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Abstrakt

Mikroskopické zelené¢ tasy produkuji celou fadu prospéSnych latek. Mezi komercné
vyuzivané patii hlavné pigmenty piedevsim pak sekundarni karotenoidy. Zatimco primarni
karotenoidy jsou soucasti fotosyntetického aparatu, sekundarni karotenoidy jsou produkovany
pouze za urcitych specifickych podminek (napt. vysoky osvit, nedostatek dusiku). Sekundérni
karotenoidy maji antioxidacni schopnosti, které chrani buiiku ptfed nepiiznivymi vlivy.
Komer¢né vyuzivané kmeny a kmeny, které se testuji pro potencionalni vyuziti, pochazi
témét vyhradné z fasovych sbirek, proto je tato diplomova prace zaméfena na kmeny

izolované z ptirody.

Byly nalezeny a vyizolovany dva kmeny aeroterestrickych zelenych jednobunéénych fas,
které projevily potencial produkovat karotenoidy. Tyto kmeny byly urceny jako Tetracystis
pulchra (clade Dunaliellinia) a Tetracystis sp., kmen ptibuzny Tetracystis tetraspora
SAG 98.80, patiici do cladu Stephanosphaerinia. Pro kmen T. pulchra byly nasledné
optimalizovany kultivaéni podminky a poté byla kultura podrobena sérii experimentl
zkoumajicich vliv stresovych faktorGi na tvorbu a akumulaci karotenoidt. Konkrétné byl
testovan efekt dusikového hladovéni, intenzity osvitu, teploty a UVA zéteni. Bylo prokazano,
7Ze zejména intenzita osvitu a limitace dusikem ve velké mife ovliviiuji biomasu i tvorbu

karotenoida.

Experimentalné bylo zjiSténo, ze nejzastoupengj$Sim karotenoidem v 7. pulchra je B-karoten,
dale se ve vysSich mnozstvich v této fase vyskytoval lutein, zeaxanthin a echinenon. Celkové
mnozstvi karotenoidd v 7. pulchra bohuzel nedoséhlo dostatecné vysokych hodnot, aby tento
kmen mohl konkurovat momentalné vyuzivanym fasam. To vSak nic neméni na faktu, Ze
pudni fasy ziskané z pfirody mohou mit velky potencidl v oblasti biotechnologie. Pro
stanoveni celkového mnoZstvi karotenoidii byla optimalizovana metoda dle Lichtenthaler and
Buschmann, (2001) a pro identifikaci jednotlivych karotenoidi a zjisténi jejich zastoupeni ve
vzorku byla modifikovana metoda podle Liu et al., (2010). V kombinaci tyto dvé metody tvori

1deélni postup pro relativné levné a rychlé stanoveni karotenoid.

Kli¢ova slova: astaxanthin, B-karoten, Chlorophyceae, echinenon, karotenoidy, lutein,

mikrofasy, N-deficience, ristova rychlost, stresové faktory, svételnd intenzita



Abstract

Microscopic green algae produce a number of beneficial substances. The commercially used
ones include mainly pigments, especially secondary carotenoids. While primary carotenoids
are part of the photosynthetic apparatus, secondary carotenoids are produced only under
certain specific conditions (e.g. high exposure to light, nitrogen deficiency). Secondary
carotenoids have antioxidant properties that protect the cell from adverse effects. The strains
currently in commercial use and the strains that are tested for potential use come almost

exclusively from algal collections, so this thesis focuses on strains isolated from nature.

Two strains of aeroterrestrial green unicellular algae, which showed potential of producing
carotenoids, were found and isolated. These strains were identified as Tetracystis pulchra
(clade Dunaliellinia) and Tetracystis sp., a strain related to Tetracystis tetraspora SAG 98.80,
belonging to the clade Stephanosphaerinia. The culture conditions for 7. pulchra were
subsequently optimized and then the culture was subjected to a series of experiments,
examining the effect of stress factors on carotenoid formation and accumulation. Specifically,
the effect of nitrogen starvation, light intensity, temperature and UV A radiation was tested. It
has been shown that especially the light intensity and nitrogen starvation greatly affect

biomass and the formation of carotenoids.

From the data obtained, P-carotene was found to be the most abundant carotenoid in
T. pulchra, followed by lutein, zeaxanthin and echinenone in higher amounts in this alga.
Unfortunately, the total amount of carotenoids in 7. pulchra did not reach high enough values
for this strain to compete with currently used algae. However, this does not change the fact
that soil algae obtained from nature can have great potential in the field of biotechnology. The
method according to Lichtenthaler and Buschmann, (2001) was optimized for the
determination of the total amount of carotenoids and the method according to Liu et al.,
(2010) was modified for the identification of individual carotenoids and their determination in
the sample. In combination, these two methods form an ideal procedure for the relatively

inexpensive and rapid determination of carotenoids.

Keywords: asthaxanthin, B-carotene, Chlorophyceae, echinenone, carotenoids, lutein,

microalgae, N-depletion, growth rate, stress factors, light intensity
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1. Uvod

Karotenoidy jsou vyznamné piirodni latky s velkym potencidlem, kterym se v posledni dob¢
vénuje stale vice pozornosti. Mikroskopické fasy jsou jiz nyni vyuzivanym zdrojem téchto
latek, ale stdle se hledaji nové zpusoby kultivace a optimalizace tvorby, akumulace a
nasledné¢ho zpracovani ziskavanych latek. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce biotechnologicky
vyuzivanych ftas patfi mimo jiné Haematococcus pluvialis, jakozto zdroj sekundéarniho
karotenoidu astaxanthin a Dunaliella salina, kultivovand pro zisk -karotenu (Egeland, 2016).
Kromé pokroku s témito jiz diive zavedenymi fasovymi zdroji karotenoidl se hledaji také
nové, ¢i méné¢ znamé kmeny fas, které by mohly mit v této oblasti potencial. Kmeny ziskané
z ptirody jsou stale nedostatecné prozkoumanou moznosti, kterd by mohla poskytovat nové
prilezitosti. Mezi fasy, které maji potencial pro tvorbu karotenoidd patii i aeroterestrické

pudni fasy, jimz se ve své praci vénuji.
1.1. Karotenoidy

Karotenoidy jsou lipofilni barevné latky, pohybujici se od zluté az po Cervenou, ackoliv se
vzacné mohou vyskytovat 1 fialové ¢i bezbarvé (Britton et al., 2004). Ackoliv se tyto pfirodni
pigmenty vyskytuji 1 vlidech a zvifatech, télo si je nedokdZe syntetizovat a museji byt
dodévany v potravé. Na rozdil od toho mikroorganismy, rostliny a nékteré houby tyto latky
syntetizovat mohou (Pallett and Young, 2017). Piestoze v buiikach se jedna o latky stabilni,
kdyZ se ocitnou mimo buniku, stavaji se nestabilnimi a rychle se rozkladaji, ptredev§im pak na
vzduchu v pfitomnosti kysliku, na svétle a v pokojové teploté. Prace s nimi je tedy znacné

naro¢na a vyzaduje ptipravu a specifické vybaveni (Egeland, 2016; Pallett and Young, 2017).

Zakladni struktura karotenoidil je tvofena 40 uhliky, jedna se tedy o tetraterpeny tvofené 8
isoprenovymi jednotkami. JakoZto vyrazné pigmenty jsou karotenoidy syntetizovany
v plastidu, kde postupnym piipojovanim difostatovych podjednotek k jednotce isoprenu (3-
methylbut-3-enyl difosfat) vznika 20 uhlikaty prekursor geranygeranyl difosfait — GGPP
(3,7,11,15-tetramethylhexadeka-2,6,10,14-tetraenyl difosfat). Spojenim dvou molekul GGPP
vznikéd prvni karotenoid biosyntetické drahy karotenoidli — bezbarvy fytoen (15-cis-fytoen).
Izomeraci a desaturaci této latky vznika lykopen (y,y-karoten), zakladni stavebni kamen
vSech dalSich karotenoidi (Britton and Goodwin, 1971; Britton, 1986; Egeland, 2016; Pallett
and Young, 2017).



Dalsi klasifikace karotenoidl je déale zalozena bud’ na jejich chemické struktuie, ¢i na jejich
funkci. Podle struktury se déli na karoteny, latky sestavajici pouze z uhlovodikového fetézce a
na xantofyly, jejichZ struktura obsahuje jednu ¢i vice kyslikatych funkénich skupin (Gong and
Bassi, 2016; Pallett and Young, 2017). Dle funkce jsou karotenoidy rozdéleny na primarni a
sekundarni. Primarni karotenoidy jsou trvalou soucasti fotosystému. Funguji jako ptfidavné
svétlosbérné pigmenty piimo ve fotosyntetickém aparatu a hraji tedy roli ve fotosyntéze.
Karotenoidy funguji jako ptidavné pigmenty v podobé svétlosbérnych antén ¢i v piipade B-
karotenu se fotosyntézy tcastni pfimo v reak¢nim centru. Diky svym konjugovanym dvojnym
svétla, ¢imz prispivaji k vyssi efektivité fotosyntézy (Frank and Cogdell, 1996; Britton, 2008;
Egeland, 2016). Na rozdil od primarnich, sekundarni karotenoidy jsou v bufice tvofeny pouze
po vystaveni fasy specifickym podminkam, které také tvorbu a akumulaci sekundarnich
karotenoidl vyrazné zvySuji. Jejich hlavni funkci je ochrana buiiky, pfedev§im pred vysokym
ozarenim, coz je také jedna zvnéjSich podminek podporujicich tvorbu karotenoidi ve
vysokych koncentracich. Tyto latky se v bunce vyskytuji mimo fotosynteticky aparat
v lipidovych kapénkach (Britton, 2008; Begum et al., 2016; Egeland, 2016; Gong and Bassi,
2016).

Ackoliv jiz vySe zminéna ucast ve fotosyntéze, je jednou z hlavnich funkci karotenoidl, maji
tyto latky dalsi funkce piimo spojené s ptfitomnosti svétla. Pfedpokladalo se, Ze u fas bude mit
piispévek karotenoidil do fotosyntézy vétsi vahu neZ u vyssich rostlin, ukazalo se vSak, Ze ne
vzdy tomu tak je. U zelenych fas je efektivita vyuziti svétla absorbovaného karotenoidy
zhruba na stejné urovni jako u vysSich rostlin, tedy néco okolo 50 % (Goodwin, 1980a;
Britton, 2008). Karotenoidy také slouzi jako fotoreceptory, konkrétn¢ fotoreceptory modrého
svétla — absorpéni maximum karotenoidl totiz lezi mezi 400-500 nm. Zaznamenani modrého
svétla poté vede k fototropii €1 fototaxi, karotenoidy zaznamenavajici modré svétlo tedy tyto
procesy spousti. Vyznamnou roli zde hraje predevSim p-karoten a zeaxanthin (Goodwin,
1980a; Young and Britton, 1993; Britton, 2008). Dalsi dilezitou funkci karotenoidl je
ochrana buniky pted pfiliSnym ozéatfenim, které by mohlo buiiku poskodit az usmrtit. Slouzi
jako filtr, zabranujici vnikani poskozujicich vinovych délek svétla do citlivych tkdni a chrani
tak bunku pred svételnym stresem (Britton, 2008). Pii fotoinhibici a vytvofeni nebezpecného
singletového kysliku dokazi karotenoidy velmi efektivné tyto nebezpecné molekuly disipovat
za pomoci xantofylového cyklu (Goodwin, 1980a; Egeland, 2016). Diky své elektronové

bohaté struktute jsou karotenoidy latky nachylné k oxidaci a k interakci s volnymi radikéaly —



to je déld velmi efektivnimi antioxidanty. Chrani buniky proti lipidové peroxidaci a tvorbé
radikalti. PfedevS§im astaxanthin a actinioerythrol se ukazaly byt vybornymi antioxidanty.
Beta-karoten a lykopen sice také funguji jako silné antioxidanty, bohuzel vSak v procesu
degraduji. Obecné¢ jsou ale karotenoidy piijimany jako u¢inné piirodni antioxidanty, mohou se
totiz v urCitych podminkach obnovovat a déle tuto funkci plnit (Young and Britton, 1993;
Britton, 2008; Jackson et al., 2008).

Vzhledem ke své lipofilni povaze maji karotenoidy svou roli i v membranach. Jejich struktura
jim umoziuje stat se soucasti lipidové dvojvrstvy, kde ovliviiuji vlastnosti membran, jako
jejich rigiditu nebo propustnost. Dale také samoziejmé chrani lipidové membrany proti
oxida¢nimu poSkozeni. Tato vlastnost je velmi silné ovlivnéna umisténim jednotlivych
karotenoidi ve dvojvrstve. Karoteny jako lykopen nebo B-karoten jsou lokalizovany v silng
hydrofobnim jadfe dvojvrstvy a chrani tedy pouze v téchto mistech, zatimco xantofyly jako
zeaxanthin jsou rozmisténé v polarnéjsi ¢asti, na povrchu dvojvrstvy, a dokézi tak chranit

membrany i zvenci (Britton, 2008; Solovchenko, 2012).

Jak jiz bylo zminéno, karotenoidy jsou fotoreceptory, je tedy nasnadé, ze maji své funkéni
misto 1 v oblasti zraku. Nepiimo jsou skrz metabolit retinal soucasti zrakovych pigmentd,
retinal, jakoZzto latka odvozend od vitaminu A (retinol), je v komplexu s proteiny opsinu
zakladem fotoreceptort a tedy i zraku vSech zvitat (Britton, 2008; Dartnall, 2019). Pfimo jsou
karotenoidy zastoupeny v makularnich pigmentech, Zlutd skvrna v oku obsahuje vysoké
koncentrace xantofyld, které funguji jako obrana pied piiliSnym ozéafenim. Karotenoidy také
slouzi jako prevence proti zrakovym defektim spojenym se starnutim organismu, predev§im
pak B-karoten se jevi jako vyznamny v boji proti makularni degeneraci (Frank et al., 1999;

Britton, 2008).

Barva je v pfirod¢ velmi vyznamnd, miiZze slouZit jako varovani, nebo naopak jako lékadlo.
Neni tedy divu, ze barevné pigmenty, potazmo karotenoidy jsou v této oblasti jedny
z nejzésadnéjSich latek. VéEtSina barev v rostlinach 1 mikroorganismech je zaloZzena na
pigmentech a mnoho pigmentd se vyskytuje i ve zvifeci {iSi. Karotenoidy jakozto latky
schopné pohlcovat a odrazet svétlo o specifické vlnové délce pak udavaji vyslednou barvu
daného organismu nebo jeho casti, drzi tedy vyznacné misto mezi piirodnimi pigmenty
(Britton, 1983, 2008). Vyrazné zbarveni karotenoidl, které je v listech piekryto zelenymi
chlorofyly, je nejlépe vidét v kvétech a ovoci, kde se karotenoidy vyskytuji ve vSech jejich
¢astech. Dlivodem tohoto umisténi je pravdépodobné zvySeni atraktivity kvéti pro opylovace,
coz znamena lepsi Sanci na opyleni rostliny a stejné tak vétsi pfitazlivost ovoce pro ptaky,
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ktefi se dale staraji o rozsifeni semen (Goodwin, 1980b; Cohen, 2002; Britton, 2008). Co se
tyCe zvirat, karotenoidy jsou zodpovédné za vétSinu Zlutych, oranzovych a Cervenych barev
v rybach, ptacich, hmyzu a motskych bezobratlych. Dale jsou spojovany také
s neobvyklej$imi barvami jako fialova, zelend ¢i modra, coz je zplisobeno zménou jejich
absorpCnich vlastnosti v disledku vytvofeni komplexu s proteiny. Funkce karotenoidu jakozto
barevnych pigmentii se velmi rizni od navySeni atraktivity, pies kamuflaz az k ochrané proti
prili§ intenzivnimu zafeni ¢i plnéni funkce fotoreceptori. Na rozdil od rostlin a
mikroorganismil vSak zvifata nedokdzou karotenoidy tvofit, museji je pfijimat z potravy a
ukladat je. Proto je zdsadni v nékterych odvétvich jako chov ryb ¢i dribeze karotenoidy ve
stravé dodavat, pro udrzeni intenzity barvy masa nebo Zloutkd (Fox, 1979; Britton, 1983,

2008; Begum et al., 2016).

1.2. Vliv stresovych faktori na produkci karotenoidii u zelenych ras
Mikroskopické fasy jsou organismy schopné piezivat i v prostiedich obecn€ povaZzovanych za
nehostinné, vystavené riiznym nepiiznivym podminkdm a biotickym i abiotickym strestim,
jako teplotni extrémy, vysoka salinita, sucho, vysoka mira ozafeni, nedostatek Zivin a jiné.
Velké mnozstvi zelenych fas je za urcitych podminek schopno tvofit a akumulovat
karotenoidy a v odpovédi na tyto nepfiznivé ristové podminky pak tyto latky mohou tvorit
v mnohonasobn¢ vétsi mife. Jiz bylo dokazéano, Ze produkce karotenoidi je u zelenych fas do

zna¢né miry ovlivnéna prave stresovymi faktory (Guedes ef al., 2011; Egeland, 2016).

Stresové faktory se obecné mohou délit na nutriéni a fyzikalni. Nutri¢ni faktory zpravidla
ovliviluji kompozici média, jako limitace nebo kompletni absence dusikii. Za fyzikalni
stresory se naopak povazuji zmény podminek kultivace jako naptiklad zména miry ozaieni,

teplota Ci vystaveni kultury UVA ozatovani (Benavente-Valdés ef al., 2016).

1.2.1. Limitace dusikem

Vyuzivani média s nedostatkem dusiku ¢i kultivace za Uplné absence dusiku a pozorovani
efektu tohoto stresového faktoru na riistovou schopnost kultury a na tvorbu a akumulaci
karotenoidii je jednim z nejCastéjSich experimentli vykonavanych za ucelem nalezeni
vhodnych kandidath pro produkci karotenoidl ve vétsim métitku. Experimenty s dusikem lze
vykondvat vice zplsoby. Pii limitaci dusikem je do média neustdle dodavano nedostatecné
mnozstvi dusiku, zatimco pfi dusikovém vycerpani je kultura péstovana v médiu bez zdroje

dusiku (Benavente-Valdés et al., 2016).
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materialu nebo enzymech. Jeho obsah v médiu je zasadni pro uspésné bunécné déleni, proto
pti jeho Uplné absenci, nebo pii jeho vyCerpani dochazi k zastaveé déleni bun¢k (Begum et al.,
2016; Faraloni and Torzillo, 2017). Dale pak nastava faze, kdy piestava dobie fungovat
fotosyntéza, jelikoz se zastavuje tvorba chlorofylu a dochazi k jeho postupné ztraté. Je vSak
postupné nahrazovan nové vytvotfenymi pigmenty karotenoidi, které ve své molekule dusik
neobsahuji a mohou slouzit jako fotosbérné antény, naptiklad lutein. Timto zplsobem si
bunika nahrazuje nedostatecné mmnozstvi chlorofylu, ktery pro svou molekuldrni stavbu
obsahujici 4 atomy dusiku, slouzi v situaci kdy je bunka ve stavu dusikového hladovéni jako
nouzova zasobarna dusiku (Boussiba et al., 1999; Benavente-Valdés et al., 2016). Dalsim
diivodem, pro¢ se dusikové hladoveéni cCasto ukazuje jako vhodny zplsob navySeni
karotenoidové produkce, je skutec¢nost, Ze pfi nedostatku dusiku dochazi ke zvySené tvorbé
volnych radikalt, bunika ma tedy potiebu se pfed nimi chranit tvorbou B-karotenu (Begum et

al., 2016).

Obecné lze tedy fici, Ze limitace pfisunu dusiku omezi primarni metabolismus buniky a mize
podpofit sekundarni metabolismus v podobé zvySené syntézy sekundarnich karotenoidl jako
je astaxanthin (Ip and Chen, 2005). Dusikové hladovéni je vSeobecné povazovano za efektivni
zpusob navyseni tvorby a akumulace karotenoidti, ne vzdy je vSak podrobn¢ zjistovano, jaké
karotenoidy jsou ve vyslednych vzorcich obsazeny ve vysSich koncentracich (Paes et al.,
2016). V nékolika studiich se vSak ukézalo, Ze nizké koncentrace dusiku vedou ke snizené
tvorbé nejen chlorofylu, ale také primarnich karotenoidi, jako jsou lutein nebo B-karoten (Del
Campo et al., 2004). Také je nutno podotknout, Ze vzhledem k vyznamné¢ omezenému
fungovani fotosyntézy kvili nedostatku chlorofylu v kombinaci s omezenym délenim bunék,
mize byt i pfes navyseni produkce karotenoidli vysledny vytézek produktu niz§i, nez by byl
pti aplikaci optimalnich podminek pro kultivaci. Je nutné hledat kompromis, kdy rtst kultury
nebude natolik omezen, aby zvySena tvorba a akumulace karotenoidii méla zadany efekt, tedy
vice ziskanych karotenoidii (Boussiba et al., 1999; Del Campo et al., 2004). Pro spravné
nalezeni takovych podminek je zasadni pfedem ur¢it, jaké karotenoidy maji byt z mikrofasové
kultury ziskavany, jelikoz efekt dusikové limitace se mlZe pro riizné specifické karotenoidy

velmi lisit.

Pro ziskdvani astaxanthinu je dusikové hladovéni, zd4d se, vhodnd strategie, v kombinaci
s vhodné zvolenou metodikou, jako je napi. dvoutazova kultivace se navic vyznamnég snizuje

problematika sniZzeného rtstu kultury. Dochazi tedy nejprve k exponenciadlnimu rtistu kultury

12



pii optimalnich podminkach, tzv. zelend faze a nasledné vycCerpani dusiku zplisobi rapidni
nartst sekundarnich karotenoidii, pfedevs§im pak astaxanthinu, tzv. Cervena faze. 1 bez
aplikace takovéto metody vSak limitace dusikem piisobi na tvorbu a akumulaci astaxanthinu

vesmeés kladné (Young, 1993; Del Campo et al., 2000; Liu et al., 2016).

