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1. Uvod

Po mnoh4 desetileti rozvijeli autofi védecko-fantastické literatury my3lenku
,,Zzmrazeného Zivota®. V pfirodé se viak tento jev objevuje jen zfidka a ve v&tSiné pfipadn
je zmrznuti letalni. Pfesto ma zmrazeny Zivot a jeho uchovani pro ¢lovéka zasadni vyznam.
Hlavnim cilem kryoprezervace je uchovat organismy bez morfologickych zmén
pii zachovani fyziologickych, biochemickych a genetickych vlastnosti pro pozdé&jsi pouziti.
Proto se jiz né&kolik desetileti vyviji postupy mrazového uchovavani. Tento vyvoj je t&sné
svazan s rozvojem techniky pro chlazeni a dlouhodobé udrzovéani nizkych teplot.

Pro mrazové uchovivani neni dileZité jen spravné zmraZeni, ale také spravne
rozmraZeni. Pro posouzeni uspé$nosti vyse uvedenych ukond bylo vypracovano nékolik
technik hodnoceni Zivotaschopnosti rozmraZenych materiali. Techniky posuzovani
pouZzivaneé pro fasy a sinice jsou zminény v kapitole 2.2 této prace.

Tato prace je vstupni studii do mrazového uchovéavéni piidnich fas a sinic a popisuje

novou techniku nedestruktivniho stanoveni jejich biomasy.

1.1 Mrazové uchovavani Cili kryoprezervace

Vyznam uchovavani biologickych materiald ve zmrazeném stavu dnes velmi stoupa.
Tento zplisob skladovani je méné naroény na prostor, energie i ¢as obsluhy, neZ klasické
shirky organismi a tkafiové kultury — je tfeba pouze kontrolovat a ptipadné dopliovat
chladici médium. Dalsi vyhodou uchovavani organismi ve zmrazeném stavu
je minimalizace zmén v genomu (HARDING 1996). Tyto zmény vSak nelze uplné vyloucit
ani pii uchovavani organismli ve zmrazeném stavu vzhledem ke kosmickému zéafeni.
Ve zmraZeném stavu viak buiika potfebuje asi 10 000 let k tomu aby zmutovala (MORRIS
in LUKAVSKY 1999).

Kryoprezervace ma také své nevyhody. Pfi mrznuti dochazi k poskozeni bunék a jejich
organel nékolika zpisoby. Nejvyznamnéjsim a nejlépe pozorovatelnym procesem je tvorba
ledovych krystalit. Zivé buiiky obsahuji vice neZ sedmdesat procent vody, proto je tvorba
ledu a jim zplisobené mechanické poskozeni bunék velmi vyznamnym faktorem

ovliviiujicim jejich uchovani ve zmrazeném stavu. Jedinou zndmou vyjimkou je v tomto
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ohledu zelena fasa Chiorella (Auxenochlorella) protothecoides (DAY et al. 2002). Teplota
homogenni nukleace ¢isté tekuté vody je zhruba -39°C (FRANKS et al. 1987). Tato teplota
plati v8ak pouze pro Cistou vodu (v buitkdch sni tedy nemilZeme poditat), navic
v biologickych systémech homogenni nukleace nikdy neprobihd (WiLsON et al. 2003).
PoSkozeni je imé&mé velikosti krystald narostlych b&éhem mrazeni. Velikost krystald je
mozné ovlivnit vy3§i rychlosti odvadéni tepla vznikajiciho pii jejich rastu (NEBESAROVA

2002) a rychlym dosaZenim rekrystalizacni teploty, pii které se rtst krystali zastavuje a

tepla, tim men4i je velikost krystalii.

Dal$im vyznamnym poSkozujicim faktorem jsou zmény osmotickych poméri, které
vznikaji mimo jiné pfi pomalém zchlazovani a vedou k poskozeni zplisobenému fazovou
separaci nasledkem tvorby ledovych krystalti (NEBESAROVA 2002, MERYMAN et al. 1984).

Po vyjmuti kultur z tekutého dusiku muze take dojit k jejich poskozeni hydroxylovymi
radikaly (‘OH), supecroxidovymi radikdly (O,) a aktivnim kyslikem (O,"), které
pravdépodobné vznikaji naruSenim oxidativniho metabolismu (BENSON 1990, CELLA et al.
1982, FULLER et al. 1988). Volné radikaly jsou toxické samy o sobé a jejich uéinek je jesté
zesilen oxidativnimi reakcemi, které spousti. Atakuji lipidické sou¢asti membran za vzniku
nestabilnich peroxidt lipididi, které se rozpadaji na toxické aldehydicke latky jako
je malonyldialdehyd nebo hydroxyl-2-nonenal (ESTERBAUER et al. 1988, BENSON et
al.1992).

Velmi dileZitym momentem je i rozmraZovani, pii némZ dochazi k tvorb& ledovych
krystalli stejné jako pii mrazeni. Proto je nutné zajistit dostateény pfisun tepla pro rychlé
ohfati a tim minimalizaci ristu ledovych krystali. Zaroven je tfeba dodrzet vhodnou
teplotu média, aby nedo$lo k usmreeni organismu vysokou teplotou.

V piipadé poskozeni kryozkumavek béhem uchovavani v kryokontejneru mize byt
rovnéZ nebezpecim bakteridlni kontaminace béhem uchovani v tekutém dusiku

(SNURNIKOV et al. 2002).

1.2 Historie mrazoveho uchovavani

Prvni praci, ktera informovala o toleranci fas k nizké teploté byla publikace COHN

(1871), ktera popisovala toleranci zelené fasy Nitella k teploté -20°C. Dalsi praci, ktera se



zabyva piezivanim teplotnich extrému fasami je prace Kylina (KyLIN 1917) zamé&fend na
moiské rasy.

Vyznamnym milnikem v historii mrazového uchovavani byla prace POLGE ef al.(1949),
ve niz jsou popsany kryoprotektivni u€inky 10-20% glycerolu na sperma kura domaéciho.
Glycerol umoznil spermiim dlouhodobé pieziti teploty -80°C.

Nasledovaly prace Lovelocka (LOVELOCK 1953, LOVELOCK 1953a) na &ervenych
krvinkach, ve kterych autor objasnil mechanismus ptisobeni glycerolu jako
kryoprotektantu.

Zacatkem Sedesatych let minulého stoleti byly publikovany prvni prace popisujici
zmraZeni fasovych bun€k (HOLM-HANSEN 1963, LEIBO & JONES 1963, HWANG &
HORNELAND 1965).

MAZUR (1963) zjistil, Ze dilezitym faktorem ovlivitujicim poskozeni buriky je rychlost
zchlazovéni, protoZe ovliviiuje transport vody pfes membrinu a tim nepfimo zmraZeni
cytosolu.

Prace HELLIOT & MORTAIN-BERTRAND (1999) rovnéZ popisuje kryoprotektivni icinky
zvySené koncentrace autochtonniho prolinu na buniky zelené fasy Dunaliella salina.

