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1 Uvod

Sinice si svoji pozornost ziskaly diky negativnim uc¢inkim, které zptisobuji ve vodnich
dilech. Jejich zna¢né husta populace dokaze zhorsit kvalitu vody rozsahlym rtustem.
S timto stavem souvisi pojem eutrofizace neboli nadbyte¢né mnozstvi zivin. Do vodnich
dél se ziviny, ptfedevsim ve form¢ dusiku a fosforu, dostavaji nejvice pritokem. A protoze
potravni slozkou, vzniké obrovsky narist sinic. OvSem sinice maji i pozitivni vlastnosti.

V budoucnosti se mohou naptiklad vyuzit na vyrobu biopaliva.

Ptedevsim druhy Microcystis, Aphanizomenon, Anabaena a Planktothrix vytvareji
podle stupné eutrofizace na hladiné vodni kvéty, které snizuji prichod svétla do vétsich
hloubek. Sinice uvolnuji toxické latky, z nichz nejnebezpecnéjsi jsou anatoxiny, které
produkuje Anabaena flos-aquae (Kalina, 1994). Ptitomnost sinic zpisobuje snizené
koncentrace kysliku béhem noci diky jejich dychani a rozkladu jejich biomasy, pfi které
dochazi k hnilobnym procestim. Ve vodnich dilech tak dochazi ke zhorSeni podminek pro
ostatni zivé organismy a v nejhorSim pripadech mize dochazet k jejich thyntim.

Prvni ndznaky pfitomnosti vodnich kvétl se v naSich podminkéch zacinaji objevovat
koncem jara. Sinice dosahuji nejvyssi koncentrace béhem letniho obdobi. Jsou velmi

odolné a schopné se adaptovat na nové podminky, a tak je zptsob jejich odstranéni

vvvvvv

Dle stavby stélky se sinice déli do &étyi ¥adi. Rad Chroococcales se vyznaluje
jednobunéénymi sinicemi s kulovitymi, elipsoidnimi nebo vejéitymi buiikami. Radi
se sem napft. rody Synechococcus a Chroococcidiopsis. Do tadu Oscillatoriales se tadi
vlaknité, nevétvené sinice bez heterocytl, napt. Limnothrix redekei, Trichodesmium
a Arthrospira. Rad Nostocales ma vlakna nevétvend, izopolarni, heteropolarni, p¥ima
nebo zprohybana. Radi se sem rod Nodularia & Nostoc. Poslednim fadem je fad
Stigonematales, do kterého jsou fazeny sinice s vlakny s jednou nebo nékolika fadami
bunék, napt. Mastigocladus laminosus.

Cilem mé prace bylo stanovit mira ristu sinic z rybnika tak, aby vysledky slouzily
ke stanoveni jejich riistového potencidlu v rybnicich. Pro ristovy experiment byly
pouzity jiz kultivované kmeny Cyanobium gracile Al a Synechocystis sp. PCC7509.

Zamg¢ftila jsem se na hodnoty rtstu a gradient koncentrace fosforu v médiu.



2 Literarni prehled

2.1 Obecné o sinicich

Sinice neboli cyanobakterie jsou prokaryotni mikroorganismy (Sejnohova a Marsalek,
2005), které patii mezi evolucné nejstarsi organismy. Byly objeveny mikrofosilie, jejichz
stafi se odhaduje na 3,5 miliardy let. Diivodem jejich evolu¢ni vytrvalosti je Gispé$na
kombinace ucinnych metabolickych cest. Patfi do skupiny organismu, ktefi maji
schopnost kyslikové fotosyntézy, uméji soucasné dychat a nékteré druhy zdatile fixuji

dusik. Sinice tak dokazi ptezit a zit v Siroké skale podminek prostiedi (Vermaas, 2001).

Z hlediska morfologie jsou sinice velmi riznorodé. Vyskytuji se bud’ ve formé
vlaknité, napt. Anabaena nebo jako jednobunécné (kokalni), napt. Chroococcus
(Stiborova, 2017). Vlaknité sinice maji vnitini strukturu podobnou jednobunéénym
formam, rozdilem je pouze v uspotadani thylakoidii v bunice. Buniky jsou uspotadany
do tzv. trichomt vytvéaiejici jednu funkéni skupinu. Okolni buiiky ve vlakné jsou spojeny
poéry a drobnymi kandlky tzv. mirkoplasmodesmaty, které jsou ulozeny v bunéénych
sténach. Jednobunecné sinice maji kulovity, tyCovity, ovalny nebo nepravidelny tvar.
Nevytvareji prava vladkna, kde jsou propojeny sousedni buiky, ale shlukuji se do
pseudovlaken (Whitton a Potts, 2002).

Nejcastéji se ve sladkovodnich vodach vyskytuje rod Microcystis a vlaknité typy
Anabaena, Planktothrix nebo Aphanizomenon (Sejnohova a Marsalek, 2005).
Microcystis ve vodach dominuje v obdobi od cervna do zafi, kdezto sinice rodu
Planktothrix dominuji od zafi do listopadu (Kroupova, 2015). Aphanizomenon dokaze
kvést po cely rok, protoze jeho optimalni teplota je od 16 do 22° C (Degerholm a kol.,
2006).

Sinice dokazou dosahnout velmi pocetnych populaci, i kdyz byly ptivodné ve vodnim
sloupci pritomny v nizké koncentraci. Je to disledkem vyvoje plovoucich kvéta, které
soustfedi vSechny vznasejici se bunky do tenké hladinové vrstvy (Huisman a Hulot,
2005). Aby mohl vzniknout sinicovy kvét, je potteba dlouhy retencni ¢as vody, pii kterém
je nizka rychlost proplachovani, tzn. mésice zdrzeni vody (Hudnell, 2008). Proto ve vod¢
s kratkymi retencnimi ¢asy sinice nekvetou (Bartram a Chorus, 1999).

Hlavnim determinantem vyvoje povrchovych kvétd sinic je predev§im vertikalni
michani (Huisman a Hulot, 2005), jelikoz homogenizuje distribuci bunék, teplo,
metabolity a usnadiiuje prenos plynt. Taktéz je dulezity urcity stupen turbulence,
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zejména pii produkci, aby se podpotila cirkulace sinicovych bunék z temnoty do svételné
zony (Mata a kol., 2010).

Sinice vyzaduji svétlo pro fotosyntézu, ovSem jejich bunétné slozky maji vyssi
hustotou, nez je voda. Aby se sinice mohly zachytavat ve vodnim sloupci co nejvice
svétla, vyuzivaji plynné vacky, tzv. aerotopy. (Huisman a Hulot, 2005). Aerotopy maji
valcovitou sktrukturu a jsou naplnéné plyny, které umoznuji regulaci vztlaku. Jejich
funkci je umoznit sinicim, upravit si vertikdlni polohu ve vodnim sloupci. Sinice
vyuzivaji environmentalni podnéty pro nalezeni optimalni polohy, vhodného mista pro
preziti a rist. Takovym podmétem muize byt napf. jiz zminéné svétlo (Bartram a Chorus,

1999).

2.2 Kultivacni systémy

Pti kultivaci jsou sinice ovliviiovany prostiedim, jelikoz podminky prostiedi jsou pro
rychlost déleni dulezitym faktorem. Vznika tak systém, ktery je bud otevieny,

tzv. kontinualni kultivace, nebo uzavieny, tzv. staticka kultivace (Dolezalkova, 2010).

2.2.1 Kontinualni kultivace

2.2.1.1 Chemostat

Chemostat je bioreaktor, ve kterém probihaji biochemické a biologické procesy. Jedna
o kultiva¢ni nddobu majici jeden odtok a jeden pfitok, 1ze vidét na obr. 1. Odtok slouzi
pro odvod bungk, vycCerpaného média a odpadnich latek (Roubalova, 2018). Byva
kontrolovan pomoci sifonu (Hajkova, 2007). Pritok je vyuzivan pro ptfisun média
ze zasobniku. V chemostatu je zarucen staly kultivacni objem kontinualnim piisunem
cerstvého média a souc¢asné¢ho odtoku média obohaceného o zivé buriky a bunéény odpad

(Roubalova, 2018).

Chemostat ma riizna zatizeny pro aeraci kultury a ochranu pied kontaminaci. Rychlost
bunécného déleni mize byt ménéna upravou rychlosti odtoku. OvSem rovnovéaha
v chemostatu bude docilena v moment¢, kdy pocet nové vzniklych bunék délenim bude
odpovidat po¢tu bun¢k v odtoku. Pokud dojde ke zméné rychlosti prutoku, zméni
se koncentrace zZivin v samotném chemostatu a tak i rychlost mnozeni bunék (Hajkova,

2007).

Pro vypocet rychlosti ristu biomasy se u chemostatu vyuzivdi Monodovy rovnice.

Ta popisuje pokles rstové rychlosti s poklesem koncentrace substratu (Hanika, 1997).
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Znéni Monodovy rovnice:

S

H= Umaxm

kde p je specifickd rastova rychlost, pmax je nejvyssi specificka rychlost ristu, S je
koncentrace substratu, Ks je Monodova konstanta. Pro danou buiiku a dané¢ médium je p

veli¢ina proménnad, kterd je zavisla na koncentraci zivin (Monod., 1949).
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Obr. 1: Schématické znazornéni chemostatu (Roubalova, 2018).

2.2.1.2 Turbidostat

Turbidostat je zatizeni udrzujici konstantni turbiditu kultury pomoci fotobunky, ktera
reguluje pfitok zivin negativni zpétnou vazbou. Rychlost pfitoku cerstvého média je
fizena regulacnim ¢inidlem, kterym je rychlost ristu bunék (Hajkova, 2007). Pokud
koncentrace rostoucich bunc¢k piekro¢i nastavenou koncentraci, otevie se piitok
cerstvého média a vypust pro odtok bunck, viz obr. 2. Aktudlni koncentrace bunck
se zaCne snizovat az na nastavenou hodnotu, na které se pfitok i odtok zastavi (Kapralek,
1986). Pokud by nastal pokles bun¢k na spodni nastavenou hranici, dochazi k zastaveni
nebo zpomaleni pritoku. Buiiky tak nasledn& nariistaji na pivodni hustotu. Ziviny jsou

v nadbyte¢ném mnozstvi a Zzadna neni limitujici (Hajkova, 2007).
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Obr. 2: Schématické znazornéni turbidostatu. (1) Zasobnik sterilniho média, (2) ventil regulujici
tok média, (3) vypust pro pouzité médium, (4) foto¢lanek, (5) zdroj svétla, (6) turbidostat (Zhao,
2010).

