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1 Uvod

Sinice jsou rozmanitou skupinou prokaryotickych organismut, které jsou schopné
osidlovat témeér vSechny ekosystémy na Zemi. Maji schopnost odolavat vysokym
teplotam, dehydrataci a dokazou vytvaret kyslik pomoci fotosyntézy. Navic obsahuji
pigmenty, které pohlcuji ultrafialové zafeni a chrani je pfed jeho nepiiznivymi ucinky.
Diky témto vlastnostem se sinice mohou vyskytovat i v podminkach environmentalniho

stresu, a dokonce v ném dokazou vytlacovat nebo nahrazovat jiné organismy.

Vodni kvét vznika zvlasté v letnich mésicich masivnim rozvojem sinic a vynika
pfedev§im svymi negativnimi vlastnostmi. Pro ostatni organismy omezuje piisun
slunecniho zafeni, vyCerpava ziviny (fosfor, dusik, uhlik) a muaze zpUsobit hypoxii
v prostiedi, ktera miZze vyvolat uhyn ostatnich organismi. Obzvlasté nebezpecné jsou
toxické vodni kvéty, které produkuji toxické latky — tzv. cyanotoxiny. Cyanotoxiny
(zeyména pak hepatotoxiny a neurotoxiny) jsou nebezpecné i1 pro organismus ¢loveka,
nebot” mohou narusit jeho zivotné dualezité vnitrobunécné procesy. Mohou zptusobovat

napt. ekzémy, nadory, poskozeni jater a v kone¢ném dusledku mohou vést az k umrti.

Rast sinic v rybnic¢nich ekosystémech je nejvice ovliviiovan faktory, jakymi jsou:
slunecni zafeni, teplota a mnozstvi zivin. Zavisi také na nizké povrchové turbulenci
a hydrologické stabilité. Nostokalni sinice se vyznacuji vysokou efektivitou ve vyuzivani
zdroju, vysokou rychlosti rastu a celkem lepsi konkurencni schopnosti oproti ostatnim

druhiim, obzvlasté pii niz§ich koncentracich rozpusténého dusiku.

Jelikoz beéhem poslednich padesati let doSlo ke zvySeni produkce ryb a tim 1 pouzivani
krmiv, doslo také v rybnicich ke zvySeni mnozstvi fosforu, ktery je hlavni omezujici
zivinou primarni produkce. V dasledku toho se zhorsila kvalita vody a sedimentt.
Z puvodnich oligotrofnich rybnikd se tak staly eutrofni az hypertrofni. Vysledkem
je celkové naruSeni rybni¢niho ekosystému a vytvoreni vhodnych podminek pro rozvoj
sinic, které mohou svym uvolfiovanim vybranych sloucenin nepfiznive ovliviiovat kvalitu
rybiho masa (dodavaji mu bahnitou chut), avSak zarovenn mohou slouzit jako u¢inny

indikator pro sledovani kvality vody v rybnicich a jinych vodnich nadrzich.

Cilem této diplomové prace bylo zjisténi rychlosti ristu vybranych zastupct sinic
z tadl Nostocales a Synechococcales pomoci jejich kultivace pii odlisnych teplotach
a v médiich s riznym mnozstvim dusiku. Dale byla pozornost vénovana spole¢nému

rastu dvou vybranych zastupci ze zvolenych fadu. Vysledky provedeného experimentu
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byly srovnany s realnymi parametry z prostiedi rybnikd a mohou pfispét k lepSimu

porozuméni procesum, které probihaji v nasich rybnicich.



2 Literarni prehled

2.1 Obecna charakteristika sinic

Sinice, znamé téz jako cyanobakterie ¢i cyanophyta, jsou fotosyntezujici autotrofni
a Potts, 2012), nebot jsou klicovymi primarnimi producenty a né¢které kmeny, jako napft.
Nostoc, jsou schopné fixovat atmosféricky dusik (N3), takze predstavuji dalezité zdroje
dusiku (N) a uhliku (C) pro ostatni organismy (Kviderova, 2019; Davey a Marchant,
1983).

Geologové spolecné s geochemiky se shoduji na dlouhé evolucni historii sinic.
K rozporu vSak dochazi pti odhadu délky jejich stari. Nékteti vyzkumnici zastavaji nazor,
ze sinice byly prvni skupinou fotosyntetizujicich organisma. Jejich mozny fosilni ptivod
se datuje do doby asi 3,46 miliard let (Schopf, 2002), nicméné jednoznacné nejstarsi
fosilni sinice byly nalezeny v sedimentarnich hornindch se stafim asi 2 miliard let

(Hofmann, 1976).

V soucasné dobé se sinice vyskytuji témeét ve vSech biotopech a biomech na Zemi
(Whitton a Potts, 2002). Tradi¢ni odhad celosvétové biomasy sinic ¢ini 3 x 10 g C, coz
piedstavuje tisic miliond metrickych tun (10 g) mokré biomasy (Whitton a Potts, 2012).
V moiském planktonu vynikaji 2 kmeny sinic: Kmen Prochlorococcus, ktery ma
mnozstvi celosvétové biomasy 120 x 102 g C, a kmen Synechococcus, s pftibliznou
hmotnosti 43 x 102 g C; takové mnozstvi déla z t&chto kmenl nejhojnéji se vyskytujici
sinice na Zemi. Tropicky moisky kmen 7richodesmium dosahuje celosvétové biomasy
10 x 10'2 g C. Sinice Zzjici ptdé suchozemskych oblasti maji 54 x 102 g C.
U planktonnich sinic v jezerech se celosvétova biomasa odhaduje na 3 x 10'2 g C (Garcia-

Pichel a kol., 2003).

2.2 Stavba bunky

Morfologie bunék sinic vykazuje fadu znak, které se vyuzivaji pii mikroskopickém
zkoumani a identifikaci. Jedna se predevsim o tvar a velikost bunék, subcelularni
struktury a specializované buriky. Nékteré taxony obsahuji buriky, které nabyvaji riznych

tvart (Vidal a kol., 2021). Mohou byt jednobunécné nebo vlaknité, v obou piipadech
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mohou zit jednotlivé nebo tvofit kolonie (Beljakova a kol., 2006). Jejich velikost se
u jednotlivych taxonu lisi, napt. kulovité buiiky jednobunécnych sinic maji prameér
od 0,2 um do vice nez 40 um. Nejmensi buriky tvofici tzv. pikoplankton, maji okrouhlé,
mirné protahlé bunky o priméru v desetinach mikrometru, napt. kmeny Prochlorococcus
a Cyanobium maji primér bunék 0,6 um. Buriky kmene Synechococcus maji rozméry
v rozmezi od 0,5 do 1,8 um. U nékterych kment buriky dosahuji praiméru az 45 um

(émarda, 1996, Passoni a Callieri, 2000).

Jednobunécné (kokalni) druhy maji ovalné, vejcité, kulovité a paliCkovité burky.
Vlaknité kmeny maji buiky soudeCkovité, valcovité, nepravidelné a velmi kratké.
Kolonialni kmeny maji ve slizu pravidelné ¢i nepravidelné umisténé buiky v fadach
kolmych na sebe (Ambrozova, 2002). V nékterych pfipadech (napf. u kmene
Gloeocapsa) mohou byt slizové obaly zbarveny scytoneminy (karotenoidy) (Kalina
a Vana, 2005). Tato barviva slouzi jako ochrana proti kratkovinnému slunec¢nimu

ultrafialovému (UV) zareni (Rastogi a kol. 2015).

2.2.1 Bunécna sténa

Sinice patfi do skupiny gramnegativnich bakterii. To znamena, Ze jejich buiiky maji
pevnou bunécnou sténu, kterd znemoziuje barveni podle K. Gramma. Bunéc¢na sténa je
v priméru 35 az 50 nm silna. Pevna cast bunécné stény je slozena z peptidoglykanu, kde
hlavni slozkou je murein. Mureinova vrstva muaze tvorit az 50 % suché hmotnosti buriky.
Vngj§i bunéCny obal tvofi slizova vrstva (tzv. glykokalyx), ktera je slozena

z lipopolysacharidu (Beljakova a kol., 2006).

2.2.2 Fotosynteticky aparat

Jak jiz bylo zminéno vySe, sinice jsou schopné fotosyntézy. Fotosyntetické membrany,
tzv. thylakoidy, jsou ulozeny v cytoplazmé. Jejich usporadani je zcasti typické
pro jednotlivé skupiny sinic, ale vlivem vngjsich faktort se mize ménit (Beljakova a kol ,
2006). V membrané thylakoidu se nachazeji fotosyntetické pigmenty, tj. chlorofyl a, -
karoten a nékolik xantofylt (echinenon, zeaxantin aj.). Vyjimku tvoii Gloeobacter
violaceus, ktery tylakoidy nema a fotosyntetické pigmenty jsou soucasti plazmatické
membrany. Thylakoidy v heterocytech maji funk¢ni pouze komplexy fotosystému I, které
na svétle neprodukuji kyslik (Kalina, 1994; Kalina a Vana, 2005) a podileji se na fixaci N
(Tyagi, 1975).
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Sinice produkuji pigmenty jako je fykobilin a fykocyanin, ktery pfi dostate¢né vysoké
koncentraci dodava buiikdm namodralou — sinou barvu. Odtud také pochézi lidovy nazev
sinice. U nékterych kment se tvoti Cerveny akcesoricky pigment fykoerytrin, pfipadné se
tvori i jiné akcesorické pigmenty, které 1ze najit napt. u kmene Prochlorococcus (Whitton

a Potts, 2012).

S fotosyntézou souvisi i pfitomnost karboxyzomu, které obsahuji dilezity enzym
Rubisco (ribuldza-1,5-bifosfat karboxylaza/oxiddza). Tento enzym je vyznamnym
Cinitelem vtemné fazi fotosyntézy, kdy probiha fixace (CO;) a jeho pfeména

na polysacharidy (Calvinav cyklus) (Lin a kol., 2014).

2.2.3 Zasobni latky

Hlavni zasobni latkou je sinicovy Skrob (a-1,4glukan), ktery je svymi vlastnostmi
shodny s glykogenem nékterych bakterii, hub a Zivocichli. Dusikata zasobni latka je
zastoupena canofycinovymi zrnky, ktera jsou tvofena aminokyselinami argininem
a asparaginem. Jako posledni jsou uvadény polyfosfatové granule, tzv. volutin obsahujici
kondenzované ortofosfore¢nany. Volutin se hromadi v burikdch v dobé piebytku
fosfore¢nant v prostiedi a je vyuzivan v obdobi jejich nedostatku. Tim to zpisobem
sinice dokazou prekonat kritické obdobi bez fosforecnych zivin (Kalina, 1994; Kalina

a Vana, 2005).
2.2.4 Aerotopy

Aerotopy, popi. plynové vakuoly, jsou svazky mnohosténnych proteinovych
mikrostruktur tvofici plynové méchyiky (vezikuly). Tyto vezikuly jsou naplnéné
vzduchem, ktery se do nich dostava difuizi. Plynové vezikuly maji hustotu pfiblizné jedné
desetiny hustoty vody; to buitkam zajistuje vztlak a umoziuyje jim se vznaset nebo se
vynorfovat na vodni hladinu. Jednotlivé vezikuly jsou pfiblizné 75 nm S§iroké a Casto
dosahuji délky az 1 um. Rozlozeni aerotopt v bunkach je charakteristické pro jednotlivé
taxony (Vidal a kol., 2021). V buiice Aphanizomenon muze byt az 10 000 vezikul (Kalina
a Vana, 2005).

2.2.5 Specializované bunky

Sinice fixujici N» lze rozdélit na 2 skupiny podle toho, zda obsahuji nebo naopak

neobsahuji heterocyty. Heterocyty jsou jedny ze specializovanych buné¢k, které se
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morfologicky lisi od vegetativnich bunek. Sinice fadu Nostocales, téz nazyvané jako
heterocytni sinice, nebot’ obsahuji heterocyty, jsou schopné fixace N, v aerobnich
podminkach (Bergman a kol., 1997). Ke specializovanym burikam se fadi také akinety,
které sinicim slouzi k pfeziti v nepiiznivych podminkach (Vidal a kol., 2021). V tabulce
1 je prehledné shrnuti fada se zastupci, které maji a které naopak nemaji specializované
bunky.

Heterocyty umoziujici tzv. biologickou fixaci Nz (diazotrofii) maji zesilenou
bunécnou sténu, ktera jesté vice podporuje anoxické nitrobunécné prostiedi potfebné pro
fixaci N». Na tomto d¢ji se podili enzym nitrogendza, ktera syntetizuje amonné slouceniny
a sklada se ze dvou slozek, Zelezitého proteinu (Fe-protein) a zelezo-molybdenového

proteinu (MoFe-protein) (Berman-Frank a kol., 2003; Guerrero a Lara, 1987).

Heterocyty postradaji slozku fotosystému II, ktera obsahuje mangan, tudiz nedochazi
k produkci kysliku (O2). Nekteré sinice nemajici heterocyty, jako napt. Lyngbya
majuscula, fixuji N2 v noci, poté co intenzivnim dychanim odstranily O z bunék

(Smarda, 1996).

Akinety (arthrospory) jsou nepohybliva klidova stadia, kterd se nachazeji u stejnych
taxonu tvoricich heterocyty. Vyznacuji se vétsi velikosti ve srovnani s vegetativnimi
buiikami a odliSnym lomem svétla pfi mikroskopickém pozorovani. Bunécna sténa je
vicevrstevna a Casto obsahuje glykogen a cyanofycin. Jejich odolnost viéi chladu
a vysychani poskytuje sinicim prostiedek k pfezimovani a prezivani suchych obdobi.
Napt. akinety Anabaena cylindrica mohou prezit 5 let ve tmé a v suchém stavu, zatimco

vees

1999).

Tabulka 1: Vybrané rady s nebo bez obsahu specializovanych bunék. Podtrzeni zdstupci byly
vybrdany do experimentu (Sejnohova a Marsalek, 2005, upraveno).

Rad Heterocyty Akinety Zastupci
Chroococcales ne ne Microcystis, Chroococcus, Pseudocapsa Gloeocapsa
Oscillatoriales ne ne Planktothrix, Oscillatoria, Spirulina, Trichodesmium
Nostocales ano ano Nostoc, Anabaena, Aphanizomenon, Tolypothrix
Synechococcales ne ne Synechocystis, Cyanobium, Prochlorococcus, Limnococcus
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2.2.6 Degleni bunek

Kokalni sinice se rozmnozuji pouze prostym délenim; zaSkrcenim burky nebo
fragmentaci kolonie. Déleni bunék zaina tvorbou pii¢né piehradky, ktera vrusta
po celém obvodu buriky ve sméru od obvodu do nitra butiky. V prvni fazi vrasta pouze
vnitini plazmaticka membrana, posléze se ptipojuji 1 dalsi vrstvy bunécné stény. Slizovy
obal se na déleni nepodili. Buiiky se tak zcela oddéluji, netvoii prava vlakna

a v jednoduchém piipadée se déli na dvé stejné dcefiné buiky (Kalina a Vara, 2005).

U ostatnich kmenta probiha déleni ve dvou nebo tfech vzajemné kolmych rovinach.
Vznikaji tak napt. deskovité kolonie u kmene Merismopedia. Chamaesiphon confervicola
se rozmnozuje endosporami (exocyty), které se uvolfiuji po roztrzeni bunécné stény

(Beljakova a kol., 2000).

Vlaknité sinice se mnozi bud’ prostym délenim nebo pomoci klouzavé se pohybujicich
hormogonii, které se nemusi liit velikosti a tvarem od vegetacnich bun€k. Jedna se
o n¢kolika bunécné Casti vlakna, které jsou oddélované z vlakna matefského a postupem

Casu dorustaji do jeho velikosti (Vidal a kol., 2021).

2.2.7 Cyanotoxiny

Cyanotoxiny jsou sekundarni metabolity, které maji Skodlivy ucinek na jiné
organismy, jejich tkan€ nebo buriky. Cyanotoxiny jsou sinicemi uvolfiovany do okolniho
vodniho prostiedi a svoji pfitomnosti ovliviiyji fyzikalni a chemické vlastnosti vody
(Ambrozova, 2002). Jejich dalsi vlastnosti je bioakumulace v travicim traktu vodnich

organismu (Sivonen a Jones, 2009).

Podle ucinkd se cyanotoxiny déli na 2 skupiny: cytotoxiny (nepusobici smrtelné
otravy) a skupinu s neurotoxiny, anatoxiny a hepatotoxiny (pusobici smrtelné otravy)

(Carmichael, 1992). V tabulce 2 jsou vypsany ptiklady.

Cytotoxiny maji selektivni u€inek na bakterialni, houbovité a jiné buriky. Pfi kontaktu
s lidskym organismem mohou zpusobit chronické otravy az trvalé poskozeni organismu.
Oproti tomu se v 1ékafstvi vyuzivaji cytotoxicka antibiotika s protinadorovymi ucinky

(Kalina a Vana, 2005).

Velké mnozstvi cyanotoxind produkuje Zlyngbya majuscula, vyskytujici se

v tropickych motskych oblastech. Pokud sni pfijde do kontaktu plavec, mize mu
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zpusobit poskozeni kize, o¢i a hornich cest dychacich (Belkin a Colwell, 2006).
V brakickych vodach je smrtelnou hrozbou pro zvitata i1 ¢lovéka Nodularia spumigena
produkujici nodularin, ktery zptsobuje vazné poskozeni jater (Pattanaik a kol., 2010).
Ve sladké vodé sinice Raphidiopsis raciborskii produkuje saxitoxiny a navic

i cylindrospermopsin, ktery inhibuje syntézu proteinti (Ramos a kol., 2021).

U vodnich zivoCichi muze intoxikace probéhnout bud’ pfimou konzumaci
cyanotoxinii nebo nepfimou konzumaci jinych zvifat, ve kterych byly cyanotoxiny
kumulovany (Sivonen a Jones, 2009). Drobac a kol. (2021) zjistili, Ze cyanotoxiny sinic
Aphanizomenon flos-aquae, Microcystis flos-aquae, Microcystis wesenbergii a dalsi
zpusobuji u ryb histopatologické zmény pievazn€é na ledvinach a Zabrach.
U obojzivelniki zptsobuje microcystin-LR letalitu, zpomaleni vyvoje a malformace
(Dvorakova a kol. 2002).

Tabulka 2: Vybrané priklady cyanotoxinii u vybranych zdstupcii kmenii se zpiisobujicimi
nemocemi, upraveno (Codd a kol., 2017).

Priklady cyanotoxin(i Vlybrani zastupci ZpUsobena onemocnéni

poskozeni jater, podporujici vznik

Microcystin Microcystis, Anabaena, Nostoc, Planktothrix, nédord, inhibice fosfatazy PP1

Cylindrospermopsis, Oscillatoria, neurotoxické, genotoxické,

Cylindrospermopsin Aphanizomenon inhibitory syntézy proteind

neurotoxické, vazou se na

Anatoxin-a Anabaena, Aphanizomenon, Phormidium o
acetylcholinové receptory
Saxitoxin Lyngbya, Planktothrix, Anabaena, Raphidiopsis neurotoxmki,a tr)]lé]oll;u“ sodikove
2.3 Vyskyt

Sinice jsou schopny zit na vSech mistech, na které pronika slune¢ni zafeni, véetné€ mist
s extrémnimi podminkami (Poulickova, 2011). Celkem se rozlisuji 3 ekosystémy,
ve kterych se sinice vyskytuji: motsky, terestricky a sladkovodni. Tyto ekosystémy se lisi
podminkami prostiedi a vytvareji tak odliSna stanovisté pro kolonizaci sinicemi

(Kviderova, 2019).

2.3.1 Morsky ekosystém

Sinice se vyskytuji ve vSech oceanech v rtiznych morfologickych formach, které se

mohou liSit v zavislosti na ro¢nim obdobi a zemépisné poloze. V oceanském
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fytoplanktonu jich ve srovnani s vnitrozemskymi mofi se zvySenou eutrofizaci neni
mnoho (Andreeva a kol., 2020). Rist sinic v mofskych ekosystémech nejvice omezuji
dva faktory. Prvnim je dostatek svétla pro fotosyntézu, ktery je dostupny jen v blizkosti
vodni hladiny. Druhym je mnozstvi zékladnich zivin. Nekteré ziviny totiz mohou byt
pfitomny pouze v nizkych koncentracich (Fogg, 1987). Hlavnimi pfedstaviteli
fytoplanktonu  jsou kokoidni sinice kmenG Symechococcus,  Synechocystis
a Prochlorococcus. Ty zaujimaji klicové postaveni na zacatku potravnich fetézcu jako

potencialni dodavatelé C (Beljakova a kol., 20006).

2.3.2 Terestricky ekosystém

Klicovym faktorem k osidlovani terestrickych ekosystémt je tolerance sinic
k vysychani a nedostatku vody (Whitton a Potts, 2002). Uspé&$na kolonizace
suchozemskych biotopi znamena tedy schopnost odolat extrémnimu vysychani,
pii kterém dochazi k po§kozeni membranové struktury, proteinti a nukleonovych kyselin.
Tato schopnost sinic podstoupit témer absolutni dehydrataci, aniz by doslo k jejich
odumfeni, je zndma jako anhydrobidza nebo jako tolerance k vysychani (Bidel, 2011).
Naptiklad v pousti Negev, kde teplota povrchu pudy saha k 60 °C, ptezivaji kmeny
Chrooccidiopsis, Aphanocapsa a Plectonema (Kalina a Vana, 2005).

