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1. Uvod

1.1 Chladnomilné organismy

Schopnost piezivat v nizkych teplotich mohou mit organismy jak psychrofilni, tak
nachdzi nad teplotou 15°C. Naopak psychrofilové jsou na nizké teploty adaptovani, optimum
pro jejich rust konéi pii teplotach 15°C (DEMING 2002).

Nizka teplota ovliviiuje biologickou aktivitu na mnoha trovnich: zménou rychlosti
biochemickych reakci, posunem stability né€kterych bun&énych komponenti a schopnosti
sndSet poskozeni zplisobend vymrzdnim. Primarni reakci organismi na nizké teploty je
sniZeni rychlosti metabolismu popsané Arrheniovou rovnici. Nizké teploty indukuji
konformaéni zmény proteinovych enzymi, které méni jejich katalytické schopnosti, zmény ve
struktufe biologickych membran jsou téZ odezvou na nizkou teplotu.

Bunééna membrana se sklada z fluidni lipidové dvojvrstvy, do které nebo ke které jsou
pfipojeny bilkoviny zodpovédné za bunéény transport, fosforylaci a dalsi metabolické funkce.
Fluidita membrany je diileZita pro spravné fungovani membranovych proteinti. Vlivem nizké
teploty dochdzi k tuhnuti membrény, které ale vlivem riizného lipidického sloZeni na riiznych
mistech membrany neprobiha nardz. Proteiny se proto mohou soustfedovat do mist, kde je
jesté membrana fluidni. Teplota tuhnuti membrany zavisi na sloZeni mastnych kyselin. Pfi
nizkych teplotach dochazi ke zvySeni podilu nenasycenych mastnych kyselin, ke vkladani
polarnich skupin, zkracovéni fetézcl mastnych kyselin (KIRST & WIENCKE 1995). Vyssi podil
nenasycenych mastnych kyselin sniZuje teplotu tuhnuti membrany (VINCENT 1988).

Nizka teplota ma dale vliv na riizné enzymy, u nichZ miiZze dochazet ke konformac¢nim
zménam, napf. na bilkovinnou slozku bi¢ikd, kterd depolymerizuje. Kratkodoba aklimace na
nizké teploty zahrnuje kompenzaéni zmény v aktivité enzym@ bud’ zménou koncentrace
daného enzymu, aby se vykompenzovala jeho niz§i aktivita, nebo jeho nahrazenim. Tato
syntéza je viak velmi energeticky naro¢na a je vhodna jen kritkodob& (KIRST & WIENCKE
1995). Dalsi mozZnosti je zména vnitrobun&énych podminek, které maji vliv na funkeci
enzymu, napf. zména pH.

Dalsim stresovym faktorem je vymrzani. B&hem poklesu teploty dochazi v buiikach
nejdifve k procesu zvanému “supercooling®. Pfitom je bufika zmraZena k teploté az —40°C,
ale tento pokles teploty nemd negativni vliv na jeji stavbu, nedochdazi k tvorbé ledovych

krystald. Pii dalsim poklesu teploty jiz dochazi ke zmrznuti bunééného obsahu. Navic se



zvySuje koncentrace latek v okolnim prostiedi a to plisobi osmotickym tlakem na buiiku, z niz
unikd voda a tvoii ledové krystaly mimo buiiku, dochézi k vysychani buné&ného obsahu. Déle
dochdzi k rozpousténi nékterych sloudenin, které unikaji z buiiky, a ke zménam pH. Pro
buriky je letalni, pokud se uvnitf vytvofi velké ledové krystaly, které maji disruptivni G¢inky
(VINCENT 1988). Schopnost organismu piezit vymrzani zavisi predev§im na rychlosti poklesu
teploty, na nejnizsi dosazené teploté a na rychlosti nasledného oteplovani. Je mnoho moznych
strategii, jak nejlépe piezit vymrzani:
e Vytvafeni slizovych obalii kolem bunék, aby se zabranilo tvorbé nebo alespon
oddalilo misto vzniku ledovych krystali.
e Vytvofeni spor.
e Zvyseni koncentrace bunééného obsahu, hlavng cukril a cukernych alkoholi.
e Zvy3eni propustnosti membrany pro vodu, ktera zabrani tvorbé ledovych krystalll
uvnitt buiiky.

e Zmeny ve slozeni lipidickych membran.

S vymrzanim tizce souvisi i vysychani. Schopnost pfezit vysychéani zavisi na rychlosti
vysychani a opétovného zavodnéni bunék (VINCENT 1988). U sinic se zdd, Ze tvorba
slizovych oballi miZe pomahat burikdm pfi vysychdni, nebot’ sniZuje rychlost ztraty vody.

U nékterych fyziologicky vyznamnych procesti nehraje teplota tak vyznamnou roli,
pokud existuje jiny limitujici faktor. Napfiklad pii nizké ozafenosti neni fotosyntéza
limitovéana teplotou, ale pravé nedostatkem svétla (VINCENT 1988). Fototrofni organismy se
tak musely adaptovat na zastinéni, které je v polarnich oblastech spojeno s nizkou intenzitou
dopadajiciho zafeni béhem polarnitho dne, v temperatnich oblastech s kratkym dnem.
Mechanism je opét nékolik:

e Fotosyntéza je saturovana pii niz§ich ozarenostech.
e V builkach je vyssi obsah pigmentt, které napomahaji zachycovani fotosynteticky
aktivniho zafeni.

e Mala velikost buné€k — mensi butiky lépe a efektivnéji zachycuji dopadajici zafeni.

Aklimace fotosyntézy na nizké teploty zahrnuje produkci a aktivaci novych enzymi
nebo modifikaci enzymové vybavy buiiky. Aktivita enzymu Rubisko je uzce spjata se
zménami fotosyntézy. Rychlosti respirace a fotosyntézy reaguji na zmeény teploty rizné. Pii
nizkych teplotach rychlost ristu a respirace klesa relativné rychleji vzhledem k rychlosti
fotosyntézy, koeficinet Qo je vySSi pro temnostni respiraci nez pro hrubou fotosyntézu. Proto

i mala zména teploty miize ovlivnit rfist organismu zménou rychlosti respirace. Zda se, ze
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rychlost fotosyntézy je méné citliva k nizkym teplotdm neZ respirace, coZ umoziiuje Cistou

produkci i pii nizkych teplotach (SAKSHAUG & SLAGSTAD 1991).

1.2 Xanthophyceae — Tribonematales — Tribonemataceae

Ttida Xanthophyceae patii do oddéleni Heterokontophyta. Organismy patfici do této
tiidy se vyznacuji témito spole¢nymi znaky:

e Stavba stélky od monadoidni, pfes kokélni, trichalni aZ po sifonalni.

e Barva chromatofori je ostife zelena, svétle zelena az zlutozelend, chromatofory
obsahuji chlorofyl a, v malé mife chlorofyl ¢; a cs, P-karoten, vaucheriaxanthin,
heteroxanthin, diadinoxanthin a diatoxanthin. Chromatofory jsou obklopeny
membranou endoplazmatického retikula.

e Zasobni latkou je vzdy chrysolaminarin (polysacharid) a ole;j.

e Stavba pohyblivych stidii (zoospor nebo vegetativnich bunék) se vyznacuje bilateralni
soumérnosti a pritomnosti dvou nestejnocennych bi¢ikl. Ty se nachazi blizko
apikdlniho konce bufiky. Delsi bi¢ik sméfuje dopfedu a md na povrchu
mastigonemata, kratsi bi¢ik sméfuje dozadu a je holy. Na bi¢ikovy aparat navazuje
stigma, které je v zanofeno v chloroplastu.

e Vytvari trvala stadia — cysty, které vznikaji endogenné a jejich sténa je tvofena dvéma
nestejnocennymi ¢astmi a impregnovana kiemikem.

e Bunécna sténa je Casto dvoudilna.

V ramci této tfidy je nékolik fadl, z nichz fad Tribonematales zahrnuje vlaknité typy.
Vldkna jsou bud’ jednoducha nebo vétvend, viechny buiiky ve vlakné jsou stejnocenné, pouze
u typt pfichycenych k podkladu je koncova buiika pfeménéna v jakysi ter¢ik. Buiiky ve
vlakné jsou sefazeny za sebou, maji cylindricky nebo mirn¢ soudeckovity tvar. Bunééna sténa
je bud’ jednodilnd nebo dvoudilnd — ¢&asti jsou bud’ stejnocenné nebo nestejnocenné.
V burikach je jeden nebo vice chromatofort, které jsou ndsténné a rtizného tvaru, pyrenoidy
se vétsinou nevyskytuji. Buiiky jsou vétSinou jednojaderné, vicejaderné mohou byt béhem
vzniku zoospor. Zasobni latkou je olej a tuk, kterych je v bufikich velké mnoZstvi.
K rozmnozovani dochazi pomoci zoospor nebo aplanospor, typické je pfi¢né déleni bunék ve
vlakné.

