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1 UVOD

Tuto diplomovou praci jsem vypracoval na Mikrobiologickém ustavu, AV CR v.v.i.,
v Laboratofi  bunécnych cykld tas v Centru Algatech v Tfeboni. Skupina
prof. (FH) RNDr. Milady Vitové, Ph.D, které mam tu Cest byt soucasti, se zde zabyva regulaci
bunééného cyklu fas externimi faktory, transportem kovi a jejich metabolismem
a bioremediaci za pomoci fas.

Vzacné kovy jsou nepostradatelné pro moderni pramysl, ale i v zemédélské produkei.
Omezeny export téchto kritickych surovin a navysujici se cena nuti k hledani alternativnich
metod pro jejich zpétné pouziti. Praimyslové odpady poskytuji v podstaté nevycCerpatelny zdroj
pro moznou recyklaci. Zapojeni mikroorganismu je jednou zvhodnych moznosti,
jak recyklovat kovy z riznych odpadu.

Pramyslovy odpad, ktery vznika jako vedlejsi toxicky produkt Bayerova zasaditého
procesu pii vyrobé hliniku, je znam pod nazvem Cerveny kal (,,red mud* v anglickém jazyce).
Po protrzeni hraze skladovaciho odkalisté cerveného kalu v Mad’arsku v roce 2010 vznikly
podnéty k vyzkumu bioremediace kovt z postizené oblasti.

Ve své bakalarské praci jsem se zaméril na vybér vhodného modelového organismu
pro kultivaci fas s pfidavkem surového Cerveného kalu. Z téchto poznatki jsem vychazel
v této diplomové praci, zabyvajici se bioakumulaci vzacnych kovi z cCerveného kalu
za pomoci fas. Po vytvoreni kyselého extraktu Cerveného kalu, ktery meél za ukol vytesit
limitaci svétlem zpusobenou surovym cCervenym kalem, jsme timto extraktem pusobili
nejdfive na kultury mutantu La4 zelené tasy Desmosdesmus quadricauda a nasledné
i extrémofilni Cervenou fasu Galdieria sulphuraria, kterou je mozné péstovat za rdznych
trofickych rezimi. Oba modelové organismy jsme podrobili sérii pokusu a analyz, které mély
ukazat, zda dochazi ke zménam v bunééném cyklu ovlivnénych tasovych kultur a také,
zda jsou tyto fasové modelové organismy schopny akumulovat vysoké mnozstvi vzacnych

kovu z extraktu ¢erveného kalu.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Modelové organismy

Jako modelové organismy byly zvoleny dva zastupci mikrofas. Prvnim vybranym
zastupcem byla zelend tfasa z oddéleni Chlorophyta, Desmodesmus quadricauda, presnéji
jeho mutant selektovany na vysokych davkach lanthanoidui, ktery nese oznaceni La4. Druhym
zvolenym modelovym organismem byla jednobunécna extrémofilni Cervena tfasa Galdieria
sulphuraria ttidy Cyanidiophyceae. Oba modelové organismy se jevi, jako slibni zastupci

pro biotechnologické ucely.

2.1.1 Desmodesmus qudricauda

Zelena cenobidlni fasa Desmodesmus quadricauda (Turpin) Brébisson kmen
Greifswald/15 byla dovezena ze Sbirky autotrofnich mikroorganismti (CCALA — Culture
Collection of Autotrophic Organisms) Botanického ustavu AV CR, Dukelska 135, Treboti.
Ve sbirce je uvadéna pod byvalou taxonomickou klasifikaci Scenedesmus quadricauda

(Turpin) Brébisson (kmen Greifswald/15), ktera se uzivala v mnoha starsich publikacich.

Rod Desmodesmus (Chlorophyta, Sphaeropleales, Scenedesmaceae) byl separovan
od rodu Scenedesmus (An et al.,, 1999) a nasledna fylogenetickd analyza zakladajici
se na plastidové genomice dale odliSuje Desmodesmus quadricauda od blizce ptibuzného

Desmodesmus communis (Buchheim et al., 2012).

Rozmnozovani bunék fasy Desmodesmus zjedné matefské butiky vegetativnim
délenim je typické pro vétSinu zastupci rodu Scenedesmaceae. Vznikaji vzacnéji
dvoubunécna, obvykle Ctyf-, nebo osmi-bunécna cenobia, ktera jsou tvofena propojenim
bunék spolecnou bunécnou sténou. Na okrajovych buikach vynikaji dva ostny. V buiice

rozliSujeme jadro s okolnim jednoduchym chloroplastem a pyrenoidem (Fott, 1967).

Rasy rodu Desmodesmus a Scenedesmus mizeme nalézt v nejrazngj§ich vodnich
biotopech, také tvoii nezanedbatelnou Cast fytoplanktonu stojatych vod, dilezitou ve vyzivé

zivocichu (Fott, 1967).



Rasa Desmodesmus quadricauda slouzi jako modelovy
organismus pro Sirokou paletu vyzkumnych projekti. Diky
jejim vlastnostem, je na ni mozno studovat efekty zmén
svételnych podminek nebo nutrientd v médiu, které pusobi

X \ na zasobni a jiné latky v bunikach, jako naptiklad na produkci
N luteinu (Xie et al., 2013), nebo  Dbiodieselu
a omega-3 mastnych kyselin (Nagappan & Verma, 2018).
Je také Gasto vyuZzivana na testy toxicity (Cizkova et al.,
2019a). Diky témto vlastnostem je tato fasa predurCena

pro biotechnologické ucely.

Obrazek €. 1: Desmodesmus quadricauda — Ctyt a osmibunécné cenobium Nahlik, (2021).

2.1.1.1 La4 mutant rasy Desmodesmus qudricauda

La4 mutant byl vytvoren na Mikrobiologickém ustavu, AV CR v.v.i., v Laboratofi
bunéénych cykli v Centru Algatech v Treboni a doposud nebyl publikovan. Zamérem byl
vybér takovych fenotypt mutované fasy D. quadricauda, které by nejlépe rostly v pfitomnosti
lanthanoidi. Lanthanoidové mutanty byly vytvorené EMS indukovanou mutagenezi
a selektovany na agarovych plotnach obsahujicich lanthanoidy, se Siroce liSily ve svych
reakcich na pritomnost lanthanoidi v médiu, pfidanych nejprve v nizkych a poté ve vysokych
koncentracich. Vysoka variabilita rastovych reakci byla zptisobena nahodnou mutaci DNA
(Bokel, 2008). Takto vyselektovany druh mutanta je vyuzitelny v projektech pro recyklaci
lanthanoid? in situ ze zneGisténych odpadnich vod, primyslovych odpadt atd. (Cizkova et al.,
2019; Das & Das, 2013; Palmieri et al., 2000). Pro tuto praci byl vybran nejslibnéjsi mutant
s oznaCenim La4. La4 mutant mé identicky bunécny cyklus jako kontrolni kmen fasy

D. quadricauda s tim rozdilem, ze vykazuje vyssi toleranci k lanthanoidm.

2.1.2 Galdieria sulphuraria

Cervena jednobun&ena fasa Galdieria sulphuraria (Galdieri) Merola, 002 byla ziskana
z the Algal Collection of Dipartimento delle Scienze Biologiche, Section of Plant Biology,
University ,,Federico II* of Naples, Italy. Rasa Galdieria sulphuraria je zatazena do tiidy

Cyanidiophyceae, ktera je rozdélena na tfi rody Cyanidium, Cyanidioschyzon a Galdieria
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(Ciniglia et al., 2014; Del Mondo et al., 2019; Gross et al., 2002). Tfida Cyanidiophyceae
je predevsim znama obyvanim riznych ptirodnich lokalit v¢etné horkych sirnych pramend,
potokd, skalnich stén, & endolitickych stanovist. Rasa Galdieria je extrémofilni organismus
prezivajici v sirnych geotermalnich podminkach s velmi nizkymi pH hodnotami mezi 1 - 3
a vysokymi teplotami kolem 40 °C. Vykazuje jedinecny metabolismus umoziujici auto-,
mixo- a heterotrofni rast (Ciikové et al., 2019b; Vitova et al, 2016). VSestrannost
ve vyuzivani zdroju uhliku pro heterotrofni rust je obrovska, vcetné velkého rozsahu cukri

a alkoholll (Gross & Schnarrenberger, 1995; Scherhag & Ackermann, 2021).

Morfologie jednobunéénych taxoni Cyanidiales je poméme jednoducha. Silnosténné
buriky maji sféricky tvar a obvykle obsahuji jeden chloroplast, 1-3 mitochondrie, jadro,
vakuolu a produkty energetické rezervy (Merola et al., 1981; Pinto et al., 2003; Sentsova,
1994). Buiiky G. sulphuraria jsou morfologicky nerozeznatelné od bunék tfasy Cyanidium
caldarium, jsou vSak dobfe rozpoznatelné diky jejich schopnosti rust heterotrofné ve tmé
(Ferris et al., 2005). Ve svém prirozeném prostredi, fasa G. sulphuraria ma zlutou az zelenou
barvu, pokud vSak roste heterotrofné v kapalném médiu, vypada jako zlutozelenad az tmavé
modrozelena. Velikost bunek tfasy G. sulphuraria je vétsi nez tasy C. caldarium. Reprodukce
endospor je v rozmezi od Ctyf do dvaatficeti. Jak bylo vySe popsano, fasa G. sulphuraria
ma jediny miskovity parietalné lokalizovany chloroplast, zahrnuje vakuolu a mitochondrie
(Cozzolino et al., 2000; Cizkova et al., 2019b). Morfologickd podobnost mezi Fasou
G. sulphuraria a G. phlegrea je tak vysoka, ze se pouzivaji metody pro rozpoznavani téchto
druht, jejich stanovist a rastovych pozadavki, spolu s molekularnimi analyzami

(Cizkova et al., 20195).

Mista vyskytu fasy G. sulphuraria jsou znama v Italii (Ciniglia et al., 2004; Yoon et al.,
2006), Yellowstonském narodnim parku v USA (Ferris et al., 2005; Skorupa et al., 2013),
Novém Zélandé (Toplin et al., 2008), ale také nedavno byla popsana v Ceské republice
(Barcyte et al., 2018; Gross et al., 2002). Fylogenetické analyzy genu rbcL také ukazaly,

ze kmen fasy Galdieria zlokality t€zby uhli v Ostravé v Ceské republice patii

Q Qy b\’ . , o A . 1 >
&) : ke kosmopolitnim druhtim fasy G. sulphuraria, jakozto

A

e \;& jediny eukaryoticky organismus vytvarejici viditelnou
: biomasu na hoficich hromadach uhelného odpadu
e (54‘ (Barcyte et al., 2018; Ciniglia et al., 2014).
(t é Obrazek ¢. 2: Asynchronni kultura fasy G. sulphuraria
LD

| (Nahlik, 2021).

4



2.2 Bunécny cyklus ras

2.2.1 Bunécny cyklus rasy Desmodesmus quadricauda

Rasa D. quadricauda je charakteristicka svym bun&énym cyklem Cn, v literatufe
téz nazyvanym nasledny model, nebo typ bunécného cyklu Scenedesmus (Zachleder et al.,
2016). Jedna se o nasobné délenti, pii némz se buriky déli na 2" bunék (n je pocet déleni) béhem
jednoho bunécného cyklu. Po cely bunécny cyklus setrvavaji buiiky po rozdéleni v cenobiich,

tudiz sdileji jednu spoleCnou vrstvu bunééné stény (BiSova & Zachleder, 2014).

Hlavnim znakem mnohonéasobného dé€leni u fasy D. quadricauda je probéhnuti
postupné nékolika (n) ristovych a reprodukcnich fazi béhem jednoho bunécného cyklu,
pficemz je moznost piekryvani jednotlivych fazi. Proto, aby mohla prob&éhnout riistova faze
Gl je zapotiebi dostatecné mnozstvi energie z CO; a svétla. Pokud burika doroste potfebného
objemu a nashromazdi energetické rezervy, muze spustit kaskadu reprodukcnich krokt
regulacniho bodu neboli ,,commitment pointu“ (dale jako CP), jako napfiklad dé€leni jader

a protoplasti, replikaci DNA a vytvafeni dcefinych bunék (Setlik et al., 1984).

Prvnim spusténym reprodukénim pochodem po dosazeni CP v buiice je presynteticka
faze — pS, které je nasledovana replikaci DNA a mitdézou (Zachleder et al., 1997). Buiiky
mohou stale navySovat sviij objem béhem tohoto reprodukcniho obdobi a dosahnout druhého

CP, ktery je spoustécem kaskady reprodukénich procesti (Zachleder et al., 2016).

Po dokonceni kazdé faze M, je na fade€ faze G3, pfi které dojde k pauze mezi mitézou
a cytokinezi (Zachleder et al., 1997). Buiiky se béhem této faze stanou mnohojadernymi
a cytokineze muze probéhnout az na konci bunéfného cyklu, kdy jsou vSechny

faze M ukonceny, viz obrazek €. 3 (Zachleder et al., 2002).
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Obrazek ¢. 3: Zjednodusené zobrazeni bunécného cyklu tasy D. quadricauda (Zachleder

et al., 1997). Specifické vysvétleni je mozné nalézt v textu nad obrazkem.