Na rozdil od produkce astaxanthinu se pro ziskavani luteinu dusikové hladovéni neukazuje
jako vhodny zptisob kultivace. Vzhledem k tomu, Ze lutein a astaxanthin vznikaji ze stejného
prekurzoru, je tento zavér vcelku logicky, nelze ziskavat obé tyto latky soucasné. Bylo
zjisténo, ze v nekterych ptipadech miize limitace dusikem vést ke snizeni obsahu luteinu (Del

Campo et al., 2000).

Co se tyce B-karotenu jsou reakce kultur na dusikové hladovéni rizné, zélezi tedy zfejme 1 na
dalsich faktorech. U komeréné péstované tasy Dunaliella salina bylo vSak prokéazano, ze

limitace dusikem vede k zvySeni koncentrace B-karotenu v buiice (Lamers et al., 2012).

Pro uspé&$nou kultivaci hraje roli i forma, v jaké je dusik v médiu pfitomny. V laboratornim
meétitku se jako zdroj dusiku nejCastéji vyuzivad dusicnan, konkrétné NaNOs, ackoliv
preferovany zdroj dusiku z pohledu fas je amoniak, ktery je navic vyrazné levnéjsi alternativa.
Amoniak v8ak vyznamné snizuje pH média, neni tedy vhodny pro vyuzivani v experimentech,
jelikoz zejména v nepufrovanych médiich mize zplsobit az Gplné zastaveni ristu kultury

(Collos and Harrison, 2014; Liu et al., 2014).

1.2.2. Vysoka mira ozareni
zelenych fas. Pro béh fotosyntézy a rust kultury je dostatek svétla zcela zasadni, a ackoliv je
mozné nékteré fasy péstovat heterotrofné ve tmé, autotrofni kultivace stale prevladaji. Mira
ozéafeni méa dvé hranice — spodni, kdy nizké osvétleni jiZ podstatné sniZzuje rychlost ristu a
horni, kdy pfi dosazeni svételné saturace pii vysokych mirdch ozafeni dochazi k fotoinhibici,
coz ve vysledku opét inhibuje riist a mize vést az k smrti bun¢k. Vysoka mira ozafeni mize
vést k fotooxidaci a nasledné tvorbé reaktivnich forem kysliku (Reactive Oxygen Species,
ROS), singletovych kyslikti (102) &i jinych radikall. Zvysena syntéza karotenoidi je odpovedi
buniky na pfitomnost ROS, antioxidativni vlastnosti karotenoidi, piedev§im pak astaxanthin

totiz slouzi jako ucinna cesta, jak se proti radikaltim branit (Liu et al., 2014).
Obecné se ukazuje, Ze vysoka mira ozafeni (obvykle mezi 150400 pmol m?s™') ve vétsing

ptipadl ptispiva zna¢nou mirou k vys$Sim koncentracim riznych karotenoidli bez vyznamného

negativniho vlivu na rist kultury. Naopak do jist¢ miry vySSi intenzita svétla pozitivné
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ovliviiuje rtistovou rychlost, a tedy navySuje hustotu biomasy. Problémem je, ze dodévani
takto vysokych intenzit svétla je velmi finan¢né naro¢né a da se tedy provozovat jen za
laboratornich podminek (Lamers et al., 2010; Ho et al., 2014; Benavente-Valdés et al., 2016;
Egeland, 2016).

Na nékterych piirodnich stanovistich je tvorba a akumulace karotenoidii nutnd pro preziti,
zejména tedy v habitatech s velmi vysokou mirou ozareni jako jsou polarni oblasti. Zde zijici
snézné fasy jsou vystaveny extrémnim podminkdam, mezi které patii pravé i vysoky osvit
casto v kombinaci s nedostatkem dusiku. Bylo zjisténo, Ze pravé snizeni rychlosti rlstu
v dusledku vycerpani dusiku spousti rapidni narast karotenoidti (astaxanthin, canthaxanthin,
echinenon, B-karoten), které¢ nasledné slouzi jako pasivni ochrana proti ozafeni, v podstaté
ochranny filtr. V takovém piipad¢ dojde k rychlé zméné zbarveni celé kultury ze zelené na
cervenou (Bidigare ef al., 1993). Takovéto rychlé zmény barvy lze pozorovat 1 pii aplikovani
dvoufazové kultivace zelenych fas, kdy dojde ke zméné z optimalnich rtstovych podminek na
suboptimalni s pfitomnosti stresového faktoru v podobé vysokého ozateni. Karotenoidy jako
ochranu proti nadmérmému mnozstvi svétla totiz bézn€ vyuZzivaji zelené fasy obsahujici
violaxanthin. Ten je skrz xantofylovy cyklus deepoxidovan na zeaxanthin, karotenoid, ktery
fase slouzi jako slune¢ni filtr. Pfi absenci stresového faktoru se zeaxanthin opét epoxiduje na
violaxanthin. D4 se tedy tvrdit, Zze zeaxanthin se povétSinou vyskytuje v nejvyssi mife pfi
vysokém ozafeni, ovSem violaxanthin nedosahuje svého maxima pii nedostatku svétla

(Egeland, 2016).

Jak jiz bylo tfeCeno koncentrace zeaxanthinu dosahuje nejvySSich hodnot pii vysoké mite
ozéfeni, obzvlast¢ pak v kombinaci s jinymi stresovymi faktory jako zvySeni salinity ¢i
nedostatek dusiku. Obecné se ale pro tento karotenoid potvrdilo, Ze samotna vysoké4 ozarenost
znacn¢ prispiva k jeho zvySené tvorbé a akumulaci. Jako vyhoda se jevi fakt, Ze vyssi
ozatenost také prispiva k vys$i rastové rychlosti kultury, tedy potencialné i k vyS$Simu

vytézku (Solovchenko et al., 2008; Li et al., 2009; Egeland, 2016).

Astaxanthin, jako jeden z nejvyznamnéjSich a nejefektivnéjsich antioxidativnich karotenoidu
reaguje na vysokou miru ozareni také vysSs$i koncentraci v buiice. V mnoha studiich bylo
prokézano, ze vysoka intenzita svétla je idedlni zplsob navySeni tvorby a akumulace této
latky. Ackoliv stresovy faktor v podobé silného ozédfeni sdm o sobé dokaZe nastartovat
syntézu astaxanthinu i jinych karotenoidl jako obrannou reakci, nejslibnéjsi vysledky byly
pozorovany, kdyZ byl tento faktor aplikovan v kombinaci s nékterym dalSim stresovym
faktorem. Velmi dobrych vysledkli bylo dosaZeno pii kultivaci s vysokym ozéfenim spolu
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s dusikovym hladovénim, nebo kombinace ozafeni s vysokou koncentraci NaCl (Li et al.,

2009; Egeland, 2016; Liu et al., 2016).

Vysoka mira ozafeni ma pozitivni efekt 1 na tvorbu a akumulaci vyznamnych karotenoidi
jako lutein a B-karoten, kdy bylo dokazano, ze vybérem vhodného svételného programu lze
ziskat mnohonasobné vétsi vytézky zadanych latek. Konkrétné pro lutein i B-karoten se tedy
mira ozafeni jevi jako hlavni faktor ovliviujici jejich koncentraci v bunice (Lamers et al.,

2010; Ho et al., 2014).

1.2.3. Vystaveni UVA

Fyzikalnim stresovym faktorem, ktery ma vliv na metabolismus fas je UV zafeni. UV zéfeni
zpusobuje mutace v bunééné DNA a muze vést k vyznamnému zpomaleni ristu az k bunééné
smrti. Ukazalo se vSak, Ze konkrétné¢ UVA (315400 nm) zafeni mize nejen vyrazné zvysit
nartist biomasy, ale také zasadné ptispét ke tvorbé a akumulaci karotenoidt. Karotenoidy jako
astaxanthin, zeaxanthin nebo fucoxanthin jsou vyznamné latky s antioxida¢nimi vlastnostmi a
pfi vhodné aplikaci UVA zafeni muze jejich obsah v buiice vyrazn€ nartst (Huang et al.,

2018).

Karotenoidy jsou jednim zochrannych mechanismii proti fotooxidativnimu stresu
zpisobenému vystavenim bunék UVA zafeni. Efektivné vychytavaji singletovy kyslik 1
peroxidové radikdly vzniklé pusobenim ROS na bunééné struktury. Jejich zhaSeci
mechanismus funguje na zaklad¢é pfenosu energie ze singletového kysliku na karotenoid. Ve
vysledku se vytvoii jedna molekula kysliku a ptebyte¢na energie nyni excitovaného
karotenoidu je poté vyzarena v podobé& tepla bez poskozeni okolnich struktur. Karotenoidy
tento proces mohou opakovat a jsou tedy efektivni v boji proti fotooxidativnimu stresu.
V riznych modelech bylo zjisténo, Ze ackoliv se B-karoten a lykopen zdaji byt nejefektivné;si
ve zhaSeni, v nckterych piipadech s vysokym kyslikovym tlakem v kombinaci s vysokou
koncentraci B-karotenu, miize mit B-karoten prooxidativni ucinek. Takové situace vSak
nastavaji vzacné a obecné je B-karoten povaZzovan za vhodny prostiedek pro obranu proti
Skodlivému zéfeni, obzvlasté pak v kombinaci s vitaminem E. Na rozdil od B-karotenu se
astaxanthin ukézal jako ucinny fotoprotektivni karotenoid v boji proti u€inkiim UVA zéfeni

(Lyons and O’Brien, 2002; Spirt et al., 2010).

Vystaveni fasovych kultur UVA zéafeni mélo v mnoha ptipadech za nésledek vyrazné zvyseni
akumulace karotenoidid a pii nizSich intenzitdch ani nesnizuje rlstovou rychlost. Slibna

strategie se zda byt i kombinace UVA zéfeni s dostate¢né silnym fotosynteticky aktivnim
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zatenim (PAR), jelikoz dle vysledkii pak nedochéazi k poSkozeni chlorofylu a inhibici
fotosyntézy. Je tedy zachovadna rastova rychlost a dochazi i ke znasobeni mnozstvi

karotenoidi v buiice (Jahnke, 1999).

Dalsi nadéjna kombinace je pak vystaveni kultury UVA zafeni, zatimco prochazi dusikovym
hladovénim. Ackoliv samotné UVA je schopno vyrazn¢ pozitivn€ ovlivnit tvorbu a akumulaci
karotenoidii, v kombinaci s limitaci dusikem jsou vysledky jest€¢ vyrazné lepsi. Absence
dostatecného mnozstvi dusiku v médiu sice zpomaluje nartist biomasy, ale pravé pii
soubézném UVA ozafovani je vyslednd biomasa stale natolik velkd, Ze velikost vytézku
karotenoidd stale ptekond ty ziskané pii aplikaci pouze jednoho z téchto dvou stresort ¢i

velikost vytézku kontrolni kultury (Mogedas et al., 2009).

Rezim UVA ozatfovani se v riiznych studiich zna¢né lisi, jak intenzitou (320-400 nm), tak
Casem vystaveni kultury stresoru. Mize se jednat o exponovani kultury nizké intenzit¢ UVA
zafeni v fadu nékolika hodin az dni, byly vSak provedeny i experimenty s dlouhodobym
vystavenim fasovych kultur UVA zéfeni. Kratkodobé vystaveni UVA (352 nm) zafeni miiZe
v kultute zpusobit Sok a dojde pak k zastaveni produkce chlorofylu a k inhibici fotosyntézy,
coz ma za nasledek zpomaleni nebo Uplné zastaveni ristu. Takova situace se da zvratit
ulozenim kultury zelenych fas do tlumeného svétla nebo do tmy a po urcitém case dojde
k navraceni do normalu. Pii dlouhodobém vystaveni fasovych spolecenstev UVA zafeni
dochazi postupné k adaptovani fas na danou situaci a po néjakém case jiz dané intenzita UVA

zafeni nema na rstovou rychlost vliv (Kim and Watanabe, 1994).

1.2.4. Teplota
Optimalni teplota pro kultivaci je pro rizné zelené fasy velmi odliSnd a nalézt ji Casto
vyzaduje experimentalni zjisténi. Zelené fasy péstované za ucelem ziskavani karotenoidd jsou
nejcastéji kultivované v teplotach okolo 20-30 °C, pro mnoho fas ovSem tyto teploty mohou
znamenat stresové podminky. Optimalni teplota pro rist vSak nemusi nutn€é znamenat i
optimalni teplotu po tvorbu a akumulaci karotenoidti. Bylo prokézano, ze pro ziskani nejvyssi
mozné koncentrace karotenoidil je idedlni kultivovat kulturu ve vyssich teplotach, nez je jeji
optimum. Naptiklad Chromochloris zofingiensis obsahuje nejvyssi mnoZstvi astaxanthinu pfi

teploté okolo 35 °C, zatimco optimalni ristova teplota fasy je 20-30 °C (Liu et al., 2014).

Je tedy ziejmé, Ze manipulaci teploty lze dosédhnout riznych vysledk v oblasti ziskavani
karotenoidi. Podobné jako u jinych stresovych faktorl, vysoké teplota nejvice pozitivné

ovliviiuje tvorbu karotenoidli, pokud je zkombinovéna s jinym stresovym faktorem, jako je

16



naptiklad dusikové hladovéni. I samostatné vSak miize mit velky vliv na kultivaci, naptiklad
lutein se tvoii ve vétSich koncentracich za vyssich teplot, teplota vSak nesmi dosdhnout takové
vysky, aby negativné ovliviiovala rist kultury (Guedes et al., 2011; Brennan and Collins,

2015).

Pfi experimentovani s Haematococcus pluvialis bylo zjisténo, ze pii kultivaci za zvysSené
teploty (30-33 °C) byl obsah astaxanthinu tfikrat vys$si nez pii kultivaci za béznych podminek
(20 °C). Tvorba karotenoidii zde byla ziejmé odpovédi na zvySenou tvorbu ROS jako
nasledek vysoké teploty. Doslo tedy ke zvyseni koncentrace karotenoidi, ale zaroven nastalo
zpomaleni vegetativniho rlstu bunck, které ptesly do stavu Cervenych velkych cyst plnych
astaxanthinu. Je ovSem nutné podotknout, ze kdyz byla kultura vystavena jesté vyssi teploté
(35 °C), doslo jiz klyzi bunék, je tedy nutné vzdy znat moznosti fasy, se kterou jsou

experimenty vykonavany (Tjahjono ef al., 1994).

Jak jiZz bylo zminéno, vys$si teplota vede ke vzniku ROS, coZ ma za nasledek zvySeni
karotenogeneze. DalSim dilezitym faktem vSak je, Ze teplota také mize zdsadné ovlivnit
zastoupeni jednotlivych karotenoidii v fase. Ukazalo se, Ze teplota pravdépodobné ovliviiuje
enzymy ovladajici syntetické drahy, v nizsich teplotach byvaji dominantné zastoupené latky
bez hydroxylovych skupin jako p-karoten, echinenon nebo canthaxanthin, zatimco se
zvySujici se teplotou jejich obsah klesal ve prospéch hydroxylovanych karotenoid jako

astaxanthin (Liu and Lee, 2000).

1.2.5. Salinita a pH

Salinita jako stresovy faktor ovliviiujici produkci karotenoidli a nartist biomasy se jevi jako
vhodna alternativa stresového faktoru vysokého ozareni. VIliv salinity na produkci
karotenoidd u sladkovodnich tas je vSak sporny. Bylo dokazano, Ze pfi kultivace fas v médiu
obsahujicim dostate¢né mnozstvi NaCl pro navozeni stresovych podminek, doslo ke zvySené
produkci a celkovému obsahu karotenoidl. Tento efekt byl jeSt€ umocnén, byla-li salinita
v kombinaci s jinym stresovym faktorem, jako dusikové hladovéni. V takovém ptipadé byly
vytézky karotenoidll totozné vytézklim ziskanych v kultivacich s vysokym ozéafenim spolu
s dusikovym hladovénim. Rozdilem vSak je, Ze vy$si salinita obecné pfispiva piedevsim k
tvorbé canthaxanthinu, na rozdil od astaxanthinu. Negativnim faktem ovSem zlstava to, Ze
bylo mnohokrat prokazano, Ze vyssi koncentrace soli v médiu snizuje efektivitu fotosyntézy a
rustovou rychlost a tim nepfiznivé ovliviiuje celkovou biomasu (Li et al., 2009; Benavente-

Valdés et al., 2016). V nékterych ptipadech, jako Ch. zofingiensis nebo H. pluvialis je vSak
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vysledna koncentrace karotenoidi, konkrétné astaxanthinu o tolik vyss$i, Ze sniZzeni biomasy
ve vysledku nehraje tak velkou roli (Liu et al., 2014). Vhodnym feSenim by mohla byt
adaptace fasy na nizké koncentrace NaCl, kdy po urcit¢ dobé vyssi salinita média
podporovala tvorbu karotenoidii i biomasy (Rao et al., 2007). Na druhou stranu byly
zaznamenany studie, kdy narazové Sokové zvyseni salinity vedlo k lag fazi v ristu, jejiz délka
zavisela na koncentraci NaCl. Po ¢asové odmlce také doslo ke zvySeni obsahu karotenoidi,
predevsim B-karotenu. Obsah luteinu byl ve vysledném vzorku procentudlné nizsi nez za
béznych podminek, naopak obsah zeaxanthinu byl vyssi. Z takovych studii Ize vyvozovat, ze
nekteré syntetické drahy jsou citlivéjsi na osmoticky stres nez jiné a salinita jako stresovy
faktor pravdépodobné ovlivituje vysledné slozeni karotenoidi v kultufe (Borowitzka et al.,

1990).

Dal§im lehce spornym stresovym faktorem je pH. Rada fas je schopna pieZit a rist v §iroké
Skale pH, pokud je pH mimo optimum, byl mnohokrdt pozorovan narist akumulace
karotenoidd. Vliv tohoto stresového faktoru se velmi li§i mezi jednotlivymi fasovymi
zastupci, v nékterych ptipadech celkové vyssi koncentraci karotenoidd piispiva nizké pH,
v jinych naopak. Jediné, co je zfejmé, je fakt, ze pH ovliviiuje karotenogenezi. Ukazalo se
vsak, ze pifi dlouhodobé kontinualni kultivaci ma lep$i celkové vysledky médium
soptimalnim pH. Jelikoz pH ovliviluje dostupnost CO2, je tento faktor v
mikrotasovych kulturdch velmi dilezity a je nutné ho pfizpisobovat dle specifickych

pozadavkt fasy (Liu and Lee, 2000; Khalil ef al., 2010; Guedes ef al., 2011; Liu et al., 2014).

1.3. Biotechnologicky vyznamné zelené rasy produkujici karotenoidy

Zelené tasy (tfida Chlorophyceae) produkuji vesmeés stejné hlavni karotenoidy jako vyssi
rostliny, jmenovité predevSim pak P-karoten, a-karoten, lutein, violaxanthin a neoxanthin.
Pokud je pfi ristu kultura vystavena nékterym z vySe zminénych stresovych faktori, mize
dojit k tomu, Ze se zacnou tvofit nékteré dalsi sekundarni karotenoidy, napiiklad astaxanthin,
canthaxanthin nebo echinenon ve vyssi mife. Tyto latky jsou komeréné velmi cenné, je tedy
zadouci efekty jednotlivych typt stresu zkoumat do hloubky (Orosa ef al., 2000). V porovnani
s cévnatymi rostlinami maji mikroskopické ftasy vyrazné rychlej§i rist, coz je jedna
z nejvetSich vyhod jejich péstovani za Gcelem ziskavani karotenoida (Lin ef al., 2015). Navic
jsou schopné ptezit, adaptovat se a uspésné riist v pomerné Siroké skale podminek, jako rtizné
pH, sndsi zmény teploty nebo salinity. V kombinaci s moZznosti pro kultivaci vyuzivat i
odpadni vodu vytvaii jasnou vyhodu oproti péstovani cévnatych rostlin (Gong and Bassi,

2016) . Dalsi vyhodou je fakt, Ze mikrotasy obsahuji obecné vétsi mnozstvi specifickych
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karotenoidii (mg/g) nez jiné ptirodni zdroje, jako naptiklad makrotasy ¢i afrikany (7agetes
erecta), momentaln¢ péstované pro ziskavani luteinu (Kim et al., 2012; Ho et al., 2014; Lin et
al., 2015; Goémez-Loredo et al, 2016). Naopak nevyhodou a stile jeSté¢ existujicim
problémem vyuzivani mikroskopickych tas jako ptirodniho zdroje karotenoidl je skute¢nost,
ze proces sklizeni fas a nasledné extrakce zadanych produktl je natolik finan¢né narocna, ze
momentalné se ve velkém objemu kultivuje pouze Dunaliella salina a Haematococcus
pluvialis (Gong and Bassi, 2016). Moznost sklizeni fas v pribéhu celého roku, je naopak
skutec¢nosti, ktera do urcité miry zleviiuje celkovou cenu produkce, protoze neni nutné fesit

logistiku uskladnovani, aby nedochézelo k degradaci produkta (Goger et al., 2006).

Vzhledem ke stile popularn€jSimu trendu moderni doby ustupovat od ,syntetickych
produkti a nachézet ¢i se navracet k jejich pfirodnim alternativam je logické, Ze je stale
velky zajem o spolehlivého producenta karotenoidli, a tim mohou byt v mnoha ptipadech
pravé mikroskopické fasy. Prirodnim karotenoidiim nelze upfit jisté benefity, predev§im pak
astaxanthinu. Ackoliv se astaxanthin da plné syntetizovat, a tedy i relativné levné vyrabét,
neni vhodny pro lidskou konzumaci. Pfirodni forma astaxanthinu je vhodnégj$i, diky své
specifické stereochemii a mé totiZz mnohondsobné silnéjsi antioxidacni G€inky (Roth et al.,
2017). Primyslové syntetizovany astaxanthin neni vhodny pro vyuzivani jako potravinovy
dopln€k pro c¢loveka, protoze kvili své konfiguraéni komplexité je problém syntetizovat
Cistou formu obsahujici jen Zaddany izomer. Astaxanthin se v pfirodé vyskytuje v nékolika
formach — 3S,3'S, 3R,3'R, tvoftici par enantiomert a 3S,3'R s 3R,3'S piedstavujici zrcadlové
meso-formy. Jedna se tedy o 3 konfiguracni izomery, jejichz poméry se lisi podle zdroje.
Nejcastéji se vSak vyskytuje pravé ve formé 3S,3'S s lepSimi antioxida¢nimi vlastnostmi a
velkou vyhodou v podobé dobré rozpustitelnosti ve vode (Jackson et al., 2008; Liu et al.,

2014).

