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Abstrakt

Rasy rodu Halimeda jsou vyznamni zastupci zelenych fas, a to diky své schopnosti
kalcifikovat. Kalcifikace je proces precipitace CaCOs ve formée aragonitu nebo kalcitu, ktery
se posléze uklada na dn€ moii a podili se tak na tvorbé sedimentarnich hornin. O kalcifikaci
u zastupci rodu Halimeda je znamo pomérné malé mnozstvi informaci, a to zejména o jeho
nasledném ukladani ¢i rozloZeni v rdmci rostliny. Jednim ze zastupcii kalcifikujicich fas je
Halimeda tuna 7zijici ve Stfedozemnim mofi, kde zde tvofi nemalou ¢ast podmoiské
vegetace. Tyto fasy maji stélku slozenou ze segmentt, jejichz vnitini strukturu tvofi utvary
zvané utrikuly — pravé v nich se uklad4 aragonit.

Moje prace si kladla za cil zjistit, zda rozdilné velikosti utrikulti v rdmci jednoho
segmentu maji vliv i na nésledné rozlozeni aragonitu. Vysledky ukazaly, ze rozlozeni
mikrokrystalli aragonitu neni zavislé na velikosti utrikulll — je tedy rozprostfen rovhoméerné
napii¢ segmentem. Dale jsme zkoumali, zda se proces kalcifikace bude lisit v zavislosti na
¢ase odbéru v rdmci roku. Z naSich dat se zda, Ze tento proces vykazuje urcitou sezonalitu.
Nejmensi mira kalcifikace byla pozorovand v fijnu, nejvétsi v Cervnu. Zaroven jsme
potvrdili pfedchozi zjiSténi nasi laboratote tykajici se gradientu velikosti utrikulii. Vysledky

této prace mohou slouzit jako podklad pro dalsi badani.

Klicova slova: Halimeda, kalcifikujici fasy, segment, utrikuly, aragonit



Abstract

Algae of the genus Halimeda are important representatives of green algae, thanks to
their ability to calcify. Calcification is the process of CaCOs3 precipitation in the form of
aragonite or calcite, which is then deposited on the bottom of the sea and thus participates in
the formation of sedimentary rocks. Relatively small amount of information is known about
calcification in representatives of the genus Halimeda, and in particular about its storage and
distribution within the plant. One of the representatives of calcifying algae is Halimeda tuna
living in the Mediterranean Sea, where it forms a significant part of the underwater
vegetation. These algae have a thallus composed of segments, the internal structure of which
is formed by utricles — a structure in which the aragonite is deposited.

The aim of this work was to find out whether the different sizes of utricles within
one segment have an effect on the subsequent spatial distribution of aragonite. The results
showed that the distribution of aragonite microcrystals is not dependent on the size of the
utricles — it is therefore equally spread across the segment. Furthermore, we investigated
whether the calcification process would differ depending on the time of sampling during the
year. From our data it appears that this process exhibits some seasonality. The smallest
amount of calcification was observed in October, the largest in June. At the same time, we
confirmed our laboratory's previous findings regarding the utricle size gradient. This work

can serve as a ground for further research.
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1 Seznam zkratek

Ca*" Vapnik

CaCO3 Uhli¢itan vapenaty

CO, Oxid uhli¢ity

COs* Trioxid uhliku

DNA Deoxyribonukleova kyselina

H>O Voda

HCl Kyselina chlorovodikova

HCOs3 Hydrogenuhli¢itan

tufA Transla¢ni elongacéni faktor Tu I(translation elongation factor Tu 1)



2 Uvod

Zelené tasy hraji dilezitou roli v celém ekosystému. Kromé spotfebovavani uhliku a
produkce kysliku na Zemi, tvofi také znacnou ¢ast podmotské vegetace, ktera slouzi napft.
jako ukryt nebo potrava pro zivocichy. Makroskopické moiské zelené tasy, jakasi obdoba
suchozemskych bylin, mohou tvofit podvodni louky. Jejich télo se vSak na rozdil od
terestrickych rostlin nazyva thallus. Jednou z takovych fas jsou i ty z rodu Halimeda, jejichz
thallus je tvofen jednotlivymi segmenty. Zastupci tohoto rodu jsou v ekosystémech
nepostradatelni, a to predevsim kviili jejich schopnosti ukladat uhlik v jeho anorganické
formé. Tato vlastnost je klicova, nejen kviili udrzovani stabilniho mnozstvi uhliku na Zemi,
ale 1 tvorbé vapencovych hornin. Ty vznikaji tzv. kalcifikaci, coZ je proces ptemény CO: na
CaCOs ve formé aragonitu.

O celém pribehu kalcifikace, a predevsim o jeji mite u rodu Halimeda je znamo
pomérné malo informaci. Tato diplomové prace se zabyva detailné fasou Halimeda tuna, u
niz byl sice vznik aragonitu obecné popsan jiz na konci 20. stoleti, ale jeho nésledné ukladani
nebo kone¢né rozlozeni nebylo dosud zkoumano.

Predkladana prace vychazi z nedavné studie nasi laboratote, ktera se zabyvala vnitini
strukturou segmentli u druhu H. tuna, a predev§im velikosti tzv. povrchovych utrikuld. To
jsou ztlusténiny na okrajich jednotlivych segmenti, které u H. tuna utvaii obdobu epidermis.
Diky tomu, Ze zname stavbu segmentu, mizeme nyni dale navazat vyzkumem zamétujicim

se na ukladani CaCOs v ramci jednoho segmentu.



3 Literarni prehled

3.1 Taxonomie rodu Halimeda

Zelené tasy rodu Halimeda se tadi do celedi Halimedaceae, patiici do fadu
Bryopsidales a t¥idy Ulvophyceae, ktera patii do chlorofytni vétve zelenych rostlin. Rad
Bryopsidales se diive clenil na 8 Celedi (Udoteaceae, Pseudocodiaceae, Halimedaceae,
Caulerpaceae, Dichotomosiphonaceae, Bryospsidaceae, Codiaceae, Derbesiaceae) (Lam &
Zechman, 2006). S cilem blize pochopit diverzitu fas na molekularni irovni a upiesnit jejich
taxonomické rozdeleni byla provedena fada studii zaméfujici se naptiklad na evoluci
chloroplastovych genomt (Cremen et al., 2018). Z nich velmi dilezita byla studie provedena
vroce 2019, kde védci posoudili nejenom fylogenezi fadi pomoci chloroplastovych
genomt, ale také osekvenovali 32 novych , diky cemuz zvysili mnoZzstvi vzorkd a méli
dobrou podporu pro zkoumani hlavnich linii. Diky takto velkému souboru dat pfinesli
nékolik novych pohledt na fylogenetickou historii Bryopsidales a navrhuji novy klasifikacni
systém (viz. obrazek ¢&.1), ktery je nyni obecné pfijimany jako platny. Celed” Halimedaceae
tak nyni obsahuje 7 linii, kde linii 5 tvofi podrod Halimedeae, ktera zahrnuje 50 druhti véetné
druhu Halimeda tuna, kterd je predmétem této diplomové prace (Cremen et al., 2019,

www.algeabase.org)
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Obrazek €. 1: Navrh nového klasifikacniho systému (podle Cremen et al., 2019).
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3.2 Morfologicka struktura

Rasy rodu Halimeda maji sifonalni neboli vlaknity typ stélky. Stélka neboli thallus
je ptipevnéna k povrchu pomoci propletenych, téz sifonalnich vldken, ktera se nazyvaji
holdfast. Thallus se sklada z vegetativnich kalcifikovanych segmentt, které spojuji nody
(uzly), témi prochazi vldkna (viz. Obrazek ¢. 2). Ta jsou zékladni stavebni jednotkou celé
rostliny. Osu téla tvori centralni medularni vlakno, které se dale vétvi. Sifonalni typ vlaken,
ktery je charakteristickym znakem rodu Halimeda, neobsahuje v jednotlivych vlaknech
pricné stény, které by rozdélovaly vlakna na samostatné bunky (Verbruggen et al., 2009).

H. incrassata

segmenty

thallus

Obrazek ¢ 2: Stavba stélky tasy H.  incrassata  (upraveno  podle:

https://biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfm/metas/view/23924).

Vnitini strukturu jednotlivych segmentii tvofi jiz zmitiovana vldkna. Z hlavniho
medularniho vldkna vybocuji vldkna postranni, které tvoii ztluSténiny neboli utrikuly. Na
svych koncich vytvaii kratké ztluSténiny neboli primérni utrikuly, které na okrajich
segmentu vytvaii obdobu epidermis. Na primarni navazuji smérem dovniti segmentu
sekundarni, a nakonec terciarni utrikuly. Mezi jednotlivymi utrikuly se tvofi tzv.
intercelularni prostor, kam se uklada aragonit (CaCO)s, ktery vznikd procesem kalcifikace

(viz. Obrazek ¢. 3) (Hillis-Colinvaux, 1980).
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utrikuly

interutrikuldrni prostory

Obrazek €. 3: Pricny fez segmentem tasy rodu Halimeda (upraveno podle Stanley et al.,
2010).

