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1. Uvod

1.1 Diazotrofie — dosavadni studie

Efekt zvysujici se koncentrace CO, Vv atmosféte a jeho dopad zejména na dusik fixujici
organismy je v poslednich letech velmi diskutované téma. VétSina studii na toto téma se
zabyvala sinici Trichodesmium, ktera dominuje subtropickym a tropickym oligotrofnim
oblastem oceant. Tato sinice je nejvice zndmym a nejlépe prozkoumanym diazotrofem
(Dyhrman and Haley 2005). Odhaduje se, ze je zodpovédna za 50% celkové oceanské fixace
dusiku (Hutchins et al. 2009). Zavéry studii, které pracuji s Trichodesmiem shodné potvrzuji,
ze s narustem koncentrace CO; dochdzi i k narGstu miry fixace N, a také ke zvySovani
rychlosti ristu bun€k (Chinnasamy et al. 2009, Hutchins et al. 2007, Levitan et al. 2007,
Levitan et al. 2009). Pokud by se mohly tyto zavéry aplikovat do pfirozeného prostiedi sinic,
znamenalo by to, Ze tyto organismy budou mit z novych oceanskych podminek prospéch. Uz
nyni je ale patrné, Ze ne vSechny dusik fixujici organismy budou mit ze zvySen¢ koncentrace
CO; uzitek. Studie provedend na sinici Nodularia Spumigena naopak prokazala inhibi¢ni
ucinek zvysené koncentrace CO> na fixaci N; a rust bunék (Czerny et al. 2009).

Nové se do popiedi zajmu dostavaji jednobunétné sinice (Cyanothece sp.,
Synechococcus sp., Crocosphaera watsonii), o kterych se ptedpokladalo, Zze nejsou schopné
fixace dusiku. Zjistilo se vsak, Ze jsou diazotrofni a Ze mohou vyznamné piispivat k fixaci
dusiku ve vodnim prostiedi. Na téchto diazotrofech je zkouman piedevSim zplsob, jakym
dokézaly skloubit proces fotosyntézy a fixace N Vjedné buiice, dale cirkadianni rytmy,
transkripce fotosyntetickych genii a genii pro nitrogenazu. Studie, které by se zabyvaly jejich

odezvou na zvySenou koncentraci CO,, zatim nebyly provedeny.

1.2 Evoluce sinic a fotosyntézy

Sinice jsou prastaré prokaryotické (bezjaderné) fotosyntetické organismy. Prvni zdznamy,
které potvrzuji existenci bakterii na Zemi a jejich pocatecni ,,fotosyntetické* schopnosti, jsou
datovany do obdobi pied asi 3,5 miliardami let. Béhem nasledné 0,5-1 miliardy let pak doslo
k vyvoji kyslik vyvijejicich prokaryotickych organismil, o kterém svéd¢i Cetné fosilni
zaznamy (Adir 2005). Pivodni organismy, zelené a purpurové bakterie, si vyvinuly

metabolickou drdhu, jez byla pfedchiidcem dnes$ni kyslikové fotosyntézy. Prvotni



fotosyntetické reakce snad vyuzivaly misto vody sirovodik, protoze na jeho oxidaci je potieba
méné energie. Postupné doSlo ke zdokonaleni pivodni fotosyntézy a k vyuziti vody jako

donoru elektronu.

CO, + 2H,S —_— CH,O + 2S + H,0O
CO, + H,O E— CH,O + O,

Vznik kyslik vyvijejici fotosyntézy odstartoval na Zemi rozvoj sinic. Doslo k oxidaci
redukovanych forem sloucenin v ocednské vodég, k lokdlnimu rozvoji aerobni respirace, k
prenosu O do atmosféry a k oxidaci redukovanych plyni a suchozemské kiry. V atmosféte
doslo k nartstu koncentrace kysliku, ktera dosahla dnesnich 21% pied 430 miliony let, poté,
co nastal rozvoj vysSich rostlin na pevninach. Na poc¢atku rozvoje Zemé byl CO, dilezitou
soucasti atmosféry. Béhem 3 miliard let jeho koncentrace postupné klesala. CO, byl z vétsi
¢asti vymeénén za Oz, nejprve diky aktivité mikroorganismii, ale postupné i1 diky aktivité fas a
energie na Zemi. Chemicky vazana energie a reduktanty generované pii svételnych reakcich
jsou vyuzivany hlavné pro fixaci CO,, ale i pro jiné procesy. Fotosyntéza je hlavnim
procesem cyklické premény uhliku a kysliku a také pomdha udrzovat plynné slozeni
atmosféry (Fay 1992).

Sinice tak, jak je zname dnes, jsou tedy piimymi potomky prvnich organismu
schopnych vyvijet kyslik. Zakladni bunécna organizace sinic je charakterizovana ptitomnosti
intracelularnich membran, tzv. thylakoidd, které obsahuji fotosyntetické pigmenty a které
vytvaii fotosynteticky aparat buiiky. Cytoplazma obvykle obsahuje rtizné druhy inkluzi.

Fotosynteticka pfeména energie v sinicich je velmi podobna reakci fotosyntézy, ktera
probiha u eukaryotickych tas ¢i rostlin. Zahrnuje kooperaci dvou fotosystémti, PSI a PSII,
které jsou spolu propojené pomoci elektronového transportu a diky kterému spolu interaguji.
Hlavni rozdil ve fotosyntetickém aparatu sinic, v porovnani Se zelenymi fasami a rostlinami,
je v ptitomnosti jedné z nejvétSich antén, tzv. fykobilizomu, ktery je pfipojen k thylakoidni

membrang, respektive ptimo k reakénimu centru fotosystému II (obr. 1.1).
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Obr. 1.1: Vyvoj svétlosbérnych antén. Sinice, které daly vznik chloroplastu obsahovaly jak
fykobilizomy spojené s RC PSII, tak i anténu, ktera mohla byt spojena s PSI. Evoluci prvnich
fotosyntetickych eukaryot vznikly: zelena linie (zelené fasy, rostliny), ¢ervena linie (Cervené
fasy) a linie glaukofyt. Zelena linie ma LHC vazici Chl a+b, Cervena pouze Chl a.
Fykobiliproteiny se zachovaly pouze v Cervené linii a u glaukofyt. Jedna nebo vice
sekundarnich endosymbioz zahrnujici endosymbionta Cervenych fas dala vznik &tyfem
hlavnim skupinam fas s Chl a/c v LHC (chromalveolata). Peridin-Chl a protein byl nalezen

jen u obrnének. (obrazek z Green, 2007).

Hlavni funkci fykobilizomi je zachytit svételnou energii v rozsahu cca 490-660 nm
(Apt et al. 1995), ve kterém neabsorbuje chlorofyl a. To umoziuje sinicim vyuzit celé
spektrum viditelného svétla. Z fykobilizomil je zachycena energie pienesena na chlorofyl a
reakéniho centra. Sekundarni funkci PBS je slouZit jako pohotovostni zdroj Zivin v piipadé
nedostatku dusiku, uhliku nebo siry (Adir 2005).

Stavba PBS je tvofena dvéma podstrukturami (obr. 1.2): 1) jadrem (core), které se
nachéazi blizko povrchu mebrany a 2) sérii tyCovitych ramen, které vychdzeji z jadra do
stromélniho prostoru. Obé tyto podstruktury obsahuji podjednotky, které kovalentné vazou
svétlosbérné linearni tetrapyrolové bilinové pigmenty a ptidatné podjednotky, které pigmenty
postradaji, tzv. spojovaci proteiny (Adir 2005). Fykobilizom obsahuje jako svétlosbérné

pigmenty linearni tetrapyroly, tzv. fykobiliny, které najdeme kromé sinic také u skupiny
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eukaryotickych fas (ruduchy, skryténky a glaukofyta). Fykobiliproteiny se podle spektralnich
vlastnosti rozdé€luji do ¢tyf hlavnich skupin: 1) Allofykocycanin, ktery se nachazi v jadie
(APC, Amax=650nm); 2) Fykocyanin, umistény na bdzi ramen, nejblize u jadra (PC,
Amax=620nm; 3) Fykoerytrin (PE, Amax=560nm); 4) Fykoerytrocyanin (PEC, Amax=575nm);
Posledni dva fykobiliproteiny jsou ulozené v ramenech dal od jadra (Adir 2005). Toto
usporadani napomaha ucinnému pienosu zachycené svételné energie smérem k reakénimu
centru. Pokud je energie nejprve zachycena fykoerytrocyaninem, pak odtud postupuje diky
energetickému gradientu smérem k jadru fykobilizomu az na allofykocyanin, ktery energii

pfedava membranovym pigmentovym proteintim, které obsahuji molekulu chl a (Fay 1992).

Phycobilisome
structure

Obr. 1.2: Struktura fykobilizomu a uspotadani jednotlivych fykobiliproteint.

Zda se, Ze k evoluci fykobilizoml doSlo pomérné zdhy po vzniku prvnich druht sinic. PBS
zvysuji ucinnost zachyceni zafeni a sinice tak byly schopné osidlit rozdilné ekologické niky
(Adir 2005). Sinice jsou nejvice zastoupené ve vodnim prostiedi, ziji jak ve sladkych, tak ve
slanych vodach. Stejné tak je ale mozné najit i druhy, které ziji napf. v pid¢€. Sinice mohou
byt volné zijici i symbiotické - ty Ziji ve spojeni s houbami, jinymi fasami, jatrovkami,
kapradinami a vy$8imi rostlinami. V souvislosti s jejich velkou variabilitou maji rizné druhy
ruzné ptizplsobeny metabolismus; existuji sinice anaerobni, mikroaeobni, fakultativné
anaerobni, obligatn¢ aerobni. Nékteré sinice jsou chemotrofni, dalsi fototrofni, jiné autotrofni,

nebo 1 heterotrofni. Podobné jako jiné bakterie, maji sinice riizné metabolické vlastnosti a

urc¢ité druhy dokéazi vazat vzduSny dusik.



1.3 Dusik

Cyklus dusiku je jeden z nejdulezitéjSich cykli na Zemi. Hlubokomoisky nitrat byl dlouho
povazovan za hlavni zdroj dusiku, ktery podporuje primarni produkci oligotrofnich oblasti
otevienych oceant, ale dnes$ni studie dokazuji, ze hlavni roli v podpoife oceanské produkce
v oligotrofnich oblastech ma biologickd fixace dusiku (Montoya et al. 2004). Biologicka
fixace dusiku je proces probihajici v ur¢itych prokaryotickych organismech. Tyto organismy,
zvané diazotrofni, maji schopnost vazat atmosféricky dusik a redukovat ho na molekulu
amoniaku nebo oxidy dusiku. Tyto formy dusiku jsou dal$imi organismy snadnéji
asimilovany. Tato redukce je mozna jen diky pfitomnosti enzymu nitrogenaza. Proces fixace
plynného dusiku je dualezity pro vstup fixovaného dusiku do terestrickych a moiskych
ekosystémi. Navic vyvazuje nepfetrzitou ztratu vazan¢ho dusiku v biosféfe vzniklou
reverznim procesem denitrifikace (Fay 1992). Dostupnost dusiku je dulezity faktor, ktery
urcuje primarni produkci, a to jak v ocednech, tak v terestrickych ekosystémech. Soucasné
odhady globalni fixace atmosferického dusiku ekosystémy se pohybuji okolo 195 Tg N y™?, s
rozsahem 100-290 Tg N y™* (Cleveland et al. 1997). Schopnost diazotrofii, ziskavat bun&ény
dusik z dusiku ptitomného v atmosféte, je jeden z klicovych procest v biosféte. Pravé sinice
piispivaji k obrovské casti celkové biologické produkce v tropickych a subtropickych
oceanech. Uplatiiuji také vyznamny vliv na globalni cyklus zivin a uhliku tim, Ze dodavaji
dusik motskému fytoplanktonu, ktery umoziuje udrzovat stalou koncentraci atmosférického
CO; (Hutchins et al. 2007).