V pudé se nejCast€ji vyskytuji vlaknité druhy s tmaveé zbarvenymi slizovymi
pochvami. OvSem vyskytuji se i zbarveni modrocerné, hnédé, Cervenohnédé az Cervené,

ktera jsou zpusobena pfitomnosti pigmentu scytoneminu (Stiborova, 2017).

2.3.3 Sladkovodni ekosystém

Sladkovodni prostiedi se stalou vodni plochou se jevi pro sinice jako nejméné
stresujici (Pentecost a Whitton, 2002). Sinice zde mohou rust jako soucast planktonu nebo
byt pfichycené na pevnych povrsich (Vidal a kol., 2021). Pechar (1995) uvadi, ze mezi
nejcastéji se vyskytujici sladkovodni kmeny sinic v naSich rybnicich patii: Microcystis,
Planktothrix, Anabaenna, Aphanizomenon a Limnothrix. Jejich dominance zavisi napf.
na hustoté rybi obsadky a mnozstvi perloocek (daphnii). Déle je uvedeno, ze pokud
je nizky pomér mezi N:P a vysoké pH, muze dochazet k masivnimu rozvoji vodniho
kvétu, predev§im kmene Aphanizomenon. S masivnim rozvojem vodniho kvétu souvisi
pojem eutrofizace, ktery je popsan v kapitole o vyvoji rybnikd v CR za poslednich 50.
let.
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2.4 Produk¢ni strategie fada Nostocales a Synechococcales

2.4.1 Zplsob hibernace

Sinice fadu Nostocales dokazou v nepfiznivém rastovém obdobi (nedostatek svétla,
zivin, teplota aj.) pretrvat v podobé akinet. Diky nim dokdzou mimo vegetacniho obdobi
(zima a jaro) pfezivat v dnovych sedimentech (Adams a Duggan, 1999). Marsalek a kol.
(1996) uvadi, ze nastup nové viny rozvoje téchto sinic trva déle, jelikoz dochazi ke kli¢eni

akinet a k velkému poctu déleni vegetativnich bunék.

Oproti tomu jsou populace sinic tvorici akinety schopné piezit v proménlivych
podminkach, které se predpokladaji ve spojitosti se zménami klimatu. M4 se za to, ze by
mohly byt 1épe prizptuisobeny preruSované dostupnosti zivin, zpisobené napt. zménami

srazkového rezimu nebo intenzity svétla (Carey a kol. 2012).

Rad Synechococcales nema akinety. Na konci vegetaéniho obdobi jsou kolonie
zpevnéné slizem a jako celek klesaji ke dnu (Sejnohova a kol., 2004). Piezivaci strategie
Microcystis v hlubsich mistech nadrze spociva v akumulaci dostate¢ného poctu bunék
v povrchu sedimentu na rozhrani voda-sediment. V téchto mistech jsou Castecné
anaerobni podminky, které pozitivné ovliviiuji jarni nastup. Pii vyvoji nové viny
vyplouvaji k hladiné celé kolonie (Fallon a Brock, 1981). Z toho lze vyvodit, ze
Microcystis zustava ve vysoké abundanci po cely rok; pfes zimu a jaro pfeziva na dné,
ptes 1éto v epilimniu. A tudiz dokdze dominovat ve vrcholné fazi rozvoje fytoplanktonu

(Marsalek a kol., 1996).

2.4.2 Vodni kvét

Diky vysokym koncentracim N a fosforu (P) v povrchovych a podzemnich vodach
dochazi k tvorbé skodlivych vodnich kvéta sinic. Ty jsou tvofeny masivni akumulaci
jednoho nebo vice druhli o objemu 10* az 10° bunék v 1 mililitru (Novotny, 2011).
Za vhodnych meteorologickych a hydrologickych podminek mtze dojit k silnému rozvoji
vodniho kvétu (Gu, 2012). Mira znecCisténi vodnim kvétem se muze orientacné€ méfit na
zakladé pruhlednosti vody pomoci Secchiho desky, coz je kruhova bila deska o praméru
30 cm, ktera se spousti do vody, dokud nezmizi z dohledu. Hloubka, ve které jiz deska

neni vidét, je vizualnim méfitkem cistoty vody (Preisendorfer, 1986).
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Vodni kvét maze vyvolavat krizi v zasobovani vodou ve spojeni se zvySenym obsahem
fosfore¢nand, které se sorbuji na dnovych sedimentech. Ty se totiz za urcitych podminek
uvolnuyji a jejich koncentrace se ve vodach zvysuje. Disledkem je vysoka koncentrace
sinic ve zdrojich pitné vody a problémy ve vodarenskych systémech, napt. ucpani filtra
a zhorSeni organoleptickych vlastnosti upravené vody (Ko¢i, Burkhard a Marsalek,
2000). Velké riziko pro lidské zdravi hrozi po chloraci povrchové vody s obsahem sinic,
kdy mohou vznikat nebezpecné toxické organické latky, jako napt. trihalogenmethany,
bromdichlormethan a tribrommethan (Janda, Pech a Pechova, 2004). V krajnim pfipadé
muze vodni kvét zpasobit i ekologickou katastrofu, viz kapitola eutrofizace a podkapitola

cyanotoxiny.

Marsalek a kol. (1996) uvadi, ze populace sinic fadu Synechococcales maji schopnost
na hladin€ tvofit béhem bezvétii souvislé neustonické smaragdove zelené povlaky, které
zabranuji vyméné plyni mezi vodou a atmosférou. Zaroven tak dochazi ke snizeni
pruniku svétla do spodnich vrstev vodniho sloupce, coz zpusobuje zhorSeni zivotnich
podminek pro vodni organismy. Oproti tomu sinice fadu Nostocales sice vytvaii silné

vrstvy na hlading, ty ale nikdy nemaji povahu souvislych neustonickych povlaku.

2.4.3 Fixace dusiku

V zasadé mohou sinice k svému rastu vyuzivat amonny iont (NH4") nebo dusi¢nany
(NOs") jako dostadujici zdroj N (Kalina a Vaia, 2005). Rady sinic Nostocales
a Stigonematales vSak vynikaji schopnosti fixovat N2 pomoci enzymu nitrogenazy
(Guerrero a Lara 1987), coz z nich ¢ini velmi dulezitou souc¢ast mnoha mikrobialnich
spoleCenstev, nebot N casto omezuje primarni produkci (Kviderova, 2019).
Za autotrofnich podminek je vyuziti jakékoli formy anorganického N sinicemi zavislé

na dostupnosti svétla a CO; (Guerrero a Lara 1987).
Obecnou rovnici pro fixaci dusiku (Jensen, 1983) lze napsat ve tvaru:
N, + 4NADPH + 6H* + ATP - 2NH] + H, + 12 ADP + 4NADP*

Tato koncepce fixace N2 ma zajimavé aspekty. Energetické naklady na fixaci N jsou
vy$8i nez naklady na tvorbu NH4" vzniklé redukci NO3™ (Van Baalen, 1987), pro to je pro
sinice vyhodné&jsi ziskavat N z prostfedi. Déle se naptiklad se pfedpoklada, ze tvorba
vodiku (H") je nutnou soucasti reakce (Simpson a Burris, 1984). Z rovnice vyplyva, ze

kone¢nym produktem redukce N je NH4*, ktery je inhibitorem syntézy N latek. NH4" je
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tak zpracovavan na neinhibi¢ni N slou€eniny nékterymi enzymy v heterocytech (Tyagi,

1975).
2.4.3.1 Vv kysliku na nitrogenazu

Fixace N je anaerobni proces. Pokud by se jedna ¢i druha slozka nitrogenazy setkala
s O, doslo by k jejimu nevratnému poskozeni. Proto museji kmeny fixujici N> chranit
svou nitrogenazu pred inaktivaci O,. Inaktivaci nitrogenazy muze zpusobit i vlastni

fotosynteticky vyprodukovany kyslik (Gallon, 1981).

Heterocytni sinice maji své heterocyty chranény silnou bunécnou sténou (Gallon,
1981). Co se tyCe sinic nemajici heterocyty, nékteré vykazuji pravidelné cykly mezi
svétlem a tmou, aby nedoslo k poskozeni nitrogenazy. Typickym pfikladem muze byt jiz
vyse zmin&na Lyngbya majuscula (Smarda, 1996). PHi svétle vrcholi fotosyntéza, oproti
tomu ve tmé€ je maximalni aktivita nitrogenazy. Obsah sacharidi v buiikach dosahuje
nejvysSich hodnot uprosted svételné faze. Béhem tmavé faze obsah sacharidu rychle
klesa a kryje se zvysenou aktivitou N latek. To znamena, ze fixace N z&visi na spotiebé
bunéénych zasob sacharidi a také, Ze mozna ochrana nitrogenazy pied O: je poskytovana

dychanim (Fay, 1992).

Jesteé dalsi adaptace je pozorovana u motské vlaknité sinice kmene 7richodesmium
nemajici heterocyty. Tyto sinice béhem dne fixuji N2 a jejich mechanismus ochrany
nitrogenazy pred O je pro vyzkumniky jiz fadu let matouci, jelikoz fotosyntetické slozky
se vyskytuji i v butikach obsahujici nitrogenazu, coz by podle dosavadnich znalosti mélo
vést k poSkozeni nitrogenazy (Berman-Frank a kol., 2003). Je mozné, ze nostokalni sinice
tvorici kolonie podobné 7richodesmium, jako napt. Aphanizomenon ¢ Anabaena, budou

mit podobné mechanismy fixace Na.
2.4.3.2 Vliv substratu na nitrogenazu

Uvahy o spravnosti predpokladu, Ze asimilace N omezuje riist, 1ze zkoumat z hlediska
rychlosti autotrofniho ristu. Tuto teorii ovefil Van Baalen (1987), ktery upravil pro
experiment 3 kultivaéni média: chlorid amonny (NH4Cl), dusi¢nan sodny (NaNOs) a N
se shodnou koncentraci N. Bylo zji§téno, ze u rychle rostoucich kmenti Anabaena byl
prumér generac¢nich Cast za optimalnich ristovych podminek na NH4Cl 3,8 h, na NaNOs
49 ha 5,2 hnaN,. Ztoho plyne, Ze sinice dokazou rychleji vyuzit NHs* nez N, nebot’

proces piemény N» na vyuzitelny NHs* trva déle a stoji i vice energie.
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Dalsi experiment vlivu substratu na nitrogenazu provedl Bergman (1980). Ten
pozoroval u Anabaena cylindrica, Anabaena variabilis a Nostoc muscorum vliv
glyoxylatu na aktivitu nitrogenazy a fotosyntézy. V Casech, kdy nejsou k dispozici
komplexni zdroje, jako je glukdza, je to pravé glyoxylat, ktery umoziuje builkam
vyuzivat jako hlavni zdroj C jednoduché organické slouceniny (Beevers, 1980). Vysledky
z pokusu ukazaly, ze glyoxylat snizuje fotorespiraci a nasledné zvySuje cCinnosti

fotosyntézy a nitrogenazy (Bergman, 1980).
2.4.3.3Vliv svétla

Fay (1976) uvadi, ze pii pokusu pieneseni Anabaenopsis circularis ze svétlého
prostfedi do tmavého rychlost a trvani fixace Nz zavisely na podminkach prevladajicich
behem piedchozi svételné periody. Faktory, jako intenzita svétla, CO; a ptisun glukozy
(zdroj energie), které na svétle ovliviiyji fotosyntézu a akumulaci rezervniho C, maji
zasadni vliv na fixaci ,,tmavého* N,. Glukoza podporuyjici fixaci N na svétle podporuje
i aktivitu nitrogenazy ve tmé. Vysledky tak naznacuji, ze fixace N2 sinicemi je dulezita

jak za svétla, tak za tmy.

Wyatt a Silvey (1969) zjistili, ze Gleocapsa sp., ackoliv neobsahuje heterocyty, muze
rast a fixovat N, aerobné€ za stalého osvétleni. Pfi stalém osvétleni totiz vznika Casové
oddéleni mezi maximalni aktivitou nitrogenazy a maximalni fotosyntetickou aktivitou.
K dramati¢téjsSimu oddéleni aktivit 1ze dosdhnout pti pé€stovani Gleocapsa sp. za sttidani
svétla a tmy. Na grafu 1 je znazornéna kultivace s cyklem: 12 hod. svétlo a 12 hod. tma.
Bylo zjisténo, ze fotosynteticka aktivita probihala pouze na svétle a za tmy sinice fixovaly
ptiblizné 95 % N,. Oproti tomu druh Anabaena cylindrica, majici heterocyty, pfi stejném

svételném cyklu fixovala asi 90 % Nz na svétle (Gallon, 1981).

Podobné byly zkoumany ucinky riznych svételnych cykli na nitrogenazu u sinic
Cyanothece sp. ATCC 51142 a PCC 7822. Kultivace obou vzorkt probihala pii cyklu:
12 hod. svétlo a 12 hod. tma, 8 hod. svétlo a 16 hod. tma. Z vysledkt bylo usouzeno, Ze
nitrogendza dosahovala vrcholu na zacatku tmavé faze, coz je stejny trend, jaky byl
pozorovan jiz v minulych letech (Schneegurt a kol., 1994). Dale bylo zji§téno, Ze béhem
kratSich dnti byla nizsi schopnost fotosyntézy, produkce energie i fixace CO, (Arshad
a kol., 2014). Kdyz byla Cyanothece sp. ATCC 51142 vystavena nepfetrzitému svétlu,
fixace Ny probihala cyklicky, ovSem s niz§i aktivitou. Dale byla nizsi také respirace

a fotosyntéza (Toepel a kol. 2008).
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Fixace dusiku (redukce C2H2 nmol/min/mg protein)
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Graf 1: Fixace N kmenii Gloeocapsa sp. a Anabaena cylindrica po dobu 7 dni s cyklem 12 hod. svétla,
12 hod. tmy. Fixace N byla mérena pomoci techniky redukce acetylenu (Gallon, 1981).

2.5 Rustova rychlost sinic

ZvySovani poctu jednotlivych mikroorganismi se oznacuje jako tzv. rast populace
(Pazlarova, 2018) a jeho rychlost je zavisla na velikosti bunek (Poulickova, 2011). Béhem
svého riistu se mohou sinice potykat s nepfiznivymi podminkami, které maji vliv na jejich
rastovou schopnost. Vyskyt takovych stresovych podminek zavisi na: vystaveni UV
zateni, zivinach, periodicité dennich nebo rocnich cykld teplot a amplitudé mezi
maximalnimi a minimalnimi hodnotami teplot. Pisobeni né€kolika stresovych podminek
najednou, jako jsou zvySené teploty, vysoké ozatfeni, vysychani a nepravidelnost, sinicim

znemoznuje rust (Kviderova, 2019).
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Doba, béhem které se populace zdvojnasobi, se oznacuje jako generacni (Poulickova,
2011). Mata a kol. (2010) uvadi, Ze sinice jsou schopné zdvojnasobit svoji biomasu za 24
hodin, béhem exponencialni faze dokonce jiz za 3,5 hodiny. Vonshak a Maske, (1982)
poukazuji na vyhody, které ssebou piinesla velkoplosna kultivace (chemostat,
turbidostat), diky které dochazi ke zdvojnasobeni biomasy béhem 3 az 10 hodin. Kondo
a kol. (1997) zjistili, ze Synechococcus PCC 7942 ma dobu zdvojeni 5 az 6 hodin a Ize ji
snadno regulovat zménou teploty nebo svételného toku. A Yamagishi a kol. (2016)
pti kultivaci Cyanobium sp. NIES-981, ktera probihala pfi teploté 23+1 °C, zjistili, ze

rustova rychlost ¢inila 1,16 den!.

V laboratornich podminkach se rychlost ristu sinic obvykle zjistuje metodou
inokulace. Jeji princip spoCiva v pfeneseni mensiho mnozstvi bun€k do zvoleného
kultivaéniho média (Vonshak a Maske, 1982). Rust sinic péstovanych ve statické
kultivaci (bez pfivodu zivin a odvodu odpadnich produktit) 1ze znazormit graficky pomoci
tzv. rastové kiivky, skladajici se ze 4 fazi (Parker a kol. 2016), které jsou zobrazeny

na grafu 2 a jednotlivé popsany nize.

Rustova rychlost
Koncentrace zivin

Cas

Graf 2: Zndzornéni riistu sinic (plna cara) a koncentrace Zivin (prerusovand cara) (Mata a kol., 2010,
upraveno).

Prvni fazi je tzv. lag faze, ktera je fyziologicky oznacovana jako prechodné obdobi.
Jeji definici tvoii (1.) interval mezi inokulaci sinicové kultury a (2.) doba pocatku jeji
maximalni rastové rychlosti. Buniky se v této fazi adaptuji na nové prostiedi a jejich pocet
zustava konstantni. Zveétsuji svoji velikost a svym metabolismem syntetizuji proteiny,

které jsou potiebné k rustu. Délka trvani lag faze je ovliviiovana nékolika faktory,
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zejména druhem sinic a jejich genetickém slozeni, slozeni média a velikosti inokula

(mnozstvi bun€k na zacatku kultivace) (Robinson a kol., 1998).

Druhou fazi je tzv. exponencialni (logaritmicka) faze. V této fazi dochazi k aktivnimu
déleni bunck binarnim Stépenim, pfiCemz rychlost déleni je konstantni a pocCet bunék
exponencialné roste (Dolezalkova, 2010, Mata a kol, 2010). Se zkracujici se dobou
zdvojeni roste specificka rustova rychlost (Huesemann a kol., 2003). Podle Whitton
a Potts (2002) byla u Amacystis nidulans zjisténa nejvyssi rychlost rastu. Jeji doba
zdvojnasobeni Cinila 2,1 h. Oproti tomu Mata a kol (2010) uvadi, Ze béhem této faze se

muze predcasné cela populace zhroutit.

Treti fazi je tzv. stacionarni faze. Populace je tu tvofena konstantnim poctem bunék,
takze pocet noveé vzniklych bunék je roven poctu odumirajicich. Postupné jsou
spotiebovany vSechny ziviny a zacinaji se hromadit odpadni produkty. Dochazi také
k postupnému odbouravani O,, coz ma za nasledek omezovani ristu aerobnich bunék
a postupné zpomalovani az zastaveni rustu populace. Buriky reaguji na tento stav
metodou preziti (Parker a kol., 2016), pfi niz stacionarni populace bunék postupné vytvori
subpopulace, jejichz jednotlivé buiiky se mohou na neptiznivé podminky adaptovat
rozdilné, napt. znovuobnovenim rastu, adaptivni mutagenezi, indukci rastu ¢i sporulaci.
Populace tak mé zvysenou pravdépodobnost preziti v limitujicich podminkach_ (Motlova,

2009).

Ctvrtou a zaroveii i posledni fazi je tzv. faze poklesu, znama téz jako faze umrti &
utlumu. V prostredi (kultivaéni médium) se hromadi toxicky odpad a pro buiiky jiz nejsou
dostupné zadné ziviny. Takové podminky vedou ke zvySujici se umrtnosti bunék. Brzy je
tak pocet délicich se bun¢k prevysen poctem umirajicich a dochéazi k exponencialnimu

poklesu poc¢tu buné¢k (Parker a kol., 2016).

Koncentraci biomasy lze stanovit nékolika zplisoby, napf. se stanovuje hmotnost
susiny, celkovy objem bunék anebo pocet bunék. Rychlost naristu koncentrace bunék se
obecné vyjadiuje jako specificka rustova rychlost (¢), kterou lze vypocitat podle
nasledujiciho vzorce (Vonshak a Maske, 1982):

dx 1
= — X —
K=at " x

kde znaci: X — koncentrace biomasy.
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2.6 Co ovliviiuje rist sinic

Vyskyt vodniho kvétu sinic lze naleznout pievazné v mezotrofnich a eutrofnich
nadrzich. Na jeho uplné vylouceni z rocniho cyklu by byly zapotiebi prostiedky, jejichz
aplikace je spojena s vaznymi riziky. Uvazuje se napf. o algicidnich preparatech apod.
Ovsem pouziti téchto latek ma jen docCasny efekt a jejich pouziti je zbyte¢né, pokud
nebude pozornost vénovana i zakladnim faktorim podmifiujicim rozvoj sinic (Marsalek,

Dréabkova, 2004).

Mezi dulezité faktory podmifiujici masovy rozvoj sinic napf. patii: dostatek biologicky
pfistupnych mikro a makro prvka a jejich vyvazeny pomér, na jare je potiebna teplota
vody pro jarni rozvoj min. 10 °C, predace zooplanktonu (likviduje fasy, takze sinice pak
nemaji konkurenci), podminky vhodné pro hibernaci, zvySeni doba zdrzeni vody aj.

(Marsalek, Drabkova, 2004).