Krom¢ astaxanthinu se syntetizuji 1 dal$i karotenoidy jako lykopen, B-karoten, canthaxanthin
a zeaxanthin. Zadny z nich viak nema natolik sloZitou konfiguraci, aby piedstavoval problém
s Cistotou pro lidskou konzumaci (Bart and MacGillavry, 1968; Li et al., 2006; Jackson et al.,
2008).

Dunaliella salina je jednim z hlavnich pfirodnich zdroji P-karotenu, jelikoz dokéze
akumulovat masivni mnozstvi této latky a v reakci na rtizné stresové faktory dokaze toto
mnozstvi jeSt€é znasobit (Pisal and Lele, 2005). Jako jedna z biotechnologicky
nejvyznamngjSich fas ma znadmy kultivacni proces, ackoliv metody aplikované od kultivace

k vyslednému produktu se v rtiznych komercnich subjektech mohou lisit. D. salina je vysoce
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tolerantni vic¢i vysoké salinité 1 vysokému ozareni. OvSem pro vyvoj ucinné¢ho kultiva¢niho
postupu bylo nutné nalézt kompromis v kultiva¢nich podminkach, jelikoz optimum pro rast
kultury a pro maximalni obsah karotenoidl se nepiekryvalo. Hlavni problém tvofila salinita,
jelikoz pro rast je vhodna nizkd koncentrace NaCl a pro akumulaci B-karotenu je vhodna
vysoké koncentrace. Pliivodni navrhy dvoufazové kultivace nebyly z mnoha diivodt uspésné,
preslo se tedy k semi-kontinualni kultivaci se stiedn€ vysokou koncentraci NaCl, tak aby byla
podpofena tvorba B-karotenu. Dal§im faktorem pro kultivaci je typ vodni nadrze, kde je hned
neékolik moznosti, mohou byt promichavané ¢i Casto vyuzivané levngjsi ,,pfirodni®. S tim
souvisi 1 dalsi aspekt — lokalita, na které je fasa péstovana. Vzhledem k tomu, ze oteviené
vodni nadrze pro kultivaci jsou pod Sirym nebem, mélo by se jednat o lokalitu se stabilnim
pocasim a vhodnym klimatem. Zaroven by oblast méla byt chranéna od moznosti znecisténi.
Po uspé$né kultivaci pfichazi na fadu sklizeni fasy, coz je jednim znejvice financné
narocnych krokl v procesu ziskévani vysledného produktu a stale se hledaji nové efektivné;si
a levngjsi varianty tohoto kroku. Po spé$ném sklizeni fasy nasleduje zpracovani ziskaného
materialu na finalni produkt, povétSinou se D. salina susi na fasovy prasek, nebo se pokracuje
chemickym procesem extrakce a ziskava se Cisty P-karoten (Borowitzka and Borowitzka,

1990).

Nové studie poukazujici na nevhodnost syntetického beta karotenu stale zvysuji poptavku po
ptirodnich zdrojich B-karotenu, jako je D. salina. To neustdle vede k vylepSovani stavaji
metodiky péstovani a zpracovani této fasy, a i k vytvareni novych kultivacnich center v

raznych zemich svéta (Hosseini Tafreshi and Shariati, 2009).

Vyvoj biotechnologii zabyvajicich se mikroskopickymi fasami se v poslednich desetiletich
vyrazné posunul. Jednim z piikladi je produkce astaxanthinu z Haematococcus pluvialis, i
zde je ale stale jesté prostor pro zlepSeni. Momentdln¢€ vyuZzivané procesy se riizni v mnoha
ohledech, od kultivacnich metod, pfes prostiedi, vyuzivané kultivatni nadrze a
fotobioreaktory. Z toho je jasné, Ze i cena produkce se v jednotlivych piipadech zna¢né lisi,
jedno ma vsak spole¢né — stale je vyrazné vyssi neZ cena syntetického astaxanthinu. Vysoka
cena je divod, pro¢ se ustavicné hledaji nové zpisoby, jak zdokonalit kultivaéni proces.
Ukazuje se vsak, Ze ziejmé nebude stacit jen nalézt vhodnéjsi zptsoby kultivace. Ackoliv se v
tomto sméru dosdhlo velkych pokrokii, naptiklad za pomoci aplikace rtiznych stresovych
faktort, zdad se, Ze by se vyzkum mél zaméfit i jinym smérem. Velké mnozstvi studii se
zam¢efuje na optimalizaci i1dedlni kultivacni nadrze ¢i fotobioreaktoru, Skéalovani z

laboratorniho méfitka do primyslového vSak byva problematické. K celkové cené velkou

20



mérou piispivd 1 financni naro¢nost extrakce astaxanthinu, vyvoj metody pro zlevnéni a
zjednoduseni tohoto kroku je tedy zajimavou cestou. Dal§i z moznosti by mohlo byt nalezeni
vhodnégjsiho kmene, pfipadné jeho genetickd modifikace (Suh et al., 2006; Li et al., 2020). S
rostoucim zajmem o piirodni astaxanthin roste 1 potieba jeho produkci v H. pluvialis zvysit, s
¢imz souvisi 1 snaha manipulovat s jeho biosyntézou v tase. Komplexita syntetické drahy
sekundarnich karotenoidi tento cil znacné ztézuje, presto je vSak diky znalosti
biosyntetickych drah regulace karotenogeneze moznd. Genetické inZenyrstvi s sebou vSak
nese 1 mnoho vyzev, jako nutnost podrobn¢ znat syntetické drahy a funkce a umisténi

jednotlivych enzymu. Jedna se tedy o slibnou cestu (Jin et al., 2006; Le-Feuvre et al., 2020).

Momentaln€ vyuzivany proces pro produkci astaxanthinu je dvoufdzova kultivace. Nejprve se
H. pluvialis kultivuje v optimalnich podminkach vhodnych pro rlst a bunééné déleni, cemuz
se fiké zelena faze. Poté nastava Cervena faze, kdy v médiu chybi potfebné ziviny a kultura je
vystavena riznym stresovym faktorim, coz vede k encystovani bunék a akumulaci velkého
mnozstvi astaxanthinu. Ob¢ tyto fadze mohou probihat v jinych kultivacnich zatizenich, zelena
je obvykle ve fotobioreaktoru a ¢ervend v nadrzich nebo vétSich fotobioreaktorech, dochdzi
tedy k transferu kultury. Po encystaci je H. pluvialis déale zpracovavan, biomasa sklizena a

astaxanthin vyextrahovan (Li ef al., 2020).

Je otdzkou, zda je mozné cenu piirodniho astaxanthinu natolik snizit, aby se vyplatil vice nez
jeho syntetickd alternativa. Bylo dokdzano, Ze pfi vyuZiti vhodnych metod by se cena méla
dat minimalizovat, stale vSak zavisi 1 na mnoha faktorech jako dostupné prostfedky a naklady

na pracovni silu (Li et al., 2011).

Jak jiz bylo zminéno, momentalné se mikroskopické fasy v biotechnologii vyuzivaji jen jako
zdroje astaxanthinu a fB-karotenu, navic se jedna pouze o dva zéstupce, tedy vySe zminéné
Dunaliella salina a Haematococcus pluvialis. 1 ptesto je vétSina komeréné pouzivaného B-
karotenu syntetického piivodu. Diky zvySujici se poptadvce po piirodnich zdrojich se vSak
zvazuje priumyslova kultivace mikroskopickych fas za G€elem ziskavani 1 dalSich karotenoidii

jako lutein nebo zeaxanthin (Jin and Melis, 2003).

Karotenoidy jsou momentalné¢ primyslové vyuzivané v Siroké Skdle odvétvi a mikrofasy
vyuzivaji karotenoidy pii fototaxi, jako pifidavné pigmenty pii fotosyntéze, soucast
svétlosbérnych komplexti 1 jako fotoprotektivni latky. I pies vSeobecné zndmy potencial fas

vSak neni pfili§ dat o jejich mozném vyuziti v komercni sféfe. Proto je nutné se vice zaméfit
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na slibné kmeny produkujici karotenoidy, aby byl mozny posun v oblasti ptfirodnich zdroja

téchto vyznamnych latek (Del Campo et al., 2000).

1.4. Polyfyleticky rod Tetracystis
Rod Tetracystis byl poprvé popsan v Brown and Bold, (1964), kde bylo sledovano nékolik

kultur zelenych jednobunécnych ftas, jez se beézné vyskytovaly v aeroterestrickych

podminkach. Bylo zjisténo, Ze se nepodobaji dosud popsanym rodtim.

Pro popis nového rodu byly vzorky fas nejprve zkouméany morfologicky, tedy pozorovany jak
svételnym, tak transmisnim elektronovym mikroskopem. Nasledné byly jednotlivé
piredpokladané druhy podrobeny testovani, pii kterém byly pozorovany reakce na zménu
fyziologickych podminek, zejména pak jejich schopnost rist s piidavkem riznych cukra ¢i na
riznych typech médii. Na zavér byly vzorky testovany i serologicky. Vysledkem téchto
testovani a pozorovani bylo tedy zavedeni nového rodu, popsani osmi novych druhl a
nasledné prefazeni tii jiz existujicich druht do rodu Tetracystis, spolu s ¢imz byl vytvoren 1

kli¢ k ur¢ovani téchto zastupct

Za pomoci elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze jednotlivé druhy se od sebe daji dobie
taxonomicky odli§it. Hlavni odliSnosti, a tedy i urovaci znaky, sestdvaji z rtzného
uspotadani chloroplastu, pyrenoidu, mitochondrie, Golgiho aparatu i bunééné stény. Navic
diky témto pozorovanim byl poodhalen mechanismus déleni pyrenoidu pfi vegetativnim
déleni bunky 1 pfi tvorbé zoospor. Konkrétn€ u Tetracystis pulchra, s niZ jsme se v mé praci
setkala, byly popsany jasné ur¢ovaci znaky jako polarni ¢i bipolarni ztlustliny bunécéné stény,
tenky parietalni chloroplast nebo ovalny pyrenoid obklopeny dvéma Skrobovymi zrny.
Pyrenoid hrél pfi rozliSovani jednotlivych zastupcti obzvlast’ vyznamnou roli a byl povaZzovan
za spolehlivou odliSovaci vlastnost. JiZ pii popisovani jednotlivych druhli v§ak bylo nasnadé¢,
Ze mezi zastupci je urcitd variabilita, Zddny z morfologickych znaki tedy nedava stoprocentni
Jjistotu pii1 ur€ovani. Véc se dale komplikuje 1 z toho divodu, Ze T. pulchra je morfologicky
velmi podobna 7. intermedium a ultrastrukturou buiiky je nerozliSitelnd od 7. texensis, T.
intermedium a T. excentrica. Jiz zde je tedy jasné, Ze bez vyuziti dalSich metod, naptiklad
serologickych, nebo nyni jiz modernéjSich postupii nelze spolehlivé tento druh urcit (Brown

and Bold, 1964).

Prave s ptichodem molekuldrnich metod se ukézalo, ze nejen, Ze se jednotlivé druhy od sebe
nedaji snadno rozeznat, ale Ze cely rod Tetracystis je polyfyleticky. Fylogenetika

jednobunécnych zelenych tas vyskytujicich se v ptdé, slané i sladké vodé je obecné pomérné
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problematickd, ovSem u tfidy Chlorophyceae je taxonomické postaveni jednotlivych roda
n¢kdy skute¢ny ofiSek. Tak tomu je praveé i u rodu Tetracystis, jez stale prochdzi znaénymi

upravami.

Fylogenetickd analyza skupiny Volvocales, zalozend na 18S rRNA genovych sekvencich
vedla ke zmén¢ pohledu na diverzitu této skupiny. Do té doby byla systematicka klasifikace
této skupiny nekonzistentni a Casto neodpovidala skute¢nym fylogenetickym vztahtim, bylo
tedy nutné jeji pfepracovani. V mnoha pojednanich autofi neuvadéli jednotné a pfesné nazvy
skupiny, pouze vyuzivali pracovni nazvy, které ne vzdy nutné odpovidali realité.
Problematické je také vyuzivani nazvoslovi zalozeného na tradi¢ni klasifikaci, kdy jsou tasy
urcovany pouze dle jejich morfologickych znakii za vyuzivani svételného mikroskopu, coz
casto nekoresponduje s molekularni fylogenezi. Z takovych divodi je mnoho zéstupci fadu
Chlorococcales ¢i Chlamydomonadales Spatné zatazeno. I pfes inavnou a rozsahlou analyzu
vsak nebyla celkova diverzita Volvocales zcela pojata, nicméné podafilo se fylogeneticky
zatadit hlavni kmeny Volvocales, kam byl toho ¢asu zafazen i rod Tetracystis, a doslo i
k pfesunu mnoha zéstupcii z fddu Chlorococcales. Takovéto analyzy pak slouzi dale jako

stavebni kameny v dalSich studiich zamétenych na fylogenezi (Nakada et al., 2008).

Jak uz bylo feceno, rozeznévat nékteré linii na zdkladé morfologickych znakl je v podstaté
nemozné. Je tomu tak prave i v piipade fyloskupiny Moewusinia a ji ptibuznych rodd. Vétsina
morfologickych znakl ziskanych pozorovanim svételnym mikroskopem jsou homoplazie a
jen nékteré znaky pozorované elektronovym mikroskopem jsou dostatecné unikatni, aby se
daly povazovat za spolehlivé pro determinaci. Idedlni pro urceni jednobunéénych zelenych tas
produkujicich zoospory je tedy kombinovat molekuldrni metody s podrobnym pozorovanim
fenotypu. Vzhledem k nesouladu mezi tradicni taxonomii a modernim fylogenetickym
piistupem neni divu, Ze se nékteré rody ukazaly byt polyfyletické, mezi nimi pravé 1 rod
Tetracystis. AcCkoliv jednotlivi zastupci obsahuji skupiny dobfe rozeznatelnych urcovacich
znakd, ukazalo se, Ze mimo jiné spadaji hned pod né€kolik kladl ve skupin€ Moewusinia, jak
je vyobrazeno na fylogenetickém stromé. Konkrétné€ 7. pulchra spada pod skupinu ozna¢enou
jako Dunaliellinia, ptibuznou skupiny Moewusinia. Tyto informace spolu se skuteCnosti, ze
typovy druh T. aeria byl pfesunut a piejmenovan jako Chlorococcum aerium, vedly
k poznatku, ze rod Tetracystis jako takovy neni dobfe podpofeny a potieboval by

taxonomicky piepracovat (Watanabe and Lewis, 2017; Mikhailyuk et al., 2019).
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Obr. ¢. 1: Bayesiansky fylogeneticky strom 18S rDNA ze 74 taxonu, vcetné 39 zastupcl Moewusinia,
Borodinellopsis texensis and 34 zastupct skupin Stephanosphaerinia, Reinhardtinia a jinych. Zluté je oznaten
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1.5. Cile prace
Cilem této prace je predevSim upozornit na velky a nepftili§ vyuzivany potencial pfirodnich
kmenti tfas. Prestoze jiz existuji zabéhnuté postupy ziskdvani ptirodnich karotenoidi a
konkurovat velikdniim fasové biotechnologie, jako je Haematococcus pluvialis ¢i1 Dunaliella
salina, by bylo zna¢né obtizné, je dulezité se neustdle divat po novych moznostech a
alternativnich zdrojich téchto vyznamnych latek. Pravé kvili tomu je mym cilem nalézt a

vyizolovat slibné kmeny produkujici znacné mnozstvi karotenoidii ptimo z ptirodni lokality.

DalSim milnikem v mé praci je GspéSné¢ morfologicky i geneticky charakterizovat izolované
kmeny za vyuziti modernich postupli, vCetné transmisni elektronové mikroskopie. Pro
uspésné péstovani danych kment je také nutné nalézt optimalni podminky pro jejich rist a
pro tvorbu a akumulaci karotenoidt. Nalézt optimalni podminky péstovani je tedy také dalsi

z cilt, jimiz se ve své praci zabyvam.

Nakonec je pro tuto praci zasadni spolehlivé uréit mnozstvi karotenoiddi v fase, ¢ehoz je
mozné dosdhnout pouze, pokud se optimalizuje metoda stanoveni karotenoidl, a to jak
kvantitativni, tak kvalitativni. S tim souvisi i posledni cil préce, zjistit, jaké zmény podminek
ovliviuji tvorbu a akumulaci karotenoidl, konkrétné jaké stresové faktory a jakou mirou

pusobi na izolované kmeny fas v oblasti produkce karotenoidi.
Konkrétné jsou mé cile v této praci tedy:

1. Nalézt, vyizolovat a ur¢it vhodné ptirodni kmeny tas produkujicich karotenoidy
2. Optimalizovat kultivaéni podminky pro tyto kmeny

3. Kvantitativné a kvalitativné stanovit karotenoidy
4.

Zjistit efekt stresovych faktort na rist a akumulaci karotenoidi

2. Metodika

2.1. Odbér vzorkua

Pro odbér vzorki byla zvolena slunna lokalita s vysokym ozafenim v Barceloné ve Spanélsku.
V parku v oblasti Canyelles v rozloze cca 1 km? bylo vytipovano celkem 6 mist vhodnych pro
odbér aeroterestrickych plidnich fas. Vzorek materialu z pidy byl odebran z vrchni vrstvy asi
0 az 0,5 cm a jednotlivd mista odbéru byla od sebe vzdilena miniméalné¢ 50 metra.
Meteorologicka data jsou vztazena pro Barcelona, Fabra. Ro¢ni primérné teplota v oblasti je

15,5 °C a srdzky 621 mm. Primérna teplota a srazky v Cervenci jsou 23,8 °C a 24 mm,
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vlednu pak 8,2 °C a 5,3 mm. Roc¢né je v oblasti 64,5 slunnych dni, s 304 hodinami
slune¢niho zafeni v ¢ervenci a 166 hodinami v lednu (State Meteorological Agency - AEMET
- Spanish Government, no date). Po zpracovani vSech vzorkt byly vybrany dva slibné kmeny

pro naslednou praci — pracovné oznacené jako C a F.

Misto odbéru vzorku obsahujiciho kmen C bylo jihovychodné orientované a slunné. 15. fijna
2019 byla odebrana Cervend zemina ve strani u cesty. Soufadnice odbérového mista jsou

41.44753,2.16061.

Kmen F byl ziskan ze vzorku odebrané¢ho na polostinné strani orientované severovychodné.
Pida byla v dané lokalit¢ vyrazné kamenita, v okoli mista odbéru vyrtstala drobné vegetace.

Odbér byl proveden 15. fijna 2019 na soufadnicich 41.44529, 2.16102.

Material byl uchovavan v 2ml mikrozkumavkach s vickem (Eppendorf) az do doby

zpracovani vzorkd.

2.2. Kultivace vzorku

Pro zpracovéani vzorku a nasledné ziskani vhodnych kment byla pouzita metoda kultivace
vzorkil na agarovych plotnach s vyuzitim Zivného média Bold’s Basal Medium — BBM
(Brown and BOLD, 1964). Z pidnich vzorki bylo odebrano 0,5 g pudy a pielito 50 ml
destilované vody. Ziskana suspenze byla po dobu 15 minut michdna na magnetické michacce
(Polamed, typ MM6) a nésledné z ni byl odebran 1 ml roztoku, ktery byl spolu s malym
objemem destilované vody rozetfen na agarovych plotnach v Petriho miskach o priméru 9—
12cm (Skaloud, 2004). Kultivace probihala za laboratorni teploty (cca 20 °C) pfi
kontinualnim osvitu 25-35 umol m? s!'. Mikrokolonie piidnich fas a sinic bylo mozné na

plotnach pozorovat po dvou tydnech.

Jednotlivé mikrokolonie byly pozorovany pod svételnym mikroskopem, vypichnuty jehlou a
pfeneseny na nové agarové plotny, kde byly rozetfeny spolu s malym objemem destilované
vody. Takto vzniklé kolonie byly pfendseny zhruba kazdé dva tydny na nové Petriho misky a
precistovany dvéma zplsoby. Prvnim zpisobem bylo pfeneseni mikrokolonie do kapky
sterilniho média BBM a nasledné rozetfeni dané¢ kapky na agarové plotn€. Druhym typem
precistovani bylo pifimé pfenaSeni mikrokolonii na agar pomoci povrchovych rovnych vrypt

jehlou s vypichnutou mikrokolonii.

Kultivace jednotlivych izolovanych kolonii probihala paralelné na dvou mistech.

Ve sklenénych Petriho miskach pii teploté cca 22 °C a osvitu 25-35 umol m? s! a
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v plastovych Petriho miskéach pfi teploté cca 20 °C a kontinudlnim sviceni UVB lampou po
dobu 10 mésic (UVA 1 UVB svétlo; Repti Glo, Reptile 200, 15.0 UVB 25 W). Intenzita
osvitu byla méfena pomoci métice svétla ULM-500, WALZ.

Po 5 mésicich od sbéru vzorkl byly vytipovany dva slibné, karotenoidy produkujici kmeny,
pracovné ozna¢ené C a F. Rasové kolonie byly selektovany a pie¢istovany zhruba 10 mésici.
Cervenajici kultury byly poprvé pozorovany pod UVB lampou a nadile dlouhodobé
uchovavany na Sikmych BBM agarech ve zkumavkach pod konstantnim osvétlenim a

pravidelné pfeockovavany.

2.3. Morfologicka charakterizace

Svételnd mikroskopie: Kmeny C a F byly pozorovany v mikroskopu Olympus BXS51s
diferencidlnim interferencnim kontrastem. Mikrofotografie byly pofizeny digitdlnim

fotoaparatem Olympus Z5060.

