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Abstrakt

Fosfor je ¢astym limitujicim prvkem pro fytoplankton ve sladkovodnich ekosystémech,
protoZe fasy a sinice jsSou schopné ho piijimat pouze v rozpu§téné anorganické formé.
Fytoplankton mé nékolik mechanismt, pomoci kterych umi nedostatek fosforu prekonavat.
Jednim z nich je produkce extracelularnich fosfataz. Tyto enzymy jsou vylu¢ovany na
povrchu bunék nebo uvoliiovany do jejich okoli a hydrolyzuji organické molekuly obsahujici
fosfor. Uvolnény anorganicky fosfor mize byt nasledné pfijiman bunikami. Tento
mechanismus muze zdsadné ovlivnit konkurenceschopnost nékterych druhi fas v prostiedi

s dlouhodobou limitaci fosforem (napfi. ptisobenim nizkého pH na dostupnost fosforu).

V této préci byl v laboratornich podminkach zkouman vliv koncentrace a formy fosforu
na extracelularni fosfatazovou aktivitu kment rodu Coccomyxa (Chlorophyta), které byly
izolované ze dvou acidifikovanych lokalit s riznou dostupnosti fosforu — Plesného jezera a
Hromnického jezirka. Extracelularni fosfatazova aktivita byla vyhodnocena na trovni
jednotlivych bunék pomoci metody FLEA a fluorescen¢ni mikroskopie. Metoda FLEA
umoziuje pomoci umélého substratu ELF®97 fosfatu zobrazit fosfatazové aktivni mista na

povrchu bunék.

Extracelularni fosfatazova aktivita byla indukovana kultivaci v médiich s anorganickou
i organickou formou fosforu. Experimenty prokazaly vliv koncentrace i formy fosforu na
fosfatazovou aktivitu, ktera byla ve vSech kulturach vyssi se snizovanim koncentrace fosforu
v médiu a pii kultivaci v médiu s organickou formou fosforu. Buriky v ramci jedné populace
se liSily ve své fosfatazové aktivité. Porovnani dvou testovanych kment ukazalo, ze jejich
fosfatazova aktivita je nezavisla na lokalité, ze které byly izolovany. Schopnost kmenti z rodu
Coccomyxa produkovat extracelularni fosfatazy spolu s toleranci k nizkému pH a toxicité

kovil umoziuje jejich dominanci ve fytoplanktonu Plesného jezera a Hromnického jezirka.

Kli¢ova slova: Coccomyxa, limitace fosforem, extracelularni fosfatazova aktivita, metoda

FLEA, ELF®97 fosfat, acidifikovana jezera, Plesné jezero, Hromnické jezirko.



Abstract

Phosphorus is frequently a limiting factor for phytoplankton in freshwater ecosystems,
because algae and cyanobacteria are able to incorporate it only in a dissolved inorganic form.
Phytoplankton evolved several mechanisms to overcome phosphorus limitation. One of them
is the production of extracellular phosphatases. These enzymes are excreted on the surface of
cells or released to the environment. They hydrolyze organic molecules containing
phosphorus, which can be then incorporated by cells. This mechanism can influence the
competitiveness of algae living in environments that are characterised by long-term

phosphorus limitation (that is caused e.g. by the effect of low pH).

In this study the influence of phosphorus concentration and form on extracellular
phosphatase activity under laboratory conditions was investigated. The two experimental
strains of the genus Coccomyxa (Chlorophyta) were isolated from acidified localities with
different phosphorus availability — Plesné Lake and Hromnické Lake. Extracellular
phosphatase activity on a single-cell level was measured using the FLEA technique and
fluorescence microscopy. The FLEA technique allows direct visualization of phosphatases on

the cell surface by incubating the samples with the artificial substrate ELF®97 phosphate.

Extracellular phosphatase activity in cultures was induced by cultivation in media both
with organic and inorganic phosphorus. Experiments showed the influence of phosphorus
concentration and form on extracellular phosphatase activity, which was higher in the
phosphorus limited cultures and also in samples cultivated in media with organic form of
phosphorus. Cells within one population differed in their phosphatase activity. Comparison of
the two strains showed that their extracellular phosphatase activity was independent on the
locality from which the strain was isolated. The ability to produce extracellular phosphatases
together with low pH and metal tolerance enabled the dominance of the genus Coccomyxa in
the phytoplankton of Plesné Lake and Hromnické Lake.

Key words: Coccomyxa, phosphorus limitation, extracellular phosphatase activity, FLEA
technique, ELF®97 phosphate, acidified lakes, Plesné Lake, Hromnické Lake.
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1. Uvod

Acidifikace sladkovodnich ekosystémt je slozity a komplexni proces, ktery zptisobuje
rozsahlé zmény tykajici se chemického sloZeni i biologické struktury puvodniho ekosystému
(Schindler 1988, 1994). Nizké pH ve vodnim ekosystému ptinasi mnoho problému, které
musi sladkovodni organismy piekondvat. Patii mezi né¢ naptiklad omezeni dostupnosti
nekterych zivin ¢1 zvySena koncentrace tézkych kovt (Gross, 2000).

Produktivita sladkovodnich ekosystémi je obvykle dana dostupnosti fosforu (Schindler
1977). Jakékoli vnitini ¢i vnéjs$i omezeni jeho dostupnosti pro fytoplankton, zptisobuje snizeni
produktivity daného ekosystému. Primarni producenti, tedy fasy a sinice, mohou pfijimat
fosfor pouze ve formé rozpusténych ortofosfatii (SRP) (Cotner a Wetzel; 1992; Hernandez et
al., 1996). Vysledky experiment dokazuji vliv acidifikace vody i pidy na cyklus fosforu diky
zvySenému zadrzovani fosforu v sedimentech ¢i srazeni slouc¢enin fosforu s hlinikem ¢i
zelezem ve vodnim prostiedi (napt. Almer et al. 1978; Broberg 1984; Jansson et al. 1986;
Kopacek et al., 2000).

Nedostatek fosforu mize vést u fytoplanktonnich organismt k metabolickym porucham
jako je naptiklad pokles fotosyntézy a respirace, zastaveni ristu a dokonce i buné¢né smrti
(Lapointe, 1987; Theodorou et al., 1991; Garcia-Sanchez et al., 1996).

Extracelularni fosfatazy jsou produkovany fytoplanktonem pii nedostatku SRP, enzym
je syntetizovan a uvolnén do okoli buiiky (Jansson et al., 1988). V prostiedi s nizkym pH jsou
tyto fosfatazy oznaCovany jako kyselé fostatazy (acidic phosphatases, AcP), podle jejich
funk¢niho optima (Vincent et al., 1992).

Acidifikovane lokality vznikaji ptirozené i antropogenné¢. Obvykle je vodni prostiedi
okyseleno v disledku reakce vody s podlozim. VétSina extrémné kyselych lokalit ale vznika v
dasledku ptimého €1 neptimého plisobeni clovéka. Jedna se predevsim o tézebni oblasti, kde
dochéazi v opusténych povrchovych (ale i podzemnich) dolech k fenoménu tzv. acid mine
drainage (AMD). Nemaly vliv na okyselovani prostfedi maji samoziejmé také kyselé srazky
(Johnson, 1998).

Piikladem acidifikované lokality v Ceské republice je Plesné jezero na Sumavé, které se
postupné zotavuje z nasledkl atmosférické acidifikace a Hromnické jezirko na Plzensku, kde
dochazi k AMD. Jezera se lisi koncentraci fosforu - v PleSném jezeru je vyrazné snizena
dostupnost fosforu (SRP < 1 pg I™"), naopak v Hromnickém jezirku je fosforu dostatek (SRP

az 1,6 mg I'l). V obou jezerech dominuje fytoplanktonu jednobunécna zelena fasa Coccomyxa



sp. (Trebouxiophyceae) (Nedbalova et al., 2006; Hrdinka et al., 2013). Tento druh je schopen
rast v extrémnich podminkach, takze je vhodnym organismem ke kultivaci (Sladeckova,
1959).

Aktivita kyselych fosfataz (acidic phosphatase activity, ACPA) je zajimavym
ekologickym ukazatelem chemického a biologického statusu studované lokality a zaroven
dulezitou ekofyziologickou adaptaci. V minulosti byly studovany rozdily ve fosfatdzove
aktivité u riznych druhu fas i procesy ovliviiujici jejich produkci (napi. Nedoma et al., 2003;
Strojsova et al., 2005).

Chybi ovsem laboratorni experimenty, které by pomohly objasnit, za jakych podminek
doch&zi k indukci produkce kyselych fosfataz na buné¢né trovni. Dosavadni prace, zabyvajici
se aktivitou extracelularnich fosfataz na urovni jednotlivych bunék, zkoumaly pievazné
ptirodni vzorky (napf. Strojsova et al., 2003, 2005, 2008). Zkoumani faktorti ptisobicich na
produkci fosfatdz za kontrolovanych podminek nebylo, pokud je mi znamo, nikdy provedeno.
Kmeny z rodu Coccomyxa izolované z kyselych jezer jsou vhodnymi organismy, na kterych

Ize testovat produkci extracelularnich fosfatdz za riznych podminek.
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2. Literarni prehled

2.1. Fosfor ve sladkovodnich ekosystémech

Fosfor hraje dulezitou roli pfi riznych biologickych procesech a pfitom je ho ve vodnich
ekosystémech pomérné malé mnozstvi. Je sou¢asti mnoha molekul (DNA, RNA, ADP, ATP,
NADPH, fosfoproteiny, fosfolipidy, atd.), a proto je pro organismy nepostradatelny. Fosfor je
v jezerech ptitomny v né¢kolika chemickych formach, které mizeme dé€lit na organické a
anorganické a dale na rozpusténé, koloidni a partikulované. V organickych molekulach je
fosfor bud’ pfimo vazén na atom uhliku (C—P) a tvoti fosfonaty (napi. fosfonoproteiny,
fosfonolipidy, fosfonoglykolipidy) nebo je vazan pomoci esterové vazby (C—O-P) a tvoii
fosfomonoestery (napt. ATP), fosfodiestery (napf. nukleové kyseliny, fosfolipidy) a
fosfotriestery. Partikulovany organicky fosfor se vyskytuje v podobé& Zivych ¢i mrtvych
bunék, partikulovany anorganicky fosfor jako fosfat ve vazb¢ nejcastéji s zelezem, vapnikem
nebo hlinikem. Koloidni (nebo také vysrazeny) organicky fosfor najdeme naptiklad ve forme
ATP, fosfonath apod., koloidni anorganicky fosfor ve formé pyro-, meta- a polyfosfatti. Dale
se fosfor také vyskytuje v rliznych variantach jako rozpusStény organicky fosfor (dissolved
organic phosphorus, DOP). Nejdulezitéjsi formou v jezerech je ovSem rozpustény
anorganicky fosfor (dissolved inorganic phosphorus, DIP) a ortofosfaty (PO,>, HPO4?,
H,POy), diky své dostupnosti pro fytoplankton. Standardni chemické metody toto rozdéleni
nenasleduji, rozliSuji pouze rozpusténé a partikulované formy fosforu podle jejich reaktivity
pii kysel¢ hydrolyze. Bé€zné se stanovuje celkovy fosfor (total phosphorus, TP), celkovy
rozpustény fosfor (total dissolved phosphorus, TDP) a rozpustny reaktivni fosfor (soluble
reactive phosphorus, SRP). SRP je oznacovan za reaktivni, protoze zahrnuje prevazné
rozpus$téné anorganické ortofosfaty (Bostrom et al., 1988; Jansson et al., 1988; Diaz-de-
Quijano, 2014).

Geochemicky cyklus fosforu v ptirod€ se vyznacuje tim, ze v atmosféfe neexistuje
zadny zasobnik fosforu, ze kterého by primarni producenti mohli ¢erpat. Fosfor se do jezer
dostava z vnéjsiho prostiedi vyluhovanim z podlozi a pomoci ptitoku, splachu a srazek v
raznych podobach (Schindler, 1977). Jelikoz je tedy zasobnik fosforu chudy, musi byt fosfor
Vv jezerech ucinné recyklovan. Partikulovany fosfor, ktery se do jezer dostal z vnéjsiho
prostiedi, je v epilimniu pomoci zooplanktonu a fytoplanktonu uvoliiovan jako DOP. DOP je

hydrolyzovan (anorganicky, enzymaticky nebo kombinace obojiho) na DIP (ortofosfaty),
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ktery je ihned inkorporovan do bunék fytoplanktonu a bakterioplanktonu jako jedina dostupna
forma. Zbyvajici partikulovany ¢i koloidni fosfor se dostava do hypolimnia. Zpét do vodniho
sloupce se mize dostat pomoci michani, uvolnénim ze sedimentt nebo z vnéjsich zdrojl, coz
ale muze trvat velmi dlouhou dobu. Fosfor se tedy miize stat limitujicim prvkem, jelikoz
podlozi je vétsinou na fosfor chudé a dostupnost fosforu je dana schopnosti planktonnich
organismi recyklovat DOP a hydrolyzovat DOP na DIP (Francko a Heath, 1979; Ammerman,
1993; Wetzel, 2001).

2.2. Acidifikace sladkovodnich ekosystémii

Ve sladkovodnich ekosystémech s nizkym pH dochazi ke zménam ve slozeni, pocetnosti a
produktivité organismi na vSech urovnich. K okyseleni vodnich téles dochazi pfirozeng, ale 1
antropogenng. Zdrojem nizkého pH prostfedi jsou rizné geochemické a biologické procesy.
Pfirozené kyselé jsou oblasti vulkanické ¢innosti s geotermalnimi prameny nebo raseliniSté.
VétSina okyselenych lokalit ale vznika v dusledku pfimého ¢i nepifimého ptisobeni ¢lovéka.
Jedna se predevsim o oblasti ovlivnéné kyselou atmosférickou depozici a téZebni oblasti, kde
v opusténych dolech dochazi k fenoménu tzv. acid mine drainage (AMD) (Hendrey et al.,
1976; Schindler, 1994; Johnson, 1998; Driscoll, 2001).

2.2.1.  Kyseld atmosféricka depozice

Problému okyselovani sladkych vod zacala byt vénovana pozornost az v 70. letech 20. stoleti
a od té doby bylo vénovano této oblasti nemalé védecké, ekonomicke i politické usili
(Schindler, 1988). V disledku pramyslové a zemédélské ¢innosti se do atmosféry se dostavaji
ve zvySené mife emise. Jsou to pievazné oxidy siry (SO,) a dusiku (NOy). Z emisi se v
atmosféfe stavaji sirany (SO4%) a dusi¢nany (NOj3’), které se ve vodnim prostiedi rychle
transformuji na kyseliny a jsou hlavnim zdrojem nizkého pH srazkové vody (Driscoll, 2001).
Dftive se udéavalo, ze za tzv. kysely je dést povazovan pod pH 5,6, coz je pH destilované vody
nasycené CO,. Normalni destové srazky jsou také mirné kyselé, protoZze voda v atmosféie v
malé mife reaguje s atmosférickym CO; za vzniku slabé kyseliny uhli¢ité. Mnoh¢ oblasti ale
maji pH srazek mnohem niz8i nez pH 5. Polutanty mohou byt atmosféricky unaSeny nékolik
stovek kilometrui a zasahnout tak i oblasti velmi vzdalené od zdroje (Schindler, 1988). Kyselé

srazky vstupuji do sladkovodnich ekosystémt piimo nebo skrz povodi. Kdyz mé voda nizkou
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neutraliza¢ni kapacitu nebo povodi obsahuje pidy chudé na zasadité latky, prostiedi se
okyseli. Okyselovani vody vyrovnavaji pufracni systémy (nejvice uhli¢itanovy, hlinikovy,
zelezity, doplnéné o dalsi ionty) a kdyz jsou ptiliSnym piisunem vodikovych iontii vycerpany,
zaCind dochazet k okyselovani vody a dalsim souvisejicim zménam v chemismu a oziveni
lokalit (Geller et al., 1998).

koncentrace kovu (Fe, Al, As, Cu, Zn, Mn, Cd, Pb) a omezeni dostupnosti fosforu (Schindler
et al., 1980; Kopacek et al., 2001; Nixdorf et al., 2001). Pfedevsim piitomnost zvySené
koncentrace hlinitych iontll ma negativni dopad na mnoho vodnich organismi. Hlinik je
obsazen v mnoha horninach, pfi zvétravani se uklada do ptidy navazanim na organické latky.
V povodi s nizkou neutraliza¢ni kapacitou jsou v disledku zvysené koncentrace vodikovych
iontl hlinité ionty z podlozi vyplavovany. V pH vétSim nez 5 je hlinik vazan v komplexech,
pi niz8im pH se oviem hlinik vyskytuje pfevazng jako monomerni AI**. Vysoka koncentrace
AI** je toxicka pro mnoho organismil, pfedeviim pro mnoho druhii ryb, které maji dychaci
problémy a hynou (Driscoll, 1985).