U sifondalniho typu stélky se stale zkouma, kdy vlastné béhem evolu¢niho vyvoje
ttidy Ulvophyceae vznikl. Pfedpokladalo se, Ze cela ¢eled’ Halimedaceae se vyvinula z jedné
ze 3 linii Bryopsidales, nazyvané Protohalimedaceae, kterd byla charakteristicka
mnoho&etnymi meduldrnimi vldkny. Celed’ se z linie méla vyvinout ve druhé poloving
permu (prvohory) a diverzifikovat se v prubéhu kenozoika (druhohory) (Dragastan &
Schlagintweit, 2005). Nicméné podle studie z roku 2009 nejsou vztahy mezi fosilnimi
taxony a liniemi ve fylogenezi existujicich taxond evidentni. Halimedaceae se sice vyvijeli
v obdobi permu, ale samotna kalcifikace, ktera je predevsim pro rod Halimeda specificka,
se diive podle vysledkl v Zadnych zdznamech fadu Bryopsidales nevyskytovala. Ze studie
dale vyplyva, Ze vnitini struktura stélky byla az do pozdniho paleozoika pomérné
nekolikrat nezavisle na sob¢ az v obdobi permu a triasu (druhohory) (Verbruggen et al.,
2009b). Zda byla tedy linie Protohalimedaceae pfedkem v soucasnosti znamé celedi
Halimedaceae se zatim nevi, ale na zaklad¢ této studie to vypada, Ze bylo plivodni rozdéleni

na 3 linie chybné.
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Morfologickéd klasifikace stélek druhti rodu Halimeda se také postupem cCasu
zménila. Historicky se stélky délily na dva typy, a to na uniaxialni a multiaxialni. Prvni typ
stélky byl charakteristicky tim, Ze ma praveé jedno centralni vlakno a velmi kratky holdfast,
ale tomuto typu odpovidé pouze jediny zndmy druh, a to H. cryptica. Do druhého typu,
ktery se vyznacuje tim, ze se vlakna dale vétvi, se fadily vSechny ostatni, do t¢ doby zndmé
druhy Halimed. Tento typ se délil jesté na dva podtypy, které se rozliSovaly délkou holdfastu,
a také podle typu substratu, na kterém rostly (Hillis-Colinvaux, 1980). Nasledn¢ vzniklo na
zaklad¢ molekularné-fylogenetické analyzy rozdé€leni nové, odpovidajici fylogenetické
struktuie skupiny. Toto nové rozdéleni dalo vznik péti morfologickym skupindm (sekcim) —
Rhiphalis, Micronesicae, Halimeda, Pseudo-Opuntia, Opuntia. Kazda ze skupin ma své
charakteristické rysy, lisi se napt. lokalitou, kde rostou (fasy typu Opuntia rostou prevazné
na chranénych stanovistich, kdezto fasy typu Micronesicae rostou spiSe v mistech
ovlivnénych vlnami). Do tieti sekce — Halimeda — patii mimo jiné Halimeda tuna, ktera je

predmétem této diplomové prace (Verbruggen & Kooistra, 2004).

3.3 Ekologie

3.3.1 Autoekologie

V soucasné dobé je popsano 50 druhii v rdmci rodu Halimeda. S tolika druhy se poji
také jejich fenotypova i ekologicka rozmanitost. Rasy rodu Halimeda jsou ekologicky velmi
uspesné, za coz vdeéci bezpochyby prave své evolucni variabilité. Vytvotily si hned tii druhy
holdfastu, tedy zplisobu ptichyceni k substratu (viz. Obrazek ¢.4).

Prvnim z téchto tii je tzv. typ soft-bottom, ktery se vyskytuje u zastupcti, jeZ rostou
pfevazné na pis¢itém podlozi. Tento typ holdfastu je tvofen shlukem vldken, kaminka a
pisku a miZe se na prvni pohled zdat, Ze rostlina tvofi klasické koteny cévnatych rostlin,
proto se mu také tikd rhizoidni. Tento ,,pisCity* typ holdfastu miiZzeme najit napt. u H.
favulosa, H. incrassata, H. monile, H. simulans, H. borneensis, H. cylindracea, H.
incrassata, H. macroloba, H. melanesica.

Druhy typ holdfastu je ptizpisobeny zivotu na kamenech ¢i skalach a podle svého
substratu nese ndzev hard-bottom. Tento typ naopak potiebuje velmi rozvétvena vlakna,
pomoci kterych se rostlina dokéze udrzet na nerovném, ale pevném povrchu. Druhy typ

holdfastu maji napt. H. cryptica, H. fragilis, H. micronesica, H. discoidea, H. hummii, H.
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scabra, H. tuna, H. discoidea, H. gigas, H. lacunalis, H. macrophysa, H. magnidisca, H.
taenicola, H. cuneata, H. gracilis, H. lacrimosa.

Ttetim, a také poslednim typem holdfastu je tzv. loose-lying, ktery je velmi variabilni
co se tyce podloZzi, na kterém se potfebuje uchytit. Rostlina s takovymto typem holdfastu
muze totiz vypustit vlakna v podstaté kdykoliv a z jakékoliv ¢asti rostliny. Tento univerzalni

typ je znamy predevsim u druhu H. opuntia (Hillis-Colinvaux, 1980).

Loose-lying

Obrazek ¢. 4: Tii typy holdfastu neboli typy pfichyceni rhizoidnimi kofeny (pfevzato

z Ce¢manova, Bakalaiska prace 2020).

Halimedy se v ptirodnich spolecenstvech Casto vyskytuji v tzv. bioherms, coz jsou v
podstaté¢ takové podmotiské louky, které jsou dileZitym tropickym biotopem. Slouzi
predevsim jako obrovska zasobarna CaCQOs, ale také jako ukryt ¢i krmivo pro mnoho
riznych zivocichii. Aktivni bioherms, tedy ty, které stale aktivné nariistaji, byly popsany
hned na nékolika lokalitach, jako jsou naptiklad chranéné Selfové oblasti v Javském mofi
nebo v Indonésii (Roberts et al., 1987a; Roberts et al., 1987b; Roberts & Phipps 1988). Dalsi
z lokalit popsal Hine se svymi kolegy v jihozapadnim Karibiku (Hine et al., 1988). Jina
zkoumana lokalita byla na Selfech u velkého bariérového utesu, kde védci zjisStovali, jaké
mnozstvi uhli¢itanu vapenatého jsou tyto vodni louky schopné pojmout. Dosli k zavéru, ze
oproti diive uvadénym tdajim jsou tyto bioherms schopny pohltit mnohem vétsi mnozstvi
CaCOs, nez se puvodné piedpokladalo. Dokonce podle této studie obsahuji az 4x vice

sedimentu CaCOs nez koralové utesy v této oblasti, proto autofi upozoriuji na to, aby se tyto
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louky nepodcenovaly, a to predevs§im v jejich pfinosu k ukladani uhliku v jeho globalnim

kolob¢hu (Rees et al., 2007).

3.3.2 RozmnozZovani

U ftas rodu Halimeda se setkdvame s obéma typy rozmnozovani — pohlavnim i
vegetativnim. Pohlavni rozmnozovdni u tohoto rodu je prozatim relativné malo
prozkoumang, a to predevsim proto, ze je tento zpusob rozmnozovani spjat s odumienim
piislusné stélky rostliny, coz je pro védce velka piekézka pro jejich pozorovani, protoze se
tim padem halimedy timto zpisobem rozmnozuji velmi zfidka, a to obvykle jen jednou za
nékolik vegetativnich generaci. Sam¢i 1 samici gamety jsou pravdépodobné morfologicky
identické, jedna se tedy o rozmnozovani izogamické. Tento proces zahrnuje tvorbu velkého
mnozstvi dvou-bicikatych gamet. Tyto gamety se ndsledné uvoliiuji z gametangii, ktera jsou
soucasti gametoforu, ten se nachdzi na okrajich segmentii (viz. Obrazek ¢. 5). Poté gamety
splyvaji. K samotné tvorbé gamet se vyuzije cely matetsky protoplast, coz by naznacovalo
tvorbu velkého mnozstvi zygot. BohuZzel o dal§im osudu zygoty toho zatim neni moc znamo.
S nejvétsi pravdépodobnosti kli¢i, roste a vyviji se v prvnich mésicich velmi pomalu (Hillis-

Colinvaux, 1980; Vroom et al., 2003).

Obrazek €. 5: Gamety v gametoforu na okrajich segmentl (pfevzato z Ximenes ef al.,
2017).