Elektronova mikroskopie: Vzorky kmentt C a F byly pfipraveny ze zelenych kultur
v exponencidlni fazi ristu a starSich ¢ervenych kultur obsahujicich karotenoidy. Byl vyuzit
modifikovany postup podle (Wayama et al., 2013)). Nejprve byly kultury pfevedeny do
sterilntho BBM a stoceny na centrifuze (3 minuty, 4000 rpm). Poté byly vzorky fixovany
pfidanim glutaraldehydu do média s konecnou koncentraci 2 % a ponechidny 1 hodinu
v teploté 4 °C. Nasledné byly ttikrat promyty stabiliza¢nim 0,05M kakodylatovym pufrem a
fixovany po dobu 2 hodin roztokem 1% OsO4 v kakodylatovém pufru. Déale byly vzorky
dvakrat promyty 0,05M kakodylatovym pufrem a dvakrat promyty destilovanou vodou. Poté
byly vzorky centrifugovany (9 minut, 4000 rpm), byl odsan supernatant a bunky byly
prevrstveny 1,5% roztokem agardzy o teploté 45 °C. Roztok byl promichan pipetou a kapka
pfenesena na predchlazené podloZni sklicko. Skli¢ko 1 s peletkou obsahujici buiiky bylo
vlozZeno do lednice, aby doSlo ke ztuhnuti agardzy. Po zatuhnuti byla peletka nakrajena na
drobné kousky, ptfiblizn€ tvaru krychle o strané¢ 1 mm. Nasledovalo odvodnéni za pomoci
ethanolu, vzorky byly nejprve umistény do 70% ethanolu na dobu 15 minut, dale pfemistény
na 20 minut do 96% ethanolu a nakonec na 60 minut do 100% ethanolu (odvodnéného
pomoci CuSOs). 100% ethanol byl poté vyménén a vzorky tak byly ponechdny dalSich 15
minut. Dale byly vzorky inkubovany vzdy po dobu 20 minut ve smésich 100% ethanolu a
100% butanolu v pomérech 3:1, poté 1:1 a 1:3. Inkubace vzorkli byla zakoncena po 30
minutdch ve 100% butanolu a nasledovalo pfevedeni vzorkii do pryskytice. Pfevedeni do

pryskyfice probihalo postupnym sycenim vzorku Spurr médiem (Spurr, 1969) v butanolu a to
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vzestupnymi koncentracemi tohoto roztoku. Koncentrace se postupné zvySovala od 5%, 10%,
25%, 50%, 75%, 90% az do 100% Spurr média. Vzorek byl vzdy v kazdém roztoku ponechan
20 minut. Nakonec byl roztok vyménén za cerstvé 100% Spurr médium a vzorek zanechan
v médiu po dobu 12 hodin za pomalého michani. Nasledné byl Spurr dvakrat vyménén za
Spurr obsahujici 2% dimethylaminoethanol (DMAE), akcelerator zpusobujici tvrdnuti
pryskyftice. Roztok se vzorkem byl pomalu michan po dobu 6 hodin. Agarové blocky byly

umistény po dvou do specialni silikonové formy a suseny po dobu 3 dnti pti 60 °C.

Ultratenké fezy silné 60—70 nm byly ziskany fezdnim diamantovym nozem na mikrotomu
Ultracut E. Rezy na m&déné sit’ce pokryté formvarovou blankou byly kontrastovany roztokem

citronanu olovnatého.

Vzorky byly pozorovany na transmisnim elektronovém mikroskopu JEOL JEM-1011 s CCD

kamerou Veleta a s akvizi¢nim softwarem Olympus Soft Imaging Solution GmbH.

2.4. Geneticka charakterizace
2.4.1. Izolace DNA, PCR a sekvenovani

Vzorky kultur kmene C i F byly pro izolaci DNA pfeneseny do 2 ml mikrozkumavek
(Eppendorf), zcentrifugovany (Centrifuge 5415D, Eppendorf) a médiem tvofeny supernatant
byl odebran. K takto pfipravenému vzorku bylo pfidano 200 pl InstaGene matrix (BioRad) a
nadale bylo postupovano dle pokyni od vyrobce. Homogenizace byla provedena za pomoci 2
wolframovych kulicek vloZzenych do mikrozkumavek pfi maximalni rychlosti po dobu tii
minut. Po zhomogenizovani vzorku byly mikrozkumavky umistény do termobloku
(Eppendorf Thermomixer® Comfort) a inkubovany pii 56 °C a s frekvenci michani 700 rpm
po dobu 30 minut. Dale byly vzorky 10 sekund vortexovany a opét vloZeny do termobloku,
tentokrat s teplotou 100 °C na 8 minut. Pak byly vzorky znovu vortexovany a nasledné
centrifugovany pii 12 000 rpm po dobu 3 minut. Vzorky byly pied dalSim zpracovanim

uloZeny v mrazaku (-20 °C).

Pro amplifikaci genu pro 18S rDNA byly pouzity primery Chryso SSU F2
(TGTCTCAAAGATTAAGCCAT ) a Chryso SSU R2 (CTACGGAAACCTTGTTACGA)
(Pusztai and Skaloud, 2019) a polymeraza MyTaq™ DNA Polymerase (Bioline). SloZeni
reakéni smési (Master Mix) je uvedeno v Tab €. 1, smés byla smichdna ve vét§Sim objemu
odpovidajicimu poctu vzorkil a poté rozpipetovana do jednotlivych mikrozkumavek. Ziskané

DNA vzorku bylo ke smési ptfidavano jako posledni, mikrozkumavky byly kratce
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zvortexovany a nasledné umistény do cykleru (Mastercycler ® pro, Eppendorf), ve kterém

probéhla PCR dle protokolu v Tab ¢. 2.

Master Mix

slozka objem [ul]
primer 1 0,3
primer 2 0,3
pufr 4
ddH>0O 14,2
MyTaq polymeraza 0,2
vzorek DNA 0,1

Tab. €. 1: Slozeni reakéni smési pro PCR.

PCR protokol
teplota [C°] ¢as [min]| opakovani
95 2 35x
95 1 35x
52 1 35x
72 1 35x
72 7 Ix

Tab. ¢. 2: PCR protokol

Délka, Cistota a mnozstvi PCR produktl byly zkontrolovany pomoci elektroforézy (Scie-plas:
HU6, SHU6, HU13, V20-CDC se zdrojem napéti Consort E132) na 1% agar6zovém gelu
nabarveném ethidium bromidem. Vysledky elektroforézy byly vizualizovany v Gel Logic 100
(UV filter, SYBR Green filter a UVlight transilluminator; Heterolab UVT-20M), délka PCR
produktli byla porovnana se standardem O’Gene 100 bp Plus DNA Ladder, ready-to-use
(Thermo Scientific).

Vzorky byly piecistény pomoci SPRI (Solid Phase Reversible Immobilization) Bead
technology (Beckman Coulter) podle pokynt vyrobce. Sekvenace byla provedena firmou

Macrogen Inc.

2.4.2. Fylogeneticka analyza

Ze ziskanych sekvenci byl v programu Bioedit (Hall, 2017) sestaven contig, ktery byl
v programu MEGAX (Kumar ef al., 1993) ptidan k publikovanému alignmentu ze studie
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(Watanabe & Lewis, 2017). Tak byl ziskan alignment, ktery byl dale upravovan v programu
MAFFT (Katoh et al., 2018), vyexportovan a nasledn¢ za pomoci RAXML (Kozlov et al.,
2019) zn¢j byl vypocitan fylogeneticky strom s bootstrapovymi hodnotami. Z vytvoieného
souboru byl zhotoven a upraven finalni fylogeneticky strom v softwaru FigTree (Rambaut,
2018). Na vysledném stromé byly pro lepsi piehlednost spojeny sekvence patfici do cladu

Moewusinia.

2.5. Pilotni teplotni pokus

Pro stanoveni optimalni teploty ristu C byl naplanovan teplotni pokus. Husté inokulum
(smyté z 10 dobfe narostlych Sikmych agarti) bylo ptfeneseno do sterilntho BBM média.
Kultivace probihala v 5 serologickych destickdch s 6 komurkami, kde komirky 1-3
obsahovaly jako médium 5 ml tekut¢tho BBM a komiirky 4-6 obsahovaly tenkou vrstvu BBM
s piidavkem agaru. Do takto pfipravenych komtrek byly pfidany 2 ml pfipraveného inokula.
Jednotlivé desticky byly umistény do teplotnich komor z plexiskla ovladanych termostatem,
v lednici byly umistény komory s teplotami 10, 15, 20 a 25 °C a mimo lednici byla umisténa
komora s teplotou 30°C. VSechny desticky byly kultivovany pod konstantni osvétlenim s
intenzitou 20-25 pmol m?2 s'. Celkové tedy bylo testovano 5 hladin teploty, vhodnost média
(tekuté versus pevny agar), a to vzdy po tfech opakovanich. Fyziologické zmény stavu vzorkl
na destickdch byly pravidelné kazdé 3 dny meéfeny za pomoci PAM (pulse amplitude
modulation) fluorometrie (FluorCam, Photon System Instruments), konkrétné byla méfena
fluorescence chlorofylu (Fo) a maximalni kvantovy vytézek (QYmax) kazdé jednotlivé
komirky. Pred jednotlivymi méfenimi byla kazda desticka 10 minut zatmivéna. Rastova

rychlost byla stanovena podle vzorce:

In(Fy,) — In(Fp,)
tz - tl

)

Rustova rychlost (u) =

kde Fo1 ptfedstavuje fluorescenci chlorofylu v Case t; (poCateCnim dni) a Foo piedstavuje
fluorescenci chlorofylu v ¢ase t> (kone¢ném dni). Rastova rychlost byla vypocitavana pro
celkovou dobu trvani experimentu 1 pro Casovou oblast exponencidlni faze ristu. Méfeni

probihalo podle ptilozeného protokolu. Cely experiment probihal po dobu 22 dni.

2.6. Experimenty navozujici stresové podminky

Vzhledem k obtiZznosti prace s kmenem F, zejména pak pii jeho extrakci, byly vSechny

experimenty provadény pouze pro kmen C.
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2.6.1. Vliv svételné intenzity a obsahu dusiku v médiu na rist a hromadéni
karotenoidi

Multikultivator (PSI, Drasov) byl kalibrovan na odpovidajici média podle pokynti od vyrobce.
Pro tento experiment byla totiz pfipravena dvé kultivaéni média — BBM s obsahem dusiku a
BBM bez obsahu dusiku, tedy bez ptidavku NaNOs. Kultura pro kultivaci byla pfipravena v
500 ml Erlenmeyerové baiice obsahujici BBM s dusikem, stejn¢ tak byla pfipravena i kultura
pro kultivaci bez dusiku, s tim rozdilem, ze BBM v baiice bylo bez ptidavku dusiku. V obou
piipadech inokulum obsahovalo stejné hustou biomasu, dostate¢nou k rychlému zahajeni
rustu. Inokulum bylo zaockovano do osmi zkumavek o objemu 80 ml. Zkumavky s lichym
oznacCenim (L1, L3, L5, L7) obsahovaly médium s dusikem, zkumavky se sudym oznac¢enim
(L2, L4, L6, L8) obsahovaly médium bez dusiku. Kultivace probihala ve 22 °C s fazovym
osvétlenim s intenzitou 200 pumol m?2 s kdy svételna faze odpovidala 14 hodindm a
temnostni 10 hodinam. VSechny kultury byly kontinudlné¢ probubldvany, aby dochazelo
k dostate¢nému michani a pfisunu CO,. Kazdy druhy den byly vSechny zkumavky
mechanicky promichany a byla zmétena jejich optickd denzita. Méfeni probihalo pii vinové
délce 680 nm, coZz souvisi s absorpci chlorofylu a dé se tedy diky témto informacim
odhadnout jeho koncentrace. Déle se méftilo pii vinové délce 720 nm, kdy se svétlo odrazi od
pritomnych castic v médiu a tento udaj se da pouzit jako proxy k odhadu biomasy (Multi-
Cultivators | Photobioreactors, no date). Takto experiment probihal po dobu 7 dni, aby doslo
k dostate¢nému zvySeni objemu biomasy. Nasledné byla zménéna mira ozéfeni na 80, 200,
350 a 420 pmol m?s!, vzdy tak, aby par zkumavek s dusikem i bez dusiku sdilel stejnou
miru ozafeni. Kultury v dusikatém médiu byly sklizeny o uplynuti dalSich 14 dni, kultury
v bezdusikatém médiu po 10 dnech. Cely experiment pro dusikaté médium trval 22 dni a pro
bezdusikaté 17 dni. Zpracovani kultur spocivalo v pfevedeni obsahu kazdé zkumavky do dvou
plastovych 50 ml centrifuganich zkumavek a nasledné centrifugaci po dobu 4 minut na
4500 rpm. Pak byl odebran supernatant a nahrazen 2 ml destilované vody. Zkumavky byly
protiepany a vzorek preveden do 2 ml mikrozkumavek (Eppendorf). Mikrozkumavky byly
opét sto¢eny (4 minuty, 4500 rpm), supernatant odebran a znovu byly pfiddny 2 ml
destilované vody. Nasledovalo dalsi stoceni a odebrani supernatantu. Takto upravené vzorky
byly poté v mikrozkumavkéch vlozeny na n¢kolik minut do tekutého dusiku. Po dikladném
zmrazeni vzorka byly oteviené mikrozkumavky na stojanku vlozeny do lyofilizatoru (Heto
PowerDry LL3000, Thermo Electron Corporation). Po 12 hodinach byly vysuSené zmrazené
vzorky v zavienych mikrozkumavkach vloZzeny do sacku se silikagelem a uloZzeny do mrazéku

s teplotou -86 °C.
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5 Zasobni roztok BBM s dusikem BBM bez dusiku
Sloka s dH20 [g/] s dH20 [ml/]] s dH20 [ml/1]
NaNO3 25,00 10 0
CaCl2x2H.0 2,50 10 10
MgSO4xTH20 7,50 10 10
K>HPO4 7,50 10 10
KH2PO4 17,50 10 10
NaCl 2,50 10 10
Roztok EDTA viz Tab. €. 4 1 1
Roztok FeSO4x7H20 viz Tab. €. 5 1 1
Roztok H3BO3 11,42 1 1
Roztok stopovych prvki viz Tab. €. 6 1 1

Tab. ¢. 3: SlozZeni jednotlivych zasobnich roztokl vyuzitych pro ptipravu BBM s dusikem a bez dusiku (Brown

and Bold, 1964).

Zasobni roztok
Slozka
s dH20 [g/1]
EDTA 50,00
KOH 31,00

Tab. €. 4: SloZeni zasobniho roztoku EDTA (Brown and Bold, 1964).

Z.asobni roztok

Slozka
s dH20 (na 100 ml)
FeSO4x7H,0 0,498 g
H>SO4 (96%) 0,1 ml
Tab. €. 5: Slozeni zasobniho roztoku siranu zeleznatého (Brown and Bold, 1964).
Slozka Zasobni roztok
s dH20 [g/]
ZnSO4xTH20 8,82
MnCl,x4H>O 1,44
MoO; 0,71
Co(NO3)2x6H20 0,49
CuS04x5H,0 1,57

Tab. €. 6: Slozeni roztoku stopovych prvkid (Brown and Bold, 1964).
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2.6.2. Dvoufazova kultivace

DalSim experimentem probihajicim v multikultivatoru bylo otestovani dvoufazové kultivace.
Do ¢ty 80 ml zkumavek (L2, L4, L6, L8) bylo rozdéleno dostatecné¢ husté inokulum,
obsahujici kultury v tekutém BBM. Kultivace probihala opét za konstantniho probublévani,
teploty 22 °C a stfidani svételné faze (14 hodin) a faze temnostni (10 hodin), kdy intenzita
svétla odpovidala 200 pmol m?2 s, Po celé trvani experimentu byla kazdé dva dny byla
méiena optickd denzita a kultury ve zkumavce mechanicky promichany. Po 14 dnech a
navyseni biomasy kultur byla zménéna intenzita ozareni — byla spusténa druha faze kultivace.
Dvé zkumavky (L2, L4) byly ozafovany svétlem s intenzitou 900 pmol m? s a zbylé dvé
(L6, L8) s intenzitou 640 umol m s™!. Takto byly kultury kultivovany dal§ich 9 dni. Nasledné
byly sklizeny a vzorky zpracovany stejnym zplsobem, jako byl uveden v pfedchozim
experimentu, s jedinym rozdilem, pted vloZeni do lyofilizatoru byly na 15 hodin ulozeny do

mrazéaku o teplot¢ -86 °C.

2.6.3. Vliv teploty, UVA a obsahu dusiku v médiu na rist a hromadéni
karotenoidii

Posledni experiment vyuzival teplotniho gradientu v kombinaci s UVA a PAR (fotosynteticky
aktivni zafeni) a obsahu dusiku v BBM. Cilem bylo zjistit vliv téchto kombinovanych faktort
na tvorbu a akumulaci karotenoidi. Byla vytvoiena dvé rizna inokula o stejné hustoté
biomasy zkultur na Sikmych BBM agarech. Kultury byly smyty do dvou 500 ml
Erlenmeyerovych banck, jedna obsahujici klasické BBM a druhda BBM bez dusiku.
Dohromady tak bylo vytvotfeno 108 ml inokula s dusikatym médiem a stejny objem inokula v
médiu bez dusiku. Pro kultivaci bylo vyuZito 6 serologickych desticek o 6 komirkach.
Komtrky s oznaenim 1-3 vZzdy obsahovaly 5 ml inokula s klasickym BBM, komirky

oznaceny 4—6 vzdy obsahovaly 5 ml inokula s BBM bez dusiku.

Kultivace probihala na teplotnim gradientu (Labio, Ceska republika), konkrétng v teploté 10,
22 a 30 °C. Pro lepsi teplotni vodivost bylo pod desticky vloZeno né€kolik vrstev buniciny a
gazy, které byly pravidelné¢ polévany destilovanou vodou. Desticky byly ozatfovany
konstantné fotosynteticky aktivnim zafenim s intenzitou 70 umol m?s' a ziroven UVA
zativkou s vrcholem zarfeni pii 368 nm o intenzit€¢ 0,7 mW. Spektralni slozeni pouzitého
svétla zndzorfiuje Obr. €. 2 a bylo studovédno pomoci spektrografu (Ocean Optics, model
USB2000+). Intenzita osvétleni byla zmétena pomoci mérky vykonu (Thorlabs, monitor

PM100A s detekéni hlavou S120VC).
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Obr. ¢. 2: Chromatogram znazorfujici intenzitu zateni v zavislosti na vinové délce. UVA zafeni je zaznamenano
Cervené (tedy maximum zafeni pfi 368 nm) a PAR je zaznamenano zelené. Jak je vidét zasahuje zateni UVA

zativek i do viditelného spektra. Celkova intenzita PAR tedy zahrnuje i vliv UVA zafivek.

Desticky byly rozdéleny do pard, kdy jedna ptedstavovala vzorek a druhd kontrolu. Kontrolni
desticky byly piekryty folii (Archivni ochranné folie proti UV zafeni 20218, Ceiba s.r.0.)
zabranujici propousténi UVA zafeni. Mezi jednotlivymi pary byly vytvofeny piepazky
znemoziujici nasobeni intenzity UVA zafeni. Kontrolni desticky byly do experimentu

pfidany az 2 dny po zah4jeni experimentu, proto jejich data obsahuji o jedno méteni méné.

Desticky byly kazdy den otaceny o 180°, aby se dosahlo rovnomérného osvétleni vSech
komtrek. Zaroven byly minimalné jednou za dva dny méteny za pomoci PAM fluorometrie,
pfedevS§im za Ucelem zjisténi Fo. Postup byl stejny jako v pilotnim pokusu. Kvili vy$Simu
odparu a nutnosti otirat vicko desti¢ek pifed méfenim bylo podle potieby dopliiovano vzdy
odpovidajici médium do komurek desticek péstovanym ve 22 a 30 °C. Takto byly kultury
kultivovany po dobu 34 dni.

Posledni den byly kultury naposledy zmétfeny a vzorky pievedeny postupnou centrifugaci
(3 minuty, 4500 rpm) a odebiranim supernatantu do 2 ml mikrozkumavek. Po ptevedeni
celého vzorku do mikrozkumavky byly vzdy ptfidany 2 ml destilované vody, vzorek znovu
stoen (4 minuty, 4500 rpm) a supernatant odebran. Piipravené vzorky byly poté vloZeny na
nékolik minut do tekutého dusiku, aby doslo k rychlému zmrazeni bunck. Nakonec byly

vzorky ulozeny do mrazéku s teplotou -86 °C a po 12 hodinach lyofilizovany. Po vysuSeni
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mrazem byly uskladnény v uzavienych mikrozkumavkach v saCku se silikagelem opét

v mrazaku (-86 °C).

2.7.Stanoveni karotenoidu
2.7.1. Pouzité chemikalie

Acetone G.R., ISO REAGENT, Lach-Ner, s. 1. 0., Ceska republika

Acetonitril HPLC Gradient Grade, Fisher Chemical, USA

Methanol Chromasolv® for HPLC, Cistota > 99,9 %, Sigma-Aldrich, Némecko
2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol, ¢istota > 99,9 % (GC), Sigma-Aldrich, Némecko
Ethylacetat pro HPLC, Supelco, USA

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan hydrochlorid, p.a., Merck, Némecko

2.7.2. Extrakce

Zlyofilizované vzorky byly nejprve zvaZeny (Analytické vahy Sartorius; Sartalex, spol. s.r.o.)
a poté extrahovany 2 ml acetonu s obsahem 0,1% BHT (butylhydroxytoluen), ktery slouzi
jako antioxidac¢ni ¢inidlo. Vzorky byly homogenizovany pomoci sklenéné kulicky umisténé
ve zkumavce na vortexu (Vortex-Genie 2, Scientific Industries) po dobu 2 minut. Nésledovala
centrifugace (Centrifuga Chirana) po dobu 4 minut na 900 rpm (40% vykon centrifugy), po
které se odebral supernatant, jeZ byl uloZen v ¢isté zkumavce pro dalsi postup. Extrakce byly
opakovany, dokud nedoslo k odbarveni supernatantu. Odebrané spojené supernatanty byly
ptefiltrovany pres sttikackovy filtr (FP 30/0.2 PTFE-S WhatmanTM) s velikosti port 0,2 pm
(Weber et al., 2007).