V disledku poklesu pH vody se méni druhové sloZeni sladkovodni flory a fauny a
citlivé organismy z oblasti zcela mizi. Pocet druhti fytoplanktonu a zooplanktonu se pfi
nizkém pH vyrazné sniZuje. Mnoho rybich druht je citlivych k acidifikaci a pod urc¢itou
hodnotou pH neni schopno pieZit, patii mezi né naptiklad plotice (Leuciscus rutilus), okoun
(Perca fluviatilis), stika (Esox lucius), sttevle (Phoxinus phoxinus) a pstruh (Salmo trutta)
(Almer et al., 1974).

Zotaveni ekosystému z acidifikace je mozné po omezeni pfisunu polutantti. Doba
chemického zotaveni zavisi na mife poklesu atmosférické depozice, schopnosti prostiedi
doplnit zasadité kationty, rychlosti zvétravani a dalSich aspektech dané lokality. Zotaveni
bioty zaostava za chemickym zotavenim ekosystému (Driscoll, 2001; Vrba et al., 2003;
Nedbalova et al., 2006).

Povodi, jezera a toky se mohou stat citlivé k acidifikaci z riznych divodut. Zavisi
ptredevs§im na vlastnostech podlozi. V Evropé se oblasti citlivé k acidifikaci nachazeji ve
Skandinavii a Anglii, ale také v Nizozemi, Belgii, Dansku, Svycarsku, Italii, Némecku a
Irsku. Ve Spojenych statech americkych se nachazeji rozsahlé oblasti citlivé k acidifikaci
V Minnesot¢, Wisconsinu, severnim Michiganu, n€kolik oblasti na jihovychod¢, hornaté
oblasti na zapad¢ a téméf celd severovychodni oblast zemé, vCetné vychodni ¢asti Kanady.

Rozsahlé oblasti se nachézeji také v Asii, Africe a jizni Americe (Driscoll, 1985).
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2.2.2.  Acid mine drainage (AMD)

Acid mine drainage (AMD) je jev spojeny s tézbou nerostnych surovin. S t€zbou kovovych
rud ¢i uhli se na povrch diilnich jam dostava také zvysené mnozstvi materialu obsahujiciho
sulfidy (nejcastéji pyrit - FeS,). Stykem s vodou (zaplaveni nebo vihké klima) a kyslikem (z
atmosféry nebo chemickych zdroji) dochézi k oxidaci sulfidil a okyselovani lokality (az pH
3). I kdyz tyto procesy probihaji v ptirod¢ ptirozené, té¢zba zplisobuje akumulaci minerald
obsahujicich siru na povrchu dilnich jam a urychluje nasledné okyselovani zaplavenych
lokalit. Ve vétsiné ptipadi k okyselovani lokalit pfispivaji jesté¢ chemolitotrofni bakterie
(napt. Acidithiobacillus ferooxidans), které cely proces mnohonasobn¢ urychluji. Oxidované
sulfidy obsahuji naptiklad méd’, olovo, zinek a viibec nejcastéji zelezo. Typicka je tedy pro
tyto lokality nésledné zvySena koncentrace té¢Zkych kovli. Vymyvéanim a prisakem se mohou
slouéeniny vzniklé v AMD S§ifit i do ptilehlych toka (Johnson, 1998; Akcil a Koldas, 2006;
Novis a Harding, 2007).

Kazda lokalita ovlivnénd AMD ma unikatni vlastnosti a nelze spolehlivé predpovédét
mira okyselovani. Zalezi na mnoha faktorech, patii mezi n€ pH, teplota, koncentrace kysliku
ve vodg, stupefi nasyceni vzduchu vodou, chemicka aktivita Fe**, povrch sulfidu vystaveného
reakcim, chemicka aktivacni energie potfebna k zahajeni reakce a bakterialni aktivita (Akcil a
Koldas, 2006).

Jezera s AMD vznikaji na mistech po tézbé hnédého uhli, ¢erného uhli a kovovych rud.
Tyto lokality se nachazeji po celém svéte, nejvice v zapadni Australii (uhelnd panev v Collie),
severni Americe (oblast Cedar Creek v Missouri) a Evropé (pyritovy pas v jihozapadnim
Spanélsku a uhelna panev v oblasti byvalé Luzice v Némecku a Polsku) (Geller et al., 2012).

2.2.3.  Vliv pH na dostupnost fosforu

Proces acidifikace ve sladkovodnich ekosystémech zpiisobeny kyselou atmosférickou
depozici je doprovazen oligotrofizaci jezer, protoze je ptisun prvki a zejména fosforu

z povodi omezen. Z diivodu zvysené koncentrace hlinikovych ionti v prostiedi dochazi

k omezeni dostupnosti fosforu pro fytoplankton, snizuje se jeho primarni produkce a nartst
biomasy nedosahuje stejné rychlosti jako pti dostacujici koncentraci fosforu (Olsson a
Pettersson, 1993). Piikladem atmosféricky acidifikované lokality, kde slou¢eniny hliniku

omezuji dostupnost fosforu, je Ple§né jezero na Sumavé. Vysoka mira kyselé depozice a
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nasyceni slou¢eninami dusiku zpisobily zvySeny piisun hlinikovych iontt, siranti a dusi¢nant
do jezera. Biologicka redukce dusi¢nant a sirand ve vodnim sloupci pfispéla ke zvyseni
alkality v jezeru (pfedev§im v hypolimniu). Cim vétsi je piisun dusi¢nant a siranti do jezera,
tim vice se zvysSuje alkalita jezera a tim vétsi je rozdil v pH vody ve srovnani s ptitokem z
okoli, tudiz se zvysuje riziko tvorby koloidnich hydroxidi hliniku ve vodnim sloupci. Srazeni
hliniku mé nékolik efektli na dostupnost fosforu v jezete. Ukladani srazenin s hlinikem
zpusobuje zvétSovani horni vrstvy sedimentu na dné jezera (oproti vrstvdm sedimentu z doby
pied acidifikaci jezera) a tim se zvySuje kapacita zadrzovani fosforu v sedimentu. Zvysena
koncentrace koloidnich hydroxidd hliniku nad sedimentem zpiisobuje opétovnou vazbu
ortofosfatl, které byly mezitim uvolnény ze sedimentu, a opét je vaze zpét do sedimentu. Tim
je prudce omezena dostupnost fosforu pro fytoplankton v epilimniu (Kopacek et al., 2000). V
tomto piipad€ by mohly byt ve vyhod¢ organismy, které produkuji extracelularni fosfatazy.
MizZe ale nastat i situace, kdy hlinikové ionty omezi nejen dostupnost fosforu, ale ovlivni i
¢innost fosfataz. Bittl et al. (2001) studovali pfimy vliv hliniku na extracelularni fosfatazy
planktonu acidifikovanych sumavskych jezer (Cerné jezero, Certovo jezero, Ple$né jezero).
Byl testovan vliv riznych koncentraci hliniku (01000 pg ™) na kinetické parametry
kyselych fosfataz pti pH mezi 4,5 a 5,2 (optimum pro kysel¢ fosfatazy je pH 5,0). Byla
zjisténa vyrazna redukce afinity substratu pii koncentracich 300 a 1000 pg 1™ pii pH 4,5 a 4,8
(ne pii pH 5,2). Naproti tomu aktivita kyselych fosfataz zistala nezménéna. Na zakladé
tohoto zjisténi lze predpokladat, Ze hlinik funguje jako kompetitivni inhibitor kyselych
fosfataz nebo je aktivita fosfataz nizka diky tvorbé komplext hliniku se substratem. Byly
testovany ob¢ hypotézy (kompetitivni inhibice nebo vliv tvorby komplext). Vysledky
naznacuji, ze pravdépodobnéjsi je kompetitivni model. Byl také testovan vliv hliniku v pH od
4,0 do 6,0. Pii hodnoté 5,2 vysledky dokonce ukazuji na efekt, Ze ¢im vySsi jsou koncentrace
hliniku, tim vétsi je rozmezi pH, ve kterém hlinik negativné ovliviiuje kyselé fosfatazy (Bittl
etal., 2001).

Produkce extracelularnich fosfataz byla méfena na pfirodnich vzorcich tfi populaci obrnének
ze Sumavskych jezer — Gymnodinium uberrimum, Gymnodinium sp. a Peridinium
umbonatum. Uhrnna fosfatdzové aktivita byla méfena metodou MUFP a fosfatdzova aktivita
jednotlivych bun¢k byla méfena metodou FLEA. Vzorky byly vyhodnocovény ihned po
odbéru na lokalitach. Byl studovan vliv pfitomnosti hlinitych ionth a dalSich faktord
(dostupnost svétla, mixotrofie, vliv zooplanktonu) na produkei extracelularnich fosfataz. Byl

prokdzan signifikantni vliv (P < 0,05) hlinikovych iontti dohromady s pH, dalsi faktory ovSem
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mohou hrat také roli na buné¢né specifickou produkci extracelularnich fosfataz (Novotna et
al., 2010).

Hlinik miize pravdépodobné v kyselém prostiedi blokovat substraty pro fosfatazy. Vzorky tas
z jezera Gardsjon (pH 4,6), inkubované ve vod¢ obohacené hlinikem, byly fosfatdzove
aktivni. Rasy produkovaly vice fosfataz kvili snizené dostupnosti fosforu. Atmosféricky
acidifikované jezero Gardsjon bylo v osmdesatych letech monitorovéano poté, co bylo jeho pH
zvySeno metodou vapnéni. Pfedpokladalo se, ze zvySeni pH ze 4,6 na 7,6 zptisobi dostupnost
fosforu v jezete, protoze poklesne koncentrace volnych hlinikovych ionti. Tento predpoklad
se nepotvrdil, fosfatdzova aktivita byla vyssi pied vapnénim jezera. Je mozné, ze fosfatazy v
tomto jezete mély nizsi optimum pH (byly to tzv. kyselé fosfatdzy). Zménou pH doslo také ke
zménam v druhovém slozeni a biomase. Pfi nizSim pH nejspi§ dominovaly fytoplanktonu
druhy, které byly schopny produkovat vét§i mnozstvi fosfatdz nez druhy, které dominovaly

pii vysSim pH (Jansson, 1981).

2.2.4.  Vliv nizkého pH na druhové sloZeni a biomasu fytoplanktonu
Organismy Zijici v kyselém prostfedi musi byt adaptované na rozdilné chemické a fyzikalni
podminky. Kromé zvySené koncentrace vodikovych iontii musi pfekonavat i dalsi obtiZe, jako
je napiiklad zvySena koncentrace kovovych iontl nebo omezena dostupnost zivin (dochazi k
oligotrofizaci lokalit). Acidifikované lokality jsou charakteristicke velmi nizkou druhovou
diverzitou. V nizkém pH dominuji acidofilni ¢i acidotolerantni druhy (Johnson, 1998; Gross,
2000). Acidifikace mliZe sniZit primarni produkci fytoplanktonu, ale je t€Zké urcit, jestli je to
diky pH nebo diky sniZené dostupnosti Zivin, ptedev§im fosforu. Nicméné rozsiteni
kvantitativné vyznamnych druhii fytoplanktonu zcela jisté souvisi s pH lokality, protoZe riizné
druhy maji odlisnou schopnost snaset nizké hodnoty pH (Almer, 1974; Lessmann et al.,
2000). V jezerech s pH > 6 je biomasa v pruméru rozlozena mezi v§echny skupiny
fytoplanktonu. V jezerech s pH menSim nez 5 je druhové zastoupeni homogenni a pomérné
chudeé. V pH < 3 se vyskytuje jen okolo 10 druhi, z nichz nékteré tvoti dominantni populace
(Almer, 1974; Nixdorf et al., 1998; Lessmann et al., 2000; Beulker, 2003). Zelené tasy
(Chlorophyta) jsou nejvice zastoupenou skupinou v acidifikovanych lokalitach
(Chlamydomonas, Dunaliella, Chlorella, Klebsormidium). Déle se zde obvykle vyskytuji
druhy ze skupiny Heterokontophyta - Bacillariophyceae (Eunotia, Fragilaria, Nitzschia,

Pinnularia) a Chrysophyceae (Ochromonas, Chromulina, Dinobryon), Cryptophyta
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(Cyathomonas, Rhodomonas), Dinophyta (Gymnodinium, Peridinium umbonatum) a
Euglenophyta (Euglena mutabilis, Lepocinclis teres) v zavislosti na stupni pH a ptitomnosti
toxickych kovovych ionti (Nixdorf et al., 1998; Lessmann a Nixdorf, 2000; Lessmann et al.,
2000; Aguilera et al., 2007; Novis a Harding, 2007).

2.3. Extracelularni fosfatazy

Vétsina organického materidlu je ve vodnim prostiedi pfitomna jako polymerické
vysokomolekuléarni latky (Allen, 1976; Miinster a Chrost, 1990). Priichod organickych
molekul skrz mikrobidlni cytoplazmatickou membranu je aktivni proces, ktery vyzaduje
specifické transportni enzymy (permedzy). Skrz membranu mohou byt piimo pfenaseny
pouze nizkomolekularni latky a jednoduché molekuly. Jen maly zlomek z celkového
rozpusténého organického materidlu je tedy snadno vyuzitelny a vétSina nemtize byt pfimo
inkorporovéna do bunék, protoze jsou molekuly ptili§ velké (Geller, 1985; Munster, 1985;
Chrdst, 1991a).

Fytoplankton miZe pfijimat fosfor pouze ve formé rozpusténych ortofosfatt (P;), jejichz
zasobnik mutize byt Casto vycerpan (Cotner a Wetzel, 1992; Hernandez et al., 1996).

Nedostatek fosforu je limitujicim faktorem pro rist fytoplanktonu a miize ve
sladkovodnim prostfedi ptisobit jako selektivni tlak na populace fytoplanktonu. Rasy maji
nékolik adaptaci, jak se s nedostatkem fosforu vyporadat. Je jim naptiklad zvysSeny piijem
ortofosfatli, zpomaleni metabolickych pochodu ¢i vyuziti fosforu z ulozenych
polyfosfatovych zasob. Dalsim mechanismem je produkce extracelularnich fosfataz (Jansson
et al., 1988; gtrojsové a Vrba, 2006).

V poslednich n¢kolika desetiletich se zkoumalo, jaké biochemické nebo molekularni
ukazatele jsou vhodné pro urceni limitace dané¢ho prvku. V tivahu byly brany napiiklad
enzymatické aktivita, kinetika pfijmu prvkl, pomér pigmentd, mnozstvi nukleovych kyselin v
DNA, RNA a proteinech, membranové ptenasece, proteiny syntetizované v dobé nedostatku
prvku, atd. (Scanlan a Wilson, 1999; Beardall et al., 2001). Pro fosfor je dnes Casto
pouzivanym ukazatelem fosfatazova aktivita, protoze se vyskytuje naptic fylogenetickymi
liniemi, Ize snadno stanovit, poskytuje kvantitativni data a druhové specifickou informaci
(Kuenzler a Perras, 1965; Jansson et al., 1988; Gonzales-Gil et al., 1998; Nedoma et al., 2003;
Strojsova et al., 2003; Strojsovéa a Vrba, 2006).
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2.3.1. Charakteristika fosfataz

Fosfatdzy patii do skupiny enzymd, které $tépi molekuly substratu za pfitomnosti vody, tedy
do skupiny hydroldz. Katalyzuji hydrolyzu riiznych forem esterovych vazeb (v€etné estert
primarnich a sekundarnich alkohold, fenolti, aminti a polyfosfatii), ze kterych uvoliuji
anorganicky fosfor (Feder, 1973; Chrost, 1991a). Fosfatazy, které se ve sladkovodnim
prostredi vyskytuji nejcastéji, jsou fosfomonoesterazy ¢i fosfomonoesterhydrolazy, tedy
enzymy, které¢ katalyzuji hydrolyzu fosfomonoesterii (Jansson et al., 1988). Kromé¢ nich
existuji jeste fosfodiesterazy (které zahrnuji 1 nukle4zy) a fosfonathydrolazy. Vyskytuji se
vSak vzacné a rychlost jejich ptisobeni je pomald, fosfomonoesterazy jsou tedy povazovany za
kli¢ové ¢inidlo v kolobéhu fosforu ve sladkovodnich ekosystémech (Clark et al., 1998).

