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Biologicka fixace molekularniho dusiku vybranymi pidnimi sinicemi

1. Uvod a cile prace

Sinice jsou unikétni prokaryotické fotosyntetizujici organizmy, které v n&kterych typech
ekosystémi (v poustich, v polarnich oblastech, na lavovych polich, aj.) pfedstavuji vyznamné
primdrni producenty. Mnohé sinice maji schopnost poutat (fixovat) vzduiny molekularni
dusik (FAY et al. 1968), a tak dokazi osidlit i biotopy, kde jiné organizmy, odkazané
na vyzivu minerdlnimi sloufeninami dusiku, nemohou existovat. Schopnost fixace
molekularniho dusiku spolu s fotoautotrofnim zptisobem Zivota je tedy velkou ekologickou
vyhodou fady sinic. O velikosti fixace molekularniho dusiku v réiznych ekosystémech
a rliiznymi fixatory existuje relativné mnoho informaci. Pomérné malo je viak zndmo o fixaci
dusiku ptidnimi sinicemi, coZ je déno jednak praktickymi a historickymi diivody (pozornost
se soustiedila pfedeviim na fixatory N v agroekosystémech a v mofi), jednak metodickymi
divody (fixace N, sinicemi v pid¢ je relativné obtiZn& determinovatelnd). Nevime mnoho
o rozdilech ve fixaci dusiku mezi riiznymi druhy a morfotypy sinic ani o vyznamu, ktery ma
biologicka fixace pro zi¢astnéné organizmy a nepfimo pro cely ekosystém. Biologicka fixace
dusiku je vyznamnym procesem podilejicim se na kolob&hu dusiku v biosféte a jeji piinos
pro bilanci dusiku v polopfirozenych a pfirozenych ekosystémech je &asto nedocenén.
Detailn€j8i studium problematiky muze prispét k lep§imu pochopeni podstaty procest
pfemén Zivin, dynamiky toki a cykld prvki i interakci mezi biotickou a abiotickou slozkou

piirody.

Cilem této bakalarské prace bylo (1) odhadnout velikost biologické fixace molekularniho
dusiku u souboru riznych kmenti pidnich sinic pomoci méfeni nitrogendzové acetylén-etylén
redukéni aktivity, (2) zjistit, zda existuji rozdily ve specifické nitrogendzové aktivité
u jednotlivych morfotypl pochdzejicich z riznych geografickych oblasti, (3) zjistit, na jakych
faktorech zavisi specifickd nitrogendzova aktivita kolonie (napf. frekvence heterocytd,
biomasa kolonie) a k jakym zménam nitrogendzové aktivity dochdzi v prib&hu dne (pii

sti{dani svétlo-tma apod.).
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2. Literarni pirehled

2.1. Sinice v ekosystému a pudé

2.1.1. Sinice jako specidlni skupina organizmii, iloha v ekosystému

Sinice (cyanobakterie) jsou vyznamnou skupinou jednoduchych fotosyntetizujicich
mikroorganizmi. Sinice vznikly jako jedny z prvnich organizm@ na Zemi, jejich fosilni
zaznam je znam z dasného prekambrijského obdobi (stafi asi 3,5-3,8 miliard let). V té dobé
byly ziejm& hlavnimi producenty organické hmoty a vyrazn€ se podilely na vzniku kyslikaté
atmosféry, ktera méla pivodné redukéni charakter. Sinice jsou tedy zodpovédné za vznik
podminek umoZiiujicich rozvoj vysSich rostlinnych a Zivotisnych forem. Sinice jsou
vyvojovym mezi¢lankem spojujicim heterotrofni bakterie a zelené rostliny. Maji prokaryotni
stavbu buiiky, kterd je charakterizovand nepiitomnosti pravého jadra a membranovych
organel jako jsou chloroplasty, mitochondrie, endoplazmatické retikulum, vakuoly nebo
Golgiho aparat. Bun&nou strukturou tak pfipominaji bakterie, avSak zpusobem vyZivy
atypem fotosyntézy se podobaji eukaryotnim fasam a vySSim rostlinam. Schopnost
fotosyntézy maji diky pfitomnosti chlorofylu a a fykobilinil, coZ jsou specidlni pigmenty
fungujici jako svétlosb&mé antény. Stejné jako rostliny vyuZivaji sinice jako zdroj elektront
vodu a pii fotosyntéze uvolfiuji kyslik. Zasobni latkou sinic je glykogen, polysacharid
podobajici se Skrobu.

Sinice jsou kosmopolitn{ skupinou rozsifenou snad ve viech ekosystémech svéta. Osidluji
mote i sladké vody, kde tvofi vyznamnou sloZku pikoplanktonu, jako vodni kvéty se v letnim
obdobi vyskytuji v jezerech a rybnicich. Jsou béznymi obyvateli pobieznich zoén, smacenych
stén, slanych mokiadi, vytvéteji narostova spolecenstva v fekach, vyskytuji se jako epifyty
na stromech a epifyty nebo endolity v kamenech. Nékteré sinice jsou hojné v pidach. Casto
byvaji jedingmi organizmy osidlujicimi extrémni biotopy (horké prameny, snih nebo povrch
ledovet v polarnich oblastech). Mohou Zit ale i v prostfedi vytvoieném ¢lovékem (na sténéach
domti, v akvériich, ve vodnich nadrzich, atd.). Vyjimku tvoif vody a plidy s pH niZ8im nez 5,
kde se sinice vyskytuji jen ojedinéle (STEINBERG et al. 1998).

Sinice jsou vyraznym geologickym ¢initelem. Vyznamna je tvorba travertinu
a stromatolit. Sinice maji dileZitou roli pii biologické fixaci dusiku v biosféfe, kde takeé

vytvéfeji rozmanité symbiotické vztahy. Biomasa sinic obsahuje velké mnoZstvi proteini,
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¢imZ se sinice stdvaji potencidlnim zdrojem Zivodisné i lidské potravy. Zéaroveil jsou
vhodnym modelovym organizmem pro studium zakladnich bunéénych procest (syntézy,

regulace genové exprese, bunééné diferenciace, fixace N, atd.) (FAY 1983).

2.1.2. Taxonomie sinic

Sinice zahrnuji organizmy jednobunééné i mnohobunééné. Vyskytuji se formy kokalni,
je Casto zaloZena na zékladé rozmérdl vldken a piftomnosti pochev (GEITLER 1932).
Problémem je, Ze na ob& tyto charakteristiky ma v rGzné mife vliv také prostiedi.
U vléknitych sinic jsou dileZitym determinaénim znakem heterocyty a zpiisob utvafeni
akinet. Pfitomnost heterocytil zavisi v8ak na koncentraci dusikatych sloucenin v substratu,
coZ situaci opét komplikuje. Pro dostateény popis a taxonomické uréeni je nutné sinice
pozorovat jak v laboratornich kulturach, tak v pfirodnich podminkéch (LEE 1989). Z téchto
divodi je taxonomie sinic komplikovanym a stdle diskutovanym tématem.

Diive se skupina sinic (Cyanophyta, Cyanobacteria, Cyanoprokaryota, Blue-green algae)
pokladala za rostliny a fadila se na zacatek botanického systému, a to diky tomu, Ze stejné
jako rostliny tyto organizmy zaji§tuji primarni produkci biomasy. Dnes jsou sinice
povaZovany za jednu z jedendcti skupin eubakterii jako sesterskd vétev gram pozitivnich
bakterii (GRAHAM & WILLCOX 2002). V minulosti se délily do 5 fadi: Chroococcales,
Chamaesiphonales, Pleurocapsales, Nostocales, Stigonematales (FRITSCH 1945, RIPPKA
et al. 1979). Kokalnim sinicim pfipadaly prvni tfi fady rozliSované navzijem podle riznych
typt déleni. V soucasné dobé slucujeme vSechny kokalni sinice do jednoho fédu
Chroococcales (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1986), ktery je tvofen 7 eledémi mnoha
rodil, Diakritickym znakem Fadu je jednobunééna ¢i kolonidlni stavba, nepfitomnost pravych
vlaken a bunééné déleni v jedné nebo vice kolmych rovinach.

Druhy s pravymi vlakny s fyziologickym spojenim mezi buiikami nyni fadime do tfech
fadt. Vlaknité neheterocytozni sinice patii do fadu Oscillatoriales (KOMAREK
& ANAGNOSTIDIS 1988), ktery sestava ze 43 rodd. Pro sinice tohoto fadu jsou typicka
jednofada vldkna. Buiiky se déli kolmo na podélnou osu vldkna. Fakulativné se u stélky
vyskytuje slizovy obal. Reprodukce probihd fragmentaci vlaken na kritké useky (vznikaji
nemotilni hormocyty nebo motilni hormogonia). Zadny rod z tadu Oscillatoriales nevytvaii

akinety ani heterocyty. Dalsi dva fady se od sebe li8i stavbou vlékna. Sinice fadu Nostocales
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(zahrnuje 32 rodt) maji jednofadé vlikna s nepravym vétvenim, zatimco u druhil z¥adu
Stigonematales (48 rodd) nachdzime pravé vétveni u mnohofadych vlaken (KOMAREK

& ANAGNOSTIDIS 1989, 1990). U obou Fadi se tvoii akinety i heterocyty.

2.1.3. Pidni sinice - jejich vyznam a vyskyt

Terestrické sinice hraji diileZitou roli v piidnim ekosystému. Jsou jednémi z prvotnich
kolonizatorti p¥i vzniku a osidlovani pidy organizmy, obohacuji pudu organickou hmotou
a Zivinami, podili se na tvorb& humusu a zlepSuji fyzikélni strukturu zejména piséitych pid
(MARANTHE 1972). Ve vyvinutych ptidach spojuji piidni &astice a chrani ptdu pted erozi.
Tuto schopnost maji diky slizovym pochvam a typickému ristu, pfi némZz tvofi svazky
vldken propojujici jednotlivé pidni &astice. Napoméhaji také zadrZovani piidni vlhkosti
(BOOTH 1941). Pédni sinice vyraznd piispivaji fixaci dusiku k celkovému toku dusiku
v biosféte. Diazotrofni sinice maji velky podil na trodnosti ryzovych poli (ROGER 1995,
TIWARI et al. 1991).

Protoze jsou sinice fotosyntetizujici organizmy, je jejich vertikalni rozmisténi v pidé
uréeno dostupnosti svétla, a tak nejvice druhii byvé nalézdno ve svrchnich vrstvach pudy
(LUKESOVA 1989).

Geografické rozsiteni plidnich sinic zdvisi na ekologii jednotlivych druhfi, V pasmu
tundry jsou sinice v porovndni s fasami hojné, Casto piitomnymi druhy v téchto oblastech
jsou rody Nostoc a Stigonema; zastupci fadu Oscillatoriales jsou charakteristické pro aridni
oblasti, v suchych stepich ptevladaji Nostoc a Scytonema. Sinice maji schopnost rychlého
startu Zivotnich &innosti a zaroved jsou morfologicky a fyziologicky pfizplsobeny pro
pohlcovani a udrzovani vody, ¢imz ziskévaji pfevahu nad jinymi skupinami organizmd.

