24

fedéni je nejbeznéj$i metodou i ve velmi dobfe vybavenych laboratotich. Touto
jednu bunku do jiné zkumavky nebo Petriho misky, ¢imZz vznikne jednobunéény
izolat. Na zaklad¢ pravdépodobnosti se odhadne, v jak malém objemu je jedna buiika
fasy a dle toho je vzorek zfedén potfebnym mnozstvim tekutiny (destilovand voda,
filtrovana voda z mista odbéru vzorku, motska voda). Vypocitané mnozstvi se nalije
do ¢cisté naddoby. V pfipadé€, ze neni znam pocet bun€k ve vzorku z divodu jeho
velkého objemu nebo omezenych pracovnich podminek, pouZije se metoda

opakovaného fedéni. (Kufferath, 1928/29; Droop, 1954; Throndsen, 1978)
3.8.4 Izolace jednodruhovych kultur ras fototaxi

Tato metoda spoc¢iva v umisténi vzorku do nadoby se sterilnim kultivaénim
médiem, pficemz na jeden jeji konec je pfidan zdroj svétla. Bunky se v médiu
pohybuji smérem ke svétlu nebo od néj (dle vlastni preference). Po takovém oddé€leni
se pomoci mikropipety ptenesou jednotlivé bunky do jiné sterilni kapaliny. (Bold,

1942; Meeuse, 1963; Paasche, 1971; Guillard, 1973)
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3.8.5 Pratokova cytometrie s tfidénim bunék za Gcelem

izolace jednodruhovych kultur Fas

Postupnym védeckym vyvojem doslo k objevu modernéjsich postupti izolace
a kultivace tas. Jednou z nich je prutokova cytometrie s tfidénim buné¢k, kterd se
zaCala pouzivat v druhé poloviné minulého stoleti. Vyuziva se piedevSim pro
separaci velmi malych bun&k mikrofas pro nasledné zaloZeni novych kultur. Jejim

cilem je jednotlivé buniky v tekuting pocitat a analyzovat jejich vlastnosti.

Piistroj funguje na principu prutoku vody a nasledném oddélovani kapek,
které obsahuji cilovou buiiku. Tim, Ze bunku odd€lime od ostatnich, se stava vyrazné
citlivéjsi. Pfed zacatkem procesu je potieba, aby vSe proslo procesem sterilizace za
pomoci filtru a autoklavu. Divod je prosty, neni zaddouci kontaminace bakteriemi
nebo kontaminace kiizova mezi fasami. Velikost kapek, které¢ obsahuji cilové bunky
se lisi v zavislosti na velikosti pouzitych trysek. Vybér trysek se odviji od velikosti
cilovych bunék. Avsak plati, ¢im je kapka nebo objem vzorku mensi, tim je nizsi

pravdépodobnost jeji nebo jeho kontaminace. (Melamed a kol., 1994; Shapiro, 2003)

3.9 Cisténi jednodruhovych kultur fas od

kontaminace

Cisténim mikrofas nazyvame proces, ktery nasleduje po izolaci fas. Izolaci
fas ziskdme kmen jednoho druhu, ktery je pifipadné¢ kontaminovany bakteriemi,
prvoky nebo mikroskopickymi houbami. Pokud potiebujeme aseptické kultury, to
znamena jen druh fasy, bez kontaminace, tak je to proces komplikovany. Cela fada
druhti roste jen v ndvaznosti na pfitomnost bakterii. Izolace jiz probéhla za vyuziti
jedné z vySe zminénych metod. Probéhla inkubacni doba. Na kultivacnim médiu se
objevily kolonie fas nebo kolonie bakterii a plisni. DalSim krokem je cisténi
mikrofas. Tzn. pfesun vzorku fas z ptivodniho kultivacniho média do nového. Cilem

izolace je ziskat jednu axenickou kulturu.