Fosfatazy ve vodnim prosttedi mizeme tfidit podle dvou kritérii, které urcuji jejich
biologické a ekologické funkce v prostiedi. Prvnim kritériem je pH - fosfatazy jsou
oznacovany jako kyselé ¢i zésadité podle toho, v jakém pH je jejich reakéni optimum (maji
maximalni schopnost hydrolyzovat substrat za riznych hodnot pH). Alkalické fosfatazy maji
optimum nad pH 7, obvykle mezi 9 a 10. Kyselé fosfatazy jsou naopak nejvice aktivni v pH
pod 7, obvykle mezi 4 a 6 (Jansson et al., 1988; Vincent et al., 1992). Dal§im kritériem je
jejich umisténi vzhledem k buice. Intracelularni fosfatazy se vyskytuji v cytoplazmé a
organelach. Ektofosfatazy jsou vdzané na buné¢nou membranu nebo sténu a reaguji s
organofosfaty v bezprostfednim okoli buniky. Extracelularni fosfatazy jsou aktivné
vyluovany buiikou do okoli, kde se rozpousti. Ekologicka role ektofosfataz i extracelularnich
fosfataz je stejnd (Overbeck, 1991; Chrdst a Siuda, 2002). Extracelularni enzymy tedy spojuji
okolni prostiedi bunky s jeji membranou a umoziuji ziskavani a transport substratt ¢i prvka
potfebnych pro vnitrobunécny metabolismus (Wetzel, 1991). Volné extracelularni fosfatazy v
nadrzi jsou vyznamnou ¢asti celkové enzymatické aktivity planktonu, jejich podil mize
dosahnout az 30 % (Chrost et al., 1984).

Extracelularni fosfatazy jsou produkovany bakteriemi, houbami, fasami a
zooplanktonnimi organismy (Jansson et al., 1988; Quisel et al., 1996). Fosfatazova aktivita je
roz$ifend i u vysSich rostlin, kde jsou fosfatazy produkovéany na povrchu bunék apikélniho
meristému kofend, aby ziskaly P; z pady (Duff et al., 1994).

N¢ékdy jsou fosfatazy oznacovany jako indukovatelné, protoze se uvazuje o tom, ze
jejich produkei spousti nedostatek fosforu nebo zména koncentrace fosforu v prostredi. Tento
predpoklad nebyl ovSem nikdy spolehlivé prokazan (Quisel et al., 1996). O regulaci
indukovatelnych fosfataz u fotosyntetizujicich eukaryot vime mélo. Bylo izolovano nékolik

18



gent, které koduji fosfatové transportéry s vysokou afinitou, RNazy a fosfatazy (Duff et al.,
1994). Nedavno bylo osekvenovano nékolik genti kddujicich fosfatdzy z moiskych druhti fas
a fylogenetickd analyza ukazala, Ze tyto geny pochazeji pravdépodobné ze spolecného
bakterialniho piedka (Lin et al., 2015). Fosfatazova aktivita zavisi na typu a koncentraci
substratu 1 enzymu, také na teplot¢, iontové sile, pH a pfitomnosti kovovych iontii (Jansson et
al., 1988). Aktivita mikrobidlnich enzymti mize byt zastavena rtiznymi inhibitory pfitomnymi
v okolnim prostfedi. Jsou znamy dva typy inhibice - kompetitivni a nekompetitivni.
Kompetitivni inhibice nastane, kdyz je inhibitor strukturné podobny substratu a navaze se na
vazebné misto misto substratu. Kompetitivni inhibitory extracelularnich enzymi jsou
charakteristické tim, ze snizuji afinitu enzymu k substratu a tudiz snizuji rychlost celé reakce.
Inhibitor extracelularnich fosfataz je Pi, ktery konkuruje substratu ve vazbé na fosfatazove

aktivnim mist€ na povrchu buiiky a proto zastavuje pocatecni rychlost reakce (Halemejko a

Chrost, 1986; Chrost, 1991b).

2.3.2.  DalSi mikrobialni enzymy

Kromé fosfataz se ve vodnim prostiedi vyskytuji také dalsi extracelularni enzymy.
Heterotrofni mikroorganismy (hlavné bakterie a houby) ve vodé i v sedimentech produkuji
beta-glukosidazy (beta-D-glukosid glucohydrolazy). Beta-glukosidazy jsou enzymy se
sirokym uc¢inkem, které¢ katalyzuji hydrolyzu disacharidd spojené beta vazbou, tedy glukozy,
celulézy a karboxymethylcelul6zy. Nejvic jich je produkovano béhem jarniho maxima
fytoplanktonu (Chrost, 1989; Chrost, 1991b). Dalsimi vyznamnymi enzymy ve vodnim
prostedi jsou aminopeptidazy (L-leucyl-peptid hydrolazy). Aminopeptidazy jsou
produkovany bakteriemi a katalyzuji hydrolyzu velkého mnozstvi peptidi a amidi
aminokyselin s L-konfiguraci. Tyto enzymy jsou nejvic produkovany béhem jarnich a letnich
maxim fytoplanktonu. V tomto obdobi vyrazné naristé i obsah proteint ve vodé diky
degradaci fasovych bunék (Rego et al., 1985; Halemejko a Chrdst, 1986; Jacobsen a Rai,
1988).

2.3.3.  Aktivita extracelularnich fosfataz ve sladkovodnim prostiedi

Extracelularni fosfatdzova aktivita planktonu byla poprvé popsana némeckym biochemikem

Maximilianem Steinerem v roce 1938. Pomoci filtracnich experimentti na zooplanktonu dosel
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k nazoru, ze dostupnost fosforu pro fytoplankton v epilimniu neni mozna bez ucasti fosfataz,
nebyl ov§em uréen jejich ptivod (Steiner, 1938). V roce 1959 zvetejnil Jiirgen Overbeck
viibec prvni studii tykajici se volné rozpusténych enzymi ve sladkovodnim prostiedi.
Objektem jeho vyzkumu byla mala nadrz s dostate¢nym a pravidelnym pfisunem organickych
forem fosforu, pficemz koncentrace anorganickych forem fosforu v nadrzi byla velmi nizka.
Ptesto se zde dafilo fytoplanktonnim organismim. Otazkou tedy bylo, jaké dalsi substraty
obsahujici fosfor mtize fytoplankton vyuzivat a jak k tomu dochazi. V dalsich letech byly
provadény experimenty se zelenou fasou Scenedesmus quadricauda, ktera byla na lokalité
dominantni. Axenicka kultura této fasy nebyla schopna pfijimat jinou formu fosforu nez
anorganické fosfaty. Po pfidani suspenze bakterie Escherichia coli byly ov§em organické
substraty témét okamzité nastépeny pomoci bakterialnich extracelularnich fosfataz a
zptistupnény pro bunky fas. Extracelularni enzymy jsou tedy zcela zdsadnim ¢lankem, ktery
musime vzit v Uvahu, abychom pochopili fungovani vodnich ekosystémi (Overbeck, 1961;
Overbeck, 1962; Overbeck a Babenzien, 1964; Overbeck, 1967; Reichardt a Overbeck, 1967,
Overbeck 1991).

Ne&kolik praci se zabyvalo mé&fenim tthrnné fosfatazové aktivity (tzv. bulk activity)

v ptirodnich populacich planktonu. Uhrnné fosfatazova aktivita planktonu byla v minulosti
prohlasena za indikator nedostatku fosforu v prostiedi (Healey a Hendzel, 1980; Gage a
Gorham, 1985). Uhrnna fosfatazova aktivita celého vzorku zahrnuje fosfatazy na povrchu
bunék tas a bakterii (Chrost, 1991a) a také volné€ rozpusténé fosfatazy, které¢ maji ptivod z
lyzovanych bunék nebo jako produkt exkrece fas, bakterii, zooplanktonu a protozoi (Jansson
et al., 1988). Je proto potieba métit fosfatazovou aktivitu spiSe na Grovni jednotlivych druht a
bunék.

Existuje ovSem velmi malo praci o méfeni fosfatdzové aktivity v fasovych kulturdch a
v ramci jednotlivych bunék. Méfeni fosfatazové aktivity u fasovych kultur poskytuje druhoveé
specifickou informaci, ovSem neda se s jistotou urcit, zda by dany druh reagoval stejné v
piirodnim prostiedi (Strojsova a Vrba, 2009).

Fosfatazova aktivita maze byt aktivovana v podminkéch s nizkou koncentraci P; a bylo
pozorovano, ze fosfatdzova aktivita fytoplanktonu roste za nedostatku rozpusténych
anorganickych forem fosforu, a to jak v pfirodnich vzorcich, tak i v kultuie (Fitzgerald a
Nelson, 1966; Healey a Hendzel, 1979; Pettersson, 1980; Siuda, 1984; Vrba et al., 1993;
Strojsova et al., 2005). Neni ale uplné jasné, jestli je aktivita zavisla na koncentraci P; v
okolnim prostfedi. Mechanismus spousténi produkce fosfataz je ziejmé regulovan také

vnitrobunéénou koncentraci P; (Chrést a Overbeck, 1987; Litchman a Nguyen, 2008;
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Strojsova et al., 2008). Naptiklad na zelené fase Scenedesmus quadricauda a rozsivce
Asterionella formosa bylo ovétovano, zda je fosfatazova aktivita spousténa nedostatkem
fosforu v prostiedi ¢i nedostatkem fosforu v buitkéch. Bylo zjisténo, ze fosfatazova aktivita u
obou druhti siln€ koreluje s obsahem fosforu uvniti bunék. Aktivita stoupa téméi linearné s
klesajicim obsahem fosforu v burikach. Je tedy pravdépodobné, Ze spoustécem fosfatazové
aktivity je spiSe vnitrobunéény stav fosforu (Litchman a Nguyen, 2008). Naopak zelena fasa
Chlamydomonas reinhardtii kultivovana v médiu bez fosforu nebo s minimalnim podilem
anorganickych fosfata produkuje kyselé i zasadité extracelularni a intracelularni fosfatazy.
Kdyz byl P; do média ptidavan, produkce fosfataz byla potlacena (Patni et al., 1977).

Kultury Alexandrium fundyense, Amphidinium sp. (Dinophyceae) a Isochrysis galbana
(Haptophyceae) byly fosfatazové aktivni pouze kdyz byly kultivovany v médiu s malym
mnozstvim P; (Gonzéles-Gil et al., 1998). Dale byla pozorovana odpovéd’ na nedostatek P;j v
kultufe i v pfirodnich populacich moiského druhu Prorocentrum minimum (Dinophyceae). V
kultufe také vykazovaly bunky fosfatdzovou aktivitu pti nedostatku P; a zaroven prestaly
extracelularni fosfatazy produkovat Sest dni poté, co bylo médium o P; doplnéno. Toto
pozorovani naznacuje, ze jednim z moznych mechanism, jak pifekonavat nedostatek P; je
kromé zvyseného piijmu P; a spotfebovani zasob polyfosfatl také produkce extracelularnich
fosfatdz (Dyhrman a Palenik, 1999).

Nekolik praci se vénovalo sezonnimu prubéhu fosfatazové aktivity planktonu. Celkova
fosfatdzova aktivita planktonu se v dimiktické nadrzi mirného klimatického pasu méni
sezonné. V ptipadé, Ze je fosfor dostupny ve formé ortofosfatd, je ho fytoplankton schopen
piijimat ve znaéném mnozstvi. Proto dochézi v epilimniu vétSiny ptirodnich vod pravidelné k
vycerpani zasobniku P; jako dusledek rstu a rozmnozovani fytoplanktonnich druhti (Cotner a
Wetzel, 1991; Wetzel, 2001). Nejnizsi fosfatdzova aktivita byva béhem jarniho a podzimniho
michani a v zim¢, kdy je P; ve vod¢ dostatek. Nejvyssi aktivita je béhem rtstového maxima
fytoplanktonu na jafe a v 1été, kdy je zasobnik P; vyCerpavan (Chrost et al., 1984; Wetzel,
2001).

Sezonni pribéh fosfatazové aktivity fytoplanktonu byla méfena na piehradé Rimov
(Strojsova et al., 2003). Fosfatazova aktivita nebyla pozorovéana na po¢atku jara (bfezen) a
béhem faze ,,clear water* n¢kolik let po sob€. Druhy ze skupin Cyanobacteria, Chlorophyceae
a Conjugatophyceae vykazovaly nejvyssi fosfatazovou aktivitu v 1ét€ a na zacatku podzimu.
Nékolik druhti bylo ve vzorku aktivni vzdy (Ankyra ancora, Ankyra judayi, Coelastrum
pseudomicroporum, Eudorina elegans, Pediastrum spp.). Nékteré druhy byly fosfatazove

aktivni jen v ur¢itém ro¢nim obdobi (Aphanizomenon flos-aquae, Cryptomonas spp.)
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(Strojsova et al., 2003). Fosfatazova aktivita u Monoraphidium dybowskii (dnes Coccomyxa
sp.), dominantni fasy fytoplanktonu v Plesném jezerte, se také meni sezonné. Nejvyssi
fosfatazova aktivita byla zaznamenéna v epilimniu na konci kvétna. To mize byt zptsobeno
zvysenym piijmem P; v pritbé¢hu populacniho riistu. Fytoplankton v Plesném jezeie ovSem
produkuje fosfatazy celorocné, protoze zde dochézi k limitaci fosforem diky nizkému pH
(Strojsova a Vrba, 2006).

Fosfatdzova aktivita se 1iSi mezi jednotlivymi druhy fytoplanktonu i mezi jednotlivymi
buitkami populace jednoho druhu (Rengefors et al., 2001; Dyhrman et al., 2002; Strojsova et
al., 2003; Cao et al., 2005, 2009). Pii méfeni sezonni fosfatazové aktivity na prehradé Rimov
bylo zjisténo, Ze zastupci fytoplanktonu byli aktivni napfi¢ témeéf vSemi taxonomickymi
skupinami (krom¢ Euglenophyceae), nejvice ChrySophyceae a Cryptophyceae. Z 56 druhd,
které byly urCeny ve vzorku, byla fosfatdzove aktivni pouze jedna tietina. I v rdmci populace
jednoho druhu nebyly aktivni vSechny buiiky a u aktivnich bylo naméteno rizné mnozstvi
extracelularnich fosfatdz (Strojsova et al., 2003). V kultufe Prorocentrum minutum byla
pozorovéna fosfatazova aktivita ve 26 riznych vzorcich u 12-100 % bunék (Dyhrman a
Palenik, 1999). Béhem pozorovani piirodnich populaci fytoplanktonu v pfehradé Rimov bylo
zjisténo, ze né€kolik druhii bézné produkuje extracelularni fosfatazy. Patii mezi né Anabaena
spp., Microcystis aerigunosa, Woronichinia naegeliana, Ceratium hirundinella, Peridinium
spp., Eudorina elegans, Ankyra ancora, Ankyra judayi, Pediastrum boryanum a
Planktosphaeria gelatinosa (Strojsova et al., 2003). U n&kterych druhti naopak nebyla
fosfatdzova aktivita nikdy pozorovana (napt. Aphanotece sp., Dinobryon divergens,
Rhodomonas minuta, Tetrastrum spp.). V Plesném jezete bylo nejvice aktivnich bunék mezi
zastupci rodt Chlorogonium, Cryptomonas, Chlamydomonas, Gymnodinium, dale
produkovaly extracelularni fosfatazy i sinice Limnothrix a Pseudanabaena a vlaknité bakterie
(Nedoma et al., 2003; Novotna et al., 2010). Nelze ovSem najit trend, ktery by vysvétloval
druhové specifickou produkei fosfataz (Strojsova et al., 2003, 2005).

Z toho se da usuzovat, Ze rizné druhy fas maji rizné naroky na fosfor a Ze
pravdépodobné uplatiiuji rizné strategie pii ziskavani fosforu z okolniho prostiedi. Podobné
také buniky v rdmci jedné populace se lisi ve svém aktualnim fyziologickém stavu, a tudiz
jsou rtizné i jejich potieby k ziskdvani fosforu z okolniho prostiedi (Rengefors et al., 2001;

Strojsova et al., 2003).
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2.3.4. Metody stanoveni fosfatazove aktivity

Metoda FLEA (fluorescence labelled enzyme activity) umoziuje pomoci umélého substratu a
epifluorescencni mikroskopie ptimou lokalizaci fosfatdzové aktivity.

Rozpustny umély substrat ELF®97 fosfat (ELFP; 2-(5"-chloro-2"-fosforyloxyfenyl)-6-
chloro-4-(3H)-quinazolinon) je rozs§tépen pomoci fosfataz produkovanych na povrchu bunék
za vzniku ELF alkoholu (ELFA), ktery vytvaii ve vodé nerozpustnou fluorescentni srazeninu
(Huang et al., 1992). ELFA tedy dokaze zviditelnit na povrchu bun¢k fosfatdzoveé aktivni
mista. Timto zpusobem je mozné fosfatazy na bufice piesné lokalizovat (Huang et al., 1992;
Gonzalez-Gil et al., 1998; Nedoma et al., 2003; viz Obr. 1).

Obr. 1. Odstépeni fosfatové skupiny z molekuly ELFP pomoci fosfataz a schéma vzniku
molekuly ELFA za riznych hodnot pH. A — ELF fosfat, B — ELF alkohol, C — ELF alkohol s
vodikovou vazbou, kterd vznika pii pH < 8, D — sraZeni ELF alkoholu v misté enzymatické

aktivity, E — pii pH > 8 vznika fenylovy anion, ktery neni fluorescentni (pfevzato ze Strojsova
a Vrba, 2006).

