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Metody izolace a kultivace sinic a ras pro potreby vyuky
na zakladnich a strednich skolach

Veronika Kaufnerova

Abstrakt: Navzdory skutec¢nosti, Ze sinice a rasy tvori béznou slozku vodnich i terestrickych spolecenstev, jsou
tyto organismy stale opomijené pri praktické vyuce biologie na zékladnich i stfednich skolach. V nékterych
pripadech muze byt pfi¢inou vyuka algologické tématiky v obdobi vegetacniho klidu, kdy neni mozné ziskat
vhodné prirodni vzorky. Nasledujici text poskytuje nédvod na izolaci jednodruhovych kultur sinic a fas z prirodnich
vzorku a zpusob udrzovani téchto kultur v podminkach skol.
Klic¢ova slova: fasy, sinice, BBM medium, izolace, kultivace.

Abstract: Despite the fact that cyanobacteria and algae are a common part of freshwater ecosystems, these
organisms are still neglected in elementary and secondary education. The reason could be caused by planning of
algological theme during late autumn and winter months. In this period is not possible to collect suitable algal
field samples. The following text offers the way how to obtain an algal and cyanobacterial monospecific culture

from a field sample and how to maintain a continual culture in school conditions.
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Uvod
Ke kultivaci sinicovych a fasovych kment se vyuziva
nékolik typu zivnych médii pfizptsobenych svym
slozenim narokim konkrétnich druhtt (BBM meédi-
um urcéené zejména pro kultivaci zelenych fas napf.
Chlorophyceae, Trebouxiophyceae; OGM médium
vhodné pro kultivaci kréasivek (Desmidiales); Z me-
dium & BG-11 pro zastupce sinic aj.). K pomérné
snadno kultivovatelnym organismim se fadi vétSina
zelenych Fas. Zejména fytoplanktonni zelené fasy jsou
vzhledem ke své zajimavé morfologii vhodné k prak-
tické vyuce algologie. Ze zéstupcti Chlorophyta jsou
vhodné zelenivky (Chlorophyceae) rodit Pediastrum,
Scenedesmus, Desmodesmus, Acutodesmus, Coela-
strum, Kirchneriella a Chlamydomonas. Ze skupiny
spajivych fas (Zygnematophyceae) jsou vhodné rody
Spirogyra, Mougeotia, Zygnema, Closterium, Cosma-
rium, Staurastrum, Micrasterias, Actinotaenium
a Desmidium. V laboratornich podminkéch se
také dari kultivovat bézné druhy sinic, napf.
Dolichospermum (= Anabaena), Nostoc, Oscillatoria
a Phormidium. Jednou z moznosti jak zpiistupnit
tyto objekty ve vyuce zaktm a studenttim i v obdobi
vegetacniho klidu je izolace vlastnich monospecifickych
kultur a jejich dlouhodobé udrzovani v laboratornich
(8kolnich) podminkach.

Ke kultivaci fas a sinic v laboratornich podmin-
kéach je nezbytné dodrzet zakladni podminky jejich
optiméalniho ristu. Pro siroké spektrum ras zpravidla

plati: teplota kultivace mezi 1627 °C, fotoperioda
(den:noc) minimélné 16:8, optimélné 12:12, maximum
24:0; hodnoty pH mezi 7-9 v zévislosti na preferen-
cich konkrétnich druht (upraveno dle Samek 2013).
P1i teplotéach pod 16 °C dochazi ke zpomaleni ristu
a mnozeni kultivovanych bunék. Stejné tak dlouhodobé
pusobeni prilis vysokych teplot (nad 35 °C) je pro
mnohé zéstupce Fas letalni (Samek 2013). Kultivace
sinic a Tas za snizenych teplot (v osvétlenych inkuba-
torech & prosvétlenych lednicich) se vyuziva pii dlou-
hodobém udrzovani kultur. Za konstantniho snizeni
kultiva¢ni teploty dochazi k poklesu rychlosti ristu
a mnozeni kmene a oddaleni potfeby preockovani
kultury do nového zivného média, pokud udrzime
podminky osvitu kultury.

