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Abstrakt

Sladkovodni jednobunécné zelené rasy z druhového komplexu Haematococcus pluvialis jsou
nejlepSimi prirodnimi producenty sekundarniho karotenoidu astaxanthinu svelmi silnymi
antioxidacnimi vlastnostmi. Navzdory celosvétovému rozsifeni, velkému biotechnologickému
potencialu a znacné pozornosti, kterd je vénovana moznostem kultivace H. pluvialis, vSak
zlstavaji az piekvapivé mezery v poznani komplexniho Zivotniho cyklu a chovani tohoto
organismu. Prvni z nejasnosti se tyka omezeného poctu déleni zoospor na pét bunécnych cykli
(Lee & Ding 1994) po uvolnéni z akinety. Pfitomnost tohoto genetického omezeni nebyla béhem
této prace potvrzena, pocet déleni zoospor ovliviiuji predevsim zvolené kultivacni podminky.
Znacné komplikovand je i problematika pohlavniho rozmnozZovani H. pluvialis. Divodem
nejasnosti je predevsim nizky pocet pozorovani celého procesu gametogeneze a splyvani gamet.
Jednotlivé publikované studie se navic vurcitych bodech lisi. Navzdory Siroké Skale
vyzkouSenych podminek, jimZ byly vystaveny dva druhy z komplexu H. pluvialis, konkrétné
H. pluvialis a H. rubicundus, se vsak ani v jednom pripadé v ramci této prace nepodarilo pohlavni
rozmnoZzovani indukovat. Dlivodem netspéchu muze byt heterothalismus studovanych kmen.
Vzhledem k vyskytu H. pluvialis v efemernich biotopech je pro tento druh klicova schopnost
prezit vysuSeni. Zjisténa desikacni tolerance akinet kmene CCALA 357 byla velmi vysoka.
Akinety jsou schopné prezit dokonce rychlé vysuSeni pri 10% relativni vzdusné vlhkosti
atrimésicni uchovavani ve vysuSeném stavu. VysuSeni u nich navic mize slouzit jako
mechanismus pro preziti extrémnich teplot, konkrétné -80 °C a 55 °C. Tato velmi vysoka
odolnost akinet, jeZ je pravdépodobné umoZznéna pritomnosti silné bunécné stény obsahujici

algenan, mtze mit zasadni vliv na Zivotni cyklus i na celosvétové rozsireni tohoto organismu.

Klicova slova: akineta, algenan, astaxanthin, desikac¢ni tolerance, komplex Haematococcus

pluvialis, mikrotrasové biotechnologie, pohlavni rozmnoZovani, stresova tolerance, Zivotni cyklus



Abstract

Freshwater green algae within species complex Haematococcus pluvialis are best natural
producers of secondary carotenoid astaxanthin famous for its strong antioxidant activity.
Despite worldwide distribution, great biotechnological potential and extensive literature dealing
with different approaches to the cultivation of these organisms, there still remains surprising
gaps in knowledge of their complex life cycle and behaviour. First uncertainty concerns asexual
cell division of zoospores, hypothetically limited to five cell doublings (Lee & Ding 1994).
No such genetic limitation was observed in this thesis, number of cell divisions is thus influenced
mainly by cultivation conditions. There is still considerable uncertainty regarding to the asexual
reproduction, as well. Ambiguity might be caused by scarce observation of the whole process
of gametogenesis and conjugation of gametes. Published studies differed in some particular
points. Unfortunately, we did not succeed in induction of gametogenesis despite broad scale
of tested cultivation conditions applied to two different species within the H. pluvialis complex,
namely H. pluvialis and H. rubicundus. This failure might be caused by heterothalism
of the studied strains. Haematococcus pluvialis inhabits mainly ephemeral pools. Its ability
to survive unfavourable conditions in desiccated stage is crucial. Observed desiccation tolerance
of akinetes of strain CCALA 357 was extreme. Akinetes survive even fast desiccation in 10%
relative air humidity and three-month persistence in desiccated state. Furthermore, desiccation
might serve as mechanism for survival of extreme temperatures such as -80 °C and 55 °C.
This high resistance, caused probably by thick algaenan containing cell wall, may have crucial

influence on life cycle and worldwide distribution of this organism.

Keywords: akinete, algaenan, astaxanthin, desiccation tolerance, life cycle, microalgal

biotechnology, sexual reproduction, species complex Haematococcus pluvialis, stress tolerance
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1 Uvod

Sladkovodni jednobunécné zelené rasy z druhového komplexu Haematococcus pluvialis fazené
do tridy Chlorophyceae (Guiry & Guiry 2017) patii mezi nejvyznamnéjsi biotechnologicky
vyuzivané mikrorasy. Pfi vystaveni stresovym podminkam jsou totiZ tyto organismy schopny
ve svych buiikach akumulovat vysoké mnoZstvi sekundarniho karotenoidu astaxanthinu, ktery
funguje jako prirodni zdroj cerveného pigmentu v kulturach lososti a krevet i v akvaristice
pro vyrazné zbarveni okrasnych ryb (Lorenz & Cysewski 2000). Astaxanthin je i velmi ti¢innym
antioxidantem, piisobi dokonce silnéji nez -karoten nebo a-tokoferol (Naguib 2000), ma tudiz i
znacny farmaceuticky potencial. Mimo jiné sniZuje oxidativni poSkozeni mitochondrii spojené
se starnutim (Park et al. 2013), ptisobi preventivné proti vzniku Parkinsonovy choroby a dalSich
neurodegenerativnich onemocnéni (Chan et al. 2009), ma imunomodulacni (Okai & Higashi-Okai
1996) a protinddorovou aktivitu (Jyonouchi et al. 2000).

Z téchto diivodii jsou velmi dikladné zkoumany moznosti kultivace H. pluvialis od riiznych typt
kultivacnich postupti, fotobioreaktora a kultivacnich médii po konkrétni nastaveni jednotlivych
kultivacnich parametri jako je osvétleni, teplota nebo pH (napi. Park et al. 2014, Dominguez-
Bocanegra et al. 2004, Saha et al. 2013, Hata et al. 2001, Sarada et al. 2002). Oproti tomu ale
zlstavaji prekvapivé mezery a nejasnosti tykajici se komplexniho Zivotniho cyklu této rasy,

jejichZ objasnéni by mohlo mit vliv i na optimalizaci biotechnologické produkce.



1.1 Fylogenetické postaveni rodu Haematococcus

Rod Haematococcus je tazen do tridy Chlorophyceae, do radu Chlamydomonadales v ramci
CS cladu. Pivodné byly do tohoto rodu fazeny i druhy H. buetschlii, H. capensis, H. droebakensis a
H. zimbabwiensis. Na zakladé morfologickych i molekularnich odliSnosti byly tyto druhy
prefazeny do nového rodu Balticola (Droop 1956, Buchheim et al. 2013). Typovy druh
Haematococcus pluvialis se od nich odliSuje naptiklad stejnomérné tenkymi cytoplasmatickymi
provazci, piitomnosti tfi a vice pyrenoidi a schopnosti syntetizovat sekundarni karotenoid
astaxanthin (Buchheim et al. 2013).

Podrobnéjsi molekularni analyzy druhu H. pluvialis uz del$i dobu ukazovaly na znac¢nou
vnitrodruhovou diverzitu mezi riznymi kmeny (Mostafa et al. 2011, Buchheim et al. 2013).
Z téchto divodi byly z tohoto druhu vyc¢lenény dva nové, konkrétné H. rubens a H. rubicundus
(Allewaert et al. 2015; viz obr. ¢. 1). Kromé ITS a rbcL sekvenci se tyto tti druhy nejspiSe odliSuji
i teplotnimi preferencemi a castecné i nékterymi morfologickymi znaky (tvar protoplastu a
cytoplasmatickych provazcii). Nicméné vzhledem ke znacné morfologické variabilité
mezi kmeny i uvnitf jednotlivych kment neni moZzné tyto druhy jednoznacné odliSit pouze

na zakladé morfologie.
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Obr. ¢. 1: Fylogeneticky strom zobrazujici vztahy v ramci komplexu Haematococcus pluvialis sestaveny na zakladé
analyzy dat z ITS rDNA sekvenci. (Allewaert et al. 2015)

V teoretické casti této diplomové prace bude stémito druhy zachazeno jako sdruhovym
komplexem H. pluvialis, protoze z idaji dostupnych v literature vétSinou neni mozné odlisit,
se kterym z druhti je pracovano. Na druhou stranu je mozné, Ze jsou rozdilné vysledky nékterych
studii, at uZ se tykaji zivotniho cyklu tohoto organismu nebo optimalizace kultivacnich
podminek, zapri¢inény pravé prislusnosti pouzitych kmend kjingm druhim rodu

Haematococcus.



1.2 Zivotni cyklus druhu Haematococcus pluvialis

V Zivotnim cyklu H. pluvialis jsou piitomna ¢tyri rizna stadia. Jedna se o velké dvoubicikaté
zoospory (= megazoidy), malé ovalné dvoubicikaté burky, které pravdépodobné predstavuji
gamety (= mikrozoidy), kulaté nepohyblivé zelené palmely a posledni stddium predstavuji
silnosténné odolné cysty (= akinety, aplanospory) (Hazen 1899, Peebles 1909, Elliott 1934,
Droop 1956, Pocock 1959; viz obr. €. 2).

Obr. ¢. 2: Bunécné typy pritomné v zivotnim cyklu Haematococcus pluvialis. A: zoospora; B: palmely s dobfe patrnymi
pyrenoidy; C: tlustosténna akineta, v nizZ se postupné hromadi sekundarni karotenoid astaxanthin; D: schematické
vyobrazeni gamety. Méritka odpovidaji 10 pm. (A-C: vlastni fotografie, kmen CCALA 357; D: Elliott 1934)

Zivotni cyklus za¢ina prenesenim akinet do ¢erstvého média, v némz dochazi k jejich déleni a
naslednému uvolnéni 2-32 dcerinych zoospor (Wayama et al. 2013; viz obr. ¢. 3). Tyto zoospory
dale rostou a déli se. Po néjaké dobé dojde k jejich preméné na kulaté palmely, které mohou
pokracovat v déleni. Pokud jsou buiilky vystaveny stresovym podminkdm, dochazi k jejich
preméné na cysty, kterd nejcastéji postupuje pres staddium palmely. Pokud je ale zména
podminek nahlad, mohou byt na cysty transformovany ptrimo zoospory (Elliott 1934).
V nékterych pripadech miiZe byt z akinet misto zoospor uvolnéno az 64 gamet (Triki et al. 1997).
Uvolnéné gamety rychle plavou, po urcité dobé zpomaluji, zakulati se a poté mohou dal
pokracovat v asexudlnim zivotnim cyklu (Hazen 1899, Elliott 1934, Triki et al. 1997). Samotné
splyvani gamet pripominajici izogamii bylo pozorovano pouze vyjimecné (Peebles 1909, Droop
1956, Pocock 1959, Chekanov et al. 2014). Po syngamii byly v kulturach pozorovany c¢tyrbicikaté
buriky, nejspiSe planozygoty. (Peebles 1909, Pocock 1959).

Obr. ¢ 3: Schematické znazornéni nepohlavni ¢asti Zivotniho cyklu Haematococcus pluvialis. A: dospéla palmela;
B: akineta; C: uvoliiovani gamet; D+G: mladé palmely; H: déleni palmely na palmely nebo zoospory; F: mlada zoospora;
E: dospéla zoospora. (podle Elliott 1934)



1.2.1 Zoospory

Zoospory jsou dvoubicikaté buniky dosahujici velikosti azZ 50 pm (Elliott 1934). Jsou obklopené
silnou glykoproteinovou matrix (Hagen et al. 2002), jeZ je propojena s protoplastem pomoci
tenkych cytoplazmatickych provazcl (Santos & Mesquita 1984). Z velké Casti jsou tyto burky
vyplnéné parietdlnim fragmentovanym chloroplastem, jehoZ soucasti jsou minimalné tii
pyrenoidy (Buchheim et al. 2002) a intraplastidialni stigma (Santos & Mesquita 1984), diky
némuz zoospory vykazuji zna¢nou fototaxi (Hazen 1899).

Vegetativni déleni zoospor je hlavnim mechanismem nartistu poc¢tu bunék v kultufe, proto je
optimalizaci tohoto procesu vénovana velka pozornost. Zda se, Ze pro udrZeni kultury v ristové
fazi je vhodné uziti spiSe niz8§iho ozareni (Chekanov et al. 2014, Hata et al. 2001, Park et al.
2014), neutralniho pH (Sarada et al. 2002) a teploty okolo 25 °C (Hata et al. 2001). Z téchto
divodi byva kultivace pro biotechnologické tucely c¢asto rozdélovana na dvé faze (Aflalo et al.
2007, Park et al. 2014, Zhang et al. 2014), protoZe v podminkach optimalnich pro zoospory neni
mozné dosahnout velkého mnoZstvi astaxanthinu v bunikkach. Nicméné i v téchto bunikkach muze
k akumulaci astaxanthinu dochazet (Barlow et al. 2014).

Samotné déleni zoospor miiZe probihat dvéma zplisoby. Ve vétSiné piipadl se zoospora nejprve
zakulati a ztrati bi¢iky. Poté dojde k jednomu nebo dvéma bunéénym délenim, vzniklé dcetiné
buriky si vytvori biciky a aktivné se uvolni ze spolec¢né extracelularni matrix (Hazen 1899,

Peebles 1909, Elliott 1934; viz obr. C. 4).
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Obr. ¢. 4: Uvoltiovani zoospor Haematococcus pluvialis ze spoletné extraceluldrni matrix. Méritko odpovida 10 pm.
(vlastnf fotografie, kmen CCALA 357)

Vyjimecné miize u zoospor dochazet i k pricnému déleni, v tomto pripadé u bunék nedochazi
k zakulaceni protoplastu ani ke ztraté bic¢ikd (Peebles 1909, Elliott 1934; viz obr. ¢. 5).
V ptirodnich podminkach se zoospory déli predevsim brzy rano (Hazen 1899, Elliott 1934).
Hazenova pozorovani (1899) naznacuji, Ze svétlo mlize proces déleni zoospor inhibovat nebo

alespon zpomalovat.



