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Anotace

Prace se zabyva testovanim vyuZiti modernich zobrazovacich metod (konfokalni,
dvoufotonové, fluorescencni, rastrovaci elektronové a digitalni mikroskopie a 3D
mikro-tomografie) ve studiu bioeroze dirkovct. Jako nejperspektivnéjsi zptisob
studia tohoto jevu jsem vyhodnotila kombinaci metod konfokalni mikroskopie

a SEM. Konfokalni mikroskopie umoziuje odlisit Zivé struktury podle jejich
chemického sloZeni (odliSi napf. fotosyntetizujici organismy) a priblizného tvaru.
SEM tyto struktury pomiiZe piesné tvarové charakterizovat, a tak interpretovat
jejich ptivod. Ostatni metody jsou spiSe dopliikové a slouzi k ovéreni vysledki.

Pri studiu bioeroze jsem pracovala s tropickymi dirkovci (jak fixovanymi v lihu tak
ponechanymi v morské vodé a plivodnim sedimentu) a s zivymi dirkovci

z hyposalinniho prostiedi Severniho moie, chovanymi v laboratorni kulture. Pro
kontrolu metodiky jsem pouZila fosilni dirkovce: ovérila jsem neschopnost
fluorescence anorganického materialu schranky dirkovct. U jedincti ze Severniho
moie, péstovanych v podminkach s vysokym mnozstvim fotosyntetizujicich
organismt, doslo k velice rychlému a zcela destruktivnimu procesu bioeroze.
Tropicti dirkovci fixovani lihem umoziuji studium schranky ve stavu, v jakém se
vyskytuje u téchto dirkovci za Zivota - schranky nejevi znamky bioeroze. To
znamena, Ze procesy bioeroze zacinaji aZ po odumreni jedince. Na Cerstvé
uhynulych dirkovcich z tropti, ponechanych v prirozenych podminkach, se da
zkoumat postupny vyvoj procesu bioeroze. Intenzita bioeroze schranky tropickych
dirkovc je zavisla na mnozstvi fotosyntetizujicich organismu uvniti schranky,
které se urcuje podle barvy protoplastu.

Perspektivni smér vyzkumu, ktery bude vyuzivat vysledky piredloZené prace, je
studium postupu bioeroze u recentnich tropickych dirkovci za riznych podminek,
v kombinaci metod konfokalni mikroskopie a SEM. Vyzkum ma aplikace

v posouzeni Uplnosti fosilnich spolecenstev dirkovci. Ti jsou jednou z klicovych
skupin mikrofosilii, pouZivanou pro urcovani véku hornin a prostiedi jejich vzniku
(napft. v prospekci kaustobiolitii).

Klicova slova: dirkovci (Foraminifera), konfokalni mikroskopie, 3D mikro
tomografie, SEM, bioeroze a postmortalni procesy



Abstract

The goal of this work is to test using of the modern imaging techniques (confocal,
two-photon, fluorescence, scanning electron and digital microscopy and 3D micro-
tomography) to study bioerosion of Foraminifera. The combination of confocal
microscopy and SEM methods seems to be the most promising way to study these
processes. Confocal microscopy allows distinguishing organic structures on the
basis of their specific chemical composition and shape (e.g. distinguish
photosynthetic organisms). After determination of the structures using confocal
microscopy, their morphology was detailed studied in SEM that allows interpreting
origin of these structures. Other methods are rather supplementary and serve to
verify the results.

I worked with tropical foraminifers (preserved in ethanol or left in the original
seawater and sediment) to study bioerosion. I worked with live foraminifers from
the hyposaline environment of the North Sea, kept in laboratory culture. To check
the methodology I used fossil foraminifers: I checked up the inability of
fluorescence of inorganic material in foraminiferal tests. Specimens from the North
Sea (which grown in conditions with a high amount of photosynthetic organisms)
were destructed by bioerosion very rapidly. Living tropical foraminifers conserved
after sampling in ethanol do not sign bioerosion. That means that processes of
bioerosion begin after Foraminifera’s death. Processes of bioerosion were studied
on dead foraminifers (one week to two months from dead) preserved in sea-water.
The intensity of bioerosion of tests of tropical foraminifers is dependent on the
amount of photosynthetic organisms inside the frustule, which is determined by
the green or red color of protoplasm.

Based on results of this study, it can be proposed experimental observation of
bioerosion processes controlled under the confocal microscopy and the SEM.
Destructive role of bioerosion can change composition of fossil assemblages, thus
the results of those experiment may be applied in paleoecological and
biostratigraphical studies of fossils foraminiferal assemblages which represents
one of the key groups of microfossils, used to determine the age of sediments and
environments through their deposition (e.g. prospecting caustobioliths).

Key words: Foraminifera, confocal microscopy, 3D micro-tomography, SEM,
postmortem changes and bioerosion
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Uvod

Studium dirkovcti ma ve svété dlouholetou tradici, jeho pocatky spadaji uz do
prvni poloviny 18. stoleti, kdy se tyto motské organismy staly objektem zajmu
védcil. Zabyval se jimi uz Carl von Linné, ktery dokonce popsal rod Ammonia.

K jejich diikladnému prozkoumani ovSem nemohlo dojit z divodu nedokonalého
vybaveni tehdejSich vyzkumnik, ktefi jesté neznali mikroskop, a méli k dispozici
pouze vybrousena zvétSovaci skla. Prvni vétsi praci o dirkovcich publikoval v roce
1826 francouzsky prirodovédec Alcide d 'Orbigny. Koncem 19. stoleti rozsiril
znalosti o dirkovcich H. B. Brady. Na diileZitosti ziskali dirkovci na zac¢atku 20.
stoleti, kdy se zacali vyuZivat pro urcovani stari hornin pro potieby ropného
primyslu (Boersma, 1998).

V dnes$ni dobé mame k dispozici daleko propracovanéjsi zarizeni, neZ bylo
zvétSovaci sklo védcili 18. stoleti. Diky tomu jsou naSe moZnosti studia organismi
opravdu rozsahlé, a mnohdy jde potencial téchto metod aZ za hranici toho, co jsme
od nich schopni oCekavat. To je dlivod, proc je potieba hledat stale nové zptisoby,
jak zobrazovaci metody zahrnout do vyzkumu organismd, o které se zajimame,

a nalézat jim ve studiu konkrétnich skupin nové perspektivni aplikace.

Cilem této prace je najit a ovérit metodiku snimani dirkovci pomoci nékterych
modernich zobrazovacich metod. Praci zaméruji na studium metodiky konfokalni
mikroskopie a tuto metodu ovéruji pouzitim metod SEM, digitalni mikroskopie

a 3D mikro-tomografie. Konfokalni mikroskopie je metoda, ktera dosud témér
nebyla pro studium dirkovci pouZita - zatim existuje pouze jedna studie
vyuzivajici konfokalni mikroskop ve studii procest biomineralizace
dirkovcii(Bijma, 2010). Pti konzultaci se specialisty pirevazuje nedtvéra, Ze
konfokalni mikroskopie nebude mit kviili malému hloubkovému dosahu,
zdlouhavosti apod. piiliSné praktické vyuziti (osobni komunikace). Proto bylo
potireba zkouset snimani dirkovcti a interpretovat jejich snimky bez jakychkoli
jevi. Bylo také potieba odlisit, jaké ¢asti dirkovce jsou Zivé od téch, co jsou

z anorganické hmoty. Metody SEM, digitalni mikroskopie a 3D mikro-tomografie
jsou v praci mimo jiné zarazeny proto, abych snimky, které vznikly jejich pouzitim,
mohla srovnavat se snimky z konfokalniho mikroskopu, a diky tomu je mohla l1épe
interpretovat.

Vyzkumem metodiky snimani, a moznosti modernich zobrazovacich technologii
chci zjistit a navrhnout potencionalni aplikace téchto metod (predevsim konfokalni
mikroskopie) ve vyzkumu dirkovct, a poté se studiu pomoci navrzenych aplikaci
téchto metod vénovat.



Prehled literatury

Foraminifera (dirkovci, dirkonosci)

Dirkovci jsou jednobunécné motské eukaryotni organismy ze skupiny Rhizaria,
kam patri napriklad spole¢né s mrizkovci (Radiolaria). Tato skupina patri
v soucasné dobé mezi organismy velké skupiny eukaryot SAR (Adl, 2012).

Pievazna vétsina dirkovcli ma pevnou schranku, kterd miiZe byt jedno

i vicekomirkova. Schranka je tvorena bud’ organickym tektinem, nebo je
aglutinovang, pripadné vapnita. Velikost schranky je zna¢né proménliva; od
desetin milimetru po 20 cm (Kvacek, 2000). Schranka je vyplnéna protoplasmou,
ktera miiZze vystupovat ven pres Cetné pory nebo ustim (latinsky foramen=otvor,
odtud pochazi latinsky nazev celé skupiny foraminifera) (Pokorny, 1954).

VétsSina dirkovci jsou moiské organismy, nékteré druhy se také piizpiisobily
brakické vodé. PrevaZzuji formy bent6zni, které Ziji a pohybuji se po dné (vagilni
bentos), nebo Ziji prichyceny na fasach, podloZzi a schrankach jinych organismi
(sesilni bentos). Malé procento rodt zije jako plankton, kdy se volné vznaseji ve
vodnim sloupci (Pokorny, 1954). Diky svému Sirokému geografickému rozsiteni
a velkému zastoupeni ve svétovych ocednech jsou dirkovci dobrym zdrojem

informaci pro paleoekologicka data (Pokorny, 1954).

Bunka dirkovcl

Protoplast je ohrani¢en membranou a miiZe obsahovat zooxantely, které ho mohou
svymi pigmenty zabarvovat do zelena. Pokud je schranka dirkovct vicekomirkova,
jsou jednotlivé komtrky oddélené septy. V septech se nachazi otvor (foramen),
diky kterému muze byt protoplast buniky pritomny ve vice komtrkach (Pokorny,
1954).

Protoplast se ze schranky miiZe dostat pory nebo ustim v podobé panozek
(pseudopodii). Ty slouZi predevsim k pfijmu potravy (chytani koristi), zbavovani
se odpadnich latek a k prichyceni k substratu. (Loeblich, 1964).

Rozmnozovani

Rozmnozovani dirkovct je charakteristické stiidanim pohlavniho a nepohlavniho
cyklu (Obr. 1). Stridani vétSinou nebyva pravidelné, na jedno pohlavni
rozmnozovani pripada nékolik rozmnoZovani nepohlavnich (schizogonii). Toto
stiidani generaci vede k dimorfismu schranek (vytvareni dvou typt). Jedinci, kteti
vznikli pohlavnim rozmnoZovanim (makrosféricka generace), maji vétsi pocatecni



komiirku (proloculum) nez jedinci vznikli nepohlavnim mnoZenim (mikrosféricka
generace) (Pokorny, 1954).
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Obr. 1: Zivotni cyklus dirkovct (Kvacek, 2000).
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Vyziva

Potravu si dirkovci obstaravaji pseudopodii. Ty potravu upoutaji k povrchu
schranky, kde je chemicky rozloZena, a vyuZzitelné ¢asti jsou dopraveny do
endoplazmy ke zpracovani. Materidl, ktery neni vyuzit, se hromadi v malych
hnédych ¢asteckach a ty jsou odvadény z endoplazmy skrze pseudopodia zpét do
okoli. Potravu ptijimaji vné schranky, ale nékteré druhy s velkym tstim mohou
potravu vtahnout pfimo do schranky. Benticti dirkovci se Zivi hlavné bakteriemi,
rozsivkami nebo rasami. Planktonni se Zivi planktonickymi rozsivkami, rasami
nebo drobnymi korysi (Pokorny, 1954).