Signal ELFA na bunééném povrchu lze pozorovat pod epifluorescen¢nim
mikroskopem a je mozné jej analyzovat pomoci obrazové cytometrie (Gonzales-Gil et al.,
1998; Nedoma et al., 2003). Vyhoda pouziti metody FLEA spociva také v tom, ze signal
ELFA je vysoce fotostabilni a nespecifickd fluorescence na pozadi snimkii je obvykle velmi
nizka (Paragas et al., 1997; Cox a Singer, 1999).

Metoda FLEA byla vynalezena na poc¢atku 90. let 20. stoleti pro oznacovani fosfatazové

aktivity pfi imunologickych a histologickych vyzkumech (Larison et al., 1995). Brzy nasla
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uplatnéni i v jinych oborech a stala se tak cennym nastrojem i pro hydrobiologii. Prvni studie
se zabyvaly méfenim fosfatazové aktivity v kulturach autotrofnich protist a pfirodnich vzorki
fytoplanktonu (Gonzales-Gil et al, 1998; Dyhrman a Palenik, 1999; Rengefors et al., 2001;
Strojsova et al., 2003), viiniki (Strojsova a Vrba, 2005) i bakterii (napf. Nedoma a Vrba,
2006).

Metoda FLEA je vhodna pro vyhodnoceni fosfatazové aktivity u vSech taxonomickych
skupin fytoplanktonu. Pomoci vétsiny standardnich metod 1ze méfit v ptirodnich vzorcich
pouze Uhrnnou aktivitu (tzv. bulk activity) a schopnost produkovat fosfatazy v kultufe za
urcitych podminek, metoda FLEA umoziuje ziskat piimé a specifické informace o produkci
extracelularnich fosfataz u fytoplanktonu a tim i otevira nové moznosti ve vyzkumu
(Strojsova et al., 2003).

Existuji 1 jiné metody, pomoci nichZ 1ze méfit fosfatazovou aktivitu fytoplanktonu,
metoda FLEA je ovSem pro tuto praci nejvhodnéjsi. Piikladem metody, které se standardné
vyuziva pii méfeni fosfatazové aktivity je fluorogenni substrat 4—methylumbelliferyl fosfat
(MUFP; Petterson, 1980; Hoppe, 1983). MUFP, ktery je hydrolyzovan extracelularnimi
fosfatdzami, vytvaii fluorescentni rozpustny produkt, ktery Ize vyhodnotit fluorometricky.
Tato metoda ovSem ukazuje pouze thrnnou fosfatdzovou aktivitu celého vzorku. Tudiz neni
mozné zjistit, ktery organismus ¢i ktery druh je fosfatazové aktivni. Lze ovSem zjistit podil
fosfatazové aktivnich a neaktivnich bunék (Strojsova et al., 2003).

U né&kolika sladkovodnich druhti fytoplanktonu byla pozorovana fosfatdzova aktivita
pomoci metody FLEA a porovndna s metodou MUFP. Bylo potvrzeno, Zze pomoci MUFP
byla naméfena fosfatazova aktivita nejen fas, ale i bakterii a zooplanktonu (Rengefors et al.,
2001).

Diky metodé FLEA byly studovany rozdily v bunécné 1 druhové specifické produkci
extracelularnich fosfataz planktonu (Rengefors et al, 2001; Dyhrman et al., 2002; Strojsova et
al., 2003; Cao et al., 2005, 2009; Novotna et al., 2010) a bylo mozné studovat rozdily
v kratkodobé i sezonni produkci fosfataz (Rengefors et al., 2001; Strojsova et al., 2003, 2005,
2008; Dignum et al., 2004; Cao et al., 2005, 2009; Strojsové a Vrba, 2006, 2009).

2.4. Taxonomické postaveni a ekologie rodu Coccomyxa (Chlorophyta)

Rod Coccomyxa je zelena jednobunééna mikroskopicka fasa pattici do tiidy
Trebouxiophyceae, Elliptochloris clade (Friedl, 1995; Préschold et al., 2011; Darienko et al.,
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2015; viz Obr. 2). Zastupci rodu Coccomyxa jsou sladkovodni planktonni druhy (Verma et al.,
2009; Hrdinka et al., 2013), buiiky mohou rust i terestricky jako sou¢ast biofilmii nebo
pudnich narostl (LukeSova, 2001). N&které druhy jsou symbionty asko- a basidiomycet s
nimiz vytvafeji liSejniky (Peveling a Galun, 1976; Zoller a Lutzoni, 2003) nebo vytvateji
symbiotické interakce s vy$simi rostlinami (Trémouillaux-Guiller a Huss, 2007). Take byli
pozorovani jako parazit slavek (Rodriguez et al., 2008; Syasina et al., 2012). Rod Coccomyxa
se vyskytuje celosvétove, ve zcela odlisSnych i extrémnich habitatech, dokonce byl nalezen
jako kontaminant v chemickych roztocich a destilované vodé v laboratofich (Sladeckova,
1959; Taylor, 1965) nebo v chladici nadrzi v jaderné elektrarné (Rivasseau et al., 2013).
Bunky rodu Coccomyxa jsou asi 6—14 um dlouhé a 3—6 pm §iroké, maji nepravidelny ovalny
tvar, parietalni chloroplast bez pyrenoidu a zadné pohyblivé stadium (Komarek et al., 1983;

Albertano et al., 1990).

Obr. 2. Morfologicka plasticita drunu Coccomyxa polymorpha. Métitko je 10 um.
(Darienko et al., 2015).

Na zéklad€ morfologie byly v minulosti fasy podobné rodu Coccomyxa zatrazeny do tii
skupin. VSechny druhy, které postradaly slizovity obal, byly zafazeny do rodu Choricystis a
vSechny druhy, které mély na jednom konci bunky slizovité vicko, byly zatazeny do rodu
Pseudococcomyxa (Fott, 1976). Druhy se slizovitym obalem byly zafazeny do rodu
Coccomyxa (Komarek et al., 1983). Podle revize taxonomie na zakladé molekularnich dat se
prokazalo, Ze rod Choricystis tvoii v ramci tiidy Trebouxiophyceae samostatnou
fylogenetickou linii (Proschold et al., 2011). Podle nejnovéjsich studii, jsou rody Coccomyxa
a Pseudococcomyxa monofyletické (Nemjova, 2009; Darienko et al., 2015). Druhy dominujici
v Plesném jezete a v Hromnickém jezirku byly ur€eny jako nové kmeny z okruhu Coccomyxa
simplex (Barcyte, 2015).
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3. Cile a hypotezy

Hlavnim cilem této prace je ovéfit, zda je mozné v laboratornich podminkach indukovat
extracelularni fosfatazovou aktivitu kment z rodu Coccomyxa (Chlorophyta) izolovanych

z planktonu dvou acidifikovanych jezer. Hromnické jezirko a Plesné jezero se 1i$i dostupnosti
fosforu a Coccomyxa sp. je dominantnim druhem fytoplanktonu. Extracelularni fosfatdzova
aktivita mu mize poskytovat kompeti¢ni vyhodu oproti jinym acidotolerantnim druhtim

fytoplanktonu, které nejsou fosfatazov¢ aktivni.

Dale bylo mym cilem fesit nasledujici ukoly a ovéfit tyto hypotézy:

1. Oveéfit Gasovy prubéh fosfatazové aktivity pii rizné dob¢ inkubace s fluorogennim
substratem ELFP.

Enzymaticka hydrolyza ELFP je linedrni, tedy fosfatazova aktivita roste s casem.

2. Stanovit aktivitu extracelularnich fosfataz na bunééné urovni v kulturdch Coccomyxa

sp.
Pri stejné koncentraci fosforu je fosfatizova aktivita vsech bunek v populaci stejna.

3. Zjistit vliv koncentrace a formy fosforu na extracelularni fosfatdzovou aktivitu obou
kmenti Coccomyxa sp.

V laboratornich podminkdch je mozné u druhu Coccomyxa sp. indukovat extracelularni

fosfatdzovou aktivitu a to jak snizenim koncentrace anorganického fosforu, tak i

kultivaci s organickou formou fosforu.
4. Porovnat aktivitu extracelularnich fosfataz dvou testovanych kmentt Coccomyxa sp.

Produkce extracelularnich fosfataz je vyssi u kmene izolovaného z lokality dlouhodobé

limitované fosforem.
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4. Material a metody
4.1. Odbérové lokality

4.1.1. Plesné jezero

Plesné jezero (48°46°35” N, 13°51°55” E; 1087 m n. m.) se nachazi na Sumavé v Ceské
republice. Ma rozlohu 7,5 ha, objem 617 000 m®, maximalni hloubka je 18 m. Povodi jezera
ma rozlohu 66,6 ha a podlozi je tvofeno zulou (Vesely, 1994; Vrba et al., 2000). Jezero je
ledovcového pivodu, ma tii ptitoky, dva povrchové a jeden podpovrchovy. Je obklopené
strmymi kamenitymi zalesnénymi svahy. Les se rozklada asi na 70 % povodi jezera. Vegetaci
dominuje nepivodni porost Picea abies (99 %). Lesni pida v povodi jezera je dulezitym
zdrojem fosforu a organického uhliku pro povrchové ptitoky jezera (Kopacek et al., 2000).

Plesné jezero je dimiktické, oligotrofni az mesotrofni (koncentrace chlorofylu-a se
pohybuje kolem 16-33 pg I'). B&hem zimni a letni stratifikace je hypolimnion anoxické
(Kopacek et al., 2000, 2004; Nedbalova et al., 2006; Vrba et al., 2016).

V pribehu 20. stoleti byla oblast Sumavskych jezer a tedy 1 povodi Plesného jezera
postiZzena atmosférickou acidifikaci. Na pocatku 20. stoleti se hodnoty pH jezera pohybovaly
mezi 6 a 6,5 (Kopacek et al., 2007). V 60. letech doslo k vyCerpani zasaditych kationti v padée
a naslednému vycerpani uhli¢itanového pufra¢niho systému jezera a hodnota pH se
pohybovala pod 5,4. Acidifikace postupovala az do 80. let, kdy se hodnota pH pohybovala
mezi 4,4 a 4,7 (Vesely et al., 1998; Kopacek et al., 2000, 2007). V soucasné dob¢ se jezero
zotavuje z acidifikace (pH je 5-5,4), ale uhli¢itanovy pufracni systém je stale vycerpan a je
zde zvySend koncentrace siranovych a dusi¢nanovych aniontl (Hejzlar et al., 1998; Kopacek
et al., 2000; Vrba et al., 2016). V jezete je diky acidifikaci zvySena koncentrace hlinikovych
iontd. B&hem 80. let dosahovala koncentrace volnych hlinikovych iontii hodnoty az 395 ug I
(Fott et al., 1994). Od té doby doslo k ¢aste¢nému zotaveni jezera z acidifikace a koncentrace
hlinitych iontd také poklesla. V roce 1999 koncentrace hlinikovych ionti dosahovala 56 pg I™
(Vrba et al., 2000) a v roce 2003 jiz jen 24 pg I (Nedbalova et al., 2006). V sougasné dobé je
koncentrace hlinikovych ionti 72 + 65 pg I'* (Vrba et al., 2016). P¥itoky a voda v jezefe maji
rozdilné pH a tento gradient ma vliv na vznik riznych forem hliniku. Ten nadale ovliviiuje
dostupnost fosforu v jezete. Pfitoky Plesného jezera maji ze vSech Sumavskych jezer nejvyssi
koncentraci SRP (9,6 pg I™"), ktera se ale v epiliminiu diky sraZeni s hydroxidy hliniku a
spotfebé fytoplanktonem snizuje (<1 pg I''; Kopagek et al., 2000; Nedbalova et al., 2006).
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V dusledku acidifikace zde neziji Zadné ryby a zastoupeni zooplanktonnich druhii je
také malé (<1% z celkové biomasy planktonu). Vyskytuje se zde né&kolik druhti viinika
(Brachionus urceolaris var. “sericus”, Collotheca pelagica, Keratella serrulata, Microcodon
clavus, Synchaeta tremula) a dva druhy klanonozci (Acanthocyclops vernalis, Heterocope
saliens) (Kopacek et al., 2000, 2004; Nedbalova et al., 2006). V letech 2004-2006 se
V Ple$ném jezefe podafila tispé$na reintrodukce druhu Cyclops abyssorum, ktery byl do jezera
dovezen z nedalekého Prasilského jezera (Kohout a Fott, 2006).

Diky zvySenému piisunu fosforu oproti okolnim jezertim mé Ple$né jezero unikatni
oziveni, az 70 % biomasy tvoii fytoplanktonni organismy. V jezefe dominuje zelena fasa
Monoraphidium dybowskii (pozdéji ur¢ena jako novy kmen z okruhu Coccomyxa simplex, viz
kap. 2.4) a sinice Pseudanabaena sp. a Limnothrix sp. (Nedbalova a Vrtiska, 2000; Nedbalova
et al., 2006). V mensi mife se zde vyskytuji dalsi acidotolerantni fasy ze skupin Dinophyceae
(Gymnodinium sp., Katodinium bohemicum, K. planum, Peridinium umbonatum),
Cryptophyceae (Cryptomonas erosa, C. gracilis, C. marssonii), Chrysophyceae (Bitrichia
ollula, Dinobryon sp., Ochromonas sp., Spiniferomonas sp.) a Chlorophyta (Arthrodesmus
incus, Carteria multifilis, Chlamydomonas sp., Chlorogonium fusiforme, Chloromonas

angustissima, Koliella corcontica) (Nedbalova et al., 2006).

4.1.2. Hromnické jezirko

Hromnické jezirko (49°51°03” N, 13°26°39” E; 330 m n. m.) se nachazi na Plzenisku nedaleko
obce Hromnice v Ceské republice. Vzniklo antropogenné zatopenim byvalého lomu (asi 50 m
hluboky, 260 m dlouhy a 150 m §iroky), v minulosti se zde téZila btidlice s vysokym obsahem
sulfidl (pyritu). Jezirko je 221 m dlouhé a 79 m Siroké, maximalni hloubka 14 m. Plocha
jezirka je 9 740 m? a objem 60 980 m®. Okoli je zalesnéné, na severu se nachazi zemédélsky
vyuzivané uzemi. Bieh je pomérné strmy a tvoieny zbytky nezpevnéné bridlice. Jezirko nema
zadny pfitok ani odtok, jen silny podpovrchovy pfitok. Jezirko je trvale meromiktické,
chemoklina v hloubce 3,0-3,5 m oddéluje extrémné kysely mixolimnion (pH 2,3-2,9) a
anoxicky monimolimnion bohaty na kovové ionty (pH 4,0-4,2) (Hrdinka et al., 2013).
Chemické slozeni vody je vysledkem rozpousténi sloucenin z btidlic, srazeni zelezitych
iontt a dekompozice organického materialu oxida¢ng-redukénimi procesy. Koncentrace PO4>
se ligila od 0,04 mg 1™ u hladiny aZ po 1,6 mg 1™ v hloubce 5 a 12 m. Koncentrace NO3™ byla

naopak u hladiny 24,5 mg I a v hloubce 5 m pouze 1 mg I'*. Je zde zvysena koncentrace
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S04% (a2 6 410 mg 1) a kovi: Al (az 176 mg 1), Fe (a2 2100 mg ™), Mn a Ni (4,56 mg ™),
Cu (az 1,52 mg 1), Co (0,56 mg I™") a Pb (0,13 mg I™") (Hrdinka et al., 2013).

Fytoplankton Hromnického jezirka je chudy na pocet druhi, ale s vysokym obsahem
biomasy. Koncentrace chlorofylu-a je 20—50 pg 1'%, jezirko lze tedy povaZovat za eutrofni.
NejcastéjSim druhem je Coccomyxa sp. (Chlorophyta), ktera byla ur¢ena jako novy kmen
z okruhu Coccomyxa simplex (Barcyte, 2015). Dale se zde vyskytuji druhy Lepocinclis sp.
(Euglenophyta), Chromulina sp. (Heterokontophyta) a Chlamydomonas sp. (Chlorophyta). Na
dné jezirka byly nalezeny narosty vlaknitych protonemat mechu. Nevyskytuji se zde zadna
makrofyta. Ze zooplanktonu se zde nachazi larvy pakomara Chironomus a acidotolerantni

vitnici Cephalodella sp. a Elosa woralii (Hrdinka et al., 2013).

4.2. Kultivace ras

Ptirodni vzorky z Plesného jezera byly odebrany v srpnu 2013 a 2014, z Hromnického jezirka
byly odebrany v srpnu 2013. VVzorky byly pouzZity jako inokulum pro zalozeni fasové kultury,
pouzité v této praci (viz Obr. 3). Rasova kultura byl uchovavana v BBM médiu (Bischoff a
Bold, 1963), kultiva¢nich destickach a nasledovné v Erlenmeyerovych baiikach, pti pokojové
teploté a na dennim svétle. Médium bylo pribézné dopliovano a kultura byla pozorovana a
pifipadné preockovana kvili kontaminacim. VSechna média byla okyselena pomoci HCI na

pH 4, aby byly podminky podobné piivodnimu prostiedi fas.