Celed’ Tribonemataceae tvoii fasy s jednoduchymi nevétvenymi vlakny bez slizovych
obaltl, kterd jsou bud’ volna nebo pfichycend k podkladu, odkud se mohou odlomit. Buiiky

jsou bud’ srostlé a tvofi pravé bun&éné spoje, nebo jsou mezi nimi Uzka spojeni. Vldkna jsou



vétsinou kratka, rozpadava. Bunééna sténa je dvoudilna, nékdy je zfetelné diferencovand a uz
na vegetativnich vldknech se objevuji H-kusy. Typické je piicné déleni bun€k, kterym
dochazi k riistu vlakna, déle se rozmnoZuji pomoci zoospor a aplanospor, také tvofi trvala
stadia jako jsou cysty a akinety. Mohou se rozmnoZovat i rozlomenim vldkna. Do této Eeledi
patii rody: Brachynema, Bumilleria, Heterotrichella, Tribonema, Xanthonema, (ETTL 1978,

HOEK, MANN & JAHNS 1995).

1.3 Prostiedi docasnych tani

Zaplavova izemi fek jsou oznacovana jako vysocé specializovany ekosystém, ktery ma
charakter ekotonu — pfechodu mezi terrestrickym a mokfadnim systémem (HOLLAND ET AL.
1991). Pro takovyto ekosystém je charakteristickd vysoka produktivita a otevfeny tok latek a
energie. Nadmérmy rozvoj fytobentosu a vysoky vyskyt sinic a fas v systému docasného
zaplaveni nivy a sezonniho vytvafeni systémi mélkych mokiadG reprezentuje jeden
z nejdilezitéjSich regulaénich faktor ovliviiujicich tok litek a energie v t&chto specifickych
biotopech, v nichZ je nizka teplota vyznamnou ekologickou charakteristikou (ELSTER ET AL.
2002). Nizka teplota zaplavové vody a zmrzly pldni profil v pfedjarnim obdobi ptedurcuji

charakter vznikajicich mélkych mokfadi a jejich mikrovegetaci (Obr.1).

Obr.1: Jarni zdplava na horni LuZnici




Zaplavy casto pfichazi v obdobi vegetatniho klidu a nejvyznamnéjsi slozkou téchto
systémil jsou fasy a sinice, jejichZz rozvoj neni ovlivnén konkurenci cévnatych rostlin o
dostupné svétlo a Ziviny obsaZené v zdplavové vodé. K velkému rozvoji sinic a fas v prostiedi
docasnych tini a mokiadl dochazi diky cele fadé jejich biologickych, tzv. ruderalnich
vlastnosti, kterymi jsou schopnost pietrvavat vysychani a vymrzani, rychly rist a rychlé sifeni
spor, rychla aklimatizace - adaptace na nizké teploty, atd. (ELSTER ET AL. 2002, HAWES ET
HOWARD-WILLIAMS 1998). Dalsim vyznamnym faktorem je nepfitomnost nebo zanedbatelna
mira Zraciho tlaku zoobentosu. Bylo prokazano, Ze sinice a fasy, které osidluji toto prostiedi,
jsou adaptovany nebo aklimatizovany na nizké teploty, pfiCemz optimalni teplota pro jejich
rist Casto piesahuje 20°C; v prostfedi docasnych tlini se tedy vyskytuji v teplotné znacné

suboptimalnich podminkach (KIRST & WIENCKE 1995, ELSTER ET AL. 2001).

1.4 Cile prace

Cilem této prace bylo objasnit ekofyziologické charakteristiky (rychlost fotosyntézy a
temnostni respirace v zavislosti na teploté a ozafeni, optimalni ristové podminky, schopnost
vyrovnat se se stresem vysychani a vymrzini) dvou druhli Tribonema a ptirodnich
spolecenstev perifytonu s ohledem na prostiedi chladnych vod docasnych tiini, ze kterych

byly vyizolovany.



2. Material a metody

2.1 Pouzité kmeny

Pro svou magisterskou praci jsem si vybrala dva kmeny rodu Tribonema ze skupiny
Xanthophyceae. Tyto kmeny byly vyizolovany béhem mé bakaldiské prace. Byly
piedkultivovany na umélych nosiéich v docasnych tlinich na hornim toku feky LuZnice béhem
jarni zéplavy v roce 2001. Tato zaplava trvala od poloviny tnora do konce kvétna. Béhem této
doby se teplota vody v fece a péti vzniklych tinich pohybovala od 3 do 15°C. V poloviné
inora byly na této lokalité nainstalovany do péti vzniklych tini a feky umélé nosice (sitky a
skli¢ka) na predkultivaci fas (Obr.2, 3). Na kovovych plovéacich byly umistény sitky o
rozmérech 10x10 cm. Stejné sitky byly zapichany do dna tini pomoci obloukovitych dratd.
PodlozZni skli¢ka byla umisténa do velkych gumovych zétek, na nichZ pak byla zapichnuta
pomoci dratu do dna tin&, nebo se vznasela na hladin€ na polystyrenovém plovaku
(MACHOVA 2002), Kazdé dva tydny od poéatku zaplavy, ktera trvala od poloviny bfezna do

konce kvétna byly sitky a sklicka na lokalité¢ obméfiovany.

Obr. 2,3: Predkultivace sinic a fas na lokalité horni LuZnice




V laboratofi byly kultivovany a izolovany jednotlivé kmeny sinic a fas (Obr.4, 5). Ze
Sirokého spektra vyizolovanych kmenti z né€kolika skupin byly pro dalsi praci vybrany dva

kmeny z rodu Tribonema.

Obr. 4, 5: Laboratorni kultivace a izolace kmeni

Tribonema fonticolum (Ettl 1957) vytvaii jednotlivd nevétvena vldkna (Obr.6), kterd
jsou Siroka 5-8 pm, hrubd, v médiu vytvaii chuchvalce. Burky jsou isodiametrické az
obdélnikovité, dlouhé 5-10 pm, obsahuji jeden velky nasténny chromatofor — paskovity az
zlabkovity. Tento kmen byl vyizolovan ze vzorku z 12. bfezna 2001, kdy teplota vody, ze
které byly fasy a sinice odebrany, byla 2°C.

Tribonema monochloron (Pascher et Geitler 1925) tvoii kratka tenka vlakna, §iroka 3-4
pm, jemnd, v médiu tvofi shluky, které se ale velmi snadno roztrepaji (Obr.7). Buriky jsou
obdélnikovité, dlouhé 8-12 um, s jednim nasténnym korytkovitym chromatoforem, ktery je
Casto nepravidelné lalo¢naty. Tento kmen byl vyizolovan ze vzorku z 26. bfezna 2001, kdy
teplota vody byla 6°C.

Po vyizolovani byly kmeny kultivovany pfi teploté 12°C v kultivacni osvétlené lednici
se svételnym cyklem dvandcti hodin zafeni PAR a osmi hodin zafeni UV/B. Tribonema
Jfonticolum byla kultivovana na agaru BG11 (STANIER, KUNISAWA, MANDEL & COHEN-
BAZIRE 1971), Tribonema monochloron na agaru BGl1l a v médiu Z (ZEHNDER 1961). U
obou kmeni byla méfena rychlost fotosyntézy a temnostni respirace a s kmeny byly
provadény zmrazovaci pokusy.

