Uvod do diatomologie - Metodiky
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\§i Odbér fytobentosu

http://www.mzp.cz/cz/prehled akceptovanych metodik tekouci
ch vod

* Vsouladu s WFD je termin fytobentos pouzivan pro oznaceni
souboru fototrofnich mikrofyt osidlujicich dno.

* Vybér vhodného podkladu

e Oskrab epilitonu

* Transport v chladu a temnu

* Mikroskopicky rozbor

* Zhotoveni trvalych preparatl rozsivek
* Fixace formaldehydem
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Odber fytobentosu

Terénni pomucky:

rybarské holinky

zubni kartacek, nuz, zabrousena lzice nebo skalpel, pinzeta
plastova miska

plastova lahvicka (optimalné 100 ml) se Sroubovacim uzavérem
nesmazatelny fix

chladici box

fotoaparat

GPS pristroj

terénni pristroje pro analyzu vody (pH, obsah kysliku, teplota,
vodivost)

gumove rukavice



% % e g {a‘é’k“-"ﬁ
< —~

\§i Odbér fytobentosu

Vzorkovani

Vzorkovaci obdobi:

Odbér vzorku je optimalné provadén ctvrtletné, zimni odbér je
mozné vynechat.

Odbeéry vzorku se provadéiji:

e vjarnim obdobi (brezen — polovina kvétna)

e vletnim obdobi (konec ¢ervna — polovina srpna)
e v podzimnim obdobi (fijen — polovina listopadu)
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Odber fytobentosu

Vybér reprezentativniho- charakteristického useku toku (s vétsim
mnozstvim vyjmutelnych kamenu)

Oznaceni odbérového useku (slovni, GPS souradnice, fotografie)

Vybér podkladu- odebira se prednostné epiliton (narost na
kamenech; vedle fototrofnich organismu (sinic a fas) obsahuje i
heterotrofni slozku

Preferovany kameny o velikosti 10-20 cm (stabilni, umoznuji rozvoj
spolecenstva)

Odbér z cca 5 kamenu
Odbér z hlavniho proudu reky

+ Zakladni méreni: (teplota vody, koncentrace rozpusténého kysliku,
pH a elektricka vodivost)
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Vlastni odber

Odstranéni necistot, detritu

Dale mozné dva zpUsoby: primy seSkrab do vzorkovnice, Ci
oskrabani narostu do misky + v misce kamen oplachnout

K odbéru lze pouzit: kartacek, skalpel, nlz, |1Zici- nutno vidy
oplachnout v ficni vodé

Odbérova lahvicka se neplni az po okraj (idealné do 3), aby se
nevycerpal kyslik

Popis

Transport

Zpracovani do 48 hodin od odbéru, jinak nutna konzervace
formaldehydem
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/ Odber fytobentosu

Zpracovani vzorku

* Analyza v Cerstvém stavu

* Determinace

e Kvantifikace

* Registruje se stav organismu
 Fotodokumentace

* Determinace
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Odber fytobentosu

Kvantifikace: Kvantitativni zastoupeni jednotlivych druhu se provadi pfri
slabsim zvétseni, pomoci odhadni stupnice, ktera druhy zarazuje do
urcitych intervall na zaklade odhadu jejich abundance v
mikroskopickém preparatu analyzovaného vzorku (Sladeckova &
Marvan 1978).

NejCastéji je pouzivana stupnice:

6 -druh masove zastoupeny, s pokryvnosti 90 - 100%
e 5-druh velmihojny, s pokryvnosti 50 - 90%

4 -druh hojny, s pokryvnosti 20 - 50%

e 3-druhdost hojny, s pokryvnosti 5 - 20%

e 2 -druh zfidkavy, s pokryvnosti 1 - 5%

e 1-druhvelmizridkavy, s pokryvnosti 0,1 - 1%

e +-druh ojedinéle zastoupeny, s pokryvnosti do 0,1%
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\§i Odbér fytobentosu

Zpracovani vzorku rozsivek
* QOdstranéni bunécného obsahu oxidacnimi Cinidly
* Poté pripraveni preparatu pomoci uzaviratelnych médii
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|zolace DNA (extrakeni kity)

Amplifikace DNA (vybraného useku) — PCR
Naklonovani DNA (produktt PCR)
Sekvenace

Analyza (srovnani na www.algaterra.org)

e wh e

Priklad- vybér 18S SSU rRNA (idealni marker pro rozsivky, z ni
vybér napr 480 pb pro amplifikaci)
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/ Molekularni metody

Extrakce probiha podle navodu vyrobce vybraného
extrakcniho kitu (pro rozsivky se pouzivaji napr. Dneasy Mini
Plant kit a Dynabeads DNA Direct Universal Kit)

Amplifikace pomoci primerl (denaturace vlakna, navazani
primeru)

Klonovani pomoci klonovacich kit (TOPO TA CloningTM Kit,
klonovani €asto v bunkach E-coli)

Sekvenovani (rekombinantnich plazmidud E-coli)
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Dullezité nalézt vhodny marker (méla by to byt kratka sekvence
DNA, ktera pujde lehce naamplifikovat)

Cast DNA pro analyzu by viak méla byt dostateéné variabilni aby
odlisila jednotlivé druhy
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* Molekularni analyzy

- Vyuzivani vedlo k odhaleni necekane krypticke diverzity u
rozsivek

-V soucasné dobé jsou osekvenovany 2 kompletni genomy
rozsivek:

- centrickaThalassiosira pseudonana
- penatni Phaeodactylum tricornutum

* Vyuzivani molekularnich dat:
- ITS

- SSU rDNA a LSU rDNA

- plastidové geny rbclL

- mitochondrialni gen cox1
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e SSU neboli 18S rDNA (mala ribozdmova podjednotka)

- vyuziti pro rekonstrukci fylogeneze celé tfidy rozsivek (zarazeni
druhu v ramci tridy), méné variabilni

* LSU neboli 285 rDNA (velka ribozomalni podjednotka)

* ITS1aITS2 (mezernikové oblasti oddélujici ribozomalni
podjednotku), velmi variabilni

- ITS2 ma schopnost rozlisit reprodukéné izolované druhy

* (Fce ribozomu: tvorba proteinu, probiha na nich translace, pfi
niz je z retézce RNA syntetizovan polypeptid)
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* Mitochondrialni genom

- Vyuziva se oblast kédujici proteinovou podjednotku
cytochrom oxidasy (cox1)

* Plastidovy genom

- Vyuziva se oblast kédujici proteinovou velkou podjednotku
enzymu RUBISCO

* Vyhody oproti rDNA: jsou obsazeny

v genomu pouze v jedné kopii+ minimalizuje moznost
amplifikace DNA z pripadné kontaminace houbami, ktera je
pomeérne bézna. Nevyhodou je nedostatecna znalost dedicnosti
a dalSich vlastnosti organelové DNA