Kromé béznych fazi bunécného cyklu (G1, S, G2, M) je mozno v bunéném cyklu fasy
D. quadricauda rozlisit presyntetickou fazi (pS) a fazi G3. Spoustéem presyntetické faze
je CP, a tato faze je ukoncena zacatkem S faze. Pokud burika dosahne CP, dojde k pribehu
vSech fazi bunécného cyklu, i v piipadé zastaveni rustu (napf. tmou), za vyuziti energetickych

rezerv, jako jsou napriklad lipidy, polyfosfaty a Skroby (Zachleder et al., 1997).

Ch cykly jsou charakteristické pro vétSinu bunék fas Chlorococcales a Volvocales,
jako jsou Chlorella, Desmodesmus, Scenedesmus nebo Chlamydomonas. Tyto tasy se staly
popularnimi  ve studiich bunéfného cyklu (Lorenzen, 1957; Tamiya, 1966),
protoze je lze snadno synchronizovat stfidanim Casovych etap svétla a tmy, coz je postup,
ktery je povazovan za prirozeny, a kde je indukovana synchronie velmi vysoka. Vzhledem
k pfitomnosti vice replikaci DNA, jaderného a bunécného déleni, je cyklus mnohem slozité)si
nez klasické schéma a ma rfadu modifikaci. Dulezité je, ze dochazi k rozsahlému prekryvani
duplikace genomu replikaci DNA, separace genomu jadernym délenim a k déleni bunék.
Vsechny procesy bunécéného cyklu komplikuji navic ekvivalenti procesy v mitochondriich
i chloroplastech (Zachleder et al., 2016). Je zajimavé, ze bunécny cyklus C, sdili nekteré

spoleéné rysy s prokaryotickym bunéénym cyklem (Setlik et al., 1972).



2.2.2 Bunécny cyklus rasy Galdieria sulphuraria

Podobné jako nékteré jiné mikrotasy se i fasa G. sulphuraria déli mnohonasobnym
délenim na Ctyfi nebo az 32 dcefinych bun¢k (Albertano et al., 2000; Jong et al., 2021; Merola
etal., 1981). Vicenasobné déleni vede k uvolnéni 2" dcefinych bunék z jediné matetské butiky
v ramci jednoho bunéc¢ného cyklu. Bunécny cyklus zahrnuje procesy buné¢ného ristu (ristova
sekvence — G1 faze) a reprodukce (reprodukcni sekvence — replikace a jaderné déleni — S a M
faze, v tomto poradi). Vicenasobny rust a reprodukéni sekvence, prekryvajici se v cyklu
mnohocetného dé€leni, jsou navzajem propojeny s bunéénym délenim. Rustova faze buiiky
vede k pfibliznému zdvojnasobeni velikosti 1 bunéné hmoty, a také ke zvySeni obsahu
RNA a proteini v bunce (BiSova et al.,, 2014; Zachleder et al., 2016). Zdvojnasobeni
nebo dosazeni kritické velikosti bunék se zda byt nezbytnym predpokladem pro vstup
do bunécného cyklu v regulatnim bodé (CP), ktery je funkénim ekvivalentem STARTu
u kvasinek (Reed, 1980) a restrikéniho bodu u savcich bunék (Pardee, 1974).

Kultury fas jsou bézné synchronizovany stfidanim rezimu svétlo/tma (L/D),
které napodobuyji situaci v prirodé. Kdyz fasy rostou autotrofné, buriky v temnostni fazi rast
nemohou, ale jsou schopny se délit. Proto definovanym stfidanim svétla a tmy se buriky

sjednoti ve stejné zivotni fazi a Case, coz vede k synchronni populaci (Zachleder et al., 2016).

Zatimco metodika synchronizace zelenych fas je dobfe propracovana (Hlavova et al.,
2016), synchronizace CcCervenych mikrofas zustava omezena. U specializovanych
extremofilnich fas ptibuznych tfase G. sulphuraria, byl rozsahle studovan pouze jeden druh,
fasa Cyanidioschyzon merolae, ktera se déli binarnim §tépenim s fazemi S a M probihajicimi
ve tmé&. Usp&na synchronizace byla provedena rezimem stfidani svétla a tmy (L/D)
(Miyagishima et al., 2014). Bunéény cyklus fasy C. merolae byl rozsahle studovan zejména
z pohledu koordinace mezi mitotickym a organelovym délenim (Fujiwara et al., 2020;
Ichinose & Iwane, 2021; Imoto et al., 2010). Podobné byl studovan také bunécny cyklus
mezofilni jednobunécné Cervené tasy Porphyridium sp. (Simon-Bercovitch et al., 1999) a
synchronizace fas pomoci rezimu svétlo/tma byla popsana pro Porphyridium purpureum

(Kopecky et al., 2004) a Porphyridium cruentum (Fuentes et al., 1999).

Nedavno byl kmen G. sulphuraria 074W ¢&aste€né synchronizovan L/D rezimem 12/12 h
pfi nizké intenzité svétla (100 pmol fotond m2 s !). Tento druh kultivace vedl k obohaceni
délicich se bun¢k vtemné fazi, ale celkové procento délicich se bun€k v populaci bylo

pomérné nizké, 10-15 % (Jong et al., 2021). Tato studie umoznila mikroskopickou analyzu
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poctu vzniklych dcefinych bunék a prokéazala existenci kritické velikosti bun¢k pro CP, ale

neumoznila dikladn€jsi analyzu postupu bunécného cyklu.

Synchronizace kultury G. sulphuraria za optimalnich rastovych podminek L/D cyklem
a charakterizace déu bunécného cyklu, jako dosazeni CP, replikace DNA, jaderné a bunécné
déleni byla popsana az v praci Nahlik et al., (2021). V této studii byl vyvinut protokol pro
synchronizaci G. sulphuraria za optimalnich podminek (500 pmol fotond m2 s ~!, 40 °C,
pH 3). L/D cyklus byl stanoven na 16/8 h. Aplikaci tohoto L/D cyklu bylo déleni na 4 dcefiné
bunky dokonceno béhem 24 hodin v celé populaci. Podobné u tasy G. sulphuraria kmene
074W bylo pozorovano déleni vétsinou na 4 nebo 8 a zfidka 16 dcefinych bunek (Jong et al.,
2021). Ostatni druhy Galdieria se déli na 32 autospor nebo 16 autospor (Albertano et al.,
2000). Pocet déleni mize zaviset jak na daném kmenu, tak na pouzitych kultivacnich
podminkach. V nasem piipadé synchronizovana kultura dosahla dvou CP se stfednimi
hodnotami pfiblizn€ v 10. a 13. hodin€é bunétného cyklu. Dosazeni CP umoznilo dvé kola
replikace DNA, ktera zacala ve 12. hodiné€ a byla dokoncena ve 22. hodiné. Pro replikaci DNA
nebyl patrny postupny model, ale doSlo k ofekavanému c¢tyinasobnému zmnozeni DNA.
Po replikaci DNA nasledovalo déleni jadra a dvé kola dé€leni protoplasti se stiednimi
hodnotami v 15. a 19. hodin€. Dcefiné bunky G. sulphuraria zistaly v matetské bunééné sténé
i béhem temnostni faze, a byly uvolnény az na zacatku dalsi svételné faze, coz je v souladu

s pozorovanim G. sulphuraria kmen 074W dle Jong et al., (2021).



Obrazek ¢. 4: Fluorescencni mikrofotografie synchronni kultury Galdieria sulphuraria
péstované za optimalnich podminek (500 pmol fotond m2s !, 40 °C, pH 3). Dcefiné buiiky
((A) 0 h), rostouci jednotlivé buiiky ((B) 8 h), chloroplast a jadra se zacinaji délit ((C) 12 h),
déleni na 2 buriky ((D) 14 h), déleni na 4 bunky, patrné déleni protoplasti ((E) 16 h), ctyfi
dcefiné bunky rostouci uvniti ptivodni matefské bunéfné stény pred jejich uvolnénim
((F)24h). Jadra (zelené) byla obarvena SYBR Green I, chloroplasty
(Cerveng) — autofluorescence chlorofylu. Méfitko predstavuje 5 um. Pfevzato z Nahlik et al.,

(2021).



2.3 Vzacné kovy

2.3.1 Obecny avod

Spolecnost po celém svéte Celi velkym vyzvam v podob€ zmény klimatu, zasobovani
energiemi a dostupnosti vzacnych, nebo také jinak nazyvanych kritickych kovi. Kovy jsou
zasadnim artiklem hospodafstvi a nepostradatelné v technologiich. SpoleCnost stoji pred
feSenim problému s nedostatkem téchto kovt a recyklaci nejen v Evropské unii, ale ve vSech

prumyslovych regionech na svété (Gunn, 2014).

2.3.2 Charakteristika vzacnych kovi

Vzacné nebo kritické kovy jsou velice odli§né svymi vlastnostmi napii¢ periodickou
tabulkou prvki. Jejich chemické vlastnosti s obrazky a priklady pouziti blize pfiblizi tabulka

¢. 1, jenz byla prevzata z Rema systém a.s., (2015).

Tabulka ¢. 1: Zakladni vlastnosti a vyuziti vybranych vzacnych kovi. Tabulka byla prevzata
z Rema Systém, a.s.; (2015).

Skupina | Cesky nazev | Chemickad | Protonové ¢islo / Hustota (g/cm3) | Obrazek - kov Priklady pouziti
prvku znacka Relativni atomova | / skupenstvi za
hmotnost normélnich
podminek
LA Lithium Li 3/6,941 0,534 / pevné keramika a sklo (Li2CO3);

pyrotechnika (LiNO3,
LiClO3); betonové podlahy
(Li2Si0O3); chladiva (LiBr);
katalyzatory; Li-ion ¢lanky
(LiFePO4); slitiny

ILA Berylium Be 4/9,012 1 848 / pevné slitiny pro jadernou
techniku; keramika
(Be3N2); elektrotechnika -
izolant v polovodi¢ovych
soucastkach a soucast
teplovodnich past (BeO)

IIL.B Scandium Sc 21/44956 3,0/ pevné oceli; zaruvzdorné materialy
a specialni skla; rtut’ové

vybojky (ScJ3)
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Yttrium

39/88,906

4,47 / pevné

¢erveny luminofor
barevnych obrazovek;
slitiny; sklo; supravodice;
palivové ¢lanky (MCFC,
SOFC); vysokotlaké
rtut’ové vybojky; lasery
(KY(WO04)2:Yb);
autokatalyzitory

Lanthan

57/138/906

6,7 / pevné

Cer

58/140,115

6,78 / pevné

skla (La203); slitiny;
NiMH akumulitory
(LaH3); palivové ¢lanky
(SOFC); luminofory;
krakovaci katalyzatory

Praseodym

Pr

59 /140,908

6,77 / pevny

keramika a sklo (Ce2S3);
autokatalyzitory (CeO2);
palivové ¢lanky (SOFC);
zaruvzdorné materialy
(CeB6); soucast prostiedkl
pro lesténi skel; LED diody

slitiny; keramika a sklo
(Pr203); palivové ¢lanky
(SOFC); permanentni

magnety

Neodym

Nd

60/ 144,24

7 / pevné

Promethium

Pm

61/(144,912)

6,475 / pevné

permanentni magnety;
lasery; keramika a sklo;
slitiny; kondenzatory

zafice; jaderna technika

Samarium

Sm

62/150,360

7,536 / pevné

sklo; lasery; permanentni
magnety (SmCo5,
Sm2Co17); jaderna
technika; mikrovinna
technika

Europium

Eu

63 /151,965

5,259 / pevné

Erbium

68/167,26

9,05 / pevné

¢ervené luminofory CRT
obrazovek; barviva

jaderna technika; slitiny;
keramika a sklo (Er203);
luminofory; opticka vlakna;
lasery

Thulium

Tm

69 /168,934

9,33 / pevné

luminofory; ochranné prvky
na bankovkach; lasery;
mikrovinna technika

Ytterbium

Yb

70/173,04

6,98 / pevné

Lutecium

Lu

71/174,967

9,85/ pevné

keramika (Yb203); slitiny;
opticka vlakna; lasery

katalyzatory (Lu203);
detektory zafeni (LuTaO4);
X-ray luminifory
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Gadolinium

Gd

64/157,25

7,895 / pevné

PC harddisky a pamét’ova
media; jaderna technika;
keramika a sklo (GANO3)3);
lasery (KGd(WO04)2):Nd

Terbium

65/157,25

8,253 / pevné

zelené luminofory pro
barevné TV obrazovky:
magnetoopticka
zAznamova zarizeni;
permanentni magnety

Dysprosium

Dy

66/162,5

8,536 / pevné

Holmium

Ho

67/164,93

8,78 / pevné

jaderna technika; svételna
technika (DyJ3);
permanentni magnety

jaderna technika;
permanentni magnety,
sklo (Ho203); lasery

V.B

Niob

Nb

41/92,906

8,57 / pevné

Tantal

Ta

73 /180,948

16,6 / pevné

slitiny (FeNb) - superslitiny;
sklo (Nb205); supravodice

kondenzitory; sklo
(Ta205); katalyzator (TaF5)

VLB

Chrom

Cr

24/51,996

7,19 / pevné

slitiny (FeCr); Zaruvzdorné
materialy; zpracovani kuzi;
pyrotechnika (CrO2C12)

Wolfram

74 /183,84

19,3 / pevné

svételné zdroje (W,
CaWO04); slitiny; pigmenty;
katalyzatory; polovodice
(WF6); tvrdokovy (WC)

Ruthenium

Ru

44/101,07

12,2 / pevné

katalyzatory; slitiny;
supravodice

Osmium

76/190,23

22,66 / pevné

slitiny

VIILB

Kobalt

27./59,333

8,9 / pevné

slitiny (superslitiny);
keramika a sklo; magnety

Rhodium

Rh

45/102,905

12,42 / pevné

autokatalyzatory
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Iridium

Ir

77/192,22

22,65 / pevné

Palladium

Pd

46/106,42

12,02 / pevné

slitiny; keramika

katalyzatory (PdO);
autokatalyzatory; slitiny;
keramika

Platina

Pt

78 /195,08

21,45/ pevné

IL.B.