2.7.3. Kvantitativni stanoveni celkovych karotenoidu podle Lichtenthalera

Vzorkiim ziskanym postupnou extrakci byla zméfena absorbance za pomoci spektrometru
(UV-Vis spektrometr SPECORD 210 PLUS) a sklenénych kyvet. Métfeni probihalo v rozmezi
vlnovych délek od 400-700 nm se specificky hledanymi maximy absorbance chlorofylu a
(661, 6 nm), chlorofylu » (644,8 nm) a ptredpoklddanym maximem absorbance celkovych
karotenoidd (470 nm). Zjisténé hodnoty byly nasledné vyuzity v rovnicich pro vypocet

celkového mnozstvi karotenoidu:
ca(ug/ml) = 11,24A¢61,6 — 2,0446448

cp(ng/ml) = 20,13A444,8 — 41946616
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Cix+c)(g/ml) = (10004470 — 1,90¢c, — 63,14c,) /214

Dle téchto rovnic, kde c. se rovna koncentraci chlorofylu a, c, se rovna koncentraci
chlorofylu b a c(x+c) se rovna celkové koncentraci karotenoidli, bylo pfiblizné zjiSténo, jaké
vzorky obsahuji vétsi mnozstvi karotenoidd, tudiz jsou vhodné pro podrobnéjsi analyzu

pomoci HPLC (Lichtenthaler and Buschmann, 2001).

2.7.4. Kvantitativni a kvalitativni stanoveni karotenoidu pomoci HPLC

Pro HPLC separaci byla vybrana a optimalizovdna metoda dle Jin Liu, kterd poskytovala
velké mnozstvi dobie separovanych signalti (Liu et al., 2010). Pro vyuziti této metody bylo
optimalizované slozeni mobilnich fazi a pratokova rychlost a také byl bran v potaz vliv
teploty kolony na tvar signald. Pied samotnou aplikaci metody na ziskané vzorky prob&hlo
meéteni standardll a kalibrace, za optimalizovanych podminek byly tedy jednotlivé standardy
karotenoidi zanalyzovany (all-frans-astaxanthin, zeaxanthin, B-karoten (Sigma-Aldrich);
lutein, 9’-cis-neoxanthin, violaxanthin, echinenon (DHI Dansko), kazdy o koncentraci
0,1 mg/1 (Obr. ¢. 3). Také bylo provedeno méteni smésného vzorku vSech standardd, jejichz
vyskyt je ve vzorcich predpokladan. To bylo provedeno pro snadnou identifikaci pika
vredlném vzorku fas, ktera byla provadéna porovndvanim retencnich casii standardi
s retencnimi Casy pik ve vzorcich. Bylo zjisténo, ze vzorky fas neobsahuji volny

all-trans-astaxanthin, dale se s nim tedy nepracovalo.
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Obr. €. 3: Porovnani chromatogrami standardi 9'-cis-neoxanthinu (1), violaxanthinu (2), all-trans-astaxanthinu

(3), luteinu (4), zeaxanthinu (5), echinenonu (6) a B-karotenu (7)
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Pro separaci byly piipraveny mobilni faze, pufr a kalibracni roztoky. Mobilni fazi A byla
smés ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr (pH = 8,0) v poméru 94/2/4, jako mobilni faze B
byla pouzita smés MeOH/EtOAc v poméru 68/32. Michani slozek mobilnich fazi bylo
provadéno on-line automatickym sméSovacem, ktery je soucasti kapalinového chromatografu.
Ptiprava pufru probehla rucné, hodnota pH byla upravena pomoci pH-metru (pH metr Adwa
AD1000, Mad’arsko) a ptidavkit 0,5M NaOH na hodnotu 8,0. Jednotlivé kalibracni roztoky
standardli byly pfipraveny fedénim jejich zasobnich roztokd o koncentraci 1 mg/l mobilni
fazi A na koncentraci 0,1 mg/l. Také byl pfipraven smésny vzorek obsahujici B-karoten,
lutein, zeaxanthin, echinenon, 9'-cis-neoxanthin a violaxanthin, tak, aby koncentrace kazdého

standardu v tomto smésném vzorku byla 0,1 mg/I.

Vzorky pro HPLC separaci byly pfipraveny smichanim extrahovaného vzorku a pfislusné
mobilni faze A v poméru 1:2 (vzorek/mobilni faze A). Separace karotenoidi probihala v
reverznim moédu vysokoucinné kapalinové chromatografie. V kolonovém termostatu byla
nastavena teplota 28 °C a v autosampleru 16 °C. Méfeni bylo provadéno za podminek
gradientové eluce. Priitok mobilni faze byl optimalizovan na 0,25 ml min™'. Davkovany objem

vzorkil byl 20 pl a vlnova délka pro detekci byla zvolena 470 nm.

Pro separaci pii gradientové eluci byl pouZit systém HPLC UltiMate 3000 od firmy Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA USA. Systém byl sloZzen z pumpy Dionex UltiMate 3000
RS Pump, davkovace Dionex UltiMate 3000 RS autosampler, Dionex UltiMate 3000 RS
Column Compartment a detektoru Dionex UltiMate 3000 Diode Array Detector. Pro separaci
byla vyuzita kolona Kinetex C18 o rozmérech 100 x 2,1 mm, velikost ¢astic 2,6 pm od firmy
Phenomenex, USA. Data byla zpracovdna pocitacovym programem Chromeleon Dionex

Software verze 7.2. (Thermo Fisher Scientific Inc.).
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3. Vysledky

3.1. Fylogenetické postaveni zkoumanych kmeni

7 Maximum likelihood analyzy 18S rDNA sekvenci vyplyva, ze kmen C je identicky s
kmenem SAG 97.80 uloZenym ve Sbirce kultur fas University v Gottingenu (SAG), kde byl
identifikovan jako Tetracystis pulchra. Zéastupce polyfyletického rodu Tetracystis (Tetracystis
pulchra) se tedy objevuje na novém (dal$§im) misté fylogenetického stromu v ramci cladu
Dunaliellinia, kde je soucasti linie jiz popsané¢ho rodu Gungnir (Nakada et al., 2008). Je tedy
nasnad¢, ze by meéla vzniknout studie zabyvajici se morfologickym a molekularnim
srovnanim Tetracystis pulchra SAG 97.80 (ptipadné¢ mého kmene C) se zastupci rodu
Gungnir, kterd by ptipadné vyustila v ptrevedeni 7. pulchra do rodu Gungnir. Tato studie vSak
ptesahuje ramec zadani mé diplomové prace. V nésledujicim textu tedy pojedndvam o kmenu

C jako o T. pulchra, s plnym védomim jeho fylogenetické pozice v rdmci cladu Dunaliellinia.

Pro kmen F Maximum likelihood analyzou 18S rDNA sekvenci nebyla nalezena identicka
shoda. Nejvyssi dosazena shoda (94,9 %) byla s Protosiphon botryoides a s Tetracystis
tetraspora SAG 98.80. Na fylogenetickém strom& (Obr. €. 4) je kmenu F P. botryoides
nejblize, ale jejich morfologickd podobnost neni vysoka. Sekvence z 7. tetraspora bohuzel
nebyly v molekularni analyze pouzity. Na zakladé¢ morfologického pozorovani bylo kmenu F
ptifazeno jméno Tetracystis sp., patticimu do cladu Stephanosphaerinia. Kmen F je tedy

ptibuzny Tetracystis tetraspora SAG 98.80, kterému se podoba.
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Obr. ¢. 4: Maximum likelihood fylogeneticky strom zalozeny na 18S rDNA zobrazujici pfibuznost sekvenci

kment C a F se sekvencemi pouzitymi ve studii (Watanabe and Lewis, 2017). Cisla na nodech jednotlivych

vétveni udavaji bootstrapovou hodnotu (100 opakovani). Use¢ka odpovida poétu substituci na pozici.
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3.2. Morfologie

3.2.1. Tetracystis pulchra, Kmen C

Nérosty bunék 7. pulchra tvoii na agaru homogenni az slabé zrnité filmy a makroskopicky se
zdaji byt suché. Neékteré solitérni mikrokolonie tvoii 1-3 mm velké vystouplé terciky.
Zelenou barvu si kolonie udrzuji po dobu 2-3 tydni, poté postupné zloutnou a nasledné
ptejdou do oranZové az ervené barvy. Ve svételném mikroskopu bylo pozorovano, Ze buiky
tvoti tetrady, maji jasné viditelny pyrenoid, velikostné se autospory pohybuji v rozmezi 4,5—

5,0 um, vegetativni buiikky 13 um a autosporangia 17,5-18,0 um.

Mladé¢ buiiky (cca 10 dni po pteoCkovani) jsou kulaté az ovalné, 12,0-13,5 pm v priméru.
Nékteré jsou solitérni, nékteré tvoii dyady, triddy nebo tetrady. Takovéto balicky bunék se
casto shlukuji do velkych komplexii. Buitky maji parietalni, vétSinou miskovity, chloroplast.
Chloroplast nese viditelny pyrenoid obklopeny Skrobovymi zrny (Obr. €. 5: A, B). Zoospory
nebyly pozorovany jen autospory. Star$i kolonie maji oranzovou barvu, buiiky jsou 14,5-15,5
um velké, obsahuji karotenoidy v lipidovych kapénkéch. Staré buniky nejcastéji tvoii dyady,
uspotradané do velkych shlukti bun¢k (Obr. €. 5: C, D).

Obr. €. 5: T. pulchra (kmen C) — pozorovani svételnym mikroskopem: A — mladé, zelené, jednojaderné bunky
s viditelnymi pyrenoidy (oznaceno trojuhelniky); B — autosporangium s autosporami (oznaceno Sipkou); C —
star$i, oranzova kultura, buiky plné lipidovych kapének, silna bunééna sténa; D — oranZovo-Cervené bunky

tvorici dyady.
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Pozorovani v TEM ukézalo, ze zelené, mladé bunky 7. pulchra maji silnou bunécnou sténu a
obsahuji jedno jadro (Obr. ¢. 6: A—C). Pyrenoid ma fragmentovanou Skrobovou pochvu a
matrix pyrenoidu neni penetrovana thylakoidy (Obr. €. 6: C, D). Elipsoidni Skrobova zrna se
vykytuji 1 voln€ v chloroplastu. Lipidové kapénky se hojné vyskytuji v cytoplazmé
(Obr. €. 6: B, C).

r

2000 nm
-.-.

Obr. ¢. 6: Mladé vegetativni bunky 7. pulchra (kmenu C) pozorované v TEM: A — builtka obsahujici 2
pyrenoidy; B — tetrdda mladych bunck s dobfe viditelnym chloroplastem a jadrem; C — buiika obsahujici 2
pyrenoidy obklopené skrobovymi zrny; D — detail pyrenoidu s fragmentovanou skrobovou pochvu; matrix neni
penetrovana thylakoidy. BS — bunécna sténa; C — chloroplast; P — pyrenoid; S — Skrobova zrna; LK — lipidové

kapénky; N — jadro.
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Starsi, Cervené buiikky maji silnou bunécnou sténu a téméi cely obsah bunky zabiraji lipidové
kapénky obsahujici karotenoidy (Obr. €. 7: B, C). Chloroplasty také obsahuji velké mnozstvi
Skrobovych zrn, nékdy se sotva viditelnym pyrenoidem (Obr. €. 7: D).

Obr. €. 7: Starsi vegetativni buiiky 7. pulchra (kmen C) v TEM: A — bunka s viditelnym jadrem, chloroplast plny
Skrobovych zrn s pyrenoidem; B — buiika se ztlustlou bunécnou sténou, plna lipidovych kapének; C — dyada
bunék s velkym mnozstvim lipidovych kapének; D — detail pyrenoidu obklopeného fragmentovanou skrobovou
pochvou. BS — bunécna sténa; P — pyrenoid; S — Skrobova zrna; LK — lipidové kapénky; N — jadro.

Na zékladé pozorovani svételnym mikroskopem a TEM a v souladu s molekularnimi daty, byl
kmen C ur€en jako Tetracystis pulchra (Brown and Bold, 1964), a to na zdkladé téchto
morfologickych znakt. Kulaté az ovalné bunky se velikostné pohybuji od 12,0 do 13,5 um,

obsahuji parietalni chloroplast, jedno jadro a pyrenoid obklopeny skrobovymi zrny. U starSich

42



bun¢k (2 tydny) dochazi k ztloustnuti bunécné stény a ke zméné barvy ze zelené na oranzovou
az ¢ervenou. Nebylo pozorovano sexualni rozmnozovani a vegetativni rozmnozovani vedlo ke
vzniku piedevsim tetrad, které dohromady tvotily velké komplexy. Na BBM agaru péstované

kultury se okem jevi homogenni, hladké a suché (Brown and Bold, 1964).

3.2.2. KmenF

Bunky tvofi na agaru kolonie v podobé vystouplého filmu. Kolonie jsou po okrajich
lemovany slizem a udrzuji si vlhky, leskly vzhled. Solitérni mikrokolonie tvoii ter¢iky o
velikosti 1-5 mm, kdy je celd kolonie pfevrstvena slizem do podoby malého domu. Kultury
jsou zelené po dobu 3—4 tydnl, poté pomalu piechdzi do Cervené barvy. Stejné jako u
T. pulchra (kmen C) tvofi buniky tetrddy. Ve srovnani s pfedeslym kmenem jsou vSak vétsi

(mladé vegetativni buniky 16,0-16,5 um; staré¢ 19,0-19,5 um).

Mladé vegetativni bunky (cca 3 tydny) netvoii balicky. Kulovité bunky maji parietalni
chloroplast s pyrenoidem a skrobovymi zrny (Obr. €. 8: A, B). Vegetativni buiiky jsou 16,0—
16,5 um velké. StarSi kolonie maji oranZovou aZ nacervenalou barvu a obsahuji lipidové
kapénky. V chloroplastu je n¢kdy rozeznatelny pyrenoid. Tyto starnouci buiky jsou 19,0—
19,5 um velké. Buiiky jsou obklopeny bezbarvou slizovou vrstvou (Obr. €. 8: C, D).

Obr. ¢. 8: Kmen F pod svételnym mikroskopem: A — samostatné zelené buiky; B — bunky s viditelnym
parietalnim chloroplastem a pyrenoidem (oznaceno trojihelnikem); C — star§i Cervené buiky s pyrenoidem

(oznaceno trojuhelnikem); D — slizem obalené buiky, plné lipidovych kapének.
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Pti pozorovani v TEM je patrné, Ze je bunécnéd sténa bunck slozena z mikrofibril a ma
vrstevnatou strukturu (Obr. €. 9: D). Mladé buiky obsahuji chloroplast s pyrenoidem, ktery je
obklopeny fragmentovanou Skrobovou pochvou, dals$i Skrobova zrna jsou rozmisténa volné
v chloroplastu (Obr. €. 9: A, C). Matrix pyrenoidu je penetrovana ¢etnymi thylakoidy. Buiiky
obsahuji drobné lipidové kapénky. Dale bylo pozorovdno jedno pomérné velké jadro

s jadérkem (Obr. €. 9: B) a mitochondrie (Obr. €. 9: D).

Obr. ¢. 9: Mladé vegetativni buiiky (kmen F) pozorované v TEM: A — buiika s dobfe viditelnym pyrenoidem a
Skrobovymi zrny; B — bunka obsahujici jadro s jadérkem; C — detail pyrenoidu obklopeného fragmentovanou
Skrobovou pochvou; matrix penetrovana thylakoidy; D — detail vrstevnaté bunécné stény; mitochondrie
(oznaceno Sipkou). BS — bunécna sténa; P — pyrenoid; S — skrobova zrna; LK — lipidové kapénky; N — jadro; Nu
— jadérko; C — chloroplast; T — thylakoidy; M — mitochondrie.
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Buiiky starSich kultur obsahuji vyrazné vétSi mnozstvi drobnych lipidovych kapének ve
srovnani s mladymi bunikami (Obr. ¢. 10: A—C). Penetrace matrix pyrenoidu thylakoidy je
vyrazna (Obr. ¢. 10: A, D).

A

Obr. ¢. 10: Starsi vegetativni buiky (kmen F) pozorované v TEM: A — burika obsahujici velky pyrenoid, jehoz
matrix je penetrovana thylakoidy a viditelné mitochondrie; B — Autosporangium obsahujici 4 autospory
(tetrasporangium); C — bunika s mnoha lipidovymi kapénkami, jadrem a jadérkem; D — detail pyrenoidu, jehoz
matrix je penetrovana thylakoidy (oznaceno Sipkami). BS — bunééna sténa; P — pyrenoid; S — Skrobova zrna; LK

— lipidové kapénky; N — jadro; Nu — jadérko; C — chloroplast; T — thylakoidy; M — mitochondrie.

3.3. Pilotni teplotni pokus

Cilem bylo zjistit optimalni teplotni podminky pro kultivaci Tetracystis pulchra (kmen C),
bylo tedy testovano 5 teplotnich hladin (10, 15, 20, 25 a 30 °C). Pozornost byla vénovana
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nejen nartistu biomasy, ale i1 tvorbé karotenoida. Dale byl také zjiStovan efekt typu média,
BBM agar se projevil jako vhodné&j$i médium, vzhledem k vyssi riistové rychlosti, ovSem jeho
nevyhody v oblasti vyuziti (nemoznost kultivace v multikultivatoru) prevysuji jeho pozitivni
piinos, bylo tedy rozhodnuto vyuzit pro dalsi experimenty tekuté BBM. Ze ziskanych hodnot
rustovych rychlosti (Tab. ¢. 7) byla nejvyssi hodnota (4,67) dosazena v tekut¢ém BBM
dosazeno pfi teploté 20 °C. Pro zvoleni optimalni teploty byl bran v potaz i1 faktor zabarveni
kultury, ktery potencidlné znacil hromadéni karotenoidli v buiikach. Kultury kultivované ve
25 °C se zdaly byt v této oblasti slibnéjsi, byl tedy vytvoifen kompromis. Ackoliv tedy
nejvyssi rustova rychlost byla zaznamenéana pti 20 °C, tak byla pro dalsi postup zvolena
teplota 22 °C, za ucelem udrzeni dobré rastové rychlosti a potencidlné vyssi koncentrace

karotenoidd.
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Obr. ¢.11: Zavislost velikosti primérné Fy na ¢ase. Jedna se o kultury péstované na BBM agaru v odpovidajici

teploté. Zobrazeny jsou pruméry se smérodatnymi odchylkami ze tfi naméfenych hodnot.
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Obr. ¢. 12: Zavislost velikosti primérmné Fy na ¢ase. Jedna se o kultury péstované v tekutém BBM za odpovidajici

teploty. Zobrazeny jsou pruméry se smérodatnymi odchylkami ze tfi namétenych hodnot.

Jak je vidét na Obr. €. 11-12, exponencidlni faze ristu ve vétSing piiklad neni ptili§ patrna,
vyjimkou by mohla byt kiivka ziskand z dat vzorkd kultivovanych ve 20 °C na BBM
s agarem (Obr. ¢. 11) ¢i kiivka ziskana z dat vzorkd kultivovanych v 10 °C v tekutém BBM
(Obr. €. 12). Vypocty ristové rychlosti v§ak ukazaly ve vSech ptipadech jen minimalni rozdil
mezi jeji hodnotou ziskanou zahrnutim celé doby trvani experimentu a jeji hodnotou ziskanou
zahrnutim dat pouze z oblasti exponencidlniho rastu. V Tab. ¢. 7 je tedy porovndvana
pramérnd hodnota rastové rychlosti z22 dni, tj. celé doby trvani experimentu. Priméry
ziskanych hodnot jsou vzdy pocitané s ohledem na teplotu kultivace a typ média, tedy z dat

ziskanych métenim fluorescence chlorofylu komirek 1-3 a 4-6 v konkrétni teploté.

47



Riistova rychlost
Teplota kultivace Tekuté BBM BBM agar
[°C]
10 4,36 5,30
15 4,66 5,14
20 4,67 5,21
25 4,51 5,18
30 4,52 5,06

Tab. ¢. 7: Primérna rustova rychlost pro kultivaci v danych teplotach na BBM agaru a v tekutém BBM. Zelené

je oznacena nejvyssi zaznamenana rustova rychlost kultury v tekutém BBM.

3.4. Experimenty navozujici stresové podminky

Tyto experimenty byly provadény pouze na kmenu 7. pulchra (kmen C). Od prace
s kmenem F bylo z diivodi problematické kultivace v multikultivatoru a obtizné extrakce
karotenoidd upusténo.

3.4.1. Vliv svételné intenzity a obsahu dusiku v médiu na rist a hromadéni
karotenoidii

Byl zjistovan vliv svételné intenzity (80, 200, 350 a 420 pmol m™? s') a obsahu dusiku
vmédiu (BBM médium bez dusiku vs. klasické BBM médium) na rist a hromadéni
karotenoidi u T. pulchra (kmen C). Jiz po zaockovani byl vidét vyrazny rozdil mezi
kulturami v klasickém BBM a bezdusikatém BBM médiu. Zatimco kultury s klasickym BBM
tvotily homogenni hustou kulturu, tak kultury v bezdusikatém BBM tvotily shluky buné¢k a
usazovaly se na dné zkumavek ¢i nad hladinou média v horni ¢asti zkumavek. Tento rozdil
byl s ¢asem stdle markantnéjsi az do 13. dne kultivace, kdy hodnota optické denzity jedné
kultury (oznageni L4, osvit 200 pmol m? s™!) v bezdusikatém BBM skokové pievysila ostatni.
Tato udalost je velmi dobfe viditelna na Obr. €. 14. Ke zméné ziejmé doslo mezi 10 a 13.
dnem kultivace za konstantnich podminek. U této zkumavky (L4) byla pii ukonceni

experimentu zaznamenana nejhustsi biomasa ze vSech ptitomnych vzorkd.

Experiment ukézal, Ze kultury v klasickém BBM zacinaji ménit barvu, konkrétné z ostie
zelené do nazloutlé zelené jiz po 7 dnech kultivace, coz bylo také signalem pro ukonceni
kultivace biomasy a spusténi samotného experimentu. Doslo tedy ke zméné intenzit svétla
2200 pmol m? s, na 80 pro L1 a L2, 350 pro L5 a L6 a 420 pmol m? s pro L7 a LS.

