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Abstrakt

Zelené makrotasy zrodu Ulva (Ulvophyceae) jsou bézné vyuzivané v biotechnologickém
pramyslu jako zdroj biomasy pii vyrob¢ bioplynu ¢i pti bioremediaci, nicméné piredevsim se
zpracovavaji v potravinarském primyslu v Asii a dalSich pfimoiskych regionech. V Evropé
jsou jiz tyto tasy fazeny do tzv. ,,approved novel food*, nicmén¢ v potravinafstvi se vétSinou
pouzivaji pouze druhy s listovitou morfologii stélky, které jsou vétsinou dovazeny z Asie, takze

vyuziti lokdlnich evropskych zdrojt je minimalni.

Tubularni morfotypy rodu Ulva (ptivodné patfici do samostatného rodu Enteromorpha) jsou
potencidlné stejné nadéjnym zdrojem biomasy pro zpracovani v potravindiském primyslu a
dalsich odvétvich. Vykazuji velkou odolnost vii€i abiotickym faktortim a vyskytuji se navic
nejen v moiskych lokalitach, jako listovité morfotypy, ale zasahuji svym vyskytem také do
brakickych, a dokonce i do sladkovodnich ekosystémul. Vzhledem k tomu by mohly byt

vhodnym zdrojem biomasy pro zpracovani také ve Stiedni Evropé¢.

V této praci byly izolovany a kultivovany dvé populace tubularnich morfotypti rodu Ulva. Jedna
z brakické lokality z Baltského mote (Ulva flexuosa) a jedna ze sladkovodni lokality v Ceské
republice (Ulva pilifera). Cilem bylo zhodnotit jejich kultivacni potencial pro moznosti vyuziti
v potravinafstvi. Byly pozorovany jejich riistové rychlosti béhem experimentéalni kultivace na
gradientu teploty, salinity a pfi riznych Upravach kultiva¢niho média, co se tyka pridavkl
chelatacniho ¢inidla a pH pufru. Méfeni pfirGstki biomasy bylo provadéno neinvazivni
metodou za vyuZiti PAM fluorometru. Timto zplisobem byly stanoveny optimalni kultivaéni
podminky pro péstovani téchto populaci pro ptipadné vyuziti. V ptipad€ druhu Ulva flexuosa
byla stanovena jako optimalni salinita v rozmezi 11 az 17 PSU, teplota kolem 18 az 22 °C a
sloZzeni média pouze se zdkladnimi Zivinami, bez pfidani chelatacnich ¢inidel ¢i pH pufru. Pro
druh Ulva pilifera se jako optimalni podminky ukazaly salinita 11 PSU, poptipadé 4,25 PSU,
jako optimalni teplota 22 az 25 °C a slozeni média s pfidanym chela¢nim ¢inidlem EDTA.
Zaroven byl zkouman rust studovanych populaci ve venkovni kultivaci ve vétSich objemech
média, za vyuziti méfeni pomoci analyzy obrazu. Pficemz nejvysSich rustovych rychlosti
dosahovaly obé populace v nejvétsSim objemu média, ktery ¢inil 623,8 ml. Celkové vysSich
rustovych rychlosti dosahoval brakicky druh oproti sladkovodnimu, stejné jako u

experimentalnich pokusii v laboratofi.

Klicova slova: Ulva, tubularni morfotypy, kultivace, PAM fluorometrie, ristova rychlost,

biotechnologie, specificka riistova rychlost, venkovni kultivace



Abstract

The green macroalgae from genus Ulva are commonly used in biotechnology as a source of
biomass for the production of biofuels or in bioremediation, but mostly for processing in food
industry in Asia and other coastal regions. Within Europe, these algae belong to the so-called
»approved novel food*, however the species which are mainly used have the leaf-like
morphology and they are usually imported, so the usage of local European resources is

relatively very low.

However the tubular morphotypes of the genus Ulva (originally included in the genus
Enteromorpha) might probably be an equally promising source of biomass for the use in food
industry and other sectors. They show high resistence to wide range of abiotic conditions and
they occur not only in marine localities, but also in brackish or even freshwater ecosystems.

Considering this, they seem to be a promising source for processing in Central Europe as well.

In this study were isolated and cultivated two populations of the genus Ulva typical for the
tubular morphotypes. One was from brackish locality in the Baltic sea (Ulva flexuosa) and one
from freshwater locality in Czech Republic (Ulva pilifera). The aim was to evaluate their
cultivation potential for their potential use in food industry. Their growth rates were observed
during the experimental cultivation on a temperature and salinity gradient and with the respect
to adjustment of the medium in terms of chelating agent and pH buffer additions. Biomass
increments were measured by a non—invasive method using a PAM fluorometer. In this way
the optimal conditions for cultivation of these populations were determined. In the case of Ulva
flexuosa, the optimal salinity was determined to be in the range of 11 to 17 PSU, the optimal
temperature around 18 to 22 °C and the most suitable composition of medium with only
essential nutrients. For species Ulva pilifera the optimal salinity of 11 or 4,25 PSU, the optimum
temperature is around 22 to 25 °C and the addition of chelating agent EDTA do the medium
proved to be optimal conditions. At the same time the, the growth of the studied populations in
outdoor cultivation in larger media volumes was investigated by measuring the area of the
thallus, using digital image analysis. The highest growth rates were achieved by both
populations in the biggest volume of media tested. Overall the brackish species achieved higher

growth rates compared to freshwater species, as in all laboratory experiments.

Key words: Ulva, tubular morphotypes, cultivation, PAM fluorometry, growth rate,

biotechnology, specific growth rate, outdoor cultivation
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1.0vod

Zelené tasy rodu Ulva jsou bézné vyuZzivané v biotechnologickém primyslu, pievazné
v potravinafstvi, a to hlavné v asijskych zemich a dalSich pobieznich regionech (Brundu et al.,
2018). Je mozné je ale vyuzit i v dalSich sektorech, naptiklad jako zdroj biomasy pii vyrobé
bioplynu ¢i pii bioremediaci (Balar et al., 2020). V Evropé tyto fasy dnes patii mezi tzv.
»approved novel food*, nicméné druhy, které jsou pfevdzné vyuzivané jsou ty, které vytvari
listovity morfotyp stélky (Rahikainen et al., 2020). Tyto morfotypy se vyskytuji predev§im

v moi'ském prostiedi a jsou tedy do stiedni Evropy importovany hlavné z jinych zemi.

Existuji nicméné také morfotypy s tubularni stélkou, které jsou pravdépodobné stejné
nadéjnym zdrojem biomasy s velkym mnozstvim proteind, minerald a vitamint (Tabarsa et al.,
2012) a zéroven se hojn¢ nachdzi v brakickém, a dokonce i ve sladkovodnim prostiedi. Nabizeji
tedy potencialné vyuzitelny lokalni zdroj i pro stfedoevropské zemé (Rybak, 2018). Také se
jevi jako vhodné pro velkoplosné kultivace diky vysoké odolnosti vici Sirokému mnozstvi
abiotickych faktord, jako je teplota ¢i salinita (Carl et al., 2014, Rybak, 2018). Ptes tyto vyhody
nejsou tyto morfotypy tak Casto vyuzivané a je jen malo zndmo o jejich kvantitativnich
rustovych charakteristikach, pfevazné u sladkovodnich zéastupc. Témto fasam a jejich

experimentalni kultivaci se proto vénuje tato diplomova prace.

1.1. Charakterizace ras patricich do rodu Ulva a jejich vyznam

Zelené fasy rodu Ulva, patii do skupiny Ulvophyceae, jedné z hlavnich tfid zelenych fas
ze skupiny Chlorophyta (Rindi ef al., 2018). Jsou kosmopolitné rozsitené prevazné ve slanych
¢i brakickych vodéach, ale také mizeme najit nckolik zastupci obyvajicich sladkovodni
ekosystémy. Ty se pak vyskytuji ve vnitrozemi, kompletné bez kontaktu s moiskou vodou.
Nicméné 1 pfesto jsou spiSe pfitomny na mistech se zvySenou salinitou a ne v typicky
sladkovodnich tocich s hodnotami salinity blizké 0 PSU (Messyasz et al., 2011). Ziji pfevazné
ptisedlym zplsobem zivota pfichycené na kamenech, ale mohou tvofit i volné plovouci

populace, které se mohou namnozit az do rozsahlych vodnich kvéti (Rybak et al., 2018).

Rod tvofi ve svém zivotnim cyklu nejprve haploidni generaci, tzv. gametofyt, ktery
produkuje bicikaté gamety, ze kterych prechazi ve vyvoji do diploidniho stadia sporofytu. Jedna
se tedy o haplo-diploidni Zivotni cyklus. Tento cyklus je navic izomorfni, ¢ili obé stadia jsou
morfologicky totoZna (Hiraoka et al., 2003; Archibald ef al., 2017). Gamety jsou dvoubicikaté
a chybi jim buné&cna sténa, déli se na sam¢i a samici, které se mirné 1isi svou velikosti, tedy jsou

tzv. anizogamni (Rindi et al., 2018). Haploidni zoospory produkované sporofytem jsou
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stadium s rhizoidy. To je uniseridtni, tedy tvofeno pouze jednou fadou bunék za sebou a az

pozdéji se z n¢j tvoii klasicka morfologie stélky (Mantri et al., 2011).

Zastupci téchto tas tvoii mnohobunécné stélky s dvojim typem morfologie. Listovité
stélky (tzv. distromaticke), jsou tvofeny dvéma vrstvami bun€k nad sebou a tubuldrni stélky
(tzv. monostromatické), které byly plivodné popsané jako samostatny rod Enteromorpha, jsou
tvofeny pouze jednou vrstvou bunck. Tato stélka se staci a vytvaii malé trubice, které mohou
byt vyplnény vzduchem nebo vodou (Hayden et al., 2003). Také mohou mit vice ¢i méné

postrannich vétvi, coz je vétSinou zavislé na specifickém druhu (Rybak et al., 2015). Specialni

typ morfologie stélky je kombinovana, ktera je
Castecn¢ tubularni a v nekterych mistech
prechazi v listovitou stélku. Tento morfotyp je

ale znam pouze u druhu — Ulva linza (Rybak, T

2018). S e ‘O “
A e LT N
Obr. €. 1: Morfologie 2 morfotypt 2 & %Q‘O"
stélek rodu Ulva. A) druh U. ohnoi | |/ 1 % : ‘!
s listovitou stélkou, ktera je na prifezu - -
tvofena dvéma vrstvami bunék. B) Ulva

sp. s tubularni morfologii, ktera je na
prifezu tvofena pouze jednou vrstvou
bunék (Lawton et al., 2013)

Vyskyt téchto morfotypa je ale také zavisly na podminkach prostiedi a je zde tedy
zna¢nd morfologickd plasticita. Mlzeme to pozorovat hlavné na vyskytu jednotlivych
morfotypit v riznych hodnotach salinity (Loughnane et al., 2008). Druhy s tubuldrnim
morfotypem se vyskytuji v daleko $ir$i valenci salinity, od sladké vody (kolem PSU <0,5) az
po extrémné¢ slané lokality odpovidajici oceanické vodé (kolem 35 PSU). Listovité morfotypy
pfitom lze nalézt pouze ve slanych ¢i mirn€ brakickych habitatech (cca od 10 do 36 PSU)
(Mares et al., 2011; Rybak, 2018). Pravdépodobné to souvisi i s evolu¢ni historii téchto
morfotypti. Tubularni morfologie je pravdépodobné evolucné starS$i a tyto morfotypy se
nachazely vSude, ale listovity typ se vyvinul pouze ve slanych podminkach. Obecné se zda, ze
tubularni morfotypy maji také vyssi toleranci napiiklad k Sirokému rozptylu teplot, kdy bylo
pozorovano, ze stélky piezivaji az do teploty cca 40 °C (Moll et al., 1995).



Rasy rodu Ulva jsou vhodnymi modelovymi organismy a také maji velky potencial pro
biotechnologické vyuziti diky n€kolika svym vyhodnym vlastnostem. Kromé& kosmopolitniho
rozs$iteni, které umozinuje jejich kultivaci na velkém mnozstvi lokalit po celém svéte, se jedna
také o jejich schopnost akumulovat velké mnozstvi zivin do svych stélek, a tak jednoduse ziskat
pievahu nad ostatnimi skupinami fas ve vodnim sloupci. Dale maji schopnost dosahnout
rychlého nartistu do velkého mnozstvi biomasy za pomérné¢ kratké ¢asové obdobi a schopnost
odolavat riiznym podminkam prostiedi, jako je kolisajici salinita, nebo teplota vody (Lawton et
al., 2013; Carl et al., 2014). Vsechny tyto vlastnosti jsou vyhodou pro zpracovani téchto tas

v potravinaiském, nebo jiném biotechnologickém priimyslu.

1.2. Tradi¢ni mista a zpisoby kultivace Fas rodu Ulva

Pivod vyuzivani makrofas jako zdroje potravy se pfipisuje Ciné a dal§im
vychodoasijskym zemim, jako je naptiklad Japonsko a Korea, kde je jejich zpracovani az
dodnes nejcastéjsi. Dnes uz nicméné miizeme najit spoustu dalSich piimoiskych lokalit i
v zapadnich zemich, a to zejména v severni Americe s pomérné rozsédhlou produkci fas (Prabhu
et al., 2019). V Evropé byl prozatim zijem o jejich produkci podstatné niz$i, nicméné
v poslednich letech tento zdjem stoupd, a to hlavné v potravinafstvi. Pomaha tomu i fakt, ze
Evropska komise (“European Commission®) uznala v roce 2017 tyto fasy jako potencionélni

moisky zdroj potravy a krmiva a dnes jsou nékteré z nich na seznamu tzv. ,,approved novel

food* (Rahikainen et al., 2020).

Makrotasy jsou vyuzivané v dneSni dobé zejména pro zisk fykokoloidi, tedy
polysacharidl extrahovanych z fas, jako je napfiklad agar nebo karagen (ruduchy a chaluhy)
(Kerrison et al., 2015). Uplatnéni najdou kazdopadné také ve velké mife v potravinafstvi, a to
hlavné diky vysokému obsahu vldkniny, minerald, antioxidantd a vitamint (hlavné A, K a
vitaminu B12). Zarovenn maji nizky obsah tuki s relativné vysokymi abundancemi
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFAs) (MacArtain et al., 2007). Cervené a zelené
fasové linie navic také obsahuji pomérné vysoké mnozstvi proteind, které zabira kolem 10-47%
suché hmotnosti jejich stélek (Rahikainen et al., 2020). V potravinarském primyslu je dnes
vyuzivéano asi 83-90 % vSech zpracovanych fas v globalnim méfitku. Ve svété je pro tyto ucely
vyprodukovdno cca 30 milionii tun makrotasové biomasy rocné (FAO, 2018). Nejvétsi
produkce je zajisténa pomoci péstovani fas v akvakulturach, kde 1ze sledovat a zajistit optimalni
stabilni podminky pro vysoké rychlosti rlstu, kterd vede k velké vysledné biomase.

V akvakulturach byla zaznamenéana ro¢ni produkce suché biomasy kolem 97 % celkového



mnozstvi, v porovnani s pouhymi 840 tisici tun suSiny z pfimého sbéru stélek z volné ptirody

(Wei et al., 2013).

Kromé vyuziti v potravinarstvi pro lidskou konzumaci se fasy dale mohou vyuzivat i
jako krmivo pro zvitata, ale také v biotechnologickém primyslu jako zdroj biomasy pro vyrobu
bioplynu a bioethanolu apod (Fleurence, 1999; Neori et al, 2020). Vyuziti makroias
v biotechnologiich je moznou alternativou k vyuzivani fosilnich paliv jako zdroje energie.
Organickd biomasa je znovuobnovitelny zdroj a jeji zpracovani nemd disturbujici vliv na
slozeni atmosféry. U fosilnich paliv je pfevazné velkym problémem vypousténi sklenikovych
plyni do atmosféry, coz vede ke globalnimu oteplovani, zvySovani hladiny mofi a mnoha
dal§im negativnim environmentalnim disledkim (Wei et al., 2013; Balina et al., 2017).
Bioethanol je biologicky rozlozitelny a netoxicky. Vyrabi se zpracovanim velkého mnozstvi
rostlinné biomasy ¢i biomasy fas. Rozd¢luje se na tzv. ,,bioethanol prvni generace, ktery je
produkovan za pouziti hospodaiskych plodin s vysokym obsahem Skrobu a cukrd, jeho
nevyhodou je vyuzivani plodin, které se pouzivaji jako potravina pro velké mnozstvi populace.
Dale ,,bioethanol druhé generace®, ktery je zalozen na vyuziti biomasy s velkym obsahem
lignocelulozy, kterd je ovSem spojena s pomérné velkymi komplikacemi pfi zpracovani,
protoze pieruSeni ligninovych vazeb je velmi narocny proces. Jako posledni odliSujeme
,bioethanol tfeti generace®, ktery vznika ze zpracovani biomasy fas (Daroch et al., 2013). Tento
typ sebou piinasi fadu vyhod, hlavné absenci nebo minimalni obsah ligninu a také vysoky obsah
sacharidii ve stélkach. Rasy maji zaroveii velmi velkou rychlost ristu, ktera vede k velkému
vytézku biomasy, u motskych fas je navic vyhoda, Ze nekompetuji s hospodarskymi plodinami
o prostor, protoze pii jejich kultivaci ¢asto neni potieba zabirat misto na sousi (Qarri ef al.,

2020).

Rasy rodu Ulva, jako zastupci velké skupiny zelenych fas, nabizeji $iroké mnoZzstvi
vyuziti. Neobsahuji sice Casto extrahované fykokoloidy, ale nachédzeji vyznamné uplatnéni
v potravinarstvi. Obsahuji totiz velké mnozstvi proteinli, minerali a vitaminl, a to hlavné
vitaminy A, C, E a Bix. Také maji ve svych stélkach znacné zastoupeni polynenasycenych
mastnych kyselin, a to jak ve formé& omega 6, tak omega 3, které jsou pro ¢lovéka esencidlni a
musi je tedy pfijimat v potravé (MacArtain et al., 2007; Carl et al., 2014). Jejich stélky se
zéaroven daji vyuzivat jako zdroj Skrobu. Obsah Skrobu ve stélkach téchto fas miize byt az 32%
suSiny a Skrob se obecné nachéazi v okoli pyrenoidi a nebo v podobé skrobovych granuli mezi
membranami tylakoidd (Prabhu et al., 2019). Také mohou byt vyuZity v biotechnologiich pfi

vyrobe jiz zminovaného bioplynu (Bolton et al., 2009) a nebo mohou byt pouzivany napiiklad
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v akvakulturach jinych organismti na bioremediaci, tedy pii procesu cisténi odpadnich vod

(Yokoyama et al., 2010).

Ze zastupcu tas rodu Ulva mize byt vyuzivan také ulvan. Jednd se o sulfatovany
polysacharid slozeny =z kyseliny glukuronové a sulfatované rhamnédzy. Je homogenné
distribuovan ve stélce a nachazi se hlavné ve vnitrobunééném prostoru a fibrilarni sténé,
pfiCemz zabira asi 18-29% stélky (Kaeffer ef al., 1999). Funkce ulvant ve stélkach fas zajistuje
ochranu proti osmotickému stresu, pfevazné pomoci zajisténi balance iontl. Nicméné jsou i
jiné mozné funkce téchto latek, jako napiiklad ochrana stélek proti bakteridlni nakaze
v moiském prostredi, diky nizké rozlozitelnosti stélek z divodu komplexity chemické struktury
ulvanu (Lahaye, 1998). Také je n¢kdy spojovan s mechanickou regulaci a uvolilovanim spor.
Z biotechnologického hlediska se tato latka da vyuzit naptiklad diky svému antivirovému a

antioxida¢nimu uc¢inku (Alves et al., 2013).

Ve vétsing kultivaci se dnes pouzivaji listovité morfotypy, i kdyz u morfotypt
tubularnich byly zjistény velmi srovnatelné rychlosti riistu a casto daleko vétsi odolnost
k abiotickym podminkam, protoze dokézou ptezivat v Sirokych valencich teplot az do 40 °C a
také velkém spektru salinity. Nachazime mezi nimi 1 sladkovodni tubulérni zastupce, nicméné

jejich kultivace je v soucasné dobé velmi malo prozkoumana (Carl et al., 2014).

Kultivace voln€ plovoucich stélek ve venkovnich akvakulturach je zpravidla
vyhodné&j$i nez pouhy sbér stélek pifimo z mote. Jeji vyhody spocivaji pfevdzné v moznosti
produkce uniformniho mnoZstvi biomasy, schopnosti dosahnout vysSich ristovych rychlosti
populaci, moZnosti kontrolovat a zabranit vyskytu kontaminantd, tedy moznosti kontroly
vétsSiny podminek dualezitych pro kvalitni rist s velkymi vytézky biomasy (Mata et al., 2016;
Qarri et al., 2020). Nicmén¢ ackoliv je u akvakultur ¢asto mozné vytvoteni vyhodné celkoveé ¢i
parcidlni re-cirkulace s recyklaci zdroji, nakladna pocate¢ni investice je stale Castym
problémem pfii zavadéni téchto systéml do praxe (Balar et al., 2020). Kultivace ve vodnich
nadrzich se tyka pfevazné listovitych morfotypi, které zde dosahuji obrovskych vyslednych
vytézkl biomasy (Neori et al., 2020), nicméné je mozna i1 pro tubularni morfotypy, ty se zde
kultivuji jako volné€ plovouci stélky, které vétSinou tvoti tzv. ,,clustery*, tedy nikoli jednotliva
vlédkna, ale n¢kolik malo vldken spojenych u baze, ¢imz vytvaieji vetsi celkovou plochu a
pravdépodobné se jim tak 1épe shromazd’uji Ziviny a Iépe se jim pteziva (Lawton ef al., 2021;
Carl et al., 2014). Péstovani volné rostoucich neptichycenych stélek je vyhodné diky moznosti

rustu vét§iho mnozstvi stélek. Zarovein diky tomu, Ze neni nutné stélky manualné oddélovat od



podkladu je jejich sklizeni jednodussi a rychlejsi (Hiraoka et al., 2008). Kultivace v nadrzich je
ale navic spojena snutnosti zajistit dostatecné promichavani a aeraci vodniho sloupce

(Chemodanov et al., 2019).