Endosymbionti

Ve schrankach dirkovcti miizeme nalézt vétsi mnozstvi fotosyntetizujicich
organismt a jejich castic, které patti k riznym skupindm organismd, a které
mohou mit s hostitelskym organismem rlizny typ potravniho vztahu (parazitismus,
komenzalismus, predace, mutualismus,...) (Murray, 2006).

Mnohé druhy dirkovci maji mutualistické fotosyntetizujici fasy nazyvané
zooxantely, od kterych ziskavaji produkty fotosyntézy jako dopliikovy zdroj vyZivy.
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Dale jim zooxantely mohou pomoci pri posileni kalcifikace schranky a pri zbaveni
se nepotiebnych metabolitli. Zooxantely mohou byt pritomny pfimo uvnitf
schranky, nebo ptidrzovany pomoci pseudopodii na jejim povrchu. V cytoplasmé si
zooxantely vytvori schranku, ve které jsou chranény pred prostredim v bunce
dirkovcti, a maji tam své vlastni Zivotni mikroprostiredi. Mlady dirkovec miize své
mutualisty ziskat bud’ pfenosem z rodi¢ovské bunky (pii nepohlavnim mnoZzeni)
nebo piimym pienosem z okoli. Hlavnimi mutualisty dirkovci jsou rozsivky; velci
dirkovci mohou mit symbiézu také s obrnénkami, které mohou ziskat napt. od
korali. Dirkovci rozeznavaji rozsivky diky specidlnim CSSA antigentim na povrchu
rozsivek (common symbiotic surface antigen), a tim je mohou vychytat z okolniho
prostiedi. Tyto antigeny také slouZi jako signal uvnitf cytoplasmy o tom, Ze
zooxantely nemaji byt straveny. Endosymbidza s fotosyntetizujicimi organismy
vznikla v evoluci dirkovci nékolikrat nezavisle (Murray, 2006).

Dal$im typem vztahu mezi dirkovcem a v tomto piipadé pouze ¢asti jiného
fotosyntetizujiciho organismu je tzv. chloroplastové hospodarstvi (chloroplast
husbandry). Je to situace, kdy si dirkovec ponecha nestravené chloroplasty své
potravy - ras nebo rozsivek - uvnitr cytoplasmy. Chloroplasty jsou obaleny

v pouzdie, aby nedoslo k jejich straveni, a slouzi jako dopliikovy zdroj energie
dirkovce (vedle Kklasické heterotrofie). Nevyhodou dirkovct, kteif maji ve své
cytoplasmeé cizi chloroplasty je, Ze mohou Zit pouze ve fotické z6né more, jinak by
chloroplasty nemohly fotosyntetizovat a dosSlo by k jejich zni¢eni (Murray, 2006).

Endoliti jsou mikroorganismy (bakterie, fasy, houby, sinice), které po odumieni
dirkovce likviduji jeho organickou hmotu a narusuji CaCOs, z kterého je vytvorena
schranka dirkovce. V schrance postupné vyvrtavaji rtizné diry a chodby a tim se
podileji na jevu zvaném bioeroze. Nejde pravdépodobné o piimé naruseni
krystalkti CaCO3 endolity, rozpad schranky je pravdépodobné vedlejsi produkt po
natraveni organické hmoty, ktera schranku tvori (Freiwald, 1995). Bioeroze je déj,
ktery je vyznamny predevsim jako predmét zkoumani v tafonomii (véda, ktera
zkouma procesy prechodu zivého spoleCenstva a zZivych organismi ve fosilni).
Endoliti se vyskytuji hlavné v aerobnim prostredi s vyssi teplotou, bohatém na
uhli¢itany (Murray, 2006).

Poslednim typem fotosyntetizujicich organismi ve schrankach dirkovcii jsou ty,
které dirkovci zachytili jako potravu a jesté je nestravili (Murray, 2006).

Schranka

Dirkovci, ktefi rostou plynule, maji jednokomtirkové nedélené schranky.
Vicekomirkové schranky rostou periodicky. Nejdiive se zformuje pocatecni
komirka (proloculum). Kdyz protoplast doroste do rozmeért, kdy je pro né;
komiirka malg, vystoupi z ni a postupné se vytvari komtrku nasledujici. Vytvoreni

11



nové komurky trva ptiblizné 5-8 hodin (Boersma, 1998). Mladi jedinci proto maji
komiirek jen nékolik, zatimco jedinci s vétSim poctem komfirek jsou starsi (Kvacek,
2000).

Podle materialuy, z kterého jsou vystavény, se rozlisuji 3 typy schranek.

sloZeni organické schranky je naroc¢né stanovit, jedna se o smés proteinii

a polysacharidd podobnych chitinu (napft. jiZ zminovany tektin) (Angell, 1967).
Pomoci cizorodych ¢asti a tmelu se vytvari schranka aglutinovana. Do podkladu,
tvoreného tektinovou vrstvou, si Zivocich pridava rizné castice, jako napft. zrnka
pisku, jehlice hub, schranky jinych mikroorganismi napft. rozsivek, mfiZovct,... a ty
pak stmeluje tmelem rizné povahy. V teplych vodach prevazuje tmel vapenaty, ve
studenych kiemicity, a tmely obsahujici Zelezo zptisobuji cervenou barvu schranek.
(Pokorny 1954).

Vapnita schranka (z CaC03) je tvoiena samotnym ZivocCichem, ktery vylucuje
material na jeji stavbu. Tato schranka mtiZe byt tvofena jak kalcitem, tak
aragonitem.

Tvar schranky zalezi predevsim na poctu komiirek. Od kulovité jednokomtrkové
schranky jsou odvozeny tvary piimé a spiralni. Tvary spiralni miizeme rozlisit
podle vinuti na planispiralni, kdy je spirala plocha a trochospiralni tvar, kdy
spirala neleZi v roviné. Kdyz se jednotlivé zavity nepiekryvaji, jedna se o schranku
evolutni, v opacném pripadé o schranku involutni (Obr. 2) (Boersma, 1998).
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Obr. 2: Zakladni morfologické typy schranek dirkovct (Kvacek, 2000).

Zacatek schranky je tzv. proloculum (pocatecni komtrka) (Obr. 4). Kdyz je
proloculum spojeno s dalsimi komtirkami jednoduchym otviirkem nebo otviirkem
na konci trubicky, jedna se o proloculum orthostylni. Pokud je spojeno

s nasledujicimi komiirkami spiralné zakfivenym prichodem, jde o proloculum
flexostylni. Komurky nasledujici po proloculu miizeme nazvat postembryonalni

a maji rtizné tvary (kulovité, kapkovité, valcovité, hranolovité, nepravidelné,...).
Jednotlivé komiirky jsou od sebe oddéleny prepazkami (septy) (Obr. 4). Tam, kde
septa sriistaji se sténou schranky, vznikaji vy (sutury) (Obr. 4). U spiralnich forem
se $vy nachazeji i mezi jednotlivymi zavity. Svy mohou mit tvar rovny, esovity,
sigmoidalni nebo nepravidelny (Boersma, 1998).

Systematicky dileZitym znakem je tisti neboli apertura (Obr. 4). Ustim
protoplasma komunikuje s vnéjskem a lisi se velikosti i tvarem (Boersma, 1998).
NejzakladnéjSim typem usti, je jednoduché usti na distalnim (okrajovém) konci
komirky. U spirdlnich forem se podle polohy déli usti na basalni (Obr. 3-2, 3-4),
které je pti vnitinim Svu celni strany posledni komtirky, usti centralni u stredu
Celni strany (Obr. 3-3) a usti periferni (Obr. 3-4). Pro komirky sefazené v jedné
Fadé je typické terminalni asti (Obr. 3-5). Usti maji i réizny tvar: okrouhly (Obr. 3-
5), polokruhovy, srpkovity (Obr. 3-6), Stérbinovity (Obr. 3-7), slzovity (Obr. 3-8) aj.
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Usti miiZe vy¢nivat v podobé zubt (Obr. 3-9) nebo kréki (Obr. 3-10). (Pokorny,
1954).

Obr. 3: Tvary usti (Pokorny, 1954)

Pory jsou kulovité nebo nepravidelné otviirky ve sténach schranky s priimérem
kolem 5-6 pm (Obr. 4). Jsou typické pro vapenité sklovité typy, ale objevuji se

i u aglutinovanych. U porcelannich typtl se objevuji jen velmi zridka. Jejich tvar,
velikost a rozmisténi souvisi s prostiedim a zemépisnou Sitrkou (Pokorny, 1954;
Boersma, 1998). Nékteré ¢asti schranky mohou byt pdrovité a dalsi bez pért
(Loeblich, 1964).

Jednoduché stény komtirek mohou byt druhotné ztlustény. K druhotnému
ztluStovani stén dochazi u aglutinovanych nebo vapenatych forem. (Pokorny,
1954).

Povrch schranky miize byt bud’ bez zvlastnich atvara jen hladky a leskly, nebo
miZe byt hruby a zrnity s jamkami, pripadné s rliznymi vyristky. U vdpenatych
typt dirkovci dosahuji itvary na povrchu schranky velkého rozvoje. Vytvari rizna
Zebra, blanité listy, lemy, trny, osténky nebo bradavcité atvary. Tyto atvary mohou
slouzit jako zpeviiovaci zarizeni nebo kotveni (Pokorny, 1954).

14



spirair
. Sev
komturka -

sev

profokulum —

1004m
e

Obr. 4: Hlavni morfologické prvky na schrance dirkovct.

Principy metod mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je zaloZena na schopnosti molekuly fluorochromu
fluoreskovat, tedy absorbovat foton excitacniho svétla a vyzarit foton s nizsi
energii, a tedy delsi vinovou délkou. Napt. kdyZ molekulu chlorofylu osvécujeme
UV svétlem, sviti Cervené. To se déje diky absorbovani energie svétla touto
molekulou, coZ vede k excitaci jejich elektronii na vyssi energetickou hladinu. Pri
opétovném uvolnéni energie se ¢ast preméni v tepelnou energii a zbytek se vyzari
ve formé fotonu - svétla. Kviili tomu, Ze se ¢ast ptijaté energie preménila na teplo,
ma vyzareny foton niZsi energii nez excitacni, coz se projevi na posunu barvy
vyzareného svétla smérem k barvam s delsi vinovou délkou, a tedy nizsi energii.
Latky, které se chovaji jako fluorochromy, obsahuji obvykle dvojné vazby

a konjugované elektronové systémy (Bohutinsky, 2013).

