Laboratorijas darbs Nr. 14

Eksperiments ar mikrokosmu. 1.

Mērķis

Iemācīties veikt ekofizioloģisku eksperimentu zooloģijā.

Teorētiskais pamatojums

Lekcijas konspekts, Mader 2007, 77.-78., 276.-282., 316-317. lpp.

Mikrokosmi ir dabiskas ekosistēmas vienkāršots modelis ar samazinātu ekosistēmas sastāvdaļu skaitu. \tos izmanto noteiktu sugu ekoloģijas vai attīstības pētījumiem, kā arī vides procesu, piemēram, organisko vielu noārdīšanās, vielu aprites mehānismu pētījumiem. Vienkāršs mikrokosms sastāv no dažiem elementiem. Tas var būt gan ūdens, gan sauszemes ekosistēmas vienkāršots modelis. Piemēram, trauks ar ūdeni, celulozi, celulozi noārdošām baktērijām, vienšūņiem, kas barojas ar baktērijām, plēsīgo dzīvnieku, kas barojas ar vienšūņiem, pastāvīgu temperatūru un apgaismojumu. Sarežģīti mikrokosmi var saturēt vairākus simtus elementu, ieskaitot ūdens ķīmiskā sastāva noteikšanu, gāzu analīzi, augu fotosintēzes aktivitātes noteikšanu, organismu biomasas mērījumus utt. 

Laboratorijas eksperimentā izmantojam vienkāršu mikrokosmu: ūdens, gurķis, ko noārda baktērijas, tupelītes (1. attēls), kas barojas ar baktērijām un kladoceras (2. attēls), kas barojas ar vienšūņiem. Kontrolējam tikai vienšūņu un kladoceru kultūras, bet pārējos faktorus uzskatam par nemainīgiem. Jāņem vērā, ka vienšūņu skaita izmaiņas var būt ļoti krasas dažu dienu laikā. Tāpēc izmantojam kontroli, kas raksturo vienšūņu attīstību bez ārējām ietekmēm. Vēl jāņem vērā, ka vienšūņu kultūras līdzinās baktēriju kultūrām, jo jāievēro sterilitāte. Eksperimentā sterilitāti neievērosim, tāpēc iespējams, ka eksperimenta gaitā parādās arī citas vienšūņu sugas. Vienšūņi izžūstot veido cistas, kuras viegli pārceļo pat ar gaisa plūsmām.
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	1. attēls. Tupelīte Paramecium caudatum (wiev – izvadvakuola)
	2. attēls. Kladocera Daphnia magna


Ja ūdens dzīvnieks apdzīvo saldūdeni, tad ķermeņa osmotiskais spiediens ir augstāks kā apkārtējā vidē un ūdens difundē iekšā ķermenī. Tad dzīvniekam jāizvada organisma liekais ūdens, Vienšūņi to dara ar izvadvakuolu palīdzību. Ja dzīvnieks dzīvo sāļā ūdenī, tad no organisma jāizvada sāļi, saglabājot ūdeni. 

Sīkiem ūdens dzīvniekiem ir svarīgs ūdens blīvums. Saldūdens ir mazāk blīvs kā sāļūdens un tad nepieciešami garāki ķermeņa izaugumi, lai palielinātu ķermeņa relatīvo virsmu un noturētos ūdens masā, kā arī biežākas to kustības. Turpretim sāļo ūdeņu apdzīvotājiem nepieciešama mazāka ķermeņa īpatnējā virsma un īsāki ķermeņa izaugumi. 

Videomikroskopā demonstrē atsevišķus eksperimenta elementus: vienšūņu preparāta sagatavošanu, to skaitīšanu un izvadvakuolu darbību.

Atgādinājums par darba drošības noteikumiem.

Darba uzdevumi

· Izveidot ūdens mikrokosma eksperimentu: eksperimenta objekti – (baktērijas), vienšūņi un kladoceras, ietekmējošais faktors – nātrija hlorīda šķīdums, kas imitē jūras ūdens ietekmi. 

· Raksturot dzīvnieku kultūras parametrus eksperimenta sākumā, novērot dzīvnieku uzvedību.

Nepieciešamais aprīkojums un materiāli darba vietai

· tupelīšu kultūra 100 ml (kopā 10 litri)

· Kladoceru kultūra (kopā 8 traukos, katrā ap 100 kladoceru)

· baktēriju barotne (gurķa gabaliņš)

· divas 50 ml vārglāzes, vienkārša pipete, mērāmā pipete ar tilpumu 0,5 ml, 10% NaCl šķīdums, Petri plate, ko uzsegt vārglāzei. 