Dalsi moznou kultivacni technikou, ktera je ¢im dal vice v dnesni dobé pouzivana je
kultivace na sitich. Jedna se o metodu, kdy fasy rodu Ulva jsou ,,uméle sazeny* na sité uz ve
stadiu, kdy dochazi k vypousténi zoospor. Vyhodami tohoto postupu je moznost vyrazné
ovlivilovat pocate¢ni podminky kultivace, a to hlavné denzitu pfichycenych zoospor, coz ma
efekt na vysledné mnozstvi ziskané biomasy (Carl et al., 2014). Rasy jsou nejprve kultivovany
na sitich v laboratornich podminkach a pozdéji jsou piemistény do vétsSich venkovnich nadrzi,

kde dochézi k velkému nértstu biomasy stélek (Li et al., 2014).

Jednou z dalSich testovanych metod je také tzv. ,spray culture”. Tento typ kultivace
spociva v péstovani fas na naklonéné, nebo vodorovné umisténé desce, kterd je kontinudlné
prelévana vodou (Haglund et al., 1988). Mezi vyhody této metody patii hlavné cena, ktera je
az 2x niz8i nez pti kultivaci fas ve vodnich nadrzich. Dale pak miize hrat vyznamnou roli také
mirné vysouseni, ke kterému zde nevyhnutelné dochézi. To brani méné odolnym tasovym
epifytim, ale také naptiklad vodnim korySiim apod., aby kultury pteriastaly, a tak navzajem
kompetovaly o prostor a svétlo. Obecné se tato kultivace zda byt vyhodnéjsi zejména v ptipadé
vlaknitych tas. To plati i u 2 morfotypi rodu Ulva, kdy na ptikladu druhu U. compressa, ktery
ma trubicovitou stélku byl vysledny vytéZek biomasy o hodné vyssi nez u listovitého druhu U.
fasciata. Zda se, ze trubicovitd morfologie zajiSt'uje lepsi permeabilitu pro vyménu vody a
plynt nez listovita a to hraje pfi tomto zptisobu kultivace pravdépodobné velkou roli (Neori et
al., 2020). Pt1 kultivaci dochazi, vzhledem k vysychani stélek, Casto k vybéleni a vysouSeni
horni vrstvy, ktera také slouzi jako ochrana pfed pfili§ velkym ozéafenim, tato specializace

vrstev neni mozna v ptipadé kultur péstovanych v horizontalnich nadrzich (Msuya et al., 2010).

Obr. €. 2: a, b) kultivace tas rodu Ulva ve vodnich nadrzich, kde dochazi k aeraci systému
pomoci trubek na dn€ nddrZze a k promichavani vodniho sloupce, c) ,,spray culture* na
deskéch pokrytych sitémi, kde dochéazi ke kontinualnimu ptelévani kultury vodou (Neori et
al., 2020)




Nov¢ byla testovana i moznost kultivace makrotas ve fotobioreaktorech, naptiklad u
druhtt U. compressa a U. rigida. Nejednd se ale jesté o kompletné dovyvinutou techniku a
metoda s sebou piinasi 1 komplikace v podobé nutnosti zavést celé specializované
infrastrukturalni vybaveni, u kterého se znovu narazi na problém velmi nakladnych investic

(Chemodanov 2017).

V neposledni fad¢ je velmi zkoumanou metodou také kultivace fas rodu Ulva v tzv.
integrovanych multi-trofickych akvakulturach (IMTA). Jedn4 se o zplsob kultivace spolu
s dal§$imi vodnimi organismy, napfiklad krevetami. Makrotasy jsou v tomto piipade
kultivovany pro pozdé¢jsi vyuziti a zaroveit mohou slouzit jako bioremediacni slozka, protoze
jako zdroj Zivin jim slouzi pravé odpadni voda z akvakultur téchto jinych organisma v podobé
rozpusténého dusiku a fosforu (Al-Hafedh ez al., 2015) (Neori et al., 2020). Je to velmi vyhodny
zpusob kultivace, ktery je zaroven Setrny k zivotnimu prostiedi, makrotasy jsou schopné
piebytecné ziviny (hlavné C, N a P) zpracovat do své biomasy a tim nedochazi k jejich

uvoliovani do vnéjsiho ekosystému (Neori et al., 2004).

1.3. Naroky rodu Ulva na salinitni a teplotni podminky a mechanismy

obrany proti stresovym podminkam

Snaha porozumét narokim na nejriznéjsi podminky prostiedi u zastupcti fas, které jsou
vyuzivany pro zpracovani v biotechnologiich a potravinatském primyslu, je béZzny postup pro
stanoveni optimalnich podminek jejich kultivace a pro ziskani co nejvyssich moznych piiristka
biomasy (Pellizzari et al., 2008). Vzhledem k tomu, ze tasy jsou pfisedlé organismy jsou ve
velkém mnozstvi ovliviiovany a jejich rychlosti ristu zavisi na abiotickych podminkach
okolniho prostfedi (Balina et al., 2017). Salinita a teplota jsou dva ze zakladnich faktort,
nicméné Casto hraje dilezitou roli také intenzita svétla, mnozstvi zivin a piipadné i koncentrace

CO; (Kerrison et al., 2015).

Rasy rodu Ulva jsou zndamé svou vysokou odolnosti pravé k velké vétsing téchto
abiotickych faktori (Rybak et al., 2018). Jsou také n¢kdy oznaCovany za tzv. oportunistické
fasy a v ptipad¢ ptihodnych podminek a velkého mnozstvi zivin dokazi zdroje také velmi rychle
vyuzit a tvorit rozséhlé vodni kvéty, které jsou schopny konkurovat a piertstat ostatni fasy ve

vodnim sloupci (Kim et al., 2011; Smetacek ef al., 2013).



1.3.1. Salinita

Salinita je velmi diilezity abioticky faktor ovliviujici rast a vyskyt fas, mize mit efekt
na tfasy zpravidla ve tiech zékladnich aspektech. Prvnim je osmoticky stres, ktery ma piimy
vliv na vodni potencial bun¢k. Za druhé salinitni stres, ktery vede k pfijmu nebo ztraté ionta.
Za treti zména bunéné¢ho pomeéru iontd, a to vzhledem k rizné selektivité v permeabilité

plazmatické membrany (Kirst, 1990).

Zastupci rodu Ulva se obecné mohou vyskytovat v salinitach od <0,5 do 49 PSU, ale ne
vSechny druhy jsou adaptované na celé toto spektrum salinit (Rybak, 2018). Obecné vyssi
toleranci k riznym salinitdm vykazuji tubuldrni morfotypy téchto fas, které¢ dokdzou pomérné
dobfe prezivat nejen ve sladké, ale i brakické a motské vodé. U brakickych druhii se tato
schopnost vyrazné¢ snizuje a u moiskych dochazi uz béhem dne pfi kultivaci ve sladkovodnim
médiu k zastaveni rlstu a postupné degradaci stélek. U salinity od 10 PSU se uz v ptirodé
v podstaté vibec nevyskytuji (Ichihara ef al., 2013). Tato schopnost sladkovodnich druh
prezivat ve vyssi salinité byla pozorovana i u jinych fas patficich mezi Ulvophyceae, naptiklad
u rodt Aegagrophila, nebo Rhizoclonium z fadu Cladophorales, pfi¢emz v nékterych piipadech
dokonce vykazovaly 1 vyssi ristové rychlosti, nez v salinité¢ pivodniho mista nalezu (Imai et

al., 1997; Wakana, 1999 cit. podle Ichihara, 2013).
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Obr. €. 3: Méfeni tolerance ruznych druhd z rodu Ulva ve 3 riznych salinitach po dobu 7 dni: a) ve
30 PSU, b) v 5 PSU a za c¢) ve sladké vodé¢. Je vidét, ze v motské vode se vS§em druhim dafi pfiblizné
stejné dobfe, ale pii postupném sniZzovani salinity dochéazi napted k Gplnému zastaveni rustu u
moftského druhu Ulva sp. a k postupnému zpomalovani ristu brakickych zastupcd. Ve sladké vode
dlouhodob¢ piezivaji pouze zastupci s tubularni morfologii (tedy zde U. limnetica a U. prolifera)
(Ichihara et al., 2013).




Zmény salinity, jako jednoho ze zakladnich abiotickych faktori, mohou znacné
ovlivilovat rust a fotosyntetickou aktivitu fas rodu Ulva (Li et al., 2017). Inhibice fotosyntézy,
v disledku extrémné vysoké salinity, je zfejmé asociovana s fotosystémem II (PS II)
v reakénim centru (Lu ef al., 2006). Zda se, ze vysoka salinita zpiisobuje snizeni jeho aktivity
a také transportu elektront a tim se celkové snizuje vysledny kvantovy vytézek. Salinita tedy
pravdépodobné piisobi na akceptorové misto elektront na PSII, dochdzi zde k modifikaci
tohoto mista a snizuje se jeho vazebna afinita pro ptenasece elektront, jako je plastochinon
(Xia et al., 2004). Jako odpovéd’ na snizenou aktivitu PS II fasy produkuji vEétsi mnozstvi
fotosyntetickych pigmentt a tim se této limitaci dokazou alespon ¢astecné branit a nahradit tak

snizenou efektivitu procesu (Kakinuma et al., 2006).

Obecné se jako adaptace na ménici se troven salinity objevuje také schopnost udrzovat
staly bunécny turgor, a to za pomoci zmén osmotického potencidlu diky intracelularnim
koncentracim anorganickych iont a organickych osmolytl, pficemz toto je klasickym
mechanismem u motskych fas (Kakinuma et al., 2006). Jednim z typickych osmolitd, které se
akumuluji u fas rodu Ulva pfi vystaveni hypersalinnim podminkach je organicky osmolit prolin,
ten tedy hraje dulezitou roli pfi stresové odpovédi. Funguje pravdépodobné jako ochrana
makromolekul, jako jsou proteiny, a také jako ochrana bunécnych membran pred posSkozenim.
Také muze fungovat jako zasobarna dusiku a regulator bunééného redoxniho potencialu (Hare
et al., 1999). Naopak v hyposalinnim prostiedi se tvoii a akumuluje z pravidla polyamin
s podobnou funkci (Liu ef al. 2000). K evoluci téchto ptizptisobeni nejspis doslo u intertidalnich
fas kvili nutnosti se dokazat ptizpiisobit zdejSim Casto a vyrazné se ménicim podminkam.
Kromeé salinitnich zmén zde také byvaji tyto fasy dobie pifizpliisobeny na vysychani apod. (Luo

etal.,2011).

Pii ménici se salinité¢ do extrémnich hodnot dochazi také Casto k tvorbé kyslikatych
radikalt, tedy latek, které zplisobuji oxidativni stres, a proti kterym se organismus musi dokazat
efektivné branit. Této obrané odpovidaji zvySené produkce antioxidantdl a aktivita
antioxidacnich enzymu (Lu et al., 2006). Na druhu Ulva fasciata byla zkoumana napiiklad
schopnost tvofit antioxidanty, jako glutathion a askorbat, které mohou napftiklad chranit
proteiny pied denaturaci apod. (Lu et al., 2006). Také dochazi ke zvySeni aktivity enzymu
kataldzy, superoxid dismutazy a glutathion reduktazy (Luo et al., 2011).



1.3.2. Teplota

Teplota vody je vyznamna svym vlivem na pteZiti fas a jejich rozmnoZovani (Balar et
al., 2020). Mize ovlivnit efektivitu jejich metabolismu, ptedevsim aktivitu enzymd, které hraji
roli pti akumulaci CO», jako je RuBisCO anebo enzymy hrajici roli pfi asimilaci uhliku a

dusiku. Mlize mit téz vyrazny vliv na morfologickou plasticitu stélek (Lee et al., 2020).

Stanovit obecné teplotni optimum pro druhy rodu Ulva je nicméné pomérné tézkeé,
protoze se u jednotlivych druhil tato optima mohou dost lisit. Naptiklad u druhu Ulva fenestrata,
coz je moisky distromaticky druh, byla zjiSténa optimalni teplota pro vegetativni riist kolem
10°C (Kalita et al., 2003). Naproti tomu naptiklad druh Ulva intestinalis, ktery tvofii stélky
tubularni, ma optimum kolem 20-25°C (Ruangchuay et al., 2012). Dnes se do rodu Ulva tadi
ptiblizné 148 popsanych a taxonomicky uznavanych druhti a variabilita v optimalni teploté a

v roz§ifeni v riznych teplotnich podminkéch je velmi rozsahla (Guiry and Guiry, 2021).

Zda se, ze teplota mlZe také vyrazné ovlivnit rychlosti ristu stélek. U druhu Ulva
prolifera doSlo pii vyssi teploté k nartstu relativni riistové rychlosti (RGR), nicméné naptiklad
salinita na RGR v této studii pfili§ vliv neméla a pasobila spiSe na intenzitu fotosyntézy (Gao,
2016). Obecné to, ze vyssi teplota vede k vySSimu ristu mize zpuasobit, ze velké mnozstvi
biomasy zpusobuje zastinéni populace, proto stélky v téchto teplotich netvoii tak velké
mnozstvi postrannich vétvi a rostou spiSe do délky, opacné je tomu pak v teploté nizsi, kde
stélky mivaji daleko vétsi pocet kratkych postrannich vétvi, vyriastajicich po celé délce. Velké
mnozstvi postrannich vétvi pak sice muze vést k vétSimu zastinéni, nicméné diky celkové
niz8im rychlostem riistu to pravdépodobné neptisobi jako limitujici faktor (Messyasz et al.,

2011; Gao, 2016).

Obr. €. 4: Zmény morfologie stélek v zavislosti na teplot€ a salinité. A-C) teplota 20 °C a salinita
10 PSU, D-F) 20 °C a 20 PSU, G-I) 20 °C a 30 PSU, J-L) 25 °C a 10 PSU, M-O) 25 °C a 20 PSU,
P-R) 25 °C a 30 PSU (Gao, 2016)
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Podle studie na druhu Ulva fasciata se potvrdila také diilezitost teploty a salinity pro
indukeci tvorby zoospor z vegetativnich stélek. Jako optimalni podminky pro jejich produkci
byla stanovena salinita 15 PSU a teplota 25 °C. Maximalnich rastovych rychlosti dosahoval
druh ovSem pfi 25 °C a salinité 30 PSU, coz jsou také podminky odpovidajici jeho pfirozenému

vyskytu (Mantri et al., 2010).

Jako odpovéd’ na stres zptsobeny vysokou teplotou (>30 °C) dochazi v fasach rodu
Ulva také ke zvyseni intracelularni akumulace fotosyntetickych pigmentt, a to z toho divodu,
aby si fasa mohla zachovat vysokou aktivitu fotosyntetického aparatu i pies limitace, kterym je
v téchto podminkach vystavena a aby timto zpisobem nahradila jeho snizenou aktivitu. Tedy

mechanismus je vicemén¢ shodny jako pfi zvysSené salinité (Kakinuma et al., 2006).

Stres z vysoké teploty nicméné pfevazné ovliviiuje metabolismus dusiku. Mechanismy,
kterymi se fasy rodu Ulva mohou branit zahrnuji pfevazné zvySenou tvorbu volnych
aminokyselin jakymi jsou napftiklad asparagin, glutamin, glycin, serin a dalsi, které pomahaji
regulovat akumulaci uhliku a dusiku, protoze jsou soucasti deaminac¢nich, transaminacénich a

dalsich reakci v cyklu téchto prvki (Kakinuma et al., 2006).

1.3.3. Ostatni faktory

Nekteré druhy, jako naptiklad dobfe zndmy druh Ulva lactuca, musi mit také dobré
mechanismy na obranu proti vysychani, protoZe se mohou vyskytovat v hornich vrstvach
moiského litoralu, kde Casto dochazi k obnazeni stélek, které musi tyto stresové podminky
pfeckat do dalSiho zaplaveni vodou. Stres z vysychani Casto vede ke sniZeni fotosyntetické
aktivity a také mize snizit schopnost pfijimat ziviny jak v podobé NH4-N, tak NO3-N (Xu et
al., 2016). Pti srovnani rozdilti mezi zastupci zijicimi ve vyssich oproti zastupciim z nizsich
litoralnich z6n bylo zjiSténo, Ze zastupci z vysSich zon, které jsou déle a Castéji vystaveny
vysychani, vykazuji také vyssi aktivitu nékterych enzymi, jako napiiklad nitrat reduktazy,
amylazy a cytoplazmatické peroxidazy, ty tedy pravdépodobné funguji v mechanismu obrany

proti témto stresovym situacim (Murthy et al., 1989).

Mezi dalsi vyhodné vlastnosti téchto tas patii také jejich pomérné riznorodé a efektivni
rozmnozovaci schopnosti. RozmnoZzuji se sexudlné€, ale mohou i asexuéln¢, pti¢emz dokazou
vyprodukovat pomérné velké mnoZstvi rozmnoZovacich ¢astic najednou. Ve stresové situaci
casto tedy miZe dochazet k rozpadu stélek a tvorba velkého mnoZstvi zoospor, které se pak

mohou transportovat na lokality s pfiznivéjSimi podminkami (Gao et al., 2016).
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V neposledni fadé¢ u nékterych druhti, naptiklad u druhu Ulva prolifera, mazeme
dokonce pozorovat schopnost ménit klasicky C3 metabolismus typicky pro zelené tasy za C4
metabolismus, coz umoznuje efektivnéjsi akumulaci CO2 ve fluktuujicich podminkach (Gao et
al., 2016). Bylo prokazano, ze se u fas rodu Ulva nachazi jak geny pro C3, tak pro C4
metabolismus, a 1 specifické C4 metabolické enzymy, jako pyruvat orthofosfat dikindza
(PPDK), fosfoenolpyruvat karboxyldza (PEPC) a fosfoenolpyruvat karboxykinaza (PCK) (Xu
etal.,2012).

1.4. Chelataéni ¢inidla, pH pufry a jejich vyznam pri kultivaci Fas

Kultivatni média jsou obecné¢ slozena ze 3 hlavnich komponent, a témi jsou
makronutrienty, stopové prvky a vitaminy. VSechny byvaji predem pfipraveny jako zasobni
roztoky a do média piidany az nasledné v potiebném mnozstvi, ale neni to nutnou podminkou.
Mezi hlavni makronutrienty patii prevazné slouceniny dusiku a fosforu, nejcastéji ve formé
NaNO3z a NaHPOg4 - H2O, ovSem pouZzivany jsou i dalsi dusikaté a fosfore¢né latky (Andersen
et al., 2005). Nékteré fasy mohou vyzadovat také zvySenou pritomnost kiremiku v médiu, jako
napiiklad Bacillariophycea a dalsi (Lebeau et al., 2003). V pripad¢ vitamind byvaji pro velkou

vétSinu fas dilezité predevsim vitaminy B12, thiamin a biotin (Provasoli ef al., 1957).

Stopové prvky jsou chemické prvky, které organismus potfebuje v malém mnozstvi
k zivotu a spravnému vyvoji. Patii mezi n€ i n€které kovy, které v adekvatnim mnoZstvi
umoznuji fasdm rust, nicméné v piili§ vysokém mnozstvi mohou ptisobit toxicky, a proto je
nutné tasy zasobit pouze nezbytnou davkou. Ptikladem kovi, které maji roli esencialnich
molybden a nikl (Andersen et al., 2005; Navarrete et al., 2019; Mellado et al., 2012). Tyto kovy
hraji roli v fad€¢ metabolickych drah, prevazné téch, které zajist'uji zdkladni procesy vyuzivajici
esencialni zdroje energie, jako je svétlo, dusik, fosfor, nebo CO,. Dulezitost jednotlivych kovil

se samoziejme¢ meéni a neni Uplné stejna pro vSechny fasoveé skupiny (Andersen et al., 2005).

Chelace je vtomto ohledu velmi dilezita, protoze zajiStuje dostupnost téchto
esencialnich kovi organismu v kontrolovaném mnozstvi. Jedna se o proces, kdy kovy vytvaii
komplexy spolu s chela¢nim ¢inidlem neboli dobfe definovanym organickym ligandem. Tento
komplex funguje jako ,,pufr a umoznuje simultanné kontrolovat dostupnost vétSitho mnozstvi
kovli, a to 1 za pouziti jedin¢ho ligandu (Andersen et al., 2005). Po urcit¢ dobé se tyto
chelatované komplexy zacnou disociovat zpatky na volné ionty a ligand, az dojde k tomu, Ze

mira formovani novych komplexti a jejich disociace jsou rovnocenné a v médiu jsou vyuzitelné
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formy kovu pfistupné pro fasy jen v piimeéfeném mnozstvi tak, aby jejich koncentrace nebyla

pro fasy v kultufe toxicka (Berges et al., 2001).

EDTA neboli kyselina ethylendiamidtetraoctova je jednim z piikladt syntetickych
chelatacnich ¢inidel, kterd byla od roku 1950 zavadéna do procesu vytvateni kultiva¢nich médii
pro fytoplankton (Price et al., 1989). Je bézn¢ dostupna ve form¢ nerozpustné slouceniny
chelaton 2, ale pro pouziti v kultiva¢nich médiich se vyuziva pfevazné forma chelaton 3, tedy
Na;EDTA.2H>0, kterd je ve vodé dobie rozpustna. Velkou vyhodou EDTA a dalSich
syntetickych ¢inidel je vyslednd moznost kalkulace a moznost manipulace s koncentracemi
esenciadlnich kovli v médiu (Gerringa et al., 2000). EDTA je pouZzivana ptfedevsim proto, aby
ponechévala Zelezo v roztoku a udrZovala koncentrace volnych iontl Zeleza na netoxické

vvvvvv

mnozstvi je nutné kontrolovat (Sauvage et al., 2021).