Dusik je prvek pro organismy nepostradatelny. Je to hlavni soucast mnoha metabolit
a molekul (aminokyseliny, proteiny, nukleové kyseliny, hem, moCovina). Nejveét§im zdrojem
dusiku na Zemi je atmosféra (78%). Ackoliv je plynny dusik nejhojnéjsi formou, pro vétSinu
organismll zustavd nedostupny. Vyjimku tvoii pravé diazotrofni mikroorganismy, které si
vytvotily mechanismy pro fixaci atmosférického dusiku, viz nize. VéEt§ina organismil ziskava
dusik z anorganickych (nitrét, nitrit, amoniak) nebo organickych (moc€ovina, aminokyseliny)
sloucenin dusiku. Tyto slouceniny se vSak vyskytuji v nizkych koncentracich a proto je
koncentrace dusiku limitujicim faktorem pro riist organismil.

Plynny dusik (N2) je velmi stabilni molekula odolna proti rozstépeni, a to diky trojné
vazb¢é mezi atomy dusiku. Proto fixace a redukce atmosférického dusiku vyzaduje znacné
mnozstvi energie (na jednu redukci N je potieba 16 molekul ATP a 8§ elektrontl, viz reakce

nize).



Stechiometrie biologické fixace dusiku (Zehr and Paerl 2008):

N, + 8H" + 8¢+ 16ATP — 2NH; + H, + 16ADP + 16P;

Tato reakce je katalyzovana enzymem nitrogenaza. Krom¢ redukce N, dokaze tento enzym
redukovat i latky analogické dusiku, napt. acetylen, hydrogen azid, hydrogen kyanid nebo
oxidy dusiku (tedy ty, které v molekule maji trojnou vazbu). Z téchto latek je dilezity
acetylen, jenz je redukovan na etylen. Ob¢ tyto latky lze totiz detekovat na plynovém
chromatografu a toho se vyuziva pro odhad aktivity nitrogenazy, v metod¢ nazyvané
,acetylene reduction assay* (Fay 1992, Zehr and Paerl 2008), viz kap. 2.3.6.

Vsechny diazotrofni organismy jsou schopné asimilovat amoniak nebo jiné formy
vazan¢ho dusiku (nitrat, mocCovina, aminokyseliny, atd.) a syntetizovat nitrogendzu jen

Vv ptipadé¢, ze v jejich okoli (v médiu) chybi zdroje dusiku (Fay 1992).

1.4 Enzym nitrogenaza

Nitrogenaza je unikatni a evolu¢né velmi stary enzymaticky systém. Hlavni funkci tohoto
enzymu je vazat vzdusny dusik a redukovat jej na amoniak, ktery je poté zabudovan do
glutaminu. Tento mechanismus se vyvinul u riznych skupin organismd, ale pouze v ramci
prokaryot. U eukaryot tento enzym kodovan neni. Podle fylogenetickych analyz jsou veskeré
znam¢é varianty enzymu nitrogenazy odvozeny z jednoho ptedka a katalytickd podjednotka
enzymu naznaCuje, ze enzym existoval jiz pied vznikem kyslikaté atmosféry na Zemi.
V mnoha diazotrofech tvofi nitrogendza cca 10% ze vSech bun&cnych proteinit (Berman-
Frank et al. 2003).

Enzym nitrogendza se skladd ze dvou proteinlt — dinitrogendzy a dinitrogenazy
reduktazy — které od sebe mohou voln¢ disociovat (obr. 1.3). Dinitrogenaza (MoFe protein;
Mr=200-240kDa) je sloZena ze dvou part rozdilnych podjednotek 2a a 2. Tyto podjednotky
jsou kodovany nifD a nifK geny (Sherman et al. 1998). Dinitrogenaza obsahuje ¢tyti (4Fe-4S)
clustry (P clustry) a dvé molekuly MoFe-kofaktoru (FeMoCo centrum). Dochazi zde
k navazani substratu a je hlavnim proteinem provadéjicim vlastni redukci (Sherman et al.
1998). Neékteré organismy syntetizuji alternativni dinitrogenazu, kterd misto molybdenu
obsahuje vanad nebo Zelezo. Tyto alternativni nitrogenazy jsou vSak vzacné a nachdzeji se jen
u diazotrofnich organismu s heterocysty (Berman-Frank et al. 2003). Vanad byl prokazan jen

u sinice Anabaena variabilis a Anabaena azotica (Zehr and Paerl 2008). Organismy schopné
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syntézy alternativni nitrogenazy vlastni i klasickou nitrogendzu obsahujici Mo a alternativni
nitrogendzu syntetizuji jen v podminkéch nedostatku molybdenu (Stal et al. 2008). Navic
katalickd ucinnost alternativnich nitrogenaz je nizsi nez u téch klasickych, a to az 1,5krat
(Berman-Frank et al. 2003). Dinitrogenaza reduktaza (Fe protein; Mr=57-72) je dimer slozeny
ze dvou identickych podjednotek s jednim (4Fe-4S) clusterem a je kodovana nifH geny
(Falcon et al. 2004). Fe protein slouzi jako specificky reduktant dinitrogendzy, vaze ATP
(Sherman et al. 1998) a pienasi elektrony na hlavni protein. Tato podjednotka je extrémné

citliva na kyslik, ktery zptuisobuje jeji inhibici. Inaktivovany jsou piimo 4Fe-4S a P clustry.

a
(BFe-7S) R
e_.
P cluster { ) }?\,\ FeMo cofactor

[4Fe—4S] cluster

J\ 5 : 2 J/

Y Y Y
Fe protein MoFe protein Fe protein

Obr. 1.3: Struktura enzymu nitrogenazy (internetovy zdroj 1.1).

Fixace vzdus$ného dusiku je regulovana na Grovni syntézy a aktivity nitrogenazy. Syntéza
enzymu je navic pod tizkou metabolickou kontrolou (Gallon 1992). Vice nez 17 nif gent bylo
identifikovano v bakterii Klebsiella pneumoniae. Tti z nich, strukturalni geny nifHDK, koduji
komponenty nitrogendzového komplexu. Tyto geny jsou v jednotlivych kopiich pfitomny
Vv bakterialnim genomu (Zehr and Paerl 2008, Fay 1992), a spolu s produkty jejich
asociovanych gent jsou pod pevnou regulovanou kontrolou (Sherman et al. 1998). Ve vétSing
ptipadli spolu sousedi a exprimuji se jako jeden operon. MnoZstvi transkriptli jednotlivych

genil se muze liSit v disledku cetnych startovnich mist na transkriptu nebo v disledku



zpracovani RNA. To ma dualezitost pro stanoveni aktivity diazotrofi pomoci nifH nebo nifD
genové exprese v oceanech a dalsich ekosystémech (Zehr and Paerl 2008).

Enzym nitrogenaza je v pritomnosti molekuldrniho kysliku a reaktivnich kyslikovych
slou¢enin nevratné inhibovan. Kyslik nejenze ovliviiuje strukturu proteinu, ale také inhibuje
jeho samotnou syntézu. Tato represe muze byt bud pfechodnd, nebo trvald. ZvySovani
koncentrace kysliku v atmosféfe a oxygenni stres zpusobil u diazotrofnich organismi vyvin
Siroké Skaly mechanismil, které zabranuji inhibici nitrogendzy. Ve vét§iné mikroorganismi
mize byt ve stejny ¢as aktivnich vice mechanismti najednou. Mechanismy zahrnuji (Sherman
et al. 1998; Gallon 1992): (a) unik z kyslikatého prosttedi. Striktn€ anaerobni sinice, jako jsou
fotosyntetické sirné bakterie (Chlrobium, Chromatium) nerostou v ptitomnosti kysliku, at’ uz
jsou schopné fixovat dusik nebo ne. Podobnou strategii najdeme u sinice Klebsiella
pneumoniae a purpurovych fotosyntetickych bakterii (Rhodobacter capsulatus), jez mohou
rust v pritomnosti kysliku, avSak fixovat dusik mohou, jen pokud Ziji v anaerobnim nebo
mikroaerobnim prostredi; (b) kontrola difuze kysliku. Specializované buniky zvané
heterocysty se specialni stavbou bunécné stény viz nize, kap. 1.5.2; (c) spotieba kysliku
metabolickou cestou. Jakakoli metabolicka reakce, ktera snizi intracelularni koncentraci
kysliku, ulehcuje fixaci N,. Prikladem je spotieba kysliku dychanim, které navic generuje
ATP.; (d) zména konformace (¢) kovalentni modifikace. V mnoha diazotrofech je aktivita
nitrogenazy pravdépodobné¢ regulovana reversibilni kovalentni ADP-ribosylaci Fe proteinu.
Pokud dojde k jeho ribosylaci, Fe protein se nemiize navazat na MoFe protein a ve vysledku
je fixace N, inhibovana; (f) trvala syntéza nitrogenazy. Diazotrofni sinice jsou schopné si
udrzet konstantni uroven aktivni nitrogenazy uvniti bun¢k tim, Ze vyrovnavaji mnozstvi
enzymu inaktivovaného kyslikem stejnym mnozstvim nové nasyntetizovaného, aktivniho
enzymu.; (g) prostorova separace.

V mnoha diazotrofech ma kyslik na fixaci dusiku piinosny efekt. Jako terminalni
elektronovy akceptor v procesu aerobni respirace, pfitomnost O, stimuluje oxidativni
fosforylaci a tim zdroj ATP pro syntézu a aktivitu nitrogendzy. Jaké je ale optimum
koncentrace kysliku neni jisté. Nekteré druhy sinic vykazuji znaéné vyssi toleranci nez jiné
druhy. Za jistych podminek se miiZze situace zménit a nitrogenaza dokéze kyslik redukovat.
Stane se tak, pokud je koncentrace nitrogenazy 4krat vyssi nez O, (Gallon 1992).

Uroveti odolnosti a ménici se mechanismy ochrany nitrogenazy mély vliv na separaci
a vznik rtiznych nik. Sinice se nachazeji jak v anaerobnim sedimentu, tak v pelagickych
vodach bohatych na kyslik. Z fylogenetickych stroml vytvofenych podle fosilnich

rekonstrukci a vyuzivajicich funkéni geny zahrnuté do fixace dusiku (pfedevsim gen nifH)
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vyplyva, Ze veskeré adaptace se vyvinuly z anaerobnich diazotrofnich organismi
(Phormidium, Lyngbya lagerheimii, Pseudanabaena PCC7403), (Berman-Frank et al. 2003).
Sinice jsou jedinymi dusik fixujicimi organismy, které produkuji kyslik jako vedlejs$i produkt
fotosyntézy a které musi skloubit mechanismy oxygenni fotosyntézy a na kyslik citlivé fixace
dusiku uvnitf jedné ¢i vice bunck. Tyto strategie 1ze rozlisit na dva hlavni zptisoby adaptace, a
to na prostorovou separaci, kdy fixace dusiku a fotosyntéza probihd soucasné, ale v jinych
buiikdch, a casovou separaci, kdy fixace dusiku a fotosyntéza probihd v jiném Casovém

intervalu.

1.5 Strategie fixace dusiku

1.5.1 Casova separace

Casova separace byla pozorovana u sinic, které nejsou schopné si vytvofit heterocysty.
Mohou byt jak vlaknité (Lyngbya, Symploca), tak jednobunééné (Crocosphaera, Cyanothece,
Gloeothece, Synechocystis sp.). Tyto organismy fixuji dusik pouze v noci a nitrogenaza je
obsazena ve vSech burikach (obr. 1.4). Protoze neobsahuji diferenciované buiiky podobné
heterocystim, (viz niZe), obecné se myslelo, Ze takové organismy nejsou schopné fixace
dusiku (Bergman et al. 1997). Fixace dusiku zde probiha ve vegetativnich buiikach, které si na
rozdil od heterocystli ponechaly Rubisco a fykobiliproteiny, schopnost rustu a déleni.
V pfitomnosti amoniaku jsou schopné navratit sviij metabolismus do ptivodniho
,nediazotrofniho* stavu (Berman-Frank et al 2003).