2.2.2 Staticka kultivace
2.2.2.1 Cytostat

Cytostat je uzavieny systém, ve kterém jsou bunky monitorovany a fizeny
automatickym pritokovym cytometrem. Cytometr pracuje na zaklad¢ stanoveni
koncentrace bunék a distribuci vlastnosti jednotlivych bunék rostouci bunééné populace.
Kultivaéni médium ma piesné¢ definované slozeni, protoze produkty bunééného rustu
nejsou pritomny ve vyznamném mnozstvi (Kacmar a kol., 2006). Vlastnosti a slozeni
prostiedi v cytostatu se meni ¢innosti bakterii. Hlavnimi faktory limitujici rast bun¢k jsou
fyzikélné-chemické zmény, vycerpani zivin a hromadéni odpadnich metaboliti
(Sedlarova, 2010). Na obr. 3 je popsan cytostat s moznosti pridani plynné smési bez

cytometru.
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Obr. 3: Schéma cytostatu s plynnou smési (Groth, S. F. D. S., 1983).

2.3 Raustova rychlost

Rast populace je definovan jako zvySovani poctu jednotlivych mikroorganismi.
Ve statické kultivaci roste populace sinic exponencidln¢ jen nékolik malo generaci.
Brzy nastava stacionarni faze pro nedostatek zivin. Oproti tomu v kontinudlni kultivaci
s nepfetrzitym piisunem zivin si populace sinic exponencialni rust udrzi do doby dle
potieby vyzkumu. Dochézi tak k manipulaci s ristem populace. Rist se mize zpomalit
¢i zastavit dle potieby (Pazlarova, 2018).

Pro méfeni rychlosti ristu se v laboratofi vyuziva inokulace. Jeji princip spociva
v pfenosu malého mnozstvi bunék do nového kultivaéniho média, to vede k rtstu
a zvySeni koncentrace bun¢k. Koncentraci bunék 1ze méfit vice zptisoby, napt. se pocita

pocet bun€k, stanovuje hmotnost susiny nebo celkovy objem bunc¢k. Mira zvySeni
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koncentrace bunék se vyjadiuje mérnou mirou riistu nebo jako p, které se vypocita podle
vzorce:

1 dx
X_

x dt

kde x predstavuje koncentraci bunék (Vonshak, 1985). Tedy p je definovano jako
mnozstvi bunék, které jsou vytvoieny jednotkou kultury za jednotku ¢asu, znaceno d!
(Klaban, 2005). Pro srovnani mikrobidlniho rlstu s vyuzitim substratu se nejcastéji
vyuziva jiz zminéna Monodova rovnice (Monod., 1949).

Pokud se p rovna specifické mife imrtnosti, nazyva se tento stav kritickou dostupnosti
zivin, znaceno jako R*. K pfevyseni ristu a zvyseni populace sinic dochazi v okamziku,
kdy dostupnost zivin piekro¢i uroveit R*. Rostouci populace spotiebovava stale vice
zivin, jenomze jejich dostupnost se snizuje az jsou Uplné vycCerpany na troven R*. V tuto
chvili se populace sinic stabilizuje a specificka riistova rychlost se rovna specifické mite
hodnotou R*. Tedy druh, ktery dokaze ptezit na nejnizsi urovni. R* pravidlo plati pouze
za 1idedlnich podminek. Odchylky mohou byt zpisobeny napi. nedokonalym

promichanim vodniho sloupce (Huisman a Hulot, 2005).

Svoji biomasu dokdzou sinice zdvojndsobit béhem 24 hodin nebo v pribéhu
exponencialni faze za 3,5 hodiny (Mata a kol, 2010). Jak bylo feCeno vyse, ristem
populace se rozumi zvySovani poctu bunék sinic zpusobené jejich mnoZenim.
Tedy dochazi k déleni matetské buiiky na dvé buiiky dcefiné neboli k bunécnému cyklu
(Dolezalkova, 2010). Délku trvani bunééného cyklu oznacuje pojem generacni cas
(Reynolds, 2006). Napf. sinice Synechococcus méa generacni €as 5 az 6 hodin a Ize jej

fidit zménou teploty nebo zménou svételného toku (Kondo a kol. 1997).

Mnoho druhii fas ma vyss$i p nez sinice. Pti teploté 20 °C a nasyceni svétlem dosahuji
planktonni sinice 0,3 — 1,4 zdvojnasobeni za den. Zatimco rozsivky dosahuji 0,8 — 1,9
zdvojnasobeni za den (Bartram a Chorus, 1999). Pokud se teplota zvysi o 10 °C, zrychli
se p u sinic na 1 — 4 za den. Ale napt. u Microcystis aeruginosa se | pohybuje od 4 do 9
za den, coz je ze vSech druhi fytoplanktonu nejvyssi hodnota (Berg a Sutula, 2015).
Sinice rodu Cyanobium sp. maji p 1,16 d™! (Yamagishi a kol., 2016). Rod Planktothrix
rubescens vykazuje p 0,123 d! (Bright a Walsby, 2000). V tab. 1 je uvedena zavislost p

na teplot¢, které je popsana v této praci pozdéji.
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Tab. 1: Rast rodu Oscillatoria agardbii pii riznych teplotach. Lze vy¢ist, ze pro Oscillatoria

agardbii je optimalni teplota 23 — 25 °C (Ahlgren, 1978).

Assay Reactor  Temp. Days with i n r
exponential
no no (°c) growth @)
5b 1 24-25 2—6 0.561 5 0.9979
7 1 27-28 1-4 0.591 6 0.9998
2 27-28 1-3 0.491 4 0.9995
8 1 22-23 1-4 0.567 6 0.9987
9 1 12—-13 1-8 0.277 7 0.9989
2 12—-13 4-—-8 0.254 4 0.9996
10 1 16—17 1-4 0.450 4 0.9986
2 16—-17 0-5 0.440 6 0.9991
11 1 20-21 2—4 0.543 3 1.0000
2 20-21 2—4 0.534 3 1.0000

2.4 Raustova kiivka

Sinice péstované ve statické kultivaci, do které nejsou piiddvany zadné ziviny
a odpadni produkty nejsou odstranény, se fidi opakovatelnym rlstovym vzorcem
oznacovany jako rustova ktivka (Parker a kol., 2016). Obr. 4 zobrazuje rustovou kiivku
sinic (plnd ¢éara), na které lze vypozorovat Ctyfi definované rtstové faze, a kiivku

znazornujici vycerpani zivin béhem stacionarni faze a dal.

Growth rate
Nutrient concentration

Time
Obr. 4.: Znazornéni rustove rychlosti sinic ve vsadkové kultufe (plna ¢ara) a koncentrace zivin

(pferusovana ¢ara) (Mata a kol, 2010).
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Féze prvni je lag faze, fyziologicky oznacovana jako pfechodné obdobi. Je definovana
jako interval mezi inokulaci sinicové kultury a dobou pocatku jeji maximalni ristové
rychlosti. Buniky se pfizpisobuji svému novému prostiedi a jejich pocet se neméni.
Zvétsuji se a jsou metabolicky aktivni, syntetizuji proteiny potifebné k ristu v médiu.
Doba trvani lag faze zavisi na druhu a genetickém slozeni sinic, slozeni média a velikosti

puvodniho inokula (Robinson a kol., 1998).

Druhou fazi je faze exponencialniho riistu, zndma také jako logaritmicka faze nebo
jako geometricky riist populace (Reece a kol, 2011). Rychlost déleni je v této fazi
konstantni (Dolezalkova, 2010). Bunky se aktivné déli binarnim $tépenim a jejich pocet
exponencialné roste (Mata a kol, 2010), tento proces Ize vyjadrtit vzorcem:

Inx, — Inx;

LT
kde x predstavuje koncentraci bunék a ¢ ¢as, hodnotou p je pocet bunék za jednotku ¢asu.

Stfedni doba zdvojeni (tq) nebo téz doba generovani (g) lze stanovit takto:
g=ty, = ““72 (Vonshak, 1985).

Cim je doba zdvojeni kratsi, tim je specificka ristova rychlost vétsi (Huesemann a kol.,
2003). Oznacenim pmax S€ 0znacuje maximalni rychlost ristu pro dany druh. Rovnice pro
exponencialni rist populace je

dN
UmaxN = E

kde N ptedstavuje velikost populace a ¢ predstavuje Casovy interval. VEtsi populace ma
vice narozeni a umrti nez populace mensi, které rostou stejnou rychlosti (Reece a kol,

2011). V této fazi mize dojit k predéasnému zhrouceni populace (Mata a kol, 2010).

Treti fazi je stacionarni rastova faze. PocCet bunck je v populaci konstantni,
tzn. ze pocet novych bunc¢k vytvorenych délenim bunék je roven poctu umirajicich
bunék. Hromadi se odpadni produkty a ziviny se postupné upln¢ spottebuji. Postupné
odbouravani kysliku za¢ind omezovat rast aerobnich bunék. Tyto neptiznivé podminky
zpomaluji, a nakonec zastavuji rist populace. Bunky ptrechazeji na metodu preziti (Parker
a kol., 2016). Populace bun¢k se rozd¢€li na subpopulace a jednotlivé bunky se mohou
nepiiznivym podminkam prostredi ptizptisobovat rozdilné. Muze dojit napt. k adaptivni
mutanogenezi nebo opétovné iniciaci rustu. Celd populace ma tak zvysené riziko preziti

limitujicich podminek (Motlova, 2009).
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Ctvrtou a posledni fazi je faze poklesu nebo také oznadovana jako faze umrti &i Gtlumu.
V kultivacnim médiu se hromadi toxicky odpad a vSechny ziviny jsou vycerpany.
Umrtnost bunék se zvétiuje. Brzy podet umirajicich bundk prevysuje pocet délicich

se bunék, coz ma za nésledek exponencialni pokles poctu bunék (Parker a kol., 2016).

2.5 Rust sinic ovliviiuji

Rast sinic ovliviiuji abiotické faktory, jako je svétlo, koncentrace zivin, teplota, Oa,
CO,, pH, 1 faktory biotické, kam se tadi patogeny a konkurence s jinymi sinicemi.

Provozni faktory, napt. hloubka, se rovnéz podileji na ristu sinic (Mata a kol., 2010).

2.5.1 Svétlo

Svétlo je hlavnim zdrojem energie ve vodnich systémech a je variabilni v Case
i prostoru (Litchman, 2003). Lisi se v dané¢ hloubce mnozstvim i kvalitou (Whitton,
2012). Srostouci hloubkou se mnozstvi svétla zmenSuje. Vznikaji tak dvé zony,
viz obr. 5. Horni vrstva s prevladajici fotosyntetickou produkci, nazyvana jako eufoticka

zo6na a spodni afotickd zona, ve které prevlada rozklad organické hmoty (Kalff, 2002).

Eufoticka

Afoticka

[ Hard substrate
[] Sandy or soft substrate

Obr. 5: Rozdéleni vodniho dila na zénu eufotickou a afotickou. Upraveno (Snoeijs-Leijonmalm

akol., 2017).

Sinice se fadi mezi organismy, které jsou schopny oxygenni fotosyntetické reakce.
Chytaji energii ze slunecniho zafeni, kterou nasledné¢ vyuzivaji k pfijmu zivin

a bunétnému metabolismu podporujici rist bunék (Whitton, 2012). K zachytavani svétla
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sinice pouzivaji fytosyntetické pigmenty. V thylakoidech maji ulozeny Chlorofyl a
a fykobilizomy, které obsahuji dva hlavni pigmenty: fykocyanin a allofykocyanin
(Pisciotta a kol., 2010).