V kultivacnich médiich pro sladkovodni druhy sta¢i ptfiddivat menSi mnozstvi
chelatacnich cinidel, protoze EDTA v ném pusobi daleko efektivnéji. Diky obecné niz$im
koncentracim Ca** iontdi ve sladké vodé je niz$i i kompetice téchto iontdi a iontl kovil o
navazani a tvofeni komplexii s EDTA ligandy. Zaroven jsou zde diky tomu i mensi problémy

s toxickym ptisobenim této kyseliny (Andersen ef al., 2005).

V ptipadé fas rodu Ulva je rizikova jejich tendence akumulovat kovy ve svych stélkach
pomérné rychle a ve velkém mnozstvi, coZ by mohlo vést aZ k dosaZeni toxické koncentrace
(Chakraborty et al., 2014). Nicméné€ se zda, Ze tyto fasy maji samy o sob¢ nékteré mechanismy
(pro udrZeni homeostaze a detoxifikaci), kterymi se mohou branit proti Skodlivym vlivim
nadmérného mnozstvi kovil, jez by mohlo vést k oxidativnimu stresu a poni¢eni makromolekul.
Jednim takovym mechanismem se zd4 byt akumulace ptirozenych triol-obsahujicich ligandii,
tzv. triol-chelatorti, jako jsou glutathion (GSH), fytochelatiny (PCs) a metalothioneiny (MTs)
(Mellado et al., 2012). Ve studii zabyvajici se akumulaci a obranou proti toxickému mnoZzstvi
médi byla zjiSténa korelace mezi zvySovanim obsahu médi v médiu a zvySovanim koncentrace
GSH, PCs a MTs ve stélkach ftas, které pravdépodobné umoziuji zbavovat stélku
(detoxifikovat) ptebytecného mnozstvi médi, jeZ je opét vracena do kultivaéniho média

(Navarrete et al., 2019).

Synteticka chelata¢ni ¢inidla mohou tedy udrzovat hladinu akumulace na takové Grovni,
aby k témto detoxifikacnim mechanismiim ani nemuselo dochézet, a jsou dobrou mozZnosti, jak

kontrolované¢ udrZzovat mnozstvi kovii na piijatelné hranici (Gerringa et al., 2000).
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Dalsi dilezitou slozkou kultiva¢nich médii je pfitomnost stabilizacnich pufra, které
umoziuji udrzovat konstantni pH po celou dobu kultivace. Nestabilita pH je problémem hlavné
v kulturach, kde dojde k velkému nartstu biomasy, protoze zacne dochédzet k velmi
intenzivnimu piijmu anorganického uhliku a jeho fixace dosdhne miry, kdy piesahuje moznosti
dostupného CO; z atmosféry. Dochazi tak k snizeni koncentrace CO> v médiu a to vede ke
zvyseni pH (McFadden et al., 1986). Zvysené pH poté mulize vést ke zméné chemie stopovych
prvki, hlavné kovi. Napiiklad mize dochazet ke zvySenému tvofeni komplexi kovi
s anorganickymi ligandy jako COs*, nebo OH, piipadné rozpustnost kovi, které tvoii

hydroxid, anebo mtze dochazet ke zméné uhli¢itanovych pevnych latek (Andersen et al., 2005).

Ve sladké vodé se setkdvame s problémem v podobé nizké koncentrace
hydrogenuhli¢itanu (HCO3.), ktera vede k nedostatecnému pufrovani pH. U sladkovodnich
médii se proto doporucuje pouziti pH pufrl, a to hlavné nechelatujicich, u kterych nedochazi
k tomu, ze by nekontrolovatelné¢ pozménily obsah stopovych kovi, jako tomu je u pufri
chelatujicich (Andersen et al., 2005). HEPES neboli pufr kyseliny hydroxyethyl —
piperazinethansulfonové, ktery se pouziva v rozmezi pH od 6,8 az 8,2, je vyhodny pro
sladkovodni média prave proto, ze méa zanedbatelnou tuto chelatacni kapacitu (tzv. “negligible
chelating capacity), nevychytava tedy dulezité latky z média a ty jsou tak ptistupné pro
vyuzivani fasou. Nehrozi u néj, Ze by mél pro tasy v kulture toxické ptisobeni (McFadden et

al., 1986; Smith et al., 1974).

V médiich s mofskou vodou se castéji pouzivaji pH pufry jako Tris (2-amino-2
[hydroxyethyl]-1-3-propandiol) a glycylglycin. Tris vS8ak muze byt pro nékteré druhy fas
toxicky, zpiisobovat naptiklad inhibici aktivity nékterych enzymt (Andersen et al., 2005). Tris
je organicky pufr piisobici v rozmezi 7,1 a 9,1 pH pii pokojové teploté. Jeho nevyhodou je, ze
je velmi rychle metabolizovan bakteriemi, a tak se jeho pouziti doporucuje pouze v axenickych
kulturach (Smith et al., 1974). Pti kultivaci fas z rodu Ulva to ptedstavuje prekazku, protoze se
z pravidla péstuji za piitomnosti svych epifytickych bakterii, bez kterych nejsou schopny
vytvéafet klasickou morfologii stélek (Wichard ef al., 2015). Druhym béZn¢ pouZzivanym pufrem
je glycylglycin, ktery ale zvySuje aciditu média a je tedy Casto nutné jesté ptidavat NaOH
(Andersen et al., 2005). Pro sladkovodni média jsou nicméné oba tyto pufry pfili§ zasadité,

takZe se u nich jejich vyuziti nedoporucuje (McLachlan, 1963).
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2. Otazky a cile prace
a) Jakych ristovych rychlosti dosahuji brakické a sladkovodni tubularni morfotypy ias
rodu Ulva?

Rasy rodu Ulva jsou zndmé svou schopnosti nartistat velmi rychle do velkého mnozstvi
biomasy, a to v pomérn¢ Sirokém spektru podminek (Liu et al., 2010; Smetacek & Zingone,
2013b). Jsou tedy velmi vyuzivanou skupinou v biotechnologickych aplikacich. Pouzivané jsou
nicméné hlavné motské druhy s listovitou morfologii a studii, které by se zabyvali potencidlem
a vyuzitim tubuldrnich morfotypt neni ptili§ mnoho (Carl et al., 2014). Zaroven existuje jen
malo experimentalnich dat o kvantitativnich ristovych charakteristikdch jednotlivych populaci
a druhi s tubulédrni morfologii z brakickych ¢i sladkovodnich lokalit. Jednim z cill této prace
je tedy stanovit rychlosti ristu téchto populaci za pomoci méteni priristki biomasy s pouzitim
PAM fluorometru a zjistit, zda jsou sladkovodni populace, o nichz nejsou k dispozici prakticky

7adna data tohoto typu, srovnatelné v tomto ohledu s populacemi brakickymi.

b) Jaké jsou optimalni podminky pro kultivaci brakickych a sladkovodnich populaci

s ohledem na teplotu, salinitu a pridavani chela¢nich ¢inidel a pufri do média?

Dal$im cilem prace by mélo byt zjiSténi, pokud mozno optimalnich podminek pro
kultivaci studovanych brakickych a sladkovodnich tubuldrnich populaci. Mezi velmi dualezité
podminky, které ovliviiuji rust fas rodu Ulva, patii mimo jiné teplota a salinita (Kerrison et al.,
2015; Balar et al., 2020). Proto budou zkoumané populace testovany na gradientu téchto
podminek a podle jejich ptiristkii biomasy budou stanoveny optimalni podminky pro jejich
dlouhodobou kultivaci. Dal§i vyznamnou sloZkou, kterd se pouziva pfi kultivaci fas jsou
piidavky chelatacnich ¢inidel (napt. EDTA), které pomahaji pro fasu zajist'ovat esencialni kovy
z média a dale také pritomnost pH pufri (napt. HEPES), které udrzuji v médiu stabilni hodnoty
pH po celou dobu kultivace (Andersen ef al., 2005). Tyto latky jsou béZné€ pouZivané, nicméné
vyznamné¢ zvySuji ndklady souvisejici s kultivaci fas, a to prevazné ve velkém mnoZstvi ve
velkoplosnych komer¢nich kultivacich. Tato prace by se proto méla soustiedit 1 na testovani
pritomnosti a absence téchto latek v médiu a zda jsou opravdu nezbytné pro kultivaci fas rodu

Ulva, nebo by bylo mozné je v médiu vynechat.

¢) Je mozné pouzZiti metody méreni kontinualnich prirustki biomasy pomoci PAM

fluorometru u makroras z rodu Ulva?

Meéfeni ptirtistkii biomasy pomoci PAM fluorometrie je metoda, kterd se v soucasnosti
pouziva zejména pro méteni dynamiky biomasy mikrotas (Eggert et al., 2006). Pro makrotasy
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se metoda na prvni pohled nezda ptili§ vhodna, vzhledem k tomu, Ze je vytvofena piedevsim
jako metoda pro méteni efektivity fluorescence, a ne prvoplanové jako metoda pro méteni
piiristkit biomasy. Rasy rodu Ulva nicméné disponuji stélkou, kterd je tvofena velkym
mnozstvim bun¢k, kterd ma kazdy sviij chloroplast a jsou rozmistény po celém povrchu stélky
(Hayden et al., 2003; Rybak, 2015). V principu tedy pii méfeni fluorescence celé stélka odrazi
cast svételného zareni v podob¢ fluorescence zpét a na PAM fluorometru je tedy zachycena
cela jeji plocha. Jednim z cilii prace je tedy zhodnotit metodu méfeni plochy stélek pomoci
PAM fluorometru a jestli by bylo mozné tuto metodu pouzivat na charakterizaci kontinualnich

prirGstka biomasy s vyhodou toho, Ze se jedna o principalné neinvazivni metodu.

d) Jaky je potenciil kultivace studovanych tubuliarnich morfotypii ve vétSich objemech

média pro predstavu jejich péstovani v komerénich velkoplo$nych kultivacich?

Potencidl praktického vyuziti rodu Ulva spociva ptevazné v souvislosti s moznostmi
jejich vyuziti v biotechnologickém zpracovani, a to nejen v potravinafstvi, ale i pii vyrob¢
bioplynu ¢i bioremediaci (¢isténi odpadnich vod) (Bolton et al., 2009; Neori et al., 2020). Velmi
dilezitym aspektem v tomto ohledu je tedy moznost jejich kultivace ve velkych objemech
média, a to za podminek, které jsou pro fasy viceméné optimdlni, ale zarovenn umoziuji
kultivaci s pouzitim nizkého mnozstvi provoznich nakladd. Poslednim cilem prace by mélo byt
zhodnoceni riistového potencidlu stélek s tubuldrnim morfotypem ve vétSich objemech média,

a to za pomoci sledovani pfirastkii biomasy pomoci analyzy obrazu.
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3. Metody

3.1. Odbérové lokality a ziskavani vzorki

Vzorky tas byly ziskany na dvou Evropskych lokalitach. Prvni byl odebran v severnim
Némecku na ostrové Rujana v zatoce Baltského mote u mésta Lietzow. Zde se nachazi mala
piscita plaz, kde rostly stélky fas rodu Ulva ptichycené na malych kamenech lezicich volné ve
vodé. Nejspise se tedy jednalo o né¢jakou rychle narostlou mensi populaci. Jedna se o brakickou
lokalitu se salinitou ptiblizn€ 6,61 PSU (to odpovida konduktivité ptiblizn¢ 11,85 mS/cm). Na
lokalité nebyly tyto fasy pfrilis rozsitené, ale to je pravdépodobné z toho dlivodu, Ze jsem se na
lokalitu vydala az v fijnu, a to uz postupné konci hlavni vegetativni obdobi tohoto rodu. Pficemz
nejveétsiho rustu dosahuje priblizné v obdobi od za¢atku bfezna az do pozdniho Cervence-srpna

(Altamirano, 2000).
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Obr.¢.5: Balticka lokalita na ostrové Rujana u mésta Lietzow, salinita kolem 6,61 PSU

Jako druh4 byla zvolena lokalita v Cesku, a to byvala piskovna Vidldk. Jedna se o
piirodni rezervaci, kterd se nachdzi v severozapadni ¢asti Dolnich Pocernic. Vzhledem k typu
lokality se jedna pfevazné o misto, kde mizeme najit velké mnozstvi moktadnich rostlin a
ptactva, ale zéaroven také o misto vhodné pravé pro vyskyt fas rodu Ulva diky vyrazné
zasaditému prostiedi s pH kolem 9 (pH bylo v tomto obdobi pravdépodobné lokalné zvyseno
zrychlenou fotosyntézou, vétSinou nebyva tak vysoké). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o
sladkovodni lokalitu, konduktivita zde byla pouze 0,96 mS/cm, tedy cca 0,47 PSU, ackoli 1 to
je na sladkovodni ekosystém pomérné hodné. Rasy jsem zde nalezla jako souéast mensiho

vodniho kvétu na hladiné, také uz spiSe ke konci vegetacniho obdobi.
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Obr.¢. 6: Sladkovodni lokalita v byvalé piskovne Vidlak, salinita kolem 0,47 PSU

Plivodné byla nalezena jeité jedna jind populace fas rodu Ulva v Ceské republice,
v ptirodni rezervaci SOOS v okrese Cheb. Zde se nachdzi rozsahlé slaniska, kde také pti hlading
dominoval v nékterym mistech ulvofytni vodni kvét. Nicméné vzhledem k vysoké salinité cca
6,26 mS/cm byla lokalita spiSe podobna brakickému prostfedi v Baltském mofi, a proto

k porovnani brakickych druhti se sladkovodnimi ne pftili§ vhodna.

Vybér lokalit byl urcen prevazné v zavislosti na tom, ze v této praci jsme chtéli zjistit
naroky a riistové vlastnosti populaci z co nejvice sladkovodniho prostiedi. Konkrétni lokalita
na Rujané byla vybrana ze ¢lanku od Steinhagena, ktery se zabyval molekularni analyzou a
distribuci rodu Ulva v této oblasti (Steinhagen et al. ,2019) a Baltické moie je znamé
brakickymi oblastmi s velmi nizkou salinitou. Ceské lokality byly ptivodn& vybirany hlavné ze
¢lankid od Rybaka, nebo Marese, ktetfi se zabyvaji rozsifenim téchto fas nejen u nas, ale hodné
také naptiklad v Polsku (Mares et al., 2011)(Rybak, 2018). Na velkém mnozstvi lokalit, které
v ¢lancich zminuji jsem je nicméné uz nenasla, napiiklad na Moravé v oblasti lednicko-
valtického arealu byly tyto fasy nahrazeny sinicovym vodnim kvétem a podobné. Mohlo to byt
ale pouze obdobim sbéru, nebo se jedna o pfilis staré ¢lanky a piivodni populace tas se uz zde

nevyskytuji. Proto bylo misto sbéru nakonec vybrano tplné jinde.

3.2. Izolace stélek a jejich kultivace za standartnich laboratornich

podminek

Tubuléarni stélky nasbirané z pfirodnich lokalit byly pod binolupou separovany na mensi
casti, které nebyly porostlé epifyty, aby se zamezilo pfertstani kultury jinymi druhy fas, které
by mohly kompetovat o Ziviny pfitomné v kultivatnim médiu. Na ociSténi stélek nebylo mozné

pouzit antibiotika, protoze fasy rodu Ulva maji na sob¢€ asociované symbiotické bakterie, bez
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kterych neni mozny vyvin jejich klasické tubularni morfologie stélek, ale vznikd pouze

nediferenciovany kalus (Wichard, 2015).

Cisté &asti stélek byly rozotkovany do piedem piipraveného f/2 média a do média
vytvotreného jako ASW (,,artificial sea water) (Andersen et al., 2005) se salinitou MV/3 (tedy
tretinovou, nez je salinita motské vody, tedy cca 11,6g/1 soli) pro brakicky kmen. F/2 médium
se ale neosvedcilo jako vhodné, stélky rostly pomalu, nebo vlibec, a proto pro dalsi kultivaci
bylo zvoleno pouze ASW. Pro kultivaci sladkovodni populace bylo také vybrano ASW pouze
vice nafedéné na MV/20 (tedy cca dvacetinu salinity moiské vody) a to pro lepsi srovnani
s kultivacnimi podminkami brakick¢ populace. ASW médium navic obsahuje pouze
destilovanou vodu a pfidané ziviny v podobé NaNO3 a Na2PO4.2H20 (mnozstvi bylo pievzato
z navodu na f/2 médium) a vitaminovou smés, je tedy vyhodné pro kultivace ve velkém méfitku
diky nenaro¢nosti na pfipravu a malému mnozstvi pfidavanych latek do média, ¢cimz se zleviuje
celkova kultivace. Sladkovodni kmen jsem zkousSela péstovat i v BBM, nebo DY-mediu, ale
ani jedno se nejevilo jako vyrazn& lepSi, proto nebylo nutné ASW ménit. VSechny

Erlenmeyerovy banky byly uchovavany pod umélym osvétlenim s 12:12 h svétlo: tma cyklem.

Ve velkém mnozstvi erlenek, kam byla vloZena pouze velmi mald ¢ast stélky se zacaly
tvotit zelené povlaky, ze kterych se postupné vyvinula tenka ptichycena vlakna. Ta jsme pod
obr. €.7: a, b), ktera vznikla pravdépodobné ze zoospor. Tento jev pifi rozseparovani stélky na
malé ¢asti pozorovali i1 napiiklad ve studii od Vaibhava A. Mantriho a zd4 se, Ze tento zplsob
rozdéleni stélky miize fungovat jako jeden z indukénich faktorti pro tvorbu zoospor, stejné jako

naptiklad prudkd zména teploty, nebo salinity (Mantri ef al., 2011).
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20 ym

Obr.¢. 7: a) priuhledné — zbytky ptivodni stélky a na ni vyristajici nova juvenilni stadia, b)
uniseriatni (tvofeno jednou fadou buné€k) juvenilni stadium stélky s rhizoidy, c¢) nové vytvorené
mladé stélky vyrostlé z juvenilnich stadii
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Tyto kultury z ptirodnich populaci byly velmi porostlé rozsivkami, které neni mozné
jednoduse ze stélek ocistit a dale jsou schopné se velmi dobie v médiu mnozit, prevazné v méné
slané varianté. Proto bylo potfeba kultury pravidelné pieoCkovavat, a to hlavné v pocate¢nich

fazich kultivace, aby se udrzovali v co nejlepsim stavu a bylo mozné vytvofit Cisté kultury.

3.3. Svétlena mikroskopie
Morfologické znaky byly pozorovany pod binokularni lupou a pomoci svételného

mikroskopu Leica DM 2000 LED s pomoci Normanského diferencidlniho interferencniho
kontrastu (DIC), vétSinou s objektivy se zvétSenim 20x az 40x. Fotografie stélek byly potizeny
pomoci fotoaparatu Leica ICC50 W a upraveny v programu LAS X, nebo déle také v programu

Image J.

3.4. Experimentalni kultivace

Experimentalni kultivace na gradientu salinity

Pro experimentalni kultivaci na gradientu salinity pro brakickou populaci bylo
ptipraveno 6 riznych kultivacnich médii o 6 urovnich salinity. A to rozitedénim ASW média se
salinitou moiské vody (cca 35 PSU = 35 g soli/l) pomoci destilované vody (viz tabulka ¢. 1) a
pro sladkovodni populaci stejnym zpiisobem dalSich 6 Grovni s nizsi salinitou. Tedy naptiklad
MV/2 byla roztedéna na polovinu koncentrace moiské vody, MV/3 na tfetinu apod. Redéni

probihalo jesté pred pfidanim Zivin, aby se média liSila pouze salinitou.

Urovné salinity pro brakickou populaci Urovné salinity pro sladkovodni populaci
MV/1 35 PSU 53,09 mS/cm MV/3 11 PSU 18,470 mS/cm
MV/2 17 PSU 27,564 mS/cm MV/8 | 4,25 PSU 7,76 mS/cm
MV/3 11 PSU 18,470 mS/cm MV/20 | 1,75 PSU 3,323 mS/cm
MvV/4 8,5 PsSU 14,63 mS/cm MV/35 1 PSU 1,968 mS/cm
MV/6 5,6 PSU 10,04 mS/cm MV/55 | 0,64 PSU 1,3 mS/cm
MV/8 | 4,25 PSU 7,76 mS/cm MV/75 | 0,75 PSU 0,96 mS/cm

Tabulky ¢. 1: Tabulky s hodnotami PSU a pievody na hodnoty konduktivity v mS/cm
(Wagner et al., 20006)

Stélky z kultur byly roziezany za pomoci sterilnich nastrojii na cca 7 mm useky, aby
byla pocatecni velikost vSech piiblizné stejnd a byly vlozeny do UV sterilizovanych
kultivaénich desticek o 6 komirkach (jedna komitirka o objemu cca 5 ml). VZdy do 4 komurek
byl pfidan jeden typ média, tedy ve vysledku byla 4 opakovani pro kazdou urovei salinity.
Experiment probihal pod umélym osvétlenim s 12:12 h svétlo: tma cyklem. Intenzita zativek

byla 5420 lux.
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Experimentalni kultivace na gradientu teploty

Pro kultivaci na gradientu teploty bylo pouzito vzdy zakladné stanovené médium pro
kultivaci kment, tedy pro brakickou populaci médium MV/3 a pro sladkovodni populaci
médium MV/20. Rozockovani stélek do sterilnich desti¢ek probihalo stejnym zptisobem jako
pfi salinitnim experimentu, ale desticky byly nasledné rozmistény na gradientovy stil, kde bylo
nastaveno rozmezi teploty od 12°C az do 28°C. Desticky se po kazdém méfeni otaceli, aby
nehralo pii experimentu piili§ velkou roli osvétleni dopadajici na jednotlivé stélky
v kultivaénich komurkach. V tomto experimentu byla pro kazdou turoven teploty pouze 3
opakovani (kviili malému prostoru na gradientovém stole). V ptipad¢ desticek, kde byla
testovana vyssi teplota bylo médium dopliiovano destilovanou vodou v ptipadé odpateni vétsi
Casti objemu komurky, aby nedoslo k vysusSeni stélek a byly vSude stejné podminky po celou

dobu experimentu.