Rtut’

Hg

80/200,59

13,456 / kapalné

slitiny; katalyzatory; Sperky

LA

Galium

31/69,723

5.907 / pevné

zdroje svétla; elektrolyza

Indium

49/114,818

7,31/ pevné

slitiny; zrcadla; polovodice;
zdroje svétla (LED-GaAs,
GaN, GaP, GaSb);
fotovoltaické ¢lanky
(CIGS)

zrcadla; pajky;
fotovoltaické €lanky
(CIGS); pyrotechnika
(In(NO3)3P); polovodice
(In203); zdroje svétla
(fotodiody - InAs, InSb,
halogenidové vybojky -
InJ); slitiny (letecké
motory)

Germanium

32/72,61

5,323 / pevné

elektrotechnika
(polovodice - SiGe);
opticka vlakna; katalyzatory
(vyroba PET); elektrické
akumulatory; skla (GeO2);
zdroje svétla (vysokotlaké
rtut’ové vybojky -
MgGeF6)

V.A

Antimon

Sb

51/121,75

6,684 / pevné

zpomalovace horeni
pneumatik a plastti (Sb203,
Na3Sb0O4); elektrické
akumulatory (legovini
Pb); pigmenty; slitiny;
hasici smésy; katalyzatory
(vyroba PET)
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2.3.3 Vyskyt a tézba kovu

Oproti energetickym surovinam, jako je napfiklad ropa a uhli, se kovy, v principu
nespotiebovavaji, ale zastavaji ve ,vé&ném“ zivotnim cyklu. Po prvotni extrakci
z mineralniho depositu v , geosfére jsou kovy vyuzity v infrastruktufe a v dalSich vyrobcich.
Naptiklad, 80 procent svétové t€zby platinové skupiny kova (PGM), prvkid vzacnych zemin
(REEs), india a galia se vytézilo od roku 1900 v poslednich tfech dekadach, a to diky zvyseni
vyuzivani téchto kov pro automobily, elektroniku, baterie a dalsi (Hagelilken & Meskers,
2010). Kvuli pramyslu tak vznika odpad, ktery vSak nemusi byt vyhozen a nevyuzit, ale maze
byt velmi efektivné recyklovan. Velkou vyhodou je, Ze na rozdil od hornin, jsou kovy
v prumyslovém odpadu koncentrované. Tézba vétSiny kovu je velmi ekonomicky naro¢na

a extrémneé zatézuje ptirodu (Gunn, 2014).

Velka &ast kovl je t&Zena v Cing, ktera je dominujicim vyvozcem antimonu, hoiciku
a lanthanoidi. Dalsimi dulezitymi tézebnimi mocnostmi jsou Rusko (kobalt, wolfram),
Turecko (boritany, magnezit) a USA (beryllium, lanthanoidy). Cina si stanovuje velmi
naro¢né politicko-ekonomické podminky a snizila objem exportu kovil pro ostatni Casti svéta,
které zacCaly fesit krizi pomoci recyklace a vyhledavanim novych nalezi§t (Rema a.s., 2015;

Mancheri et al., 2019).

2.3.3 Pusobeni vzacnych kovii na rostliny a rasy

Pro recyklaci, bioremediaci a bioakumulaci vzacnych kovi a jejich pasobeni na metabolismus
jsou studovany nejen rizné skupiny fas, ale také zastupci rostlin a hub (d'Aquino et al., 2009;
Yang et al., 2020). Studie Lyu et al., (2019) poukazuje na pouziti yttria k bioakumulaci niklu,
jakozto ochrance funkci fotosyntézy u rdestu (Potamogeton crispus). Yttrium snizuje oxidaci
a potfebnost vody pro fotosyntézu, zaroven navysuje obsah chlorofylu typu b. Diky moznosti
fungovat ve fotosyntetickych jednotkach zabranuje yttrium ukladani niklu v listech a stahuje

ho do kotent a stonkt, ¢im piispiva k bioremediaci niklu ze zamoteného jezera.

Pozitivni efekt lanthanoidi na fotosyntézu a rust zelenych fas byl prokazan ve vicero
ptipadech (Ciikové et al., 2019a; Rezanka et al., 2016a; Vitova et al., 2019). Efekt
lanthanovych soli byl zkouman i na fase Parachlorella kessleri a Trachydiscus minutus. Jejich
i¢inek na pigmenty byl proménlivy: ptitomnost Ce**, Gd**, La®>" a Sc** zplsobila zvyseni
koncentrace hlavnich pigmentd, jako je lutein, violaxanthin, B-karoten nebo chlorofyly,

zatimco Pr** a Lu®* je sniZily (Goecke et al., 2017). Nizka koncentrace Ce** miize pomoci fase
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Haematococcus pluvialis ke zlepSeni rustu a také vede ke zvySeni produkce astaxanthinu
(Li et al., 2008). Obecné byly tyto ucinky studovany spiSe za ucelem stanoveni toxickych
koncentraci a akumulace v biomase, s ohledem na odtok z poli do potokd, pfi jejich vyuziti
v agronomii nebo pfti jejich t€zbé a zpracovani v dolech s vzacnymi zeminami (Das et al.,

2013; Evseeva et al., 2010).

Napiiklad pouzitim méné nez 50 pM Gd>* byl dokazano zablokovani flagelarni reakce
u zelenych sladkovodnich mikrotas Spermatozopsis similis (Hill et al., 2000), nebo bylo
pozorovano snizeni rychlosti plavani Chlamydomonas reinhardtii (Kam et al., 1999). Také
u moiské nebicikaté sinice Synechococcus sp., Pitta et al., (1997) pouzili Tb**, jako blokétor
vapniku, aby prokazali, ze vapnik je nutny pro motilitu. Dalsi studie zahrnovaly Gd**,
jako inhibitor aktinu v rhizoidni morfogenezi zelené vlaknité tasy Spirogyra sp. (Yoshida

& Shimmen, 2009).
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2.4 Cerveny kal (red mud)

2.4.1 Obecny uvod

Cerveny kal je vysoce alkalicky vedlejsi produkt pii vyrobé hliniku, ktery se vytvaii
Bayerovym zéasaditym procesem. Z rozdrcené¢ho bauxitu se za pomoci vodného roztoku
hydroxidu sodného louzi hydroxid hlinity Al (OH)s. Zkoncentrovany (10 — 30 %) odpadni kal
je silné alkalicky s pH kolem 13. Diky oxidim zeleza ma kal typickou Cervenou barvu. Podle
Cistoty bauxitové horniny se pfi vyrobé 1 tuny hliniku vyrobi od 1,9 do 3,6 tun odpadniho
cerveného kalu (Redmud.org, 2015). Rocné se celosvétove tohoto odpadu vytvori 178 miliond
tun (Wang et al., 2019). V anglickém jazyce nazyvame Cerveny kal nebo Cervené bahno

,,red mud®.

2.4.2 Skladovani a nové zpusoby vyuziti cerveného kalu

Zpusoby skladovani a vyuziti odpadniho kalu se stale vyvijeji a méni také diky
védeckému a technickému pokroku. Redukce tohoto odpadu je velmi dilezita,
protoze celosvétove je ho ulozeno jiz kolem 4 miliard tun (Wang et al., 2019). Pfed rokem
1980 byl kal ¢erpan do lagun ¢i rybnika, Casto vytvorenych z vyCerpanych bauxitovych dola,
nebo do piehrad s betonovymi hrazemi (Evans et al., 2012). Béznou véci také bylo vypousteéni
kalu do fek nebo mofii za pomoci potrubi ¢i lodi. Kal byl také vyvazen do hlubokych
oceanskych ptikopt dostate¢né daleko od pobfezi. Nastésti se vypousténi kalu do fek, mori
a oceanu plné zastavilo (Power et al., 2011). Kolem roku 2006 se zacalo vyuzivat filtracnich
list, které jsou schopny zahustit kal na tzv. filtra¢ni kolac (<40 % pevnych latek). Poté se tento
meziprodukt promyje vodou ¢i parou pro snizeni alkality. Takto zpracovany kal je mozné
jednoduseji prepravovat a skladovat jako bezpecny polosuchy material (Sutherland, 2005).
Momentalné je vyuziti kalu velmi malé, pouze piiblizn€ 3 miliony tun za rok se pouziji jako
pfimési pro beton a dal§i konstrukce. Cerveny kal obsahuje velké mnozstvi cennych minerald,
které Ize extrahovat, a tim 1 snizit objemové mnozstvi cerveného kalu, a navic navysit hodnotu
odpadu. Bauxitova hornina obsahuje velké mnozstvi zeleza, jeho extrakce je mozna pomoci
CO a Hz plynt, nicméné extrakci lze ziskat i napfiklad titan, galium, ale také lanthanoidy
(Archambo & Kawatra, 2021). Ty se ovSem z Cerveného kalu odstratiuji kyselinou sirovou
a dusicnou, kvili této skuteCnosti je tento proces narocny pro zivotni prostiedi (Abhilash et al.,

2014; Alkan et al., 2017; Borra et al., 2016).
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2.4.3 Ekologické nebezpeci

Dne 4. fijna 2010 doSlo k poSkozeni hrdze a naslednému tuniku cerveného kalu
z odkalisté u mésta Ajka v Mad’arsku. Oblast o rozloze pfiblizné 40 km? byla zaplavena

3 gerveného kalu. V této oblasti doslo k zaplaveni vesnice

a zamofena zhruba 700 tis. m
Kolontar a mésta Devescer, feka Marcal byla znicena toxicitou kalu a cela udalost si vyzadala
10 obéti veetné deti spolu s velmi vysokymi Skodami (Telegraph, 2010; Enserink, 2010).
Dal$im ptikladem ekologického nebezpeci je Skotské jezero Kinghorn Loch, kde védci sledu;i
akumulaci arsenu (As). Arsen pochazi z ¢erveného kalu, ktery zde byl ulozen pied tficeti lety.
Nejvyssi obsah As naméfeny v kotenech Persicaria amphibia (L.) Gray (87,2 mg kg!)
vyrazné piekrocil rozmezi 3—-10 mg kg™!, které bylo navrzeno jako potencialni fytotoxické
uroven. Akumulace toxickych druht As rostlinami naznacovala toxikologické riziko pro vyssi
organismy, o nichz je znamo, ze vyuzivaji makrofyty jako zdroj potravy (Olszewska et al.,
2016). U makrofyt mize absorpce As snizit obsah fosforu (P), dusiku (N), drasliku (K),

chlorofylu a také bilkovin v tkanich a vzhledem k chemické podobnosti As k P muze

interferovat s nékterymi biochemickymi reakcemi (Mishra et al., 2008).

2.4.4 Slozeni ¢erveného kalu

Vzorek Cerveného kalu odebrany v hloubce 1-1,2 m ma velmi vlhkou a Zelatinovou
konzistenci. Ptiblizné 70 - 80 % z celkového objemu Cerveného kalu v ulozisti ma obdobné
vlastnosti, jako dodané vzorky. Na odkrytych mistech se tvoti siln€ karbonizovana povrchova
skorapka o tloust’ce 5-15 cm. Pod touto vrstvou az do hloubky pfiblizn€ 0,7 m se vyskytuje

suché granulatové ¢ervené bahno (Nahlik, 2018).
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Obrazek ¢. 5: Stehlik obecny (Carduelis carduelis) hledajici potravu mezi ,,krunytovité™ silné

karbonizovanou povrchovou skotapkou ¢erveného kalu (Envirotis Holding Inc. Co., 2015).

Kvalita bauxitové horniny a nasledna extrakce jsou rozhodujici pro celkové slozeni
Gerveného kalu. Cervena barva typicka pro kal je zpdsobena nejvice zastoupenym
prvkem - zelezem, které tvoiri 53 % z celkového zastoupeni kovovych prvka v kalu.
Ze seznamu analyzovanych lanthanoida (tabulka ¢. 2) bylo zjisténo, Ze nejhojnéjsi je cer,
lanthan a neodym, a ty ¢ini dohromady 68,4 % z celkového mnozstvi lanthanoidd. Rovnéz
byly nalezeny vysoké podily skandia a yttria, 8,1 a 10,1 %. Podil ostatnich lanthanoida byl
relativné€ nizky a pohyboval se od 3,2 do 0,2 % viz tabulka ¢.2. Analyzy dalSich prvku (tabulka
¢. 3) prokazaly jejich pfitomnost na velmi vysokych hladinach, piiblizné o tfi fady vysSich
(g-kg™") nez lanthanoidti (mg-kg™) (Cizkova et al., 2019).
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Tabulka ¢&. 2: Udaje o kvalité a homogenité lanthanoid v &erveném bahné z madarského

Almasfiizité. PieloZzeno z Cizkova et al., (2019) (Avg — prumér, SD — smérodatna odchylka).