Pro srovnani byly pro méfeni fotosyntézy a pifi zmrazovacich pokusech pouzity vzorky
ptirodnich spolecenstev sinic a fas. Tato spolecenstva byla ziskana na stejné lokalité stejnou

metodou predkultivace béhem jarni zaplavy v roce 2003. Jeden vzorek byl odebran z vody o



teploté 3°C na konci bfezna, druhy byl odebran v poloviné kvétna z vody teplé 17°C. Narosty
sinic a fas byly Setrné seSkrabany ze siték a sklicek a smyty do pracovniho roztoku pro
fotosyntézu. Ihned poté byla provedena méteni fotosyntézy a zmrazovaci pokusy. Cast vzorkil
byla fixovana formalinem pro pozdé&j§i pozorovani druhového sloZeni pomoci svételné¢ho
mikroskopu Olympus (BX 60) (HINDAK ET AL. 1978). Bieznovy vzorek tvofily: Fragillaria
sp., Cymbella sp., Tribonema sp., Stigeoclonium sp. V kvétnovém vzorku byly nalezeny:
Pseudanabaena galeata, Fragillaria sp., Tribonema sp., Phacus sp., Scenedesmus

quadricauda, Chlorococcum sp., Stigeoclonium sp.
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2.2 Méfeni rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace

Fotosyntéza a temnostni respirace byly méfeny v michané chlazené komiirce (kryostat
s aktivnim chlazenim — model 12104-05, Cole — Parmer Instrument co., USA) o objemu 8,2
ml pomoci kyslikového ¢idla Clarkova typu (Labio, Praha) (Obr.8). Komirka byla béhem
méfeni neustidle magneticky michdna. Prib&h rychlosti respirace a fotosyntézy byl
zaznamenavan na linedrni dvoukandlovy zapisova¢ (TZ 4200, Laboratorni pfistroje Praha).
Pfi kazdé zméng teploty byla provedena kalibrace kyslikového ¢idla, pfi niZz bylo ¢idlo
ponofeno do komirky s destilovanou vodou. Komiirka byla probublavéna vzduchem do té
doby, neZ se nasytila kyslikem. Zapisova¢ byl pak zkalibrovan na 80 dilkl na zapisovacim
papife. Pfed méfenim byly ptirodni vzorky tas a kmen Tribonema monochloron
zcentrifugovany (3000 otagek/min, 4°C, 15 minut) a poté rozsuspendovany do pracovniho
roztoku (0,88mM NaHCO;+0,05mM KCl). U kmene Tribonema fonticolum byl pred kazdym
méfeni nabran pinzetou chuchvalec, nékolikrat proplachnut v pracovnim roztoku a poté byl
pienesen do méfici komiirky s pracovnim roztokem. Na pocatku méfeni bylo nastaveno pH
suspenze v komirce na hodnotu 6,92, coZ odpovidd koncentraci 25 mmol COs. Tato

koncentrace je dostatecna, aby fotosyntéza nebyla b&hem méfeni limitovdna nedostatkem



CO,. Zdrojem svétla byla halogenovd lampa, svételny proud byl homogenizovan clonou
z mlééného skla umisténou pfed komtirkou. Pro uréeni intenzity svétla pii kalibraci byl pouzZit
luxmetr. Béhem meéfeni byly zasobni kultury fas uchovavany v minifytotronu o ozafenosti
310 pmol kvant m™ s™' p¥i teploté 14°C. Po kazdém méfeni byla suspenze fas z komiirky
vymyta destilovanou vodou a bylo stanoveno mnozstvi chlorofylu a.

Pro zjisténi pribéhu rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace v zavislosti na teploté
byly tyto veliéiny méfeny pii riznych teplotich - 3 °C, 8 °C, 14 °C, 20 °C, 26 °C, + 0,5°C za
konstantni ozatenosti 300 pmol kvant m™s™. U kazdého vzorku byla nejprve méfena rychlost
temnostni respirace, pfi niZ byla komiirka zakryta éernou latkou po dobu 20 minut. Poté byla
latka sejmuta, rozsviceno svétlo a rychlost fotosyntézy byla méfena opét 20 minut. Po tomto
meéfeni byl vzorek z komiirky vymyt destilovanou vodou a do komirky byl nalit novy vzorek
na méfeni. Pfi kazdé teploté bylo méfeni &tyfikrat opakovano, pokaZdé s novym vzorkem
suspenze fas. Zavislost rychlosti fotosynézy a temnostni respirace byla méfena pro oba druhy
Tribonema a pro obé ptirodni spolecenstva.

Zavislost rychlosti fotosyntézy na ozafenosti byla méfena jen pro kmeny Tribonema pii
riznych intenzitach ozateni (0, 20, 80, 300, 600, 1000, 1500 pmol kvant m™ s']), navic ve
tiech teplotach. Pro fasu Tribonema fonticolum pii teplotach 3°C, 14°C, 26°; pro Tribonema
monochloron pii teplotach 3°C, 14°C a 20°C. Nejvyssi teploty se liSily, nebot’ byly vybrany

podle nejvyssi naméfené rychlosti fotosyntézy v pfedchozim méfeni.

Obr.8: Aparatura pro méfeni rychlosti fotosyntézy a temnosini respirace




2.3 Stanoveni obsahu chlorofylu a

U jednotlivych vzorkil po méfeni fotosyntézy byl stanoven obsah chlorofylu @ (PECHAR
1987). Vzorky byly zfiltrovany pres sklenéné filtry (Whatman GF/C), které byly vysuSeny
filtranim papirem a ve sklenénych uzaviratelnych zkumavkéch uloZeny do mrazéku. Pred
mérenim se do zkumavek doplnilo 7,2 ml extrakéni smési (aceton:methanol v poméru 5:1) a
vzorek se nechal 1 hodinu extrahovat ve tme. Poté byly filtry rozdrceny, na dvé minuty dany
do vodni lazné o teploté 65°C, pak schlazeny. Po nasledné centrifugaci (3000 otac¢ek/min,
4°C, 15 minut) byla méfena absorbance vzorkl pii 664 nm na spektrofotometru (SPEKOL

210, Labo Praha) a obsah chlorofylu a byl stanoven podle vzorce
chla=119% Ages *7,2/V *d

Ags4 — absorbance pii 664 nm
V — objem vzorku (8,2 ml)

d — opticka vzdalenost

2.4 Stanoveni pH — alkaliza¢ni pokusy

Pro stanoveni, jakou formu CO; vyuZivaji fasy pro fotosyntézu, byly pouzity alkalizaéni
pokusy (ALLEN & SPENCE 1981, MABERLY & SPENCE 1983, MABERLY 1983). Jejich princip je
zaloZen na skuteCnosti, Ze jakykoli ubytek uhliku z roztoku zpisobeny fotosyntetizujicim
organismem vede ke zvySeni pH. Pokud je odebran CO,>* (zahrnuje volny CO,, rozpustény
CO, a H2COs3), kyselost roztoku klesa s klesajici koncentraci kyseliny uhli¢ité a zvySuje se
pH; pokud je odebran HCO5', zvy3uje se koncentrace OH" a pfi zachované alkalinité roste pH.
Toto zvySovani pH posunuje rovnovahu rozpusténych forem uhliku ve vodé a v uzavieném
systému za neménici se alkality se sniZuje celkovy obsah uhliku a méni se dostupnost jeho
jednotlivych forem (MABERLY & SPENCE 1983).

Do péti sklenénych lahvicek o objemu 10 ml byla nalita suspenze fas v pracovnim
roztoku. Bylo zméfeno pocate¢ni pH pomoci kombinované pH elektrody pii teploté 20°C.
Poté byly lahvicky umistény do minifytotronu o ozafenosti 310 pmol kvant m™ s pii teploté
14°C. Kone¢né pH bylo méfeno po Sesti hodinach opét pfi teploté 20°C. Béhem této doby
byly lahvi¢ky nekolikrat otoCeny dnem vzhiru, aby doslo k promichani. Z koneéného pH byla
vypocitana koncentrace CO; a HCO;™ podle vzorce (HELDER 1988)
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t=T[°C ]+ 273,15 => [K]

k=e ~13847/t + 148,9802 - 23,652 * In (T)

] +290,9097 - 45,0575 * In (T
k= "455421 9 n(T)

_  —11843,79/t +207,6548 — 33,6485 * In (T)
kz =€

a=alkalita/ 1000 h=¢ PH"INUD d=h’+h*k +k *ks

(a—k/h+h) *d * 1000

Ctotal =
h*k +2*k *ky
2
(h) * Ctotal
€ CQ1 = ~=mmmmmmmmm——
d
k‘ * h * Ctotal
€ HCO3. = ———=mmmmmmmmmmmmn
d
ki * ko * Coal
Cco3™

C (ol - celkovy obsah uhliku
¢ co2 - koncentrace CO,
C ycos- - koncentrace HCO3”

2-
¢ coz— koncentrace CO;3”

Podle téchto koncentraci bylo usuzovano, jakou formu uhliku fasa vyuZiva pro

fotosyntézu.
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2.5 Zmrazovani a vysychani