Vegetativni, téZ nepohlavni, zplisob rozmnozovani je, jak jiz bylo zminéno, mnohem

Castéjsi. Techto zplsobli rozmnozovani je hned nékolik. Typické pro zastupce zijici na

pis¢itém podlozi je tzv. ,,vysilani bézct*. Tyto bézci jsou rhizoidni vldkna, ktera rostou pod
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cey

povrchem pisku, coz znamend, Ze na prvni pohled nejsou vidét, a proto rostliny zijici na
piscitém podlozi sice vypadaji, jako by kazda rostla samostatné, ale Casto tomu tak neni.
Nové rostlinky totiz Castokrat vznikaji pravé z rhizoidnich vlaken, a tak se jedna v podstaté
o jednoho jedince. DalSim zplsobem vegetativniho rozmnozovani, ktery vyuzivaji fasy
rostouci napt. na kamenech, je kliceni vegetativni Casti. Nové rostliny mohou vznikat

z kouska stélek, ale také z celého segmentu (Hillis-Colinvaux, 1980; Vroom et al., 2003).
3.3.3 Kryptické druhy

U fas rodu Halimeda existuji tzv. kryptické druhy. Jsou to druhy, které se vyznacuji
tim, Ze dva nebo vice zastupcl bylo nebo stale je chybné povazovano za jeden druh, protoze
je od sebe nelze jednoznaéné morfologicky odlisit. To se povedlo az na zaklad¢ genetickych
studii. Pravé H. tuna je také jednim z druhd, které jsou tvoreny komplexem viceméné
kryptickych linii. Dfive se védci domnivali, Ze je tento druh kosmopolitni, ale podle studie
z roku 2005, kde byla pouzita molekularni data, to vypada, Ze se jednd minimaln€ o druhy
dva (Verbruggen et al., 2005b). Dalsim kryptickym druhem je H. gracilis ktera se méla napf.
u pobtezi Nové Kaledonie a Malediv vyskytovat jako jediny druh, ale po provedeni studie
zroku 2012 védci zjistili, Ze je to komplex nejméné ctyt druhd (Dijoux et al., 2012).
Kryptickych druht bychom naSli je$t¢ mnohem vice, jak naznaCuji studie napf.
z Andamanského mote tykajici se druhlt H. borneensis, H. discoidea, H. gigas, H.
macroloba, H. micronesica, H. minima, H. opuntia, H. renschii a dvou druhli zatim
nepopsanych (Pongparadon et al., 2015) nebo druhit H. soniae a H. jolyana z brazilského

pobiezi (Ximenes et al., 2017; Ximenes et al., 2019).

3.4 Geologicky vyznam

Rasy rodu Halimeda kalcifikuji, konkrétn& pak ve svych stélkach tvoii aragonit. Jsou
to tedy vyznamni producenti vapencovych hornin. Diky schopnosti kalcifikovat nachazime
jejich fosilni zdznamy, diky ¢emuz jsou halimedy také vyznamnym geologickym zastupcem
(Fligel, 1988). Fosilni zaznamy miiZeme potom vyuzit ke zjiStovani informaci o Sifeni
jednotlivych druhti. Toho vyuzili védci, ktefi pomoci fosilnich zaznami zjistili, jak a kdy se
pravdépodobné H. tuna rozsitila do Sttedozemniho mote. Pro Sifeni této priméarné tropické

vvvvvv

byla podle védcii v této oblasti zejména v prvni ¢asti obdobi neogénu. Podle zdznamt se v
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tuto dobu smérem od rovniku rozsitovaly i1 dal$i organismy. I ptesto, ze se poté voda ve
Stfedozemnim moti opét ochladila, H. tuna se tomuto prostiedi ptizpisobila a jiz zde ziistala
(Reuter et al., 2012). Fosilni zaznamy dalSich zastupct rodu Halimeda byly ziskany napf.
z italskych Dolomitii a odpovidaji obdobi svrchniho triasu (Nose et al., 2018). Dalsi

velmi vyznamné nalezist¢ halimedovych sedimentd je v oblasti Maroka, které je velmi
bohaté praveé na poziistatky tas z tohoto rodu z obdobi ranych tietihor. Oblast Maroka, kde
se halimedy nasly, je pro pfedstavu srovnatelnd s dnesni oblasti podmotskych luk v oblasti
Velkého bariérového ttesu (viz. kapitola xy). Nasly se zde jiz zdznamy z 12 taxonu staré

vice jak 50 miliont let (Dragastan & Herbig, 2007).

3.5 Halimeda tuna ve Stiredozemnim mori

3.5.1 Fylogeografie druhu Halimeda tuna ve Stfedozemnim mori

Fylogeografie poskytuje dilezity vhled do evolucni historie riiznych taxont.
Odhaluje migracni cesty, vikariza¢ni udalosti nebo populacni expanzi (Avise, 2000). Behem
poslednich 20 let vzniklo mnoho studii pro druhy z riznych geografickych oblasti, ale o
puvodnich sttedomotskych fasach je téchto informaci velmi malo, a to i pfes jejich vyznam
napf. jako tzv. ekosystémovych inZenyr. Nékolik malo téchto studii, které byly provedeny,
se vSak zaméfily na makroskopické fasy Caulerpa &1 Asparagopsis, které jsou
introdukované. Na ptivodni druhy jesté do nedavna zadné takovéto studie pfili§ publikovany
nebyly, prvni vlaStovky z let 2018 a 2019 byly zamétfené jen na nékteré Casti této oblasti
(Bermejo et al., 2018, De Jode et al., 2019, Vitales et al., 2019). Tento nedostatek informaci
je velmi zvlastni vzhledem k mnozstvi informaci fylogenetickych studii o sttedomotskych

rybach ¢i bezobratlych (Rindi et al., 2020).

Rod Halimeda je diky svému rozsiteni po celém svété ovsem idedlnim modelem pro
studie tohoto typu. Pro mediteranni oblast je Halimeda tuna pivodnim druhem, v pobieznich
biotopech je v podstate¢ vSudypfitomna a je zde velmi dblezitym producentem
karbonatovych sedimentt. Z téchto diivodu byla v roce 2020 provedena komplexni studie,
kde byla zkoumana genetickd diverzita tohoto druhu ve Stiedozemnim mofi pomoci
plastidové DNA. Diky tomu se vytvofily dva pohledy na genetickou diverzitu druhu H. tuna
v této oblasti. Pro jeden z genetickych markert (gen tufA) plati nizkd variabilita, coz

dokazuje, ze ve Stfedomoii pfedstavuje tato fasa jediny, dobfe definovany druh. U dat
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ziskanych na zakladé¢ druhého markeru (oblast péti genli pro ribozoméalni proteiny a
intergenové spacery tzv. oblast rp/2-rp/14) se ukazala separace mezi populacemi zapadniho
a vychodniho pobiezi, coz dokazuje, Ze pfechod mezi vychodem a zapadem piedstavuje
jednu z hlavnich biogeografickych diskontinuit tvofenou ptredevsim Sicilskym prilivem a
Messinskym prulivem ve Stiedozemnim mofi. Toto tvrzeni podporuje také studie u jinych
organismil napt. Sera et al., (2010), ktera zkoumala genetickou diverzitu u trav Posidonia
oceanica. 1 ptesto, ze je genetickd separace mezi zapadem a vychodem Stfedomofii
vysledkem minulych udalosti, tento trend je stale udrzovan nizkym tokem gent, ktery je

typicky pro druhy s nizkym rozptylem, kam patii prave i H. tuna (Rindi et al., 2020).
3.5.2 Riist a produkce druhu Halimeda tuna ve Stredozemnim mofri

V roce 1991 védci provedli studii, kterd trvala cely rok, aby zjistili, jak a kdy v rdmci
roku H. tuna roste a jaka je jeji produkce. Studie byla provadéna na sublitordlni populaci
v hloubce cca 18 metrii na lokalit¢ v severozapadni ¢asti Stiedozemniho mote. Jednim
z pozorovanych faktorti byl pocet stélek, ktery byl v pribéhu roku relativné staly, presto
vSak u né€j byly detekovany rozdily: nejvetsi pocet stélek byl zaznamenan v obdobi erven—
srpen a naopak nejmensi byl popsan v bieznu. Obdobi nejvétsiho ubytku bylo zaznamenano
zati—tijen. Co se tyCe velikosti samotnych stélek, tak tam byla naopak pozorovana znac¢na
variabilita. Nejveétsi nartist segmentti byl pozorovan v 1ét€ a nejvétsi ubytek béhem pozdniho
podzimu a zimy. Tyto zmény byly dany pfedev§im mnoZstvim stélek a také zménami v poctu
segmentll v ramci jedné stélky. DalSim z faktori byla produkce novych segmentt, kterd byla
vysoka v 1été, ale po zbytek roku byla velmi omezena. Vysledkem téchto dvou procesu je,
ze k ¢istému rastu studované populace H. tuna dochézi v obdobi kvéten—srpen a k poklesu
populace pak dochazi po cely zbytek roku (Ballesteros, 1991a).