Zkumavky oznatené L3 a L4 byly dale beze zmény kultivovany s intenzitou 200 pmol m2 s™'.
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Jak je vidét na Obr. €. 13, zména podminek zptsobila v kulturach oznacenych L1, L5 a L7
(kultivovanych v médiu s dusikem) pokles optické denzity, ktery je markantnéjsi pii 680 nm,
tedy doslo ptedevSsim k poklesu chlorofylu. Optickd denzita namétena pii 720 nm,
vypovidajici o biomase kultury, také zaznamenala jisty pokles, ale zdaleka ne tak vyrazny.
Diivod, pro¢ se tento efekt neprojevil u kultury L3 je ten, Ze pro tuto kulturu se nezmeénila

intenzita osvitu, dale byla kultivovana pfi intenzité 200 pmol m2 s,

Na Obr. ¢. 14 lze vidét, ze v kulturach kultivovanych v BBM bez dusiku nebyl pozorovan
pokles optické denzity. OvSem zde byly hodnoty po celou dobu trvani experimentu (az na L4)

velmi nizké, efekt se tedy nemusel v takto nizkych hodnotach projevit.

V den ukonceni experimentu byly kultury péstované v klasické BBM s obsahem dusiku
vyrazn¢ hust§i a celkem 3 byly syt€ oranzové, konkrétné ty s osvitem 200, 350 a
420 pmol m? s7!. Na rozdil od nich kultury v BBM bez dusiku byly vSechny az na jednu
zelené, jedind, kterd byla slab& oranzova, byla zkumavka s osvitem 420 pmol m2 s, Také
kultury v bezdusikat¢ém BBM médiu, krom¢ L4, nevytvofili zdaleka tak velké mnozstvi
biomasy. Tento fakt je ziejmy i pfi porovnavani Obr. €. 13 a 14, kdy optické denzita doséhla u
kultur v klasickém BBM v den ukonceni experimentu i dvojnasobnych hodnot. Napftiklad
kultura ozna¢end L1 dosahla hodnoty 1,827 (OD pii 680 nm), tedy vice neZ dvojndsobek
kultury L2, ktera dosahla pouhych 0,558 (OD pii 680 nm). Obé kultury byly kultivované pod

stejnou intenzitou osvitu (80 pmol m? s™).

Z pozorovani Obr. ¢ 13 a 14 Ize vyvodit, Ze ve vysledku intenzita svétla neméla na rist bunék,
tedy na mnoZzstvi chlorofylu a celkovou biomasu, piili§ velky vliv, bylo totiZ dosahovano
velmi podobnych hodnot. Jako zasadni se zde projevil obsah dusiku, kdy obecné kultury
v BBM s obsahem dusiku dosahovali vyrazn€ vysSich hodnot optické denzity, ergo vysSich

hodnot biomasy.
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Obr. €. 13: Znazornéni hustoty kultury vyjadiené jako OD (optickou denzita) v zavislosti na stati kultury. Jedna

se o kultury péstované v klasickém BBM s obsahem dusiku. Kolecka zna¢i OD méfenou pfi vinové délce

680 nm (proxy pro koncentraci chlorofylu), trojuhelniky OD pfi 720 nm (proxy pro odhad biomasy).
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Obr. ¢. 14: Znazornéni hustoty kultury vyjadiené jako OD (optickou denzita) v zavislosti na stafi kultury. Jedna

se o kultury péstované v BBM bez obsahu dusiku. Kolecka zna¢i OD méfenou pii vinové délce 680 nm (proxy

pro koncentraci chlorofylu), trojuhelniky OD pii 720 nm (proxy pro odhad biomasy).

Dle ziskanych dat ze stanoveni celkového obsahu karotenoidii podle Lichtenthalera bylo
rozhodnuto, které vzorky budou podrobeny HPLC analyze a bude tak zjiSténo jaké konkrétni

latky a v jakém mnozstvi vzorky obsahuji.
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Nejvyssi obsah karotenoidli byl zaznamenan u vzorku LS5, tedy vzorku kultivovanému
v klasickém BBM médiu s intenzitou osvétleni 350 pmol m? s™!. Naopak nejnizsi koncentraci
karotenoidi mé¢l vzorek L6 kultivovany v BBM bez dusiku také s intenzitou osvétleni 350

pumol m? s, Zde tedy efekt intenzity svétla nebyl zcela jasny.

Vzhledem k relativné vysokym koncentracim karotenoidd (>2,000 mg/l) ve vétSing vzorka
byly dale analyzovany vSechny vzorky s vyjimkou vzorku L6. Jiz z této prvotni analyzy bylo
dobte cCitelné, jak je znazornéno v Tab. €. 8, ze vzorky kultivované v klasickém BBM
(L1,3,5,7) obsahuji vétsi mnozstvi karotenoida nez vzorky kultivované v bezdusikatém BBM

médiu (L2,4,6,8).

Nazev vzorku Celkové mnozstvi karotenoidii

[mg/]

L1 4,266

L3 5,184

L5 5,264

L7 5,220

L2 3,033

L4 2,486

O ——

L8 3,742

Tab. €. 8: Celkové mnozstvi karotenoidii ve vzorcich, stanoveno podle Lichtenthaler and Buschmann, (2001).
Vzorky L1,3,5,7 byly kultivované v klasickém BBM s obsahem dusiku a vzorky L2,4,6,8 byly kultivované
v BBM bez obsahu dusiku. Zelené je vyznacena nejvyssi hodnota celkového mnozstvi karotenoidii a Cervené je

oznacena nejniz$i ziskana hodnota.

Pro identifikaci jednotlivych zastoupenych karotenoidi a zjisténi jejich koncentrace ve
vzorcich byla optimalizovana metoda Liu ef al., (2010) vyuZivajici HPLC analyzu. I pfes
optimalizaci metody nebylo vSak mozné nékteré piky jednotlivych karotenoidii rozlisit.
Nejvice problematicka byla kombinace izomerii zeaxanthinu a luteinu, kterou se nepodatilo
v pribéhu optimalizace rozseparovat, neni tedy jasné, v jaké koncentraci jsou tyto dva
karotenoidy ve vzorcich obsaZeny samostatn¢. Na chromatogramu také ¢astecné splyvaly piky
violaxanthinu a neoxanthinu, ty vSak bylo mozné v nizkych koncentracich postacujicich pro
vyhodnoceni jejich obsahii ve vzorcich rozlisit. Oba tyto jevy lze pozorovat na Obr. €. 15
a 16, které také davaji dobrou ptedstavu o rozdilech mezi jednotlivymi vzorky v oblasti

zastoupeni karotenoidi. AC na Obr. ¢ 15 jsou ziskané chromatogramy velmi podobné,
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zObr. €. 16 je patrné, Ze mezi L2, L4 a L8 jsou rozdily v koncentracich jednotlivych

karotenoidd, pfedev§im echinenonu a -karotenu.
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Obr. ¢. 15: Porovnani chromatogramii vzorkt L1,3,5,7, tedy vzorkd kultivovanych v klasickém BBM médiu

s obsahem dusiku s riznou intenzitou ozafeni. 1 — violaxanthin + neoxanthin; 2 — zeaxanthin + lutein; 3 —

echinenon; 4 - B-karoten
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Obr. ¢. 16: Porovnani chromatogramu vzorka L.2,4,8, tedy vzorkt kultivovanych v BBM médiu bez dusiku

s riiznou intenzitou ozafeni. 1 — violaxanthin + neoxanthin; 2 — zeaxanthin + lutein; 3 — echinenon; 4 - B-karoten

Z dat ziskanych HPLC analyzou byl vypocitan obsah jednotlivych identifikovanych

karotenoidd ve vSech vzorcich. V nejvét§im mnozstvi se ve vzorcich vyskytoval B-karoten a

poté také kombinace luteinu a zeaxanthinu, jak je mozné pozorovat v Tab. €. 9, kde jsou jejich

hodnoty vyznaleny zelen¢. Vzhledem k tomu, Ze se izomery lutein a zeaxanthin nepodafilo

rozseparovat, neni tedy zndma jejich samostatna koncentrace, neni jejich soucet povaZzovan za

nejvice zastoupeny karotenoid. Naopak v nejnizSich koncentracich byl ve vzorcich

zaznamenan neoxanthin, jez je v Tab. €. 9 oznaen Cerveng.
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Nazev vzorku | Neoxanthin | Violaxanthin Lutein + Echinenon B-karoten
[ng/gl [ng/g] zeaxanthin [ng/gl [ng/gl
[ng/gl

L1 4,104 4,270 50,296 3,845 26,083
L3 1,147 1,115 13,852 4,243 20,938
L5 - 0,914 9,630 5,145 20,656
L7 1,005 0,871 9,440 6,587 26,645
L2 3,001 4,072 27,439 1,471 22,520
L4 3,784 7,560 37,330 0,375 23,502
L8 2,263 3,629 26,393 2,770 30,633

Tab. ¢. 9: Ziskané hodnoty jednotlivych karotenoidt identifikovanych ve vzorcich. Vzorky L1,3,5,7 byly
kultivované v klasickém BBM s obsahem dusiku a vzorky L2,4,8 byly kultivované v BBM bez obsahu dusiku.

Zelené jsou oznaceny nejvyssi ziskané hodnoty karotenoidl a ¢ervené nejnizsi ziskana hodnota.

Nejvyssiho celkového mnozstvi karotenoida (5,264 mg/l) bylo dosazeno ve vzorku L5, ktery
byl kultivovan v médiu s obsahem dusiku pii intenzité osvitu 350 pmol m? s™! (Tab. ¢&. 8).
Daéle bylo zjisténo, ze v nejvyssi mife je v fase 7. pulchra zastoupen karotenoid B-karoten,
konkrétné nejvyssi vypocitany obsah (30,633 pg/g) byl zaznamenan ve vzorku L8, jehoz
kultivace probihala v bezdusikatém médiu pii intenzité osvitu 400 pmol m? s!'. Kombinace
luteinu a zeaxanthinu se také v fase vyskytovala ve zvySené mite, nejvice (50,296 pg/g) bylo
zaznamenano ve vzorku L1, kultivovanému v dusikatém médiu s osvitem 80 pmol m? s,
Tyto vysledky nevedly k jednotnému zavéru ohledné vlivu intenzity osvitu a obsahu dusiku

v médiu na obsah karotenoidd, déle jsou tedy vysledky rozebrany v diskuzi.

3.4.2. Dvoufazova kultivace

Byl zjistovan efekt vyuziti metody dvoufazové kultivace, kdy byla po 14 dnech ristové faze
fas ndrazové zménéna intenzita osvitu z optimalnich 200 umol m™ s na 900 umol m2 s pro
zkumavky L2, L4 a na 640 umol m™ s pro zkumavky L6, L8. Po zaoc¢kovani byl pozorovan
linedrni nardst biomasy a jiZ po nckolika dnech obsahovaly zkumavky relativné hustou
zelenou kulturu. Ve dvou zkumavkiach (L4 a L6) byla kultura zcela homogenni a
nevyzadovala mechanické michani pfed méfenim optické denzity, ve zbylych dvou (L2 a L8)
dochézelo k obéasnému shlukovani bunék na dnech zkumavek. Ve vSech ptipadech dochazelo
k hromadéni bunék v horni ¢asti zkumavek nad hladinou média, kde buiiky tvofily fasové

narosty. Tyto buniky byly pravidelné splachovany zpét do zkumavek.
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Jak lze vidét na Obr. €. 17, ristova rychlost piestala u vSech kultur stoupat 14. den od zahajeni
experimentu, coz bylo signdlem pro zménu intenzity osvitu. Zména osvitu (z 200 pmol m s™!
na 900 pmol m?2 s pro L2, L4 a 640 umol m? s™! pro L6, L8) se na riistové rychlosti nijak
zasadné neprojevila, pouze byl zaznamenan lehky pokles hodnot OD pii 680 nm (proxy pro
odhad mnozstvi chlorofylu) v kulturdch oznacenych L2 a L4. To mize byt vysvétleno tim, ze
dané kultury byly vystavené vys$Simu ozafeni nez kultury oznacené L6 a L8. Na celkové

biomase (podle OD pti 720 nm) se zména osvitu neprojevila.

Po zméné osvétleni bylo mozné u zkumavek L2 a L[4 svySSi intenzitou osvitu
(900 pmol m? s') zaznamenat zménu barvy jiz po dvou dnech, tedy 16. den od za¢atku
experimentu. U zkumavek L6 a L8 snizsi intenzitou (640 umol m? s™') byla zména barvy
zaznamenana az po 5 dnech, tedy 19. den od zah4jeni experimentu. Pfi sklizeni biomasy byly
zkumavky s vy$§im osvitem (L2, L4) vyrazné Cerveno-oranzové, zatimco zkumavky s niz$im

osvitem (L6, L8) jen zluté.
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Obr. €. 17: Znazornéni hustoty kultury vyjadirené jako OD (optickou denzita) v zavislosti na staii kultury. Jedna
se o kultury péstované ve dvou fazich (14tidenni nartist biomasy a nasledné vysoké osviceni) v klasickém BBM.
Kultury L2 a L4 byly po zméné osvitu vystaveny intenzité osvitu 900 umol m? s a kultury L6 a L8 byly po

zméné osvitu vystaveny intenzité osvitu 640 umol m? s!. Kole¢ka zna¢i OD méfenou pii vinové délce 680 nm

(proxy pro koncentraci chlorofylu), trojuhelniky OD pfi 720 nm (proxy pro odhad biomasy).

Dvoufazova kultivace se prokdzala byt vhodnou metodou pro ndrlst biomasy, jak lze vycist
z Obr. €. 17, hodnoty OD pii 680 nm se pohybuji v priméru okolo 1, 951 (v den zmény
osvitu). V den ukonceni experimentu byly kultury oznacené L2 a L4 vyrazné zabarvené do

oranzova a kultury L6 a L8 do Zluta, byl tedy pfedpoklddan obsah karotenoidii.
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Celkovy obsah karotenoidl byl stanoven podle Lichtenthalera. Ukézalo se, ze vSechny vzorky
z dvoufazové kultivace jsou vhodnymi kandidaty na HPLC analyzu, jelikoz vSechny obsahuji
relativné vysoké mnozstvi karotenoidii (>2,500 mg/l). Nejvyssi obsah karotenoidi byl

zaznamenan u vzorku L4, jeZ byl po zméné osvitu vystaven intenzité zafeni 900 pmol m? s,

640 umol m?2 s, Zvysledki bylo patrné, ze kultury vystavené vy3$§imu osvitu
(90 pmol m? s') obsahuji v priméru vétsi celkové mnozstvi karotenoidi, jak se da vygist
z Tab. €. 10. Pro snizeni chybovosti a ndkladii byly pro ucely dalsi analyzy spojeny vzorky L2
a L4 (osvit 900 pmol m™2 s™!) a vzorky L6 a L8 (osvit 640 pmol m? s).

Nazev vzorku Celkové mnozstvi karotenoidu
[mg/]
L2 3,176
L4 5,668
o
L8 3,699

Tab. €. 10: Celkové mnozstvi karotenoidi ve vzorcich podle Lichtenthaler and Buschmann, (2001). Vzorky L2 a
L4 byly kultivované s intenzitou osvitu 900 umol m= s! a vzorky L6 a L8 s intenzitou osvitu 640 pmol m= s,
Zelené je vyznacena nejvyssi hodnota celkového mnozstvi karotenoidti a cervené je oznacena nejnizsi ziskana

hodnota.

Jednotlivé karotenoidy byly identifikovany a jejich koncentrace spocitdna pomoci
modifikované metody Liu et al., (2010) za vyuziti HPLC analyzy. Bohuzel stale ptetrvaval
problém separace zeaxanthinu a luteinu. Tyto izomery tedy nadale ziistdvaji nerozseparované,
neni tedy znama jejich samostatna koncentrace ve vzorcich. Piky neoxanthinu a luteinu opét
castecné splyvaly, bylo vSak mozné je pro vyhodnoceni jejich obsahu ve vzorcich rozlisit. Na
Obr. ¢. 18 lze pozorovat, Ze chromatogramy se od sebe v oblastech identifikovanych pikil
ptiliS nelisi. Viditelné rozdily mezi chromatogramy lezi mimo identifikované oblasti, jsou

vSak pomérné vyrazné.
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Obr. €. 18: Porovnani chromatogramti vzorkt L2 + L4 a L6 + LS8, tedy vzorkd podrobenych dvoufazové
kultivaci. Vzorky L2+L4 byly po zméné& osvitu vystaveny intenzité 900 pmol m? s! a vzorky L6+L8 intenzité

640 pmol m? s”!. 1 — violaxanthin + neoxanthin; 2 - zeaxanthin + lutein; 3 — echinenon; 4 - B-karoten

Vysledky ziskané pomoci HPLC analyzy ukézaly, ze nejzastoupenéjsim karotenoidem v obou
vzorcich byl B-karoten. Nejvyssi koncentraci mél B-karoten ve vzorku L2+L4, jak je mozné
koncentraci byl pro kazdy vzorek jiny, pro vzorek L2 + L4 to byl violaxanthin a pro vzorek
L6 + L8 neoxanthin, nejnizsi koncentrace byla pak zaznamenana u neoxanthinu, coz je v

Tab. ¢. 11 oznaceno Cervené.

Nazev vzorku | Neoxanthin | Violaxanthin Lutein + Echinenon p-karoten
[mg/gl [ng/g] zeaxanthin [mg/gl [ng/gl
[mg/gl
L2+14 1,139 0,916 13,272 3,650 19,418
L6+L8 - 2,478 12,793 3,174 18,554

Tab. ¢. 11: Ziskané hodnoty jednotlivych karotenoidi identifikovanych ve vzorcich. Vzorek L2 + L4 byl

1

kultivovan s intenzitou osvitu 900 pmol m? s' a vzorek L6 + L8 byl kultivovan s intenzitou osvitu

640 umol m s°!. Zelené je oznadena nejvyssi ziskana hodnota karotenoidu a Gervend nejniz$i ziskana hodnota.

Nejvyssi hodnota celkového mnozstvi karotenoidl (5,668 mg/l) byla zaznamendna ve vzorku
L4, tedy vzorku vystavenému po zméné osvitu intenzité svétla 900 pmol m2 s™! (Tab. &. 10).
Také bylo znovu potvrzeno, Ze v nejvyssi koncentraci ze vSech identifikovanych karotenoidil
se v fase T. pulchra vyskytuje B-karoten, konkrétné ve vzorku L2+L4 s vypocitanym obsahem
19,418 pg/g. Vzorek L2+L4 byl kombinaci dvou vzorkid vystavenych intenzité osvitu 900
pumol m? s, Z t&chto vysledk® se tedy d4 vyvodit, Ze vyssi intenzita osvitu pii dvoufizové
kultivaci vede k vétsimu celkovému mnozstvi karotenoidli 1 k navySeni koncentrace
jednotlivych identifikovanych karotenoidii, piedev§im [-karotenu, vice je tato uvaha

rozvedena v diskuzi.
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3.4.3. Vliv teploty, UVA a obsahu dusiku v médiu na riist a hromadéni
karotenoidi

V tomto experimentu byl zjistovan efekt teplotniho gradientu v kombinaci s UVA zafenim a
obsahem dusiku v médiu (BBM médium bez dusiku vs. klasické BBM médium) na rist a
hromadéni karotenoidii u 7. pulchra (kmen C). Z vysledku teplotniho pokusu byly vybrany 3
teploty pro vyuziti ve zkfizeném gradientu teploty, UVA zéfeni a obsahu dusiku. Konkrétné
byla zvolena teplota minimalni (10 °C), maximalni (30 °C) a optimélni (22 °C). Po 15 dnech
kultivace bylo nutné doplnit do komiirek s kulturami péstovanymi ve 22 a 30 °C odpovidajici
médium. Experiment byl soubézné s experimentalni skupinou vzorkli (vystavenych UVA
zateni) provadén se skupinou vzorku slouzicich jako kontrola, které nebyly vystaveny UVA

zafeni.

Po zaocCkovani byl oc€ividny rozdil mezi kulturami v klasickém BBM a BBM bez dusiku.
Stejn¢ jako v pfedchozich experimentech kultury v bezdusikatém BBM tvotily shluky,
zatimco kultury v klasickém BBM byly homogenni. Buiikky v obou ptipadech klesaly na dno
komurek, kde zistdvaly do doby, nez byly mechanickymi otfesy pii otoCeni ¢i méteni

promichéany.

Dusikat¢ médium vedlo v obou piipadech (kontrola i UVA ozafované vzorky) k vyssi
produkci biomasy, jak lze vypozorovat z Obr. €. 19, 20 dle hodnoty Fo. U kontrolni skupiny
byl rozdil v biomase mezi kulturami v klasickém BBM a bezdusikatém BBM vyraznéj$i nez u
skupiny vzorkd ozafovanych UVA. Zda se, ze u vzorkd vystavenych UVA zafeni se vice
projevil efekt teploty (Obr. €. 19). V den ukonceni experimentu nejvyssi biomasu, odhadnutou
dle hodnoty Fo vykazovaly kultury v dusikatém médiu kultivované ve 30 °C, a to jak
kontrolni, tak ozafované. U vzorkli vystavenych UVA byla tato hodnota 161,70 (primér
z hodnot tfi vzorkll) a u kontrolnich vzorkt 152,05 (pramér z hodnot tfi vzorkl). Vzorky
ozatované UV A, kultivované pii 30 °C v klasickém BBM tedy v den ukonceni experimentu

vykazovaly nejvyssi zaznamenanou fluorescenci chlorofylu (Fo).

Kultury T. pulchra v bezdusikatém BBM médiu zacaly o dva dny difive projevovat znamky
tvorby karotenoidii. Prvni oranzové zabarvené kultury se objevily v UVA ozafované desticce
kultivované ve 22 °C, a to v klasickém 1 bezdusikatém BBM, cca po 10 dnech od zacatku
experimentu. Tuto vlastnost projevily téméf vSechny zbylé kultury béhem nasledujicich
4 dnd. Jen kultury ozafované UVA v obou typech médii pii 10 °C nejevily zndmky tvorby a
akumulace karotenoidii, coZ se do konce experimentu nezménilo. Na konci experimentu byly

vree

opticky ,,nej¢ervenéjsi kultury ozafované UVA kultivované v dusikatém médiu ve 22 °C.
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Obr. ¢. 19: Zavislost fluorescence chlorofylu (Fo) na stafi kultury. Jedna se o kultury kultivované pod UVA
zafenim. Kolecka znaci kultury v dusikatém a trojuhelniky v bezdusikatém médiu. Zobrazeny jsou priméry se

smérodatnymi odchylkami ze tif naméfenych hodnot.
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Obr. ¢. 20: Graf se zavislosti fluorescence chlorofylu (Fo) na stafi kultury. Zde je vyobrazena kontrolni skupina
kultur. Kolecka zna¢i kultury v dusikatém a trojuhelniky v bezdusikatém médiu. Zobrazeny jsou priméry se

smérodatnymi odchylkami ze tff naméfenych hodnot.

