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Metody hodnoceni
kvantity fytoplanktonu

1) Koncentrace chl-a (ug/l) CSN ISO 10260
2) Pocet bunék/ml  CSN 75 7712

3) Objemova biomasa



1) Koncentrace chl-a

m Teréen
sonda Fluoro-Probe — celk. chl-a + rozdéleni na 4sk.

(Cyanophyta, Chlorophyta, Chromophyta, Cryptophyta)
http://www.sinice.cz/cz/popularizacni/fluoroprobe.htm

m Laborator 5
- extrakce ethanolem — chl-a (CSN ISO 10260)
- mikrodesticky Genios

vyhody: mala casova narocnost, v pripadé sondy mereni in situ+profil
vodniho sloupce

: zachyceni realnych pomérd biomas jednotlivych
skupln a druh (x b/ml)

nevyhody: nevime nic o druhoveém slozeni (znat aspon dominantu
Jednotllvych skupin? — prip. toxicita)

: sonda — financni narocnost
. prace s zivymi vzorky hned



http://www.sinice.cz/cz/popularizacni/fluoroprobe.htm

2) Pocet bunek/ml

= prUtokova cytometrie
— pocet bunék jednotlivych tax. skupin

vyhoda: Casova nenarocnost, presnost, moznost
zpracovat velké mnozstvi vzorkd

nevyhoda: financni nedostupnost, zive vzorky

m pocitaci komUrky
— Blrker
— Cyrus I., Cyrus II.




2a) Pocet b./ml — vyhody/nevyhody

vyhoda: dostupng, financné nenarocne, moznost fixazi

nevythﬂda casova narocnost, hlavni problém taxonomicky rtiznorodé
skupiny - réizné typy a velikosti stélek

biCikatci — uUtikaji, praskaji

kolonie — sinice bez desintegrace velka variabilita odhadu dle osoby,
po desintegraci kompllkace urcit druh

vlakna — sinice svazecky, rlizné velikosti vlaken

chyba ve velikostech — 5um sinice vs. ,zelena koule™ 50 um brana
stejnym poctem 1

vnitrni struktury v bunkach — PROBLEM pri pocitani-jina rovina na
sklicku, koncentrovani

Presny plan metodiky promyslet:

m (fixace), zkoncentrovani, desintegrace, pocitani, vypocet podle
vzorce




2b) Pocet b./ml — fixace 1

Lugollv roztok

10 g jodidu draselného se rozpusti ve 20 ml vody, prida
se 5 g krystalickeho jodu a smicha se s 50 ml 10%
kyseliny octoveé. Po promichani se necha 1 den ustat.

vyhoda:

- fixace rozsivek — fytobentos, Supinaté chrysomonady
pro TEM

- fixace VK — pri koncentraci Ize vyuzit centrifugaci
(TNV 75 7717)
nevyhoda:

sinice foto%(rafovanl zmena barvy, zakryti
fotosyntetickych barviv — nemoznost pouzit
fluorescenci!!-problém pikocyanobakterie)

Dlouhodoba fixace



2b) Pocet b./ml — fixace 2

Formaldehyd
vysledna koncentrace ve vzorku 1,5-2%

vyhoda:

- zachovani fluorescence, fotografovani (ale je
kratkodobeé!)

nevyhoda:
- VK — pri koncentraci se musi vyuzit vakuova filtrace

- vyblednuti vzorku béhem kratkého Casoveho
intervalu-fluroscence nefunkcni

- rozsivky a supinaté chrysomonady — poruseni
struktur SiO2

- citlive bunky praskaiji (skryténky, vacuolarie atd.)

Kratkodoba fixace



2b) Pocet b./ml — fixace shrnuti

1) Je-li moznost — zpracovat vzorek zivy (lednice
uchovani cca max. tyden-VK ale jen den!, uvést do
protokolu)

2) Fixace — zvarit ucel analyzy a hustotu vzorku

— jaké tax. skupiny jsou ve vzorku mam moznost pouzit
fluorescenci?