Fluorescenc¢ni mikroskopie (a konfokalni mikroskopie, ktera je od ni odvozena) se
vyuziva, predevsim pokud chceme zviditelnit konkrétni latky nebo struktury

v sledovaném objektu. Néktera barviva totiZ maji schopnost fluorescence a mohou
se navazat na konkrétni latky ve vzorku a tim je zviditelni. Organismy mohou
obsahovat molekuly, které maji schopnost excitace a poté fluorescence po ozareni
svétlem urcité vinové délky. Tim mohou poskytovat signal i bez predchoziho
nabarveni fluorescen¢nim barvivem. Tomuto jevu se rika autofluorescence
(Lakowicz, 2009).
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Konfokalni mikroskopie

Pii konfokalni mikroskopii je paprsek excitacniho svétla zaostien pouze do
jednoho bodu vzorku. Detektor poté snima fluorescenci pouze z tohoto jednoho
bodu a signal emitovany jinymi ¢astmi vzorku do detektoru nedopada. Takto je
postupné po bodech oskenovan cely vzorek v mnoha optickych rovinach (Obr. 5).
Ze sesbiranych informaci poté pocitac sestavi vysledny obraz. Tim konfokalni

mikroskop umoZni odstranit z obrazu Sum, ktery vytvari fluorescence vyzarena
z Casti vzorku, na které neni zaostrena optika (Plasek, 1995).

zdroj svétla (laser)

zrcadlova
bodové clona

detektor
napojeny
na fidici
pocitat
delic
paprski

konfokalni
bodové clona

obiekfiv

zaostiend rovina

sledovany obiekt

Obr. 5: Princip fungovani konfokalniho mikroskopu (Zdroj: http://web.natur.
cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/fluorescencni.htm).

Abychom mohli dobfe pozorovat emisni zatreni, jehoz intenzita je vZdy mnohem
nizsi nez intenzita excitacniho zateni, pouzivame v mikroskopu dvojici filtra.
Excitacni filtr propousti z barevného spektra pouze ¢ast potiebnou pro excitaci
fluorescence a zabranuje prichodu svétla o stejné ¢i podobné vinové délce jako
svétlo emisni, které by vytvarelo pozadi. Bariérovy filtr propousti pouze emisni
Cast spektra a zabranuje prichodu excitacniho svétla. Excitacni svétlo se od
emisniho sice lisi barvou, ale je mnohem intenzivnéjsi, takZe by v ném emisni
svétlo nebylo lidskym okem rozlisitelné. Proto vysledny obraz sviti barvou, ktera je
odlisna od barvy, kterou vzorek excitujeme
(http://web.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/fluorescen

cni.htm).
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Dvoufotonovy mikroskop

Dvoufotonovy mikroskop je typ konfokalniho mikroskopu s vlastnostmi,
vhodnymi zejména pro kratko- i dlouhodobé pozorovani Zivych bunék a tkani

a umoznujici proostreni vzorki do hloubky nékolika set mikrometria. Ve srovnani
s klasickym jednofotonovym konfokalnim mikroskopem dochazi pii dvoufotonové
mikroskopii k vyrazné mensimu zhaseni fluorochromt, a proto je mozné snimat
série kvalitnich ostrych obrazii mnoha optickych rezli buttkami ¢i tlust$imi vzorky
(http://abicko.avcr.cz/archiv/2003 /4 /obsah/dvoufotonovy-mikroskop.html).

Pouziti fluorescen¢ni mikroskopie zatim neni pro studium dirkovcti bézné. Tato
metoda se doposud pouZivala napf. pro studium mechanismi kalcifikace schranek
dirkovcii; dvoufotonova konfokalni mikroskopie zatim nebyla pro studium pouzita
vibec (Bijma, 2010).

3D mikro-tomografie

Tomografie zobrazuje strukturu a tvar vzorku na zakladé riizné propustnosti
rentgenového zareni jeho Castmi. Principem je sledovani zmén intenzity svazku
rentgenového zareni (vysilaného rentgenkou, umisténou pred vzorkem), které
proslo zkoumanym vzorkem. Zmény jsou zaznamenavany detektorem, ktery je
umistén za vzorkem. Podle zaznamenanych zmén v intenzité miiZeme zpétné
rekonstruovat strukturu a vlastnosti vzorku (Obr. 6). Vysoké rozliSenti a citlivosti
systému ziskame pouzitim citlivych detektort a kvalitou svazku rentgenového
zareni. Ziskani tretiho, hloubkového rozméru je dosaZeno prozarenim a snimanim
vzorku z mnoha riznych thla - ze snimki ziskanych prozarovanim pod riznymi
uhly je rekonstruovan vysledny 3D obraz (Jakibek, 2007).

Obr. 6: Schéma mikrotomografu: 1: zdroj rentgenového zareni (rentgenka), 2:
snimany vzorek, 3: detektor. Upraveno podle: http://privatedentistry.org/evoluti
onary -lessons-from-30000-year-old-childs-teeth/.

Metoda 3D mikro-tomografie umoZiiuje rozlisit vnitfni struktury schranky, liSici se
svou propustnosti pro rentgenové zareni, a to bez poniceni schranky. Umoziuje
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také sledovat schranku z jakéhokoli thlu a vytvoreni vnitrnich fezl schrankou
vosachx,yaz.

3D mikro-tomografie je metoda, ktera zatim neni pro studium dirkovct hojné
pouzivana (Speijer, 2008). V Tohoku university museum v Japonsku se nachazi
databaze 3D mikro-tomografickych snimkt dirkovcti (malé druhy planktonnich
dirkovct). (http://webdb2.museum.tohoku.ac.jp/e-foram/).

SEM (Rastrovaci elektronova mikroskopie)

Rastrovaci elektronovy mikroskop vyuziva k zobrazovani struktur pohyblivého
svazku elektronti. Na kazdé misto vzorku je zaméren uzky paprsek elektront
(paprsky prochazi vzorek po radcich). Jak paprsek putuje po vzorku, méni se podle
charakteru povrchu droven signalu v detektoru. Z téchto signali je pak sestavovan
vysledny obraz. Ziskany obraz je monochromaticky. ProtoZe mezni rozliSovaci
schopnost mikroskopu je imérna vinové délce pouZzitého zateni a elektrony maji
podstatné kratsi vinovou délku, nez ma viditelné svétlo, ma elektronovy
mikroskop mnohem vyssi rozliSovaci schopnost a mize tak dosdhnout mnohem
vyssiho efektivniho zvétSeni (az 1 000 000x) nez svételny mikroskop. Nevyhodou
SEM je, Ze umoziiuje snimat pouze povrchovou strukturu daného vzorku (paprsky
se odraZzi od povrchu a nepronikaji dovnitr vzorku) (Kulich, 1987;
www.wikipedia.org).

Pouziti SEM pro studium dirkovct je velmi rozsirené a jedna se jednu ze
zakladnich metod vyuZivanych predevsim v taxonomii (Heeger, 1990).

Digitalni mikroskopie

Digitalni mikroskopie je metoda, ktera je velice podobna klasické svételné
mikroskopii a svym principem se od ni nijak nelisi. Jeji vyhodou je, Ze pri ni neni
potireba délat preparat mezi dvéma sklicky, ale staci pod ni poloZit sledovany
vzorek na jakémkoli podkladu. Dalsi jeji vyhodu pfi snimani dirkovcti je jeji
schopnost proostrovat postupné vSemi optickymi hladinami vzorku, které
nasnima, a poté z takto vzniklych snimki slozi vysledny obraz vzorku. Tento obraz
je ostry ve vSech svych ¢astech (RNDr. Boris Ekrt, dstni sdéleni).
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Metodika

Ve vyzkumu jsem se zamérila na tropické dirkovce z mélkovodnich spolecenstvi
(odebrané pomoci bezpristrojového potapéni). Odebirala jsem dirkovce v Malajsii,
dalsi odbéry byly provedeny v Thajsku a na Kubé. Dale jsem pracovala s Zivymi
dirkovci, chovanymi v kultute, a fosilnimi dirkovci z lokality Lu¢enecka panev.

Standardné se urcuje, jestli dirkovec Zije, podle toho, jestli je protoplast zbarveny -
pokud je ¢erveny nebo zeleny, poklada se dirkovec za Zivého (Murray, 2006).
Dirkovci, odebrani na Kubé a v Thajsku, méli protoplast zbarveny, ovSem ani po
dlouhém pozorovani nevykazovali znamky Zivota (pohyb, fagocyt6za potravy).
Pokladala jsem je tedy v praci za ¢erstvé uhynulé a dobu od jejich uhynuti jsem
pocittala jako dobu od odbéru.

Odbér vzorku

Odbéry v Malajsii jsem provedla v priibéhu dni 17. - 19. 7. 2012. Odebirala jsem
sediment dna asi 2 metry pod hladinou pobliZ biehu (Tab. 1). Tim jsem dostala
smés zivych i nedavno uhynulych dirkovci a pisku. Vzorky jsem davala do
plastovych uzaviratelnych zkumavek a bezprostiedné po odebrani fixovala lihem.
Dirkovci na Kubé byli odebrani 27. 12. 2013 stejnym zptsobem, jen nebyli po
odbéru fixovani lihem; dirkovci z Thajska byli odebrani 16. 2. 2013 a taktéz nebyli
fixovani lihem, ale byli ponechani spole¢né s materidlem dna v priblizné 100 ml
mofské vody.

Lokality

Recentni vzorky jsem odebirala na ostrové Tioman v Malajsii, dale byly odebrany
Albertem Damaskou z Gymnazia Boti¢ska na Kubé a v Thajsku. Odbéry byly
provedeny na nasledujicich lokalitach (Tab. 1):

Vzorek M 1 M 4 HYE K1-5 T
Nazev lokality Malajsie, Salang Malajsie, Monkay Bay Kuba, Bahia de Cochinos | Thajsko, Sichon
Souradnice lokality (N) 2.875193° 2.869589° 22.1821° 9.094935°
Souradnice lokality (E) 104.153223° 104.147107° 81.140755° 99.908895°
Hloubka (m) 1,5 1,5 2 2 1,5
Substrat dna jemny Stérk pisek pisek pisek pisek
Poznamka u Usti feky pisek z kamene | pisek ze dna 1,5 mviny

Tab. 1: Odbérova mista na ostrové Tioman v Malajsii, na Kubé a v Thajsku.

Posledni ¢ast recentnich vzorkd jsou dirkovci z kultury, péstovani v laboratofti. Tito
dirkovci pochazeji ze Severniho more, z lokality Dorum Neufeld v zapadnim

19



Némecku, ktera se nachazi pobliZ Brém. Vzorky byly odebrany v 9. 4. 2012 hloubce
4,5 m (Manuel Weinkauf, osobni sdéleni).

Fosilni dirkovci pochazeji ze spodniho miocénu, karpatu (stari ccal7 miliont let),
centralni Paratethydy z vrtu LKS 1 Lu¢enecké panve (Zlifiska, Sutovska, 1990). Pro
praci jsem pouZila vyflotované dirkovce, abych méla jistotu, Ze jsou uvnitt prazdni
a nejsou zevnitr vyplnéni anorganickou hmotou.

Zobrazovaci metody

Konfokalni mikroskopie

Dirkovce jsem snimala pomoci mikroskopu Leica DM IRE2 s konfokalnim modulem
Leica TCS SP2 AOBS. Jedna se o invertovany mikroskop vybaveny lasery: Ar: 458
nm (5 mW), 476 nm (5 mW), 488 nm (20 mW), 514 nm (20 mW); HeNe: 543 nm
(1,2 mW), 633 nm (10 mW) a diodovym laserem: 405 nm. Silu laseru, offset
detektoru a napéti na fotonasobici jsem nastavovala rucné tak, aby byly struktury
vzorku co nejlépe zviditelnény. Vysledny obraz jsem ziskala spojenim optickych
ezl celého vzorku. Ve vétsSiné pripadi jsem vzorky snimala pomoci objektivi HC
PL APO 20x/0.70 IMM CORR CS HC a PL APO 10x/0.45 IMM CORR CS. Snimala jsem
na konfokalnim mikroskopu na Katedre experimentalni biologie rostlin PfF UK

v Praze a na Oddéleni biomatematiky FGU AV CR (zde jsem snimala jak na
klasickém, tak na dvoufotonovém konfokalnim mikroskopu).

