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Ivan Setlik:
Odolnost thermalnich sinic ke zmrazeni kapalnym vzduchem.

Katedra fysiologie rostlin University Karlovy.

Pii studiu thermalnich sinic provadéném na ustavu pro fysiologii rostlin
University Karlovy pod vedenim prof. Dr 8. Prata bylo zjisténo, ze tyto
organismy snaseji dobie kolisani teploty nejen v okoli teplot fysiologickych
(mezi 0° a 55 °C'), nybrz ze se vyznacuji také vysokou resistenci vidi velice
nizkym teplotam. Z dosud publikovanych vysledku (4) vyplynuly dvé otazky.
Piedné, jak dlouho snesou thermalni sinice ochlazeni na tak nizkou teplotu
jako je teplota kapalného vzduchu. Za druhé, snesou-li tyto organismy piechod
z laboratorni teploty do teploty kapalného vzduchu vicekrat, nebo zda budou
opakovanym zmrazovanim poskozeny. Na navrh prof. Dr 8. Prata pokusil
jsem se zodpovedét tyto otazky.

Methodika byla podobna jako v praci Prata. Lhotského a Po-
spisila (4). Na rozdil od vétsiny ostatnich praci, pii nichz byl sledovan
vliv velmi nizkych teplot na ruzné organismy, bylo zde experimentovano
s rostoucimi a plné hydratovanymi kulturami sinic a fas; také moznost pieziti
kultury prostiednictvim spor byla vyloudena. Kromé toho se zmrazené orga-
nismy navracely k normalni teploté velmi rychle, rychleji, nez v kterémkoliv
z obdobnych pokusti (2, 3); vzorky ve svém obalu byly po vyjmuti z kapalného
vzduchu ponechany pii laboratorni teplote¢, takze rozmrzly béhem péti az
deseti minut.

Pracoval jsem s kulturami thermalnich sinic (Chroococcus, Mastigocladus,
Oscillatoria, Phormidium a Symploca) isolovanymi prof. Dr S. Pratem a Dr
F. Pospisilem z horkych prament v Piestanech, v Karlovych Varech a na
Islandé. Pro srovnani jsem zmrazoval také ncékteré sinice mesofilni (Nostoc
sp. a Anabaena ), nékteré druhy rodu Chlorella (Chl. vulgaris, Chl. pyrenoidosa
a Chlorella sp.), a jesté sinice roda Phormidium, Tolypothrix a Myxosarcina.

Jako obalu pro fasy. které byly ponofovany do kapalného vzduchu, jsem
uzival jednak mlynafského hedvabi ¢. 20, jednak jsem ifasy zabalené v mly-
naiském hedvabi balil jesté do hlinikové folie. V prvém piipadé pronikal tedy
kapalny vzduch snadno ke zmrazovanému materialu a ptsobil na néj i bez-
prostiedné, nejen nizkou teplotou. U vzorkd obalenych v aluminiové folii
pronikal kapalny vzduch k sinici nebo k Fase jisté obtiznéji a organismus
dokonale promrzl diive nez prisel ve styk primo s kapalnym vzduchem. Pti
kontinuitnim zmrazeni po 28 dni projevil se u nékterych vzorka obalenych
pouze v mlynaiském hedvabi piimy tuéinek kapalného vzduchu, a to tak,
ze Cast vlaken zcela zbélela. PTi prerusovaném zmrazovani byly sinice zmra-
zeny vzdy asi 20 hodin a potom byly ¢tyii hodiny ponechany rozmrzlé pii
laboratorni teplote. Mastigocladus, Symploca, Chroococcus a Oscillatoria byly
prerusovan¢ zmrazovany dvojim zpusobem. Piedné tak, Ze mezi jednotlivymi
zmrazenimi byly udrzovany jen ve vlhké atmosfére. V druhém piipadé byly
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Fasy a sinice (zabalené do mlynaiského hedvabi) namodéeny vzdy po rozmrznuti
do piestanské mineralni vody, aby bylo zarudeno, Ze nemohly vyschnout.
Kapalny vzduch totiz vysusuje material, kdyz se pii rozmrzavani prudce
odpaiuje. Vzhledem k tomu, ze pfi pferuSovaném zmrazovani byly organismy
jen pomérné kratkou dobu p#i laboratorni teploté, a to v podminkach nepii-
znivych pro rast thermélnich organismi, muzeme piedpokladat, ze to byly
prakticky tytéz bunky, které prosly celou fadou zmrazeni. Vysledky pokust
obou serii se daji shrnout do tabulky uvedené na str. 414.