Jednobunécné formy jsou schopné fixace dusiku jak v aerobnich podminkéch (poprvé
bylo zaznamenano u sinice Gloeothece a Apanothece pallida), tak v anoxickych podminkach
(Synechococcus, Chroococcidiopsis, Dermocarpa, apod.), (Bergman et al. 1997). V dne$ni
dobé se tyto sinice dostavaji do popiedi védeckého zajmu, protoze predstavuji podstatnou cast
fixace moiského dusiku v tropickych ocednech (Dyhrman et al. 2006, Montoya et al. 2004,
Stal 2003, Taniuchi et al. 2008). Diky molekularni biologii, pomoci které se vyhodnotila
exprese genu nifH, doslo k identifikaci dvou typi sekvenci genu nifH, podle kterych se
jednobunééné sinice rozdéluji do dvou skupin — A a B. Skupina A je blizka skupiné
Cyanothece, zatimco skupina B je vice podobna sinici Crocosphaera watsonii WH 8501
(Dyhrman et al. 2006).



Vlaknité sinice fixuji dusik v aerobnich podminkach (Trichodesmium, Oscillatoria sp.,
Lyngbya majuscula) a také v mikro-oxickém a anoxickém prosttedi (Phormidium foveolarum,

Plectonema boryanum), (Bergman et al. 1997).

1.5.2 Prostorova separace

Piikladem prostorové separace je vznik specializovanych bungk, tzv. heterocystl, u nékterych
diazotrofnich organismt (Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Nodularia). Tyto
diferenciované¢ buiky, vzniklé z vegetativnich bunék, poskytuji vhodné prostiedi pro
fungovani nitrogenazy (obr. 1.4). Nejsou fotosynteticky aktivni, nefixuji CO, ani neprodukuji
0., zvysuji ptijem kysliku a ztratily schopnost déleni (Berman-Frank et al 2003). Metabolické
zmény doprovazejici vznik heterocystli jsou nevratné a v pfitomnosti amoniaku se
nediferencuji zpét na vegetativni bunky, jako je tomu v piipad¢ sinic bez heterocysti. Na
povrchu heterocystl je silna bunécna sténa tvotena glykolipidy, kterd zabranuje difuzi kysliku
a tim uvnitt udrzuje anoxické prostiedi, idedlni pro nitrogenazu (Bergman et al. 1997). Navic
byla v bunééné sténé heterocystll i vegetativnich bun€k zjiSt€na pfitomnost membranoveé
vazané mangan-superoxid dismutazy (MnSOD), ktera chrani jak fotosynteticky aparat, tak
nitrogenazu pied oxidativnim poskozenim (Zhao et al. 2007). Z vysledkl prace Zhao et al.
2007 vyplyva, ze reaktivni slouCeniny kysliku produkované v heterocystech zptisobuji
inaktivaci nitrogenazy v piipad¢, ze MnSOD chybi. Zastupci sinic vlastnicich heterocysty
jsou piedevsim terestriCti. Dale obyvaji sladké vody, pobiezni vody eutrofni nebo brakickeé
(napt. Baltské mote), vyskytuji se 1 jako epyfiti a symbionti. Velmi malo druhti se nachazi

na otevienych oceanech.

1.5.3. Specialni strategie

Specialni mechanismus, ktery kombinuje pfedchozi dvé adaptace, byl nalezen v sinici
Trichodesmium. Tato motska vlaknita sinice nema schopnost tvorby specializovanych bunék
pro uchovani nitrogendzy. Enzym se nachazi v kazdé bunce ve vldknu ve formé& malych
kompartmentti (obr. 1.4). Mechanismus ochrany nitrogenazy je komplex interakci mezi
prostorovou a ¢asovou separaci, na kterém se podileji cirkadidnni rytmy a fizené odpojovani
fykobilisomovych antén pro zmenseni fotosyntetické aktivity v ¢ase fixace Np. Ty kontroluji
transkripci nitrogendzy a expresi fotosyntetickych gent, které jsou nezbytné pro aktivaci

fotosystémti I a II. Casova separace hraje dilezitou roli jak u gent, tak mezi procesy
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fotosyntézy a fixace dusiku. Nejvy$$i miry fixace dusiku je u této sinice dosazeno v Case
nejvyssi intenzity svétla, kdy nastava pokles hrubé fotosyntetické produkce. Zaroven dochazi

ke zvyseni spotieby O, (Berman-Frank et al. 2003).

Morphology Nitrogenase Nitrogen fixation Efficiency

IV o000 OO0 4+

Anabaena, Nostoc 4 %

Cellular differentiation
[|| O (O { 45
Trichodesmium, Katagnymene |~ %

Some cellular gifferences

O m o}
Il o I o T +
. Cyanothece, Lyngbya
Aerobic e
| sassianennts) anson1nssnsa) +++
Plectonema
Microaerobic ,
C o AT X X X

Lost ability ? Synechococcus, Oscillatoria

Obr. 1.4: Morfologické adaptace umoziujici sinicim fixaci dusiku. Bunky zvyraznéné Sedou
barvou zndzornuji lokalizaci nitrogenazy a ¢ernd plna kiivka v grafech oznacuje miru fixace
dusiku. Proces fotosyntézy je symbolizovan dvojitou pierusovanou kiivkou. Nékteré sinice
schopnost fixace N, ztratily (spodni ¢ast). Jiné sinice (napi. Plectonema) jsou schopné fixovat
N> jen v mikro-aerobnich podminkach (I), dalsi pak fixuji dusik béhem temnotni faze, pokud
ziji v periodickych podminkach svétlo/tma (II). U dvou skupin se vyskytuje bunécna
specializace (111 a 1V). Skupina I11 fixuje N, béhem svételné faze a nitrogenaza se v buiikach
vyskytuje ve formé malych frakci. Skupina IV zahrnuje vSechny sinice tvotici heterocysty, ve

kterych se nachazi nitrogenaza a ve kterych dochazi k fixaci Nz, a to béhem svételné faze.

1.6 Cirkadianni rytmy, glykogen, cyanophycin

Vyznamnym objevem u prokaryot bylo zjisténi vyskytu cirkadiannich rytmt, které jsou velmi
podobné tém, které maji eukaryota. Tyto rytmy si ponechdvaji charakteristické rysy:
Vv konstantnich podminkéch voln€ bézi s danou periodou, jejich fize jsou dany svétlem nebo

tmou a projevuji teplotni kompenzaci. Tyto cirkadianni rytmy byly pozorovany v sinicich
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Synechococcus sp. PCC 7942, Synechococcus RF-1 a Cyanothece sp. ATCC 51142 (Sherman
et al. 1998) a je jimi ovlivnéna pfedevSim exprese a transkripce gent, které se ti€astni procesii
fixace dusiku a fotosyntézy.

Bunky fixujici vzdu$ny dusik jsou vyplnény velkymi granulemi, které obsahuji
karbohydraty ve formé glykogenu. Bylo zjisténo, Ze mnozstvi téchto granuli vykazuje
cirkadianni oscilaci. Formuji se v prubéhu dne, béhem procesu fotosyntézy, kdy jejich
mnozstvi v bunice stoupa. Nejvyssiho poctu dosahuji na pocatku temnotni faze a poté velmi
rychle mizi. Tento vysledek, ke kterému doSel Sherman et al. 1998, naznacuje, ze glykogen
by mohl byt vyuzivan jako substrat pro respiraci.

V burikach, které obsahuji nitrogenazu, byla nalezena jesté jedna slou¢enina, jez stejné
jako granule glykogenu vykazuje kazdodenni oscilaci, a to jak v akumulaci, tak i v lokalizaci.
Jedna se o cyanophycin. Je to neribozomalné syntetizovany polymer, ktery slouzi k ukladani
dusiku. Tato sloucenina je slozena z aminokyselin, a to zejména z asparaginu a argininu.
Cyanophycin se hromadi v bunkéch, které trpi nedostatkem specifickych makro- a
mikroprvkill. Naopak jeho koncentrace klesa, pokud bunka nema dostatek dusiku. V dob¢, kdy
je aktivita nitrogendzy nejvyssi, zacina se cyanophycin akumulovat a vytvari malé az stfedni
granule uvnitt cytoplazmy. Po zbytek temnotni faze se zvétSuji a jejich pocet nartistad. BEhem
svételné faze se pocet cyanophycinovych granuli zaCina snizovat. Na jejim pocatku jsou velmi
napadné, ovSem mizi, kdyz je cyanophycin zuzitkovan. Z tohoto pozorovani byla odvozena
hypotéza, Ze tento polymer miize hrat klicovou roli v uklddani a vyuzivani dusiku

Vv diazotrofnich sinicich (Sherman et al. 1998).

1.7 CCM mechanismus

Zména plynného slozeni zemské atmosféry méla také obrovsky vliv na vyvin strategii, jak
efektivné ziskat anorganicky uhlik (Ci) pro fotosyntézu. Uroveii koncentrace atmosférického
CO; v obdobi, kdy doslo ke vzniku sinic, byla pravdépodobné 100krat vétsi nez dnes. Tyto
podminky spole¢né s nizkou koncentraci O, znamenaly, Ze pivodni prokaryota nepotfebovala
pro dosazeni efektivni fotosyntézy zadny energeticky ndroény mechanismus pro koncentraci
uhliku (Carbon Concentrating Mechanism — CCM). K rozvoji CCM doslo az se sniZzenim
koncentrace CO, a zvySenim mnozstvi kysliku v atmosféfe, coz zpisobilo, ze CO; se stalo
limitujicim zdrojem pro fotosyntézu a doslo také ke zvySeni oxygenazové aktivity Rubisca

(Badger and Price 2002, Giordano et al. 2005).
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Sinice si tedy vytvorily koncentraéni mechanismus CO; (CCM) pro zlepSeni
karboxylace jejich doposud relativné net¢inného Rubisca. CCM je nejspisSe nejefektivnéjsi
mechanismus feSeni tohoto problému. V okoli aktivniho mista Rubisca totiz dokédze zvysit
CCM u prokaryot je karboxyzom (obr. 1.5), proteinovy mikrokompartment v bufice
s bilkovinnym obalem, ktery obsahuje Rubisco spole¢né s karbonat dehydratazou (CA). Tento
enzym je jednim z nejrychlejSich znamych enzymi a jeho funkci je preménit nahromadény
HCO;3 na CO,.

Uhlik se z vodniho prostfedi do bunky dostava bud’ ve formé HCO3™ nebo ve formé
CO,. HCOs- dovnitt vstupuje pies cytoplazmatickou membranu pomoci pienaSect za
spotieby ATP. Naopak COg, protoZze nemd naboj, prochdzi pfes CM pasivné, difuzi. Uvnitt
buiiky, v cytosolu, je pfeménén na HCO3', a ten je dopraven do karboxyzomu, kde je pomoci
enzymu karbonat dehydrataza preménén na CO,. Tvorba CO, sptazeného se snizenou difuzi
odtoku z karboxyzomu, pravdépodobné vyvolanou bilkovinnym obalem karboxyzomu, vede
ke zvySeni koncentrace CO; okolo aktivniho mista na Rubiscu (Smith and Ferry 2000).
Substrat karboxyzomu, HCOj3, je akumulovan v cytosolu pomoci mnoha aktivnich CO;, a
HCOj3 pienasec¢t. Ty jsou lokalizovany na plazmatické i thylakoidni membrané (Badger and
Price 2002). Zvyseni koncentrace CO; V blizkosti Rubisca zvySuje karboxylazovou aktivitu
enzymu a minimalizuje ztraty zptisobené oxygendzovou ¢innosti Rubisca.

Zvyseni koncentrace CO; Vv misté¢ karboxylace ma biologicky vyznam: 1) aktivuje
Rubisco; 2) kompenzuje relativné nizkou afinitu enzymu k CO,, snizuje inhibici fotosyntézy
kompetici o kyslik a tim také snizuje fotorespiraci a kompenza¢ni bod COy; 3) silné
transmembranové toky Ci mohou mit roli v disipaci pfebytecné svételné energie a v udrzeni
vnitinitho pH. Jakykoliv faktor, ktery ovlivni rovnovahu mezi vnéjSimi a vnitinimi toky
anorganického uhliku vyznamné zméni uroven vnitfniho Ci poolu a tim i miru karboxylace

(Kaplan and Reinhold 1999).
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Obr. 1.5: Model transportu anorganického uhliku a akumulace CO, v buikach sinic
(Giordano et al. 2005).