Obr. ¢ 5: Schematické znazornéni pricného déleni zoospor Haematococcus pluvialis. A: zoospora pred délenim;
B: déleni jadra; C: pocatek cytokineze, vytvoreni druhého paru bic¢ik(; D: oddélovani protoplastli; E: zoospory
propojené tenkym provazcem té€sné pred koneénym oddélenim. (podle Peebles 1909)

Ze studie Lee & Ding (1994) vyplyva, Ze se zoospory rozdéli pouze pétkrat a poté dochazi k jejich
preméné na palmely a nasledné akinety. Neni ale jisté, jestli se jedna o genetické omezeni
(v tomto pripadé by béhem kultivace nemélo smysl usilovat o vys$si nartst kultury, nez odpovida
péti bunéénym délenim) nebo pouze o vliv zvoleného typu kultivace. Tato studie zaroven
nazakladé vysledkii pratokové cytometrie naznacCuje, Ze zoospory obsahuji oproti
nepohyblivym stadiim poloviéni mnozstvi DNA. V tom pripadé by zoospory piedstavovaly
pohlavni stddium. Nicméné je moZné, Ze bylo dvojndsobné mnozstvi DNA u palmel zpisobeno
tim, Ze se bunky pravé pripravovaly na bunécné déleni. Tato domnénka je podpoiena
piitomnosti stadia mikrozoidd v bunééném cyklu, nebot tyto bunky odpovidaji pohlavnimu

stadiu mnohem lépe.

1.2.2 Palmely

Palmely nejcastéji vznikaji transformaci zoospor po jejich vystaveni stresovym podminkdm a
vétSinou funguji jako predstupen akinet (Elliott 1934, Wayama et al. 2013). Zoospory se nejprve
zakulati a ztrati biciky a poté se pod glykoproteinovou matrix vytvori primarni celul6zova
bunécna sténa (Hagen et al. 2002). Od akinet se palmely kromé sloZeni buné¢né stény lisi
i pritomnosti neporuSeného parietalniho chloroplastu, ktery miiZe predstavovat az 41,7 %
bunécného objemu (Wayama et al. 2013), a niz§im obsahem astaxanthinu, jenz se nejprve
akumuluje v tukovych kapénkach na povrchu jadra (Collins et al. 2011, Santos & Mesquita 1984,
Wayama et al 2013). DalSim rozdilem je, Ze palmely jeSté nejsou odpocivajicimi bunkami,
ve vhodnych podminkach se dale déli, dcefinymi buiikami pak mohou byt opét palmely, ale
i zoospory (Elliott 1934).

Palmely ale mohou vznikat i délenim akinet prenesenych do podminek, které brani vzniku
zoospor. MiiZe se jednat o niZsi teplotu (Hazen 1899), nedostatek vody, kultivaci na agaru nebo

v médiu s nizkym obsahem rozpusténého kysliku a oxidu uhli¢itého (Peebles 1909).



1.2.3 Akinety

Akinety vznikaji z palmel, vyjime¢né dokonce primo ze zoospor (Elliott 1934), ve stresovych
podminkach, jako je vysoké ozareni (Saha et al. 2013, Dominguez-Bocanegra et al. 2004,
Chekanov et al 2014), teplota nad 30 °C (Tjahjono et al. 1994), vyssi koncentrace soli (Sarada
etal. 2002) nebo nedostatek Zivin (Boussiba et al. 1999, Saha et al. 2013).

Pro akinety je typickd silna sekundarni bunécna sténa, ktera je navic na povrchu Kkryta
trojvrstevnym obalem obsahujicim algenan (Hagen et al 2002). Tato vrstva se nejspiSe podili
i na odolnosti vii¢i vyschnuti a i¢inkiim UV zaieni (Blokker 2000). Kromé syntézy bunécné stény
dochazi u akinet i k dal$i akumulaci astaxanthinu a lipidi (Gu et al. 2013), vznikla Cervena
lipidova téliska mohou tvotit az 52,2 % bunécného objemu. Zaroven dochazi k ibytku objemu
chloroplastu (aZ na 9,7 % bunécného objemu) i pyrenoiddi, obé struktury ale zlstavaji
zachovany, coZz umoZiiuje jejich rychlé obnoveni (Wayama et al. 2013). Chloroplast ziskava
sitovitou morfologii (Nogami et al. 2014) a mliZe v ném dochazet k rozvolnovani thylakoidnich
membran (Wayama et al. 2013, Gu et al. 2013). Presto je chloroplast stile alespon Castecné
fotosynteticky aktivni, energie je nejspiSe vyuzita predevsim pro syntézu astaxanthinu (Gu et al.
2013). Fotosyntéza je nicméné omezena znalnym ubytkem cytochromu f, jenz limituje
elektronovy transport mezi fotosystémy (Han et al. 2012).

Akinety na rozdil od palmel predstavuji klidové stadium, dochazi u nich pouze ke zvétSovani
objemu vlivem akumulace lipidli a astaxanthinu (Hazen 1899). Diky své bunécné stavbé jsou
dobre prizplisobené k preckani nepiiznivych podminek, jako je nedostatek vody nebo zmrznuti.
Nahrazuji tak pohlavné vzniklé zygospory jinych druhl. Nepohlavni zplisob vzniku akinet je
velmi vyhodny, protoZe v mélkych nadrzkach, ve kterych se Haematococcus pluvialis vyskytuje
nejcastéji, dochazi ke zméné podminek velmi rychle (Pocock 1959).

Opét aktivni zacinaji byt akinety aZ po opétovném zlepSeni podminek. Zvétsuji sviij objem a déli
se, z jedné akinety mize byt uvolnéno az 32 zoospor (Wayama et al. 2013), pripadné 64 gamet
(Triki et al. 1997). Pocet uvolnénych zoospor souvisi s ptivodni velikosti akinety. V priibéhu
déleni dochazi vlivem zvétSovani objemu k prasknuti matei'ské bunécné stény, v tomto misté
poté dochazi k uvolilovani dcerinych bunék do okoli (Wayama et al. 2013). V prirodé dochazi
k déleni akinet vétSinou brzy rano (Hazen 1899, Elliott 1934), cely proces trva 10-15 hodin
(Peebles 1909).



1.2.4 Gamety a pohlavni rozmnoZovani

Gamety jsou dvoubicikaté buriky, které se od zoospor 1isi mensi velikosti, jeZ nepresahuje 20 um
(Elliott 1934), vétsSinou se ale pohybuje okolo 10 um a méné (Pocock 1959, Triki et al. 1997).
Zaroven nejsou obklopené extracelularni matrix (Elliott 1934, Pocock 1959), jiné
ultrastrukturalni odliSnosti od zoospor pozorovany nebyly (Triki et al. 1997). Gamety mohou
mit rzny tvar (viz obr. ¢. 6), mohou byt ovalné (Hazen 1899, Elliott 1934), hruskovité (Peebles

1909), vejcité, kulovité, komolé nebo dokonce i ¢inkovité (Droop 1956).
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Obr. ¢. 6: Rlizné tvary gamet Haematococcus pluvialis. (A: Pocock 1959; B: Droop 1956)

Diky své mensi velikosti miiZe byt z jedné akinety uvolnéno az 64 gamet. Ty pred uvolnénim
aktivné plavou uvnitf matetfské bunécné stény (Peebles 1909, Elliott 1934, Triki et al. 1997).
Narozdil od jinych piibuznych organismi, napt. Chlamydomonas, kde jsou gamety vytvoreny
preménou haploidnich zoospor za vhodnych podminek (Pan et al. 1997), se u druhu H. pluvialis
gamety tvori pouze po déleni nepohyblivych akinet (Peebles 1909, Droop 1956, Pocock 1959).

Indukce gametogeneze je pomérné obtizna a radu uspésSnych postupd se nepodaftilo v jinych
studiich zopakovat (Elliott 1934, Triki et al. 1997). Hazen (1899) nejcastéji pozoroval
uvolovani gamet zcervenych cyst, které byly pred vysuSenim vystaveny nepfiznivym
podminkam, naptiklad nedostatku Zivin nebo zmrznuti, pfipadné byly vysuSeny velmi rychle,
nebo pokud byla do vhodnych podminek prenesena akineta, ktera vznikla primo ze zoospory.
Peebles (1909) gametogenezi pozorovala nejcastéji u akinet, které se nahromadily na okraji
vysychajici nadoby, ale nebyly vyschlé prilis dlouho. Lepsich vysledki bylo dosazeno, pokud byl
po opétovném zaliti biofilmu na sténé nddoby novym médiem cely pokus vysychani zopakovan.
Tuto metodu doporucuje i Droop (1956), v modifikované podobé i Pocock (1959), ktery
doporucuje pomalé vysychani v uzaviené nadobé, v niz je udrZzovana vysoka vzdusna vlhkost.
Elliott (1934) ziskal gamety po seSkrabani akinet ze starych agarovych ploten, které na noc
umistil do prevarené kohoutkové vody. Tymu Triki et al. (1997) se podarilo indukovat
gametogenezi pouze po pridani cerstvého média ke starym hladovéjicim kulturam. Nedostatek
zivin, predevsim dusiku, spousti gametogenezi i u pribuzného druhu Chlamydomonas reinhardtii
(Sager and Granick 1954). Zd4 se, Ze je pro vznik gamet velmi podstatné i svétlo (Peebles 1909),
jisty vliv by mohlo mit i UV zareni (Sun et al. 2008). Na rozdil od zoospor gamety nemohou
vznikat ve tmé (Hazen 1899). Podobna pozorovani existuji i pro Ch. reinhardtii (Pan et al. 1997,

Saito et al. 1998).



Uvolnéné gamety velmi rychle neusporadané plavou (Elliott 1934, Pocock 1959) a vykazuji
znacnou fototaxi (Peebles 1909). Jejich velka rychlost mlzZe byt zpisobena tim, Ze maji biciky
stejné dlouhé jako zoospory, ale jejich buriky jsou mnohem mensi (Hazen 1899). Takto aktivné
plavat ale vydrzi pouze nékolik hodin (Hazen 1899, Elliott 1934). Velka ¢ast gamet brzy zemfie
(Hazen 1899, Peebles 1909), ostatni bud’ konjuguji nebo pokracuji v Zivotnim cyklu nepohlavné,
zakulati se, ztrati biciky a preméni se na cysty, ze kterych mohou byt pozdéji uvoliiovany
zoospory (Hazen 1899, Elliott 1934, Triki et al. 1997). Elliott (1934) jako jediny pozoroval

i nepohlavni podélné déleni gamet (viz obr. ¢. 7).

Obr. ¢. 7: Podélné déleni gamet Haematococcus pluvialis. (Elliott 1943)

Pohlavni proces nejspiSe predstavuje izogamii (Chekanov et al. 2014) a trva velice kratce, dvé
gamety mohou splynout béhem 5-10 minut (Peebles 1909). Gamety se nejprve potkaji svymi
prednimi konci, zatimco obé rychle plavou, poté zacinaji splyvat smérem od papily s biciky
k opacnému konci bunék (viz obr. ¢. 8). Po dokonceni konjugace je vytvorena Ctyrbicikata
planozygota obsahujici dvé stigmata (Peebles 1909, Droop 1956, Pocock 1959). Zygota se brzy
prestane pohybovat, po 4-5 hodinach ztrati bi¢iky a vytvori si bunécnou sténu. Postupné nabyva
na objemu, ptivodni bunécna sténa ji zacne byt malj, takZe ji opusti a vytvorii si novou. V této fazi
vypada jako klasicka akineta, ze které jsou po nékolika dnech uvoliiovany zoospory (Peebles

1909). Stale neni jasné, jaka je ploidie jednotlivych stadii a kdy dochazi k reduk¢nimu déleni.
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Obr. ¢ 8: Schematické znazornéni pohlavniho rozmnoZzovani Haematococcus pluvialis. A: gamety pred uvolnénim
z matef'ské bunécné stény; B: uvolnénd gameta; C: dvé gamety se nejprve setkaji svymi prednimi konci; D: poc¢atek
konjugace; E: Ctytbic¢ikatd planozygota; F: zygota po ztraté bic¢ikd; G: opusténi plivodni bunééné stény; H: klidové
stadium pripominajici akinetu. (podle Peebles 1909)

Nizky pocet pozorovani pohlavniho procesu by mohl byt vysvétlen tim, Ze je H. pluvialis
heterothalicky a tudiZ potiebuje k rozmnozovani dva rizné pohlavni typy, které nemusi byt
vlaboratornich kmenech pritomny (Droop 1956, Triki et al. 1997). Tomuto zavéru vsak
odporuje fakt, Ze ve studii Chekanov et al. (2014) byla syngamie pozorovana u kmene

izolovaného zjedné bunky. Samotny proces vzniku gamet pravdépodobné na pritomnosti



riznych pohlavnich typl v kultuie zavisly neni, protoze byl opakované indukovan i u kmenti
vzniklych z jedné bunky (Droop 1956, Triki et al. 1997).

Celd situace ohledné pohlavniho rozmnoZovani a gametogeneze je jeSté zkomplikovana
pozorovanim Pococka (1959), ktery popisuje dva riizné typy mikrozoidd. Jedna se o vétsi bunky
dosahujici velikosti 9 pm, u kterych nikdy nepozoroval pohlavni proces, a o mensi gamety, jez
nedosahovaly ani 5 pm a které musely pred dalsim vyvojem projit konjugaci. Proto vyslovil
hypotézu, Ze jsou v zivotnim cyklu H. pluvialis produkovany dva rizné typy malych neobalenych
bicikovci, coz by vysvétlovalo rozpory v pozorovanich predchozich autord. Odlisné vysledky

riznych studii ale mohou byt zptisobeny i zna¢nou vnitrodruhovou diverzitou.



1.3 Desikace jako diilezity faktor v Zivotnim cyklu Haematococcus pluvialis

Haematococcus pluvialis je moZzné nalézt po celém svété ve vSech biogeografickych regionech
v mélkych efemérnich tinkach (Genitsaris et al. 2016), které mohou pravidelné na delsi dobu
vysychat. Spole¢né s dal$imi fotosyntetizujicimi mikroorganismy, které obyvaji tyto biotopy, je
tudiZ pomérné Casto vystavovan desika¢nimu stresu, jehoz vlivem dochazi k ptizplisobovani
obsahu vody v buiikdch relativni vlhkosti okolni atmosféry (Evans 1958). Aby mohla byt
pozorovana zivotni strategie H. pluvialis G4spéSna, musi se u tohoto organismu vyskytovat
mechanismy, jak sestimto intenzivnim stresovym faktorem, ktery Casto zplsobuje vysokou
mortalitu bunék, vyrovnat.

Ztéchto divodd je pochopeni mechanisml desika¢ni tolerance jednim zklicovych bodl

ve studiu Zivotniho cyklu H. pluvialis.