Experimentalni kultivace s pfidanymi chela¢nimi ¢inidly a pH pufry

Pti poslednim experimentu byla pouzita zdkladni média (MV/3 a MV/20) jako kontroly
a dale byly vytvofeny 3 varianty tohoto kontrolniho média. Prvni varianta s ptidavkem
chela¢niho ¢inidla EDTA, druhé s ptfidanim pH pufru HEPES (pouziti v pH 6.8-8.2) a posledni
s pfidanim kombinace obojiho. Mnozstvi ptfidaného EDTA bylo ptfevzato z protokolu pro {/2
médium pro brakickou populaci a mnozstvi HEPES + EDTA pro sladkovodni populaci
z protokolu pro modifikované DY — médium (vyznam ¢inidel a pufrti pro kultivaci fas viz.
uvod, kapitola 1.4.). Pro kazdé vytvofené médium bylo ud€lano 6 opakovani. V ptipadé¢ EDTA

bylo ¢inidlo pfidano v rozpustné forme tzv. chelaton 3 (Na;EDTA.2H0).
Modified DY V Medium

L]

v I HN ¢ H
To aprox. 950 ml of distilled water, add: 172 Trace Metals Solution

m Into 950 mL of dH0, dissolve the EDTA and other components, Bring the final volume to 1 liter with dIH,0.
1 | MgS04 . 7H20 | 5
[1 [ | 0.3 Component I Stack Solution Quantity Used Concentration in Final
z s Sen (gL dH,0) Medium (M)
- LR = - 6H.0 = 315 L7 x 107
|1 ‘ B - glycerolphosphate | 0.216 Na,EDTA - 2H,0 — 436¢ 1,17 x |0’§|
i e Hi MnCl; - 4H,0 1800 TmL 9.10% 107
ZnSO, ' 7TH,0 220 I mL 765 % 107
[ hastbic et CoCl; - 6H,0 100 I'mL 420 10°
i Na2Si03 0.6 CusSO, - 5H,0 9.8 I'mL 393x 10
[1 FeClz .6 H20 0.166 Na,MoOQ; - 2H,0 6.3 I mL 260% 10°
4 CaClz 7.5
243 mg HEPES

Obr. ¢. 8: Navody na ptipravu DY V a /2 média s vyznac¢enim latek pouzitych v tomto
experimentu (Andersen et al., 2005)
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3.5. Méieni prirtstki biomasy pomoci PAM fluorometru a tvorba kiivek

specifické ristové rychlosti
Meéfeni plochy stélek u vSech 3 experimentalnich kultivaci probihalo vzdy 2x tydné po

dobu 35 dni, a to za pomoci PAM (Pulsni Amplitudovd Modulace) fluorometru a nastaveného
Fy/Fm protokolu. Metoda fluorometru vyuziva fakt, ze fotosyntetizujici organismy vyzatuji ¢ast
piijaté svételné energie zpét v podobé fluorescence chlorofylu, ta je poté zachycena a zméfena
na detektoru pfistroje. Vyuziva se prevazné€ na méteni riistu biomasy mikrofas a pro stanoveni
fotosyntetické aktivity, kterd Casto odrazi celkovy stav organismu, hlavné pfi vystaveni
nepfiznivym podminkam (nadmeérna ozafenost, UV, sucho, zmény teploty apod.) (Rohacek et
al., 1999; Figueroa et al., 2013). Nicméné diky tomu, Ze tubularni fasy rodu Ulva obsahuji velké
mnozstvi cca stejnocennych bunék s jednim velkym chloroplastem, a to po celé délce stélky, je
mozné za pomoci zméteni fluorescence také ptiblizné stanovit plochu dané stélky v mm?.
Vzhledem k neinvazivnosti této metody je tedy takto mozné sledovat napiiklad postupné
ptiriistky biomasy v Case, a to, aniZz bychom museli n&jakym zpiisobem narusit prabch
experimentu, jako naptiklad pfi zjiStovani suché hmotnosti, kdy musime celou stélku z média
vyndat, vysusit, zvazit a opétovné vraceni neni mozné (Steinbruch et al., 2020). Pred zac¢atkem
meéteni je jeSt€¢ nutné vzorky zatemnit cca na 15 minut, protoze nejprve dochdzi k velmi

kratkému pulznimu zéblesku, a tak 1ze zmétit minimalni hodnotu fluorescence (Fo) a nasleduje

delsi saturacni zablesk, diky kterému se d4 zméfit maximalni fluorescence (Fy,), jejich rozdil

nam poté d4 hodnotu variabilni fluorescence (Fv) (White et al., 2011). Protokol F,/Fy, umoziiuje
zm¢fit maximalni G¢innost fotosystému II (Rohacek and Bartdk, 1999). Bylo tedy mozné,
kromé& plochy stélek (ktera mé zajimala nejvic), sledovat i jak moc jsou jednotlivé stélky
vystresované, a to na hodnotadch kvantového vytézku (,,quantum yield”). Ten by mél byt u
nestresovanych bunék planktonu piiblizné 0,6 az 0,7, ale pfi ptisobeni stresovych faktort se

toto Cislo snizuje (White et al., 2011).

Obr.¢. 9: a) kultivacni desticky se 6 komirkami pod laboratornim osvétlenim, b) méfeni stélek
pomoci PAM fluorometru — oznaceni plochy podle fluorescencné sviticich casti
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Vysledné rastové kiivky byly vytvoreny za pomoci naméfenych dat v programu Past
4.05. (viz. kapitola 4.4.2 Vysledky méteni na gradientech pomoci PAM fluorometru).

Data byla testovana pomoci analyzy série linearnich regresi také v programu Past 4.05., kdy
namétené hodnoty byly zlogaritmovany, protoze pfedpokladame pii méteni ptirtistki biomasy
exponencialni riist. Pro linearizaci exponencialnich dat se tedy miizeme #idit rovnici y = Ae**,
po zlogaritmovani logy = kx + logA, protoze pro nas je diilezitd prevazné konstanta k, ktera

udava sklon vyslednych kiivek, které porovndvame mezi sebou.

Stanoveni specifické ristové rychlosti

Pro biotechnologie je nejdilezit&jsi cast kiivky odpovidajici exponencidlnimu ristu,
protoZe je to oblast nejvyS$Si produktivity (Chisti, 2007). Dynamiku rastu zde obvykle
modelujeme rovnici pro kinetiku chemické reakce 1.fddu, kde jako rychlostni konstanta
vystupuje specificka ristova rychlost. Pojem specifickd ristovd rychlost znaci rlstovou
rychlost pfepoctenou na jednotky biomasy, tedy mnoZstvi biomasy vytvofené jednotkou
biomasy za jednotku ¢asu. Tedy pokud bychom méli hodnotu SRR napiiklad p = 0,4 h'!, tak to

znamena, ze 1 g biomasy vytvari 0,4 g nové biomasy za hodinu (Kapralek, 1999).

Ristova rychlost byla ziskdna ptfepocitanim ze vzorecku specifické ristové rychlosti

(SRR): u = w . (kde X je velikost plochy stélky z exponencialni faze (pf. 6. méteni) a

Xo je naméfena velikost plochy, nez doslo k tomu nejvyraznéjSimu piirtistku (pt. 5.méteni), At
je doba uplynula mezi témito pozorovanimi) (Brundu et al., 2018). Ve vétSing ptipad u mych

vzorkl dochdzelo k exponencialni fazi cca mezi 15. az 25. dnem kultivace.

Specificka ristova rychlost je pro kazdy organismus odlisna. Je limitovdna vnitinimi
faktory, tedy samotnou geneticky podminénou schopnosti organismu rust, ale také vnéjSimi
podminkami, jako je napiiklad dostupnost zakladnich Zivin, acidita prostiedi, dostupnost
kysliku v médiu atd. Specifickd rlstova rychlost tedy neni béhem celého procesu rlstu
konstantni, dochazi k jejim zménam, ptfedevSim na konci vyvoje, kdy zacinaji dochéazet zdroje
vmédiu v zavislosti na velkém pfirGstku biomasy, vtomto okamzikli dochazi k jejimu

znaénému poklesu (Kapralek, 1999; Lawton ef al., 2021).

3.6. Kultivace ve velkém objemu a méreni pririistkii pomoci analyzy obrazu

Pro kultivaci ve vétSim objemu byly stélky kultivovany ve 3 riiznych objemech média
v Petriho miskach (A - 628,3 ml, B — 113,1 ml, C — 25,13 ml). Experiment byl provadén ve

venkovnich podminkach, pro simulaci venkovni kultivace, ackoli misky byly zavieny, aby
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nedochazelo k pftili§ velkym kontaminacim z okolniho prostfedi. Pro brakickou populaci bylo
pouzito MV/3 médium (11 PSU) a pro sladkovodni populaci médium MV/20 (1,75 PSU). Na
miste byla také zméfena intenzita osvétleni, kterd odpovidala rozmezi 6930 az 38870 luxt na
ve stinu a na slunci. Je patrné, Ze mira osvétleni na lokalité byla vyrazné vétsi nez pti kultivaci

v laboratornich podminkéach.

Kazdy objem mé¢l 4 opakovani, jak pro brakickou, tak pro sladkovodni populaci. Stélky
v miskach byly foceny vzdy jednou za 5 dni po dobu 5 tydnt, pficemz byla stanovena jedna
zakladni vzdalenost fotoaparatu od misky (cca 20 cm) a ta byla dodrzovana po celou dobu
experimentu, aby byly vysledné fotografie srovnatelné mezi sebou pii analyze obrazu.
V piipadé, Ze dochazelo k vétSsimu vysouSeni média v nékteré z misek, byla dolévéana sterilni
destilovana voda. Nicmén¢ diky tomu, zZe byly Petriho misky uzaviené dochdzelo ke srazeni
odpafovaného média na vicku a ndslednému skapani zpatky. Po kazdém foceni byly misky
prohazeny, aby jejich umisténi bylo ndhodné a jejich pozice neovlivnila néjakym zplisobem

vysledky méteni (naptiklad nékteré byly vice ozatrené, jiné vic ve stinu).

Obr. €. 10: Petriho misky na venkovni kultivaci a ptiklad jedné z misek focené na analyzu

Ziskané fotografie byly zpracovany pomoci analyzy obrazu za pouziti programu GIMP

M .66

2.10.24. Stélky byly na zvétSovany a pomoci funkce ,,PfibliZzny vybér s nizkym prahem (cca
4-16) se provedlo postupné oznaceni s vybérem podle sloZené barvy aZ do optimalniho
zachyceni plo$ného rozsahu analyzované biomasy. Pomoci histogramu byl nasledné zméten
rozsah zelené barvy v pixelech od nejtmavsi po nejsvétlejsi. Postupovalo se po vzdy po 25
stupnich sytosti (coz je pouze uméle vytvoreny ,,decil®), aby se bylo mozné dat vétsi vahu
oblastem tmavsim, kde pravdépodobné dochazelo k prekryti stélky (viz. obr. €. 11). VSechny
hodnoty z ,,decili* byly zapsény a nasledné byly vynédsobeny, tak, Ze hodnoty z nejsvétlejsi
¢asti histogramu byly nasobeny 1.0, tmavsi 1.5, dalsi 2.0 apod. Vysledkem jsou piepoctené

pixely, které slouzi k pfibliZnému stanoveni abundance stélek na misce.
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Z vyslednych celkovych piepoctenych pixelt byla vytvorena primérna hodnota pro
kazdy objem Petriho misek a nasledné vytvoreny odpovidajici grafy pomoci statistického

programu Past 4.05. (viz vysledky, kapitola 4.4.).

B[]

Llh‘

ek bodmosas 8175 Pt 15
‘S odcha 5073 Folen 3%
Pt 0151

Obr.¢. 11: a) oznacend plocha stélky v programu pomoci pfiblizného vybéru, b) piiklad
odpovidajiciho histogramu s vyzna¢enymi useky po 25 stupnich sytosti

4. Vysledky

4.1. Morfologie stélek a urceni druht

Identifikace nalezenych druhti byla zaloZena na morfologickych znacich. U
sladkovodnich druhi to totiZ neni pfili§ slozité. Dnes se v Evropé uvadi pouze 3 druhy
sladkovodnich tubularnich tas rodu Ulva, které maji pomérné jasn¢ definované morfologické a
anatomické znaky, podle nichz se daji vzajemn¢ odlisit. Zaroven tyto druhy odpovidaji dobie
definovanym fylogenetickym liniim identifikovanym v fad¢ recentnich studii (Rybak, 2018;
Mares et al., 2011; Cui et al., 2018). Radi se spolu do tzv. komplexu Ulva flexuosa, ktery
zahrnuje druhy Ulva flexuosa subsp. pilifera a Ulva flexuosa subsp. paradoxa (dnes ovSem jiZ
pouze U. pilifera a U. paradoxa) (Rindi et al., 2018) a pak druh Ulva flexuosa subsp. flexuosa,
ktery je vyrazné Castéji moiskym c¢i brakickym zastupcem, ale byly pozorovany i nalezy ve
sladkovodnim vnitrozemském prostfedi (Rybak, 2018; Rindi et al., 2018). U brakickych a
moiskych druht je spolehliva identifikace obecné vétSsim problémem, vzhledem k jejich
vyrazné€j$i morfologické plasticite, kterd je ovlivnéna piedevS§im environmentalnimi faktory,
jako jsou salinita, teplota vody, koncentrace Zivin, nebo hloubka vody (Rybak, 2015). Také se
zde setkdvame s daleko vétsim mnozstvim druht obecné. Studovand brakickd populace byla
tedy spiSe ur¢ena na zédklad€ pomérné nizké salinity na misté objevu, ktera odpovida rozsireni

druhu U. flexuosa subsp. flexuosa (Rybak, 2015).
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Identifikace sladkovodniho kmene

Sladkovodni populace byla urCena jako Ulva pilifera. Tento druh je pravdépodobné
nejcastéjSim zastupcem ze sladkovodniho prostfedi s dolozenym vyskytem na mnozstvi
sttedoevropskych lokalit, jako je Polsko, Ceska republika, Némecko, Francie apod. (Rindi et
al., 2018). Stélky mohou rtst v pomalu tekoucich vodach ptichycené na kamenech, nebo jiném
pevném substratu, ale nachazime je i ve vodach stojatych, kde tvoii pirevazné volné plovouci
stélky (tzv. ,,free-floating mats*)(Mares ef al., 2011). Co se tyka podminek prostiedi, druh U.
pilifera preferuje vody vysoce alkalické s dostatecnym okyslicenim, relativné vysokou
mineralizaci a vyss$i koncentraci zivin (hlavné dusi¢nand, fosfore¢nanti, amoniaku a sulfati)
(Rybak ef al., 2014). Lokalita, kde se nachédzela studovana populace, ttmto podminkdm
odpovidala. Jednalo se o byvalou piskovnu s vysokym pH cca 9.0 (to vSak bylo pravdépodobné
lokaln¢ zvyseno intenzivni fotosyntézou fytoplanktonu ve vodnim sloupci v obdobi sbéru). Ve

vode¢ se ulva vyskytovala v podob¢ volné plovoucich stélek na hlading.

Druh se vyznacuje hrubou, kiehkou stélkou, ktera muze ukladat uhli¢itan vapenaty na
svém povrchu. Ten zpiisobuje, Ze stélky jsou pomérné rigidni (Rybak, 2018). Typicky mizeme
na stélce pozorovat makro — i mikro — vétveni, nicméné¢ jeho intenzita se miize liSit v zavislosti
na vyvojovém stadiu, kdy mladsi stélky byvaji typicky bez vétveni, nebo velmi spote vétvené.
Mikroskopicka bo¢ni vldkna jsou uniseridtni, tedy jsou tvofeny pouze jednou fadou bunck za
sebou. Makroskopické bo¢ni vétve jsou polyseriatni, tvofené velkym mnozstvim bunck vedle
sebe. Druh ma vzdy typickou tubularni morfologii (tzv. monostromatické stélky), kdy vldkna
tvofi trubicky zjedné vrstvy bunék, které mohou byt vyplnény vodou, nebo vzduchem.
Nicméné se nejedna o tenké stejnocenné trubice, ale stélka byva misty ziizend, nebo naopak
SirSi v urcitych castech. V kulturach ovSem dochéazelo 1 k tomu, Ze stélky byly tenci a
rovnomérnéjsi, coz bylo pravdépodobné zplsobeno limitaci prostorem v Erlenmeyerovych

bankach.

Bunky ve stélce jsou fazeny z pravidla nerovnomérn€, maji pomérné tlusté bunécné
stény a zakulacené rohy. To je rozdil oproti druhému vzécnéjSimu sladkovodnimi druhu, ktery
u nas nicmén¢ také mizeme roztrousen¢ najit. Druh Ulva paradoxa ma tenkosténné buiiky,
které jsou uspotfadany ve stélkach rovnomérné (Rybak, 2018). Chloroplasty v buiikdch jsou
parietalni, tedy nevypliuji cely obsah buiiky, ale jsou natisknuté na jednu stranu. Také tvori
nekteré vyrazngjsi, veétsi buiiky, které¢ jsou obklopeny nékolika mensimi, a tak tvofi malé

»rozety* v prubehu vldkna. Tyto vétsi bunky jsou pravdépodobné bazalni buiiky uniseridtnich
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bocnich vétvi. Pokud jsou stélky vétvené, postranni mikro vétve jsou vzdy uniseriatni, tedy
tvofené pouze jednou fadou bunék za sebou. Dal§im zajimavym znakem je, ze prvni buiika
uniseriatniho postranniho vldkna muze, ale nemusi byt zvétSena. Apikalni bunika také byva
odliSna — vice protahla oproti ostatnim buiikkam ve vlaknu, cca dvojnasobné (ale nebylo to

pozorovano u vSech mikroskopickych vétveni).

Vsechny tyto pozorované morfologické a anatomické znaky byly srovnavany se znaky,

které definoval Rybak ve svém identifikacnim kli¢i pro sladkovodni druhy z komplexu Ulva

flexuosa (Rybak, 2018).

a)

Obr.¢. 12: Fotografie zachycujici zakladni morfologické a anatomické znaky na stélkach druhu Ulva
pilifera: a) nalez stélky v litoralni zon¢ v rybniku Vidlak, Dolni Pocernice, b) bunky tvorici ,,rozety*
— vzdy jedna vyrazngjsi bunka a okolo ni nékolik mensich, c) postranni uniseridtni vlakno s tlustou
bazalni bunkou, d) tlustosténné buiiky ve stélce se zaoblenymi rohy

Identifikace brakického kmene

vvvvvv

k velké diverzité a morfologické plasticité, kterd miize byt ovlivnéna i1 podminkami prostiedi,
ve kterém se organismus nachdzi, neni mozné pozorovat pfiliS mnoho konzistentnich
morfologickych znakl. Situaci komplikuje i kryptickd diverzita, kterd brani snadnému
rozeznani jednotlivych druht (Rybak, 2015; Steinhagen et al., 2019). Nejvétsim problémem je
ovSem soucasnd nevyjasnéna taxonomicka struktura brakickych a motskych druht, kdy tradiéni

jména reprezentuji komplexy druhti ¢i pfimo polyfyletické jednotky, ale Zadna komplexné;si
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fylogenetickd revize nebyla, zejména pro tubularni druhy, dosud provedena. Druh jsme
nicméné pracovné ur€ili jako soucast komplexu Ulva flexuosa. Navic Ulva flexuosa subsp.
flexuosa je jednim z velmi Casto pozorovanych tubuldrnich zastupcii z brakického prostiedi
((Rybak ef al., 2014; Rybak, 2015; Rindi et al., 2018). V oblastech Baltického mofe ovSem
nachdzime 1 jiné tubularni zastupce, jako naptiklad U. intestinalis, U. compressa, U. clathrata
¢i U. prolifera, ale jejich optima a salinita na mistech nalezu neodpovida nasi lokalité sbéru,
kde byla salinita kolem 6,61 PSU a tyto druhy maji optima v priméru spi§ mezi 20 — 30 PSU
(Rybak, 2018). Stélky byly nalezeny v litoralni zo6n¢ a rostly ptichycené pomoci rhizoidl na

drobnych kamenech.

Morfologicky se jedna o druh, ktery ma hladkou tubuldrni stélku. Ta je velmi malo
vétvend, nebo vétveni chybi uplné. Vlakna jsou po celé délce priblizné stejné Sirokd. Bunky
tvoti pomérné pravidelné podélné tfady v prubéhu stélky, ackoli naptiklad v mistech vétveni
byla tato pravidelnost nékdy narusena. Také u mladych stélek by méla byt pravidelnost spise
v podélnych fadach (Rybak, 2018). Tvarem jsou buiiky ¢tyfthelnikové a jejich bunécna sténa

neni nijak vyrazné ztloustla. Chloroplast je parietalni.

