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Gradienty — zakladni charakter prostredi a
moznosti jejich modelovani v laboratori

Gradients — basic character of the environment and the
possibilities of their simulation in the laboratory
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Abstract

In nature, organisms grow in gradients of different conditions. For biochemical,
physiological and ultrastuctural studies it is necessary to cultivate the organisms in strictly
defined conditions. Cultivations in liquid media or on solid ones allow modelling of gradient
of only one condition, usually concentration of a nutrient or a toxic chemical. Cultivation in
crossed gradients of temperature and light provides various combinations of different values
of temperatures and irradiances. A new unit for crossed gradients is commercially available
and its properties are characterised here.

1. Gradienty v prirodé

Ptirozené prostiedi vyskytu daného organismu nebo spoleCenstva je
mozné popsat pomoci vnéjSich podminek, které na organismus piisobi. Mezi
abiotické podminky se fadi teplota, ozafeni, dostupnost vody, pH, salinita nebo
mineralni Ziviny. Mezi biotické podminky patii napft. latky inhibujici rtst jinych
organismii nebo pro komunikaci mezi nimi. Hodnota dané¢ podminky se
postupné méni, zmeéna muize probihat v prostoru 1 ¢ase. Pro vyss$i rostliny je
piimo charakteristicke, Ze jejich aredly pokryvaji nehomogenni ¢i gradientovany
substrat (OpDuM 1977). Pro prabé&h gradientu teploty a ozafenosti ve vodnim
prosttedi byly vypracovany matematické modely (STRASKRABA & GNAUCK
1987). Organismus zije v ur¢itém rozmezi, které nemusi zahrnovat vSechny
mozné hodnoty. Vyskyt, nebo jind charakteristika organismu, napf. rstova
rychlost, je popsdna kiivkou, kterou uvadéji napt. PEARY & CASTENHOLTZ
(1964). Organismus vSak muze do ur¢it¢ miry vliv gradientu kompenzovat.
Kompenzace se mlze geneticky fixovat, potom se hovofi se o adaptaci, pokud
nevychazi z genomu, jedna se o aklimatizaci (ELSTER 1999).
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2. Gradienty v laboratori

Rasy méni svoji morfologii v zavislosti na vn&jsich podminkach. Pro
podrobngjsi biochemické, fyziologické a strukturni analyzy je nutné péstovat
fasy v pfesn¢ definovanych podminkach. Nelze samoziejmé sledovat vSechny
podminky. I kdyZ se zamé&time na sledovani urcité podminky, nemusi to byt
podminka nejdilezitéjsi. U tas se nejCastéji sleduje vliv teploty, ozafenosti a
koncentrace Zivin.

Kapalna média

Pti klasickych kultivacich v kultivacnich aparaturach o objemech 100-
5000 ml je mozné nastavit pouze jednu hodnotu teploty nebo ozarenosti
(LUKAVSKY 1982b). Pro sledovani vice hodnot by bylo tieba mit vice aparatur,
kultivace by byla ndro¢nd na prostor a Cas. Pfi menSim poctu aparatur by se
pokus protahl na mésice. Vyhodou je ziskdni velkého mnozstvi materidlu pro
biochemické analyzy. Kultivace v kapalnych médiich se proto pouziva pro
studium vlivu chemickych latek, kdy se fasa péstuje v koncentracni tadé
v Zivném médiu. Ve velkych objemech, cca 200 ml, vzrista spotieba dané latky
a pokus se vyrazné prodrazuje, jsou vSak nezbytné pro presnéjsi popis ucinki
dan¢ latky. Jde-li jen pro urceni inhibi¢niho nebo stimulaéniho vlivu, napf.
v biotestech, postaci kultivace v sérologickych destickach. Snizi se tak spotteba
latky, pInéni desticek 1 od¢itani hodnot optické hustoty (znaéi se OD
z anglického ,,optical density*) pii 750 nm je navic mozné automatizovat.
Kapalné roziedovaci ftady pouzivali Pasteur a Lister pro izolace
mikroorganismll (GILMAN 1953). V kapalnych ptadach lze selektovat mutantni
typy v turbidostatickém selektoru podle BRYSON & SzyBASKI (1952), kde
mutanta postupné pierlsta a vytla¢uje ptivodni typ.