Prvek Znacka Obsah — Avg SD Avg%
mgkg! mgkg?

Skandium Sc 80-110 95 12.2 8.1
Yttrium Y 95-140 118 184 101
Lanthan La 140260 200 4.0 172

Cer Ce 300-550 425 1021  36.5
Praseodym Pr 25-49 37 9.8 3.2
Neodym Nd 132210 171 31.8 147
Samarium Sm 26-38 32 49 2.7
Europium Eu 5-8 7 1.2 0.6
Gadolinium Gd 20-32 26 49 22
Dysprosium Dy 20-35 28 6.1 24
Erbium Er 11-18 15 29 1.2
Ytterbium Yb 11-15 13 1.6 1.1
Celkové lanthanoida 1167 100.0
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Tabulka ¢. 3: Rozsah koncentraci hlavnich slozek Cerveného bahna z mista Depo #7
z madarského Almasfiizit. Prelozeno z Cizkova et al, (2019) (Avg — promér,

SD — smérodatna odchylka).

Obsah Avg

Prvek Znacka gkg okg SD Avg%
Sodik Na 46.0-49.1 47.6 1.55 17.183
Hlinik Al 29.6-37.7 33.7 4.05 12.165
Kiemik Si 15.6-32.6 24.1 8.5 8.700
Vapnik Ca 20.3-45.2 32.7 6.2 11.804
Titan Ti 19.5-19.6 19.6 0.05 7.057
Mangan Mn 1.4-15 1.45 0.05 0.523
Zelezo Fe 146-147.6 147 0.8 53.066
mg-kg?! mg-kg?
Lithium Li 70.2-74.7 725 2.25 0.026
Beryllium Be 44-47 4.6 0.15 0.002
Bor B 54.6-65.6 60.1 5.5 0.022
Hoft¢ik Mg 480.5-667.5 574.0 93.5 0.207
Baryum Ba 45.3-52.2 48.7 3.45 0.018
Vanad \Y% 741.6-750.7 746.6 4.8 0.270
Chrom Cr 352.3-370.9 361.5 9.3 0.130
Kobalt Co 35.3-33.9 34.6 0.7 0.012
Nikl Ni 173.7-283.5 228.6 54.9 0.083
Med Cu 73.1-76.5 74.53 1.7 0.027
Zinek Zn 112.5-1134 112.95 0.45 0.041
Gallium Ga 225-22.9 22.7 0.2 0.008
Arsen As 98.1-100.8 98.85 1.35 0.036
Rubidium Rb 1.3-1.3 1.3 0 0.000
Stroncium Sr 584.0-623.2 603.6 19.6 0.218
Zirkonium Zr 445.7-457.2 451.45 5.75 0.163
Niob Nb 55.1-55.6 55.35 0.25 0.020
Molybden Mo 11.8-12.1 11.95 0.15 0.004
Palladium Pd 4.9-5.0 495 0.05 0.002
Stiibro Ag 1.1-1.2 1.15 0.05 0.000
Kadmium Cd 1.2-14 1.3 0.1 0.000
Cin Sn 11.3-11.6 11.45 0.15 0.004
Antimon Sb 11.6-11.7 11.64 0.05 0.004
Tellur Te 1.2-14 1.3 0.1 0.000
Hafnium Hf 11.2-11.7 11.45 0.25 0.004
Tantal Ta 45-45 4.5 0 0.002
Wolfram \ 2.9-3.0 2.95 0.05 0.001
Celkové prvku 309.7 gkg?!
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2.4.5 Motivace pro vyzkum Cerveného kalu

Cerveného kalu je roén& vyprodukovano zhruba 178 miliond tun. Tento fakt, spojeny
s vysokym pH kalu, zptsobuje nemalou zat€z na zivotni prostiedi. V prumyslu se zacina
projevovat nedostatek vétsiny kovi, a proto se prechazi k moznosti recyklace a bioakumulace.
SloZeni Cerveného kalu v zastoupeni zeleza, titanu, vzacnych kovu a dalSich se jevi,
jako potencialni moznost jeho vyuziti, coby sekundarniho zdroje téchto kovu. Jiz prvotni
vyzkum (Cizkova et al., 2019a) potvrdil, Ze fasy kultivované s piimési Eerveného kalu mohou
akumulovat, a tedy i recyklovat vzacné a dalsi kovy. Tato prace ma za ukol tyto poznatky

roz§ifit.
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3 CILE PRACE

1) Kultivace synchronni kultury La4 mutanta rasy D. quadricauda s pridavkem
extraktu cerveného kalu a stanoveni mnozstvi naakumulovanych vzacnych kova
z biomasy za pomoci ICP-MS.

Hypoteza:

a) Rozpusténim Cerveného kalu v kyseliné a odfiltrovanim pevnych castic
by mélo dojit ke zvySeni bio-dostupnosti vzacnych koviu a zlepSeni
dostupnosti svétla pro fasové kultury.

b) Pridané vzacné kovy z extraktu Cerveného kalu ovlivni rist mutantniho
kmenu La4 tasy D. quadricauda a také slozeni jeho fotosyntetickych
barviv.

¢) Mutantni kmen La4 D. quadricauda bude akumulovat vysoké mnozstvi

vzacnych kovi z extraktu cerveného kalu.

2) Kultivace synchronni kultury c¢ervené extrémofilni rasy G. sulphuraria
s pridavkem extraktu cerveného kalu a stanoveni mnozstvi naakumulovanych
vzacnych kovu z biomasy za pomoci ICP-MS.

Hypoteza:

a) Extrémofilni fasa G. sulphuraria bude vykazovat, diky své ekologii, lepsi
rast v kyselém prostiedi zptusobeném extraktem Cerveného kalu,
nez mutantni kmen La4 D. quadricauda.

b) Ovlivnéni kultury extraktem Ccerveného kalu muze zplUsobit zmény
ve slozeni fotosyntetickych barviv.

¢) Akumulace vzacnych kovl bude zavisla na fazi bunééného cyklu.

3) Porovnani akumulace vzacnych kovu z ¢erveného kalu v odliSnych trofickych
rezimech rasy G. sulphuraria za pomoci ICP-MS.
Hypoteza:
a) Mixotrofni rezim fasy G. sulphuraria bude vykazovat vyssi a rychlejsi rast
nez rezim autotrofni.
b) Akumulace vzacnych kovi bude u  mixotrofniho reZzimu

vyS$$§i nez u autotrofniho.
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4 METODIKA

4.1 Odebrani vzorku ¢erveného kalu.

Ve spolupraci s Dr. Balasz Kovacs ze spoleCnosti Envirotis Holding Inc. Co.
(Budapest, Mad’arsko) byly vzorky cerveného kalu odebrany a zaslany do Laboratofe
bun&énych cykld, Mikrobiologického tstavu, AV CR v.v.i. Centra Algatech v Tfeboni.

Vzorky pochazi z mista sonického jadrového vrtani s oznacenim #25 z RSA Cerveného
kalu nesouci nazev Depo #7 z mista Almasfuizitd. Soutfadnice mista odbéru (592155; 264730)
Hloubka vrtani pii odbéru vzorku byla v rozmezi 1-1,2 m. (viz mapa nize obrazek €. 6).

Podobné vzorky bahna byly jiz pouzity v piedchozi praci, viz Nahlik, (2018).

Firma Envirotis Holding Inc. Co. (Budapest, Madarsko) pracuje na rekultivaci

a revitalizaci poskozené oblasti, ktera bude brzy dokoncena (obrazek ¢. 7).
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Obrazek ¢. 6: Mapa rekultivované oblasti Almasfiizitd s oznacenymi Depy (Envirotis

Holding Inc. Co., 2015).
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Obrazek ¢. 7: Rekultivovana oblast Almasfiizitd. Depo #7 se nachazi v poptedi, v pozadi

Depo #1-6 (Envirotis Holding Inc. Co., bfezen 2012).
4.2 Priprava kyselého vyluhu ¢erveného kalu (RM).

Kal byl rozpustén v 10 % HNOs3 v koncentraci 50 pg mL!. Pro lepsi rozpusténi
se nechal extrakt tfepat 15 min na tfepaCce a poté stat pii pokojové teploté po dobu 12 hodin.
Po odstati se roztok nechal tfepat 3 h na stfedni rychlost a byl zcentrifugovan pti 2772 rcf
10 min. Nasledné byl extrakt prefiltrovan skrz 0,45um filtr. Skladovani bylo mozné v chladné

komofe.
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4.2.1 Kultivace La4 mutantu rasy D. quadricauda

Pro kultivaci La4 mutantu D. quadricauda bylo pouzito standartni zivné médium

15 §S (Setlik — Simmer) (Zachleder & Setlik, 1982).

Synchronizace kultur byla provedena rezimem svétlo/tma v poméru 15 h svétlaa 9 h
tmy. Osvétleni fotobioreaktoru z jedné strany zajistily zativky (Osram DULUX L, 55W/840)
jejichz vinova délka se pohybovala mezi 400 a 720 nm. Tyto hodnoty odpovidaji viditelnému
svétlu, které je nepostradatelné pro fotosyntetické reakce. Kultivace probihala pfi intenzité

1

svétla 500 pumol.m?-s'. Konstantni teplota pro kultivaci byla 30 °C a kultury byly

provzdusniovany smési vzduchu obsahujiciho 2 % (v/v) oxidu uhlicitého.

Pro pfipravu dostatecné husté synchronni kultury byly pouzity sklenéné valce (objem
300 mL), které obsahovaly 2 SS médium s naokovanou kulturou zagarové plotny.
K zachovani kultur se vyuzivalo Petriho misek szivnym médiem, obsahujicim agar
o koncentraci 1,5 %. Smés 1,5 % agaru s zivnym médiem prosla sterilizaci v autoklavu
pii 121 °C po dobu 30 minut. Do misek (vrstva cca 0,5 cm) bylo mozno tuto smes prelévat
po vychladnuti na zhruba 50 °C. Kultury na miskach byly pravidelné preockovany kazdé
tfi tydny (Nahlik, 2018).
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Tabulka ¢ 4: SloZeni zivného média % SS dle Zachleder a Setlik, (1982).

Slouc€eniny Vysledna koncentrace v médiu
KNO; 2,021 g-L!
K>HPO4 0,140 g-L"!
KH>PO4 0,340 g-L"!
MgSO4 7H20 0,988 g-L*!
CaCl2'2H>0O 0,011 g-L*!
Fe/NaEDTA 0,018 g-L"!
H3BO; 3,10 mg-L!
ZnS0O4-7TH20 1,43 mg-L"!
MnSO4-4H,0 1,20 mg-L"!
CuSO4-5H20 1,24 mg-L!
CoSO4-TH20 1,40 mg-L"!
(NH4)sMo0O24-4H,0 1,84 mg-L!
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4.2.2 Kultivace rasy G. sulphuraria 002

Jednobunécna cCervend tasa Galdieria sulphuraria (Galdieri) Merola, 002 byla
pestovana v modifikovaném Galdieria mediu (viz tab. 5) upravenym na pH 3 pomoci HNOs.
Kultivace probihala autotrofn€, pokud bylo zapotiebi mixotrofniho rezimu, ke kulturam
byl pfidan 1 % glycerol jako zdroj uhliku. Suspenze tas ve fotobioreaktorech byly
provzdusiiovany plynnou smési vzduchu a CO> (2 % (v/v)) pfi pratoku 15 L h™! (Nahlik et al.,
2021; Rezanka et al., 2016b).

Suspenze fas byla péstovana ve valcich o objemu 300 mL ve fotobioreaktorech
ozafovanych zjedné strany zafivkami (Osram DULUX L, 55W/840) o intenzité svétla
500 umol.m™>-s! a teplotd 40 °C. Pfechovavani kultur na Petriho miskach probihalo velmi
podobné jako u D. quadricauda, s rozdilem v koncentraci agaru, ktera pro kyselé Galdieria
médium byla navySena na 3 %. Pro kontrolu bioakumulace kovi byla provedena

synchronizace kultury rezimem svétlo/tma v pomé&ru 16 h svétlaa 8 h tmy (Nahlik et al., 2021).
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Tabulka ¢ 5: Slozeni modifikovaného Galdieria média, vSechny chemikalie pochazi z Penta,

Chrudim, Ceska republika (Rezanka et al., 2016b).