Dalsi ¢asti studie bylo zkoumani vlivu vngjsich faktort jako jsou teplota, ozafeni a
koncentrace zivin na rist H. tuna. Z vysledkl vyplyva pozitivni korelace mezi teplotou a
rustem, coz dokazuje, Ze je rust druhu H. tuna zévisly na vysokych teplotach. Ozafeni
ptispiva k rychlejsimu rastu taktéz, ale v mensi mife nez teplota. Teplo a svétlo jsou tak
povazovany za dva hlavni environmentdlni faktory ovliviujici rast halimed. Naopak
podzimni ubytek pravdépodobné souvisi spise se silnymi bouiemi, které jsou na podzim pro
oblast severozapadnich vod Stfedozemniho mote typické (Ballesteros, 1989; Ballesteros,

1991a).
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Dalsi zkoumanou hodnotou je samotna kalcifika¢ni produktivita druhu H. tuna. Ta
se také ménila v zévislosti na roénim obdobi. Naméfené hodnoty primarni produkce a
produkce uhlicitanu v této oblasti byly velmi vysoké a velmi podobné odhadiim jinych
hlubinnych druht halimed rostoucich v tropickych oblastech. Z toho vyplyva, ze prispévek
sttedomoiské H. tuna v globalnim métitku bentické motské kalcifikace bude pravdépodobné
znacny (Ballesteros, 1991a).

Podrobné¢ slozeni druhti v této oblasti bylo zkoumano ve stejnou dobu jako samotna
produktivita rastu. SloZeni druht je jisté¢ dalsim faktorem ovliviujici produktivitu. H. tuna
byla v této oblasti ve vzpiimené vrstvé dominantnim druhem. Biomasu v této oblasti tvori
predevsim inkrustujici fasy, tudiz jeji mnozstvi nejlépe reprezentuje pokryti témito fasami v
ramci sezony. Maximalniho pokryti, a tim i nejvétsi biomasy, bylo dosazeno zacatkem léta.
Minimalni pokryti bylo v zim&. Druhova diverzita neni v této oblasti az tak vysoké kvili
dominantnim dvou az tfem druhlim, ale i tak se v prubéhu roku ménila. Nejvyssi byla na
zacatku léta a nejnizs$i pak koncem podzimu (Ballesteros, 1991b), coz koreluje s daty
vngjsich faktori z predchozi studie (Ballesteros, 1991a).

I na dalsi lokalité v oblasti Mallorca—Menorca byla zkouména produkce uhli¢itanu a
presto, Ze primarnimi producenti byly na vét§in€ mist jiné druhy fas ¢i jiné organismy, byla
oblast, kde byla pravé H. tuna dominantnim producentem, a i v dalSich oblastech pfispivala

k mnozstvi vyprodukovaného uhli¢itanu (Canals & Ballesteros, 1997).

3.6 Epifytické organismy rostouci na Halimeda tuna

Na stélkéch tas se Casto vyskytuji epifytické organismy. Jednim z organismt, které
na halimedach najdeme jsou epifytické druhy tfidy Hydrozoa. Vyznacuji se tim, Ze jsou to
jedny z prvnich organismil, ktefi kolonizuji nové substraty v bentickém motském prostredi.
Casto jsou ale nasledn& nahrazeny jinymi — vét$imi &i konkurenceschopnéjsimi organismy,
jako jsou epifytické fasy. Proto pfisli polypovci s ndhradnim feSenim, jak se vyhnout
mezidruhové konkurenci — kolonizuji sekundarni substraty jako jsou napf. travy nebo
makroskopické tasy. Ty obecné poskytuji novy substrat pro mnoho druhti. Na stélkach H.
tuna bylo zaznamenano 35 druhli polypovct. Polypovci byli poté rozdéleni do tii skupin
podle mista rastu, a to na proximalnich (nejstarSich) ¢lancich, kde byli relativné velci a
pfitomni po cely rok. Druhd skupina rostouci na medidlnich (stfednich) segmentech, byla
mensi a Casto se vyskytovala po cely rok ve specifickych oblastech, zatimco ti ve tfeti ¢asti,

tedy na distalnich (nejmladSich) segmentech byli mali a pfitomni jen kratkou dobu. Tato
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zonace pravdépodobné odrazi mezidruhovou selekci nik, coz umoziuje uspét v soutézi o
prostor s dalSimi polypovci ¢i néjakou fasou. Velkou vyhodou téchto organismu, je
schopnost rychle obsadit dosud neobsazené ¢asti rostlin, coz uplatnuji, kdyz v ptipad¢ H.
tuny odumiraji staré stélky a spolecné s nimi epifytické tasy, a rostou stélky nové, které
obsadi pravé polypovci (Llobet ef al., 1991a).

To Ze jsou tito epifyté uspésni pravé mimo sezoénu dokazuje i dalsi studie. Ta byla
provedena u druhu Orthopyxis crenata v oblasti u vychodniho Spanélska. Podle vysledka
studie byla jejich populace nejhojnéjsi od listopadu do dubna, kdy se i pohlavné
rozmnozovali. Jako mozné odivodnéni, pro¢ jsou v l1été ptitomni polypovci v tak malém
poctu, uvadi autofi jednak nedostatek potravy, ale také velkou konkurenci epifytickych fas
a jinych organismi (Llobet et al., 1991b)

Mezi epifytické fasy pokryvajici H. tunu patii napt. G. minuta Melobe siae,
Falkenbergia rufolanosa, Callithamnion decompositum ¢i Hypoglossum hypoglossoides,
které jsou nejcastéjs$i prave na jate a v 1ét€, kdy je vytlaci vySe zminiovani polypovci. Stejné
tak se na jafe zaCinaji vyvijet zastupci Mesogloiaceae, ktefi béhem 1éta pokryvaji vétSinu

plochy segmentti halimed (Ballesteros, 1991b).

3.7 Kalcifikace segmenti u rodu Halimeda

Kalcifikace je proces ukladdni anorganického uhliku ve formé& uhlicitanu
vapenatého. Obecné 1ze proces kalcifikace zapsat nasledujici rovnici:
Ca’' + 2HCOs- 5 CaCOsl + Ho0 + CO,
Tato schopnost je pro tasy rodu Halimeda typickd a ma mnoho vyhod. Jsou diky nému
jednim z dileZitych globalnich biologickych producent sedimentarniho CaCOs. Rasy
tohoto rodu pracuji velmi efektivné. Jiz 36 hodin po vzniku segmentu jsou schopny zacit
kalcifikovat, 1 kdyz ne v takové mife jako kalcifikuji dospé€lé rostliny. Oxid uhlicity je

ukladan ve form¢ mikrokrystalli aragonitu (viz. Obrazek ¢.6).
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Obrazek €. 6: Fotografie z elektronového mikroskopu znéazoriujici jehlice aragonitu

(upraveno podle Stanley et al., 2010).

Mira kalcifikace je dana n¢€kolika faktory jako je ozéfeni, vék rostliny, prostfedi, pH
¢1 expozice lokality. Jeji rozsah se také lisi u jednotlivych druhli pfedev§im kvili stavbé
utrikulli, a to proto, Ze se aragonit tvofi a ndsledn¢ uklada pravé v interutrikuldrnich
teplota, protoze cely proces kalcifikace je tizce spjat prave s teplotou, tim padem také neni
mira kalcifikace po cely rok stejnd, ale mliZeme u ni pozorovat urcitou sezénnost (Ortegon-
Aznar et al., 2017), kterou Ize pozorovat piredev§im v mofich s ménici se teplotou jako je
napt. Sttedozemni mofte. Mira kalcifikace se zvySuje s vékem rostliny, a predevsim s vékem
jednotlivych segmentt. U zralych segmenti tvoii u nékterych druhti az 90 % z jejich celkové
suché hmotnosti. Stélka kalcifikaci tuhne, diky tomu zlistava vzptimena i pii proudéni vody
a zaroven zistava dostateCn¢ exponovand dopadajicim paprskim sluneéniho zafeni. I
samotné segmenty jsou diky kalcifikaci pomérné tvrdé, tudiz jsou pro valnou vétSinu
zivocichl nestravitelné (Stanley et al., 2010). Existuji vSak i herbivorni Zivo¢ichové, kteti
se témito fasami zivi jako je napt. jezovka Paracentrotus lividus nebo ryba dusky spinefoot
— Siganus luridus. 1 pfesto, Ze maji velmi malou nutri¢ni hodnotu, protoZe je aragonit pro
vetsinu zivoCichl nevyuzitelny jako zdroj energie, stejné tyto ryby ¢i jini herbivoii halimedy
okusuji (Multer & Clavijo, 2004). Herbivorni zivoc¢ichové jsou tak pro bentické motské fasy
jednim z kli¢ovych stresovych faktord.

Proces kalcifikace za¢ina v mezibunécném prostoru stélky (viz. Obrazek €. 7), kde
se tvofi krystaly CaCOs, které poté postupné vypliuji interutrikulédrni prostor. Vytvoteny
aragonit ma nejprve podobu jehel o délce 0,08 — 0,6 pum, ty se ukladaji k vné&j$im okrajim
stén sméfujicich do mezibunééného prostoru mezi vlakna stélky. Jejich velikost i mnozstvi

z4&visi na stari segmentu, ale také na lokalité ¢i na jednotlivych zastupcich (Hillis-Colinvaux,
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1980). Samotné mikrokrystaly aragonitu nemaji specifickou orientaci, nebyla pozorovana
zadna organicka matrice na rozdil napt. od mékkysi ¢i jinych kalcifikujicich organismi,
pouze se sdruzuji u bunécné stény a jejich hustota je tam nejveétsi. Jadra krystala se postupné

zvetSuji az zaplni cely interutrikularni prostor (Borowitzka, 1982).