Pevné pudy

Kultivace na pevnych médiich v Petrtho miskach je pomérné stara
mikrobiologicka metoda. Za prvni pouziti pevné pudy lze povazovat kultivaci
bakterii na platku vafené brambory praktikované koncem 19. stoleti Kochem.
Na pevnych pudach byly nejprve péstovany bakterie a houby, pozdé&ji sinice a
fasy. Pro zpevnéni média byla pouzivana nejdfive zelatina. Ta byla pozdé;i
nahrazena agarem, ktery neni rozkladan bakteriemi. Mimo agar byl pouzit pro
zpevnéni média 1 polyakrylamidovy gel pro bakteridlni kultury (TIESLER &
SEAH 1973) nebo gel kyseliny kiemicit¢é pro kultury Nitrosomonas a
Nitrobacter, ktery poprvé uspéSné pouzil Winogradsky roku 1891 (také
RosLicky 1972). Dalsimi materialy pro kultivace mikroorganismii na pevném
povrchu mohou byt amorfni diatomit, vernikulit, blok sadry, zeleninové kliny,
kusy dieva, chemické slozeni vSak nelze presné urcit (CONDER 1969). Pudni
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fasy mohou byt péstovany na vlhkém filtraénim papiru poloZeném na agarovém
médiu (PEDENSON & SHUBERT 1992). V agarovém médiu lze dosahnout
linearniho gradientu koncentrace sledované latky nalitim Sikmé vrstvy média
bez latky a pievrstvenim druhym klinem média s gradientovanou latkou
(BRYSON & SZYBASKI 1952).

Pokud pouzZijeme k inokulaci dostatecné fidké médium, ziskdme kolonii-
klon, ktera je ideélni pro studium variability uvnitt populace nebo izolaci klonii
(NECAS 1977). Obfti kolonie jsou oCkovany tak, Ze tenky platinovy dratek (o
pruméru 0,5 mm) je ponofen do husté suspenze a bunky jsou pfeneseny na agar
lehkym dotekem (LUKAVSKY 1975). Pienese se fadoveé tisice-desetitisice bunck.
Ockovani obftich kolonii je mozné automatizovat (MASSEY & MATTONI 1965).

Pro kultivaci kolonii neni potteba zvlaStni zafizeni, pokud nema
studovany organismus specialni naroky. Organismy vyZadujici vys$i teploty
jsou péstovany v termostatu. Pro fasy sta¢i mélka dvojitd vana prekryta
plexisklem, kterou je mozné pfipojit k termostatu a vyhtivat ¢i chladit vodou.
Béhem kultivace bez ohievu ¢i chlazeni se teplota sama ustali mezi 25 a 30 °C.
Pouzije-li se zativkovy koberec, je osvétleni homogenni. Gradientu osvétleni
dosédhneme bud nerovnomérnym osvétlenim, nebo postupnym zastinénim
homogenné osvétlen¢ho kultivaéniho prostoru.

Hlavnim kritériem rlstu je prostorovy rust kolonie, ktery je dan vyslednici
sil plisobicich na buniky. Kolonie-klony maji po dlouhou dobu tvar rota¢niho
paraboloidu, nezavisle na druhu organismu, liSi se jen pomérem mezi primérem
a vySkou. Tento tvar si uchovavaji az do priméru 3 mm, poté se rlist zastavuje,
nebo probihd jen po obvodu, ristova zoéna je Sirokd 0,09 mm (PIRT 1967).
Limitni vySka kolonii je déna difusi zivin, pohybuje se kolem 0,7 mm. Staré
kolonie by mély mit tvar diskd, plati to vSak pouze pro obii kolonie, které brzy
dosahnou limitni vysky.

Ruast se hodnoti podle zmén v priméru kolonie bud’” pod mikroskopem,
nebo pomoci analyzy obrazu. Pro objektivni hodnoceni riistu je nutné vyloucit
kompeti¢ni vliv sousedicich kolonii. Limitace CO, je odstranéna jeho
dodavanim, kompetice probiha jen o ziviny v médiu. Pro nezavisly rist je tfeba,
aby do vzdélenosti 15 mm pro anorganické a 25 mm pro organické médium
nebyla Zadna kolonie (LUKAVSKY 1975).

