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1 Uvod

V pribéhu poslednich desitek let byla fenotypova plasticita pomérné rozsahle
studovana. Jelikoz se jedna o téma mezivédni, setkdme se s nim v mnoha biologickych
oborech, jako jsou napf. botanika, zoologie, ekologie, evoluce a v mnohych dalSich
oblastech biologického vyzkumu. V prvotnich studiich si autofi vSimali pfedevSim
morfologickych zmén organismi v zdvislosti na prostiedi. V téchto studiich byly
fenotypové projevy hlavnim cilem studia. OvSem divody sledovani fenotypové plasticity
se v ¢ase meénily. Postupné se studium fenotypové plasticity pievedlo spiSe do ekologické
roviny, a to piedevsim v souvislosti s ekologickymi problémy. V soucasné dobé uz neni
fenotypova plasticita jako takova tolik sledovana jako dfive. Jde spiSe o prostiredek, ktery
slouzi k dal$im vyzkumam. Vné&j$i morfologické zmény organismu se sleduji v souvislosti
s moznosti odhadnuti, jak organismy piezivaji a reaguji na dané faktory napt. pfitomnosti
predatora v prostiedi (Liirling, 2003), teplotnimi vykyvy (Weaver et Ingram, 1969; Bayoh
et Lindsay, 2004; Neustupa et al., 2008; Otaki et al., 2010), rozdily v pH prostiedi (Cerna
et Neustupa, 2010), riznym stupném vlhkosti a mnozstvim srazek v prosttedi (Gianoli et
Gonzalez-Teuber, 2005; Mal et Lovett-Doust, 2005), ptitomnosti toxickych latek
v prostiedi (Pefia-Castro et al., 2004; Monteiro et al., 2011; Chia et al., 2015) ¢i jsou
studovany v souvislosti s mnozstvim dostupnych Zivin a potravy v prostiedi (Ghadouani et
Pinel-Alloul, 2002; Annapurna et Singh, 2003; Hastwell et Panetta, 2005; Aktan et al.,
2009). Vzhledem k faktu, ze se jedna o fenomén, ktery se dotyka vétSiny fi$i organismi,
objevuje se nespocet studii z riznych biologickych odvétvi (napt. Cavicchi et al., 1985;
Schlichting, 1986; Day et al., 1994; Yang et Joern, 1994; Van Buskirk, 2002; Van Kleunen
et Fischer, 2005; Mondor et al., 2005; Collard et Lycett, 2008; Otaki, 2008 nebo Goldberg,
2012).

1.1 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv maji vybrané slouceniny té€zkych
kovi na fenotypovou plasticitu kmene sladkovodni zelené fasy Desmodesmus armatus za
definovanych podminek laboratorni kultivace. Prace obsahuje Cast teoretickou, ktera se
zabyva zpracovanim zdroju tykajici se problematiky fenotypové plasticity. Prakticka ¢ast

se snazi potvrdit ¢i vyvratit pfedem stanovené hypotézy, které se tykaji moznych
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fenotypovych reakci této fasy na pritomnost tézkych kovl v prostiedi. Vysledky vyzkumu

byly porovnany s dal§imi studiemi publikovanymi v odbornych ¢asopisech.



2 Literarni reSerse

Literarni reSerSe diplomové prace poskytuje piehled o historii vyzkumu fenotypové
plasticity se zfetelem na vyzkum tohoto jevu u fas. Zaroven jsou zde nastinény mozné
faktory vyvolavajici fenotypovou plasticitu. Jelikoz se v praktické ¢asti této prace sleduje
vliv tézkych kovi na fasy, je 1 v teoretické Casti prace vénovana kapitola té¢zkym kovim.
V poslednich nékolika letech vénuji vyzkumnici Svoji pozornost riznym zptsobiim
odstranéni tézkych kovu z prostiedi. Proto je v reSersi prace zaclenéna kapitola zamétena

na stavajici poznatky o moznostech vyuziti fykoremediace.

2.1 Historie vyzkumu fenotypové plasticity

Samotna definice fenotypové plasticity vznikla uz v roce 1965 (Bradshaw, 1965).
Autor definoval fenotypovou plasticitu jako genotyp, jehoz vysledny projev, tedy fenotyp,
muze byt modifikovan riznymi zménami v zivotnim prostiedi. Ke star§Sim definicim patii
také definice Scheinera (1993). Autor popisuje fenotypovou plasticitu jako zménu
fenotypu jednoho genotypu vlivem prostiedi tak, kdyz je jedinec ovliviiovan vnéjSim
prostiedim. Futuyma (1998) definoval fenotypovou plasticitu jako urcitou schopnost
jedince ménit fenotyp, v dusledku zmény Zivotniho prostfedi a dale predpokladal, ze
zména je vétSinou adaptivni. V priib&hu dalSich let se v literatufe objevuji dalsi definice
fenotypové plasticity, nicméné nov¢jsi definice se od starSich vyse zminénych piili§ nelisi
a podstata zustava stejnd. Na pocatku 21. stoleti rozebird ve své studii Agrawal (2001)
fenotypovou plasticitu, jako schopnost organismu vytvoftit riizné fenotypy v zavislosti na
zivotnim prostiedi. Alpert et Simms (2002) o rok pozdgji definuji fenotypovou plasticitu,
jako prosttedim vyvolané rozdily v ristu nebo vyvoji organismu. S dal§imi podobnymi
definicemi fenotypové plasticity navazujicimi na pifedeSlé autory, se miZeme setkat
Vv mnoha dalSich studiich, napt. Schlichting et Smith (2002) ve své studii napsali, ze pojem
fenotypova plasticita je kterdkoliv zména vlastnosti organismu, vyvolana reakci na podnét
zivotniho prostfedi. V roce 2003 West-Eberhard ve své studii popsala, ze terminem
fenotypova plasticita se rozumi, na podminky citlivy rozvoj ¢i schopnost jedince reagovat
na zmény vnéjSiho prostiedi tim, Ze organismus zméni podobu, miru pohybu nebo stupen
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aktivity (West-Eberhard, 2003). S dalsi definici fenotypové plasticity se setkame ve studii
vydané kolektivem autorti Price et al. (2003), ve které autoii definuji fenotypovou
plasticitu jako schopnost organismu meénit jeho fenotyp, v zavislosti na zméné zivotniho
prostiedi. O rok pozdéji Dewitt et Scheiner (2004) definovali fenotypovou plasticitu jako
jev, ktery se projevuje zménou fenotypu ¢i produkci rGznych alternativnich fenotypt
ur¢itého genotypu, v zéavislosti na ekologickych podminkach. Ve studii ,,Fenotypova
plasticita hmyzu* se Ananthakrishnan et Whitman (2005), tézZ mimo jiné zabyvali definici
fenotypové plasticity. Ve své praci vysvétluji fenotypovou plasticitu jako projev mnoha
fenotypti jednoho genotypu, v disledku zmény zivotniho prostfedi. Burns et Winn (2006),
jez se ve své studii vénuji rozdilim fenotypové plasticity mezi invazivnimi a
neinvazivnimi druhy rostlin, definuji tento pojem jako obmény fenotypli urcitého
genotypu, Vv zavislosti na zivotnich podminkach. Freeman et Herron (2007) ve své studii
»Evoluéni analyza® také definuji fenotypovou plasticitu, jako variace fenotypu daného
genotypu, Vv zavislosti na zméné prostiedi. V této studii najdeme jednu z nejnovéjsich
definic fenotypové plasticity, avSak v odborné literatufe je nejvice pouzivanou a citovanou
definice, publikovani italskym biologem Pigliuccim (2001). Pigliucci, ktery je autorem i
spoluautorem odbornych knih a ¢lankt (napt. Pigliucci, 1996; Pigliucci et Byrd, 1998)
definuje termin jako vlastnost jednoho urc¢itého genotypu, vytvaret rizné fenotypy jako
odpovéd k ménicim se podminkdm prostiedi. Obecné se tedy o fenotypové plasticité mluvi
jako o reakci ¢i odpovédi organismu na vnéj$i prostiedi (Whitman et Agrawal, 2009).
Otazkou je, zda fenotypova plasticita zplisobuje evoluci nebo je hlavnim evolucnim
mechanismem (De Jong, 2005).

Jak jiz bylo zminéno, fenotypova plasticita je studovana v mnoha biologickych
odvétvich. Mnoho studii a vyzkumil je zaméfeno na studium fenotypové plasticity u fas,
cévnatych rostlin, bezobratlych Zivocichil i obratlovel.. V pribéhu poslednich desetileti se
objevuji studie, jejichz vysledky prokazuji, Ze mnoho organismil je schopno vykazovat
znamky fenotypové plasticity, v disledku ménicich se podminek prostiedi (napt. Nicotra et
al., 1997; Mal et Lovett-Doust, 2005 nebo Cosiins, 2006). Bohata literatura o tomto tématu
ukazuje, o jak Siroké téma se jedna.