Pii experimentech se musi pracovat s ¢istym a sterilnim vybavenim. Jedna se
o laboratorni nadobi, chemické latky, médium, voda, ziviny atd. K tomu, aby byla
izolace provedena kvalitnim zptsobem, je tfeba také dbat o Cistotu samotnych fas,

aby byl k dispozici vzorek, ktery obsahuje pouze jeden druh organismil bez jinych
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druhti a pfimési. U nékterych druhli se miize také jednat o zvySenou citlivost, pokud
jsou samostatné oddélené. Samotnd buiika je mnohem nachylnéj§i na vlivy

v prostedi a pfi nespravném postupu muze dojit k jejimu usmrceni.

Zptsobi &isténi je opét nékolik. Cisténi za pomoci filtrace vyuziva faktu, Ze
bunky fas jsou vétsi nez bakterie. Filtraci dojde k jejich rozdé€leni, vétsi buiiky fas se

zachyti na filtru, ¢imz je ziskdna axenicka kultura.

Dalsi moznosti ¢iSténi mikrofas je tzv. taZeni pres agar. Tim dochazi
k odstranéni kontaminanti. U nékterych fas se musi pouzit kyselina mlécnd, kdyz
nedoslo k odstranéni veskerych kontaminantd. Pouziti agarovych ploten je nejcastéjsi
metoda CiSténi, ale dobré vysledky mé pouze u téch ftas, které jsou schopné rust
v agaru nebo na jeho povrchu.

Utinné bylo rovnéz &isténi odstied’ovanim, kde je dilezité nacasovani, pii
kterém bunky sedimentuji a odstfedénd tekutina se nahradi sterilnim médiem
(Hoshaw a Rosowki, 1973). U n¢kterych organismii se pred metodou odstredéni

pouzije oSetieni ultrazvukem.

Proces cisténi, jinak nazvany purifikace, mize probéhnout také za pomoci

Fedici kultury nebo mikropipety.

K odstranéni kontaminanta a vytvoteni Cistych kultur 1ze vyuzit 1 antibiotika.
Jejich vybér je ale dilezity a je tfeba si dobie promyslet, jaka, v jakém mnozstvi a na

jak dlouhou dobu se pouziji.

1. Antibiotika se mohou pouzit jako dopln€k k izolaci mikropipetou (Guillard,
1973, Hoshaw a Rowsowski, 1973). Tato metoda je pomérn€ narocna na cas,

jelikoz manipulace s buiitkami neni snadna, pro fasy je vSak Setrna.

2. Druhy zplsob uziti antibiotik uz neni tak vhodny jako predchézejici. Rasy jsou
vystavovany velkém mnozstvi antibiotik (Droop, 1967). Dochéazi ke zfedéni

kultury fas s velmi silnou antibiotickou smési.

3. Posledni moznost mé za cil zbavit se bakterii otérem. Pracuje se s teorii, Ze na
kazdé bakterie zabird jiné antibiotikum. Neékteré jsou vice odolné nebo
antibiotika pouze potlaci jejich rust, ale bakterie nezahubi. Kultury fas tedy

prochazeji ptes n€kolik nddobek s antibiotiky za sebou. (Cottrell a Suttle, 1993).
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3.10 Udrzovani kultur mikroras

Pro dlouhodobé udrzeni kultury mikrofas je zapotiebi zachovat jim stejné
podminky prostfedi, kde jsou uchovavany. Podminky je tedy nutné pravidelné

kontrolovat. Béhem udrzovani dochazi k ptenostim kultur do novych médii.

Samoziejmosti je pouziti sterilizovanych pomucek a dodrzovani stanoveného
postupu prace, ¢imZz se zmiriiuje riziko kontaminace nebo nesprdvné oznaceni
materialu. Ani tak nejsou vyloudena uréita rizika. Rasy v umélém prostiedi vydrzi
krats$i dobu nez v pfirozenych podminkach. Mize dochazet ke zmensovani velikosti
rozsivek (Jaworski a kol., 1988), u nékterych druhii ke ztraté trnii nebo ztrata slozeni

pigmentu u nékterych fas (Warren a kol., 2002).

U pienosu kultur z agaru se musi postupovat velmi opatrné. Viko misek se
nadzveddva jen malo, aby nedoslo ke kontaminaci vzduchem. Materidl se na agar

nanasi v pruzich a rovnomérné, aby vSechny buniky mély stejné podminky.