Pomoci péstovani kolonii se sleduji nejen u€inky chemickych latek, ale i
mezibunécné komunikace, a to 1 u organismi, které¢ jsme dosud povazovali za
témeét vylucné jednobunécné, - u bakterii a kvasinek (KUTHAN & PALKOVA
2000). Pomoci kultivace na pevnych pidach byla métena zavislost rychlosti
pohybu rodu Oscillatoria na teplot¢ a viskozité prostiedi (HALFEN &
CASTENHOLTZ 1971) a zavislost jejiho shlukovani na teplot¢ (CASTENHOLTZ
1967). Klasickym piikladem vyuziti kultivaci na pevnych ptlidach
v koncentra¢nim gradientu je selekce a izolace mutantnich Ci resistentnich typt
bakterii na antibiotika nebo pro studium fotosyntetickych procesti u sinic a fas
pomoci rozdili ve fluorescenci kolonii (GARNIER 1970). Kultivace na pevnych
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médiich byla také vyuzita k izolaci klond pro studium zavislosti rlstu
Selenastrum capricornutum na koncentraci médi v médiu (BENJAMIN & KLAINE
1995).

ZkiiZené gradienty

Doposud se hovofilo jen o sledovani gradientu jen jedné podminky.
V ptirod¢ se vSak vyskytuji kombinace jednotlivych podminek. Ptipravovat
jednotlivé varianty kombinaci je Casové netinosné, proto byla vyvinuta zatizeni
pro zkiizené gradienty teploty a svétla, kterd umoziuji ziskat velké mnozstvi
kombinaci. Popis zafizeni byl poprvé publikovan v praci HALLDAL & FRENCH
(1958). Princip déle pouzili YARISH (1976), YARISH et al. (1979), LUKAVSKY
(1982a) nebo ALBERTANO et al. (1993). Zafizeni bylo pouzito i pro sledovani
vlivu teploty a svétla na riist sinic a fas, kli¢eni semen 1 migraci hmyzu.

V na$i laboratofi bylo plvodni zafizeni postupné vylepSovano. Dnes
pouzivame verzi, kterou vyrobilo Labio, Praha (obr. 1). Zafizeni se sklada ze
dvou navzijem nezavislych systému. Jeden fidi teplotu — teplotni systém, a
druhy ozafeni — osvétlovaci systém.

Zakladem teplotniho systému je hlinikovd deska o rozmérech
80x60x4 cm. Ohtivani je pomoci elektrické topné spirdly, chlazeni probiha
expanzi stlac¢enych plyna ptfimo do termoregula¢niho kanalu. Chladici a ohtivaci
kanaly jsou na protilehlych strandch desky. Chlazeni probihd kontinualné,
pfesné fizeni teploty zajiStuje pulsni ohfivani na obou stranach. Vysledkem je
pfesny a stabilni teplotni gradient (obr. 2). Linearita gradientu pfi riznych
nastavenich teplot je je charakterizovana r=0,995 pro teploty vyssi jak 10 °C,
desce, byla —4,5 °C, nejvyssi +45 °C. Pokud jsme nastavili chlazeni i ohfivani na
stejnou teplotu, byl rozdil nejvyssi a nejnizsi teploty 4,2 °C.

Osvétlovaci systém tvoii 3 silné sodikové vybojky NAV TS400 Osram.
Osvétlovaci systém je umistén na drzécich umoziujici zménu vysky vybojek
nad deskou, kolmo na gradient teploty. Gradient svétla ukazuji grafy na obr. 4,
v prvnim pfipad¢ byla vyska vybojek nad povrchem 18 cm, v druhém 45 cm.
Zatimco v prvnim ptipadé je zavislost ozafenosti kvadratickd/exponecielni,
v druhém je linedrni (obr. 5). Hladkost gradientu je charakterizovana r=0,963.
Gradient miize byt jesté strméjsi, kdyZ pouZijeme pasovy filtr z prasvitného
papiru (obr. 6). Dosahneme tak ozafenosti v rozmezi 40 - 1400 pmol.m™.s" (10
— 250 W.m™). Nevyhodou je ohfev povrchu desky, rozdily mezi maximalnim a
minimalnim osvétlenim byl 2 °C. Vybojky je moZné nahradit jinym zdrojem
svétla, napt. zativkovymi trubicemi nebo fadou Zarovek, vyhodnéjsi jsou vsak
linearni zdroje.