Neékteré druhy tas, napt. néktefi zastupci Chlorophy-
ceae, za klidové kultivace v laboratornich podminkach
méni svoji zakladni morfologii. Reaguji tak na zménéné
podminky. U mnoha druht fas byla prokazéana fenoty-
pova plasticita, tj. zména vnéjsiho vzhledu, v zavislosti
na zméné podminek teploty, pH, pfitomnosti predéatora
v prostfedi, na turbulencich aj. (Dobréa 2013, Buc¢kova
2013). Fytoplanktonni druhy fas Ziji v ptirodé v tur-
bulentnich podminkach, napiiklad ve vodnim sloup-
ci, jehoz pohyb je zptisobeny mj. vétrem. K udrzeni
fytoplanktonniho druhu ve svrchni (fotické) vrstvé
vodniho sloupce a zachovani moznosti fotosyntézy
a preziti je pro mnohé druhy nezbytné vytvaret takové
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morfologie, které jim usnadnuji nadnaseni. Pat{ k nim
tvorba prostorovych kolonii, vybézka bunky ¢i ostnti,
které jsou charakteristické pro rody Desmodesmus
a Asterionella. Tyto struktury mohou zaroven své-
ho majitele ochrafiovat pied predaci (Padisak et al.
2003). V priibéhu kultivace vsak dochézi k odstranéni
turbulence i dalsich vlivi a nékteré druhy fas tak
ztraci duvod k tvorbé bézné znamé morfologie. Praveé
proto je nezbytné volit pro kultivaci vhodné druhy tas,
pripadné zajistit kultivovanému organismu optimélni
zivotni podminky v laboratori, naptiklad pravidelnym
promichavanim kultury.

7Z hlediska ristu kultivovaného organismu odlisuje-
me nékolik rustovych fazi. Prvni faze riastu kultury
je oznacovana jako adaptacni ,lag faze“, pii které se
organismus adaptuje na nové prostiedi. Na ni navazuje
faze exponencialniho ristu kmene, a to do doby, nez
dojde k vycerpani zivin v kultiva¢nim médiu. V této
fazi (stacionarni faze) je rist zpomalen a nasledné
dochéazi k postupnému odumirani bunék (obr. 1).
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Obr. 1. Riustova kiivka kultury (1 —lag faze, 2 — exponenciél-
nf faze ristu, 3 — stacionarni faze, 4 — odumirani kultury)

Udrzovanim kultury v exponenciélni fazi piisu-
nem novych zivin, standardné preockovanim kultury
do nového zivného média, je mozné kultivovany kmen
dlouhodobé uchovévat (Kiisa & Pragil 1989).

Potrebné vybaveni laboratore

1) Pristrojové vybaveni

autoklav ¢i tlakovy hrnec, horkovzdusny sterilizator, la-
boratorni vahy, mikroskop s objektivy 4x a 10x, kahan

2) Laboratorni potreby

Erlenmayerovy bainiky (rtizné velikosti) ¢ zkumavky
ke kultivaci fas a piipravé kultiva¢nich roztokii, tma-
vé tzkohrdlé reagenc¢ni lahve k uchovani zasobnich
roztokl, odmérné valce, kadinky, sklenéné pipety
(10ml a 1 ml), plastova pipeta pro odbér bentickych
vzorkt, planktonni sit pro odbér vzorku fytoplanktonu
v terénu, plastové odbérové lahvicky, podlozni skla,
sklenéné trubicky nebo sklenéné Pasteurovy pipety
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k piifpravé mikropipet, kapatka, filtra¢ni aparatura,
bunicita vata, alobal

3) Chemikalie

NaNO,, MgSO, - TH,0, NaCl, K,HPO,, KH,PO,,
CaCl, - 2H,0, ZnSO, - TH,0, MnCl, - 4H,0, MoO4
nebo (NH,)sMo,0,, - 4 HyO, CuSO, - 5H,0, Co(NO;),
- 6H,0, H;BO3, EDTA, KOH, FeSO, - TH,0, konc.
H,SO,, vitamin thiamin HCI (B1), vitamin H, vitamin
B12, destilovana voda

Priprava a sterilizace kultivacnich médii
Pro kultivaci organismi rtznych skupin fas
(Chlorophyceae, Trebouxiophyceae, Zygnematophyceae)
a sinic se dobie osvédcilo Boldovo bazalni médium
(BBM, Bold’s basal medium) definované Bischoffem
& Boldem (1963). Prvnim krokem v p¥ipravé Zivného
média je vytvoreni nékolika zasobnich roztoku Zivin,
z nichz bude pfipravovan finalni Zivny roztok.