Prace Bradshawa (1965), Khana et Bradshawa (1976), Schlichtinga (1986),
Schlichtinga et Levina (1988), Alperta et Simse (2002), Sultana (2003) ¢i Van Kleunena et
Fischera (2005) jsou zajimavymi studiemi zaméfenymi na fenotypovou plasticitu riznych
druhti cévnatych rostlin. Cavicchi et al. (1985), Shreeve (1987), Yang et Joern (1994),
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Ananthakrishnan et Whitman (2005), Mondor et al. (2005), Agrawal (2007), Zhou et al.
(2007) nebo Otaki (2008) publikovali studie zabyvajici se sledovanim fenotypové
variability bezobratlych zivocicht. Existuje i mnoho autort, ktefi studuji fenotypovou
plasticitu obratlovct. Piikladem mohou byt studie Day et al. (1994), de Jong et Bijma
(2002), Van Buskirk (2002), Daverat et al. (2006), Collard et Lycett (2008), Hendry (2008)
nebo Goldberg (2012). V algologii se setkavame s cetnymi studiemi, které se zabyvaly
fenotypovou plasticitou fas. Za zminku stoji piedevsim prikopnické prace autorit Trainora
a Egana (napi. Egan et Trainor, 1989; Trainor et Egan, 1990a, b, 1991; Egan et Trainor,
1991; Trainor, 1992), ktefi pfinesli ¢etné informace o promeénlivosti morfologie zelenych
kokalnich tas rodu Scenedesmus za zmény chemicko-fyzikalnich podminek a to béhem
kultivace kmenti v laboratornich podminkach. Mezi dal$i zajimavé prace patii napi. studie
autort, Lamperta et al. (1994), Pena-Castra et al. (2004), Stewarta (2006), Aktana et al.
(2009), Liirlinga (2009), Solariho et al. (2011). Studiem této problematiky se zabyvali také
néktefi studenti ve svych diplomovych pracech (napi. Buckova, 2013; Dobra, 2013 a
Nolc¢ova, 2015). V ramci zavéreCnych kvalifikaénich praci byly zpracovany také
bakalaiské prace, které zaznamenavaly problematiku tézkych kovu a jejich vliv na fasu
Desmodesmus subspicatus (Simi¢kové, 2012; Ritzova, 2014). Fenotypova plasticita je tedy
I v algologii Casto sklonovana. Jedna se 0 velmi Siroké téma, které je nasledné podrobnéji
rozebrano Vv dalsich podkapitolach.

Mnoho védeckych ¢lanki bylo vénovano mechanismim fenotypové plasticity,
modelovani vyvoje a evoluce fenotypové plasticity (Stearns et Koella, 1986; Moran, 1992;
Scheiner, 1993; Van Tienderen, 1997; Futuyma, 1998; Tufto, 2000; Agrawal, 2001; Debat
et David, 2001; Nortman, 2003; Windig et al., 2004; Benard, 2004; Berrigan et Scheiner,
2004; Cossins et al., 2006; Czesak et al., 2006 nebo Winterhalter et Mousseau, 2007).
Fenotypovou plasticitu sledoval i De Jong (2005), ktery ve své studii uvedl, ze fenotypova
plasticita je obvykle mysSlenkou evoluéni adaptace k variaci zivotniho prostiedi a
dochazi k nému v ramci zivotnosti jednotlivého organismu, nebot’ umoziuje organismiim
pfizplsobovat se riznym prostiedim. V ptipadé, zZe fenotyp v daném prostiedi nevyhovuje,
existuje moznost jednotlivcl pfizplisobovat svilj fenotyp tak, aby byl za danych podminek

vyhodny.
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2.2 Faktory vyvolavajici fenotypovou plasticitu

K fenotypové plasticit¢ organismit dochdzi pifi zménach wvnéjSich podminek

(Bronmark et Hansson, 2005). Organismy mohou byt ovliviiovany mnoha faktory, jako
napft. teplota, pH, toxiny, salinita, pfitomnost predatora, zména koncentrace dusiku, kysliku
¢1 oxidu uhli¢itého, ale také kvalita ¢i kvantita potravy (Tremblay, 2003; Bronmark et
Hansson, 2005; Ananthakrishnan et Whitman, 2005; Whitman et Ananthakrishnan, 2009).
Tyto faktory ov§em musi byt organismem zaznamenéany. Zda bude organismus reagovat na
nove vznikajici podnéty, které z prostiedi piijima, neni zcela jasné. Mnoho faktor mize
vyvolat zmény v organismech a narusit tak jejich homeostazu (Casto pravé zménou pH,
teploty nebo piitomnosti toxinti v prostiedi). Tyto faktory mohou také fungovat jako urcita
informace o zmén¢ v prostedi, ktera ma nastat (Fusco et Minelli, 2010).
(napft. pro rostliny) nez pro ty mobilni (napf. vétSina zvitat). Pohyblivé organismy také
vykazuji uréitou miru plasticity, ovSem vétSinou maji moznost z prostiedi emigrovat.
Nepohyblivé organismy nemohou z prostiedi uniknout a vzdalit se tak od nepiiznivych
podminek, maji pouze tu moznost se ptizplusobit. Ve vodnim prostiedi jsou organismy
ovliviiovany ptfedev§im mechanickymi nebo chemickymi vlivy. Organismy Zzijici v tomto
prostfedi, nemaji moznost uniknout a jsou tedy nuceni pfizplsobit Se nebo urcitym
zpusobem vhodné reagovat. Pokud organismy nejsou schopny variabilné se ptizpusobit,
mize dojit v disledku zmén k jejich amrti a tudiz k extinkci daného druhu (Schlichting,
1986).

2.3 Fenotypova plasticita u Fas

Rasy patfi do rozsihlé skupiny organismii, u kterych bylo dokazano, Ze se
vyznacuji vysokou mirou flexibility a které jsou schopny vytvaret mnoho fenotypi
Vv zavislosti na vnéjSich podminkéch (Liirling, 2009). Studium fenotypové plasticity fas
bylo v poslednich 30 letech podrobeno mnoha vyzkumim. Velkym fenoménem bylo
predevsim v 90. letech 20. stoleti (napf. studie autor Egana et Trainora (1991, 1992),
Lamperta et al. (1994), Lavense et Sorgeloose (1996)). Mnoho taxonti zZ riznych fasovych
linii bylo sledovano i po roce 2000. Zajimavé jsou napi. studie autord Penia-Castro et al.
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(2004), Stewart (2006), Liirling (2009), Cerna et Neustupa (2010), Solari et al.(2011),
Ajayan et Selvaraju (2012), Ragazzola (2013) nebo Chia et Musa (2014). | v soucasné
dob¢ je tomuto tématu vénovano stale hodné pozornosti, ovSem fenotypové projevy fas uz
nejsou jedinym cilem vyzkumii — jsou spiSe soucéasti komplexné&jSich studii. Védci dle
zmén ve fenotypu fas odhaduji, jak tyto organismy funguji a dale tyto poznatky vyuzivaji
napft. v ekologické roviné v procesech fykoremediace (Mehta et Gaur, 2005; Ahluwalia et
Goyal, 2007; Monteiro et al., 2011; Giglii et Ertan, 2012).

Jiz ze studie Trainora (1992) bylo znamé, Ze zelena fasa rodu Scenedesmus dokaze
vytvafet mnoho morfotypii a je fenotypové velmi variabilni (pozn. V soucasné dobé
rozlisované rody Scenedesmus, Desmodesmus a Acutodesmus, jsou ve starSich studiich
souhrnné oznacovany jako rod Scenedesmus, aktualné akceptovany jsou vySe zminéné
taxony na zakladé publikaci An et al. (1999) a Tsarenko et Petlevanny (2001)). Kmeny
riznych druhti rodu Scenedesmus pak dokazi zit jako jednobunétné ¢i mohou tvofit
vicebunécna cenobia slozena ze dvou, ¢ty nebo osmi bunék (Trainor, 1992). Nékdy se
mohou tvofit az Sestnacti bunééna cenobia (Bold et Wynne, 1985). Jednim z faktort
ovliviiyjicich fenotypovou plasticitu fas je predacni tlak. Naptf. Lampert et al. (1994)
sledovali zmény ve fenotypu zelené fasy rodu Scenedesmus (S. acutus) v reakci na
piritomnost korySe rodu Daphnia v prostiedi. Tim, Ze se fasy nauéi spravné reagovat na
pfitomnost tohoto predatora v prostiedi, zvysi svou schopnost piezit. Jednim z projevi
plasticity ve fenotypu uvedeného organismu na pfitomnost predatora v prostiedi je
schopnost zvétsit svou velikost téla tak, aby ji predator uz nemohl poziit. Scenedemus
acutus byl vystaven ptisobeni kairomont vylou¢enych korysi rodu Daphnia. Rasa na tento
podnét reagovala tak, ze zvétSila jak rozméry jednotlivych bun€k v cenobiu, tak zmnoZila i
jejich pocet. Dal§imi autory zabyvajicimi se reakcemi fas na pfitomnost predatora
Vv prostiedi byli napi. Hessen et Van Donk (1993) ¢i Liirling (2003).

Dle Lavense et Sorgeloose (1996) muze mit vliv na plasticitu fas ruzné pH
prostfedi. V uvedené studii se autofi domnivaji, ze pokud se hodnota pH vychyli z optima,
muze dochazet k urcitym morfologickym ¢i fyziologickym zménam nebo k vyssi mortalité
organismti. Domnénku o vlivu pH na fenotyp potvdila také studie Cerné et Neustupy
(2010). V této studii autofi sledovali vliv pH na fenotypovou plasticitu zastupcu
Desmidiales, konkrétné na druhy Staurastrum hirsutum a Euastrum binale var. gutwinskii.
Rasy byly vystaveny zménam pH prostiedi v rozmezi od 3,5 do 6,5, pii¢emz bylo zjisténo,
ze se vzrustajici hodnotou pH dochazelo u druhu Staurastrum hirsutum ke zmenSeni
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velikosti bunék a se snizujici se hodnotou pH se naopak velikost bun¢k zvétsovala. Pro
Euastrum binale var. gutwinskii platilo, ze se pfi zvySujicim se pH velikost bunék
nezménila, avSak zménil se tvar jejich bun¢k a zaroven dochazelo k prohlubovani zaiez
mezi jednotlivymi buitkami. Na tento fakt navazala BuCkova (2013) ve své diplomové
praci hypotézou, ze s rostoucim pH dochazi ke zmensovani velikosti bun¢k a pfi nizsich
hodnotach pH velikost bun€k roste. Zaroveil sledovala, zda pfi zméné pH mize dojit i ke
zméné tvaru bunky. Autorka tak prokazala, ze i fasa Desmodesmus communis reaguje na
zméneéné hodnoty pH zménou fenotypu.