Kromé pokusi, které jsou zachyceny v tabulce, zmrazoval jsem v serii
z r. 1950 také jeden kmen rodu Mastigocladus tak, ze vzorky byly pil hodiny
v tekutém vzduchu a jednu hodinu pti laboratorni teploté. Timto zptisobem
probéhlo viech dvacet zmrazeni velmi rychle za sebou (s jednim pteruienim
v noci). Vysledek se nelisil od pierusovaného zmrazovani, jehoz jsem pouzival
obvykle: Mastigocladus snesl viech dvacet zmrazeni.

Je zajimavé, ze vzorky macené mezi jednotlivymi zmrazenimi do pies-
tanské vody byly méné odolné, nez vzorky udrzované pouze ve vlhké atmo-
stéte, i kdyz piisly do styku s roztokem az po iplném rozmrznuti. Tento zjev
by mohl svédcit pro nazor, ze je to vlastné hydratace a ne rozmrzani, ktera
rozhoduje o poskozeni organismu nizkou teplotou.

V serii pokust z r. 1951 jsem také sledoval vliv zmrazeni na metabolickou
aktivitu sinic a za jeji méritko mné slouzila intensita fotosynthesy. K méteni
intensity produkece kysliku jsem pouzil specialni polarograhcke techniky.
kterou vypracovah Blinks a Skow (1); tuto methodu v pozmenene formé popi-
suji podrobné v jiné praci (5). Ma tu vyhodu, Ze je mozno stanovit okamzitou
intensitu fotosynthesy v kterémkoliv okamziku a tedy také velmi brzo po
zmrazeni. Jeji nevyhoda je v tom, Ze pii daném uspotradani neni mozno na-
prosto spolehlivé srovnati dvé oddélena méreni po strance kvantitativni. Pro
priblizné kvantitativni hodnoceni vSak zcela vyhovuje. Vliv zmrazeni na
intensitu fotosynthesy jsem stanovil jednak pro kratkodobé zmrazeni (5 minut).
jednak pro zmrazeni trvajici 4 tydny. V obou pripadech se fotosyntheticka
aktivita u zmrazenych organismi obnovuje asi okamzité po rozmrznuti tkane.
nebot fotosynthesu muzeme stanovit uz v nejkratsim case potiebném pro
rozmrznuti a pieneseni sinice do piistroje. Pii kratkodobém zmrazeni jsem
stanovil fotosynthetickou aktivitu pted zmrazenim i po zmrazeni, pii dlouho-
dobém zmrazeni jen po zmrazeni. Z pokusu s kratkodobym zmrazenim vy-
plyva, ze fotosynthesa se obnovuje se snizenou intensitou, ktera se nezvysi ani
po hodinovém pobytu pii 42 “C, coz je asi optimalni teplota pro rist pouzitych
sinic. Jak jsem jiz upozornil neni mozno hodnotit vysledky ptesné kvanti-
tativné vzhledem k tomu, Ze se blanka sinice neda prilozit na elektrodu vzdy
presné stejnym zpuasobem. Presto viak je mozno pozorovat zietelné rozdily
mezi ]ednotln\ml 1o(lv intensita fotosynthesy u rodu Mastigocladus bylw
po zmrazeni sniZena asi na ]ednu tretinu (pramér ze tii méteni), u rodu Oscilla-
toria asi na jednu polovinu (primér ze dvou méieni) a u rodu Symploca asi
na dvé tietiny hodnoty pro intensitu fotosynthesy pred zmrazenim (]numu
ze dvou mcrem) Priklady zaznamu intensity fotosynthesy pied zmrazenim
a po zmrazeni jsou na obr. 1 az 3.