Kvalitni a uceleny pfehled o historii a metodach mrazového uchovavani fas podava

prace TAYLOR & FLETCHER (1999).

1.3 Kryoprotekce a kryoprotektiva

V soucasné dobé jsou pouzivany dvé zakladni strategie ochrany zpracovavaného
materidlu pfed u€inky nizkych teplot, tedy primarné poskozenim ristem ledovych krystali
(DUMET et al.2000). Prvni z nich spociva v odstranéni maximalniho mnoZstvi volné vody
z bunék, druhd v piidani latek zamezujicich ristu ledovych krystali - kryoprotektiv.

Kryoprotektiva snizuji teplotu homogenni nukleace, zvysuji rekrystalizacni teplotu
a snizuji mnozstvi volné vody v systému. Déle zvy$uji koncentraci cytosolu, coz do uréité
miry eliminuje osmoticky tok vody z buiiky pii mrazeni a tedy osmotické poskozeni.

Kryoprotektivum musi mit nékteré dutlezité vlastnosti. Musi byt rozpustné ve vodé,
musi vni zistat rozpusténé i pii nizkych teplotich a nesmi byt piili§ toxické pfi
pouzivanych koncentracich. V soucasné dobé se jako kryoprotektiva pouZzivaji nasledujici

latky: dimetylsulfoxid (DMSO), etylenglykol, glycerol, metanol, které pronikaji do bunék



(BENSON 2002, NEBESAROVA 2002, TANAKA et al. 2001). Jako ochrana proti poSkozeni
plisobenim nizkych teplot mohou slouZit i latky autochtonniho plivodu, napif. prolin
(HELLIOT & MORTAIN-BERTRAND 1999).

Nejbéznéji pouzivané kryoprotektanty DMSO a metanol jsou toxické. Proto se aplikuji
kratce pfed zmrazenim vzorku a ziedéné — DMSO 5%, metanol 3M. Po rozmrazeni
a roztati poslednich ledovych krystalti je tfeba vzorek urychlené kryoprotektantu zbavit

nebo jej dostateéné ziedit (napf. vysetim na agarovou plotnu).

1.4 COBRA

Predkladana prace vznikla pfi spolupraci na grantu EU No. QLRI-CT-2001-01645
COBRA (,,The Conservation of a vital European Scientific and Biotechnological
resources: MicroAlgae and Cyanobacteria®). Na projektu spolupracuji evropskeé sbirky fas
a sinic a dal8i pracovi$té provadgjici fyziologické vyzkumy na faséch a sinicich. Cilem
podsekce &. 1. projektu je vytvofeni ,,Evropského centra biologickych zdroji* vyhrazeného
uchovavani mikroskopickych fas a sinic. Centrum bude vybudovano na zékladé
existujicich evropskych sbirek za vyuziti nejmodernéjsich metodik uchovavani a poznatkii
v oboru informaénich technologii. Cestou k vytéenému cili je uspéSné zamrazeni v3ech,
nebo alesponi vétSiny kment organismt v zucastnénych sbirkach. Kritériem pro oznaceni

zamrazeni za spésné je dosazeni 60% Zivotaschopnosti (viability) ve srovnani s kontrolou.

1.5 Cile prace

Tato prace byla vypracovana v ramei projektu COBRA (viz. bod 1.4). Cile prace jsou
nasledujici:
o Usp&iné zamraZeni Gasti sbirky piidnich fas Ustavu ptidni biologie AV CR
a v ramei tohoto tkolu vyzkouset vhodnost riznych postupli zmrazovani a pfidavki
kryoprotektiv.
e Vyvinout nedestruktivni metodiku hodnoceni biomasy fas a sinic v kultufe
za pouziti obrazové analyzy. Zjistit optimalni typ analyzy pro sinice a fasy a podle

vysledkil optimalizovat metodu. Srovnat vysledky nedestruktivniho stanoveni



biomasy fas a sinic v kultufe ziskané pomoci obrazové analyzy a vysledky

standardné pouZivané metody stanoveni koncentrace chlorofylu (LORENZEN 1967).

2. Material a metody

2.1 Material

V pribéhu let 2002 a 2003 bylo testovano 137 kmeni pldnich fas a sinic ze sbirky
Ustavu piidni biologie AV CR v Ceskych Budgjovicich. Pomér jednotlivych
taxonomickych skupin ukazuje graf 1.
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Graf 1: Pomér jednotlivych taxonomickych skupin pouZitych v této praci.

Spektrum kmenti bylo vybrano tak, aby odrazelo pokud mozno kompletni Skélu taxont
sinic a fas, vyskytujicich se v pidé. Zastoupeny nejsou pouze rozsivky, které se sice v piidé
v mendi mife vyskytuji, ale jejich kultivace je velmi obtizna a proto se ve sbirce UPB
nevyskytuji.

Jednim z mozZnych faktori, ovlivﬁujici*{'é:iolnost viéi zmrazeni, jsou 1 klimatické
poméry mista ptivodu organismu. Proto jsou do testovanych kmenii zafazeny nejen sinice

afasy ztemperatnich oblasti, ale také nékolik subtropickych, tropickych a polarnich



organismi. Do zvlastni kategorie byly zafazeny c¢tyfi kmeny pochézejici z Jamalo-
Nenetského autonomniho okruhu na severozapadni Sibifi se silné€ kontinentdlnim klimatem

— zimni teplotni minima dosahuji -60°C, letni maxima plus 35°C (SELIGMAN 2003).

2.2 Metodiky mrazeni

2.2.1 Kultivace

Organismy pro v8echny pokusy byly péstovany na Petriho miskach na pevnych
agarovych pudach s médiem BBM vhodnym pro ptdni sinice a fasy dle BISCHOFF et al.
(1963, H _ o

| P £
Kultivace probihala deset dni pfii teploté 22°C a osvétleni 22 pmol. fotont.m™.s”,

realizovaném zéfivkami o spektralni teplot€ 4500K. Prvni den kultivace byly misky kvili
zamezeni poSkozeni Cerstvé naoCkovanych kultur piili§ intenzivnim zafenim zakryty

jednim listem filtra¢niho papiru.

2.2.2 Mrazeni

Standardni metoda jak prevedeni sbirky mikroorganismi do zmrazeného stavu je
technicky néroény proces (BENSON 2002). K suspenzi fas nebo sinic se prida
kryoprotektivum a zmrazi se z pokojové teploty do teploty -40°C rychlosti 10°C.min"".
V rozmezi teplot -40°C az -50°C probiha zchlazovani rychlosti 0,3°C.min'] (tzv. ,two step
cooling® DAY 1999). Toto pomalé zmraZeni je umoznéno fizenym piipousténim tekutého
dusiku ze zasobni do mrazici nadoby a to napf. piistrojem PLANER Kryo 360 (Planer
Inc., Sunbury, UK). Nasledné je materidl pfemistén do uchovavaciho tanku s tekutym
dusikem (-196°C).