Slouceniny (makroelementy) Vysledna koncentrace v g-L-!
(NH4)2S04 1,31
KH2PO4 0,27
MgSO4-TH>0 0,25
Ci1oH1208N>NaFe 0,02
CaCl2-2H20 0,14
Mikroelementy Fedéné S00x ze zasobniho roztoku ve vysledné koncentrace v mg-L!
H3BO3 31

CuSO4-5H20 1,25

Mn SO4-4H20 223
(NH4)sM07024-4H>0 0,88
ZnS0O4-7H20 2,87
Co(NO3)2:6H20 1,46

V204(S04)3-16H20 0,014
NaxNO4-7H20 0,3
KBr 1,19

KI 0,83

CdCl» 0,91

NiSOq4 0,78

CrOs3 0,12
Alx(S04)3K2S04-24H>0 4,74
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4.2.3 Kultivace modelovych organismi mikroias s piridavkem extraktu z

cerveného kalu

Pro posouzeni ovlivnéni ristu a nasledné akumulace kovi bylo zapotiebi piidat
Cerveny kal ve formé kyselého vyluhu (viz. Kap. 4.2) ke kulturam La4 mutantu fasy
D. quadricauda nebo ke kultute fasy G. sulphuraria. Kultury byly péstovany v triplikatu
v plochych kyvetach (o objemu 2,5 L) za stejnych podminek, které jsou popsany v kapitolach
vySe. Rozdilem vsak bylo, ze kultury ovlivnéné kyselym vyluhem RM byly fedény médiem
s ptidavkem vyluhu RM a pH bylo upraveno NH4OH na pH 7.4 pro La4 mutanta fasy
D. quadricauda nebo na pH 3 pro tfasu G. sulphuraria. V kyvetach byly kultury fedény
v poméru 1900 mL média ku 100 mL extraktu, to odpovida celkové koncentraci kalu v médiu

rovné 0,25 g- L1,

Odbeéry pro jednotliva méfeni a analyzy u pokust se synchronnimi kulturami probihaly
kazdé dvé hodiny v prab&hu 22 h (pro La4 D. quadricauda) a 28 h (pro G. sulphuraria), poté

byl pokus ukoncen, protoze v kulturach byl dokon¢en bunéény cyklus.

Koncentrace 025 g-L™! extraktu &erveného kalu byla pouzita i pfi experimentu
s riznymi trofickymi rezimy, pouze k mixotrofnim kulturam byl navic pfidan 1 % glycerol

na zaCatku experimentu a po 48 h.

4.3 Méreni optické density a stanoveni suSiny

Spektrofotometrické meéfeni (Spekol, Némecko) optické density (OD) bylo
vykonavano nékolikrat denné pii vinové délce 750 nm ve sklenénych kyvetach o pruméru
0,5 cm. Kontrolni vzorky byly méfeny proti zakladnim médiim (blank). Jako blank pro vzorky
ovlivnéné Cervenym kalem bylo pouzito médium s pridavkem extraktu ¢erveného kalu, blize
popsaného v kapitole 4.2.2 (Cizkova et al., 2021).

Susina byla stanovena z 5 mL suspenze fas zcentrifugované pii 2100 rcf po dobu
3 minut ve vysuSenych a pfedem zvazenych 5 mL zkumavkéch. Pelet byl vysuSen pii 105 °C
po dobu 12 hodin a zvazen na analytickych vahach Sartorius TE214S-OCE (Sartorius,
Gottingen, Némecko). Data v grafech jsou prezentovana jako prumeér z triplikatu (Branyikova

et al., 2011).
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4.4 Mikroskopie

Pro kontrolu pribéhu bunécnych cykla a ristové kondice obou modelovych organismt
byl pouzit fluorescencni mikroskop Olympus BX51 vybaveny filtracnim blokem U-MWIBA?2
(excitace/emise: 460—-490/510-550 nm) (Olympus, Tokio, Japonsko) viz podkap. 4.4.1 a 4.4.2.

4.4.1 Barveni bunék pomoci DAPI

Pro rutinni  po¢itani  jader byly  butky  obarveny 2,5 pg-mL’!
40,6-diamidino-2-fenylindol dihydrochloridu (DAPI) v S pufru (0,25 % (w/v) sachardza,
I mM EDTA, 0,6 mM spermidin, 0,05 % (v/v) merkaptoethanol, 10 mM Tris.HCI, pH 7,6)

podle (Zachleder & Cepak, 1987) a jadra byla vizualizovana fluorescencni mikroskopii.

4.4.2 Pocéitani bunék v Biirkerové komurce

Biirkerova komurka je specialni podlozni sklicko, které se vyuziva pfi stanoveni poctu
cervenych ¢i bilych krvinek, ale 1 jinych bunék (Gunetti et al., 2012).

Do komurky bylo napipetovano 10 upl fasové kultury a poté bylo vlozena
do mikroskopu. Buiky byly pocitany v jednotlivych ¢tvercich po diagonalach v celkovém
poctu 24. Poget bunék v 1 mL byl vypog¢itan pomoci vzorce: n* ¥4 * 10°, pfi¢emz n je praimérny

pocet bun€k na 1 ¢tverec. Vysledky byly poté vyneseny do graft viz kapitola 5.

4.4.3 Barveni bunék pomoci SYBR Green

Pro vizualizaci jaderného a bunécného déleni konfokalni mikroskopii byly burky
obarveny SYBR Green podle (Vitova et al., 2005). P&t mikrolitri Cerstvé rozmrazeného
bunécného peletu bylo smichano s 2,5 ul SYBR Green I (ThermoFisher Scientific, Linz,
Rakousko), promichano a udrzovano po dobu 5—-10 minut ve tmé pii pokojové teploté. Dale
byly bunky pozorovany pod konfokalnim mikroskopem LSM Zeiss 880 (Carl Zeiss, Jena,
Némecko) s pouzitim nasledujicich vinovych délek excitace: chlorofyl-633 nm

a SYBR Green I-405 nm. RozliSeni: Zoom 6, objektiv 63 x, pixel size 40 x 40 mm.
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4.5. RNA, DNA, Proteinova analyza

Celkové nukleové kyseliny byly extrahovany podle Wank, (1962) s modifikaci
Lukavsky et al., (1973). Vzorky byly odstiedény v 10 mL centrifugacnich zkumavkach,
které slouzily i ke skladovani vzorkt. Pelety bun€k fas byly skladovany v 1 mL ethanolu
pii -20 °C. Rasy byly 5x extrahovany 0,2 M kyselinou chloristou v 50 % ethanolu po dobu
50 minut pfi 20 °C a 3krat smési ethanol-ether (3:1) pti 70 °C po dobu 10 minut. Takto pfedem
extrahované vzorky bylo mozné skladovat v ethanolu pfi -20 °C. Celkové nukleové kyseliny
byly extrahovany a hydrolyzovany 0,5 M kyselinou chloristou pfi 60 °C po dobu 5 hodin.
Po hydrolyze byla pfidana koncentrovand kyselina chlorista, aby se dosahlo konecné
koncentrace 1 M kyseliny chloristé ve vzorku. Absorbance celkovych nukleovych kyselin

v supernatantu byla méfena spektrofotometricky pti 260 nm (A260).

Svétlem aktivovana reakce difenylaminu s hydrolyzovanou DNA, jak je popsana
Decallonne & Weyns, (1976), byla pouzita s modifikaci Zachleder, (1984): Difenylaminové
¢inidlo (4% difenylamin v ledové kyseliné octové, w/v) bylo smichano se vzorky celkovych
extraktd nukleovych kyselin v poméru 1:1 a smési ve zkumavkach byly osvétleny ze dvou
stran zafivkami (Tesla Z, 40 W, Tesla lighting, Praha, CR). Dopadajici zafeni z kazdé strany
bylo 150 pmol fotont-m 2-s™!. Po 6 hodinach osvétleni pti 40 °C byl zmé&fen rozdil mezi
Aco0 @ A700 nm. Obsah RNA byl vypocten z rozdilu mezi celkovymi nukleovymi kyselinami
a obsahem DNA.

Sediment zbyvajici po extrakci nukleové kyseliny byl pouzit pro stanoveni proteinu.
Zbytkovy sediment byl hydrolyzovan 1M NaOH po dobu 1 h pii 70 °C. Koncentrace proteinu
byla kvantifikovana pomoci Folina a Ciocalteuova fenolového c¢inidla (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Némecko) podle postupu popsaného Lowry et al., (1951) Stejny postup byl
proveden pro sestaveni kalibra¢ni kfivky nastavené rtznymi koncentracemi hovéziho

sérového albuminu.
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4.6. Méreni maximalniho kvantového vytézku (Fotochemie RCII)

Fluorescenéni pomér variabilni ku maximalni fluorescenci (Fv/Fm) je obecnym

indikatorem snizeni funkce nebo poskozeni reak¢nich center (RC) fotosystému I1.

Alikvoty o objemu 2 mL byly odebrany z kultury a umistény do plastovych kyvet
10x 10 mm po dobu 30 minut ve tmé Data byla méfena pomoci AquaPen-C 100

(Photon Systems Instruments, Drasov, Ceska republika) dle Zachleder et al., (2021).

4.7 Stanoveni fykobiliproteinti u rasy G. sulphuraria

Celkové fykobiliproteiny byly stanoveny dle Bennett & Bogorad, (1973) a Johnson
et al., (2014).

Pro extrakci fykobiliproteinu bylo odebrano 10 mL homogenizované kultury,
ktera byla zcentrifugovana pii 2772 rcf po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Bunécny pelet
byl promyt 2-3 krat destilovanou vodou a resuspendovan ve 20 mM acetatovém pufru (pH 5,1)
obsahuyjicim 40 mM NaCl a 0,02 M azid sodny. Poté nasledovalo opakované zmrazeni
a rozmrazeni, dokud se shroméazdény supernatant nestal bezbarvy. Odebrany supernatant byl

pouzit pro stanoveni fykobiliproteind vyjadienych v mg mL™!' pomoci nasledujici rovnice:

PC = (Aas— 0474 x  Aes2) 5.34
APC = (Aes2— 0208 x  Aes) 5.09
PE = [(Ass2 — (2.41 (PC) — (0.849 x APC)]/ 9.62

Celkové fykobiliproteiny = PC+APC+PE

Zde PC-fykocyanin, PE-fykoerythrin a APC-allofykocyanin, As1s, Ass2 a Ase2 jsou absorbance
pfi 615 nm, 652 nm a 562 nm. Méteno v UV-VIS spektrofotometru (Shimadzu 1800-UV,
Shimadzu Corp., Japan).
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4.8 Stanoveni chlorofylu a a karotenoidi u rasy G. sulphuraria

Pro zméfeni chlorofylu a (Chl a) a karotenoidu (car) bylo odebrano 10 mL kultury,
ktera byla zcentrifugovana pii 2772 rcf po dobu 5 minut pfi pokojové teploté, promyta
a nasledné byl pelet resuspendovan v 10 mL 80 % acetonu a uchovavan pies noc v chladnicce
pii 4 °C, aby se mohl vyextrahovat pigment. Po centrifugaci, pii 2772 rcf, po dobu 5 minut
pii pokojové teploté, byla absorbance Cirého supernatantu métfena pii 663 nm a 470 nm
v UV-VIS spektrofotometru (Shimadzu 1800-UV, Shimadzu Corp., Japonsko). Mnozstvi
Chl a a Car bylo vypocteno pomoci specifického absorpcniho koeficientu podle Mackinney,
(1941).

4.9 Stanoveni pigmenti u La4 mutanta rasy D. quadricauda

Pro stanoveni Chl a, Chl b a karotenoidu (car) bylo odebrano 10 mL fasové suspenze,
ktera byla stoc¢ena pii 2772 rcf po dobu 5 min. Po odsati byl na pelet pfidan 1 mL fosfatového
pufru a 10 ug MgCO:s.

Fosfatovy pufr: (0,IM KH2PO4: 0,IM Na;HPO4+.12H>0, 1:9; pH 7,7)

Dalsim krokem bylo pfidani 500 pL 0.75-1.00 mm sklenénych kulicek pro rozbiti stén
a drceni po dobu 5 min na vortexu (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY,
USA). Poté bylo pifidano 4 mL 100 % Acetonu, vzorek byl promichan a zcentrifugovan
pti 2772 rcf po dobu 5 min. Supernatant byl pfesunut do kalibrovanych zkumavek se Spuntem
a byly ulozeny do tmavého bloku. Ke zbyvajicimu peletu bylo pfidano 4 mL 80 % acetonu,
vzorek byl promichan a podruhé zcentrifugovan pii 2772 rcf po dobu 5 min. Novy supernatant
byl pfesan do kalibrovanych zkumavek se zatkou s jiz odebranym supernatantem z prvniho
kolaa ulozen do tmavého bloku. Kalibrované zkumavky se vzorky byly doplnény

80 % acetonem do 10 mL.

Meéfteni absorbance spekter pii 750, 664, 647, 470 a 450 nm bylo provedeno
na spektrometru UV-1800 Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan)

Obsah chlorofylu a karotenoidt byly vypocteny rovnicemi:
C (Chl a) = 12.25 A664 -2.79 A647 (ug mL™")

C (car) = ((1000 A470) - (1.82 C (Chl a)) /198 (ug mL")

Analyza byla provedena dle Wellburn, (1994).
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4.10. Hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem

(ICP - MS)

Tato metoda se oznacuje v anglickém jazyce , Inductively coupled plasma-mass
spectrometry®, jelikoz je toto oznaceni v textu velmi dlouhé bude v textu vyuzito bézné

pouZivané zkratky ICP-MS.