0 pm 100 o pm 75

Obr.¢€.13: Morfologie druhu U. flexuosa sp.: a) celkova podoba stélky, ktera roste
prichycena na malych kamenech, b, ¢) morfologie bun¢k ve vlaknech, d) uniseriatni bo¢ni
vétveni

Toto urceni na zakladé morfologickych a anatomickych znaki je nicméné pouze ptiblizné a pro

molekularnich dat.
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nasledné sledovéana pod mikroskopem. U tas rodu Ulva tato stadia vznikaji ze zoospor (bicikaté
se 4 stejn¢ dlouhymi biciky), ty se uvoliiuji do média pomoci rozpadu bunééné stény ptivodni
stélky. Jako signal pro vypusténi zoospor pravdépodobné funguje teplota a salinita. Optimalni
teplota pro indukci tvorby zoospor byla stanovena v experimentech od Mantriho na 25 a 30 °C.
Jako optimalni salinita se ukazala nizsi z testovanych — kolem 15 PSU a zd4 se byt tim hlavnim
induktorem pro uvolnéni zoospor z piivodni stélky (Mantri et al., 2011). Nicmén¢ se zda, ze
pro iniciaci tvorby zoospor staci i pouhy mechanicky stimul v podobé fragmentace vlakna
puvodni stélky (Balar et al., 2020), to bylo pozorovano i v ptipad¢ nekterych mych kultur. Je
mozné, Ze ale nezalezi pouze na jednom faktoru, pravdépodobné se jedna o kombinace 2 ¢i vice
stimulll najednou, vzhledem k tomu, Ze fragmentaci stélek jsem provadéla u vétsiny stélek, ale
ke vzniku zoospor doslo pouze v nékterych piipadech. Ze zoospor, diive, nez se vytvoii
uniseriatnich vldken — tvotenych jednou fadou buné¢k. Jsou prichycena k pevnému podkladu
pomoci malych rhizoidt (Mantri ef al., 2011). Zajimavé je, ze se v n¢kterych ptipadech tvoftila
juvenilni stddia uz na plivodni matetské stélce, tedy pravdépodobné doslo ke splynuti zoospor

uz na jejim povrchu.

Obr. €. 14: Juvenilni stadia s rhizoidy tvofici se samostatné, nebo na plvodni odumrelé stélce.

4.2. Vysledky méreni na gradientech pomoci PAM fluorometru

Ve vSech provedenych experimentech na gradientech dochazelo k vice ¢i méné vyraznému
rustu stélek po celou dobu kultivace. U zadnych nebyl pozorovan vyrazny pokles riistu béhem
35 dni experimentu, je ale pravdépodobné, ze ptfi delSim péstovani by k nému urcit¢ doslo
vzhledem k omezenym velikostem kultiva¢nich komtrek, které by brzy zptisobily limitaci

prostorem a vedly k tbytku Zivin v malém mnozstvi média (cca 5 ml média na komirku).
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Ptirtistky biomasy byly ve vSech experimentech méfeny vzdy 2x tydné po dobu 5 tydna. Ve
velké vétsing experimenti dochéazelo k exponencialni fazi ristu stélek priblizné mezi 15. az 25.
dnem kultivace. Pro kazdy typ experimentu (na gradientu salinity, teploty a pii kultivaci
s EDTA ¢i1 HEPES) byla provedena 2 opakovani a z obou nasledn¢ vytvofeny souhrnné grafy,

znazoriujici prirtistky biomasy v mm?.

4.2.1. Riist kmenit na gradientu salinity

U brakické populace Ulva flexuosa dochazelo celkové k pomémé vyraznym celkovym
piiristkiim biomasy (maximum 137,57 mm? u salinity urovné MV/2, viz graf &. 1), zejména
v porovnani se sladkovodnim druhem Ulva pilifera (maximum 26,53 mm? u salinity urovné
MV/3, viz graf €. 2). Nejvyssich hodnot plochy (v mm?) dosahovaly stélky druhu Ulva flexuosa
v médiich MV/2, MV/3 a MV/4, tedy spiSe ve vysSich salinitach mezi 8,5 az 17 PSU. Podle
chybovych tsecek je nicméné vidét znacna variabilita, co se ty¢e méfeni v ramci jednotlivych
komurek v kultivacnich destickach, a to pfevazné€ v pozd¢jSich dnech experimentu, kdy

dochazelo k pomérn¢ velkym ndhodnym vykyviim hodnot naméfené biomasy stélek.

L4

MV/8 (odpovidajicich salinité 5,6 a 4,25 PSU). Zajimav¢ ale také u tirovné salinity MV/1 (35
PSU), kdy pti prvnim méfeni doslo k uplnému rozpadu stélek ve vSech opakovanich pro tuto
uroven a nebylo tedy mozné ptirastky dal méfit (proto jsou ve vysledném grafu z obou méteni
hodnoty pro uroven salinity MV/1 vytvotfeny pouze na zakladé ¢tyt opakovani, a ne z osmi jako
u ostatnich Urovni) a pfi druhém opakovani celého méteni dochéazelo v této salinité k nejméné
vyraznym piirastkliim po celou dobu kultivace. Métfeni v urovni MV/1 také zacind na vyssi
hodnoté plochy, protoze béhem prvniho pokusu experimentu byly stélky nafezany na vétsi kusy
neZ pi1 druhém opakovani experimentu. Ve vysledku to také vedlo ve vét§in€ grafi k vétSim

rozptylim chybovych tsecek, nez kdyby byla opakovani experimentdi posuzovana samostatné.

Vysledné naméfené hodnoty byly testovany pomoci série linearnich regresnich analyz
analyzujicich vztah logaritmovanych hodnot ptiristki biomasy v ¢ase. Salinita v pfipad€ obou
experimentalnich méteni signifikantné ovlivitovala pfirtistky biomasy (viz. tabulka €. 2). Tento
typ analyzy nicméné porovnaval dvojice méfeni v riznych Grovnich salinity mezi sebou, tedy
nikoli vSechny dvojice métenych dat (vSechny urovné salinity) se mezi sebou musi nutné
signifikantné lisit. V piipadé méfeni brakické populace na gradientu salinity se signifikantné
lisilo pouze méfeni v trovni salinity MV/1 (35 PSU) od vSech ostatnich Grovni a méfeni

v urovni salinity MV/2 (17 PSU) od méteni v urovni MV/8 (4,25 PSU). Mezi ostatnimi
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urovnémi salinity rozdily nebyly signifikantné odlisné. Zarovein byla provedena Bonferroniho
korekce p hodnoty (0.05) s vyslednou zptisnénou hodnotou 0.0083. Vysledna p hodnota
z tohoto experimentu nicméng stale neptesahuje hranici signifikance a vysledny vliv salinity na

prirGstky biomasy by tedy opravdu mél byt signifikantni.

200.
~
£ 175.
E
~ 150
@
£ 125, ./
S 100 é
2 100
= ] MV/1
W 75] /
QE — ‘MV/Z
*MV/4
250 . e e | —— MV/6
T___r_.-sﬁ/'——i *MV/8
0 : ‘ ‘ . :
0 5 10 15 20 25 30 35

Dny kultivace

Graf ¢. 1: Graf znazornujici pfirGstky biomasy brakické populace U. flexuosa na gradientu o 6
urovnich salinity (MV/1 =35 PSU, MV/2 = 17 PSU, MV/3 = 11 PSU, MV/4 = 8,5 PSU, MV/6 =
5,6 PSU, MV/8 =4, 25 PSU). Ve dvou experimentech bylo provedeno dohromady 8 opakovani pro
kazdou uroven. Pro uroven salinity MV/1 jsou hodnoty zalozeny pouze na 4 opakovanich.

Brakicka populace Ulva flexuosa
salinital r p-val slope Cl slope
M1 0,7375 | 5,70E-08 | 0.0029 [0.0021,0.0038]
Mv/2 0,821 | 1,15E-20 | 0.0362 [0.0302,0.0415]
Mv/3 0,891 | 2,05E-28 0.034 [0.029,0.039]
Mv/4 0,8546 | 6,71E-24 | 0.0311 [0.0265,0.036]
MV/6 0.7692 | 7,79E-17 | 0.0253 [0.019,0.031]
MV/8 0,8041 | 2,71E-19 | 0.0242 [0.015,0.029]
F-test: 18,602 p=9,7914E-17 Bonf.kor. =0.0083

Tabulka ¢ 2.: Vysledky linearnich regresnich analyz pro brakicky druh Ulva flexuosa na gradientu
salinity.

Pti pohledu na riist populaci na gradientu salinity u sladkovodniho druhu Ulva pilifera (viz.
graf €. 2) je patrné, Ze sladkovodni druh v tomto ptfipadé dosahoval niZ§ich celkovych ptirastkil
nez kmen brakicky. S maximalni vyslednou plochou 26,53 mm? naméfenou v trovni salinity
MV7/3 (tedy ptiblizné¢ 11 PSU) dosahuje pouze cca pétinové velikosti oproti druhu U. flexuosa.
Pti pocatecnich dnech experimentu navic nedochdzelo k vyraznym pfirtstkiim biomasy u zadné
z méfenych trovni salinity. Teprve po pfiblizné dvacatém dnu kultivace dochéazi k vyraznému
zvyseni piirtstkll biomasy a také k vétSimu rozrtiznéni v jednotlivych trovnich salinity. Déle

je vidét, Ze k nejvysSim piirGstkim biomasy dochédzelo v médiich s irovnémi salinity MV/3,
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MV/8 a ptipadné MV/20, které odpovidaji salinité piiblizn€ 11, 4,25 a 1,75 PSU. Jedna se tedy
o salinitu vys$i, nez je salinita v lokalitdch, kde se nachazi stélky tohoto druhu v pfirodé.
Naopak nejnizsich ptirtstki dosahovala v nejméné slanych médiich MV/55 a MV/75 (tedy cca
0,64 az 0,47 PSU).

Stejnym zpiisobem byly opét vysledné naméfené hodnoty testovany, nicméné tentokrat se
vliv salinity ukazal jako nesignifikantni. Vysledny graf je opét vytvoien ze dvou nezavislych
opakovani experimentu, kterd byla provedena za shodnych podminek kultivace. Vede to opét
k tomu, ze vysledné chybové tusecky v grafu jsou velmi vyrazné a variabilita v jednotlivych
experimentalnich komurkach byla velika. Tento fakt opét pravdépodobné lehce ovliviiuje
vyslednou nesignifikanci vlivu teploty na tuto sladkovodni populaci. Ani jedno méfeni v zddné
z vytvorenych trovni salinity se signifikantné nelisi od zddného jiného méfeni.
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Graf ¢. 2: Graf znazormujici prirastky biomasy sladkovodni populace U. pilifera na gradientu o 6
urovnich salinity (MV/3 =11 PSU, MV/8 =425 PSU, MV/20= 1,75 PSU, MV/35 =1 PSU, MV/55
= 0,64 PSU, MV/75 = 0,47 PSU). Bylo provedeno celkem 8 opakovani pro kazdou uroven v ramci
2 opakovani experimentu.

Sladkovodni populace Ulva pilifera
salinita r p-val slope Cl slope
MV/3 0,6412 | 1,50E-10 | 0.0156 | [0.0111,0.0201]
AT 0,71 | 1,65E-13 | 0.0152 | [0.012,0.0184]
MV/20 0,639 | 1,72E-10 | 0.0132 | [0.0092,0.0168]
MIV/35 0,654 | 4,96E-11 | 0.0124 [0.003,0.016]
MV/55 0,6798 | 4,08E-12 [ 0.0125 [0.0094,0,0156]
M/ 75 0,6865 | 2,09E-12 ( 0.013 [0.0094,0.0156]
F-test: 0,716 p=0,612 Bonf.kor. =0.0083

Tabulka ¢. 3: Vysledky linearnich regresnich analyz pro sladkovodni druh Ulva pilifera na
gradientu salinity
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4.2.2. Riist kment na gradientu teploty
Rust stélek byl opét analyzovan béhem 35denniho experimentu, tentokrat ale na

gradientovém stole v Sesti riznych hodnotach teploty (v rozmezi od 12 do 28 °C). Nejvétsi
maximalni pfiristek biomasy byl pozorovan u brakické populace s vyslednou nejvyssi
hodnotou 46,84 mm? v teploté 22 °C. U sladkovodni populace byla nejvyssi naméfena plocha
stélky 44,198 mm? také v teploté 22 °C. Rozdil mezi populacemi v celkovych maximalnich
prirGstcich biomasy v zavislosti na teploté¢ tedy neni tak vyrazny. Pro obé populace se jako
nejméné ptizniva ukdzala nejnizsi teplota 12/15 °C. Obecné lze z vyslednych grafu fici, ze

optimalni teplota pro ob& populace se pohybuje cca v rozmezi 18 az 25 °C.

U populace U. flexuosa bylo dosazeni maximalni ristové rychlosti pii kultivaci v teploté 22
°C, nicméné v teploté 18 °C byly vysledné pfiristky velmi podobné (viz. graf €. 3,). Opét
vidime, Ze k vét§imu rozriznéni mezi ptirtstky u jednotlivych trovni teploty dochézi az kolem
patnactého az dvacatého dne kultivace. Znovu také vidime, ze je velkéd variabilita v ramci
jednoho méteni, coz je opét dano tim, ze byly lehce rozdilné pocatecni velikosti stélek béhem
prvniho provedeného experimentu na gradientu a jeho pozdéjsiho opakovani. Je zfejma
castecna souvislost mezi pocatecni velikosti stélek a jejich naslednou rychlosti ristu. Je dobie
meéfeni v teploté 15 °C miZzeme dokonce vidéet slaby pokles ristu ptiblizné kolem dvacéatého

druhého dne kultivace.

Pti testovani vyslednych zlogaritmovanych hodnot ze série linedrnich analyz se ukazalo, Ze
teplota na rychlosti ristu stélek brakické populace nema signifikantni vliv. Signifikantné se

mezi sebou li§i pouze méteni v teploté 22 °C a méfeni v teploté 12 °C (viz. tabulka €. 4).
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Graf ¢&. 3: Graf zndzornujici pfirtstky biomasy brakické populace U. flexuosa na gradientu o 6
urovnich teploty (28, 25, 22, 18, 15 a 12 °C). Bylo provedeno 6 opakovani pro kazdou trover teploty
béhem 2 opakovani experimentu.

Brakicka populace Ulva flexuosa
teplotal r p-val slope Cl slope
28°C 0,3622 | 4,50E-03 | 0.0097 [0.0035,0.016]
25°C 0,3755 | 3,10E-03 | 0.0093 [0.0039,0.0151]
22°C 0,7089 | 2,32E-10 | 0.0166 [0.0122,0.02132]
18°C 0,3681 | 3,80E-03 | 0.0116 [0.0039,0.0192]
15°C 0,2941 | 2,26E-02 | 0.0073 [0.0019,0.0128]
12°C 0,32013 | 1,90E-02 | 0.0065 [0.00197,0.012]
F-test: 1,4047 p=0,2219 Bornf.kor. =0.0083

Tabulka ¢. 4: Vysledky linearnich regresnich analyz pro brakicky druh Ulva flexuosa na gradientu
teploty

U sladkovodni populace byla nejvyssi dosazena hodnota plochy 44,19 mm? v teploté 22
°C (graf. ¢. 4,), kde dochazelo ke znatelné vys$im piirastkim po celou dobu kultivace oproti
méfenim v ostatnich Grovnich teploty. Stélkam se dafilo pomérné¢ dobfie také v teploté 25 °C,
naopak teplota, ve které stélky rostly nejpomaleji se pohybovala kolem 12 az 18 °C. Nizké

teploty tedy znovu piisobily jako limitujici faktor pro rist stélek.

Teplota v ptipadé experimentll u sladkovodni populace signifikantné ovliviiovala
prirGstky biomasy stélek (viz. tabulka €. 5). Ve vyslednych hodnotach ptirtistkii biomasy se
signifikantné 1181 méteni v teploté 22 °C od vSech ostatnich, kromé méfeni v teploté 25 °C.

Mefteni v teploté 25 °C se lisi od méfeni v teploté 15 a 12 °C. Méfeni v teploté 28 °C se
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signifikantné 1181 od vSech méteni kromé méfeni v teploté 25 a 18 °C. Méteni v 18 °C se 1isi od
meéteni v 22 a 12 °C. Méfeni v teploté 15 °C se 1i8i od vSech méteni kromé méfeni v teploté 18
a 12 °C a mefeni ve 12 °C se signifikantné lisi od vSech ostatnich kormé méteni v 15 °C.
Celkova p hodnota je signifikantni i po zptisnéni hranice signifikance pomoci Bonferroniho

korekce.
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Graf ¢&. 4: Graf znazorijici ptirGstky biomasy sladkovodni populace U. pilifera na gradientu o 6
urovnich teploty (28, 25, 22, 18, 15 a 12 °C). Bylo provedeno 6 opakovani pro kazdou tGroveri teploty

behem 2 opakovani experimentu.

Sladkovodni populace Ulva pilifera
teplota r p-val slope Cl slope
28°C 0,909 |8,23E-24 | 0.0066 | [0.0056,0.0075]
25°C 0,8447 | 2,19E-17 | 0.0067 | [0.0056,0.0079]
22°C 0.8502 |8,42E-18 | 0.0095 | [0.0079,0.0113]
18°C 0,3287 |3,01E-16| 0.0043 | [0.0039,0.0059]
15°C 0,739 | 1,62E-11| 0.0038 | [0.0027,0.0049]
12°C 0,835 | 1,11E-16 | 0.0029 [0.0023,0.0035]
F-test: 21,714 p=6,2843E-19 Bonf.kor.= 0.0083

Tabulka ¢. 5: Vysledky linearnich regresnich analyz pro sladkovodni druh Ulva pilifera na
gradientu teploty

Stélky vytvarely v nizké teploté (15 az 12 °C) kratké husté bo¢ni vétveni v celém
prubéhu stélky. Tento fenomén byl pozorovan jak u brakické, tak u sladkovodni populace. Ve
vyssich teplotach byly pfirtstky vétsi, a to spiSe co se tyce rustu stélek do délky. Pokud se

objevovalo bo¢ni vétventi, tak bylo spiS velmi fidké a vétve byly dlouhé a tlustsi.
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4.2.3. Riist kmenii v zavislosti na pridani chelata¢niho Cinidla (EDTA) a pH
pufru (HEPES)

Separatni experiment s métenim dat na PAM fluorometru se tykal vlivu chela¢nich
¢inidel a pH pufrii v médiu na rychlost ristu populaci. Cilem téchto analyz bylo zjistit, zda jsou
tyto latky Casto pfidavané do kultiva¢nich médii, ktera ale zvysuji jejich cenu, pro rast
studovanych tas rodu Ulva nezbytné. Zhodnotit tedy, zda se rust stélek jejich u€inkem vyrazné
zvysuje, nebo zda je mozné je pfi kultivacnim procesu vynechat a tim snizit celkové naklady
kultivace. Celkové nejvyssi pririistky byly pozorovany u brakické populace s maximalni
plochou stélek 158,38 mm? v kontrolnim médiu MV/3 (viz. graf & 5), oproti tomu u

2

sladkovodni populace byl maximalni ptirGstek biomasy jen 55,65 mm~ v médiu pouze

s pfidanym chelata¢nim ¢inidlem EDTA (viz. graf €. 6).

U brakické populace mél experiment pomérné piekvapivé vysledky. Pfitomnost
chelata¢niho ¢inidla EDTA 1 pH pufru HEPES se ukazala byt viceméné zbytec¢na. Nejlépe se
stélkam dafilo v kontrolnim médiu, které obsahovalo pouze ziviny a vitaminovou smés (MV/3).
Ostatni tii varianty média (médium s piidavkem EDTA, s pifidavkem HEPES a s kombinaci
EDTA a HEPES) se projevovaly jen malymi pfirastky biomasy béhem 35denniho experimentu.
Pouze v pripad¢ ptidani samotného HEPES pH pufru byl patrny marginalni vliv tohoto média
na rychlosti ristu, ale to az po cca dvacatém druhém dni kultivace. Maximalni dosazena
hodnota plochy byla 158,38 mm? v kontrolnim médiu MV/3. Stélky mély nejmensi ptiristky

(pouze pfiblizn& 37,7 mm?) v médiu s obsahem EDTA, ale bez stabilizaéniho pufru.

Testovani zlogaritmovanych naméfenych hodnot pomoci série linearnich regresi a
porovnani sklonii ristovych ktivek ukéazalo, ze byl vliv odlisného slozeni média signifikantni
(Tabulka €. 6). Zda se tedy, Ze slozeni média (pfitomnost chelatacnich Cinidel a pufrl) ma
signifikantni vliv na rist stélek, nicméné to zjevné ovliviiuji hlavné velké ptirastky u
kontrolniho média. NemiiZeme tedy ptesné fici, jestli mé n€ktera z pfidanych sloZzek do média

vliv na rychlosti ristu studované brakické populace, nicméné pravdépodobné nikoli.
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Graf &. 5: Graf zndzornujici ptirtistky biomasy brakické populace U. flexuosa v zavislosti na slozeni
média (MV/3 — kontrolni médium, EDTA — médium s ptidavkem chelata¢niho ¢inidla, HEPES —
s ptidavkem pH pufru, EDTAHEP — s kombinaci chelatacniho ¢inidla a pH pufru). Bylo provedeno
12 opakovani pro kazdy typ média ve dvou opakovanich experimentu.