Naroky sinic na koncentraci a pomeér zivin, teplotu a svétlo jsou druhové specifické
(Poulickova, 2011). Zaroven jsou tu i dalsi ovliviiujici faktory, jako napt. kompetice
o ziviny. Druhy fytoplanktonu zivici se stejnymi zivinami snizuji jejich dostupnost pro
sebe 1 pro ostatni druhy (Huisman a Hulot, 2005). Sinice se tak dostavaji do kompetice
s ostatnimi organismy o limitujici ziviny, pfedevsim se jedna o P, kterému je vénovana

podkapitola nize (Sigee, 2005).

2.6.1 Teplota

Jednim z nejdualezité€jSich faktort ovliviiujici rGstovou rychlost je teplota. Sinice
obecné 1épe rostou pii vysSich teplotach, nez jiné druhy fytoplanktonu, tj. obvykle nad
25 °C. Naproti tomu pfi nizsich teplotach se jejich rychlost ristu snizuje. Napft. rozsivky
maji az 6x vyssi ristovou rychlost pii 15 °C a az 3x vy$si rastovou rychlost pii 20 °C nez
sinice (Berg a Sutula, 2015). To zapficinuje, ze pii vysSich teplotach maji sinice nizsi
konkurenci (Paerl a Huisman, 2008, Whitton a Potts, 2012). ZvySeni teploty o 10 °C
zpusobuje az 3x vyssi intenzitu zivotnich procesu, jako je napf. metabolismus, dychani,

rast apod. (Hartman a kol., 1998).

Lurling a kol. (2013) uvadi, ze sinice obyvajici mirné zemépisné Sitky maji teplotni
rastove optimum mezi 25 az 35 °C. Na zakladé svého vyzkumu s osmi kmeny sinic uvadi,
ze Synechococcus elongatus PCC 6301 méla ristové optimum pii nejvyssi pouzité teploté

35 °C. Microcystis aeruginosa NIVA-CY A 140 a PCC 794 1vykazovaly rastové optimum
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mezi 30 az 32,5 °C a podobné 1 Aphanizomenon gracile, jejiz optimalni teplota pro rust
byla 32,5 °C. Planktothrix agardhii NIVA-CYA 116 a NIVA-CYA 126 s Raphidiopsis
raciborskii mély rastové optimum pii nizSich teplotach, a to pii 27,5 °C. Posledni
sledovanou byla Anabaena cylindrica PCC 7122 soptimem 25,5 °C. Tabulka 3
poukazuje na podobné vysledky optimalnich teplot pro rist vybranych sinic zjisténych
Robarts a Zohary, (1987).

Tabulka 3: Prehled teplotniho optima pro rist vybranych sinic. T,i,=teplota, pri které se zastavil

rist. Top= teplota s dosazenou maximdlni riistovou rychlosti (Uma). PAR=fotosynteticky
dostupné zdareni v uE m’ s' (Robarts a Zohary, 2010).

Species T CC) Topt (°C)  pmax (day ') PAR Notes and reference

Microcvstis sp 105-135 28 8-305 025-030 <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)
Aphamzomenon flos aquae <13 28 12 220 Uehhnger (1981)

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

O agardhu — >19 - natural population Persson (1981)

O agardhu 5 =30 — — Post et al (1985)
Anabaena flos aquae — 18 — — natural populations

Aphanizomenon flos aquae 15 — Foy et al (1976)

O agardhu — 10 — — natural populations

O redeket — 6 — — Foy et al (1976)
Mucrocystis 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)
4phanizomenon <10 25 — 36 Imamura (1981)
Anabaena 15 30 — — Novak & Brune (1985)
Oscillatoria <IS 27 — — Novak & Brune (1985)

U morskych sinic je rastové teplotni optimum mezi 20 az 27,5 °C (Berg a Sutula,
2015). Napt. Trichodesmium vykazuje ristové teplotni optimum pfi 27 °C. Zajimavosti

je, ze dokaze preziti pii teploté 17 °C, jen neni schopna rastu (Stal, 2009).

Berg a Sutula (2015) zjistili, ze sinice jsou schopné v rychlosti ristu konkurovat
eukaryotnim organismim, pokud je teplota nad 20 °C. Pfi teplotach nad 25 °C dokazou
konkurovat 1 rozsivkam. K tomu ale sinice pottebuji vysokou davku ozareni na rozdil od
rozsivek, které jsou schopné dosahnout vysoké ristové rychlosti i béhem nizkych davek

ozareni. Dale uvadéji, ze teplota vody musi byt nad 19 °C, aby doslo k rozkvétu sinic.

Hinddk a kol. (2013) uvadi, ze termofilni sinice Hapalosiphon fontinalis,
Chroococcidiopsis thermalis a Synechococcus bigranulatus maji rastové teplotni

optimum v rozmezi 45 az 50 °C a jsou schopné se prizpusobit teplotam od 40 do 70 °C.
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Podle Whitton a Potts (2012) dominuji béhem obdobi se zvySenou teplotou napf.

Planktothrix agardhii a Microcystis aeruginosa.

Ve vodnim ekosystému pii vysokych letnich teplotach dochazi ke snizeni vertikalniho
turbulentniho michani a také k vysSsi stabilit¢ vodni sloupce. Tento stav vyhovuje
vznasejicim se sinicim, které tak ziskavaji konkurenéni vyhodu (Whitton a Potts, 2012).
Pokud se tedy bude vlivem globalniho oteplovani a zmény klimatu zvySovat teplota,
sinice budou vic¢i ostatnim druhtim fytoplanktonu konkurenceschopnéjsi (Berg a Sutula,

2015).

2.6.2 Svétlo

Ve vodé ma slune¢ni svétlo ulohu predevsim pro ¢innost fotosyntézy, ktera vede
k tvorbé organickych latek, jez jsou dualezité pro potravni fetézce. Pomér respirace
a intenzity fotosyntézy pusobi na kolisani obsahu O, a hodnotu pH, coz ovliviyje slozeni
spoleCenstev. Kolisani intenzity svétla a délky svételné casti dne (fotoperioda) ptsobi
u vodnich organismi na jejich biologické rytmy. Délka periody ma vliv predev§im
na dobu rozmnozovani obojzivelniki, ryb a jinych organismi. To se dale promita
do sezonni periodicity vodnich ekosystému. Cirkadialni rytmy se napft. projevuji migraci

planktonnich organismt mezi hladinou a dnem a v jejich aktivité (Hartman a kol., 1998).

Sinice patii mezi vodni organismy, které jsou schopné oxygenni fotosyntetické reakce.
Zdrojem energie toho procesu je svétlo o vinovych délkach od 380 do 720 nm, ptezdivané
jako fotosynteticky aktivni radiace (PAR) (Poulickova, 2011). Svétlo vSak pronika jen
do urcité hloubky vodniho sloupce, pficemz se zvySujici hloubkou se snizuje jeho
intenzita vlivem absorpce a rozptylem na ¢asticich. To zpusobuje zménu spektralniho
slozeni (Hartman a kol., 1998), ktera je znazornéna na obrazku 1. Nejhloubéji do vodniho
sloupce pronika modré zateni. Obecné plati, ze v prvnich metrech vodniho sloupce je
absorbovano vice nez 50 % celkové svételné energie. Hloubka, do které miize pronikat
zafeni, je dana zejména obsahem rozpusténych a suspendovanych latek (Bronmark

a Hansson 2017).

Pisciotta a kol. (2010) uvadi, ze sinice pro svoji fotosyntézu nejvice vyuzivaji zateni
modré a Cervené. Dale zminuji, ze modré zafeni ma nejvice energie, a tudiz je pod nim
fotosyntéza U€in€jsi nez pod zarenim Cervenym. V eutrofnich nadrzich je prichod svétla
do vodniho sloupce tlumen vodnim kvétem, avSak fada sinic mé aerotopy, které byly

popsany vysSe a pomoci kterych se dokazou udrzet ve vhodnych svételnych podminkach.
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Obrazek 1: Propustnost jednotlivych casti svételného spektrav destilované vodé v % (Bronmark a Hansson,
2017, upraveno).

V zavislosti na uhlu dopadu je cast zafeni odrazena od vodni hladiny, zbytek
prostupuje vodnim sloupcem (Poulickova, 2011). Prosvétlend zona s prevladajici
fotosyntetickou produkci se nazyva eufoticka. Jeji hloubka muze dosahovat v rybnicich
od néekolika cm az do 5 m, v oligotrofnich jezerech az do 20 m a v oceanech muze sahat
az do 200 m. Na tuto zo6nu navazuje zona afotickd, vyznacujici se rozkladem organické

hmoty a ubytkem zatfeni (Kalff, 2002).

Jak jiz bylo zminéno vySe, pro zachytavani slunecniho zafeni maji sinice
fotosyntetické pigmenty. Bronmark a Hansson (2017) zmifuji, ze chlorofyl a ma
absorpéni maxima pii 430 a 665 nm. Jedna se o hlavni pigment vyuzivajici slunecni

energii k preméné oxidu uhlicitého (COz) a vody (H20) na cukr (CsH1206) a Oz:
6C0, + 6H,0 - svétlo - C4H1,04 + 60,

Diky ostatnim fotosyntetickym pigmentim ([-karoten, xantofyly, u né€kterych sinic
napi. chlorofyl b a d), které maji absorpéni maxima v jinych vlnovych délkach nez
chlorofyl a, mohou sinice vyuzivat SirSi spektrum vlnovych délek. Pokud dochazi ke
zméné svételného rezimu, sinice optimalizuji fotosyntézu tim, Ze upravi mnozstvi
chlorofylu v zavislosti na intenzit¢ zafeni, tj. Ze obsah chlorofylu se v burice zvysuje pii

nizké dostupnosti zafeni (Bronmark a Hansson, 2017).
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De Tezanos Pinto a Litchman (2010) zjistily na vybranych nostokélnich sinicich, ze
pokud jsou tyto sinice vystaveny dlouhodobé tmé, dochazi nasledné ke snizeni jejich
hustoty a k degradaci akinetd. V trvale tmavych sedimentech by tudiz méla byt jejich
koncentrace nizka. Litchman (2003) dale zjistil, ze pii kolisajicim svételném rezimu je
souziti dvou druhil snazsi nez pti podminkach, které by vedly ke konkuren¢nimu vytazeni

jednoho druhu.
2.6.3 Tit1 hlavni Ziviny

Ziviny jsou chemické latky, které organismy potiebuji jako tzv. stavebni kameny
pro své bunky. Do vody se dostavaji riznymi procesy, napi. pii zvétravani hornin, rastu,
odumirani, asimilaci, rozkladu a vylucovani rostlin a zivoCichi nebo diky kulturni
eutrofizaci. Rozpusténé latky mohou byt pfijimany bakteriemi, fasami, sinicemi a dal§imi
primarnimi producenty, ktefi je zaclenuji do potravniho fetézce. Obecné plati, ze sinice

maji pomér piijmu 106C:16N:1P, tzv. Redfieldiv pomér (Bronmark a Hansson, 2017).
2.6.3.1 Dusik

N se nachazi pfevazné v aminokyselinach a bilkovinach organismt. Do vod se dostava
srazkami, povrchovym a podzemnim pfitokem a fixaci N2. Koncentrace ve vodach se
pohybuji v Sirokém rozpéti, od piibliznych 100 ug-1" az do vice nez 6000 pg-1"l. Obecné
se N za hlavni limitujici zivinu pro organismy ve sladké vodé nepovazuje. Tato vlastnost
nalezi P. OvSem v nékterych znecisténych vodach mize byt koncentrace P tak vysoka, ze
se hlavni limitujici zivinou pro rust sinic stane N. V oligotrofnich nadrzich se N ve formeé
NH.4* vyskytuje v malém mnozstvi v celém vodnim sloupci. Naopak v eutrofnich nadrzi
jsou procesy diky vysokému odtoku NHs" ze sedimenti komplikovanéjsi. To je
zpusobeno bakterialnim rozkladem organické hmoty pfi nizkych koncentracich O,

(Bronmark a Hansson, 2017).

V CR se pro hodnoceni jakosti vod sleduji dusi¢nanovy (N-NOj;’), amoniakéalni
(N-NHy") a dusitanovy (N-NO;") N (Kvitek, 2018). Jejich praimérné hodnoty v minulych
letech jsou zndzornény v grafu 3. Z grafu mimo jiné vyplyva, Ze od roku 1960, kdy byla
zahgjena tzv. zelena revoluce spocivajici pfevazné v pouzivani velkych davek
prumyslovych hnojiv s obsahem N, se koncentrace N ve vodach zvySuje predevsim
splachy ze zemé&délsky obhospodarovanych ploch (Noskovi¢ a kol., 2007, Novotny,
2011).
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N-NOs" patii mezi nejrozsifenéjsi polutanty v povrchovych i podzemnich vodach.
Pokud by clovek pil vodu s vysokymi koncentracemi NOjs", hrozi mu toxické ucinky
v podobé methemoglobinémie, kterou zpasobuji z NO, bakterie svoji Cinnosti. NOy
navic podporuji tvorbu N-nitrosoamind s karcinogennim uc¢inkem. Nedisociované
molekuly NH3 maji toxicky ucinek pifedevsim na ryby (Kvitek, 2018). Nejhojnéjsi formy
dusiku pfitomné v suchozemskych i vodnich ekosystémech v sestupném poradi jsou: N,

NOs a NHs" (Guerrero a Lara, 1987).
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Graf 3: Zobrazeni sledovanych forem N s priimérnymi hodnotami v povrchovych vodach v obdobi od
1960 do 1978 (Hrbdacek, 1981).

Sinice dokazou vyuzivat N ve formach Nz, NH4", dusitan (NO2") a NOs™. Ale nejvice
uptednostiiuji absorpci NH4" (Chaffin a Bridgeman, 2014). NO;™ a NO;3™ tedy musi byt
pred asimilaci v buiice nejprve zredukovany na NH4" (Bronmark a Hansson, 2017).
Priklady rozdilnosti mezi sinicemi, které jsou schopné preménit N> na NH4", neboli jsou
schopné biologické fixace, a sinicemi nefixujici Nz byly popsany vyse. Na biologické
fixaci N se podili enzym nitrogenaza skladajici se ze dvou slozek Fe-proteinu a MoFe-

proteinu. Vice o nitrogenaze bylo popsano v kapitole o heterocytech.

2.6.3.2Fosfor

P je biogenni prvek, ktery je v prostfedi nejméné hojny, ale ¢asto limituje biologickou
produkci. Nevytvarti plynné slou¢eniny, a proto je jeho cyklus v biosfére sedimentarniho

typu. Nejveétsi mnozstvi je obsazeno v mineralech zemské kury, ze kterych se
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zvétravanim hornin uvoliniuje. Nasledné se P akumuluje v pidé, odkud je Cerpan
terestrickymi organismy. V ramci hydrologického cyklu je jen mala Cast P, ktera se
vymyva do povrchovych a podzemnich vod a nasledné je unasena fi¢nimi systémy, aby

skoncila v sedimentech na dné nadrzi a oceant (Hejzlar a Borovec, 2004).

P je mimofadn& dilezitym prvkem z hlediska vlivu na rast sinic. Cim vice se
koncentrace P v povrchovych vodach zvysuje, tim vice roste produkce sinic (Koci,
Burkhard a Marsalek, 2000). Malé¢ mnozstvi P, které obsahuji pudy, je posilovano
prumyslovymi hnojivy, pfedev§im superfosfaty. P vSak pfechazi do forem, ve kterych
neni pro rostliny dostupny. Vétsina aplikovaného P tak ziistane v misté, kde bylo hnojivo
aplikovano. Piisobenim eroznich smyvt dochazi k odplavovani piidnich Castic, na jejichz
povrchu je P sorbovan. Pomoci povrchovych vod je pak P transportovan az do nadrzi,
jezer a rybnika (Voplakal, 2001). Downinng a kol. (2001) uvadi, ze pokud se béhem
letniho obdobi primé&mé koncentrace celkového P (TP) v jezefe pohybuji nad 70 ug-1-,

je pravdépodobnost dominance sinic nad ostatnim fytoplanktonem 80%.

TP ve vodach se déli na nerozpustény (Puerozp) @ na rozpustény (Prozp). Obé tyto formy
P se dale déli na organicky (porg) @ anorganicky (panorg) vazany. Anorganicky vazany Prozp
se déli na polyfosforeCnanovy a pro sinice dulezity a vyuZzivany ortofosforeCnanovy
(Kvitek, 2018). Biologicky dostupny P se definuje jako soulet vazaného P
na nerozpusténych latkach a okamzité dostupného P (P;) (Huisman a Hulot, 2005).

Prestoze je Pi nezbytny pro rust sinic, v obdobi jeho nedostatku si sinice vyvinuly
strategie, které jim pomahaji vyrovnat se s (do¢asnym) nedostatkem P;. Sinice, které jsou
vystaveny nedostatku P vykazuji mnoho fenomenologickych zmén ve srovnani se
sinicemi, které nedostatkem P nestradaly. Napf. barva se zintenzivni modrozelené
pfemériuje na nazloutlou a buiky se zmensuji. Existuji tfi pfedpoklady na fyziologické
urovni pro preziti nedostatku P; (Falkner a kol., 1998), a to: buiiky musi mit u¢inné
absorp¢ni systémy 1 pfi nizkych a kolisavych koncentracich Pi, P;i musi byt ukladan
do bunék, aby byla zajisténa jeho dostupnost pfi nedostatku, a za tfeti musi byt na vnéjsich

koncentracich P; nezavislé bunécné procesy (La Roche a kol., 1999).

V CR se koncentrace fosforeénanti (POs") pohybuje v rozmezi 1-300 mg P-1,
pii¢emz pravdépodobnost eutrofizace je pfipousténa pii koncentraci 0,03 mg P-1"! Pyoyp
nebo 0,1 mg P-I"! PT (Kotula, 2011). Drapalova (2017) uvadi, Zze voda na koupalistich ma
piipustnou hodnotu 0,05 mg P-1"! a Ze k masovému rozvoji vodniho kvétu dochazi jiz
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pii koncentraci 0,01 pg P-1". Rybnik ma pfirozenou schopnost retence P, ktera zavisi na
dobé zdrzeni vody a pohybuje se v rozmezi 25 az 65 % P. U mensich rybnika se tak jedna
o desitky az stovky kg P za rok, ale u vétsich jsou uvadény az tuny P za rok. Napft.
v Horusickém rybnice byla v roce 2015 v epilimniu namétena koncentrace TP 0,25 mg
P-I"!, tataz byla naméfena i v nejvétsim rybniku Rozmberk (Baxa a kol., 2017, Duras

a Potuzak, 2012).
2.6.3.3Uhlik

C je zakladnim stavebnim kamenem zivé hmoty. Jeho zakladni cyklus zacina
v atmosféte v podobé CO». Ten je odCerpavan primarnimi producenty, ktefi jej pfedavaji
dale ke konzumentim. Ve vodé je v plynné podobé CO; asi 200krat vice rozpustny nez

0,. Pfi bézném tlaku a teploté 0 °C voda obsahuje zhruba 1 mg CO»-1"! (Petrtyl, s.a.).

Rozpustény CO; se vaze s H>O a vznika kyselina uhlicita (H2COs3), ktera ovliviiuje
hodnoty pH. HoCOs je z Casti disociovana na H' ionty a hydrogenuhli¢itanové ionty
(HCO3), které nasledné disociuji na H* a uhli¢itanové (CO3*) ionty. To zplsobuje
zvySovani koncentrace H' iontl v roztoku. Velké Cast C je pfitomna ve vodé ve formé
hydrogenuhlicitant (Ca(HCOs3),), které jsou rozpustné. Ty jsou vyuzivany jako zdroj C
sinicemi a fasami. V ramci hydrogenuhlicitan-uhli¢itanového systému jsou tak provazané
hodnoty CO., pH a alkality. Mnozstvi CO; je ve vodnim prosttedi nejvice ovliviiovano

fotosyntézou a respiraci organismu (Petrtyl, s.a.).

Béhem intenzivniho rozvoje vodniho kvétu muze zpusobit fotosynteticka aktivita
vycerpani volného CO; z vody. To ma za nasledek zvySovani pH, coz vede k pfesouvani
sinic na rozhrani vzduch-voda, kde je mnozstvi CO; dostupnéjsi. Sinice tak sice ziskaji
vhodné podminky pro fotosyntézu a fixaci N», ovSem ostatnim organismum zpusobuji
zastinéni (Paerl a Ustach, 1982). Kann a Smith (1999) zjistili, ze vysoké hodnoty pH
zpusobené rozkladem vodniho kvétu mohou zapiicinit deficit O, a NH4" a naopak zvysit
koncentrace methanu (CH4), amoniaku (NHs3) a sulfanu (H2S). V kone¢ném dusledku

dochazi k poSkozeni zaberniho aparatu a nakonec i1 smrti ryb udusenim.

2.7 Vyvoj rybnikii v CR za poslednich 50. let

V Ceské republice se v soucasné dobé& nachazi kolem 24 000 rybnikd s odhadovanym

objemem 456 mil. m? a o celkové vyméie 52 000 ha, ze které slouzi k produkénimu chovu
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ryb pfiblizn€ 42 000 ha (Urbanek, 2015). Pocet vodnich nadrzi (umeéle vytvoreny prostor
slouzici pro manipulaci s vodou) je mnohem nizsi, a to 165 (47 vodarenskych a 118 tzv.
viceugelovych) se zasobnim objemem 3 360 mil. m? (Bily, 2020, Salek a kol., 1989). Pro
snaz§i vyjadreni budu dale v textu oznaCovat rybniky a vodni nadrze jednotné jako

nadrze.

