Prehled metod pro kvantifikaci
biomasy planktonnich
cyanobakterii (sinic)

Doc. Ing. Blahoslav Marsalek, CSc.
Jakub Gregor, Ph.D.




Biomasa?

O Je napf. koncentrace chlorofylu-a parametrem
biomasy sinic?

O Vztah biomasa vs. obsah fotosynt. pigmentu
0 Co vlastné stanovujeme?
O Srovnatelnost?



Kvantifikace fytoplanktonu

Pocty organismu Koncentrace pigmentu
0 Mikroskopie O Spektrofotometrie
O Analyza obrazu 0 Fluorometrie

0 Prutokova cytometrie 0 Chromatografie

Molekularné biologické metody
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1. Mikroskopicke analyzy

0 Identifikace taxonu
O Pocty bun¢k / ml

Foto: Kubi¢ek (CCT), pozuje Hanulka (CCT)



Mikroskopicke analyzy

Vyhody:
0 Podrobna identifikace druhu

Nevyhody

0 Narocnost na Cas a lidské zdroje

O Statisticka chyba pri1 pocitani, variabilita
0 Prehlédnuti pikocyanobakterii



Mikroskopicke analyzy

Fluorescen¢ni mikroskop
O QOdliSeni sinic od ras
O ...aléta praxe




Analyza obrazu

O Softwarova analyza
mikroskopickych
snimkl

0 Fluorescence

0 Objemova biomasa
ruznych skupin
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Zdroj: Walker et al. (2002) Journal of
Microbiological Methods 51, 149—162



Prutokova cytometrie

0 Kategorizace Castic S000
podle tvaru, velikosti, e ¥ i
fluorescence il B niie

0 Urovefi rodii a druhd? 5 0 M

0O Problém velkych :}" 0| 4L
kolonii é {:I__ 1 forward suullcri

O Specialni priitokove & =vTEsss d E ';; S
CYtOIIlCtI’y na 680nm fluorescence
fytoplankton

Zdroj: Becker et al. (2002) Cytometry 48, 4557



Prutokova cytometrie

0 Kvantifikace
kolonialnich druhu
(Microcystis)
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2. Kvantifikace pigmentu

Spektrofotometrie
Absorbance in vivo Extrakty
O rustove experimenty, O chlorofyl-a

biotesty o fykobiliproteiny



Spektrofotometrie

Chlorofyl-a Fykobiliproteiny

0 Celkovy fytoplankton O Fykocyanin — sinice

0 Extrakce org. 0 Extrakce fosfatovym
rozpoustédlem pufrem
(ethanol, methanol, 0 ObtiZzna a zdlouhava
aceton) extrakce

o ISO 10260



Fluorometrie
Extrakty Fluorescence in vivo
O Meéng¢ Caste O Vhodne pro in situ a
0 Chlorofyl-a, on-line aplikace
fykobiliproteiny 0 Podrobnéj v prispévku
O Proces extrakce stejny J. Gregor & B.
jako u Marsalek

spektrofotometrie



In vivo fluorescence ras a sinic

Sinice — fykocyanin

O excitacagE®{l nm
O emise- nm

Eukaryoticke rasy — chlorofyly, karotenoidy

O excitace- nm
0 emiscEIREEI nm



Ponorn¢ fluorescencCni sondy

Emission spagtra of Light-em Hing diodes

— O Ponorn¢ fluorometry +

[ PC

sHOIE 4m 4% 3 ' e
Wervelorrs ik n ui

Eeldive hiemmily

0 On-line data

TR LT
., LR

Microcontroller *.__ FEAN G ﬁ%fg

£

Yellow

substances ]
Algae\\oﬂ o %,ﬂ"
o e Coverin
e lo :

~—Photomultiplier

Excitation-LED-
re=Array

~ o)

4]
@
[—
LY

o]

Fluorescence

>

L]
E mis sicn=- o o
o Q
o © o
@ ol o
op (]
o
g o
e el Pressure Sensor




—!

Ponorn¢ fluorescencCni sondy

o Hubenov 7.7.03.FLP felené fasy
_ Sinice
Data  [raphics 1 l Graphics 2 | Common parameters | Parameters of measurement | Parameters af fit ] Hnédé Fasy
skryténky
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Gregor and Marsalek, 2004, Water Research




Chromatografie

0 Komplexni analyza pigmentu

0 Problém rozpustnosti chlorofylu a
karotenoidu oproti fykobiliproteinum

0 RozliSeni skupin na zakladé
charakteristickych pigmentu, kvantifikace v
ug/l chl-a

0 CHEMTAX - program urceny pro kvantifikaci skupin

fytoplanktonu na zakladé HPLC analyz; definovany pomér
charakteristickych pigmentt a chl-a pro jednotlivé skupiny



Chromatografie
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Chromatografie

O Vhodn¢ pro eukaryoticky fytoplankton

O Sinice — zeaxanthin (fotoprotektivni
karotenoid)



Dalkovy pruzkum Zeme

0 AVHRR
m satelitni snimky
0O LIDAR
» LIght Detection And Ranging

m Excitace laserovym paprskem

® Snimani emisniho spektra



Dalkovy pruzkum Zem¢
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3. Molekularni biologie

o 16S rRNA pro identifikaci kment sinic

0 DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) pro
stanoveni diverzity a struktury prirodnich populaci
vodnich kvétl sinic

o DNA-array Technology- Ize rozeznat rlizné genotypy
sinic (toxické a netoxicke populace)

O + nevyzaduji dlouhodobé zkusenosti
O - vyzaduiji specielni vybaveni



Zaver:

O V praxi se bezne pouziva parametr chl. a
0 dale prevladaji mikroskopické metody

0 velmi perspektivni a proverena metoda je
kvantifikace in situ pomoci fluorescencnich
profilu

0 Vzdy je nutno zvazit ucel, €as, variabilitu a
celkovou presnost metody