Brakicka populace Ulva flexuosa
sloZeni méedial r p-val slope Cl slope
MV/3 0, 7378 | 7,10E-22 0.025 [0.0206,0.0296]
EDTA 0,6598 | 2,50E-16 0.008 [0.0062,0.0093]
HEPES 0,6633 | 1,52E-16 | 0.0133 [0.0103,0.00163]
EDTA+HEPES 0, 7786 | 1,22E-25 0.011 [0.0088,0.0113]
F-test: 31,019 p=2,5645E-18 Bonf.kor.=0.0013

Tabulka €. 6: Vysledky linearnich regresnich analyz pro brakicky druh Ulva flexuosa na gradientu
teploty

V piipad¢ experimentu na sladkovodni populaci vidime, ze jednotlivd métfeni ve vSech
médiich jsou si svymi pfirastky znacn€ podobna (graf. ¢. 6). Nejveétsi maximalni ptirdstek
plochy 55,65 mm? byl naméfen v médiu pouze s pfidanym chela¢nim ¢inidlem EDTA. Naproti
tomu nejhife se stélkam dafilo v kontrolnim médiu MV/20, poptipadé¢ v médiu s piidanym
HEPES, coz je naprosto opacny trend, neZ byl pozorovéan u brakické populace. V hodnotach
namétfenych v tomto experimentu opét vidime velkou variabilitu odraZejici se ve velmi
vyraznych chybovych tseckach. Byly zde velké rozdily v pocatecnich velikostech stélek pfi
prvnim méfeni a jeho pozdé€jSim opakovani, které pii spojeni obou experimentti dohromady

zpusobily velké smérodatné odchylky.

Vliv slozeni média na rychlosti rstu stélek se podle testovani zlogaritmovanych hodnot za
pomoci série linearnich regresnich analyz u sladkovodniho druhu nicméné ukazal jako

nesignifikantni (viz tabulka €. 7), neni zde tedy patrny zddny vliv obsaZenych latek v médiu na
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prirGstky biomasy. Ani jedno méteni se od zddného jiného signifikantné nelisi. Nemtzeme tedy

s jistotou tvrdit, ze néktera z pfidanych latek opravdu efektivné zlepSovala kultivaci této

studované populace.
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Graf €. 6: Graf znazoriujici prirGstky biomasy sladkovodni populace U. pilifera v zavislosti na
slozeni média (MV/3 — kontrolni médium, EDTA — médium s pfidavkem chelata¢niho cinidla,
HEPES - s pridavkem pH pufru, EDTAHEP — s kombinaci chelata¢niho ¢inidla a pH pufru). Bylo
provedeno 12 opakovani pro kazdy typ média ve dvou opakovanich experimentu.

Sladkovodni populace Ulva pilifera

sloZeni média r p-val slope Cl slope
MV/20 0,5973 | 5,98E-13 | 0.0183 [0.0141,0.0223]
EDTA 0,5832 | 2,75E-12 | 0.0206 | [0.0159,0.0252]
HEPES 0,5851 | 2,27E-12 | 0.0177 [0.0136,0.0215]
EDTA+HEPES 0,5601 | 2,91E-11 | 0.0184 [0.0142,0.0229]
F-test: 0,2799 p=0,8399 Bonf.kor.=0.0013

gradientu teploty

Tabulka €. 7: Vysledky linearnich regresnich analyz pro sladkovodni druh Ulva pilifera na

Celkové ,,optimalni“ podminky pro jednotlivé populace jsou shrnuty v tabulce ¢. 8. Na

zaklad¢ téchto experimentd se pro sladkovodni druh U. pilifera ukézaly jako optimalni

podminky, tedy ty, které vedou k nejvétSimu mnozstvi vysledné biomasy — salinita Urovné

MV/3, tedy odpovidajici cca 11 PSU, teplota 22 °C a typ média s pfidanym chelatacnim

¢inidlem EDTA. U brakické populace byla nejvhodné;jsi salinita trovné MV/2, tedy cca 17

PSU, teplota 22 °C a médium bez ptfidanych chelata¢nich ¢inidel ¢i pH pufru. Podle signifikance

jednotlivych faktori na rust stélek se zda, Ze na pftirtistky biomasy u brakického druhu ma

nejvetsi vliv teplota vody. U sladkovodniho druhu ma nejvyssi vliv naopak salinita, poptipadé

sloZzeni média, co se tyké obsahu chelata¢niho ¢inidla a pH pufru.
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Sladkovedni populace
Ulva pilifera

Testovani v malém objemu v kultivaénich destickach

gradient salinity

gradient teploty

sloZeni média

max biomasy

uroven salinity

max biomasy

teplota

max.biomasy

typ média

26,53 mm2

M3

44,2 mm2

22°c

55,65 mm2

EDTA

Testovani v malém objemu v kultivaénich destickach

gradient salinity gradient teploty sloZeni media

Brakicka populace

Ulva flexuosa sp. max biomasy

uroven salinity | max biomasy teplota max.biomasy typ média

137,57 mm2 MV 2 46,84 mm2 22°C 158,38 mm2 | MV/3 - kontrolni

Tabulka €. 8: Vysledné optimalni podminky pro kultivaci studovanych populaci

4.3. Vypocet a vytvoreni grafi specifické ristové rychlosti
Ve vétsing ptipadt dochazelo u studovanych kultur k exponenciélni fazi ristu cca mezi 15.
az 25. dnem kultivace (tedy mezi 4. az 7. méfenim). Z namétenych hodnot plochy béhem

exponencialni faze byly vypocteny jednotlivé specifické rychlosti ristu (p).

U brakické populace péstované na gradientu salinity se po vypocitani specifickych
rastovych rychlosti (SRR) ukazalo, Ze béhem exponencidlni faze ristu dochézi k nejvyssim
piirGstkim biomasy v trovni salinity MV/2 (cca 17 PSU), a to s hodnotou p = 0,00815 g-h!
(tedy 1 g plivodni biomasy vytvaii ptfiblizné 0,00815 g nové biomasy za hodinu) (viz. graf. ¢.
7, za a). Naopak nejmenSi hodnoty SRR dosahovaly stélky v salinit¢ urovné MV/1 (tedy
piiblizné 35 PSU). V ostatnich Grovnich salinity byly hodnoty SRR velmi podobné a jejich
rozdily v pfirGistcich béhem exponencidlni faze nejsou signifikantné odlisné. Nejvhodné;si
teplotni podminky pro nejvyssi pfirastky béhem exponenciadlni faze odpovidaji i teplotam
vedoucim k celkovym nejvétsim prirtstklim biomasy, které jsou patrné z ristovych kiivek pro
brakickou populaci (viz. kapitola 4.2.1 — Vysledky métfeni na gradientech pomoci PAM

fluorometru, graf ¢. 1).

Na gradientu teploty z méfeni v exponencialni fazi pro brakicky druh vysla jako nejvyssi
hodnota SRR p = 0,00266 g-h'! a to u teploty 18 °C (viz. graf. & 7, za b). Velmi podobné
nicméné vysla i hodnota SRR pfi 22 °C, a to pu = 0,00214 g-h!, rozdil mezi nimi tedy neni
signifikantni. Hodnoty specifickych riistovych rychlosti pro méteni v teplotach 25, 15a 12 °C
jsou si také velmi podobné a pitirtistky plochy stélek v téchto teplotach béhem exponencilni
faze nebyly pfili§ vysoké. Nejniz§i hodnoty SRR vysli pii teploté 25 °C, a to dokonce jako
zaporné hodnoty p = -0,00104 g-h’!. Diivodem je, Ze b&hem toho, co u ostatnich méfeni
dochazelo k exponencialni fazi ristu, tak v této teploté naopak rust stélek poklesl. Je mozné, Ze

doSlo k ¢astecnému rozpadu stélky, kdy byla plocha zméfena jako mens$i, nicméné

39



pravdépodobné §lo pouze o chybu méteni, protoze u grafii prirastki biomasy (viz. kapitola
4.2.2, obr. €. 3) je vidét, ze pozdé&ji biomasa opét pribyva. Opét zde odpovida, ze k nejvétsim
prirtstkiim béhem exponencialni faze dochazi pii teplotach, kde byl zaznamenan i nejvétsi
celkovy pririistek biomasy, krom¢ hodnoty v teploté¢ 25 °C (viz. kapitola 4.2.2 — Vysledky

meéieni na gradientech pomoci PAM fluorometru, graf €. 3).

U posledniho pokusu pifi méteni v zavislosti na slozeni média vysla jako nejvyssi hodnota
SRR u=0,00344 g-h'! v médiu MV/3, tedy kontrolnim médiu bez ptidani chelata¢niho &inidla
a pH pufru (viz. graf. €. 7, za c). Opét ale vidime, Ze druha nejvyssi hodnota SRR p =0,00328
g-h! v médiu pouze s pufrem HEPES je velmi podobna a ptirtistky biomasy v exponencidlni
fazi ristu se v té€chto testovanych médiich signifikantné nelisi. Podobné se od sebe signifikantné
nelisi ani hodnoty SRR méfeni v médiu pouze s pfidanym cinidlem EDTA a v médiu
s kombinaci EDTA a HEPES. NejniZz§i hodnoty SRR nicméné stélky dosahovaly v médiu
s pfidanym EDTA, kdy byla zji§téna hodnota SRR u = 0,00079 g-h!. Vysledné nejlepsi
podminky média pro nejvyssi hodnoty SRR se opét shoduji s nejlepSimi podminkami
pro nejvyssi celkové pfiirGstky biomasy stélek u ristovych kiivek (viz. kapitola 4.2.3 —

Vysledky méfeni na gradientech pomoci PAM fluorometru, graf ¢. 5).
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Graf ¢. 7: Grafy specifickych rustovych rychlosti pro brakickou populaci druhu U. flexuosa: a) graf
vytvofeny z méfeni v exponencialni fazi na gradientu salinity, b) z méfeni na gradientu teploty, c)
z méfeni v zavislosti na slozeni média.
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U sladkovodni populace vysla u experimentalniho méfeni na gradientu salinity jako
nejvyssi hodnota SRR p = 0,00801 g-h! a to u salinity MV/8 (cca 4,25 PSU), velmi podobné
vysla také hodnota pro tiroveit salinity MV/3 (11 PSU) a to p = 0,00797 g-h! (viz. graf. &. 8, za
a), rozdily mezi prirGstky biomasy béhem exponencialni faze zde nebyly signifikantné rozdilné.
Hodnoty SRR pro urovné salinity MV/20, MV/35 a MV/75 (tedy 1,75, 1 a 0,47 PSU) také
nebyly mezi sebou signifikantné rozdilné a nemtzeme u nich tedy urcit, pii které z té€chto tirovni
dochazi k nejvyraznéj$im prirtistkiim. Naopak hodnota SRR v salinit¢ MV/55 (0,64 PSU) byla
vyrazné niz§i neZ v ostatnich Grovnich, s hodnotou SRR pouze p = 0,00669 g-h’!. Salinity
vedouci k nejvyssim vysledny hodnotam specifické riistove rychlosti béhem exponencialni faze
rastu znovu pomérné dobte odpovidaji salinitdm, u kterych dochazi k vyslednym maximalnim

celkovym pfiriistkim biomasy pii méfeni na PAM fluorometru (viz. kapitola 4.2.1, graf €. 2)

Pti méfeni na gradientu teploty vysla jako nejvyssi hodnota SRR p = 0,00099 g-h'! pro
méteni pfi teploté 28 °C (viz. graf. €. 8, za b). Déle byl pozorovan pomérné plynuly sestupny
gradient vyslednych hodnot SRR z dat pfirtistki biomasy béhem exponencialni fdze pro ostatni

teploty. Mezi teplotami od 12 do 25 °C nebyl nijak vyrazny signifikantni rozdil ve vyslednych

.V tomto piipadé teploty s nejvyssimi hodnotami SRR v exponencialni fazi riistu (tedy 28
°C, poptipadé 25 °C) neodpovidaji teploté s nejvysSimi celkovymi maximalnimi pfirGstky
biomasy v experimentu méfeném na PAM fluorometru (22 °C) zpiedeslé kapitoly (viz.
kapitola 4.2.2, graf €. 4). Zavislost mezi velikosti exponencialni faze a vyslednou biomasou

tedy neni vzdy nutné stejna.

V experimentu, ktery se tykal zavislosti rychlosti ristu na slozeni média se jako
médium, kde dochéazelo k nejvétsim prirtstkiim béhem exponencialni faze, ukazalo médium
s ptidavkem chelatacniho ¢inidla EDTA (viz. graf. €. 8, za c). Zde vysla hodnota SRR p =
0,00414 g-h'!. Média s piidavkem stabiliza¢niho pH pufru HEPES, ¢&i s pfidanou kombinaci jak
EDTA, tak HEPES, a i hodnota SRR namétena v kontrolnim médiu MV/20, jsou si velmi
podobné a vyrazné niz$i nez hodnota nejvyssi v médiu s EDTA. Signifikantné se tedy li$i pouze
hodnota SRR u média s EDTA od vSech ostatnich. Nejniz§i namétena hodnota SRR byla p =
0,00365 g-h™! a to u kontrolniho média MV/20. Zd4 se tedy, Ze v piipadé sladkovodni populace
vice zalezelo na pfidani chelacniho Cinidla a stabilizacniho pufru do média, ve srovnani
s brakickym druhem. Vysledky se opét pomérné¢ dobte shoduji s podminkami pro maximalni
celkové prirtstky pii méteni riistovych kiivek na PAM fluorometru z predeslé kapitoly (viz.

kapitola 4.2.3. graf. . 6).

41



L

0,0082

0,0012
a) MY/ Mx/S 28°C
. 0,008
g ’ - 0,001 PY
O —0,0078 >
2% ‘S < 0,0008 25°C
o3 =< 0,0076 MV/20 MV/35 MV/75 Lo
w B ® ® o - ¢ 22°C
@ ©0,0074 «© % 0,0006 .,
K= J—O:Uom $ 0 ® 18%C 15.C
G 9 = 5 00004 L] 12°¢
> o 3
@ < 0,007 8_ el ®
o
v 0,0068 MV/55 ) 0,0002
®
0,0066 o 0
Salinita Teplota
C) 0,0042
® EDTA
g 0,0041
S =
5 £ 0004
=
© 8 o003
o =
[
‘G S 00038 ® HEPES
o O
% 0,0037 ® EDTAHEP
® MV/20
0,0036 ,
Médium

Graf ¢. 8: Grafy specifickych rustovych rychlosti pro sladkovodni populaci druhu U. pilifera: a) graf
vytvoreny z métfenich v exponencialni fazi na gradientu salinity, b) z méfenich na gradientu teploty, ¢)
z méfenich v zavislosti na slozeni média

4.4. Kultivace stélek rodu Ulva ve vztahu k objemu média

Pti kultivaci ve vétsim objemu byly studované populace péstovany ve venkovnim prostiedi
v Petriho miskach po dobu 26 dni. Hodnoceni stélek pro naslednou analyzu obrazu bylo
provadéno vzdy v intervalu po 5 dnech. Béhem celého prubéhu kultivace dochazelo k vice ¢i
mén¢ vyraznym priristkiim biomasy a v zadné kultivacni misce nedoslo k Gplnému odumieni
stélek. Pro brakickou populaci (Ulva flexuosa) bylo pouzito MV/3 médium, tedy zakladni
médium o salinité 11 PSU, a pro sladkovodni populaci (Ulva pilifera) zékladni médium MV/20
o salinit¢ 1,75 PSU, ktera byla v predchozich experimentech vyhodnocena jako relativné
optimalni pro rust téchto kmenti. Pro péstovani obou populaci byly pouzity 3 objemy
kultiva¢niho média a to A - 628,3 ml, B - 113,1 ml a C - 25,1 ml. Pro kazdy objem média byla

vytvofena 4 opakovani.

velikost Petrino misky | objem média (cm3) | povrch hladiny (cm2) | pomér
A - nejvétsi 628,3 754 a/s
B - stiedni 147 275 1/2
C - nejmensi 50,3 125,7 2/5

Tabulka €. 9: Poméry objemU ku povrchim média v jednotlivych kultivacnich Petriho miskach
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U brakické populace se stélkam nejlépe datilo v nejvétsim objemu média, kde podle méteni
pomoci analyzy obrazu dochéazelo k nejvétsim piiristkiim plochy v pfepoctenych pixelech (viz.
graf. ¢. 9). Mezi jednotlivymi opakovanimi v rdmci jednoho objemu média nicméné dochézelo
k vyrazné variabilité, a to nejvyraznéji pravé v médiu s nejvetsim objemem, jak je vidét 1 na
chybovych useckach v prislusném grafu. U dvou mensich objemti média (B, C) se zda, ze
k vétsi variabilité mezi velikostmi stélek v rdmci opakovani pro uréity objem dochéazelo hlavné

v pozd¢jsich dnech kultivace.

Obdobn¢ jako u vyslednych méfeni u ristovych kiivek pii pokusech na gradientech
v laboratornim prostiedi (viz. kapitola 4.2.), 1 zde byly vysledné hodnoty testovany pomoci
série linedrnich regresnich analyz, kdy byly analyzovany logaritmované hodnoty pfiristkl
biomasy vyjadiené v prepoctenych pixelech. Pfi porovnani kiivek linedrniho modelu a
statistickych dat je patrné, Ze vliv objemil média, ve kterych byla mnou studovana brakicka
populace kultivovéna, nema signifikantni vliv na pfirGstky biomasy stélek (viz. tabulka €. 10).
Z4dné z analyzovanych kiivek v modelu nebyly viigi sobé signifikantng odlisné a nelze tedy
fici, Ze by néktery objem média byl pro vysledné ptirtstky vyhodnéjsi. To by naznacovalo, ze
ani ve velkych objemech média pravdépodobné nedochdzi po 26 dnech kultivace k vyraznému
poklesu mnozstvi zivin, které by se mélo stat limitujici pro rist stélek. Pokud by se tedy
zachoval stejny pomér povrchu hladiny a celkového objemu média v nadrzi 1 pfi dal§im
,upscalingu® kultivace, mél by tento princip fungovat nadale a objem kultiva¢niho média by

nem¢l riist stélek signifikantné ovlivnit.
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Graf ¢. 9: Graf znazorujici prirtstky plochy stélek brakické populace U. flexuosa v piepocétenych
pixelech. Kultivace probihala ve 3 objemech média MV/3 (11 PSU): A - 6283 ml,B-113,1mlaC
-25,1 ml
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Brakicka populace Ulva flexuosa

objem r p-val slope Cl slope
MW /34 0,612 1,50E-03 | 0.0244 [0.01,0.0397]
MV/3B 0,634 | 8,90E-04 [ 0.0172 | [0.0065,0.0286]
MV/3C 0,496 1,37e-02 | 0.0185 [0.0036,0.0323]
F-test: 0,3896 p=0,6789 Bonf.kor.=0,016

Tabulka €. 10: Vysledky linearnich regresnich analyz pro brakicky druh Ulva flexuosa ve tfech
ruznych objemech média pti venkovni kultivaci

U sladkovodni populace byly sledovany velmi podobné vysledky, kdy nejvétSich
prirastka dosahovaly stélky v nejvétsim objemu média, nicméné opét s nejveétsimi rozdily mezi
jednotlivymi opakovanimi pro dany objem (viz graf. ¢. 10). Celkové hodnoty plochy byly ale

u sladkovodniho druhu mensi nez u brakické populace.

Pti testovani vyslednych hodnot méteni se efekt objemu média na ptirastky biomasy
stélek béhem 26 dni kultivace opét ukazal jako nesignifikantni, tedy i v tomto ptipadé také plati,
7e objem kultivaéniho média nehraje zfejm¢ limitujici roli na pfirGstky biomasy stélek. Ani
v jednom objemu média podle kfivek linearniho modelu a statistickych hodnot nebyly pfirtastky

biomasy v hodnot¢ pfepoctenych pixelt signifikantné rozdilné (viz. tabulka ¢. 11).

Jak u sladkovodni, tak u brakické populace byla v nékterych Petriho miskach nicméné
pozorovana kontaminace rozsivkami, kterd mohla plsobit ¢aste¢né limitujicim zpisobem na
vysledné ptiriistky biomasy. Pti velkych kultivaci byva nicméné kontaminace, nebo ptertistani

fas jinymi epifytickymi druhy pomérné €asté, a mélo by se s timto faktorem pocitat.

90000
80000 |
70000 |
60000 | 1
50000 | {T { l {]
40000 - T
30000 || }I ] ll l}
20000 * l

10000 ¢ z

tané pixely(ppx)

v

repoci

*MV/20 A
MV/20 B
MV/20 C

v

[ M

[ —
]

10 15 20 25 30
Dny kultivace

Celkové p

Graf €. 10: Graf znazoriujici pfirastky plochy stélek sladkovodni populace U. pilifera
v prepoctenych pixelech. Kultivace probihala ve 3 objemech média MV/20 (1,75 PSU): A - 628,3
ml, B-113,1mlaC-25,1 ml
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Sladkovodni populace Ulva pilifera

objem r p-val slope Cl slope
MV/20A | 0,3461 |9,76E-02 | 0.0053 | [-0.0023,0.0132]
MV,/20B | 0,6657 | 3,90E-04 | 0.0112 [0.0055,0.0177]
MV/20C | 0,4459 |2,89E-02 | 0.0076 | [0.0027,0.0121]
F-test: 0,9797 p=0,381 Bonf.kor. = 0,016

Tabulka €. 11: Vysledky linearnich regresnich analyz pro sladkovodni druh Ulva pilifera ve tfech
riznvch obiemech média oii venkovni kultivaci

Jednotlivé objemy média pro sladkovodni a brakickou populaci byly porovnavany jesté
mezi sebou navzijem, aby se stanovil vhodnéjsi kmen pro piipadné kultivace ve velkém
objemu. Opét byla provedena linearni regresni analyza vSech zlogaritmovanych hodnot
prirtistkli biomasy v hodnotach piepoctenych pixeld, pficemz zajimavy byl hlavné sklon (slope)
jednotlivych linearnich kiivek a jejich vzajemné porovnani u studovanych populaci (viz. graf.
¢. 11). Jako vyhodngjsi se ukazala brakicka populace druhu U. flexuosa, ktera ve vSech trech
objemech média vykazovala vyssi rychlosti ristu, nez sladkovodni populace druhu U. pilifera,
pricemz vysoka rychlost ristu a velké mnozstvi vysledné biomasy jsou hlavni zadané aspekty
ve velkoplo$nych kultivacich. Ani v jednom ptipadé rozdil mezi daty pro tyto dva druhy nebyl
signifikantni, nicméné sklon kiivek jasné¢ vypovidd o tom, Ze sladkovodni populace méla
ptirtstky biomasy béhem 26denniho experimentu daleko méné€ vyrazné a k ptirtistani biomasy
dochazelo relativné velmi pomalu. U brakické populace je sklon kiivek linearni regrese vzdy

strm¢&jsi, a tedy rychlosti pfirtistki biomasy stélek byly vyrazngjsi.