1.3.1 Desikacni tolerance

Schopnost prezivat po néjakou dobu ve vysuSeném stavu se nazyva desikacni tolerance
(Holzinger & Karsten 2013), mlze byt definovana jako schopnost prezit vysusSeni az na 10 %
ptivodniho obsahu vody v bunikach, coz zhruba odpovida stavu za 50% vzdus$né vlihkosti (Alpert
2006). Desikacni tolerance umoznila fasam kolonizovat sou$, zaroven se diky ni mohou
organismy dostavat na nové habitaty pomoci vétru (Genitsaris et al. 2011) nebo napriklad
na nohach ¢i peti vodnich ptakt (Figuerola et al. 2002).

Rasy mohou tolerovat vysychani bud ve vegetativnim stavu (Liittge & Biidel 2010) nebo
prostiednictvim tvorby odolnych stadii, naptiklad akinet, cyst a zygospor (Holzinger & Karsten
2013), pricemz obnova fyziologickych funkci je v tomto ptipadé limitovana Casem potrebnym
pro germinaci spor. Nékteré organismy omezuji vliv desikacniho stresu tvorbou hustych porostt
(Karsten et al. 2014), nebo ptidnich krust (Gray et al. 2007).

Nedostatek vody ptsobi na bunky podobné jako nizké teploty (Smirnoff 1993), alespon
pro nékteré organismy je ale vystaveni mrazu méné stresujici (Souffreau et al. 2010).
Pfi mirnych mrazech ani nemusi dochazet ke zmrznuti bunéc¢ného obsahu (Elster et al. 2008).
Oproti tomu mize desikacni tolerance zvysSovat odolnost viici extrémnim teplotdm (Demura
et al. 2014), pricemz postupné zvySovani teploty predstavuje méné intenzivni stres nez jeji nahla
zména (Souffreau et al. 2010). Mira odolnosti organismu zavisi i na tom, v jakém prostiedi Ziji,
pokud se setkavaji se suchem castéji, byvaji odolnéjsi (Herburger et al. 2016). Velky vliv
na odolnost fas ma i rychlost vysychani, jez je ovlivnéna relativni vzdusnou vlhkosti (Pichrtova
et al. 2014), a doba, po kterou desikac¢ni stres ptisobi. Pokud jsou organismy suchu vystavené
pouze kratce, neni jeho negativni vliv tak velky (Liittge & Biidel 2010, Pichrtova et al 2014).
Béhem piisobeni desika¢niho stresu se u fotosyntetizujicich organismii sniZuje odolnost vici
negativnim vliviim ozareni, i pri relativné nizsich svételnych intenzitach jiz v bunikach dochazi

10



k poskozeni fotosyntetického aparatu (Smirnoff 1993, Zhang et al. 2016). Pokud jsou ftasy
vysousSeny na svétle, znamena to pro né vyssi miru stresu nez vysychani ve tmé (Gray et al.
2007). Vlivem sucha totiz muze zvlasté pii desikaci na svétle dochazet k prerusSeni
elektronového transportu a tim ke vzniku reaktivnich forem kysliku (= ROS), které mohou
zpusobovat oxidativni posSkozeni bunécnych struktur (Vicré et al. 2004). Oxidativni stres nejvice
postihuje fotosyntézu a dychani (Farrant 2000), predevsim fotosystém I, fixaci uhliku enzymem
RuBisCO a ATP syntdzu (Allakhverdiev et al. 2008). Nékteré organismy tento problém fesi
degradaci chlorofylu a thylakoidnich membran, ¢imZz omezi vznik kyslikovych radikalt, které
vznikaji v diisledku pienosu energie z excitovanych molekul chlorofylu na kyslik (Farrant 2000).
Jinou moznosti je zvySeni produkce antioxidantli (Sherwin & Farrant 1998).

Vhodnou metodou pro méfeni miry desikac¢ni tolerance jednotlivych druht ras je fluorimetrie,
neboli méreni fluorescence chlorofylu a (Karsten et al. 2014, Herburger et al. 2016, Pichrtova

et al. 2014). Zakladni charakteristika této metody bude uvedena pozdéji.

1.3.2 Vliv slozeni bunécnych obalii na miru desika¢ni tolerance

Stavba a sloZeni bunécnych oballi ma pro odolnost vii¢i plsobeni desika¢niho stresu velky
vyznam. Bunéc¢na sténa muiZe ovlivitovat zadrzovani vody v buiice nebo stabilitu ¢i proménlivost
tvaru bunék.

U ras, které jsou Castéji vystavovany vysychani, se Casto vyskytuji buiiky se silnou a rigidni
bunéénou sténou. Jedna se napiiklad o akinety rodu Haematococcus (Hagen et al. 2002),
pre-akinety rodu Zygnema (Herburger et al. 2015) nebo starsi bunky druhu Zygogonium
ericetorum (Holzinger et al. 2010, Hoppert et al. 2004).

S odliSnou strategii se mliZzeme setkat u druhii Klebsormidium crenulatum a K. nitens, v jejichz
vlaknech dochazi kregulovanému zprohybani pricnych stén, coz je umoznéno specifickym
zabudovavanim polysacharidu kaldzy do téchto mist (Herburger & Holzinger 2015; viz obr. €. 9).
Tato flexibilita bunécné stény je velmi diilezita i pro ispésnou rehydrataci (Holzinger et al. 2011,

Herburger & Holzinger 2015).
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Obr. ¢ 9: Specifické zabudovani kalézy do bunécnych stén Klebsormidium nitens (A, B) a K crenulatum (C, D).
A+C: vlakna pred vysuSenim; C+D: vysuSend vlakna. Méritko odpovidd 5um. (podle Herburger & Holzinger 2015)
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Dal$i vyznamnou skupinou latek jsou algenany. Jednda se o nékolik blizce ptibuznych
rezistentnich biomakromolekul podobnych sporopoleninu, které jsou tvorené siti prevazné
linedrnich uhlikovych retézci (Versteegh & Blokker 2004). Algenany se nachazi naptiklad
v bunéénych sténach klidovych stadii rodi Spirogyra, Dunaliella a Haematococcus (Blokker
2000, Hagen et al. 2002), pravdépodobné zde maji dlilezitou protektivni dlohu proti plisobeni

desikacniho stresu, zvySené salinity i jako bariéra vii¢i mikrobidlnimu napadeni.

1.3.3 Vliv latek obsaZenych v buiikach na miru desikacni tolerance

Kromé bunécnych stén se na odolnosti vii¢i vysychani podili fada dalSich latek obsaZenych
v buiikach nebo vylucovanych do extracelularniho prostoru.

Casto se jedna o sekundarni karotenoidy, které kromé zbarveni poskytuji butikdm i ochranu
pfed oxidaCnim stresem, jenZ je s desikaci uzce spojeny. U zelenych tas je podstatné jejich
zapojeni do xantofylového cyklu. Ten umoznuje disipaci nadmérné energie ve formé tepla
(Smirnoff 1993, Fernandez-Marin et al. 2011, Zhang et al. 2016). Sekundarni karotenoidy ale
mohou fungovat i jako antioxidanty, prikladem mize byt -karoten nebo astaxanthin, jenz je
akumulovan v bunkach rodu Haematococcus (Naguib 2000). Syntéza astaxanthinu je uzce
spojena s vyskytem ROS (Kobayashi et al. 1993), nicméné i pres své velmi silné antioxida¢ni
ucinky miize v bunkach plisobit spise jako barevny §tit, ktery chrani jadro pted acinky UV zareni
(Collins et al. 2011).

Podobnou funkci jako karotenoidy mohou mit predev$im v burikach vyssich rostlin antokyany,
které mohou slouzit pro stinéni chlorofylu pred nadmérnym ozarenim nebo se diky svym
antioxidatnim vlastnostem mohou pfimo uplatiiovat jako ochrana pted kyslikovymi radikaly
(Sherwin & Farrant 1998).

Jako ochranu proti stresu z vysychani vyuzivdA mnoho organismd osmolyty, latky rozpusténé
v cytoplasmé, které slouzi k zachovani buné¢ného objemu, stabilizuji makromolekuly a brani
poskozeni bunécnych struktur (Yancey 2005). Mezi osmolyty patti polyoly jako sorbitol a ribitol
Casto vyuzivané napiiklad aeroterestrickymi zastupci tiidy Trebouxiophyceae, napiiklad rody
Prasiola, Elliptochloris a Watanabea (Gustavs et al. 2011) nebo planktonnim zastupcem
Botryococcus braunii (Demura et al. 2014).

Dalsi skupinu protektivnich latek piredstavuji fenoly, které piispivaji predevSim k odolnosti
bunék vici plisobeni UV, jehoZ negativni ticinky mohou byt béhem desikace vyraznéjsi (Aigner
etal. 2013, Pichrtova et al. 2013).

Odolnost viici desikaci miiZe byt posilena i zvySenym obsahem lipidid v bunikach (Pocock 1959,
Gu et al. 2013). Dale se na odolnosti fas mohou podilet extracelularni polysacharidy nebo cukry

obsazené v cytoplasmé, napriklad arabindza, galakt6za nebo manéza (Demura et al. 2014).
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1.3.4 Priklady dalsich ras odolnych vici desikaci

Aeroterestrické rasy ziji z hlediska dostupnosti vody v extrémnim prostiedi, jejich buiiky jsou
desikaci vystavovany pravidelné (Holzinger & Karsten 2013), proto jsou u nich vyvinuty rtizné
mechanismy, jak se s timto stresem vyporadat. Zastupci tridy Trebouxiophyceae ¢asto obsahuji
organické osmolyty polyoly (Gustavs et al. 2011). Dalsi béZnou strategii je rychld redukce
fotosyntézy, naptiklad reverzibilni sniZeni aktivity reakcnich center fotosystému II u fasy
Trentepohlia jolithus (Zhang et al. 2016). Zajimavé bylo srovnani odolnosti béZnych zelenych
(vétSinou ze tridy Trebouxiophyceae) a oranzovych (rod Trentepohlia) fas rostoucich na kire
stroml, pricemzZ zelené zbarvené tasy byly obecné odolnéjsi (Liittge & Biidel 2010). Dalsi
moznou strategii je vytvareni plidnich krust typické napriklad pro poustni fotosyntetizujici
organismy (Gray et al. 2007). Bunky ve spodnich castech téchto utvarli jsou chranény
pfed nadmérnym ozarenim a ¢astecné i pred vyparem.

Zajimavym prikladem primarné vodnich organisml miize byt Botryococcus braunii, ktery dokaze
ve vyschlém stavu prezit az osm meésici. Na jeho odolnosti se nejspiSe podileji polyoly,
extraceluldrni polysacharidy a dal$i uhlovodiky i cukry obsaZené v buiikdch (Demura et al
2014).

Z hlediska desikac¢ni tolerance je velkd pozornost vénovana predevsim streptofytnim rasam,
protoze jejich schopnost odolavat desikacnimu stresu jim umoznila kolonizovat sous, staly se tak
predchidci cévnatych rostlin (Becker & Marin 2009).

U rodu Klebsormidium se muzZeme setkat s nékolika strategiemi. Nékteré druhy, naptiklad
K. crenulatum, maji silna vlakna s tlustou bunécnou sténou (Karsten & Holzinger 2012). Zaroven
miZe byt vyhodna i flexibilita bunécné stény, ktera umoznuje reverzibilni zménu objemu bunék
(Herburger & Holzinger 2015). Uplné jinou strategii vyuziva K. dissectum, pro pieziti del$ich
obdobi sucha se jeho vlakna rozpadaji na mensi jednotky (Karsten and Holzinger 2012). Dalsi
moznosti je vytvareni hustych porosti, tésna asociace s ostatnimi buiikami zde poskytuje lepsi

ochranu proti ztraté vody i dalSim environmentalnim stresim. Tuto strategii Casto vyuzivaji

i jiné organismy, naptiklad ptibuzny rod Interfilum (Karsten et al. 2014).

Obr. ¢. 10: Husty porost rodu Zygnema v Pyramiden na Svalbardu. (vlastni fotografie)
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Zastupci rodu Zygnema vytvaii kromé hustych porostii (viz obr. ¢. 10) i odolnd stadia,
tzv. pre-akinety. Jedna se o star$i vlakna se silnou bunécnou sténou, Casto obsahuji velké
mnozstvi zasobnich latek, velka lipidova téliska (Herburger et al. 2015) i fenolické latky fungujici
jako ochrana pied UV zarenim (Pichrtova et al. 2013). Tvorba téchto odolnych vlaken je nejspise
spusténa nedostatkem zivin (Pichrtova et al. 2014), s vékem vlaken roste i jejich odolnost viici
desikaci (Herburger et al. 2015). Fenolické latky a silnou bunécnou sténu vyuziva i pribuzné

Zygogonium ericetorum (Holzinger et al. 2010, Hoppert et al. 2004, Aigner et al. 2013).

1.3.5 Fluorimetrie a jeji vyuziti pro sledovani vlivu stresovych faktort

Méreni fluorescence chlorofylu a neboli fluorimetrie poskytuje rychlou, neinvazivni a velmi
senzitivni metodu, diky niZ je moZné ziskat kvalitativni i kvantitativni informaci o stavu
fotosyntetického aparatu, konkrétné fotosystému I, napiiklad v reakci na plisobeni stresovych
faktort (Govindjee 1995). Fluorimetrie mtlize byt pouzita pro sledovani procesu zachyceni
energie fotond svétlosbérnymi komplexy, dale pro pozorovani toku elektroni pres soubor
prenasecli v membrané thylakoidu, ale i pro vyzkum fyziologickych procesti na urovni jedné
rostliny nebo celého spolecenstva (Rohacek & Bartadk 1999). Pomérné hojné byva tato metoda
vyuzivana i v algologickém vyzkumu pro sledovani reakci jednotlivych druhli na pisobeni
raznych strest, naptiklad stresu z vysychani (napt. Karsten et al. 2014, Herburger et al. 2016,
Pichrtové et al. 2014).

Dopadajici svétlo je nejprve absorbovano anténovymi pigmenty svétlosbérnych komplexd,
z nichZ je excitacni energie prenaSena do reakc¢nich center fotosystémi I a II, jeZ obsahuji
molekuly chlorofylu a. Vice neZ 90 % této zachycené energie je vyuZito na primarni
fotochemické reakce svételné faze fotosyntézy (Krause & Weis 1991). Zbytek excitacni energie
miZe byt spotiebovan bud pomoci tepelné disipace pres epoxidaci a de-epoxidaci pigmenti
xantofylového cyklu (Fernandez-Marin et al. 2011), nebo mulze byt emitovan ve formé
fluorescence chlorofylu. Toto rozdéleni excitatni energie mezi tfi systémy umoziuje sledovat
zmény na urovni efektivity fotochemickych procesi neptimo pres zmény intenzity fluorescence
- ¢im veétsi Cast excitacni energie je vyzarena, tim méné ji je logicky vyuzito ostatnimi procesy.
Sledovani pravé zmén intenzity fluorescence chlorofylu je vzhledem k jejich pomérné snadnému
méreni praktické, i kdyz se tento systém za normalnich podminek na vyuziti absorbované
svételné energie podili pouze ze 3 % (Krause & Weis 1991).