Tato procedura je samoziejmé dosti nakladna, prostorové i finanéné ( nejen pofizovaci
cena piistroje, ale také jeho provoz). ProtoZe ale plidni mikroorganismy byvaji v pfirodé
fasto vystaveny podobnym stresim, rozhodli jsme se vyzkouSet, jestli neni moZzno
uchovavat v tekutém dusiku alespoii ¢éast z nich i bez pomalého fizeného zmrazovéni.

Nejprve je nutno biomasu napéstovat v dostatecném mnozstvi. Tomu v podstaté

odpovida pIné narostld agarova plotna na Petriho misce o priméru 90 mm na jeden pokus.



Biomasa byla smyta do tekutétho média BBM (BISCHOFF et al. 1963),
zhomogenizovéna a rozdélena na pomé&mé &asti, podle potu testovanych metodik. Jedna
gast byla pouzita jako kontrola - viz dale bod 2.2.3. Zbyvajici ¢asti byly pouZity na né€kolik
typti postuptl, jak jednotlivé kmeny mrazit. Kvili snazs{ identifikaci kryoampuli v nosicich
se pouZivaji barevné odli¥na viGka, jednotlivé ,treatmenty” jsme tedy ozna€ovali podle
uzitych barev.

Z jednoduchych mrazicich technik (oznagenych jako fada pokusii Cobra - C) jsme
pouzivali tfi varianty: lonlee | iz

- Varianta R (,,red*) — material byl bez kryoprotektiv rovnou umistén do tekutého
dusikn. V ramei této varianty byla posléze testovana i varianta Rb, kdy byl pfidan ke
vzorkim desferoxamin mesylat, ktery chran{ buiiky pfed poskozenim volnymi radikély.

- Varianta Y (,,yellow*) -k mraZeni byla pouZita komerén& vyrabéna specialni plastova
nadobka NALGENE Cryo 1°C Freezing Container ,,Mr. Frosty* (Nalgene Nunc Intern.,
USA), do jejihoz obalu se vlije isopropanol. Cela nadobka se umisti do mraznicky.
Isopropanol slouZi jako teplotni ,,pufi — teplota postupné a pravideln& klesne o 1 °C za
minutu. Po hoding exposice se nadobka vyjme a zmrazené vzorky se umisti do tekutého
dusiku. V podstaté se jedna o primitivni napodobeni standardni mrazici metodiky pomoci
piistroje PLANER Kryo 360

- Varianta G (,,green”) — material byl piimo umistén do tekutého dusiku, ale byl
pouzit 5% DMSO jako kryoprotektivum. I v tomto piipadé byla testovdna metoda Gb,
s pfidavkem desferoxamin mesylatu.

Pfi pokusech fady Cobra byly kryoampule upevnény na nosi€e a nasledné
v kontejnerech ponofeny do Dewarovy nadoby MVC naplnéné tekutym dusikem. Po sedmi
dnech byly nosiée s kryoampulemi vyjmuty a ihned ponofeny do vodni lazn€ o teploté
40°C, aby bylo dosaZeno rychlého roztani ledu v buiikach a nedoslo k riistu ledovych
krystaldi.

Kmeny, které se nim nepovedlo zamrazit Zddnou ze zminénych metodik v fadé Cobra,
jsme pomoci piistroje PLANER Kryo 360 v Botanickém udstavu AV CR v Tfeboni
podrobili standardni metodice (protokol z pribéhu mrazeni viz pfiloha 1). Tato fada
pokusii byla ozna¢ena jako Naja -N. V tomto piipadé jsme testovali dvé varianty:

- varianta B (,,blue) — jako kryoprotektivum byl pouzit 5% DMSO

- varianta W (,,white®) - jako kryoprotektivum byl pouZit 3 M metanol



Obé varianty pokusti Naja byly po probéhnuti standardniho protokolu ihned umistény do
velkych zasobnich kontejnert s tekutym dusikem a po sedmi dnech vyjmuty. Rozmrazeny

byly opét ve vodni 1azni o teplot& 40 °C.

2.2.3 Hodnoceni zivotaschopnosti

Jestli organismus pieZil zamrazeni v Zivotaschopném stavu, bylo hodnoceno na zakladé
schopnosti nasledného ristu.

Na Petriho misky o priméru 60 mm bylo nejprve inokulovano 400 pl
zhomogenizovaného vzorku, ve dvou opakovanich. Tato kontrola byla kultivovana po
dobu sedmi dnli ve standardnich podminkich — viz kap. 2.2.1. Pak byla jeji biomasa
vyhodnocena. Vlastni pokusy byly po sedmi dnech expozice v tekutém dusiku vyjmuty,
rozmrazeny a inokulovany na Petriho misky (@ 60mm), rovnéz ve dvou opakovanich. Po
sedmi dnech ristu byly vyhodnoceny i ony.

Z opakovani byl vytvofen aritmeticky primér. Primér z obou kontrol byl bran jako
100%, pokud priimér opakovani z treatmentt pfesahoval 60% , bylo zmraZeni hodnoceno
jako tispésné (dle metodiky projektu COBRA).

Problematicky je oviem pfistup k hodnoceni biomasy. Nejpfesnéjsi zpisoby
hodnoceni jsou zaloZeny na poétu (event. rozmeérech) jednotlivych bunék a jsou z tohoto
diivodu bud’ velice naroéné Casové (pocitani ,biovolume™ - NEDOMA et al. 2001) nebo
vyzaduji komplikovanou a drahou techniku (,,flow cytometry* - napt. YENTSCH & HORAN
1989, LEE et al. 2002). Navic v pfipadé hodnoceni uispéchu zamraZeni nepotiebujeme znat
tak presné ¢islo. Jako nejvhodn&jsi se tedy jevi nepfimé metody stanoveni biomasy, z nichZ
je nejéastéji pouzivané stanoveni mnoZstvi chlorofylu dle metodiky LORENZEN (1967). Pro
hodnoceni narostlé biomasy byla v této praci pouzita metoda vyuZivajici program NAJA

Image Analysis (JIRKA & HAUER 2003) popsana v bode 2.3.3 této prace.



2.3 Metodiky hodnoceni

2.3.1 Organismy, kultivace

Pro srovnani vysledkd chlorofyl x NAJA byly pouZity organismy liSici se sloZenim

pigmenti. Byly to:

o Trichormus variabilis (KUTZ.) KOMAREK et ANAGNOSTIDIS (Cyanobacteria), kmen
ISB 13 - izolovéan r. 1988 z vlhéi louky (resp. asi 14 let opusténého pole ) v jiznich
Cechéach, pobliz vesnice Dlouh4 Ves

e Botrydiopsis cf. intercedens PASCHER (Xanthophyceae), kmen ISB 80 - izolovano
r. 2000 z louky na Hlincové Hote u C. Bud&jovic, z popela (resp. vypaleného
strniste)

o Chiorella vulgaris BEL. (Trebouxiophyceae), ISB40 - Malacky, izolovéano fijen
1992, z popela 0-1 cm z povrchu dva mésice po nefizeném poZaru boroveho lesa,

kdy prohotelo ve véetné humusové vrstvy,

Biomasa organismi pro tento test byla nejdfive napestovana na pevné agaroveé ptidé a
médiu BBM. Nasledné byla pfevedena do stenlmho medla BBM.Takto pfipravené
inokulum bylo rozdéleno na 6 Petriho misek o priméru 60mm s agarovymi plotnami
smédiem BBM v objemu 100ul, 200ul, 300ul, 400ul, 500ul, a 600ul. KaZzdy objem
inokula byl testovan v péti opakovanich. Organismy pak byly kultivovany deset dni za
podminek popsanych v bodé 2.2.1.