Ve vysledku se podle ziskanych dat zda, ze pro kultivace ve velkém objemu by mély
byt vyhodnéjsi zastupci brakické populace U. flexuosa v porovnani se sladkovodni populaci
druhu U. pilifera, nicméné objem média pfii jejich kultivaci nehraje ani u jednoho signifikantni

roli pro pfirGstky biomasy stélek.
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objem A (628, 3 ml) r p-val slope Cl slope
MV/3A 0,611 |1,50E-03 | 0.0244 | [0.010,0.038]
MV/20A 0,346 |9,76E-02 | 0.0053 | [-0.0023,0.014]
F-test: 6,684 p=0,013
objem B (113, 1 ml) r p-val | slope Clslope
MV/3B 0,635 |8,90E-04| 0.0172 | [0.0073,0.028]
MV/208 0,666 |3,90E-04 | 0.0112 | [0.0055,0.0178]
F-test: 1,3153 p=0,258
objem C (25, 1 ml) r pval | slope Clslope
MV/3C 04939 |1,37e-02| 0.0185 | [0.0036,0.0321]
MV/20C 0446 | 2,89E-02| 0.0076 | [0.0028,0.012]
F-test: 2,0415 p=0,16012

Graf ¢. 11: Grafy znazornujici kiivky linearni regrese pro 3 objemy média srovnavajici rozdily

ptirtustkd biomasy pro druh U. flexuosa (médium MV/3) a sladkovodni druh U. pilifera (médium
MV7/20), a) v objemu média 628,3 ml, b) v objemu média 113,1 ml a c) v objemu média 25,1 ml.
Uvedené jsou také prislusné hodnoty ziskané pfi testovani pomoci linearnich regresi.

46




5. Diskuse

5.1. Zhodnoceni vlivu riaznych kultiva¢nich podminek na rist tubularnich

morfotypi rodu Ulva

V této praci byla zkouména schopnost kultivace fas rodu Ulva s tubularni morfologii, a
to dvou populaci, jedné z brakického (Ulva flexuosa) a druhé ze sladkovodniho (Ulva pilifera)
prostiedi. Tyto fasy jsou schopné odolavat Sirokému spektru podminek a nartistat do zna¢ného
mnozstvi biomasy (Rybak, 2018), a i pi'es to se naroky na jejich kultivaci a stanoveni dynamiky

jejich riistu, prevazné u sladkovodniho druhu, zabyva zatim jen malo studii.

Ackoli je tyto fasy mozné sbirat pfimo z piirody, jejich kultivace v laboratornich
podminkach a nasledné ve vétsich venkovnich kultivacich s sebou nese fadu vyhod, pfevazné
pokud chceme fasy vyuZzivat v potravinafstvi ¢i biotechnologicky. Dulezitym pozadavkem je
zde schopnost dosahnout velmi efektivni konstantni produkce, a to predevsim pomoci stanoveni
optimalnich podminek a jejich kontrolovaného udrzovani béhem celého pribéhu kultivace
(Balina et al., 2017; Chemodanov et al., 2019). Zaroven je v laboratornich podminkach
vyhodna moznost kontrolovat denzitu uchycenych zoospor péstovanych tas a tak zabranit
kompetici zplisobené nedostatecnym mnozstvim zivin v médiu, popfipadé zabranit
vzajemnému stinéni apod (Carl et al, 2014). Je mozné vytvotit klonalni populace od
jednotlivych druhd, nebo kultivart, které vykazuji nejvyhodnéjsi vlastnosti a nejvyssi rychlosti

rustu (Hiraoka & Oka, 2008).

Experimentalni kultivace byla provadéna vzdy po dobu 35 dni, coz se ukazalo jako
minimalni vhodn4 doba pro stanoveni optimalnich podminek. U velké vétSiny méfeni byla
pozorovana pomérné dlouhd lag faze, kdy stélky ptiblizné do patnactého dne rostly velmi
pomalu s malymi pfirtstky a k rozdilu mezi ptisobenim sledovanych abiotickych podminek ¢i
efektu slozeni média dochazelo az ptiblizn€ v ptilce prubéhu experimentu. Zda se tedy, ze kratsi
doba kultivace by nebyla schopna ukazat Zadné signifikantni vysledky. Ve vétsiné jinych studii
nicméné experimentalni kultivace vede Casto k rychlému pocate¢nimu ristu a jeho rapidnim
prirGstkiim béhem celé doby kultivace. Diivodem muze byt, Ze tyto kultivace zpravidla zacinaji
na mnohonasobné vyssich pocatecnich velikostech stélek, Casto se jedna napiiklad 1 o kultivace
,clusterii* apod. (Floretovet et al., 1996; Taylor et al., 2001; Lawton et al., 2021a), oproti
pocate¢nim velikostem stélek v ramci nékolik mm? pouZitych v této praci. Popiipadé jsou
nejprve fasy inkubovany (pfedpéstovany) po néjakou dobu po vypusténi zoospor, dokud

nedosahnout vétsi velikosti a az nésledné jsou provadény experimentalni kultivace (Lu ef al.,

47



2006). Pocatecni velikost stélek tedy pravdépodobné hodné ovliviiuje nésledny rast a

umoziuje, aby se stélky 1épe uchytily v novém médiu.

5.1.1. Efekt salinity na rychlosti ristu

Pfi experimentalni kultivaci na gradientu salinity u brakické populace Ulva flexuosa
dosahovaly stélky nejvyssich hodnot pfiriistku biomasy v salinité trovné¢ MV/2, tedy piiblizné
17 PSU. Pomémé dobte se druhu také datilo v salinitdich irovni MV/3 a MV/4, odpovidajici
hodnotam salinity 11 a 8,5 PSU. Jedna se o salinity vys$$i nez salinita na pivodnim misté
vyskytu, kde bylo naméteno pouze 6,61 PSU. To nicmén¢ pomérné dobie odpovida salinitnim
narokim druhu Ulva flexuosa, ktery se vyskytuje velmi Casto v lokalitach mesohalinnich, ¢i
polyhalinnich a jeho mozny vyskyt je dokonce i v salinit¢ az 38 PSU, kterd pln¢ odpovida
motskému ekosystému (Rybak et al., 2014; Rybak et al., 2015; Rybak, 2018). Zda se tedy, ze
stélky preferuji spiSe vyssi obsah soli a lokalita zalivu na ostrové Rujana, kde doslo k izolaci
stélek, je spiSe okrajovym biotopem vyskytu tohoto druhu fas a je mozné, ze zde nedosahuji tak

velkych rlstovych rychlosti, jakych by bylo mozné dosahnout v jiném prostiedi.

Snizovani salinity tedy naopak vedlo spiSe ke zpomaleni ristu a stélky nedosahovaly
tak vysokych celkovych ptirGstkti biomasy. Jedny z nejmensich pfirGstkd byly pozorovany
v urovnich média MV/6 a MV/8, které odpovidaji salinité 5,6 a 4,25 PSU. Stélky druhu Ulva
flexuosa by mély byt schopné v niz8i salinit¢ pomémé dobie piezivat, a to diky Siroké
ekologické valenci ve vztahu k salinité¢ vody, kterd byla zjiSténa u celé fady druht (Rybak,
2018). To se potvrdilo i pfi experimentalni kultivaci v této praci, kdy stélky viditeln€ piirastaly
a nedochazelo k jejich rozpadu. Zda se tedy, Ze tento druh je schopen v nizkych salinitach rist,
nicméné zde nedosahuje tak vyraznych ristovych rychlosti a vysledny vytéZzek biomasy je
témer dvojnasobé nizsi (viz. kapitola vysledky 4.2.1). Popisovana extrémni tolerance k salinité
u tohoto druhu v nékterych starSich ¢lancich mtze byt nicméné lehce zkreslena, protoze se
v nich uvadi cely druhovy komplex, ktery zahrnuje i sladkovodni druh Ulva pilifera (diive Ulva
flexuosa subsp. pilifera) a druh Ulva paradoxa (dtive Ulva flexuosa subsp. paradoxa), jez je

znam napiiklad z n€kterych vnitrozemskych slanisek (Mares et al., 2011).

Zajimavym pozorovanym fenoménem béhem experimentil bylo, Ze k Gplné€ nejniz§im
celkovym pfirastkiim biomasy a obecné nejpomalejSimu riistu stélek dochdzelo v médiu MV/1,

tedy 35 PSU, coz odpovida salinité v moiském prostiedi. Rasam se zde vedlo je§té hif nez
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anebylo mozné dale métit dynamiku vyvoje populace pomoci PAM fluorometru. Pfi opakovani
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experimentu byla rychlost ristu velmi pomala a ptirtstky biomasy stélek témétr nulové. Je
mozné, ze 1 kdyz stélky ptizniveé snaseji vyssi salinitu, v tomto médiu uz byla koncentrace soli
prilis vysoka, nebot’ jeji obsah salinity byl v tomto médiu dvojnasobny oproti médiu MV/2. Zda
se tedy, ze v moiské vodé by tato populace nebyla schopna viibec piezivat, nebo by jeji riist byl
pravdépodobné velmi limitovany. Zjisténi je to zajimavé hlavné z toho diivodu, ze brakické
druhy byvaji pomérné dobte odolné i ke zvysenym salinitdm. Coz je zaprvé videt na vysledcich
méteni zde, ale také na ptikladu jinych studii zabyvajicich se kultivaci brakickych ulv, jako
v jiz zminéné studii od Rybaka, kde uvadi vyskyt 1 v salinit¢ 38 PSU (Rybak, 2018). Také
naptiklad ve studii Ichihara et al. (2013) ptezivaly jiné podobné brakické druhy jako naptiklad
Ulva prolifera v moiském médiu stejné dobie jako striktné moiské druhy, a to naptiklad
testovand Ulva pertusa ¢i Ulva sp. (Ichihara ef al., 2013). Je tedy otazkou, zda v tomto médiu
se salinitou 35 PSU nedochézelo k limitaci jinym faktorem, ackoli ostatni podminky v médiu
byly vytvofeny pro vSechna urovné salinity stejn¢. Zda se tedy, ze vyskyt v extrémni salinité je
pro tento brakicky druh mozny pouze v krajnich ptipadech za velmi ptiznivych podminek, nebo

v pripad¢ vétsich populaci.

Pti kultivaci sladkovodniho druhu Ulva pilifera dochazelo celkove k niz$im ptirtstkiim

biomasy a stélky se celkove zdaly byt celou dobu vice stresované. Maximalni ptiristek biomasy
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v salinitach od 0,64 do 0,47 PSU (MV/55 a MV/75) (viz. Vysledky, kapitola 4.2.1, obr.). Toto
je velmi prekvapivé zjisténi, vzhledem k tomu, ze Ulva pilifera je druh sladkovodni a byl
nalezen v ptirodni lokalit¢ s PSU pouze cca 0,47 (to by tedy odpovidalo médiu MV/75). Mohlo
Jjit o chybu méfeni, anebo je mozné, Ze tyto sladkovodni druhy Ziji v pfirod€ na okraji své idealni
niky a ve sladké vodé pouze prezivaji. Tento podobny fenomén byl popsan i u dalSich rodu fas
ze skupiny Ulvophyceae, jako je naptiklad Aegagrophila, nebo Rhizoclonium, kdy se témto
rodim pfti kultivaci dafi Iépe ve vysSich salinitach nez v téch, které jsou ptitomny v mistech
jejich pfirozeného vyskytu (Imai et al., 1997; Wakana, 1999 cit. podle Ichihara, 2013). Obecné
u tubularnich sladkovodnich morfotypt se zda, Ze maji pomérné Sirokou salinitni niku. Je
mozné, ze je to dano tim, ze tubularni morfotypy vznikly v evoluci nejprve ve slané vodé a
nasledné doslo az k jejich druhotnému piesunu do sladké vody a zafixovala se tak mozZna
predispozice sladkovodnich druhti k Zivotu v motském prostredi, jak je o tom spekulovano na

ptiklad u dalsiho sladkovodniho druhu Ulva limnetica (Arai et al., 2009).

U obou morfotypi byla pozorovdna tendence dosahovat vysSich rychlosti rastu a

celkovych maximalnich pfirastki biomasy v kultivacnich médiich, kde byla koncentrace
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obsazenych soli vyss$i. Z hlediska jejich potencialni kultivace ve sttedoevropskych zemich je
toto relativné nemilé zjisténi, protoze obecnym cilem velkoplosnych kultivaci je co nejvice
snizit finan¢ni néklady, aby nebylo nutné vyuzivat uméle vytvorenou, nebo slozit¢ dodavanou
motskou vodu (Jensen, 1993). Nicméné¢ k néjakému rtistu béhem kultivace i1 v nizké salinité
dochazelo, je tedy mozné, Ze pii ur€it¢ kombinaci se zménou dalSich faktort prostiedi by se

dalo dosédhnout vyssich rastovych rychlosti nez béhem téchto experimentt.

5.1.2. Efekt teploty na rychlosti ristu

Kultivace na gradientu teploty vedla u brakického druhu k maximalnim ptirtstkiim
biomasy v rozmezi teplot 18 az 22 °C. Naopak jako nejmén¢ vhodna se ukazala teplota kolem
Pravdépodobné zde dochéazelo k limitaci ristu nizkou teplotou. Podobné vysledky jsou uvadény
i ve studii Cui et al., (2015), kde dosahovala U. flexuosa nejpomalejSich rustovych rychlosti
v nejnizsi studované teploté¢ 5 az 10 °C. Stejné tak se stélkdm nevedlo nejlépe ani v hodné
vysokych teplotach kolem 25 az 28 °C. Tyto vysledky pomémé dobie odpovidaji naptiklad
studii na velmi podobném druhu U. compressa, kterd se také vyskytuje v oblasti severniho
Némecka, jako mnou studovana brakicka populace druhu Ulva flexuosa. Jako optimalni teplotni
podminky pro kultivaci u ni byla stanovena teplota v rozmezi >15 az 20 °C, naopak niz$i a

vy$si teploty vedly ke zpomaleni ristu (Taylor ef al., 2001).

Pii kultivaci sladkovodni populace Ulva pilifera na gradientu teploty byla pozorovana
maximalni hodnota pfirGistku biomasy pfi teploté¢ 22°C. Maximalni hodnota plochy stélek a
jejich optimélni teplota se velmi shoduji s pozorovanim u brakické populace, ackoli u
sladkovodni sledujeme dal§i pomérné vyhodnou teplotu 25 °C. Optimalni rozpéti teplot pro
nejvyssi ristoveé rychlosti by v tomto piipadé bylo spiSe od 22 do 25 °C, tedy o néco vyssi. Opét
zde nicméné vidime limitujici plisobeni nizké teploty s nejnizSimi rtstovymi rychlostmi
v teplotach 12 az 15 °C. Neni zatim velké mnoZstvi studii, které by se konkrétné zabyvali
naroky sladkovodniho druhu U. pilifera na teplotni podminky a obecné ani optimalnimi
teplotnimi podminkami pro dalsi sladkovodni zastupce rodu Ulva. Nicméné v ptirod€ se druh
vyskytuje v mistech, kde muze teplota vody kolisat v rozmezi od 11 do 27 °C (Rybak, 2021),
méla by tedy byt velmi odolna k Sirokému spektru teplot, coz je mozné, protoze stélky piezivali
ve vSech testovanych teplotach. Experiment vSak ukdzal, ze optimum maximalniho ristu se

pohybuje nekde ve stfednich teplotach a v extrémech roste pouze velmi pomalu.
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U obou populaci se jako nejoptimalnéjsi ukazala teplota v rozmezi od 18 az do 25 °C,
kde stélky dosahovaly nejvyssich pfirtistkti biomasy béhem kultiva¢niho obdobi. Ob¢ populace
nicméné dosahovaly i srovnatelnych findlnich pfiristki a ani jedna se tedy pii tomto
experimentu nejevila jako vyrazné vyhodnéjsi pro kultivaci. Extrémni teplota u obou vedla
naopak k poklesu rustu, a to pfevazné v piipadu nizké teploty, kolem 12 az 15 °C. MUzeme tedy

predpokladat, ze ob¢ studované populace maji pfiblizné stejné naroky na teplotni podminky.

V nizké teplot¢ kolem 12 az 15 °C byl navic pozorovan zajimavy efekt, jak u
sladkovodni, tak i brakické populace, velmi podobny tomu, ktery ve svém ¢lanku popisuje Gao
et al., (2016). V kultivacnich komiirkach v nizsi teploté dochazelo k tomu, Ze stélky vytvarely
veétsi mnozstvi kratkych boc¢nich vétvi po celém povrchu stélek. Zda se tedy, ze v nizké teploté
stélky tvofi spise tuto shlukovitou morfologii namisto toho, aby rostly do délky, pravdépodobné
nicméné dochazelo pouze pfi testovani na gradientu teploty, na rozdil od toho Gao et al. (2016)
provadél experimenty na zkiizeném gradientu jak teploty, tak zaroven i salinity, kdy praveé
nizkéd hodnota obou faktor vedla k této morfologii (Gao et al., 2016). V nizké salinité jsem
nicméné tento jev vilbec nepozorovala, je tedy mozné, Ze teplota ma v tomto ohledu vyssi vliv
a u nizké salinity se tento jev ukdZe aZz v pfipad¢ soucasné ptitomnosti nizké teploty na
zkiizeném gradientu téchto dvou abiotickych faktort, nebo je tato plastické reakce spousténa

odliSnymi faktory ¢i jejich kombinacemi u rliznych druht.

5.1.3. Efekt obsahu chelata¢niho ¢inidla (EDTA) a pH pufru (HEPES) na
rychlosti riistu

U posledni experimentalni kultivace byl sledovéan vliv chelatacniho ¢inidla EDTA a pH
pufru HEPES na rychlost riistu stélek studovanych populaci. U brakického druhu se jako
médium, ve kterém dochazi k nejvyS$im rastovym rychlostem, ukéazalo kontrolni médium
MV7/3, tedy médium pouze s pritomnosti zakladnich zivin a vitaminové smési o salinité 11 PSU.
U média s pfidavkem HEPES dochazelo také k marginalnim pfirtistkiim biomasy, ale u média
pouze s EDTA anebo s kombinaci EDTA a HEPES stélky vykazovaly velmi nizké rychlosti
rustu a vysledné nizké finalni hodnoty biomasy (viz. vysledky, kapitola 4.2.3, graf ¢. 5). Jedna
se o pomérn¢ zajimavy efekt, ktery by z hlediska velkoplosné kultivace ptfedstavoval u této
brakické populace vyhodu, vzhledem k tomu, Ze bez pfidavani téchto latek do média mize vést

ke snizeni nakladu kultivace.
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Otazkou nicméné je, jestli velmi nizky vliv chela¢niho Cinidla nebyl dan pouze jeho
Spatnou volbou ¢i davkovanim této latky do média. Obecné u tas kultivovanych ve slaném
médiu totiz byva pritomnost chela¢nich Cinidel velmi dilezitd, protoze zde Casto dochazi
k akumulaci vétSiho mnozstvi kovii, jejichz hranice pii nedostatecné chelataci mize vést az
k toxickému ptisobeni (Andersen ef al., 2005). Pfitomnost chelata¢niho ¢inidla by tedy naopak
méla rist ve slaném médiu podporovat nejvic. Pro kultivaci bylo zvoleno ¢inidlo EDTA,
protoze se jednd o jedno znejcastéji pouzivanych chelatacnich Cinidel pro kultivaci fas
(Spencer, 1958). Koncentrace ptfidan¢ho Cinidla byla pfevzata podle navodu na ptipravu f/2
média (Andersen, 2015), které je Casto vyuzivané pro péstovani motskych i brakickych druhti
fas rodu Ulva (Rasmussen et al., 2011; Wang et al., 2012), jedna se ale o motské médium a je
tedy mozné, ze pro brakickou fasu byla ptidana koncentrace pfili§ vysoka a mohla u ni pasobit
spiSe inhibi¢nim zplsobem. Podle ¢lanku od Provasoli et al. (1957) mze vést piili§ vysoka
koncentrace EDTA v motském médiu, kde je vysoké pH (>8) k tomu, Ze EDTA aktivné vaze
Ca’" a Mg?" ionty a miize s nimi vytvafet soli, které jsou méné rozpustné a tedy piili§ velké

mnozstvi EDTA neni ve vysledku tak vhodné (Provasoli et al., 1957).