Po kratkodobém zmrazeni se tedy objevila fotosynthesa u vsech tii
zkoumanych organismu. Naproti tomu po dvacetiosmidennim zmrazeni obje-
vila se produkece kysliku jen u rodu Symploca a Oscillatoria, zatim co u rodu
Mastigocladus jsem mohl pozorovat fotoxydaci, ktera je znakem hlubokého
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poruseni fotosynthetického aparitu. Byl to jisté jen vyjime¢ny piipad, kdy
kmen rodu Mastigocladus byl nizkou teplotou usmrcen a po pieotkovéani
dale nerostl. V jinych piipadech byl Mastigocladus stejné resistentni jako
Symploca.

oer 4.

N

Obr. 1—3.
\

(Vysvotlenf na str. 415.)
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) Pokusy, o nichz zde podavam zpravu, byly provadény ve vyzkumném
ustavu agrochemické technologie v Bratislavé. Povazuji za milou povinnost
pf)d('\ku ati co nejupiimnéji feditelstvi tohoto ustavu, jmenovité prof. Dr P.
Némeovi alng. J. Furdikovi, ktefi mné jejich providéni umoznili
a s velkym zajmem a ochotou vysli ve viem vstiic.

Citovanaliteratura

L. Blinks, L.R.a R. K. Skow: The time course of photosynthesis as shown by a rapid
electrode method for oxygen. Proc. Nat. Acad. Sci. 24 : 420—426, 1938.
2. Lipman, (. B.: Tolerance of liquid air temperature by sporefree and very young cultures
of fungi and bacteria growing on agar media. Bull. Torrey Bot. Club 64 : 537—546, 1937.
3. Luyet, B.J.aP.M.Gehenio: Thesurvival of moss vitrified in liquid air and its relation
to water content. Biodynamica 42 : 1—7, 1938.
4. Prat, S.. St. Lhotsky a F. Pospisil: Resistence thermalnich sinic k nizkym
teplotam. Rozpravy II. tiidy Ceské akademie 60 (20) : 1--10, 1951,
. Setlik, 1.: Prechodné zjevy ve fotosynthese, které se projevuji v produkei kysliku. Roz-
pravy Ceskoslovenské akademie veéd 64 (3) : 1--68, 1954.

Tt

Tabulka 1. Tadbmmga 1. Table 1.

Serie 1950 Serie 1951
| | ]
1 2 3 4 5 2 4 l 6 5
| |
| | [
Mastigocladus 1) J52 P 20 1 24 | 8 | 14
3 B 6 | 24
IS L24
4 P "10
|8 24
Symploca 1) 1 P ; 20 | 24 2 24 4 28
Oscillatoria t) 1 | P. S 24 3 | 24 7 28
2 P | 2 i ‘
| ‘ |
l ' |
Chroococcus 1) 1 P 20 24 2 24 8 28
S | | 24
Anabaena P | 3 24 | 7 0
Myxrosarcina ‘ B ‘ 24 ‘
Phormidiwm P 10 |
Tolypothrix . 24 ‘ ‘
Nostoc (| i 0
Chlorella vulgaris | 5| | 14
Chl. pyrenoidosa | | Y 0
Chl. sp. (Piestany) | 4 0 0
| |
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Vysvétleni k tabulce: 1 — pokusny organismus; 2 — kmen; 3 — druh obalu: P — pouze
mlynaiské hedvabi, S — hlinikova folie; v serii 1951 byly viechny vzorky baleny pouze v mly-
naiském hedvéabi; 4 — pocet preruSovanych zmrazeni; mezi jednotlivymi zmrazenimi vzorky
uchovéavany ve vlhké atmosféie; 5 — pocet dni kontinuitniho zmrazeni: v serii 1950 odebrany
vzorky pouze po 10 a 24 dnech, v serii 1951 po 14 a 28 dnech; 6 — poéet prerusovanych zmrazeni,
mezi jednotlivymi zmrazenimi vzorky ponoteny do vody; t) — thermalni organismy.