Fotosynteticka reakce je u sinic primarné pohanéna ¢ervenym a modrym svétlem. Pod
modrym svétlem je fotosynteza ucinnéj$i nez pod svétlem Cervenym, protoze modré
svétlo ma nejvice energie (Pisciotta a kol., 2010). Absorpci svétla vodou ovliviiuje jeho
vlnova délka a je v poradi: Cervend a oranzova > fialovd > zluta, zelend a modra.
Spektrum se méni s vétsi hloubkou (Boyd, 2019). Sinice jsou schopné tzv. chromatické
adaptace, kdy rychle reaguji na zménu spektralniho slozeni svétla. Proto dokazou prezit

i v podminkach, kde by ostatni organismy nepfezily (Stangelova, 2013).
2.5.1.1 Turbidita

Zakal vody zpusobuji organické nebo anorganické latky, tudiz 1ze zakal definovat jako
snizeni prihlednosti vody nerozpusténymi latkami. Nejéastéji je zakal vody zptisobovan
jilovymi materialy, hydratovanymi oxidy kovl nebo planktonem (Janca, 2013).
V zakalenych vodach dochdzi ke snizeni fotosyntetické Cinnosti, absorbovani vSech
vinovych délek svétla a k omezeni rtstu rostlin ve vodnim sloupci. Pro méfeni zakalu
v prirodnich vodach se vyuziva méteni hloubky vymizenim Secchiho disku o priméru
20 cm nebo pomoci nefelometrie, pti které se stanovuje mnozstvi svétla odrazeného pod

uhlem 90 ° od vzorku vody (Boyd, 2019).

Pojmem turbidita se oznacuji stupné zakalu. Turbiditu 1ze méfit pomoci fotometru
nebo spektrofotometrem. Na vlastnostech absorbujiciho prostiedi je zavislost intenzity
proslého zafeni exponencialni:

I; = Iyexp (—tL)
kde I; = intenzita proslého zafeni, I = intenzita svételné¢ho zdroje, T = turbiditni koeficient,

L = svételna draha kyvetou (Stern, 2006).

2.5.1.2 Vliv trofie na prichod svétla vodnim sloupcem

Stav hydrochemického rezimu vodniho dila charakterizuje pojem trofie, téz znama
jako uzivnost. Mezi faktory ovliviiyjici uzivnost vodniho dila se fadi mnozstvi Zivin,
charakter lokality a management vodniho ekosystému. Vody jezerni lze délit dle
ptirozené produkce a dle obsahu zivin. Dle obsahu zivin se rozliSuji druhy vod
oligotrofni, mezotrofni, eutrofni a hypertrofni vody (Strnadova, 2015). Kli¢ovymi

parametry pii hodnoceni urovné trofie jsou celkovy fosfor (P), chlorofyl (Chl)
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a pruhlednost vody. V tab. 2 jsou uvedeny jednotlivé vztahy mezi indexem trofického

stavu (TSI), Chl, P, hloubkou métenou Secchiho diskem (SD) a trofickou tfidou.

Tab. 2: Klasifikace trofickych trovni (Carlson a Simpson, 1996).

TSI Chl P SD Trophic Class
<30—40 | 0—26 0—12 >8—4 Oligotrophic
40—-50 2.6—20 12—24 4-—-2 Mesotrophic

50—70 20—56 24—96 2—0.5 Eutrophic

70—100+ [ 56—155+ | 96—384+ | 0.5— < 0.25 | Hypereutrophic

Rychlost rastu sinic je zavisla na jejich hustoté, protoze snizuje pruchod svétla do

vodniho sloupce. Dochazi tak k vzajemnému zastinéni (Moreno a kol., 2003). Na obr. 6

jsou zobrazeny tii rybniky, kazdy s jinou trofii. Lze fici, Ze v eutrofnim rybnice s hustou

populaci sinic pronika svétlo jen do nékolika desitek centimetri pod hladinu, kdezto

v oligotrofnim rybnice proniké svétlo az na samotné dno. Tudiz mizeme predpokladat,

ze v eutrofnim rybnice bude husta populace sinic a diky nedostatku svétla ostatni

organismy vymiou (Boyd, 2019).

0.0 - Eutrofie

— //4
\ Mezotrofie . — -
-
0.4} \V -~ -
/ -
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3 /
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/
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Obr. 6: Prinik svétla do vodnich utvard s riznym mnozstvim planktonu. Upraveno, (Boyd, 2019).
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Existuje optimalni hodnota bunééné populace neboli optimalni hustota bun¢k pro dané
mnozstvi svétla, které zajistuje vyssi rychlost produkce, tudiz dochédzi k nejvyssi
fotosyntetické ¢innosti. Pro zjisténi optimalni hustoty bunék se vyuziva analyza hustoty
buné¢k na produktivitu biomasy (Moreno a kol., 2003). Na obr. 7 je zaznamenan pramerny
rozvoj dvou kultur, Limnothrix redekei a Planktothrix agardhii, s primérnou denni dobou
slune¢niho svitu v obdobi 1970 — 1974. Limnothrix redekei vykazuje nejvyssi rozvoj
v dubnu, zatimco Planktothrix agardhii vykazuje nejvyssi rozvoj v ¢ervenci, ktery je

meésicem s nejvice slune¢nich hodin (Foy a kol. 1976).
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Obr. 7: Primérné sezénni zmény Planktothrix agardhii (V) a Limnothrix redekei (B) s
primémymi dennimi hodinami slune¢niho svitu (---) zaznamenané v jezeru Lough Neagh

v obdobi 1970-1974 (Foy a kol. 1976).

2.5.2 Fosfor

Rist sinic je ve vodnich ekosystémech omezen mnozstvim P (Whitton, 2012). P je
biogenni prvek, ktery spole¢né s dusikem a uhlikem ovliviiuje primarni produkce sinic.
Pomér téchto prvkl C:N:P potiebny pro optimalni rtst organismi je 106:16:1, nicméné
je P limitujicim a kli¢ovym prvkem pro rist sinic. Cim je koncentrace fosforu
v povrchovych vodach vyssi, tim se vytvari vétsi produkce sinic (Weiperova, 2011).

P se do pud dostava jako soucast primyslovych hnojiv. OvSem, pfi jejich aplikaci
prechazi do forem, které nejsou pro rostliny dostupné. Vétsina aplikovaného P tak ziistane

na misté aplikace, tedy v ornici. Pokud nastanou erozni smyvy, dochazi k odplavovani
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nejjemngjSich ptudnich ¢astic, na nichz je P sorbovan. P je tak transportovan pievazné
povrchovymi vodami do vodnich dél (Voplakal, 2001). Navic se koncentrace P zvySuje
i lidskou ¢innosti, vyluc¢ovanim. Toto zvySovani ma za nasledek eutrofizaci (Correll,
1998). Primémé letni koncentrace celkového P nad 70 pg - 1! davaji 80%
pravdépodobnost fytoplanktonu, kterému dominuji sinice (Downing a kol., 2001).
Celkovy P je obsazen ve vodach jako: nerozpustény organicky vazany, nerozpustény
anorganicky vazany, rozpustény organicky vazany nebo rozpustény anorganicky vazany
(napt. orthofosfore¢nany). Pro sinice je dulezity P v rozpusténé orthofosforecnanové
formé, kterou pfijimaji a zabudovavaji do biomasy (Weiperova, 2011). Biologicky
dostupny P lze definovat jako soucet okamzit¢ dostupného P (Pi) a P vazaného na
nerozpusténych latkach, ktery lze transformovat pfirozené se vyskytujicimi fyzikalnimi
(desorpce), chemickymi (rozpusténi) nebo biologickymi procesy (enzymaticka

degradace) (Huisman a Hulot, 2005).

2.5.3 Dusik

Sinice mohou pro sviij rast vyuzivat n€kolik zdroji dusiku (N) vcetn¢ amoniaku,
dusi¢nant a dusitanti. Ov§em nejvice uptednostiuji absorpci NH4* (Chaffin a Bridgeman,
2014). Urcité skupiny sinic uméji fixovat i atmosféricky N (N2) (Whitton, 2012), napf-.
rod Trichodesmium, ktery se vyskytuje v oligotrofnich ocednech (Capone a kol, 2005).
Proces, pti kterém jsou sinice schopné preménit N> na NH4" se nazyva biologicka fixace

dusiku (Bauersachs a kol., 2009).

Fixace N je zprostiedkovava enzymem zvanym nitrogendza (Kucerova, 2007).
Nitrogenaza je dvouslozkovy systém slozeny z proteinu MoFe, nazyvan dinitrogendza,
a elektronovym donorem proteinu Fe, zvaného dinitrogendzova reduktaza. Protein MoFe
obsahuje dva kovové shluky: kofektor zelezo-molybdenovy (FeMo-co) (Hoffman a kol.,
2009). Vyskytuji se i1 nitrogenazy bez obsahu molybdenu (Mo), tzv. alternativni
nitrogendzy. Napft. u bakterie Azotobacter chroococcum byla poprvé prokazana fixace Na
bez pfitomnosti Mo. Existuji dva typy alternativnich nitrogendz, u kterych je Mo
nahrazen vanadem (V) nebo zelezem (Fe). Tyto typy se vyskytuji v prosttedi, ve kterém
jsou mikroorganismy limitovany Mo, napft. kyselé ptidy s vysokym obsahem oxidl Zeleza
(Chmelik, 2009).

Fixace N; nastava pouze v anaerobnich podminkach. Za aerobnich podminkach je

nitrogenaza inhibovana piitomnosti kysliku (Kucerova, 2007). Anaerobni prostiedi
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poskytuji heterocyty, diferencované bunky s vnitfnim anaerobnim prostfedim z disledku
dychani, coz umoziuje kyslikové senzitivnimu procesu fixovat dusik (Bohme, 1998).
Kyslik (O2) obtizné difunduje, protoze bunécna sténa heterocytu se sklada z obalu, ktery
je slozen z vnitini glykolipidové vrstvy a vnéjsi polysacharidové vrstvy (Moslavac a kol,
2007). Samotna bunécna sténa zahrnuje dvé membrany, plazmatickou membranu a vnéjsi
membranu a vrstvu peptidoglykanovou, ktera je silnéjsi nez v jinych bakteriich (Kumar
a kol., 2010). Nedostatek O» v heterocytu zabranuje v ¢innosti fotolyzy vody ¢i fixovat
oxid uhli¢ity (CO3) (Tel-Or a Stewart, 1977). Od vegetativnich bun¢k se heterocysty
obvykle lisi vétSim a zaoblenéjSim tvarem, snizenou pigmentaci a siln¢j$imi obaly bunék

(Kumar a kol., 2010).