1) Zasobni roztoky hlavnich Zivin:

e zasobni roztok dusi¢nanu sodného: 10 g NaNO,
rozpusténych ve 400 ml destilované vody;

e zasobni roztok sfranu hofe¢natého: 3 g MgSO, -
TH,0 rozpusténé ve 400 ml destilované vody;

e zasobni roztok chloridu sodného: 1 g NaCl rozpus-
tény ve 400 ml destilované vody;

e zisobni roztok hydrogenfosfore¢nanu draselného: 3 g
KyHPO, rozpusténé ve 400 ml destilované vody;

e zasobni roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného: 7 g
KH,PO, rozpusténych ve 400 ml destilované vody;

e zasobni roztok chloridu vapenatého: 1g CaCl, -
2H,0 rozpustény ve 400 ml destilované vody.

7 kazdého ze zasobnich roztok se pouzije do findlntho

zivného média 10 ml roztoku.

2) Zasobni roztok stopovych prvki: V destilované
vodé (cca 500 ml) se rozpusti 8,82 g ZnSO, - TH,0,
1,44 g MnCl, - 4H,0, 0,71 g MoOs, 1,57g CuSO, -
5H,0 a 0,49 g Co(NOy)y 6Hy0. Roztok se doplni
destilovanou vodou na celkovy objem 1000 ml. MoO4
je mozné nahradit 0,2 g (NH,)sMo,0,, - 4 H,O. Ze
zasobniho roztoku stopovych prvku se pouzije do fi-
nalnfho zivného média 1 ml.

3) Zasobni roztok kyseliny borité: V destilované vodé
(cca 500 ml) se rozpusti 11,42 g HsBO3 a doplni se de-
stilovanou vodou do 1000 ml. Ze zasobniho roztoku ky-
seliny borité se pouzije do finalniho zivného média 1 ml.

4) Zasobni roztok EDTA (kyselina etylendiaminote-
traoctové, chelaton 3): V destilované vodé se rozpusti



50g EDTA a 31 g KOH, roztok se doplni destilovanou
vodou na celkovy objem 1000ml (sta¢i pfipravit
100 ml roztoku). Ze zasobniho roztoku EDTA se po-
uzije do findlniho Zivného média 1 ml.

5) Zasobni roztok siranu Zeleznatého: V destilované
vodé (cca 500 ml) se rozpusti 4,98 g FeSO, - TH,0
a okyseli 1 ml koncentrované Hy,SO,, roztok se doplni
destilovanou vodou na celkovy objem 1000 ml (sta-
¢i pfipravit 100 ml roztoku). Ze zasobniho roztoku
sfranu zeleznatého se pouzije do findlntho Zivného
média 1 ml.

6) Pidni extrakt: Padni extrakt obsahuje dalsi
latky, které nejsou obsazeny v zékladnich zasob-
kultivovatelnym druhtm (Kfisa & Prasil 1989).
Ptipravu pudniho vyluhu popsal napf#. Schlosser
(1982). Vyluh se pripravi odebranim cca 50 g nehno-
jené pudy a jejim rozpusténim v cca 0,51 destilované
vody. Roztok se necha sedimentovat po dobu cca
30 min., prefiltruje se a sterilizuje se v autoklavu
2x po dobu 1 hod. pfi teploté 121 °C s rozestupem
24 hod. mezi jednotlivymi sterilizacemi (Andersen
2005, upraveno). Sterilizaci roztoku dojde k od-
stranéni veskerych spor a zamezi se tak pfipadné
kontaminaci média houbami. Do findlniho zivného
média se pouzije 10 ml takto pripraveného ptidniho
vyluhu. Padni vyluh je mozné pii michani zivného
média vynechat.