Ptenos kultur v kapalin€ probiha pfemisténim malého poctu kapek ptvodni
kultury do nadoby s novym médiem. Zde je tieba davat pozor pii manipulaci

s nadobou, aby nedoslo k poskozeni fas.

Vlaknité fasy se pienaseji obdobné pipetou nebo litim. U nékterych je potieba

vlakna prefiznout a vlozit do nového média.

U Spatné pienositelnych tas, které se s oblibou pfichycuji na stény nadob, se
pouziva dal$i materidl k lepSimu pfenosu. Miize mit podobu pienosného substratu

nebo malych koralkt, na kterych miize fasa ulpivat.

Zékladnimi kameny pro dlouhodobou udrzbu kultury je vybér vhodného
kultiva¢niho média, spravna intenzita svétla a tepla a intervaly pfenosu. Pokud je
zvoleno nevhodné kultivacni médium, mize dojit k vystresovani fasy a to mize vést
az ke zméné v jeji morfologii. Vybér média probihd s ohledem na preference
kultivovanych fas. Obecné je lepsi manipulace s pevnym médiem, ale nékteré druhy
preferuji pro svij rast médium kapalné. Podminky prostfedi museji byt co mozna
nejvice podobné tém piirozenym. Nékdy pii dlouhodobém udrzovani ovSem dochézi
ke zménam podminek v kultufe v pribehu casu, napf. zmény v hodnotich pH.
Vyznamnou roli hraje nejen vybér kultivacniho média, ale 1 jeho kvalita a Cistota,

stejné jako kvalita vody a chemického materialu.
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Intenzita svétla se méni podle druhu fas. Pro dlouhodobou kultivaci je 1épe
fasy nevystavovat velkému mnozstvi osvétleni, které by mohlo zptisobit organismtiim

stres. Podminky je dilezité kontrolovat a ménit v zavislosti na kultivovaném druhu.

Ptenosy na nové médium jsou dilezité pro dalsi vyvoj a jejich intervaly se
uzpuisobuji druhu tas, kterych se kultivace tyka. Pti této udrzbé mize dojit ke zméné
druhu média. Nové prenesené kultury jsou citlivé, proto potiebuji optimalni
podminky pro zacatek jejich ristu.

Obecné lze fici, ze krat$i intervaly pfenosti maji za nasledek lepsi prospivani
kultur, jelikoz za optimalnich podminek dochéazi k vétSimu rozvoji biomasy kmene.

Po premisténi do suboptimalnich podminek je rist mnohonasobné zpomalen.

Obrdazek 21 — Rasova sbirka (chladna, osvétlend mistnost s kmeny na agarovych plotnéach nebo
tekutych médiich) (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)
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Obrazek 22 — Kryoprezervacni zarizeni

4. Metodika izolace a kultivace mikroras

Vzorky zkoumané v této praci byly odebrany prof. Ing. Josefem Elsterem,
CSc. zhydroterestrickych biotopti v antarktickych oblastech Skallen, Skarvsnes
a Langhovde. VSechny tfi lokality si nachazeji v Zemi krdlovny Maud. Pro blizsi
uréeni polohy je jejich spoleCnym jmenovatelem zatoka Lutzow-Holm. Skallen a

Langhovde jsou ledovce, zatimco Skarvsnes tizemi, které pokryvaji skaly.
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Obrazek 23 — Vzorky privezené z ledovce Skallen

Vzorky byly z Antarktidy ptevezeny ve sterilnich plastovych zkumavkach
s uzavérem, kazda zkumavka byla oznaceny Cislem vzorku a vloZena do prtthledného
uzaviratelného sacku se jménem védce, ktery provedl sbér, ndzvem oblasti, kde byly
sebrany a datem sebrani. Takto oznacené sacky a zkumavky byly v chladicich
boxech prevezeny do Ceské republiky a v Botanickém ustavu akademie véd v

Tieboni ulozeny do mrazicich boxti, kde se udrzuje teplota mezi -40 az -60 °C.