3D mikro-tomografie

Pro snimani dirkovci byl pouZit mikrotomograf s rentgenkou FCE-160.51pracujici
v reZimu nanofocus a zdrojem o priiméru ohniska (spot size) 1 um. Vzorky byly
umistény na pohyblivy rotacni stolek, ktery se automaticky pohybuje ve trech
osach. Snimky priichodu zareni byly porizeny pomoci ¢ipu Medipix 2. Tento senzor
detekuje zareni 1000pum vrstvou kiremiku. Hardwareové dana bitova hloubka
detektorti Medipix 2 je 14 bitl na jednu akvizici. Nicméné diky tomu, Ze u tohoto
typu detektort je naprosto zanedbatelna uroveii Sumu v obraze, je mozné
jednotlivé namérené akvizice sc¢itat a dosdhnout tak prakticky neomezeného
dynamického rozsahu. Vysledné snimky maji 40 - 45 nasobné zvétSeni. Sbér

a zpracovani dat z detektoru umoziuje integrované zaznamové zarizeni s USB
rozhranim nové vyvinuté na Ustavu technické a experimentalni fyziky CVUT

v Praze. Pro rekonstrukci byl pouZit iterativni algoritmus (Ing. Jan Dudak, Gstni
sdélenf). Dirkovci byli sniméani na Ustavu technické a experimentalni fyziky CVUT
v Praze.
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SEM (Rastrovaci elektronova mikroskopie)

SnimKy jsem porizovala pomoci SEM Hitashi S-3700N. Vzorky jsem pied snimanim
vysusSila a nalepila na kovovou desticku. Snimala jsem jek pozlacené, tak
nepozlacené vzorky. Nepozlacené vzorky jsem snimala pomoci detektoru BSE

pri tlaku 40 Pa (tzv. low vakuum). Pozlacené vzorky jsem snimala pomoci
detektoru SE v high vakuu (tlak niZ8i neZ 1 Pa). Urychlovaci napéti bylo u obou
zpusobl snimani 10 000 voltd, proud emise 32000 nA a pracovni vzdalenost 10,4
mm. Po snimani celych dirkovcii jsem je pomoci preparacni jehly rozbila a snimala
jejich vnitini struktury. Dirkovce jsem snimala na Paleontologickém oddéleni NM

a na Ustavu geologie a paleontologie PfF UK v Praze.

Digitalni mikroskopie

Pro snimani dirkovci jsem pouzivala digitalni mikroskop Keyence WHX
2000s maximalnim zvétsenim 2000x a schopnosti tvorby optickych rezi po 1 um.
Snimala jsem na digitalnim mikroskopu v Paleontologickém oddéleni NM v Praze.

Pouzity software

Praci (textovou Cast) jsem vytvorila v programu Microsoft Office Word, tabulky
v programu Microsoft Office Excel. Upravu snimki jsem provadéla v programu
Corel PHOTO-PAINT X5. Pro snimani a dpravu fotografii z konfokalniho
mikroskopu jsem pouZivala Leica Confocal Software (version 2.61, Leica
Microsystems GmbH, Heidelberg, Germany). Pro snimani vzorki na SEM jsem
pouzila Hitachi S-3700N SEM software a pro prohliZeni a dpravu 3D mikro-
tomografickych snimkl program 3DView.

Navrh experimentu

ProtoZe metody konfokalni mikroskopie ani 3D mikro tomografie nejsou ve studiu
dirkovci rozsirené (prakticky témér nejsou pouzivané) neméla jsem pri planovani
experimentt priklad prace, na kterou bych mohla navazat. Ve vyzkumu dirkovct
neexistovala metodika pro jejich uchyceni, barveni ani snimani. Neexistovaly také
prace, které by pripadné snimky néjak interpretovaly. Proto jsem zacala vyzkum
snimanim nadhodné vybranych jedinci, pochazejicich z predem stanovenych
podminek: Zivé jedince, vzorky odebrané a fixované lihem, vzorky s barevnym
protoplastem (2 tydny, mésic, 2 mésice odumielé), fosilni jedince bez organickych
Casti. Snimala jsem jak na konfokalnim mikroskopu, tak na 3D mikro-tomografu.
Metoda SEM je pro studium dirkovcli bézné pouzivana, a tak jsem ji pouzila jako
pomicku k interpretaci vzniklych snimk a jako kontrolu. Zaroven jsem zkousela
snimat dirkovce jak pod klasickym fluorescen¢nim mikroskopem, tak pod
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mikroskopem konfokalnim, abych zjistila, jaké vyhody tyto jednotlivé dvé metody
ve studiu dirkovcii poskytuji. Podle takto ndahodné nasnimanych snimki jsem
definovala cile experimenti, a podle toho navrhla nasledujici metodiku.

Pro ziskani prehledu o tom, jak probihaji postmortalni procesy v télech dirkovct,
a jak interpretovat snimky z konfokalniho mikroskopu, zachycujici tento déj, jsem
zvolila metodiku snimani dirkovct od fosilnich, pres jedince 2 tydny aZ 2 mésice po
odumfteni az po zivé dirkovce. Jako kontrolu jsem snimala krystalky CaCOs. Jeden
samotny, druhy obarveny akridinovou oranzi a tfeti acid fuchsinem (Obr. 10 -
vysledky). Tim jsem vyloucila moZnost autofluorescence anorganické (kalcitové)
Casti schranky a také moZznost, Ze by se pouzita barviva na tuto ¢ast schranky
vazala. Dale jsem snimala schranky dirkovct z fosilnitho zaznamu, u kterych jsem
méla jistotu, Ze neobsahuji organickou sloZku buriky dirkovci ani organickou
lamelu pod schrankou. To mi dalo moZnost jejich srovnani s Zivymi a nedavno
odumfelymi dirkovci. Fosilni dirkovce jsem pred snimanim bud’ barvila acid
fuchsinem, nebo je snimala bez barveni pouze pti autofluorescenci jako kontrolu.

Jedna z aplikaci konfokalni mikroskopie je pii studiu postmortalnich procest

u dirkovci. Konkrétni cilem mé prace bylo je zaméfit se na ¢innost endoliti neboli
bioeroze v schrankach a buiikach dirkovct po jejich odumreni. Proto jsem snimala
dirkovce poté, co byli vystaveni riznym podminkam: 1) Zivi dirkovci z laboratorni
kultury, chovani v kultiva¢ni mistnosti s teplotou 20°C a stridanim svétla/tmy
16/8 hodin denné, kteri byli krmeni chlorelovym praskem a uchovavani v morské
vodé se salinitou 3,5%; 2) jedinci, ktefi byli v kultiva¢ni mistnosti 2 tydny po
odumfieni ponechani v ptivodnim sedimentu z lokality a mot'ské vodé; 3) jedinci,
kteri byli v kultiva¢ni mistnosti mésic a dva mésice po odumreni ponechani

v ptivodnim sedimentu z lokality a motské vodé; 4) jedinci, ktef{ byli chovani

v kultiva¢ni nadobé se zkoncentrovanou smési zivych fotosyntetizujicich
jednobunécnych organismii (pievazné ras rodu chlorela), v kultivacni mistnosti

a morské vodé a 5) fosilni dirkovci z lokality LKS 1, kte¥{ slouZili jako kontrola. P¥i
snimani jsem se zamérila na sledovani mnozstvi endolitli v schrankach dirkovci

a jejich Cinnost a vliv na postmortalni procesy na schrankach. Snimky

z konfokalniho mikroskopu jsem srovnavala se snimky ze SEM.
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Vysledky
Metodicka Cast

Protokol pro praci na fluorescencnim mikroskopu

Srovnani snimani dirkovcl pod fluorescenénim a konfokalnim
mikroskopem

V ramci snahy o nalezeni co nejlepsi metodiky snimani dirkovcli pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu jsem pracovala jak s fluorescen¢nim, tak

s konfokalnim mikroskopem. Zjistila jsem, Ze kaZda z téchto metod ma pro snimani
dirkovct své vyhody i nevyhody a nejlepsim zptisobem, jak je vyuzit, je
kombinovat obé tyto metody. To ovSem mize byt problém jak financni, tak casovy.
Proto je dobré ptizplisobit vybér metody cili experimentu. Fluorescencni
mikroskopie je vhodna pro ziskani celkového piehledu o tom, jak dirkovec vypada,
jaké jeho ¢asti vydavaji dobry fluorescencni signal a k zjisténi jeho pripadné
autofluorescence. Fluorescen¢ni mikroskopie je ovSem nevhodna pii zkoumani
vysokych schranek dirkovct, kdy je kvalita zobrazeni nepriznivé ovliviiovana
prekryvanim obrazu roviny, do niZ je mikroskop praveé zaostien (ohniskova
rovina), s rovinou pod ni. Jinymi slovy je dirkovec zaostren pouze v jedné roviné

a zbytek snimku pokryva neostry obraz (Obr. 7). Tato metoda nam také
neumoznuje rozeznat, ktera ¢ast signalu pochazi z povrchu dirkovce a ktera z jeho
vnitinich ¢asti. Jeji vyhodou je vSak niZsi cena a také mensi casova naroc¢nost.
Fluorescen¢ni mikroskopie totiZ na rozdil od konfokalni nevyZaduje foceni série
snimkd, které se posléze spojuji, ale staci pti ni vyfoceni jediného snimku, kde
hned vidime celého dirkovce.

Naproti tomu ma konfokalni mikroskopie vyssi rozliSovaci schopnost, ktera je
dana detekci svétla pouze z jednoho optického fezu dirkovcem a eliminaci
neostrého signalu kolem. To ndm umozni ziskat snimek, ktery je ostry (Obr. 7).
Diky snimani objektu po jednotlivych fezech mame také moznost vytvorit
slozenim téchto rezii 3D zobrazeni. Zptisob snimani ndm zaroven umoznuje
rozlisit, ktery svételny signal pochazi zvenci, a ktery z vnitirku dirkovce. To je
dutlezité predevsim, pokud dirkovce barvime a snazime se vysledny snimek
interpretovat (zajima nas napf., jestli jsme obarvili organickou hmotu uvnitr
schranky nebo na povrchu). Nevyhodou konfokalni mikroskopie je, Ze nemame
moZznost vidét najednou cely objekt, ale vzidy sledujeme pouze jeden opticky rez.
To muze zpocatku délat problémy s tim, jak se ve vzorku orientovat. Dalsi
nevyhodou konfokalniho mikroskopu je, Ze je jeho pouziti 5-10x draZsi neZ pouZiti
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fluorescen¢niho mikroskopu. Zna¢nou nevyhodou je také vyssi casova narocnost;

vyfoceni jedné série snimkl miiZe trvat az desitky minut.

Obr. 7: Srovnani snimku z fluorescencniho (vlevo) a konfokalniho (vpravo)
mikroskopu, oboji foceno pri autofluorescenci.