Za pokojové teploty pochazi 90 % fluorescence z reak¢nich center fotosystému II (Govindjee
1995), coz se odrazi i v pouZzivané terminologii. Pro méreni stavu fotosyntetického aparatu
(atim i miry plisobiciho stresu) je mozné pouzit maximalni kvantovy vytézek, ktery miize byt

ziskan po temnostni adaptaci vzorku s vyuzitim vzorce (Fm-Fo)/Fm, pficemz Fo zde piedstavuje
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minimalni fluorescenci se vSemi reak¢nimi centry fotosystému II otevienymi, Fm naopak
maximalni fluorescenci se vSemi reak¢nimi centry uzavienymi (van Kooten & Snel 1990).
Pro mnoho experimentli by vsSak tento parametr vzhledem Kknutnosti pomérné dlouhé
temnostni adaptace vzorkl nebyl prili§ vhodny, v téchto pripadech byva vyuZivan efektivni
kvantovy vytéZzek.

Efektivni kvantovy vytéZek (®psi) je relativni parametr pouZivany pro sledovani efektivity
fotochemickych procesi fotosystému Il ve stavu, kdy jsou buriky adaptované na svétlo (Rohacek
and Bartak 1999). Je mozné jej stanovit na zakladé vzorce (Fm'-F)/Fu’, pricemZ F predstavuje
stabilni fluorescenci v ustdleném stavu na svétle a Fy" maximalni fluorescenci namérenou
po aplikaci satura¢niho pulsu na vzorek adaptovany na svétlo (Karsten et al. 2014, Pichrtova
etal. 2014). Jinymi slovy, efektivni kvantovy vytézek je tim vétsi, ¢im vétSi je rozdil mezi
klidovou a maximalni fluorescenci. Z toho vyplyv4, Ze ¢im je hodnota kvantového vytézku vyssi,
tim efektivnéjsi jsou fotochemické procesy fotosyntézy, protoZe je excitacni energie v klidovém
stavu vyuZivdna na fluorescenci pouze v malé mire. V praxi se proto hodnota efektivniho
kvantového vytézku miize pouzivat pro sledovani zmén rychlosti fotosyntézy. Vlivem piisobeni
stresovych faktorti hodnota efektivniho kvantového vytézku obecné klesa, pri nasledné aplikaci

priznivych podminek se naopak opét zvySuje (Karsten et al. 2014, Pichrtova et al. 2014).
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1.4 Cile prace

Navzdory znacné pozornosti, ktera je druhu Haematococcus pluvialis vénovana diky jeho
vyuzivani v biotechnologické produkci, stile nejsou vyreSeny nékteré otazky tykajici se
zivotniho cyklu této rasy. Naptiklad neni jasné, jestli je pocet déleni zoospor geneticky omezen,
coz by mohlo mit zasadni vliv na snahy o optimalizaci kultivace. Nejvétsi nejasnosti se ale tykaji
pohlavniho roznoZovani, informaci o jeho pribéhu neni mnoho, vnékterych bodech
se pozorovani lisi a napiiklad ploidie jednotlivych Zivotnich stadii neni znama vidbec. Dalsi
pomérné neprobadanou oblast predstavuje odolnost akinet vici desikacnimu stresu, jez by
mohla byt zdsadni pro preziti H. pluvialis v mélkych efemérnich tinkach i pro celosvétové

rozsireni tohoto organismu.

Konkrétné se prace zabyva témito otazkami:

1. Je vegetativni déleni zoospor geneticky omezeno na pét bunécnych cykli (jak bylo
publikovano v praci Lee & Ding 1994), nebo byl pozorovany jev zplisoben pouze
konkrétnimi kultivacnimi podminkami?

2. Jaké podminky indukuji pohlavni rozmnoZovani H. pluvialis a jaky je jeho priibéh?

3. Jaka je mira desikac¢ni tolerance akinet H. pluvialis?

a. Je desikacni tolerance zajisténa pouze piitomnosti silné bunécné stény obsahujici
algenan, nebo se na ni podili i zvySeny obsah astaxanthinu v butikach?

b. Jak je desikacni tolerance ovlivnéna rychlosti vysychani, délkou doby vyschnuti
a pisobenim extrémnich teplot?

c. Mize vysuSeni akinet fungovat jako mechanismus pro preziti extrémnich teplot?
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2 Material a metody

2.1 Puvod kmenu a kultivace

Pro experimenty byly pouzity nasledujici kmeny Haematococcus pluvialis:

e kmen CCALA 357: Culture Collection of Autotrophic Organisms CCALA, Trebon

(izolovan v Brezové nad Svitavou, 1958)

e Knoviz: 50.2122022N, 14.1380489E (izolovan 27. 4. 2016 ze stiechy domu)

e Machov: 50.4960350N, 16.2507533E (izolovan 18. 7. 2016 z napajedla pro darky)
VétSina experimentl byla provadéna s kmenem CCALA 357, nové izolované kmeny z Knovize a
Machova byly pouZity pouze pro pokusy o indukci gametogeneze.
Ve vSech pripadech bylo pouZito kultiva¢ni médium BG11, jehoz sloZeni je uvedeno v tab. ¢. 1.
Kmen CCALA 357 byl mezi experimenty kultivovan pfi kontinudlnim ozareni 25 pmol m-2s-!
v teploté 22 °C v Erlenmayerové batice o objemu 500 ml, kultura byla zaroven probubldvana
vzduchem, coz zajistovalo jeji promichani i vétsi obsah rozpusténého CO, v médiu.
Z ptirodnich vzorkl z Knovize a Machova byla vzdy sterilni sklenénou kapilarou odchycena
jedna akineta, jezZ byla postupné prenasena mezi tfemi kapkami sterilntho média, aby doslo
kjejimu ocisténi. Nasledné byla tato akineta pirenesena do média BG11 na kultivacni desticku
(48 jamek, Greiner Bio-One). Po nékolika dnech byla vysledna kultura preockovana
do Erlenmayerovy barnky o objemu 100 ml. Vzorky byly kultivovany pri kontinudlnim ozareni
40 umol m-2 s-1 v teploté 22 °C.
Staré kultury byly uchovavany v teploté 15 °C pri kontinualnim ozafeni, pro zisk Cervenych
akinet bylo pouzito ozareni 95 pmol m-2s-1, pro uchovani zelenych akinet s nizkym obsahem

astaxanthinu bylo pouzito ozareni pouze 2 pumol m-2 s-1,

CaClz 0,027
Citrat zelezito-amonny 0,006
K2HPO4 0,03
Kyselina citronova 0,006
MgS04 - 7H20 0,075
Naz-EDTA 0,001
Naz2C03 - 10H20 0,054
NaNOs 1,5
CuSO04 - 5H20 2,5-10¢
H3BO3 6,1-105
MnSO4 - H20 1,69 - 104
(NH4)6sMo07024 . 4H20 1,25 - 105
ZnSO04 - 7H20 2,87 - 104
B12 3,69 - 10-10
Biotin 2,05-10°
Thiamin 5,93 -107

Tab. ¢. 1: SloZzeni média BG11. (podle Kuhl & Lorenzen 1964, Rippka & Herdman 1992, upraveno)
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2.2 Zjisténi fylogenetického postaveni jednotlivych kmeni
2.2.1 Izolace DNA, PCR a sekvenovani

Pro izolaci DNA byly vzorky kultur odebrany do 2ml mikrozkumavek (Eppendorf). Vzorky byly
zcentrifugovadny a supernatant tvoreny médiem byl posléze odebran pipetou. Do kazdé
zkumavky bylo k bunkam pridano 100 pl Kitu InstaGene matrix (BioRad) a nékolik malych
sklenénych kuli¢ek. Takto upravené vzorky byly poté na 5 minut umistény do oscila¢niho
mlynku Retsch MM400 s frekvenci 30 Hz. Po rozdrceni bunék byly zkumavky umistény
do termobloku (Eppendorf Thermomixer® Comfort), kde byly vzorky inkubovany 30 minut
pii 56 °C a s frekvenci michani 700 rpm. Nasledné byly zkumavky vortexovany priblizné 10
sekund a poté opét inkubovany v termobloku, tentokrat 8 minut v teploté 99 °C. Vzorky byly
poté opét vortexovany. Po pililminutovém vychlazeni na ledu byly vzorky centrifugovany
(Centrifuge 5415D, Eppendorf) 2 minuty pii 12000 rpm. Nakonec byly vzorky pro kontrolu
koncentrace vyizolované DNA zméfeny na nanodropu (NanoDrop 1000 Spectrophotometer,
Thermo Scientific). Pfed dalSim zpracovanim byly vzorky uchovavany v lednici.

Pro odliSeni jednotlivych druht spadajicich do komplexu Haematococcus pluvialis byl zvolen
molekularni marker ITS (Allewaert et al. 2015). Pro amplifikaci tohoto tUseku byly vybrany
univerzalni primery ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) a ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC)
(White et al. 1990) a polymeraza AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied biosystems). Reakéni
smés (Master Mix), jejiz sloZeni je uvedeno v tabulce €. 2, byla nejprve smichana ve vétSim
objemu vztaZeném na pocet vzorkid a poté rozpipetovana do mikrozkumavek. Jako posledni byl
k 19 pl reakéni smési pridan 1 pl vyizolované DNA (celkovy objem kaZdého vzorku byl tudiz
20 pl). Vzorky byly nasledné kratce vortexovany a umistény do cycleru (Mastercycler® pro,

Eppendorf), ve kterém probihala PCR podle protokolu uvedeném v tabulce ¢. 3.

slozka objem
ddH20 13 ul

pufr Gold 2ul

dNTP 0,4 pl
MgCl; 2,2 ul
Gold enhancer 0,6 pl
primer ITS1 0,3 ul
primer ITS4 0,3 ul
Gold polymeraza | 0,2 ul
vzorek DNA 1l

Tab. ¢.2: SloZeni reak¢ni smési pro PCR.
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teplota | ¢as | opakovani
95°C | 5min 1x
95°C | 1 min
54°C | 1 min 35x
72°C | 1 min
72°C | 7 min 1x

Tab. ¢. 3: PCR protokol pro amplifikaci dseku ITS s vyuzitim primert ITS1 + ITS4 (Backor et al. 2010)

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

Vzorky byly poté preciStény s pomoci MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) podle pokyni
vyrobce. Nasledné byly vzorky pro kontrolu koncentrace amplifikované DNA zméteny
na nanodropu (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific). Sekvenace byla

provedena firmou Macrogen Inc.

2.2.2 Fylogenetické analyzy

Alignment ITS sekvenci pro fylogenetické analyzy byl vytvoien v programu SeqAssem (Hepperle
2004) pridanim sekvenci ziskanych z kment CCALA 357, Machov a Knoviz kjiz vytvorenému
alignmentu, ktery byl pouzit ve studii Allewaert et al. (2015). Pridani sekvenci do alignmentu
bylo provedeno v programu MEGAS5 (Tamura et al. 2011). Ze vzniklého alignmentu byly poté
pired dal$im zpracovanim odstranény identické sekvence.

Na zakladé tohoto alignmentu byl poté vytvoren fylogeneticky strom s vyuzitim Bayesianské
interference v programu MrBayes 3.2 (Ronquist et al. 2011). Byly pouzity dvé nezavislé analyzy
Monte Carlo Markovovych ftetézci (MCMC), kazdy se tfemi horkymi a jednim studenym
fetézcem. Obé tyto analyzy béZely po 3 000000 generaci, fylogenetické stromy byly
zaznamenavany vzdy jednou za 100 generaci. Pro analyzu byl vyuzit model GTR+G. Po ukonceni
analyzy byla odstranéna spodni Ctvrtina ze vzniklych stromt, jez byla vytvorena jeSté
pred dosazenim rovnovahy. Ze zbylych fylogenetickych stromt byl nakonec vytvoren

konsenzualni fylogeneticky strom.
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2.3 ZjiStovani poctu déleni zoospor

Pro zjisténi poctu déleni zoospor byly vyuzity ty zoospory, které se jesté neuvolnily z materské
bunécné stény po déleni akinety. Timto zplisobem je zajisténo, Ze se zoospory nestaci rozdélit
jeSté pred zahajenim experimentu. Vhodné délici se buiiky byly ziskany prenesenim starych
akinet do cCerstvého média. Po 15 hodinach byly poté po jedné premistény do jamek
v kultivacnich desti¢kach (96 jamek, Greiner Bio-One), zaroven byl zaznamenan pocet dcefinych
zoospor. Bunky byly nasledné kultivovany deset dni pii kontinudlnim ozareni 30 pumol m-2 s-1
ateploté 25 °C. Kazdy den kultivace byla c¢ast bunék rano fixovana pridanim malé kapky
Lugolova roztoku, ¢imz bylo ziskano sedm razné starych kultur. Pro kazdy den byla provedena
tfi opakovani. Nafixované bunky byly na zavér primo v destickach spocitdny na invertovaném
mikroskopu (Nikon Diaphot). Priimérny pocet déleni kazdé zoospory byl stanoven s vyuzitim
nasledujiciho vzorce:

pocet déleni = log,(konecny pocet zoospor /plivodni pocet zoospor)

2.4 Synchronizace kultury stridanim svétla a tmy

Pro synchronizaci bunécného déleni byla kultura kultivovana pii ozafeni 25 pmol m-2s-!
ateploté 22 °C vmédiu BG11 v Erlenmayerové barice o objemu 500 ml, kultura byla zaroven
probublavana vzduchem, coz zajiStovalo jeji promichani i véts$i koncentraci rozpusténého CO;
ve vodé. Cyklus stiidani svétla a tmy byl nastaven na 16:8 hodin. Vzorky k analyze byly z kultury
odebirany sterilnimi injek¢énimi stfikackami (Injekt® Luer Solo, Braun) po dobu 14 dni vZdy
hodinu po zacatku svételné faze a hodinu pred jejim ukoncenim. Odebrané vzorky byly
zafixovany pridanim paraformaldehydu do konecné koncentrace v médiu 0,5 %. Tento zptisob
fixace neméni buné¢nou morfologii a jen nepatrné pozménuje autofluorescen¢ni vlastnosti
(Hyka et al. 2013).