7) Roztok vitaminii (podle Andersena 2005): Nékteré
druhy ras a sinic vyzaduji ke svému rustu pritom-
nost vitamini v zivném médiu. V takovém piipadé
se do zivného roztoku pfidavaji vitaminy skupiny B
(B1, B12 ¢i vit. H = biotin), a to tak, Ze se v 950 ml
destilované vody rozpusti 10 mg vit. B1 (thiamin HCI)
a poté se do roztoku prida 1ml zésobniho roztoku
vitaminu H a 1 ml zésobniho roztoku vitaminu B12
(oba zésobni roztoky vitaminu H a B12 se pfipravuji
rozpusténim 0,1 g daného vitaminu v 1000 ml). Finalni
roztok vitamini se poté doplni destilovanou vodou
do 1000 ml. Ze zasobniho roztoku vitamini se pouzije
do Zivného média 1 ml.

Zivné médium se pripravuje ve velké kadince ¢
Erlenmayerové bafice (min. objem 1,5 1). Nadoba se
naplni cca 500 ml destilované vody a postupné se
pridévaji vyse uvedena mnozstvi jednotlivych zasob-
nich roztoki, pidni extrakt (popf. roztok vitamint),
nasledné se doplni destilovanou vodou na celkovy
objem 1000 ml.

BIOLOGIE

Finalni kultivaéni médium je potieba naplnit do kul-
tiva¢nich nadob, kterymi jsou horkym vzduchem
sterilizované zkumavky ¢ Erlenmayerovy banky.
Nadoby se uzaviou vickem z alobalu. Takto pripravené
kultiva¢n{ médium je nezbytné pied naockovanim
kultury sterilizovat. Standardni sterilizace se provadi
v k tomu urcenych pfistrojich, nejlépe v autoklavu,
za teploty 121 °C po dobu 20 minut. Pfistroj 1ze
nahradit béznym tlakovym hrncem.

Boldovo bazalni médium se ¢asto vyuziva v mo-
difikacich 2N BBM ¢i 3N BBM. V téchto pripadech
se jedna o dvojnasobné (2N BBM, 20 ml NaNOs;)
¢i trojnasobné (3N BBM, 30 ml NaNO;) mnozstvi
zasobniho roztoku NaNO; pridaného do finalniho
zivného média. Tyto verze se vyuzivaji zejména pro
kultivaci zelenych tas. Dusikem obohacené BBM
médium je také mozné vyuzit pro kultivaci nékterych
sinic. V zakladni verzi zivného média lze kultivovat
nékteré zastupce krasivek.

Metodika odberu prirodnich vzorki

Pro izolaci jednodruhové kultury je nezbytny sbér
smeésného pfirodniho vzorku. K izolaci lze vyuzit jak
vzorky bentosu, tak vzorky fytoplanktonu. Odbér
bentickych vzorkt provadime odsatim sedimentu po-
moci plastové pipety. Pro odbér vzorku fytoplanktonu
je vhodné pouzit planktonni sit s priumérem ok 20 ¢i
40 pm. Planktonni sit lze nahradit plastovou PET
lahvi (1,5 1), kterou se odebere povrchova vrstva vod-
niho sloupce. Naslednou sedimentaci a centrifugaci
jejiho obsahu je mozné ziskat vzorky fytoplanktonu.
Jedna se o zdlouhavy postup, ktery neni vzdy efek-
tivni. Vhodny je v pripadé silného vegeta¢niho zakalu
¢ vodniho kvétu. Takto odebrané vzorky je potieba
v co nejkratsi dobé vyuzit k izolaci bunék.

Co nejdiive po odbéru je nezbytné umistit piirodni
vzorek az do doby jeho zpracovani do chladu. Timto se
zamezi{ snizen{ rozpustnosti plynt ve vzorku a zméné
pH (Krisa & Prasil 1989).