§ < . 3 S g\ ey A .
/ s o0 ’ ¢ ¢ P
(a') - " ~ £ 2 2 (b Ofes () - (N
D VS N e A % 9 - e <
7 2 V¢ “ 05 =) ( o
J LY AN & 2 ! >
CS = / N ) < 2 N
< i g\
v - ( v/ L
/ Lo 7 7 )
’ \ % < 2 ° v}‘_ °
¢ N\ ' @ S . () >
r -
’ e /s L]
- °
" e D ZHAN iy 0
/ .
o AV CS o
’? /] ';‘ ) g K & S U - “
N o a\ O [
L% ] ) N
7 < . ? 9 % f‘ \ S m ©an
(1 2 A 5 ’ 6 -
n \ /- ) 2 § 7/ o o =
‘;’:’? N ©9 = (J \ —= e ~C G — ]

— — ad. - a

Obr. 3. Rasové kultury Coccomyxa sp. izolované a) z Hromnického jezirka, b) z Plesného
jezera. Mé&fitko je 10 um.

Béhem samotného experimentu byly fasové kultury kultivovany v systému typu

chemostat. Kultivace probihala v délicich nalevkach s kohoutem, za stalého probublavani

29



vzduchovacéem, stalého osvétleni (zafivky o pfikonu 30W) a pokojove teploty (viz Piiloha 1).
Do 200 ml média bylo naockovano inokulum o objemu 0,5 ml. Kultivace trvala tfi tydny, v
prubéhu kultivace byla pomoci fluorometru (TD-700 Laboratory Flurometer, Turner
Designs) méfena koncentrace chlorofylu-a a kultury byly fedény médiem ttikrat az ¢tytikrat
za dobu kultivace tak, aby se blizila koncentraci 10 ug I™* (pouze u kultur v nelimitovaném
médiu byla koncentrace fedéna tak, aby se blizila 50 pg 1%, coz bylo zptisobeno
mnohonasobné vy$sim rustem a rozmnozovanim fas v nelimitovaném médiu a naslednym
vyrobu preparatd, fosfatdzova aktivita bunék byla stanovena pomoci fluorescenéni
mikroskopie a analyzy obrazu (viz kap. 2.3.4).

Pro kultivaci byly pouzity tii typy upraveného BBM média. Jeden typ média (AM)
obsahoval anorganické fosfore¢né soli (K;HPO4 a KH,PO,), druhy typ média (OM)
obsahoval organickou sul (B-GP, B-glycerol fosfat, CsH;Na,O¢P - 5H,0; Sigma-Aldrich spol.
5..0., Praha, Ceska republika) a tfeti typ média neobsahoval zadny fosfor (M0). Hmostnost [3-
GP potiebného na ptipravu zésobniho roztoku pro BBM médium byla spocitana tak, aby byla
koncentrace fosforu ve vSech typech meédii (AM a OM) stejna (viz Priloha 2).

Upravené varianty BBM média mély 4 rizné koncentrace fosforu - M1 (nelimitované
médium), M2 (limitované médium), M3 (limitované médium) a MO (limitované médium,
zadna koncentrace fosforu). Kultivace fas pro vSechny z uvedenych typti médii probihala

vzdy ve tfech paralelnich pokusech.

Vsechny typy médii, hmotnost fosfore¢nych soli a vysledna hmotnost fosforu v
jednotlivych typech médii, kterd byla pouzita pro pfipravu zasobnich roztokd, jsou uvedeny v
tabulce 1. Originalni BBM médium obsahuje v jednom litru 75 mg K;HPO,4 a 175 mg
KH2PO,.
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Tabulka 1. Typy médii pouzité v této praci. A — médium s anorganickymi fosfore¢nymi
solemi, O — médium s organickou soli, M1 — nelimitované médium, M2/M3 — limitované
médium, MO — médium bez fosforu.

Typ média KoHPO4 (mg 1Y) KH,POs(mg1?)  B-GP (mg1?) P (mg I
AM1 375 87,5 0 26,6
AM?2 0,8 1,8 0 0,5
AM3 0,4 0,9 0 0,3
om1 0 0 262,9 26,6
OoM2 0 0 53 0,5
OM3 0 0 2,6 0,3

MO 0 0 0 0

Vybrané vzorky byly zaslany na chemickou analyzu SRP, aby byla ovéfena koncentrace
fosforu ve vzorcich. Vzorky byly odebrany pro srovnani v poloviné doby kultivace a na konci
kultivace. SRP byl stanoven fotometricky po reakci v kyselém roztoku v pfitomnosti ionttl
molybdenanu a antimonu za vzniku antimon-fosfomolybdenanového komplexu (podle CSN
EN ISO 6878) v laboratofi Vyzkumného tstavu vodohospodatského T. G. Masaryka, v. V. I.
(Praha, Ceska republika).

4.3. Stanoveni fosfatazové aktivity

Metoda FLEA umoZznuje piimou lokalizaci fosfatazové aktivity. Rozpustny umély substrat
ELF®97 fosfat (ELFP; Molecular Probes, Oregon, USA) je roztépen pomoci fosfataz
produkovanych na povrchu bun¢k za vzniku ELFA, ktery vytvari nerozpustnou fluorescentni

srazeninu. Srazeniny ELFA lze pozorovat pomoci fluorescen¢ni mikroskopie (viz kap. 2.3.4).

4.3.1. Inkubace s ELFP

Vzorky (5 ml) byly inkubovany s ELFP 3 hodiny na pfimém dennim svétle za pokojové
teploty. Do 5 ml vzorku bylo na po¢atku inkubace pridano 20 ul ELFP, vysledna koncentrace
ve vzorku tedy byla 20 umol 1. Po 3 hodinach byl 1 ml vzorku zfiltrovan ptes

polykarbonatovy membranovy filtr (velikost poru 2 um; Poretics, California, USA) pomoci
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aparatury Sartorius a vyvinutim mirné¢ho podtlaku (< 20 kPa). Filtr byl Setrn¢ polozen na
podlozni sklicko s kapkou imerzniho oleje a pikryt krycim sklickem. Takto vyrobeny
preparat byl uchovan v mrazaku pii — 20 °C. Trvanlivost preparatu je v téchto podminkach az
pul roku. V jednom piipadé byla doba inkubace s ELFP vzorki 1-3 hodiny (vzorky byly
odebrany po kazdé hodin¢) pro sledovani ¢asového prub¢hu fosfatazové aktivity ve vzorku

(Nedoma et al., 2003).

4.3.2.  Analyzaobrazu

K vypoctu bunééné specifické fosfatazové aktivity (fluorescence ELFA) byla pouzita metoda
analyzy obrazu, jejiz soucasti byl fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse 90i (Nikon, Tokyo,
Japonsko; Nikon Plan Fluor 60x), monochromaticka digitalni kamera (Andor Clara, Andor
Technology Ltd., Belfast, UK) a software NIS-Elements 4.12 (Laboratory Imaging, spol.
s..0., Praha, Ceska republika).

Z kazdého preparatu bylo z nahodné vybranych mist pofizeno 30 soubort se snimky.
Kazdy soubor obsahoval dva typy snimki, které byly pofizeny na fluorescenénim mikroskopu
pomoci dvou ,,kostek* (filtr-blockt) s riznymi optickymi filtry. Pomoci kostky s filtrovou
sadou specifickou pro fluorescenci ELFA (excitace/emise: 360—370 nm/520-540 nm) byl
pofizen snimek, ze kterého byla vyhodnocena bunééné specifické fluorescence ELFA.
Pomoci kostky s filtry specifickymi pro autofluorescenci chlorofylu (excitace/emise: 510-550
nm/>590 nm) byl potfizen snimek, ktery ndm pomohl urcit pozici buiiky. Kazdy soubor tedy
obsahoval dva jednotlivé monochromatické snimky (14bit, 16 384 stupnu Sedi), které byly
vyhodnocovany kazdy zvlast’ pomoci méfeni intenzity Sedi (Znachor et al., 2013).

Preparaty byly pozorovany pod zvétsenim 600x. Piiklad souboru snimkd je na Obr. 4.

Snimky byly dale zpracovany v software NIS-Elements. Z kazdého souboru snimku
bylo vybrano ndhodné 3—6 buné¢k (podle hustoty buné€k na filtru), celkové tedy 90—180 bunck
na jeden preparat. Pomoci naprogramovanych funkci software NIS-Elements byl pro kazdou
meéifenou bunku ziskan udaj o ploSe buiiky, primérném stupni Sedi fluorescence ELFA a
primérném stupni Sedi pozadi. Data ziskana ze zpracovani snimk byla automaticky
prevedena do programu MS Excel. Specifick4 bun&éna fluorescence ELFA (FE-F4,

v relativnich fluorescenénich jednotkach FU cell* h™h) byla vypoétena podle vzorce z Nedoma
et al. (2003):
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FELPA = Plocha x (PS — PozPS) x Fiai/ Texp

Plocha (UM?)................ plocha méfené bunky

PS (bezrozmémy).......... pramérny stupen Sedi bunky
PozPS (bezrozmérmy)......praméry stupei Sedi pozadi
Fkal (bezrozmémy)..........fluorescenc¢ni kalibracni faktor
Texp (MS)evevninieininnininnn. doba expozice

Bunécné specifickd fosfatazova aktivita se mize udéavat v relativnich jednotkach
FU cell * h™! nebo po vynéasobeni konverznim faktorem (Fy) v jednotkach fmol cell™ h™.
Hodnota konverzniho faktoru, pouzitého v této praci, byla stanovena na hodnotu F, = 0,1

fmol FU™ (Nedoma, osobni sdélent).

Obr. 4. Snimky kultury Coccomyxa sp. z Hromnického jezirka (kultivace v médiu OM3). (a)
Snimek poftizeny pomoci kostky s filtrem specifickym pro autofluorescenci chlorofylu-a. (b)
Snimek potfizeny pomoci kostky s filtrem specifickym pro fluorescenci ELFA. (c) Uméle
vytvofeny snimek v nepravych barvach (¢ervené autofluorescence chlorofylu-a, zelené
fluorescence ELFA). M¢ftitko je 10 um.
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4.4. Pouzité statistické metody a programy

Data byla zpracovéana v programu R (The R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria) a programu GraphPad Prism (verze 5.00 pro Windows, GraphPad Software, San
Diego, California, USA).

Jako hlavni model pro analyzu celého souboru dat (vliv koncentrace fosforu, formy
fosforu, lokality a jejich kombinaci na extracelularni fosfatdzovou aktivitu) byla pouzita tzv.
vicecestna ANOVA. Jako pozorovani byly pouzity pruimérné hodnoty z kazdé kultiva¢ni
varianty (lahve). Data byla logaritmicky transformovana kvili splnéni pfedpokladu
homogenity rozptylu. Pro zjisténi rozdilu mezi aktivitami v médiich s riznou koncentraci
fosforu byl pouzit post hoc Tukey test na parové rozdily mezi koncentracemi. Casovy pribéh
fosfatazove aktivity byl testovan pomoci linedrniho modelu. Jako prediktory byly pouzity
délka inkubace a koncentrace fosforu v médiu a jejich interakce. Vliv délky inkubace a
koncentrace fosforu v médiu a jejich interakce byly také testovany pomoci vicecestné
ANOVA. Vsechny analyzy byly provedeny v programu R.

Grafy zobrazujici rozdily v extracelularni fosfatazové aktivité jednotlivych kultur

v riznych typech médii byly vytvofeny v programu GraphPad Prism.
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5. Vysledky

5.1. Casovy pribéh fosfatazové aktivity Coccomyxa sp. p¥i inkubaci s ELFP

Vzorky pro méfeni fosfatazové aktivity Coccomyxa sp. byly inkubovany s ELFP po dobu tii
hodin a poté filtrovany. V jednom piipadé byl u vzorku sledovan také ¢asovy pribéh
fosfatazové aktivity bunék v zavislosti na dob¢ inkubace se ELFP. Vzorky z Hromnického
jezirka a Ple$ného jezera v limitovanych médiich AM2 a AM3 byly filtrovany po jedné, dvou
a tfech hodinach a nadale byly zpracovany jako ostatni vzorky. Zaznamenana extracelularni
fosfatazova aktivita bunék je uvedena v tabulkéach 2 a 3.

Casovy pribéh fosfatazové aktivity byl testovan pomoci linearniho modelu (Obr. 5),
jako prediktory byly pouzity délka inkubace a koncentrace fosforu v médiu a jejich interakce.
Fosfatazova aktivita kazdé buiiky ve vzorku tvofila jedno pozorovani. Linearni model
ukazuje, Ze u vSech vzorka fosfatazova aktivita Coccomyxa sp. linearné vzrustala v zavislosti
na délce inkubace s ELFP. Cim déle byly buiiky v kontaktu s dostupnym substratem, tim
vyssi byla jejich fosfatazova aktivita. Vliv délky inkubace a koncentrace fosforu v médiu a
jejich interakce byly také testovany pomoci vicecestné ANOVA. Vliv délky inkubace a
koncentrace fosforu v médiu byl signifikantné¢ vyznamny (P < 0,001). Interakce délky
inkubace a koncentrace fosforu v médiu se neprokazala jako signifikantné vyznamna (i kdyz
v piipadé¢ Plesného jezera byla interakce na hranici vyznamnosti, P < 0,031). Hodnoty ze

statistického zpracovani jsou uvedeny v Ptiloze 3.

Tabulka 2. Casovy pribéh extracelularni fosfatazové aktivity pii inkubaci s ELFP u vzorki z
Hromnického jezirka v médiu AM2 a AM3. N — pocet bunék vyhodnocenych v jednom
preparatu, Min — minimum, Max — maximum, SD — smérodatna odchylka. Kromé N jsou
viechny hodnoty udavéany v relativnich jednotkach FU cell™.

Typ Délka
média inkubace N Min  Max  Median Priamér SD
AM2 1 hod 119 0,00 0,84 0,02 0,08 0,15
2 hod 118 0,00 2,49 0,15 0,39 0,58
3 hod 120 0,00 3,55 0,19 0,49 0,74
AM3 1 hod 180 0,00 1,04 0,01 0,05 0,13
2 hod 180 0,00 1,36 0,03 0,16 0,27
3 hod 180 0,00 2,59 0,08 0,29 0,43
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Tabulka 3. Casovy pribéh extracelularni fosfatazové aktivity pii inkubaci s ELFP u vzorkd

Z Ple$ného jezera v médiu AM2 a AM3. N — pocet bunék vyhodnocenych v jednom preparatu,
Min — minimum, Max — maximum, SD — smérodatna odchylka. Kromé N jsou vSechny
hodnoty udavany v relativnich jednotkéach FU cell™.

Typ Délka
média inkubace N Min Max Median Pramér SD
AM?2 1 hod 120 0,00 1,40 0,02 0,09 0,21
2 hod 119 0,00 1,95 0,03 0,15 0,31
3 hod 120 0,00 2,87 0,04 0,25 0,45
AM3 1 hod 119 0,00 6,79 0,51 1,25 1,69
2 hod 119 0,00 7,99 0,29 1,27 1,97
3 hod 120 0,00 9,64 0,63 1,63 2,23
Hromnické jezirko Plesné jezero

o~ o~ - % % ;

I 513 : :

T ] T [ T = T T . T

10 15 20 25 3.0 10 15 20 25 3.0

Délka inkubace (hod} Délka inkubace {(hod)

Obr. 5. Linearni model ¢asového priabéhu extracelularni fosfatazové aktivity pii inkubaci
s ELFP u vzorki z Hromnického jezirka a PleSného jezera v médiu AM2 (Cern€) a AM3

(Cervené). Data byla logaritmicky transformovana a k nulovym hodnotdm byla pfictena
hodnota 0,001.

5.2. Koncentrace SRP ve vzorcich kultur Coccomyxa sp.

Vybrané vzorky byly zaslany na chemickou analyzu SRP, aby byla ovéfena koncentrace
fosforu ve vzorcich. Vzorky byly odebrany pro srovnani v poloviné doby kultivace a na konci
kultivace. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4. Nejvyssi koncentrace byly podle o¢ekavani
zjistény v nelimitovanych médiich (M1), v limitovanych kulturach M2 a M3 vyly hodnoty pro

kazdou z variant média (A a O) srovnatelné. Celkové niz$i hodnoty byly charakteristické pro
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varianty s organickou formou fosforu (OM). Srovnani vzorki odebranych v poloviné a na

konci kultivace naznacuje stabilni podminky.

Tabulka 4. Chemicka analyza SRP (mg I™) v kulturach Coccomyxa sp. z Hromnického
jezirka a Ple$ného jezera. 1 — odbér vzorku v poloviné doby kultivace, 2 — odbér vzorku na
konci doby kultivace.