Jednofotonovy a dvoufotonovy konfokalni mikroskop

Mezi jednofotonovou a dvoufotonovou konfokalni mikroskopii pfi snimani
dirkovctli témér neni znatelny rozdil (Obr. 8). Dvoufotonova konfokalni
mikroskopie by méla proniknout hloubéji dovniti preparatu, a tak zobrazovat
struktury vice z vnitiku dirkovce, ovSem vyska preparatu dirkovce a mocnost
schranky pravdépodobné hlubsimu proniknuti zabranuji, a tak rozdil mezi témito
dvéma metodami stiraji. Vzhledem k tomu, Ze dvoufotonova konfokalni
mikroskopie je drazsi a vyzaduje specialni zatrizeni navic, je pro snimani dirkovct
jednofotonové mikroskopie je také v tom, Ze ma ve snimcich mnohem méné Sumu
a zrnéni (Obr. 8).

24



Obr. 8: Srovnani snimku dirkovce z jednofotonového (vlevo) a dvoufotonového

(vpravo) konfokalniho mikroskopu. Vzorky jsou barveny FITC.

Pfiprava preparatu pro snimani dirkovcl na fluorescenénim
a konfokalnim mikroskopu

Tvorba preparatu pro konfokalni a fluorescen¢ni mikroskop se nijak nelisi, proto
budu v nasledujicim textu nazyvat oba tyto typy mikroskopie fluorescencni (u obou
typ mikroskopie se ostatné fluorescence vyuziva).

Pro vytvoreni preparatu dirkovce na snimani pod fluorescen¢nim mikroskopem je
vhodné pouzit podloZni sklicko s jamkou uprostied. Je to proto, Ze nékteré typy
fluorescen¢nich mikroskopti jsou invertované, tzn. je potieba do nich vkladat
preparat podloznim sklickem nahoru. Ovérila jsem, Ze tézké podlozni sklicko mtiZe
poskodit schranku dirkovce. Pii pouziti podloZniho skli¢ka s jamkou je schranka

v jamce pired nadmérnym tlakem chranéna. Alternativou je vloZit mezi podloZni

a kryci sklicko parafilm, ktery rovnéz pomize poskozeni schranky eliminovat. Pti
pripravé preparatu je velmi dlilezité vyvarovat se zneciSténi vzorku organickym
materidlem, jako muize byt napft. celuléza z filtracniho papiru nebo prachové
Castice. Mnohé tyto latky maji velmi dobrou schopnost autofluorescence, coZz miize
byt problém, protoZe mohou na vysledném vzorku piisobit jako nezadouci
artefakty a uvoliiovat neZadouci signal, ktery mize narusit celkovy vysledny obraz.

Barveni a autofluorescence

Pro zvyraznéni a zviditelnéni zkoumaného objektu, a také pro odliSeni jeho
jednotlivych struktur, je dobré pouzit fluorescencni barvivo. Testovala jsem pouZiti
tii fluorescencnich barviv: akridinové oranZe (A0), acid fuchsinu a fluoresceinu
(FITC). AO je fluorescen¢ni barvivo, které se v burnikkach vaZe na DNA a RNA. J4 jsem
ovSem pri pouZiti tohoto barviva pro barveni dirkovcli nepozorovala obarveni
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nukleovych kyselin, ale jinych struktur vzorku. Je to dano tim, Ze je toto barvivo
kyselé, takZe barvi také riizné zasadité organické chemické struktury a proteiny
dirkovct. AO barvi uz v malé koncentraci, staci ji pouZzit v poméru 1:1000 s vodou
v preparatu. Pri vyS$si koncentraci AO dochazi k situaci, kdy fluoreskuje okolni
roztok preparatu kolem téla dirkovce, coz sniZuje kvalitu vysledného snimku. FITC
i acid fuchsin jsou fluorescenc¢ni barviva, ktera se vazou na proteiny dirkovci, bud’
na povrchu schranky, nebo uvnitf ni. Jako vhodnéjsi se ukazalo barvit dirkovce AO
nebo FITC, protoZe u barveni acid fuchsinem se hiife rozeznavaly jednotlivé
struktury. Pri fotografovani je dobré snimat jak signdl, emitovany barvivem, tak
autofluorescenci, a z rozdilti v téchto zplisobech snimani vyvodit rozdily

v jednotlivych strukturach, které tvori schranku. Ze srovnani snimki fosilnich

a zivych dirkovci je patrné, Ze barvivo témér nebarvi schranku dirkovce, a pokud
je schranka nabarvena a dava fluorescencni signdl, je to zplisobeno piitomnosti
organickych sloZek na povrchu nebo uvnitf ni.

Testovala jsem také schopnost autofluorescence dirkovcti. Samotny CaCO3
neautofluoreskuje (Obr. 9), ovSsem schranka dirkovcili schopnost autofluorescence
vykazovala. To jsem ovérila snimanim fosilnich dirkovcd, u kterych jsem méla
jistotu, Ze neobsahuji organickou ¢ast téla dirkovce ani organickou lamelu pod
schrankou. Snimani autofluorescence v riiznych kanalech (tedy snimani riiznych
Casti spektra emitovaného zareni) ndm umoziuje odlisit ¢asti vzorku, které se od
sebe lisi svou chemickou strukturou. NejlepSiho signalu jsem pri autofluorescenci

dosahla, pokud jsem vzorek excitovala v UV zareni a snimala v modrém spektru.

Obr. 9: Krystalky CaCO3 pod konfokalnim mikroskopem: 1 - pri autofluorescenci, 2
- po obarveni acid fuchsinem, 3 - po obarveni akridinovou oranZi (Zluty signal
kolem krystalku je svitici barvivo, je dobre vidét, Ze na krystalek nema zadny vliv).

Hloubkovy dosah snimani byl zavisly predevSim na hloubce, kam proniklo barvivo.
Srovnanim se vzorky z 3D mikro tomografu jsem ovérila, Ze hloubkovy dosah neni
zavisly na mocnosti schranky, protoZe se sila signalu neménila ani u starsich
komirek, které maji schranku 3 - 4x Sirsi nez mladsi komirky u usti (Obr. 10).
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Obr. 10: Sila fluorescenc¢niho signalu z komtrek u snimku vpravo neni nijak zavisla
na sile stény komfrky, kterou zobrazuje ez z mikrotomografu vlevo.

Pii snimani Zivych dirkovci jsem se setkala s problémem, Ze barvivo nema
schopnost difundovat ptes organickou lamelu pod schrankou do téla dirkovce.
Tento problém, ktery jsem pozorovala uZ pti snimani na fluorescen¢nim
mikroskopu, jsem poté ovérila snimanim na SEM. Po obarveni dirkovce jsem ho
nasnimala na konfokalnim mikroskopu a poté nechala vysusit, a tim jsem docilila
vykrystalizovani barviva (acid fuchsinu) v mistech, kam mohlo proniknout. Poté
jsem schranku dirkovce snimala na SEM, v celku zvenci, a poté rozbitou zevnitf,
a zjistovala, kde se krystalky barviva nachazeji. Umisténi krystalkt presné
korelovalo se svételnym signalem z konfokalniho mikroskopu a uvnitt schranky se
barvivo vyskytovalo pouze pobliZ p6ri a tsti. ZnemoZnéni proniknuti barviva
dovniti schranky pies organickou lamelu miiZzeme vyuzit, pokud chceme ovérit,
jestli je sledovany dirkovec Zivy nebo jiZ uhynuly, ovSem znemoZiiuje nam to
nasnimani vnitrku téla dirkovce (Obr. 11).
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Obr 11: Zivy dirkovec obarveny acid fuchsinem. Obrazek vlevo ukazuje fotografii

z konfokalniho mikroskopu. Na fezu z osou (vpravo a dole u obrazku) vidime, Ze se
zeleny signadl, ktery acid fuchsin emituje, naléza pouze na povrchu schranky.
Vpravo je snimek vnitiku stejného jedince porizeny na SEM, kde mizeme vidét, jak
se krystalky barviva (nékteré jsou zvyraznény ¢ervenymi krouzky) udrzely pouze
nad organickou lamelou a nepronikly dal do bunky dirkovce.

Metodika pro uchyt schranek pfi 3D mikro-
tomografickém snimani

Metoda 3D mikro tomografie vyzaduje zcela jiny zptisob tchytu objektu, nez na
jaky jsme zvyKkli pti svételné nebo fluorescencni mikroskopii, ptipadné pti snimani
pomoci SEM. Objekt musi byt uchycen mezi rentgenkou a detektorem, a to tak, aby
byl co nejméné v kontaktu s podkladem nebo s jakoukoli strukturou, ktera ho

k podkladu prichycuje. Zarovern je dileZité, aby byl objekt odkryty ze vSech stran,
protoZe kvili vzniku 3D modelu je nutné, aby byl vzorek sniman ze vSech uhl. Je
ovSem zrejmé, Ze vzorek musi byt alespoii néjak prichycen. Proto je k uchyceni
dllezité pouzit materidl, ktery v co nejvétsi mife propousti rentgenové zareni,

a tim minimalizuje ztratu signalu, ke které pti prostupu svazku zareni materialem
dochazi.

ProtoZe neexistuje prace, ktera by se metodikou uchytu dirkovci pii 3D mikro-
tomografii zabyvala, vyvinula jsem spole¢né s Ing. Janem Dudakem z UEF CVUT
v Praze nasledujici zptsob uchyceni vzorkt (Obr. 12):

Pro samotny uchyt dirkovce pouZijeme tenkou sklenénou kapilaru, vytaZzenou nad
kahanem do uzké Spicky. Z jedné strany musime kapilaru prichytit do
uchycovaciho Sroubu v 3D mikro-tomografu. Tento Sroub ma otvor s primérem
0,5 cm, a tak je potieba uchytit kapilaru tak, aby v tomto otvoru drZela. Toho
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docilime navlecenim kapilary do laboratorni Spicky od mikropipety nebo do konce
od kapatka. Kapilara obalena Sirsi materidlem, vhodnym na uchyceni, je
pripravena pro nalepeni dirkovce. Suchého dirkovce zbavime vSech necistot

a poloZime na tmavy podklad pod binokularni lupu. Se schrankou manipulujeme
pomoci mékké entomologické pinzety, aby nedoslo k jejimu poskozeni. Spicku
kapilary namoc¢ime do malé kapky bezbarvého laku na nehty a nechame chvili na
vzduchu, dokud lak neza¢ne tuhnout. Poté velmi jemnym tlakem zasadime
dirkovce do kapicky, a to jeho nejuzsi ¢asti, aby s kapilarou a lakem sousedil co
nejmensi ¢asti svého povrchu. Poté nechame lak zaschnout a vzorek je pripraven
pro snimani v 3D mikro-tomografu. Pokud potiebujeme vzorek oddélit a dale

s nim pracovat (napft. pokud ho chceme snimat i pomoci jiné metody), miiZeme
pouzit odlakovac na nehty. Ovérila jsem, Ze odlakovac na nehty nema na télo
dirkovce negativni vliv (dirkovci nejevili znamky degradace ani po 24 hodinovém
pobytu v odlakovaci). Presto je lepsi dirkovce bezprostiedné po rozpusténi laku

oplachnout v kapce vody na podloZnim skle.