1.8 Globalni zmény a vodni prostiredi - acidifikace oceani

Klicové druhy fytoplanktonu pfispivajici k primarni produkci ocednii a globalnimu
biogeochemickému cyklu prvki mohou byt pifimo 1 nepifimo vyznamné ovlivnény
antropogennim zvySenim koncentrace CO; V atmosféte; 1) piimo - zvySenou dostupnosti
CO,, acidifikaci moiské¢ vody v disledku posunu rovnovahy rozpusténych forem
anorganického uhliku v mofské vod¢, 2) nepiimo - zvySenim teploty vody a s tim spojenou
limitaci zivinami (Levitan et al 2010). Dnes je koncentrace CO; v atmosféfe 390ppm (obr.

1.6).
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Obr. 1.6: V grafu jsou vyneseny prumérné mési¢ni koncentrace CO, méfené na havajské

stanici Mauna Loa (internetovy zdroj 1.2).

Povrch ocednu nyni absorbuje az ¥4 CO, emitované¢ho do atmosféry v dusledku lidskeé
aktivity (Czerny et al 2009, Feely et al 2009). Antropogenni vzrust koncentrace CO;
V atmosféfe zvySuje mnozstvi rozpusténého CO; ve vodé (Levitan et al 2007). Jak se CO;
rozpousti v motské vodé, reaguje s ni za vzniku kyseliny uhli¢ité. Ta se ndsledné rozpada na

proton a HCOg3', ktery se dale §tépi na dva protony a CO5”"

H,O + CO, «— H,CO3 «——» H' + HCO3; «— 2H' + CO5*

Ptredpoklada se, ze v roce 2100 dosahne koncentrace CO, v atmosfére 750-1000ppm.
Takovyto posun bude mit vyznamny vliv na mnoZzstvi rozpousténého CO; ve vodé a zmény
V dostupnosti anorganického uhliku. Dojde k posunu v rovnovaze mezi CO2, HCO3™ a C032'
tak, ze koncentrace HCO3™ se zvysi, zatimco koncentrace COgZ' se snizi (Beardall et al 2009).
Dojde tedy ke snizeni pH a tim se zvysi kyselost v ocednech. Zatimco dnes je praimérné pH
povrchové vrstvy oceanu 8,1, tak v roce 2100 by pH mohlo poklesnout na 7,8. Pfedpoklada
se, Ze nekteré fotosyntetické organismy by z téchto podminek mohly mit prospéch. A to
zejména ty druhy, které jsou schopné CO; pfijimat jen difuzi, ale i druhy vyuzivajici
mechanismu aktivniho ptijmu HCO3™ nebo CO; cestou CCM, nebot’ se jim snizi energetické

naroky na transport anorganického uhliku do bun¢k (Beardall et al 2009).
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Oceansky cyklus uhliku je uzce spjat s cykly dalsich dalezitych prvki, jako je dusik,
fosfor a kifemik. Je pravdépodobné, ze obohacovéani ocednu o antropogenni CO; a nasledné
okyseleni bude mit obrovské dusledky pro biogeochemické cykly prvki. Prikladem je cyklus
dusiku, ktery mtize na zvysenou koncentraci CO; reagovat zvysujici se globalni fixaci dusiku
1 zvySujici se denitrifikaci, zatimco proces nitrifikace by mohl byt redukovan (Hutchins et al.
2009). Odhad budouci situace je ale komplikovany, nebot’ soucasné s naristem koncentrace
CO; dojde pravdépodobné i ke zvyseni teploty povrchové vrstvy oceand a tim i ke zvySeni
stratifikace (a tedy ke sniZeni promichdvani). Tim bude horni fotick4d vrstva ochuzena o
ziviny. Rozloha oligotrofnich, na ziviny chudych oblasti ocednd se tim zvétsi a zvysi ze

vyznam diazotrofie jako zdroje nového dusiku pro tamni ekosystémy.
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2. Metodika

V mych experimentech v této praci jsem pro rust a sledovani diazotrofnich sinic pouzivala
fotobioreaktory FMT 150 od firmy PSI (Photon System Instrument, Brno). Jednalo se o
standardni systém s kyvetou o objemu 300ml a o novy ptistroj s Kyvetou o objemu 1000ml,
ktery jsme vyvinuli spole¢né s firmou v ramci projektu Norské fondy ,,How will climate
change affect aquatic photosynthetic production?“. Tyto pfistroje funguji jako uzaviené

systémy, ve kterych lze sledovat zmény fyziologie bunék.
2.1 Fotobioreaktor FMT 150

Soucasti fotobioreaktoru (obr. 2.1, 2.2) je kyveta o objemu 11, respektive 300ml, do které
‘ byla ve sterilnim prostfedi pfenesena
predpéstovana kultura bunék. Do kyvety bylo
zavedeno bublani vzduchu, respektive bublani
se zvySenou koncentraci CO; (900ppm). Dale
byly uvnitt umistény dvé elektrody pro méteni
pH, teploty a mnozstvi vyprodukovaného
kysliku. V prostoru pred a za kyvetou je
zabudovan panel s bilymi LED diodami. Stalost

teploty zajistovala zabudovana termoregulace.

Obr. 2.1: Fotobioreaktor FMT 150 (firma PSI, Brno).

Pro zdokonaleni vlastnosti kyvety byl jeji vnitfek potazen teflonem (dilny
Mikrobiologického ustavu v Tteboni), ktery zabranuje korozi a tim i uvoliovani nevhodnych

latek do média s kulturou, které¢ by mohly negativné ovlivnit vysledky méfeni.
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Software fotobioreaktoru, na jehoz rozvoji a jeho nasledném zdokonaleni jsme se také
podileli, umoziuje kontinudlni sledovani kultury, kontinudlni meéfeni zakladnich
fluorescencnich parametri (QY, Ft, Fu), méfeni optické
hustoty pfi 730nm a pfi 680nm, méteni pH, mnozstvi
kysliku a aktudlni teploty. Software byl navrzen tak, aby
bylo mozné co nejoptimalngji simulovat podminky
ptirozeného prostiedi sinic. Upravili jsme software
zpusobem, aby ftidil osvétleni tak, Zze vedle kontinualni
intenzity lze simulovat denni pribéh zéafeni. Intenzita

svétla se méni sinusové, kdy na pocatku a konci

fotoperiody na kulturu dopada minimalni zafreni, zatimco

Vv pravé poledne je intenzita zafeni nejvyssi.

Obr. 2.2: Detail kyvety fotobioreaktoru.

2.2 Modelové organismy

Kultury diazotrofnich sinic pouzité v této praci byly vybrany v zavislosti na jejich strategii
fixace dusiku (viz kap. 1.5). Jako modelovy organismus jednobunéénych sinic byla vybrana
Cyanothece sp. ATCC 51142 (obr. 2.3 A), ktera procesy fixace dusiku a fotosyntézy odd¢luje
Vv Case. Pro vlaknité sinice tvofici heterocysty byla jako zastupce zvolena Anabaena sp. PCC

7120 (obr. 2.3 B), ktera oba zminéné procesy oddé€lila prostorove.

A B

Obr. 2.3 A-B: (A) Jednobunétna sinice Cyanothece sp. ATCC 51142, (B) vlaknita sinice
Anabaena sp. PCC 7120.
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2.3 Material a metody

2.3.1 Kultivace

Kulturu Cyanothece sp. ATCC 51142 jsme ziskali z laboratofe doc. Nedbala (USBE AVCR
Nové Hrady). Zasobni kultura ¢. 1 byla péstovana v mediu ASP2 pfi teploté 30°C v rezimu
12:12 (L:D) s minimalni intenzitou zafeni 12 pmol.m?s™ a s maximem intenzity zafeni 126
umol.m'z.s'l. Bublana byla vzduchem. Zasobni kultura ¢. 2 byla péstovana pii stejnych
podminkach, avSak bublana byla vzduchem obohacenym o CO; (900 ppm), coz m¢lo za cil
simulovat pravdépodobné podminky budouci zemské atmosféry. Z téchto kultur byly

vytvofeny 4 varianty experimentd, viz tabulka 2.1.

Tab. 2.1: Prehled vytvofenych experimentti. Medium ASP2 (BG11) -N je ochuzeno o nitraty.

Varianta ¢. Medium Plyn

1 +N Vzduch
2 -N Vzduch
3 +N CO2
4 -N CO2

Kultura sinice Anabaena sp. PCC 7120 byla ziskana z laboratoie prof. G.Hausky
(Univerzita v Rezng, Némecko). Stejné jako u predchozi kultury, byly kultivovany dvé
zéasobni kultury, které byly bublany vzduchem, respektive vzduchem se zvysenou koncentraci
CO; (900ppm). Kultury byly péstovany v mediu BG11 pii 28°C vrezimu 12:12 (L:D)
s minimalni intenzitou zéafeni 12 pmol.m™?.s™ a s maximem intenzity zafeni 126 pmol.m?2.s™.

Varianty experimentu viz tabulka 2.1.

2.3.2. CO, systém

Modul pro ptipravu vzduchu o dané koncentraci CO, (900ppm) byl tvoifen sklenénou trubici o
délce 2 m a pruméru 5 cm naplnénou Warburgovym pufrem ¢.9 o koncentraci 0,3M. Vzduch
byl vhanén pod tlakem do spodni ¢asti svisle umisténé trubice, kde po prichodu tryskou
tvotila proud drobnych bublin, pfes jejichZ relativné velky povrch dochazi k rychlé difiizi CO,
mezi probubldvanym vzduchem a pufrem. Warburglv pufr je tvofen dvojici uhli¢itani

Na,CO3; a NaHCOs3, v nasem piipadé o koncentraci 0,3M a pocateCnim poméru Na,COs a
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NaHCO; 45:255. Vzduch probublavany pufrem o tomto slozeni mél pocate¢ni koncentraci
CO; zhruba 800 ppm. Ta byla pfed vstupem do bioreaktoru méfena infracervenym
analyzatorem CO; S151 (firma Quibit systems) a priibézné¢ upravovana pridavanim NaHCO3
na pozadovanou koncentraci. Vzduch pro variantu neobohacenou CO; byl probublavéan pies

destilovanou vodu.

2.3.3 Pocet bunék

Pro zjisténi poc¢tu bunék v Iml jednobunétné sinice Cyanothece sp. ATCC 51142 bylo
vyuzivano piistroje Coulter Counter, Multisizer 3 (Beckman USA). Pocty bunék byly méteny
kazdy den v cas, kdy byla kultura ve fazi pravého poledne, dopadala na ni tedy maximalni
nastavena intenzita zateni.

Pro pocitani bun¢k u sinice Anabaena sp. PCC 7120 jsem musela pouzit jinou metodu,
protoze Coulter Counter nedokaze pocitat vlaknité sinice. Pocitala jsem jednotlivé bunky ve
vlaknech. Pocitani jsem provadéla pod mikroskopem (Olympus BX 41) v Biirkerové
komtrce, v dobé, kdy kultura byla ve fazi pravého poledne. Biirkerova komtrka je Ctverec
rozdéleny na nékolik mensSich Ctvercli. Spocitala jsem bunky z ndhodné vybranych 16ti
¢tverci a pro zjisténi poctu bunék v 1 ml jsem pouzila nasledujici vzorec:

[Pocet bunek/(Pocet ctvercii*obsah Ctverce)*objem ctverce)]* 1000

Riastovou rychlost kultur jsem vypocitala podle vzorce (Wood et al. 2005):
r = [In(NO-Nt)]/ At

2.3.4 Koncentrace chl a

Buniky byly v kazdém experimentu filtrovany pies GF3 filtry (Whatman, USA), extrahovany
v 80% acetonu a uskladnény ve tmé& po dobu 2 hod pfi teploté -20°C. Filtry s buitkami byly
poté rozdrceny homogenizérem (firma Glas-Col) a suspenze byla sto¢ena v centrifuze 5804R
(firma Eppendorf) pfi 10000 ot/min po dobu 15 min pii 4°C. Pti centrifugaci dojde k oddéleni
peletu (sedimentu) a supernatantu, ktery byl odebran a nasledné¢ proméfen ve
spektrofotometru UV 500 (firma ChromSpec) pti vinovych délkach 350-800 nm. Koncentrace

chl a byla stanovena dle vzorce (Porra et al. 1989):

Chla :12,25A663,5— 2,55A646,5
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2.3.5 C/N analyza

Bunky byly zachyceny na GF/F filtrech (Whatman, USA), které se pted pouzitim vyzihaly
v keramické peci (firma Elektrické pece Svoboda) pii 450°C po dobu 3 hod. Filtry s buitkami
se poté v Petriho misce nechaly 2 hod susit pti teploté 105°C a nasledné byly ve sterilnim
prostiedi zabaleny do cinovych kapsli a zanalyzovany na ptistroji CHNS Elemental Analyzer
vario MICRO cube (Elementar Analysensysteme GmbH, Germany), (katedra Biologie

ekosystémil, Prirodovédécka fakulta Jihoc¢eské univerzity).