Metodika izolace bunek sinic a ras

ze smesnych prirodnich vzorki

Pred sto lety navrhl Barber (1914) techniku izolace mi-
kroorganismu pomoci sklenéné kapilary. S jeji pomoci
je mozné vychytavat z prirodniho vzorku jednotlivé
buiiky (kolonie ¢i cenobia). K vyrobé mikropipety lze
vyuzit sklenéné trubicky o vnitfnim pruméru 4-5 pm.
Vhodna délka trubicky pro vyrobu dvou mikropipet
je 20 cm. Stfed trubicky je potfeba zahfat nad pla-
menem. Po nataveni skla trubicky po celém jejim
obvodu se prudkym roztazenim obou konct trubicky
vytéahne tenka kapilara (obr. 2). P¥iprava mikropipety
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Obr. 2. Postup pfipravy mikropipety zahiivanim sklenéné
trubicky

se dokon¢i rozlomenim kapilary v jejim stfedu a zkré-
cenim na vhodnou délku a pozadovany vnitini prameér
podle velikosti izolovaného objektu. Jako alternativu
sklenéné trubicky lze k vytaZeni mikropipety pouzit
sklenéné Pasteurovy pipety (Andersen 2005). Takto
vytvofené mikropipety je potieba pred samotnou izo-
laci sterilizovat horkym vzduchem v horkovzdugném
sterilizatoru nebo autoklavu. Laboratorni material
sterilizovany v horkovzdusném sterilizatoru by mél
byt béhem sterilizace a nadéle az do pouziti uzavien
v obalu z alobalu pro zamezeni kontaminace.

Pted zahajenim samotné izolace si ptipravime ste-
rilni podlozni skla, mikropipety, zkumavky ¢i Erlen-
mayerovy baiiky se zivnym médiem, sterilni sklenéné
pipety, mikroskop s objektivy 4x ¢ 10X, smésny
prirodni vzorek a bunic¢itou vatu. Na podlozni sklo
naneseme jednu az tii kapky sterilniho Zzivného mé-
dia. Na dalsi podlozni sklo naneseme kapku zivého
prirodniho vzorku fas. Bez zakryti krycim sklem
umistime sklo s piirodnim vzorkem pod mikroskop
a pii zvétseni 4x (piipadné 10x) vybereme v kapce
vzorku objekt, ktery chceme izolovat od ostatnich fas.
Soucasné pti pozorovani buiiky v mikroskopu ponoii-
me mikropipetu do smésného vzorku v misté polohy
poZzadované buniky (kolonie, cenobia) a objekt odsaje-
me mikropipetou. Okamzité po ponoieni mikropipety
do kapky pfirodniho vzorku dochéazi k nasati tekutiny
kapilarou. Je-li mikropipeta ponofena do kapky piimo
nad pozadovanou buiikou, dojde k jejimu natazeni
do kapilary. Obsah nasaty v kapilafe opatrné vyfouk-
neme do kapky zivného média na druhém podloznim
skle. Nasledné jej umistime pod mikroskop a v této
kapce vyhleddme pozadovany izolovany objekt. Poté
cely proces opakujeme. Mikropipetou nasajeme vybra-
nou izolovanou buiiku a preneseme ji do dalsi kapky
zivného média. Timto postupem dochézi k postup-
nému ¢isténi izolované buiiky od kontaminanti, t;j.
od jinych Fas ¢ sinic, sedimentu apod. (obr. 3 a 4).
Postup je vhodné opakovat prenesenim izolovaného
objektu pies cca 8 kapek zivného média. Z posledni
kapky zivného roztoku preneseme objekt do zkumavky
¢i Erlenmayerovy banky, ve které budeme fasu déle
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Obr. 3. Postup izolace a promyvani izolovan¢ho jedince
fadou kapek sterilnitho média (a — izolace jedince
z pfrirodniho vzorku pomoci sklenéné mikropipety, b —
promyvani bunky prenasenim mezi kapkami Zivného
média)

Obr. 4. Princip postupného odstranovani kontaminantt
vyuzitim prenosu bunky skrze sérii kapek sterilnitho média

kultivovat. K izolaci vzdy zvolime takovou bunku (ko-
lonii, cenobium), kter4 je vitalni a schopné se nadale
rozmnozovat.

Po izolaci je nezbytné kultiva¢ni nddobu uzaviit.
K tomuto je mozné vyuzit bud alobalovou zatku,
kterou byla kultiva¢ni nadoba uzaviena pfi sterilizaci,
nebo zatku z bunicité vaty, kterd se vytvori pevnym
srolovanim péasku bunicité vaty. Nékteré zkumavky
urcéené ke kultivaci jsou opatieny kovovymi vicky,
ktera je potieba pfed pouzitim sterilizovat.