Dle Solomona et al. (2007) ma vzestup antropogennich emisi CO,, vliv na
chemické slozeni oceant (predevs§im na jejich okyselovani). V prubéhu minulého stoleti se
pH moiské vody prumérné snizilo o 0,1. Védci dale piedpokladaji, ze do roku 2100 se pH
sniZi o dalsi 0,3 — 0,4 jednotky. Tento trend ma vliv na vétSinu organismil zijicich v tomto
prostiedi, tedy i1 na fasy. Védci to vysvétluji tak, ze se snizujici se hodnotou pH dochazi ke
snizeni obsahu uhli¢itanu vapenatého v mofich, coz ohrozuje schopnost mnoha
kalcifikujicich organismu tvofit jejich schranky ¢i skelety a miize mit tak vliv na jejich rast
a tudiz i na jejich fenotyp (Orr et al., 2005; Doney et al., 2009; Biidenbender et al., 2011).
Druhy osidlujici rizné geografické oblasti, zejména koralové fasy, jsou obecné velmi
fenotypové variabilni. Tyto fasy se dokazi ptizptusobit zméné prostiedi tim, zZe pozméni
svou morfologii ¢i fyziologii (Brody, 2004). Fenotypovou plasticitou kordlovych fas, se
zabyval tym védci z Némecka. Ragazzola et al. (2013) ve své studii sledovali, jak se
mohou moiské kalcifikujici fasy prizplisobovat soucasnému trendu okyselovani oceantl.
Cilem autorti bylo také posoudit miru jejich pteziti v nadchazejicim stoleti. V ramci studie
kultivovali fasu studenych koralovych vod, a to druh Lithothamnion glaciale. Tento druh
fasy vystavili zvySenému parcidlnimu tlaku oxidu uhli¢itého, a to hodnotam 408, 566, 770
a 1024 patm po dobu 10 mésicii. Vysledky ukézaly, Ze dochdzelo k rapidnimu sniZeni
rychlosti rustu (linedrni riist) ve vSech hodnotach parcialniho tlaku CO, pii zachovani
tloustky stény bunck. Po dalSich 3 mésicich se ukézalo, Ze se mira pfizplsobivosti lisi
Vv pritbéhu €asu. Po uplynuti doby sledovani autofi zaznamenali zmény V tloust’ce bunécné
stény. U zminéného kmene tfasy dochéazelo k z(zeni stény burky, ale tempo ristu pfitom
zustalo zachovano. Tento jev naznacuje prerozdéleni energie mezi 3 a 10 mésici a ukazuje
na vysoky stupei plasticity. Védci se domnivaji, ze pokud tento jev funguje i v ptirodnich
podminkach, mohl by fasdm v budoucnu poskytnout selektivni vyhodu ve vysoce CO;
nasyceném svete.
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Dle Trainora (1992) fasy reaguji zménou fenotypu na zménu teploty v prostiedi.
Pro sviij vyzkum pouzil Trainor druh Scenedesmus armatus (pozn. aktualné taxonomicky
akceptovany jako Desmodesmus armatus, Hegewald (2000)). Trainor pozoroval zmény
Vv poctu bun€k jednotlivych cenobii. Pii poklesu teploty na piiblizn¢ 10°C zacala pievladat
vicebunétna cenobia a zaroven se zvétSoval pocet ostnll na buiice. Dochazelo tedy dle jeho
usudku K tvorbé atypickych cenobii. V praci Buckové (2013) se objevila hypotéza, Ze
s rostouci teplotou bude dochédzet ke zmenSovani velikosti bunék a zaroven se bude
zmenSovat velikost cenobii nebo bude dochdzet k rozpadu cenobii a pii nizké teploté se
bude zvétSovat velikost bunék a budou pievladat cenobia nad solitérnimi buitkami.
Autorka trend zvétSovani bunék se snizujici se teplotou ve své studii potvrdila, avSak prvni
¢ast hypotézy nepotvrdila — se vzrlstajici teplotou, se buiiky nezmenSovaly. Mezi dalsi
autory, zabyvajici se zménou ve fenotypu fas v disledku zmény teploty patii napi. kolektiv
autorti Neustupa et al. (2008), ktefi sledovali fasu Micrasterias rotata (Desmidiales). Tito
autofi ovSem oproti Buckové (2013) ve své studii pozorovali, ze pii zvySujici se teploté
dochazi ke zmenSovani velikosti bunék. Fenotypové projevy tasy rodu Draparnaldia
v disledku zmén teploty, intenzity svétla a dle toho, jak se méni délka svétlé Casti dne,
studoval Jojmstone (1978). Existuji i studie, které dokazuji, Ze i salinita prostfedi muze
provokovat zmény ve fenotypu fas (Rusell et Veltkamp, 1996).

Aktan et al. (2009) ve své studii uvadéji, ze fenotypova plasticita fas je podnicena i
mnozstvim Zivin v prostfedi. Z této prace je patrné, Ze Ziviny jsou dulezité nejen pro rist
fas, ale ovliviiyji 1 vyslednou stavbu téla a jejich nedostatek ¢i nadbytek muize ovliviiovat

morfologické projevy fenotypu.

2.4 Tézké kovy

Tézky kov je terminem, ktery neni v odborné literatufe jednoznac¢né definovan.
Obecné se tézké kovy definuji jako kovy ¢i polokovy, které piesahuji svou hustotou nad 5
gcm'3 (Viden, 2005). Do tézkych kovii fadime rtut, kadmium, olovo, chrom, méd’, zinek,
mangan, nikl, aj. Pod oznaceni t€Zké kovy spadaji i prvky jako je napf. arsen, selen a
hlinik, bez ohledu na jejich hustotu. LepSim ndzvem by pro tuto skupinu dle Vidna (2005)
byly kovy toxické, jelikoz se jednd o skupinu prvkl neodbouratelnych a persistentnich

s vysokym bioakumula¢nim ucinkem. Jako toxické je zname predevsim v kontextu
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s zivotnim prostiedim, jelikoz ve vyssich koncentracich jsou pro zivé organismy velice
nebezpecné, dokonce az letalni (Duffus, 2002; Sengupta, 2002; Sa’idi, 2010).

Teézké kovy se mohou Vv prostiedi vyskytovat pfirozené napt. vulkanickou ¢innosti.
V této forme vyskytu t€zké kovy zivotni prostiedi a organismy v ném vétSinou neohrozuji,
jelikoz jsou uvoliovany pouze ve velmi nizkych koncentracich. Nékteré tyto kovy mohou
byt pro fungovani organismii dokonce prospéSné a zcela nezbytné, jedna se
0 mikroelementy tzv. stopové prvky jako napi. méd’, zinek, mangan, zelezo, aj. (Duffus,
2002; Viden, 2005; Sa’idi, 2010). V dasledku antropogenni cinnosti, se do prostredi
dostavaji tézké kovy v takovych koncentracich, ve kterych by se v pfirod¢ bez lidského
faktoru pravdépodobné nevyskytly. Toxické kovy jsou nebezpecné z toho hlediska, ze
zlstavaji v ptirodé dlouhou dobu a nelze je odbourat ptirozenou cestou (Kaplan, 2013).
Stavaji se tak soucasti potravni pyramidy. Pokud se toxické kovy dostanou do organismu,
ktery je na poc¢atku potravniho fetézce, zatnou se postupné hromadit v télech organismu na
vyssich stupnich potravni pyramidy. To miize byt pak pfi¢inou hynuti konzumentti vyssich
fada, tedy i ¢loveéka (Kvasni¢kova, 2004; Sa’idi, 2010; Pandey et Madhuri, 2014).

Toxické kovy mohou v organismech vyvoldvat karcinogenni bujeni,
poskozovat nervovou a obéhovou soustavu. Vazi se na bilkoviny, méni jejich strukturu,
funkci a pasobi jako enzymatické jedy. Existuji studie, které prokazuji, Ze dlouhodobé
vystaveni tézkym kovim mize zpuisobit fadu metabolickych poruch, vyvoldvat mutace
Vv organismu a v neposledni fadé i smrt (Raikwar et al., 2008; Sa’idi, 2010; Kaplan, 2013).

Nejvétsi koncentrace t€zkych kovl se do prostfedi dostavd z téZby a primyslu.
Velkou roli v uvolnovani toxickych kovt do prostiedi hraji také emise vozidel, pohonné
hmoty, olovéné akumulatory, dale potom rtizna elektronika, ale také podptirné ¢i ochranné
prostiedky, pouZivajici se v zemédé&lstvi jako napt. hnojiva, postiiky a pesticidy. Tim ale
vycet faktort, ovlivilujicich zvySujici se koncentraci tézkych kovl v prostfedi zdaleka
nekondi, tézké kovy se do prostiedi uvolnuji napt. z riznych natérovych hmot (jako barvy,
laky, aj.), ze starnouci infrastruktury vodovodniho potrubi (Harvey et al., 2015), ale také
riznymi plasty a odpadky plovoucich ve svétovych ocednech (Azzarello et Van Vleet,
1987; Howell et al., 2012).