Terestrické sinice preferuji pady s neutralnim pH (LUND 1962), v kyselych substratech
se sinice vyskytuji velmi ziidka. Kofeny rostlin zajist'uji sinicim vhodny substrat pro
piichyceni, zaroveii jim poskytuji vodu a potiebné latky. Nektere sinice mohou byt potravou
pro edafon, naptiklad u ZiZal r. Lumbricus byl nalezen v travicim traktu Nostoc calcicola

(LUKESOVA 1989).
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2.2. Fixace molekulirniho dusiku

2.2.1. Cyklus dusiku - vyznam fixace N,

Dusik je plynny chemicky prvek patfici mezi biogenni prvky, které jsou zakladnimi
stavebnimi kameny zivé hmoty. PfevaZzna v&tina dusiku je obsaZena v litosféfe, aviak tento
dusik neni zapojen do globalniho kolob&hu. Nejvétsim aktivnim zasobnikem dusiku na Zemi
Je atmosféra, kterd obsahuje kolem 78 objemovych procent N,. Je vak vazan i v tfadé
slou€enin (nitritech, nitrdtech). Molekuldrni dusik je velmi maélo reaktivni, protoZe jeho
molekuly jsou tvofeny dvéma atomy vzajemné& vazanymi pevnou trojnou vazbou. Vzhledem
k rozpustnosti prakticky vSech svych anorganickych soli se dusik téméf nevyskytuje
v béznych horninach (vyjimkou je napf. chilsky ledek neboli dusiénan sodny NaNOj).
Rozpustné dusikaté latky byly v priibéhu Casu splachnuty do oceénti, aby se opét zapojily do
biogeochemickych cykli.

Mikroorganizmy a rostliny piijimaji dusik ve formé& nitrdtd (NO;), amonnych iontt
(NH,") a nitritd (NO,), a spide vyjimetns ve formé jednodussich dusikatych organickych
slouCenin. N&které bakterie a sinice mohou asimilovat molekularni dusik (N;) ze vzduchu.

Cyklus dusiku v pidé€ je otevieny (propojuje plidni ekosystém s atmosférou
a hydrosférou) (Obr.1). Nejvétsi podil na pfenosu dusiku mezi pedosférou a atmosférou maji
Nz, N;O a NH;. Pfenos mezi terestrickym a vodnim ekosystémem je primdrné zajistén
nitraty, amonnymi ionty a organickym dusikem.

Pida obsahuje relativné velké mnozstvi dusiku: 0,02-0,5 % z hmotnosti suché ptdy.
Naroky péstovanych plodin jsou viak vysoké, a proto se musi v agroekosystémech dusik
do plidy dodavat v podob€ hnojiv.

Velkd vétSina pldniho dusiku (az 99 %) je vadzédna v organickych latkach, zatimco
na anorganické slouceniny piipada pouze 1-2 %. Nitrity a nitraty jsou dobie rozpustné
a proto v plidé snadno pohyblivé; k jejich ztratdm dochézi pfedeviim vyplavovanim. Amonné
ionty jsou mnohem vice neZ nitraty a nitrity v piidé vazany (negativné nabitymi pidnimi
koloidy) a z pidy se amonna forma dusiku vylucuje zejména volatilizaci (pfi pH vy$§im neZ
7). Dusik se dale dostiva z pid plisobenim eroze, emisemi plynid ¢i exportem v podobé
biomasy a dalSich produkti. Hlavnimi procesy transformace dusiku v pidé jsou:
mineralizace organickych dusikatych sloudenin, nitrifikace, denitrifikace, asimilace
minerdlnich forem dusiku a fixace vzduiného N,. Ve vét§iné pid jsou b&Znymi procesy

nitrifikace a denitrifikace.
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Obr.1 Hlavni procesy pfemén dusiku v suchozemském ekosystému. Mineralizace organickych dusikatych
latek se také oznaduje terminem amonifikace, protoZe hlavnim produktem mineralizaénich reakci je amonna
forma dusfku. Tloustka €ar pfiblizng zndzorfiuje velikost prenosdl N. (upraveno podle: BLACKBURN 1983;
pievzato z: SIMEK 2003)

fixace N

bakterialni mrtva
; o jm | N
N gy [P rganike 2

asimilace

. . denitrifikace
mineralizace
asimilace

NO;

nitrifikace

e Nitrifikace je proces, pii kterém je amoniak vyuzivan jako zdroj energie jednou skupinou
chemoautotrofnich bakterii - tzv. nitrifikatory. Pfi nitrifikaci dochazi k oxidaci amoniaku na
nitrit a d4le na nitrat. Nitrifikace je ovlivnéna koncentraci molekuldrniho kysliku a amoniaku
vptdé (pii poklesu koncentrace a tim dostupnosti pro nitrifikatni bakterie se proces
zpomaluje aZ zastavuje).

o K denitrifikaci, tedy redukci oxidovanych forem dusiku v $ir§im smyslu dochazi nékolika
zplisoby. Nekteré mikroorganizmy produkuji oxid dusny (N,O) z nitratd za oxickych
podminek (bakterie, houby, fasy) nebo konvertuji nitraty na nitrity za anoxickych podminek
(stteva Zivodichil) pfi nitrdtové respiraci. Jinym typem redukee je disimilacni nitratova
redukce na amonium bakteriemi nebo chemodenitrifikace probihajici napf. v kyselych
lesnich pidach. Denitrifikace v uZz§im smyslu je respiratni denitrifikace, pfi niz slouZf
oxidované nitrity a nitraty jako terminalni akceptory elektroni za anaerobnich podminek
a jsou redukovany na plynné formy (N2O a N,) v buiikdch celé fady bakterii a archae, napf.
fakultativné anaerobnimi bakteriemi Psuedomonas a Alcaligenes. V zaplavovanych oblastech

s ryZovisti piisobi denitrifikace vysoké ztraty dusiku (aZ 60 % se uvolni do atmosféry).
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e Vyznamnym jevem transformace dusiku v pidé je také fixace molekularniho dusiku, pfi

niz je molekularni plynny dusik redukovédn na amoniakalni formu N:

Ng + 3H2 — 2NH3

Fixace N, je zaleZitosti vyhradn€ prokaryotnich organizmt. Mikroorganizmy fixujici
dusik, tj. bakterie véetné aktinomycet a sinice, Ziji volné nebo v asociacich a symbidzach
s jinymi mikroorganizmy, s rostlinami nebo Zivoéichy. Nesymbioticka fixace N, je v pidé
vétSinou dost nizka, je totiZ limitovand pfedev§im dostupnosti zdroje energie, &asteéné
dochazi i k inhibici fixace vysokym pO, nebo nadbytkem minerdlniho dusiku v substratu
(SIMEK 1993).

Asociativni a zv1asté symbiotickd fixace N; je vétsinou mnohem vy$si neZ fixace volné
Zijicimi fixatory. Fixace Ny je vysoka napif. u legumindz (rostlin z éeledi Fabaceae se
symbiotickymi bakteriemi r. Rhizobium aj. v kofenovych hlizkach). Legumindzy maji velky
vyznam jako zemédélské plodiny. Jejich produkce je viceméné nezavisla na mineralnim
dusiku.

Ve sladkovodnich a mofskych ekosystémech je dusik rovnéZz ¢asto limitnim faktorem.
Subtropické a tropické oblasti se velkou mérou podileji na svétovém mofském kolobéhu
dusiku, pravé diky fixaci molekularniho dusiku sinicemi (r. Trichodesmium aj.). V mofich
hraje diileZitou roli dostupnost Zeleza (pozn. mnozstvi Zeleza v mofich slouzi jako parametr
pro odhad svétového podilu fixace dusiku). Clovék svou &innosti znaéné ovliviiuje fixaci
na pobieZich (destrukei, eutrofizaci). Vliv na fixaci N; v ocednech muZe mit oteplovani Ci
zvy§$end stratifikace vodniho sloupce (KARL et al. 2002).

Fixace v ocednech je zaji¥fovana mnoha diazotrofnimi organizmy (své&déi o tom vysoka
fylogeneticka diverzita nif H gentt (ZEHR et al. 2001)). Nékteii fixatofi nebyli vSak dosud
objeveni.

Globalni fixace molekularniho dusiku v terestrickych a vodnich ekosystémech je pfi
absenci lidskych zasahii témeéf srovnatelnd (souse: 90-130 Tg/rok, ocean: 100-200 Tg/rok).
Ve skuteénosti je v suchozemskych ekosystémech velikost fixace dvojnasobnd vzhledem

ke kultivaci leguminéz (KARL et al. 2002).
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2.2.2. Biochemie fixace, nitrogenaza

Redukee (fixace) molekularniho dusiku se uskute¢iiuje tfemi hlavnimi zpiisoby:

e Spontinni fixace dusiku probihad pisobenim elektrickych vybojt pfi bouikach a vlivem
ultrafialového zafeni. Vznikajici oxidy dusiku jsou pak déle transformovéany v atmosféfe
a deponovany v riznych sloudeninach na povrchu Zemé, v suchozemskych i vodnich
ekosystémech.

e Primyslové fixace dusiku se vyuZiva pro produkci HNO; a mnoha dusikatych slou¢enin
véetné dusikatych hnojiv z atmosférického dusiku v chemickém primyslu. Je provadéna
Haber-Boschovym procesem nebo jeho modifikacemi; primyslova fixace Ny je také
v podstat& redukei dusiku na amoniak pomoci vodiku.

e Biologicka fixace molekularniho dusiku je proces probihajici v buiikdch prokaryot —
fixatortt Ny, tzv. diazotrofil. Diazotrofni bakterie fixuji dusik v atmosférickych teplotéch a pii
atmosférickém tlaku, zatimco pfi primyslovém procesu je potieba tlak 20 MPa a teplota
800°C (DILWORTH & GLENN 1991).

Biologickd fixace dusiku je dilezitym ¢lankem kolob&hu dusiku v biosféfe. Byla
objevena v 80. letech 19. stoleti u leguminéz a zahy byly identifikovani vlastni fixatofi —
diazotrofové. Podstatou procesu je redukce N, a nasledné asimilace dusiku do Zivé biomasy.
Diazotrofni organizmy maji tuto schopnost diky specidlnimu enzymu nitrogenaze (SIMEK
1993).

Fixace dusiku je energeticky velmi néroény proces, proto dusik fixujici organizmy
vyvinuly mechanismy pro represi syntézy nebo potlateni funkce nitrogenazy, kdyZ je v jejich
prostfedi piitomen snadngji ziskatelny dusik v mineralnich dusikatych slouceninach.
Schopnost fixovat dusik se vyvinula u prokaryot v dobé existence redukéni atmosféry
na Zemi. Srozvojem fotosyntézy vznikala kyslikatd atmosféra, ktera byla dostatecné
selektivni pro diazotrofni organizmy. N&které organizmy si zachovaly schopnost fixace
pouze za anaerobnich nebo mikroaerobnich podminek, jiné vyvinuly specialni prostiedky jak
chrénit nitrogenazu pied kyslikem (napf. heterocyty) (FAY 1983).