V pripadé vhodné zvoleného objektu v zavislosti
na teploté kultivace, délce svételné periody a kultivova-
ného druhu dochazi po nékolika tydnech k namnozen{
bunék. Tento stav indikuje zelené zbarveni na dné
kultiva¢ni nadoby. V této fazi je potieba zkontrolovat,
zda doslo v kultiva¢ni nadobé k namnozeni pozado-
vaného kmene fasy ¢i sinice, piipadné zda nedoslo
ke kontaminaci kultury (napf. aerofytnimi fasami).

Udrzovani kultur sinic a ras

P11 dlouhodobém udrzovani kultury je potfebné dodé-
vat kultivovanému kmeni dostate¢ny prisun zivin. To
je zajistovano preockovanim kultury do nové kultivac-
ni nadoby se sterilnim zivnym médiem. K preockovani
je nezbytné pouzivat sterilni pipety. Sklenéné pipety
je mozné vyuzivat opakované po omyti a sterilizaci
horkym vzduchem. Pomoci pipet je odsato primérené
mnozstvi bunék ptvodni kultury a nésledné piene-
seno do nové kultivaéni nadoby. Za standardnich
kultiva¢nich podminek dochazi k preoc¢kovani kultury
v laminarnim boxu, aby doslo ke sniZzeni moznosti



kontaminace nové kultury. Vzhledem k tomu, Ze lami-
narni box nebyva standardnim, ale spise vyjimeénym
vybavenim zakladnich a stfednich §kol, je potieba
provadét preockovani kultury v co nejkratsim ¢asovém
tseku a kultiva¢ni nddoby nechavat odzatkované jen
po dobu nezbytné nutnou pro prenos bunék. Doba,
po které je potieba kulturu preockovat, se odviji od ve-
likosti kultiva¢ni nadoby a koncentrace bunék v ni.
Obvykle jsou to tydny az mésice.

K dlouhodobému uskladnéni kultury je vhodné
zvolit chladné prostiedi s dostate¢nym piistupem
svétla. Vhodné jsou prosklené ¢i osvétlené lednice bez
uskladnéni dalsich kontaminanti. Pokud takovym
vybavenim Skola nedisponuje, je vhodné k udrzovani
kultur zvolit jiné prosvétlené chladné misto, napf.
prostor mezi kiidly u dvojitych oken v obdobi od pod-
zimu do jara apod. V takovém ptipadé je potieba dat
pozor na piipadnou kontaminaci kultury aerofytnimi
Fasami, plisnémi apod. P¥i vyssich (pokojovych) tep-
lotéach a delsi fotoperiodé se zrychluje rust fas, a je
tedy nezbytné kultury c¢astéji pfeockovavat.

Metodické poznamky

[1] V8echny zasobni roztoky k pripravé kultivaéniho
média lze dlouhodobé skladovat v tmavych sklenénych
zasobnich lahvich v lednici.

[2] Padni extrakt 1ze dlouhodobé uskladnovat v mra-
zicim boxu. Vhodné je rozdélit roztok po 10 ml
do zkumavek a v této podobé zamrazit pro pozdé&jsi
pouZziti.

[3] Stejné jako pidni extrakt i roztok vitamint lze
dlouhodobé uchovévat zamrazeny po malych davkéach
(napt. v 2ml plastovych zkumavkach).

[4] Velikost kultivaénich bangk je potiebné volit podle
zamy$leného ucelu (dlouhodoba ¢i kratkodoba kultiva-
ce). Pro dlouhodobéjsi kultivaci je vhodné zvolit vétsi
nadobu, ve které bude mit kultivovany druh po delsi
dobu dostate¢né mnozstvi dostupnych zivin.

[5] Neni-li skola vybavena autoklavem, je mozno steri-
lizaci néstroju a kultiva¢nich médif provést v bézném
tlakovém hrnci. Horkovzdusnou troubu je taktéz moz-
né vyuzit ke sterilizaci kovovych a sklenénych nastroju
(Zikénova & Koukol 2006) po dobu min. 1 hod. pfi 160
°C (Hlavackova 2008). Pii sterilizaci pomoci tlakového
hrnce je potteba prizpiisobit velikost Erlenmayerovych
bangk velikosti tlakového hrnce.