TTosscuenue: 1 — opraumam; 2 — ramy; 3 — obeprra; P —— nieakonstil ras ojgnm,
S — amomuHuessil auer; B cepuu 1951 1. BCe oOpasipl 3aBePTHIBATUCH TOJTLKO B HICTKO BB
ras; &——4Ieso nepeHeCeHHBX HOBTOPHBIX 0XJradleHnii; mocae otorpenanus oOpasisl bl
TMOMETIEHBL B KAMEPY € BIasKHBIM BOBAVXOM; 5 —— IPOJ0JACHITe HeIIPePLIBHOTO 0XJIAH{CHIS:
B cepmir 1950 1. oGpasupl Opasiuch Todabko nocte 10 u 24 aueii, B cepnn 1951 1. nocie 14
128 pueil; 6 - TICIT0 MOBTOPHBIX OXJIazk/ICHIIL; TIoCi e 0TOTpeBAHNT 00PABIBT TTOTP VAHKAJINCH
B BOAY; T) — TepMalibHble CHHe3BeJIcHbIe BOJAOPOCT,

Legend to the table 1. — test organism; 2 — strain; 3 — packed in: P — silk bolting cloth
only, § — aluminium foil added; in the 1951 series all organisms only in silk bolting cloth enve-
lopes; 4 — number of repeated freezings survived; when rewarmed, the organisms kept in moist
air; 5 — number of days of continual cooling survived: in the 1950 series samples taken after
10 and 24 days, in the 1951 series after 14 and 28 days; 6 - number of repeated freezings survived;
when rewarmed, the samples were dipped in water; f) thermal organisms.

Obrazek 1 az 3. -— Priklady ¢asovych zaznamu intensity fotosynthesy u sinic pred zmra-
zenim a po péti minutach v kapalném vzduchu, Osa x: ¢as; osa y: intensita produkee kysliku.
Vyznacené abscissy udavaji pocatek a konec osvétleni. Teplota lazné 42 °C, osvétleno zarovkou
60 W ze vzdalenosti asi 15 em. Prva kiivka na kazdém obrazku udava intensitu fotosynthesy
pired zmrazenim, druha okamzité po rozmrznuti a tfeti hodinu po rozmrznuti (pii 42 °C). | — Sym-
ploca. 2 — Oscillatoria. 3 -—— Mastigocladus.

Gur. 1-—3. pumepnl samnceil MHTeHCHUBHOCTH (POTOCHHTE3A, TOJYHeHHBIX IOJAPO-
rpapuueckum merojom (1, 5). ITeppasg Kpupasg Ha PUCYHKe MOKasblBaeT X0/ (OTOCHHTE3A
Hepe, OXJaK/IeHITeM, BTOPas HelloCPeCTBeHHO T10CTe OTOTPEeBAHMA 11 TPerhs 1 vac mnocie
IBBICUCHIA U3 KUJJKOTO BO3/yXa. l}o ocu abenuee — spems. ITo ocu opjunar — cKopocTh
peiesteHus Kneaopoa. Temneparypa 42 °C. Ocpewenne: 60-BarroBas JaMIla HAKAJINBAHIA
Ha pacerosiHnu 15 ¢, Beprukanpusie JuHm ofo3HadaloT HAYaT0 M KOHEL[ OCBENeHNS,
Dur, 1 — Symploca. Dur. 2 — Oscillatoria. Pur. 3 — Mastigocladus.

Fig. 1--3. Time curves of photosynthesis of blue green algae before and after exposure
to liquid air (original polarographic records) (1, 5). Abscissas: time: Ordinates: intensity of oxygen
production. Temperature of the bath: 42 °C. Illuminated by a 60-watt bulb in a distance of
15 em. First curve on every figure shows the intensity of photosynthesis before immersion in
liquid air, second record was taken immediately after rewarming of the alga and the third 1 hour
later (the rewarmed organism kept meanwhile at the temperature of its life optimum, i. e. 42 °C).
Fig. 1 —— Symploca. Fig. 2 — Oscillatoria. Fig. 3 — M astigocladus.

N, ileraur:

NeToiiunBoeTh TePMAILHBIX CHHE3CICHBIX BOTOPOCIHCii K Temieparype
AKIJIKOTO BOBJLYXA.

Hacroanias padora Opiia menostena nojt pyropojacersom mpod. Tlpara,
KAk 1pPOJIOIZKeHNe OBITOR COBCPIEHHBIX TIpeskie B ero gabopatopni.