Obr. 12: Uchyceni dirkovce v 3D mikro tomografu. 1: dirkovec nalepeny lakem na
sklenéné kapilare, 2: Spicka k mikropipeté, ktera drzi kapilaru v uchycovacim
Sroubu, 3: uchycovaci Sroub, 4: zdroj rentgenového zareni (Foto: Ing. Jan Dudak,
upraveno).
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Experimentalni cast
Snimky a jejich interpretace

Bioeroze

Navrhla jsem experiment, kterym jsem sledovala postupnou degradaci organické
hmoty v télech dirkovci. Pro ovéreni schopnosti fluorescence anorganické ¢asti
schranky jsem zacala se snimani krystalka kalcitu (CaCO3), latky, ze které je
tvorena schranka dirkovcii. Poté jsem pokracovala pres fosilni a riizné dlouho
odumfelé dirkovce az k Zivym jedincim. Nasleduji snimky téchto jednotlivych
stadif, porizené na konfokalnim mikroskopu a SEM. Diky témto snimkiim miiZeme

sledovat postupnou degradaci téla dirkovct a postmortalni procesy, které na jejich
télech probihaji (Obr. 13, 14).

Obr. 13: Postmortalni procesy na schrankach a v télech dirkovct, focené na
konfokalnim mikroskopu. Prvni snimek znazornuje krystal CaCOs3, ktery slouZi jako
kontrola. Na dal$im je fosilni dirkovec, u kterého je jen velmi slaby fluorescencni
signal, coz ukazuje na nepritomnost organickych latek v jeho schrance (barveno
acid fuchsinem). Treti snimek predstavuje 2 mésice uhynulého dirkovce,
ponechaného Cinnosti endolitli (¢cervena barva), ktefi témér rozlozili jeho schranku
(bila ¢ast snimku) - barveno acid fuchsinem. DalSi snimek predstavuje 1 mésic
uhynulého dirkovce. Dochazi u néj k degradaci organickych ¢asti a rozristani
endolitli (¢ervené shluky na povrchu schranky) - barveno AO. Predposledni
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snimek je ukazka 2 tydny uhynulého dirkovce, ktery zatim nevykazuje priliSné
znamky degradace. Cervend vlakna a shluky jsou pravdépodobné endoliti, kteii
zacinaji dirkovce rozkladat. Snimek je focen pri autofluorescenci. Posledni snimek
ukazuje Zivého dirkovce. Cerveny signal v komtirkach emituje chlorofyl
mutualistickych ras a zeleny signal emituje organicka lamela dirkovce, obarvena
acid fuchsinem. Bilé shluky kolem jsou rasy, kterymi se dirkovec Zivi. Je mozné, Ze
se po smrti dirkovce tyto rasy za¢nou chovat jako endoliti.

700N 12.0kV 10.4mm x1 50k BSE3D 25Pa

Obr. 14: Postupné zmény na schrance dirkovce, zplisobené ¢innosti endoliti.
NejvyznamnéjSimi zménami jsou provrtavani chodbicek a tvorba dér, pripadné
zvétSovani a narusovani plivodnich pért dirkovce. Prvni obrazek ukazuje
fosilniho dirkovce s vyrazné zvétSenymi pory. Posledni obrazek znazornuje
neporusSeny povrch schranky s poéry Zivého dirkovce. Zbylé obrazky ukazuji
postupna stadia naruSovani schranky. Snimano na SEM.

Interpretace struktur, které odliSuje konfokalni
mikroskopie

Nasledujici kapitola obsahuje interpretaci snimkt dirkovct, potrizenym metodami
popsanymi v piedchozich kapitolach. Zaméruji se predevsim na snimky

z konfokalniho mikroskopu, které chci srovnavat, a ptipadné ovérovat, pomoci
snimki porizenych jinymi zobrazovacimi metodami. Ke vSem interpretacim

a popisiim davam snimky dirkovci jako piiklad a ndzornou ukazku. Vice snimkd,
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pro jejichZ interpretaci miiZeme pouZit stejna pravidla jako pro interpretaci
vzorovych snimkd, se nachazi v prilohach (Tab. 3).

Na snimcich z konfokalniho mikroskopu miZeme ve vétSiné pripadi sledovat
zakladni signdl, ktery emituje schranka dirkovce. Tento signal je vysilan
organickou hmotou, ktera je soucasti schranky, a také organickou lamelou, ktera se
nachazi pod schrankou. U fosilnich dirkovct je signdl, ktery schranka emituje,

velmi slaby, protoZe u nich tplné chybi organicka hmota (Obr. 15).

Obr. 15: Srovnani intenzity zakladniho signalu, ktery emituje recentni (vlevo)

a fosilni (uprostred) dirkovec (barveno acid fuchsinem). Snimek ze SEM vpravo
zobrazuje organickou lamelu pod schrankou, ktera ma nejvétsi podil na emisi
zakladniho signalu.

Body a struktury, které se svym signalem odliSuji od zakladniho signalu, mizZeme
rozdélit do nékolika kategorii, podle jejich tvaru a ptivodu.

Ve vzorcich, které byly fixovany lihem (vzorky s oznacenim M - Malajsie), miizeme
sledovat nepravidelné svitici ,,chuchvalce®, skvrny a shluky hmoty (Obr. 16).Je to
ptivodni organicka hmota, tvorici télo dirkovce, ktera se kviili osmotickym jeviim
po pridani lihu ke vzorku roztrhala, a ve shlucich prilepila na vnitini sténu
schranky.
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Obr. 16: Shluky protoplasmy a proteinti, vysrazené ke schrance po fixaci vzorkl
s dirkovci lihem. Snimek vlevo barven FITC, vpravo AO.

V dalsi ¢asti této kapitoly se budu zabyvat pouze strukturami, snimanymi na
zZivych, pripadné nedavno uhynulych dirkovcich, které jsem uchovavala

v prirozenych podminkach (morska voda, teplota 20°C, stridani dne/noci). To
znamena, Ze struktury, které na nich pozorujeme, nejsou ovlivnény zadnymi
neprirozenymi podminkami, pripadné zasahem zvenci, a odpovidaji stavu v télech
volné Zijicich dirkovct.

Vyraznéji sviticimi strukturami, které miiZzeme na nasnimanych dirkovcich
pozorovat, jsou svitici body (Obr. 17-20). V nékterych pripadech jde o pory

ve schrankach dirkovc(, ovSem sviti vétSinou pouze péry zvétSené Cinnosti
endolitd, které jsou dostatecné velké na to, aby se v nich uchytila organickd hmota
(Obr. 17, 18). Ta mlze pochazet bud’ z vnéjsiho okoli schranky (v tom pripadé se
jedna o znecisténi) nebo mize z vnitiku schranky prosvitat organicka lamela. Je
také mozné, Ze signal emituji samotni endolité, ktef'{ se v pérech nachazeji.
Srovnanim snimki z konfokalniho mikroskopu a SEM jsem zjistila, Ze schranka
dirkovcl obsahuje mnohem véts$i mnozstvi mensich pori, nez je mnoZzstvi sviticich
bodl na snimcich. Znamena to, Ze pory, které nejsou navrtané a zvétSené cinnosti
endolitli, pravdépodobné nejsme schopni pod konfokalnim mikroskopem rozeznat
(Obr. 18).
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Obr. 17: Body, které sviti na prvnim obrazku z konfokalniho mikroskopu, miizeme
diky obrazkiim ze SEM a digitalniho mikroskopu (druhy a treti obrazek)
interpretovat jako pory, zvétSené ¢innosti endolitd.

Obr. 18: Pvodni a ¢innosti endolitl zvétSené pory dirkovce. Na fotografii

z konfokalniho mikroskopu vlevo zretelné vidime pory, které byly zvétSeny
¢innosti endolitti (nékteré z nich jsou zvyraznény v krouzcich), ovSem pivodni,
nezvétSené pory, které jsou na obrazku ze SEM vpravo, vidime bud’ velmi slabé,
nebo vibec.

Na snimcich z konfokalniho mikroskopu se také nachazely svitici shluky, které
nebyly natolik pravidelné, aby se dali povazovat za p6r nebo dirku po ¢innosti
endolitl. Srovnanim se snimky ze SEM a digitalniho mikroskopu jsem dosla

k zavéru, Ze je tyto svitici body potreba rozdélit do dvou kategorii.

Prvni kategorii jsou svétlo emitujici body, které tvori struktury na povrchu
schranky dirkovce (Obr. 19). Jejich lokalizaci na povrchu schranky jsem ovérila
nejen pomoci snimani na SEM a pod digitalnim mikroskopem, ale také diky
zobrazeni fezem schrankou dirkovce osou z, vytvorenym ze série konfokalnich
snimkd. Jde vétSinou o organické znecisténi (fasy, organické zbytky, drobné
castecky v prepazkach,...), které se na dirkovce v priibéhu jeho pobytu v mofti
dostalo.
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Obr. 19: Organické zneciSténi na povrchu schranky dirkovce - srovnani pod
konfokalnim mikroskopem a SEM.

Druhou skupinou sviticich bodi jsou struktury, které emituji svétlo zevnitr
schranky. Po nasnimani na SEM jsem zjistila, Ze se pravdépodobné jedna
o rozsivky, které Ziji uvnitt schranky dirkovce (Obr. 20).
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Obr. 20: Snimek dirkovce s mutualistickymi rozsivkami. Nahoie jsou snimky
tohoto dirkovce z konfokalniho, elektronového a digitalniho mikroskopu. Na
snimku vlevo dole (fez osou z snimkem z konfokalniho mikroskopu) vidime, Ze je
Cerveny signdal emitovan zevniti schranky. To znamen3, Ze se struktura, ktera jej
emituje, musi nachazet uvniti* schranky dirkovce. Cerveny signal uvoliiuji
struktury obsahujici chlorofyl. Po rozbiti dirkovce a snimani pod SEM se ukazalo,
Ze jde o mutualistické rozsivky (obrazek vpravo dole). Barveno AO.

Dalsi skupinou struktur, viditelnych pod konfokalnim mikroskopem, jsou vlakna
(Obr. 21). Za pouziti SEM a jiZ zminovaného zobrazenti téla dirkovce v z ose jsem
ovérila, Ze tyto struktury pochazeji jak z povrchu schranky, kde jde o organické
zneciSténi, tak z jejiho vnitrku.
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Obr. 21: Nahote snimek vladkna, které se nachazi zvenci schranky dirkovce (jak je
vidét na fotce ze SEM vpravo), jedna se tedy o znecisténi. Snimky dole ukazuji
vlaknité struktury (vyznacené v krouZcich), které se nachazi uvnitt schranky
dirkovce (jak je vidét na fezu z osou vpravo). Snimky jsou foceny pii
autofluorescenci, cozZ znamena, Ze struktury svitici cervené obsahuji chlorofyl. Jde
tedy pravdépodobné o endolitické sinice.

Strukturou, ktera se svym vzhledem lisi od predchozich, jsou vétsi svitici plochy,
které se odlisuji od zakladniho signalu, ktery vydava organicka lamela (Obr. 22).
Tyto plochy jsou ovS§em zobrazenim riznorodych struktur, a tak je potireba
pristupovat k jejich interpretaci jednotlivé. Opét se mize jednat o struktury

z vnéjsku i z vnitiku schranky a mizeme je interpretovat za pouziti SEM,
digitalniho mikroskopu nebo zobrazenim osy z z konfokalniho snimku.
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Obr. 22: Priklady nepravidelnych ploch a skvrn, které emituji fluorescencni signal.
Snimano konfokalnim mikroskopem, barveno AO.