2.5.4 Teplota

Sinice obvykle vykazuji nizsi ristovou rychlost pii nizSich teplotach, a naopak vyssi
rustovou rychlost pti vyssich teplotach (Berg a Sutula, 2015). Optimalni teplota pro rast
vétSiny sinic je relativng pii vysokych teplotach, obvykle nad 25 °C (Whitton, 2012), coz
je uvedeno na obr. 8. Moi'ské sinice maji optimalni ristové teploty v rozmezi 20 — 27,5 °C
(Berg a Sutula, 2015). Ptikladem je sinice rodu Trichodesmium, kterda ma optimalni
teplotu pro sviyj rist pti 27 °C. Tyto sinice jsou schopné piezit i pti teploté 17 °C, ovSem

nejsou schopné rustu (Stal, 2009).

Species Trn (°C) Topt (°C)  pmax (day ') PAR Notes and reference
Microcvstis sp 105-135 288-305 025-030 <35 Kruger & Eloff (1978)

M aeruginosa 10 275 08 102 Nicklisch & Kohl (1983)
Microcystis sp 13 — — — Kappers (1984)

M aeruginosa — 32 0359 75 Watanabe & Oishi (1985)
M aeruginosa — 32 081 200 Van der Westhuizen & Eloff (1985)
Anabaena oscillarioides — 28 08 105 Vincent & Silvester (1979)
4 sprroides — 24 09 48 Seki et al (1981)

A variabilis <10 35 11 500 Collins & Boylen (1982)
Anabaena spp 16-17 — — — Stulp et al (1984)
Aphanizomenon flos aquae <13 28 12 220 Uehhinger (1981)

O agardhu <12 23-25 059 37 Ahlgren (1978)

O agardhu — >19 —_ — natural population Persson (1981)
O agardhn 5 =30 — — Post et al (1985)
Anabaena flos aquae — 18 — — natural populations
Aphanmizomenon flos aquae — 15 — — Foy et al (1976)

O agardhu — 10 — — natural populations

O redeket — 6 _ —_ Foy et al (1976)
Microcystis 15 25 050 120 1solates from

Anabaena <10 25 040 120 Lake Mendota
Aphanizomenon <10 25 018 120 Konopka & Brock (1978)
Microcystis 10 30-35 — 36 Imamura (1981)

Anabaena 10 25 — 36 Imamura (1981)
4Aphanizomenon <10 25 — 36 Imamura (1981)

Anabaena 15 30 — — Novak & Brune (1985)
Oscillatoria <IS§ 27 — — Novak & Brune (1985)

Obr. 8: Prehled teplotniho optima pro rust sinic. Tmin 0znacuje, kdy organismus piestal rist. Top
oznacuje teplotu, pii které byla pozorovana maximalni ristova rychlost (umax). Fotosynteticky

dostupné zafeni oznaceno jako PAR v uE m?s' (Robarts a Zohary, 2010).
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Termofilni sinice napt. Synechococcus bigranulatus, Chroococcidiopsis thermalis,
nebo Hapalosiphon fontinalis maji ristova optima od 45 — 50 °C nebo vyssi. Dokazou
se prizpasobit teplotdam od 40 az do 70 °C (Hindak a kol., 2013). Teplomilné druhy,
jakymi jsou napt. Microcystis aeruginosa a Planktothrix agardhii, dominuji béhem

obdobi, pti kterém je zvySena teplota (Whitton, 2012), viz obr. 9.
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Obr. 9: Teplotni zavislost na specifické rastové rychlosti Microcystis aeruginosa, Planktothrix

agardhii, Asterionella formosa a Cryptomonas marssonii (Whitton, 2012).

Pti vysokych letnich teplotach dochazi ve vodnim ekosystému ke snizeni vertikalniho
turbulentniho michani a ke zvyseni stability vodniho sloupce. Tento jev dava konkurencni
vyhodu vznasejicim se sinicim (Whitton, 2012). Tudiz mizeme ocekavat, ze pokud
se bude teplota zvySovat vlivem globalniho oteplovani a zménou klimatu, sinice budou

stale konkurenceschopnéjsi vici ostatnim druhim fytoplanktonu (Berg a Sutula, 2015).

2.6 Kompetice o Ziviny

Druhy fytoplanktonu konzumujici stejné ziviny, snizuji jejich dostupnost jak pro sebe,
tak 1 pro ostatni druhy. Konkurence o dostupné zdroje ovlivituje druhové slozeni
fytoplanktonu ve vodach (Huisman a Hulot, 2005). Sinice vstupuji do kompetice
s ostatnimi organismy o limitujici zdroje. Ve vodnim prostfedi se predevSim jedna
o fosfor. V prostiedi s dostate¢nym mnozstvim organického uhliku, dokazou byt bakterie

ve vyuzivani fosforu vykonnéjsi nez sinice a fasy (Sigee, 2005). Pokud se uvoliuji
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fotosyntetické metabolity fytoplanktonu, podporuje se kompetitivni aktivita bakterii
dostatkem uhliku. Metabolismus jednoho organismu tak dokaze zvySovat rast jiného

organismu (Kucerova, 2007).

Bakterialni degradace odumielych bunék fytoplanktonu vede k mineralizaci slou¢enin
fosforu a dusiku, tak se uvoliiuji rozpustnéjsi ziviny pro sinice a fasy. Konkurence bakterii
v kompetici je zavisla na jejich fyziologickém stavu a na mnozstvi zivin. Bakterie piisobi
na sinice inhibickymi az lytickymi mechanizmy. Sinice na bakterie plisobi nepfimymi
vlivy pomoci produkei alelopatickych a antibiotickych latek (Sigee, 2005).

V kompetici o svétlo jsou sinice uspésné piedevsim v eutrofnich vodnich nadrzich,
kde vytvareji vodni kvéty tlumici prichod svétla do vodniho sloupce. Pii kolisajicim
svételném rezimu je snaz$i souziti dvouch druhti, nez pfi podminkach vedouci

ke konkurenénimu vylouc¢eni jednoho druhu (Litchman, 2003).
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3 Material a metodika

3.1 Vzorky

Pti pokusu jsem pracovala se sinicemi kment Cyanobium gracile A1 (C. gracile)
a Synechocystis sp. PCC7509 (Synechocystis), které byly jiz kultivovany v kultivacnich
lahvich o objemu 75 ml v médiu BG11 za normalniho denniho svételného rezimu,
pri teploté 21 °C. Kmen C. gracile. se zvolil proto, ze vytvaii homogenni suspenzi, kdezto
kmen Synechocystis vytvaii shluky. Mohla jsem tak porovnat dva rozdilné kmeny.

Odbéry vzorkti kmenti probihaly pomoci pipety.

3.2 Ptiprava média

Pro prvni ¢ast pokusu jsem pouzila jako zadklad Z médium bez slozek obsahujicich P
a také dvé rizné koncentrace P. Slozeni Z média viz tab. 3, 4 a 5, nasledn¢ se doplituje
do 1 1 destilovana voda. Z média obsahujici P jsem namichala pomoci K;HPO4. Do prvni
lahvicky s namichanym Z médiem bez P jsem piidala K;HPO4 v takovém mnozstvi, aby
se utvofila findlni koncentrace 0 8 mg P - I'!. Do druhé lahvicky se Z médiem bez P jsem
piidala tolik KoHPOs, aby se utvofila findlni koncentrace o 16 mg P - I'!. Na obr. 10 si Ize
vsimnout tfi riznych lahvicek s médiem a kultivacni desticky umisténé v laminarnim

boxu, kde kultivace probihala.

Tab. 3: Tabulka pro namichani Z média (Staub, 1961).

Chemické latky Zasobni roztok (g - I'' dH20) | Pouzité mnozstvi (do 1 litru)

NaNO; 46,7 10 ml
Ca(NOs)2 - 4 H,O 5,9 10 ml
KoHPO4 3,1 10 ml
MgSO4 - TH,0 2,5 10 ml
NaxCOs3 2,1 10 ml
Fe-EDTA roztok viz tab. 0,2 ml

Roztok stopovych kovil viz tab. 0,08 ml

Tab. 4: Tabulka pro namichani Fe-EDTA roztoku (Staub, 1961).

Chemické latky | Pouzité mnozstvi
HCL (35%) 2,2 ml
dH,O 250 ml
FeCls - 6H,0 45¢g
Na;EDTA 4,65 ¢
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Tab. 5: Tabulka pro namichani roztoku s obsahem stopovych kovi (Staub, 1961).

Chemické latky Pouzité mnozstvi (do 100 ml)
H3BO3 03lg

MnS04.4H,0 0,223 g
Na;W04.2H,O 0,003 g
(NH4)sM07024.4H,0 0,0088 g
KBr 0,0119¢g
KI 0,0083 g
ZnS04.7H,0 0,0287 g
Cd(NOs)2.4H,O0 0,0154 g
Co(NOs3),.6H20 0,0146 g
CuS04.5H20 0,0125 g
NiSO4(NH4)2SO4.6H,0O 0,0198 g
Cr(NO3),.7H,0 0,0037 g
V204(S504)3.16H20 0,0035 g
Al(S04):K>504.24 H,O 0,0474 ¢

W G Wi

ZEW 4;3’"(‘#}&; i

Obr. 10: Pipetovani tfi médii do kultivacni desticky.
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Pro druhou ¢ast pokusu jsem pouzila opét Z médium bez slozek obsahujici P, ovSem
tentokrat jsem do néj pridala KHoPO4 v mnozstvi, aby se utvofila finalni koncentrace o 30

mg P - I''. Pomoci fedéni jsem si vytvofila 7 médii s riznymi koncentracemi P, viz tab. 6.

Tab. 6: Koncentrace P v mg - I'' v médiu v jednotlivych lahvi¢kach.

Cislo lahvi¢ky | Koncentrace P v mg - I'' v médiu
1 0,06
0,12
0,23
0,46
0,93
1,875
7,5
30

o0 [N [ [ (W N

Pro pipetovani médii do kultivaénich desticek jsem si vytvorila tabulky, tab. 7 a tab. 8.

Sv v

po nejvyssi (30 mg P - I'"). V kultivaéni destiéce Thermo Scientific Nunclon™Delta
Surface 96 Well jsem do poslednich ¢tyt sloupct pipetovala jen samotnd média bez

kultury, abych ziskala hodnoty ke standardu.

Tab. 7: Pipetovani kultivaéni desti¢ky Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well.

vfegn 1l 2134|5678 ]9|1w0|1]12
A1l 23 lals el 7] s 1357
B |12 1345|6781 ]3]s5]7
c |1l 23] als el 781 ]3]s5]7
D |1 ]2 3 lals|e|l 7] s8] 13|57
E | 1|2 345|678 |2]4]6]s
F |12 345|678 2]4]6]s
G |12 3 als] el 78] 2]a4]6]s
H |1 ]2 3456|788 2]4]6]s
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Tab. 8: Pipetovani kultivacni desticky Cellastar 48 Well Cell Culture Plate.

48 well 2 3 4

A

sllesHiwN@Nivs]

NP RO UG U [N (R U
NN (DN [N N[N
W W W W W (W
RN N N N E N E N
DN | [ (D [ [
AN [N [N DN [N [
N (NN
cO |00 |00 |00 |00 |OO [CO

Pro treti ¢ast pokusu, jsem pouzila stejna média jako pti druhé casti pokusu, jen misto

30 mg P - I'! jsem pouzila 15 mg P - I'! v médiu.