Mezibunécny
prostor

Obrazek ¢. 7: Mezibunécné prostory stélky, ve kterych probiha proces kalcifikace
(upraveno podle Peach et al., 2017).

Jednim z fyziologickych faktord, ktery ovliviluje miru kalcifikace, je adheze
utrikuli. Jak jiZ bylo zminéno, proces probiha v mezibunéénych prostorach, které mohou ¢i
nemusi byt zcela nepropustné pro okolni vodu. Kalcifikace miize probihat jak ve zcela
uzavieném prostiedi bez komunikace s okolni vodou, tak i v otevieném prosttedi, coz miize
nastat pfedevs§im u mladych nedospélych segmenti. Izolovany prostor v§ak pravdépodobné
napomaha celému procesu, coZz muze byt dalsi z diivodi, pro¢ fasa produkuje vice CaCO3
s ptibyvajicim veékem (Wilbur ef al., 1969).

Proces kalcifikace je uzce spjat s fotosyntézou, spolecné tvofi jakysi cyklus. Rostlina
si v mezibun&cnych prostorach tvofi mikroprostfedi diky jiz zmitiované adhezi utrikuld.
Odtud si rostlina odebird oxid uhli¢ity — potiebny pro fotosyntézu a spotiebovava ho.
Nasledné se diky odebrani CO» zvysi v mezibunéénych prostorech koncentrace ostatnich
dvou sloudenin rozpusténého uhliku, tedy COs* a HCOs", zvysi se také pH, které pfi
intenzivni fotosyntetické aktivité také reflektuje relativni podil aniontt CO3? v

kalcifika¢nim roztoku. Tyto anionty potom reakci s rozpusténymi vapenatymi kationty Ca*
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precipituji za vzniku CaCOs (viz. Obrazek ¢. 8) (Hillis-Colinvaux, 1980; Stanley et al.,
2010).
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Obrazek ¢. 8: Schéma vymény ionti uhlikatych sloucenin mezi vnéjSim prostiedim a

segmentem (prevzato z Hillis-Colinvaux, 1980).

Morfologicka stavba segmentt je dalsim faktorem ovliviujicim kalcifikaci. Ve studii
zroku 2017 byly rtizné parametry zkoumany u Sesti druhti. Nejprve se védci zaméfili na
pramérnou velikost priméarnich (povrchovych) utrikul; ta se u jednotlivych druht velmi 1isi
a H. tuna ma jedny z nejvétsich ze zkoumanych druhi. Dal§im zkoumanym parametrem byla
délka difuzni dréhy (Usek, kde mezi dvéma primarnimi utrikuly probihd adheze neboli
prilnuti), ktera se taktéz lisila u jednotlivych druhti a H. tuna méla opét jednu z nejdelsich.
Védci také podle dat zjistili pozitivni vztah mezi primérnou délkou difuzni dréhy a
primé&rnou velikosti priméarnich utrikuli nap#i¢ zkoumanymi druhy. Nasledné byl méten
minerdlni obsah CaCOj; celé nadzemni Casti stélek a bylo zjisténo, ze Halimeda tuna je
zméfenych Sesti druhtt nejméné kalcifikovani. Poté byla provedena analyza mezi
primérnym obsahem uhli¢itanu vapenatého a délkou difuzni dréhy pro vSechny druhy a byl
odhalen silny inverzni vztah mezi témito veli¢inami. Druhy jako je H. funa, majici velké
utrikuly a dlouhé difuzni drédhy, obsahuji uz§i jehlice aragonitu. Naproti tomu druhy

s malymi utrikuly a krétk}'/mi difuznimi cestami maji Sirsi aragonitové jehlice a celkové vétsi

vvvvv
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vyménu iontll s vnéj§im prostfedim, coz pravdépodobné zpomaluje néslednou kalcifikaci
(Peach et al., 2017).

V globalnim méfitku jsou fasy rodu Halimeda v produkci uhli¢itanu vapenatého
jedny z nejvyznamnéjsSich. Proto se provadi fada studii v riiznych oblastech a zkouma se
mnozstvi vyprodukovaného CaCOs, ale také jaké je v produkci variabilita druhti. Jedna ze
studii byla provedena roku 1983 a i pfesto, ze je tato studie stard vic nez 40 let, namétené
hodnoty jsou stale jedny z nejvyssich viibec, proto je zde dulezité tuto studii zminit. Prvni
studovana oblast byla u Velkého bariérového tutesu, kde byly zkoumény hlavné vnéjsi
faktory ovliviiujici kalcifikaci a také rozlozeni jednotlivych druhd, poté nésledoval vyzkum
na lokalité druhég, tato studie byla uz konkrétnéjsi. Probihala na Davies reef a zkoumala rtst
a produkci u dvou druhl (H.opuntia, H. copiosa), které zde byly nejhojnéj$i. Variabilita
rustu zde byla obrovska i v ramci jednoho druhu. Nékteré rostliny nerostly viibec, za to jiné
prirdistaly i o nékolik segmentii za den. Co se tyce produkce, tak na kazdy m? vyprodukovala
halimedni vegetace 2 234 g/m?/rok uhli¢itanu vapenatého, coz je opravdu velké mnoZstvi
napft. oproti H. macroloba, kterd v okoli ostrova Guam vyprodukovala sotva pétinu (Merten,
1971; Drew, 1983).

Jedna z dalSich studiich provadénd na druhu H. marcroloba je z lokality u ostrova
Lidee lek v Thajsku, kde byla taktéZ studovéana jeji produktivita. Méfeni probihalo na
zaklad¢ riznych veli¢in jako napf. rist ¢i pocet krystall a byly také naméfeny velmi vysoké
hodnoty, a to vrozmezi 1910 — 5950 g/m?/rok uhli¢itanu vapenatého, coz miize byt
zpusobeno nékolika faktory. Na rozdil od jinych studii byla pfi této pozorovana urcita
periodicita, a to tak, Ze nejmensi hustota zde byla v obdobi od srpna do zafi — obdobi
reprodukce a nejvyssi od tinora do dubna — obdobi sucha. Vysledky této, ale 1 jinych studii
dokazuji, ze zastupce Halimeda macroloba patii mezi velmi produktivni druhy (Mayakum
& Prathep, 2018).

Mezi vyznamné druhy, co se tyce produktivity bezpochyby patii pravé i H. tuna,
kterd ve Stfredozemnim mofti také vykazuje periodicitu. Nejvyssi produktivita zde byla
odhadnuta okolo 314 g/m?/rok, coZ jsou fadové velmi podobné hodnoty jako u jinych odhad
dalSich druhi v tropickych oblastech (Ballesteros, 1991a).

Jak lze vidét, produkce je u jednotlivych druhl rodu Halimeda velmi variabilni.
Rozdilnost miize zptisobovat napt. mnozstvi segmentl na jednotlivych rostlinach, ale také

samotna velikost jednotlivych segmenti ¢i velikost urtikult uvnitt segmentu.
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Ptestoze byl vznik aragonitu u tas rodu Halimeda popsan jiz v 80. letech 20. stoleti,
nebyl proces jeho ukladani u H. tuna az do neddvna predmétem experimentu. Tato
diplomové prace navazuje na pionyrskou studii nasSi laboratofe tykajici se porovnavani
velikosti utrikulG v ramci jednoho segmentu (Neustupa & Némcova, 2020) a klade si za cil

tyto poznatky dale rozsifit.
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4 Cile prace

Hlavnim cilem prace bylo zjistit vice informaci o morfologické struktuie segmentti
tasy Halimeda tuna a zda na ni je ¢i neni zavisla mira kalcifikace. Prace si dale klade dil¢i

cile:

e Zjistit, zda je segment v celé své struktute stejné kalcifikovan.
e Namgéfit rozdily velikosti perifernich utrikuli v rdmei jednoho segmentu.

e Porovnat namétené parametry v riznych ¢astech roku.
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5 Metodika

5.1 Odbér vzorku

Pro odbér vzorki byla zvolena lokalita ve Stfedozemnim mofi na jihu ostrova Krk
v Chorvatsku, na soufadnicich 44.9576175N, 14.7489017E (viz. Obrazek ¢.9). Lokalita byla
vybrana ptedevsim kvili hojné populaci fas druhu Halimeda tuna (viz. Obrazek ¢.10).
Vyhodou této lokality potom byla také jeji dobra dostupnost. Diky hojné populaci postacila
k odbéru oblast okolo 60 m?. Rasy byly odebirany ze svrchniho sublitoralu z hloubky cca 1
m a uchovavany v prithlednych plastovych laboratornich lahvickach. Byly provedeny
celkem tfi odbéry. Prvni se uskutecnil na zacatku fijna roku 2020, druhy odbér probéehl

v polovin¢ ¢ervna roku 2021, tfeti byl proveden na zacatku zaii téhoz roku.