2.3.6 Acetylene reduction assay

Tato metoda méfeni fixace dusiku je zaloZena na analogii mezi molekulami vzdu$ného dusiku
a acetylenu, viz kap. 1.3. Do vialky k 15 ml kultury se pomoci plynotésné injekéni stiikacky
vstiiklo 10ml acetylenu. Vzorky se nechaly 2hod inkubovat ve vodni 1azni pti riistové teploté
kultury. Vzorky se sinici Cyanothece sp. ATCC 51142 byly inkubovany v dobé temnotni
faze, zatimco vzorky se sinici Anabaena sp. PCC 7120 se inkubovaly béhem svételné faze. Po
inkubaci byly z vialek odebrany 4 ml plynu, které byly vstiiknuty do zkumavek s nasycenym
NaCl, ktery branil ptipadnému tniku plynu pies perforované vicko zkumavky. Vzorky byly
analyzovany na plynovém chromatografu HP 5890 Series Il (Hewlett Packard), (Biologické
centrum AV CR, v.v.i. — Ustav pidni biologie), ktery uréil, jaké mnoZstvi acetylenu se
preménilo v etylen. ProtoZe acetylen obsahuje stopovd mnozstvi etylenu, bylo tieba vzorky
plynu z vialek s kulturou odebirat pfed inkubaci, v ¢ase T 0 hod, a poté po inkubaci, v ¢ase T
2 hod. Rozdilem namétenych hodnot etylenu z GC jsem ziskala pravé hodnoty pfeménéného

etylenu, které se pro spravnou prezentaci vysledkl vztahly na mnozstvi chlorofylu v bunce.

2.3.7 Vyvoj kysliku

Mnozstvi vyvijené¢ho kysliku buitkami ve fotobioreaktoru bylo méteno cca kazdou 1 minutu
kyslikovou elektrodou zavedenou dovniti kyvety. Zaznam ziskany z kontinudlniho méteni
(graf 2.1) byl ve form& hrubych dat (mV). Abychom ziskali informaci o mnozstvi vyvinutého
O,, museli jsme tato data dale piepocitat na pmol O. Do tohoto vypoctu bylo tfeba zahrnout
kalibraci a rozpustnost kysliku ve vod¢ o dané salinité pti dané teploté. Vzhledem k tomu, Ze

jde o otevieny dynamicky systém (kontinudlni bublani, vyména plynt s okolim), tak jsme
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ziskané hodnoty vyjadfili jako odchylku od rovnovazné hodnoty koncentrace O, ktera

odpovida koncentraci O, V mediu, pfi bublani a vyméné plynt s okolim.

Vyvoj kysliku
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mVv

820 A

800 -

780 4

760 A
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Cas (h)

Graf 2.1: Neupraveny zaznam mnozstvi vyvoje kysliku kulturou Anabaena sp. PCC 7120 ve

fotobioreaktoru.

2.3.8 Termoluminiscence

Metoda termoluminiscence byla méfena na specialnim ptistroji od firmy PSI Brno. Pro vzorek
byly filtrovany 2 ml suspenze bun¢k pies membranové filtry (Pragopor). Filtr s buiikami se
vlozil do pfistroje a byl proméfovan dle nami sestaveného protokolu. Protokol zacinal
dvouminutovou tmou. Vzorek byl temnotné adaptovan pii jeho ristové teploté, a poté byl
prudce ochlazen na teplotu 0°C. Béhem zchlazeni byl vystaven dvéma kratkym zableskiim a
poté byl ohfivan na teplotu 65°C, rychlosti 0,5°C/s. Béhem linearniho ohfevu doslo k

uvolnéni zachycené energie, ktera byla méfena ve form¢ luminiscence.
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3. Vysledky

A. Metodicka cast

3.1 Kolisani pH

Béhem prvnich experimentd ve fotobioreaktoru jsme se potykali s kolisanim hodnot pH. Ke
zménam PH dochazelo diky fotosyntetické a respiracni aktivité¢ suspenze buné ve svételné a
temnotni fazi, a to pfedev§im u kultury Anabaena sp. PCC 7120, ktera byla péstovana v
médiu BG11, jenz ma nizkou salinitu a neni pufrovano karbonatovym systémem tolik, jako
média nahrazujici mofskou vodu. Kolisani pH bylo tedy zptsobeno dvéma faktory: 1) nizkou
pufracni kapacitou média; 2) mnoZstvim rozpusténého CO; Vv kultufe. Zmény hodnot pH ve
fotobioreaktoru vykazovaly rapidni narist pfedev§im béhem svételné faze, jak se rozpustény
CO; spotiebovaval ve fotosyntéze. Béhem jednoho 24ti hodinového cyklu kultura Anabaena
sp. PCC 7120 vykazovala zménu az o jednotku pH (graf 3.1). Abychom snizili narust pH
béhem svételné faze, zkouseli jsme piikapavat ke kultufe 50 ul 2% kyseliny mravenci, aby
doslo k okyseleni média. Po piidani kyseliny se pH kultury pomérné rychle snizilo na
pozadované hodnoty, ale béhem né€kolika minut doslo znovu k jeho nartstu. Nedbal et al.
2008 dokazali ve svych experimentech regulovat pH pomoci stéidavého bublani vzduchu a
2% CO,. My jsme vSak této metody vyuzit nemohli, kvili potiebé porovnat odezvy bunék,
které byly péstovany pod nynéjsi koncentraci CO, a pod zvySenou koncentraci CO;
(900ppm). Vysledného efektu jsme tedy dosahli az regulaci bublani. ZvySenim pritoku
vzduchu kulturou jsme dokazali nartst pH Vv zaCatku svételné faze zastavit a postupné jej i

snizit (graf 3.1). Tento zptisob byl pak pouzivan i pii dalSich pokusech.
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Graf 3.1: Zaznam pH z fotobioreaktoru, ve kterém byla péstovana sinice Anabaena sp. PCC 7120 pfi

standardnim prutoku vzduchu - neupravované pH (pferusovana kiivka) a pii pH upraveném zvysenym

pritokem vzduchu (plna kiivka).

3.2 Poéty pokust

V dalsi ¢asti prace uvadim vysledky vlastnich experimentti. Pro pfehlednost zde uvadim pocet

opakovani jednotlivych pokust (biologickd opakovani, tedy pokusy s riznymi kulturami).

Kazda ziskana hodnota byla vzdy primérem ze tii méfeni (tfi odebranych vzorki) z dané

kultury.

Tab 3.1: Piehled provedenych pokust.

Pocet pokust

Cyanothece sp. ATCC 51142 | Tydenni 12hod fixace | Koncentrace chla | C/N
fixace N, N,
LC+ - - 3 1
HC+ - - 3 1
LC- 2 2 2 1
HC- 1 1 2 1
Anabaena sp. PCC 7120
LC+ - - 4 3
HC+ - - 2 1
LC- 3 1 4 3
HC- 1 1 2 1
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B. Vlastni vysledky

3.3 Cyanothece sp. ATCC 51142

Cyanothece sp. ATCC 51142 je jednobunécna sinice (obr. 3.1) o velikosti bunék cca 3um,
fixujici dusik béhem temnotni faze. Zakladni zasobni kultura Cyanothece sp. ATCC 51142
byla péstovana na plnohodnotném motském médiu
ASP2 a byla bublana vzduchem (kultura oznacena
LC+: Low Carbon + nitrogen). Odvozena zasobni
kultura byla bubldna vzduchem obohacenym o
CO; (900ppm). Tato kultura byla pted vlastnimi
experimenty 14 dni adaptovana na zvySenou
koncentraci CO, (kultura HC+ : High Carbon +
nitrogen).

Obr. 3.1: Cyanothece sp. ATCC 51142,

Experimenty pro sledovani bunék v bezdusikatém médiu, ASP2-N, byly zahdjeny
pienesenim bunék z plnohodnotného média na bezdusikaté. Tyto kultury jsou dale oznaceny
jako LC- a HC-.

3.3.1 Riistova rychlost, OD735
Srovnanim rustovych rychlosti Cyanothece péstované v dusikatém mediu (kultury LC+ a
HC+) bylo zjisténo, ze kultura HC+ vykazovala nepatrné vyssi ristovou rychlost (tab. 3.2).
Tyto vysledky byly potvrzeny kontinudlnim méfenim optické hustoty pii 735nm ve
fotobioreaktoru (graf 3.2A). Ze zaznamu je ziejmé, ze narist OD obou kultur se vyznamné
nelisi.

Vypoctem rustové rychlosti u kultur LC- a HC-bylo zjisténo, ze kontrolni kultura LC-
rostla 1.6x rychleji, nez kultura HC- (tab. 3.2). Tento vysledek koreluje s daty optické hustoty

ziskané pomoci fotobioreaktoru (graf 3.2B).
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Tabulka 3.2: Riistova rychlost (den™). Porovnani riistové rychlosti bunék mezi kulturami LC+, LC-,

HC+, HC-.
+N -N

LC 0,25+0,03 0,21+0,01
HC 0,26+0,01 0,13+0,01

OD,,5 0D
10 10
— LC+ — LC-
A — HC+ B ——— HC-
8 1 8
z g
5 67 5 67
= f=]
= =
= =
g 4 g 4]
(14 [1'4
24 24
oL [N W W W W W L [ N W N NN
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Cas (h)
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Graf 3.2 A-B: Kontinualni zaznamy optické hustoty pii 735nm (OD 735) méfené uvnitf
fotobioreaktoru. Porovnani zaznami méfeni kultur LC+ a HC+ (A) a kultur LC- a HC- (B), byly pro

porovnani vztazeny na pocateéni hodnotu. Varianty LC+ a HC+ mély piiblizné stejny nartst OD 735

(A), zatimco varianta LC- vykazovala vy$si OD 735, nez varianta HC- (B).

3.3.2 Koncentrace chl a

Rast kultury byl doprovazen i zvySovanim koncentrace chlorofylu a. Stejné tak, jako nebyl

pozorovan vyraznéj$i rozdil v rustové rychlosti kultur LC+ a HC+, nebyl zjistén ani

vyraznéj$i rozdil v rychlosti syntézy chlorofylu a mezi témito kulturami (graf 3.3A).

ZvySovani koncentrace chlorofylu se po pieneseni do bezdusikatého media zastavilo a

pokracovalo az po aktivaci nitrogenazy. U kultur LC- byl zjistén jak rychlejsi rast, tak i

rychlejsi syntéza chlorofylu a v porovnani s kulturou HC- (graf 3.3B).
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Graf 3.3 A-B: Koncentrace chl a variant LC+ a HC+ (A) a variant LC- a HC- (B) v zavislosti na ¢ase.
Pro porovnani narustu koncentrace chl a byly hodnoty vztazeny na pocateéni hodnotu méfeni. (A)
Kultury HC+ vykazovaly prvni 3 dny nepatrné rychlejsi syntézu chl a nez LC+. (B) Kultury LC-
vykazovaly staly rist koncentrace chl a, zatimco koncentrace chl a kultur HC- prvni 4 dny nerostla,

dokonce doslo k jejimu poklesu.

Z vyse uvedenych dat (pocet bunék, OD73s, chl a) a z fluorescenénich dat, které byly
naméteny fotobioreaktorem (Fu, Fy), jsme fitovanim (exponencialni rist, program SigmaPlot,
USA) vypocetli rastové rychlosti (graf 3.4). Z grafu je patrné, ze rustové rychlosti vypocitané
Z fluorescencnich dat a z poc¢tu bun¢k koreluji s vysledky, které potvrzuji nepatrné rychlejsi
rust kultury HC+. Naopak rustové rychlosti ziskané z dat chla a OD vyssi rastovou rychlost
kultury HC+ nepotvrdily, coz souhlasi i sgrafy 3.3 A a 3.2 A. Celkovy primér rastové
rychlosti kultur LC+ a HC+ vypocitany zuvedenych parametri se vyznamné neliSil.
Nafitované rlstové rychlosti vySe uvedenych dat potvrdily rychlejsi rist u kultury LC-.