[6] K uskladnéni kultiva¢nich roztoki, zasobnich roz-
tokt a nadob s kultivovanymi organismy neni vhodné
vyuzivat chladni¢ku s potravinami. Mohlo by dojit
ke kontaminaci roztokt plisnémi.

[7] Priklady kment vhodnych ke kultivaci v BBM
mediu (a jeho modifikacich 2N ¢i 3N BBM):
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Chlorophyceae: Pediastrum, Scenedesmus, Desmodes-
mus, Acutodesmus, Kirchneriella, Ankistrodesmus,
Chlamydomonas.

Zygnematophyceae: Actinotaenium, Cosmarium,
Closterium, Micrasterias, Staurastrum, Desmidium,
Bambusina, Zygnema, Mougeotia, Spirogyra.
Cyanobacteria: Nostoc, Dolichospermum (= Anabaena),
Phormidium, Oscillatoria.

[8] V CR existujf sbirky kultur fas a sinic (CAUP —
Sbirka kultur ras katedry botaniky PfF UK, CCALA
— Shirka kultur autotrofnich organismii v Tteboni),
ve kterych lze zakoupit kmeny sinic a tas. Tyto je
mozno dle vySe popsanych instrukei (preockovanim)
dale udrzovat v kultufe bez potieby izolace vlastnich
kmenii.

Zaver

Clanek prinasi doporuceni a navod, jak z dlouho-
dobého hlediska zpiistupnit sladkovodni kmeny si-
nic a fas pro potieby vyuky algologie na zékladnich
a stfednich skolach, a to bez ohledu na ro¢ni obdo-
bi. Bohuzel nikoliv vSechny organismy vyuZitelné
pro vyuku na Skolach jsou bez obtizi kultivovatelné
a dlouhodobé udrzitelné v laboratornich podminkach.
Takové organismy byvaji citlivé na zmény teploty, pH,
mnozstvi Zivin a muze se u nich projevovat fenotypova
plasticita. Jiné skupiny fas, napt. rozsivky, je vhodné
prezentovat zakim z trvalych preparati po odstranéni
zivého protoplastu, aby byly bez obtizi pozorovatelné
rodoveé specifické znaky. Postupy izolace monospecific-
kych kultur tak, jak jsou uvedeny v predchozim textu,
jsou vyuzitelné také jako obména tradi¢ni naplné
dvouhodinovych laboratornich cviceni, a to zejména
na stiednich skoléch. Studenti se tak mohou seznamit
s tradi¢nimi védeckymi metodami zpracovani piirod-
nich vzorku a izolace mikroorganism.
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Summary — Isolation and cultivation
methods of Cyanobacteria and Algae

for education in primary and secondary
schools

Cyanobacteria and algae are groups of organisms
which are still neglected in education on primary and
secondary schools. This paper presents possibilities
how the teacher can ensure algal or cyanobacterial
strains for practical education during cold period of
the year.

For decades, methods of isolation and cultivation
are well-known in science. Unfortunately in education
those are still missing. The real barrier in the usage of
these methods could be an absence of some important
appliances (e. g. autoclave) necessary for sterilization.
The paper proposes some alternatives usable in school
conditions. The study presents some freshwater spe-
cies represented mostly by chlorococcal green algae
suitable for cultivation.

The strain isolation and cultivation of microorgan-
isms are methods also exploitable in practical activities
especially in secondary school.
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Fig. 1. Culture growth curve (1 - lag phase, 2 —
exponencial growth phase, 3 — stationary phase, 4 —
death (decline) phase)

Fig. 2. Preparation of a micropipette from a glass tube

Fig. 3. Steps of isolation and rinse of an algal cell in

a serie of sterille medium droplets (a — cell isolation
from a field sample using a glass micropipette, b — rinse
of the cell in a serie of medium droplets)

Fig. 4. Sequential elimination of contaminants using cell
transport through the serie of medium droplets