Vzhledem k malym mnoZstvim vysledné biomasy, jelikoz byly fasy kultivované v 5 ml
média, byly pro potfeby analyzy spojeny vzdy trojice vzorkl sdilejici stejné kultivacni

podminky (komtrky 1-3 a 4-6).
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Stanoveni celkového mnozstvi karotenoidii podle Lichtenthalera ukazalo, ze vytéznost ve
vétSin€ vzorcich je natolik nizka, Zze provadét HPLC analyzu neni vhodné. Byly vybrany
pouze 4 vzorky (Tab. ¢. 12), které vykazovaly potencial (celkové mnozstvi karotenoidd
>2000 mg/1). Jednalo se o 3 kontrolni vzorky nevystavené UVA a 1 experimentalni vzorek
vystaveny UVA. Z kazdé hladiny teploty (10, 22 a 30 °C) byl vybran alespoii jeden vzorek
pro dalsi analyzu. VSechny tyto déale analyzované vzorky byly ty, které¢ byly kultivované v
klasickém BBM s obsahem dusiku.

Nejvyssi koncentrace karotenoidi doséhl vzorek tas kultivovanych ve vyssi teploté (30 °C)
vystaveny niz$i teploté (10 °C), kultivovany v bezdusikatém BBM médiu pod UVA
ozafovanim. Z téchto vysledkl vyplyva, Ze UVA ozafovani a limitace dusikem zfejmé nejsou

vhodny stresovy faktor pro navyseni celkového obsahu karotenoidi. Efekt teploty nebyl zcela

zfejmy.
Popis kultiva¢nich Celkové mnoZzstvi HPLC analyza
podminek vzorku karotenoidi
[mg/1]

10 °C; N+; UVA 0,925 NE
10 °C; N+; kontrola 2,059 ANO
10 °C; NO; kontrola 0,982 NE

22 °C; N+; UVA 2,33 ANO

22 °C; NO; UVA 1,278 NE
22 °C; N+; kontrola 2,358 ANO
22 °C; NO; kontrola 1,478 NE

30 °C; N+; UVA 1,764 NE

30 °C; NO; UVA 1,260 NE
30 °C; N+; kontrola 3,645 ANO
30 °C; NO; kontrola 1,281 NE

Tab. €. 12: Celkové mnozstvi karotenoidi ve vzorcich, stanoveno podle Lichtenthaler and Buschmann, (2001).
Vzhledem k né€kolika kfizicim se testovanym hodnotam byly vzorky oznaceny dle jejich podminek kultivace
(teplota kultivace, pfitomnost dusiku v médiu, ozafovani UVA). V tabulce je uvedeno také, zda je vzorek
vhodny pro HPLC analyzu. Zelen¢ je vyznacena nejvyssi hodnota celkového mnozstvi karotenoidti a Cervené je

oznacena nejnizsi ziskana hodnota.
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Za pomoci HPLC analyzy dle metody Liu et al, (2010) byly jednotlivé karotenoidy ve
vzorcich identifikovany a bylo zjisténo jejich zastoupeni. Jako v ptedchozich ptipadech
nebylo dosazeno separace zeaxanthinu a luteinu, nadale tedy neni znama jejich samostatna
koncentrace ve vzorcich. Na chromatogramu také c¢asteCné splyvaji piky violaxanthinu a
neoxanthinu, ty se vSak podafilo rozliSit a diky tomu byly zjistény 1 jejich samostatné
koncentrace. Na Obr. €. 21 je mozné pozorovat urcité rozdily mezi chromatogramy vzorkd,

nejvyrazng€jsi rozdily jsou ve vyskach piku neoxanthinu a violaxanthinu a piku zeaxanthinu a

luteinu.
20
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Obr. ¢. 21: Porovnani chromatogramti vzorkl z experimentu kombinujiciho nékolik stresovych faktorQ
(dusikové hladovéni, teplota, UVA). 1 — violaxanthin + neoxanthin; 2 - zeaxanthin + lutein; 3 — echinenon;

4 - B-karoten

Za pomoci HPLC byly vypocitany koncentrace identifikovanych karotenoidi ve vzorcich.
Z Tab. €. 13 lIze vy¢ist, Ze v nejvyssich koncentracich byl ve vzorcich zastoupen B-karoten
(oznacen zelen¢), naopak v nejmenSim zastoupeni se ve vzorcich vyskytoval violaxanthin

(oznacen Cerveng).
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Kultivaéni | Neoxanthin | Violaxanthin Lutein + Echinenon B-karoten

podminky [ng/gl [ng/g] zeaxanthin [ng/gl [ng/gl
vzorku [ng/g]

10 °C; N+; 0,842 0,624 5,562 2,771 12,262
kontrola

22 °C; N+; 1,849 0,722 9,822 3,022 12,996

UVA

22 °C; N+; 1,077 0,920 8,449 3,933 17,017
kontrola

30 °C; N+; 1,555 17,890 5,310 19,915
kontrola

Tab. €. 13: Ziskané hodnoty jednotlivych karotenoidii identifikovanych ve vzorcich. Vzhledem k nékolika

NN

pritomnost dusiku, ozafovani UVA).

Nejvyssi celkové mnozstvi karotenoidi (3,645 mg/l) bylo zaznamenano ve vzorku fas
T. pulchra kultivovaném pii teploté 30 °C v klasickém BBM bez UV A ozatovani (Tab. ¢. 12).
Také bylo potvrzeno, Ze nejvice zastoupenym karotenoidem v 7. pulchra je B-karoten, jehoz
nejvyssi hodnota v tomto experimentu dosdhla 19,915 pg/g, a to ve vzorku kultivovaném pfi
teploté 30 °C v klasickém BBM bez UVA ozafovani. Tato zjisténi vedou k zavéru, ze vyssi
teplota (30 °C) je vhodnym stresovym faktorem pro navyseni obsahu karotenoidt. Limitace
dusikem se zde ukézala jako nevhodna metoda pro navyseni karotenoidl v burtice, stejné jako
ozafovani UVA. Dopodrobna je vliv téchto stresovych faktori a jejich kombinaci na

T. pulchra probran v diskuzi.

4. Diskuze

4.1. Shrnuti a porovnani vysledki

Nejvice zastoupeny karotenoid ve vSech vzorcich Tetracystis pulchra (kmen C) byl B-karoten
(az 30,633 ng/g susiny), naopak karotenoidy obsazené ve vzorcich v nizkych koncentracich
byly neoxanthin (0,770 — 4,104 ng/g) a violaxanthin (0-7,560 pg/g). Obsah téchto dvou
karotenoidl byl zfejmé zéavisly na rtiznych stresovych faktorech aplikovanych na kultury,
protoze nesledoval jednotny trend. Problematické je porovnani obsahu luteinu a zeaxanthinu
s ostatnimi 1identifikovanymi karotenoidy, protoZe jejich piky nebyly rozliSené. To je
pravdépodobné zpiisobeno skutecnosti, Ze se jedna o izomery a jejich separace byva obtizna
(Britton et al., 2004). Ned4 se tedy urcit, jakou koncentraci by v buiice mély tyto latky
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samostatn¢, ovSem jako dvojice dohromady dosahly nejvyssi namétené hodnoty karotenoida
v buiice ze vsech testovanych vzorkl, a to 50,296 ng/g. Jiz z téchto udaji lze vycist, ze
zjisténé koncentrace téchto karotenoidii nejsou prili§ vysoké, respektive se pohybuji o tfi fady
nize, nez je udavan obsah specifickych karotenoidii ve zndmych mikroskopickych faséch.
Napitiklad Dunaliella salina obsahuje B-karoten v desitkdch miligramii na gram suSiny
(Kyriakopoulou et al., 2015), dale obsah luteinu v Chromochloris zofingiensis je udavan

v jednotkach miligrami na gram suSiny (Del Campo et al., 2004).

v

V oblasti celkového obsahu vsech karotenoidii v 7. pulchra, jsou ziskané vysledky piiznive;si.
Nejvyssi naméfend hodnota je 5,668 mg/l, coz uz minimalné fadové odpovida vysledkiim

uvadénym v literatuie (Del Campo ef al., 2004).

Co se tyce jednotlivych stresovych faktort, ukéazalo se, ze pii dusikovém hladovéni je
dosahovano vétstho mnozstvi P-karotenu nez pii dostateném piisunu dusiku, coz
koresponduje s tvrzenimi v Del Campo et al., (2000) a Faraloni and Torzillo, (2017), kde
limitace dusikem pfispiva k navySeni koncentrace B-karotenu. Stejné tak souhlasi zjiSténi, Ze
obsah luteinu (v kombinaci se zeaxanthinem) se pii dusikovém hladovéni snizil (Del Campo
et al., 2000). Pti stanoveni celkovych karotenoidi, bylo dosahovano vyrazné vyssich hodnot u
vzorkil kultivovanych v klasickém BBM médiu s obsahem dusiku a vezme-li se v potaz
mnozstvi ziskané biomasy v jednotlivych kultivacich, jevi se kultivace v klasickém BBM jako
vhodnégjsi. Dusikové hladovéni se tedy neukédzalo byt idedlnim zplsobem navySeni obsahu
karotenoidd v tomto kmenu pudnich fas, coz miize souviset s faktem, ze je to stresovy faktor
nejcastéji vyuzivany pro zvySeni tvorby a akumulace volného astaxanthinu, ktery v danych

vzorcich nebyl obsazen (Orosa et al., 2000; Liu et al., 2016).

U violaxanthinu, neoxanthinu a zeaxanthinu s luteinem byl pozorovan trend, Ze pii zvySujici
se intenzit¢ ozafeni obsah karotenoidli ve vzorcich kultivovanych v klasickém BBM médiu
s dusikem klesa. Pro lutein je toto tvrzeni v rozporu sdaty uvedenymi pro fasu
Muriellopsis sp. v Del Campo et al., (2000), kdy v rozmezi mezi 180460 umol m™ s! obsah
luteinu vzrastal, zatimco dle dat ziskanych v této praci koncentrace luteinu s nartistajici
intenzitou osvitu klesa (rozmezi 80-400 pmol m?s™'). Trend klesajici koncentrace pfi
zvySeném osvitu u violaxanthinu je v souladu se zndmymi fakty, Ze obsah violaxanthinu
s rostouci intenzitou svétla klesa (je de-epoxidovan na zeaxanthin) (Egeland, 2016). Zajimavé
vsak je, ze ve vzorcich kultivovanych v médiu bez dusiku je nejvysSich koncentraci téchto
uvedenych karotenoidii dosazeno pfi optimélnich svételnych podminkach (200 pmol m? s™)
pro kultivaci Tetracystis pulchra.
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Opacny trend sledoval echinenon, jehoz obsah rostl se zvySujici se intenzitou ozafovani ve
vzorcich kultivovanych v médiu s dusikem, kde byla jeho koncentrace obecné vyrazné vyssi.
Jeho nejvyssi ziskand koncentrace (6,587 pg/g) je vSak stdle velmi nizkd oproti hodnotam
udavanych napt. v Matsuura et al., (2012). Rostouci koncentrace s naristajici intenzitou
svétla byla také zaznamenan u B-karotenu v kombinaci s kultivaci vzorku v bezdusikatém
BBM médiu. Kombinace téchto dvou stresovych faktorii je znamou a ¢asto uzivanou strategii
pro navySeni tvorby a akumulace karotenoidt v fasach (Orosa ef al., 2000; Liu et al., 2016).
Zvysujici se obsah B-karotenu pii zvySeném osvitu je velmi Casty jev popisovany napiiklad v

Del Campo et al., (2000) a Garcia-Gonzalez et al., (2005).

P#i dvoufazové kultivaci se vys§i intenzita ozafovani (900 pmol m™ s') ukdzala byt faktorem
ptispivajicim k navySeni vSech karotenoidii kromé& violaxanthinu. To muze byt vysvétleno
skute¢nosti, ze dle xantofylového cyklu violaxanthin koresponduje svym sniZzenim zvySeni
zeaxanthinu (Egeland, 2016). Oproti o¢ekavani nebyla doufazova kultivace nejvynosnéjsi
metodou pro zisk karotenoidd, piestoze subjektivné byly v tomto experimentu ziskany
nejsilnéji Cervené zabarvené vzorky. To je mozna zpusobeno faktem, Ze rGizné karotenoidy
maji riznou barvu, a ne vSechny karotenoidy byly v analyze identifikovany, mohlo tedy dojit
k zabarveni vzorku nékterou neidentifikovanou latkou. Je ovSem mozné, ze optimalizace této
metody by mohla vést k ziskani vyssSich obsahti karotenoidu, jak je uvadéno v Sui et al.,

(2019) a Zhang et al., (2017).

Efekt stresového faktoru teploty na obsah jednotlivych karotenoidl byl zjistovan pouze pro
vzorky kultivované v dusikatém médiu, jelikoz jak jiz bylo feceno, vzorky pro HPLC analyzu
byly vybirany na zéklad€ celkového mnoZstvi karotenoidi, které byly v experimentu s UVA
zafenim, teplotou a dusikovou limitaci obecné velmi nizké. Nelze tedy potvrdit zjisténi, ze
navzdory faktu, ze vzorky kultivované v BBM médiu s dusikem obsahovaly vyssi celkové
mnozstvi karotenoidd, byly jedny z nejlepSich vysledk naméfeny ve vzorcich kultivovanych
v BBM bez dusiku (Tab. ¢. 9). Nicméné bylo zjiSténo, Ze podobné jako u ozafovani
ve dvoufdzové kultivaci, srostouci teplotou rostl obsah vSech karotenoidi kromé
violaxanthinu. Vyssi teplota se tedy ukazala jako vhodny stresovy faktor pro navyseni tvorby
a akumulace karotenoidll, ovSem s vyjimkou violaxanthinu, jeZ pti vysoké teploté (30 °C) jiz
nebyl viibec ve vzorku obsaZzen. Tato pozorovani souhlasi s vysledky ziskanymi v mnoha
¢lancich jako Gong and Bassi, (2016) nebo Campo et al., (2000). Bylo potvrzeno, Ze nizké
teploty zpomaluji tvorbu a akumulaci karotenoidii (Gong and Bassi, 2016), ovSem pii

piekro€eni vyssi stresové hranice (obvykle udavano 32 °C) dochézi k inhibici ristu nebo 1
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k snizeni koncentrace karotenoidii (Del Campo et al., 2004). Dle literatury je pro tvorbu
karotenoidd idedlni teplota okolo 24-28 °C, coz koresponduje s vysledky v této praci (Del
Campo et al., 2004; Guedes et al., 2011). Pti dal§im zkoumani teplotnich hladin a jejich vlivu
na 7. pulchra by bylo vhodné tyto hladiny zvysit (napft. testovat 5 teplotnich hladin od 20 do
36 °C, s rozestupy po 4 °C).

UVA ozatfovani (368 nm, intenzita 0,7 mW) natolik snizovalo celkovy obsah karotenoidl, ze
byl nakonec analyzovan jen jeden vzorek vystaveny UVA, ktery ukdzal, ze pii optimalni
teploté¢ (22 °C) UVA podporuje tvorbu neoxanthinu a zeaxanthinu s luteinem. Pfesto vSak
byly vytézky téchto karotenoidl relativné nizké. Nariist zeaxanthinu s luteinem ve vzorku
vystavenému UVA zéfeni koresponduje s vysledky pro kmen Dunaliella bardawil v
Huang et al., (2018), kde bylo zjiSténo, Ze obsah luteinu 1 zeaxanthinu pii vystaveni vzorku
UVA zéifeni (320400 nm, 70 pmol m? s, 84 hod.) roste. Vzhledem k tomu, Ze se v této
praci nepodafilo rozseparovat piky téchto dvou latek, nebylo bohuzel mozné stanovit
jednotlivé koncentrace téchto karotenoidii, tedy blize zkoumat efekt UVA zafeni na jejich
obsah. Obecné tvrzeni, Ze kratkodobé vystavené fas UVA zéfeni vede k nartistu karotenoida
v buiice, jak je uvadéno v Huang et al., (2018) vSak u T. pulchra (kmen C) nebylo potvrzeno.
V této praci UVA zafeni pasobilo ve vétSiné piipadl proti tvorbé a akumulaci karotenoidd,

ovSem to muze byt i vysledkem toho, Ze vystaveni UV A nebylo kratkodobé, ale dlouhodobé.

V souhrnu ze ziskanych vysledii vyplyva, ze pro ziskani nejvysSiho vytézku B-karotenu by
byly optimalni kultivaéni podminky vysoké ozateni (400 pmol m?s'), BBM médium bez
obsahu dusiku a pravdépodobné vyssi teplota (30 °C). Tento vysledek souhlasi s daty
uvedenymi v Faraloni and Torzillo, (2017) a Del Campo et al., (2000) a z publikovanych
praci obecné vychazi, Ze vyssi teplota Casto prispiva k tvorbé karotenoidii, coZ by odpovidalo
mnou ziskanym vysledkim (Liu and Lee, 2000). Ackoliv se dusikové hladovéni setkalo
s uspéchem v oblasti akumulace karotenoidu, jeho negativni vliv na rtst ho ¢ini nevhodnym

pro kultivaci, i tento vysledek je v souladu s publikovanymi udaji (Liu ef al., 2016).

Pro ziskani nejvyssi koncentrace zeaxanthinu s luteinem by optimalni podminky byly nizka
intenzita osvitu (80 pmol m? s™), klasické BBM médium a vyssi teplota (30 °C). Intenzita
osvitu podporujici tvorbu téchto karotenoidi je vrozporu sdaty uvedenymi
v Del Campo et al., (2000), ovSem vyhody klasického BBM a vyssich teplot jsou v souladu s
publikacemi Gong and Bassi, (2016) a Del Campo et al, (2000). V ptipadé téchto
karotenoidii ovS§em mohou byt moje vysledky zkreslené, vzhledem k nemoznosti urcit jejich
samostatné koncentrace.
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Trend akumulace echinenonu byl dobfe sledovatelny, jeho obsah v buiice roste se zvySujici se
intenzitou zafeni, zvySujici se teplotou a v klasickém BBM médiu obsahujicim dusik.
Kultivace tas za ucelem ziskani echinenonu, by tedy tyto podminky spliiovat. Tyto vysledky
nekoresponduji s jiz zjisténymi fakty z Orosa et al., (2005), kdy pii experimentovani
s Haematococcus pluvialis byl obsah echinenonu nejvyssi pfi dusikovém hladovéni a s Liu
and Lee, (2000), kdy obsah echinenonu v tase Chlorococcum sp. klesal se zvySujici se
teplotou (od 20-35 °C). Obecné neni pfili§ studii zabyvajicich se obsahem echinenonu

v fasach, bylo by tedy vhodné tomuto karotenoidu vénovat vétsi pozornost.

Optimalni podminky pro ziskdvani neoxanthinu a violaxanthinu nelze ze ziskanych dat
stanovit, jelikoz ob¢ latky byly obsazené jen ve velmi nizkych koncentracich a ackoliv
vykazovali jisté tendence sledovat urcité trendy, jako pokles koncentraci s rostouci intenzitou
ozéteni, coz odpovida informacim uvedenym v Egeland (2016), bylo by vhodné pro ziskéani
relevantnich vysledkii nalézt kmen, kde budou obsazeny ve vy$$i mife a dale se vénovat

optimalizaci podminek pro jejich navySeni.

Pokud by bylo cilem kultivace ziskat co nejvyssi celkovy obsah karotenoidii, optimalni
metoda pro kultivaci 7. pulchra by bylo aplikovani dvoufazové kultivace, kdy je vyuzito
klasické BBM médium. Pfi prvni, ristové fazi by kultury byly vystaveny intenzité osvitu

200 pmol m?s™!

po dobu 14 dni a nasledn¢ ve druhé fazi by byly vystaveny osvitu
900 umol m? s™!. Prospésné by mohlo byt zvySeni kultivaéni teploty, kterd v experimentu
uvadéném v této praci kolisa mezi 21-25 °C, na 24-28 °C, jak je uvadéno v Del Campo ef al.,

(2004).

V porovnani suvadénymi vysledky v literatuie je ziskany obsah karotenoidii ve vsech
experimentech vyrazné nizsi nez momentalné ziskdvané vytézky z riiznych mikroskopickych
fas jako Chromochloris zofingiensis, Dunaliella salina a Haematococcus pluvialis
(Zhang et al., 2014). Pfesto byly ziskany cenné informace o metodice kultivace za ucelem
ziskavani urcitych karotenoidi a byla GspéSné optimalizovana metoda jejich stanoveni. Pokud
bychom vSak chtéli znat nejvyssi dosaZzenou hodnotu mezi identifikovanymi karotenoidy, pak
by to byl B-karoten s 30,633 ng/g susiny pii kultivaci v BBM bez dusiku za vysoké intenzity
ozafovani, 400 pumol m?s!. Obecné nejlepsich vysledkii bylo dosazeno v experimentu

kombinujicim stresové faktory intenzity ozafovani a dusikového hladovéni.
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4.2. Optimalizace metody pro kvantitativni a kvalitativni stanoveni
karotenoidii

Pro optimalizovani extrakce je podstatné najit efektivni zplisob, jak rozbit ¢i oslabit bunécnou
sténu, je tedy dilezit¢é znat charakteristiku bunécéné stény vzorku. Po prvotnich testech
sobéma kmeny bylo dosazeno zavéru, ze 7. pulchra (kmen C) je vhodny pro dalsi
experimenty a kmen F byl z dalsi prace vyfazen. Toto rozhodnuti bylo zalozeno na faktu, ze
extrakce karotenoidi ze vzorku kmenu F zabrala dvakrat tolik ¢asu a bylo spotfebovano
vyrazn¢ vice extrakéniho cinidla nez u extrakce ze vzorku T. pulchra. Extrakce byla
pravdépodobné problematickd z divodu, ze bunky kmenu F maji vrstvenou bunécnou sténu
slozenou z mikrofibril, kterda vyznamné znesnadiiuje extrakéni proces. Pii komeré¢nim
pestovani fas je tedy nutné vénovat dostateCnou pozornost studii bunécnych stén a
optimalizaci extrakéniho procesu, jelikoz extrakce mize byt jednou z nejvétSich finanénich a

casovych zatézi celého procesu kultivace (Kim et al., 2016).