Ptirodni vzorky a oba kmeny Tribonema byly zmrazovany podle n€kolika zmrazovacich
protokold (Tab.1). Pfi zmrazovani byly malé objemy suspenzi fas (300 pl) napipetovany do
specialnich zkumavek — kryovials. Jednotlivé vzorky byly zmrazovany pii —4°C, -40°C, -
100°C (Planer controlled rate freezer -Kryo560-16) a pfimo v tekutém dusiku. Pfi zmrazovani
v tekutém dusiku byly vzorky piimo vlozeny do tekutého dusiku a ponechany dvé hodiny.
Poté byly rozmrazeny ve vodni lazni o teplot¢ 40°C. Pii zmrazovani do — 4°C, -40°C, -
100°C byl kazdy vzorek postupné schlazen k poZadované teploté, kde byl ponechan po dobu
péti minut. Poté byl rozmraZzen ve vodni lazni teplé 40°C. Kazdy vzorek byl takto tfikrat
zmrazen a rozmrazen. Po zmrazovani byly vzorky nao¢kovany na agarové plotny s agarem Z
a kultivovany 7 az 9 dni pii teplot¢ 20°C. Po kultivaci byly vyhodnocovdny zmény
morfologie zplsobené zmrazovanim, riist a déleni bunék a stanovena vitalita (LUKAVSKY
1974, 1975) — ve svételném mikroskopu byly poéitany mrtvé a Zivé buiiky a vitalita byla

stanovena podle vzorce

V=(B;x100)/(Bm+B;)

B; — Zivé bunky ve vldkné

B — mrtvé buiiky ve vlakné

Kromé schopnosti piezit vymrzani byly vzorky testovany na schopnost prezit
vysychani, Opét v kryovials vysychaly osm dni bud’ v desikatorn pii pokojové teploté nebo
v lednici pii teploté 4°C. Metoda kultivace a stanoveni vitality byly stejné jako po

zZimrazovani.

Tab.1: Zmrazovaci protokoly a vysychani

Pocate¢ni| Doba poklesu |Pokusnateplota| Doba setrvani | Poget opakovani

teplota |k pokusné teploté v pokusne teploté| pro jeden vzorek
20°C 6 minut -4°C 5 minut 3
20°C 13 minut -40°C 5 minut 3
20°C 19 minut -100°C 5 minut 3
20°C - 198,6°C 2 hodiny 1
20°C 4°C 8 dni 1
20°C 20°C 8 dni 1




2.6 Zk¥izené gradienty

Rist fas v zavislosti na teploté byl mé&fen na zkfiZenych gradientech (KVIDEROVA &
LUKAVSKY 2001). Na hlinikové desce, jejiz teplota je temperovédna pomoci systému
chladicich a ohfivacich kandlkii, vznika ve sméru delsi strany desky teplotni gradient podle
vlastni potfeby experimentu. Deska je shora ozafend Sesti podélné uspofadanymi zéfivkami o
vykonu 7W. Pii pokusu byly téi zafivky rozsviceny, tfi zhasnuty. Na desce s navlh¢enou
gizou (pro lepsi pfenos tepla) bylo rozmisténo 45 petriho misek (v uspofadani 5 x 9) o
priiméru 9 cm s agarem Z. Do kaZdé misky byl napipetovan 1 ml suspenze fas a rozetfen. Pro
stanoveni pocateéni biomasy byl stanoven obsah chlorofylu a pro tfi vzorky suspenze o
objemu 1 ml. Kultivace na zk¥iZzenych gradientech probihala pfi teplotach od 2°C do 35°C a
ozafenostech mezi 14 a 27 pmol kvant m™s" po dobu tfinacti dnii. Pro zjisténi pribéhu ristu
byly vybrany dvé nedestruktivni metody: 1) vzorky byly foceny digitdlnim fotoaparitem a
analyzovany pomoci programu NAJA Image Analysis (JIRKA & HAUER 2003) a 2) byla
méfena fluorescence chlorofylu. Po dokongeni kultivace byly nérosty fas smyty destilovanou
vodou a stanoven obsah chlorofylu a.

Bylo zjistovano, jestli existuje korelace mezi obsahem chlorofylu a vysledky analyzay
NAJA a mezi fluorescenci a obsahem chlorofylu, tedy jestli mohou tyto metody zastoupit

stanoveni chlorofylu.

2.7 Stanoveni biomasy pomoci digitdlniho fotografie

Pro zjisténi pribéhu riistu fas na petriho miskdch béhem kultivace na zkiiZenych
gradientech byla puZita nedestruktivni metoda popsand v praci HAUERA (2003). Petriho
misky byly nafoceny ve sterilnim boxu digitélnim fotoaparatem Olympus C-5050 ve formatu
TIFF v rozliSeni 1600x1200 obrazovych bodi, pfi foceni byly umistény na bilé ploSe
s referenénim ¢&tvercem padesatiprocentni $edé barvy. Obrazky byly dale upraveny

v programu GIMP a poté analyzovéany v programu NAJA Image Analysis.

2.8 Méfeni fluorescence chlorofylu

Pro zjisténi prib&hu ristu na zkfizenych gradientech byla pouZita nedestruktivni metodu
méteni fluorescence chlorofylu. Méfeni byla provadéna na piistroji FluorCam 700 MF, verze
3.013 (PSI, Brno), ktery umoZfiuje pomoci citlivé CCD kamery sledovat zdkladni
fluorescenéni parametry s dvojrozmérnym rozliSenim. Vzorky (petriho misky) byly umistény

v méfici komofe, ktera je ozafovdna dvéma panely oranzovych LED diod, které vyzafuji
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mefici zablesky a aktinické svétlo. Zablesky saturacniho svétla jsou pak vyzafovany
halogenovou lampou (250W), kterd je vybavena clonou. Florescencni signdl je detekovan
CCD kamerou.

Pro méfeni fluorescence byla pouzita pomald (Kautského) indukéni kinetika
fluorescence (KAUTSKY & HIRSCH 1934). Jednotlivé petriho misky s narosty fas byly nejprve
na deset minut umistény do tmy. Poté byly ddny do méftici komory pfistroje. Slabym méficim
svétlem byl uren pocatecni fluorescenéni vytézek ve tmé (Fo). Silny zablesk saturaéniho
svétla zplisobil maximdlni zvySeni fluorescenéniho vytézku (Fm). Dale nasledoval zdznam
zmén fluorescence pii zapnutém aktinickém svétle (Tab.2). Ze ziskanych parametri Fm a Fo
byla vypocitana variabilni fluorescence (Fv = Fm - Fo) a déle maximalni vytéZek primarnich
fotochemickych procest PSII (= Fv / Fm). Tato veli¢ina byla vyuzita pro ziskani informace o
stavu narostu. Pokud je Fv/Fm < 0,6, zna¢i to néjaky stres nebo nedobry stav narostu. Pokud
je Fv/Fm > 0,6, jsou podminky pro rist a stav narostu optimalni (PrasSil — stni sdéleni).

K popisu pribéhu riistu kment fas na zkiizenych gradientech byl vyuzit parametr Fo.

Tab.2: Fo, Fm a Kautského efekt - protokol pro méreni flourescence

Zakladni parametry Temnostni pauza po méieni Fm
Citlivost [%] 20 Délka temnostni pauzy [s] 40
Elektronicka zaklopka [0-2] 1 Kazdy n-ty obraz 50
Opticky ramec [s] 3,36

Kautského indukce
Méreni Fo Expozice aktinického zareni [s] 150
Délka méreni Fo [s] 10 Intenzita aktinického zareni [%] 30
Kazdy n-ty obraz 25 Kazdy n-ty obraz 5
Méireni Fm Temnostni pauza po Kautského indukci
Délka trvani pulsu [ms] 1600 [Relaxacni interval [s] 10
Intenzita pulsu [%] 50 Kazdy n-ty obraz 50

2.9 Zpracovani dat

Digitalni fotografie po pfevedeni do pocitace byly nejprve zpracovany v grafickém
programu GIMP (MATTIS ET AL. 2002) a poté hodnoceny v programu NAJA Image Analysis
(JIRKA & HAUER 2003). Zpracovani tabulek bylo provedeno v programu MS Excel 2001
(Microsoft corp., Redmond, USA). Grafy a porovnani vysledkt ziskanych pomoci digitalni
fotografie, méfeni fluorescence a stanoveni koneéného obsahu chlorofylu — zjisténi korelace —

byly zpracovany v programu STATISTICA, ver. 6.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, USA).
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3. Vysledky
3.1 Zavislost rychlosti fotosyntézy a respirace na teploté pro kmeny Tribonema

Rychlost fotosyntézy (FS) i temnostni respirace (TR) pro kmen Tribonema fonticolum
rostla se zvySujici se teplotou (Graf 1). Pii nizkych teplotach byla rychlost fotosyntézy niZ§i
nez rychlost respirace, pfi vys$ich ji pfevySovala. Nejvyssi rychlosti fotosyntézy dosahovala
pii 26°C — 0,6 mmol O, g chla™ h.