(formaldehyd — sinice VK;
Lugol — rozs., chrysomonady, citlivy biCikatci)

3) Je-li moznost: vzorek fixovat dvojmo —

obé metody fixace (ale problém mista, penéz za
fixaze/vzorkovnice, cas zpracovani ...)




2¢) Pocet b./ml
- zkoncentrovani vzorku

KDY ?

pocet b. < 50tis.b/ml

PROC ?

bez zkoncentrovani nezaznamename nekteré
zastupce, ktere se pak mohou rozvinout v
dominantu..

CO VEDET PREDEM ?

Priblizné SLOZENI, abychom neeliminovali nékteré
skupiny zvolenou metodikou

JAK ?
centrifugace
- vakuova filtrace



Centrifugace Vakuova filtrace




2d) Pocet b./ml —  MEC
Desintegrace kolonii VK

el

= PLYNOVE
MECHYRKY

destrukce aerotopti

Zalezi na:

Sitce plynovych méchytkd (gas veziklG=GV), kterd je
rodove dana !!!

SIROKE GV = KREHKE praskaji pri mensim tlaku

Siroké GV — Anabaena, Aphanizomenon, Planktothrix
(70nm a vice) — praskaji jiz pri nizkem tlaku

Uzsi GV — Microcystis (65nm) —

Moznosti : strikacka

: automaticka pipeta
: ultrazvuk



Automaticka pipeta vs. Injekcni strikacka




Injekcni
strikacka
s KOH

= rychla, levna
desintegrace
kolonii Microcystis

se soucasnou
destrukci aerotopli

B—a




2e) Pocet b./ml — Vlastni pocitani

Bicikatci — napf. skrytenky v
zivem vzorku: projeti celého
—+Burkra pred zahajenim
pocitani ostatnich skupin

ELGE! @ svazecky vlaken:

dle CSN délka vlaken/5 =
pocet bunék

Kolonie - desintegrace

Doporuceni fluroscence

- vyskyt pikocyanobakterii —
norma CSN: ,Stanoveni
pikoplanktonu je orientacni..."

- po desintegraci Microcystis




2f) Pocet b./ml
— Vzorec Burker b./ml

PocCitame bunky uvnitr Ctverce a ty, které lezi nebo se dotykaji
2 zvolenych stran (obvykle se voli horni a prava str.)

VZOREC

pocet bunek v 50ti ctvercich * 5 000 = b/ml

(pravidlo - spocitat min. 400b. jinak pocitat dal a pak napr.
100¢tverct * 2 500 = b/ml

- nezapomenout na vydeleni pri metodach zkoncentrovani)

m doporuceni: vytvoreni vzorce v Excelu
— pak jen vkladani poctu bunék jednotlivych druhd

= nutné mit tlusté kryci sklo (uzsi sklicko podhodnoceni cca na
80%)




3) Objemova biomasa
(biovolume)

m Manualni vypocet (pocet b. x objem)
m Program - Fyto-N (JU, Ceské Budéjovice)

vyhody: zachyceni redlnych pomérd biomas jednotlivych
skupin a druht (x b/ml)

nevyhody: Casova narocnost — program Fyto-N

0] ¢



UCEL — METODIKA - CAS

Jednorazova_univerzalni metoda pouzitelna v kazdy
cas na kazdém miste prakticky neexistuje

CO TEDY?
Pravidla

1) Pouzit béhem 1 projektu prip. u projektl, budeme
co budemem srovnavat vysledky, 1 metodiku

2) V soucasnosti norma — OK chlorofyl-a pocet b./ml
(biovolume ale presnéjsi — sinice/rasy vel.b...)

Vzdy zvazit zakladni otazku:
Ucel projektu - je nutna detailni kvantitativni analyza?
fytoplankton s VK — nutné 2x pocitani - pred a po desintegraci..