Pied zahdjenim jednotlivych laboratornich praci byly vzorky rozmrazovany
v lednicich pfi teploté 8 az 10 °C. Po rozmrazeni jsem vzorky piemistila do sterilni
mikroskopické mistnosti. Sterilni pipetou jsem vzdy odebrala kapku jednotlivého
vzorku, pfenesla ji na sterilni podlozni sklicko a piekryla krycim sklickem. Ptirodni
vzorky jsou smésici, zkteré je velmi t€zké rozliSit jednotlivé druhy. Jsou
morfologicky zdeformované a nedaji se urcit.

Po mikroskopii jsem vzorky ptenesla do sterilni mistnosti, kde byly doptedu
piipravené Petriho misky s agarovymi plotny. Pfiprava ploten dopiedu pied izolaci
zajisti rychlej$i prib&éh samotného procesu. Pred nanesenim vzorku na agar jsem
Petriho misky oznacila datem, Cislem vzorku a mistem jeho sbéru. Vyuzivaji se

riznd mineralni média. V tomto ptipad¢ bylo pouzito BG11.

Nasledovalo o¢kovani na agarovou plotnu. K pienosu jsem pouzila o¢kovaci
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klicku a kahan. Nejdiive jsem ockovaci klicku sterilizovala v plameni kahanu
a nechala ji kratce vychladnout. Poté jsem klickou nabrala vzorek ze zkumavky,
ptilozila k agarové plotné a rozettela vzorek na plotnu do souvislé ¢ary, na kazdé
plotné byly rozetfeny tii ¢ary. Veskeré pomucky vcetné¢ zkumavky se vzorkem,
agarovou plotnu a o¢kovaci klicku jsem méla ve vzdalenosti do 30 cm od kahanu,

¢imz jsem zajistila minimalizaci mozné kontaminace z okolniho prostiedi.

Naockované agarové plotny jsem ulozila do chladicich kultivacnich box,
kde byly simulovany podminky jejich pfirozeného prostiedi v Antarktidé. To
znamena zajisténi konkrétni teploty a svétla. Teplota v kultivacnim boxu se udrzuje
mezi 8 az 10°C a svétla 50 mmol m? s "', Takto uloZené vzorky byly ponechany

v klidu, aby nanesen¢ kultury rostly.

Obrazek 24 — Naockované agarové plotny v chladicim kultivacnim boxu

Jakmile se na agarovych plotnach objevily prvni kolonie, vyjmula jsem
plotny z kultiva¢nich boxl a pozorovala je pod mikroskopem. Doba, po které se na
agarovych plotnach objevi prvni kolonie zavisi na mnoha faktorech. U vzorki pudy
z Antarktidy byvaji prvni kolonie viditelné po 10 az 14 dnech. Jiné vzorky mohou

byt rychlejsi a jiné naopak pomalejsi. Pfi mikroskopovani jsem zjist'ovala, jaké druhy
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fas vzorek obsahuje, nebo zda se v ném vyskytuji kontaminanty v podob¢ bakterii
nebo plisni. Kolonie se objevily na vSech agarovych plotnach. Byly zde pfitomné

fasy, sinice 1 plisné.

Obrazek 25 - Balicky zelenych ras — Heteracoccus sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)

Obrazek 26 - Balicky zelenych ras — Bracteacoccus sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)
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Obrazek 27 — Cosmarium sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)

Obrazek 28 - Hatzschia sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)
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Obrazek 30 - Kmen kokalni fasy — Chlorella sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)
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Obrazek 32 - Stichococcus sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)
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Obrazek 33 - Tabellaria sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)

Obrazek 34 - Prasiola sp (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)

Po mikroskopovani pfiSlo pfeockovani na nové agarové plotny. V tomto
procesu jsem odebirala pouze jeden druh ftas, ktery jsem pienesla na nové sterilni
kultivaéni médium. Stejn¢ jako u pocateéniho ockovani jsem pouzila kahan a
oc¢kovaci klicku, navic jsem pouzila ockovaci jehlu, diky niz je vySsi
pravdépodobnost odebrani pouze jednoho vybraného druhu. S jehlou jsem kousek
vzorku pienesla na novou agarovou plotnu a rozetfela pomoci ockovaci klicky. Pred

pouzitim jsem o¢kovaci jehlu i klicku vzdy oSetfila nad plamenem kahanu.