Graf 1: Tribonema fonticolum — zévislost rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace na teploté (primémé

hodnoty+SE)
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Graf2: Tribonema monochloron — zévislost rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace na teploté
(priméméhodnoty£SE)
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Rychlost fotosyntézy pro kmen Tribonema monochioron byla pfi viech teplotach vyS§si
neZz rychlost temnostni respirace (Graf 2) . Rychlost temnostni respirace stoupala se
vzristajici teplotou, totéZz platilo i pro rychlost fotosyntézy, u které ale pfi 26°C doslo k
poklesu. Hodnoty rychlosti fotosyntézy byly u kmene Tribonema monochloron piiblizné
desetkrat vy3si nez u kmene Tribonema fonticolum, zatimco hodnoty pro temnostni respiraci
byly pro oba kmeny podobné.

Z grafu poméra rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace pro oba kmeny Tribonema
vyplyva, Ze tento pomér nabyval nejvy§si hodnoty u obou kment pfi teploté 14°C (Graf 3).
Hodnoty pomeérit byly pro kmen Tribonema monochloron desetkrat vySSi nez pro kmen

Tribonema fonticolum.

Graf 3: Graf poméri mezi rychlostmi fotosyntézy a respirace pro oba kmeny Tribonema
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3.2 Hodnoceni ristu Fas na zkiizenych gradientech

Teplota, pfi které byla kultivovana Tribonema fonticolum na zkfizenych gradientech byla
(0 az 34°C. Nejvyssi biomasa (obsah chlorofylu @) byla na konci kultivace pii teplotach 20 az
30°C, obsah chlorofylu a se pfi téchto teplotach pohyboval od 49 do 66,25 mg/l (Graf 4). Pii
teplotach niZ§ich nez 12°C byly narosty minimalni, pfi teplotdch nizSich nez 6°C a vyssich
nez 30°C doslo k tbytku pocateéni biomasy. Pfi vysokych teplotach doslo k uhynuti bunék a
k vytvoreni akinet.
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Graf 4 : Tribonema fonticolum - nartist biomasy béhem kultivace na zkfiZzenych gradientech
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Rist v jednotlivych fadach petriho misek na plode zkfiZzenych gradientd znazortiuje graf
5. Pri teplotach od 0 do 3°C doslo béhem kultivace k pozvolnému poklesu biomasy, nedoslo
k Zddnému narhstu. Pt teplotich od 6 do 7°C do$lo v prvni poloviné kultivace k mirnému
poklesu biomasy, ale v druhé poloviné doslo k néaristu, takZze koncovy obsah chlorofylu a byl
vy38i neZz pocatedni. Na miskach, kde se byla teplota od 10 do 17°C, byl narfist biomasy
v prvni poloving kultivace jen velmi maly, v druhé poloviné doslo k prudkému ristu. Pri
teplotach od 20°C do 30,5°C byl v prvni poloviné kultivace riist pomalej§i, ve druhé doslo
k prudkému néaristu. Teploty 31,5 do 34°C byly pro rist pfili§ vysoké, doSlo k poklesu

biomasy, uhynu viaken a tvorbé akinet.

Graf 5: Tribonema fonticolum — pribéh ristu na zkfizenych gradientech vyjadieny pomeci fluorescence
chlorofylu (v grafu jsou primé&mé hodnoty pro viech pét misek v jedné fadé na gradientech)
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Tribonema monochioron byla kultivovana pfi teplotach 5,5 aZ 33,25°C. NejvySsi
biomasy dosahla pii teplotich 15,5 az 23,5°C (Graf 6), koncovy obsah chlorofylu a pfi téchto
teplotach se pohyboval od 98 do 168 mg/l. Pfi teplotich niZSich nez 10°C byl nariist
minimalni, pf vy88ich nez 26°C doslo b&hem kultivace k ubytku pocite¢niho obsahu

chlorofylu. Pfi téchto vysSich teplotach doglo k vytvofeni akinet.

Graf 6: Tribonema monochioron - nértist biomasy béhem kultivace na zkifZzenych gradientech
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Rist v jednotlivych fadich na petriho miskéch je znazornén v grafu 7. Pti teplotach od
5,5 do 10°C, doslo k pozvolnému ristu béhem celé kultivace, stejné tomu bylo i pfi teplotach
10,5 az 11,5°C. Pii teplotach 13 az 16°C byl rist v prvni poloving kultivace pomalejsi, ve
druhé doslo k prudkému nardstu. Pfi teplotach 19,25 az 26°C doSlo k rychlému ristu v prvni
poloviné kultivace, v druhé byl rast pomalejsi a nardst mensi. Pti teplotach od 26,5 do 30,5°C
rist stagnoval a biomasa se béhem kultivace pfilis nezménila. Pfi teplotach vy3Sich nez

30,5°C nedoslo k nartistu, naopak biomasy ubylo, vlakna uhynula a tvofily se akinety.
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Graf 7: Tribonema monochloron — prib&h ristu na zkfiZenych gradientech vyjadfeny pomoci fluorescence
chlorofylu (v grafu jsou primémé hodnoty pro viech pét misek v jedné Fadé na gradientech)

120 -
100 1 _ ] n :
(=} ; ' e} | |
5 60 i |
0 o I i il e i o Ll
O Lo O O 40 L0 O 40 L0
=] & ia o o Sin i g gh wob
A = e 5 2 «~g s N 8o
uw o 0 o™ ™

O1.4. @7.4. @13.4.

Korelaéni vztahy mezi; a) obsahem chlorofylu a a biomasou stanovenou pomoci NAJA
Image Analysis; a mezi b) obsahem chlorofylu a a fluorescenéni hodnotou Fo pro kmen
Tribonema fonticolum ukazuje graf 8. Pro vztah mezi biomasou NAJA a chlorofylem a je

korelaéni koeficient r* 0,43 (p < 0,05) a pro vztah mezi Fo a chlorofylem a je koreladni

koeficient r* 0,83 (p < 0,05).

Graf 8: Korelace mezi obsahem chlorofylu a a) biomasou stanovenou pomoci NAJA Image Analysis, b)
hodnotou Fo pro kmen Tribonema fonticolum
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Korela¢ni vztahy mezi; a) obsahem chlorofylu a a biomasou stanovenou pomoci NAJA
Image Analysis; a b) mezi obsahem chlorofylu a a fluorescenéni hodnotou Fo pro kmen
Tribonema monochloron ukazuje graf 9. Pro vztah mezi biomasou NAJA a chlorofylem a je

korelagni koeficient r* 0,87 (p < 0,05) a pro vztah mezi Fo a chlorofylem a je korelaéni

koeficient r* 0,50 (p < 0,05).

Graf 9: Korelace mezi obsahem chlorofylu a a) biomasou stanovenou pomoci NAJA Image Analysis, b)
hodnotou Fo pro kmen Tribonema monochloron
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3.3 Zavislost rychlosti fotosyntézy na ozarenosti pro kmeny Tribonema

Rychlost fotosyntézy u kmene Tribonema fonticolum se liSila pfi rtznych teplotach.
Nejvyssi rychlosti dosahovala pfi teploté 26°C. Pii v3ech teplotich se rychlost fotosyntézy
zvySovala do intenzity ozafeni 80 pmol kvant m™s”, pfi vysSich ozafenostech doslo
k fotoinhibici (Graf 10). Pt teplotich 3°C a 14°C byla hodnota fotosyntézy zaporna, i kdyz
vysledné kfivky se tvarem shoduji s kiivkou pii 26°C.