4.10.1 Priprava vzorka pro ICP — MS

Biomasa obou modelovych organismu byla po odebrani tfikrat promyta destilovanou
vodou, zcentrifugovana po dobu 5 min na 2772 rcf a zamrazena na - 80 °C. Nasledné byly

vzorky lyofilizovany.

Lyofilizované vzorky tasovych kultur (0,1 g) byly rozstépeny se 3 mL 67 % HNO3
a 0,5 mL 30 % H>0> v PTFE nadobé v mikrovinné troubé MLS1200 MEGA pii 250 — 600 W
po dobu 20 minut. Zbyl4 kyselina byla odpafena a vysledny roztok byl pfenesen do odmérné
bariky. Baika byla nasledné doplnéna 0,67 % HNOs (Vitova et al., 2011; Nahlik, 2018).

4.10.2 Elementarni analyza vzorku (ICP — MS)

Stanoveni obsahu kovu v fasové biomase za vyuziti ICP — MS bylo realizovano
na pracovisti Statniho zdravotniho tstavu (SZU) v Praze za pouziti Elan DRC — e (Perkin
Elmer, Canada) vybaveného PTFE rozprasovatem koncentratu, cyklonickou sprejovou
komorou, kvarterovym hotdkem a ,,Academic Response Cell“ (DRC) pro snizeni spektralnich
interferenci. IS roztok nutny pro kompletni stanoveni kovii obsahoval Ge, In a Re (10 ug L")
ve ziedéné (1:100) HNOs;. Destilovana a demineralizovana voda byla pouzita pro piipravu
vSech analyzovanych vzorkd. Vzorky byly prefiltrovany pies 0,45 mL filtr a nafedény
1:10 s vodou. Referencni vzorky (kontroly) byly analyzovany totozné jako ostatni vzorky.
Pro exaktnost vysledki a kontrolu pfistroji byly vyuzity pii méfeni standardy. Aby bylo
dosazeno stejné koncentrace referencnich vzorkl, byly vzorky vzdy nafedény jako v Nahlik,

2018 a Cizkova et al., 2019.
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4.11 Zpracovani dat

Vsechna data z provedenych méfeni byla zpracovana v programu SigmaPlot 10.0.

Fotografie z mikroskopt byly upraveny v programu ImageJ 1.8.
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5 VYSLEDKY

V této praci se zabyvame bioakumulaci vzacnych kovi z Cerveného kalu za pomoci
vhodnych mikrofasovych kment. Predstavujeme zde, jak zvlada a ovliviiuje akumulace
vzacnych kovi mutantni kmen La4 zelené tasy D. quadricauda (kap. 5.1) a Cervené
extrémofilni fasy G. sulphuraria (kap 5.2). Také jsme otestovali akumulaci vzacnych kovt

u fasy G. sulphuraria pod riznymi trofickymi rezimy (kap 5.3).

5.1 Kaultivace synchronni Kkultury La4 mutantu rasy
D. quadricauda s pridavkem extraktu ¢erveného kalu a stanoveni
mnozstvi naakumulovanych vzacnych kovi z biomasy za pomoci

ICP-MS.

Hodnoty optické density (OD) byly skoro stejné pro kontrolni 1 ovlivnéné kultury RM
na zacatku pokusu tj. 0,057 pro K a 0,053 pro RM. Do 12. hodiny cyklu byl pozorovan totozny
rast pro obé varianty. Kontrolni kultury pfiblizn€ zdvojnasobily svou hustotu na konecnou
prumérnou hodnotu 0,397, avSak ovlivnéné kultury RM dosahly nejvyssi hodnoty
OD v 16. hodiné cyklu (0,213) a poté se OD zacalo snizovat,

az na konecné prumérné OD 0,183 viz graf ¢. 1.

Velmi podobny trend v ristu bylo mozné pozorovat stanovenim susiny, kdy rostly obé
varianty velmi podobné az do 12. hodiny cyklu, a poté doslo ke strmému nartstu suSiny
u K azna 4,9 mg-mL". U ovlivnénych kultur doslo od 14. hodiny k postupnému zastaveni

navySovani susiny a koneéna hodnota u RM byla 2,3 mg-mL™! viz graf &. 2.
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Graf ¢. 1: Opticka densita pfi 750 nm pro synchronni pokus mutantniho kmenu La4 fasy
D. quadricauda. Cernou barvou je znazornéna kontrolni kultura (K), &ervenou barvou
je znazornéna pramérna hustota ovlivnénych kultur extraktem cCerveného kalu (RM).
Obé varianty byly péstovany v triplikatu. Hodnoty byly zprimérovany a smérodatné odchylky
byly oznaceny jako chybové usecky. Temna faze je oznaCena ¢ernym obdélnikem v horni ¢asti

grafu.
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Graf ¢ 2: Stanoveni sufiny v mg-mL"' ze synchronniho pokusu s mutantnim kmenem
La4 tasy D. quadricauda. Cernou barvou je znazornéna kontrolni kultura (K), ervenou
barvou je znazornéna prameérna hustota ovlivnénych kultur extraktem ¢erveného kalu (RM).
Obé varianty byly péstovany v triplikatu. Hodnoty byly zprimérovany a smérodatné odchylky
byly oznaceny jako chybové usecky. Temna faze je oznaCena Cernym obdélnikem v horni ¢asti

grafu.
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Rist synchronni kultury La4 D. quadricauda byl dale sledovan analyzovanim zmén
v rustovych parametrech a zménach celkového obsahu RNA, DNA a proteina (kap. 4.5).
Celkovy obsah RNA se u kontrol strmé navySoval v prvni poloviné cyklu, ve druhé navySoval
jiz nepatrné az na celkovou hodnotu 18,15 pg na bunku. U ovlivnénych kultur RM nebylo
navyseni tak strmé, ale zaCinalo na vyss§i hodnoté 4,8 pg na buiku a kone¢na hodnota byla
14,27 pg na buiiku. Obsah DNA se u kontrolnich kultur poprvé navysil mezi 8. az 14. hodinou
a pot¢ mirné mezi 20. a 22. hodinou. Naopak u ovlivnénych kultur RM dochazelo
k pozvolnému navySovani DNA po celou dobu pokusu az na hodnotu 0,94 pg na buriku oproti
hodnoté 1,2 pg na buiiku u K. Obsah proteind se skokové navysoval po celou dobu svételné
faze u obou variant, avSak v temné fazi dochazelo k déleni buné€k a tim i ke snizovani obsahu

proteinu viz graf ¢. 3.
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Graf ¢. 3: Syntéza RNA, DNA a proteind v pg na buriku vici ¢asu (h) ze synchronniho pokusu
s mutantnim kmenem La4 fasy D. quadricauda. Cervené — RNA, modie — DNA,
zelené - proteiny. Obé€ varianty byly péstovany v triplikatu. Hodnoty byly zpramérovany
a smérodatné odchylky byly oznaceny jako chybové usecky. Temna faze je oznaCena Cernym

obdélnikem v horni ¢asti grafu.

39



Byl pozorovan velky rozdil v narGstu obsahu chlorofylu a béhem temné faze
u ovlivnéné kultury RM, ktery dosahl hodnoty u chl a 1,88 pg-mL" oproti 1,1 pug-mL!

u kontrolnich kultur (viz graf €. 4).

U ovlivnénych kultur RM jsme také mohli pozorovat vyssi obsah chlorofylu b
tj. ve 22.h cyklu 1,19 pg-mL! (ve 20. hodiné 0,44 pg-mL™). Doslo také k navyseni celkového
obsahu karotenoid(iu RM s nejvyssi hodnotou 0,52 pg-mL! v 18. hodiné cyklu. V kontrolnich
kulturach bylo nejvice karotenoidi naméfeno az ve 22. hodiné& cyklu o obsahu 0,44 pg-mL'!

(viz graf ¢. 4).
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Graf &. 4: Obsah fotosyntetickych pigmentl v pg-mL™! viigi ¢asu (h) ze synchronniho pokusu
s mutantnim kmenem La4 fasy D. quadricauda. Svétle zelené chlorofyl a, tmavé zelené
chlorofyl b, oranzové karotenoidy. Obé varianty byly péstovany v triplikatu. Hodnoty byly
zprumérovany a smeérodatné odchylky byly oznaceny jako chybové useCky. Temna faze

je oznaCena Cernym obdélnikem v horni ¢asti grafu.
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U kontrolnich kultur bylo pozorovano postupné navySovani hodnot Fv/Fm
az na hodnotu 0,73, ktera je velmi podobna startovaci hodnoté 0,75. U kultur ovlivnénych
extraktem RM v temné fazi mizeme pozorovat propad az na hodnotu Fv/Fm 0,57 v 16. hodiné

cyklu. Pomér se ke konci cyklu navySoval az na 0,63 (Graf €. 5).
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Graf ¢. 5: Fluorescencni pomér variabilni ku maximalni fluorescenci (Fv/Fm) v ¢ase (h)
pro synchronni kultury La4 D. quadricauda. Tmavé zelend — K (kontrola), svétle zelena — RM
(red mud). Obé varianty byly péstovany v triplikatu. Hodnoty byly zprameérovany
a smérodatné odchylky byly oznacCeny jako chybové usecky. Temna faze je oznaCena Cernym

obdélnikem v horni ¢asti grafu.
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Pro stanoveni obsahu vzacnych kovli v fasové biomase kultivované s ptfidanym
extraktem Cerveného kalu byla provedena analyza ICP-MS. Tato data byla zpracovana

do grafu ¢.6.

Majoritnimi sledovanymi prvky v extraktu byly V.aMn (110,1; 164,1 pg-g™"). Celkovy
obsah nami kontrolovanych vzacnych kovu byl 374,1 pg na g rasové biomasy. Nejvice

zastoupené byly v tomto obsahu prvky Ce, La, a Nd (98,6; 63,4 a 62,9 ng-g™).
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Graf ¢. 6: Sloupcovy graf akumulace kovl v ug na g fasové biomasy La4 D. quadricauda.

Vzorky byly analyzovany ICP-MS po smichani triplikatu kultur. Jednotlivé kovy jsou

sefazeny popotad¢ v barevnych sloupcich.
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5.2 Kultivace synchronni kultury extrémofilni rasy G. sulphuraria
s pridavkem extraktu cerveného kalu a stanoveni mnoZstvi

naakumulovanych vziacnych koviu z biomasy za pomoci ICP-MS.

Startovaci hodnoty optické density (OD) byly velmi podobné a to 0,161 pro kontrolni
kulturu (K) a 0,143 pro ovlivnénou kulturu Cervenym kalem (RM). U kontrolnich kultur
dochazi ke strmému naristu OD az do 16. hodiny cyklu na primérnou hodnotu 1,06.
Ovlivnéné kultury RM byly v nartstu pomalejsi s nejvyssim bodem v 16. hodiné pii OD rovné
0,86. Béhem temné faze doslo k snizeni OD u K na 0,64 a k vét§imu propadu u RM na 0,32

viz graf €. 7.

Podobna snizujici se tendence béhem temné faze byla pozorovan i u stanoveni susin.
Z nejvys$§iho objemu susiny v 16. hoding (0,52 pro K a 0,49 mg-mL"! pro RM) se hodnota
susiny propadla az na kone¢ny objem 0,48 pro K a 0,46 mg-mL™! pro RM viz graf &. 8.
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Graf ¢. 7: Opticka densita pfi 750 nm pro synchronni pokus s G. sulphuraria a extraktem
Gerveného kalu. Cernou barvou je znazornéna kontrolni kultura (K), &ervenou barvou
je znazornéna prumérna hustota ovlivnénych kultur extraktem Cerveného kalu (RM). Obe
varianty byly péstovany v triplikatu. Hodnoty byly zprimérovany a smérodatné odchylky byly
oznaceny jako chybové usecky. Temna faze je oznaCena Cernym obdélnikem v horni Casti

grafu.
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Graf ¢&. 8: Stanoveni susiny v mg-mL™! pro synchronni pokus s G. sulphuraria a extraktem
Gerveného kalu. Cernou barvou je znazornéna kontrolni kultura (K), &ervenou barvou
je znazornéna prumérna suSina ovlivnénych kultur extraktem cerveného kalu (RM). Obé
varianty byly péstovany v triplikatu. Hodnoty byly zprimérovany a smérodatné odchylky byly
oznaceny jako chybové usecky. Temna faze je oznaCena Cernym obdélnikem v horni Casti

grafu.
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Synchronnost bunék byla pozorovana konfokalnim mikroskopem. Na zacatku cyklu
tasy G. sulphuraria (obr. €. 8) se jednobunécné dcefiné buriky drzely v materské stén€ u obou
variant, av§ak beéhem 2. h cyklu matetskou sténu opustily. V 8. h cyklu byl pozorovan zacatek
déleni chloroplasta a jader, které do 12. h cyklu bylo dokonéeno. V 16. h cyklu dochazelo
k pripraveé druhého déleni chloroplasti a jader. Ve 20. h cyklu bylo pozorovano 2. déleni u K,
které bylo dokon¢eno do 24. h cyklu, avSak ovlivnéné kontroly byly rozdéleny

az ve 28. h cyklu, kdy doslo k ukonceni experimentu.