Celkovy primér riistové rychlosti byl tudiz vyssi u varianty LC-.
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Graf 3.4: Porovnani rustovych rychlosti ziskanych na zakladé méfeni riznych paramtert: Fy, Fy, chl
a, poctu bunék nebo OD7zs. Celkovy priamér ristovych rychlosti spocitany z téchto rtiznych dat se pro
varianty LC+ a HC+ vyznamné neli§il. Porovnani rastovych rychlosti v8ech parametrii variant

diazotrofnich kultur LC- a HC- vykazuje vyssi rychlost rastu u kultury LC-.

3.3.3 Priimér bunék

Pramér bun¢k Cyanothece byl méfen pomoci piistroje Beckman Coulter counter. Z vysledku
jsme zjistili, ze u variant HC+ a HC- byl pramér bunék vyssi, nez u variant LC+ a LC- (graf
3.5). U kultur HC se primér bunék pohyboval okolo 3,3um, zatimco u kultur LC okolo
2,9um.

Primeér bunék

um
N

Lé+ H£2+ L'C— H'C—
Graf 3.5: Pramér bunék variant LC+ a HC+ a bunék variant LC- a HC-. Varianty HC+ a HC-

vykazovaly o 4 desetiny um vy$si pramér bunék.
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3.3.4 Elementarni analyza C a N

Pouzili jsme metodu stanoveni obsahu prvk C a N v susin¢ ke zjisténi metabolického stavu
kultur. Z vysledki mizeme zjistit celkovy molarni pomér mezi C a N v susin¢ (graf 3.6).
Vysledky ukazuji, ze tento pomér vyrazné¢ zavisel na dostupnosti dusiku v médiu. U kultur
LC+ a HC+ byl pomér C/N ~ 4,5, zatimco pro kultury LC- a HC-, za limitace dusikem byl
pomér C/N ~ 7, viz graf 3.6. Toto odrazi a dokazuje limitaci ristu nedostatkem N u bun¢k
Vv diazotrofnim rezimu, kde je pomér C ku N vyss§i. Srovnani variant LC- a HC- ale vyrazné

rozdily nepfineslo.
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Graf 3.6: Porovnani C/N analyz mezi kulturami LC+ a HC+ a kulturami LC- a HC-.

3.3.5 Fixace N,

Jednobunééna sinice Cyanothece sp. ATCC 51142 fixuje dusik pouze v nepiitomnosti zdroje
dusiku a béhem temnotni faze denni periody. V grafu 3.7 je vyneseno mnozstvi dusiku
fixovaného bunikami béhem 12ti hodinového cyklu (0 hodin odpovida pocatku temnotni faze).
Mg¢feni této noc¢ni fixace bylo provadéno vzdy Sesty den od preneseni bunék do média bez
dusiku. V grafu 3.8 je zaznamenan rust fixace dusiku béhem tydenni adaptace na bezdusikaté
prostiedi. Tento tydenni pribéh byl méfen kazdy den v ¢ase DO (v dob¢ vypnuti svétel), kdy

bunky vykazovaly z celého denniho cyklu nejvy$si miru fixace dusiku.
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Graf 3.7: Pribéh fixace dusiku méfené v 12ti hodinovém cyklu béhem temnotni faze (jeji zacatek je v
¢ase 0 hod). Porovnani miry fixace mezi kulturami LC- a HC-. Buiiky sinice Cyanothece sp. ATCC
51142 zacinaji fixovat dusik jesté v dob€ stmivani, cca 2hod pred vypnutim svétel. Maximalni mira
fixace dusiku nastava na samém pocatku temnotni faze (v dob¢ vypnuti svétel). S postupujici temnotni
fazi klesa mnozstvi fixovaného dusiku. Buiiky kultury HC- vykazovaly v dobé maximalni miry fixace

N, 2krat vy$$i miru fixace nez bunky kultur LC-, viz graf celkové fixace dusiku v pravém hornim rohu

tohoto grafu.
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Graf 3.8: Tydenni zaznam mnozstvi fixovaného dusiku bufikami sinice Cyanothece sp. ATCC 51142.
V grafu je vynesena mira fixace dusiku kulturou LC- (plnd kiivka) a HC- (pferusovana kiivka) po
pteneseni z plnohodnotného media na medium bezdusikaté, ke kterému doslo v ¢ase t = 0 hod. Kultura
LC- vykazovala velmi rychlou adaptaci na diazotrofni podminky, béhem 48 hodin jiz byla schopna
fixovat dusik. Naopak kultura HC- tak rychly nastup fixace neméla, po 48 hodinach fixovala jen malé
mnozstvi dusiku. Za dalSich 24 hodin vsak doslo ke zvySeni miry fixace téméf na dvojnasobek.
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3.3.6. Vyvoj O,

Mnozstvi kysliku vyvijeného kulturou Cyanothece sp. ATCC 51142 bylo zaznamenavano
kontinualn¢ pomoci kyslikové elektrody ve fotobioreaktoru. Vzhledem k tomu, ze kultury
byly kontinualné bublany vzduchem s CO; a zZe kultura neni v plynotésné kyveté, tak tato
méfeni nelze interpretovat stejné jako méfeni zmény koncentrace v komtrkach na méfeni
kysliku. Namétené hodnoty jsou proto vyjadiuji odchylku mezi rovnovaznou, nasycenou
koncentraci O, VvV mediu a koncentraci zpiisobenou fotosyntézou nebo respiraci bunck
v kultufe. V grafu 3.9 A je vynesena tato odchylka od rovnovazné hodnoty. Je ziejmé, Ze
kultura HC+ s postupem ¢asu vyvijela vice kysliku nez kultura LC+. U kultur, které byly
péstovany v bezdusikatém médiu, byla u obou variant zjisténa na pocatku temnotni faze
vyznamna respirace (graf 3.9 B), ktera koreluje s procesem fixace dusiku, jehoz mira je

nejvyssi praveé na pocatku temnotni faze.
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Graf 3.9 A-B: Zaznam vyvoje kysliku kultury Cyanothece sp. ATCC 51142 pro varianty LC+ a HC+
(A) a pro varianty LC- a HC- (B) b&hem svételnych fazi. (A) Kultura LC+ vykazovala na pocatku
experimentu vyssi vyvoj mnozstvi kysliku. Poté se vSak hodnoty vyvinutého O, u kultury LC+ zacaly
vyrazné sniZzovat. Naopak u kultury HC+ doslo ke zvySeni vyvoje O,. (B) Mnozstvi O, vyvinutého
kulturou HC- bylo prvni 3dny vyrazn¢ niz$i v porovnani s kulturou LC-. Snizovani mnozstvi pmol O,
Vv kultufe HC- béhem experimentu mohlo byt nasledkem nariistu biomasy, diky ¢emuz v kultuie

ptevazila spotieba O, nad jeho vyvojem.
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3.4 Anabaena sp. PCC 7120

Anabaena sp. PCC 7120 je vlaknita sinice vytvaiejici v diazotrofnim prostedi specializované
bunky, heterocysty, kterymi dokaze béhem svételné faze vazat vzdusny dusik (obr. 3.2).
Zakladni zasobni kultura sinice Anabaena sp. PCC 7120 byla pé&stovana na plnohodnotném
sladkovodnim médiu BGI1 a byla bubldna
vzduchem (kultura oznacena LC+: Low Carbon +
nitrogen). Odvozena zasobni kultura, taktéz
péstovana na médiu BGIl1, byla bubliana
vzduchem obohacenym o CO; (900ppm). Tato
kultura byla ptfed vlastnimi experimenty 14dni
adaptovana na zvySenou koncentraci CO; (kultura

HC+ : High Carbon + nitrogen).

Obr.3.2: Anabaena sp. PCC 7120 s vytvofenymi heterocysty.

Experimenty pro sledovani bunék v bezdusikatém médiu, BG11-N, byly zahajeny pfenesenim

bunék z plnohodnotného média na bezdusikaté.

3.4.1 Riistova rychlost, OD735
Vypoctem rustové rychlosti u kultur rostoucich v plnohodnotném mediu byl zjistén rozdil
mezi rychlosti rastu kultur LC+ a HC+. Zjistili jsme, Ze HC+ vykazovala vyssi rGstovou
rychlost (tab. 3.3). Tyto vysledky korelovaly s kontinualnim zaznamem méfeni optické
hustoty pti 735nm ziskané ve fotobioreaktoru (graf 3.10 A).

Rastové rychlosti obou kultur rostoucich v mediu bez dusiku (varianty LC- a HC-)
byly zietelné rozdilné. Bylo zjisténo, Zze kultura LC- rostla rychleji, nez kultura HC- (tab.
3.3). Tyto zavéry byly potvrzeny i vysledky optické hustoty, ktera byla kontinualné

zaznamenavana pomoci fotobioreaktoru (graf 3.10 B).
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Tabulka 3.3: Riistova rychlost (den™). Porovnani riistové rychlosti bungk v kultufe bublané vzduchem

+N -N
LC 0,13+0,01 0,22+0,01
HC 0,17+0,02 0,13+0,01

a vzduchem s ptidavkem COs,.

OD,4 0D, 55
26 10
241 A B
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Graf 3.10 A-B: Kontinualni zaznamy optické hustoty pii 735nm méiené pomoci fotobioreaktoru.
Porovnani zaznami méieni kultur LC+ a HC+ (A) a kultur LC- a HC- (B), vztazené k pocate¢ni
naméfené hodnot¢. (A) Bunky variant LC+ a HC+ mély zpoc¢atku priblizné stejny narist OD, ovSem
po cca 60ti hodinach kultura HC+ vykazala vyssi narast optické hustoty. (B) Naopak kultury LC-
vykazovaly vys§i OD, nez kultury HC- jiz od pocatku experimentu.

3.4.2 Koncentrace chl a
Rust koncentrace chlorofylu a souvisi s mirou ristu kultury. Z grafu 3.11 A vyplyva, ze
mnozstvi syntetizovaného chlorofylu a kultur LC+ a HC+ se liSilo, ovSem jen nepatrné. U
varianty experimentu HC+ se prokéazala nepatrné vyssi rustova rychlost (tab. 3.3) i rychlejsi
syntéza chlorofylu a.

U kultur péstovanych na bezdusikatém médiu (LC- a HC-) byla zjisténa rychlejsi
syntéza chlorofylu a u varianty LC- (graf 3.11 B). Tento vysledek koreluje s vyssi ristovou
rychlosti kultury LC- (tab. 3.3).
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Graf 3.11 A-B: Koncentrace chl a variant LC+ a HC+ (A) a variant LC- a HC- (B) Vv zavislosti na
Case. Pro porovnani narustu koncentrace chl a byly hodnoty vztazeny na poéate¢ni hodnotu méfeni.
(A) Kultura HC+ vykazovala po celou dobu experimentu nepatrné vy$si koncentrace chlorofylu a. (B)

U kultury HC- byla cca po 70ti hodinach pozorovana vyrazné vyssi rychlost syntézy chlorofylu a.

Z vyse uvedenych dat (pocet bun€k, OD73s) a z fluorescencnich dat, které byly naméfeny
fotobioreaktorem (Fwm, Fi), jsme fitovanim vypocetli ristové rychlosti (graf 3.12). Rustové
rychlosti vypocitané z koncentrace chl a a se mezi kulturami LC+ a HC+ nijak neliSily, coz
potvrzuje graf 3.11 A. Naopak, ristové rychlosti ziskané z dat poctu bunék a OD vykazuji
rychlejsi rast kultury HC+. Celkovy pramér rastové rychlosti kultur LC+ a HC+ vypocitany
Z uvedenych parametrti se vSak vyznamné neliSil. Vypoctené riistové rychlosti potvrdily

rychlejsi rast u kultury LC- nez u HC-.
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Graf 3.12: Porovnani rustovych rychlosti spo¢itanych pro Fy, F, chl a, po¢et bunék a OD+3s. Ristova
rychlost ziskana z fluorescen¢nich parametrii a koncentrace chl a kultur HC+ a LC+ vykazovaly
podobny denni nartst. Naopak vysledky rdstovych rychlosti ziskané z po¢tu bunék a optické hustoty
poukazuji na rychlejsi rust kultury HC+. Celkovy pramér rustové rychlosti spocitany z téchto dat se
vSak pro varianty LC+ a HC+ vyznamné nelisil. Porovnani rlstovych rychlosti v§ech parametri

variant LC- a HC- vykazuje vy$8i rychlost ristu kultury LC-.