U kmene Tribonema monochloron se pribéh kiivek lisil v zavislosti na teploté méfeni
(Graf 11). Pii teploté 20°C rostla rychlost fotosyntézy do ozatenosti 300 pmol kvant m™s’,
pfi vy§8ich ozafenostech byla vyrovnand a pfi intenzit€ 1500 pmol kvant ms! prudce klesla.
Pii teplotich 3°C a 14°C rostla rychlost fotosyntézy do 80 pmol kvant ms”, pak doslo

k poklesu a prudkému riistu pii intenzitach od 1000 pmol kvant m7s”,
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Graf 10: Tribonema fonticolum - graf zavislosti rychlosti fotosyntézy na ozdfenosti
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Graf 11: Tribonema monochloron — praf zavislosti rychlosti fotosyntézy na ozarenosti
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3.4 Zavislost rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace na teploté pro obé prirodni
spolecenstva

U pfirodniho vzorku piedkultivovaného ve druhé poloviné biezna, kdy teplota vody
v dobé odbéru byla 3°C, byla rychlost fotosyntézy vy$§i neZ rychlost respirace pouze pii

nizkych teplotich (Graf 12). Se zvysujici se teplotou rychlost fotosyntézy stoupala, ale jen do
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téchto vyssich teplotach byla rychlost fotosyntézy niZsi nez rychlost temnostni respirace. Pfi

teploté 26°C byla fotosyntéza zaporna.

Graf 12: Zavislost fotosyntézy a temnostni respirace na teploté pro pfirodni vzorek pfedkultivovany v bfeznu pii

teploté 3°C ( primémeé hodnoty£SE)
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Graf 13: Zavislost fotosyntézy a temnostni respirace na teploté pro pfirodni vzorek predkultivovany na za¢atku

kvétna pii teploté 17°C ( primérné hodnoty+SE)
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U pfirodniho spoleéenstva predkultivovaného v prvni poloviné kvétna a odebiraného pfi

teploté vody 17°C doslo se zvySujici se teplotou k poklesu rychlosti fotosyntézy, naopak
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rychlost respirace s rostouci teplotou rostla (Graf 13). Rychlost fotosyntézy byla vy3si pfi
nizkych teplotach (3°C, 8°C, 14°C), pii vysSich ji pfevySovala rychlost respirace.

Hodnota pomérii mezi rychlosti fotosyntézy a respirace byla u pfirodniho vzorku
z konce bfezna nejvyssi pfi 8°C, u pfirodniho vzorku ze zadatku kvétna pii 3°C (Graf 14). Pfi

vy§8ich teplotach hodnoty pomért klesali.

Graf 14: Graf poméri rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace pro oba piirodni vzorky
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3.5 Vysledky alkaliza¢nich pokusii

Z vysledného pH vsech vzorkd po Sesti hodinach byla vypoctena koneéna koncentrace
celkového uhliku, kompenzaéni body pro CO»* a HCOj5™ (Tab.3). Z téchto hodnot vyplyva, Ze
oba ptirodni vzorky i oba rody Tribonema vyuZzivaji pro fotosyntézu hlavné CO,, pficemz
spoletenstva v bfeznovém piirodnim vzorku jsou jeho striktnim konzumentem. U kvétnového
vzorku a obou druhli Tribonema mize byt v malé mife vyuzivan HCOs', zvlasté pfi vy3si

s

koncové hodnoty podobné (Graf 15).
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Tab.4: Vysledky alkalizaénich pokusi

Tribonema | Tribonema |Pfirodni vzorek| Pfirodni vzorek

fonticolum |monochloron bfezen kvéten
poéateén! priimérné pH 7,55 7,65 7.3 7,198
pocateéni celkovy obsah C [mmol/l] (,938222 0,925492 0,985563 1,078504
poéatetnl koncentrace CO,* [mmol/l] 0,059737 0,047411 0,106382 0,143164
pocateénl koncentrace HCOs [mmol/l] 0,877183 0,876443 0,878448 0,934722
pramérné pH po 6 hodinach 9,58 9,09 8,2 9,35
celkovy obsah C (ct) [mmol/l] 0,751576 0,832539 0,886405 0,84903
kompenzaéni bod CO,* [mmol/l] 0,000412 0,001552 0,013225 0,000837|
kompenzaéni bod HCO5 [mmol/l] 0,648057 0,790299 0,867427 0,775536
cy/alkalita 0,854 0,946 1,007 0,907

Graf 15: Zmény pH pfi alkalizaénich pokusech
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3.6 Zmrazovani a vysychani kmenu

po 6 hodinach

3.6.1 Vysledky zmrazovani a vysychéani kmenil Tribonema

—m— Tnbonema monochioron
—x— Pfirodni vzorek kvéten

Oba druhy rodu Tribonema byly podrobeny nékolika zmrazovacim pokustm.

Schopnost piezit tyto stresové podminky byla rizné (Tab.4).

Tab.4: Vysledky zmrazovacich pokusi a vysychani pro kmeny Tribonema

vysychani
kontrola -4°C -40°C -100°C | tekuty N | vysychani 4°C 20°C
Tribonema fonticolum 100% 100% 3,40% 4.10% | 76,80% 81% 83%
Tribonema monochloron| 100% 100% 49% 40% 88% 0.00% 0,00%

24




Kmen Tribonema monochloron pieziva zmrazovani lépe nez kmen Tribonema
Jfonticolum, jeho vitalita je pfi viech pokusech vy3si nez 40%. Oba kmeny Tribonema nejlépe
piezily zmrazovani do —4°C. Vitalita po tomto zmrazeni byla shodna s kontrolou, tedy 100%.
Pii niZ8ich teplotach se vitalita obou kmeni sniZovala (Graf 16).

Kmen Tribonema fonticolum nejlépe ptezil zmrazovani do —4°C a pfimo do tekutého
dusiku. Po téchto pokusech byly ndrosty zelena, stejn€ jako vldkna a chromatofory, cemuz
odpovida i zjisténa vitalita. PHi niZ8ich zmrazovacich teplotach vitalita rapidné klesla a
pohybovala se do 5%. Nérosty pfi kultivaci po zmrazeni pii teplotach —40°C a —100°C byly
Zluté az bilé, chromatofory byly hnédé, zmensené. Buiiky v téchto vlaknech nepfezily pokus.
Zelena vlakna se vyskytovala vyjimecné. Nedochazelo ke zméndm rozméra vlaken (Tab.5).

Vitalita kmene Tribonema monochloron byla nejvyssi pti -4°C, pfi zmrazeni pfimo
v tekutém dusiku dosahovala 88%. Narosty pfi kultivaci byly zelend, vldkna méla normalni
po tomto zmrazeni (stejné jako po zmrazeni do —40°C) byly nezelené, tvofila je bezbarva a
zelena vlakna (Tab.5).

Vysychdni nejlépe piezivala Tribonema fonticolum, kterd oba typy pokusi prezila
s vitalitou nad 80%. Naopak Tribonema monochloron vysychani nepfezila.

Oba kmeny rodu Tribonema vytvarely pfi zmrazovani (kromé tekutého dusiku) akinety

(Obr.4). Tato klidova stadia jim pomahaji pfeZit nepfiznivé podminky.

Graf 16: Vitalita kmen® Triborema po zmrazovani a vysychéni
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Tab.4: Zmény morfologie vlaken kmeni Tribonema po zmrazovini

Tribonema fonticolum

Sltka délka barva barva barva tvar
vlakna burky narostu vldken chromatoforl chromatofortl
kontrola 7,29 6,075-12,15| zelena Zelena zelena paskovité
-4°C 6,075-8,505 |9,72-13,365] zelena Zelena zelena paskovite
-40°C 6,075-7,29 |4,86-8,505| nazloutla bezbarva nezelena kulaté,srazené
bezbarva | (malo zelenych)
-100°C | 4,86-8,505 | 4,86-7,29 | bezbarva bezbarva nezelena kulaté,srazené
{malo zelenych)
tekuty N 7.29 4,86-12,15 zelena zelena zelena paskovité
i bezbarva
Tribonema monochioron
Sitka delka barva barva barva
vlakna buriky narostu vlaken chromatofor(l
kontrola | 3,645-4,86 |7,29-14,58] sv.zelena Zelena zelena
-4°C 3,645-4.86 |9,72-14,58| sv.zelena zelena zelena
-40°C 3,645-4,86 |7,29-12,15| bezbarvé zelena zelena
-100°C 243-486 |7,29-12,15| bezbarvé |zelenat+bezbarval zelena+nezelena
fekuty N 2,43-486 |7,29-14,58| sv.zelena zelena zelena

3.6.2 Vysledky zmrazovani a vysychani piirodnich spolecenstev

Vitalita po zmrazeni obou pfirodnich spolecenstev byla shodnd s kontrolou pouze pii

zmrazovani do —4°C, pfi niz§ich teplotach klesala (Tab.6).