3.3 Kultivace

V prvni ¢asti svého pokusu jsem zjistovala, kterd z kultivacnich desti¢ek bude pro
samotny pokus nejvhodnéjsi. Zaroven jsem porovnavala jednotlivé kmeny mezi sebou.
V tab. 9 jsou popsané pouzité kultivacni desticky, do nichz byl pipetovan urcity objem
média a vzorku. Kultivaéni desticky se vzorky kmenti byly umistény na horizontalni
ttepacku pii teploté 21 °C. Jednotlivé plné kultivacni desti¢ky si lze prohlédnout
v ptilohéch 1 — 7.

Tab. 9: Tabulka pro prvni ¢ast pokusu. Procentualné tvotilo mnozstvi kultury s médiem polovinu

jednotlivych bangk.

Celkovy | MnoZstvi | MnoZstvi

Nazev desticky Oznaceni . . ye
objem média vzorku

Thermo Scientific Nunclon™Delta
Surface 96 Well

Cellstar 48 Well Cell Culture Plate | Plate 2 1500 pl 675 ul 75 ul

Plate 1 350 ul 158 ul 17,5 ul

Iwaki Microplate with Lid 24 Well | Plate 3 3000 pl 1350 pl 150 ul
Tpp Zellkultur Testplatte 12 Well Plate 4 5500 pl 2475 ul 275 ul
Tpp Zellkultur Testplatte 12 Well Plate 5 5500 pl 2475 ul 275 ul
Tpp Zellkultur Testplatte 6 Well Plate 6 | 13000 ul | 5850 ul 650 pl
Tpp Zellkultur Testplatte 6 Well Plate 7 | 13000 ul | 5850 ul 650 pl

Pti druhé ¢asti pokusu jsem se zamétila na samotny rust kmene C. gracile, jelikoz
se ukéazal jako vhodnéjsi kmen. Na rozdil od kmene Synechocystis nevytvarel shluky,
atak bylo méfeni presnéjsi. Pro kultivaci kmene C. gracile jsem zvolila kultivacni

desti¢ky typu Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well, oznaceno jako Plate
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10 a Cellastar 48 Well Cell Culture Plate, oznaceno jako Plate 11. Pfi pipetovani jsem
se fidila tab. 7 a 8.

V posledni ¢asti pokusu jsem pracovala s kultivacnimi destiCkami Thermo Scientific
Nunclon™Delta Surface 96 Well, oznaceno jako Plate 20 a Cellastar 48 Well Cell Culture
Plate, oznaceno jako Plate 21. OvSem tentokrat jsem zménila jednotlivé objemy média

a vzorku v kultivaénich desti¢kach, viz tab. 10.

Tab. 10: Tabulka pro tfeti ¢ast pokusu.

Celkovy | Mnozstvi | MnoZstvi

Nazev desticky Oznaceni . . ys
objem média vzorku

Thermo Scientific
Nunclon™Delta Surface 96 Well

Cellstar 48 Well Cell Culture
Plate

Plate 20 350 pl 190 pl 100 pl

Plate 21 1500 pl 825 ul 500 pl

3.4 Me¢reni

Pro méfeni jsem vyuzila spektrofotometr Synergy H1 Microplate Reader, viz obr. 11,
znacky Biotek, ktery méfil fluorescenci kultivaénich desticek mezi vinovymi délkami
405 — 750 nm a absorbanci v jednotlivych jamkach pti vinové délce 750 nm. V programu

Gen5 verze 2.05 jsem ziskala hodnoty, které jsem si exportovala do programu Microsoft

Excel. Méteni probihalo pfi teplotach 23 — 24 °C.

Obr. 11: Spektrofotometr se spusténym programem GenS5.
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Ze ziskanych hodnot mé predevs§im zajimala data naméteného OD7so, pro tvorbu grafii
rastovych kiivek, viz tab. 11. Z kazdého méfeni jsem tak ziskala data, ze kterych jsem
nasledné vypocitala primérné hodnoty rtstu kmenit v jednotlivych koncentracich P
i v jednotlivych destickach. Pii tieti ¢asti pokusu, jsem po zméteni ve spektrofotometru
vzdy kultivaéni desticky zvazila na vaze Kern laboratorni vaha EMB 1000-2, abych

zjistila, kolik média se vypatilo.

Tab. 11: Tabulka z programu Microsoft Excel s naméfenymi hodnotami pii OD7so desticky

s oznacenim Plate 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,059 0,051 0,052 0,045 0,052 0,058 0,047 0,06 0,05 0,05 0,049 0,051 |Read 1:750
B 0,061 0,059 0,055 0,042 0,054 0,055 0,049 0,047 0,046 0,048 0,042 0,049  [Read 1:750
Cc 0,064 0,051 0,05 0,053 0,046 0,05 0,044 0,048 0,048 0,051 |Read 1:750
D 0,049 0,056 0,056 0,055 0,056 0,049 0,048 0,048 0,048 0,049 0,048 0,051 |Read 1:750
E 0,042 0,061 0,059 0,053 0,049 0,047 0,048 0,068 0,049 0,05 0,05  |Read 1:750
B 0,046 0,047 0,06 0,063 0,059 0,06 0,047 0,049 0,044 0,049 0,051 0,049  [Read 1:750
G 0,056 0,051 0,064 0,054 0,051 0,044 0,053 0,05 0,05 0,049  [Read 1:750
H 0,063 0,06 0,054 0,047 0,058 0,046 0,046 0,046 0,048 0,049 0,048 |Read 1:750
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4 Vysledky

Nasledujici grafy zobrazuji rustové kiivky kment C. gracile a Synechocystis
v jednotlivych kultivacnich destickach s riznymi koncentracemi P. Osa X zobrazuje

rustové hodnoty. Osa Y zobrazuje pocet dni kultivace.

4.1 Prvni ¢ast pokusu

V prvnich dnech pokusu doslo k presunu kultivacnich desti¢ek spolecné se tfepackou.
Ovsem béhem toho pfesunu se jednotlivé jamky v kultiva¢nich destickach prelily.
Vysledky rastu kment C. gracile a Synechocystis byly tudiz neptfesné a pouzila jsem je
jen pro vybér vhodnych kultiva¢nich desti¢ek pro druhou a tteti ¢ast pokusu.

Na grafu 1 jsou znazornény ristové kiivky kmenu C. gracile v jednotlivych
koncentracich P v kultivaéni desti¢ce Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96
Well. Jednotlivd média jsem pipetovala dvakrat. Ze ziskanych vysledki jsem spocitala
pramérné hodnoty, které byly dosazeny do grafu 1. Z grafu 1 Ize konstatovat, ze

Cvwr

tomu v médiu o koncentraci 8 mg P - I"! dosahl kmen nejvyssich hodnot ristu.

Plate 1 - C. gracile
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12.1 14.1 16.1 18.1 20.1 22.1 24.1 26.1 28.1 30.1 01.11 03.11 05.11 07.11 09.11
datum

+—Z médium bez P 8 mg 16 mg kontrola -e—kontrola —e—kontrola

Graf 1: Ristové kiivky kmenu C. gracile v kultivaéni desti¢ce Thermo Scientific Nunclon™Delta

Surface 96 Well.
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Na grafu 2 jsou znazornény rustové kiivky kmenu C. gracile v jednotlivych
koncentracich P v kultivacni desticce Cellastar 48 Well Cell Culture Plate. Zde se
vytvofily nejlepsi podminky pro riist vmédiu s 8 mg P - I''. Niz$i hodnoty rlistu
vykazovalo Z médium bez slozek obsahujici P a médium se 16 mg P - 1!,

Plate 2 - C. gracile
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0,25

0,2

OD;50
o
i
v

01 i - B

0,05

0
12.1 14.1 16.1 18.1 20.1 22.1 24.1 26.1 28.1 30.1 01.11 03.11 05.11 07.11 09.11
datum

~o-Z médium bez P 8 mg 16 mg
Graf 2: Ristové kiivky kmenu C. gracile v kultivaéni desti¢ce Cellastar 48 Well Cell Culture
Plate.

Z porovnani grafu 1 s grafem 2 Ize vyvodit, Ze v kultiva¢ni desticce Thermo Scientific
Nunclon™Delta Surface 96 Well jsou hodnoty ristu kmenu C. gracile vys§i nez
v kultiva¢ni desticce Cellastar 48 Well Cell Culture Plate. V kultivacni desticce Cellastar
48 Well Cell Culture Plate vykazuje kmen C. gracile nejvyssich hodnoty rtstu v prostiedi
s 8 mg P - I'!, coz je koncentrace, kterd vykazuje nejvyssi hodnoty ristu i v kultivaéni
desti¢ce Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well.

Na grafu 3 jsou zndzornény rustové kiivky kmenu Synechocystis v jednotlivych
koncentracich P v kultivaéni desticce Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96
Well. Z grafu lze vy¢ist, ze nejlepsi podminky pro rust kmenu Syrechocystis vytvorilo
Z médium bez slozek obsahujici P. Nejhtife dopadlo médium se 16 mg P - I'!, kde nebyly

hodnoty riistu kmene tak vysoké.
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Plate 1 - Synechocystis
0,3

0,25

0,1

0,05 /

12.1 14.1 16.1 18.1 20.1 22.1 24.1 26.1 28.1 30.1 oLl 03.11 05.11 07.1l 09.11
datum
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Graf 3: Rustové kiivky kmenu Symechocystis v kultivacni destiéce Thermo Scientific

Nunclon™Delta Surface 96 Well.

Na grafu 4 jsou zndzornény rustové kiivky kmenu Synechocystis v jednotlivych
koncentracich P v kultiva¢ni desti¢ce Cellastar 48 Well Cell Culture Plate. Kultura
vykazovala nejmensi hodnoty ristu v Z médiu bez slozek obsahujici P. V médiu se 16 mg
P-I"'is 8 mgP - 1! byly naopak hodnoty riistu velmi podobné, nejvyssi.

Plate 2 - Synechocystis
0,4

0,35

12.1 14.1 16.1 18.1 20.1 22.1 24.1 26.1 28.1 30.1 o1.1l 03.1  05.1  07.1 09.11
datum

~o-Z médium bezP -e-8 mg 16 mg

Graf 4: Rustové kiivky kmenu Synechocystis v kultivaéni desticce Cellastar 48 Well Cell Culture
Plate.
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Pti porovnani grafu 1 s grafem 2 Ize konstatovat, ze kmen Synechocystis ma vyssi
hodnoty rastu v kultivacni desti¢ce Cellastar 48 Well Cell Culture Plate nez v kultivacni
desticce Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well. OvSem v prostiedi
se Z médiem bez slozek obsahujici P dosahuje kmen Syrnechocystis vyssich hodnot ristu

v kultivaéni desti¢ce Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well.

Kmeny C. gracile a Synechocysti vykazovaly nejvétsich hodnot rastu v kultivacnich
desti¢kach Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well a Cellastar 48 Well Cell
Culture Plate, viz ptilohy 8 — 14. Proto jsem s nimi pracovala i v nasledujicich ¢astech

experimentu.