Kazdy vzorek byl nejprve prozkouman pod mikroskopem (Olympus CX22LED).
Na zakladé prohlédnuti 100 bunék bylo spocitano procentudlni zastoupeni jednotlivych
Zivotnich stadif ve vzorcich. Staddia byla rozdélena do péti kategorii: zoospory sdvéma
zietelnymi biciky(1), délici se zoospory uzaviené ve spolecné glykoproteinové matrix (2),
palmely - buniky se zakulacenym protoplastem bez pozorovatelnych bicikii a proteinového obalu
a zaroven bez silné bunécné stény (3), akinety se silnou bunécnou sténou, vétSinou Cervené
zbarvené (4) a neidentifikovatelné bunky (5) - ty byly bud’ rozpadlé nebo deformované (coz
mohlo byt zplisobeno i manipulaci se vzorkem, po fixaci jiZ nebylo mozné urcit, jestli se jednalo o
zivé bunky ¢i nikoli), nebo je nebylo na zakladé morfologie moZzné presné zaradit do zZadné
z predchozich skupin (typicky buriky se vzhledem zoospor, u kterych nebyly patrné biciky).

Pied analyzou pritokovou cytometrii byly vzorky uchovavany ve 2ml mikrozkumavkach

(Eppendorf) ve tmé v teploté 28 °C.
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Cytometricka méreni byla provedena na priitokovém cytometru Cytoflex S (Beckman Coulter)
vybaveném 4 lasery (405nm, 488nm, 561nm a 638nm), 13 fluorescen¢nimi detektory a dvéma
detektory pro rozptyl svétla (predni FSC odpovidajici velikosti bunék a bo¢ni SSC odpovidajici
granularité bunék). Fluorescence chlorofylu byla detekovdna pfi excitaci modrym 488nm

laserem s pouzitim bandpass filtru 690/50.

2.5 Indukce gametogeneze

Pro pokusy o indukci gametogeneze byly vyuzity vSechny tfi kmeny Haematococcus, vsechny
experimenty byly nejprve provedeny s kmenem CCALA 357, vybranym podminkam byly posléze
vystaveny i nové kmeny z Knovize a Machova. Pro potreby vétSiny pokusi byly kmeny
kultivovany v teploté 22 °C pfi ozafeni 45 pmol m-2s-! s nastavenym cyklem stfidan{ svétla a
tmy 14:10 hod. VétSiné indukénich podminek byly buiiky vystaveny vecer tésné pired koncem
svételné faze. Pro usnadnéni mikroskopickych pozorovani byla ¢ast kultury vzdy prenesena
do jamek v kultivalnich destickach (Greiner Bio-One), vSechny experimenty byly provedeny
ve tfech az Sesti opakovanich. Mikroskopickd pozorovani byla zahajena nasledujici den
po aplikaci induktivnich podminek rano tésné po zacCatku svételné faze. Vzorky byly poté
v destickach prohliZzeny nejméné tfi hodiny v invertovaném mikroskopu (Leica DMi1).

V Casti pokust se pracovalo s mladymi akinetami, které byly ziskany pomalym vysychanim
kultur tvofenych zpocatku prevazné zoosporami. Na sténé nadoby se postupné vytvoril
naoranzoveély povlak tvoreny pravé nové vzniklymi akinetami. Z tohoto povlaku byla ¢ast vecCer
prenesena do cerstvého média nebo destilované vody (Droop 1956, Hazen 1899), v jednom
pripadé byly induktivni podminky aplikovany aZ rano, po predchozim omyti povlaku
destilovanou vodou (Pocock 1959). Ke zbytku kultury bylo piidano cerstvé médium, nasledné
byla kultura opét vystavena pomalému vyschnuti a cely pokus byl zopakovan (Peebles 1909).
Dalsi série pokustli byla provedena se stredné starymi ¢ervenymi akinetami, které byly ziskany
velmi pomalym vysychdnim starsich kultur - vytvoril se z nich povlak na sténé nadob, ale zatim
nedoslo k jejich uplnému vysuseni. Tyto akinety byly na noc preneseny do ¢erstvého média nebo
prevarené kohoutkové vody (Elliott 1934).

Pro vSechny ostatni pokusy byly pouzity staré cervené nebo zelené akinety, které byly vytvoreny
ve starych kulturach vystavenych hladoveéni. U ¢asti kultur byl nedostatek zivin jesté zvyraznén
vyménou starého média za prevarenou kohoutkovou nebo destilovanou vodu. Induktivni
podminky potom predstavovalo bud preneseni akinet do Cerstvého média vecer
pired pozorovanim (Triki et al. 1997), nebo pteneseni do Cerstvého média ¢i destilované vody,
do nichz byla pridana glukéza (v koncentraci 5 g/l), kterd mize slouzit jako vhodny zdroj

organického uhliku (Zhang et al. 2011).
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Pro nékteré pokusy byly akinety kromé hladovéni vystaveny i velmi rychlému nebo pomalému
vysuSeni. Po nékolika dnech ve vyschlém stavu byly tyto akinety vecer zality cerstvym médiem
nebo destilovanou vodou (Hazen 1899, Droop 1956, Pocock 1959). Vjednom pripadé byly
akinety po rychlém vysusSeni vystaveny i mrazu umisténim na jednu hodinu do -18 °C.

Dal8i pokusy spocivaly v opakovaném vystaveni chladu za oknem (Hazen 1899), pripadné
v opakovaném mrznuti (v -18 °C) a tani kultur. Induktivni podminky spocivaly kromé pieneseni
kultur do tepla i v pridani Cerstvého média nebo destilované vody.

Kompletni pirehled vSech pokusii a kombinaci podminek je spole¢né s vysledky mikroskopickych

pozorovani uveden v tabulce ¢. 6.

2.6 Transmisni elektronova mikroskopie

Vzorky starych zelenych a Cervenych akinet byly pro transmisni elektronovou mikroskopii
pripraveny modifikovanym postupem podle Wayama et al. (2013). Vzorky byly nejprve fixovany
ptridanim glutaraldehydu do kone¢né 2% koncentrace v médiu 8 hodin pfi teploté 4 °C. Poté byly
trikrat promyty 0,05 M kakodylatovym pufrem a fixovany pres noc roztokem 1% O0sO4
v kakodylatovém pufru. Nasledné byly vzorky tfikrat promyty 0,05 M kakodylatovym pufrem
(pH 7,8), jednou promyty 0,025 M kakodylatovym pufrem (pH 7,8) a nakonec trikrat promyty
destilovanou vodou. Zcentrifugované bunky byly smichany s 1,7% roztokem agardzy o teploté
39 °C a kapnuty na predchlazené podlozni sklo. Po ztuhnuti byl blo¢ek agarézy obsahujici buiiky
nakrajen na mensi kousky (o strané 1 mm). Vzorky byly poté odvodnény vzestupnou
ethanolovou sérii. Nejprve byly nékolik dni umistény v 50% ethanolu a poté vZzdy na 30 minut
v 70%, 90%, 95% a 100% ethanolu (100% ethanol byl dvakrat vyménén). Nasledné byly vzorky
inkubovany vzdy 30 minut ve smésich 100% ethanolu a 100% butanolu v poméru 3:1, 100%
ethanolu a 100% butanolu v poméru 1:1 a 100% ethanolu a 100% butanolu v poméru 1:3.
Nakonec byly vzorky inkubovany 30 minut ve 100% butanolu. Po dehydrataci byly vzorky
prevadény do pryskytice sycenim vzestupnymi koncentracemi 5%, 10%, 25%, 50% a 90% Spurr
média (Spurr 1969) v butanolu a nakonec 100% Spurr médiem, 100% Spurr byl poté dvakrat
vyménén za Spurr obsahujici 2% dimethylaminoethanol (DMAE), jenZ zplsobuje ztvrdnuti
pryskyftice. Postupné syceni Spurr médiem probihalo po dobu tfi dnfi.

Ultratenké rezy silné 60-70 nm byly ziskany rezanim diamantovym noZem na mikrotomu
Ultracut E. Rezy na médéné sitce pokryté formvarovou blankou byly kontrastovany roztokem
citronanu olovnatého.

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

kamerou Veleta a s akvizi¢nim softwarem Olympus Soft Imaging Solution GmbH.
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2.7 Desikacni pokusy
2.7.1 Vystaveni kultur riznym rychlostem vysychani

Pro stanoveni miry odolnosti vii¢i vysychani u ¢ervenych a zelenych akinet byly pouzity nékolik
mésict staré kultury, u kterych byly sledovany zmény fyziologického stavu fotosyntetického
aparatu béhem tfi riznych rychlosti vysychani a béhem nasledné rehydratace. Rliznych rychlosti
vysychani bylo dosazeno pii rtznych relativnich vlhkostech vzduchu nad nasycenymi roztoky
soli KCl (86% rh) a K,CO3 (43% rh) (Greenspan 1977) a nad caste¢né vysuSenym silikagelem
(Silica Gel Orange, Carl Roth) (10% rh, Pichrtova et al. 2014).

Z obou kultur bylo naneseno 25 ul na filtry ze sklenénych vlaken (Whatman GF/C). Ke vzorkiim
bylo poté piidano 25 pl redéného média BG1l1l:destilovand voda v poméru 1:9, aby byl
minimalizovan vliv stresu ze zasoleni. VSechny experimenty byly provedeny ve Cctyrech
opakovanich.

Filtry snanesenymi vzorky byly vloZeny do polystyrenové krabicky s priihlednym vikem
na mrizku, ktera byla umisténa nad roztok soli nebo nad cerstvé vysuSeny silikagel (Karsten
etal. 2014).

Po 24 hodinach od vyschnuti byly filtry se vzorky preneseny do jamek v kultivacni destic¢ce
(48 jamek, Greiner Bio-One) a zality 1 ml ¢erstvého kultivacniho média BG11.

Mezi mérenimi byly vzorky uchovavany v teploté 22 °C pri kontinudlnim ozareni okolo
45 pmol m-2s-1,

Zmény fyziologického stavu vzorki v pribéhu vysychani byly méfeny pomoci zmén efektivniho
kvantového vytézku fotosystému II (®psi) svyuzitim neinvazivni PAM (pulse amplitude
modulation) fluorimetrie (FluorCam, Photon System Instruments). Efektivni kvantovy vytézek
byl stanoven podle vzorce (Fu'-F)/Fu’, pficemz F predstavuje stabilni fluorescenci v ustadleném
stavu na svétle a Fy” maximalni fluorescenci namérenou po aplikaci satura¢niho pulsu na vzorek
adaptovany na svétlo (Karsten et al. 2014, Pichrtova et al. 2014).

Klidova fluorescence F byla mérena pti ozareni vzorkl aktinickym svétlem royal blue (vinova
délka 447 nm) s intenzitou 39 pmol m-2 s-1, pro méreni Fu” byl pouzit saturacni zablesk svétlem
cool white (teplota 6500 K) sintenzitou 1199 umol m-2s-1. Mérici sonda byla od vzorku
vzdalena 11 cm, méteni probihalo pres prithledné vicko polystyrenové krabicky. Prvni méreni
probéhlo hned po umisténi filtrd do krabicky, nasledna méieni byla provadéna vzdy po 30
minutdch pro vzorky vysychajici pfi 86% rh, kazdych 20 minut pro vysychani pii 43% rh
a kazdych 10 minut pro 10% rh. Méreni bylo ukonéeno, jakmile hodnota efektivniho kvantového
vytézku klesla pod 0,1.

Pro sledovani zmén po rehydrataci byl efektivni kvantovy vytézek méren ihned po zaliti vzorka

Cerstvym médiem a poté vZdy po 1, 6, 12, 24, 48 a 72 hodinach. Vzorky byly zaroven pravidelné
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prohliZzeny pod stereomikroskopem (Olympus SZ61) pro ovéieni zivotaschopnosti bunék, jez

byla potvrzena uvolnénim zoospor z akinet.

2.7.2 Pokusy s cervenymi akinetami kombinujici vysychani s dal$imi faktory

Pro zjisténi odolnosti starych Cervenych akinet vici desikaci kombinované s dalsimi faktory,
jako jsou prodlouzena doba vyschnuti a extrémni teploty, byly provedeny dvé série pokus,
ve kterych byly sledovany pouze zmény fyziologického stavu (mérené pres zmény efektivniho
kvantového vytézku fotosystému II) a obnova bunécné aktivity (predstavovana uvolnénim
zoospor z akinet) nasledujici po rehydrataci vzorkd. Méreni fluorescence i optickd pozorovani
probihala podobné jako v experimentu s riiznymi rychlostmi vysychani, pouze s tim rozdilem, Ze
sonda pro méreni fluorescence byla tentokrat od vzorki vzdalena 16 cm.

Pro minimalizaci stresu ze zasoleni bylo staré médium nahrazeno médiem BG11 nafedénym
destilovanou vodou v poméru 1:9. Z takto upravené kultury bylo vZdy odebrano 100 pl do jamky
v kultivacni desticce (96 jamek, Greiner Bio-One) ve Ctyrech opakovanich. U takto pripravenych
vzorkll byla nejprve pro kontrolu zméfena hodnota efektivniho kvantového vytézku, aby bylo
zajiSténo, Ze byl pocatecni fyziologicky stav vSech vzorkd stejny. VSechny vzorky byly poté
vystaveny vysychani v 30-50% rh, v teploté okolo 25 °C a p¥i kontinualni ozarenosti 30 pmol
m-2 s-1, Rehydratace vzorki byla nasledné provedena ptridanim 300 pl cerstvého média BG11.
Mezi mérenimi byly vzorky uchovavany v teploté 22 °C pri kontinualnim ozareni okolo
45 pmol m-2 s-1,

V prvni sérii pokust bylo sledovano, jak bude odolnost bunék ovlivnéna pri aplikaci riiznych
kombinaci délky vyschnuti, konkrétné 1, 2 a 4 tydnd, a teplot -1 °C, 25 °C a 40 °C. Teplotam -1 °C
a 40 °C byly vzorky vystaveny az po vyschnuti, a to po dobu jedné hodiny. Vzorky po vyschnuti
ponechané ve 25 °C slouzily jako kontrola pro zjisténi samotného vlivu rozdilné doby, po kterou
byly butiky ponechany ve vyschlém stavu. VSechny kombinace podminek jsou shrnuty v tabulce

¢. 4.