Posledni odli$nou strukturou, kterou jsem pii snimani dirkovct pod konfokalnim
mikroskopem pozorovala, byla pouzdra naplnéna chloroplasty v jedinci K2 z Kuby
(Obr. 23).

Obr. 23: Zapouzdrené chloroplasty uvnitr jedince K2 z Kuby. Na obrazku vlevo jsou

vyznacené v krouZcich, obrazek vpravo je detail. Snimano pfi autofluorescenci.

Symbionti a endoliti uvnitr schranky, bioeroze
schranky a jeji intenzita

V schrance dirkovci jsem nalezla a pozorovala vétsi mnozstvi fotosyntetizujicich
organismu. Tyto organismy maji v bunce pravdépodobné riiznou funkci. Rozsivky
jsem sledovala pomoci SEM. Nachazely se uvniti schranky pod organickou lamelou
(Obr. 24). Rozsivky slouzi dirkovciim pravdépodobné jako zooxantely, tedy jako
mutualistické fotosyntetizujici organismy.
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Obr. 24: Rozsivky v bunikach dirkovci snimané pomoci SEM.

Bioeroze (tedy postupny rozklad schranky dirkovct vlivem ¢innosti
mikroorganismi - tzv. endolitli) se d4 na schrankach dirkovct nejlépe pozorovat
pomoci SEM. Tento jev je velmi vyznamny v paleontologii, a pro jeho lepsi
pochopeni a prozkoumani jsem jej zkoumala na Zivych nebo neddvno uhynulych
dirkovcich. Cinnost endoliti lze pozorovat v nékolika fazich a u nékolika typi
vzorkl (Obr. 25): 1) u vzorkd, fixovanych v lihu, je zastavena jakakoli biologicka
¢innost ve chvili odbéru a fixace, a proto na nich miiZeme pozorovat stav schranky,
ktery je shodny se stavem schranky Zivych dirkovcii. To jsem sledovala u dirkovci
z Malajsie, které jsem bezprostredné po odbéru fixovala lihem. 2) Dirkovci

s rizovym protoplastem, ktefi byli po odbéru ponechani v ptivodnim substratu

a moftské vodeé. Riizova barva dirkovct ukazuje na malé mnoZstvi zelenych
(fotosyntetizujicich) organismu uvniti a na povrchu schranky. Protoze se tyto
organismy po smrti dirkovce mohou stat endolity, jejich malé mnoZzstvi zpiisobuje,
ze schranka nenfi tolik bioerodovana. Tato situace se vyskytovala u jedincti z Kuby.
3) Dirkovci se zelenym protoplastem, ktefi byli po odbéru ponechani v ptivodnim
substratu a motské vodé. Zelena barva dirkovci svéd¢i o velkém mnozstvi
fotosyntetizujicich ras uvniti schranky dirkovce. Po odumieni dirkovce tyto
organismy vyrazné narusuji jeho schranku. S touto situaci jsem se setkala

u dirkovct z Thajska. 4) Dirkovci ze Severniho mofte, chovani v laboratori
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v prostiredi s nadbytkem zelenych ras. U téchto jedinci probéhla bioeroze
extrémné rychle. Schranka byla zcela rozloZena a nebylo ji ani moZné snimat na

SEM. Snimek takto rozloZeného jedince pod konfokalnim mikroskopem viz Obr. 13.

Obr. 25: Bioeroze v zavislosti na typu vzorku. Prvni snimek je z jedince, fixovaného
lihem. Schranka nejevi znamky naruseni. Znamena to, Ze k bioerozi dochazi aZ po
odumfreni jedince a za Zivota je schranka neposkozena. Druhy snimek ukazuje
dirkovce s malym mnozstvim fotosyntetizujicich organismi uvniti schranky. Péry
jsou Cinnosti endolitl zvétSené, ale jinak nejevi vétsi znamky poskozeni. Treti
obrazek je schranka jedince, ktery za Zivota obsahoval velké mnoZstvi
fotosyntetizujicich organismu. Jeho schranka jevi vyrazné stopy bioeroze (vrtby,
chodbicky, zvétSené pory).

40



Diskuze

Navrhy na zlepseni metodiky

ProtoZe je tato prace prvni, kterd pracovala s nékterymi z popisovanych
zobrazovacich metod pfi studiu dirkovct, prisla jsem v priibéhu prace na nékteré
Casti, v kterych by se dala metodika zlepsit (pifipadné otestovat, jestli by mély
navrhované Upravy na pribéh experimenti pozitivni vliv).

Prvnim takovymto ptipadnym zlepSenim je fixace vzorkl po odbéru. Zjistila jsem,
ze po zafixovani vzorku lihem dojde k vysrazeni proteint schranky dirkovce ke
sténé a k jejich deformaci. To miiZe v pripadé snimani pod konfokalnim
mikroskopem ovlivnit kvalitu i informativni hodnotu celého snimku. Proto je pro
studium organické hmoty dirkovce lepsi vzorky nijak nefixovat, a pouze je
ponechat v morské vodé. Vzorky v ni zlistanou pouzitelné i po nékolikatydennim
skladovani. Nevyhodou takovéhoto zptisobu uchovavani preparatu je ¢innost
mikroorganismt, ktera bude bez fixace lihem neustale plisobit, a mtze dojit

k naruSeni schranky dirkovce. Pokud se tedy chceme zaméftit na studium schranky,
je vhodné nechat cely vzorek vysusit. Zastavime tim biologické procesy, které by

v ném jinak probihaly, a zaroven tim zabranime nadmérnému posSkozeni organické
casti dirkovce lihem. Fixace lihem miiZe byt vyhodou v piipadé, Ze chceme sledovat
postmortalni procesy na schrance dirkovce. Lih schranku nijak nenarusuje

a zastavi ¢innost mikroorganismi, které by ji mohli poskodit. Diky fixaci lihem tak
schranku zakonzervujeme ve stejné podobé, v jaké se vyskytuje za Zivota dirkovce.

Pokud chceme péstovat dirkovce v laboratofi a jedna se o jedince, odebrané
v mistech s vyraznym vinénim, je dobré pro maximalni snahu o dodrZeni
prirozenych podminek umistit chovnou nadobu na trepacku.

Pri barveni pred konfokalnim mikroskopem je dileZité vymyslet metodiku pro
obarveni vnitiku Zivych dirkovci. Jednou z moznosti, ktera by mohla zlepsit
kvalitu obarventi jedince, by bylo nechat barvivo plisobit na vzorek po delsi dobu.
Problém je, Ze by Zivi dirkovci po delSim pobytu v barvivu mohli uhynout.

Srovnani zobrazovacich metod

V predchozich kapitolach jsme mohli sledovat, jak se daji metody konfokalni
mikroskopie, fluorescen¢ni mikroskopie, rastrovaci elektronova mikroskopie
(SEM), digitalni mikroskopie a 3D mikro tomografie pouzit pro snimani dirkovci.
Podle navrzené metodiky a vytvorenych snimk mtzeme porovnat, které z metod
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Tab. 2: Moznosti jednotlivych zobrazovacich metod pfi studiu dirkovci.
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postmortalnich zmén u dirkovct nejperspektivnéjsi kombinace konfokalniho
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mikroskopu a SEM, pripadné zkombinované s 3D mikro-tomografickou analyzou.
Konfokalni mikroskop ndm umozni odlisit struktury, které se od sebe néjak lisi
svou strukturou, a také struktury, které obarvime barvivem. Také si miizeme diky
této metodé udélat prehled o tom, jaké struktury se nachazeji pod schrankou

a které zvenci. SEM ndm potom umozni dosahnout vétsiho zvétSeni a bliZe se ujistit
o tvaru celé schranky i jejich jednotlivych detailli. Pfestoze SEM zobrazuje pouze
povrchy schranky, miizeme po rozbiti schranky dirkovce snimat i struktury z jeho
vnitiku. To je divod, proc¢ je dobré pti snimani dirkovce pomoci vétSitho mnoZstvi
zobrazovacich metod nechat SEM az na konec. Diky zptisobu foceni snimku

na konfokalnim mikroskopu (foceni a spojeni snimkii z jednotlivych optickych
hladin dohromady) je mozné vytvorit 3D model snimaného dirkovce. Tento model
je ovSem na rozdil od 3D mikro-tomografie omezen pouze na jednu stranu
dirkovce, ze které probiha snimani. Ze schopnosti vytvorit 3D model dirkovce
vyplyva také moznost zobrazeni rezu dirkovce v ose z.

3D mikro-tomografie je metoda, diky které mliZeme snimat predevsim schranku
dirkovce. Je ovsem také mozné oddélit barevné jednotlivé ¢asti snimaného
dirkovce, a to podle miry pohlceni rentgenového zareni jednotlivymi strukturami
téla dirkovce, liSicimi se svou hustotou a chemickou stavbou. Potencionalné by se
tak dal vytvorit snimek, kde by byly jinou barvou zndzornény proteiny, jinou
anorganicka ¢ast schranky apod. Tomuto zptlisobu Gpravy snimki z 3D mikro-
tomografu se budu nadale vénovat. Upravou snimkd z 3D mikro-tomografu je také
moZné ziskat obraz povrchovych struktur schranky podobny tomu ze SEM (ovSem
s menSim rozliSenim). NejvétSim prinosem 3D mikro-tomografie je moZnost
zobrazeni 3D modelu dirkovce, ktery miiZeme sledovat z jakéhokoli dhlu a kterym
také mizeme délat libovolné fezy v osach x, y a z. Velkou vyhodou je také to, Ze se
jedna o nedestruktivni metodu. Nevyhodou 3D mikro-tomografu je jeho vysoka
Casova narocnost a také vysoka cena.

Digitalni mikroskpie je diky své jednoduchosti a nizké ¢asové naroc¢nosti vhodna
Diky této metodé miizeme ziskat pomérné piresny prehled o tom, jak dirkovec
vypada, v jeho prirozenych barvach a bez nutnosti tvorby preparatu.

Symbionti a endoliti uvnitr schranky

V dirkovci K2 z Kuby jsem pod konfokalnim mikroskopem sledovala a nafotila
shluky chloroplastli obalené ve schrance (Obr. 23, vysledky). Mohlo by se jednat

o zbytky chloroplastii z potravy (fas) tohoto dirkovce, které jesté nebyly straveny,
anyni je, a jejich schopnost fotosyntézy, dirkovec vyuziva jako doplnkovy zdroj
energie (tzv. chloroplastové hospodarstvi - chloroplast husbandry). Jinym
vysvétlenim je, Ze jde o zooxantelu, podle sily schranky a vystupki na jejim
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povrchu pravdépodobné obrnénku. Tomuto vysvétleni ovSem odporuje fakt, Ze
u tohoto dirkovce nebyla zatim pritomnost mutualistickych obrnének prokazana.
DalSi moznosti je, Ze jde o endolitickou rasu.