Enzym nitrogendza je tvofen dvéma proteiny, vétsim MoFe-proteinem (dinitrogenazou)
amen§im Fe-proteinem (reduktdzou). Samostatné jsou proteiny nefunkcni. Fe-proteiny
(Proteiny 2) jsou u viech dusik fixujicich organizmi identické. Maji Mr = 65000 a obsahuji 2
podjednotky a aktivni centrum s Fe4S,. Pienadeji elekirony z ferredoxinu na hlavni protein.

Jsou extrémné citlivé na kyslik. MoFe-proteiny (Proteiny 1) jsou tetramery o Mr = 220-
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240000, obsahuji kofaktory sloZené z molybdenu a Zeleza (FeMoco). Proteiny 1 provadi
vlastni redukci molekul Nj. Pro redukei je nutny nizky potencial, ktery vznika spojenim Fe-
proteinu s Mg ATP. Pfi redukei jsou molekuly N, pfenaSeny elektrony postupné z Fe-
proteinu na MoFe-protein, vlastni redukce N, probihd pak na FeMoco. Pfenos jednoho
elektronu probiha ve tiech krocich. Nejprve dojde ke spojeni obou nitrogenazonych proteind,
pak je elektron pfenesen z Fe na MoFe-protein. Nakonec proteiny disociuji (bé€hem toho se
hydrolyzuji 2 molekuly ATP na ADP). Redukce substratu zahmuje: redukei Fe-proteinu,
aktivaci Fe-proteinu pomoci ATP, pfenos elektronti mezi proteiny nitrogenazy, vazbu
substrdtu na nitrogendzu, tvorbu komplexu enzym-substrat, pfenos elektronti na substrat,
uvolnéni redukovaného produktu, ADP a fosfitu). Je to pomaly proces, ktery trva asi ls.
Zdrojem ATP pro reakci jsou u heterotrofnich bakterii rozklddané organické substrty nebo
u sinic fotosyntéza. Jako zdroj elektronii slouzi ferredoxin a flavodoxin (pro jejich redukei se
elektrony ziskévaji rozkladem organickych latek nebo z vody). ATP se ti¢astni reakce jako

MgATP (na pfenos 8 elektronti se spotfebuje 16 molekul MgATP):

N, + 8H" + 8¢” + 16MgATP — 2NH; + H, + 16MgADP + 16Pi

Byly objeveny i jiné typy nitrogenaz (tzv. alternativni nitrogenazy), jejichZz mistem vazby
a redukce neni FeMoco s molybdenem, nybrz vanadem (napf. u Azobacter chroococcum).
Nitrogenaza je kddovana fixaénimi geny nif. Ty jsou dobfe prostudovany u bakterii, ale malo
zndmé u sinic. Napfiklad ale vime, Ze existuje rozdilna organizace geni u jednobunéénych

a vlaknitych sinic i u vegetativnich bunék a heterocyti.

2.2.3. Prehled fixatori N,

Fixatofi dusiku jsou hojné roziifeni, Ziji voln€ v ptid€, na povrchu rostlinnych organi,
v pletivech a buiikdch rostlin, na povrchu t&l ptdnich Zivo€ichl i v travicich traktech
organizmfi. Taxonomicky patii k eubakteriim a archae. Ziji samostatng nebo v symbi6zach
(s houbami, kapradinami, cykasy, jednod8loznymi i dvoudé€loZnymi rostlinami a také
v asociacich s Zivo€ichy).

Mezi  heterotrofni  nefotosyntetizujici  diazotrofy  patii  anaerobni  archea
(Methanobacterium, Methanococcus, Methanosarcina) a rizné typy bakteril. Aerobni

bakterie jsou zastoupeny napf. rody Acetobacter, Azomonas, Derxia, Xanthobacter, Frankia,
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z mikroaerobnich bakterii jsou to Methylococcus, Azospirillum, Arthrobacter, Thiobacillus,
Rhizobium, Pseudomonas, Beggiatoa, fakultativnd anaerobni reprezentuji  Citrobacter,
Escherichia intermedia, Klebsiella, Bacillus, Vibrio a anaerobni diazotrofni bakterii je
napiiklad Clostridium.

Dalsimi vyznamnymi fixatory jsou volng Zijici fotosyntetizujici autotrofové, mezi néz
patfi purpurové a zelené sirmé bakterie a sinice. K diazotrofnim purpurovym bakteriim
fadime napf. r. Rhodospirillum, Rhodopseudomonas, Chromatium, k zelenym pak napfiklad

. Chlorobium. Mezi fixujici sinice patii naptiklad Synechococcus, Gloeocapsa,

Trichodesmium a viechny heterocytdzni sinice.

Fixatofi Casto vytvaii asociace nebo Ziji ve vztahu s jinymi organizmy. Rhizosférni
bakterie Ziji na povrchu kofend rostlin véetné p&stovanych plodin, 1. Azospirillum se
vyskytuje u tropické trévy Paspalum notatum. NEkteré bakterie Ziji ve vztazich s termity,
ZiZalami nebo oveemi, Ziji na povrchu tél pidnich Zivodich i v travicich traktech. Rod
Rhizobium tvoii symbiozu s legumindzami, Frankia je fixatorem u aktinorhiznich rostlin
(ol3e aj.). Sinice jsou dusik fixujici slozkou lidejnikt, vyskytuji se u fas, jatrovek, hleviku
r. Anthoceros, cykasi (MEEKS 1998), ale i angiospermélnich rostlin r. Gunnera
(SODERBACK et al. 1990). Anabaena azolae je symbiontem vodni kapradiny r. 4zolla.

f Vyznamnym fixdtorem v moiské vodé je neheterocytdzni sinice r. Trichodesmium.
DalSimi zdstupci vodnich diazotrofil jsou napt. r. Synechococcus, Synechocystis, Oscillatoria,
Aphanizomenon, Nodularia, jednobunéénd Erythrosphaera marina, neheterocytdzni

| Katagnymene a fakultativng anaerobni pelagické chemotrofni bakterie Vibrio diazotroficus,

Thiobacillus, Beggiatoa. Dusik fixuji také sinicovi endosymbionti diatoméi (Richelia

intracellularis u rozsivky r. Rhizosolenia), existuji diazotrofni endo- i ektosymbionti

bezobratlych a symbionti dinoflageléti. Bylo zji§t&no, Ze ve spoletenstvech organizmi se
vyskytuje tzv. syntrofie, kdy celé spoledenstvo, spi§ nez jednotlivec je schopno asimilovat

dusik do své biomasy (KARL et al. 2002).

2.3. Fixace dusiku a nitrogendzova aktivita u pidnich sinic

2.3.1. Sinice jako diazotrofni organizmy

| Dusik je Castym limitujicim faktorem (Zivinou) v piidé. Nékteré piidni sinice patfi mezi
| diazotrofy a maji schopnost poutat molekuldrni dusik z atmosféry. Sinice fixuji N, vétsinou

v aerobnich podminkéch, ¢ast asimiluje dusik v anoxickém prosttedi. Mezi dusik fixujicimi
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sinicemi jsou jak zastupci vlaknitych, tak i kokalnich typli. Byla zjiSténa napfiklad fixace
dusiku u jednobunééné sinice r. Gloeothece. Ta je <&asto symbiontem liSejnikd,
v symbiotickém vztahu ale neni fixace N, potvrzena. Fixujicimi symbionty jsou obvykle
heterocytozni sinice (r. Nostoc, Scytonema). Mezi neheterocytozni sinice, které fixuji dusik
fadime r. Trichodesmium, Ocillatoria, Lyngbya, Phormidium. Diazotrofni pldni sinice
nesporné pfispivaji k bilanci dusiku v suchozemskych ekosystémech a maji napf. velké
praktické vyuziti pfi péstovani ryze. Jejich piftomnost zlepSuje Grodnost ryZovist. Poprvé
byly sinice objeveny na ryZovych polich pocéatkem 20. stoleti na Cejlonu a zahy byl poznin

i jejich pfinos pro bilanci dusiku v agroekosystémech.

2.3.2. Charakteristika a vlastnosti diazotrofnich sinic

Stejnd jako ostatni diazotrofové, i sinice maji enzymaticky komplex nitrogendzu.
Na rozdil od heterotrofné se vyZivyjicich organizmi u nich ale probihd fotosyntéza. Fixace
N, a fotosyntéza jsou zdanlivé dva nesluditelné procesy, nebot kyslik uvelfiovany pfi
fotosyntéze je silné toxicky pro nitrogenazu nezbytnou pro fixaci Na. Proto sinice vyvinuly
riizné zplisoby ochrany nitrogenazy pfed molekuldarnim kyslikem, které spocivaji v Casove
nebo prostorové separaci obou procest.

U vlaknitych sinic fadt Nostocales a Stigonematales se napf. vytvédfeji heterocyty.
Heterocyty jsou specidlni bufiky morfologicky i fyziologicky se lidici od ostatnich
vegetativnich bunék. Jejich hlavnim tkolem je zajistit mikroaerobni podminky pro
nitrogendzu a dale distribuce dusikatych sloufenin do celého organizmu (GOLDEN
& YOON 1998). Casto jsou na vlaknech rozmistény ve viceméné pravidelnych intervalech.
Tvorba heterocytu je spjata s fadou zmeén, kterymi musi buiika projit (WOLK et al. 1994).
Dochézi ke vzniku sloZitého vrstevnatého obalu, ktery mj. uéinné redukuje diftzi plynt.
Fotosystém 1 zajistujici zdroj ATP a cytochromalni komplexy jsou zachovany, avSak
fotosystém II chybi. Heterocyty maji vysokou respiraéni kapacitu, dychanim tak odstrariuji
prebyteény kyslik. ProtoZe postradaji RUBISCO a neasimiluji oxid uhlicity, jsou odkazany
na dodavky uhlikatych sloudenin z vegetativnich bungk. Heterocyty obsahuji specialni
enzymy nutné pro metabolismus amoniaku z fixovaného N,. Pomoci glutamin syntetazy
(GS) je dusik prenesen na glutamat, vznikly glutamin je transportovan do vegetativnich
bungk, kde je diky GOGAT (glutamin oxoglutardt aminotransferdze) zpé€t preménén

na glutamét. Zraly heterocyt komunikuje s okolnimi bufikami polarnimi noduly, coZ jsou
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péry s etnymi mikroplazmodesmaty. Jimi jsou spolecné s glutamatem do heterocyti
dodévény potiebné redukéni ekvivalenty NADH. Dulezitou roli hraji enzymy zajistujici
syntézu a degradaci cyanofycinu. Ten ma za kol udrzovat rovnovahu mezi fixaci dusiku
a jeho exportem ven z buiiky. Proces diferenciace heterocyttl trva 12-15 hodin a vysledna
frekvence heterocytt &ita obvykle 5-10 % z celkoveho poctu bunék (ADAMS & DUGGAN
1999). Prostorovou separaci vyuZiva i nehetorocytozni motska sinice r. Trichodesmium.
Na vlaknech se pouze na biochemické trovni diferencuji kratké useky bun&k tzv. diazocyti,
unich?. pfestava fungovat fotosyntéza a probiha pouze dychani. Vznikajici mikroaerobni

prosttedi umoZni expresi nitrogendzy.