1 tyden | 2 tydny | 4 tydny
25°C 1K 2K 3K
40 °C 1T 2T 3T
-1°C 17 27 3Z

Tab. ¢. 4: Kombinace rtznych teplot a doby vyschnuti. K: kontrola; T: vzorky vystavené teploté 40 °C; Z: vzorky
vystavené teploté -1 °C.
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Druha série pokusi byla zaméfena na odolnost bunék vici desikaci, ktera byla kombinovana
s nasledujicimi extrémnimi podminkami (doba vyschnuti byla jeden tyden, pokud neni
stanoveno jinak):

e kontrola: 25 °C

e T1:hodina 45 °C

e T2:hodina 45 °C, hodina 50 °C

e T3:hodina 45 °C, hodina 50 °C, hodina 55 °C

e Z1:3hodinyv-1°C

e Z2:hodinav-1°C, hodinav-18°C

e Z3:hodinav-1°C, hodinav-18 °C, hodina v -80 °C

e 2 meésice vyschnuti

e 3 mésice vyschnuti
Spolec¢né s témito vzorky byly zméteny i dva, u kterych byly extrémni podminky v podobé teplot
-18 °C a 50 °C (vZdy na jednu hodinu) aplikovany v nevyschlém stavu kultury, aby bylo mozné
stanovit, jestli je odolnost vici extrémnim teplotam ovlivnéna vyschnutim ¢i nikoli.

Pred fluorimetrickym mérenim bylo u téchto vzorki staré médium nahrazeno Cerstvym.
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3 Vysledky

3.1 Fylogenetické postaveni jednotlivych kmenii

Zvysledkl fylogenetickych analyz (viz obr. ¢. 11) vyplyva, Ze kmen CCALA 357 pouzivany
ve vSech pokusech skutecné patti do druhu Haematococcus pluvialis, spole¢né s nové izolovanym

kmenem z Knovize. Kmen z Machova oproti tomu patii do druhu Haematococcus rubicundus.

1 Haematococcus pluvialis BE10_09

1| L Haematococcus pluvialis CCM-UDEC 021

Knoviz

= Haematococcus pluvialis CCAP 34/1D
Haematococcus pluvialis CCM-UDEC 036

0 91élaldi\.fia 4

094 o L Haematococcus pluvialis CCAP 34/7

Haematococcus pluvialis SAG 192.80

Ofg-fgaematococcus pluvialis SCCAP K-0084
Haematococcus pluvialis CCM-UDEC 029

Haematococcus pluvialis SAG 34-1a
Haematococcus pluvialis SAG 49.94
1 Haematococcus pluvialis NLO3_06
— CCALA 357 = SAG 49.94
Haematococcus pluvialis CCAP 34/13

Haematococcus rubicundus BE0O4_09
0.99L castro 4
Titicaca
Haematococcus rubicundus BE08_06, BE08_12
[ Haematococcus rubicundus NLO1_05, NLO2_08, CONCO020
= Haematococcus rubicundus BE10_03, BE04_06, BE05_06, Castro_3

Haematococcus rubicundus NLO1_04
1 Haematococcus rubicundus CZ01_08, CZ01_09
{Dﬁach ov
SAG 44.96
. 1 Japan
SAG 34-1f
SAG 34-1h, BEO5_11 oee

Obr. ¢ 11: Fylogeneticky strom zobrazujici vzdjemnou piribuznost sekvenci ziskanych z kmend CCALA 357, Knoviz
a Machov a sekvenci pouzitych ve studii Allewaert et al. (2015). Strom byl vytvofen s vyuzitim Bayesianské

interference.
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3.2 Déleni zoospor

3.2.1 Pocet déleni zoospor

Z vysledkl pocitani bunék v riizné starych kulturach je patrné, Ze se nékteré zoospory musely
rozdélit minimalné osmkrat. V kulturach starych 8-10 dni jiZ nebylo moZzné konec¢ny pocet
zoospor kviili vysoké hustoté kultury presné stanovit, nicméné bylo zjevné, Ze k déleni zoospor
dochazelo i v dalSich dnech kultivace.

Z mikroskopickych pozorovani navic bylo ziejmé, Ze se v kulturadch nachazely pouze zoospory.

Pocty zoospor ve vzorcich pro 1.-7. den kultivace jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.

Tab. ¢. 5: Vysledky pocitani zoospor v kultivac¢nich destickach. (piivodni polet zoospor: pocet zoospor pied uvolnénim
z matei'ské bunécné stény; konecny pocet zoospor: pocet zoospor po fixaci kultury; pocet déleni: primérny pocet déleni
jedné zoospory)
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3.2.2 Synchronizace déleni zoospor stiidanim svétla a tmy

Z vysledki pocitani zastoupeni bunécnych typl v priibéhu kultivace je zirejmé, Ze synchronizace
kultury Haematococcus pluvialis stiidanim svétla a tmy (cyklus svétlo:tma 16:8) probéhla
uspésné. Jiz od trettho dne kultivace bylo déleni bunék pozorovano pouze ve vzorcich
odebranych z kultury hodinu po zahajeni svételné faze, v dalSich dnech kultivace se navic
v rannich vzorcich procentualni zastoupeni délicich se bunék postupné zvysovalo (viz obr. ¢. 12).
Naprostou vétSinu bunék predstavovaly ve vSech vzorcich zoospory, akinety byly pozorovany

pouze ojedinéle, pravdépodobné se jednalo o pozistatky z inokula.

Zmény v zastoupeni bunéénych typa v pribéhu kultivace
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Qo [ ] || —

> % - — |

£ 90% - - = - |

2 80% b
B 70% A

S HA
2 60%
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T 20% -
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c

g 10% -

o

S 0%

1R 1V 2R 2V 3R 3V 4R 4V 5R 5V 6R 6V 7R 7V 8R 8V 9R 9V 10R 10V 11R 11V 12R 12V 13R 13V 14R 14V
nazev vzorku
Obr. ¢ 12: Zmény v procentudlnim zastoupeni bunéénych typid v pribéhu kultivace. D: délici se buriky; A: akinety;

P: palmely; Z: zoospory; N: burky, které nebylo mozné spolehlivé urcit. Na ose x jsou postupné vyneseny vSechny
odebrané vzorky, Cislo predstavuje den odbéru vzorku, R: ranni vzorky, V: vecerni vzorky.

Synchronizovanost bunék v kultuie byla potvrzena i vysledky z pritokové cytometrie, jejiz
pomoci byla mérena velikost castic a fluorescence chlorofylu. U bunék z rannich vzorkl byly

svv s

naméreny niz$i hodnoty predniho rozptylu svétla (forward scatter, FSC)(viz obr. ¢. 13), coz
poukazuje na jejich relativné mensi velikost oproti bunikdm z veCernich vzorki. Kromé nizsich
hodnot svételného rozptylu byla u rannich vzorki predevsim ve druhé fazi kultivace namérena
i niz8i fluorescence chlorofylu. Synchronizovanost kultury potvrzuji i naméiené zmeény hustoty

kultury (pocet bunék/ml) mezi jednotlivymi rannimi a ve¢ernimi vzorky.
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predni rozptyl svétla (FSC)
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Obr. ¢. 13: Mediany z namérenych hodnot predniho rozptylu svétla (forward scatter, FSC) pro jednotlivé vzorky.
Z téchto hodnot je mozné vyvodit relativni zmény ve velikosti bunék. Na ose x jsou postupné vyneseny vSechny
odebrané vzorky, islo predstavuje den odbéru vzorku, R: ranni vzorky, V: vecerni vzorky.
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3.3 Indukce gametogeneze, déleni akinet, uvolnovani zoospor a palmel
Navzdory vyuziti riznych kmend a opakovanému vyzkouseni mnoha riznych diive uspésnych
postupi a jejich modifikaci se ani v jednom piipadé nepodatilo gametogenezi indukovat.

Proto jsou zde uvedeny alespon ostatni vysledky vyzkouSenych postupti, které ukazuji rozdilné
plisobeni jednotlivych podminek na nepohlavni ¢ast zivotniho cyklu Haematococcus pluvialis,
konkrétné na ochotu akinet k déleni a naslednému uvoliiovani zoospor ¢i palmel. Podrobny
popis vSech pokust i s jejich vysledky je vyobrazen v tabulce ¢. 6 (uvedené vysledky popisuji
stav po tfech hodinach od zac¢atku plisobeni svétla).

Z vétsiny pokusli vyplyva, Ze je vhodné uziti cyklu stridani svétla a tmy, pricemz indukénim
podminkam jsou bunky vystaveny v noci, svétlo poté zahdaji proces déleni. Navic se zd3, Ze je
k zahajeni déleni akinet tfeba, aby byly ve vhodnych podminkdch del$i dobu, pokud jsou
do téchto podminek preneseny aZ rano, samotné svétlo k rychlému spusténi bunécného déleni
nestaci.

Pokud jde o vysledky pokust, ve kterych byly akinety dlouhodobé vystaveny nedostatku Zivin
anasledné preneseny do Cerstvého média (pokusy 1 a 2), zda se, Ze hladovéni umocnéné
kultivaci akinet v kohoutkové nebo destilované vodé nema na jejich déleni zadny podstatny vliv.
Vystaveni akinet vysychani a jejich nasledné zaliti Cerstvym médiem ¢i destilovanou vodou
(pokusy 3-7) indukuje bunécné déleni alespon u kmene CCALA 357 (H. pluvialis) velmi dobfre.
Pomalé vysychani plisobi Iépe nez rychlé, burniky se pii ném zacinaji délit diive. Viibec nejveétsi
mira bunécného déleni a uvoliiovani zoospor byla pozorovana u mladych akinet vystavenych
vysychani opakované po jejich zaliti médiem (pokus 3.III) a u starych cervenych akinet
vystavenych pomalému vysuseni, které byly nasledné zality destilovanou vodou (pokus 7).

V ptipadé, kdy byly pomalému vysychani zoospory vystaveny velmi kratce (pokus 3.1I), bylo

kromé délenf akinet pozorovano i velké mnoZstvi délicich se zoospor (viz obr. ¢. 14).

Obr. ¢. 14: Déleni akinet (oznacené hvézdou) a zoospor (oznacené Sipkou) kmene CCALA 357 (H. pluvialis)(pokus 3.1I).
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Pokud byly staré akinety nékolik dni vystaveny chladu za oknem (pokus 9), reagovaly na zménu
podminek mnohem intenzivnéji, kdyz bylo preneseni do tepla kombinované i s vymeénou starého
média za Cerstvé nebo za destilovanou vodu.

Bunky vystavené mrazu se za celou dobu pozorovani ani v jednom piipadé (pokusy 8 a 10) délit
nezacaly. Patrné to neni zplsobené tim, Ze by vystaveni mrazu neprezily (viz vysledky
desikacnich pokusti), spiSe jim zahajeni bunécného cyklu trvd mnohem déle.

Pieneseni bunék do destilované vody vétSinou plisobilo podobné jako jejich preneseni

7

do Cerstvého média, v nékterych pripadech byla intenzita buné¢ného déleni v destilované vodé

vvrs

dokonce vyssi (pokusy 2, 5,6 a 7)

Zaroven zvysledki vyplyva, Ze se u kmene CCALA 357 staré cCervené akinety obecné déli

mnohem ochotnéji nez zelené (pokusy 1, 7, 9 a 10; obr. €. 15).

Obr. ¢. 15: Staré akinety CCALA 357 (Haematococcus pluvialis) vystavené pomalému vysuSeni nasledné zalité
destilovanou vodou (pokus 7). A: zelené akinety; B: ¢ervené akinety. Cervené jsou zvyraznény akinety, jeZ se déli.

Mezi kmeny byly pozorovany velké rozdily, akinety z obou ptirodnich kment se oproti kmenu
CCALA 357 (H. pluvialis) délily v mnohem menS$i mife, pficemZ u kmene z Knovize (H. pluvialis)
bylo bunécné déleni pozorovano pouze jednou a jen u nékolika bunék (pokus 2). U kmene
z Machova (H. rubicundus) bylo navic jako u jediného po déleni akinet opakované pozorovano

uvolilovani palmel (obr. ¢. 16).

Obr. ¢ 16: Déleni akinet. A: pocatecni faze tvorby zoospor, jadra jsou obklopena astaxanthinem (Haematococcus
pluvialis, kmen CCALA 357); B: rozdélené zoospory pred vytvoienim bi¢ikd (H. rubicundus, kmen Machov); C: palmely
pied uvolnénim z matetské bunécné stény (H. rubicundus, kmen Machov). Méritka predstavuji 10 pm.
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Tab. €. 6: Shrnuti experimentalnich podminek v pokusech o indukci gametogeneze spolu s vysledky plisobeni téchto
podminek na déleni akinet a produkci zoospor ¢ palmel. Z: zelené akinety; C: ¢ervené akinety; st. médium: staré
médium; d. H:0: destilovanid voda; N: zacatek plsobeni induktivnich podminek v noci; R: zacatek ptlisobeni
induktivnich podminek rano; intenzita: uvedené hodnoty se vztahuji k pozorované mire déleni akinet.
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3.4 Desikacni odolnost
3.4.1 Mira odolnosti cervenych a zelenych akinet pri riiznych rychlostech
vysychani
Z vysledki vysychani cervenych a zelenych akinet pti riizné relativni vzdusné vlhkosti je patrné,
Ze u zelenych akinet jsou namérené efektivni kvantové vytéZzky oproti cervenym akinetam
obecné vyssi (viz obr. ¢. 17), nejspiSe vlivem zna¢né degradace chloroplastu v ¢ervenych
akinetach. Nicméné celkovy pribéh desikace byl ve vSech piipadech pro obé skupiny bunék
stejny a k poklesu efektivniho kvantového vytéZku pod hodnotu 0,1 vZdy doSlo u zelenych
i Cervenych akinet ve stejnou dobu (obr. ¢. 17:A,CE). Vysledky zaroven ukazuji, ze ¢im je
relativni vzdusna vlhkost niZ8i, tim rychleji dojde k poklesu efektivniho kvantového vytézku.
Pti 86% rh doslo k vysuseni priblizné po 7 hodinach (obr. ¢. 17:A), pti 43% rh po 160 minutach
(obr. ¢ 17:C) a pti 10% rh jiZ po 90 minutach (obr. ¢. 17:E).
Po rehydrataci byl pro vSechny rychlosti vysychani nasledny narist efektivniho kvantového
vytézku podobny (viz obr. ¢. 17:B,D,F). Ve vSech pripadech byly ve vzorcich 24 hodin
po rehydrataci pozorovany =zoospory, jejichz pocet se stale zvySoval. Pravé prechod
do vegetativni faze Zivotniho cyklu predstaveny uvolnénim zoospor umoZznil dosaZeni vyssich
efektivnich kvantovych vytézkl, nez jaké byly nameéfeny pred vysuSenim akinet. MnoZstvi
uvolnénych zoospor ze vzorkil vysusenych nad silikagelem (10% relativni vzdusna vlhkost) bylo
oproti ostatnim vzorkiim mnohem niZs$i, z ¢cehoz je mozné usuzovat, Ze toto velmi rychlé

vysychani prezila mensi ¢ast akinet.
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Obr. & 17: Efektivni kvantové vytézky (®psi) pti rdznych rychlostech vysychani a po nasledné rghydrataci vzork.
A, B: KCI - 86% relativni vzdusna vlhkost (rh); C, D: K2COs3 - 43% rh; E, F: silikagel - 10% rh. C: Cervené akinety;
Z: zelené akinety. Zobrazeny jsou priimeéry se smérodatnymi odchylkami ze ¢tyf nezavislych pozorovani.