Tézké kovy mohou byt pfitomny i ve spotiebitelskych, béZné uzivanych vécech
jako napf. ve $percich ¢i détskych hrackach, konkrétné arsen, kadmium a olovo zde bylo
zjisténo v takovych koncentracich, které ptesahuji regula¢ni normy. Olovo se mize
v hrackach vyskytovat jako stabilizator, barevny enhancer nebo jako antikorozni ¢inidlo.
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Tento prvek je jeden z nejcastéji vyskytujicich se tézkych kovl v ptirodé, a to diky ¢tyfem
stabilnim izotopiim, které jsou kone¢nymi produkty rozpadovych fad. VSechny slouceniny
olova se také pouzivaly jako protivybusna piisada do benzinu v letech 1930 — 1970. Proto
se Casto vyskytovalo v rozborech ovoce, které pochazely z blizkosti silnic (Lovei, 1998;
Duffus, 2002). Kadmium je také né€kdy pouzivano jako stabilizator ¢i jako prostiedek,
ktery zvySuje lesk hracek a Sperkii. Arsen téz muze byt pfitomen v riznych barevnych
hrackéach, protoze muze byt soucasti rGznych barev (Finch et al., 2015). Lidé, ktefi
pravideln¢€ konzumovali nelegalné destilovany alkohol, mohli byt vystaveni otravé olovem
nebo arsenem, skrz arsenem kontaminované olovo slouzici k zapojeni do destilaéniho
aparatu. Také v jedech na krysy a drobné hlodavce, miize byt pfitomny arsen. Obzvlast
jsou-li tyto jedy pouzivané v blizkosti potravin, jako napft. ve skladu obili apod., mize dojit

k jejich kontaminaci (Aggarwal, 2014).

2.4.1 Méd’

M¢ed se v pfirodé samostatné zpravidla nevyskytuje, je vdzana na rGzné rudy a
minerdly. Nachazi se ve 2 izotopech. V pfirod¢ ji lze nalézt v minerdlech jako napiiklad
v kovelinu CusS, chalkosinu Cu,S, chalkopyritu CuFeS,, ale také v zasaditych uhli¢itanech
jako je malachit CuCO;3; . Cu(OH), a azurit 2 CuCO;3 . Cu(OH),. Najdeme ji také v modré
skalici CuSOy. 5H,0 (Viden, 2005).

Rozpousténi médi je podporovano zvySenym mnozstvim dusi¢nanli ve vodé. Bez
piitomnosti kysliku v prostiedi k rozpousténi médi nedochazi. Snizeni hodnoty pH pod
hodnotu 7 putsobi prudky narlst rozpustnosti sloucenin s obsahem médi ve vodnim
prostiedi. Obecné lze tedy fici, Ze ¢im je hodnota pH niZsi, tim vice se v prostiedi
rozpoustéji slouCeniny médi i slouceniny dalSich tézkych kovii, coz mad za nasledek
zvysujici se koncentraci nebezpeénych forem tézkych kovi v organismech (Lavens et
Sorgeloos, 1996; Sheline et Choi, 2004; Solomon et al., 2007; Cerna et Neustupa, 2010;
Ragazzola et al., 2013).

Pomérné piisné limity pro koncentraci médi v povrchovych vodéch jsou dany jeji
zna¢nou toxicitou pro vodni organismy vcetné ryb (Chapman, 1978; Bencko et al, 1995).
M¢édnaté kationty jsou pak toxické ke vSem vodnim organismiim, napt. toxicky Uc¢inek na
ryby se projevuje jiz pii koncentraci kolem 0,5 mgl™ m&di, lososovité ryby a juvenilni

stadia vSech druhti ryb, jsou pak vici médi jesté vyrazné citlivéjsi (Chapman, 1978; Price,
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2013). Hodnota LCsp (hranice, ktera vyvola uhyn 50% testovanych organismi)
CuSO, . 5 H,0 je nap. pro kapra (Cyprinus carpio) 1,5 mgl™ (Hecht et al., 2007).

Tento tézky kov ma vliv 1 na bezobratlé zivocCichy zijici ve vodnim prostiedi, jak
dokazuje ¢inska studie autoru Li et al. (2015). Autofi se zabyvali fyziologickou odezvou
svalové tkand koryse rodu Neocaridina denticulata (Crustacea), na pfitomnost Cu®*
v prostfedi. V&dci zjistili, Ze pritomnosti riznych koncentraci Cu®* ve vzorku, se snizuje
koncentrace bilkovin ve svalové tkani tohoto zivocicha. Na zaklad¢ vysledkl analyzy
autofi potvrdili, ze ¢im vyssi byla koncentrace dvoumocné médi, tim vétsi byl ucinek na
celkové poskozeni svalové tkang. Celkova koncentrace Cu®* hraje vyznamnou roli jako

fyziologicky ukazatel pfi vyhodnocovani toxickych ucinkt tézkych kovti na N. denticulata.

2.4.2 Zinek

Zinek se (podobné jako méd’) vyskytuje v nizkych koncentracich v organismech
pfirozené. Je to stopovy prvek dulezity pro rust a diferenciaci Zivych organismu (je napft.
soucasti enzymu, hraje roli v mitotickém bunécném dé¢leni a diferenciaci a je obsaZen
v DNA vazebnych proteinech). Nicméné¢ vysoké koncentrace zinku obecné organismu
Skodi, napt. inhibuji transport elektroni v dychacim fetézci (Greenwood et Earnshaw,
1984; Franklin et Costello, 2009).

V piirod€ se zinek nachazi v mineralech, jako jsou napft. sfalerit ZnS, zinkit ZnO,
hemimorfit Zn,SiO, . H,0O, zinkochromit ZnCr,Q,, aj. (Viden, 2005).

V dnésni dobé je uz znamo, ze zinek je velmi toxickou latkou pro aquatické
organismy. Jiz pii velmi nizkych koncentracich (fadové v desetinach az setinach mgl™)
muze dochézet ke zm&€nam v organismu a v mnoha piipadech miiZze dojit az k thynu
jedince (Pitter, 1999; Strnadova et Matéjkova 2006).

Velkym mnozstvim sulfidickych rud a jejich nédslednou oxidaci se do podzemnich
i povrchovych vod uvoliuje ur€ité mnozstvi zinku. Nicméné nebezpeéi pro vodni
organismy piedstavuje primysl. Pravé z primyslovych odpadnich vod obsahujicich
zine¢naté slouceniny (napt. vody ze zpracovani zinkovych rud) se do prostfedi uvoliuje
velké mnozstvi zine¢natych kationtl. Dvoumocny zinek se také dostava do vod z odpadu
ze zavodl na zpracovani tukli a z mofiren mosazi. Vyznamné mnozstvi zinku se do

prostiedi dostava i spalovanim fosilnich paliv (Strnadova et Mat¢jkova, 2006).
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Zinek je dle Chapmana (1978) pro ryby znacn¢ toxicky. Jeho studie sledovala vliv
tii tézkych kovt (Cu, Cd a Zn) na ryby Oncorhynchus tshawytscha a Salmo gairdneri.
Cilem této studie bylo stanovit koncentraci LCsy ve vSech Ctyfech fazich zivota téchto
druhti. Autor zjistil, ze LCsp pro Zn se pohybovala u obou roda v rozmezi 93 az 815 pg/l.
Jina studie, zabyvajici se studiem vlivu zinku na lososovité ryby potvrdila, ze se letalni
koncentrace zinku pohybuji kolem 100 pg/l. Autor také doporucil nepouzivat pozinkované
nafadi pii chovu lososovitych ryb a pro vedeni pfivodni vody doporucil nevyuzivat
pozinkované vodovodni potrubi, jelikoz se mize do vody uvoliiovat toxicky ZnCl, (Price,
2013).

2.4.3 Zpusoby odstranéni téZkych kovu z prostredi

Pfi odstranovani tézkych kovii z vodniho prostiedi se vyuziva nékolik postup.
MozZnymi postupy pro odebrani toxickych latek z vod miize byt napf. iontovd vymeéna,
membranové procesy anebo odstranéni sloucenin tézkych kovl z prostiedi pomoci
adsorpce. Praveé adsorpce je jednim z nejucinngjSich feSeni k odstranovani tézkych kovi
z vodniho prostiedi. K adsorpci se v prub&éhu let vyvijela fada inovativnich latek
a materidlll (napf. karbonové tkaniny, aktivni uhli, aktivni koks, hydroxid hotfe¢naty, aj).
Tyto latky maji celkem vysokou uc€innost, ovSem nevyhoda tkvi v pomérné velké finanéni
narocnosti. Dal§i alternativni moznosti K odstranéni polutanti z prostiedi je vyuziti
ptirodnich sorbentti, jako je napf. raselina, hnédé i ¢erné uhli, ktira a v neposledni fad¢
fasy. Sorp¢ni kapacita je ziejmé lehce omezena, ale velkou vyhodou jsou nizké financni
naklady a minimalni zatéz pro zivotni prostiedi (Monser et Adhoum, 2002; Kaplan, 2013).