JJelenje

JCaule

;

alinska-Dubasnica — .-
* 9 _Crikvenica
Sk . Vinodolsk

Obrazek €. 9: Vyfez mapou s vyznatenym odbérovym mistem — cerveny Spendlik
(https://www.google.com/maps).

Odebrano bylo vzdy 12 segmenti, kdy kazdy segment byl z jiné rostliny. Jednotlivé
segmenty byly vybirdny tak, aby byly co nejvétsi a zaroven mély co nejpodobné;jsi pozici v
ramci jedné rostliny. To v zasad€ znamenalo, Ze k analyzdm byly vybrany segmenty

nachazejici se ve stfednich castech stélek, kde typicky dosahuji nejvétSich velikosti
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(Neustupa & Némcova, 2022). Také bylo dulezité vybrat segmenty co nejméné porostlé

epifytickymi ruduchami, a to jednak kvili vazeni, ale také kviili foceni utrikuld.

Obrazek ¢. 10: Odbérové misto pod vodou — 1.odbér, fijen 2020.

5.2 Mikrofotografie struktury segmentu

Odebrané segmenty byly jesté tentyz den nafoceny pomoci digitalni kamery DinoEye
AM7025X (DinoLite) pfipevnéného na mikroskopu Evolution PM (Graticules Optics Ltd.)
pti zvétSeni 100x. Na kazdém segmentu byly foceny tii pozice: vnéjsi (apikalni) Cast
(nejvzdalenéjsi od nodu), stied a vnitini strana, tzn. u nodu. Struktura segmentu byla focena
pii pohledu kolmo shora, tak, aby byly zachyceny tzv. periferni utrikuly, které¢ vytvaii
vétSinou péti- nebo Sestitthelniky (viz. Obrazek ¢.11). Vyfocena byla vZdy tfi rizna ndhodna

mista, aby byl u nasledného méteni velikosti k dispozici dostatecny pocet utrikuli.
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Obrazek €. 11: Fotografie struktury segmentu nafoceny pomoci digitalni kamery DinoEye
AM7025X (DinoLite) ptipevnéného na mikroskopu Evolution PM (Graticules Optics Ltd.),

a to konkrétn¢ z prvniho odbéru v zati 2020 a stiedni casti.

5.3 SuSeni segmentii

Po nafoceni se segmenty nékolik dni suSily pti pokojové teploté a nasledné byly
prevezeny peclivé zabalené v savém papiru do Prahy na fakultu. Tim, Ze byly segmenty
vysuSené, nemuselo nasledné zpracovani probihat neprodlené po ptijezdu, coz byla velka

vyhoda.

5.4 Zpracovani vzorki

Kazdy segment byl nafezan na jiz zminéné Casti — nejvzdalenéjsi oblast od nodu, tj.
horni ¢ast, stfedni oblast segmentu a oblast nejblize u nodu, tj. spodni ¢ast (viz. Obrazek
¢.12). Kazda ¢ast ze vSech segmentt byla vazena pomoci analytickych vah. Nasledné byla
kazda cast dekalcifikovana ponofenim do 5% roztoku HCI po dobu 5 minut nebo dokud
neustalo bubldni znacici konec procesu tvorby plynného CO> (Vroom et al., 2003).
Dekalcifikované segmenty byly poté oplachnuty destilovanou vodou a suseny pii teplote
60°C po dobu 45 minut. Po ususeni byly vSechny casti opét zvdzeny pomoci presnych vah a

byl zaznamenan hmotnostni rozdil (Vroom et al., 2003).
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Horni cast

Stiedni ¢ast

Spodni cast

Obrazek €. 12: Ilustracni nacrt fezii segmentem.

5.5 Meéreni velikosti utrikula

Jesté za Cerstvého stavu byly nafoceny jednotlivé pozice na vSech 36 studovanych
segmentech, jak jiz bylo zminéno. Dohromady bylo téchto 72 fotografii nahrdno do
programu TpsDig, verze 2.22 (Rohlf, 2015), kdy bylo vzdy zjedné pozice u jednoho
segmentu, tj. ze tii fotografii, ndhodné vybrano 30 utrikult a u kazdého zvlast’ byl (modul
draw_backgound_curves) digitalizovan prubéh jejich stén. Program nasledné vypocital také

velikost (obsah) kazdého jednotlivého utrikulu v pixelech.

5.6 Statisticka analyza

5.6.1 Analyza obsahu CaCO; jednotlivych ¢asti segmentii

Pro tuto analyzu byla pouzita data z kazdého odbéru zvlast ziskand z vypoctu
hmotnostniho rozdilu mezi ¢asti segmentu pfed dekalcifikaci a po ni. Pomémny obsah
mineral v kazdém segmentu byl stanoven jako C=/—dcw/drw, kde drw je celkova sucha
hmotnost a dew je sucha hmotnost po dekalcifikaci (Neustupa & Némcova, 2022), pficemz
byly vyhodnocovéany vztahy mezi jednotlivymi pozicemi. VSechny naméfené hodnoty byly
nejdfive otestovany na normalni rozlozeni dat pomoci Shapiro-Wilk testu. Nasledné byly

naméfené hodnoty vzdy ze vSech tfi méfeni pozic v rdmci jednoho segmentu nebo jedna
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pozice u vsech tfi odbérti vyhodnoceny pomoci neparametrického Kruskal-Wallis testu a
nasledné byly jednotlivé dvojice dat porovnany vzdy mezi sebou pomoci Dunn’s multiple
comparisons testu. Tento test zjist'uje, zda se mediany tii nezavislych vzorkl od sebe lisi a
je vhodny pro datové soubory, u nichz neni zaruceno normalni rozdéleni dat. VSechny
analyzy a z nich vzes$lé grafy byly vypracovany v programu PAST, ver. 4.04. (Hammer et

al., 2001).

5.6.2 Analyza velikosti utrikulii jednotlivych ¢asti segmentii

Pro tuto analyzu byla také pouzita data z kazdého odbéru zvlast’ ziskana tentokrat
z programu TpsDig, verze 2.22. Zde bylo pouzito stejné statistické vyhodnoceni jako pfi
prvni analyze. Vzhledem k nenormalnimu rozlozeni dat bylo vhodné pro tuto analyzu taktéz
vybrat pravé neparametricky Kruskal-Wallis test. VSechny analyzy a z nich vzeslé grafy
byly vypracovany v programu PAST, ver. 4.04. (Hammer ef al., 2001).
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6 Vysledky

6.1 Mnozstvi CaCOs3

V ramci vyzkumu jsme provedli tii odbéry fas rodu Halimeda na stejné lokalité na
ostrové Krk v Chorvatsku. Odbéry byly provadény po dobu dvou let (2020-2021) s cilem
zjistit rozlozeni aragonitu (CaCOs3) v ramci jednoho segmentu jedné rostliny. Analyzovali
jsme vzdy tfi ¢asti (horni, spodni a stfedni) jednotlivych segment.

V prvnim odbéru provedeném v fijnu roku 2020 jsme zjistili, Ze se obsah aragonitu
v jednotlivych castech segmentu neliSi. Jeho obsah zaujimal v priméru okolo 55-60 %
hmotnosti segmentu (viz. Obrazek ¢.13, Tabulka ¢.1). Ani v nasledujicim odbéru
uskute¢néném v ¢ervnu roku 2021 nebyla zjisténa zadna signifikantni odlisnost. Pfi tomto
odbéru CaCOs zaujimal v priméru cca 70 % hmotnosti segmentu (viz. Obrazek ¢.14,
Tabulka ¢€.2). Ve tfetim odbéru provedeném v zaii t¢hoZ roku také nebyl zjiStén rozdil mezi
naméefenymi hodnotami. V tomto mésici bylo naméfené mnozstvi aragonitu s nejvetSim
rozptylem, zaujimal v priméru mezi 55-70 % hmotnosti segmentu (viz. Obrazek ¢.15,
Tabulka €.3). Mizeme tedy fici, Ze mnozstvi aragonitu v rdmci segmentu neni zavislé na

jeho umisténi.
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Obrazek €.13: Vztah mezi obsahem CaCO,a polohou v ramci segmentu — 1. odbér
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Dunn's multiple comparisons test Hodnota P
horni vs. stiedni >(,9999
horni vs. spodni >0,9999
stfedni vs. spodni >0,9999

Tabulka €.1: Vysledek statistického srovnani obsahu CaCO3 a polohy v ramcei segmentu —

1. odbér

85

80

75

70

65

Mnozstvi CaCO; (%)

60

55

50
horni &ast stfedni ¢ast spodni ¢ast

Obrazek ¢.14: Vztah mezi obsahem CaCOs3 a polohou v ramci segmentu — 2. odbér

Dunn's multiple comparisons test Hodnota P
horni vs. stfedni >(,9999
horni vs. spodni 0,2337
stfedni vs. spodni 0,1317