Rozdily v ultrastrukture zelenych a Cervenych akinet byly pozorovany pomoci transmisni
elektronové mikroskopie (viz obr. ¢. 18). Snimky ukazuji, Ze u zelenych akinet je mnohem lépe
zachovan chloroplast, astaxanthin je zde pfitomen pouze ve stiredni ¢asti bunék. Cervené akinety
jsou oproti tomu tukovymi kapénkami obsahujicimi astaxanthin vyplnény témeér celé a
chloroplast je u nich znacné degradovan. Tento rozdil ve stavbé a objemu chloroplastu
vysvétluje, pro¢ byly u zelenych akinet ve vSech pripadech pozorovany vyssi efektivni kvantové
vytézKky. Naopak stavba i objem bunécné stény byly u obou typti akinet v podstaté stejné. Tudiz
je pro odolnost akinet vici desikaci zfejmé zasadni pouze stavba bunécné stény, mnozstvi

astaxanthinu v burikdch na ni nema podstatny vliv.
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Obr. ¢. 18: Porovnani ultrastruktury zelenych a ¢ervenych akinet na snimcich z transmisni elektronové mikroskopie.
1: zelena akineta; 2: Cervend akineta. A: astaxanthin obsazeny v tukovych kapénkach; CH: chloroplast; BS: bunécna
sténa. Méritka predstavuji 2 pm.

3.4.2 Vzajemny vliv plisobeni rozdilnych teplot a doby vyschnuti

Vysledky pokusi, ve kterych byla zkoumana odolnost starych cervenych akinet vici desikaci
vriznych Kkombinacich délky vyschnuti a ptsobeni rozdilnych teplot, neukazuji Zadnou
vyznamnou zavislost mezi obéma faktory.

Pro vyzkum vzajemného vlivu plisobeni rozdilnych teplot a doby vyschnuti byly vzdy
porovnavany vysledky plisobeni ti{ rtiznych teplot ve stejny ¢as a nasledné vysledky ziskané
po plisobeni jedné teploty ve trech riznych ¢asovych intervalech.

Pro rozdilné teploty (-1 °C, 25 °C a 40 °C), byl u vSech tii zvolenych délek doby vyschnuti (1, 2 a
4 tydny) nartst efektivniho kvantového vytézku po rehydrataci témér totozny (viz obr. €. 19:A
s vysledky po 1 tydnu vyschnuti, grafy pro 2 a 4 tydny byly velmi podobné).

Nejnizsi hodnoty efektivniho kvantového vytézku po rehydrataci vzorkl byly pro vSechny tri
zkoumané teploty namétreny u vzorkil, které byly ponechany ve vysuSeném stavu nejdéle
(4 tydny), nicméné rozdil vic¢i ostatnim vzorkiim neni prilis velky (viz obr. €. 19:B s vysledky
zmérenymi u akinet ponechanych ve 25 °C, grafy pro -1 °C a 40 °C byly velmi podobné).
V mnozstvi uvolnénych zoospor se vzorky mezi sebou témeér nelisily.

Zvysledk vyplyva, Ze delsi doba vyschnuti predstavuje silnéjsi stresovy faktor, naopak

kratkodobym plisobenim teplot -1 °C a 40 °C desikac¢ni odolnost akinet ovlivnéna neni.
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A: porovnéni teplot: 1 tyden B: porovnani doby vyschnuti: kontrola
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Obr. ¢. 19: Efektivni kvantové vytézky (®esu) naméiené po rehydrataci vysuSenych Cervenych akinet. A: porovnani
akinet vystavenych rtiznym teplotam, doba vysuseni 1 tyden; B: porovnani rGzné dlouhé doby vyschnuti u akinet
vysouSenych v teploté 25 °C. 1K: akinety vysuSené jeden tyden v teploté 25 °C; 1T: akinety vystavené teploté 40 °C
vysuSené po dobu jednoho tydne; 1Z: akinety vystavené teploté -1 °C vysusené po dobu jednoho tydne; 2K: akinety
vysuSené dva tydny v teploté 25 °C; 3K: akinety vysuSené Ctyii tydny v teploté 25 °C. Zobrazeny jsou primeéry
se smérodatnymi odchylkami ze ¢tyt nezavislych pozorovani.

3.4.3 Odolnost vysusenych akinet vii¢i piisobeni extrémnich teplot

Protoze byla u starych Cervenych akinet pozorovana zna¢na odolnost viici desikaci, byly akinety
v dal$im pokusu po vysuseni vystaveny extrémnim teplotam, konkrétné 45 °C, 50 °C, 55 °C, -1 °C,
-18 °C a -80 °C (viz str. 25). Ve vSech téchto pripadech byl naméreny narlst efektivniho
kvantového vytézku po rehydrataci témér totozny s kontrolnim vzorkem, jenZ byl po vysuseni
uchovavan v teploté 25 °C (viz obr. ¢. 20:A pro vysoké teploty a obr. . 20:B pro nizké teploty).
Mnozstvi uvolnénych zoospor bylo ve vzorcich velmi podobné, pouze u vzorkd vystavenych
nejvyssi teploté (55 °C) bylo zoospor pozorovano relativné nejméné. Tento vysledek naznacuje,
Ze extrémné vysoké teploty pravdépodobné pilisobi na vysuSené akinety hiiie nez teploty nizké.

A: porovnanivysokych teplot B: porovnani nizkych teplot
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Obr. ¢ 20: Efektivni kvantové vytézky (Prsu) namérené po rehydrataci vysusenych akinet vystavenych extrémnim
teplotim po dobu jedné hodiny. A: porovnani vysokych teplot; B: porovnani nizkych teplot. K: kontrola, 25 °C;
T1: 45 °C; T2: 50 °C; T3: 55 °C; Z1: -1 °C; Z2: -18 °C; Z3: -80 °C. Zobrazeny jsou priméry se smérodatnymi odchylkami
ze Ctyt nezavislych pozorovani.
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3.4.4 Srovnani vysuSenych a nevysusenych akinet

Vy$$i mira negativniho pilisobeni vysokych teplot byla prokazana i porovnanim vysusenych
akinet se vzorky, na néz byly extrémni teploty -18 °C a 50 °C aplikovany v nevyschlém stavu
kultury. Pokud byla kultura kratkodobé vystavena mrazu, byl u ni po rozmrznuti a vyméné
starého média za Cerstvé pozorovan dokonce vyssi nartst efektivniho kvantového vytézku nez
u kontrolniho vysusSeného vzorku (obr. ¢. 21:A). Jesté vyraznéji vyniknou rozdily mezi vzorky
pti porovnani namérenych hodnot maximalni fluorescence (obr. ¢. 21:B). Z toho vyplyva, Ze
alespon kratkou dobu zmrznuti preziji akinety Haematococcus pluvialis bez problémi, rychlejsi
obnova fyziologickych funkci mtize byt mimo jiné zplisobena i rychlejsim uvoliiovanim zoospor
z nevyschlych akinet. Zcela jinak vypadala situace u nevyschlé kultury, jez byla na hodinu
vystavena teploté 50 °C. Pozorovany narist hodnot efektivniho kvantového vytézku i namétené
hodnoty fluorescence byly velmi nizké (obr. ¢. 21), navic nebyly ani po 72 hodinach v Zadném

ze vzorkl pozorovany uvolnéné zoospory.
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Obr. ¢ 21: Efektivni kvantové vytézky (A: ®psn) a hodnoty maximalni fluorescence (B: Fm) naméfené po pridani
Cerstvého média ke kulturdm vystavenym extrémnim teplotdm a po rehydrataci kontrolnitho vysuseného vzorku.
K: kontrolni vzorek vysuSeny pii teploté 25 °C; T-N: kultura vystavena 50 °C v nevyschlém stavu; Z-N: kultura
vystavend -18 °C v nevyschlém stavu. Zobrazeny jsou priméry se smérodatnymi odchylkami ze ¢tyi nezavislych
pozorovani.

3.4.5 Vliv velmi dlouhé doby vyschnuti

Pokus zkoumajici odolnost akinet viici velmi dlouhé dobé vyschnuti, konkrétné po dobu dvou
a tri mésica, ukazal, Ze jsou akinety schopné prezit i takto dlouhé vysusSeni. Z vysledkii nicméné
vyplyva, Ze ¢im je doba vyschnuti delsi, tim pomaleji dochazi k naristu efektivniho kvantového
vytézku (obr. ¢. 22:A). Vzorky se vyznamné liSily i v nameérenych hodnotich maximalni
fluorescence (obr. ¢. 22:B) a v mnozstvi uvolnénych zoospor. V kontrolnim vzorku byly zoospory
pozorovany jiz 24 hodin po rehydrataci, ve vzorku po dvoumési¢nim vyschnuti byly uvolnéné
zoospory pozorovany az po 48 hodinach a v mensi mife, v nejstarSim vzorku se zoospory
objevily dokonce aZ po 72 hodinach a jejich pocet se pohyboval vfadu jednotek. Z vysledki

vyplyva, ze dlouhé vyschnuti nejspisSe prezije pouze mala ¢ast akinet.
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Obr. ¢. 22: Efektivni kvantové vytézky (A: ®psn) a hodnoty maximalni fluorescence (B: Fm) naméiené po rehydrataci
akinet vystavenych dlouhé dobé vyschnuti. K: kontrolni vzorek vysuseny 1 tyden; 2M: akinety vysuSené 2 mésice;
3M: akinety vysuSené 3 mésice. Zobrazeny jsou priméry se smérodatnymi odchylkami ze ¢tyr nezavislych pozorovani.
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4 Diskuze

4.1 Nepohlavni rozmnoZovani

4.1.1 Nepohlavni déleni zoospor

Pokud jsou zoospory vystaveny stridani svétla a tmy, dochazi kjejich déleni brzy rano, jak
dokazuje i Uspésna synchronizace kultury s vyuzitim cyklu stiidani svétla a tmy 16:8 h.
Synchronizace bunécéného déleni zoospor v kultufe byla kromé mikroskopickych pozorovani
potvrzena i vysledky z pritokové cytometrie, které mimo jiné ukazuji na relativné mensi
velikost bunék zrannich vzorkd. Déleni zoospor brzy rano dokladaji i Cetna pozorovani
z piirody (Hazen 1899, Elliott 1934). Stridani svétla a tmy miiZe mit vliv i na déleni akinet, jak
ukazuji vysledky zpokusii o gametogenezi. Ztohoto dvodu by nastaveni podobného
pravidelného cyklu stiidani svétla a tmy mohlo byt vhodné i p¥i kultivaci pro biotechnologické
ucely, i kdyz bylo vyssich hustot kultury dosazeno pti kontinualnim osvétleni (Dominguez-
Bocanegra et al. 2004). Do budoucna by mohlo byt zajimavé porovnat vliv rtizné délky obou fazi
na rust kultury. Pokud by se napriklad obé faze zkratily a jejich stiidani by tak nastavalo Castéji
nez jednou za 24 hodin, mohlo by teoreticky byt dosazeno i castéjSiho déleni zoospor.

Vysledky z pocitani zoospor vriznych dnech kultivace ukazuji, Ze pocet déleni zoospor
Haematococcus pluvialis pravdépodobné neni geneticky omezen a kjejich preméné
na nepohyblivé palmely nedochazi presné po péti bunécnych cyklech. Toto pozorovani je
v rozporu s hypotézou prredstavenou v praci tymu Lee & Ding (1994). Jejich odliSné vysledky
pireménu na palmely v dobé odpovidajici péti délenim zoospor. Dalsim diivodem by mohla byt
chybna interpretace dat z priitokového cytometru.

Na druhé strané i metoda vyuzita v této praci ma své limity. Mohlo dojit k tomu, Ze se po péti
délenich (nebo jiném geneticky uré¢eném poctu) zoospory opravdu pfeménily na palmely, jejichZ
dcefiné buiiky se poté opét transformovaly na bicikovce. Tato kratkodoba preména by byla
velmi Spatné detekovatelna. Pravdépodobnéjsi ale je, Ze by se v tomto pripadé jednalo pouze
o zakulaceni bunky pred délenim (Hazen 1899, Elliott 1934) a ne o pravou preménu na palmelu,
kterd je spojend s vyraznéjSimi fyziologickymi zménami (Hagen et al. 2002, Collins et al. 2011,
Gu et al. 2013). Kdyby presto ke skutecné kratkodobé preméné zoospor na palmely dochazelo,
neni zhlediska kultivace tento jev nijak podstatny, protoZe nebylo pozorovano vyznamné
snizeni rychlosti déleni a buiiky se i v pozdéjsich fazich kultivace vyskytovaly v bicikaté formé.
Zde prezentované vysledky podporuje i skutecnost, ze je mozné H. pluvialis kultivovat
kontinualné (Del Rio 2005).

Navzdory tomu, Ze pocet bunécnych déleni H. pluvialis pravdépodobné neni geneticky omezen,

bylo v kulturach po urcité dobé opakované pozorovano zastaveni ristu (Park et al. 2014, Zhang
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et al. 2014). Toto omezeni je tudiZ nejspiSe zplsobeno kultiva¢nimi podminkami. Béhem
kultivace jsou spotrebovavany ziviny zmédia, jejich nedostatek potom vede Kk tvorbé
nepohyblivych stadii a k akumulaci astaxanthinu, pri¢emz vyraznéjsi vliv ma nedostatek dusiku
(Boussiba et al. 1999, Chekanov et al. 2014, Saha et al. 2013). Problém s ibytkem Zivin v médiu
je odstranén pii vyuziti fed-batch kultivace, ktera spociva v jejich pribézném dodavani (Hata
et al. 2001). Dalsi cestou k dosaZeni vys$si produktivity mize byt i optimalizace sloZeni média.
DalS$im problémem je, Ze bunky ve vyssich hustotach kultury produkuji inhibi¢ni metabolity,
které zastavuji rist. Tyto metabolity mohou byt z média odstranovany béhem perfuzni kultivace,
pii které je pribézné staré médium nahrazovano novym (Park et al. 2014). Pokud by se podaftilo
lépe prozkoumat mechanismy pisobeni inhibi¢nich metabolitli, mohl by se dalsi vyzkum
zamérit na neutralizaci jejich ucinkli nebo na zisk kment H. pluvialis, které by na pritomnost
téchto metabolitli nereagovaly. Tim by bylo moZné dosahnout vyssi hustoty kultury. Podstatna je
i vhodna volba koncentrace inokula. Pfi niz$i pocatecni hustoté kultury by totiz ke zvySenému
hromadéni metaboliti dochazelo pozdéji, tudiZ by bylo mozné udrzovat vysokou rilistovou
najit vhodny kompromis mezi mirou zvySovani biomasy a finan¢nimi naklady na kultivaci.
Vysledky této prace ukazuji, Ze ma smysl béhem kultivace cilit na vyss$i nartist biomasy, protoze

nebylo potvrzeno genetické omezeni, které by tomu branilo.