Studie Ahluwaliy et Goyala (2007) se zabyvala moznymi alternativnimi cestami
odstranéni t&zkych kovii z prostiedi. Uéelem této studie bylo blize prostudovat procesy
odstranéni téchto nebezpecnych latek pomoci mikroorganismii. Dle studie ma vypousténi
odpadnich vod obsahujicich tézké kovy z kovozpracujiciho pramyslu, negativni uc¢inky na
zivotni prostredi. Bézné technologie zabyvajici se odstrafiovanim téZkych kovi nejsou
ekonomické a mohou vytvaret dalsi chemickou zatéz pro Zivotni prostiedi. Biosorpce
tézkych kovli metabolicky neaktivni nezivou biomasou fasového ¢i houbového ptivodu je
dle autor velmi inovativni a alternativni technologii pro odstranéni tézkych kovu

z vodniho prostfedi. Unikatni chemické slozeni biomasy dokaze sorbovat kovové ionty
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ovSem za predpokladu, Zze jsou dodrzeny urcité podminky. Ve studii bylo zkoumano
mnoho mikroorganismt. Vysledky prace ukazuji, ze fermentaci upravena biomasa
organismu Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Rhizopus nigricans, Ascophyllum
nodosum, Sargassum natans, Chlorella fusca, Oscillatoria anguistissima, Bacillus firmus
a Streptomyces sp. ma nejvyssi schopnost adsorbovat t€zké kovy z prostredi a to v rozmezi
od 5 do 641 mgl'1 ptedevsim pro Pb, Zn, Cd, Cr, Cu a Ni. DIe autorti ma tato metoda velky
potencial v odebirani kovi z zivotniho prostiedi (Ahluwalia et Goyal, 2007). Mnoho fas
ma tedy velkou schopnost pohlcovat kovy, a proto je zde zna¢ny potencial pro jejich
vyuziti k ¢isténi kontaminovanych vod. Mehta et Gaur (2005) se vedle moznosti vyuziti fas
k ¢isténi vod zabyvali i tim, jaké faktory ovliviiuji sorpci kovu. Ve své studii popisuji, ze
tuto schopnost fas ovliviiuje zejména koncentrace kovu a biomasy v roztoku, pH, teplota a
dalsi faktory. Dale také uvadéji, ze odumielé bunky tas jsou schopny adsorbovat vice
kovu, nez bunky zivé. V uvedené studii se také snazili najit zpasob, jak zvysit sorpéni
Mehta et Gaur (2005) apeluji na to, aby pro vyuziti fas jako metody k odstranovani kovt
ze zneCisténych vod byl kladen diraz na: vybér kment fas s vysokou sorpéni kapacitou,
nezbytnou znalost sorp¢nich mechanismi, genetickou manipulaci fasy pro vétsi pocet
povrchovych vazebnych skupin, na rozvoj nizkonakladovych metod pro bunécné
mobilizace a na ekonomickou proveditelnost.

Autofi Chong et al. (2000) provadéli fadu experimentdl s riznymi koncentracemi
zinku a niklu v porovnani se schopnostmi 11ti mikroalgalnich druhl odstranovat nikl
a zinek ze syntetickych odpadnich vod. Mezi sledovanymi druhy byla Chlorella vulgaris,
Chlorella sorokiniana a Scenedesmus quadricauda (izolaty pochazely ze znecisténé vody
z oblasti Wuhan, z Ciny) a dal§ich osmi izolovanych kment z oblasti Hongkongu. Izolat
»Wuhan“ Scenedesmus odstranil vétSinu niklu, pravdépodobné diky velké biomase.
Koncentrace niklu byla sniZena z po&ate¢nich 30 az na 0,9 mgl™. Druhym nejucinngjsim
druhem pro odstranéni niklu byl izolat, predbézné identifikovany jako Chlorella miniata,
koncentrace niklu byla snizena na 10 mgl™. Vykonnost ostatnich izolatd byla srovnatelna
s Ch. vulgaris. Bylo zjisténo, ze vSechny testované fasy jsou Zivotaschopné, coz ukazuje,
7e téchto 11 druhéi by mohlo tolerovat sm&s 30 mgl™ niklu a 30 mgl™ zinku v odpadni
vodé¢.

Ve studii kolektivu autort Monteiro et al. (2011) byla sledovana kapacita biosorpce
dvoumocného zinku (Zn**) a dvoumocného kadmia (Cd**) dvémi zelenymi Fasami
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(Chlorophyceae), konkrétné druhy Scenedesmus obliquus a Desmodesmus pleiomorphus.
Kmeny téchto tas byly izolovany ze znecisténého vodniho kanalu Esteiro de Estarreja
v severnim Portugalsku. Vysledky studie ukazaly, ze pro kazdy kov nezdvisle fasa
D. pleiomorphus vykazovala vyssi sorpéni kapacitu kovu, nez tfasa S. obliquus, a to
v koncentracich v rozmezi od 60 do 300 mgl™ (s vyjimkou 150 mg™ Cd*"). V roztocich
byla fasa S. obliquus obecné schopna odstranit ve vyssi mife kadmium nez zinek, zatimco
naopak tomu bylo pozorovano u fasy D. pleiomorphus. Tato studie naznauje moznou
cestu bioremediace pro znecisténé vody tézkymi kovy, podobné jako studie autori Giiglii
et Ertan (2012). V této studii byla zjistovana schopnost odstranéni zinku (Zn?*) z roztoku
ttemi druhy fas: Acutodesmus obliquus, Desmodesmus armatus a Desmodesmus
subspicatus. V prubéhu analyz byl sledovan mj. rist fasy, ktery se sniZoval s rostouci
koncentraci zinku. Hodnoty ECsg (G¢inna koncentrace, pii které¢ dojde ke zmé&nam u 50%
zkoumanych organismil) pro Zn”* byly stanoveny na 2257,824 ugl™ pro D. subspicatus,
1922,049 ug’ pro A.obliquus a 1634,275 pg™ pro D. armatus. Procentudlnd nejvyssi
schopnost odstranéni zinku =z roztoku vykazoval D. subspicatus (40%), nasledné
A. obliquus (30%) a D. armatus (18%). Odstranéni zinku i jinych t€zkych kovi spo¢iva na
navazani na bunécny povrch. Autofi prokazali, ze mrtva biomasa adsorbuje vice tézkého
kovu nez ziva.

Rasy maji tedy piirozenou schopnost vazat kovy a jsou velkou nadgji
Vv alternativnim odstrafiovani tézkych kova z prostiedi (Omar, 2002; Afkar et al., 2010;
Monteiro et al., 2011; Giigli et Ertan, 2012).

2.4.4 Vliv tézkych kovi na rasy

Fenotyp organismii mize byt ovlivilovan mnoha faktory. Variabilitu fenotypu
vyvolavaji tedy i1 rizné toxické latky v prostiedi, jakymi mohou byt napt. té¢zké kovy.
V uplynulych 20 letech se plisobenim téZzkych kovl na fenotypovou plasticitu, zabyvala
fada autoru (napf. Corradi et al., 1995; Pawlik-Skowronska, 2003; Pefia-Castro et al., 2004;
Ptibyl et Cepak, 2005; Gorbi et al., 2006; Umysova et al., 2009; Afkar et al., 2010; Jasso-
Chavez et al., 2010; Anantharaj et al., 2011; Giloni-Lima et al., 2012; Carfagna et al.,
2013; Mosleh et Mofeed, 2014; Chia et Musa, 2014; Chia et al., 2015).
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Vétsina fas je citliva na pfitomnost tézkych kovl v prostiedi. Méd’ a zinek (t€zké
kovy, jejichz vliv na fasu D. armatus je sledovan v této praci) jsou strukturni a katalytické
komponenty proteinti a enzymd, ale kdyz jsou v piebytku, jsou pro fasy extrémné toxické
(Steffens, 1990). Reakce fas na toxické kovy se mizou projevit zménami v morfologii,
fyziologii a ve vyssich koncentracich jsou letalni (napt. Pena-Castro et al., 2004; Giiglii et
Ertan, 2012).

Dle Trainora (1991) jsou sladkovodni fasy z celedi Scenedesmaceae (schopné
vytvafet mnoho riznych fenotypti, v zavislosti na prostiedi. Abd-ElI-Monem et al. (1998)
provedli studii na zelené fase Scenedesmus acutus (dnes znamy jako Acutodesmus
obliquus, revize taxonu Hegewald et Hanagata, 2000). Kmen S. acutus tolerantni k chromu
(dale uvadén jako chrom-tolerantni kmen) byl vystaven riznym koncentracim Cu®* nebo
Zn?* s cilem zhodnotit, zda bude takovy kmen také tolerantni viiéi témto t&zkym koviim
a jestli bude tfasa schopna si udrzet beze zmény svoje nutri¢ni hodnoty. Jako indikator
nutri¢éni hodnoty tas byla pouzita suchd hmotnost sacharidi a bilkovin. Vyhodnoceni
tolerance kovu bylo zalozeno na tempu rustu a obnové kultury v porovnani s kmenem této
fasy piirodniho ptivodu. V uvedené studii byl sledovan axenicky pfirodni izolat (znaceny
S2-N) a chrom-tolerantni kmen (znaceny S2-T) Scenedesmus acutus. Ke kultivaénim
médiim, ve kterych byla fasa péstovana, byl pfidavan pentahydrat siranu médnatého
(CuSOy . 5 Hy0) pro vytvofeni prostfedi s obsahem dvoumocné médi. Sledovany byly tii
rizné koncentrace,ato 1; 1,5a 2 mgl'1 Ccu®. Dvoumocny zinek byl ke kultufe dodédvan ve
slouceniné chloridu zine¢natého (ZnCly) ve étyfech rtiznych koncentracich, a to 1; 2,5; 5
a 10 mgl™ Zn?*. Vsechny experimenty byly opakovéany pétkrat. Kultury byly ponechany
vyvoji po dobu sedmi dnu. Po dobu této kultivace byly sledovany zmény Vv rustu,
morfologii a ve fluorescenci zapfi¢inéné ztratou chlorofylu bunikami.

Vysledky vyzkumu naznacily, 7e obsah Cu®* v roztoku vede k poklesu rychlosti
ristu U obou kment S. acutus. Rychlost rustu vSak byla u senzitivniho kmene S2-N
vyrazné niz$i. V koncentraci 1 mgl™ Cu®* byl rozdil v ristu obou kmend, ktery byl patrny
pouze v Gasovém intervalu 0 — 2 dni. V koncentraci 1,5 mgl™ Cu?* byl rist S2-N vzdy
niz§i nez S2-T, v koncentraci 2 mgl™ Cu®* prestala fasa riist v piipadé obou kmenti. Po 7
dnech sledovani se v prvni koncentraci téméf vSechny bunky kmene S2-N staly
fluorescenéni mikroskopii nedetekovatelné. To naznacuje, ze buiiky ztratili svou schopnost
byt fotosynteticky aktivni. Naopak vétSina S2-T bun¢k byla stale velmi silné fluorescenéné
aktivni. Autofi po sedmi dnech sledovani pteockovali kulturu do standartniho kultiva¢niho
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roztoku, kde sledovali obnoveni rychlosti ristu po dalSich sedm dni. Oba kmeny
z koncentrace 1 mgl™ Cu®** rychle obnovily tempo riistu bez fize stagnace. Kmeny
z koncentrace 1,5 mgl™ Cu®" stagnovaly dva dny a poté rostl S2-T rychleji, nez S2-N.
Kmeny z koncentrace 2 mgl™ Cu®** mély delsi stagnujici fazi a rostly velmi pomalu, stale
vSak platilo, ze S2-T rostl stale rychleji, nez S2-N (Abd-El-Monem et al., 1998).