3.4.3 Elementarni analyza C a N

Stanovenim obsahu prvka C a N v susiné jsme ziskali informaci 0 metabolickém stavu kultur
Z vysledku jsme zjistili celkovy molarni pomér mezi C a N v su$in¢ (graf 3.13). Tento pomér
byl odlisny pro kultury LC+ a HC+ (pomér C/N ~ 3,5) a pro kultury LC- a HC- za limitace
dusikem (pomér C/N ~ 4,5). Pomér C/N bun¢k rostoucich v diazotrofnich podminkach je

vys§i a to dokazuje limitaci ristu v dasledku nedostatku N.
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3.13.: Porovnani hodnot C/N mezi kulturami LC+ a HC+ a kulturami LC- a HC-.
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3.4.4. Fixace N,

Vlaknita sinice Anabaena sp. PCC 7120 fixuje dusik pomoci specializovanych bunék,
heterocyst pouze v nepfitomnosti zdroje dusiku a béhem svételné faze. V grafu 3.14 je
vyneseno mnozstvi dusiku fixovaného buiikami béhem 12ti hodinového cyklu. Tato denni
fixace dusiku byla méfena vzdy Sesty den od piesunu bun¢k média bez dusiku. V grafu 3.15
je zaznamendn rust fixace dusiku béhem tydenni adaptace na bezdusikaté prostfedi. Tento
tydenni cyklus fixace byl méfen vzdy Vv pravé poledne, coz je doba, kdy buiiky vykazovaly

nejvyssi miru fixace z celého denniho cyklu.

Denni fixace dusiku

nmol N./mg chl a/hod

Cas (h)
Graf 3.14: Prub¢h fixace dusiku u sinice Anabaena sp. PCC 7120 méfené v 12ti hodinovém cyklu
béhem svételné faze (0-12 hod). Porovnani miry fixace mezi kulturami LC- a HC-. Heterocysty
kultury LC- zacaly nepatrné fixovat dusik jiz v dobé zapnuti svétel. Mira fixace béhem dne stoupala,
az dosahla svého maxima, které nastalo v poledne. Poté se hodnoty fixace dusiku zacaly postupné
snizovat, az doslo k jejimu vymizeni v ¢ase vypnuti svétel. Prubéh fixace dusiku u kultury HC- mél
obdobny prubé¢h jako u kultury LC-, av§ak hodnoty nafixovaného dusiku byly cca 1,5krat vyssi, viz

graf celkové fixace dusiku v pravém hornim rohu tohoto grafu.
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Graf 3.15: Tydenni zaznam mnozstvi fixovaného dusiku bunkami sinice Anabaena sp. PCC 7120.
V grafu je vynesena mira fixace dusiku kulturou LC- a HC- po pfeneseni z plnohodnotného media na
medium bezdusikaté. Kultura LC- zacina fixovat dusik po 48hodinach v diazotrofnim prostiedi.

Kultura HC- se adaptovala rychleji, schopnost fixace dusiku se zde projevila jiz po 24hodinach.

3.4.5 Vyvoj kysliku

Mnozstvi kysliku vyvijeného kulturou Anabaena sp. PCC 7120 bylo zaznamenavano
kontinualné¢ pomoci fotobioreaktoru. Bylo zjiSténo, ze kultura HC+ vyvijela béhem
experimentu vice O, nez kultura LC+. Kultury LC- a HC- vykazovaly srovnatelné hodnoty

mnozstvi vyvoje O,.
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Graf 3.16: Zaznam vyvoje kysliku kultury Anabaena sp. PCC 7120 pro varianty LC+ a HC+ (A) a
pro varianty LC- a HC- (B) béhem svételnych fazi. (A) Kultura HC+ vykazovala béhem experimentu
vyssi hodnoty vyvoje O, v porovnani s kulturou LC+. (B) Mezi kulturami LC- a HC- nebyl pozorovan

tak vyrazny rozdil jako mezi kulturami péstovanymi na dusikatém médiu.
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C. Nocni pokles

Diky kontinudlnimu méfeni fluorescenc¢nich parametrti kultury ve fotobioreaktoru jsme zjistili
nezvykly trend ve zménach hodnot kvantového vytézku fotochemie fotosystému II (Qy =
Fv’/Fm’, graf 3.17). Zatimco u eukaryotnich fas se b&zn¢ pozoruje pokles Qy pouze pfi
nadmérném ozareni uprostied denni faze, u péstovanych sinic jsme pozorovali vyrazny pokles
fotochemické aktivity 1 v noci, po zhasnuti svétel. Tento pokles byl pozorovan u obou

organismu a nezavisel na zdroji dusiku nebo koncentraci CO5.

0.5 18

r 16
0.4 A L 14
ri12

0.3 A
r 10

0.2 A

0.1 A

0.0 T T T T T 0
0 10 20 30 40
Cas (h)
Graf 3.17: Zaznam zmén kvantového vytézku variabilni fluorescence Qy = Fv'/Fm’v zavislosti na

Case a intenzit¢ ozarenosti ziskané pomoci fotobioreaktoru.

Kvantovy vytézek nebyl jedinym fluorescenénim parametrem, ktery se ménil s intenzitou
zateni. Zmény byly pozorovany i u parametri Fo (Ft) a Fm. Béhem temnotni faze dochazelo

k poklesu maximalni fluorescence a k nartistu minimalni fluorescence (graf 3.18).
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Graf 3.18: Zaznam zmén fluorescenénich parametrti Fyy a Ft v zavislosti na ¢ase a intenzité zafeni

méfené ve fotobioreaktoru.

ProtoZe tento jev neni dostate¢né v literatuie popsan, pokusili jsme se zjistit mechanismus,
ktery jej miize vyvolavat. Jednou z moZnosti bylo, Ze pokles variabilni fluorescence je jen
zdanlivy a je u sinic zpusoben pteredukovanim akceptorové strany (plastochinonového poolu)
ve tm¢&. Druhou moznosti je, ze mnozstvi aktivnich fotosystému II se u téchto sinic skutecné
V noci vyrazn¢ zmensuje. Proto jsme v temnotni fazi méfili stavy reoxidace Qa” (graf 3.19) a
stavy rekombinace mezi akceptorovou a donorovou stranou fotosystému II pomoci metody

temoluminiscence.
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Graf 3.19: Kinetika reoxidace primarniho akceptoru PSII Qa” u celych bunék Cyanothece sp. ATCC
51142 métena kazdych 6 hodin béhem denniho cyklu: uprostied temnotni faze (o pilnoci), pti vypnuti
svétel, v poledne a po zapnuti svétel. Reoxidace byla méfena jako pokles variabilni fluorescence po
osvétleni kratkym, jednoobratkovym zableskem, hodnoty jsou normalizované na maximum (50 psec

po zablesku).
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Me¢feni kinetiky reoxidace Qa- neukédzalo vyrazné zpomaleni rychlosti pfenosu elektornti na
akceptorové strané PSIIL, které by mohlo vysvétlit vyrazny pokles variabilni fluorescence.
V noci se mirn¢ zvysuje amplituda nejpomalejsi faze reoxidace. Toto ale nemiize vysvétlit
pozorovany vyrazny pokles Fy (graf 3.18).

Meéfeni termoluminiscence (TL) odhalilo, Zze pokles kvantového vytézku béhem
temnotni fize spiSe souvisi s degradaci aktivnich PSII center a jen ¢aste¢né s preredukovanim
plastochinonového poolu. Pozorovali jsme totiz vyrazny pokles intenzity rekombinace v PSII,
ktery se shoduje s pozorovanym poklesem Qy po vypnuti svétel (obr. 3.17). Intenzita
rekombinace je pfimo umérnd mnozstvi aktivnich reak¢nich center PSII. Vedle toho dochazi
ale 1 ke zméndm tvaru TL signdlu — v noci se mirné zvySuje luminiscen¢ni signal pochazejici
z rekombinace z plastochinonového poolu. Jde tedy o zajimavou adaptaci fotofyziologie PSII

u téchto sinic, kterd je pravdépodobné urovana cirkadiannimi rytmy.
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Graf 3.20: Korelace mezi intenzitou TL a Qv z bioreaktoru pro sinici Cyanothece sp. ATCC51142
pestované za podminek LC+. Pokles fotochemické aktivity tedy souvisi piedev§im s degradaci
aktivnich PSII center, pteredukovanim akceptorové strany PSII a vzhledem k tomu, Ze jsme

pozorovali i zvySeni Fo, patrné dochazi i k odpojovani svétlosbérnych antén.
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4. Diskuze

Zvysujici se koncentrace CO; Vv atmosfére a jeji disledky na biologické procesy na Zemi jsou
hojné diskutovand témata. Oxid uhli¢ity je vyznamnym sklenikovym plynem diky svym
schopnostem propoustét slunecni zéaieni a absorbovat tepelné zaieni odrazené od povrchu
Zemé¢. Oxid uhlicity ptispiva k piirozenému sklenikovému efektu na Zemi. Lidskou ¢innosti
se vSak do atmosféry kazdym rokem dostava cca 7-10 Gt CO; a tak se postupné zvysuje
koncentrace CO; v atmosféte. Tim se zesiluje sklenikovy efekt, ktery v kone¢ném dusledku
podporuje globalni oteplovani.

V poslednim desetileti se mnohé¢ studie soustiedi na dopad zvysené¢ koncentrace CO;
na posun uhlikové rovnovdhy v ocednech a na fytoplankton, a to zejména na diazotrofni
druhy, které jsou vyznamnym ¢lankem kolobéhu dusiku a uhliku v ocednech. VétSina studii se
tyka moiské sinice Trichodesmium IMS 101, ktera byla povazovana za vyznamny prvek
oceanské biosféry, jenz zodpovida za podstatnou ¢ast oceanské primarni produkce a jenz je
dalezitou soucasti cyklu dusiku (Webb et al. 2001).

V této praci jsme se soustfedili na kultury diazotrofnich sinic Cyanothece sp. ATCC
51142 a Anabaena sp. PCC 7120, které jsme vystavili podminkam zvySené koncentrace CO;
(900ppm). Tato koncentrace CO; m¢la simulovat podminky, které by mohly nastat na Zemi
zhruba za 100 let. Cilem bylo porovnat reakce bun¢k péstovanych za zvySené koncentrace
CO; s fyziologii a morfologii bun¢k sinic rostoucich za souc¢asné koncentrace CO, (390ppm).
Efekt CO, jsme zkoumali na butikach rostoucich v plnohodnotném, respektive bezdusikatém

médiu.

4.1 Cyanothece sp. ATCC 51142

Varianta jednobunééné sinice Cyanothece sp. ATCC 51142, LC+, byla porovnavana
s variantou HC+, a varianta LC- byla porovnavana s variantou HC-. O¢ekavali jsme, ze bunky
variant HC+ a HC- budou vice prosperovat (rychlejsi nardst biomasy, rychlejsi syntéza chl a,
vyssi pomér C/N, u varianty HC- vys§si mira fixace dusiku). Toto se potvrdilo pouze u kultury
HC+. Zvysena koncentrace CO; ve vodé€ pfinasi fasam vyhodu v podobé snadn¢jsi diftize CO;
z vodniho prostiedi do buiiky. Cast uhliku se tedy do buiiky dostane pasivné a diky tomu
sinice nemusi vénovat tolik energie do aktivniho pifenosu HCO3™ do bunky. V dusledku toho

se muze usetfena energie pierozdélit do procesu ristu, syntézy chl a, apod. (Levitan et al.

41



2007). Porovnani vysledka kultur LC+ a HC+ tuto teorii potvrzuji, ackoliv rozdil v rychlosti
rustu a syntéze chl a neni natolik vyrazny, jako tomu bylo u prace Levitan et al 2007, ktera
byla zaloZena na experimentech s diazotrofni sinici Trichodesmium IMS101.