Kultivace fas probiha na hlinikové desce. Rasy mohou byt kultivovany
v kapalném 1 na pevném médiu, v Petriho miskach 1 sérologickych destickéch.
Pro lepsi pfevod tepla mezi deskou a miskou nebo destickou je deska pokryta
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gazou nasycenou vodou. U Petriho misek s kapalnym 1 pevnym médiem je
pievod tepla dobry, rozdil teplot mezi deskou a povrchem agaru neptesahuje
pro vrstvu agaru 4 mm pi1 maximalnim osvétleni 2,5 °C, pfi minimalnim se
teplota neliSila. U sérologickych desticek byl rozdil mezi teplotou na povrchu
kapalného média a povrchem desky 3 °C, i kdyz deska nebyla osvétlena. Pti
maximalnim osvétleni rozdil dosidhl 5 °C, pifi minimalnim 2 °C. B&hem
kultivace jsou Petriho misky ¢i sérologické desticky piekryty vikem z plexiskla,
aby se zabranilo vysychdni agaru nebo vyparu kapalného média. Viko také
umoziuje sytit kultiva¢ni prostor CO, (2% objemova).

Pti kultivacich na pevnych médiich mizeme ke zkiiZzenym gradientim
tepoty a svétla pridat tieti gradient - koncentraci zivin nebo toxickych latek
v misce. DalSim rozmérem je cas, pro jednotlivé kolonie 1 jamky mulZeme
prométovat individualni ristové kiivky. Tim se pocet sledovanych variant a
kombinaci zvySuje na stovky, co je v ekologii jisté vitané.
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Obr. 1: Schéma zafizeni pro zkiizené
gradienty teploty a svétla podle
LUukAvsky, J. (1982a). 1 -Silna
hlinikovda deska, 2 — pénovy
polyuretan nasyceny vodou nebo
hlinik, 3,4 — ohfivaci a chladici
kanaly, 5 — okap, 6 — Petriho miska, 7
— polyethylenova folie s otvory pro
misky, 8 — gaza nasycend vodou nebo
tenka vrstva glycerinu, 9 — prihledné
viko, 10 — zdroj svétla, 11 — zrcadlo,
12 — pésovy filtr (pasy prusvitného
papiru).

Fig. 1: Scheme of a device for
crossed gradients of temperature and
light according to LUKAVSKY (1982a)
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Obr. 2: Gradient teploty na kultivaénim bloku pfi riznych nastavenich chlazeni
a ohiivani. A — Chlazeni +25 °C, ohiivani +100 °C, B — chlazeni 16,5 °C,
ohtivéani 0 °C.

Obr. 3: Linearita gradientu teploty pii rliznych nastavenich teplot chlazeni a
ohfivani. Prvni Cislo oznacuje nastavenou teplotu chlazeni, druhé nastavenou
teplotu ohtivani.

Fig. 2: Temperature gradient on the culture block at different settings of cooling
and warming

Fig. 3: Linearity of temperature gradient at different setting of cooling and
warming. The first number represents the set cooling temperature, the
second one represents the set warming temperature.
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Obr. 4: Gradient svétla pti vySce zdroje svétla nad kultivaénim blokem 18 cm
(A) a45 cm (B).

Obr. 5: Pritbéh gradientu svétla pii vysSce zdroje svétla 18 cm (A) a 45 cm (B).
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Obr. 6: Gradient svétla pfi pouziti pasového filtru a vySce zdroje svétla nad
kultiva¢nim blokem 18 cm (A) a jeho priibéh (B)

Fig. 4: Light gradient on the culture block with the light source 18 cm high (A)
and 45 cm high (B)

Fig. 5: Course of light gradient with the light source 18 cm high (A) and 45 cm
high (B)

Fig. 6: Light gradient on the culture block with using the paper filters (A — the
light source 18 cm high, B — course of light gradient)