Pokud jsem si byla jista, Ze agarova plotna obsahuje pouze jeden druh fas,
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odebrala jsem malé mnozstvi sterilni o¢kovaci jehlou a pomoci ockovaci kli¢ky toto
mnozstvi rozetfela na Sikmé sterilni kultivacni médium ve zkumavce (agar). Vzorek
rozetfeny na Sikmém agaru ve zkumavce jsem vlozila do chladictho boxu

s podminkami odpovidajicimi pfirozenym podminkdm v Antarktidé.

Obrazek 35 — Kmeny rostouci na Sikmém kultivacnim médiu

Kultivaéni médium obsahujici viditelny kmen fas nasledné projde
kryoprezervaci, kdy je z jednotlivych bun¢k pomoci chemikalii odstranéna voda. Pti
kryoprezervaci se nejCastéji pouzivd Metanol nebo DMSO (Dimethyl sulfoxide)
v riiznych koncentracich a s pfihlédnutim na druh kmenu, ktery zmrazujeme. Voda je
v buiikkdch nezadouci, nebot’ po zmrazeni vytvoii krystaly, které narusi strukturu
kultivované buniky a ta v disledku této skutecnosti zahyne. Cilem tedy je, aby bunka
neobsahovala Zadnou volnou vodu. Vzorek, ktery je takto zbaven vody z bunék, je
nasledné ulozen do nadob s kapalnym dusikem o teploté -196 °C. Takto uchované
vzorky ftas slouzi jako kmenovd banka fas. Kmeny se po zmrazeni nechaji
v kapalném dusiku na stejném kultivacnim médiu a ve stejném kryoprezervacnim

roztoku.
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Obrazek 36 — Kmeny uchované v kapalném dusiku

Pokud chceme znovu pracovat se vzorky, které jiz byly uloZeny do kapalného
dusiku, musime je nejprve vyjmout z nadoby s kapalnym dusikem a nechat
rozmrznout. Nejsetrnéjsi zptisob rozmrazeni je pod tekouci vodou (ve vodni 1dzni) o
teploté cca 60 °C, jen do té doby, nez vzorek roztaje. Nasledné se s nim pracuje pii
pokojové teploté. Kultivace je provadéna pfi teploté¢ mezi 8 az 10°C a ozateni 30 az

50 mmol.m™.s™. Takto rychle provedené rozmraZeni chrani buiky pied poskozenim.
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5. Vysledky

Vysledkem prace bylo izolovani a nasledna kultivace celkem tfi vzorkd,
z nichz bylo uréeno a zatazeno pét druhti fas.

Jednalo se zejména o druhy Klebsormidium sp., Stichococcus sp. a Chlorella
sp.

Béhem kultivace bylo odebrano celkem tfi vzorky a umisténo do kmenové

banky fas.

Sl

Obrdazek 37 - Klebsormidium sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)
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Obrazek 38 - Petriho miska (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)

Obrazek 39 - Klebsormidium sp. (prof. Ing. Josef Elster, CSc.)
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Obrazek 40 - Stichococcus sp. (prof- Ing. Josef Elster, CSc.)
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6. Zavér

V teoretické¢ Casti prace byla predstavena Antarktida a hydroterestrické

biotopy, jejich vznik a jedine¢na specifikace.

Rasy a mikrotasy jsou fascinujici organismy s neuveéftitelné Sirokou Skalou
tvarti, druhii, zplsobi Zivota, barvou a diky jejich schopnosti obyvat i extrémné
nehostinné oblasti si zaslouzi velkou védeckou pozornost. Rasy jako takové maji

Siroké spektrum vyuziti v celé fad¢ odvétvi, tim se ale tato prace nezabyvala.

Tato prace se zabyvala izolaci a naslednou kultivaci mikrofas na agarovych
plotnach a tyto pokusy byly usp&$né. Podafilo se urcit celkem pét druhti a tii druhy
ulozit do kmenové banky. Tato prace prispéla zjist€énymi druhy mikrotas
aprovedenymi kultivacemi k Casosbérnym datim posuzujicim diverzitu fas

v hydroterestrickych biotopech Antarktidy.
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