Hromnicke j. Plesné j.
Typ média 1 2 1 2
AM1 23,10 19,40 | 18,00 18,40
AM?2 0,36 0,16 0,17 0,20
AM3 0,25 0,16 0,16 0,18
OoM1 0,91 0,98 1,19 0,90
OoM2 0,06 0,05 0,06 0,12
OM3 0,09 0,11 0,09 0,10
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5.3. Zavislost extracelularni fosfatazové aktivity na koncentraci a formé fosforu

Kultury zelené fasy Coccomyxa sp. z Hromnického jezirka (HR) a Plesného jezera (PL) byly
vzdy po dobu tii tydni kultivovany v médiich s riznou koncentraci fosforu. Pomoci metody
FLEA, fluorescen¢ni mikroskopie a analyzy obrazu byla ve vzorcich stanovena extracelularni
fosfatazova aktivita jednotlivych bun¢k. Souhrnné Udaje ziskané vyhodnocenim fosfatazové
aktivity u jednotlivych kultiva¢nich variant jsou zaznamenané v tabulce 5 a rozdily ve
fosfatazové aktivité jednotlivych kultur Coccomyxa sp. jsou zobrazeny pomoci grafii na Obr.

6 a 7 a pomoci vybranych snimka na Obr. 8 a 9.

5.3.1. Kultivace v médiich s riiznou koncentraci anorganického fosforu

Kultury Coccomyxa sp. v médiich s riznou koncentraci anorganického fosforu (AM1-AM3)

se lisily ve své extracelularni fosfatazové aktivité (Obr. 6).
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Obr. 6. Specificka bunééna aktivita extracelularnich fosfataz studovanych kultur Coccomyxa
sp. v médiich s riiznou koncentraci anorganického fosforu (AM1-AM3). HR — Hromnické
jezirko, PL — Plesné jezero. U jednotlivych variant jsou zobrazeny mediany a hodnoty

v rozmezi mezi 25-75 (boxy) a 10-90 (T-usecky) percentilem.

Kultury v médiu AM1 (nelimitované médium) nevykazovaly v podstaté zadnou fosfatazovou
aktivitu, jelikoz dostupnost fosforu byla dostate¢na. V kulturach s limitovanymi médii AM2 a
AM3 byla prokazana fosfatazova aktivita bunék. V limitovaném mediu AM2 byla maximalni
fosfatazova aktivita 3,55 FU cell™ u fas z Hromnického jezirka a primérna fosfatazova
aktivita byla u fas z Hromnického jezirka také vyssi (0,29 FU cell™®). Naopak v limitovaném

médiu AM3 byla maximalni fosfatazové aktivita 9,64 FU cell”* u fas z Plesného jezera a také
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primérna fosfatazova aktivita byla u fas z Ple§ného jezera vyssi (0,94 FU cell™, viz také
tabulka 5).

Celkov¢ tedy byla prokdzana stoupajici fosfatdzova aktivita Coccomyxa sp. v zavislosti
na klesajici dostupnosti fosforu a vysledky zaroven naznac¢uji indukovatelnost extracelularni

fosfatazove aktivity v prostiedi s limitovanou dostupnosti fosforu.

5.3.2. Kultivace v médiich s riiznou koncentraci g-glycerol fosfatu

Kultury Coccomyxa sp. v médiich s riiznou koncentraci B-glycerol fosfatu (OM1-OM3) se

také lisily extracelularni fosfatdzovou aktivitou (Obr. 7).
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Obr. 7. Specificka buné¢na aktivita extracelularnich fosfataz studovanych kultur Coccomyxa
sp. v médiich s riznou koncentraci B-glycerol fosfatu (OM1-OM3). HR — Hromnické jezirko,
PL — Plesné jezero. U jednotlivych variant jsou zobrazeny mediany a hodnoty v rozmezi mezi
2575 (boxy) a 10-90 (T-usecky) percentilem.

Byl prokazan vyznamny nartist extracelularni fosfatazové aktivity u vSech kultur Coccomyxa
sp. péstovanych v médiu s B-GP oproti kulturam péstovanym v médiich s K;HPO, a KH,POy,
kromé kultur v médiu OM1. Kultury v médiu OM1 (nelimitované médium) vykazovaly velmi
nizkou fosfatazovou aktivitu. V kulturach s limitovanymi médii OM2 a OM3 byla prokazana
fosfatazova aktivita bunék. Maximalni fosfatdzova aktivita byla naméfena v kultuie

z Hromnického jezirka a médiu OM3 (14,37 FU cell™) a pram&rma fosfatizova aktivita u fas
z Hromnického jezirka v limitovanych médiich byla také vyssi (2,96 FU cell* v OM2 a 2,83
FU cell™* v OM3; viz také tabulka 5).
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5.3.3. Celkové vyhodnoceni extracelularni fosfatazové aktivity v kulturach

Coccomyxa sp.

Vliv koncentrace fosforu v médiu a formy fosforu na extracelularni fosfatazovou aktivitu byl
signifikantni (P < 0,001). Naopak vliv samotné lokality ani vliv interakci koncentrace fosforu
v médiu, formy fosforu a lokalit se neprokazal. Vystupy ze statistického zpracovani jsou
uvedeny v tabulce 6. Signifikantni rozdily (P < 0,001) ve fosfatazové aktivité v kulturach
Coccomyxa sp. byly mezi médii 1 a 2, 1 a 3. Kultury péstované v médiich 2 a 3, se
signifikantn¢ nelisily. Testovany byly ob¢é formy médii (anorganicka i organicka forma
fosforu) dohromady (tabulka 7).

Dilezitym zjisténim je také fakt, ze buiiky Coccomyxa sp. v rdmci jednotlivych kultur
nebyly jednotné ve své fosfatdzové aktivité (byla prokdzana variabilita ve fosfatdzové aktivité
Vv rdmci jedné populace). Produkce extraceluldrnich fosfatdz tedy pravdépodobné zavisi na
aktudlnim fyziologickém stavu ¢i fazi zivotniho cyklu jednotlivych bun¢k a bunky nejsou
schopny produkovat fosfatazy v piipadé limitace fosforem neptetrzité. Byl pozorovan rozdil
ve velikosti bun€k v riznych typech kultur, buiky byly vétsi v kulturach s anorganickou

formou fosforu (Obr. 8 a 9). Velikost bun€k ov§em nebyla méfena.
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Tabulka 5. Extracelularni fosfatazova aktivita kment Coccomyxa sp. z Hromnického jezirka a Plesného jezera v ruznych typech médii. N —
pocet bunék vyhodnocenych v jednom preparatu, Min — minimum, Max — maximum, SD — smérodatna odchylka. Kromé N jsou vSechny
hodnoty udavény v relativnich jednotkach FU cell™.

Hromnické j. Plesné j.

Typmédia| N Min Max Median Priamér SD N Min Max Median Pramér SD
AM1 120 0,00 0,07 0,01 0,01 0,01 | 120 0,00 0,03 0,01 0,01 0,01
90 0,00 0,08 0,00 0,00 0,01 | 90 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00

90 0,00 0,08 0,00 0,01 0,01 | 90 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00

300 0,00 0,08 0,00 0,01 0,01 | 300 0,00 0,03 0,00 0,00 0,01

AM2 120 0,00 3,55 0,19 0,49 0,74 | 120 0,00 2,87 0,04 0,24 0,45
120 0,00 343 0,11 0,26 0,48 | 120 0,00 2,79 0,08 0,21 0,38

120 0,00 1,34 0,04 0,12 0,20 | 120 0,00 2,12 0,20 0,33 0,41

360 0,00 355 0,09 0,29 0,54 | 360 0,00 2,87 0,09 0,26 0,42

AM3 180 0,00 2,59 0,08 0,29 0,43 | 115 0,00 9,64 0,57 1,66 2,27
120 0,00 2,94 0,43 0,58 0,60 | 120 0,00 3,49 0,24 0,46 0,59

120 0,00 4,62 0,59 0,85 0,79 | 120 0,00 5,47 0,51 0,75 0,98

420 0,00 4,62 0,31 0,53 0,64 | 355 0,00 9,64 0,37 0,94 1,54

OoM1 117 0,00 0,83 0,04 0,09 0,15 | 118 0,00 0,37 0,02 0,05 0,08
120 0,00 0,27 0,00 0,01 0,04 | 120 0,00 0,29 0,00 0,01 0,04

120 0,00 0,17 0,00 0,00 0,02 | 117 0,00 0,39 0,01 0,03 0,07

357 0,00 0,83 0,00 0,03 0,10 | 355 0,00 0,39 0,01 0,03 0,07

OoM2 120 0,01 12,18 4,06 4,24 2,72 | 119 0,00 9,01 1,46 2,07 2,08
120 0,00 6,21 0,12 0,80 1,37 | 120 0,00 9,21 1,76 2,14 1,92

120 0,00 11,66 3,05 3,82 307 | 120 0,00 12,22 1,48 2,83 3,08

360 0,00 12,18 2,19 2,96 293 | 359 0,00 1222 1,56 2,34 2,43

OoMs3 120 0,00 14,22 2,00 3,37 3,54 | 120 0,00 6,15 0,55 1,12 1,31
120 0,00 14,37 2,66 4,24 3,49 | 120 0,00 8,61 2,13 2,39 2,04

120 0,00 4,93 0,68 0,88 0,77 | 120 0,00 8,46 2,49 2,45 1,86

360 0,00 14,37 1,35 2,83 3,23 | 360 0,00 8,61 1,62 1,99 1,86
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Tabulka 6. Vysledky statistické analyzy celého souboru dat (vicecestnda ANOVA). Jako
pozorovani byly pouzity primérné hodnoty z kazdé kultivacni varianty (lahve). Data byla
logaritmicky transformovana kvuli splnéni pfedpokladu homogenity rozptylu. L — lokalita
(Hromnické jezirko nebo Plesné jezero), F — forma fosforu (A nebo O), K — koncentrace
fosforu (M1 — M3), Df — stupen volnosti, Sum Sq — soucet ¢tvercti, Mean Sq — pramérny
¢tverec, F — hodnota F, Pg - hodnota P.

Znak Df Sum Sq Mean Sq F Pe
L 1 0,001 0,001 0,0009 0,976
F 1 22,428 22,428 30,5316 <0.001
K 2 175,419 87,71 119,403 <0.001
L:F 1 0,15 0,15 0,2037 0,656
L:K 2 0,077 0,039 0,0526 0,949
FK 2 1,951 0,976 1,3281 0,284
L:F:K 2 1,877 0,938 1,2773 0,297

Rezidualni 24 17,63 0,735

Tabulka 7. Vysledky testovani na parové rozdily mezi koncentracemi fosforu v médiich (post
hoc Tukey test). Byly testovany obé& formy médii dohromady (A i O). K — koncentrace, Diff —
rozdil priméru testovanych vzorki, Lwr—Upr — 95% interval rozdilu mezi priméry, P —

hodnota P.

K Diff Lwr Upr P
2-1 4,457792 3,583998 5,331585 <0.001
3-1 4,879078 4,005284 5,752871 <0.001
3-2 0,421286 -0,45251 1,295079 0,462
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Obr. 8. Snimky kultur Coccomyxa sp. z Hromnického jezirka v nepravych barvach (Gervené
autofluorescence chlorofylu-a, zelen¢ fluorescence ELFA). (a) AML1, (b) AM2, (c) AM3, (d)
OM1, (e) OM2, (f) OM3. Méfitko je 10 um.

43



Obr. 9. Snimky kultur Coccomyxa sp. z Plesného jezera v nepravych barvach (Cervené
autofluorescence chlorofylu-a, zelené fluorescence ELFA). (a) AMI1, (b) AM2, (¢c) AM3, (d)
OML1, (€) OM2, (f) OM3. M&fitko je 10 pum.
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5.3.4. Kultivace v médiich bez fosforu

Coccomyxa sp. byla také péstovana v médiu bez fosforu (MO). Kultury na prvni pohled
nevykazovaly zadnou fosfatdzovou aktivitu, proto nebyly zahrnuty do méteni fosfatazové
aktivity pomoci analyzy obrazu a byly pouze nasnimény (Obr. 10). Tyto vzorky zaroven

poslouzily jako kontrola.

Obr. 10. Snimky kultury Coccomyxa sp. V nepravych barvach (¢ervené autofluorescence
chlorofylu-a, zelen¢ fluorescence ELFA) kultivované v médiu bez fosforu (MO0). V kultute
nebyla zaznamenana zadnd fosfatazova aktivita. Méfitko je 10 um. (a) Hromnickeé jezirko, (b)

Plesné jezero.
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6. Diskuze

Cilem této prace bylo ovéfit, zda je mozné v laboratornich podminkach indukovat
extracelul&rni fosfatdzovou aktivitu u kment Coccomyxa sp. (Chlorophyta) izolovanych z
Hromnického jezirka a Plesného jezera. Byl zjistén vliv koncentrace a formy fosforu na
extracelularni fosfatazovou aktivitu, ktera byla kvantifikovana na trovni jednotlivych bunék.
Tento typ experimentu s pouzitim metody FLEA nebyl na fasové kultufe Coccomyxa sp. ani
jinych kulturach sladkovodnich fas, pokud je mi znamo, nikdy proveden. Préce, které se
zabyvaly extracelularni fosfatdzovou aktivitou na drovni jednotlivych bunék, zkoumaly
ptevazné ptirodni vzorky (pfipadné pouzivaly jiné substraty ¢i kvantifikaéni metody; napf.
Nedoma et al., 2003; Strojsova et al., 2003, 2005, 2008; Strojsova a Vrba, 2006, 2009;
Litchman a Nguyen, 2008; Novotna et al., 2010; Ou et al., 2015), takze vysledky lze

s publikovanymi daty srovnavat jen velmi obecné.

6.1. Extracelularni fosfatazova aktivita as rodu Coccomyxa dominujicich

v planktonu Plesného jezera a Hromnického jezirka

V této préci jsem pro experimentalni indukci extracelularni fosfatdzové aktivity vybrala dva
kmeny z rodu Coccomyxa, izolované ze dvou antropogenné acidifikovanych jezer. Tento rod
byl teprve nedavno identifikovan jako dominantni slozka planktonu Plesného jezera (zde
diive uvadén jako Monoraphidium dybowskii; Nedbalova et al, 2006) i Hromnického jezirka
(Hrdinka et al., 2013; Barcyte, 2015). Ob¢ jezera se vyznacuji kromé nizkého pH vysokymi
koncentracemi hliniku (v pfipadé Hromnického jezirka i dalSich toxickych kovit), 1isi se vSak
dostupnosti fosforu (Nedbalova et al., 2006, Hrdinka et al., 2013, Vrba et al., 2016).

Sumavska ledovcova jezera se lisi hodnotou pH, koncentraci fosforu i hlinitych iont.
Plesné jezero se vyznacuje vyssi trofii a unikatnim ozivenim s relativné vysokou biomasou
fytoplanktonu, ktera ptevazuje nad heterotrofni slozkou. Jeho ptitoky maji ze vsech
Sumavskych jezer nejvyssi koncentraci fosforu, ale predevsim diky srazeni fosforu s hlinitymi
hydroxidy se jeho koncentrace v epilimniu jezera vyrazné snizuje (Nedbalova et al., 2006).
Probihajici pomalé zotavovani jezera z acidifikace se projevuje rastem celkové biomasy
fytoplanktonu (Nedbalova et al., 2006; Vrba et al., 2016).
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Meéienim fosfatazové aktivity planktonu ¢i specificky fas z Plesného jezera se zabyvalo
nékolik praci (Bittl et al., 2001; Nedoma et al., 2003; §trojsové1 et al., 2006; §tr0jsov2’1 a Vrba,
2009; Novotna et al., 2010). Fosfatazova aktivita fas v Hromnickém jezirku nebyla zatim
nikdy méfena, takze ziskané Udaje Ize srovnavat pouze s hodnotami naméfenymi v PleSném
jezete ¢i podobnych lokalitach. Vzhledem k vysokym koncentracim fosforu v Hromnickém
jezirku v8ak lze pfedpokladat, ze zde fasy in situ aktivni nebudou (Hrdinka et al., 2013; Lin et
al., 2016).

Strojsova a Vrba (2009) porovnavali extracelularni fosfatdzovou aktivitu v prehradé
Rimov a v Ple§ném jezete. Sledovali kratkodobou zménu (v prib&hu ¥ dnt) thrnné
fosfatazové aktivity fytoplanktonu a druhové specifické fosfatdzové aktivity u zelenych fas
Coccomyxa sp. (resp. Monoraphidium dybowskii), Ankyra ancora a Chlorogonium fusiforme.
Koncentrace SRP v epilimniu byla v piehradé Rimov 0,1-0,15 pmol I a v Pleiném jezete
0,035 umol I™". Uhrnné fosfatazova aktivita planktonu byla v Plesném jezete fadove vyssi nez
v piehradé Rimov, pohybovala se mezi 0,36-2,2 umol I h™. Uhmna fosfatazova aktivita se
v prehradé Rimov ligila vice nez 400krat, ale v Plesném jezefe jen 10krat (Strojsové a Vrba,
2009). Toto mensi kolisani v Plesném jezefe miize byt zptisobeno tim, ze limitace fosforem je
v Plesném jezeie v pribéhu celého roku (Kopacek et al., 2004) a v prehradé Rimov je sezonni
(Strojsové a Vrba, 2006).