Jinym zptsobem oddéleni fotosyntetickych a fixa¢nich procestl je Casova separace.
Ve vegetativnich buiikdch probihd ve dne fotosyntéza, behem niz se akumuluji reduk¢ni
ekvivalenty NADP a energie v podob& ATP. V noci pak buiiky dychaji, sniZuji tak
koncentraci kysliku a dovoluji nastartovat fixaci. Casové separace byla napfiklad pozorovina

u r. Synechococcus, Cyanothece, Gloeothece, Oscillatoria, Plectonema a dalich.
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3. Material a metody

3.1. Studované kmeny sinie

3.1.1. Celkovy prehled

Pro viechny experimenty jsem pouZila kmeny pldnich sinic ze sbirky Ing. Aleny
LukeSové, CSc. z Ustavu padni biologie AV CR (Tab.1). Vybrali jsme 15 rodi sinic odli§né
morfologie (kokalni, vldknité heterocytézni a vldknité neheterocytézni typy (Tab.2)
z riznych geografickych oblasti (Tab.3):

e pousté subtropického pasu (Egypt)

e mirny pas (Ceska republika, Slovensko)

o tropy (Kuba, Brazilie, Mauretanie, Thajsko)

e polarni oblasti (Antarktida)

Tab.2 Rozd&leni kmenti podle morfologie a pracovni oznadeni kmene (v zavorce).

Kokalni Viaknité Vlaknité
heterocytozni neheterocytdzni

Chroococcidiopsis | Anabaena (C Anab1) Leptolyngbya

(E Chroocl) Aulosira (C Aull) (E Leptl, E Lept2)

Chroococcus Calothrix (A Call, A Cal2, C Call) Oscillatoria

(T Chroocl) Fischerella (T Fischl) (E Oscill)

Hassalia (A Hasl, C Hasl)

Microchaete (E Microl)

Nodularia (C Nod1)

Nostoc (E Nos1, E Nos2, A Nos1, A Nos2,
A Nos3, A Nos4, A Nos5, C Nosl, C Nos2,
C Nos3, C Nos4, T Nos1, T Nos2, T Nos3)
Scytonema (E Scytl, T Scytl)
Tolypothrix (C Toll)

Trichormus (E Trichl, C Trich1, C Trich2)




Tab.1 Soubor kmenf pouzitych v experimentech s udanim lokality a roku izolace

kmen oznaceni kmene | stat oblast lokalita rok izolace |izoloval/a
Chroococcidiopsis E Chroocl Egypt Minia-zépad anyzové pole, jil 2003 | LukeSova
Leptolyngbya a E Leptl Egypt Minia-zapad anyzove pole, jil 2003 | LukeSova
Leptolyngbya b E Lept2 Egypt Minia-vychod pod skalou, tvrda plda 2003 | Lukesova
Microchaele E Microl Egypt Minia-zdpad anyzové pole, jil 2003 [ LukeSova
Nostoc a E Nosl Egypt Minia-zapad kultivovana oblast, pisek 2003 | LukeSova
Nostoc b E Nos2 Egypt Minia-zapad univerzitni botanické zahrada, plda 2003 | LukeSova
Oscillatoria E Oscill Egypt Minia-zapad univerzitni botanicka zahrada, plda 2003 | LukeSova
Scytonema E Scytl Egypt Minia nezjisténo 2003 | LukeSova
Trichormus E14 E Trichl Egypt Minia-zdpad kutivovand oblast, pisek 2003 | LukeSova
Calothrix 3 A Call Antarktida King George/South Shetlands deglaciované plidy 1996 | LukeSova
Calothrix b A Cal2 Antarktida King George/South Shetlands deglaciované pidy 1996 | LukeSova
Hassalia A Hasl Antarktida King George/South Shetlands deglaciované pidy 1996 | LukeSova
Nostoc 11b A Nos4 Antarktida King George/South Shetlands deglaciované pldy 1996 | LukeSova
Nostoc a A Nosl Antarktida King George/South Shetlands deglaciované plidy 1996 | LukeSova
Nostoc b A Nos2 Antarktida King George/South Shetlands deglaciované pfidy 1996 | LukeSova
Nostoc ¢ A Nos3 Antarktida King George/South Shetlands deglaciované plidy 1996 | LukeSova
Nostoc SPH 24 A Nos5 Antarktida King George/South Shetlands deglaciované pldy 1996 | LukeSova
Anabaena C Anabl Slovensko Domica jeskyné 2003 | LukeSova
Aulosira C Aull Ceska republika Dlouhé Ves/Chel&ice pole 1988 | LukeSova
Calothrix C call Ceska republika nezjisténo nezjisténo 1996 | LukeSova
Hassalia C Hasl Ceska republika Krusné hory slaniska 1994 | Kaftan
Nodularia C Nodi Ceska republika Sedlec slané louky 1994 | LukeSova
Nostoc a C Nosl Ceska republika Sokolovsko vysypky 1996 | Lukesova
Nostoc b C Nos2 Ceské republika Krugné hory lesni plda 1993 | Lukesova
Nostoc ellipsosporum C Nos3 Ceska republika Nezamyslice utuZené plidy 1980 | Stibral
Nostoc 50K C Nos4 Ceska republika Sokolovsko vysypky 1997 | LukeSova
Tolypothirix CToll Ceska republika Sokolovsko vysypky 1995 | LukeSova
Trichormus M10 C Trich2 Ceskéa republika nezjisténo nezjisténo LukeZova
Tricharmus SOK C Trichl Ceska republika Dlouha Ves/ChelCice vlhkd louka 1988 | LukeSova
Fischerella T Fischi Kuba nezjisténo nezjisténo LukeSova
Chroococcus T Chroocl Brazilie nezjisténo nezjisténo 1997 | LukeSova
Nostoc calcicola T Nosl Kuba Havana nezjisténo 1989 | Luke3ova
Nostoc Maur T Nos3 Mauretdnie nezjisténo ryzovisté Lukesova
Nostoc Thaj T Nost2 Thajsko nezjisténo ryZovisté Lukesova
Scytonema T Scytl Kuba nezjisténo nezjisténo Lukesova
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Tab.3 Rozdgleni sinic podle geografickych oblasti — pracovni ndzvy kmeni

POUSTE POLARNI OBLASTI | TEMPERATNI ZONA | TROPY
E Chroocl A Call C Anabi T Fischl
E Leptl A Cal2 C Aull T Chroocl
E Lept2 A Hasl C Call T Nosl
E Microl A Nosl C Hasl T Nos2
E Nosl A Nos2 C Nodi T Nos3
E Nos2 A Nos3 C Nosl T Scytl
E Oscill A Nos4 C Nos2
E Scytl A Nosb C Nos3
E Trichi C Nos4

C Toll

C Trichl

C Trich2

3.1.2. Charakteristika kmeni

Nésledujici charakteristika kmeni je podle dostupné literatury (HINDAK 1978, 2001;
GEITLER 1932; KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1986, 1988, 1989, 1990).
Chroococcidiopis (Xenococcaceae, Chroococcales): Jedna se o jednobunéénou sinici.
Buiiky se vyskytuji jednotlivé nebo ve skupinich, které jsou obaleny pevnou slizovou
pochvou. N&kdy byvaji uspofadany do kratkych nepravidelnych fad nebo do vétsich
radialnich kolonif se zfeteln& v&tsimi buitkami na okrajich. Pochva je tuhd, tenka nebo lehce
ztlustl4, bezbarva, piileZitostn& vrstevnata. Buiiky jsou kulovité, polokulovité, ovalné nebo
nepravidelné, n&kdy nezfetelné kyjovitého tvaru, hruskovité a polarizované (piichyceny
k substratu). Déleni probihd ve dvou rovinach na dvé deefiné builky nebo pozdé&ji ve tiech
a vice rovinach, pfi ném¥ dochézi ke vzniku tzv. bacocytii. Sinice tohoto rodu jsou dilezitou
slozkou poustnich biotopt.

Chroococcus (Chroococaceae, Chroococales): Stejné jako predesly kmen patfi do fadu
jednobun&&nych sinic. Tvofi kolonie s malym poctem bungk. Slizové obaly jsou pevné,
bezbarvé, ndkdy vrstevnaté. Buiiky maji kulovity az polokulovity tvar. K déleni dochazi
ve tfech rovinach jests pfed dosaZenim ptivodniho kulovitého tvaru.

Leptolyngbya (Pseudanabenaceae, Oscillatoriales): Sinice variabilni skupiny, kterd je
soudasti fadu Oscillatoriales, ma cylindrické vldkna s dlouhymi buitkami. Pochva je tenka,

a vyskytuje se fakultativng v zévislosti na podminkach prostfedi. Zfidka se u této skupiny
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vyskytuje nepravé vétveni. Heterocyty ani akinety nejsou pfitomny. Vldkna jsou &asto
smotana do mékkych klastri.

Oscillatoria (Oscillatoriaceae, Oscillatoriales): Vldkna ma nevétvend, rovna nebo
zprohyban4, bez pochev s Sastymi meristematickymi zonami. Buifiky jsou diskovitého tvaru.
Netvoi{ akinety ani heterocyty. Vlakna se vyskytuji jednotlivé nebo v povlacich.

Anabaena (Nostocaceae, Nostocales): Jedna se o planktonni, bentické ¢i pldni sinice.
Vytvaii nevétvena vldkna vyskytujici se jednotlivé nebo tvofici amorfni shluky. Heterocyty
jsou tvofeny interkaldrn& a jsou od sebe vzdileny v pravidelnych intervalech. Akinety
vznikaji interkalarné t&sné vedle nebo nékolik bunék od heterocytli. Apikdlni Casti vlaken se
zuzuji, nevytvafeji hyalinni zakonCeni.

Aulosira (Nostocaceae, Nostocales): Vegetativni vldkna jsou izopolarni, obalena slizovou
pochvou a vyskytuji se samostatné ¢i v choméccich. Heterocyty jsou tvofeny interkalarné.
Akinety jsou mensi, vznikaji apoheterocyticky (vyvijeji se z vegetativnich bunék a sméfuji
k heterocytim), pomérné nepravidelnd. Fragmentaci vegetativnich vldken vznikaji
hormogonie.

Calothrix (Rivulariaceae, Nostocales): U tohoto rodu jsou vlakna bipolarni s bazalnimi ¢i
interkaldrnimi heterocyty. Jsou obalena tenkou pevnou pochvou na koneich nékdy
roz§ffenou. Vyskytuji se jednotlivé nebo v malych skupinkdch, byvaji pfichyceny
k podkladu.