2.3.2 Stanoveni biomasy pomoci chlorofylu

Metodika stanoveni chlorofylu vychazi z publikace LORENZEN (1967). Biomasa byla
s misek kvantitativné pievedena do destilované vody. Ziskana suspenze byla nasledné
piefiltrovana ptes sklenény filtr WHATMAN GF/C. Filtry s biomasou byly pfedsuSeny a
v uzavienych nadobach se silikagelem uloZeny do mrazni¢ky pro uchovéani do zpracovéani.
Pfed zpracovanim byly filtry rozmélnény ve tieci misce s 90% acetonem. Po rozetfeni byla
suspenze pievedena do zkumavek a objem byl doplnén na 8 ml. Zkumavky byly pied

méfenim pies noc ponechany v chladni¢ce. Nasledujici den byla suspenze profiltrovana



pfes membranovy filtr a doplnéna acetonem na objem 12 ml. Absorbance byla méfena na

spektrofotometru BECKMAN DU 150. MnozZstvi chlorofylu a bylo vypo¢itano rovnici:
Cen a[18] =26,7 . [(Ao — Az) — (Agac — Azae)] - V/(V.4)

kde Ag = absorbance pii 663 nm, A,= absorbance pii 720 nm, Ag,. = absorbance pfi
663 nm po okyseleni, A, = absorbance pii 720 nm po okyseleni, v = objem extraktu v ml,
V = objem pfefiltrované vody (zde vZdy rovno jedné), d = délka kyvety

Chlorella vulgaris musela byt kultivovana pouze po dobu Sesti dni kviili zamezeni
piilisného nartistu biomasy, ktery by komplikoval stanoveni koncentrace chlorofylu.

I tato metodika ma ale své nevyhody. Jednak je také pomérné naro¢na na €as a jako jiz
difve popisované metodiky pocitani bunék je to v p(?\ds\g?lfé destruktivni metoda, veSkery

vzorek je ji definitivné zlikvidovan.

2.3.3 Obrazova analyza

Nasniméani misek bylo provedeno pfed stanovenim biomasy metodou chlorofylu.

Snimani misek bylo provadéno dvéma metodami. Pokusy C1 — C7 byly snimany na
deskovém skeneru HP Scanlet 5470c pfi rozliSeni 600 bodit na palec (dpi) bez korekéni
Sedé.

Dalsi pokusy byly nasnimany v laminarnim boxu digitalnim fotoaparatem OLYMPUS
Camedia C700-UZ umisténym na stativu v rozliSeni 1600 x 1200 obrazovych boda. Jako
zdroj svétla byly pouZity zativky o spektrilni teploté 4500K. Snimky byly ukladany ve
formatu TIFF. Jako pozadi byla pouzita bila deska sreferenénim ¢&tvercem
padesatiprocentni Sedé barvy. Po pfeneseni do poéitace byly snimky ofiznuty a referenéni
Ctverce rozmazany v grafickém programu GIMP (MATTIS et al.2002). Analyza byla
provedena v programu NAJA Image Analysis verze 0.6 (JIRKA & HAUER 2003), ktery byl
ve spolupraci s programitorem vytvofen. Program provadi rozloZzeni RGB obrazu na
slozky: odstin, sytost a svétlost. Ve vybrané sloZce spoéitd obrazové body pro jednotlivé
stupné Sedi a provede korekci na stfedni hodnotu podle referenéniho ¢&tverce, coz
minimalizuje pfipadné nepfesnosti zplisobené napi. zménou délky expozice. Soucty nasobi
koeficientem, ktery je roven stupni 8edi, dodavajicim vahu jednotlivym hodnotam tak, aby

vyS§8i hustoty biomasy byly dostateéné odliSeny od nizsich (zdrojovy kéd programu a jeho
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distribuce pro 32 bitovd Windows je na pfiloZzeném disku CD-ROM a na
http://www.sisnicearasy.cz/NAJA/ ).

Bylo testovano hodnoceni za pouZiti slozek: sytost, invertovana svétlost a kombinace
sytost a invertovana svétlost. Pro ilustraci uvadim zdrojovy obrazek, ktery je hodnocen

(obr. 1a) a jeho variantu, se kterou pracuje analyza obrazu (obr. 1b).

la

Obr. 1: Zdrojovy obraz pro analyzu (1a) s referenéni Sedou v pravém hornim rohu a slozka
sytost, se kterou pracuje analyza (1b).

2.3.4 Mikroskopické hodnoceni biomasy

Byly otestovany i mikroskopické metody hodnoceni Zivoh‘io-sfi. p(.)“li fluorescenénim
mikroskopem. Jak vlastni fluorescence, tak zvyraziiujici barveni (FDA- HARDING &
BENSON 1995, Evansova modf SAGA et al. 1987) se ale ukdzalo velmi brzy jako nevhodna
metodika pro tento typ pokusii. V3echny tyto metody jsou vhodné spiSe pro velky pocet
zasahti, hodnocenych na jednom organismu, neZ pro relativné maly poéet zisahtl, ale na
velkém mnoZstvi organismi. Kazdy z organismi totiZ reaguje na fluorescenci a barveni

ponékud odlisn¢ a celkové hodnoceni je pak znaéné subjektivni.
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2.4 Zpracovani dat

Srovnani vysledkli podanych programem NAJA Image Analysis a jejich pfepocty na
procenta bylo provedeno v programu MS Excel 2000 a XP (Microsoft corp., Redmond,
USA).

Pro porovnani vysledkli ziskanych programem NAJA Image Analysis a standardni
metodou stanoveni mnozstvi chlorofylu a dle LORENZEN (1967) bylo pouZito zjisténi
korelace (LEPS 1996). Pro dalsi testy pak jednocestna analyza variance a Tukeyho HSD
test (LEPS 1996). VSechny statistické analyzy byly provadény v programu
STATISTICA ver. 5.5 (Statsoft, Inc., Tulsa, USA).

3. Vysledky

3.1 Obrazova analyza a srovnani jejich vysledkii se stanovenim

mnoZstvi chlorofylu

Pro potieby projektu byl ve spolupraci s programatorem vytvofen program
NAJA Image Analysis (JIRKA & HAUER 2003). Program je k dispozici na pfiloZeném disku
CD-ROM jako distribuce pro 32 bitova Windows a jako zdrojovy kéd pro kompilaci pro
jakykoli systém. Aktualni verze programu a navod jsou dostupné na
http://www.sinicearasy.cz/NAJA/ .