Tabulka €.2: Vysledek statistického srovnani obsahu CaCO3 a polohy v rdmci segmentu —

2. odbér

33




Mnozstvi CaCO; (%)

75 ) \
70 3““ 4[
65 ."‘I‘ \‘\
60, ;"; I‘I"‘.
| | 1

50

45

40

horni &ast stfedni Cast spodni ¢ast

Obrazek ¢.15: Vztah mezi obsahem CaCOs3 a polohou v ramci segmentu — 3. odbér

Dunn's multiple comparisons test Hodnota P
horni vs. stfedni ¢ast >(,9999
horni vs. spodni Cast >(0,9999
stiedni vs. spodni ¢ast >0,9999

Tabulka €.3: Vysledek statistického srovnani obsahu CaCO3 a polohy v ramcei segmentu —

3. odbér

Dale nas zajimalo, zda ma na mnoZstvi aragonitu v jednotlivych ¢astech segmentu
vliv ¢ast roku, ve které¢ je odbér proveden. Porovnavali jsme tedy vzdy jednu z Casti naptic
vSemi tfemi odbéry. Pfi porovnani hornich ¢asti segmentu se ukazalo, Ze mezi prvnim
odbérem v fijnu roku 2020 a druhym odbérem v ¢ervnu roku 2021 je znacnéd odliSnost.
V fijnu bylo aragonitu v horni ¢asti segmentii vyrazné¢ méné&. Signifikantni rozdil byl také
zaznamenan mezi ¢ervnovym a zafijjovym odbérem v roce 2021. I zde bylo na podzim
aragonitu mén€. Podzimni odbéry se mezi sebou signifikantné neliSily (viz. Obréazek ¢.16,

Tabulka ¢.4).
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Obrazek €.16: Vztah mezi obsahem CaCOj3 a jednotlivymi odbéry — horni ¢ast

Dunn's multiple comparisons test

Hodnota P

1. odbér vs. 2.odbér

0,0006

1. odbér vs. 3. odbér

0,7118

2.0dbér vs. 3. odbér

0,0353

Tabulka ¢.4: Vysledek statistického srovnani

horni ¢ast
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obsahu CaCOs3 v jednotlivych odbérech —




Taktéz pii srovnani stfednich ¢asti byl zaznamenén signifikantni rozdil mezi 1. a 2.

odbérem, 3. odbér se od ostatnich nelisil (viz. Obrazek ¢.17, Tabulka ¢.5). Porovnani

spodnich ¢asti ukéazalo stejny trend jako u stfednich ¢asti (viz. Obrazek ¢.18, Tabulka ¢.6).

Zda se tedy, ze 1. odbér se vyrazné odliSuje od 2. svym mnoZzstvim aragonitu

v jednotlivych ¢astech segmentu.
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Obrazek €.17: Vztah mezi obsahem CaCOj3 a jednotlivymi odbéry — stiedni ¢ast

Dunn's multiple comparisons test

Hodnota P

1. odbér vs. 2.odbér

0,0011

1. odbér vs. 3. odbér

0,6237

2.0dbér vs. 3. odbér

0,0634

Tabulka ¢.5: Vysledek statistického srovnani obsahu CaCOs3 v jednotlivych odbérech —

stfedni cast
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Obrazek ¢.18: Vztah mezi obsahem CaCOs a jednotlivymi odbéry — spodni ¢ast

Dunn's multiple comparisons test Hodnota P
1. odbér vs. 2.0dbér 0,0028
1. odbér vs. 3. odbér 0,8864
2.0odbér vs. 3. odbér 0,0702

Tabulka ¢.6: Vysledek statistického srovnani obsahu CaCOs3 v jednotlivych odbérech —

spodni ¢ast
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Tuto skutecnost jsme ovéfili pfi porovnani vSech ziskanych hodnot v jednotlivych
mesicich bez ohledu na ¢ast segmentu. Z néj jednoznacné vyplynulo, ze mnozstvi CaCOs3 ve
stélkach fas Halimeda tuna bylo v tijnu roku 2020 nizsi nez v 1été roku nasledujiciho, a navic
se ukazal signifikantni rozdil 1 mezi obéma odbéry roku 2021 (viz. Obrazek ¢.19, Tabulka
¢.7). Zda se tedy, Ze mnozstvi aragonitu ulozeném ve stélkach tas Halimeda tuna je zavislé

na tom, ve které ¢asti roku jej zkoumame.
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Obrazek €.19: Vztah mezi obsahem CaCOj3 a jednotlivymi odbéry — vSechny ¢éasti

Dunn's multiple comparisons test Hodnota P
1. odbér vs. 2.0dbér <0,0001

1. odbér vs. 3. odbér 0,0881
2.0dbér vs. 3. odbér 0,0002

Tabulka ¢.7: Vysledek statistického srovnani obsahu CaCO3 v jednotlivych odbérech —

vSechny Casti
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6.2 Velikost utrikulu

V ramci naseho vyzkumu jsme kazdou odebranou fasu pted ususenim vyfotili pod
mikroskopem. Na jednotlivych snimcich jsme poté provedli analyzu velikosti 30 utrikult
ukazal gradient velikosti utrikulG napfic¢ segmentem (Neustupa & Némcova, 2020), na
kterou navazuje tato diplomova prace. Proto jsme toto zjisténi chtéli ovefit a ziskanad data
tak podpofit.

Pti analyze prvniho odbéru provedeného v fijnu byl zjistén vyrazny signifikantni
rozdil mezi vSemi tfemi pozicemi navzdjem, pficemz nejmensi velikost utrikuldi byla
zaznamenana ve spodni ¢asti segmentu a nejveétsi velikost byla ve stiedni ¢asti (viz. Obrazek

¢.20, Tabulka ¢€.8).
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Obrazek ¢€.20: Vztah mezi velikosti utrikulti a polohou v rdmci segmentu — 1. odbér
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Dunn's multiple comparisons test Hodnota P
horni vs. stfedni <0,0001
horni vs. spodni <0,0001
stfedni vs. spodni <0,0001

Tabulka €.8: Vysledek statistického srovnani velikosti utrikulii a polohy v ramci segmentu

— 1. odbér

V nasledujicich dvou odbérech vysly vSechny cCasti vzdy vyrazné signifikantni
(s vyjimkou 2. odbéru — zde byl mezi stfedni a spodni ¢asti taktéZ zaznamenan rozdil, oviem
mensi nez v ostatnich ptipadech) se stejnym trendem, tj. nejvétsi utrikuly byly v horni ¢asti
segmentl, nejmensi potom v ¢asti spodni (viz. Obrazek ¢.21, Obrazek ¢.22, Tabulka ¢.9,
Tabulka ¢.10). I v nasich vysledcich se tedy ukézal trend gradientu velikosti utrikuli v rdmci

jednoho segmentu.
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Obrazek €.21: Vztah mezi velikosti utrikuli a polohou v radmci segmentu — 2. odbér
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Dunn's multiple comparisons test Hodnota P
horni vs. stfedni <0,0001
horni vs. spodni <0,0001
stfedni vs. spodni 0,0429

Tabulka €.9: Vysledek statistického srovnani velikosti utrikulti a polohy v rdmci segmentu

— 2. odbér
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Obrazek ¢.22: Vztah mezi velikosti utrikulii a polohou v ramci segmentu — 3. odbér

Dunn's multiple comparisons test Hodnota P
horni vs. stfedni <0,0001
horni vs. spodni <0,0001
stfedni vs. spodni <0,0001

Tabulka €.10: Vysledek statistického srovnani velikosti utrikulii a polohy v rdmci segmentu

— 3. odbér
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Na zavér byla provedena analyza utrikuli porovnavajici vS§echny namétené hodnoty
v jednotlivych mésicich bez ohledu na ¢ast segmentu. I zde se objevuji rozdily tykajici se
obdobi odbéru. 3. odbér se vyrazné lisil jak od prvniho, tak od druhého odbéru. Velikost

utrikul byla v zafi roku 2021 témét dvojnasobna (viz. Obrazek ¢.23, Tabulka ¢.11).
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Obrazek €.23: Vztah mezi velikosti utrikult a jednotlivymi odbéry — vSechny ¢asti

Dunn's multiple comparisons test Hodnota P
1. odbér vs. 2.0dbér 0,0102

1. odbér vs. 3. odbér <0,0001
2.0odbér vs. 3. odbér <0,0001

Tabulka ¢. 11: Vysledek statistického srovnani velikosti utrikuli v jednotlivych odbérech

— vSechny casti
Nase vysledky tedy ukazuji, Ze z pohledu mnozstvi ulozeného aragonitu nezéalezi na

¢asti segmentu, a to 1 ptresto, Ze se velikost utrikuld, a tedy prostor pro ukladani CaCOj3 napfic¢

segmentem lisi. Naopak se zda, Ze zaleZi na tom, ve kterém mésici v roce je odbér proveden.
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7 Diskuse