Hassallia (Microchaetaceae, Nostocales): Dilezitym znakem celé Celedi Microchaetaceae
je zivotni cyklus, charakteristicky heteropoldrnim vyvojem a riistem hormogonii. Hassallia
ma jednostranna rozpadajici se vlakna obalend pevnou tenkou pochvou. Burky jsou obvykle
diskoidalni (pomér délky ku ¥ifce vyrazng mensi nez 1), stejné vSude na vlakné. Je velmi
podobna rodu Tolypothrix (Lidf se pouze kratkymi postrannimi vétvemi a tvarem bungk).
Vytvaii aerofytni narosty zejména na vapencovych skalach a kiife stromi.

Microchaete (Microchaetaceae, Nostocales): Vytvaii bipolarni vlékna valcovit¢ho tvaru,
po celé délce stejnd hruba, rostouci ve shlucich. Jsou zfidka vétvend s pevnou tenkou
pochvou. Heterocyty se vyskytuji pouze na bazi. Podobné jako u sinic fadu Oscillatoriales
a celé Seledi Microchaetaceae se na vldknech vyskytuji meristematické zény rychle se
délicich bungk.

Nodularia (Nostocaceae, Nostocales): Vegetativni vlakna jsou nevétvena, tvofend kratkymi
a diskovitymi buitkami. Vytvaii interkalarni a termindlni heterocyty uzaviené v pochvéch,
na konci vegetaéniho obdobi vznikaji kratké fady akinet. Sinice rodu Nodularia jsou

vyznamnou slozkou motského planktonu, ale téZ narosti v pidé &i perifytonu slanisek.
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Nostoc (Nostocaceae, Nostocales): Velice b&#na piidni sinice, vyskytujici se vsak téz
v bentosu. Zastupci tohoto rodu jsou téz velmi déleZitymi symbionty scelou fadou
organizmll (mechorosty, liSejniky, r. Gunerra, cykasy). Vldkna jsou nevétvena izopolarni
pouze s jednou fadou bunék. Jsou po celé délce stejn& hruba, fetizkovitd. Chybi jim
meristematickd zéna. K reprodukci dochdzi po fragmentaci celého vlakna na motilni
hormogonia. Nostoc tvoii interkalarni heterocyty uspofddany pravidelng, fidéeji se objevuji
heterocyty terminalni. Akinety jsou v fadach a jen o mdlo v&t3i neZz vegetativni buiiky.
Vlakna jsou obalena v tuhém slizu. Charakteristicka je tvorba makroskopickych kulovitych
kolonii a povlak.

Scytonema (Scytonemataceae, Nostocales): Vlikna jsou izopoldrni, nepravé vétvena
(vétveni typu S) skulatymi $irSimi koncovymi buiikami. Bogni vétve vyristaji vétiinou
po dvou. Pochvy byvaji hrubé a Casto zbarvené. Heterocyty jsou obdélnikovitého tvaru
atvoli se interkaldrn€. Tvorba akinet je fakultativni. Kli¢eni probihd pomoci hormogonii.
Vytvaii povlaky nebo chomécky pfedevsim na povrchu ptdy ¢ v tekoucich nebo stojatych
vodach.

Tolypothrix (Microchaetaceae, Nostocales): Vegetativni vlakna tohoto rodu jsou tvofena
¢tvercovymi aZz obdélnikovymi burikami, vétvend u terminalnich heterocytl (vétveni typu T).
Vlakna tvofi trsovité stélky. Heterocyty se tvoli interkalarné a na bazi bo¢nich vétvi. Pochvy
jsou piitisknuté, tuhé, casto zbarvené.

Trichormus (Nostocaceae, Nostocales): Byla povaZzovana za taxonomicky nejasny druh
rodu Anabaena. Na rozdil od ného ma vSak akinety vnikajici apoheterocyticky. Rod je velmi
podobny rodu Nostoc a Nodularia. Ma izopolami vlakna bez vétveni. Heterocyty jsou
umistény interkaldrmné. Tvofi amorfni slizovité povlaky na povrchu pidy.

Fischerella (Fischerellaceae, Stigonematales): Jediny studovany zéastupce fadu
Stigonamatales, vlaknitych sinic s pravym vétvenim vldken. Stélka byva poléhava, vétsinou
s n€kolika fadami nebo vzécné s jednim vliknem. Vedlej$i vétve jsou umisténé jednostranng,
jejich buriky jsou uZsi a delsi. Hlavni vlakno ma bunky v&tsi a kulaté. Hormogonie se tvoii na
koncich bo€nich vétvi. Heterocyty vznikaji interkalarné nebo lateralné podobné jako akinety.

Jevi odli$nou morfologii od heterocyt a akinet sinic fAdu Nostocales. Fischerella je aerofyt

a vyskytuje se i ve stojatych vodach.
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3.1.3. Kultivace kmenii a pfiprava pro méfeni

Kmeny jsem kultivovala na Petriho miskach s 1,7 % agarem Zivného média BG 11, coz je
nejb&Znéji pouzivané médium pro kultivaci sinic (STANIER et al. 1971). Kultivaéni médium
bylo upraveno tak, Ze neobsahovalo zdroj mineralntho dusiku, tj. NaNO;. Nepiitomnost
minerdlniho dusiku v substratu totiz podn&cuje tvorbu heterocyth, které hraji dilezitou roli
pii fixaci dusiku. Poté, co na miskéach narostlo dostate¢né mnoZstvi inokula (obvykle po 2 az
3 tydnech), byly kultury pfeoCkovany na misky s tuz§im (3 %) agarem. Kultivace probihala

1 a za stalé

v acrobnich podminkéch, za permanentniho osvétleni 30 pmol fotont m™. s
teploty 22°C. Kmeny z polarnich oblasti byly udrZovény pfi teplot& 15°C.

Kazdy kmen byl péstovin v Sesti opakovanich po dobu 3 az 5 tydnti. Jeden den pied
méfenim jsem z kaZdé misky vyfizla 2 pruhy agaru s inokulem a vloZila je po jednom do tzv.
lahvi NTS (lahve na séra o objemu cca 130 ml). Jedna ldhev ziistala osvétlend, druhou jsem
12 hodin pfed méfenim zabalila do hlinikové folie (alobal), abych zajistila temnostni
podminky. Lahve byly neprody$né uzavieny gumovou zéitkou pfichycenou kovovym

uzaveérem.

3.2. Stanoveni nitrogenazové aktivity

3.2.1. Charakteristika metody

Pro méfeni nitrogendzové aktivity byla pouZita metoda ARA (acetylene reduction
activity, acetylene reduction assay) vyuZivajici nitrogendzové redukce acetylénu na etylén.
Metoda spodivd vtom, Ze vzorek je inkubovin v prostfedi s acetylénem, ktery inhibuje
redukci N a zaroveil saturuje enzym nitrogenazu, pomoci niZ je acetylén redukovén
na etylén. Na pocatku (acetylén obsahuje malou piimés etylénu) a na konci inkubace se
stanovi mnozZstvi etylénu v inkubaéni atmosféte plynové chromatograficky. Z nitrogenazové
redukce acetylénu se mtiZe pfibliZné odhadnout nitrogenazova redukce N».

Meéfeni nitrogenazové aktivity je moZno provadét jak inm situ, tak v laboratornich
podminkach. K tomuto tcelu se pouZivaji specialni nadoby, komory &i sacky. Obvykle je
acetylén Cerpan z plynovych lahvi. Problémem je, Ze takto komeréné dodivany acetylén
Casto obsahuje pfimési, které mohou negativné ovlivnit aktivitu nitrogenazy. Udava se, Ze
nékdy i samotny acetylén mulze mit vliv na nitrogendzovou aktivitu, tim muZe dochazet

ke zkresleni vysledné velikosti fixace dusiku (SILVESTER & WINSHIP 1990). Doba
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inkubace musi byt proto zvolena tak, aby nedoflo k poskozeni vzorku, ale aby mnozstvi
etylénu bylo méfitelné. Stanovenim na plynovém chromatografu zjistime nitrogendzovou
redukéni aktivitu acetylénu. Vzhledem k rozdilnym energetickym poZadavkim na redukci
acetylénu a dusiku nemiizeme fict, Ze 1 mol redukovaného C,H; odpovidd 1 molu
redukovaného N,. Stechiometrii reakei teoreticky odpovida piepoet 3:1 (C,H, : Nj),
pouzivangjii je ale pfevodni faktor 4:1, ktery bere v uvahu i redukci H30". Liengen (1999)
naptiklad zjistil, Ze sinice v polarnich oblastech Zijici v silném slizovitém gelu nebo
v krustach obsahujicich polysacharidy maji rozdilny difiizni koeficient pro dusik, acetylén
a etylén. Jejich prepodtové koeficienty jsou nizké z dasledku niz8i diftize acetylénu a etylénu.
Dochazi u nich také k adsorpci nékterého zplyni do gelové pochvy. S vyuzitim
piepotitavactho poméru acetylén : dusik lze tedy pfevést namé&fenou aktivitu nitrogenazy
(redukei C,H,) na velikost fixace N, Vzhledem k nejistoté stanoveni pfevodniho faktoru je
vsak mnohdy vhodn&jsi vyjadfovat schopnost fixace N, pouze jako velikost redukce C,H,.
Takto jsme postupovali i v této praci a informace o nitrogendzové aktivité pouze nepiimo
souviseji s velikosti fixace Ny in sifu.

Vyhodami metody ARA na rozdil od ostatnich metod studia fixace N, jsou citlivost

jednoduchost, levnost a dostupnost.

3.2.2. Postup pii méreni

1. Nejprve jsem do neprodyiné uzavienych lahvi NTS (jako uzavér byly pouZity gumové
zatky) sméfenou kulturou sinic pfidala plynotésnou injekéni stfikackou 10 ml
komeré&niho acetylénu. Acetylén byl béhem pokusu uchovavan v gumove dusi.

2. Jinou plynot&snou injekéni stifkagkou jsem z lahve odebrala 1 ml atmosféry nad kulturou.

3. Na plynovém chromatografu Hewlet Packard 5890 vybaveném plamenovym ionizaénim
detektorem (FID) jsem zmé&fila mnoZstvi etylénu v inkubacni atmosfefe, tj. etylén, ktery
se pfidal jako ptimés s acetylénem. Pro kalibraci pfistroje jsem pouZila standard etylénu
171 ppm v Nj.

4. Poté jsem nechala vzorky inkubovat po dobu 2 az 3 hodin. Vzorky byly ponechany
ve stejnych podminkach jako pfi kultivaci. '

5. Znovu jsem injekéni stf{katkou odebrala 1 ml inkubacni atmosféry a stejnym zptisobem

zmé&fila obsah etylénu na chromatografu.
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6. Vystupni hodnoty z plynového chromatografu jsem dosadila do vypogetniho vzorce

a spoc€itala jsem mnoZstvi etylénu v lahvi:

n(C;Hy) = 0,0446 . Pv . V. Kst / Pst

n (C;H,;) [nmol] -mnoZstvi etylénu v baiice

0,0446 -pfepoditavaci koeficient

Pv [integraéni jednotky] -plocha piku etylénu ve vzorku

v [ml] -objem inkubaé&ni atmosféry baiky
Kst [ppm] -koncentrace standardu etylénu.
Pst [integraéni jednotky] -plocha piku standardu

7. Nitrogenazova aktivita byla vyjadiena v nmol C,H, g™’ (Gerstvé biomasy). h' (v piipads

piepoétu vysledki na suchou biomasu je toto uvedeno v textu).