Oh 8 h 16 h 28 h

Obrazek ¢. 8: Fluorescencni fotografie synchronnich kultur fasy G. sulphuraria béhem cyklu.
Horni fada zobrazuje kontrolni kultury — K. Spodni fada zobrazuje ovlivnéné kultury
extraktem Cerveného kalu — RM. U ovlivnénych kultur je patrny ptidavek extraktu cerveného
kalu  vokoli bunék. Jadra (zelend) byla obarvena SYBR  Green [,

chloroplasty (Cerven€) — autofluorescence chlorofylu.
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Rist synchronni kultury G. sulphuraria byl dale posouzen podle zmén v rastovych
parametrech a celkového obsahu RNA, DNA a proteint (dle kap. 4.5) Celkovy obsah RNA
se u kontrol postupné zvySoval v po celou dobu cyklu az na celkovy obsah 27,1 pg-mL.
U ovlivnénych kultur RM bylo navySovani stuptiovité ve 12. a 18. hodiné cyklu s kone¢nym
obsahem 33,9 pg-mL'. Obsah DNA se u kontrolnich kultur se postupné navysil az na celkovy
obsah 4,6 pg-mL!. Nejvys§i obsah u ovlivnénych kultur RM byl pozorovan ve 22. hoding
cyklu (0,95 pg-mL!) a poté se snizoval az ke kone¢nému obsahu DNA 0,51 pg-mL!. Obsah
proteini se u kontrolnich kultur strmé navySoval po celou dobu svételné faze
a poté do 24 hodiny stagnoval (73,6 pg-mL"'), nasledné doslo kvelkému propadu
(32,8 ng'mL™"), zaktery nejspise mohlo prodlouzeni temné faze. Hodnoty u kultur
ovlivnénych kyselym extraktem dosahovaly nejvyse 19 pg-mL"!, coz je velice nizka hodnota
a znaCi, ze tato analyza neni prokazatelnd pro tuto variantu stasou G. sulphuraria

viz graf €. 9.
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Graf & 9: Syntéza RNA, DNA a proteind v pg-mL™! vii¢i ¢asu (h) ze synchronniho pokusu
s Cervenou fasou G. sulphuraria a extraktem Cerveného kalu. Cern& — RNA, Cervené — DNA,
zelené — proteiny. Obé€ varianty byly péstovany v triplikatu. Hodnoty byly zpramérovany
a smérodatné odchylky byly oznaceny jako chybové usecky. Temna faze je oznaCena Cernym

obdélnikem v horni ¢asti grafu.
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Obsah chlorofylu a se u kontrolnich kultur vinovité navySoval s mensi stagnaci mezi
18. az 22. hodinou, kdy se chl a v kontrolach zacal navySovat az do ukonceni pokusu na finalni
pramémy obsah chl a u K roven 10,2 mg-L™!. Nartst chl a u ovlivnénych kultur RM byl
celkové nizsi nez u K a na grafu ¢. X jsou viditelné dva propady obsahu ve 14. a 18. hodiné

cyklu. Celkovy finalni priimérny obsah chl a byl u RM roven 8,5 mg-L™! (viz graf ¢. 10)
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Graf ¢. 10: Celkovy obsah chlorofylu a v synchronnich fasovych kulturach G. sulphuraria
vmg-L! vii¢i ¢asové ose. Svétle zelené chlorofyl a u kontrolnich kultur, tmavé zelend
chlorofyl a u ovlivnénych kultur extraktem cCerveného kalu. Obé varianty byly péstovany
v triplikatu. Hodnoty byly zprimérovany a smérodatné odchylky byly oznaceny jako chybové

useCky. Temna faze je oznacena Cernym obdélnikem v horni ¢asti grafu.
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Ovlivnéné kultury RM mély vice nez dvojnasobné vyssi obsah karotenoida az do 22. h
cyklu, kdy se jejich obsah zacal rychle navysovat i u kontrolnich kultur. Obsah karotenoidti
u RM kultur stagnoval od 16. hodiny cyklu s primérnym finalnim obsahemem 456 pg-mL'.
Kontrolni kultury navysily sviij obsah z 307 pg-mL! (24. h) na finalni obsah ve 28. h rovny
491 pg-mL! viz graf. &. 11.
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Graf &. 11: Celkovy obsah karotenoidd v synchronnich kulturach G. sulphuraria v pg-L™! vigi
Casové ose. Vinova barva znaci kontrolni kultury, oranzové jsou znaceny ovlivnéné kultury

extraktem Cerveného kalu. Temna faze je oznacena Cernym obdélnikem v horni Casti grafu.
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Obsah fykocyaninu se u fasy G. sulphuraria imérné navySoval u obou variant,
1 kdyz ovlivnéné kultury byly pomalejsi v syntéze béhem svételné faze. V temné fazi cyklu
jiz nedoslo k vyraznéjSimu navyseni a nejvyssiho obsahu u K bylo dosazeno ve 20. h cyklu
(215 mg-L''). U RM bylo nejvyssiho obsahu dosazeno ve 24. h cyklu (204 mg-L™")

viz graf ¢.12.
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Graf ¢&. 12: Celkovy obsah fykocyaninu v synchronnich kulturach G. sulphuraria v mg-L™!
vuci ¢asove ose. Tmaveé modra — kontrolni kultury, svétle modra — ovlivnéné kultury extraktem

cerveného kalu. Temna faze je oznacCena ¢ernym obdélnikem v horni ¢asti grafu.
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U kontrolnich kultur byla pozorovéana vyssi aktivita ve svételné fazi, nicméné v temné
fazi ji RM kultury prevySily a ke konci pokusu dorovnaly. Nejnizs§i hodnoty Fv/Fm byly
zaznamenany v 6. h cyklu a to 0,27 pro K a 0,26 pro RM. Nejvyssi hodnoty Fv/Fm pro obé
varianty neptresahly pocatec¢ni hodnoty, 0,61 pro K a 0,53 pro RM viz graf €. 13.
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Graf ¢. 13: Fluorescen¢ni pomér variabilni ku maximalni fluorescenci (Fv/Fm) v ¢ase (h)
pro synchronni kultury tfasy G. sulphuraria. Tmavé zelena — K, svétle zelena — RM. Obé¢
varianty byly péstovany a méfeny v triplikatu. Hodnoty byly zprimérovany a smérodatné
odchylky byly oznaceny jako chybové usecky. Temna faze je oznaCena ¢ernym obdélnikem

v horni Casti grafu.
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Z ptedchoziho experimentu s La4 D. quadricauda bylo navrzeno sledovat akumulaci
vzacnych kovi v prubéhu cyklu. Pro pokus s Cervenou fasou G. sulphuraria byly tedy
navrzeny pro studium akumulace kovii odbéry po 8 hodinach cyklu. Pfijata data byla

zpracovana do grafu ¢. 14.

Nejvice akumulovanymi pro fasu prospé$nymi kovy byly Ce a Nd. Nejvyssi hodnoty
akumulace Ce a Nd byly zaznamenany na zacatku cyklu a to 29,7 a 17,3 pg-g’! DM.

Zajimavym jevem byla u fasy G. sulphuraria vysoka akumulace Lu, Th a U. Nejvyssi
hodnoty Lu, Th a U byly zaznamenany ve 24. hodiné cyklu a to 28,3; 28,4 a 21,2 pg-g’ DM.
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Graf ¢. 14: Sloupcovy graf akumulace kovil v ug na g fasové biomasy G. sulphuraria. Vzorky

byly odebirany smichanim triplikatu kultur kazdych 8 h v pribéhu experimentu. Jednotlivé

kovy jsou setazeny poporadé v riznych barvach podle legendy.
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5.3 Kultivace nesynchronni kultury rasy G. sulphuraria v

riuznych trofickych rezimech s extraktem ¢erveného kalu.

Kultury byly nasazeny na hodnotu susiny 0,18 mg-mL' a po dobu 48 h rostly
identicky. Poslednich 24 h rostla nejlépe mixotrofni kontrola s vyslednou suSinou
3,52 mg-mL!, autotrofni kontrola dosahla vysledné susiny 3,1 mg-mL™'. Autotrofni kultura
ovlivnéna extraktem &erveného kalu (RM) rostla l1épe (3,42 mg-mL!) nez ovlivnéna

mixotrofni kultura s vyslednou hodnotou susiny 2,62 mg-mL"! viz graf &. 15.
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Graf ¢&. 15: Stanoveni susiny v mg-mL! z nesynchronnich auto- a mixotrofnich kultur fasy
G. sulphuraria. Vinova — autotrofni K, oranzova — autotrofni s RM, Zluta — mixotrofni K,
zelend — mixotrofni s RM. Obé varianty byly péstovany v triplikatu. Po 48 h byl pfidan

1 % glycerol k mixotrofnim kulturdm.
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Pii analyze dat z ICP-MS byl kladen, na zakladé predchozich poznatkd, vyssi diraz
na akumulaci lanthanoidd (REEs). Celkové mnozstvi naakumulovanych REEs
v auto- 1 mixotrofnich kontrolach bylo niz$i nez 0,1 ug na g fasové biomasy (DM). Autotrofni
kultura ovlivnéna extraktem RM naakumulovala nejvice yttria a ceru, a to v obsahu
54a0,5ugg! DM. Naopak mixotrofni kultura i pfes nejniz§i riist naakumulovala
94,3 pg-g! DM yttria a 9,8 pg-g! DM europia. V grafu ¢. 16 neni zapoditan obsah
naakumulovaného Th a U, ktery byl pro autotrofni kulturu 8,0 a 1,4 pgg! DM
a pro mixotrofni kulturu 10,1 22,4 pg-g’' DM.
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Graf ¢. 16: Sloupcovy graf akumulace REEs v ug na g z auto- a mixotrofni fasové biomasy
G. sulphuraria. Auto K — autotrofni kontrola, Auto + RM — autotrofni kultura ovlivnéna
extraktem Cerveného kalu, Mixo K — mixotrofni kontrola, Mixo + RM — mixotrofni kultura

ovlivnéna extraktem cerveného kalu.
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6 DISKUZE

Globalni ulozisté Cerveného kalu okupuji rozsahla tzemi, coz vede, kvili toxicité
a zéasaditému pH kalu, k poSkozovéani zivotniho prostfedi (Zinoveev et al., 2021). Tento odpad
se pritom jevi jako témér nevyCerpatelny zdroj kovu, napt. zeleza, nebo mikroprvka, které
jsou v piipadé€ tas potiebné pro jejich rust (Laguna et al., 2011). V neposledni fadé by mohl
slouzit jako cenny zdroj lanthanoidi a jinych kritickych kovl. Zejména v ptipadée lanthanoidu
(cca 170 mg-kg' kalu) se zda byt vhodngjsi hovofit o opétovné t&zbé nez o recyklaci

(Cizkova et al., 2019a).

Mnoho studii se zabyvalo biologickym louzenim rtiznych rud a primyslovych odpada
(Brisson et al., 2016; Dev et al., 2020; Faramarzi et al., 2020), pouze né€kolik z nich vSak
zahrnuje biolouzeni Cerveného kalu, zeyména pro extrakci REEs (Qu et al., 2019a; Qu & Lian,
2013). Zkoumany byly plistiové kmeny jako Penicillium tricolor (Qu, et al., 2019a)
a Aspergillus niger (Pedram et al., 2020; Qu et al., 2019b) a mikrofasy (Cizkova et al., 20194)
jako Desmodesmus quadricauda, Chlamydomonas reinhardtii a Parachlorella kessleri.
Hlavnimi nevyhodami pouziti hub a mikrofas oproti bakteriim je tvorba velkého mnozstvi
biomasy a spor, které prodrazuji proces a zpusobuji sekundarni znec€isténi (Qu et al. 2019b).

Narocna je také separace ¢astic RM z biomasy hub (Qu et al., 2015).

Predchozi studie prokazaly, ze surovy rozpustény kal v fasovych kulturach zptsobuje
limitaci svétla jiz pfi koncentraci 0,05 g kalu na litr média (Nahlik, 2018), a proto byl pfipraven
kysely extrakt Cerveného kalu. Analyza ICP-MS ukazala, ze nejvhodné&jsi pro rozpousteni kalu
byla 10 % HNOs, Takto koncentrovana kyselina nejvice louhuje nami pozadované vzacné
kovy a tim 1 navySuje jejich bio-dostupnost. Diky pfiefiltrovani byl extrakt RM bezbarvy
a nezpusobil tak limitaci svétla. Kultivace fas probihala s pfidavkem extraktu o koncentraci
0,25 g'L!, coz je pétkrat vice nez uvadi Nahlik, (2018). Kysely vyluh snizoval pH po piidani
do médii (1/2 SS a Galdieria) na hodnotu kolem 1,8. Pro zvyseni pH byl pouzit amoniak,

jenz zpusobil lehké zakaleni kultur, které vSak neovlivnilo dopadajici intenzitu svétla.