Praxe na BU AVCR Brno

Hodnoceni kvantity fytoplanktonu:

Monitoring:
Sonda Fluoro-Probe kombinace
s poctem b/ml

Vedéecky zamérené projekty:

Fluoro-Probe s biovolume (objemova biomasa)
Pocitani bunék/ml

Burker, vétSinou vyuziti vakuove filtrace (VK) s

celuloznim filtrem 0.2um, desintegrace
ultrazvukem, biovolume vyuziti programu FYTO-n




Modelovy priklad

Jarni vzorek fytoplaktonu - eutrofni nadrz pod 50tis.b/ml
- predpokladame vyskyt sinic VK

m A
1) vakuova filtrace (napr. 50ml-100ml na 5ml-10ml do zkumavky)

2) 0,5ml prohlednout druhové slozeni — vyskyt Microcystis - %odhad
morfotypu

£) OCI 5|m|I()Burker spocitat ostatni druhy nez Microcystis (vlakna — zméreni
ele

4) 2ml desintegrace vzorku (ultrazvuk, strikacka)

4) spocitani desintegrovanych bunek Microcystis (urychli se fluorescenci,
neplavou maji popraskané GV)

5) dosazeni do vzorce (nezapomenout na vydeleni pri zkoncentrovani!)

m B)

1) fixace lugologym roztokem (pozor znemoznime si pocitani bunek
Microcystis pomoci fluorescence po desintegraci; pri prefixovani nelze
pouzit ultrazvuk na desintegraci kolonii)

2) centrifugace 10ml 2x na 1ml
3) dale se pokracuje bodem 3) jako v predchozim pripadée

Vzdy nutné!!! — pouzitou metodiku zanést do protokolu!!!!



Praktickeé ukoly

m 1) kolonie Microcystis — variabilita
odhadu poctu bunék u jednotlivcl

m 2) Ukazka vzorku fytoplanktonu fix.
Lugolem a formaldehydem - !!

m 3) Pikocyanobakterie - fluorescence



Na zaver — souvisejici normy:

TNV 75 7717 — Jakost vod — Stanoveni planktonnich sinic

CSN ISO 10260 (75 7575) — Jakost vod — Mé&Feni
biochemickych ukazatelt — Spektrofotometrické
stanoveni koncentrace chlorofylu-a

CSN ISO 5667-4 (75 7051) — Jakost vod: Odbér vzorkd
— Cast 4: Pokyny pro odbér vzorkl z vodnich nadrzi

CSN EN ISO 5667-3 (75 7051) — Jakost vod: Odbér vzorkd
— Cast 3: Pokyny pro konzervaci vzorktl a manipulaci
S nimi

CSN EN ISO 25667-2 (75 7051) — Jakost vod: Odbér vzork{
— Cast 2: Pokyny pro zplsoby odbérl vzorkl




Vyskyt kolonii — bunky se navzajem prekryvaji

R{zné metody pocitani Microcystis = rlizné vysledky

DES]iN]' EGRACE | ZPUSOB VYSLEDEK CHYBA

NE | VELICE - velké kol. se nedostanou
PODHODNOCEN, | do poditaci komarky,
ZAVISINA OSOBE | - ni&i odhad b. v koloni

MECHANICKY automaticka pipeta Mirné podhodnocen | neuplna desintegrace,

chyby jako bez desintegr.

injekcni strikacka

Mirné podhodnocen

neuplna desintegrace,

ultrazvukovy: prst

REALNY

(nevhodné frekvence)

CHEMICKY KOH

KOH za tepla

Mirné podhodnocen

neuplna desintegrace

KOMBINACE
MECHANICKY-
CHEMICKY

automaticka pipeta,
KOH

Mirné podhodnocen

neuplna desintegrace

REALNY

(vysoka koncentrace KOH)

| injekent strikackais KOH

)

A
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