Kvalita vody v nadrzich je dana predevsim jejich historii, stavem povodi a aktualnim
zpusobem hospodafeni (Machova a kol., 2010). Na jejim ovlivnéni se dale podileji
interakce mezi fyzikalné-chemickymi faktory. Zejména se jedna o teplotu, prihlednost,
pH, rezim O, obsah zivin, alkalitu a vodivost. Posledni slozkou, ktera ma také vliv na
kvalitu vody, je slozka biologicka vetné ryb tvoticich posledni ¢lanek potravniho fetézce
nadrze (Ponce a kol., 1994). Mezi faktory, které se podileji na ovliviiovani kvality vody
v nadrzi, patii zejména pritok a jeho kvalita, dale zpisoby vylovl a napousténi vody,
kvalita sediment a manipulace s vodni hladinou (Duras a Potuzak, 2012). Miksikova a
kol. (2012) uvadi, ze na dobu zdrzeni vody v nadrzi maji vliv klimatické faktory a reliéf

krajiny. Tyto faktory rovnéz ovliviiuji zdrzeni zivin v nadrzi.

V minulych stoleti byla produkce ryb limitovana mnozstvim zivin, jelikoz chov ryb
byl zalozen pouze na pfirozeném produkénim potencidlu nadrzi. To mélo za
nasledek postupné vycerpani zasob zivin (Pechar, 2015). Podle Grosse a kol. (2017) je
produktivita nadrze zavisla na dostupnosti P, ale zaroven je dilezity i pomér mezi
jednotlivymi zivinami.

Ve 20. stoleti se zacaly k chovu ryb vyuzivat moderni zplsoby, tj. intenzifikace rybi
produkce. Ta se datuje od 30. let, kdy se zaCaly nadrze piihnojovat a vapnit. V poslednich
padesati letech se zvysSila produkce ryb a pfikrmovani pomoci umeélé potravy (rybi
pelety). To ma za nasledek zmény struktury a dynamiky celého ekosystému v nadrzi.
Vznikl tak trend sméfujici ke zvySovani rybich obsadek a i trofické urovné (Pechar,
1995). Na zhorseni kvality vody v nadrzi se podili také zemédélska Cinnost, ktera, jak jiz
bylo zminéno vyse, vroce 1960 zahgjila tzv. zelenou revoluci. Ta spociva kromé
pouzivani pramyslovych hnojiv na zemédé€lsky obhospodafovanych pozemcich také

v odvodniovani zamokienych pozemku a rozsifeni zavlazovani (Novotny, 2011).

Dlouhodoby vyvoj hlavnich ukazateld pro hodnoceni trofie v nasich rybnikach
ukazuje tabulka 4. Pechar (1995) uvadi, ze se mnozstvi Neeix od 50. do 90. let 20. stoleti
zvysilo ptiblizn€ 2,5krat. Zména koncentrace Pcek béhem druhé periody (1973-1984) je
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zpusobena poklesem mineralnich hnojiv, které se nejvice pouzivaly v 60. a 70. letech
20. stol. Béhem tfeti periody (1990-1993) byla hnojiva mineralni nahrazena organickymi,
coz mélo za nasledek opétovné zvyseni koncentrace Pcei. Pokles prithlednosti a zvyseni

koncentrace chlorofylu a dobte znazornuje vysoky stupen trofie (Pechar, 1995).

Tabulka 4: Dlouhodobé zmény celkového N (Ncew), Peen, prithlednosti a chlorofylu a. Prvni
perioda predstavuje 9 rybniku v okoli Blatné, Druhd perioda prezentuje 12 rybnikii v okoli Blamé

a Trebonska a treti perioda predstavuje 40 rybnikii na Treborisku (Pechar, 19935, upraveno).

perioda Nceik (mg-I") Peeik (mg-I"") Ncelk:Pceik Pruh(lﬁ]c;nost szl:t)g‘aliy)l a
1954-1958 1,00 0,20 50 1,70 35
1973-1984 1,48 0,12 12,3 1,04 64
1990-1993 2,51 0,25 10,0 0,50 102

2.7.1 Trofie

Kvalita vody v nadrzi je uréovana jeho uzivnosti, neboli trofii (Duras a kol. 2015). Dle
OECD (1992) jsou stojaté vody rozdéleny podle koncentrace Pec a chlorofylu a do
zakladnich ¢tyt tfid. Jednotlivé tfidy s hodnotami jsou popsany v tabulce 5. V soucasné
dobé¢ je vétsina nadrzi na nasem Uzemi fazena mezi eutrofni az hypertrofni (Machova

a kol., 2010).

Tabulka 5: Klasifikace stojatych vod podle iiZivnosti (mg-1") (OECD, 1992, upraveno).

) Chlorofyl a
UZivnost Pcelk
pramér maximum
Oligotrofie <0,010 <2,5 <8
Mezotrofie 0,010-0-035 2,5-8 8-25
Eutrofie 0,035-0,100 8-25 25-75
Hypertrofie >0,100 >25 >75

K vysoké tzivnosti nadrzi mize dochazet zvySenym piisunem P. Ten se do nadrzi
dostava bud’ pfitokem nebo pfimym zadsténim odpadnich vod z obydlenych oblasti. Dale
ke zvySeni trofie v nadrzi pomahaji erozni smyvy ze zemédélsky uzivané krajiny pii
srazko-odtokovych situacich (Krasa a kol., 2013). Kvalita vody v nadrzi je proto velmi

nestala a jeji proménlivost zavisi jak na aktualnim pfisunu zivin, tak na jejich uvoliiovani
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ze sedimentu diky bioturbaci ryb a v obdobi anoxie u dna. Fotosyntéza spojena s ristem
fas a sinic spojena s jejich sedimentaci pak zpusobuje dal§i zadrzovani zivin v rybnicich
ajejich ukladani do sedimentu (Duras a kol., 2015). Kopp a kol. (2012) uvadi, ze v nadrzi
je dosahovano nejvyssi kvality vody v jarnich mésicich, oproti tomu v 1été byva kvalita

vody nejhorsi.
2.7.1.1 Eutrofizace

Pojem eutrofizace znamena soubor pfirodné a antropogenné vyvolanych procesa,
které vedou ke zvySovani obsahu anorganickych zivin tekoucich a stojatych vod. Jedna
se o piirodni d€j, jenz je v dusledku jesté lidskou Cinnosti posilen. Piirodni eutrofizaci
zpusobuje uvoliovani N a P zpudy, sedimentd, odumielych vodnich organismt
a z ¢innosti pudnich organisma. Oproti tomu je antropogenni eutrofizace zpusobena
intenzivni zemeédé€lskou cCinnosti, pouzivanim polyfosforeCnant v Cisticich a pracich
prostiedcich, nékterymi druhy primyslovych odpadnich vod a v posledni fadé i zvySenou

produkci komunalnich odpadnich vod (Smith a kol., 1999).

Dusledkem eutrofizace je vSeobecné znamy pravidelny masovy rozvoj vodniho kvétu
sinic nebo vegetaCni zakal zelenych fas. Muze ovSem dochazet i k dominantnimu
postaveni rozsivek a vyssi vodni vegetace, dale k Castym vyskytim deficitu O», kolisani
pH a nadbytkiim produktii vznikajicich rozkladem organické hmoty (pfedevsim CHy,
NH;3 a HzS) (Pechar, 1995, Marvan a Marsalek, 2004). Vodni kvét obvykle nastava béhem
letnich mésica, kdy je dostatek slunecniho zafeni a tepla. Nadmémy nartst fytoplanktonu
zpusobuje vysSim rostlinam problémy, které mohou vést k jejich uhynu (Marvan a

Marsalek, 2004).

Dalsi dusledek eutrofizace muze byt snizena samocistici schopnost toka a jezer. Sinice
se spolecn¢ s fasami shromazd’uji u hladiny a vytvareji bariéru pro slunecni zareni, které
tak nepronikne k organismiim zijicich ve vétsi hloubce a napomahaji k Cisténi vody. Dale
muze vysoka koncentrace fytoplanktonu zptusobovat ubytek citlivéjSich organismu, coz
nasledné vede k pfemnozeni odolnéjsich organismii a mnohdy nevratnym zmeénam

v ekosystémech, napt. odolna makrofyta pak rychlym a nelimitovanym rastem zpusobuji

zarustani tokt nebo snizuji retencni kapacitu nadrzi (Koci, Burkhard a Marsalek, 2000).

Jak jiz bylo zminéno vySe, vodni kvét sinic narusuje O; rezim. Sinice se pomoci svych
aerotopu drzi u hladiny (Vidal a kol., 2021), kde dochazi béhem dne vlivem fotosyntézy

k presyceni O3 a naristani pH. Oproti tomu v no¢nich hodinach nebo pii zamracenych
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dnech dochazi ke spotfebé O,. Tak mohou predevsSim tésné pied svitanim nastavat
anoxické podminky v nadrzi, jez mohou vést az k thynu organismd. Na podzim mohou
anoxické podminky a zaroven zvySovani pH vznikat béhem dne, jelikoz dochazi
k rozkladu vodniho kvétu sinic (Kopp a Sukop, 2012, Valentova a kol., 2009). Béhem
tohoto rozkladu se uvoliiuji do vody cyanotoxiny ovlivilujici vodarenské a rekreacni
vyuziti nadrze (Marsalek, 2000.). Vice o cyanotoxinech a jejich ucincich je popsano

v kapitole vySe.

V naSich nadrzich se vyskytuji po vétSinu vegetacniho obdobi piedevsim zastupci
planktonnich sinic: Aphanizomenon sp., Anabaena sp., Microcystis sp. a Planktothrix sp.
(Kopp a Sukop, 2012). Ve vice zivinami zneci§ténych vodach se vyskytuje spiSe populace
Planktothrix sp. nez Anabaena sp. ¢&i Aphanizomenon sp. U Microcystis sp. je uvadéna
obecné Siroka ekologicka valence (Marvan a Marsalek, 2004). Tyto zastupci sinic mohou
za urCitych situaci slouzit jako potrava pro filtrujici zooplankton, prvoky nebo ryby

(Tolstolobik bily-Hypophthalmichthys molitrix) (Sevrin-Reyssac a Pletikosic, 1990).

Jak jiz bylo zminéno vySe, v naSich nadrzich je pfitomny predev§im b&hem letniho
obdobi silny rozvoj vodniho kvétu sinic, ktery ma velmi negativni dopady jak pro ¢lovéka
tak pro ekosystém nadrze. Proto je studium sinic zadouci. Sinice pro svij rust
spotiebovavaji ziviny (N, P, C), z nich se obecné za limitujici povazuje P. Nicméné se
ukazalo, ze kromé P muze byt v nékterych ptipadech limitujicim prvkem N. Hargreaves
(1998) zjistil, ze v rybnicich mirného pasma se pohybuje pfijem N od 150 do 450 mg N
m2d!, za pfedpokladu, Ze pfijem Zivin fytoplanktonem je pfiblizn& umérny Redfieldovu
poméru. Na rozdil tomu se muze denitrifikace v eutrofnich rybnicich pohybovat
v rozmezi od 150 do 700 mg N m2d-!. Pii této rychlosti by se mohl veskery N uvolnit
béhem 3 az 21 dnt s ohledem na mnozstvi dostupného celkového C potiebného pro rust
(Olah, Pekar a Szabo, 1994). Tato prace se zamétuje na lepsi pochopeni zavislosti rastoveé

rychlosti sinic na riznych koncentracich N.
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3 Material a metodika

3.1 Vybér zastupci sinic

Pro pozorovani odlisnosti v ristu v riznych koncentracich N a také pro porovnani
rastovych strategii byly vybrany dva fady ze dvou skupin sinic s odli§nym zptsobem
fixace N. Z prvni, méné prozkoumané skupiny, byl vybran fad Nostocales, jehoz zastupci
jsou schopni fixace Nz. Z tohoto fadu byly vybrany 3 zastupci: Anabaena lemmermannii
(A.  lemmermannii), Anabaena compacta (A. compacta) a Anabaena reniformis
(4. reniformis). Z druhé skupiny sinic byl zvolen tad Synechococcales, ktery zahrnuje
sinice neobsahujici specializované butiky. Z néj byly vybrany 2 zastupci: Synechocystis
sp. PCC 6803 (Synechocystis) a Cyanobium gracile Al (Cyanobium) pochazejici
z rybnika Dehtaf. Snimky jednotlivych zvolenych zastupci pofizené mikroskopem jsou
v piilohach 1 az 5. Vsichni zvoleni zastupci byli jiz pfed zahajenim experimentu
kultivovani v kultiva¢nich lahvich o objemu 250 ml v médiu BG11 za normalniho

denniho svételného rezimu a pfi teploté 21 °C.

3.2 Ptiprava média

Jako zaklad pro namichéani vSech kultiva¢nich médii bylo pouzivano upravené médium
BGI11 (zasobni roztok-ZR). Médium bylo upraveno a namichano tak, aby kultivace
probihala pfi co nejnizSich koncentracich N pro pozorovani jednotlivych odlisnosti
a zéavislosti sinic pravé na jeho mnozstvi. V tabulce 6 jsou rozepsany jednotlivé slozky
s pouzitym mnozstvim. Oproti standardnimu receptu nebyl davkovan dusi¢nan sodny
(NaNOs) a namisto citratu zelezito-amonného bylo davkovano 0,02 g siranu zelezitého.
Aby bylo pH udrzeno na hodnoté 7, bylo do ZR ptidano 7 ml HEPES (CsHisN204S).
Kontrola pH byla provedena indikatorovymi pH papirky. VSechny slozky média byly
kvali naslednému fedéni nadavkovany 2x. V tabulce 7 je prehled latek s potfebnym

mnozstvim pro namichani roztoku s obsahem stopovych kovt.

Tabulka 6: Recept pro namichdni média BG11 s 2x vy$§§imi hodnotami bez dusicnanu sodného.
Citrat Zelezito-amonny nahrazen siranem Zelezitym. Zaokrouhleno na 3 desetinng mista
(Schneegurt, 1997; upraveno).

Chemicka latka Pouzité mnozstvi na 1 litr média

NaNOs Og
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K2HPO4 0,080 g

MgSOs - 7TH20 0,150 g

CaClz - 2H20 0,054 g

Kyselina citronova 0,012 g

Fe,(SO4)s 0,020 g

EDTA (disodna sul) 0,002 g

Na2COs 0,040 g

Roztok stopovych prvki 2ml

Destilovana voda doplnéna do 1000 ml

Tabulka 7: Recept pro namichani roztoku s obsahem stopovych prvkii. Zaokrouhleno na 2
desetinnd mista (Schneegurt, 1997).

Chemicka latka PouZité mnozstvi na 1 litr média
H3BOs 2,869
MnClz - 4H20 1819
ZnS0O4- 7TH20 0,22g
NaMoOs - 2H20 0,39g
CuSO0s4 - 5H20 0,08 g
Co(NOs3)2 - 6H20 0,05¢g

Destilovana voda doplnéna do 1000 ml

Déle bylo v 0,5 1 destilované vody rozmichano NaNOs v davce 13,36 mg, aby
koncentrace N v 1 1 byla 4,40 mg. Tak vznikl zasobni roztok s obsahem N (ZRN).
OdliSnym davkovanim destilované vody a namichanych médii ZR a ZRN podle
tabulky 8, bylo ziskano pro experiment 5 kultivacnich médii s rozdilnou koncentraci N
v mg - I'!. Médium o nejnizsi koncentraci bylo oznageno jako M1 a obsahovalo 0,1 mg
N - I'l. Druhé médium oznaené jako M2 obsahovalo 0,3 mg N - I'!. Tfeti médium bylo
oznadeno jako M3 a obsahovalo 0,6 mg N - 1!, Ctvrté médium oznalené jako M4

obsahovalo 0,9 mg N - I'!. Posledni paté médium bylo oznaceno jako M5 a obsahovalo
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1,2 mg N - I'!. Vechna namichana média byla poté vlozena do autoklavu OT 40L (Niive,

Turecko).

Tabulka 8: Postup pro namichani péti médii s riiznou koncentraci Nvmg v I L

ml meédium | médium | médium | médium | médium
M1 M2 M3 M4 M5
ZRN 0 18 45 73 100
ZR 100 100 100 100 100
Destilovana voda 100 82 55 27 0

3.3 Jednotlivé faze experimentu

3.3.1 Prvni faze experimentu

Béhem prvni faze byl experiment ovéten kultivaci kmene Synechocystis. Pro jeho
kultivaci bylo potteba vytvofit celkem 15 kultivacnich zkumavek po péti sadach, pificemz
kazda sada byla tvotena 3 zkumavkami s obsahem 10 ml pfislusného kultivacniho média
(M1 az M5) a 1 ml kultury, viz obrazek 2. Pipetovani média i kultury probihalo ve flox
boxu Bio II Advance Plus (Telstar, Japonsko). Nasledn¢ byly zkumavky umistény
do inkubacni komory SI-300 se tfepackou (Lab Companion, Korea), kde byla nastavena

teplota na 25 °C a délka svétla na 14 hod. (od 7 do 21 hodin).

— i - &

3x 1 ml Synechocystis sp. PCC 6803

)

3x 10 mI M1 (0,1 mg N - 1)

Obrazek 2: Obrdzek se zjednoduSenym schématem pro vytvoreni 3 kultivacnich zkumavek pro kmen
Synechocystis.

3.3.2 Druha faze experimentu

Podle vysledka rustové kiivky kmene Synechocystis z prvni faze experimentu byla
zjisténa chyba pii piipravé média. Koncentrace N byla ve vSech namichanych
kultivacnich médiich (M1 az MS5) cca 22krat vyssi oproti predpokladanému stavu.
Nasledkem toho byla pfipravena kultivaéni média nova (M1 az MS5) a kmen
Synechocystis byl znovu rozkultivovan podle postupu z prvniho experimentu. Dale byl

podle postupu z prvniho experimentu rozkultivovan také kmen Cyanobium.
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3.3.3 Tteti faze experimentu

Po dvou tydnech byly rozkultivovany kmeny 4. lemmermannii a A. compacta. V tomto
ptipadé spocivala pfiprava kultivace kmene A. lemmermannii v naplnéni 2 zkumavek
po patnacti ml kultury. Tyto zkumavky byly néasledn€ vlozeny do centrifugy Megafuge
16R Centrifuge (Thermo Scientific™, USA) na 30 minut s pfetizenim 3000G za GCelem
nasledného odbéru reprezentativniho vzorku. Centrifugace zpusobila, ze kultura
ve zkumavkach byla soustfedéna na dné€ a puvodni médium bylo snadno odebrano.
Ve flow boxu bylo poté do zkumavek pfidano 15 ml média M1 (0,1 mg N - I'}). Z téchto
zkumavek bylo nasledné odebirano vzdy po 650 pl vzorku do patnacti kultivacnich
zkumavek, z nichz kazda obsahovala 10 ml pfedem napipetovaného piislusného média,
viz obrazek 3. Stejny postup byl zopakovéan s kmenem A. compacta. Poté byly zkumavky
umistény do inkubacni komory se tfepackou, kde byla nastavena teplota na 25 °C a délka

svétla na 14 hod.

L= [ —O

2x 15 ml Anabaena lemmermannii Centrifuga: 30 min., 3000 G

10 mI M1 (0,1 mg N - 1) | 10 ml M2 (0,3 mg N - I-')

— @ @

10mIM3 (0,6 mgN-I) [ 10 ml M4 (0,9 mgN - 1)

B @ @

10 ml M5 (1,2 mg N - 1))

)

Obrazek 3: Obrazek se zjednodusenym schématem pro vytvoreni 20 kultivacnich zkumavek pro kmen A.
lemmermannii.
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Vzhledem k pomalému ristu A. lemmermannii a A. compacta po nékolika tydnech
a s pfihlédnutim k obecné zndamému poznatku, ze pii vyssi koncentraci kultury dochazi
k jejimu rychlejsimu nartstu, bylo do kultiva¢nich zkumavek pfidano 1300 ul kultury

ziskané stejnym zptisobem, jaky byl aplikovan pfi namichani vzorka.
3.3.4 Ctvrta faze experimentu

Pro kultivaci vSech vybranych sinic pro druhou zvolenou teplotu, tj. 22 °C, byly
pracovni postupy obdobné jako v predchozich pfipadech, avSak s rozdilem, ze misto 1 ml
kultury bylo do kultivacnich patnacti zkumavek vSech kment pipetovano 500 ul dané
kultury. Po dokonceni pipetovani byly zkumavky umistény do inkubacni komory
Inkubationshaube TH 15 (Edmund Biihler, Némecko) se tfepackou s teplotou 22 °C
a délkou svétla 14 hod.