3.3. Stanoveni dalSich charakteristik

3.3.1. Stanoveni biomasy

Biomasa sinic byla stanovovana hned po méfeni nitrogendzové aktivity. Pomoci specialni
stérky (kopistka) jsem setiela kulturu z povrchu agarového pruhu a pienesla ji na vazenku.
VaZenka byla vyrobena z alobalu, nebot’ je to material, ktery nepohlcuje vzdusnou vlhkost.
Pak jsem biomasu kultury zvaZila na analytickych vahach s pfesnosti na 0,00001 g (pro
stanoveni €erstvé biomasy). Potom byla kultura sufena po dobu 12 hodin pfi teploté 90°C

a znovu zvéazena (pro uréeni susiny).

3.3.2. Pocitani frekvence heterocyti

Frekvenci heterocytli jsem stanovovala pouze u sinice r. Nostoc. Celkem jsem méla
k dispozici 12 kment r. Nostoc kultivovanych podle vyse uvedenych podminek. Zhotovovani
preparatii a nasledné poCitani heterocytti probihalo az po zméfeni nitrogendzové aktivity
u téchto kmenti. Pfipravila jsem 6 preparatli od kazdého kmene (z 6 riiznych Petriho misek).
Kultury byly mikroskopovany pomoci svételného mikroskopu Olympus CH 3. Nejéastéji

jsem pouZzivala zvétSeni 40x nebo 100x. Po zhodnoceni stavu kultury byla pofizena
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fotodokumentace. Pro vytvafeni fotografii jsem pouZivala stejny svételny mikroskop
Olympus CH 3 s digitalni kamerou DP 10 vybavenou softwarem Olympus DP soft verze 3.
V3echny preparaty byly vyfotografovany 5x aZ 10x. Nejlepsich 5 fotografii jsem poté pouZzila
pro stanoveni frekvence heterocytil. Frekvence heterocyti byla vyjadiena jako procentudlni
zastoupeni heterocytil z celkového poétu bungk v definovaném poli mikroskopického obrazu

150 x 150 pm.

3.4. Statisticka analyza

Data jsem zpracovavala pomoci programu Statistica for Windows 6. (STATSOFT INC.
2001). Pro porovnani primérmnych hodnot nitrogendzové aktivity mezi geografickymi
oblastmi a sinicemi s rGiznou morfologii byla pouZita jednocestnd analyza variance
nasledovana Tukeyho testem. Grafické zndzornéni bylo provedeno pomoci ,,Box and whisker
plots® (s medidnem, 75 % kvantily, minimem a maximem). Zavislost nitrogenazové aktivity
na frekvenci heterocyti a biomase kolonie jsem testovala s vyuZitim linedrni regrese.
K vizualizace téchto dat byl pouzit program R 2.01 (R DEVELOPMENT CORE TEAM
2004).
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4. Vysledky

4.1, Zakladni informace

Byla méfena schopnost biologické fixace molekularniho dusiku prostfednictvim
stanoveni nitrogenazové aktivity (NA) - redukce acetylénu nitrogendzou (HARDY et al.
1973) u souboru 35 riznych kment padnich sinic. Ve vybéru byly obsaZeny kokalni, vlaknité
heterocytozni a vlaknité neheterocytdzni typy sinic. Heterocytozni sinice byly rozdéleny

podle podobnosti do nékolika skupin morfotypt (Tab.4):

Tab.4 Rozdgleni studovanych sinic podle morfotypi

Rody sinic Skupina
Nostoc/Trichormus/Nodularia/Anabaena/Aulosira skupina Nostoc
Tolypothrix/Calothrix/Microchaete/Hassallia skupina Tolypothrix
Scytonema skupina Scytonema
Fischerella skupina Fischerella

Ve vybéru byly zastoupeny &tyii hlavni geografické oblasti pivodu a vyskytu sinic
(pousté subtropického pésu, tropy, temperdini zéna a polamni oblasti), jejichZz vybéry byly
pomérné rovnocenné. Byla zjistovana NA za svétla a za tmy. Pokles NA za tmy byl vyjadien
v procentech NA za svétla. Byla vynesena zavislost NA na biomase kultury a u sinic
r. Nostoc byla uréovéna zavislost NA na frekvenci heterocytt.

U kokalnich zéastupct sinic Chroococcidiopsis (EChroocl), Chroococcus (TChroocl) ani
u vlaknitych rodfl bez heterocytt (Oscillatoria (EOscill), Leptolyngbya (ELeptl, ELept2)
nebyla namé&fena Z4dnd nitrogendzova aktivita. U vSech heterocytéznich sinic byla zjiSténa
aktivita nitrogendzy za svétla. Za tmy vSak mély aktivni nitrogendzu jen n&které kmeny
(tropické - Scytonema (TScytl), Fischerella (TFischl), Nostoc (TNos3), temperatni - Nostoc
(CNos3,CNos4), Tolypothrix (CToll), Aulosira (CAull), Hassalia (CHasl), Calothrix
(CCall), polami - Nostoc (ANos4), poustni - Nostoc (ENos1, ENos2), Trichormus (ETrichl),
Microchaete (EMicrol), Scytonema (EScytl).

Pied vlastnim studiem nitrogenazové aktivity vybranych sinic byla provedena fada
pilotnich experimentd, jejichz cilem bylo dikladne zvladnuti potiebnych metod: kultivace
sinic, pHprava kultur pro méfeni, mé&feni nitrogenazove aktivity a stanoveni biomasy.

Vysledky téchto experimentii jsem do prace nezafadila, protoze vét§inou nebyly provadény
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s dostateénym podtem opakovani. V naslednych experimentech bylo pouZito vZdy
6 opakovéni téze kultury a pokusné varianty; pfesto byla variabilita vysledki Znaéna.
V disledku pondkud odliného pokusného usporadani nemohla byt do statistickych analyz

zahrnuta mé&feni NA u poustnich kmenti z Egypta.

4.2. Nitrogenazova aktivita za svétla

Veskeré heterocytozni sinice testované v experimentech vykazovaly pozitivni
nitrogenazovou aktivitu za svétla. Byla provedena statisticka analyza, v niZ byly analyzou
variance hodnoceny kmeny riiznych geografickych oblasti odli$nych morfotypt. Analyza
ukazala, 7e vliv na NA za svétla mé z nejvétsi ¢asti morfotyp sinice (F = 20,26; p < 0,001),
rovnéz byl pritkazny vliv interakce morfotypu a oblasti (F = 21,13; p < 0,001). To znamena,
e vezmeme-li dva kmeny stejného morfotypu (napf. Nostoc a Trichormus) z jedne oblasti
(napt. temperatni zény), budou si tyto kmeny podobngjsi svou NA neZ dva kmeny stejného
morfotypu z odlignych geografickych oblasti (napf. temperétni zona, polarni oblasti).

Nitrogendzovéa aktivita za svétla nabyvala hodnot 3,0 - 1445,7 nmol C,Hy glonl
(nezahrneme-li poutni egyptské kmeny, jejichZ NA dosahovala velikosti 1391,2 - 7773,8
nmol C-H; g'. h"). Nejvétdi rozpéti naméfenych hodnot kmeni z urdité oblasti bylo
zaznamenano u NA polarnich sinic 3,0 - 1445,7 nmol CyHy g, h'!. Nejvyssi NA
zjisténa u polarniho r. Nostoc (ANo0s3). Nitrogenazova aktivita tropickych kmenl se
pohybovala mezi 79,2 - 462,8 nmol C;H, g ! a u sinic mirného pasu byla naméfena NA
v rozsahu 22,9 - 734,6 nmol C;H, g'l. h!.

Byla zjistovéna zavislost nitrogendzové aktivity na mnozstvi biomasy (Obr.2, Obr.3).
Vysledky jsou ponékud piekvapivé, nebot’ analyza ukazala, Ze NA sinic typu Tolypothrix je
na biomase kvadraticky zavisla (F = 7,79; p < 0,01), zatimco u morfotypu Nostoc nebyla
prokazana 7adné zavislost NA na biomase (F = 2,07; p > 0,1).

Nésledng byla porovnévana NA za svétla u sinic z rliznych geografickych oblasti (Obr.4,
Obr.5). S pouzitim obecného linedrniho modelu byl testovan vliv oblasti na NA za svétla.
Pomoci analyzy variance (biomasa byla zadéna jako kovariata) nebyl vliv prokazan
u morfotypu Tolypothrix. Naopak NA sinic morfotypu Nostoc byla signifikantné ovlivnéna
oblasti ptivodu kmene (F = 17,36; p < 0,01). Tukeyho test ukézal, Ze se 1i8i velikost NA sinic
z polarnich oblasti od NA kmenti ostatnich oblasti (temperatu (p < 0,001) a tropi (p < 0,01)).
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Byl zjistovan rozdil ve velikosti NA za svétla mezi sinicemi morfotypu Nostoc

a Tolypothrix (Obr.6). Byla prokdzina vyznamna odli§nost v mife NA za svétla mezi obéma

morfotypy (F =21,35 ; p <0,001).
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Obr.2 Zavislost nitrogendzové aktivity za svétla na biomase sinic morfotypu Nostoc

(nitrogendzova aktivita je uvedena v In nmol C;H, g b, gerstva biomasa v gramech).

Nitrogenazova aktivita

Obr.3 Zavislost nitrogendzové aktivity za svétla na biomase sinic morfotypu Tolypothrix
(nitrogenazova aktivita je uvedena v In nmol CH, g, h™', &erstvéd biomasa v gramech).

00

02

04 06 08 1.0

Hmotnost biomasy

24




Biologicka fixace molekularniho dusiku vybranymi plidnimi sinicemi

8
71 _
5 [
S5y [m|
|
4
o 1
pd
3 L
O
2 ——
8]
Ly “T_ Non-Outlier Max
—— Non-Outlier Min
0 o 1 [ 75%
25%
1 ) . O Median
- a c t O Qutliers
oblast

Obr.4 Nitrogenazova aktivita za svétla sinic morfotypu Nostoc zrtznych oblasti: a — polarm kmeny, ¢ —
temperatn{ kmeny, t — tropické kmeny (nitrogenazova aktivita je uvedena v In nmol C,H, g ",
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Obr.5 Nitrogendzova aktivita za svétla sinic morfotypu Tolypothrix z ruznych oblasti: a — polarni kmeny, ¢ -
temperatni kmeny (nitrogenazova aktivita je uvedena v In nmol C.H, g, b,
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Obr.6 Nitrogenazova aktivita za svétla sinic morfotypti Nostoc (N) a Tolypothrix (T) (nitrogenazova aktivita je
uvedena v In nmol C;H, g7 ™).