4.2 Druha ¢ast pokusu

Do kultivaénich desticek Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well
a Cellastar 48 Well Cell Culture Plate jsem pipetovala jen kmen C. gracile, jelikoz kmen
Synechocystis vytvarel shluky, které by mohly zplsobovat spise nepfesné méfeni.

Na grafu 5 jsou znazornény ristové kiivky kmenu C. gracile v jednotlivych
koncentracich P v kultivaéni desti¢ce Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96
Well. Kmenu C. gracile vyhovovaly vSechny podminky vytvofené jednotlivymi médii.
Nejvyssich hodnot ristu dosdhl kmen C. gracile v obdobi od 10.2. — 12.2.2020.

Nejlepsi prostiedi pro kmen C. gracile vykazovalo médiu o koncentraci 0,46 mg P - '\,

Vv

Plate 10
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—-0,06 mg 0,12 mg 0,23 mg 0,46 mg -+-0,93mg -+-1875mg -e75mg -e-30mg -eblank -e-blank -e-blank -e-blank
Graf 5: Riistové kiivky kmene C. gracile v kultiva¢ni desti¢ce Thermo Scientific Nunclon™Delta

Surface 96 Well.
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Na grafu 6 jsou zndzornény rastové kiivky kmene C. gracile v jednotlivych
koncentracich P v kultivaéni desticce Cellastar 48 Well Cell Culture Plate. Z grafu je

patrné, Ze nejvyssi hodnoty rastu dosahoval kmen C. gracile v médiu o koncentraci

cvwr

Plate 11

26.1 28.1 30.1 oLl 03.11 05.11 07.11 09.11 111 13.11 1511
datum

——0,06 mg 0,12 mg 0,23 mg 046 mg —+-093mg —+-1875mg -e7,5mg -+30mg

Graf 6: Rustové kiivky kmene C. gracile v kultivaéni desti¢ce Cellastar 48 Well Cell Culture
Plate.

Pti porovnani grafu 5 s grafem 6 lze fici, ze v kultivacni desticce Cellastar 48 Well
Cell Culture Plate dosahoval kmen C. gracile vyssich hodnot ristu nez v kultivacni
desticce Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well, ve které byly nejnizsi
hodnoty ristu v médiu o koncentraci 0,06 mg P - I''. V kultiva¢ni desti¢ce Cellastar 48
V obou kultivacnich destickach mél kmen C. gracile nejvyssi hodnoty rastu v médiu
o koncentraci 0,46 mg P - I''. V pfiloze 15 — 18 jsou zobrazeny vysledky kultivacnich
desti¢ek Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well a Cellastar 48 Well Cell

Culture Plate.
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4.3 Treti Cast pokusu

Tato ¢ast pokusu probéhla jako kontrola pokusu ¢asti druhé. Do kultiva¢nich desticek
Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well a Cellastar 48 Well Cell Culture
Plate jsem pipetovala kmen C. gracile.

Na grafu 7 jsou zndzornény rustové kiivky kmene C. gracile v jednotlivych
koncentracich P v kultivaéni desti¢ce Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96

Well. Nejvyssi hodnoty rastu dosahoval kmen C. gracile v médiu o koncentraci

cvwvr

Plate 20

0 .
25.11 27.11 29.11 0z2.11 04.11 06.111 08.111 10.11 12.1

datum
—-0,06 mg 0,12 mg 0,23 mg 0,46 mg -+-093mg -+-1,875mg -e7,5mg -e-15mg -e-blank -e-blank -e-blank -e-blank

Graf 7: Ristové kiivky kmenu C. gracile v kultivaéni desti¢ce Thermo Scientific Nunclon™Delta

Surface 96 Well.

Na grafu 8 jsou zndzornény rastové kiivky kmene C. gracile v jednotlivych
koncentracich P v kultivaéni desticce Cellastar 48 Well Cell Culture Plate. Z grafu lze
konstatovat, ze vSechny koncentrace P vytvorily prostfedi vhodné pro rist kmene
C. gracile. Nejvyssich hodnot ristu dosahoval kmen C. gracile v médiu o nejvyssi
koncentraci, 15 mg P - I'!. Naopak nejniz§i hodnoty ristu byly naméfeny v médiu

o koncentraci 7,5 mg P - I'".
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Plate 21

25.11 27.11 29.11 02.11 04.111 06.111 08.lll 10.11 12.11
datum

——0,06 mg 0,12 mg 0,23 mg 0,46 mg —-0,93mg —-1875mg -e-7,5mg -e-15mg
Graf 8: Rustové kiivky kmene C. gracile v kultivacni desticce Cellastar 48 Well Cell Culture
Plate.

Pti porovnani grafu 7 s grafem 8 lze fici, ze v kultivacni desticce Cellastar 48 Well
Cell Culture Plate jsou rustové kiivky velmi podobné, zatimco v kultivaéni desti¢ce
Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well byly riistové kiivky vice rozdilné.
Také v kultivaéni desticce Cellastar 48 Well Cell Culture Plate jsou hodnoty ristu vyssi
nez v kultivaéni desticce Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well.
V kultiva¢ni desti¢ce Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well byly nejvy$si
hodnoty ristu v médiu o koncentraci 0,12 mg P - I'!, zatimco v kultivaéni desticce
Cellastar 48 Well Cell Culture Plate byly nejvyssi hodnoty ristu v médiu o koncentraci
15 mg P - I''. V pfilohach 19 — 22 si lze prohlédnout vysledky kultivaénich desti¢ek
Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well a Cellastar 48 Well Cell Culture
Plate.

Po prvnim dni kultivace az do ptedposledniho dne méteni (27.2. — 10.3.2020) jsem
kultivacni desticky vzdy po zméteni ve spektrofotometru zvazila. Z tab. 9 lze vycist,
ze prumérna hodnota vypareni média za den v kultivaéni desticce Thermo Scientific
Nunclon™Delta Surface 96 Well byla 0,804 g. V kultivacni desti¢ce Cellastar 48 Well
Cell Culture Plate byla primérnd hodnota vypateni média 1,173 g. Jelikoz 5.3. bylo
piidano médium do kultivacni desticky Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96
Well jsou data nésledujici dny vyssi, nez by se o¢ekavalo. Z dat 1ze dale konstatovat,

ze se médium v jednotlivé dny podobné vypatrovalo.
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Tab. 9: Vaha kultivaénich desti¢ek

Data mafent Thermo Scientific Nunclon™Delta Cell"gt?r 48 Well Cell
Surface 96 Well ulture Plate.
27.2. 79,14 ¢ 117,73 ¢
28.2. 77,65 g 116,55 g
2.3, 74,96 g 11431 ¢
3.3. 73,77 ¢ 113,36 ¢
4.3 72,52 g 112,55 ¢
5.3. 7142 ¢ 111,78 g
6.3 7532 g 111,19 ¢
9.3. 7343 ¢ 109,28 g
10.3. 72,71 ¢ 108,35 g
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5 Diskuze

Pojem eutrofizace oznacuje proces obohacovani vody o ziviny vedouci k rozvoji
primarni produkce organické hmoty fasami a sinicemi. Rybniky se tak z oligotrofnich
a mezotrofnich stavaji eutrofni az hypertrofni. Maji dostatek az nadbytek zivin, zejména
P a N, které se do vod dostavaji pfedevsim antropogenni ¢innosti. Hlavné v 1ét¢, kdy jsou
teploty vysoké a je dostatek slune¢niho svitu, 1ze pozorovat obrovsky rozvoj sinic tvoftici
vodni kvét. Sinice svoji pfitomnosti zhorSuji kvalitu vody rozsahlym ristem,
uvolnovanim toxickych latek, zejména Anabaena Flos-aquae (Kalina, 1994), zvySujicim
pH a mize dochazet az ke kyslikovym deficitim (Weiperova, 2011). Jejich pritomnost
v rybnice je proto velmi nezadana. Ve své bakalaiské praci se zabyvam riistovym
potenciadlem sinic v riiznych koncentracich fosforu, ktery je povazovan za limitujici
a kli¢ovy prvek pro jejich rast. Z vysledkii stanovuji ristovy potencial sinic v rybnicich.

V experimentu byly pouzity jiz kultivované kmeny Cyanobium gracile Al (C. gracile)
a Synechocystis sp. PCC7509 (Synechocystis). Jako médium bylo zvoleno Z médium.
Na vybéru kultivacniho média zavisi, jelikoz mé ptimy vliv na bunécny rust (Henrard,
akol., 2015). Z médium ma dostatek zivin pro dlouhodobou kultivaci podobné jako
médium BG 11 (Ernst a kol., 2005). OvSem pro experiment bylo Z médium namichano
bez slozek obsahujici P, abych mohla na tomto limitujicim prvku pozorovat zavislost
vybranych sinic na jejich rstu. Pro kultivaci byly vybrané rizné kultivacni desticky,
viz tab. 9, které se vkladaly do spektrofotometru. Ten méftil kultivacni desticky v rozpéti
vinovych délek 405 — 750 nm a absorbanci pti vinové délce 750 nm. Vysledné hodnoty
méteni pii vinové délce OD7s0jsem vlozila do grafii, viz grafy 1 — 8, a ziskala tak ristové

ktivky v jednotlivych koncentracich P.

Béhem prvni ¢asti experimentu doslo k promichéni jednotlivych jamek v testovanych
kultivacnich destickach. Tudiz vysledky hodnot rlstu nejsou piesné ke stanoveni
kone¢nych ristovych potencialii a byly vyuzity jen pro vybér vhodnych kultiva¢nich
desticek pro dalsi casti experimentu. Nejvyssi hodnoty riistu z vybranych kultivacnich
desti¢ek mély Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well a Cellastar 48 Well
Cell Culture Plate, viz ptilohy 1 — 9. V téchto kultivacnich destickach vytvarel kmen
C. gracile homogenni suspenzi (Hodacova, 2011) a méfeni tak bylo pfesnéjsi, na rozdil
od kmene Synechocystis, ktery vytvarel v kultiva¢nich desti¢kach s niz§im poc¢tem jamek
veétsi shluky, diky nimz dochazelo k nepfesnému méieni. Proto jsem v dalSich ¢astech

pokusu pracovala jen s kmenem C. gracile.
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Pfi porovnani rastovych hodnot béhem exponenciadlni faze v jednotlivych
koncentracich P v médiu z prvni ¢asti pokusu, vykazoval kmen C. gracile nejrychlejsiho
ristu v médiu, v némz nemél byt ptitomen P. Bylo to zptisobeno chybou, ktera je popsana
v odstavci vySe. Z grafi 1 a 2 si lze vSimnout, Ze exponencidlni faze v tomto médiu
nem¢ly dlouhého trvani a brzy dochazelo k inhibici ristu. Naopak média o koncentraci 8
a 16 mg P - I'' mély exponencialni faze delsiho trvani, a i ristové hodnoty dosahovaly
vyssich hodnot. V téchto dvou koncentraci byly naméteny podobné ristové hodnoty jako

ve vyzkumu Belykh, a kol. (2011), kde byl kmen C. gracile kultivovan v médiu Z-8.