3.3.5 Pata faze experimentu

Pro sledovani rastu pfi vySSich hustotach kultury byly vybrany kmeny:
A. lemmermannii, A. compacta a A. reniformis. Dale byly zvoleny, z divodu malého
mnozstvi vzorkt jednotlivych kmend, jen 3 kultivaéni média, a to: M1 (0,1 mg N - 1),
M2 (0,3 mg N - I'Y) a M5 (1,2 mg N - I'!). Proto bylo vytvoieno jen Sest kultivaénich
zkumavek pro kazdy vybrany kmen. Pracovni postup byl podobny s treti fazi
experimentu. Do dvou zkumavek bylo odebrano 15 ml A. lemmermannii, zkumavky byly
poté vlozeny do centrifugy. Nasledné bylo ve flow boxu odebrano ptvodni médium
a zkumavky byly doplnény na 15 ml médiem M1 (0,1 mg N - I'!). Ze zkumavek bylo
nasledné odebrano 4,5 ml vzorku do Sesti kultiva¢nich zkumavek, ve kterych jiz bylo
10 ml pfedem napipetovaného pfislusného kultivaéniho média (M1, M2 a M)Y),
viz obrazek 4. Kultivacni zkumavky byly néasledné¢ umistény do inkubac¢ni komory se

trepackou s 25 °C a délkou svétla 14 hod.
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7~
2x 15 ml Anabaena lemmermannii Centrifuga: 30 min., 3000 G

10 mI M1 (0,1 mg N - 1) | 10 ml M2 (0,3 mg N - I'Y)

9

6x 4,5 ml

vzorku
) —
10 mI M5 (1,2 mg N - I'))

2x 15 mI M1 (0, mg N - 1)

)

Obrazek 4: Obrazek se zjednodusenym schématem pro vytvoreni 6 kultivacnich zkumavek pro kmen A.
lemmermannii.

3.3.6 Sesta faze experimentu

Pro porovnani spolecného ristu mezi dvéma zvolenymi fady, Nostocales a
Synechococcales, byly vyuzity jiz neméfené vzorky kmene Synechocystis z druhé faze
experimentu. K nim byly pfidany jednotliva kultiva¢ni média (M1 az M5) na 10 ml a ze
dvou zkumavek byl pfidan kmen A. lemmermannii. Zkumavky s kmenem
A. lemmermannii byly ziskany stejnym zplisobem jako v ptipad¢ tfeti faze experimentu,
tedy pomoci centrifugy. Po centrifuze bylo ze zkumavek slito ptivodni médiu a bylo
pfidano 11 ml média M1 (0,1 mg N - 1'!). Nasledné bylo ze zkumavek pipetovano do
kultivaénich zkumavek skmenem Synechocystis 650 pl ziskaného vzorku s
A. lemmermannii. Kultivaéni zkumavky byly vlozeny do inkubaéni komory se tfepackou

s 25°C a 14 hod. svétlem.
3.4 Vytvoieni kalibracnich kiivek

Pro vytvoreni kalibraéni kiivky pro kmeny Synechocystis a Cyanobium bylo nejprve
odebrano do zkumavky 15 ml vzorku kmene Synechocystis a totéz bylo provedeno
s kmenem Cyanobium. Obé zkumavky byly umistény do centrifugy, ktera byla spusténa

na 30 minut s pretizenim 3000G. Nasledné bylo ve flow boxu z kazdé zkumavky
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odebrano 7,5 ml pavodniho média. Tak vznikl zakladni vzorek. Z tohoto vzorku byly
odebrany 2 ml, které byly napipetovany do zkumavky s 2 ml média M1 (0,1 mg N - I'!).
Tak byl namichan 1. fedény vzorek. Nasledné€ byly z prvniho fedéného vzorku odmérfeny
2 ml a pipetovany do druhé zkumavky s 2 ml média M1. Tak vznikl 2. fedény vzorek.
Z této zkumavky byly odebrany 2 ml pipetované do treti zkumavky s 2 ml média M1.
Tak vznikl 3. fedény vzorek. Timto zptisobem vzniklo celkem 6 zkumavek (1 nefedéna

a 5 fedénych). Zjednoduseny postup je zobrazen obrazkem 5.

L— 0 —4&

15 ml Synechocystis sp. PCC 6803 l 15 ml Cyanobium gracile Al

'
K ’ Centrifuga: 30 min., 3000 G

Zékladni vzorek

2ml

—

&
E

)

7,5 ml Synechocystis 2 ml M1 (0,1 mgN -I'))

1. Redény vzorek

M1 (0,1 mg N - 1)

2ml

[ S8}
B8

)

2. Redény vzorek

=0 = [=0 ==
)

M1 (0,1 mg N - 1)

Obrazek 5: Obrdzek se zjednodusSenym schématem redéni kmene A. lemmermannii.
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Stejné fedéni bylo provedeno i1 s ostatnimi vybranymi kmeny: u Cyanobium bylo
ziskano 7 zkumavek (1 nefedéna a 6 fedénych), u A. lemmermannii bylo ziskano
6 zkumavek (1 nefedénd a 5 fedénych), u A. compacta bylo ziskano 7 zkumavek
(1 nefedénd a 6 tedénych) a u posledni A. reniformis bylo ziskano 6 zkumavek

(1 nefedéna a 5 fedénych).

Nasledné bylo ze zkumavek odebrano mnozstvi 150 ul, které bylo pipetovano
do kultiva¢ni desticky pro méfeni optické hustoty (OD) pii 550 nm, viz pfiilohy 6 az 10.
Dale byla méfena velikost bunék a pocitan jejich objem. Postupy jednotlivych kroka jsou

popsany nize.

3.5 Meéfeni optické hustoty

Do kultivacni desticky s 96 jamkami bylo pipetovano béhem prvniho experimentu 200
ul fadné protrepaného vzorku. V nasledujicich experimentech bylo mnozstvi upraveno
na 150 pl. Po napipetovani byla kultivacni desticka se vzorky vlozena
do spektrofotometru PlateReader AF2200 (Eppendorf, Némecko) s nastavenym OD
pfi 550 nm. OD popisuje pohlceni svétla merenou suspenzi. Béhem experimenti doslo
k poruse spektrofotometru a po dobu jeho opravy muselo byt méfeni po dobu tii tydnt
provadéno na jiném pracoviSti se spektrofotometrem Synergy H1 (BioTek, USA).

Vysledky méfeni byly zpracovany v programu Microsoft Excel.

3.6 Pocitani bun€k

Pro pocitani bunék byl vyuzivan mikroskop Olympus CKX41 (Olympus, Japonsko)
pii zvétSeni 20x, 10 pl vzorku z kazdé zkumavky vytvorené pro kalibrac¢ni kiivku
a Birkerova komurka (sklenéna desticka s pocitaci siti s hloubkou 0,1 mm a razné
velkymi &tverci). Bufiky byly pocitany v 10 malych &tvercich o plose 0,04 mm?2.
Pro stanoveni koncentrace bunék v 1 mm? média byl pouzivan vypocet (Rousar, 2012):

n
hb=——X2z
cXVvXh

kde znaci: b — pocet bunék v 1 mm?
n — celkovy pocet napocitanych bunék

¢ — pocet pocitanych ctvercu (10)
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v — plochu pouzitého ¢tverce (0,04 mm?)
h — hloubku komurky (0,1 mm)
z — pouzité fedéni
Pro pocitani bunék u kment Synechocystis a Cyanobium bylo nutné prvni tii
namichané zkumavky (nefedény vzorek, 1. a 2. fedény vzorek) z divodu husté biomasy
natedit. Redéni bylo provedeno tim zptsobem, Ze ze zkumavky s kulturou bylo odebrano

20 pul vzorku do mikrozkumavky, do které bylo nasledné pfidano 100 pul média BG 11.

Takto vznikl 5x fedény vzorek, z néhoz bylo odebrano 10 pl na Birkerovu komurku.

3.7 Meéteni velikosti bun€k

Meéfeni velikosti bunek bylo provadéno pod mikroskopem Olympus BX53 (Olympus,
Japonsko) pfi zvétSeni 100x, na sklicku s 10 pl vzorku z kazdé zkumavky pro kalibracni
kiivku. Pro samotné méfeni velikosti bunék byl pouzivan program CellSens,
viz priloha 11. Z vysledkt byl nasledné pocitan objem jednotlivych bunék ve vsech
zkumavkach pomoci vzorce pro objem koule:

1% 1 x d?3
=—X
6 T

kde d oznacuje prumér koule.

3.8 Meéfteni svétla

Meéfeni svétla bylo provedeno v obou inkubaénich komorach pomoci malého pfistroje
Spectrapen mini (PSI, Ceska republika), ktery mé&fi spektralni kvalitu, intenzitu svétla

a barvu. Ziskana data byla dale zpracovana v programu Spectrapen.

3.9 Pouziti softwaru

K vyhodnoceni vysledkt a k tvorbé graft byly vyuzivany 3 softwary: Microsoft Excel,
TIBCO Statistica a Spectrapen. Microsoft Excel je tabulkovy procesor spolecnosti
Microsoft urCeny pro vypocty a zpracovani velkého mnozstvi dat. Je soucasti
kancelarského baliku Microsoft Office. V této praci byl vyuzit za Gcelem pribézného

zaznamenavani a hodnoceni dat z jednotlivych méfeni.
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TIBCO Statistica je pokrocily analyticky softwarovy balicek, ktery poskytuje postupy
pro analyzu a spravu dat, statistické nastroje, tvorbu grafii aj. V ramci této prace byl
vyuzit pro grafické vyhodnoceni ristu jednotlivych kmenl sinic za sledovanych

podminek.

Software Spectrapen byl vyvinut firmou PSI (Photon Systems Instruments) pro
vizualizaci dat z pfistroji pouzivanych pro meéfeni svétla. K tomuto tGcelu byl pouzit

v této praci.
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4 Vysledky

4.1 Kmen Synechocystis

4.1.1 Kalibra¢ni kiivka

Pro kalibraéni kiivku kmene Symechocystis bylo pfipraveno celkem 6 zkumavek
(1 nefedéna a 5 fedénych). Nejprve bylo ze zkumavek do kultivacni desticky odebrano
dané mnozstvi pro zméteni OD pii 550 nm. Nasledné€ byly odebrany ze zkumavek vzorky
pro spocitani mnozstvi bunék, vypocitani jejich objemu a také pro zméfeni jejich

velikosti.
4.1.1.1Pocet bun€k

V grafu 4 jsou na ose x zobrazené vzrustajici hodnoty OD, které odpovidaji vzorkiim
6 zkumavek od nejvice fedéné (5. fedény vzorek) az po nejméné fedénou zkumavku
(zédkladni vzorek) sjejich zjisténym mnozstvi bunék na ose y. Napiiklad nejvétsi
mnozstvi bunék, pres 600 milioni v 1 ml, bylo zjisténo v zakladnim vzorku, kterému

odpovida nejvyssi hodnota OD.

Synechocystis
y = SE+08x
R? = 0,9063

700 :

600 °
2 500
S
& 400
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=
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+
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100 o

o
gl—"07°
0,0 0,2 0,4 06 08 1,0 1,2
OD 550 [nm]

Graf 4: Zobrazeni riistu hodnot OD pri 550 nm od nejvice Fedéné po nejméné redénou zkumavku s poctem
bunék [miliény] v 1 ml kmene Synechocystis.
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4.1.1.2 Primérny objem burky

Na obrazku 6 jsou znazornény grafy s objemy bunék vypocitanych ve vzorcich, které
byly odebrany ze Sesti namichanych zkumavek. Pro kazdy graf bylo pouzito 100 hodnot.
Z grafii je patrné, Ze nejéast&jsi hodnota objemu jedné bufiky je mezi tfemi az Sesti um?.

Dale je ziejmé, ze hodnoty objemt byly naméfeny v rozmezi od jedné do jedenacti pm?.

Zakladni vzorek 1. fedény vzorek
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Obrazek 6: Jednotlivé histogramy ukazuji hodnoty vypocitanych objemii bunék kmene Synechocystis v
jednotlivych namichanych zkumavkach.
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4.1.1.3 Bunécny objem v 1 ml

V grafu 5 jsou na ose x zobrazeny, stejn€ jako u grafu 4, vzrustajici hodnoty OD, které
odpovidaji vzorkim Sesti zkumavek od nejvice fedéné (5. fredény vzorek) az po nejméné
fedénou zkumavku (zakladni vzorek) s vypocitanym bunénym objemem na ose y.
Napfiklad nejvétsi bunéény objem, pfes 3,5 mm® v 1 ml, bylo zjisténo v zakladnim

vzorku, kterému odpovida nejvyssi hodnota OD.

Synechocystis
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Graf'5: Zobrazeni ristu hodnot OD pri 550 nm od nejvice Fedéné po nejméné redénou zkumavku s objemem
bunék [mm?- m I''] kmene Synechocystis.

4.1.2 Rastové kiivky

Rist kmene Symechocystis v riznych koncentracich N byl zjistovan pii dvou
teplotach, a to pfi 25 (vyssi) a 22 °C (niz§i) v inkubacnich komorach se tfepackou

a nastavenym 14 hod. svétlem (od 7 do 21 hod.).

4.1.3 Rustova kiivka z prvni faze experimentu

V grafu 6 znazorfiuji jednotlivé body hodnoty rustu, tj. zvySujici se objem bunék
na ose y za Cas. Koncentrace N byla ve vS§ech namichanych kultiva¢nich médiich (M1 az

MS5) cca 22krat vysSsi oproti predpokladanému stavu. Bylo to zplisobeno vinou
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nespravného namichani. Je o¢ividné, ze mezi jednotlivymi médii M1 (2,2 mg N - I'!) az
M35 (26,4 mg N - I'!) neni patrny velky rozdil. Z grafu je dale patrny exponencialni rast

podobny tvaru rastové kiivky.
Synechocystis

M1 (2,2 mg N - I')): y = 0,5574 + 0,0369x  R2 = 0,9440
M2 (6,6 mg N - I')): y = 0,5541 + 0,0368x  R2 = 0,9464
M3 (13,2mg N - I): y = 0,5812 + 0,0382x  R2=0,9397
M4 (19,8 mg N - I'): y = 0,5090 + 0,0399x  R2=0,9641
MS5 (26,4 mg N - I'!): y = 0,4896 + 0,0405x  R2=0,9774

3,0

257

N )
) [=}

Objem bun&k [mm® - m1']
o

0,5

0,0
0 10 20 30 40 50 60

Cas [den]
“o. M1 (0,1 mgN - 1) e M3 (0,6mgN-1") “e M5(1,2mgN-1")
"H.M2 (0,3 mgN - 17) M4 (0,9 mgN - 1)
Graf 6: Riist kmene Synechocystis pri 25 °C v riiznych koncentracich N v médiich, ktera byla nesprdvné
namichana.

4.1.3.1 Vyssi teplota

V grafu 7 je zaznamenan rist kmene Synechocystis pti teploté 25 °C se 14 hod. svétlem
v inkubacni komore. Z grafu je ziejmé, ze rust nebyl linearni, jako u vyssi teploty, ale
spiSe kopiroval tvar rustové kiivky. Jeho nejvyssi hodnoty bylo dosazeno v médiu M3

(0,6 mg N - I'Y). Oproti tomu pomalejsi rast byl naméfen v médiu M4 (0,9 mg N - ')
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Synechocystis
M1 (0, mgN - I''): y=0,2116 + 0,0077x R?*=0,7286
M2 (0,3 mgN - I''): y =0,1460 + 0,0368x R?=0,8736
M3 (0,6 mg N - I''): y =0,1956 + 0,0093x R?*=0,8166
M4 (0,9 mg N - I''): y =0,2327 + 0,0070x R?=0,6369
M5 (1,2 mg N - I''): y =0,2041 + 0,0087x  R2 = 0,8024

0,9

Objem bunék [mm? - ml™]

0 10 20 30 40 50 60
Cas [den]

o M1 (0,1 mgN - 1) “o M3 (0,6mgN-1") "o M5(1,2mgN-1")

BOM2(03mgN- T . M4 (0,9 mgN - 1)

Graf'7: Riist kmene Synechocystis pri 25 °C v riiznych koncentracich N v médiich.
4.1.3.2 NiZ3i teplota

V grafu 8 je zaznamenan rist kmene Synechocystis pii teploté 22 °C v inkubacni
komore se 14 hod. svétlem. Z grafu je rozeznatelny odliny trend v ristu u jednotlivych
koncentraci N. Pii nejniz§i koncentraci N (0,1 mg N - I!) byl zjistén nejmensi rist

a s postupné se zvySujicimi koncentracemi byl pozorovan narustajici trend rustu.
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Synechocystis
M1 (0,1 mgN - I')): y = 10,0651 + 0,0003x R2=0,80,50
M2 (0,3 mg N - I''): y=0,0744 + 0,0003x R%=0,7864
M3 (0,6 mg N - I''): y=0,1131 + 0,0014x R?=0,5035
M4 (0,9 mg N - I'!): y=0,1155 +0,0021x  R2 = 0,6689

MS (1,2mg N - I''): y=0,1291 + 0,0022x R2=0,5179
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Graf'8: Riist kmene Synechocystis pri 22 °C' v riiznych koncentracich N v médiich.

4.2 Kmen Cyanobium

4.2.1 Kalibra¢ni kiivka

Kalibra¢ni kiivka pro kmen Cyanobium byla tvotena celkem 7 namichanymi
zkumavkami (1 nefedénd a 6 fedénych). V prvni fadé€ bylo ze zkumavek odebrano dané
mnozstvi do kultivaéni desticky pro zméfeni OD pii 550 nm. Déle bylo ze zkumavek

odebrano mnozstvi pro zmeéteni velikosti, vypocitani objemu a spocitani mnozstvi bunek.
4.2.1.1 Pocet bun¢k

Graf 9 ma na ose x zobrazeny vzrastajici hodnoty OD, které odpovidaji vzorkim

7 zkumavek od nejvice fedéné (7. fedény vzorek) az po nejméné fedénou zkumavku
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(zékladni vzorek) s jejich zji§ténym mnozstvim bunék na ose y, napf. nejveétsi mnozstvi

bunék, ptes 940 miliond v 1 ml, bylo zjisténo v zakladnim vzorku, kterému odpovida

nejvys$si hodnota OD.
Cyanobium
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Graf 9: Zobrazeni riistu hodnot OD pri 550 nm od nejvice Fedéné po nejméné redénou zkumavku
s poctem bunék [miliony] v 1 ml kmene Cyanobium.

4.2.1.2 Primérny objem bunky

Obrazek 7 predstavuje 7 histogrami s objemy buné€k odebranych vzorki ze
7 namichanych zkumavek. Pro kazdy graf bylo pouzito 100 hodnot. Z graft je patrné, ze
nejcastéjsi hodnoty objemu jedné bufiky jsou mezi jednou az dvéma um?. Dale je zfejmé,
Ze hodnoty objemt byly naméfeny v rozmezi od nuly do &tyi pm?.
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Obrazek 7: Jednotlivé histogramy ukazuji hodnoty vypocitanych objemii bunék kmene Cyanobium
v jednotlivych namichanych zkumavkdch.

4.2.1.3 Bunécny objem v 1 ml

Graf 10 ma na ose x zobrazeny zméfené vzrustajici hodnoty OD, které odpovidaji
vzorkum sedmi zkumavek od nejvice fedéné (7. fedény vzorek) az po nejméné fedénou
zkumavku (zakladni vzorek) s vypocitanym objemem buné¢k na ose y. Naptiklad nejnizsi
objem bunégk, pod 0,1 mm? v 1 ml, byl zjistén v nejvice fedénych vzorcich, atov 7., 6.,

a 5. fredénym vzorku, kterym odpovidaji nejniz§ich hodnoty OD.
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Cyanobium
y=1,1917x
R*=0,9769
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Graf 10: Zobrazeni riistu hodnot OD pri 550 nm od nejvice redéné po nejméné redénou zkumavku
s objemem bunék [mm?- m '] kmene Cyanobium.

4.2.2 Rustové kiivky

U kmene Cyanobium byl rist pozorovan v riznych koncentracich N pifi dvou
teplotach, a to pfi 25 (vyssi) a 22 °C (niz§i) v inkubacnich komorach se tfepackou

a nastavenym 14 hod. svétlem (od 7 do 21 hod.).
4.2.2.1 VySsi teplota

Graf 11 zobrazuje rastovou kiivku kmene Cyanobium pii teploté 25 °C v inkubacni
komore se 14 hod. svétlem. Z grafu je patrné, Ze rast dosahl k hodnotam objemu bunék
0,5 mm? - 1"t V médiu M4 (0,9 mg N - I'!) byl pozorovan rychlejsi rist oproti ostatnim
médiim, ktera dosahla velmi podobnych vysledki. Dale je oCividné, Ze pocatek rastu

vykazuje exponencialni hodnoty, které postupné stagnuji az klesaji.
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Cyanobium
M1 (0,1 mg N - I')): y = 0,0436 + 0,0068x R2=0,8288
M2 (0,3 mgN - I')): y =0,0359 + 0,0068x R2=0,8437
M3 (0,6 mg N - I')): y = 0,0506 + 0,0068x R2=0,8312
M4 (0,9 mg N - I'): y =0,0443 + 0,0074x R2=0,8308
M5 (1,2 mg N - I')): y =0,0347 + 0,0067x R2=0,8211
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Graf 11: Riist kmene Cyanobium pri 25 °C v riiznych koncentracich N v médiich.
4.2.2 2 NiZ8i teplota

Graf 12 znazornuje rust kmene Cyanobium pii teploté 22 °C v inkubacni komorte se
14 hod. svétlem. Nejvyssiho rustového trendu bylo dosazeno v médiu o nejvyssi
koncentraci, M5 (1,2 mg N - I'!). Naopak nejnizsi trend byl viditelny v médiu M2 (0,3 mg
N-Ih.
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Cyanobium

M1 (0,1 mg N - 1''): y=0,0383 + 0,0019x R2=10,3687
M2 (0,3 mgN - 1''): y=0,0195 + 0,0021x R?=0,4229
M3 (0,6 mg N - 1'1): y =0,0304 + 0,0021x R2=0,4369
M4 (0,9 mg N - 1'1): y =0,0278 + 0,0023x R2?=0,4386
M5 (1,2 mgN - 1'1): y=0,0391 + 0,0022x R2=10,5107
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o M1 (0,I mgN - 1) o M3(0,6mgN-1") e M5(1,2mgN-1")

8. M2(03mgN - 17"

M4 (0,9 mgN - 1)

Graf 12: Riist kmene Cyanobium pri 22 °C v riiznych koncentracich N v médiich.