Pro hrubé stanoveni karotenoidli byla vybrdna metoda podle Lichtenthaler and Buschmann,
(2001) pro vypocet celkového mnozstvi obsazenych karotenoidii ve vzorku za pomoci
UV-Vis spektrometrie. Tento krok predchazel HPLC analyze, jelikoz podaval informace o
tom, kolik karotenoidii vzorek obsahuje i s moznosti odhadu jaké latky by se ve vzorku mohly
nachéazet. Jiz diky této analyze bylo zjisténo, Ze tfasové vzorky T. pulchra pravdépodobné
neobsahuji volny astaxanthin, naopak se piedpoklddal vyskyt B-karotenu. Jednéd se tedy o
velmi zajimavou, relativn€ levnou a rychlou informativni metodu, kterd je ideéalni pro ziskani
predstavy o obsahu karotenoidli ve vzorcich fas. Na zdklad¢ ziskanych informaci pak bylo

rozhodnuto, zdali je vzorek vhodnym kandidatem na obsahlejsi HPLC analyzu.

Identifikace jednotlivych karotenoidil a jejich zastoupeni byla dal$im krokem, pro ktery byla
na zakladé¢ literarni reSerSe vybrana metoda podle (Liu et al., 2010), jelikoz poskytovala velké
mnozstvi dobife rozliSenych signalli. Tato metoda byla déale modifikovana, aby Ilépe
odpovidala potiebam této prace. Byly testovany rizné poméry acetonitrilu, methanolu a pufru
v mobilni fazi, pficemz byly vyuzity 1 informace z dalSich testovanych metod jako (Marinova
and Ribarova, 2007), kdy procentudlni zastoupeni acetonitrilu vyrazn€ prevysuje zastoupeni
methanolu (95:5). Obsah pufru také velmi siln€ ovliviiuje vysledny chromatogram, byl tedy
vytvofen kompromis, kdy bylo dosazeno dobrého rozliSeni a retence za cenu jisté moznosti
deformace pikli ovSem bez risku, Ze se piky karotenoidii budou ve vysledném chromatogramu

piekryvat se signdlem chlorofylu. Vysledny pomér latek v mobilni fazi vyuZité v této praci
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tedy byl 94/2/4 (ACN/MeOH/0,05M Tris-HCI pufr) oproti ptivodni mobilni fazi v Liu ef al.,
(2014), ktera sestavala z ACN/MeOH/0,1M Tris-HCI pufr v poméru 84/2/14.

Ve vysledku tedy byla nalezena a optimalizovana metoda, kdy za vyuziti kombinace
stanoveni karotenoidi podle Lichtenthaler and Buschmann, (2001) a modifikované metody
dle Liu et al., (2010) je mozné relativné rychle a levné identifikovat karotenoidy obsazené ve
vzorku. Nutno podotknout, ze vzhledem k omezenym finan¢nim moZnostem nebyly
zakoupeny vsechny standardy karotenoidil, jez se ve vzorcich mohly vyskytovat. Je tedy
mozné, ze nékteré piky nebyly identifikovany z divodu, ze chybél jejich standard. Tento

problém by vsak pfti velkoprimyslovych kultivacich nemél ptedstavovat zasadni prekazku.

4.3. Nalezeni optimalnich podminek pro kultivaci 7. pulchra

Po vyizolovani byly kolonie Tetracystis pulchra (kmen C), vzhledem k tomu, Ze se jedna o
padni fasu, kultivovany na agarovych plotnach (Skaloud, 2004). Pro potieby planovanych
experimentll vSak bylo nutné, aby fasové kultury dokézaly rist suspendované v tekutém
médiu, cozZ je zasadni i pro pfipad, ze by mély byt kultivovany ve velkém métitku. Doposud
totiz nebyla nalezena vhodn4 metoda kultivace aeroterestrickych fas, ktera by nevyzadovala
schopnost téchto fas rist suspendované v médiu (Katarzyna et al., 2015). Jak se vSak
ukézalo, bunky 7. pulchra byly jiz pii prvotnich testech Uspé$né kultivovany i v tekutém

médiu, ackoliv rast byl pomalejsi.

Pfi kultivaci v multikultivitoru v malém méfitku dochédzelo k tvorbé sedimentti a shlukil
bunék. Tento problém byl néasledné vyfeSen optimalizaci aeracnich ty¢inek. Domnivam se, ze
dostate¢né michani média v nadrzich opatfenych promichavacim ramenem nebo dostate¢na

pratokova rychlost ve fotobioreaktoru by problém tvoteni shlukii zcela eliminovala.

Vzhledem k primérmym teplotdm v oblasti (State Meteorological Agency - AEMET - Spanish
Government, no date), kde byly vzorky ziskany byly urCeny testované teplotni hladiny
s predpokladem, ze 10 °C bude spodni stresova hranice a 30 °C bude horni stresova hranice.
Bylo prokazéano, ze nevhodné teploty zpomaluji rist kultury, zejména pak vyssi teplota se
ukazala byt jako zna¢ny inhibitor riistu biomasy. Jako optimalni teplota bylo ustanoveno
22 °C, coz je relativné nizsi, nez optimalni teploty vyuzivané pii kultivaci tas jako Dunaliella
salina ¢1 Haematococcus pluvialis, kdy se idealni teplota pro kultivaci s nejvysSim ziskem
biomasy i karotenoidli pohybuje okolo 25-30 °C (Brennan and Collins, 2015; Gong and Bassi,
2016).
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Z teplotniho experimentu bylo zjisténo, ze bunky 7. pulchra nejlépe rostly pfi teploté 20 °C
v tekutém médiu a piekvapivé pii 10 °C na agarovych plotnach, ovSem i zde dosahovala
teplota 20 °C velmi dobrych vysledkii. Ackoliv Cisté¢ pro rast biomasy by se tedy teplota
20 °C zdéla jako optimalni, konecnym cilem zde bylo ziskat karotenoidy, které¢ se dle
subjektivniho pozorovani ve vyssi mife vyskytovaly ve vzorcich kultivovanych pii teplotach
25 a 30 °C, coz by odpovidalo teplotam idealnim pro tvorbu karotenoidd, jak je udavano v
Del Campo et al., (2004). Byl tedy vytvofen kompromis a vzhledem k tomu, ze dalsi

experimenty probihaly v tekutém médiu, byla zvolena optimalni teplota 22 °C.

Optimalni intenzita svétla pro rdst se mezi riznymi zastupci mikrotfas velmi li§i, miZze se
pohybovat kdekoliv mezi 50-1250 pmol m? s (Gong and Bassi, 2016). Pro T. pulchra byla
na zéklad& pozorovani pii prvotnich testech stanovena intenzita 200 umol m? s™! jako idealni

pro nartst biomasy.

Dale bylo z experimentli vypozorovano, ze kultura mnohem vice prosperuje je-li kultivovana
v médiu s dusikem a bez pfitomnosti UVA zafeni (368 nm, intenzita 0,7 mW). Oba tyto
zavéry jsou logickym vyusténim fakt, ze dusik je klicovym prvkem pro uspésné déleni
bunék a UVA je obecné povazovano za stresovy faktor (Kim and Watanabe, 1994; Del

Campo et al., 2004).

Nejvyraznéjsi byl rozdil v biomase pii experimentech s dusikovou limitaci, kdy kultury
kultivované v médiu bez dusiku dosahovaly méné nez polovi¢nich hodnot OD oproti
kulturdm v médiu s dusikem (Obr. €. 13, 14). Pozoruhodnym tkazem byl vzorek s oznacenim
L4 (osvit 200 pmol m? s!, BBM bez dusiku), ktery vyrazné pred¢il viechny zaznamenané
hodnoty (OD pii1 680 nm mélo hodnotu 2,275). JelikoZ k tomuto navySeni doslo skokové po
nékolika dnech kultivace je mozné, Ze doSlo ke kontaminaci vzorku, kdy kontaminace mohla

slouZit jako zdroj dusiku, ovSem tyto domnénky nebyly potvrzeny.

Vzorky vystavené UVA zafeni (368 nm, intenzita 0,7 mW) v oblasti hodnot koncentrace
chlorofylu nesledovaly stejny trend jako kontrola. U vzorkd vystavenych UVA zatfeni nebyl
natolik zfejmy rozdil mezi kulturami v médiu s dusikem a bez dusiku, hlavni roli zde hrala
teplota. Narozdil od toho u kontrolni skupiny vzorki mély kultury v klasickém BBM vyrazné
vys$$i piirtistky biomasy nez kultury v BBM bez dusiku, kterym biomasa po prvotnich
prirastcich postupné klesala. V obou piipadech vSak nejvyssi dosazend hodnota koncentrace
chlorofylu byla ziskdna ve vzorcich kultivovanych ve 30 °C. Tento vysledek je v rozporu

s udaji v Brown and Bold, (1964) i s dfive ziskanymi vysledky této prace.
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UVA zéfeni (368 nm, intenzita 0,7 mW) zfejm¢& ovlivnilo rist kultury, coz je efekt, ktery se
ptfi dlouhodobém vystaveni mlze objevit, jak bylo potvrzeno v Kim and Watanabe, (1994).
Pfitomnost UVA zéafeni zfejm¢ castené kompenzovala ztraty zplisobené dusikovym
hladovénim az do té miry, Ze bezdusikaté¢ kultury kultivované pii teplotach 22 a 30 °C
dosahly stejné biomasy jako kultury kultivované v kontrolnich podminkach (bez UVA zéfeni)
za stejné teploty ovSem s obsahem dusiku. Jeho piisobeni v kombinaci s dal§imi stresovymi
faktory muze byt vysvétlenim abnormalnich vysledkt ziskanych v tomto experimentu, ov§em

tyto domnénky nejsou potvrzeny.

4.4. Uréeni kmenu

Identifikace kmenu je kritickd pro vyhledavéani informaci o fase a porovnavani ziskanych
vysledkli mezi jednotlivymi studiemi. Zejména u aero-terestrickych zelenych tas vSak jejich
uspésna identifikace muze znamenat urcitou vyzvu. V porovnani se sladkovodnimi a
motskymi fasami jsou pidni fasy méné studované, coz znamena, Ze i jejich taxonomie prosla
menSim vyvojem. Systematika pldnich fas je problematickd, zejména zelenych
jednobunéénych fas, jejichZ jednoduchd morfologie neposkytuje znaky pro rozliSeni. Vyuziti
molekularnich metod odhalilo polyfyleti¢nost mnohych rodu a pfineslo s sebou nutnost revize
systému, kterd vSak ve vétSiné pripadu zatim nebyla provedena (Andersen, 1992; Johansen

and Shubert, 2001).

Mnoho linii jednobunécnych zelenych tas neodpovida soucasnym taxonomickym kategoriim,
jejich charakterizace je tedy znaéné naro¢na. Taxonomie nékterych skupin byla dfive
zaloZena Cisté na morfologickych znacich, ovS§em vysledky modernich fylogenetickych metod
témto tradicnim zafazenim Casto odporuji. Nelze tedy spoléhat na morfologické znaky jako
spolehlivy urcovaci nastroj. Jako pomocné poznavaci znaky se daji povazovat nékteré prvky
ultrastruktury bunék, ale nejvhodnéjsi pro urceni je kombinace molekularnich a fenotypickych

znakil (Nakada et al., 2008; Borowitzka, 2016; Watanabe and Lewis, 2017).

Na zakladé kombinace pozorovani svételnym 1 transmisnim elektronovym mikroskopem,
genetické charakterizace a fylogenetické analyzy byl kmen C a kmen F alespol obecné
zatfazen do systému, polyfyleticky rod Tetracystis, je pravé jeden ztéch, ktery vyzaduje
rozsahlou taxonomickou revizi (Watanabe and Lewis, 2017). Nicmén¢ byly ziskany dilezité

informace o téchto kmenech, které maji vysokou vypoveédni hodnotu.

Kmen C byl identifikovan jako Tetracystis pulchra na zaklad¢ pozorovani a porovnavani

s udaji v publikaci Brown and Bold, (1964) a za pomoci informaci z Watanabe and Lewis,
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(2017) a Nakada et al., (2008). Nyni vSak T. pulchra Celi dalsSimu problému, v souc¢asné dobé
totiz cely rod Tetracystis podléhd znacnym zméndm a je pravdépodobné, Ze zcela zanikne
(Watanabe and Lewis, 2017). Jednotlivi zastupci rodu tedy zfejmé budou pietazeni na zaklade

molekularnich dat a dale budou existovat pod jinym oznacenim.

Kmen F nebyl identifikovan do druhu, pouze bylo zjisténo, ze je ptibuzny s Tetracystis
tetraspora SAG 98.80 a patii do cladu Stephanosphaerinia. Toto zatfazeni je podpofeno
pozorovanim podobnosti ultrastruktury pyrenoidu kmenu F a Chlorococcum tetrasporum
(Brown, 1958) a na vysledcich molekuldrni analyzy, ktera udava 94,9% podobnost (v 18S
rDNA, BLAST) s Tetracystis tetraspora SAG 98.80. Stejné¢ vysoka podobnost byla
zaznamenana i s fasou Protosiphon botryoides, ten se vSak vyrazné lisi svou morfologii

(Lewis and Trainor, 2012).

4.5. Problematika ziskavani novych kmenu z prirody

Mikroskopické tasy predstavuji z velké ¢asti neprozkoumané a nevyuzité obnovitelné ptirodni
zdroje mnoha vyznamnych latek. To zahrnuje i karotenoidy, latky vyuzivané v mnoha
pramyslovych odvétvich, od akvakultur k farmacii (Jin and Melis, 2003; Egeland, 2016).
V dnes$ni dobé& roste poptavka spotiebiteli po ptirodnich alternativich uméle vyrabénych
karotenoidd. Tato skutecnost spolu s faktem, Ze byly prokazany pozitivni efekty ptirodnich
karotenoidd na lidské zdravi vytvati potfebu a prilezitost nalézt nové zplsoby ziskavani
téchto latek ptirodni cestou (Zhang et al., 2014). Velkymi vyhodami kultivace fas za ucelem
ziskavani karotenoidli je jejich vysoka riistova rychlost, relativné jednoducha kultivace a
moznost vyuziti odpadnich produktii jako médium. Navic oproti jinym pfirodnim zdrojim
vykazuji mnohokrat vyssi vytéznost (Jin and Melis, 2003; Liu et al., 2012). I pfes vSechny
tyto vyhody a vysokou poptavku spotiebitelti vSak zatim pramyslové kultivace karotenoidt
nejsou prili§ casté. Problémem je vysokd cena, protoze vytézky zftas, ackoliv relativné

vysoké, nejsou dostatecné, aby dokazaly splnit pozadavky pro primyslové aplikace.

Pidni fasy jsou schopné prezit extrémni podminky jako vysokd ozafenost, vysoké teploty a
pfitomnost UV zéfeni, z velké ¢asti i1 proto, Ze mnoho z nich jako sviij obranny mechanismus
tvoii a akumuluje karotenoidy. Ty je, jakoZto antioxidanty, U¢inné chrani eliminaci ROS
vzniklych témito stresovymi faktory, proto se ptidni fasy jevi jako vhodna volba pii hledani
novych zéstupci, ktefi by byli schopni tyto latky tvofit (Remias ef al., 2010; Karsten and
Holzinger, 2014).
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Z téchto ditvodi byla pro sbirani vzorki zvolena vysoce oslunéné lokalita ve Spanélsku, kde
je prumérna teplota v ¢ervenci 23,8 °C (State Meteorological Agency - AEMET - Spanish

Government, no date) s nizkou mirou lidské disturbance.

Selekce vhodnych kment pro ucely studie tvorby karotenoidl probihala za pomoci slabého
UV ozarovani (UVA i UVB svétlo; Repti Glo, Reptile 200, 15.0 UVB 25 W). UVA a UVB
poskozuje kultury, které se zafeni neodkazi dostate¢né aktivné branit. Uginny obranny
mechanismus je syntéza antioxidantii. UV zafeni plisobi na kultury, které ho dokazi vydrzet
tak, Ze vyznamné zpomali fotosyntézu a podpoii tvorbu a akumulaci karotenoidti Pii
vystaveni bunék UVA/UVB, dochazi totiz ke vzniku ROS, které jsou antioxidanty
eliminovany. Nedokaze-li si tedy buinka nékteré takové obranné latky vytvofit, kultura je
eliminovana (Remias ef al., 2010; Karsten and Holzinger, 2014). Toto slabé UV zareni tedy
mohlo podpofit ¢ervenani kolonii (tvorbu karotenoidill), to ovSem neni potvrzené., jelikoz ke
zméné barvy mohlo dojit vyCerpanim zivin z média. Nicméné nezpomalovalo rlst

selektovanych kolonii.

5. Zavér

V ramci diplomové prace byly z pfirody ziskany a vyizolovany dva kmeny (kmen C a F)
pudnich fas, u kterych se projevil potencial pro produkci karotenoidu. Jejich selekce probihala
za vyuziti ozafovani velmi slabym UV zafenim, které mohlo podpofit tvorbu karotenoidu.
Kmen C byl identifikovan jako Tetracystis pulchra (clade Dunaliellinia) a kmen F, a¢ blize

neidentifikovan, byl zatfazen do cladu Stephanosphaerinia s urcitou piibuznosti Tetracystis

tetraspora SAG 98.80.

Nalezené¢ kmeny byly nasledné podrobeny sérii pokusi urcenych k optimalizaci jejich
kultivace, kde bylo zjisténo, Ze kmen F neni vhodny pro dalsi praci, jelikoz nedokdze tispé$né
rast suspendovan v tekutém médiu. I ptes aplikaci mechanického promichévani tvotily bunky
shluky a sedimentovaly na dn¢ zkumavek. Prace s kmenem F tedy dale nepokraCovala. Pro 7.
pulchra vsak byly nalezeny optimalni podminky pro kultivaci. Idedlni pro nartst biomasy je

kultivace v klasickém BBM médiu pii teploté 22 °C a za intenzity osvitu 200 pmol m? s,

Pro stanoveni karotenoidii byla optimalizovana metoda pro jednoduché a rychlé stanoveni
celkového mnozstvi karotenoidi nasledované podrobnou analyzou pro jejich identifikaci a
kvantifikaci. Celkové mnozstvi karotenoidi se da po extrahovani vzorku urcit
spektrometricky podle Lichtenthaler and Buschmann, (2001), coz poskytne informace o

vhodnosti vzorku pro dal$i analyzu a mizZe 1 informovat o zékladnim sloZeni karotenoida.
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Identifikace jednotlivych karotenoidu a zjiSténi jejich obsahu ve vzorku bylo provedeno za
pomoci modifikované metody dle Liu er al., (2010). Ackoliv je nutno brat v potaz, ze
metodika musi byt pfizplisobena vlastnostem zkoumané fasy, zejména pii extrakci,
kombinace metod podle Lichtenthaler and Buschmann, (2001) a Liu et al., (2010) je velmi

uziteCny postup pro ziskani piedstavy o karotenoidech obsazenych ve zkoumaném vzorku.

Byl studovan vliv jednotlivych stresovych faktorti a jejich kombinaci na kvalitu i kvantitu
karotenoidi. Celkové mmnozstvi karotenoidii v 7. pulchra se pohybuje v fadech jednotek
mikrogramit na mililitr vzorku snejvyssi dosaZzenou hodnotou 5,668 mg/l. Nejvice
zastoupenym karotenoidem v 7. pulchra se ukazal byt B-karoten, a naopak nebyla zjisténa
pfitomnost volného astaxanthinu. Vyraznym vlivem na tvorbu karotenoidi se ukazal byt
stresovy faktor intenzita svétla, ale 1 dusikové hladovéni nebo teplota. Vliv UVA zéfeni by
m¢él byt déle testovan. Z vysledki jasn€ vyplyva, Ze pro uspésné kultivovani mikroskopickych
fas za ucelem zisku urcitého karotenoidu je nutné predem védét jaky karotenoid ma byt z fasy
ziskavan, jelikoz riizné stresové faktory se svym vlivem na produkci jednotlivych karotenoida

velmi lisi, viz Tab. ¢. 14.

Nejvyssi zaznamenané hodnoty

Experiment Podminky kultivace Vysledek
Dvoufazova kultivace klasick¢é BBM Celkové mnozstvi
22 °C karotenoidi
osvit 200, nisledné 900 umol m?s! | = 5,668 mg/l
Vliv svételné intenzity a BBM bez dusiku Obsah B-karotenu
obsahu dusiku v médiu na 22 °C =30,633 pg/g susiny
riist a hromadéni karotenoidii | osvit 400 pmol m? s°!
Vliv svételné intenzity a klasické BBM Obsah luteinu a
obsahu dusiku v médiu na 22 °C zeaxanthinu
rlist a hromadéni karotenoidd | osvit 80 umol m™ s™! = 50,296 pg/g susiny

Tab. ¢. 14: Nejvyssi zaznamenané hodnoty koncentrace karotenoidli napfi¢ vSemi experimenty doplnéné o
konkrétni podminky, kdy byly tyto koncentrace dosazeny.

Tato prace vrha svétlo na téma potencidlu v pfirodé se vyskytujicich pidnich fas v oblasti
biotechnologie karotenoidd. V praci je zahrnut novy pohled na metodiku kultivace a stanoveni
karotenoidd stejné jako obsahlé pozorovani efektii riznych stresovych faktort. Predevsim
vSak bylo dokdzano, Ze by v pfirod¢ se vyskytujicim kmenim mélo byt vénovano vice

pozornosti.
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