Utinek zinku na mnoZeni bunék, byl podobny u obou kmend ve vsech
koncentracich. Rust byl potlacen zejména v koncentracich 2,5 a 5 mgl'1 Zn**. Po
preoc¢kovani kultur do kultiva¢niho roztoku bez obsahu kovii mély kmeny z koncentrace
1 mgl™ Zn** fazi stagnace po dobu dvou dnii, poté pokracoval riist podobnym tempem.
Kmeny, které rostly v koncentracich 5 a 10 mgl™ Zn** stagnovaly po dobu &tyf dni, poté
oba kmeny obnovily tempo rastu (Abd-EI-Monem et al., 1998).

Paisobenim dvoumocné médi (Cu®*) nebo dvoumocného zinku (Zn?*) na S. acutus
se sucha hmotnost sacharidii pro oba kmeny vyznamné snizila. Stejny trend byl pro oba
kmeny stanoven i pro obsah bilkovin. Ten se snizil v pfipadé dvoumocné médi od
koncentrace 1,5 mgl™ Cu?*, zatimco v ptipad¢ dvoumocného zinku se obsah bilkovin
snizoval jiz od koncentrace 1 mgl™ Zn?*. U kmenti fasy S. acutus zaroven doSlo k potlaceni
rastu Kultury, a tim se snizila jeji sucha hmotnost, a tedy i syntéza sacharidi v dasledku
ztraty chlorofylu. Nizsi hodnoty obsahu proteinii v kulturach s koncentraci Cu®* nebo Zn**
byly pravdépodobné zptsobeny v disledku poruchy jejich syntézy. Autofi tak potvrdili, ze
chrom-tolerantni kmen fasy S. acutus muze byt také tolerantni k dal$im tézkym kovum.
Chrom-tolerantni kmen byl tedy méné senzitivni k médi, nicméné nebyl zadny dikaz
0 nizsi citlivosti na zinek (Abd-EIl-Monem et al., 1998).

Dalsi studii, zabyvajici se ptusobenim tézkych kovii na fasu rodu Scenedesmus,
provedli Pefia-Castro et al. (2004). V ramci studie byl studovan vliv té tézkych kovu
(médi, chromu a kadmia) na kmen druhu Scenedesmus incrassatulus. Jako zdroj
dvoumocné médi byl pouzit heptahydrat siranu méd’natého (CuSO, . 7 H,0), zdrojem
dvoumocného kadmia byl chlorid kademnaty (CdCl,) a pro studium vlivu Sestimocného
chromu na fasu S. incrassatulus autofi pouzili dichroman draselny (K»Cr,07). Rasy byly
péstovany ve standartnim BBM kultivaénim médiu (Bold‘s basal medium) a nasledné
uchovany Vv klimaboxu. Pro vytvofeni prostiedi s riznou koncentraci tézkych kovu, byly
vytvofeny Ctyii koncentrace od kazdého kovu, a to koncentrace: 3,15; 5; 6,4 a 9 mgl‘1
dvoumocné medi, 5; 7; 10 a 13 mgl'1 dvoumocného kadmia a 1; 1,3; 2 a 2,8 mgl'1
Sestimocného chromu. Déle vytvofili kontrolni kulturu, ktera neobsahovala zadné tézké
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kovy. Kultury byly nasledovné sledovany po dobu dvou tydni. Monitorovany byly vykyvy
ristu, zmény poc¢tu bunék v cenobiu a jejich rozméry, dale pak fotosynteticka aktivita fasy.
V pritomnosti ECsp médi, zaCala fasa v pribéhu prvniho az ctvrtého dne nahrazovat
plvodné ¢tyibunécna cenobia dvoubunéénymi, a to az z 65%. P4ty den se v kultufe zacaly
vyskytovat jednobunécné morfotypy. Sedmy den pak byly jednobunééné morfotypy
Vv kultufe dominantni a to v 70%. | v této studii se ukdzalo, ze méd ma velky vliv na
fotosynteticky aparat fasy. Podobné jako ve studii kolektivu autora Abd-ElI-Monem et al.
(1998) se buiiky staly fluorescen¢ni mikroskopii nedetekovatelné, a to naznacuje, ze ztratili
svou schopnost byt fotosynteticky aktivni. Rozméry bunék pak zistaly shodné
s kontrolnim vzorkem. Kultura v pfitomnosti ECsy kadmia, zacala od ¢tvrtého dne vytvaret
dvoubunécénd cenobia. Na konci pokusu pak dvoubunécnd cenobia tvofila skoro 79%
biomasy. Koncentrace kadmia vy$§i neZ ECsy zpusobila dominanci jednobunéénych
morfotypi a to skoro ze 70ti%. Na rozdil od médi pak tento kov nemél vliv na
fotosynteticky aparat. Rozméry bunck se také od kontrolni kultury nelisily. V piipadé
kultury vystavené ECsg chromu se dvoubunécnéd cenobia stala dominujicimi a to uz po
druhém dnu pozorovéni. Zhruba v poloviné experimentu zacaly pfevladat jednobunééné
morfotypy a to témét s 60% pievahou. Na konci pokusu se pak zacaly vytvaret shluky
bun¢k, které byly autory oznaleny jako autospéry. Ani tento kov vSak nemél vliv na
fotosynteticky aparat fasy, ovSem jako u jediného z testovanych kovil, byla pozorovana
zména ve velikosti bun¢k, oproti kontrolni kultute. Autofi tak potvrdili, ze t€zké kovy jako
kadmium, méd’ a chrom maji vliv na fenotyp fasy S. incrassatulus.

Ve studii Giiglii et Ertana (2012) byla sledovana schopnost fas z Celedi
Scenedesmaceae (Acutodesmus obliquus, Desmodesmus subspicatus a Desmodesmus
armatus) odebirat zinek z prostfedi. Mimo to autofi také sledovali vliv tohoto tézkého kovu
na fenotypovou plasticitu téchto fas. Zinecnaté kationty byly do kultivacnich médii
dodavany v podob¢ dihydratu chloridu zine¢natého (ZnCl, . 2 H,0). Autofi dale vytvotili
pet raznych koncentraci tézkého kovu v médiu a to 0,25; 0,5; 1; 2 a 4 mgl'1 zZn?*
a kontrolni kulturu bez obsahu kovu. Kazdy roztok s uvedenou koncentraci zinku
I kontrolni kultura mély tfi opakovani. Kultury byly uchovavany za stalych podminek.
Zmeény na téchto fasdch byly sledovany a zaznamendvany po kazdych 24, 48, 72 a 96
hodindch od zahajeni pokusu. Cenobia byla rozd€lena do Ctyf kategorii: osmibunécna
cenobia, ¢tyfbunééna cenobia, dvoubunééna cenobia a soliterni bunky (absence cenobii).
Toxicita zinku byla vyjadiena ECso v po¢tu bunék v pribéhu 96 hodin ve srovnéani
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s kontrolami. Fenotypova plasticita byla pozorovana u tas A. obliquus a D. armatus, ale
nebyla pozorovana u fasy D. subspicatus. V ptipadé tasy D. subspicatus nedoslo ke snizeni
poctu bunék v cenobiu. V piipadé A. obliquus a D. armatus se pocet bunék v coenobiu
snizoval s rostouci koncentraci zinku v médiu. V piipadé A. obliquus byly ve vSech
koncentracich zinku pozorovany jednobunééné morfotypy, cenobia zcela chybéla.
V kultufe D. armatus se v koncentraci 0,25 mgl™* Zn®* tvotila pouze cenobia se &tyfmi
buiikami (100% biomasy). V koncentraci 0,5 mgl™ Zn?*, byl pomér &tyfbun&énych cenobii
niz8i (70%) a mnozstvi dvoubunéénych morfotypu se zvysilo na 30%. Ve tieti, Ctvrté
a paté koncentraci (1; 2 a 4 mgl™ Zn?*) se tvofila dvou- a &tyfbun&éna cenobia v pomdru
1:1. Tim, Ze se zvysila koncentrace tézkého kovu v roztoku, dochazelo k rozpadu cenobii.
Stejny trend byl pozorovan i ve studii Pefia-Castro et al. (2004), kdy bylo prokazano
snizeni poctu bunék v cenobiu s nardstem obsahu médi, chromu ¢i kadmia v roztoku.
Giiglii et Ertan (2012) na zaklad¢ experimentu dodavaji, ze cenobialni struktura uvedenych
kment byla ovlivnéna jiz pfi nizkych koncentracich zinku. Tyto vysledky ukazuji, ze tvar
cenobia je velmi citlivy parametr, ktery rychle reaguje na kolisani i nizkych koncentraci
zinku v kultivaénim médiu (Giiglii et Ertan, 2012).