Podle experimentu Burut-Archanai a kol. (2013), vykazuje kmen Synechocystis
vysoky potencial v odstrafiovani P vodé. Cemuz odpovidaji vysledky z grafu 4, kde je
rustova kiivka média bez slozek obsahujici P nizkda. Oproti tomu v grafu 3 si lze vSimnout
rustové kiivky téze koncentrace P, ktera doséhla velmi vysokych hodnot. To mohlo byt
zpusobeno stejnou chybou, kterd je popsana vySe. NejvysSich rdstovych hodnot
vykazovalo médium o koncentraci 8 mg P - I'. Pfijatelné podminky pro rist vytvofilo
i médiu o koncentraci 16 mg P - I'!, jenz vykazovalo podobnych, vysokych ristovych
hodnot, viz graf 3 a 4.

Ve druhé i tieti casti experimentu byly vyssi hodnoty ristu sinic v kultivaéni desticce
Cellastar 48 Well Cell Culture Plate nez v kultiva¢ni desticce Thermo Scientific
Nunclon™Delta Surface 96 Well, viz pfilohy 15 — 22. Mize to byt vysledkem rozdilu
celkového objemu jamek v kultiva¢nich destickach ¢i dostupnym prostorem pro sinice.
Zaroven ve tfeti ¢asti experimentu byly naméteny v kultivacni desticce Cellastar 48 Well
Cell Culture Plate vyssi hodnoty rastu nez ve druhé ¢asti experimentu. Kultivacni
desticka Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well vykazovala na rozdil
od vysledki ze druhé ¢asti experimentu pouze exponencialni hodnoty riistu. To je mozné
vysvétlit presnéjSim nabirdnim kultury pfi pipetovani. Ve tfeti ¢asti experimentu
vykazovaly ob¢ kultiva¢ni desticky béhem 16 dni exponencialni riist. Coz byla nejdelsi
doba, pii které sinice neustale rostly.

V rybnicich je hlavnim zdrojem P pfisun z povodi. U fosfore¢nant, které jsou ve vodé
sorbovany na sedimentech dna, mtze za urcitych podminek dojit k uvolnéni do kapalné
faze. Tak se zvySuje koncentrace P ve vodé (Krystofova, 2012). V Ceskych vodach
se koncentrace fosfore¢nanii pohybuje v rozmezi 1 — 300 mg P - I''. Pravdépodobnost
eutrofizace se piipousti pfi 0,03 mg P - I'' rozpusténého P nebo 0,1 mg P - I'' celkového
P (Kotula, 2011). Ve svém pokusu jsem pracovala s deviti riznymi koncentracemi P
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(po vylouCeni Z média bez slozek obsahujici P, 8 a 16 mg P - I'!), ze kterych uréuji
nejrizikovéjsi koncentraci P pro rozvoj sinic.
V rybnikach dochazi k masovému rozvoji sinic jiz pii koncentraci 0,01 mg P - I'!

(Drapalova, 2017). Koupaci vody museji spliiovat ptipustnou hodnotu dokonce 0,05 mg

Vv

cvwr

Velmi podobné vysledky mélo i médium o koncentraci 7,5 mg P - I'l. Tudiz se da
ocekavat, ze pii podobnych koncentracich budou sinice v rybnice riist velmi pomalu

ve srovnani s ostatnimi koncentracemi P.

Médium s druhou nejvyssi pouzitou koncentraci P, o koncentraci 15 mg P - 17,
vytvoftilo pro sinice nejidealnéjsi prostredi, a tak doséhly nejvyssich rtistovych hodnot.
viz graf 7. Coz muze byt vysvétleno tak, ze velikost plochy a objemu ma vliv na rist sinic
(Pernicova, 2006). Na grafu 8 si lze v§imnout, ze nejvyssich rastovych hodnot doséhlo
pravé toto médium o vysoké koncentraci P. Tudiz lze ocekavat, ze rybnik s vysokou

koncentraci P, 15 mg - I'!, vytvofi velmi idedlni prostfedi pro sinice.

M¢édium o koncentraci 0,12 mg P - I'! dosahlo jen o malo nizsich riistovych hodnot nez
médium o koncentraci 1,875 mg P - I'!, viz grafy 5 — 8. Mezi témito koncentracemi P
se pohybuji naméfené hodnoty P pii vypousténi rybnikd nachdzejici se na izemi CHKO
Ttebon. Béhem vylovil nastava znecisténi recipientu predevsim P, zvlasté pokud se jedna
o rybniky s intenzivnim chovem ryb (Freidinger, 2016). P se totiz vaze na pevné ¢astice,
které sedimentuji na dno. Pfi vylovu dochazi ke snizeni vodni hladiny a k intenzivnimu
pohybu ryb v lovisti. Tyto dva déje zptisobuji vifeni usazen¢ho sedimentu, ktery nasledné
odtéka z nadrze (Miksikova a kol.,2012).

V rybnice je prirozena schopnost retence P zavisla predevsim na dobé zdrzeni vody
v dané vodni nadrzi. V praxi to znamené zadrzet 25 — 65% P, ktery do rybnika pritéka.
U menSich rybnikt jsou to desitky az stovky kg P za rok, u vétSich tuny P za rok (Baxa
a kol., 2017). Rastova kfivka média o koncentraci 0,23 mg P - 1! ma podobné hodnoty
jako kiivka o koncentraci 0,93 mg P - I'!, viz grafy 5 — 8. Ob& vykazuji, Ze prostiedi
s takovymi koncentracemi P je pro sinice piijatelné a v rybnice lze tak ocekavat jejich
rychlejsi rast. Navic médium o koncentraci 0,23 mg P - I'!, ma blizkou koncentraci P,

ktera byla naméfena v epilimniu Horusického rybnika, 0,25 mg P - I'! (Baxa a kol., 2017)
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a dokonce stejnou, ktera byla namétena rybniku Rozmberk. Ten by mél byt schopen
zadrzet 31% vstupujiciho P (Duras a Potuzak, 2012).

Vzhledem ke globalnimu oteplovani, zvySena teplota zptisobuje diivéjsi jarni michani

rybnika, a tudiz del$i vegetacni obdobi pro sinice (Kroupova, 2015). V rybnicich na jate
dominuji rozsivky a zelené fasy. V ¢ervnu dominanci ziskavaji Anabaena sigmoidea.
Béhem Iéta je nejveétsi rozvoj Pseudanabaena, Geitlerinema, Phormidium, Aphanocapsa,
Aphanizomenon klebahnii a Microcystis aeruginosa, kterd dominuje az do zafi,
kdy nastava rozvoj Microcystis wesenbergii, Phormidium a Leptolyngbya (Hlavacova,
2006., Boranova, 2012). Da se ocekavat, ze béhem teplého 1éta a pii koncentraci okolo
0,46 mg P - 1! bude v rybnicich velmi vysoky narist sinic. Jelikoz médium o této
koncentraci vykazovalo nejvhodné&jsi podminky pro rist po koncentraci 15 mg P - I'!
a ve druhé i tfeti casti pokusu mélo ristové kiivky mezi nejvyssimi hodnotami, viz grafy
5-8.
A to dokonce o vice nez polovinu, ve srovnani s ostatnimi koncentracemi, viz grafy 5 a 6.
Lze tici, ze tak vysoka koncentrace P se stala pro sinice. letalni. OvSem dle Parrish (2014)
je povazovan pravé P za primarni prvek pro zvySovani koncentrace sinic v rybnice,
zvlasté pokud je teplota nad 25 °C. Kultivace probihala pfi teploté 22 °C. Je tedy mozné,
ze v médiu doslo k vy€erpani dusiku ¢i rust ovlivnil jiny faktor nebo byla skute¢né
koncentrace P az moc vysoka.

Pti porovnani vysledki z druhého a tietiho pokusu si Ize vS§imnout mensSich rozdila
rustovych kiivek jednotlivych koncentracich P, viz grafy 5 — 8. Na zacatku druhé ¢asti
pokusu si Ize na grafu 5 v§imnout poklesu ristovych hodnot v médiich o koncentracich
0,06; 0,12; 0,23; 0,46 mg P - I'!, oproti grafim 6, 7 a 8. Taktéz si lze v§imnout riistové
kiivky média o koncentrace 0,46 mg P - 1", kterd pfi druhé &asti pokusu dosahovala
nejvyssich hodnot, na rozdil od tfeti ¢asti pokusu. To mohlo byt zplisobeno nepfesnym
pipetovanim kultury.

V posledni ¢asti pokusu jsem méla zamétit na rust rodu C. gracile za riznych
svételnych a teplotnich podminkéch. Bohuzel vzhledem k vyvoji s onemocnénim

Covid — 19 nebylo méteni mozné.
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6 Zavér

P se jako limitujici zivina pro rust rybnicnich sinic Cyanobium gracile Al
aSynechocystis sp. PCC7509 osvédcil. Pti nizSich koncentraci P v prostiedi, napft. pfi
koncentraci 0,06 mg P - I'!, kterou lze naméfit ve vodnich tocich, je rist sinic pomalejsi
neZ pii vysSich koncentracich, napt. pfi koncentraci 0, 46 mg P - I''. OvSem vysoké
koncentrace P nejsou dle ocekéavani pro sinice vyhovujici. Nejvyssi pouzita koncentrace,
30 mg P - I'!, vyvolala inhibici ristu. Pokud tedy dojde v rybniku k navyseni fosforu
na priblizné¢ podobnou hodnotu, mély by sinice rust velmi malo a pomalu. Nicmén¢
v sou¢asném stavu maji rybniky koncentraci P v desetinach mg - I''. To je pro sinice
vyhovujici prostfedi. Pokud v rybnice nastanou podobné koncentrace P jako jsou 0,06
a7,5mgP -1 lze otekavat niz§i narGst sinic nez pfi koncentracich 0,12 a 1,875 mg
P - I'l. Pfi koncentracich 0,23 a 0,93 mg P - I'' vykazuji sinice jen o malo vy3si rist nez
u predchozich koncentraci P. Jestlize se v rybnicich navysi soucasnd koncentrace P
o dvakrat vic, na koncentraci 0,46 mg P - I'!, 1ze pfedpokladat, Ze sinice budou mit idealni
podminky pro rist. OvSem nejlépe sinicim vyhovovala koncentrace 15 mg P - I''. Pfi tak
vysoké koncentraci sinice vykazovaly nejvyssi rast. Ta se vSak v rybnicich prozatim
nevyskytuje. Rybnikaii se zemédélci sice neustdle navysuji koncentrace P ve vodach, ale
v posledni dobé¢ se vytvari rizna opatieni, aby se ptisun P do vod zamezil. Vznikaji proti
erozni opatfeni, retencni nadrze, které maji zabranit P vniku do recipientu a mnoho

dalsich opatienich.
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8 Seznam priloh

Pfiloha 1: Kultivaéni desticka Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well se
vzorky kment C. gracile a Synechocystis.