4.3 Kmen 4. lemmermannii

4.3.1 Kalibra¢ni kiivka

Pro kalibracni kiivku kmene A. lemmermannii bylo ptipraveno celkem 6 zkumavek
(1 nefedéna a 5 fedénych), ze kterych byly odebrany v prvé fadé vzorky pro zmétreni OD

pfi 550 nm a dale vzorky pro spocitani mnozstvi, zméfeni velikosti a vypocteni objemu

buneék.
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4.3.1.1 Pocet bunék

V grafu 13 je zobrazeno na ose y mnozstvi bunek zjiS§ténych v 6 namichanych
zkumavkach od nejvice fedéné (6. fedény vzorek — vlevo) az po nejméné fedénou
zkumavku (zakladni vzorek — vpravo) se zméfenymi hodnotami OD na ose x. Naptiklad
v zékladnim vzorku s nejvys§im naméfenym OD bylo zjisténo skoro 120 miliona bunék

v 1 ml vzorku.

A. lemmermannii

y = 2E+08x
R? =0,9425

140

120 o
Z 100
2
E 80 )
M o
>
S 60
Ha)
=
Q
>Q
o 40
oW

20

o ©
0 ° . ‘ : : : : -
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 07 08
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Graf 13: Zobrazeni ristu hodnot OD pri 550 nm od nejvice Fedéné po nejméné redénou zkumavku s poctem
bunék [miliény] v 1 ml kmene A. lemmermannii.

4.3.1.2 Primé&rny objem bunky

Na obrazku 8 je 6 grafu svypocCitanymi objemy bunék v Sesti namichanych
zkumavkach. Pro kazdy graf bylo pouzito 100 hodnot. Z grafii je zfejmé, Zze nejCaste&jsi
hodnoty objemu jedné buriky jsou mezi dvaceti az &tyficeti um?. Dale je patrné, Ze

hodnoty objemt byly naméfeny v rozmezi od desiti do sedmdesati um?.
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Zakladni vzorek 1. fedény vzorek
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Obrazek 8: Jednotlivé histogramy ukazuji hodnoty vypocitanych objemii bunék kmene A. lemmermannii
v jednotlivych namichanych zkumavkdch.

4.3.1.3 Bunécny objem v 1 ml

V grafu 14 jsou zobrazeny na ose x vzrastajici hodnoty OD, které odpovidaji vzorkiim
Sesti zkumavek od nejvice fedéné (5. fedény vzorek) az po nejméné fedénou zkumavku
(zékladni vzorek) se zjisténym bunéénym objemem na ose y. Naptiklad nejvetsi bunéény
objem, skoro 0,9 mm? v 1 ml, byl zji$tén v zakladnim vzorku, kterému odpovida nejvyssi

hodnota OD.
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A. lemmermannii
y = 1,4031x
R2=10,5703
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Graf 14: Zobrazeni riistu hodnot OD pri 550 nm od nejvice Fedéné po nejméné redeénou zkumavku
s objemem bunék [mm?*-m '] kmene A. lemmermannii.

4.3.2 Rustové kiivky

U kmene A. lemmermannii byl rist pozorovan v riiznych koncentracich N pfti dvou
teplotach, a to pii vyssi (25 °C) a nizsi (22 °C) v inkubacnich komorach se tfepackou

a periodou svétla nastavenou na 14 hod. (od 7 do 21 hod.).
4.3.2.1 Vyssi teplota

V grafu 15 je zobrazen rist kmene A. lemmermannii v délce 40 dni pfi teploté 25 °C
se 14 hod. svétlem. Z grafu je patrné, ze rust dosahoval velmi nizkych vysledku, proto
bylo méfeni po Ctyficeti dnech ukonceno ptidanim kultury a dalsi vyvoj byl méfen zvlast.
Dale je ocividné, Ze nejvyssiho ristu bylo dosazeno v médiich M3 (0,6 mg N - I'!) a M2
(0,3 mg N - I'Y). Naopak nejnizsi rast byl zaznamenan v médiu M4 (0,9 mg N - 1}),
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A. lemmermannii
M1 (0,1 mg N - I'"): y =0,0042 + 0,0004x R?=10,8159
M2 (0,3 mgN - I''): y =0,0035 + 0,0004x R?=0,8654
M3 (0,6 mg N - I''): y =0,0031 + 0,0004x R?=0,7959
M4 (0,9 mg N - I): y = 0,0055 +0,0003x  R2=0,5199
MS5 (1,2 mg N - F1): y = 0,0023 +0,0004x  R2 = 0,8413
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Graf 15: Riist kmene A. lemmermannii pri 25 °C v riiznych koncentracich N v médiich.

Vzhledem k pomalému ristu a obecné znamému poznatku, ze pii vyssi koncentraci
kultury dochazi kjejimu rychlej§imu naristu, bylo do kazdé kultivacni zkumavky
ptidano 1300 pl kultury. Vysledky nasledného méteni jsou zobrazeny v grafu 16. Z grafu
jsou jasné rozeznatelné jednotlivé trendy rustu v namichanych médiich (M1 az M5).
Nejvyssiho rastového trendu bylo dosazeno v médiu M3 (0,6 mg N - I')), naopak nejnizsi

trend byl pozorovan v médiu M1 (0,1 mg N - I').
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A. lemmermannii
M1 (0,1 mg N - I'l): y = 0,0356 + 0,0019x  R2 = 0,9440
M2 (0,3 mg N - I'1): y =0,0259 + 0,0034x R2=10,9758
M3 (0,6 mg N - I'l): y = 0,0273 + 0,0036x R2=0,9746
M4 (0,9 mg N - I')): y =0,0083 + 0,0021x R2=10,9363
M5 (1,2 mg N - I'l): y = 0,0101 + 0,0026x  R2=0,8997
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Graf 16: Riist kmene A. lemmermannii pri 25 °C v riiznych koncentracich N v médiich po priddni 1300 ul
kultury.

4 3.2 .2 NiZ3i teplota

V grafu 17 je zaznamenan rist kmene A. lemmermannii pii teploté 22 °C v inkubacni
komorte se 14 hod. svétlem. Je ziejmé, Zze nejvyssiho rastového trendu bylo dosazeno
v médiu s nejvyssi koncentraci N (1,2 mg N - I'Y). Oproti tomu nejnizi trend byl zjistén

v médiu M2 (0,3 mg N - I'}).
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A. lemmermannii
M1 (0,1 mg N - I'1): y=0,0356 + 0,0019x  R2=0,9440
M2 (0,3 mg N - I'!): y = 0,0259 + 0,0034x  R2=0,9758
M3 (0,6 mg N - I'!): y=0,0273 + 0,0036x R2=0,9746
M4 (0,9 mg N - I'l): y = 0,0083 + 0,0021x  R2=0,9363
M5 (1,2mgN - I'!): y=0,0101 + 0,0026x R%=0,8997
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Graf 17: Riist kmene A. lemmermannii pri 22 °C v riiznych koncentracich N v médiich.
4 3.2 .3 Rust pii1 vy$si hustoté bungk

V grafu 18 je zobrazen trend rastu pii vysSich hustotach bunék kmene
A. lemmermannii pti teploté 25 °C v inkubacni komorte se 14 hod. svétlem. Z grafu je
ziejmé, ze pii sledovani vyssi hustoty bun€k v pouzitych médiich (M1, M2 a MS5) dochazi
k rychlej§imu narastu bun€k nez pii nizsich hustotach bunék. Vys$si narast buné€k byl
zaznamenan v médiu M2 (0,3 mg N - I'!). V médiich M1 (1,2 mg N - I'') a M5 (1,2 mg

N - I'Y) byl pozorovan narust nizsi.
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A. lemmermanni
M1 (0,1 mgN - I'1): y =0,1880 + 0,0036x R2=0,8178
M2 (0,3 mg N - I'l): y = 0,2029 + 0,0037x  R2 = 0,8394

M5 (1,2mgN - 1'1): y=0,1725 + 0,0036x R2=0,9234
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Graf 18: Riist kmene A. lemmermannii pri 25 °C v riiznych koncentracich N v médiich s vys$si hustotou
bunék.

4.4 Kmen A. compacta

4.4.1 Kalibra¢ni kiivka

Namichana kalibra¢ni kiivka pro kmen A. compacta obsahovala celkem 7 zkumavek
(1 nefedénou a 6 fedénych). Z nich byly odebrany vzorky pro zméfeni OD pii 550 nm
a vzorky pro spocteni mnozstvi bunek. Také byly odebrany vzorky pro zméfteni velikosti

bunék, podle nichz byl nasledné vypocitan jejich objem.
4.4.1.1 Pocet bunék

Graf 19 znazorfiuje na ose x naméfené vzrustajici hodnoty OD 7 namichanych
zkumavek od nejvice fedéné (7. fedény vzorek) az po nejméné fedénou zkumavku
(zékladni vzorek), které maji hodnoty se zji§ténym mnozstvi bunék zobrazené na osey.

Naprtiklad nejniz§i mnozstvi bunék, pod 10 miliéntd v 1 ml, bylo zjisténo v nejvice
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fedénych zkumavkach s nizkymi hodnotami OD (7. fedény vzorek, 6. fedény vzorek,

5. fedény vzorek a 4. fedény vzorek).

A. compacta
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Graf 19: Zobrazeni ristu hodnot OD pri 550 nm od nejvice Fedéné po nejméné redénou zkumavku s poctem
bunék [miliény] v 1 ml kmene A. compacta.

4.4.1.2 Primérny objem bunky

Obrazek 9 obsahuje 7 grafii s vypoctenymi objemy bunék v sedmi vytvofenych

zkumavkach. Pro kazdy graf bylo pouzito 100 hodnot. Z grafli je evidentni, ze nejCast&jsi
hodnoty objemu jedné butiky jsou mezi Ctyficeti az Sedesati pm?®. Dale je ziejmé, Ze

hodnoty objemt byly naméfeny v rozmezi od dvaceti do sto deseti um?.
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2. fedény vzorek 3. fedény vzorek
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Obrazek 9: Jednotlivé histogramy ukazuji hodnoty vypocitanych objemit bunék kmene A. compacta v
jednotlivych namichanych zkumavkach.

4.4.1.3 Bunécny objem v 1 ml

Graf 20 ma na ose x zméfené vzristajici hodnoty OD, které odpovidaji vzorkiim sedmi
zkumavek od nejvice fedéné (6. fedény vzorek) az po nejméné fedénou zkumavku
(zékladni vzorek) s vypocitanym objemem bunék na ose y. Napfiklad nejnizsi objem
bunék, pod 0,1 mm? v 1 ml, bylo zjisté€no v nejvice fedéném vzorku (6. fedény vzorek),

kterému odpovida nejnizsi hodnota OD.
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A. compacta
y = 2,9884x
R*=0,9955
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Graf 20: Zobrazeni ristu hodnot OD pri 550 nm od nejvice rFedéné po nejméné redénou zkumavku
s objemem bunék [mm?-m '] kmene A. compacta.

4. 4.2 Rustove kiivky

U kmene A. compacta byl trend ristu zjiStovan v riznych koncentracich
N v inkubacnich komorach s periodou svétla nastavenou na 14 hod. (od 7 do 21 hod.)

a pii teplotach 25 (vy$§si) a 22 °C (nizsi).
4.4.2.1Vyssi teplota

Graf 21 zobrazuje rist kmene A. compacta v délce 40 dni pfi teploté 25 °C se 14 hod.
svétlem v inkubacni komote. Podobné jako u kmene A. lemmermannii, nevykazoval
kmen A. compacta po Ctyticeti dnech vétsiho ristu, proto bylo méfeni ukonceno pridanim
kultury a dalsi vyvoj byl méfen zvlast. Z grafu je o€ividné, ze v médiich s niz§imi
koncentracemi N (M1 a M2) byla naméfena niz§i rastova rychlost nez v médiich
s vy$§imi koncentracemi N (M4, M5). Nejnizsiho rastu bylo dosazeno v médiu s nejnizsi
koncentraci N (0,1 mg N - I'"). Naopak vy3si rist byl zaznamenan v médiu s nejvyssi

koncentraci N (1,2 mg N - 1').
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A. compacta
M1 (0,1 mg N - I')): y=0,0122 + 0,0002x R2=0,5182
M2 (0,3 mg N - I'!): y=0,0067 + 0,0003x R2=10,7557
M3 (0,6 mg N - I')): y = 0,0080 + 0,0003x  R2=0,6226
M4 (0,9 mg N - I')): y = 0,0130 + 0,0003x  R2 = 0,6432
M5 (1,2 mg N - I'1): y =0,0047 + 0,0004x R2=0,8970
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Graf 21: Riist kmene A.compacta pri 25 °C v riiznych koncentracich N v médiich.

Jelikoz byl pozorovan velmi pomaly rust a je znam obecny poznatek, ze pii vyssi
koncentraci kultury dochazi k jejimu rychlej§imu narastu, bylo do kazdé kultivacni
zkumavky pfidano 1300 pl kultury. Nasledné méfeni ma vysledky znazornény v grafu
22. Je ocividné, ze rustovy trend v médiu M2 (0,3 mg N - I'!) dosahoval nizsich hodnot.
Naproti tomu v médiu M3 (0,6 mg N - I'Y) a M5 (1,2 mg N - I'Y) byl zaznamenan trend

nejvyssi.
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A. compacta
M1 (0,1 mg N - I''): y = 0,0039 + 0,0049x  R2 = 0,9748
M2 (0,3 mg N - I''): y = 0,0030 + 0,0027x  R2=0,9173
M3 (0,6 mg N - I''): y = 0,0095 + 0,0056x  R? = 0,9585
M4 (0,9 mg N - I''): y = 0,0257 + 0,0037x  R? = 0,9668
M5 (1,2 mg N - I''): y = 0,0005 + 0,0054x  R2 = 0,9684
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B M2(03mgN- 1) M4 (0,9 mgN - 1))

Graf 22: Riist kmene A. compacta pri 25 °C v riiznych koncentracich N v médiich po pridani 1300 ul
kultury.

4 4.2 2 NiZ8i teplota

Graf 23 zobrazuje rist kmene A. compacta v inkubacni komorte se 14 hod. svétlem
a s teplotou 22 °C. Je ziejmé, Ze nejvyssiho rustového trendu bylo dosazeno v médiu M4
(0,9 mg N - I'!). Oproti tomu nejniz§i trend byl zjistén v médiu s nejnizsi koncentraci N
(0,1 mgN - I'!). Dale je oCividné, ze v médiich s vy§§imi koncentracemi N byly naméfeny

vys$si hodnoty rastovych trendti nez v médiich s nizsimi koncentracemi N.
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A. compacta
M1 (0,1 mg N - I'1): y=0,1174 + 0,0009x R2=0,5301
M2 (0,3 mgN - 1'1): y=0,0943 + 0,0013x R2=0,6828
M3 (0,6 mg N - I'l): y = 0,0721 + 0,0030x R2 = 0,7893
M4 (0,9 mg N - I)): y = 0,0841 + 0,0033x R2=0,8121

MS5 (1,2 mg N - I): y = 0,0800 + 0,0030x  R2=0,7207
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"o M1 (0, mgN-1") "o M3 (0,6mgN-1") “e M5(1,2mgN-1")

B M2 (03mgN - 1) M4 (0.9 me N - 1)
Graf 23: Riist kmene A. compacta pri 22 °C v riiznych koncentracich N v médiich.

N4

4.4.2 3 Rust pii1 vy$si hustoté bungk

V grafu 24 je zachycen trend rastu pii vySsich hustotach bunék kmene A. compacta
pii teploté 25 °C v inkubacni komote se 14 hod. svétlem. Z grafu je ziejmé, ze pii
sledovani vyssi hustoty bunék v pouzitych médiich (M1, M2 a M5) dochézi k rychlejsimu
narastu buneék nez pfi nizsich hustotach bunék. Nejnizsi trend ristu byl pozorovan
v médiu M1 (0,1 mg N - I'!). Naopak nejvyssi trend byl zaznamenan v médiu o nejvy3si

koncentraci N (1,2 mg N - I').
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A. compacta
M1 (0,1 mgN - 1I'1): y=0,4391 + 0,0041x R2=0,8835
M2 (0,3 mg N - I')): y = 0,4493 + 0,0054x R2=0,8924
M5 (1,2 mg N - I'1): y =0,3864 + 0,0060x R2=0,9763
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o M1 (0,1mgN-1"") "8 M2(0,3mgN-I") e M5(1,2mgN -1

Graf 24: Riist kmene A. compacta pri 25 °C v riiznych koncentracich N v médiich s vyssi hustotou bunék.
4.5 Kmen A. reniformis

4.5.1 Kalibra¢ni kiivka

Pro ziskani kalibra¢ni kiivky kmene A. remiformis bylo namichano 6 zkumavek
(1 nefedéna a 5 fedénych). Ze zkumavek bylo odebrano mnozstvi do kultivacni desti¢ky
pro zméfeni OD pii 550 nm. Dale byly ze zkumavek odebrany vzorky pro spocitani

mnozstvi bunék a zméteni jejich velikosti pro vypocet objemu.
4.5.1.1 PocCet bun¢k

V grafu 25 jsou na ose x zobrazeny vzrastajici hodnoty OD, které odpovidaji vzorkiim
6 zkumavek od nejvice fedéné (6. fedény vzorek) az po nejméné fedénou zkumavku
(zédkladni vzorek) sjejich zjisténym mnozstvi bunék na ose y. Napiiklad nejnizsi
mnozstvi bunék, pod 5 miliénd v 1 ml, bylo zjiS§téno v 6. fedéném vzorku, kterému
odpovida nejnizsi hodnota OD.
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A. reniformis
y = 2E+08x

R? =0,9445
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Graf 25: Zobrazeni ristu hodnot OD pri 550 nm od nejvice Fedéné po nejméné redénou zkumavku s poctem
bunék [miliény] v 1 ml kmene A. reniformis.

4.5.1.2 Primérny objem burky

Na obrazku 10 je 6 grafi svypocCitanymi objemy buné€k v Sesti namichanych
zkumavkach. Pro kazdy graf bylo pouzito 100 hodnot. Z grafli je oCividné, Ze nejCaste&jsi
hodnoty objemu jedné buriky jsou mezi Sedesati az osmdesati um?. Dale je ziejmé, ze

hodnoty objemt byly naméfeny v rozmezi od tficeti do sto tficeti wm?.

Zakladni vzorek 1. fedény vzorek
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2. fedény vzorek

3. fedény vzorek
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Obrazek 10: Jednotlivé histogramy ukazuji hodnoty vypocitanych objemii bunék kmene A. reniformis v

jednotlivych namichanych zkumavkdch.

4.5.1.3 Bunécny objem v 1 ml

V grafu 26 jsou na ose y zji§t€né bunécné objemy a na ose x jsou vzrastajici hodnoty

OD, které odpovidaji vzorkim Sesti zkumavek od nejvice fedéné (5. fedény vzorek) az po

nejmén¢ fedénou zkumavku (zékladni vzorek). Napriklad nejvétsi bunécny objem, skoro

2,2 mm? v 1 ml, byl naméfen v zakladnim vzorku, kterému odpovida nejvyssi hodnota

OD.
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A. reniformis
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Graf 26: Zobrazeni riistu hodnot OD pri 550 nm od nejvice rFedéné po nejméné redénou zkumavku
s objemem bunék [mn?-m '] kmene A. reniformis.