Pomérné nizky efekt ptidaného pH pufru HEPES neni tolik piekvapivy, protoze u
moftskych a brakickych médii vétSinou neni tak velky problém udrzet konstantni hodnoty pH,
nebot’ ve slané vodé dochazi k obecné lepsi pufraci (Andersen ef al., 2005). Rozdil v ristovych
rychlostech mezi médiem s HEPES a kontrolnim médiem byl nicméné velmi vysoky, a to
pusobi dojmem, ze zde pH pufr vlastné€ na riist piisobil dokonce jako inhibi¢ni faktor. Je mozné,
ze je to dano nevhodnosti pufru jako takového, protoZe se pro sland média doporucuji spis pufry
jako Tris, ktery mé ale nevyhodu, ze se da pouZzit pouze v axenickych podminkach, kterych
nejde pfi kultivaci fas rodu Ulva kviili symbiotickym bakteriim dosdhnout (Smith et al., 1974).
Existuji navic studie, které potvrzuji, Ze pouziti HEPES jako pH pufru je vhodné i pro moiska
média jako ASW (artificial sea water) (Mcfadden et al., 1986; lijima et al., 2015), takze by
tento pufr mél pro zde zvolené médiu byt vhodny. MnoZstvi ptidaného HEPES bylo pievzato
z navodu na sladkovodni DY médium (Andersen ef al., 2005), a je tedy mozné, Ze byla pro toto
médium zvolena pfili§ vysoka koncentrace, kterd neméla na kulturu poZadovany vliv. Zda se
vSak nejpravdépodobnéjsi, ze zde prosté pH pufr nebyl pfili§ potieba, a tak rist nijak

signifikantné neovlivnil.

U sladkovodniho druhu rozdily v rychlosti ristu mezi jednotlivymi testovanymi médii
nebyly tak vyrazné, a ani u jednoho média se neprojevil signifikantni efekt na rast stélek.

Nejvyssiho pfirtistku biomasy nicméné dosdhly tasy v médiu pouze s ptfidanym cCinidlem
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kapitola 4.2.3, graf €. 6). Jedna se tedy o uplné€ opacnou situaci nez v pripad¢ brakické populace.
U sladkovodnich médii by efekt chelacnich ¢inidel nemél hrat takovou roli, nicméné mozna
byla mnou studovana populace n¢jakym zptsobem castecné limitovana v ostatnich médiich,
nebo je mozné, ze nebylo vhodné zvolené kultivaéni médium, kterym byla velmi nafedéna
ASW. Médium mohlo obsahovat oproti jinym, bézn¢ pouzivanym sladkovodnim médiim, jako
BBM, nebo DY, piili§ velké mnozstvi Ca®" iontf, které mohou kompetovat s ionty kovli pii
vazb¢ s EDTA ligandem (Andersen et al., 2005). To by pak znamenalo, Zze zde tedy hrala
pritomnost EDTA vétsi roli, nez by tomu bylo za pouziti vhodnéjsiho média, a proto v médiich
bez ni byl rast limitovan. Diky nesignifikantnimu vysledku vlivu slozeni média na vysledné
rychlosti ristu ale nemazeme s jistotou tvrdit, ze by bylo médium s obsahem EDTA opravdu to

nejoptimalngjsi a bylo by pravdépodobné nutné provést dalsi experimenty.

v

Zajimavégjsi jsou velmi nizké rustové rychlosti pti pouziti média s obsahem pH pufru
HEPES. U sladkovodnich médii by mél byt efekt pufru vyraznéjsi, nez pii kultivaci brakického
druhu (Andersen et al., 2005), ale v tomto piipadé byly ristové rychlosti velmi nizké jako
v pripad¢, kdy bylo pouzito pouze kontrolni médium. Tim, Ze se rychlosti riistu v kontrolnim
médiu a médiu s HEPES vlastné nelisi, mizeme ptedpokladat, Ze nedochazelo k tak velkému
nariistu fas, aby mmnozstvi fixace CO;, kterou zplsobuji, méla za nasledek zménu pH
(McFadden et al., 1986), a to znamena, Ze pH pufr byl v tomto ptipad€ nedtlezity. Navic se
zda, ze zde pufr mél také spiS negativni vliv na rust stélek, protoze v médiu s kombinaci EDTA
1 HEPES doslo k vyraznému poklesu rychlosti riistu oproti médiu, kde bylo pouzito médium

pouze s EDTA, které samo o sobé& vedlo k ristu nejvySsimu.

Pfitomnost chelata¢niho ¢inidla se ukazala jako vyznamna pro zvyseni rychlosti ristu
stélek pouze pfti kultivaci druhu Ulva pilifera, nicméné i tento rozdil oproti ostatnim pouzitym
médiim nebyl signifikantni. Z experimentd u druhu Ulva flexuosa se zda, ze nejvhodnéjsi je
pouze kontrolni médium a pouziti pH pufru HEPES mélo u obou populaci pouze marginalni
vliv na pfirtistky biomasy. Mizeme predpokladat, Ze pfitomnost chelatacnich ¢inidel a pH pufrt
tedy neni nezbytna pro kultivaci tubularnich morfotypt rodu Ulva, protoZze diky nim nedochazi
k vyznamnému zvySeni riistovych rychlosti, ani k vy$§im vyslednym ziskiim biomasy. Tyto
morfotypy by tedy mohly byt velmi nadéjnymi pro vyuziti ve velkoplosnych kultivacich

zacilenych na snizeni provoznich nékladu.
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Celkové se zda, ze obecné vysSich rastovych rychlosti ve vSech experimentech
dosahovaly tasy ze studované brakické populace Ulva flexuosa. Zaroven dosahovaly i vétSich
maximalnich pfirtistkii biomasy, a to za piijatelnych optimalnich kultivacnich podminek,
vzhledem k ndrocnosti péstovani. Jejich vyuziti pro velkoplo$né kultivace by tedy bylo
vyhodnéjsi nez vyuziti sladkovodniho druhu Ulva pilifera. Byla zde vSak testovana pouze jedna
populace a nelze tedy fict, ze by toto platilo pro vSechny brakické a sladkovodni druhy. Mezi
riznymi druhy, ale dokonce také i mezi kultivary v rdmci jednoho druhu, mize dochazet
k velké variabilité v rychlostech rustu a jejich narocich na kultiva¢ni podminky (Lawton et al.,
2021a). Bylo by tedy nutné otestovat vét§i mnozstvi populaci z dalSich brakickych a
sladkovodnich lokalit.

5.2. Moznosti vyuZiti PAM fluorometru jako metody pro stanoveni

prirustki biomasy tubularnich makroras

Pro méfeni kontinudlnich ptirtistkii biomasy byla vybrana metoda méfeni pomoci PAM
fluorometru. Tato metoda se pro méfeni biomasy zatim rozsahleji vyuziva pouze pro méfeni u
mikrofas, kde neni nutné stanovit pfiristky pomoci piesného méteni plochy. D4 se zde, podle
velikosti bun¢k dané mikrotasy, vypocitat kolik bun¢k miize byt v jedné méfené vrstve, aniz by
se bunky prekryvaly v oblasti, ktera je zachytitelna detektorem a sledovat tak priristky biomasy
(mnoZeni bunék) (Eggert et al., 2006).

U makroftas se fluorometr, jako zpiisob méfeni biomasy tradicné nepouziva, vétSinou se
méteni provadi pomoci vaZeni suché a nebo mokré hmotnosti stélek (Lawton et al., 2021,
Rasmussen et al., 2011, Taylor et al., 2001). Tyto metody ovSem nenabizeji pfili§ dobré
vysledky pro méfeni piirastkti kontinudln¢ a pro stanoveni dynamiky rastovych ktivek pfimo
béhem kultivace, protoZe u vazeni suché hmotnosti je nutné stélky vyjmout z média, vysusit a
zvéazit a opétovny navrat uz neni mozny. Mizeme tedy takto zjistit pouze finalni hmotnost
biomasy po skonceni celého experimentu (Steinbruch et al., 2020). U mokré hmotnosti sice
muzeme stélky vazit pravidelné po dobu experimentu, ale vysledna hmotnost je vzdy znacné
ovlivnéna obsahem vody ve stélkach. Tento obsah je velmi problematické u kazdého vazeni
udrzovat pokazdé stejny, a tak zkresluje vysledné hodnoty mnoZstvi biomasy. Navic je to
invazivni metoda, kdy mtize dochdzet ke kontaminaci stélek a jejich manualnimu poSkozeni

(Ale et al., 2011).

Oproti klasickym metodam je tedy méfeni pfirtistki biomasy s vyuzitim PAM

fluorometru nad&jnou nahradou, nicméné zatim ne pfili§ vyuzivanou, protoZe ho nelze pouzit
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v ptipad¢ vSech makrotras. Vyhodou stélek tubularnich morfotypii rodu Ulva je, Ze jsou tvoieny
pouze jednou vrstvou bunék, ptic¢emz kazdé buiika ma vlastni chloroplast (Rybak, 2015). Cela
stélka je schopna emitovat zafeni v podobé fluorescence zpatky na detektor pfistroje a ten pak
dokéaze celou tuto svitici ¢ast zméfit v hodnotach mm? (Schreiber, 1999). Vysledné hodnoty
plochy lze tedy méfit s pomérné velkou presnosti, ackoli automatické oznaceni, nékdy cast
stéelky mtze vynechat, popiipadé muize byt v kultivaéni komulrce néjaky Sum, zplsobeny
napiiklad vylitim ¢asti obsahu stélky, ke kterému miize dojit z mista separace stélek na mensi
¢asti. V tomto piipad¢ je pak nutné oznaceni mefené plochy upravit manualné a tim se vysledné
méieni stdva lehce ovlivnéné tim, kdo meéfeni provadi. Zaroven, vzhledem k limitované
velikosti fluorometru, Ize rychlosti ristu timto zpisobem sledovat pouze v zacatcich ristu, kdy
stélky jesté nejsou tak robustni. Nicméné pro stanoveni ptibliznych piirtistkli biomasy, které
mohou byt provadény kontinualnég, a to neinvazivni metodou, se fluorometr jevi jako nadé€jna
alternativa klasickych technik (Juneau et al., 2005). Navic stanoveni pocate¢nich podminek
kultivace byva velmi dtlezity prvni krok pro zajiSténi spravného uchyceni stélek pro jejich dalsi
kvalitni rast (Carl et al., 2014). Studované tasy by se daly péstovat v urcitych danych
podminkach a za pomoci fluorometru studovat jejich vliv na rychlost ristu, stejné jako
v experimentech této prace. Pfi nalezeni optimalnich podminek, pak tyto fasy pfesunout do
vétSich kultivaénich médii ¢i do venkovnich nadrzi apod. Dala by se tak zvysit GspéSnost
uchyceni a zlepSit nasledny rist téchto fas, poptfipadé makrotas s podobnou vliknitou

morfologii, ve velkoplo$nych kultivacich.

5.3. Zhodnoceni kultivace stélek ve vétSim objemu média a perspektiva
jejich péstovani ve velkoploSnych kultivacich

Testovani rlstu fas ve vétSim objemu média je dualezité pro nasledny ,upscaling®
kultivace v kultiva¢nich nadrZich a pro velkoplo$né péstovani se zamétrenim na technologické

vyuziti ¢i vyuziti v potravinafstvi.

V této praci se jako vhodnéjsi druh pro kultivaci ve velkém objemu ukézala Ulva
flexuosa, ktera ve vSech objemech média dosahovala vysSich ristovych rychlosti a vysSich
findlnich pfirastk biomasy (Vysledky, kapitola 4.4., graf. 9). K podobnym zavérim jsme dosli
1 pfi experimentalni kultivaci na riznych gradientech podminek a vzhledem k tomu se tedy zda,
ze sladkovodni druh Ulva pilifera neni pro kultivaci ptili§ vhodnym. Mohlo se nicméné¢ jednat
také o to, ze stélky tohoto druhu byly n¢jakym zplisobem vice limitované ve svém ristu uz na

zacatku experimentll. Zaroven byl sladkovodni druh vice nachylny k pfertstani stélek narosty
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rozsivek a bylo nutné se jich zbavovat pomoci ¢astého pifeoCkovani kultur. Ne vzdy se to vSak
povedlo stoprocentné a je mozné, ze rozsivky ponékud limitovaly rust stélek ulv, naptiklad
kompetici o zdroje Zivin, ¢i zastinénim jejich stélek. Rozsivek se lze v kulturdch zbavit
piidavkem GeO; (Lewin, 1966), ktery jsem pro svoje experimenty vSak nepouzila, nebot
germanium je toxicky kov, ktery by se mohl ve stélkach téchto fas akumulovat (Andersen et
al., 2005). Vzhledem k hodnoceni ristu stélek této praci s cilem jejich potencidlniho vyuziti

v potravinafstvi, by to zjevn¢ nebyla vhodna metoda.

Pro kultivaci tfas ve vétSich objemech byla pouzita zdkladni média bez piridavku
chelatacniho Cinidla a pH pufru za ucelem simulace kultivace v podminkéch, které jsou
experimentalni kultivaci jako relativné vhodna pro kultivaci téchto druhti. K rastu fas v téchto
médiich dochazelo i pii vétsich objemech kultivaéniho média. Bylo by tedy mozné efektivné
péstovat fasy rodu Ulva bez potieby zvySovat produkéni naklady témito latkami. Podobné
vysledky byly pozorovany také napiiklad ve studii od Rasmussen et al. (2011), kde byly fasy
rodu Ulva péstovany na piirodnim hnoji bez pouziti chelacnich ¢inidel, mikronutrient atd.
Studie byla vSak zamétfena na listovité morfotypy a v pfipad¢ kultivace pro vyuziti
v potravinafstvi péstovani na hnoji pravdépodobné neni nejvhodnéjsi (Rasmussen et al., 2011),
nicméné tato studie dobte ukazuje, Ze tyto fasy jsou pomérné nenarocné z hlediska ptidavanych
latek do média. To podporuji i studie, které se zabyvaji kultivaci fas rodu Ulva v multi-
trofickych akvakulturach, kde fasy dokazi riist vyluéné z zivin (N, P) z odpadni vody, ktera je
odvadéna z akvakultur jinych organismi, pievazné ryb ¢i korysu (Yokoyama & Ishihi, 2010;

Al-Hafedh et al., 2015)

Celkové se zd4, Ze na objemu kultiva¢niho média, ve kterém jsou stélky péstovany,
ptiliS nezaleZzi. Pfestoze nejvyssich ptirtistkii dosahovaly obé populace pfi kultivaci v nejvétsim
objemu média, jeho efekt se pii Zadném z experimenti neprojevil signifikantné (viz. vysledky,
kapitola 4.4., graf €. 9 a 10) a je tedy pravdépodobné, Ze by rist téchto fas nebyl limitovan ani
ve velkych komercnich kultivacich, pokud by byly zachovany poméry objemu ku povrchu
média jako v této praci. Nicméné byly zde opét testovany pouze dvé piirodni populace a musela

by byt provedena rozsahlejsi studie pro presnéjsi zhodnoceni.

Pro méfeni piiristki biomasy pfi této kultivaci bylo pouZito fotografovani stélek a
naslednd analyza obrazu v programu GIMP 2.10.24. Pro stanoveni pfirGstkii biomasy ve

venkovnich nadrzich se ¢asto pouziva spiSe metoda méfeni mokré hmotnosti stélek, jak uz bylo
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zminéno diive, nicméné analyza obrazu je také vyuzitelnou metodou pro pozorovani rustu
velkého mnozstvi fas. Diky analyze obrazu lze zjistit napfiklad maximalni délka stélek a
postrannich vétvi, poptipadé cela plocha stélky (Haddad & Ormond, 1994). Jednd se o
neinvazivni metodu, ktera umoznuje sledovat postupné pfirtistky bez nutného zdsahu do
kultivacniho média (Jiang & Nakano, 2021). Jeji nevyhodou nicméné mtze byt vliv clovéka
pfi métfeni plochy v pixelech, kde mize dochazet k vynechani nékterych casti, poptipadé
Spatnému odhadu programu pii oznaceni barev, mize také dochazet k odraziim svétla od skla
kultivacnich nadob pfi foceni apod. Je tedy potfeba co nejlépe zajistit srovnatelné podminky
pro vSechny vzorky a pii méfeni volit vzdy stejna nastaveni. Nejdilezitéjsi je zajistit vysoky
kontrast métené oblasti od pozadi (kultivacni nadoby s médiem), aby bylo mozné efektivné
plochu zméfit bez vétsich chyb (Oberholzer et al., 1996; Cheng et al., 2009). Pro stanoveni
pfibliznych pfirtstki biomasy fas rodu Ulva se metoda osvédcila jako relativné vhodna, bylo
mozné sledovat rozdily ve velikosti stélek béhem celé doby kultivace, a to bez nutné¢ho zasahu
do kultiva¢nich nadob. Metoda by vSak pravdépodobné nebyla pouzitelnd, pokud by byla stélka
fasy v kultivaéni nddobé namnozena natolik, ze by se jednotlivé stélky piekryvaly ve vice

vrstvach nad sebou.

6. Zavér

V ramci diplomové prace byly izolovany dvé populace fas rodu Ulva s tubulérni
morfologii, a to zbrakického a motského prostiedi. Brakickd populace byla na zakladé
morfologickych znakl a lokality nalezu urcena jako druh Ulva flexuosa a sladkovodni druh

jako Ulva pilifera.

Nasledné byly ob¢ populace podrobeny sérii experimentalnich kultivaci na gradientech
salinity a teploty a v médiich s pfiddvanym chelata¢nim ¢inidlem EDTA a pH pufrem HEPES
s cilem zjistit optimalni podminky pro jejich kultivaci a pro zndzornéni dynamiky jejich ristu
pomoci ristovych kiivek. U druhu Ulva flexuosa se ukazala jako nejvhodnéjsi salinita cca 17,5
PSU, teplota 22 °C a médium bez ptidaného chelata¢niho ¢inidla a pH pufru. Pro druh Ulva
pilifera byla stanovena optimalni salinita cca 11 PSU, teplota 22 °C a médium pouze s pfidanym
chelata¢nim ¢inidlem EDTA. Obecné ve vSech experimentech dosahovala populace brakického
druhu Ulva flexuosa vyssich rustovych rychlosti a zd4 se tedy vhodngj§im druhem pro
piipadnou dalsi kultivaci, poptipad¢ i jako pravdépodobné vhodnéjsi pro velkoplosné kultivace
zacilené na kultivaci téchto fas pro vyuziti v potravinafstvi. Obecné také obé populace

vykazovaly vicemén€ velmi podobné vysledné optimalni podminky, tedy kultivace
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sladkovodniho druhu by pravdépodobné nebyla o tolik vyhodné&jsi ani z hlediska néklada
kultivace. Z ekofyziologického hlediska se ukéazalo, ze optimum salinitni niky obou
studovanych populaci lezi ve vysSich urovnich, nez jaké byly ty, z nichz byly populace
izolovany v ptirod€. Pro méfeni ptirtstk byla testovana neinvazivni metoda méteni plochy
stélek pomoci PAM fluorometru, kterd se zda byt vhodnou pro stanoveni piibliznych ptirtstk

b&hem prubehu kultivace na tomto, poptipadé morfologicky podobném typu vlaknitych tas.

Populace byly také kultivovany a sledovany béhem rtistu ve vétSich objemech média
pro lepsi predstavu velkoplosnych kultivaci. V obou piipadech se jako nejvyhodnéjsi ukazal
nejvetsi objem kultivacniho média, kde dochazelo u obou populaci k nejvyssim piirtstkim
behem pribehu celého experimentu. Stejné jako pii kultivaci na gradientech podminek se i zde
jako vyhodngjsi pro kultivaci ukdzal druh Ulva flexuosa, u kterého dochazelo k nejvyssim
prirtistkiim stélek a k nejvyssim findlnim hodnotam biomasy. Vysledky méfeni byly nicméné
nesignifikantni v ptipad€ kultivace obou populaci a objem kultivaéniho média tedy ma na rist
téchto fas pravdépodobné zanedbatelny vliv. Z pozitivniho hlediska to nicmén¢ ukazuje, Ze ve
vétSich objemech nebylo zaznamenano zadné zpomaleni rustu, které by mohlo byt pficteno

zastinéni stélek mezi sebou navzajem.

Tato prace shrnuje optimalni podminky pro kultivaci vybranych tubularnich morfotypi
rodu Ulva a nabizi novou metodu méfeni piiristku stélek, kterd je neinvazivni a umoziuje
sledovat dynamiku rastu téchto fas béhem celé doby kultivace. Prace se ale zaméfuje pouze na
dvé izolované populace a pro lepsi zhodnoceni podminek by bylo vhodné se v budoucnosti
zaméfit naptiklad na zkiiZzené gradienty mezi testovanymi podminkami, kdy kombinace faktort
muZe vést ke zméné vlivu nékterych z nich. Zaroven by bylo mozné navazat na studii naptiklad
testovanim vétSiho mnozstvi populaci od brakickych a sladkovodnich zastupcii, které by mohlo

1épe nastinit efekt kultiva¢nich podminek na zastupce z konkrétniho prostiedi obecné.

Studované populace se nicméné ukézali jako nad&né na dalsi kultivaci a miZeme
piedpokladat, ze pti kultivaci ve velkoplosSnych kultivacich by mohli mit velky potencial, ackoli
se nepotvrdilo, ze by zde testovana sladkovodni populace byla vyhodnéjsi pro péstovani ve
sttedoevropskych lokalitach, protoZze zjiSténé naroky na kultivaci jsou témét shodné jako u

brakického zéstupce.
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7. Prilohy
Priloha 1: Namétena data z PAM fluorometru pro stanoveni ristovych rychlosti 2 zkoumanych

populaci na gradientech podminek. (Méfeni na PAM fluorometru — slozka)

Priloha 2: Namétena data pomoci analyzy obrazu pouzita pro stanoveni pfirtstkii biomasy ve

vztahu k objemu kultivacniho média. (Data analyza obrazu z venkovni kultivace.xlsx)

Priloha 3: Grafy linearni regrese pro data méfena na PAM fluorometru a pro data ziskana pii
analyze obrazu u druhit Ulva flexuosa a Ulva pilifera. (Grafy linearni regrese pro data z PAM

fluorometru a analyzy obrazu - sloZka)

Vsechny ptilohy Ize najit na odkazu: https://doi.org/10.5281/zenodo.6472224
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