Vysledky kultur péstovanych na bezdusikatém médiu LC- a HC-, hypotézu o
prerozdéleni usetfené energie nepotvrdily. Naopak, kultury HC- vykazovaly celkové snizeni
rustové rychlosti i snizeni syntézy chl a v porovnani s kulturou LC-.

Pti takové redukci procest by se dala ocekavat i redukce v mife fixace Np. Avsak po
adaptaci na bezdusikaté prostifedi dokazaly kultury HC- nafixovat vice N, (graf 3.7, 3.8).
Bunky variant LC- po pfesunu do média bez zdroje dusiku zareagovaly na toto prostredi
pomérné rychle a béhem 24 hodin byly schopné zalit syntetizovat enzym nitrogenazu a
fixovat dusik (Schneegurt et al. 1994), zatimco u bun€k variant HC- takto rychla adaptace
nenastala. Aktivita nitrogenazy se projevila sice az po 48 hodinach, ale dalSich béhem
24hodin se dokazala zvysit 8krat (graf 3.8).

Protoze Cyanothece sp. ATCC 51142 je jednobunécna sinice, pfedpokladali jsme, Ze
k fixaci dusiku bude dochazet v prubéhu noci a maximalni mira fixace N, se bude pohybovat
Vv Case kolem pitilnoci. Studie, které se fixaci dusiku na této sinici zabyvaly, doSly k zavéru, ze
tento proces je striktné omezen na temnotni fazi, pokud je Cyanothece sp. ATCC 51142
péstovana v podminkach sttidajici se temnotni a svételné faze vrezimu 12:12 (L:D),
(Schneegurt et al. 1994, Sherman et al. 1998, Reddy et al. 1993). Z naSich vysledka ale
vyplyva, ze nastup fixace nastava jiz na konci svételné faze, a to hodinu pied vypnutim svétel,
pii intenzité zafeni 12 pmolm?.s™?, kdy jsme namé¥ili nezanedbatelny vytézek 3,49 nmol
N2o/mg chla/hod. Maximalni mira fixace dusiku byla naméfena na pocatku temnotni faze,
Vv Case DO (pii vypnuti svétel). Poté se mnozstvi fixovaného dusiku zacalo snizovat. Posledni
prukazna hodnota nafixovaného N3 byla naméfena v ¢ase D4 (¢tvrtou hodinu temnotni faze).
Tento pribéh fixace Ny byl potvrzen experimentem na kultufe HC-. Navic jsme zjistili, ze
mnozstvi fixovaného dusiku kulturou HC- bylo béhem 12ti hodinového cyklu 2krat vétsi nez
u kultury LC- (graf 3.7). Z téchto vysledku se zda, Ze bunky kultur HC- vénuji po pieneseni
do prostiedi bez zdroje dusiku vétSinu své energie do syntézy nitrogendzy a fixace vzdu$ného
dusiku, na ukor rychlosti riistu a zpoc¢atku i1 na ukor pomalejsi syntézy chlorofylu a. Ta se ale
zadina ¢tvrty den zvySovat, coz patrné souvisi se snizenim miry fixace N ve stejnou dobu, a
to by mohlo indikovat plnou adaptaci kultury na diazotrofni podminky. V dalSich pokusech
bude tfeba potvrdit, zda se rychlost ristu a fixace dusiku v podminkach LC- a HC- zméni

pokud budou kultury v diazotrofnim rezimu péstovany delsi dobu.
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4.2 Anabaena sp. ATCC 51142

| u Anabaeny jsme porovnavali odezvu bunék mezi variantami LC+ a HC+ a také mezi
variantami LC- a HC-. Z rustové rychlosti vypocitané z po¢tu bunék je patrné, ze kultura HC+
ze zvysené koncentrace CO; profitovala. Hodnoty optické hustoty métené ve fotobioreaktoru
potvrdily vyssi ristovou rychlost, nartit biomasy se u kultury HC+ zvysil. Zaroven u bun¢k
této varianty doslo nepatrné ke zvySeni syntézy chlorofylu. Tyto vysledky byly potvrzeny
vypoctenim rlstovych rychlosti ztéchto meéfeni a také z méfeni parametrii variabilni
fluorescence chlorofylu (graf 3.13). Pravdépodobné se tak stalo diky zvySené koncentraci
CO; a diky jeho snadné difuzi do bunky, a zbyvajici energiec mohla byt v téchto bunkéach
realokovana do dal$ich metabolickych procest (Levitan et al. 2007, Levitan et al. 2010).

Naopak, vysledky variant LC- a HC- vykazaly vyrazné sniZeni rdstu a inhibici
metabolickych procesi u bunék HC- (podobné jako u sinice Cyanothece sp. ATCC 51142).
Tento efekt mize byt u bunék sinice Anabaena sp. PCC 7120 zptsoben kyselejsim pH,
Vv disledku zvySeného CO;, €0z pro tyto buiikky mize byt stresujicim faktorem. Sladkovodni
médium BG11, ve kterém byla sinice Anabaena sp. PCC 7120 péstovana, nema dostate¢nou
pufracni kapacitu, a proto se s vyS§im mnozstvim rozpusténého CO; ve vod¢ pH snadnéji
posune do kyselé oblasti. Podobnym zpiisobem (redukci rGstové rychlosti) reagovala na
acidifikaci a nasyceni CO; sinice Nodularia spumigena, ktera je morfologicky a fyziologicky
podobna sinici Anabaena sp. PCC 7120 (Czerny et al. 2009). Sinice Nodularia spumigena
reagovala na zvySenou koncentraci CO, také redukci fixace dusiku, coz se v naSich
experimentech neprokazalo. Naopak, varianta HC- vykazovala vy$s$i miru fixace dusiku (graf
3.15, 3.16).

Po ptfesunu bunék variant LC- a HC- do média bez dusiku se tyto varianty zacaly
adaptovat na diazotrofni prostfedi. Doba adaptace zavisi na rychlosti formovani heterocystt
ve vldknech mezi vegetativnimi bunkami a s tim zdroven souvisi irychlost syntézy
nitrogenazy v heterocystech. Kultura LC- se na diazotrofii adaptovala po dobu 48 hodin, poté
zacCala fixovat N, (Ferimazova et al., 2010: Regulation of photosynthesis during heterocyst
differentiation in Anabaena sp. strain PCC 7120 investigated by chlorophyll fluorescence

Kinetic microscopy), (obr. 4.1 A-C).
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Obr. 4.1 A-C: Vyvoj heterocystu v sinici Anabaena sp. PCC 7120 béhem adaptace na
diazotrofii. Sledovano na kultufe LC-. (A) Vlakno bunék po pteneseni kultury do média bez
dusiku, v ¢ase t = Oh. Ve vlakné se nachazeji pouze vegetativni buiky. (B) Sinice v Case t =
24h. Ve vlaknech se zacinaji diferencovat prvni heterocysty, viz ¢ervené ohrani¢ena bunka.
(C) Buriky sinice v ¢ase t = 50h. Ve vlaknech jsou vytvofeny pIné fungujici heterocysty, viz

cervené ohrani¢ené bunky.

Kultura HC- reagovala na bezdusikaté prostiedi rychleji, enzym nitrogenazu byla
schopna nasyntetizovat jiz béhem 24 hodin (graf 3.16). ProtoZe je nitrogenaza prostoroveé
oddélena od fotosynteticky aktivnich bun¢k, mize tato sinice vyuzit k fixaci N, svételnou
periodu celého dne. Nase experimenty dokazaly, ze k zahajeni fixace dusiku dochazi hned na
pocatku svételné faze, v Sase LO pii intenzitd zafeni 12 pmol.m™2.s™. MnoZstvi fixovaného
dusiku stoupa az do maximalni miry fixace, ktera byla naméfena v poledne, v ¢ase LS5,
respektive L6, pfi intenzité¢ zateni 126 umol.m'z.s'l. Poté dochazi k postupnému snizovani az
uplnému vymizeni fixace N, a to v ¢ase L12, pfi intenzité zareni 12 umol.m'z.s'l. Tento denni
vzor pro prub&h fixace N byl zjiStén 1 u bun€k variant HC-. Navic u byla u této kultury
prokazana vyssi mira fixace Ny (Chinnasamy et al. 2009). Celkové mnozstvi nafixované¢ho
dusiku b&hem jednoho 12ti hodinového cyklu kultury HC- bylo 1,5krat vyssi neZ u kultury
LC- (graf 3.15). Proces fixace dusiku je naroény proces a vyzaduje znaéné investice energie
ve form¢ 16 ATP a 8 elektron pro redukci jedné molekuly N na NHjz. Obecné se
predpoklada, ze zvySena fixace dusiku za zvySené koncentrace CO, miiZze byt nepfimym

efektem, ktery vyplyvé ze zmirnéni uhlikové limitace v buiice (Hutchins et al. 2007).
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4.3 Denni zmény

Kontinudlni zdznamy naméfenych parametrti z fotobioreaktoru umoziuji sledovat denni
zmény s velkym ¢asovym rozliSenim. Jako piiklad 1ze uvést jeden 24 hodinovy cyklus sinice
Cyanothece sp. Péstované za podminek HC- (graf 4.1). Z tohoto grafu je patrna zavislost
kvantového vytézku, mnozstvi vyvinutého kysliku a optické hustoty (biomasy) na intenzité
zateni. Zaznam optické hustoty (graf 3.2 B) ukazal kinetiku nartistu biomasy béhem denni
periody a naopak ubytek biomasy béhem temnotni faze. Trend zvySujiciho se OD se zvySujici
se intenzitou zafeni by mohl byt zptisoben moznym zvétSovanim objemu bunék jako piiprava
na déleni a také bunécnym délenim. Zavislost zmény mnozstvi O na intenzité zafeni je dana
fotosyntetickym vyvinem O,. Rychlost fotosyntézy je pfimo umérna intenzité svétla; se
zvySujici se intenzitou se zvySuje 1 rychlost procesu fotosyntézy. Kvantovy vytézek
fotochemie v PSII klesa béhem dne (relativni minimum v poledne, fotoinhibice) a piedevs§im
V noci — tento je pravdépodobné zpiusoben degradaci aktivnich PSII center.

Denni pribéh
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Graf 4.1: Zaznam 24 hodinového cyklu sinice Cyanothece sp. ATCC 51142 ve
fotobioreaktoru. V grafu je vynesena intenzita zafeni (AL - actinic light; ¢erna kiivka, leva
osa), opticka hustota (teCkovana ktivka, prava osa), kvantovy vytézek (trojihelnikové body,
prava osa) a kyslik (Seda ktivka, vedlejSi prava osa) v zavislosti na Case. Hodnoty optické
hustoty, kvantového vytéZzku a mira vyvoje kysliku vykazovaly zmény v zdvislosti na
intenzité zateni.
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5. Zavér

1. Zjistili jsme, ze zvySena koncentrace CO, (900ppm) ma u sinic Cyanothece sp. ATCC
51142 a Anabaena sp. PCC 7120 péstovanych v diazotrofnich podminkach inhibi¢ni
vliv na jejich ristovou rychlost. Tyto nase zavéry se shoduji se zavéry prace Czerny et
al. 2009. Naopak jsme ale také dokazali, ze zvySena koncentrace CO, méla pozitivni
vliv na miru fixace dusiku, coz potvrzuje zavéry praci (Chinnasamy et al. 2009,

Hutchins et al.2007, Levitan et al. 2007, Levitan et al. 2010).

2. Novy poznatek této prace se tyka strategie fixace dusiku sinice Cyanothece sp. ATCC
51142. Obecné se predpoklada, Ze jako jednobunécna sinice fixuje dusik jen béhem
temnotni faze, avSak v naSich experimentech jsme dokézali, Ze tento proces nastava jiz

béhem svételné faze.

3. Studiem no¢niho poklesu variabilni fluorescence sledovaného u sinice Cyanothece sp.
ATCC 51142 a Anabaena sp. PCC 7120, nezavisle na podminkach diazotrofie ¢i
zvySené koncentrace CO,, jsme zjistili Ze béhem tohoto procesu dochazi k degradaci

aktivnich PSII center.
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