4.5.2 Rustové kiivky

Trend rastu byl u kmene A. reniformis zjistovan v ruznych koncentracich
N v inkubacnich komorach pfi teplotach 25 (vyssi) a 22 °C (nizsi) a s periodou svétla

nastavenou na 14 hod. (od 7 do 21 hod.)
4.5.2.1Rust pi1 vy$si hustoté bungk

V grafu 27 je zobrazen trend rustu pfi vysSich hustotach bun€k kmene A. reniformis
pii teploté 25 °C v inkubaéni komote se 14 hod. svétlem. Z grafu je oCividné, ze pii
sledovani vyssi hustoty bunék v pouzitych médiich (M1, M2 a M5) dochézi k rychlejsimu
poklesu poctu bunék. Pomale;jsi trend tohoto poklesu byl pozorovan v médiu M5 (1,2 mg
N - I'Y). Rychlejsi pokles byl zaznamenan ve zbylych dvou médiich, kdy v médiu M1
(0,1 mg N - I'Y) byl zjistén rychlejsi pokles nez v médiu M2 (0,3 mg N - 1),
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A. reniformis
M1 (0,1 mgN - I'1): y=0,9537 + 0,0126x R%2=0,9717
M2 (0,3 mgN - I'1): y=0,8942 + 0,0114x R%2=0,9377
M5 (1,2mgN - I'1): y=0,9717 + 0,0106x R%=0,9623
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Graf 27: Riist kmene A. reniformis pri 25 °C v riiznych koncentracich N v médiich s vyssi hustotou bunék.
4.6 Spolecny rast kmenl Synechocystis a A. lemmermannii

Pro sledovani spolecného rustu v kultivacnich zkumavkach pti 25 °C byly vybrany 2
zastupci, Synechocystis a A. lemmermannii, ze zvolenych radi. Jejich vysledek ristového
trendu je zobrazen v grafu 28. Je o€ividné, ze v médiu M3 (0,6 mg N - I'!) byl zaznamenan
nejpomalejsi trend rastu. Oproti tomu, bylo v médiu s nejvyssi koncentraci N (1,2 mg
N - I'Y) naméfen trend rustu nejrychlejsi. Dale je ziejmé, Ze vy$si ristové rychlosti byly

nameteny v médiich s vys§imi koncentracemi N (M4 a M5).

74



Synechocystis a A. lemmermannii
M1 (0,1 mg N - I'): y = 0,0184 + 0,0022x
M2 (0,3 mg N - I'): y = 0,0096 + 0,0026x
M3 (0,6 mg N - I'): y = 0,0279 + 0,0019x
M4 (0,9 mg N - I'!): y = 0,0225 + 0,0027x
MS5 (1,2 mg N - I'): y = 0,0186 + 0,0029x

R2=0,8902
R2=0,9047
R2=10,8991
R?=0,9564
R2=0,9746

0,22
0,20
0,18
0,16 1
0,14
0,12

0,10

OD 550 [nm]

0,08
0,06
0,04 ¢

0,02

0,00 : :
0 10 20

o M1 (0,1 mgN- 1) "o M3(0,6mgN-1") e M5(1,2mgN-17")
M4 (0,9 mgN - 1)

"2, M2(0,3mgN - 1)

30
Cas [den]

40

50

60

Graf 28: Spolecny rist kmenit Synechocystis a A. lemmermannii pri 25 °C v riiznych koncentracich N

v médiich.

4.7 Mereni svétla v inkuba¢nich komorach

V inkubacnich komorach byly pouzivany jako zdroj svétla tii diody (Cervena, modra

a bila). Po jejich zméteni v obou inkubacnich komorach spektroradiometrem byl ziskan

graf 29, ktery zobrazuje na ose x vlnovou délku a na ose y svételnou intenzitu. Z grafu

jsou patrné 2 piky, a to priblizné pti 450 a 630 nm. Prvni pik pfedstavuje modrou diodu,

druhy pik diodu €ervenou. Mezi nimi, pfiblizn€ od 510 do 590 nm, byla zachycena dioda

bila.

75



o

- inkubaéni
komora s 25 °C

- inkubaéni
komora s 22 °C

j \

30¢ 500.4 700.4

[uW/cm?nm]

[nm]

Graf 29: Zmérené svétlo v inkubacnich komordch s teplotou 25 a 22 °C.
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5 Diskuse

V minulém stoleti byla provedena zména v hospodateni s rybniky. Zacala se pouzivat
hnojiva a krmiva pro ryby, aby vytéznost byla co nejvyssi (Pechar, 1995). Zaroveti doslo
ke zméné v hospodareni 1 v zemédelstvi, které mélo stejny cil (Novotny, 2011). Tyto
dva faktory, a tehdy jesté malo rozvinuté Cisténi odpadnich vod, zacaly posilovat tekouci
i stojaté vody Zivinami, zejména N a P. Timto zptsobem se nase vody staly eutrofnimi az
hypertrofnimi (Krasa a kol., 2013). V soucasné dob¢ klesa podil znecisténi komunalnimi
vodami a stoupa vliv globalniho oteplovani. Béhem letnich obdobi dochazi na naSem
uzemi ke zhorSeni jakosti vod. Diky vysokym teplotam a velkému mnozstvi N, P a C
dochazi k masivnimu rozvoji vodniho kvétu sinic, ktery je znam predev§im svymi

negativnimi vlastnostmi (Marvan a Marsalek, 2004).

Experiment byl zaméten na prozkoumani produk¢ni strategie sinic vyskytujicich se
v nasich Ceskych rybnicich. Za tim uCelem byly zvoleny 2 odlisné tady sinic, a to fad
Nostocales se zastupci Anabaena lemmermannii (A. lemmermannii), Anabaena compacta
(A. compacta) a Anabaena reniformis (A. reniformis), které jsou schopné fixovat N»
(Guerrero a Lara 1987), a tad Synechococcales se zastupci Synechocystis sp. PCC 6803
(Synechocystis) a Cyanobium gracile A1 (Cyanobium), jez nemaji specializované butiky

(Sejnohova a Margalek, 2005).

Vybrané kmeny byly kultivovany v upraveném médiu BGl1 v péti rozdilnych
koncentracich N. Ernst a kol. (2005) uvadi, ze médium BG11 ma dostatek zivin
pro dlouhodobou kultivaci. Koncentrace P byla ve vSech namichanych médii stejna.
Nejniz8i pouzita koncentrace N v médiu byla 0,1 mg N - 1!, nejvy3si obsahovala 1,2 mg
N - I'l. Tyto koncentrace byly zvoleny podle méfenych koncentraci celkového N (Nceik )
v nasich rybnich. Machova a kol. (2010) uvadéji u vybranych 3 jihocCeskych rybnika
koncentrace Neen, v rozmezi 0,82-3,4 mg - 1", U rybnikd Zabakor, Rokytnicky a Hrudba,
nachazejicich se vCHKO Cesky r14j, byly zistny koncentrace Neel,
od 0,57 do 1,09 mg - I'! (Chmelicky a kol. 2020). Rutegwa (2020) uvadi, Ze rybnik Dehtaf

ma koncentraci celkového N v rozmezi od 1,29 do 2,04 mg - 1!,

Uvadi se, ze vétsina sinic dosahuje vyssich rastovych rychlosti pfi teplotach nad 25 °C
(Berg a Sutula, 2015). Pro srovnani, jak se bude rychlost rustu vyvijet pfi teplotach

odpovidajicich primérmné teploté vody v Ceskych rybnicich béhem letnich mésica, byl rast
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jednotlivych kmend pozorovan pii teplotach 22 (nizsi) a 25 (vyssi) °C v inkubacnich
komorach. Perioda svétla byla nastavend na 14 hod. (od 7 do 21 hod.). Kmeny
Synechocystis a Cyanobium preferuji ozateni pfiblizné 25 az 50 pmol m2s™! (Jezberova
a Komarkova, 2007). Sinice obecné nejvice vyuzivaji svétlo modré, které ovliviiuje miru
rychlosti rastu. U kmene Cyanobium jsou nepiiznivé svételné podminky, beéhem kterych
fykobilisomy ani chlorofyl neabsorbuji dostatek svétla, kompenzovany zvétSenou
velikosti antén (Bernat a kol.,, 2021). Méfeni optické hustoty (OD) probihalo
ve spektrofotometru pfi 550 nm. Béhem experimentu byl také zjistovan pocet a objem

bunék jednotlivych kment a ptsobici svétlo v inkuba¢nich komorach.

U kmene Synechocystis byly pozorovany charakteristické kulovité nebo polokulovité
bunky s modrozelenym, Sedomodrym nebo olivove zelenym obsahem. Kmen se fadi mezi
sladkovodni sinice vyskytujici se v hojném mnozstvi na na§em uzemi. Buriky téchto sinic
nemaji akinety ani heterocyty (Komarek, 1999) a jejich déleni probiha vzdy na 2 dcefiné

bunky (Ikeuchi a Tabata, 2001).

Vytvorenim kalibraéni fady kmene Synechocystis byl zjistén pocet a objem bunek.
Kalibrac¢ni fada byla tvotena celkem 6 zkumavkami (zakladni nefedény vzorek a 5 vzorka
vzniklé postupnym fedénim zakladniho vzorku). Bylo zjisténo, ze zakladni vzorek,
s nejvyssim OD, obsahoval pfiblizn€ 615 miliond bunék v 1 ml. Oproti tomu v nejvice
fedéném vzorku, s nejnizsim OD, bylo zaznamenano pfiblizné 17 miliént bunék v 1 ml.
Tyto vysledky odpovidaji vytvorené fadé fedéni. Podle WHO (2003) je uz pii koncentraci
20 000 bunék v 1 ml dosazeno nizké trovné pravdépodobnosti nepiiznivych Gcinki sinic
na zdravi, které se mohou projevit podrazdénim kize nebo gastrointestinalnim

onemocnénim.

Dale byl v namichané kalibracni fadé kmene Synechocystis zji§tén objem bunék, a to
v rozmezi od 3 do 6 um?, coz odpovida zjisténé primémé velikosti buriky piiblizné 2 pm.

Ziskana velikost buriky je shodna s velikosti, kterou uvadi Zavtel a kol. (2017).

Pomoci kalibracni fady kmene Synechocystis byl nasledné vypocten bunécny objem
(objem bunécné masy v 1 ml). Bylo zjisténo, ze v nejvice fedéném vzorku byla hodnota
objemu bungk pfiblizné 0,2 mm? - ml!. Naopak v nefedéném zakladnim vzorku ¢inila
hodnota objemu skoro 5,6 mm?® - ml!. To opét svéd¢i o provedeném fedéni, nebot
v nejmén¢ tfedénych vzorcich nabyval bunéfny objem vysSSich hodnot nez ve vice
fedénych vzorcich.
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Pfi prvni fazi experimentu bylo zjisténo, ze béhem Sedesati dni pii teploté 25 °C
v inkuba¢ni komote vykazoval rist kmene Symechocystis velmi podobné hodnoty
ve vSech kultivaénich médiich. Tento vysledek byl zplisoben nespravnym postupem
pii namichani jednotlivych médii. Podle Yu a kol. (2013) je rychlost piiyjmu NO3"
0,46 g N/g suché hmotnosti bunék d-!. Koncentrace N ve vSech médiich byla 22krat vyssi
oproti predpokladanému stavu. Na zakladé vysledki méfeni byl pozorovan pomeérné
vysoky rastovy potencial pii vyssi teploté, ovSem rozdil v ristu mezi jednotlivymi médii
by byl znatelny az po delsi dobé kultivace. Yu a kol. (2013) uvadi, ze primérna doba

zdvojeni kmene Synechocystis za optimalnich svételnych podminek je 7 az 10 h.

Béhem druhé faze byl kmen Synechocystis, po namichani novych kultivacnich médii,
znovu kultivovan pfi teploté 25 °C v inkubacni komofte s dvanacti hod. svétlem po dobu
Sedesati dni. Bylo dosazeno vysokych bunécnych objemu, pficemz mezi jednotlivymi
koncentracemi nebyly pozorovany vyznamné rozdily v rastu. Nejpomalejsi rast byl
zjistén pii koncentraci N v médiu M4 (0,9 mg N - I'!). Déle byly pozorovany tfi faze
rastové kiivky, a to lag, exponencialni a stacionarni faze. Faze Utlumu zpusobena
nedostatkem N by se projevila degradaci fykobilisomt, ktera vyvolava Zlutozelené
zbarveni bun¢k (Van Alphen a kol., 2018). NejvyS$si hodnoty bunééného objemu byly
zaznamenany v médiu M3 (0,6 mg N - I'!), kde pfesahly hodnotu 0,7 mm?*- ml-.
Z vysledku je vsak patrné, ze v tomto médiu dochazelo ke konci kultivace ke stagnaci
rustu, oproti médiu M5 (1,2 mg N - I'1), které vykazovalo nadale exponencialni rast.
Po porovnani s predchozim vysledkem z prvni faze experimentu, kdy objem bunéck
dosahoval hodnot pies 2,5 mm?® - ml!, bylo v této fazi dosazeno pouze 0,7 mm? - ml-!.
Z toho lze usoudit, ze pfi nizSich koncentracich N v médiu neni dosahovano vyssiho

rustového trendu.

Ve ctvrté fazi experimentu, pii nizsi teploté a s délkou kultivace 60 dni, vykazoval
kmen Synechocystis mnohem nizsich rastovych trendd nez pii vyssi teploté. Z vysledkt
také vyplyvaji patrné rozdily v ristu mezi jednotlivymi kultivacnimi médii. Pfi nejnizsi
koncentraci N (0,1 mg N - I'!) byl zjistén nejmensi rist a s postupné se zvySujicimi

koncentracemi N byl pozorovan narustajici trend rustu.

Na zaklade vysledka kultivace kmene Symechocystis lze konstatovat, ze pfi vyssi
teploté bylo v médiich s vy$s§imi koncentracemi N dosazeno spiSe vysSiho rustového

trendu nez v médiich s niz§im obsahem N. Pfi niz§i teploté bylo dosazeno mnohem
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niz§iho rastového trendu nez pii vyssi teploté a rozdil mezi jednotlivymi koncentracemi
N byl velmi znatelny. Podle Inoue a kol. (2001) dochazi k maximalnimu ristu kmene
Synechocystis pii 30 °C. Mezi teplotami 25 az 40 °C dosahuje rist podobnych rychlosti.
Pti teplotach pod 25 °C bunky trpi stresem, coz se projevuje zpomalenim riistu. Esteves-
Ferreira a kol. (2017) zjistili, ze pfi kultivaci kmene Synechocystis v ptirozené
dostupnych zdrojich N (NOs-, NO;, NH;*, mocovina a nékteré aminokyseliny)

vykazovaly bunky kultivované s mocovinou nejvyssich rustové rychlosti.

Pro kmen Cyanobium jsou typické ovalné, Siroce ovalné az kratce cylindrické buriky,
které byly béhem experimentu pozorovany pomoci mikroskopu. Pro buiky jsou dale
charakteristické uzké slizové obaly. Jejich déleni je symetrické a probiha vzdy
na 2 polokulovité dcefiné buiiky (Komarek, 1999). Albrecht a kol. (2017) uvadi, ze kmen
Cyanobium muze byt celosvétoveé nejvyznamnéj$im zastupcem pikosinic ve sladkych

eutrofnich a brakickych vodach.

Pomoci kalibraéni fady kmene Cyanobium byl zjistén pocet a objem bunek. Kalibracni
fadu tvoril zakladni nefedény vzorek a 6 zkumavek (6 vzorkll) vzniklych postupnym
fedénim zakladniho vzorku. Bylo zji§téno, ze v zdkladnim vzorku, s nejvy§sim OD, bylo
pfiblizné 970 miliont bunék v 1 ml. Pocet bunék klesal se zvysujicim se poctem fedéni,
takze v poslednim nejvice fedéném vzorku, s nejnizsim OD, byl pocet bunék niz8i nez
20 miliont bunék v 1 ml. Albrecht a kol. (2017) uvadi, ze béhem roku 2006 se v Baltském
moti vyskytoval kmen Cyanobium v poctu 2 az 21 milionti bunek v 1 ml a spolecné

s fadem Synechococcales tvotil 47 az 93 % biomasy fytoplanktonu.

V namichané kalibracni tadé kmene Cyanobium bylo déale zjiS§téno, Ze objem
jednotlivych bunék se nejéastéji nachazel vrozmezi mezi 1 az 2 um?3. Tato hodnota
odpovida pfiblizne 1,5 wm primérné velikosti buriky. Komarek (1999) uvadi, ze

prumérna velikost buriky kmene Cyanobium nabyva hodnoty 1,35 um.

Posledni hodnota, ktera byla pomoci namichané kalibra¢ni fady kmene Cyanobium

ziskana, byl bunéény objem. Bylo zjisténo, ze nejnizsi hodnoty bunétného objemu,

1

pod 0,1 mm® - ml!, se nachazely hned u tii nejvice fedénych vzorkl. Oproti tomu

u nefedéného zakladniho vzorku dosahovala hodnota objemu pies 1,9 mm? - ml%.

Béhem druhé faze, pii 25 °C vinkubacni komote s dvanacti hod. svétlem, byl
kultivovan kmen Cyanobium po dobu Sedesati dni. Z vysledka je ziejmé, Ze rust dosahl

k hodnotam objemu bunék 0,5 mm? - ml!, poté nastala posledni faze ristové kiivky,
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tzv. faze Gtlumu. Ta mohla byt zptsobena vyCerpanim zivin v médiu. Yamagishi a kol.
(2013) uvadi, ze specificka rastova rychlost kmene Cyanobium je 1,16 d!. Nejrychlejsi
rustovy trend byl zaznamenan v médiu M4 (0,9 mg N -I'). Nicméné rozdily
v jednotlivych ristovych trendech nejsou pfili§ znatelné. To by mohlo byt zptusobeno

vytvorenim vhodnych rastovych podminek ve vSech kultiva¢nich médiich.

Kmen Cyanobium, ve ctvrté fazi experimentu pii nizsi teploté a s délkou kultivace
60 dni, vykazoval nejnizsi ristovy trend v médiich o nejnizsi koncentraci N, a to v M1
(0,1 mg N - I'Yy a M2 (0,3 mg N - I'). Naopak nejvyssiho trendu bylo dosazeno v médiu
o nejvyssi koncentraci N (1,2 mg N - I'!). Béhem poslednich dni kultivace byl pozorovan
pokles hodnot objemu bunék v pofadi od nejnizsi koncentrace N (0,1 mg N -1
po nejvyssi koncentraci N vmédiu (1,2 mg N -1!). To by mohlo byt zapfi¢inéno
postupnou spotiebou az nedostatkem N nebo P, ktery je obecné pokladan za limitujici
Zivinu rustu sinic.

Pti srovnani vysledka rastovych trendi kmene Cyanobium pii nizsi a vyssi teploté je
ziejmé, Ze optimalni ristové podminky byly vytvofeny v inkubacni komoie s vy$si
teplotou a v médiich o vysSich koncentracich N. Pfi nizsi teploté byl zaznamenan
pomalejsi rust s vyraznéj§imi vykyvy v rustovych trendech v jednotlivych médiich a vyssi
rychlost spotieby zivin. Ke konci kultivace v obou teplotach byl zaznamenéan pokles
rastu. Ten mohl byt zpisoben vyCerpanim Zivin, b€hem kterého kmen Cyanobium vytvari

kolonie (Albrecht a kol. (2017).

Mezi kmeny Synechocystis a Cyanobium byla zjiSténa podobna velikost bunek. Tato
podobnost byla pozorovana také v praci Jezberové a Komarkové (2007). Zaroven byly
tyto kmeny vhodné pro presné meéreni OD, jelikoz vytvarely homogenni suspenzi
(Hodacova, 2011). Dale bylo u obou kmenu zjisténo, ze pfi vyssi teploté dosahuji

v médiich s koncentraci 1,2 mg N - 1! vyssiho ristu.

Rad Nostocales obsahuje vlaknité sinice vytvatejici kolonie s akinety a heterocyty.
Vétsina zastupcti ma tak schopnost fixovat N> (Rajaniemi a kol., 2005). Nejvétsi podil pri
tvorb€ vodniho kvétu z vlaknitych sinic na nasem uzemi maji zastupci sinic: Anabaena,
Planktothrix a Aphanizomenon (Kopp a Sukop, 2012). Kmen A. lemmermannii je
nejCastéjSim kmenem z rodu Anabaena. Béhem experimentu byly pozorovany
charakteristickd plovouci vlakna, nepravidelné zkroucena v koloniich. Samotné buriky
byly soudeckovité podlouhlé a heterocyty nabyvaly kulovitého tvaru. Pro kmen jsou dale
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typické ovalné az cylindrické akinety vytvarejici shluky. Hojné se vyskytuje napt.
v celém povodi Labe (Komarek, 1999).

Vytvorenim kalibracni fady kmene 4. lemmermannii byl zjistén pocet a objem bunek.
Kalibrac¢ni fada byla tvotena celkem 6 zkumavkami (zakladni nefedény vzorek a 5 vzorka
vzniklych postupnym fedénim zakladniho vzorku). Bylo zjisténo, ze zakladni vzorek,
s nejvyssim OD, obsahoval skoro 120 miliond bunék v 1 ml. Oproti tomu ve 3 nejvice
fedénych vzorcich, s nejniz§im OD, neptesahl pocet bunék 12 miliont v 1 ml. Callieri
akol. (2014) uvadi, ze vitalském jezefe Maggiore od roku 2005 pokryva kmen
A. lemmermannii béhem 1éta rozsahlé zony na hlading, a to v mnozstvi 2 miliény bunék

v 1 ml.