Vhodnym modelovym organismem pro zakladni i aplikovany vyzkum se jevi nékteré
jednobunécné zelené fasy, protoze jsou velmi dobfe prozkoumany v oblasti regulace
bunééného cyklu, fyziologie, molekularni biologie ¢i fotosyntézy a biotechnologickych
aplikaci (Schroda et al., 2015; Umen, 2018; Milada Vitova et al., 2015; Zachleder et al., 2016).
Rasa Desmodesmus quadricauda byla vybrana, jako nejlepsi akumulator REEs

v Cizkova et al., (2019a). Na zékladé t&chto zkuSenosti byl pro prvni experiment pouZit
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La4 mutant fasy D. quadricauda. Tento mutant vznikl indukovanou mutagenezi a naslednou
selekci navysokych davkach lanthanoidd. Mohl by byt dale uziteCny v projektech
pro recyklaci vzacnych kovu in situ ze znecisténych odpadnich vod, primyslovych odpadu,
nebo jako bioremediacni prostfedek pro vychytavani anorganického a organického znecisténi

z vod (Das et al., 2013; Kim et al., 2007; Palmieri et al., 2000; Salama et al., 2019).

Kontrolni kultura mutantniho kmene La4 D. quadricauda ptiblizn€ zpétinasobila svij
rast béhem svého bunécného cyklu (Graf ¢. 2), coz vypovida o vyssi rustové rychlosti
nez u divokého typu D. quadricauda (2,7x), ktery byl pé€stovan za stejnych podminek v praci
Cizkova et al., (2019a). Ovlivnéna kultura RM ztrojnasobila sviij objem, ale jeji OD i susina
zacali klesat béhem temné faze cyklu (Graf ¢. 1 a 2). U fas mohou byt vyznamné ¢asti denni
fotosyntetické produktivity ztraceny v noci, kdy probiha dychani (Edmundson & Huesemann,
2015). Nocni ubytek biomasy zistava zanedbavanym aspektem optimalizace produktivity fas

pti kultivaci (Hu et al., 1998).

Velky daraz byl také kladen na analyzy fotosyntetickych pigmentli, protoze jejich
syntézu a funkci mohou nékteré vzacné kovy ovlivnit. Byl pozorovan velky narast vSech
fotosyntetickych pigmentd u ovlivnénych kultur RM (Graf ¢. 4). Navyseni celkového
mnozstvi chlorofylu v biomase D. quadricauda za ptitomnosti soli REEs byl popsan
Rezankou et al., (2016a). Relativni konstantni pomér chlorofylu a/b lze podstatng zmé&nit
podminkami prostfedi (Gevaert & Rees, 2015), jako je intenzita svétla, spektralni slozeni
(kvalita) svétla (Melis, 1991) nebo pfitomnost tézkych kovi (Maina & Wang, 2015; Rocchetta
et al., 2012).

Vliv RM na ucinnost fotosyntézy byl posuzovan stanovenim pomeéru Fv/Fm.
Zatimco u kontrolnich kultur bylo pozorovano postupné zrelaxovani RC, stres zpusobeny
extraktem RM zapficinil postupné poskozeni RC, jak je patrné z dosazeni nejnizsi hodnoty
Fv/Fm 0,57 v 16. hodin€ cyklu, kdy zacala temné faze cyklu (Graf €. 5). Podobnou inhibici
popsal Ouyang et al., (2012) u C. vulgaris, ktera podobné reagovala na vysoké koncentrace
Cr a Cd. K caste¢nému zrelaxovani RC u C. vulgaris doslo az po 96 h. V reakci na zvySeni
koncentrace chromu byly pozorovany vyznamné zmény maximalni fotochemické ucinnosti

poméru PSII (Fv/Fm) i u fasy Ulva lactuca (Unal et al., 2010).

Analyza ICP-MS potvrdila vysoké hodnoty naakumulovanych vzacnych kovi
v biomase. Kysely extrakt Cerveného kalu navysil bio-dostupnost prvkt vice nez vodny roztok

surového Eerveného kalu, ktery byl pouzit v Cizkova et al., (2019a). Mutantni kmen La4 fasy
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D. quadricauda s vyssi schopnosti akumulace REEs ve spojeni s kyselym extraktem RM

naakumuloval 3krat vice Ce a 4x vice La a Nd, nez uvadi Cizkova et al., (2019a) (Graf &. 6).

Jako dalsi modelovy organismus pro kultivaci s kyselym extraktem Cerveného kalu
byla wvybrana extrémofilni Cervena ftasa G. sulphuraria. Tuto fasu se podafilo
zesynchronizovat teprve nedavno (Jong et al., 2021; Nahlik et al., 2021). U kontrolnich kultur
bylo déleni na 4 dcefiné buiky dokonCeno béhem 24 hodin v celé populaci podobné
jako v praci Nahlik et al., (2021). U ovlivnénych kultur RM byl cyklus d€leni pomalejsi
a bunécny cyklus byl dokoncen po 28 hodinach. U ovlivnénych kultur bylo také pozorovano
déleni na 8 dcefinych bunék (< 1 % v populaci), jak bylo popsano v praci Jong et al., (2021).
Nartst susiny byl velmi podobny, jako zmifiuje Cizkova et al., (2021).

Analyzou nukleovych kyselin podle Wank, (1962) s modifikaci od Lukavsky et al.,
(1973) bylo mozné stanovit obsah nukleovych kyselin u K i RM podobné¢ jako v Nahlik et al.,
(2021) (Graf ¢. 9). Proteinova analyza podle postupu popsaného Lowry et al., (1951)
u ovlivnénych kultur RM nebyla funkcéni. Moznym divodem je nizké pH Galdieria média
(Rezanka et al., 2016b), nebo interference nékterého z kovii obsazenych v erveném kalu.
Nicméné stanoveni proteinu nebylo mozné ani dle Bradford, (1976) nebo BCA metodou
dle He, (2011), tudiz metodika pro stanoveni proteini fasy G. sulphuraria s pridavkem

extraktu Cerveného kalu neni zatim vypracovana.

Stejny daraz na analyzy fotosyntetickych pigmentd jako u La4 D. quadricauda byl
kladen 1 u extrémofilni Cervené tfasy G. sulphuraria, 1 ptesto, ze Cervené fasy maji jiné slozeni
pigmentl. Obsah chlorofylu a byl u ovlivnénych kultur RM nizsi nez u kontrolnich kultur,
ale obsah karotenoidd byl mnohem vyssi u RM, nez u K (Graf ¢. 10 a 11). Takové
mnohonasobné navySeni obsahu karotenoidd, ale i chlorofylu @ je popsano také
v Cizkova et al. (2021), ale v piipadé nasi prace nedoslo k navyseni chlorofylu a, ktery je
u ovlivnénych kultur RM zde nizs§i nez u K. Obsah fykocyaninu (Graf ¢. 12) je nizsi
u ovlivnénych kultur, ale jeho nizky obsah miZeme pozorovat i u K, tudiz neni mozné tuto
metodiku pouzit pro biotechnologické ziskavani této latky (Wan et al., 2016). Obsah
fykocyaninu je mozné navysit napf. zménou trofického rezimu za ptidani cukrii (Sloth et al.,

2006; Wan et al., 2016).

Celkovy propad vpoméru Fv/Fm, nasledovany jeho zpétnym navySenim
az na hodnoty > 0,5, ukazuje na Castecné zrelaxovani RC II (Graf ¢. 13). Pfi nizkém

pH a zdrojem dusiku z amoniaku a dusi¢nant, byly podobné hodnoty Fv/Fm mezi 0,5 — 0,6
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nameéteny u G. maxima (Iovinella et al., 2020). Podle Ley & Butler, (1977) a Butler, (1978)
je svétlo absorbované fykobilisomy sbirdno téméf vyhradn€é do malych jednotek RC II,
zatimco 95 % svétla absorbuje chlorofyl a je distribuovano do velkych jednotek RC 1. Svétlo
vlnovych délek absorbovatelnych chlorofylem a, tedy umoziiuje pouze nepatrnou produkci
kysliku. V fase Ulva sp., jak naznaCuje Franklin et al., (1992), je rychly pokles Fv/Fm
zpusobeny zvySenim Fo, které je citlivé na chloramfenikol, a mize reflektovat poskozeni

RCIIL

Zavislost akumulace vzacnych kovu na fazich bunéfného cyklu se nepotvrdila.
Zajimavy byl trend snizovani akumulace kovi v Casovém rozmezi cyklu (Graf €. 14).
Také fasa G. sulphuraria piekvapivé naakumulovala az o tfetinu méné kovu
nez La4 D. quadricauda. Zajimavym jevem byla u tfasy G. sulphuraria vysoka akumulace
Lu, Th a U, tyto prvky dosahovaly ve vysledku vysSich hodnot nez nejvice akumulované
lanthanoidy, tj. Ce a La. Obsah naakumulovanych vzacnych kovi v susiné je podobny
jako u fasy D. quadricauda v Cizkova et al., (2019a). Dostupnost skupin vazajicich kovy
v fasach vzdy zavisi na pH média. Tyto skupiny mohou udrzovat zadporné nabity povrch
za kyselych podminek. Nicmén¢ extrémneé nizké pH (< 2) biosorpci kovii mikrofasami snizuje.
Vysoké koncentrace H* ionti snizuji biosorpci kovt tim, ze jim brani ve vazb€ na ligandy

na bunécném povrchu (Volesky, 2007; Zeraatkar et al., 2016).

Protoze predeslé vysledky neprokazaly zavislost akumulace vzacnych kovi
na bun&éném cyklu, nebylo zapotiebi udrzovat pro daldi pokus synchronni kulturu. Rasu
G. sulphuraria je mozné kultivovat za mixotrofniho rezimu s pfidanim glycerolu (Nahlik
et al., 2021). Proto bylo vyzkouSeno ovlivnéni mixotrofni kultury extraktem ¢erveného kalu.
I presto, ze ovlivnénad autotrofni kultura rostla lépe nez ovlivnéna mixotrofni kultura,
tak mixotrofni kultura naakumulovala desetkrat vice vzacnych kovi (Graf €. 16). Nejvice bylo
akumulované yttrium. Mixotrofni kulturou fasy G. sulphuraria byla Uspé$né popsana
akumulace cesia (Fukuda et al., 2018) nebo Nd, Dy a La (Minoda et al., 2015). Akumulace
lanthanoidii z luminoforovych odpadi FL a CFL za vyuziti mixotrofni kultury fasy
G. phlegrea byly mnohonasobné vyssi nezjejich akumulace z ¢erveného kalu u G. sulphuraria

(Cizkova et al., 2021).

58



7 ZAVER

Kysely extrakt cerveného kalu zvysil bio-dostupnost vzacnych kovl, navic nelimitoval
svételné podminky, protoze je bezbarvy. Pridané vzacné kovy z extraktu Cerveného kalu
negativné ovlivnily rust a navysily obsah fotosyntetickych pigmentd u ovlivnénych kultur
La4 D. quadricauda. Analyza ICP-MS potvrdila vysoké hodnoty naakumulovanych vzacnych
kovii v biomase mutantniho kmenu La4 D. quadricauda z extraktu Cerveného kalu.
Po vyhodnoceni analyzovanych dat z pokusu je patrné, ze byla tfasa G. sulphuraria
ve zvySeném stresu z piidani extraktu Cerveného kalu a nevykazovala tak lepsi rist nez
mutantni kmen La4 D. quadricauda. Rasa G. sulphuraria ovlivnéna extraktem &erveného kalu
navysila obsah karotenoidd, avSak snizila obsah chlorofylu a. Zavislost akumulace kritickych
kovt na fazi bunééného cyklu u fasy G. sulphuraria se nepotvrdila, navic byla akumulace
kovl az o tietinu nizsi, nezu La4 D. quadricauda. Mixotrofni kultura fasy G. sulphuraria
s extraktem z Cerveného kalu rostla nejpomaleji, avsak akumulovala vyssi obsah kritickych

kovu nez jeji autotrofni varianta.

Tyto poznatky o akumulaci vzacnych kovii mikrofasami a jejich vliv na bunécny rust
a tvorbu fotosyntetickych pigmenti pomuzou v dal§im vyzkumu regulace bunécného cyklu

fas externimi faktory a bioakumulace kovt z prumyslovych odpadua.
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10 SEZNAM ZKRATEK

Ccp ,,commitment point“ neboli regulac¢ni bod

DAPI 2-(4-Amidinophenyl)-1H-indole-6-carboxamidine

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EMS Ethylmethansulfonat

Fv/Fm Fluorescen¢ni pomér variabilni ku maximalni fluorescenci
G1 1. ptipravna faze bunécného cyklu

G2 2. ptipravna faze bunécného cyklu

G3 3. ptipravna faze bunécného cyklu

ICP-MS ,Inductively coupled plasma-mass spectrometry*

K kontrolni kultura

L/D rezim svétlo/tma (light/dark)

La4 oznaceni mutantniho kmene tasy D. quadricauda

M mitoticka faze bunééného cyklu

oD opticka densita

PGM kovy platinové skupiny

pS predsynteticka faze bunééného cyklu

RCI Reak¢ni centrum fotosystému 1

RCII Reak¢éni centrum fotosystému 11

rcf ,relative centrifugal force™ neboli relativni centrifugacni sila
REEs ,rare-earth elements” neboli Prvky vzacnych zemin ¢i lanthanoidy
RM ,,red mud“ — Cerveny kal

RNA Ribonukleova kyselina
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S synteticka faze bunécného cyklu

SYBR GREENI  N'N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-
ylidene)methyl]-1-phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropane-1,3-

diamine
SzU Statni zdravotni Ustav
v/v objemova procenta
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