· 4 priekšmetstikli un 8 segstikli.

· Vate, filtrpapīrs, papīra salvetes

· Stikla marķieris

· Hronometrs 

Laboratorijas darba secīgas izpildes gaitas apraksts

1. Mikrokosma gatavošanas pirmais solis

Divās vārglāzēs katrā ielej 50 ml sajauktas tupelīšu kultūras. Uz vārglāzes ar flomāsteri uzraksta studenta apliecības Nr. un eksperimenta variantus (kontrole vai ietekme). 

2. Tupelīšu kultūras raksturošana eksperimenta sākumā

Ar vienkāršu pipeti samaisa vārglāzes (kontrole) saturu, iesūc pilienu, uzliek uz priekšmetstikla, pilienam uzliek ļoti plānu vates pūciņu, lai ierobežotu vienšūņu pārvietošanos. Sagatavoto paraugu mikroskopē pie mazā palielinājuma. Saskaita tupelītes 10 redzeslaukos. Redzeslaukus maina pārvietojot mikroskopa priekšmetgaldiņu ar tam paredzētajām skrūvēm. Rezultātus ieraksta protokola 1. tabulā. Aprēķina vidējo relatīvo vienšūņu blīvumu (īpatņi/redzeslauks), izmantojot formulu (Σ1-10):10. Neveiksmes gadījumā šo procedūru atkārtot. Pēc novērojuma priekšmetstiklus notīra sausus ar papīra salveti, segstiklu izmet. Uzmanīgi, segstikls ir ass!

Identiski raksturo otras vārglāzes (ietekme) vienšūņu kultūru. 

Salīdzina, vai abās vārglāzēs ir vienāds tupelīšu kultūras blīvums. Izskaidro līdzību vai atšķirību. Krasu atšķirību gadījumā eksperimenta sākumu atkārto.

3. Nātrija hlorīda šķīduma pievienošana

Vārglāzē (ietekme) ar mērāmo pipeti iepilina 10 ml 10% nātrija hlorīda šķīdumu un samaisa. Nogaida 10 minūtes. Iegūtā sāls koncentrācija ir apmēram 0,5% jeb 5‰, kas atbilst iesāļas jūras ūdenim, piemēram, Baltijas jūrai pie Latvijas krastiem. Kontroles vārglāzē neko nepievieno!

4. Tupelīšu izvadvakuolas kontrakciju novērojumi eksperimentu uzsākot

Sagatavo tupelīšu mikroskopisko preparātu no kontroles kultūras kā minēts iepriekš. Sameklē tupelīti, kas ir iesprostota starp celulozes pavedieniem un neatstāj redzeslauku. Piecu minūšu ilgi skaita izvadvakuolu (priekšējās un aizmugurējās) kontrakciju skaitu. Skaitīšanu atkārto vēl divas reizes, tātad kopā trīs reizes. Rezultātus ieraksta protokola 2. tabulā. Aprēķina vidējo izvadvakuolu kontrakciju skaitu.

Identiski saskaita otras vārglāzes (ietekme) tupelīšu izvadvakuolu kontrakciju skaitu. Rezultātus ieraksta protokola 2. tabulā. Aprēķina vidējo izvadvakuolu kontrakciju skaitu.

5. Tupelītes izvadvakuolu kontrakciju novērojumi pēc stundas kopš eksperimenta sākuma

Novērojumu atkārto pēc stundas kā parakstīts 4. punktā. šai laikā novēro kladoceras. Rezultātus ieraksta protokola 2. tabulā. Salīdzina un izskaidro kontrakciju skaita atšķirības kontrolē un eksperimentā. 

6. Kladoceru kustību aktivitātes novērojumi eksperimentu uzsākot

Ar vienkāršu pipeti no kladoceru kultūras iesūc kladoceras. Katrā vārglāzē ar vienšūņu kultūru iepilina ūdeni ar 5 kladocerām. Raksturo kladoceru kustību aktivitāti. Kladoceras pārvietojas ar antenu vēzieniem. katra vēziena laikā kladocera it kā palecas, no tā cēlies tautas nosaukums “ūdens blusa”. Kontroles eksperimentā saskaita viena īpatņa lēcienu skaitu minūtē. Jāņem vērā, ka kladoceras kustas nevienmērīgi, vēzienus ar antenām tās veic sērijām. Izmanto hronometru. Novērojumu atkārto vēl divas reizes, tātad kopā 3 reizes. Novērojumu rezultātus ieraksta protokola 3. tabulā, aprēķina vidējo kustības aktivitāti (lēcieni/minūte).