Tab.6: Vysledky zmrazovacich pokust a vysychani

vysychani
kontrola -4°C -40°C -100°C | tekuty N | vysychani 4°C 20°C
pi.vzorek bifezen 100% 100% | 61.90% | 46,32% 73% 0% 64.90%
pi.vzorek kvéten 100% 100% | 41,13% | 10,73% | 28,30% 91,67% 0%

Bfeznové pfirodni spolecenstvo nejlépe piezilo zmrazovani do —4°C a do tekutého

dusiku. Pfi —40°C a —100°C byla vitalita niz§i, piesto dosahovala vice nez 45%. Vysychani

prezilo toto spolecenstvo pouze pii 20°C. Celkové byla vitalita po zmrazovani vy$§i u

bfeznového vzorku nez u kvétnového (Graf 17).

Kvétnové piirodni spolecenstvo mélo nejvyssi vitalitu po zmrazovani do —4°C, pii

niz8ich teplotach byla vitalita miz§i (Graf 17). Nejhiife prezilo zmrazovéni do —100°C. Velmi

vysoka vitalita byla stanovena po vysychani pti 4°C, kdy piezilo 91,67% bunék. Naopak pfi
vysychani pfi 20°C byla vitalita nulova.
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Graf 17: Vysledky zmrazovénf a vysychén{ pro pfirodni spolegenstva
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4, Diskuse

4.1 Méreni rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace v zavislosti na téploté pro kmeny

Tribonema

Z pomérli fotosyntézy a temnostni respirace vyplyva, Ze rychlost fotosyntézy je u
kmene Tribonema monochloron pii viech teplotich mnohonasobné vy3si. Oba kmeny maji
nejvy33i hodnotu poméru rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace pii 14°C. U Tribonema
monochloron je tato hodnota nejvyssi, pfi vy#8ich i niZich teplotach jsou hodnoty pomér(
niZsi, zatimco u Tribonema fonticolum jsou hodnoty pfi dalSich vys§ich teplotach velmi blizke
hodnoté pii 14°C.

U kmene Tribonema fonticolum byla pifi nizkych teplotich fotosyntéza niZ$i neZ
respirace, pro fotosyntézu byly optimalni teploty vy3si nez 14°C. Jedna se tedy o pomalu
rostouci druh (K- strategie), ktery se v chladném prostiedi na poCatku zaplavy vyznamné
nepodili na produkci biomasy, je spiSe doprovodnym druhem.

U kmene Tribonema monochloron nabyvala fotosyntéza i pfi nizkych teplotich
pomérné vysokych hodnot. Rychlost fotosyntézy stoupala do 20°C, pii vySSich teplotach
ztejmé& dochézi k inhibici fotosyntézy vlivem vysoké teploty. Hodnoty respirace jsou po celou
dobu nizké, vzristaji aZ pii teploté, pii které dochazi k poklesu fotosyntézy. Jedna se o rychle
rostouci, invazivni druh, ktery se pravdépodobné velkou mérou podili na produkci biomasy
v chladném prostiedi tini. Jeho Zivotni strategie (r —strategie) pravdépodobné pfedurcuje jeho
ekologickou diileZitost.

Zavislost fotosyntézy na teploté byla métena na druhu Cladophora fracta, ktery byl
vyizolovén z eutrofnich rybniki na Tteboiisku, b&hem svého nejvétsiho rozvoje v Cervenci a
srpnu (EISELTOVA & POKORNY 1994). Pro tuto zavislost vySly podobné kfivky jako pro kmen
Tribonema monochloron — nejvyssi hodnoty rychlosti fotosyntézy byly naméfeny v rozmezi
16 az 22°C, pii vy8Sich teplotach doslo k poklesu. I pfi nizkych teplotidch byla fotosynt€za
relativné vysokd. Hodnoty rychlosti fotosyntézy bohuZel nelze srovnat, nebot’ v obou
ptipadech byly méfeny v jinych jednotkdch, lze srovnat jen trend kiivek, ktery kmeny

vykazovaly.

4.2 Kultivace na zkfizenych gradientech

Pro oba kmeny Tribonema je optimélni teplota pro rist vySsi nez teplota, pfi které byly

vyizolovany a nasledné kultivovany.
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Pro kmen Tribonema fonticolum vychazi optimalni ristova teplota mezi 20 a 30°C.
Tyto hodnoty se shoduji s optimalnimi teplotami naméfenymi pro rychlost fotosyntézy. Zda
se, Ze tyto hodnoty potvrzuji, Ze tento kmen pfi nizkych teplotach sice roste, ale jen velmi
pomalu a jeho rist je optimélni p¥i vysSich teplotach. Pii kultivaci pfi niZzsich teplotach doslo
v prvni poloviné kultivace nejprve k poklesu biomasy a poté nasledoval rychly rist v druhé
poloving. Tento pokles si vysvétluji aklimaci na nizkou teplotu, nebot’ kultura byla od
vyizolovani kultivovana pii teploté 12°C a teplota 0 az 6°C pro ni predstavovala suboptimalni
podminky. Pfi teplotach vy3gich nez 30°C doslo k uhynuti bunék a k tvorbé akinet.

Pro kmen Tribonema monochloron vychazi po kultivaci niz$i optimalni teploty pro rist
(15,5 az 23,5°C) nez u kmene Tribonema fonticolum. Tyto hodnoty odpovidaji hodnotim
teplot, pfi kterych byla nameéfena nejvyssi rychlost fotosyntézy. Kmen neroste pfi teplotiach
niz8ich nez 6°C, pii teplotach vy§sich nez 26°C dochazi k tthynu bunék a ke tvorbé akinet.

Nebot' je malo dat ohledné sladkovodnich mokfadli, je obtizné hledat srovnani. U
mofskych sinic a fas vSak plati podobné zavislosti jako u kment Tribonema. U nékterych
antarktickych moftskych druhit (Gigartina skottsbergii, Phyllophora antarctica) byla
naméfena $irdi teplotni optima pro rist, optimalni ristové podminky jsou mezi 10 a 20°C
(WIENCKE ET AL. 1993). Mnohé arktické moiské druhy, napf. endemitni druh Laminaria
solidungula, rostou pii teplotach az 16°C a prezivaji i pii teplotach 18°C (ToM DIECK 1992).
Mnoho arktickych druhi roste v mirném pésu, jejich optima jsou pii teplotach 10 az 15°C, ale
rostou az do 20°C (BOLTON & LUNING 1982, TOM DIECK 1992).

Pfi stabilng nizkych teplotdich maji organismy nizké optimalni teploty ~ do 10°C.
Naopak vysoce nestabilni prostfedi vede k selekci organismii se Sirokou toleranci na

chemické a fyzikalni vykyvy, vEetné teploty (VINCENT & HOWARD-WILLIAMS 1989).

4.3 MéFeni rychlosti fotosyntézy v zavislosti na ozirenosti

Pro kmen Tribonema fonticolum se k¥ivky zavislosti fotosyntézy liSily podle teploty, pfi
které byla tato zavislost méfena. Z kiivky pfi 26°C, coz byla teplota, pii které byla namétena
nejvyssi rychlost fotosyntézy, lze usuzovat, Ze tento druh je stinomilny, nebot rychlost
fotosyntézy roste do ozafenosti 80 pE m™s”, pak dochézi k poklesu, zfejmé v dtsledku
fotoinhibice. Kiivky pfi teplotach 3 a 14°C vychazi v zapornych hodnotéch, jejich tvar se
viak shoduje s kifivkou pii 26°C. Zaporné hodnoty naméfené pii 3°C se shoduji s hodnotami

naméfenymi pii méfeni zdvislosti rychlosti fotosyntézy na teploté. Pfi tomto méfeni pfi 3°C
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byla rychlost fotosyntézy men$i neZ rychlost temnostni respirace, ze sou¢tu hodnot pak
vychazi zaporné hodnoty pro &istou fotosyntézu pii méfeni zavislosti na ozafenosti.

Vsechny kultury obsahuji bakteridlni slozku neznamého objemu, ktera zptisobuje chybu
pii méfeni, kterou pfi pouzité metodice nelze odstranit, navic bakterie jsou nezbytné pro rast
vétSiny kultur fas.

U kmene Tribonema monochloron maji kiivky pii vSech teplotach podobny tvar. Do
ozéaFenosti 300 uE m” s”' maji podobny charakter jako k¥ivky Tribonema fonticolum pti 26°C
- nejvétsi rychlost fotosyntézy je pii 80 tE m™s™” - a je mozno podle této &asti kiivek fici, Ze
se jedna také o druh stinomilny. Nértst rychlosti fotosyntézy pii vy$Sich ozafenostech
neumim vysvétlit.