Byly porovnany vysledky analyz ziskané vySe uvedenym programem pii pouZiti
komponent obrazu sytosti, invertované svétlosti a jejich kombinace s vysledky
standardniho stanoveni koncentrace chlorofylu (LORENZEN 1967). Bylo zjisténo, Ze
vysledky pro samotnou svétlost jsou s koncentraci chlorofylu velmi malo korelovany (vidy
pod r = 0,48993, p<0,05). Sytost a soucet sytosti s invertovanou svétlosti podavaly velmi
podobné vysledky (vzdjemna korelace r >0,96, p<0,05; korelace s chlorofylem je pro

saturaci uvedena nize).
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Vysledky srovnani hodnot ziskanych stanovenim chlorofylu (LORENZEN 1967) a

obrazovou analyzou:

o Trichormus variabilis kmen ISB13 r= 0,86, p<0.05

e Botrydiopsis cf. intercedens kmen ISB 80 r = 0,95, p<0.05

e Chiorella vulgaris kmen ISB 40 r = 0,92, p<0.05

Stanoveni biomasy za pouZiti programu NAJA Image Analysis povazuji, vzhledem

k vySe uvedenym vysledkiim, za dostatené pfesné, a proto jsem jej pouZil v dalsi Casti

prace.

3.2 Mrazeni

Z celkem 138 vybranych kment bylo usp&$né zamrazeno metodou R 72 kmeni,

metodou G 45 kment, metodou B 9 kmenti a metodou W 12 kmenti. 45 kmend se

nepodatilo Uispésné zamrazit Zadnou z testovanych metod.

Metoda Y byla testovana na nékolika kmenech a pro neuspokojivé vysledky byla

opusténa.

Varianty rychlého mrazeni s ptfidavkem desferoxaminu (DFOM) nepodavaly lepsi

vysledky (one-way ANOVA F = 0,0207, p = 0,8865) neZ varianty bez néj a proto bylo od

pouziti DFOM docasné upusténo.

Vliv mista piivodu kmenu na Zivotaschopnost po zmrazeni a rozmrazeni neni

statisticky prikazny (one-way ANOVA F =0,787731, p =0,5029006 ).

Tabulka 1 uvadi piehled testovanych kmend a vysledky mraZeni jednotlivymi

metodami.

Cyanobacteria

ISB | Lo R% G% B% W%
Anabaena torulosa (CARM.) LAGERH. 59 | M| 7542 47 14 - -
Aulosira terrestris Sussa RaJu 2 M | 86,40 0,00 - -
Calothrix sp. 3 M | 88,82 76,11 - -
Cyanosarcina sp. 4 [ A |203,85 - - -
Cyanothece sp. 179 | M | 92,48 - - -
Cylindrospermum cf. licheniforme (Bory) KUTz. 180 | M | 73,62 - - -
Hassallia sp. 106 | M | 131,97 - - -
Hassallia sp. 98 | M [ 106,18 - - -
Chroococcts sp. 7 A | 120,45 - - -
Chroococcus sp. 181 | A | 83,71 - - -
Leptolyngbya sp. 107 [ M | 87,15 - - -
Nodularia harveyana THUR. 110 | M | 91,02 - - -
Nodularia sp. 102 | M | 97,94 - - -
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ISB | Lo | R% G% B% W%
Nostoc calcicola BREB. in MENEGH. 84 | M | 212,26 - - -
Nostoc calcicola BREB. in MENEGH. 96 [ M | 80,03 - - -
Nostoc calcicola BREB. in MENEGH. 114 | T | 99,94 | 58,68 - -
Nostoc cf. edaphicum KONDRATEVA 95 | A | 53,65 - - -
Nostoc ¢f. edaphicurmn KONDRATEVA 108 | M | 70,16 - - -
Nostoc edaphicum KONDRATEVA 101 | M | 129,64 - - -
Nostoc ellipsosporum RABEHN. 106 | M | 78,77 - - -
Nostoc muscorum AGARDH 99 | M | 108,68 - - -
Nostoc sp. 92 [ M | 102,64 - - -
Nostoc sp. 93 | M | 115,00 - - -
Nostoc cf. edaphicum KONDRATEVA 100 | T | 188,50 - - -
Nostoc sp. 103 | M | 61,13 - - -
Nostoc sp. 112 | T | 114,32 | 63,54 - -
Nostoc sp. 118 | T | 131,71 | 122,28 - -
Phormidium cf. autumnale (AGARDH) GOMONT 97 | A [ 285,16 - - -
Phormidium autumnale (AGARDH) GOMONT 109 | T | 104,18 - - -
Phormidium sp. 116 | M | 131,71 | 122,28 - -
Phormidium sp. 117 | M | 240,67 | 244,56 - -
Phormidium sp. 119 | T | 76,18 0,00 - -
Phormidium sp. 115 | M | 230,24 | 253,73 - -
Phormidium sp. 120 | M | 113,73 | 102,86 - -
Pseudophormidium hollerbachianum (ELENKIN) ANAGNOSTIDIS | 84 | M | 113,39 - - -
Pseudophormidium sp. 104 | M | 48,36 - - -
Scytonema sp.ll 90 | M | 99,96 - - -
Scytonema cf. 12 | M | 134,54 | 120,06 - -
Scytonema sp.| 91 | M | 135,87 - - -
Schizothrix sp. 111 | M | 156,85 - - -
Tolypothrix sp. 113 [ M | 130,02 | 129,50 - -
Trichormus variabilis (KU1z.) KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 13 [ M 0 229,65 - -
Xanthophyceae
Botrydiopsis cf. infercedens PASCHER 121 | M| 0,00 0,00 - -
Botrydiopsis cf. intercedens. PASCHER 188 | M | 64,89 60,63 5195 | 56,33
Bumilleriopsis pyrenoidosa (DEASCON et BoLD) ETTL 15 | S | 43,31 55,09 | 10,24 | 11,79
Heterococcus sp. 122 | M 0,00 04,34 - -
Xanthonema bristolinanum (PASCHER) SILvA 18 | M | 22,08 83,82 | 71,02 | 6546
Xanthonema debile (VISCHER) SILVA 19 | M| 0,00 41,06 - -
Eustigmatophyceae
Eustigmatos magnus (J.B. PETERSEN) HIBBERD 20 | M [ 0,00 0,00 - -
Monodopsis subterranea (J.B. PETERSEN) HIBBERD 21 | M| 0,00 0,00 4,57 | 16,30
Pseudocharaciopsis ovalis (CHODAT) HIBBERD 22 | M| 0,00 0,00 - -
Chlamydophyceae
Actinochloris sp. 23 | M| 49,62 | 49,96
Haematococcus pluvialis FLOT. em. WILLE 24 | M| 86,15 [ 88,54 - -
Chlamydomonas sp. 123 ({ M | 0,00 0,00 - -
Chlorococcum sp. 124 | S 0,00 0,00 - -
Chloromonas rosae (ETTLH. & O.) ETTL 27 [ M [ 0,00 0,00 - -
Tetracystis sp. 125 | M | 78,02 0,00 - -
Chlamydomonas sp. 197 | M - - 0,00 | 78,73
Chlamydomonas sp. 198 | M - - 18,47 | 77.91
Chlamydomonas gloeogama KORSIKOV in PASCHER 199 | M - - 25,53 | 84,30
14