Vliv odpadnich vod s obsahem textilniho indigo barviva na sladkovodni zelenou
fasu Scenedesmus quadricauda (dnes Desmodesmus communis, revize taxonu Hegewald,
2000) studovali Chia et Musa (2014). Tato fasa byla vystavena riznym koncentracim
indiga, které autofi ziskali zfedénim 100 az 175krat v Boldovo bazalnim médiu. Vyzkum
potvrdil, Ze se zvySujici se koncentraci indiga v médiu dochazi k rapidnimu sniZeni rustu
fasy. Prokazan byl i ubytek chlorofylu v bunkach, dale pak zmény v pocétu bunék
jednotlivych cenobii. Vysledky studie prokazaly, Ze rozpadavost cenobii vyznamné
koreluje s koncentraci odpadni latky v médiu. Cim vys§i byla koncentrace odpadni latky,
tim vétsi pomér jednobunécnych morfotypt byl v kultivaénim médiu zaznamenan. ECsg
byla stanovena na hranici 166krat ziedéné odpadni vody v BBM. Tato odpadni voda,
vznikajici jako produkt textilniho primyslu po barveni indigo barvivem, obsahovala i té¢zké
kovy jako kadmium chrom a méd. Autofi touto studii predkladaji diikaz, ze i nizké
koncentrace odpadnich vod, pochézejici z textilniho prumyslu vyuZzivajiciho indigo
barviva, jsou schopné vyznamné snizit rast populace a ovlivnit fenotyp fasy
S. quadricauda. Snizeni po¢tu buné€k v cenobiu pozorované v této studii dale potvrzuje, Ze

environmentalni stres ovlivituje cenobidlni strukturu rodu Scenedesmus, coz znamena, ze
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rozpadavost cenobii miize byt povazovana za dllezity biologicky marker pro testovani
toxicity.

Dle autorti Chia et al. (2015) se v poslednich letech objevily i rizné vyzkumy
veénujici se toxickym ucinklim atrazinu (¢lovékem vytvoreny synteticky herbicid) na fasy.
Do doby, nez byl proveden tento vyzkum, Se zadnd prace neveénovala studii
kombinovaného vlivu kovu a atrazinu soucasné na jakékoli tase. Toxicita atrazinu zavisi
v dobé expozice na jeho interakci s fyzikalnimi a chemickymi podminkami ptevladajicich
ve vodnim ekosystému. Cilem této studie bylo prozkoumat kombinovany ucfinek médi
(Cu*") a atrazinu na rist, produkci biomasy, fenotypové variace, produkei proteini
a antioxidacnich enzymovych reakci sladkovodni zelené fasy Scenedesmus quadricauda
(dnes Desmodesmus communis, revize taxonu Hegewald, 2000) za kontrolovanych
laboratornich podminek. Kombinaci médi a atrazinu doslo k vyznamnému sniZeni ristu a
produkci biomasy, v porovnani s ptisobenim samotné médi nebo samotného atrazinu. Také
schopnost fasy produkovat mnohobunétnd cenobia po vystaveni médnatych kationtd
a atrazinu soucasn¢ se vyznamné snizila. Fenotypové variace studovaného kmene ukazaly,
Ze se zvysujici se koncentraci médi a atrazinu dochazelo ke snizeni poétu bunék v cenobiu.
V kultivaénich médiich, kterd kombinovala soucasné atrazin i méd’ se objevovaly i
jednobunééné morfotypy Castéji, nez v médiich, které obsahovaly pouze atrazin nebo méd’.
Kombinace dvoumocné médi a atrazinu méla také vliv na obsah chlorofylu v burikach.
Vysledky této studie zduraziuji variabilitu interakci latek, které se mohou bézné
vyskytovat v pfirodnich vodnich ekosystémech a kromé toho toxické ucinky téchto
kombinovanych stresorti, které mohou byt ¢asto mnohonasobné vyssi, nez ucinky latek
samotnych. Autofi tak prokazali, ze méfi-li se v laboratornich podminkach jednotlivé
faktory samostatné, nemusi vysledky vZdy pfesné odpovidat tomu, co se déje v piirozeném
vodnim ekosystému (Chia et al., 2015).

Monteiro et al. (2011) také sledovali toxicitu kadmia a zinku na dvé rizné fasy, a to
na Scenedesmus obliquus (dfive S. acutus, dnes Acutodesmus obliquus, revize taxonu
Hegewald et Hanagata, 2000) a Desmodesmus pleiomorphus. Pro média s obsahem
dvoumocného zinku, pouzili autofi chlorid zine¢naty (ZnCly) a pro média obsahujici
dvoumocné kadmium chlorid kademnaty (CdCl,). Tato studie byla primarné zamétena na
to, jaké mnozstvi zinku a kadmia jsou tyto fasy schopny odebrat z prostiedi. Sekundarné
byly sledovany fenotypové projevy téchto fas. Autofi potvrdili, Ze vlivem plsobeni zinku
I kadmia dochazi ke snizeni rychlosti rGstu obou fas a zZe inhibice rustu populace byla
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V podstaté stejné imérna koncentraci tézkych kovii v médiu. Analyza rlstu fas za plsobeni
dvoumocného kadmia naznacila, ze je tento kov mnohem toxictéjsi, nez dvoumocny zinek
u obou druhti. ANOVA ukazala, Ze doslo k vyraznému efektu u obou testovanych kovii na
rast populace S. obliquus i D. pleiomorphus (Monteiro et al., 2011).

Kromé¢ studii zabyvajicich se pisobenim kadmia, chromu, zinku a médi existuji
I studie, které sleduji vliv selenu na fasy. Selen se pfirozené vyskytuje v organismech jako
stopovy prvek a podili se na mnoha biologickych funkcich. OvSem pii vysSich
koncentracich je velmi toxicky (Umysova et al., 2009). Umysova et al. (2009) sledovali
vliv vybranych sloucenin selenu na zelenou fasu Scenedesmus quadricauda (dnes
Desmodesmus communis, revize taxonu Hegewald, 2000). Selen byl ptidavan do médii ve
formé selenicitanu sodného (Na;SeO3z) nebo selenanu sodného (Na,SeO,), anebo byly
pouzity ob& formy soucasné. Ob¢ chemické formy selenu byly rozhodujicimi faktory
Vv bunééné odpovédi. Seleniditan vykazoval vétsi toxicky Uc¢inek nez selenan. Zajimavé
bylo, Ze kultura s kteroukoli z uvedenych sloucenin selenu méla za nasledek akumulaci
jeho organické formy, a to selenomethioninu. Ve vSech kultivovanych kmenech, aktivita
thioredoxin reduktdzy prudce vzrostla v pfitomnosti jakékoli formy selenu. Tato zvySena
aktivita thioredoxinu v fasovych bumnkach byla odezvou na stres vyvolany selenové
toxicité. Tato studie poskytla novy pohled na to, jaky vliv ma selen na zelené tasy, a to
zejména s ohledem na jeho toxicitu a bioakumulaci.

Existuji samoziejmé i studie, které vénuji svou pozornost fasam z jinych celedi, nez
Scenedesmaceae. Napt. ve studii kolektivu autorit Nacorda et al. (2007) byla sledovana
rezistence a zaroven schopnost odebrani tézkych kovu z prostiedi u dvou kmend Chlorella
vulgaris. Dalsi praci, jejimz pokusnym organismem byla Chlorella vulgaris, publikoval
kolektiv autort Afkar et al. (2010). V této studii byl studovan vliv kobaltu, kadmia a médi
na zminénou fasu. V zavéru studie je uveden mnoha autory ovéfeny fakt, ze té¢zké kovy
maji vliv na riist populace. Cim vyssi byla koncentrace téchto kovii v médiu, tim k vétsimu
potlaeni rustu biomasy Ch. vulgaris dochazelo. Zajimavym faktem je to, Ze autofi této
prace dosli k zavéru, Ze obsah dvoumocné meédi v prostiedi ma negativni vliv na
fotosynteticky aparat této fasy, podobné¢ jako ve studiich Abd-El-Monem et al. (1998)
a Pena-Castro et al. (2004), kteii také potvrdili negativni vliv dvoumocné médi na obsah
chlorofylu fas rodi Acutodesmus a Scenedesmus.

Vliv médi a kadmia byl studovan i na rozsivkéach (Bacillariophyceae), konkrétné na
penatni rozsivece Amphora coffeaeformis, kdy autofi sledovali zejména rist populace, vliv
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na fotosyntetické pigmenty a zmény v nutri¢ni hodnoté fasy (Anantharaj et al., 2011).
Autofi potvrzuji, ze tyto kovy maji vliv na jimi sledované fenomény a dodavaji, ze jsou
tyto fasy vhodnymi bioindikatory znecisténi prostiedi tézkymi kovy. Visviki et Rachlin
(1994) ve své studii studovali vliv médi a kadmia na zelené bic¢ikovce Dunaliella salina
a Chlamydomonas bullosa. Zamétili se predevsim na to, jaky vliv ma méd’ a kadmium na
strukturdlni zmény téchto dvou tas. Vysledky studie naznacuji, ze kadmium mélo vétsi
dopad na strukturu téchto druhii nez méd’. Stres vyvolany tézkymi kovy ovlivnil fadu
bunécnych parametrii, jako napt. velikost jadra a pyrenoidu nebo Sitka bunécné stény.

Existuje mnoho dalsich studii vénujici se vlivu tézkych kovil na fasy, napt. Cain et
al., 1980; Corradi et al., 1995; Yan et Pan, 2000; Costa et Franga, 2003; Pfibyl et Cepak,
2005; Bascik-Remisiewicz et al., 2009 aj.).

2.5 Fenopypova plasticita rodu Scenedesmus s. I. a jeji vliv na taxonomii rodu

Historie vyzkumu fenotypové plasticity saha az k 70 1étim 20 stoleti (Bradshaw,
1965). Zména ve fenotypu v disledku ménicich se podminek prostiedi zastupcti rodu
Scenedesmus, byla sledovana nékolika autory jiz pocatkem 70 let minulého stoleti (napf.
Trainor et Hilton, 1963; Trainor, 1964; Swale, 1967).