Identiski saskaita otras vārglāzes (ietekme) kladoceru lēcienu skaitu. Rezultātus ieraksta protokola 3. tabulā, aprēķina vidējo kustības aktivitāti (lēcieni/minūte).

7. Kladoceru kustību aktivitātes novērojumi pēc stundas kopš eksperimenta sākuma

Novērojumu atkārto pēc stundas kā aprakstīts 5. punktā. Rezultātus ieraksta protokola 3. tabulā.  Salīdzina un izskaidro kustību aktivitātes atšķirības kontrolē un eksperimentā. 

8. Mikrokosma eksperimenta sagatavošanas noslēgums

Noslēdz mikrokosma sagatavošanu, pievienojot katrā vārglāzē vienādus mazus gurķa gabaliņus. Tas nepieciešams baktēriju kultūras uzturēšanai, jo baktērijas barojas ar gurķi.

9. Papildus novērojumi (papildus izvēle)

Ja novērotas kādas īpašas dzīvnieku pazīmes – uzvedības īpatnības, koncentrēšanās noteiktā ūdens slāni, citi novērotie dzīvnieki utt., tad to ieraksta protokolā. 

Eksperiments ar mikrokosmu. 1.
Laboratorijas darba protokols

Protokolu jāiesniedz laboratorijas darba beigās. 

……….…. studiju programmas students(e) ________________ Stud, apl. Nr. _____________

Darba izpildes datums: _______________

1. tabula. Tupelīšu vidējais blīvums kontroles un ietekmētā kultūrā eksperimenta sākumā.

	Novērojums
	“Kontrole”
	“Ietekme” 

	1. 
	
	

	2. 
	
	

	3. 
	
	

	4. 
	
	

	5. 
	
	

	6. 
	
	

	7. 
	
	

	8. 
	
	

	9. 
	
	

	10. 
	
	

	Vidējais
	
	

	Kļūda
	
	


Kontroles un eksperimenta kultūras tupelīšu blīvuma salīdzinājums:

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

Papildus novērojumi:

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

2. tabula. Tupelīšu izvadvakuolas darbības biežums (kontrakcijas/minūtē) kontroles un ietekmētajā paraugā eksperimenta sākumā un pēc 1 stundas.

	Novērojums
	“Kontrole”
	“Ietekme”

	
	Sākumā
	pēc 1 st.
	Sākumā
	pēc 1 st.

	1. 
	
	
	
	

	2. 
	
	
	
	

	3. 
	
	
	
	

	Vidējais
	
	
	
	


Kontroles un eksperimenta kultūras tupelīšu izvadvakuolu kontrakciju biežuma salīdzinājums:

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

Papildus novērojumi:

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

3. tabula. Kladoceru kustību aktivitāte (lēcieni/minūtē) kontroles un ietekmētajā paraugā eksperimenta sākumā un pēc 1 stundas.

	Novērojums
	“Kontrole”
	“Ietekme”

	
	Sākumā
	pēc 1 st.
	Sākumā
	pēc 1 st.

	4. 
	
	
	
	

	5. 
	
	
	
	

	6. 
	
	
	
	

	Vidējais
	
	
	
	


Kontroles un ietekmētās kultūras kladoceru kustību aktivitātes salīdzinājums starp variantiem un pēc stundas:

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

Papildus novērojumi:

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

Uzdevums tehniskajam asistentam:

Uzturēt tupelīšu un kladoceru laboratorijas kultūras un izpildīt eksperimentu pirms laboratorijas darba.

Testi, kas jāveic pirms darba izstrādāšanas.

Kurš no attēlā redzamajiem dzīvniekiem ir tupelīte. Atbilde: ____
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Kurš no attēlā redzamajiem dzīvniekiem ir kladocera. Atbilde: ____
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Kuras pazīmes ir raksturīgas planktoniskajiem dzīvniekiem? Atzīmēt pareizās atbildes!

	
	Biezas bruņas

	
	Mazs ķermeņa izmērs

	
	Labi attīstītas acis 

	
	Hidrofoba ķermeņa virsma

	
	Visas ir ekstremitātes garas 


Dzīvnieki apdzīvo dažādus ūdeņus. Kurš dzīvnieks no organisma izdalīs sāļus, kurš ūdeni? Atzīmēt pareizās atbildes!

	Dzīves vide
	Izdala sāļus
	Izdala ūdeni

	Daugava
	
	

	Burtnieku ezers
	
	

	Rīgas jūras līcis
	
	

	Atlantijas okeāns
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