U narosti Cladohpora fracta byla také méfena zavislost rychlosti fotosyntézy na
ozarenosti (EISELTOVA & POKORNY 1994). U vzorkii odebranych z hladiny doslo k nasyceni
fotosyntézy ozéfenosti pfi 460 pE m?s", u vzorkdi odebranych ze dna rybnika byla

fotosyntéza saturovana pii 200 pE ms™.

4.4 Méreni rychlosti fotosyntézy v zdvislosti na teploté pro prirodni spolecenstva

Z k¥ivky hodnot rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace pro spolefenstvo
piedkultivované v druhé poloviné biezna (teplota 3°C), kdy je rychlost fotosyntézy vyssi nez
rychlost respirace pouze pii nizkych teplotach (3 a 8°C), se zda, Ze toto spolecenstvo je dobie
adaptovano na Zivot v nizkych teplotach. Pfi vysSich teplotach doSlo k narfistu hodnot
temnostni respirace. Moznym vysvétlenim muiZe byt zvySend respirace bakterii, jejichz
pfitomnost ve vzorku nelze vyloucit — organickd biomasa z odebrana z tiini obsahovala jisté
velké inokulum bakterii, jejichZz rozvoj mohli nastartovat pfiznivé podminky pii méfeni.
Nejvyssi pomér rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace byl pii 8°C, potom jeho hodnoty
klesaly, coz také poukazuje na adaptaci na nizkou teplotu.

U kiivek rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace kvétnového prirodniho
spolecenstva (teplota vody 17°C), doSlo k posunu k vy$§im teplotdm u hodnot rychlosti
fotosyntézy prevySujicich hodnoty temnostni respirace. Rychlost fotosyntézy je vy$§i nez
rychlost temnostni respirace do 14°C, pak nastava jeji pokles a roste rychlost temnostni
respirace. Pomér rychlosti fotosyntézy a temnostni respirace je nejvyssi pfi 3°C, pak dochazi
se vzrastajici teplotou k jeho poklesu. Zda se, Ze toto spolecenstvo je dobfe adaptované na
nizké teploty, ve kterych se vyskytuje. ZvySenou rychlost temnostni respirace je moZné

vysvétlit respirace bakterii nebo respiraci dal§ich druhi ve spoleCenstvu.
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4.5 Vysledky alkaliza¢nich pokusii

Z vyslednych hodnot pH a koncentraci jednotlivych sloZek rozpusténého uhliku se da
usuzovat, Ze oba kmeny Tribonema i obé pfirodni spolecenstav pro fotosyntézu vyuZivaji
hlavné CO,. Podle MABERLYHO & SPENCE (1983) by podle koeficineti podilu celkového
obsahu uhliku (ct) a alkality, které pro tyto vzorky maji hodnoty od 0,854 do 1,007, mély oba
druhy Tribonema i ob& piirodni spoletenstva vyhradné vyuzivat CO,. Césteéné vyuZivani
HCO;5™ pfipousti hodnoceni podle koneéného pH (ADAMEC 2003). Pokud vysledné pH
dosahuje hodnot 8,3 az 9,2, je organismus striktnim konzumentem CO;. Pokud jsou vy3§i neZ
9,5, pak je schopen vyuzivat i HCO4'. V naSem pfipadé¢, koneéné pH Tribonema monochloron
a bfeznového pfirodniho spolecenstva dosahuje hodnot 8,2, resp. 9,09. U té€chto by se tedy
dalo tici, Ze vyuzivaji striktngé CO,. U Tribonema fonticolum a kvétnového pfirodniho
spole¢enstva bylo konecné pH vys8i (9,58, resp. 9,35) u téchto by se dalo usuzovat, ze v malé
mife jsou schopni vyuzivat i HCOs'.

Vyuzivani CO; je méné naro¢né na energii a je mozZné i pfi nizsi ozafenosti. Naopak pii
vysSi konkurenci a vySSich teplotach, kdy v prostiedi v disledku fotosyntézy dochazi k riistu
pH a vycerpani CO,, se vyplati schopnost vyuZivat HCO;" (ADAMEC 2003). V chladnych
vodach tini na poéatku zaplavy, kdy je men§i konkurence a niZ8i ozafenost v disledku
kratkého dne, zfejmé fasam staci schopnost fixovat pouze CO,, jak o tom svédéi hodnoty pro
Tribonema monochloron a bieznové pfirodni spolecenstvo, které HCO;3™ zrejmé vyuZivat
nedokaZou. Pfi vy$8ich teplotach, pti kterych rostlo kvétnové pfirodni spolecenstvo a které
jsou optimalni pro rlst Tribonema fonticolum, se pak vyplati schopnost vyuzivat HCO;3',

nebot’ je vétsi konkurence o zdroje uhliku pro fotosyntézu.

4.6 Vymrzani a vysychani

Oba kmeny Tribonema i obé ptirodni spole€enstva nejlépe piezily zmrazovani do —4°C.
Na tuto teplotu mohou byt adaptoviany ze svého pfirozeného prostiedi, nebot’ v priibéhu
zaplavy miize dojit k poklesu teploty a zamrzani tini. Se snizujici se teplotou vitalita klesa,
fasy vzhledem k vyskytu v mirném pasmu nemohou byt na tyto teploty adaptované. Stejné
zmrazovaci pokusy provadél STIBAL (2004) se snéznymi druhy Raphidonema sempervirens a
Raphidonema nivale. Vitalita téchto druhil byla také nejvy38i pfi zmrazovani do —4°C, pfi

nizsich teplotach klesala.
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Oba druhy Tribonema vytvately pfi zmrazovacich pokusech akinety. Jejich tvorba
odpovida nestélosti prostedi, ve kterém se vyskytuji, kdy k vymrznuti miZe dojit.

Tvorba akinet byla pozorovana u druhu Tribonema bombycinum (NAGAO, ARAKAWA,
TAKEZAWA, YOSHIDA & FUJIKAWA 1999), ktera byla vyizolovédna z podobného prostiedi (ze
v zim& zamrzajiciho rybnic¢ku). Tvorba akinet byla experimentdlné navozena nizkymi
teplotami (zmrazovanim), v disledku vysychéani, nedostatku Zivin nebo né€kterych dilezitych

prvkii (S, N).

4.7 Hodnoceni biomasy pomoci nedestruktivnich metod

V ramei experimentdlni prace byly testovany rizné metody stanoveni biomasy -
stanoveni chlorofylu a, stanoveni biomasy pomoci programu NAJA Image Analysis a méfeni
flourescence chlorofylu. Z mélo dat vysla vysoka statistickd zavislost, ale v disledku toho, Ze
prace nebyla zaméfena na pfesné stanoveni této zavislosti, vznikly n€které chyby. Resenim by
bylo ziskani vice dat a Upravou metodiky méfeni (pouziti stativu pfi foceni). Pro vyuziti a
moznou zaménu vysledkil by bylo potieba ziskéani vice dat za standardnich podminek méfeni,

pak budou moci byt vysledky zaménitelné.
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5. Zavér

Vybrané druhy Tribonema jsou psychrotrofni organismy s teplotnimi optimy vy38imi
nez 10°C. Tribonema monochloron je druhem rychle rostoucim i pfi nizkych teplotach,
invazivnim, podilejicim se velkou mé&rou na produkei fasové biomasy tiini v chladném obdobi
roku. M4 mensi buriky s relativné vét§im chromatoforem, takZe ziejmé lépe vyuZiva slune¢ni
zateni. Naopak Tribonema fonticolum je druhem rostoucim pomalu v nizkych teplotach, jeho
optima jsou pfi vyssich teplotich. M4 v&tsi buiky s malym chromatoforem a pravdépodobné
méné vyuziva slunedni zéfeni. Oba druhy jsou konzumenty pfevazné€ CO», coZ v prostiedi
jejich vyskytu je vyhodné. Rozkladem biomasy vznikd velké mnoZstvi COz, navic funguje
velmi dobfe i vyména s atmosférou. Oba druhy jsou stinomilné, coz odpovida jejich vyskytu
v predjafi roku. Nepfiznivé podminky (nizké a vysoké teploty) prezivaji v trvalych stadiich
(akinety), které jsou dobfe adaptované na vymrzani a vysychani. Studie prokazala
ekofyziologické vlastnosti druhii fas osidlujicich chladné biotopy béhem predjarni a jarni

zaplavy v useku horniho toku feky Luznice.
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