ISB | Lo | R% G% B% W%
Chlamydomonas sp. 200 - - 0,00 | 96,35
Chlamydomonas cf. macrostellata LUND 201 [ M - - 7.71 66,24
Chlorophyceae
Bracteacoccus cf. 85 [ M | 11410 | 94,75 - -
Bracteacoccus sp. 126 [ M | 29,44 33,55 - -
Bracteococcus sp 86 | M | 80,91 | 103,38 - -
Coccobotrys cf. 30 | M| 60,53 | 71,29 - -
Coccobotrys sp. 184 | M | 39,07 | 12,03 6,26 8,79
Coccomyxa sp. 31 [ M [ 113,85 [ 70,89 - -
Coenachloris sp. 32 | M| 141,71 0,00 - -
Coenochloris sp. 87 | M| 2842 20,70 - -
Ettlia alveolaris (BOLD) ETTL et GARTNER 1671 S | 0,00 109,00 | 31,11 | 26,95
Ettlia alveolaris (BoLb) ETTL et GARTNER 175 | M | 59,68 | 54,67 - -
Ettlia alveolaris (BoLD) ETTL et GARTNER 185 | M | 63,37 | 66,72 - -
Ettlia alveolaris (BoLD) ETTL et GARTNER 62 | M 0,00 78,39 | 21,80 [ 11,39
Fernandinella alpina CHODAT 35 | M 0,00 69,97 0,00 0,00
Follicularia sp. 57 | T 0,00 62,80 [ 71,87 | 62,59
Follicularia ettlii LUKESOVA 150 | M - - 76,11 76
Follicularia komarekii LUKESOVA 151 | M - - 41,83 | 52,81
Follicularia texensis (BiscHOFF et BoLp) ETTL et KOMAREK 157 | M | 112,34 | 30,90 - -
Geminelfa sp. 159 | M | 0,00 50,60 [ 30,08 | 26,07
Geminella cf. 183 | M | 10,57 12,77 3,72 | 33,69
Geminella terricofa J.B. PETERSEN B | M| 110,94 | 90,52 - -
Hormidiella attenuata LOKHORST 83 | T 0,00 0,00 - -
Characium cf. pseudopyriforme 165 | M | 131,93 | 106,22 | 64,41 | 42,70
Chiorella ellipsoidea GERNECK 128 | M | 66,97 45,10 - -
Chlorella fusca SHIHIRA et KRAUSS 178 | A | 73,15 [ 79,89 - -
Chlorella mirabilis ANDREEVA 68 | A | 70,23 | 62,98 | 40,34 | 2457
Chlorella vulgaris BEL. 40 | M | 141,29 | 124,56 - -
Chlorella vulgaris BEw. 120 | M | 0,00 88,18 - -
Chlorolobion sp. 41 | M [ 106,26 | 125,12 - -
Chlorosarcinopsis sp. 202 | M - - 104,51 | 47,26
Chlorosarcinopsis sp. 203 | T - - 19,84 [ 0,00
Chlorosarcinopsis minuta GROOVER et BoLD 160 | M 0,00 0,00 0,00 0,00
Chlorosarcinopsis minuta GROOVER et BOLD 161 | M | 0,00 0,00 28,13 | 31,50
Chlorosarcinopsis minuta GROOVER et BoLD 174 | M | 6,95 8,13 16,74 | 14,05
Chlorosarcinopsis minufa GROOVER et BOLD 186 [ M 0.00 0,00 9,79 6,42
Chlorotetraedron polymorphum (Mac ENTEE et al.) Mac
ENTEE et al. 42 [ T | 0,00 0,00 0 107,23
Jaagiella sp. 66 | M | 54,30 | 50,18 - -
Lepiosira sp. 89 | M| 93.41 87,23 - -
Leptosira sp. 130 | M | 84,86 | 171,27 - -
Monoraphidium sp. 191 | M | 95,66 | 137,02 - -
Myrmecia irregularis (J.B. PETERSEN) ETTL et GARTNER 64 | A | 69,00 63,25 - -
Myrmecia sp. 60 [ M | 6087 | 6576 | 2164 | 17,71
Neochloris conjuncta ARCHIBALD 153 | T 0,00 24 62 27,94 | 31,46
Neochloris terrestris HERNDON 192 | M| 0,00 0,00 - -
Planophila terrestris GROOVER et HOFSTETTER 65 | M | 0,00 0,00 - -
Planophila terrestris GROOVER et HOFSTETTER 158 | M | 0,00 0,00 - -
Prasiola crispa ssp. anfarctica KNEBEL 44 | A | 94,16 0,00 - -
Protosiphon botryoides KLEBS 47 | M 0,98 8,15 13,89 | 13,01
Protosiphon botryoides KLEBS 67 | M [ 0,00 0,00 - -
Protosiphon botryocides KLEBS 164 | T 0 0 17,14 | 7,29
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Pseudococcomyxa sp. 182 | M | 78,36 74,70 - -
Pseudococcomyxa simplex (Mainx) FoTT 131 | M | 56,05 | 64,49 - -
Raphidonemopsis sp. 63 | A [ 84,39 [ 141,68 - -
Scenedesmus sp. 156 | M | 95,03 92,73 - -
Scenedesmus sp. 155 | M | 10045 | 98,27 65,86 | 52,69
Scoliellopsis sp. 49 | M| 72,96 | 75,67 - -
Scoliellopsis sp. 88 | M [113,45| 106,45 - -
Spongiochloris cf. imegularis KosTikov 50 | M [ 0,00 33,45 - -
Spongiochloris irregularis KOSTIKOV 187 | M | 19,94 32,35 15,11 11,01
Spongiochloris irregufaris KosTikov 74 | M - - 21,57 | 11,66
Trochiscia sp. 51 | A| 0,00 0,00 - -
Ulvophyceae

Microthamnion cf. strictissimum RABENHORST 168 | M | 82,33 67,78 - -
Protoderma (Pleurastrum) sarcinoidetim (GROOVER et BOLD)

TuPA 58 | M| 0,00 0,00 23,49 | 24,71
Pseudendoclonium cf. 76 [ T [129,25] 137,25 - -
Pseudendocionium sp. 193 [ M - - 68,29 | 82,62
Pseudendocionium sp. 194 | M - - 27,11 | 21,85
Pseudendoclonium cf. basiliense VISCH. 132 [ M | 0,00 0,00 - -
Trebouxia sp. 82 [ S| 9812 | 105,68 - -
Zygnematophyceae

Cosmarium sp. 142 79,12 | 57,78 0,00 0,00
Cylindrocystis brebissoni MENEGHINI 1471 8§ 0,00 0,00 0,00 0,00
Cylindrocystis crassa DE BaRY 133 | M 0,00 0,00 0,00 0,00
Charophyceae

Chiorokybus atmophyticus GEITLER 54 [ M| 2057 | 21,26 36,26 | 34,22
Chlorokybus atmophyticus GEITLER 79 | M | 38,81 21,52 39.97 | 40,67
Klebsormidium bitatum or flaccidum 61 | M| 12,33 55,88 0,00 0,00
Klebsormidium nitens (MENEGH. in KUTz.) LOKHORST 196 [ M - - 95,69 | 64,06
Klebsormidium faccidum (KOTZING) SiLva, MATTOX et

BLACKWELL 196 | M - - 89,26 | 95,97
Stichococceus bacillaris NAGELI 134 | M | 67,43 97,54 0,00 0,00

Tabulka 1: seznam testovanych kmeni. Ve sloupci Lokalita M - mimé klima, T - subtropy a tropy, A -

Arktida a Antarktida, § - Sibif. Hodnoty ve sloupcich R%, G%, B% a W% udévaji procentualni

nartist biomasy pokusu viiéi kontrole.