4.3. Nitrogenazova aktivita za tmy

Meétitelnd NA za tmy byla zji§téna pouze u heterocytéznich sinic (Obr.8-11). Primérné
hodnoty naméfené NA se pohybovaly mezi 0 - 282,2 nmol C;H, g’ h'' (v hodnoceni nejsou
zahrnuty egyptské kmeny). Polérni kmeny mély NA za tmy celkové nizkou (0 - 17,2 nmol
CoHy g 1Y, tropické (0 - 101,5 nmol CoHy gl h') a temperdtni kmeny vyssi (0 - 282,2
nmol CH, g h™") a poustni sinice nejvysii (49,2 - 1975,7 nmol C;Hy gl ™). Absolutné
nejvyi$i NA za tmy (kromé& pousitnich kmentl) vykazal jeden kmen z mirného pasu
r. Tolypothrix (CToll; 282,2 nmol CH, gl h"), zatimco n&kolik kmend studovanych sinic
(napt. Nodularia (CNodl), Nostoc (ANosl1-3,5; CNosl,2; TNosl,2), Calothrix (ACall,2),
Trichormus (CTrichl,2), Anabaena (CAnabl), Hassalia (AHas1) nemélo Zadnou NA.

Opét byly porovnavény hodnoty NA za tmy mezi sinicemi z riiznych geografickych
oblasti (Obr.7). Byl pouzit obecny linearn{ model a pro analyzu variance byly jako kovariaty
poditany biomasa a morfotyp sinic. Ze statistického vyhodnoceni je zifejmé, Ze na €innost

nitrogendzy ve tm& ma signifikantni vliv oblast, ze které sinice pochazi (F = 22,11; p <
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0,001). Oblast ovliviiuje nitrogendzovou aktivitu do takové miry, Ze vliv ostatnich faktort

(morfotypu) je nepritkazny (F = 0,48; p > 0,1). Prokazatelny vliv na NA ma interakce oblasti

a morfotypu (F = 18,11; p < 0,001). Jak je uvedeno v tabulce 5, téméf vSechny antarktické

kmeny sinic pfestanou ve tmé fixovat Gplné. Jind situace je u kmenl z temperatni zony a z

troptt, u nichz dochézi v noci k poklesu ¢innosti nitrogenazy, sniZeni ale neni tak vyrazné.

Pomoci Tukeyho testu byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi kmeny polarnich oblasti

a mirného pésu (p < 0,001) a zéroveii polarnich oblasti a tropd (p < 0,01).
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Obr.7 Nitrogenazové aktivita za tmy sinic morfotypu Nostoc a Tolypothrix z riiznych oblasti: a — polérni
kmeny, ¢ — temperétni kmeny, t — tropické kmeny (nitrogendazova aktivita je uvedena v In nmol C;H, g0
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Obr.8 Nitrogendzova aktivita za svétla a za tmy u
poldrnich kmend sinic (nitrogendzové aktivita je
uvedena v nmol C;H, g". h': oznageni kmend viz
Tab.5)

Obr.9 Nitrogenazova aktivita za svétla a za tmy u
sinic z temperdtni zény (nitrogendzova aktivita je
uvedena v nmol C,H, g". h': oznadeni kmen@ viz
Tab.5)
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Obr.10 Nitrogendzova aktivita za svétla a za tmy u
tropickych kmend sinic (nitrogenazova aktivita je
uvedena v nmo! CoH, g I'; oznageni kmenii viz

Tab.5)

Tab.5 Nitrogenazova aktivita za svétla a

Obr.11 Nitrogenazové aktivita za svétla a za tmy u
kment sinic z egyptskych pousti (nitrogendzova
aktivita je uvedena v nmol C;H, g“. h'; oznadenti
kmenfi viz Tab.5)

za tmy u studovanych kment sinic (nitrogenazova aktivita je uvedena v

nmol C.H, g™ b a relativné jako pokles NA za tmy v procentech).

kmen NA svétlo NA tma pokles %

A Call 201,6 0,0 100,0
A Cal2 200,8 0,0 100,0
A Hasl 1445,7 0,0 100,0
A Nosl 36,3 0,0 100,0
A Nos2 39 0,0 100,0
A Nos3 3,0 0,0 100,0
A Nos4 197,0 17,2 91,2
A Nos5 62,0 0,0 100,0
C Anabl 235,8 0,0 100,0
C Aull 368,3 184,8 49,8
C Call 22,9 12,7 44,7
C Hasl 410,5 89,2 78,3
C Nodl 22,9 0,0 100,0
C Nosl 109,5 0,0 100,0
C Nos2 94,4 0,0 100,0
C Nos3 327,2 30,7 90,6
C Nos4 734,6 125,3 82,9
C Toll 451,3 282,2 37,5
C Trichl 96,1 0,0 100,0
C Trich2 133,5 0,0 100,0
E Microl 7773,8 1975,7 74,6
E Nos1 6758,0 1559,9 76,9
E Nos2 2473,0 49,2 98,0
E Scytl 1391,2 407,7 70,7
E Trichl 2707,2 | 183,0 93,2
T Fischl 282,4 73,3 74,1
T Nosl 79,2 0,0 100,0
T Nos2 95,5 0,0 100,0
T Nos3 169,6 59 96,5
T Seytl 462,8 101,5 78,1
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4.4. Zavislost nitrogenazové aktivity na frekvenci heterocytii

Zavislost nitrogendzové aktivity na frekvenci heterocyti byla zjistovana pouze u sinic

r. Nostoc. Heterocyty byly pogitany celkem u 12 kment, z toho u 3 tropickych kmend,

4 kment z temperatni zény a 5 polarnich kmentl. Mnozstvi heterocyt bylo vyjadieno jako

procentudlni zastoupeni v celkovém poétu bunék.

Frekvence heterocytii byly u viech kmend podobné (1,1 - 8,9 % heterocytil), zatimco

jejich nitrogenézova byla velmi variabilni (3,0 - 734,6 nmol C,Hy

NA na poétu heterocytii nebyla prokézana (F=2,43; p>0,1) (Obr.12).

Tab.6 Nitrogenazova aktivita (NA; nmol C,H, g b'") a frekvence heterocyti (HTC; %) u sinic r. Nostoc.

Kmen NA HTC
A Nosl 36,3 3,6
A Nos2 3,9 5,3
A Nos3 3,0 1,9
A Nos4 197,0 5,3
A Nosb 62,0 3,9
C Nosl 109,5 11
C Nos2 94,4 2,6
C Nos3 327,2 8,9
C Nos4 7346 o1
T Nosl 7972 4,3
‘T' Nos2 955| 57-,8
T Nos3. 169,6 52
Correlation; r=.14414
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Obr.12 Zavislost nitrogendzo
r. Nostoc.

g'. ™"y (Tab.6). Zavislost

vé aktivity (NA; nmol C;H, g h") na frekvenci heterocyti (HTC; %) u sinic
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4.5. Shrnuti

o Mzfitelna nitrogendzova aktivita (NA) byla zji§téna pouze u heterocytoznich sinic.

o U viech heterocytoznich sinic dochézelo k poklesu NA v noci.

o Nejvétsi vliv na NA za svétla mél morfotyp sinice.

e Vliv oblasti na NA za svétla byl prikazny jen pro morfotyp Nostoc.
o NA za tmy byla z nejvétsi &asti ovlivnéna pivodem kmene (oblasti).
e Morfotypy sinic se ligily v zavislosti NA na biomase.

o NA sinic r. Nostoc nebyla zavisla na frekvenci heterocyti.
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5. Diskuse

5.1. Pouziti metody ARA

Existuje mnoho metod, jak zjistit miru biologické fixace dusiku (SIMEK
& SANTRUCKOVA 1993). Pro nafe experimenty byla vybrana metoda nitrogendzove
redukce acetylénu na etylén (ARA).

Podle nékterych studii miize acetylén ovlivnit &innost nitrogendzy. GOBBALLAR
a HUANG (1992) zjistili, ze vzorky preinkubované s acetylénem maji vE&tsi nitrogendzovou
aktivitu nez kontrola bez n&j. Pii del§i inkubaci s acetylénem muze dochazet k inhibici
syntézy nitrogenédzy, k urychleni de gradace a nasledné k trvalé inaktivaci nitro genazy.

Na druhou stranu metoda ARA je snadno dostupna, finanéné nendroéna a pro nase ufely
pomémé vhodna. Rovnéz ve studované literatufe byla vzdy pro determinaci NA u sinic
pouzita (JAYSANKARI & SHANMUGASUDARAM 1984, BOTO & ROBERTSON 1990,
BIRKEMOE & LIENGEN 2000).

5.2. Fixace heterocytoznich sinic

Z nekterych literarnich udaji vyplyva, Ze dusik fixuji jak kokalni sinice, tak i vlaknité
typy heterocytéznich sinic. V naSem piipadé (viz kapitola 4.) jsme zjistili nitrogendzovou
aktivitu pouze u heterocytéznich vlaknitych sinic. Zda se, Ze kokalni sinice fixuji dusik
piedevéim v anaerobnich podminkéch, &imZz chrani svou nitrogendzu pred Skodlivym
ptsobenim kysliku. Anaerobni &innost nitrogendzy byla napfiklad zjisténa u kokalni sinice
r. Chroococcidiopsis. Podle Fewera a spolupracovnikti (FEWER et al. 2002) je
Chroococcidiopsis blizky piibuzny heterocytdznich sinic a v prostiedi, kde je limitovany
zdroj mineralnitho dusiku vytvafi specialni buiiky ("survival cells"), kieré jsou schopné
fixovat dusik.

Aerobni nitrogenazova aktivita jinych jednobungénych diazotrofnich sinic (napfiklad
r. Gloeothece, Synechococcus) byla méfena predevsim in situ. V laboratornich podminkach
je velmi obtizné dosdhnout podminek, které jsou potfebné pro fixaci dustku za piistupu

vzduchu. Cirkadidlni rytmus nitrogendzové aktivity kokalnich sinic je ovlivnén intenzitou
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svétla a délkou svételné periody pti kultivaci. Pfi permanentnim osvétleni dochazi
k nepravidelnym fluktuacim &innosti nitrogendzy (CHOU et al. 1989). To mohl byt jeden
z divodd, pro¢ nebyla NA u kokalnich sinic v nagich experimentech prokéazana.
Neheterocytozni vlaknité sinice jsou schopné fixovat dusik za aerobnich i anaerobnich
podminek. V anaerobnim nebo mikroaerobnim prostfedi je nitrogendza mnohonasobné
aktivngj$i. Podobné jako v pfipadé jednobun&inych sinic, pfi permanentnim osvétleni kolisa
NA neheterocytéznich vléknitych sinic. Podle Gallona (GALLON 1989) u laboratornich
kultur fluktuuje NA paralelné s respiraci a v obrdcené fazi k fotosyntéze. V piipadé
r. Trichodesmium se v ptirodnich podminkéach tvof{ v kolonii mista ("bundles") umoziujici
Cinnost nitrogendzy, nikdy vSak nebyla takovA mista pozorovina v laboratofi

(BRYCECESON & FAY 1981).