Ptiloha 2: Kultiva¢ni desticka Cellstar 48 Well Cell Culture Plate se vzorky kment
C. gracile a Synechocystis.

Ptiloha 3: Kultiva¢ni desticka Iwaki Microplate with Lid 24 Well se vzorky kmenti

C. gracile a Synechocystis.

Ptiloha 4: Kultivacni desticka Tpp Zellkultur Testplatte 12 Well se vzorky kmene
C. gracile

Ptiloha 5: Kultivacni desticka Tpp Zellkultur Testplatte 12 Well se vzorky kmene
Synechocystis.

Ptiloha 6: Kultiva¢ni desticka Tpp Zellkultur Testplatte 6 Well se vzorky kmene
C. gracile

Ptiloha 7: Kultiva¢ni desticka Tpp Zellkultur Testplatte 6 Well se vzorky kmene
Synechocystis.

Ptiloha 8: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivacni desticky Thermo Scientific
Nunclon™Delta Surface 96 Well se vzorky kment C. gracile a Synechocystis.

Ptiloha 9: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivacni desticky Cellstar 48 Well Cell Culture
Plate se vzorky kmenti C. gracile a Synechocystis.

Ptiloha 10: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivacni desticky Iwaki Microplate with Lid
24 Well se vzorky kment C. gracile a Synechocystis.

Ptiloha 11: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivacni desticky Tpp Zellkultur Testplatte 12
Well se vzorky kmene C. gracile

Ptiloha 12: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivacni desticky Tpp Zellkultur Testplatte 12
Well se vzorky kmene Synechocystis.

Ptiloha 13: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivacni desticky Tpp Zellkultur Testplatte 6
Well se vzorky kmene C. gracile

Ptiloha 14: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivacni desticky Tpp Zellkultur Testplatte 6
Well se vzorky kmene Synechocystis.

Ptiloha 15: Kultivaéni desticka Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well ve

druhé casti pokusu se vzorky kmene C. gracile
Ptiloha 16: Vysledek druhé ¢asti pokusu kultivac¢ni desticky Thermo Scientific

Nunclon™Delta Surface 96 Well se vzorky kmene C. gracile
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Ptiloha 17: Kultiva¢ni desticka Cellstar 48 Well Cell Culture Plate ve druhé ¢asti pokusu
se vzorky kmene C. gracile
Ptiloha 18: Vysledek druhé ¢asti pokusu kultivaéni desticky Cellstar 48 Well Cell Culture
Plate se vzorky kmene C. gracile
Pfiloha 19: Kultiva¢ni desti¢ka Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well ve
tieti ¢asti pokusu se vzorky kmene C. gracile
Ptiloha 20: Vysledek treti ¢asti pokusu kultivacni desticky Cellstar 48 Well Cell Culture
Plate se vzorky kmene C. gracile
Ptiloha 21: Kultivaéni desticka Cellstar 48 Well Cell Culture Plate ve tieti ¢asti pokusu
se vzorky kmene C. gracile
Ptiloha 22: Vysledek treti ¢asti pokusu kultivacni desticky Cellstar 48 Well Cell Culture

Plate se vzorky kmene C. gracile
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9 Prilohy
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Piiloha 1: Kultiva¢ni desticka Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well se vzorky

kment C. gracile a Synechocystis.

Priloha 2: Kultiva¢ni desti¢ka Cellstar 48 Well Cell Culture Plate se vzorky kmenti C. gracile a

Synechocystis.
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Priloha 3: Kultivaéni desti¢ka Iwaki Microplate with Lid 24 Well se vzorky kment C. gracile a

Synechocystis.
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Ptiloha 6: Kultivaéni desticka Tpp Zellkultur Testplatte 6 Well se vzorky kmene C. gracile.
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Priloha 8: V§sledek prvni &asti pokusu kultivaéni desticky Thermo Scientific Nunclon™Delta

Surface 96 Well se vzorky kmentd C. gracile a Synechocystis.
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Ptiloha 9: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivaéni desticky Cellstar 48 Well Cell Culture Plate se
vzorky kment C. gracile a Synechocystis.

se vzorky kment C. gracile a Synechocystis.
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Ptiloha 11: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivacni desticky Tpp Zellkultur Testplatte 12 Well se
vzorky kmene C. gracile.

A —

Piiloha 12: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivaéni desticky Tpp Zellkultur Testplatte 12 Well se
vzorky kmene Synechocystis..
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Priloha 13: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivaéni desticky Tpp Zellkultur Testplatte 6 Well se
vzorky kmene C. gracile.

4 NN
Priloha 14: Vysledek prvni ¢asti pokusu kultivaéni desticky Tpp Zellkultur Testplatte 6 Well se

vzorky kmene Synechocystis.
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Piiloha 15: Kultivaéni desticka Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well ve druhé ¢asti

pokusu se vzorky kmene C. gracile.
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Ptiloha 16: Vysledek druhé &asti okusu kultivacni desticky Thermo Scientific Nunclon™Delta

Surface 96 Well se vzorky kmene C. gracile.
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Priloha 17: Kultiva¢ni desticka Cellstar 48 Well Cell Culture Plate ve druhé ¢asti pokusu se

vzorky kmene C. gracile.

N\ = — — “ #
Priloha 18: Vysledek druhé ¢asti pokusu kultivacni desticky Cellstar 48 Well Cell Culture Plate
se vzorky kmene C. gracile.
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Piiloha 19: Kultiva¢ni desti¢ka Thermo Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well ve tieti ¢asti

pokusu se vzorky kmene C. gracile.

P¥iloha 20: Vysledek tfeti ¢asti pokusu kultivaéni desticky Thermo Scientific Nunclon™Delta
Surface 96 Well se vzorky kmene C. gracile.
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I;f'il(;a 21: Kultiva¢ni desti¢ka Cellstar 48 Well Cell Culture Plate ve treti ¢asti pokusu se vzorky

kmene C. gracile.

Priloha 22: Vysledek tfeti ¢asti pokusu kultivaéni desticky Cellstar 48 Well Cell Culture Plate se
vzorky kmene C. gracile.
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10 Abstrakt

Rychlost ristu dominantnich rybnic¢nich sinic

Bakalatfska prace se zabyva stanovenim ridstu sinic zrybnik. Vysledky slouzi
ke stanoveni ristového potencidlu v souvislosti s eutrofizaci, tj. zvySovani koncentraci
zivin ve vodach. V experimentu byly pouzity kultivované kmeny Cyanobium gracile A1
(C. gracile) a Synechocystis sp. PCC7509 (Synechocystis). Pro stanoveni jejich ristu byla
vyuzita staticka kultivace v kultiva¢nich destickach s rozdilnymi objemy jamek Thermo
Scientific Nunclon™Delta Surface 96 Well a Cellstar 48 Well Cell Culture Plate, které
byly z prvni ¢asti pokusu vyhodnocené jako nejvhodnéjsi. Sinice byly kultivovany
v koncentracich od 0,06 do 30 mg P - I'' v Z médiu. K méfeni ristu byl vyuzit
spektrofotometr, nastaveny pro méefeni fluorescence a absorbance pii vinové délce OD7so
nm. Pfi této vilnové délce maji sinice zanedbatelnou absorbci, a proto se pro méfeni
biomasy vyuzil zékal. Z jednotlivych méfeni se vytvotily ristové kiivky, které jsou
v praci zobrazeny pomoci grafi.

Z vysledkt Ize Fici, Ze nejvyssi pouzita koncentrace, 30 mg P - 1!, zptsobila inhibici
rustu. Tak vysokou koncentraci P ovSem v rybnicich nenamétime. V soucasném stavu
maji rybniky koncentraci P v desetinach mg P - I''. A takové nizké koncentrace P vytvaieji
pro rist sinic vhodné prostiedi. Sinice v prostiedi o koncentraci 0,06 mg P - I'! vykazovaly
piijatelné ristové hodnoty. OvSem pii koncentraci 0,46 mg P - I'!, ktera je dvakrat vyssi
nez soucasna koncentrace P v rybnikach, vykazovali sinice mnohem vys$siho rdstové
hodnoty. A dokonce pfi koncentraci 15 mg P - 1! dosahly sinice nejvyssich ristovych
hodnot. D4 se tedy ocekéavat, ze pokud bude koncentrace P v rybnicich stoupat
az k hodnotach 15 mg P - I'! bude v rybnice probihat rychly rozvoj sinic. K takovému
stavu napomahaji rybnikafi a zeméde¢lci, ktefi zvysuji koncentraci P ve vodach svym
pusobenim. Nastésti vSak vznikaji opatieni, které maji prisun P do vod omezit.

Na zavér experimentu jsem méla méfit ristovou rychlost v gradientu osvétleni, to jsem
ale vzhledem k vyhlaSeni uzavieni vysokych $kol kvuli viru COVID-19 nemohla

uskutecnit.

Kli¢ova slova: absorbance, Cyanobium gracile A1, fosfor, OD7s0, ristova rychlost, sinice,

Synechocystis sp. PCC750

62



11 Abstract

Rychlost ristu dominantnich rybnic¢nich sinic

The bachelor thesis deals with the determination of cyanobacterial growth from ponds.
The results are used to determine the growth potential in connection with eutrophication,
i.e. increasing the concentrations of nutrients in water. Cultured strains of Cyanobium
gracile Al (C. gracile) and Synechocystis sp. PCC7509 (Synechocystis) were used in the
experiment. To determine their growth, static cultivation was used in culture plates with
different well volumes of Thermo Scientific Nunclon™ Delta Surface 96 Well
and Cellstar 48 Well Cell Culture Plate, which were evaluated as the most suitable from
the first part of the experiment. Cyanobacteria were cultured in concentrations from 0.06
to 30 mg P - 1! in Z medium. To measure the growth, a spectrophotometer measuring
fluorescence and absorbance was set up at OD750 nm wavelength. At this wavelength
cyanobacteria have negligible absorption and therefore turbidity was used to measure
biomass. Growth curves were created from individual measurements and are shown in the

form of graphs.

The results show that the highest concentration used, 30 mg P - 1", caused growth
inhibition. However, we will not measure such a high concentration of P in ponds. In the
current state, ponds have a concentration of P in tenths of mg - I'l. And such low
concentrations of P create a suitable environment for the growth of cyanobacteria.
Cyanobacteria in an environment with a concentration of 0.06 mg P - 1! showed
acceptable growth values. However, at a concentration of 0.46 mg P - I'!, which is twice
the current concentration of P in ponds, cyanobacteria showed much higher growth
values. And even at a concentration of 15 mg P - I'!, cyanobacteria reached the highest
growth values. It can therefore be expected that if the concentration of P in the ponds rises
to the values of 15 mg P - I'!, a rapid development of cyanobacteria will take place in the
pond. This condition is contributed to by pond keepers and farmers, whose actions
increase the concentration of P in the water. Fortunately, however, measures are being

taken to reduce the supply of P to the waters.

At the end of the experiment, I was supposed to measure the growth rate in the lighting
gradient, but due to the announcement of the closure of universities due to the

COVID - 19 virus, I was not able to fulfil that.
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