Z 42 kment sinic (Cyanobacteria) bylo usp&$né zamrazeno 39 kmend, tedy 92,5%,

variantou R. Pokud bylo zamraZeni tisp&$né ve variant& R, nebyly dalsi metody testovany.

Pouze u jedendcti kmentl byla vyzkouSena metodika G. Z t&chto kmenii bylo tsp&ing

zamraZeno devét a vzdy byly uspéiné zaroveti v R. Varianta R nebyla statisticky priikazné

lepsi neZ varianta G viz. graf 2 ( F = 0,2704, p = 0,6087).
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Graf 2: , Box-and-whisker plot* analyzy variance vysledkil mraZeni sinic pro varianty R a G. Na ose Y jsou

vynesena procenta biomasy ve srovnani s kontrolou.

Vsechny neuspésné zmrazené kmeny sinic se hranici uspésnosti blizily. Z toho usuzuji,
Ze optimalizaci riistovych podminek a zamrazovanim kultur v optimalnim fyziologickém
stavu by hranice uspéSnosti nebyl problém dosahnout.

Ze Sesti kment tiidy Xanthophyceae byly celkem usp&$né€ zmraZeny tfi kmeny.
Viechny metodou G, dva z nich i metodou R. Pfi pouZiti pomalého zmrazovani se hranici
uspésnosti ptibliZil pouze kmen ISB188 jinak usp&3ny pii R 1 G. Pomalé mrazeni viak bylo
dosud testovano pouze na dvou kmenech, testovani dalSich se pfipravuje. Ze znamych
vysledkit nevyplyva, Ze by nékterd z variant pro tuto skupinu byla statisticky vyznamné
vhodné&jsi nez ostatni.

Ze tfi kment tfidy Eustigmatophyceae se nepodafilo Uispé$n€ zmrazit ani jeden kmen.
Pii aplikaci rychlého mrazeni (metody R a G) nedoSlo béhem kultivace po rozmrazeni
k Zadnému nartstu biomasy. Pro kmen ISB21 bylo testovano i pomalé mrazeni (metody B
a W). Zde k mirnému (4,57 a 16,30 % kontroly) nartstu biomasy doslo. Dals{ dva kmeny

z této skupiny budou na B a W teprve testovany.
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Z jedenacti kment tfidy Chlamydophyceae bylo uspé&sné zmrazeno Sest kment. Z nich
jeden soucasné metodami R a G, jeden pouze metodou R, ¢tyifi metodou W a zadny
metodou B. Vzhledem k piedpokladané citlivosti k méné Setrnym manipulacim (metodiky
R a G), byly kmeny rodu Chlamydomonas testovany pouze pro metodiky B a W. Jak je
vidét v tabulce 1, metodika W byla tsp&3nd u vSech kmenid tohoto rodu. Na ostatnich
kmenech skupiny byly dosud testovany jen metodiky R a G,

Z 60 kmenu tiidy Chlorophyceae bylo uspéSné zmrazeno 35 kmenti. Z toho fest pouze
metodou G, ¢tyfi pouze metodou R, jeden pouze metodou B a jeden pouze metodou W. U
ostatnich bylo usp&Snych vice metodik soucasné. 27 kmenll se nepodafilo pouzitymi
metodami zamrazit, dal3i metody budou zkouSeny. U 19 kment byly testovany vechny
metodiky. Pro tyto kmeny byla spocitana analyza variance, ktera ukézala, Ze pro
zamrazovani zastupctl tfidy Chlorophyceae neni statisticky vyznamné (F = 1,34, p = 0,26)
vhodnéjsi Zadna z metod mraZeni (viz. také graf 3). V grafu 3 je ale patrny tend vyssi
uspédnosti rychlych metod mrazeni, zvlasté pak varianty G.
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Graf 3: , Box-and-whisker plot* analyzy variance vysledkd mraZeni kmend z tfidy Chlorophyceae pro

varianty R, G, B a W. Na ose Y jsou vynesena procenta biomasy ve srovnani s kontrolou.
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Ze 7 kment tfidy Ulvophyceae byly ispés$né zmrazeny 3. Kmeny ISB 82 a ISB 168
souCasné metodami R a G. Kmen ISB 193 metodami B a W. Pomalé mraZeni nebylo pro
vétSinu kmeni této skupinu dosud testovano.

Ze 3 kment tfidy Zygnematophyceae se Gispé$né podafilo zmrazit jen kmen ISB 142
metodou R. Pomalé mrazeni nebylo pro tuto skupinu dosud testovano. te B \

- e - wwpe gee el gl

Ze 6 kment tfidy Charophyceae byly tspésné zmraZzeny 3 kmeny. 1 metodami R a G a ¥

2 (oboji rod Klebsormidium) metodami B a W.

4. Diskuse

4.1 Mrazeni

Pomémé vysoké procento netispé€$né zamrazenych kmentt mize byt zpisobeno tim, Ze
dosud neprodly testovanim na vechny vySe uvedené zpiisoby mraZeni. Projekt COBRA
jesté neskoncil, a proto budou na téch kmenech, na nichZ nebyly testoviny vSechny
metodiky a zaroveri se je nepodafilo (ispé$n€ zmrazit, zkoudeny dalsi metody.

Valné vétSina kmenti preferuje spise mraZeni iic;lmale nebo rychlé, nezavisle na pouZiti
kryoprotektiva ¢i jeho typu. To oviem neplati pro rod Chlamydomonas, ktery znatelnd
preferuje jako kryoprotektivum metanol.

Zajimava je vysoka uspésnost (92,5% ze zkouSenych kmenti) mraZeni sinic ve srovnani
s ostatnimi skupinami, u kterych tspéSnost neprevysuje 60%. Z tabulky 1 je také patrné,

sinice po rozmraZeni narostou do vét§{ biomasy neZ zastupci ostatnich skupin. Tyto

skute¢nosti mohou byt dany prokaryotnim charakterem jejich bunék a silnou adaptabilitou.