4.1.2 Nepohlavni déleni akinet

Akinety se prekvapivé ochotné délily po preneseni do destilované vody, v mnoha pripadech
fungovala destilovand voda dokonce lépe nez kultiva¢ni médium BG11. Zaliti akinet
destilovanou vodou mize napodobovat podminky, kterym je H. pluvialis vystavovan v piirode,
kde k déleni akinet dochazi nejcastéji po zaliti mélkych nadrzi destovou vodou (Hazen 1899,
Droop 1956, Pocock 1959). I kdyZ jsou pro kultivaci H. pluvialis pouZivina média bohata
na ziviny (napf. Boussiba et al. 1999, Dominguez-Bocanegra et al. 2004, Zhang et al. 2014),
mohlo by byt v nékterych fazich kultivace, predevsim na jejim zacatku, kde jesté neni kultura
prilis husta, pouzito médii zredénych. Tento postup by mimo jiné umoznil sniZeni kultivacnich
nakladd.

Ve vSech pripadech, kdy bylo srovnavano déleni zelenych a ¢ervenych akinet, doslo u ¢ervenych
akinet k zahajeni bunécného déleni i k uvolnovani nové vzniklych zoospor diive. Dlivodem miize
byt jednodussi stavba Cervenych akinet (Santos & Mesquita 1984, Wayama et al. 2013, Nogami
et al. 2014), kterad by teoreticky mohla umoznovat snadnéjsi rozdéleni jednotlivych bunécnych
komponent mezi vznikajici dcefiné bunky. Dalsi moznosti je funkce astaxanthinu jako zasobni
latky (Lemoine & Schoefs 2010, Han et al. 2012), vtomto pripadé by Cervené akinety mély

na zac¢atku déleni k dispozici vice potfebné energie.
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Ochota akinet k déleni i podoba uvoliiovanych dcerinych bunék se mezi pozorovanymi kmeny
(CCALA 357, Knoviz a Machov) lisily. Asi nejnapadnéjsSim rozdilem byla cCasta tvorba palmel
misto zoospor pozorovana u kmene z Machova. ProtoZe podle dat ziskanych sekvenovanim patii
tento kmen (na rozdil od kment CCALA 367 a Knoviz) k druhu Haematococcus rubicundus, mohl
by pozorovany jev predstavovat jeden z fyziologickych rozdilt odliSujicich druhy H. pluvialis

a H. rubicundus.

4.2 Pohlavni rozmnozovani

Ani u jednoho z pouZitych kment (Haematococcus pluvialis: CCALA 357, Knoviz; H. rubicundus:
Machov) se navzdory Sirokému spektru indukénich podminek nepodatilo indukovat
gametogenezi. Pfi¢in tohoto nedspéchu muize byt nékolik. Prvni z nich je moznost, Ze zvolené
indukéni podminky nebyly vhodné, coZ se nicméné vzhledem Kk jiZ popsanym pozorovanim
(Hazen 1899, Peebles 1909, Elliott 1934, Droop 1956, Pocock 1959, Triki et al. 1997) nezda
prilis§ pravdépodobné. Situace ale mtze byt komplikovana faktem, Ze jednotlivé studie mohou
ve skutecnosti popisovat rizné druhy rodu Haematococcus, které se mohou svymi reakcemi
na indukéni podminky liSit. Dalsim ddvodem, ktery by ale mohl vysvétlit pouze chovani
H. pluvialis z kmene CCALA 357, by mohla byt ztrata schopnosti pohlavniho rozmnoZovani
u kmene, ktery je velice dlouho udrzovan pouze v nepohlavni fazi zivotniho cyklu (Pocock 1959).
Postupna ztrata fertility u dlouhodobé Kkultivovanych kment byla pozorovana i u dalSich
zastupci tridy Chlorophyceae, napiiklad u rodd Pandorina ¢i Gonium (Coleman 1975, Hamaji
et al. 2013). Obecné nizka ochota H. pluvialis k pohlavnimu rozmnoZovani muiZe byt vysvétlena
i tim, Ze pro tento organismus vzhledem k nepohlavnimu zptisobu tvorby odolnych cyst jiz neni
pohlavni rozmnozovani ptilis dilezité (Pocock 1959).

Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi moznost, ze je Haematococcus pluvialis heterothalicky a tudiz
potrebuje k ispésSnému pohlavnimu rozmnoZovani pritomnost dvou odlisné pohlavné ladénych
typd gamet, které se v kmenech izolovanych z jediné bunky nemohou vyskytovat. Ale na druhou
stranu by samotna indukce gametogeneze neméla byt ptipadnym heterothalismem znemoznéna,
protoze byly gamety opakované pozorovany i u kmenl H. pluvialis izolovanych zjedné bunky
(Droop 1956, Triki et al. 1997, Chekanov et al. 2014). Existuje ale moznost, Ze u téchto kment
doslo k mutaci v genu zodpovédném za pohlavni diferenciaci, jez vedla k sekundarnimu rozliseni
ptvodné identickych bunék na rdzné pohlavni typy. Tato mozZnost je podporena vysledky
experimentt s pribuznymi rody Chlamydomonas a Gonium, u kterych je za diferenciaci gamet

zodpovédny jeden gen, konkrétné gen mid (Ferris 1997, Hamaji et al. 2013).

41



4.3 Desikacni tolerance a jeji vliv na Zivotni cyklus H. pluvialis

ProtoZe byla ve vSech zkoumanych relativnich vzdusnych vlhkostech rychlost vysychani
pro Cervené i zelené akinety stejna, je moZné Konstatovat, Ze pro vysokou miru desikacni
tolerance akinet rodu Haematococcus je zasadni pravé pritomnost silné bunécné stény
obsahujici algenan, jez byla pozorovana u obou typl bunék, zatimco zvySeny obsah astaxanthinu
zaznamenany u ¢ervenych akinet se na ni zfejmé nepodili.

Vysoka desikacni odolnost pozorovana u akinet Haematococcus pluvialis nejspiSe predstavuje
klicovy faktor umoziujici celosvétové rozsifeni toho organismu v riznych typech habitatd
(Proctor 1957, Pocock 1959, Mostafa et al. 2011, Genitsaris et al. 2016). Z prirodnich habitati
jsou nejcastéji zminované docasné zaplavené mélké prohlubné a Stérbiny ve skalach,
tzv. lithotelmy (Hazen 1899, Proctor 1957, Pocock 1959, Chekanov et al. 2014). Velmi Casto je
vSak Haematococcus nalézan i vumélych nadrzkach, napriklad na hrbitovech (Hazen 1899,
Proctor 1957), ptacich koupalistich (Proctor 1957, Pocock 1959), v odtokovych rourach
od okapti (Pocock 1959) nebo v piikopech podél cest (Proctor 1957). Z uvedeného vyctu je
ziejmé, Ze se jednd o pomérné izolovana prostiedi s ostrivkovitym rozsifenim, pro jejichz
uspéSnou kolonizaci potfebuje mit Haematococcus dobie vyvinuté disperzni mechanismy
vyuzivajici pravé desikacni odolnost akinet. Jednou z moZnosti Sifeni je transport na nohach
nebo pefi ptaka, pripadné i v jejich travicim traktu (Figuerola et al. 2002, Cellamare et al. 2010).
Tuto moznost podporuje i hojny vyskyt rodu Haematococcus v ptacich koupalistich. Nicméné
velmi Casty je nejspiSe i transport pomoci vétru, akinety byly opakované nalezeny ve vzorcich
odebranych ze vzduchu (Genitsaris et al. 2014), Haematococcus navic uspésné kolonizoval
i experimentalni nadoby zakryté sitkou branici prenosu pomoci zvirat (Genitsaris et al. 2011).
Vysledky této diplomové prace potvrzuji moznost, Ze zdroje pro uspésnou kolonizaci novych
prostiedi nemusi byt lokalni, zna¢na desikac¢ni tolerance akinet umoznuje i transport na dlouhé
vzdalenosti.

Nicméné dobré predpoklady pro prenos bunék na nové lokality nejsou jedinym faktorem, ktery
rozhoduje o pritomnosti druhu v daném habitatu. Zasadni jsou také environmentalni podminky
a struktura spolecenstva (Kristiansen 2008, Siver and Lott 2012). V pripadé druhu
Haematococcus pluvialis abiotické faktory nejsou prilis limitujici, protoZe byva nalézan v Sirokém
rozpéti klimatickych podminek v pribéhu celé sezény (Genitsaris et al. 2011, Genitsaris et al.
2016). Hlavni omezeni pro rozsifeni této rasy tudiZ nejspiSe predstavuji nizké kompeti¢ni
schopnosti, které zptlisobuji, Ze byva H. pluvialis pouze vyjimetné pozorovan ve fytoplanktonu
vétSich vodnich ploch (Proctor 1957, Genitsaris et al. 2016). Neschopnost konkurovat ostatnim
druhtim fas muze byt zptisobena mimo jiné vysokou citlivosti vii¢i inhibi¢nim latkam, které tyto
rasy produkuji (Proctor 1957), nebo faktem, Ze je H. pluvialis diky produkci astaxanthinu velmi

vyzivnou Koristi upifednostiiovanou piitomnymi predatory (Genitsaris et al. 2011). [ z téchto
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divodi mize byt zna¢na desikacni tolerance Kklicova pro rozsifeni H. pluvialis, protoZe umoziuje
bunkam prezivat i v prostredich, kterd jsou pro jiné druhy ras limitujici. Protoze vysuSené
akinety preziji i plisobeni extrémnich teplot, podle vysledkd této prace dokonce az -80 °C a
55 °C, miZe se H. pluvialis vyskytovat i v chladnych nebo naopak teplych oblastech, ve kterych je
alespoit obcasny prisun srazkové vody. Akinety navic vydrZi ve vysuSeném stavu pomérné
dlouho, podle vysledkd této prace minimalné tii mésice, tudiZ nemusi dochazet k zaplaveni
nadrzek prilis ¢asto. Haematococcus pluvialis tak mize GspéSné prezivat i v pomérné suchych
oblastech.

Prezentované vysledky mohou pomoci objasnit i jeden zajimavy Casto pozorovany jev pritomny
v zivotnim cyklu H. pluvialis. V priibéhu vysychdni nadrzek se hromadi velka ¢ast vytvorenych
akinet vhustém cerveném biofilmu vznikajicim na sténach (jev pozorovany v prirodnich
i laboratornich podminkach; Hazen 1899, Peebles 1909, Droop 1956, Wan et al. 2014), i kdyZ by
se mohlo zdat, Ze by bylo vyhodnéjsi, kdyz by akinety Klesly na dno nadrzky a zistaly tak
co nejdéle ve vodnim prostredi. Za teplych slunec¢nych dni se totiZ voda v mélkych vysychajicich
akinety jsou k ptlisobeni vysokych teplot zna¢né odolné. Proto je vyhodné, kdyz se akinety
vznikajici ze zoospor nahromadénych vlivem fototaxe u hladiny prichyti na sténu nadrzek.
Akumulace akinet na jednom misté, jez vede ke vzniku hustého biofilmu, navic mize byt
vyhodna diky pomalejsimu vysychani a mensi expozici vysoké ozarenosti u bunék ve spodnich
vrstvach biofilmu.

Vysoka desikacni odolnost akinet H. pluvialis by potencialné mohla mit i své laboratorni vyuziti.
Pokud by naptiklad doslo ke kontaminaci kultury méné odolnymi druhy tas, mohlo by rychlé
vysuSeni casti kultury v nizké relativni vzdusné vlhkosti nad silikagelem umoZnit jejich
odstranéni. Dal$i vyhodou je moZnost kultivace akinet na zvlh¢ované membrané s nizsi
spotiebou vody oproti jinym typlm Kkultivace, nizka mira desika¢niho stresu spolecné s vyssi
ozarenosti zde vedou k rychlejsi akumulaci astaxanthinu v buitkach (Wan et al. 2014, Zhang et al.

2014).
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5 Zavér

Vysledky této prace poskytuji odpovédi na nékteré dulezité otazky, které se tykaji komplexniho
Zivotniho cyklu frasy Haematococcus pluvialis.

Co se tyce vegetativniho déleni zoospor, nebylo potvrzeno genetické omezeni na pét bunécnych
cykli. Nékteré ze sledovanych zoospor se musely rozdélit nejméné osmkrat a ani po této dobé
nebyla pozorovana preména bunék na nepohyblivé palmely. Jev popisovany v praci Lee & Ding
(1994) byl tudiz pravdépodobné zpisoben zvolenymi kultivatnimi podminkami nebo chybnou
interpretaci dat z priitokové cytometrie.

Pokud jde o miru desikacni tolerance akinet H. pluvialis, je velmi vysoka a mlzZe mit zasadni vliv
na zivotni cyklus i na rozsifeni tohoto organismu. Desika¢ni toleranci zajistuje predevsim silna
bunécnd sténa obsahujici algenan, zvySené mnoZstvi astaxanthinu pritomné v Cervenych
akinetach se na ni pravdépodobné nepodili. Z vysledk? je patrné, Ze akinety preziji i velmi rychlé
vysychani v 10% vzdusné vlhkosti. Ve vysuSeném stavu mohou akinety ptezivat minimalné ¢tvrt
roku. VysuSené akinety navic bez problémi pteZiji i plisobeni extrémnich teplot -80 °C a +55 °C.
Vyschnuti dokonce miiZe fungovat jako mechanismus pro preziti vysokych teplot.

Navzdory Siroké skale vyzkousSenych podminek a praci se tfemi riznymi kmeny se pohlavni
rozmnozovani nepodafilo ani vjednom z pripadi indukovat. Bud' nebyly zvoleny vhodné
indukéni podminky, nebo je H. pluvialis heterothalicky, coZz by znemoZnilo pozorovani

pohlavniho rozmnozovani u kment izolovanych z jediné vegetativni bunky.
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