Fosfatazova aktivita druhu Coccomyxa sp. (resp. Monoraphidium dybowski) se
pohybovala mezi 0,4-12,2 fmol cell™ h™, pro druh Ankyra ancora se hodnoty pohybovaly
mezi 0-49,3 fmol cell™* h™ a pro Chlorogonium fusiforme 29,8-157 fmol cell* h™* (Strojsova
a Vrba, 2009). Srovnatelna aktivita Coccomyxa sp (10 fmol cell™ h™) ve vzorcich z Plesného
jezera byla zji$téna i v praci Nedoma et al. (2003).

Maximalni fosfatazova aktivita kment Coccomyxa sp. naméfena v této praci (a po
vynasobeni konverznim faktorem F, = 0,1 fmol FU™, viz kap. 4.3.2) byla 1,44 fmol cell* h*
v médiu OM3 u kultur z Hromnického jezirka a 1,22 fmol cell* h™* v médiu OM2 u kultur
Z Plesného jezera. Hodnoty fosfatazové aktivity v mych kulturach byly tedy nizsi nez ty
naméfené v piirodnich vzorcich (a vyhodnocené brzy po odbéru vzorku na lokalit€), ovSem
jsou stéle srovnatelné s aktivitou z piirodnich lokalit (napf. Strojsovéa a Vrba, 2009). Méfeni
fosfatdzové aktivity u fasovych kultur poskytuje druhoveé specifickou informaci za
kontrolovanych podminek, ovSem v piirodnim prosttedi extracelularni fosfatazovou aktivitu

ovliviuji dalsi faktory a proto je nutné vysledky srovnavat a interpretovat opatrné.
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Pro druh Coccomyxa sp. z Plesného jezera existuji i informace o sezénnim pribéhu a
vertikalni stratifikaci jeho fosfatazové aktivity (Strojsova a Vrba, 2006). V ramci studie
provedené v roce 2003 bylo zjisténo, Ze tento druh produkuje fosfatazy po cely rok, coz
dokladalo trvalou limitaci fosforem. Maximalni aktivity byly naméteny v epilimniu v kvétnu,
coZ je obdobi intentzivniho ristu populace (Strojsova a Vrba, 2006).

V dalsi studii byla fosfatazovéa aktivita fytoplanktonu v Plesném jezefe porovnana
s dal§imi Sumavskymi jezery (Prasilské a Certovo) a byly studovany faktory ptisobici na
fosfatdzovou aktivitu v jezerech (Novotna et al., 2010). Autofi méfili hrnnou fosfatdzovou
aktivitu metodou MUFP a specifickou fosfatdzovou aktivitu metodou FLEA u tii druhti
obrnének z pfirodnich vzorkd. Primérna thrnna fosfatazova aktivita v PleSném jezeie byla
8,7 umol L™ h™*. Primé&rna bun&end specificka fosfatazova aktivita se mezi druhy i v rémci
populace jednoho druhu lisila fadové, predevsim kvili rizné velikosti bunék druht v ramci
jednoho jezera i mezi studovanymi jezery. Uhrnna fosfatdzové aktivita vzorkt a dalsi faktory
ukazovaly na stoupajici gradient limitace fytoplanktonu fosforem (Pragilské j. < Certovo j. <
Plesné j.), bunécné specificka fosfatazova aktivita obrnének ukazala opaény trend. Dokonce
fosfatazova aktivita bunék stoupala s rostouci biomasou fas, coz je v rozporu s publikovanymi
poznatky, Ze dominantni druhy vétSinou neprodukuji extracelularni fosfatazy (Rengefors et
al., 2001; Strojsova et al., 2003). Tento opa¢ny trend v produkci extracelularnich fosfataz
vzhledem k mozné limitaci fytoplanktonu daného jezera fosforem by mohl byt ovlivnén
dalsimi faktory, jako naptiklad vlivem hlinikovych ionti, top-down efekty (vliv na regeneraci
fosforu), riznymi svételnymi podminkami v jezerech a dostupnosti jinych zdrojt fosforu -
napt. bakterivorie nebo mixotrofie (Novotna et al., 2010). Na rozdil od dfive publikovanych
vysledki (Strojsova a Vrba, 2006) byla v ramci studie Novotné et al. (2010) ve vzorcich
pozorovana fosfatazova aktivita dominantniho druhu Plesného jezera Coccomyxa sp. jen
velmi vyjime¢né, i kdyZ hodnoty SRP v epilimniu Plesného jezera ztstavaly v tomto obdobi
velmi nizké (pod detek&nim limitem 50 nmol 1. V této préci byly kultury Coccomxy sp.
fosfatazove aktivni i za pomémné vysoké koncentrace SRP (asi 0,3 mg %), coz naznacuje
zna¢né zmirnéni limitace fosforem v Plesném jezete diky probihajicimu zotaveni z acidifikace
(Vrba et al., 2016).

Jednim z cilt prace bylo také porovnat v experimentéalnich podminkach fosfatdzovou
aktivitu kultur z Plesného jezera a Hromnického jezirka, které se vyznamné 1isi dostupnosti
fosforu. Vysledky prokazaly velmi podobnou dynamiku fosfatazové aktivity v podminkach

riznych koncentraci i forem fosforu, coz naznacuje schopnost aktivovat tuto strategii
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nezavisle na piedchozi historii, pokud se bunky dostanou do prostiedi s nedostatkem fosforu
(Lin et al., 2016).

6.2. Vliv koncentrace a formy fosforu na extracelularni fosfatazovou aktivitu

(v pFirodnim prostiedi i v laboratornich experimentech)

Kmeny z rodu Coccomyxa v laboratornich podminkach produkovaly extracelularni fosfatazy,
hodnota fosfatdzové aktivity se v pribéhu experimentu mezi jednotlivymi buitkami v ramci
jedné populace (kultivaéni lahve) lisila. Produkce extracelularnich fosfataz byla indukovana
snizenou dostupnosti fosforu v médiu. Vl1iv na produkci fosfataz méla i forma dostupného
fosforu. V piipad¢, Ze byly fasy kultivovany v médiich s organickou formou fosforu, byla
fosfatazova aktivita vyssi.

V ptipad€ limitace fosforem buiiky fytoplanktonu aktivuji nékolik adaptacnich a
aklimaénich mechanismd, které jim usnadiiuji pfekondvat neptiznivé podminky pro rist a
rozmnozovani. Vyuziti DOP jako zdroje P; pomoci produkce extracelulérnich fosfataz je
jednim z pomérné béznych prizpisobeni. Fosfatazova aktivita je v prostiedi s nedostatkem P;
stimulovana, aby mohl byt zasobnik DOP vyuZzivan (Dyhrman et al., 2007, 2012; Lin et al.,
2016). Vliv koncentrace P; v prostfedi na produkci fosfataz dokazuje napiiklad préace
Strojsové et al. (2005), kde byly na piehradé Rimov vzorky fytoplanktonu (v polopropustnych
vacich) z mist s malou dostupnosti fosforu piemistény do mist s vy$si koncentraci fosforu a
naopak. Po osmi dnech méfeni se ukazalo, Ze v misté s nizkou dostupnosti fosforu byly fasy o
jeden tad fosfatazoveé aktivnéjsi nez v misté s dostateénou koncentraci fosforu. Fosfatazova
aktivita prokazatelné negativné korelovala s koncentraci SRP (r = - 0,974, P < 0,05). V rdmci
daliho experimentu v piehradé Rimov, Strojsova et al. (2008) porovnavali fosfatazovou
aktivitu planktonu (bez zooplanktonu) ve dvou polopropustnych vacich in situ. Jeden vak
obsahoval vodu z prehrady a do druhého byl ptidan P; (K;HPQO,4, koncentrace P byla
62 pg I'), méfeni uhrnné fosfatazové aktivity (metodou MUFP), druhové specifické
fosfatazové aktivity (metodou FLEA) a bunécné specifické fosfatazové aktivity Ankyra
ancora (nejvice zastoupeny druh ve vzorku; metodou FLEA). | zde se hodnoty fosfatazove
aktivity ve vaku obohaceném o P; a kontrolnim vaku signifikantné lisily (P = 0,0005; 0,001;
0,009) a koncentrace P; méla tedy na extracelularni fosfatazovou aktivitu vliv.

Tento piedpoklad byl ovéfen i v této praci, jelikoz v limitovanych médiich AM2 a AM3

doslo k indukci extracelularni fosfatazové aktivity u Coccomyxa sp. ve vSech paralelnich
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kultivacich a statisticka analyza ukazala, ze koncentrace P; ma na hodnotu fosfatdzoveé
aktivity signifikantni vliv (P < 0,001). Fosfatazova aktivita kultur péstovanych v médiich
AM?2 a AM3 se ovsem lisila jen s marginalni prikaznosti (P = 0,051). Pravdépodobné by bylo
potieba vice opakovani (vice variant médii s riznou koncentraci fosforu), aby byl rozdil
signifikantni. Fosfatzova4 aktivita byla indukovana pii koncentraci fosforu 0,5 mg I (16
pmol I, coz je srovnatelné s hranici koncentrace fosforu, pod kterou byly fosfatazy
indukovény i u jinych zelenych fas (nap. Chlorella 13,6 pmol I'1 a Tetraselmis 10,1 pmol I;
Meseck et al., 2009).

V ramci prace Strojsové et al. (2008) byl sledovan také vliv koncentrace P; a
extracelularni fosfatdzové aktivty na rust a rozmnozovani bunék. Na konci experimentu byla
biomasa fytoplanktonu prokazatelné vyssi ve vaku obohaceném o P; nez v kontrolnim (P =
0,041), byl zde fosfatazové aktivni mensi podil bun¢k. Specificka ristova rychlost
fytoplanktonu byla prokazatelné vyssi (P = 0,029) ve vaku obohaceném o Pj nez v kontrolnim
vaku. Ve vaku obohaceném o P; druhy nejen rostly rychleji, ale také neprodukovaly
extracelularni fosfatdzy nebo jich produkovaly méné. Pfidanim P; se zvySuje rast
fytoplanktonu a je inhibovana extracelularni fosfatdzova aktivita. V prostiedi s nedostatkem P;
produkuje fytoplankton fosfatazy Castéji a jejich specifickd riistova rychlost je nizsi. Rast je
omezen z diivodu nedostatku P; a energie je investovana do syntézy fosfataz (Strojsova et al.,
2008). Vliv na riznorodost extracelularni fosfatazové aktivity by mohly mit riizné ristové
strategie fytoplanktonu a také to, ze rizné druhy pro sviij optimalni rdst potebuji jiné
zastoupeni ruznych prvku (Arrigo, 2005). Sklon ke zvysené rustové rychlosti
V nelimitovaném médiu a sniZené rustové rychlosti na tkor extracelularni fosfatazove aktivity
pii snizené koncentraci fosforu nebyl v této praci ovéfen. Bylo pozorovano, Ze buriky byly
v médiich s anorganickou formou fosforu vétsi nez v médiich s organickou formou fosforu
(viz Obr. 8 2 9), ale nedoslo k jejich méfeni a porovnavani jejich velikosti. Tento jev je jisté
zajimavym namétem k dal§imu vyzkumu.

Vliv na extracelularni fosfatazovou aktivitu ma také pravdépodobné faze bunécného
cyklu jednotlivych bun€k, béhem které se méni vnitrobunécéna koncentrace a spotieba fosforu
(napf. pfed bunécnym délenim). Pti nizkych koncentracich P; je fosfatdzova aktivita zvysena,
ale nedochazi k déleni bunék. Je mozné, ze mladé dcefiné bunky, maji dostate¢né zasoby
fosforu a produkce fosfatdz je spusténa v prabéhu bunécného cyklu az pred dalSim bunéénym
délenim (Strojsova et al., 2008).

Mezi populacemi ruznych druhii fytoplanktonu i v ramci populaci jednotlivych druha

jsou fosfatazy produkovany v rizném mnozstvi a lokalizace fosfatazov¢ aktivnich mist na
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bunice ma rozdilnou podobu. Tento trend byl pozorovan v pribéhu mého experimentu a ve
veétsSin€ dostupnych pracich, které se zabyvaly fosfatazovou aktivitou ptirodnich vzorki
fytoplanktonu (Rengefors et al., 2001, 2003; Strojsova et al., 2003, 2005; Dignum et al., 2004;
Cao et al., 2005; Dyhrman a Ruttenberg, 2006). Novotna et al. (2010) pozorovali v jednom
vzorku z Plesného jezera fosfatazové aktivni i neaktivni buniky, aktivni bunky se lisily jak
ozna¢enim ELFA, tak i intenzitou fluorescence. Tento trend byl pozorovan i v kulturach
Coccomyxa sp. Vv této praci. Rozdily v extracelularni fosfatdzové aktivité mohou mit riizné
divody a vznikaji pravdépodobné ptisobenim mnoha faktort. Disledek je ten, ze se jednotlivé
bunky jedné populace se li§i svym aktualnim fyziologickym stavem i obsahem fosforu.
Neékteré buniky by se mohly v prostiedi (a pravdépodobné i v kultufe) nachazet v malych
,»ostriaveich® bohatych na obsah potiebnych prvki, coz by mohlo ovlivnit dostupnost P; i
extracelularni fosfatazovou aktivitu (Graham a Wilcox, 2000; Strojsova et al., 2003).

Vliv na extracelularni fosfatazovou aktivitu mé i forma dostupného fosforu.
Fytoplankton uptednostnuje asimilaci P;, protoze ho mohou buiiky jednoduse piijimat a
vyuZivat ve svém metabolismu. Organické formy fosforu musi byt hydrolyzovany pomoci
fosfataz na P, coz je energeticky naro¢né. Nicméné v pfipadg, Ze je zasobnik P; vyCerpan a
organickeé formy fosforu predstavuji témét jedinou formu fosforu, rist a rozmnozovani
fytoplanktonu ¢asto zavisi na schopnosti ziskat P; touto cestou (Lin et al., 2016). Vysledky
méteni fosfatdzové aktivity u Coccomyxa sp. Vv této praci prokazaly signifikantné vyssi
aktivity v ptitomnosti organické formy fosforu (P < 0,001). Kultury v médiu OM1
(nelimitované médium) vykazovaly ptekvapivé velmi nizkou fosfatazovou aktivitu, coz
mohlo byt zptisobeno neenzymatickou hydrolyzou molekul f-GP v médiu.

Patni a Aaronson (1977) sledovali vliv formy média (anorganické, glukéza-1-fosfat a
glukoza-6-fosfat) na fosfatdzovou aktivitu v kultuie u fasy Ochromonas danica
(Chrysophyceae) a pozorovali zvySenou aktivitu v médiu s nizkou koncentraci P; a v médiich
s organickou formou fosforu. Podle nich organicka forma fosforu v médiu podnécuje tvorbu
fosfataz jako mechanismu, ktery pomaha fasam ziskavat fosfor z prostiedi. V dalsi praci Patni
et al. (1977) méfili fosfatazovou aktivitu v kultufe Chlamydomonas reinhardtii
(Chlorophyceae). Také tento druh rostl i v médiich s organickou formou fosforu (nejlépe na
ribdza-5-fosfatu) a po piidani P; doslo k zastaveni produkce fosfataz. Ou et al. (2015)
sledovali rist a pribéh kompeti¢niho vylouceni obrnének Prorocentrum donghaiense,
Alexandrium catenella a rozsivky Skeletonema costatum ve smisenych kulturach v médiich s
anorganickou (KH,PQO,) a riznymi organickymi formami fosforu (glukdza-6-fosfat, RNA,

lecitin). Rozsivka dominovala v kultufe s anorganickou formou fosforu diky své vysoke
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rastové schopnosti, v médiu s organickymi formami fosforu dominovaly obrnénky diky své
extracelularni fosfatazové aktivité. Druhy produkujici extracelularni fosfatazy tak mohou
ziskat v prostiedi limitovaném fosforem kompeti¢ni vyhodu oproti druhiim, které tuto

schopnost postradaji a mohou se tak stait dominantni slozkou fytoplanktonu.