Dale byl vnamichané kalibracni fadé kmene A. lemmermannii zjistén objem
jednotlivych bunék, a to v rozmezi od 20 do 40 um?. To odpovida zjisténé pramérné
velikosti bunky piiblizné 4 pm. Komarek (1999) uvadi velikost buné€k kmene

A. lemmermannii od 2,5 do 12,1 um.

Pomoci kalibra¢ni fady kmene A. lemmermannii byl nasledné vypocten bunécny
objem. Bylo zji§téno, ze v nejvice fedéném vzorku byla hodnota bunécného objemu pies
0,14 mm?® - ml"!. Naopak v nefedéném zakladnim vzorku €inila hodnota objemu skoro
0,88 mm? - mll. Tyto vysledky opét svédéi o provedeném fedéni, nebot’ v nejméné
fedénych vzorcich nabyval bunéény objem vyssich hodnot nez ve vice fedénych vzorcich.
Priklad bunécného objemu kmene A. lemmermannii z realného prostiedi uvadi prace
Palacio a kol. (2015), podle které byl v pfehradé Rio Grande (Colorado, USA) v Cervnu

1

2012 zjistén bunéény objem 0,0028 mm® - ml'. To je pii srovnani shodnotami

z experimentu provedeného v ramci této diplomové prace mnohem méné.

Béhem treti faze experimentu byl kmen A. lemmermannii kultivovan pfi teploté 25 °C
v inkubacni komote s dvanacti hod. svétlem po dobu celkem devadesati dni. Béhem
Ctyficeti dni byl zaznamenan velmi pomaly rast, pfi kterém bylo v médiich M2 (0,3 mg
N-I'")aM3 (0,6 mg N - I'!) dosazeno nejvysSich riustovych trendt. Tyto vysledky oviem
nemuseji byt zcela reprezentativni, nebot’ pii méfeni OD byly naméfeny velmi nizké

hodnoty a zaroven byly pozorovany shluky sinic, které mohly vysledky méfeni ovlivnit.

K obecné zndmému poznatku, ze pii vySSi koncentraci kultury dochézi

k jejimu rychlejsimu nartstu, bylo do kultivacnich zkumavek kmene A. lemmermannii
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piidano urcité mnozstvi téze kultury. V médiu s nejnizsi koncentraci N (0,1 mg N - I'!)
byl zaznamenan nejnizsi trend rustu, v ostatnich médiich bylo dosazeno vysSich
rustovych trendd. Nejvyssiho ristové trendu bylo dosazeno v médiu M4 (0,9 mg N - 1'1).
Nicméné mezi jednotlivymi médii nebyla prokdzana pifima iiméra mezi mnozstvim N
a rychlosti ristu v daném médiu. Komarkova (1988) uvadi, ze ¢im je rychlost riistu vyssi,
tim jsou mensi velikosti bunék a bunky se vice shlukuji. Shluky byly pozorovany také

béhem experimentu, coz mohlo negativné ovliviiovat vysledky méteni OD.

Ctvrta faze experimentu probihala pii niz§i teplots, s délkou kultivace 60 dni
as 12 hod. periodou svétla. Kmen A. lemmermannii vykazoval mnohem nizsi rustovy
trend nez pii vyssi teploté. Z vysledki bylo zjisténo, ze ristovy potencial je pomérné
dobry ve vSech kultivacnich médiich (M1 az M5). Nejvyssiho rustového trendu bylo
dosazeno v médiu s nejvyssi koncentraci N (1,2 mg N - 1), nejnizi rist byl pozorovan

v médiu M2 (0,3 mg N - I'}).

Pfi paté fazi experimentu byl kmen A. lemmermannii kultivovan 50 dni pfi vyssi
teploté, podobné jako beéhem treti faze experimentu. Bylo zji§téno, ze pii vyssi hustoté
bunék dochazi k rychlejsimu ristu, avSak rozdily mezi jednotlivymi kultivacnimi médii
nebyly zcela zfetelné. To by mohlo znamenat, ze pfi velkém mnozstvi biomasy kmene
A. lemmermannii nehraje N kliovou roli v ovliviiovani rustu. Tato role mohla prejit

na mnozstvi dostupnych stopovych kovi, jak uvadi Dengg a kol. (2022).

Pfi srovnani treti a Ctvrté faze experimentu bylo zji§téno, ze kmen A. lemmermannii
dosahuje vys$siho rastu pfi vyssi teploté, coz odpovida teorii Berga a Sutuly (2015), podle
které pfi nizSich teplotach dochazi ke snizeni rustu. Dale bylo zjisténo, ze kromé vysledku
z paté faze, kde N nehral klicovou roli v ovlivnéni ristu, a prvni Casti tfeti faze, je
nejnizsiho ristu dosazeno v médiich s nejnizsi koncetraci N (0,1 mg N - I'!) a v ostatnich

koncentracich bylo dosahovano vyssiho rastu.

Béhem experimentu byla u kmene A. compacta pozorovana typicka volné plovouci
vlakna s kulovitymi burikami. Déle jsou pro kmen charakteristické sférické heterocyty
a ovalné akinety. Vyskytuji se v mezotrofnich a eutrofnich jezerech a nadrzich, prevazné

v severnich ¢astech Némecka (Komarek, 1999).

Pomoci kalibracni tady kmene A. compacta byl zjistén poCet a objem bunck.
Kalibra¢ni fadu tvoril zakladni nefedény vzorek a 6 zkumavek (6 vzorkl) vzniklych

postupnym fedénim zakladniho vzorku. Ve 4 nejvice fedénych vzorcich, s nejniz§im OD,
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bylo zjisténo mnozstvi buneék pod 6 milioni v 1 ml. Pocet bun€ék postupné stoupal se
snizujicim se poCtem fedéni, takze v zakladnim nefedéném vzorku, s nejvyssim OD, byl
pocet bunék skoro 150 miliond bunek v 1 ml. V fece Uruguay byly béhem letnich sezon
2006 az 2009 pozorovany piedevsim kmeny 4. compacta a Microcystis aeruginosa, jejich

hustota dosahovala k 6,2 milionim bunék v 1 ml (Ferrari a kol., 2011).

V namichané kalibracni fadé kmene A. compacta bylo dale zji§téno, ze objem bunky
se nejéastéji nachazel v rozmezi mezi 40 az 60 um?. Tato hodnota odpovida piiblizné

5 um pramérné velikosti buriky.

Pomoci kalibra¢ni fady kmene A. compacta byla zjistovana hodnota bunécného

objemu. Nejvys§i hodnota bun&ného objemu, skoro 1,8 mm?® - ml!, se nachazela

2

u nefedéného zakladniho vzorku. Nejniz§i hodnota byla stejna jako u kmena

Synechocystis a Cyanobium, a to pod 0,1 mm? - ml-L,

Ve treti fazi experimentu byl kmen A. compacta kultivovan stejné jako kmen
A. lemmermannii (90 dni, vyssi teplota, 12 hod. svétlo) a béhem Cctyficeti dni byly
zaznamenany podobné vysledky. Kmen A. compacta vykazoval velmi pomaly rist,
ovsem na rozdil od kmene A. lemmermannii byly zaznamenany vét§i rozdily mezi
rastovymi trendy v jednotlivych kultivacnich médiich (M1 az M5). Nejvyssiho ristového
trendu bylo dosazeno v médiu s nejvyssi koncentraci N (1,2 mg N - I"'1). Nejnizsi rast byl
zaznamenan v médiich s nejniz$imi koncentracemi N (0,1 mg N -1''a 0,3 mg N - 1}),
Bohuzel tyto vysledky nemuseji byt zcela presné, jelikoz pii méfeni OD byly ziskany
velmi nizké hodnoty a také kmen A. compacta vytvarel shluky, které mohly méfeni

ovlivnit.

Dale bylo ve treti fazi postupovano jako u kmene A. lemmermannii, jelikoz bylo
predpokladano, ze pii vyssi koncentraci kultury dochazi k jejimu rychlej§imu nardstu.
Bylo tedy pfidano urcit€¢ mnozstvi kultury kmene A. compacta. Na zakladé vysledki bylo
zjisténo, ze ziskany rastovy trend dosahl podobnych vysledkt, které byl zaznamenany
ve fazi pred pfidanim tohoto mnozstvi bunék, tudiz nejvyssi ristovy trend byl zjistén
v médiu M5 (1,2 mg N - I'!). Oproti tomu nejnizsiho rastu bylo dosazeno v médiu M2

(0,3 mgN - 1.

Béhem ctvrté faze experimentu probihala kultivace kmene A. compacta pii nizsi

teploté, s délkou kultivace 60 dni a s 12 hod. periodou svétla. Bylo zjisténo, ze ziskané
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rastové trendy jsou podobné jako pii vyssi teploté. Z vysledkt vyplyva, ze nejvyssich
rustovych rychlosti bylo dosaZzeno pfi vy$Sich koncentracich N (0,9 a 1,2 mg N - 1)
Nejvyssiho rastové trendu bylo dosazeno v médiu M4 (0,9 mg N - I'1). Naopak nejnizsi

trend byl zaznamenan v médiu s nejniZzsi koncentraci N (0,1 mg N - 1').

Béhem paté faze experimentu byl kmen A. compacta kultivovan pii vyssi teploté€,
po dobu 50 dni, podobné jako u tfeti faze experimentu, ovSem v koncentrovanéjSim
mnozstvi. Byl zaznamenan opét podobny trend rastu jako béhem piedchozich fazi
experimentu u téhoz kmene. Nejvyssi rist byl zaznamenan v médiu M5 (1,2 mg N - ).
V médiu M1 (0,1 mg N - I'!) byl zjistén nejpomalejsi rist. Obecné lze konstatovat, ze

nejvyssiho rustu je dosahovano v médiich s nejvyssimi koncentracemi N.

Pfi srovnani vSech fazi experimentu kmene 4. compacta bylo zjisténo, ze pii vyssi
teploté dochazi k rychlejSimu rustu. Stejného zavéru bylo dosazeno i u A. lemmermannii.
To opét odpovida teorii Berga a Sutuly (2015), ktefi uvadéji, ze pii vyssich teplotach

dochazi k rychlejsimu rastu.

Dale bylo zjisténo, ze koncentrace N se podili na ovlivnéni riistové rychlosti. Pokud
byl kmen 4. compacta kultivovan v médiich s vys$§imi koncentracemi N, dosahl vzdy
vyssiho ristu nez v médiich s niz§imi koncentracemi N. Dale bylo zaznamenano, ze
ukmenlt A. compacta a lemmermannii kultivovanych pii vyssi teplot€ v médiich
s vy$§imi koncentracemi N bylo dosahovano vysSich rastovych trendd, coz zcela
nepotvrzuje zaveér Zapomeloveé a kol. (2010), ktera uvadi, ze pii nizkych koncentracich N
u sinic obsahujicich heterocyty nebylo pozorovano vyznamné ovlivnéni rastu, jelikoz
vybrani zastupci byly schopni fixace Nao. OvSem Thomas a Litchman (2016) prokazali, ze
u kmene Cylindrospermopsis raciborskii, ktery je schopen fixace N2, nedostatek N snizil
toleranci k vysokym teplotam a naopak zvysil toleranci k nizkym teplotam. To naznacuje,
ze kmen Cylindrospermopsis raciborskii bude dosahovat vy§Sich koncentraci na zacatku

sezoOny (tj. pfi nizsich teplotach).

U kmene A. reniformis byla pozorovana charakteristicka vlakna v malych koloniich
nebo jednotlivé. Déle jsou pro kmen typické soudeckovité az ovalné buriky. Heterocyty
jsou kulovité az elipsoidni a akinety kulovitého tvaru vznikaji po jedné nebo obou
stranach heterocyti. Sinice tohoto kmene se vyskytuji predev§sim béhem podzimu

(Komarek, 1999).
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Vytvorenim kalibracni fady kmene A. reniformis byl zjistén pocet a objem bunék.
Kalibra¢ni fada byla tvofena zkumavkou s nefedénym vzorkem a 5 zkumavkami vzorkt
vzniklymi postupnym fedénim zakladniho vzorku. Bylo zji§téno, ze v nefedéném vzorku,
s nejvyssim OD, bylo skoro 130 milioni bunek v 1 ml. Oproti tomu v nejvice fedénych
vzorcich, s nejnizsim OD, byly zaznamenany hodnoty poctu bunék pod 6 miliona v 1 ml.

Tyto vysledky odpovidaji vytvorené radé fedéni.

Dale byl v namichané kalibracni fad€ kmene A. reniformis zjistén objem jedné buriky,
ato v rozmezi od 60 do 80 um?. To odpovida zjisténé primérmé velikosti buiiky pfiblizné

5,5 um. Ziskana velikost butiky je shodna s velikosti, kterou uvadi Komarek (1999).

Pomoci kalibra¢ni fady kmene A. reniformis byl nasledné vypocten bunécny objem.
Bylo zji§téno, ze v nejvice fedéném vzorku byla hodnota bunééného objemu pod
0,1 mm? - ml"l. Naopak v nefedéném zakladnim vzorku ¢inila hodnota objemu skoro
2,2 mm? - ml!. To opét svéd&i o provedeném fedéni, nebot’ v nejméné fedénych vzorcich

nabyval bunécny objem vyssich hodnot nez ve vice fedénych vzorcich.

U kmene A. reniformis byl rist pozorovan jen pii vyssim mnozstvi bunék a pfi vyssi
teploté, po dobu 50 dni. Bylo zjisténo, ze béhem kultivace trend rustu spiSe klesal
a v poslednich dnech zacal stagnovat. Nejmirngjsi pokles byl pozorovan v médiu
s nejvyssi koncentraci N (1,2 mg N - 1Y), Na zakladé vysledki je mozné konstatovat, ze
kmen A. reniformis pti zaCatku kultivace s vy$Sim mnozstvim snizuje svuj rust az

do doby, nez se pfizptsobi novym podminkam.

Ve srovnani s pfedchozimi kmeny A. compacta a A. lemmermannii je kmen
A. reniformis citlivéj§i na zménu kultiva¢nich podminek, a také u né& byl vypocitan
nejvyssi objem buriky. U A. lemmermannii byl ve srovnani s ostatnimi kmeny Anabeana
zjistén objem buriky nejnizsi. Dale byl u vSech tfi kment Anabaena zjistén podobny pocet

bunék v 1 ml. Tyto hodnoty jsou mnohem nizsi nez u kment Synechocystis a Cyanobium.

Béhem Sesté faze probihala kultivace kmena Synechocystis a A. lemmermannii
spolecné pii vyssi teploté se 14. hod. svétlem po dobu 60 dnd. Bylo zjisténo, ze
pfi spole¢né kultivaci bylo dosazeno v médiich s vys$§imi koncentracemi N (0,9 a 1,2 mg
N - I'Y) vyssich ristovych trendt, které dosahovaly k hodnoté 0,20 mm? - ml™!. Pomoci

dalSich experimenti by bylo mozné stanovit miru kompetice mezi kmeny.
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Z experimentu 1ze pozorovat, ze vSechny vybrané kmeny jsou schopné rust v Sirokém
rozmezi teplotnich podminek a v prostredi s riznymi koncentracemi N. Byl u¢inén zavér,
ze vSechny vybrané kmeny s vyjimkou A. reniformis vykazovaly lepsi rist pii vyssi
teploté. Callieri a kol. (2014) uvadi, ze nejvyssi spotteba zivin (C a N) sinicemi byva na
jafe, oproti tomu béhem podzimu roste spotieba P. Na zakladé této skutecnosti a vysledkt
experimentu lze konstatovat, ze s rostoucimi teplotami v obdobi jaro-léto budou
koncentrace N v rybnicich ovliviiovany kmeny: Synechocystis, Cyanobium,

A. lemmermannii a A. compacta.
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6 Zavér

Diplomova prace se zabyva rychle rostoucimi jednobunénymi sinicemi
(Synechocystis a Cyanobium) a pomaleji rostoucimi vlaknitymi sinicemi schopnymi
fixace atmosférického N (4. lemmermannii, A. compacta a A. reniformis). Oba tyto typy
sinic se vyskytuji v naSich eutrofnich az hypertrofnich rybnicich. Experiment byl zaméten
na pozorovani rustu vybranych zastupci z obou uvedenych typt pii dvou ruznych

teplotach v prostredi s odliSnymi koncentracemi N, které lze naméfit v nasich rybnicich.

Bylo zjisténo, ze kmeny Synechocystis a Cyanobium pii teploté¢ 25 °C dosahly
v médiich s nejvy$§i pouzitou koncentraci (1,2 mg N - I'!) vyssiho rastu a docilily
bunéénych objeml od 0,5 do 0,7 mm? - ml'l. Pfi vy$§im mnozstvi N v médiu
(od 2 do 22 mg N - 1Y) dosahovala u kmene Synechocystis nejvy$si hodnota buné¢ného
objemu 2,7 mm? - ml™t. U kmenQ 4. lemmermannii a A. compacta bylo zaznamenano, ze
pii teploté 25 °C v médiich s vy$§imi koncentracemi N (0,9 a 1,2 mg N - I'!) bylo
dosahovano vyssich ristovych trendi. Zjisténé bunécné objemy pii kultivaci vyssiho
mnozstvi kultury kmenQ A. lemmermannii a A. compacta dosahovaly hodnot od 0,38 do
0,7 mm?® - ml!. Pouze u kmene A. reniformis nebyl pii teploté 25 °C pozorovan rust.
Ze spolecného ristu Synechocystis a A. lemmermannii pii teploté 25 °C lze usoudit, ze
v médiu s nevyssi koncentraci N (1,2 mg N - 1'!) bylo dosazeno buné&ného objemu

0,2 mm? - ml.

Pti teploté 22 °C byl zaznamenan u vsech kultivovanych kmenti v médiich s nizkymi
koncentracemi N (0,1 a 0,3 mg N - I'!) nizsi rast. U kment Synechocystis a Cyanobium
byly zjistény nejvyssi bunééné objemy od 0,14 do 0,22 mm? - ml"! v médiich s vy33imi
koncentracemi N (0,9 a 1,2 mg N - I'!). Bunééné objemy u kmenl A. lemmermannii,
A. compacta vykazovaly nizSich hodnot (0,11 a 0,34 mm?® - ml!) oproti vysledkiim
z vysSi teploty.

Byl u¢inén zavér, ze pii teploté 25 °C a pii vyssich koncentraci N (1,2 mg N - I'})
vykazuji sinice, kromé kmene A. reniformis, vyssiho ristu. Krome zvysené teploty tedy
pfi rustu hraje vyznamnou roli i zvysena koncentrace N. Z toho 1ze usoudit, ze béhem
letniho obdobi budou v nasich rybnicich s dostatecnym obsahem N vSechny zkoumané
sinice, s vyjimkou A. reniformis, ochotné zvétSovat svoji biomasu a budou tak ovliviiovat

rybni¢ni management.
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10 Abstrakt

Rychlost rustu dominantnich rybnicnich sinic s rozdilnymi strategiemi

z rybnicnich ekosystému

Diplomova prace se zabyva rychle rostoucimi jednobunénymi sinicemi
(Synechocystis sp. PCC 6803 a Cyanobium gracile A1) a pomaleji rostoucimi vlaknitymi
sinicemi schopnymi fixace atmosférické¢ho dusiku (4Anabaena lemmermannii, Anabaena
compacta a Anabaena reniformis). Experiment byl zaméfen na pozorovani rastu
vybranych zastupcli z obou uvedenych typl pii riznych teplotach v prostiedi riznymi
koncentracemi dusiku. Rust byl méfen na zakladé optické hustoty pii vinové délce 550
nm. Vysledky zjednotlivych méfeni byly graficky vyhodnoceny pomoci rustovych
kiivek. Dale byly zjistény hodnoty velikosti a objemy bunék jednotlivych kmena. Byl
ucinén zaveér, ze pii vyssi teploté a pii vyssich koncentracich dusiku vykazuje vétSina
sinic vyssiho rastu. Z toho lze usoudit, ze béhem letniho obdobi budou v nasich rybnicich
s dostate¢nym obsahem dusiku tyto sinice ochotné zvétSovat svoji biomasu a budou tak

ovlivilovat rybni¢ni management.

Klicova slova: Synechocystis sp. PCC 6803, Cyanobium gracile Al, Anabaena

lemmermannii, Anabaena compacta, Anabaena reniformis, ristova rychlost, dusik, sinice
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11 Abstract

Growth rate of dominant cyanobacteria with different strategies from
pond ecosystems

The thesis deals with fast growing unicellular cyanobacteria (Synechocystis sp. PCC
6803 and Cyanobium gracile A1) and slower growing filamentous cyanobacteria capable
of fixing atmospheric nitrogen (Anabaena Ilemmermannii, Anabaena compacta
and Anabaena reniformis). The experiment was designed to observe the growth
of selected representatives from both these types at different temperatures in media with
different concentrations of nitrogen. Growth was measured using on optical density
at a wavelength of 550 nm. The results from the individual measurements were
graphically evaluated using growth curves. The cell size and cell volumes of each strain
were also determined. It was concluded that at higher temperature and at higher nitrogen
concentrations, most of the cyanobacteria showed higher growth. It can be concluded that
during the summer period, in our ponds with sufficient nitrogen, these cyanobacteria will

readily increase their biomass and thus influence pond management.

Key words: Synechocystis sp. PCC 6803, Cyanobium gracile Al, Anabaena
lemmermannii, Anabaena compacta, Anabaena reniformis, growth rate, nitrogen,

cyanobacteria
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