4.1.1 Alternativni feSeni pomalého zmrazovani

Varianta Y byla pokusem o vyuZiti jednoduchych metod, nenaroénych na finanéni
prostiedky.

Vysledky varianty Y nebyly uspokojivé. MiZe to byt zplisobeno tim, Ze po zchlazeni

— oo .na teplotu  -30°C byly kultury pii pfenosu do kapalného dusiku vystaveny pokojové

teploté. Stalo se tak kvili tomu, Ze do nadoby ,,Mr. Frosty* se nevejdou celé nosite

s kryozkumavkami a proto musely byt kryozkumavky v niadob& volné uloZeny a po

zchlazeni musely byt manualn€ upevnény do nosicd. Pti vloZeni do Ny(l) tedy mohlo dojit
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k nadmérnému riistu ledovych krystali. Ukézalo se, Ze tato varianta neni pro zamraZovani

organismi pouZitelna a proto od ni bylo upusténo.

4.1.2 Pouziti desferoxaminu

Varianty Rb a Gb sdodanym desferoxaminem byly testoviny pouze na 14
problematickych kmenech. Pomé&mé tzké spektrum kmenid vybranych pro testovéni
ukazalo, Ze piidavek DFOM Zivotaschopnost po rozmraZzeni statisticky vyznamné (one-
way ANOVA F = 0,0207, p = 0,8865) nezvySuje. Pro dal§i pokusy tedy bylo od pouZiti
upusténo, hlavné kvilli finanéni naroénosti. Pokud se béhem dalsiho testovéani objevi kmen,
na ktery nebude s uispéchem moZno aplikovat Zzadnou z vySe uvedenych variant nelze

pouziti DFOM vyloucit. V této fazi pokust se viak jeho aplikace jevi zbyte¢nou.

4.2 Hodnoceni biomasy

Teémeéf 1dealni a velmi piesné hodnoceni Zivé biomasy je moZzné detekci fluorescence
chlorofylu napf. pfistrojem Fluorcam (Photon System Instruments, Brno, CR) nebo
proudova cytometrie. Toto feSeni je ale finanéné dosti ndroéné a muiZe byt problematické
jeho pouZiti ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu kvili rozmérdm a pomé&mé slozité
instalaci nutné aparatury.

Dle m¢ho nazoru je hodnoceni biomasy metodou obrazové analyzy v programu NAJA
Image Analysis vzhledem ke srovnatelnosti s vysledky hodnoceni koncentrace chlorofylu
dle metodiky LORENZEN (1967) pomémé efektivni a krychlému _B€kvantitativnimu
zhodnoceni biomasy na kultur na Petriho miskach postaduje. Jeho hlavni vyhodou je
nedestruktivnost a uchovani vizualni informace o stavu kultury. RovnéZ naro¢nost na ¢as,
energie a chemikalie je mensi.

Po menSi Upravé metodiky sbéru vzorkdl je program moZno vyuzit i pro rychlé
hodnoceni fytoplanktonu — v &istych vodach piesnéjsi, v kalnych vodach méné piesné.
Metoda je rovnéZz méné nachylna na nahodné chyby vzniklé pfi pouZiti standardni metody
stanoveni chlorofylu. Vyhodou feSeni je i relativn€ nizkd cena. Po tipravé metodiky
aprogramu by jej bylo moZno pouZzit i na piibliZnou kvantifikaci biomasy

v mikroskopickych preparatech.
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Pro hodnoceni byla ze sloZek obrazu pouZita pouze sytost kvali vétsi zatézi systému pii
kombinaci sytost + invertovana svétlost. Vzhledem k tomu, Ze vysledky obou metod jsou
velmi podobné (viz. bod 3.1), povazuji pouZiti sytosti za vhodné&jsi.

Hodnoceni kultur obrazovou analyzou provadéli také OsORIO et al. (2002). Pouzili
skenovani Petriho misek s kulturami a digitalni zvyraznéni kolonii. Dale po pievedeni do
Sedé skaly spoéitali pixely v uréitém rozsahu této skaly. V této metodé spatifuji dvé hlavni
uskali. Prvni spociva v nastaveni skeneru, ktery miiZze expozici upravit pro kazdou misku
zvlast’ a tim znesnadnit hodnoceni. Druhym problémem této metodiky je, Ze zahrnuje
pixely v rozsahu daném obsluhou a pravé u kultur narostlejSich, nez pouZili autofi, existuje
nebezpe¢i nezahrmuti slab&ji narostlé biomasy nebo Spatné vyhodnoceni neostie
ohraniéenych kolonii. Tato metoda je tedy, dle mého nazoru, pouZitelnd pouze na typ
kolonii, které hodnotili autofi. Jistou nevyhodou této metody miZe byt jeji problematické
pouziti ve sterilnim boxu.

Pro stanoveni pokryvnosti fas pouZili obrazovou analyzu téz MORCOM et al. (1998),
kteti srovnavali jeji vysledky s vysleky aplikace Braun-Blanquetovy stupnice. Tuto
metodiku zaloZenou na trasovani okrajii zajmovych oblasti pouZili pro epifytni nirosty. Pro

ucely hodnoceni kultur tuto metodiku nepovazuji za vhodnou.

5. Zaver

V této praci byla popsana nova nedestruktivni metoda hodnoceni biomasy kultur fas a
sinic. Bylo provedeno jeji srovnani se standardn€ pouZivanou metodikou stanoveni
chlorofylu @ (LORENZEN 1967). Bylo zjiiténo, Ze vysledky podavané ob&éma metodami jsou
srovnatelné. Z diivodu mensi ¢asové a technické ndro€nosti byla tato nova metoda pouzita
k hodnoceni pokusil ve druhé ¢asti této prace.

V ramci této prace byly také zkouSeny étyfi metodiky zmrazovani plidnich fas a sinic —
rychlé zmrazeni bez kryoprotektantu (R), rychlé zmraZeni s kryoprotektantem DMSO (G),
po.malé fizené zamraZovani s DMSO jako kryoprotektantem (B) a pomalé fizené
zmrazovani s metanolem jako kryoprotektantem (W). Testované kmeny pochézely ze Ctyf
klimaticky odlidnych regionli — temperatni zény, tropt a subtropd, Antarktidy a Arktidy a
Sibife. Nepodafilo se prokézat vliv regionu ptivodu organismu na UspéSnost zmrazeni. Z
celkem 137 vybranych kment bylo Gsp&sné zamrazeno metodou R 72 kmeni, metodou G
44 kmeni, metodou B 9 kmentl a metodou W 12 kmentl. 45 kmeni se nepodatilo usp&sné

zamrazit Zadnou z testovanych metod. Bylo zji§téno, Ze pro mrazeni sinic je vhodnou
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metodou varinata R a pro zastupce tfidy Chlorophyceae spife rychlé zamraZovani obecné,
tedy metody R a G. Pro zastupce rodu Chlamydomonas se jako nejvhodnéjsi jevi metodika
W. Pro ostatni skupiny bud’ neni jasné lepsi Zadna z uvedenych metodik a nebo jesté

nebyly viechny zminéné postupy zkouseny.
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