ITyTeMm morpyskenus B sRIJKIIT BO3YN 5l OXJIQK/1QJ Pa3Hble BIJILL BOJO-
pocsiell ¥ CHHE3CJICHBIX BOJIOPOCTeil (B TOM 4Hese W HEKOTOPBIE TepPMallbibie
BU/BLI) & UMEHHO BO BJIAKHOM COCTOAHNM, T. €. ¢ HOPMAJbHBIM COJICDIKAHIEM
Bojtbl. IitaBHOIT esibio paboTsl GBIIO YCTAHOBHUTEH CTOHKOCTHL DTHX OPraHN3MOB
K JUTHTCILHOMY HJIM TIOBTOPHOMY TUIYOOKOMY 0 XJIa7Kk/ICHIIO.
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Bonopocan u cusesesensie BOZOPOCIM MOTPY/RAIMCH B GKIJIKHI BO3LY X
B o0epTKax pa3Horo BHAA: OjHAa rpynna oGpa3’noB 3aBePTHBAIACE TOILKO
B IIEJKOBHIH Ta3, y Apyroil npmbaBisiach emie o0eprka u3 aJTOMHHHEBOTO
mneta. [lociie m3BiiedeHMA 13 HKUNKOTO BO3LyXa 00pa3Ibl IePEeHOCHINCH Ha
MUTATEIBHYIO CPELY ¢ arapoM i H3Ydallach UX ;KU3HEC0coOHOCTE Toce 11yho-
KOro oxJnasgieHusi, PeaynbraTsl onbITOB NpnBejiensl B Tabanme 1.

V HEKOTOPHIX CHHE3eIeHBIX BOJOPOCIICIL Al TAKIKE OMPeesnyl, PN HOMOIII
HoJisiporpadguueckoro MeTojia, 9HepPruo QOTOCHHTERA IO OXJIAMICHUA M 110CTe
npebpiBaHNA B sikoM Bosayxe (gur. 1—3).

B ofmeM pe3aysnbpratsl MOMX OIBITOB XOPOIIO COTJIACYIOTCS ¢ OTHMH yCTa-
HopsieHHBIMIT B padore Ilpara, JIsrorckoro n ocnmummita (4). Ocoboro Banma-
HHUA 3aCJY/KNBAOT creyone GaKThi:

Heroropsie nzydaemplie OPraHm3Mbl — B TOM YHCJIE BCE TEPMAllbHble CHHE-
3eJIeHBIe BOJOPOCIIN — COXPAHSAIOT JKU3HECHOCOOHOCTD Jlaske M 110CJIe JIIINTelh-
HOTO 1TyyDOKOro oxiazkaenusi (28 nueil). OHu mepeHoCAT J@ANbITe TOBTOPHOE
OXJIasJIeHIe 1 OTOTPeBanne — HU3YyueHOo OBUIO 24 1OBTOPEHMII.

MorocunTes CHHE3ETEHBIX BOJOPOCIEIl BO30OHOBIACTCA HEMOCPEICTBEHHO
1HOCJIe OTOrPeBAHNS, ¢ HECKOJIBKO TOHMKEHHOH aHeprueii.

I. Setlik:
Resistance of thermal blue green algae to liquid air temperature.

Encouraged by professor Dr S. Prat I have accomplished some experi-
ments concernmg the resistance of lower plants to extremly low temperatures.
Their aim was to answer some questions arising from earlier work performed
in professor Prat’s laboratory (4).

Algae and blue green algae partly originating from thermal springs and
cultivated on agar media, were cooled with their full water content by immer-
sion in liquid air. The samples were cooled in envelopes made from silk bolting-
cloth; these were, in some cases, covered with aluminium foil more.

The survival of the algae was tested by inoculating the cooled samples
after rewarming on agar media. The results of the survival experiments are
summarized in table 1. Furthermore, in some cases, the influence of freezing
by liquid air on photosynthesis of blue green algae was estimated by means
of a modified polarographic technique (see fig. 1-—3).

On the whole, my results are in concordance with conclusions drawn from
ea.rli(‘r experiments; the following facts are worth to mention:

- Some of the organisms studied (including all thermal blue green algae).
survive a continual immersion in liquid air even for the longest period tested.
e. 28 days.

2. They survive further many alternate freezings and thawings (the
()peratrion was repeated 24 times).

3. With thermal blue green algae photosynthesis was observed immedia-
tely after the samples had thawn; the intensity of the process however was
something lowered. The photosynthetic activity of other algae after rewarm-
ing was not examined.
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