5.3. Nitrogendizova aktivita za svétla

Z predchozich studii je zfejmé, Ze na velikost NA sinic ma vliv mnoZstvi faktorl. NA je
ovliviiovdna dostupnosti minerdlniho dusiku, koncentracemi vapniku a boru (GALLON
1978, EL-ZAHRAA & ZAKI 1999), svételnym rezimem (MULLINEAUX et al. 1981),
teplotou (GALLON et al. 1993), fytohormony a jinymi biologicky aktivnimi latkami
(MARSALEK et al 1991). Vyrazny vliv na ¢innost nitrogenazy ma stav kolonie - pfitomnost
slizovych obalti, pochev a schopnost tvorby agregati (HROUZEK et al. 2003, 2004 ).

V naSich experimentech jsme studovali NA riiznych morfotyph sinic a zajimali se také
o to, zda NA souvisi s pivodem kment. Vysledky méfeni NA za svétla u kmenti z polarnich,
tropickych a temperdtnich oblasti ukazuji, Ze nejvy3si aktivitu vykazovaly rody morfotypu
Tolypothrix: Hassallia, Calothrix a Tolypothrix (Obr. 8-11), coZ jsou sinice, které vytvaii
obvykle samostatnd vlakna obalena tenkou pochvou. Naopak pomé&mé nizkou NA mély
sinice morfotypu Nostoc: 1. Nostoc a jemu ptibuzné rody (napf. Nodularia, Trichormus),
které se vyskytuji jako povlaky &i makrokolonie na substratu a jejich vldkna jsou ¢asto se
silnym slizovym obalem, ktery redukuje pfisun svétla a ovliviiuje diftizi plyni. V pfipadé
temperdtniho kmene r. Nostoc (CNos4), jehoZz hodnota NA byla extrémné vysoka, doilo
pravdépodobné k chybé pfi pfipravé vzorkd k méfeni. Plynové chromatografickd analyza
etylénu je velmi citliva a jakékoliv nepfesné zachdzeni se vzorky pii experimentech se
snadno miZe odrazit ve vysledku. VIiv oblasti na NA za svétla u sinic morfotypu Nostoc si

vysvétlujeme tak, Ze tvorba slizovych pochev a silnych obald mfize byt korelovéna
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s ekologickymi vlastnostmi prostfedi. Produkce v&titho mnoZstvi extracelularnich sekretil
miiZe sinicim poldrnich oblasti zajisfovat vy3si ochranu proti extrémnim podminkam
(teplota, zafeni aj.), tim v8ak zarovefi sniZzovat fixaci Na.

Odlidnost mezi jednotlivymi morfotypy sinic nachazime také v zévislosti NA na biomase
kultury. Kvadratickd zavislost tolypotrichoidnich sinic odpovida pfedchozim studiim
zabyvajicim se timto tématem (HROUZEK et al. 2003). Jak jiZ bylo zminéno, NA sinic je
velmi ovlivnéna stavem kultury v dob& méfeni. Studium Zivotniho cyklu Nostoc muscorum
podle Lazaroffa a Vishniaca (LAZAROFF & VISHNIAC 1961) dokldda mnozZstvi Zivotnich
stadii tohoto organizmu. Rod Nostoc vytvati stadia nediferenciovanych bunék, motilni stidia
&i stadia jednotlivych vlaken s termindlnimi a interkaldrnimi heterocyty (ovlivnéno napiiklad
intenzitou svételného zafeni). S urditym Zivotnim stadiem souvisi i to, do jaké miry je
organizmus schopen fixovat molekulamni dusik. Této skuteénosti dobie odpovida vysoka
variabilita v naméfenych hodnotich NA pro morfotyp Nostoc, u néhoZ jsme nemohli
prokazat zavislost NA na biomase.

Srovnani namé&fenych hodnot NA stdaji v literatufe je pomé&rné obtiZné. NA byla
v na§em piipadé stanovovéna na jednotku hmotnosti erstvé biomasy kultury sinic, na rozdil
od jinych publikaci, kde byla biomasa charakterizovina mnoZstvim chlorofylu nebo proteint.
NA za svétla riiznych kment r. Nostoc zméfena pii nadich pokusech prfiblizné odpovida

hodnotam NA zjisténym Hrouzkem (HROUZEK 2002) po 21 a 42 dnech kultivace (Tab.7).

Tab.7 Porovnani hodnot NA vybranych kmenf r. Nostoc s publikovanymi vysledky
(NA je vyjadrena v nmol C,H, g’ susiny. h™).

Hrouzek (2002) Tato prace
kmen NA (6 dnd) NA (21 dni) NA (42 dnli) |kmen NA

pmol/h C2H4.g | umol/h C2H4.g | pmol/h C2H4.g umol/h C2H4.g9
Nostoc musc. 33,0 18,8 4,2 | C-Nostoc 0,9
Nostoc musc. 40,1 2,1 6,4 | C-Nostoc 1,4
Nostoc cale. 37,6 11,8 3,3 [ C-Nostoc 13,9
Nostoc ellips. 36,2 22,3 2,3 | C-Nostoc 7.9

Jak je patrné z tabulky 7, mladsi kultury maji obecn€ vy3si specifickou NA. Na zdkladé
t&chto poznatki jsme museli vylou€it studované egyptské kmeny sinic ze statistické analyzy,
nebot méfeni jejich NA probihalo po kratsi kultivaéni dob& neZ meéfeni NA u ostatnich

kment. Béhem experimenti jsme se sice snazili maximaln& optimalizovat a sjednotit
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viechny podminky, aviak poustni kmeny rostly rychleji a vytvofily dostatedné mnozstvi

inokula (odpovidajici mé&sic starym kulturdm ostatnich kmenit) uz béhem 1-2 tydng.

5.4. Nitrogenazova aktivita za tmy

Z vysledkt vyplyva, Ze u vSech sinic, u nichZz byla nameéfena nitrogenazova aktivita,
dochézelo k jejimu poklesu za tmy. Obecné& dochazi ke sniZeni nitrogenazové aktivity kvili
nedostatku redukénich éinidel generovanych béhem fotosyntézy (ERNST & BOHME 1984).

Statistické analyzy ukézaly, Ze na velikost NA za tmy méla nejvétsi vliv oblast, ze které
byla sinice izolovana. Ve vétSing pifpadt temperatni a tropické kmeny sniZily za tmy svou
NA piiblizn€ na 20 % aktivity za svétla. Antarktické kmeny za tmy zastavily &innost
nitrogenazy Uplné. Domnividme se, Ze 100 % pokles NA je diisledkem adaptace na st¥idani
polarniho dne a noci. Béhem polérniho dne probiha u sinic intenzivni fotosyntéza a dochézi
tak k akumulaci produktli nutnych pro energeticky néroénou fixaci. Naopak pfi polarni noci
je omezen pifsun téchto latek a sinice si nemohou dovolit dusik fixovat. Temperatni kmeny
se rovnéZ museji v noci vypofadavat s niz§im pfisunem energie, ta je ale za cca 8-12 hodin
opét nacerpana obnovenim fotosyntézy. U antarktickych kmeniti se v dasledku dlouhé
absence fotosyntézy Cinnost nitrogendzy rychle zastavi a zbyvajici energie miZe byt
investovana na fungovéni bazalntho metabolismu nebo na tvorbu pfezivajicich diaspor.

Stejné tak tropické sinice pfizplisobuji fixaci dusiku ekologickym podminkam prosttedi.
V tropech jsou kmeny vystaveny neustilym zméndm piisunu vody. Dostatek vidhy byva
ve vecernich hodinach a pfes noc. JONES (1989) studoval tropicky druh Nostoc commune
a zjistil, Ze hydratovany kmen jevi vyrazn& vy§§i NA neZ suchd kolonie. Pomé&mé vysoké
hodnoty NA za tmy byly naméfeny i u dvou nasich tropickych kmen.

Nejvy3si CEinnost nitrogenazy za tmy (mimo egyptskych pouStnich kment) byla
pozorovana u temperdtniho kmene 1. Tolypothrix (CToll), ktery rovn&Z dosahoval
maximélnich hodnot NA za svételnych podminek. Vysoka NA mize vtomto piipadé
souviset s plivodem kmene. Kmen CToll byl izolovan ze sokolovskych vysypek, coZ je
oblast, jejiz substrat ma oligotrofni charakter. Pfisun mineralniho dusiku je velice omezen
a kmeny jsou v takovém prostfedi nuceny vyuzivat jiné alternativy pro piijem dusiku tj.
asimilovat molekularni dusik ze vzduchu. Také Hrouzek et al. (2004) dokladaji vliv prostfedi

na miru nitrogenazove aktivity.
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5.5. Zavislost NA na frekvenci heterocytu

Zatimco velikost NA se u sinic r. Nostoc velmi liSila a pohybovala se mezi 3,0 - 734,6
nmol C,Hy g'l. h'!, frekvence heterocytl byla u viech témét konstantni (cca 5 %). Vysledky
pokusii potvrzuji pfedchozi studie (viz HROUZEK 2002), v nichZ nebyla prokazana zavislost
NA na poétu heterocyti. FINDLAY et al. (1994) dokladaji zavislost NA na frekvenci

heterocyti. Ve svém projektu se narozdil od této prace vénovali studiu planktonnich sinic
a vztahovali celkovou NA ekosystému na spoleenstvo. Je ziejmé, Ze pokud je v prostiedi vic
heterocytdznich sinic, ktefi jsou vyznamnéj§imi fixatory, pak NA koreluje s poctem

heterocyta.

6. Zavéry

V pfedlozené praci jsme metodou nitrogendzové redukce acetylénu na etylén zjiStovali
schopnost biologické fixace molekularniho dusiku rtiznych morfotypt piidnich sinic
z nékolika riiznych geografickych oblasti. Podafilo se nam zméfit a prokézat nitrogenazovou
aktivitu (NA) pouze u heterocytéznich sinic. Pravé€ ty jsou jedny z nejvyznamnéjSich
fixatorh, ktefi se podileji na celkovém toku dusiku v biosfére.

Zjistili jsme, Ze kli¢ovy vyznam pro velikost NA za svétla ma morfologie sinice. Pokud
se u zkoumaného kmene nevyskytuji silné slizové obaly, dosahuje NA vysSich hodnot.
U morfotypu Nostoc ma na velikost NA vliv geografickd oblast plivodu. V disledku
snizeného piisunu energie pro metabolismus dochdzi u vSech heterocytéznich sinic k poklesu
NA za tmy. Velikost poklesu a velikost NA za tmy je nejvice ovlivnéna oblasti, z niZ je
sinice izolovana. Antarktické kmeny sinic zastavuji ve tmé svou NA 1plné, coZ je
pravdépodobné zpiisob adaptace na podminky prostiedi. Sinice tropického a mirného pasu
snizuji v temnostnich podminkdch NA pfibliZné na pétinu.

Zavislost NA na biomase kultury se lisi mezi riznymi morfotypy sinic. Vyneseni
kvadraticka zavislost (NA na biomase) u morfotypu Tolypothrix odpovida piedchozim
studifm. NA morfotypu Nostoc vykazuje velkou variabilitu, proto jsme nebyli schopni
zavislost definovat. Na zakladé ziskaného souboru dat je ziejmé, 7e nitrogendzova aktivita

neni pfimo zavisla na frekvenci heterocytt.
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