Endoliti jsou organismy, které po smrti dirkovce postupné rozkladaji jeho
organickeé slozky. Tim mohou vyrazné narusit nebo dokonce i Gplné rozloZit jeho
schranku. ProtoZe schranka je ¢ast dirkovce. Ktera se da sledovat v paleontologii,
Casto se ve fosilnim zaznamu dirkovcii se stopami po ¢innosti endolitli setkdme
(Obr. 14, 17, 25, vysledky). V pokuse, kde jsem ponechala odumfelé dirkovce

v kultivacni mistnosti a moiské vodé, jsem mohla ¢innost endolitli na schrankach
dirkovctl pozorovat. Endolity jsem sledovala pod konfokalnim mikroskopem, ktery
ma vyhodu v tom, Ze barevné odlisi chloroplasty od jinych struktur (diky
pritomnosti autofluoreskujiciho chlorofylu uvnitt). V jednom piipadé (dirkovec
N2) doslo az k dplnému rozloZeni schranky dirkovce a jeji celkové zarosteni
kolonii endolitickych organismi (predevsim ras) (Obr. 13, vysledky).V jinych
piipadech jsem sledovala pocatecni faze riistu endolitti, pripadné struktury,

u kterych si nemiizeme byt jisti, jestli se o endoliti jedna (Obr. 23, vysledky). Studiu
endolitd, jejich ¢innosti v télech dirkovcli a podminkam, ze kterych k této ¢innosti
dochazi, se budu i nadale vénovat.

Navrh aplikaci zobrazovacich metod

Zobrazovaci metody, které jsem v praci pouzivala, maji jako pomocnici pti studiu
dirkovcli nesmirny potencial. V soucasné dobé se u nékterych z nich s aplikaci do
vyzkumu zacina a nezbyva nez doufat, Ze se postupné vSechny z testovanych
metod stanou patri¢né pouzivanymi pro studium. Nasledujici kapitola zahrnuje
nékolik doporucenti, jak by se mélo pokracovat s vyzkumem metodiky snimani,
pripadné jak tuto metodiku prakticky vyuzivat.

Rozhodujicim limitujicim faktorem konfokalni mikroskopie bylo proniknuti
barviva dovniti do Zivého dirkovce. Tento problém by bylo vhodné co nejdrive
vytesit, jednou z potencionalnich moznosti by byl pokus o dopraveni barviva
dovniti do buriky za pomoci mikrovin.

Jinou moZnosti, jak dosahnout dokonalejsiho nabarveni dirkovce, je barvit ho delsi
dobu. V tomto pripadé je potfeba otestovat, jestli Zivy dirkovec vystaveni barvivu
preZije, a pripadné jaké bude mit barveni dopad na jeho rist a vyvoj.

Endoliti mohou byt jak Zivocichové, tak houby. Pro dokonalé pochopeni jejich
plisobeni na télo dirkovce je potieba jejich taxonomickou prislusnost znat.

K rozliseni houbovych endoliti od endolitd, ktefi jsou fasového ptivodu, by se dal
potencionalné vyuzit konfokalni mikroskop a schopnost chitinu a celulézy (sloZzek
bunécnych stén hub a rostlin) emitovat rozdilnou cast svételného spektra.
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Vyzkumem, kterému se chci nadale vénovat, je studium endolitd a srovnani jejich
Cinnosti (bioeroze) na fosilnim a Zivém materialu. Stopy, které endoliti na
schrankach zanechavaji, jsou pravdépodobné zavislé na podminkach okolniho
prostredi. Studiem téchto podminek na Zivych jedincich v souasnosti, by se daly
rekonstruovat podminky, za kterych endoliti plisobili (a tedy podminky, v kterych
dirkovci Zili) v minulosti.
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Zaver

V této praci jsem se zabyvala moZnostmi modernich zobrazovacich metod
(konfokalni, dvoufotonovou, fluorescencni, rastrovaci elektronovou a digitalni
mikroskopif a 3D mikro tomografii) ve studiu dirkovc, pricemZ jsem se zamérila
na postmortalni zmény dirkovci. SnaZzila jsem se pouZzité zobrazovaci metody

zkombinovat tak, abych je vzajemné mezi sebou mohla ovéiovat a zaroven abych
vyuzila odliSné moZnosti a informace, které mi kazda z nich poskytuje.

Jako nejperspektivnéjsi metodu pro studium dirkovcti jsem vyhodnotila konfokaln{
mikroskopii, kterou jsem srovnavala a doplniovala metodou SEM. Ostatni metody
slouzily jako kontrola, pripadné poskytovaly nékteré dil¢i informace.

Konfokalni mikroskopie umoznuje odlisit rtizné struktury dirkovci podle
chemického sloZeni, schopnosti fluoreskovat, pripadné podle jejich specifického
nabarveni fluorescen¢nim barvivem. Struktury, které se mi takto povedlo rozlisit,
jsou predevsim: organicka lamela pod schrankou, fotosyntetizujici organismy

a Castice (rozsivky, sinice, chloroplasty) uvnitt i vné schranky a v pérech, organicka
slozka ve schrance, shluky proteinti a organické znecisténi z vnéjsku schranky.
Lokalizaci struktury (jestli se nachazi uvniti nebo vné schranky) jsem urcovala
pomoci snimkt ze SEM a fezii osou z snimkem z konfokalniho mikroskopu.

SEM je pro ovéreni a interpretaci snimki z konfokalniho mikroskopu
nejperspektivnéjsSi metoda. Zobrazuje presny tvar struktur, které se nachazeji na
povrchu schranky a v pérech, po snimani rozbitého vzorku i struktury zevnitt
(napf. rozsivky nebo organickou lamelu). SEM ma také velky potencial ve studiu
bioeroze a ¢innosti endolitd ve schrance.

3D mikro-tomografie jde nejlépe vyuZit pro ovéreni, Ze sila fluorescen¢niho signalu
nezavisi na tloust'ce stény. Tato metoda ma také velky potencial v moZnosti odlisit
po softwarové upravé snimkl organickou slozku dirkovce od anorganické. Na
moznosti tohoto vyuziti 3D mikro-tomografie budu i nadale pracovat.

Fluorescen¢ni mikroskopie a digitalni mikroskopie jsou metody, které nam mohou
pomoci se lépe zorientovat ve snimcich z konfokalniho mikroskopu. Diky
fluorescen¢ni mikroskopii miiZeme navic v pomérné kratkém cCase zjistit, ktera cast
vzorku ma schopnost emitovat fluorescenc¢ni signal. Digitalni mikroskopie nam
zase umozni vidét dirkovce v pomérné velkém zvétSeni v prirozenych barvach,
takZze mizeme sledovat, v kterych ¢astech schranky se nachazi zelené
fotosyntetizujici organismy, a ktera cast dirkovce tak bude nejvic ovlivnéna

bioerozi.
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Pracovala jsem s dirkovci, pochazejicimi z tropického prostredi, které jsem
srovnavala s Zivymi a fosilnimi dirkovci. Vzorky se liSily nejen svym starim, ale

i zplisobem uchovavani, coz mi umoznilo srovnavat a urcit, jaky typ vzorkil se bude
nejlépe hodit na konkrétni experiment.

Zivi dirkovci, které jsem péstovala v laborato¥i, pochazeji ze Severniho mote. Daji
se pomérné snadno kultivovat, coz je pro jejich studium velka vyhoda. Potykala
jsem se vSak pfi jejich snimani pod konfokalnim mikroskopem s problémem
proniknuti barviva pres organickou lamelu a membranu dovnitf do bunky. Je tedy
poti‘eba najit metodiku barveni, ktera by umoznila nabarveni vnitinich ¢asti téla
dirkovce, a zaroven by ho nezabila. Na vyvinuti této metodiky budu dale pracovat.
V laboratornich podminkach jsem sledovala bioerozi pti nadbytku
fotosyntetizujicich organismi v prostiedi. Cinnost téchto organismt po smrti
dirkovce byla az prekvapivé rychla a bioeroze byla tak silng, Ze doslo uz mésic po
uhynuti k iplnému rozloZeni schranky dirkovce.

Fosilni dirkovci a krystalky kalcitu (CaCO3) slouZili pti vyzkumu na konfokalnim
mikroskopu jako kontrola, jestli fluorescenc¢ni signal emituje anorganicka c¢ast
schranky. ProtoZe byl signdl u fosilnich dirkovcl podstatné omezen, a u krystalki
kalcitu se neemitoval viibec, mohu vyloucit emisi fluorescen¢niho signalu
anorganickymi ¢astmi dirkovce. Tento experiment se tak d4 povazovat za
ukonceny.

Tropicti dirkovci, kteri byli bezprostredné po odbéru fixovani lihem, méli
roztrhanou bunku a jeji organicka hmota byla nalepena zevnitf na schranku. Proto
se tento zptisob uchovavani vzorki neda pouzit, pokud chceme zkoumat
organickou ¢ast dirkovce. Lihem fixovani dirkovci v§ak maji vyhodu, Ze maji
schranky bez jakékoli znamky po ¢innosti endolitd, protoze fixaci vzorku
zastavime veskeré bioerozni déje, které v ném probihaji. Tim ziskame dirkovce se
stavem schranky, ktery odpovida stavu zivého dirkovce. Proto je pti odbéru
dirkovcii z moie vhodné odebrat dva vzorky. Jeden ponechat v moiské vodé

a sledovat v ném procesy bioeroze a druhy fixovat lihem, a tak uchovat schranky ve
stavu, v jakém se vyskytovali za Zivota dirkovce.

U tropickych dirkovcii, ponechanych v morské vodé, se nepovedlo pti sebevétsi
snaze o udrZeni vhodnych podminek zajistit jejich ptevoz do CR tak, aby ho preZili.
Dirkovci zahynou bud’ kviili anoxii, nebo kviili poklesu teploty ve vzorku. Privezeni
dirkovci vS§ak maji barevny protoplast, coZ je znamka toho, Ze k uhynuti doslo
nedavno. Dobu od jejich uhynuti tak pocitam jako dobu od odbéru. Procesy
bioeroze pobihaji intenzivnéji u téch dirkovci, ktefi maji protoplast zbarveny
zelené nez u téch, ktefi jsou Cerveni. Je to dano vétSim mnoZstvim
fotosyntetizujicich organismi uvniti schranky zelené zbarvenych dirkovct; tyto
organismy se po odumfteni dirkovce mohou chovat jako endolité.
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Studium bioeroze recentnich tropickych dirkovcii, zamérené na pochopeni

a interpretovani fosilniho zaznamu, se jevi jako nejsmysluplné;jsi

a nejperspektivnéjsi smér vyzkumu pomoci kombinace metod konfokalni

a elektronové mikroskopie. V dal$im vyzkumu se ma smysl zamérit na pozorovani
bioeroznich procesti v ¢ase (s nutnosti dotesit metodiku specifického nabarveni
hub) a na preZivani a vyvoj fotosyntetizujicich organismi uvniti schranky dirkovce
po jeho odumient.

Vysledky této prace budou prezentovany k diskusi na TMS (The Micropaleontology
Society) meetingu v Cervnu 2013 v Praze.
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P¥ilohy

Tab. 3: prehled snimkt dirkovci ze vSech typli zobrazovacich zarizeni, na kterych
jsem v pribéhu prace snimala. SnimKky jsou Fazeny podle lokalit, kde byli dirkovci
odebrani, a podle stavu organické slozky dirkovcii ve vzorku (od snimki
krystalického CaCOs pres fosilni, malajské fixované lihem, kubanské a thajské chvili
po odumfreni aZ po jedince z laboratorni kultury). Vzorky K3 a K4 jsou snimany
pod fluorescen¢nim mikroskopem, ostatni vzorky v prvnim sloupci pochazeji

z konfokalniho mikroskopu.
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