Rasy rodu Halimeda patii mezi vyznamné zastupce bentickych moiskych
ekosystému, jelikoz se ve svém disledku podileji na vzniku sedimentarnich hornin (Hillis-
Colinvaux, 1980). Ptesto jsou vSak v fad¢ aspektl své biologie pomérné malo prozkoumané.
Tato prace se zameétila na vztah anatomické struktury a mikromorfologie s mirou kalcifikace
u segmentil druhu Halimeda tuna a zmény téchto parametra v pritbé¢hu roku na stanovisti
pobliz chorvatského ostrova Krk.
stélek zavislé na poloze v rdmci jednoho segmentu. Tato otdzka byla formulovéana na zdkladé
dat z nasi laboratote publikovanych v roce 2020 (Neustupa & Némcova, 2020). Ta ukazala
gradient ve velikostech utrikultl, kdy u nodu (tedy baze) jsou nejmensi a zvétSuji se smérem
k okrajim a apikalni ¢asti segmentu. Na zaklad¢ tohoto faktu jsme predpokladali, Ze
mnozstvi uloZeného aragonitu by mohlo kopirovat velikost utrikulii, ve kterych je uloZen.
Vysledky této diplomové prace vSak tuto hypotézu nepodporuji. Podle nich totiz neni
mnozstvi CaCOs nijak zavislé na ¢asti segmentu, ve které se nachazi. Zda se tedy, ze rizna
velikost utrikuld v rdmci jednoho segmentu neovliviiuje mnoZstvi aragonitu v nich
ulozenych. Alternativni vysvétleni mize byt, ze ke kalcifikaci dochézi s rliznou intenzitou
v ruznych ¢astech segmentd, ale mikrokrystaly aragonitu jsou poté vicemén¢ rovnomérné
transportovany v ramci celého segmentu.

Protoze jsme tento vysledek neocekavali, rozhodli jsme se i na naSich vzorcich
prozkoumat velikost utrikulti. Nase data taktéZ potvrzuji gradient v jejich velikosti v rdmci
jednoho segmentu.

Zajimavosti je, Ze jednotlivé naméfené hodnoty se pomérn€ znacné liSily mezi
jednotlivymi rostlinami, a tedy indikovaly zjevné rozdily v mnoZzstvi ulozeného CaCOs. I
pfesto, ze byly rostliny odebirdny z pomérné malého stanovisté, mohly mit rizné podminky
v ramci svého mikrostanovisté, napt. v mnozstvi dopadajiciho svétla. Stalo by tedy za
zvazeni zahrnout v budoucim vyzkumu do métenych parametrti i miru ozareni jednotlivych
rostlin. Je totiZ znamo, ze kalcifikace je na ozéfeni pfimo zavisla (Ortegon-Aznar et al.,

2017).
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Jako dalsi jsme si polozili otazku, zda se nami naméfend data budou néjak lisit
v prub¢hu roku. Za timto ucelem jsme uskutecnili tii odbéry — dva na podzim (fijen 2020 a
zaii 2021) a jeden v 1éte (Cerven 2021). Plivodné zamysSlené porovnani mnozstvi aragonitu
napfi¢ celym rokem (pfedevsSim jaro vs. podzim) se bohuZzel nepodatilo uskutecnit, a to v
disledku omezeni vycestovani z Ceské republiky a vstupu do Chorvatska z divodu
pandemie koronaviru. I piesto, ze byly odbéry v jinou dobu, nez se ptivodn¢ zamyslelo,
ukazuji ziskana data na urcitou sezonalitu. Pi1 porovnavani jednotlivych ¢asti segmentt se
projevuje vzdy stejny trend — nejméné aragonitu se v utrikulech halimedy vyskytuje v fijnu.
Tudiz se zda, ze se mnozstvi CaCOs; v ramci populace konzistentné¢ méni v rdmei roku.
Sezonni vzorec rastu H. funa byl pozorovan jiz dfive, a to konkrétné u mnoZstvi stélek a
novych segmentl (Ballesteros, 1991a). Sezonni zmény jsme potvrdili 1 pii porovnani celych
segmentl v jednotlivych odbérech. Nejvice kalcifikované segmenty byly v cervnu. Nase
meéfeni jsou v tomto aspektu v souladu s diive publikovanou studii, ktera se zabyvala mirou
kalcifikace v zavislosti na teploté u riznych kalcifikujicich druhi fas (Ortegon-Aznar ef al.,
2017). Variabilita v ramci roku je pravdépodobné zptisobena ménici se teplotou vody, ktera
byla na ostrové Krk v fijnu roku 2020 priimérné 18,6 °C, v ¢ervnu 2021 22°C, zatimco v zafi
téhoZz roku byla primérna teplota vody 20,8°C a tyto teploty se zasadné nelisi od namétenych

hodnot v minulych letech (https://seatemperature.info). Naopak, pfi porovnavani velikosti

utrikuld se sezonnost nepotvrdila, z cehoz vyplyva, Ze velikost utrikulii neni nijak zavisla
ani na sezon¢ ani na mife kalcifikace.

Jak jiz bylo feceno, vybér Casu odbérii nebyl idealni, nicméné z ditvodli pandemie
koronaviru byl pro tuto diplomovou praci jediny mozny. Pfesto jsme si 1 u dal§iho
sledovaného parametru povSimli pravdépodobné sezonality. Epifytické fasy rostouci na
stélkach H.tuny vykazovaly zajimavé rozloZeni. K nasemu piekvapeni jsme je pozorovali
nejvice v zafi, vmensi mife v cervnu. Nicméné viijnu se jiZ na stélkach naopak
nevyskytovaly téméf zadné. Zatimco vyskyt epifytd v letnim obdobi je v souladu

vvvvvv

pozorovani muze mit nékolik vysvétleni. Jednim z pravdépodobnych ditvodi pro absenci

epifytickych tas pfi fijnovém odberu by mohly byt rozdilné teploty vody, které se mezi sebou

lisily o dva stupné (https://seatemperature.info). DalSim moznym vysvétlenim je existence

dvou sezonnich cykli vyvoje novych segmentli, kdy prvni skon¢i v zafi a druhy zacne

v fijnu. Tim padem jeste epifyté nestihly nové ,,podzimni‘ segmenty portst.
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Spise spekulativni je potom tfeti vysvétleni, a tim je lidsky faktor. V sezéné 2020
doslo k dramatickému ubytku lidi v této turisticky vyhledavané lokalité. Zatim co sezdna
2021 nebyla jiz tolik ovlivnénd protipandemickymi opatfenimi. Je tedy mozné, ze vireni
vody zpiisobené velkym mnozstvim lidi je pro epifytické fasy vyhodou.

Na zaklad¢ porovnani mnozstvi CaCOs i pozorovani mnozstvi epifytii se nejvice
pravdépodobna zdé varianta s dvojim cyklem vyvoje segmenti H. tuna, jelikoz kalcifikace
je spjata s fotosyntézou — pokud ma tedy rostlina méné svétla z divodu porostu epifytli, méla
by 1 méné kalcifikovat. Jelikoz vSak vysledky této prace ukazuji pravy opak, mohlo by se
jednat o nové rostliny. Tato hypotéza je pomérn¢ inovativni a bylo by dobré se ji pokusit co
nejdiive ovéfit.

Presto Ze tedy tato diplomova prace nese nékteré vyse diskutované nedostatky,

pfinesla zajimavé vysledky, které vybizeji k dalSimu zkoumani.

45



8 Zavér

Predmétem této diplomové prace byla zelend makroskopicka fasa Halimeda tuna
z rodu Halimeda. Nejdtive byly nasbirany pfirodni vzorky na chorvatském ostrové Krk. Na
téchto vzorcich jsme zkoumali pfedevs§im rozlozeni mineralu aragonitu v ramci jednoho
segmentu rostliny. Ukazalo se, ze v rozprostfeni CaCOs neni viditelny zadny trend — je
rovnomeérné. Dalsi zkoumanou velic¢inou bylo, zda tvorba aragonitu v segmentech vykazuje
sezonalitu. NaSe data naznacuji urcité rozdily na zdkladé odbéri provedenych ve
ttech riznych mésicich, ovSem pro potvrzeni sezonality by bylo nutné sbér dat provést
s vétsi frekvenci. Nakonec jsme provedli méfeni velikosti utrikulli, které slouzilo jako
kontrola pfedchozi studie nasi laboratote, ze které vypliva tato diplomovéa prace. Vysledky
tohoto méfeni dokazuji gradient ve velikost utrikulti v rdmci jednoho segmentu a vyvraci
tedy nasi primarni hypotézu, ze mnozstvi aragonitu v jednom segmentu bude ovlivnéno jeho
stavbou. Povedlo se tedy odpovédét na vétSinu polozenych otdzek a naplnit tak cile prace,
které jsme si vyty¢€ili. Na tuto préci je mozné navazat dalSim vyzkumem, a to pfedevSim
v oblasti sezonality tvorby CaCOs, kde by vysledky mohly byt velmi zajimavé pro Sirsi

védeckou obec.
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