6.3. Méfeni extracelularni fosfatazové aktivity na drovni jednotlivych bunék pomoci

metody FLEA

Fosfomonoesterazy jsou nejvice studovanymi enzymy ve vodnim prostiedi a dosud jsou
jedinymi enzymy, které 1ze méfit pomoci metody FLEA. Metoda FLEA je cennym ndstrojem,
ktery lze pouzit pii studiu ekofyziologie a vyzivy jednotlivych bun€k v populacich
fytoplanktonu a bakterioplanktonu (Diaz-de-Quijano et al., 2014), je ale nutné pfi jejim
pouziti upravit protokol podle studovaného mikroorganismu a charakteru vzork.

Metoda FLEA se muze liSit v pouziti fixacni latky (Zadn4 ¢i rizné fixaéni latky, napft.
HgCl,, tekuty N2, apod.), prubéhu a zpusobu inkubace vzorku (tekuty ¢i zfiltrovany).
Vsechny tyto faktory mohou mit vliv na to, zda sraZzenina ELFA oznaci pouze extracelularni
fosfatadzy nebo i fosfatazy v buiice (to se muze stat naptiklad poskozenim bunék pii
manipulaci se vzorkem, kdy je porusena bunéna membrana a ELFA pronikne i dovnitf
bunék). Diaz-de-Quijano a Felip (2011) porovnali rizné protokoly pfi zpracovani vzorka
metodou FLEA a jednou z nejlepSich moznosti je vzorky inkubovat v tekutém stavu, poté
filtrovat a nefixovat, jak bylo pouZito i v této préaci.

Nedoma et al. (2003) rozpracovali metodu pouzitou v této praci, tj. jak métit mnozstvi
ELFA srazenin pomoci fluorescen¢ni mikroskopie a 2D analyzy obrazu. Hodnoty métené
touto metodou ale mohou byt zkresleny (napft. diky riznému tvaru a velikosti buné€k) a
vhodnéjsi by bylo 3D snimani bunék. Toto 3D snimani je doporuceno pro vzorky, kde se
bunky lisi ve fosfatdzové aktivit€é méné nez o jeden fad, 1isi se vyrazné velikosti a kde je
populace (Diaz-de-Quijano et al., 2014). V piipadé této prace tedy nebylo 3D snimani nutné.
Navic, pfipadné zkresleni pti 2D sniméni se dd vyrazné zmenSit zvySenim poctu métenych
bunék (alespon 25—40 bunék ve vzorku; Diaz-de-Quijano et al., 2014), coz bylo dodrzeno.

Mnoho druhii fytoplanktonu je na svém povrchu fosfatazové aktivni podle shodného
vzoru (napf. bodové, jen linie, po celém povrchu, atd.). Bunky Coccomyxa sp. v této praci

byly fosfatazove aktivni pievazné po celém povrchu bunék. V né€kterych ptipadech ovsem
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mohou byt fosfatazy produkované fasami zaménovany s fosfatdzami produkovanymi
bakteriemi, které jsou na povrchu bunék fas. Signal ELFA z bakterii na povrchu fas nebo

z extracelularnich fosfataz fas lze velmi t&zko odlisit. ReSenim by mohlo byt ptidani DAPI do
vzorku a pii pozorovani na epifluorescencnim mikroskopu pouzit vhodnou sadu filtra,
abychom mohli pozorovat signdl ELFA i DAPI (Nedoma a Vrba, 2006). Kdyby byla
fosfatdzova aktivita v této praci méfena v axenickych fasovych kulturach, dal by se vliv
bakterialni fosfatdzové aktivity na vyhodnocovani fosfatazové aktivity bunék vyloucit. OvSem
fasové kultury pouzité v této praci axenické nebyly a nelze tedy ptitomnost bakterii uplné
vyloucit.

Diskutabilni je vliv P; na zobrazeni signdlu ELFA a tedy na vyhodnocovéni fosfatazove
aktivity bunék. V ramci méfeni sezonni fosfatazové aktivity fytoplanktonu na piehradé Rimov
byl proveden na jednom vzorku inhibi¢ni experiment. Do odebranych vzorki byla pfidana
riizna koncentrace P; (0, 1, 10, 100, 1000 pmol I*) a byl sledovan vliv inhibice P; na rychlost
hydrolyzy substratt ELFP a MUFP oproti kontrole bez ptidaného P; (délka inkubace se
substraty byla 4 hodiny). Bylo prokazano, ze P; ma silny vliv na inhibici reakce s ELFP
(Strojsova et al., 2003). Otazkou ale ziistava, jestli mél P; vliv na inhibici reakce ELFP
s fosfatazami nebo na inhibici bunééné fosfatazové aktivity. Pj je povazovan za inhibitor
fosfataz, protoze konkuruje substratu ve vazb¢ na fosfatazove aktivnim misté na povrchu
buiiky a proto zastavuje pocatecni rychlost reakce (Halemejko a Chrost, 1986; Chrost, 1991).
V nelimitovaném médiu AM1 ani v mediu bez fosforu v této praci buriky nebyly fosfatazové
aktivni, takZe jsme mohli pfipadnou inhibici P; v reakci s ELFP vyloucit.

Pti inkubaci s ELFP fosfatdzova aktivita ve vzorcich vzriistala linearné€, coz je idealni
prubéh, ktery nastava po prodlevé na zacatku reakce (,,]lag™ fazi) bézné v tomto typu reakce.
Linearni pribéh reakce naznacuje ustaleny pribeh, kde je koncentrace meziproduktil stabilni,
systém je v dynamické rovnovaze a rychlost hydrolyzy ELFP odpovida rychlosti sraZeni
ELFA. Pro to, aby byla data vznikla vyhodnocenim signalu ELFA platna, mél by byt splnén
tento predpoklad (Nedoma et al., 2003).

6.4. Vyznam extracelularni fosfatazové aktivity ve sladkovodnim prostiedi

Mikroorganismy, které produkuji extracelularni enzymy, jsou pravdépodobné hlavnimi
kompetitory o organické a anorganické latky ve vodnim prostiedi. Tim, Ze produkuji

extracelularni enzymy, mohou vyuzit naptiklad i rizné polymerické latky, které by jinak
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vyuzitelné nebyly. Extraceluldrni enzymy reaguji s polymerickymi substraty mimo buiiku a
katalyzuji hydrolytickou pteménu vysokomolekularnich latek na latky nizkomolekularni.
Umoznuji tim mikroorganismim vyuzivat organické rozpusténé latky, které by jinak nemohly
byt transportovany pies bunécné membrany. V prostiedi, kde dochazi k limitaci nékterymi
prvky, to tedy umozinuje vybranym mikroorganismim i nadale rist a produkovat biomasu.
Diky této vyhod¢ mohou nékteré druhy dominovat ekosystému. Tvofi jeho nezbytnou slozku,
protoze ovliviiuji dostupnost uhliku, fosforu a dusiku nejen pro sebe, ale i pro ostatni
organismy, které tyto enzymy neumi produkovat (Chrost, 1986, 1988, 1991; Chrost a
Overbeck, 1987).

Populace fas, ktera je fosfatdzove aktivni, by méla mit teoreticky vyhodu diky
zvySenému piisunu fosforu a méla by tedy dominovat fytoplanktonu v pfipadé nedostatku
fosforu v lokalité. Toto ale zatim nebylo spolehlivé potvrzeno, protoZe ani v rdmci jedné
populace nejsou jednotlivé buiiky stejné aktivni. Produkce extracelularnich fosfataz tedy
nejspis nezajisti kompetitivni vyhodu v ptipadé limitace fosforem. Navic se opakované
potvrzuje, Ze na tvorbu fosfataz potfebuji fasy dostatek energie, takze je naptiklad pii limitaci
svétlem neprodukuji (Novotna et al., 2010; Rychtecky et al., 2015). Je to ale pomocny
mechanismus pro ziskavani fosforu (Rengefors et al., 2001; Strojsova et al., 2003). Produkce
extracelularnich fosfataz ale maze ovlivnit konkurenceschopnost nékterych druht
fytoplanktonu v podminkéch, kde dochazi k limitaci fosforem a mtize mit zasadni dopad na
jejich piizptisobivost zménam prostiedi (Strojsova et al., 2005; Strojsova et al., 2008).
Fosfatazova aktivita je vyhodna v kompetici o zdroje v situaci, kdy je koncentrace fosforu
uvnitt bunék a v okoli bun€k nedostate¢na. Jen fosfatazove aktivni buiiky jsou schopné ziskat
Pi z DOP a pokracovat v bunééném déleni, 1 kdyz jejich riistova rychlost neni vysoka
(Strojsova et al., 2008). Ve sladkovodnim prostiedi mize byt navic hydrolyza organickych
sloucenin obsahujicich fosfor bakteriemi a fytoplanktonem hlavnim zdrojem dostupného P;
(Strojsova a Vrba, 2009). Extracelularni fosfatazova aktivita je pro rod Coccomyxa v Plesném
jezete a Hromnickém jezirkou ztejmou vyhodou. V minulosti, kdy bylo Plesné jezero vice
acidifikovano a limitace fosforem byla vyssi, pravdépodobné fosfatdzova aktivita Coccomyxa
sp. umoznila dominanci této fasy v jezete. Dnes, kdy dochazi k zotaveni jezera z acidifikace a
i koncentrace fosforu v jezete stoupa, neni tento mechanismus ziskavani fosforu pro
Coccomyxa sp. natolik vyznamny a buriky jsou mén¢ fosfatazov¢ aktivni (Nedbalova et al.,
2006; Novotna et al., 2010; Vrba et al., 2016). Vyssi koncentrace fosforu a mensi fosfatazova
aktivita Coccomyxa sp. v Plesném jezete souvisi pravdépodobné s reintrodukci herbivorniho

druhu Cyclops abyssorum, jehoz rostouci populace zajist'uje vyssi regeneraci dostupnych
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forem fosforu v jezefe (Novotna et al., 2010). V budoucnosti by mohla byt pro rod
Coccomyxa Vv Plesném jezefte, ale hlavné v Hromnickém jezirku, vyhodou jeho odolnost vici
toxickym uc¢inkiim nékterych kovu (Barcyte, 2015). Rod Coccomyxa neni dominantni slozkou
planktonu v ostatnich Sumavskych jezerech, kde je navic koncentrace fosforu niz$i nez
V Ple$ném jezete. Dominuji zde napiiklad obrnénky Gymnodinium uberrimum (Prasilské
jezero) a Peridinium umbonatum (Rachelsee), které jsou také zdatné v produkci
extracelularnich fosfataz a navic maji vyhodu pohybu ve vodnim sloupci. A napfiklad v jezete
Laka dominuje Dinobryon sp., ktery je schopny se zivit mixotrofné¢ (Nedbalova et al., 2006).
Je tedy vidét, ze extracelularni fosfatazova aktivita v prostiedi limitovaném fosforem neni
jedinou strategii, ktera zajisti kompeti¢ni vyhodu oproti jinym druhtim na lokalit¢.

Tim, ze porozumime regulaci produkce fosfataz, budeme moci vysvétlit mechanismy,
jakymi organismy reaguji na zmény koncentrace fosforu v prostiedi. Také by bylo zajimavé
zjistit, jaké formy organického fosforu mohou organismy vyuzivat a jak se jejich inkorporaci

mize zménit lokalni chemickeé sloZeni vody (Quisel et al., 1996).
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7. Zavér

Hlavni cil této prace byl splnén, podafilo se v laboratornich podminkach indukovat
extracelularni fosfatazovou aktivitu kmenti z rodu Coccomyxa izolovanych z Plesného jezera
a Hromnického jezirka. Fosfatdzova aktivita byla méfena na urovni jednotlivych bunék

pomoci metody FLEA, byl zjistén vliv koncentrace a formy fosforu.

e Casovy pribéh fosfatdzové aktivity pii inkubaci vzorki Coccomyxa sp. se substratem
ELFP byl linearni, fosfatdzova aktivita tedy rostla s ¢asem a byl splnén piedpoklad pro
pouziti metody FLEA.

e Extracelularni fosfatdzy rodu Coccomyxa jsou indukovatelné, buiiky byly fosfatazoveé
aktivni v obou typech médii (s anorganickym i organickym fosforem).

e Byl prokazan vliv koncentrace fosforu v médiu na extracelularni fosfatazovou
aktivitu, ktera stoupala s klesajici koncentraci fosforu v médiu. Koncentrace fosforu
Vv prostfedi ma tedy na extraceluldrni fosfatdzovou aktivitu prokazatelny vliv,
piedevsim ovliviiuje obsah fosforu uvniti bunék. Kdyz je nedostate¢ny obsah fosforu
Vv bunikach, buniky investuji svou energii do produkce fosfataz, aby byly zachovany
zékladni bunééné dé&je a buiiky mohly nadéle rlist a rozmnoZovat se.

e Forma fosforu v médiu méla na fosfatazovou aktivitu také vliv. V médiu s organickou
formou fosforu byla extracelularni fosfatazova aktivita vyssi, protoze buiky byly
nuceny $tépit fosfor z B-glycerol fosfatu. V ptipadé limitace fosforem je tedy
schopnost produkovat fosfatdzy kompeti¢ni vyhodou, protoze buiiky mohou vyuZivat i
zasobnik DOP a nejsou zavislé pouze na ptisunu anorganického fosforu.

e Pii stejné koncentraci fosforu v médiu se buitky Coccomyxa sp. v ramci jedné
populace lisily svou fosfatdzovou aktivitou, v kulturach byly bunky aktivni 1
neaktivni. To bylo pravdépodobné zptisobeno tim, ze k produkci extracelularnich
fosfatdz dochazi jen v urcité fazi bunééného cyklu. Protoze experimentalni kultury
nebyly synchronizované, lisily se i fosfatdzovou aktivitou.

e Rozdily v extracelularni fosfatazové aktivité u kment rodu Coccomyxa z Plesného
jezera a Hromnického jezirka se neprokazaly. Oba kmeny byly podobné fosfatazové
aktivni, coz naznacuje schopnost aktivovat tuto strategii v prostiedi s nedostatkem

fosforu nezévisle na tom, odkud fasy pochazeji.
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Diky schopnosti kmenti Coccomyxa sp. produkovat extracelularni fosfatazy, toleranci

k nizkému pH a odolnosti vii¢i nékterym kovim, jsou tyto kmeny dominantni slozkou
fytoplanktonu v Plesném jezete a Hromnickém jezirku. V prostiedi s limitaci fosforem muize
extracelularni fosfatazova aktivita ovlivnit konkurenceschopnost druhti a muze mit zasadni
dopad i na dostupnost fosforu pro ostatni organismy a v celém ekosystému. Proto je studium
extracelularnich fosfataz na urovni jednotlivych bun¢k fytoplanktonu velmi zajimavym

oborem, ktery nabizi mnoho dalSich moznosti vyzkumu.
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9. Prilohy

Priloha 1

Kultivace Coccomyxa sp. v délicich nélevkach.
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Piiloha 2

Vypocet nahrazeni anorganickych fosforeénych soli (K;HPO4 a KH,PO,) B-glycerol fosfatem
v 1 litru upraveného BBM média.

Latkové mnozstvi n (P) zlistava vzdy stejné.

M....... relativni molekulova hmotnost (bezrozmérna)
m....... hmotnost (Q)
W.rrnnn podil P v molekule fosfore¢né soli (bezrozmérny)

1. w (P v K,HPO,) =M (P) / M (KzHPOy)

m (P \Y K2HP04) =W (P \Y K2HPO4) -m (KzHPO4)

2. W (P Vv KHPO,) =M (P)/ M (KH,POJ)

m (P v KH2PO,4) =w (P v KH2PO4) - m (KH,PO4)

3. w(PvB-GP)=M (P)/M (B-GP)

m (B-GP) = [m (P v KzHPO,) + m (P v KH,PO4)] / w (P v B-GP)
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Priloha 3

Testovani linearniho modelu ¢asového pribéhu extracelularni fosfatadzové aktivity pii
inkubaci s ELFP u vzorki z Hromnického jezirka (vicecestna ANOVA). D — délka inkubace,
K — koncentrace fosforu v mediu, Df — stupen volnosti, Sum Sq — soucet ¢tvercu, Mean Sq —
prumérny ¢tverec, F — hodnota F, Pe - hodnota P.

Znak Df Sum Sq | Mean Sq F Pr
D 1 460,1 460,14 83,4803 <0.001
K 1 191,2 191,21 34,6891 <0.001
D:K 1 0,2 0,15 0,0274 0,8686
Rezidualni 893 4922,2 551

Testovani linedrniho modelu ¢asového prubehu extracelularni fosfatazové aktivity pfi
inkubaci s ELFP u vzorki z Ple$ného jezera (vicecestndA ANOVA). D — délka inkubace, K —
koncentrace fosforu v médiu, Df — stupenl volnosti, Sum Sq — soucet ¢tvercli, Mean Sq —
prumérny ¢tverec, F — hodnota F, Pg - hodnota P.

Znak Df Sum Sq | Mean Sq F Pr
D 1 43,56 43,56 10,998 <0.001
K 1 763,47 763,47 192,7565 <0.001
D:K 1 18,5 18,5 4,6705 0,031
Rezidualni 713 2824,05 3,96
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