Ve studii Trainora et Hiltona (1963) byly sledovany morfologické zmény tasy
Scenedesmus longus Vv diisledku ménicich se podminek prostfedi. Rasa rostla i ptes Siroky
teplotni rozsah (od 22° C do 38° C), pfi rlizn¢ intenzité osvétleni (od 5 do 650 ft), riznému
pH (od 5 do 7,5) a v rliznych kapalnych médiich. Vysledky studie uvadéji, ze tasa se
Vv pribéhu pokusu morfologicky ménila. V riznych podminkich fasa reagovala jinak
a autofi si v§imali riznych morfologickych variaci. Autofi pozorovali v prubéhu pokusu
jak vicebunécna cenobia, tak 1 jednobunécné morfotypy, vzdy v zavislosti na ménicich se
podminkach prostiedi. V zavéru autofi dopliuji, ze vysledky jejich laboratorni studie
mohou naznacovat Sirokou $kdlu morfotypti, které se mohou vyskytovat bézné i v ptirodé.
Pravé morfologie zastupct Celedi Scenedesmaceae byla v minulych letech sledovana
a dikladné zmapovana predevS§im dvéma védci Eganem a Trainorem. Zminéni autofi
zaznamenavali variabilitu morfologie Sirokého spektra zastupci. Ziskané poznatky
poukazujici na zménu v morfologii vedly ke zjisténi, ze fenotypova plasticita se projevuje

také 1 u fas z ¢eledi Scenedesmaceae (napt. Trainor et Hilton, 1963; Trainor 1964, 1966a,
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1966b; Swale, 1967; Trainor et Rowland, 1968; Trainor, 1969; Trainor et al., 1976;
Trainor, 1979; Egan et Trainor, 1989; Trainor et Egan, 1990a, 1990b, 1991; Egan et
Trainor, 1991; Trainor, 1992). Trainor et Egan (1990b) zacali pochybovat o spravném
taxonomickém vymezeni rodu Scenedesmus, kdyz provedli studii na étyfech rtznych
kmenech fasy Scenedesmus armatus. Autofi se totiz zpocatku domnivali a predpokladali
to, ze parametry urcitych druhl fas (jako napf. ostny) rodu Scenedesmus maji stabilni
charakter. V jejich studii ovSem naznacuji, Ze vznikl problém s taxonomickym zafazenim
zastupcu rodu Scenedesmus Vv disledku toho, ze jejich zakladni piedpoklad byl chybny.
Autofi navic dodavaji, ze existuji i dalsi studie, které sledovali jeden ¢i vice kmenu fas
z rodu Scenedesmus a opakované dokazuji, Ze vyvoj ur€itych parametrd fasy jako napf.
délka ¢i absencce ostnd je ovlivnéna riznymi podminkami prostiedi (Trainor, 1964, 1966a,
1966b, 1969).

Vysledky cetnych studii mély dopad na taxonomii Scenedesmaceae. Dusledky byly
detailn¢ popsany a rozebrany ve studii Trainora et al. (1976), ktery konstatoval, ze fasy
mohou vykazovat ur€itou miru plasticity a zmén v morfotypu. Autor zmifuje, ze je
nutnosti v popisu novych druht brat ohled na to, Ze v ruznych podminkach prostiedi se
mohou vyskytovat zcela odlisné morfotypy dané¢ho druhu a mize dochazet k nespravnému
uréeni druhti. Autor také poukézal na to, ze tradi¢ni popisy druhd, které jsou zalozené
predev$im na popisu morfologie jednotlivych ekotypli, nejsou dostatecné, protoze
podminky prostiedi ovliviiuji fenotyp fas, zejména u rodu Scenedesmus. Na fakt, zZe
vysledky studii maji dopad na taxonomii ¢eledi Scenedesmaceae, navazuji 1 dal$i prace
Trainora (napt. Trainor, 1979; Egan et Trainor, 1991). Pravé ve studii Egana et Trainora
(1991) byly sledovany ruzné kmeny druhu Scenedesmus communis, které byly vystaveny
pusobenim hnojiv. Analyza morfologickych znakli ukazala, Ze izolovany kmen
S. communis vystaveny roztokim hnojiv byl podobny S. komarekii (kmen UTEX 1236)
a druhy izolovany kmen S. communis byl podobny S. subspicatus (kmen UTEX
1358). Rust a morfologické exprese kmenti S. communis byly velmi podobné tém, které
odpovidaly ptislusnym druhtiim z UTEX (Culture Collection of Algae at The University of
Texas at Austin). Védci tak dalsi studii potrdili, Ze taxonomie ¢eledi Scenedesmaceae je
nejasnd a ze fenotypova plasticita ovliviluje morfologii organismi, coZ muze mit za
nasledek Spatné urceni druhi. ,,Soucasny stav taxonomie a dasledky fenotypové plasticity

na taxonomii rodu Scenedesmus jsou velmi diskutabilni (Egan et Trainor, 1991).
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Z mnohych morfologickych studii je patrné zdkladni vymezeni morfologie zastupcii
rodu Scenedesmus, kdy je tato fasa schopna vytvaret mnoho morfotypa a je fenotypovée
velmi variabilni. Jednotlivé kmeny riiznych druht mohou tvofit cenobia slozena ze dvou,
Ctyf nebo osmi bunék. Az ke konci 20. stoleti, kdy se zacaly pouzivat inovativni metody
molekularni biologie k urceni ptibuznosti jednotlivych druhli a rodi, doslo k objasnéni
a prestavbé ¢eledi Scenedesmaceae. Pivodni rod Scenedesmus je v soucasné dobé rozdélen
na rody Scenedesmus, Acutodesmus a Desmodesmus (An et al., 1999; Tsarenko et
Petlevanny, 2001).

2.6 Desmodesmus armatus

V roce 1990 si autofi Trainor a Egan uvédomovali, Ze se pravdépodobn¢ nejedna
0 velké mnozstvi druhtt rodu Scenedesmus, ale ze nejspiSe jde o mensi pocet druhd, které
projevuji uréitou morfologickou plasticitu, odrazejici zménu vnéjsich podminek. (Trainor
et Egan, 1990a). Fenotypova plasticita Desmodesmus armatus byla popsana Vv nékolika
studiich. Prace Trainora et Egana (1990a) potvrdila, ze D. armatus vykazuje Sirokou Skalu
morfotypl, obdobné¢ jako bylo stanoveno pro mnohé dalsi druhy ve Scenedesmaceae.
Védci podotkli, Ze existuje mnoho popsanych fenotypovych variaci tohoto druhu, které se
mohou liSit v z&vislosti na tom, o jaky kmen se jedna a v jakych podminkéch se vyskytuje.
Autofi dale uvadgji, ze jednotlivé studované kmeny S. armatus si byly fenotypové velmi
podobné. U vSech sledovanych kmeni byly pozorovany rtzné fenotypové variace od
jednobunéénych morfotypti po vicebunééna cenobia. | v dalSich studiich autofi potvrdili,
ze kmeny D. armatus vytvaii v riznych podminkach rizné morfotypy (Egan et Trainor,
1989; Trainor et Egan, 1990a, 1991; Egan et Trainor, 1991; Trainor, 1992).

Dle Trainora (1992) jeD. armatus typicky tvorbou valcovitych, linearné
protazenych ¢i ovalnych Etyfostnych cenobii. Ostny se tvoti na krajnich bunkach, ziidka se
mohou ostny tvofit i na vnitfnich buiikdch cenobii. Cenobia se skladaji vétSinou ze Ctyt
bungk, ale mohou se vyskytovat dvou, osmi i Sestnacti buné¢na cenobia. Literatura dale
uvadi mozny vznik jednobunéfnych morfotypti. Hegewald (2000) popisuje bunky
zminéného druhu jako ovalné ¢i vietenovité. Jeho bunécna sténa se jevi jako hladka, chybi

sliz i zebra, uvniti kazdé bunky je pfitomny velky pyrenoid.
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2.7 Hypotézy vyzkumu

Na zéklad¢ vysledki vyzkumii fenotypové plasticity pod vlivem tézkych kovl na

ptibuzné taxony byly stanoveny hypotézy pro vyzkum v této praci.

Ve studii autortu Giiglii et Ertan (2012) se uvadi, ze vlivem dvoumocného zinku
fasy Acutodesmus obliquus a Desmodesmus armatus (Scenedesmaceae) redukuji pocet
bunék v cenobiu. V piipadé D. armatus méla vyssi koncentrace zinku za nasledek snizujici

se pocet bun¢k v jednotlivych cenobiich.

Hypotéza 1: Pisobenim dvoumocného zinku se bude pocet bunék v cenobiu sladkovodni
zelené tasy Desmodesmus armatus snizovat. Se zvySujici se koncentraci zinecnatych

kationtl v kultiva¢nim médiu bude klesat pocet bunék Vv jednotlivych cenobiich.

Ve studii kolektivu autorti Pefia-Castro et al. (2004) bylo upozornéno na skutecnost,
Ze pusobenim dvoumocné médi na fasu Scenedesmus incrassatulus (Scenedesmaceae) se
snizuje pocet bunek bunék v cenobiu. S rostouci koncentraci méd’natych kationtti v médiu
dochazi k redukci bunék v cenobiich. Rozméry a tvar bunc¢k ve vSech testovanych

koncentracich se ptiblizné¢ shodovaly s rozméry bunék kontrolniho média.
Hypotéza 1: Pisobenim dvoumocné médi se bude pocet bun¢k v cenobiu zelené fasy
Desmodesmus armatus snizovat. Se zvySujici se koncentraci dvoumocné médi v médiu

bude klesat pocet bun¢k v cenobiich.

Hypotéza 2: Vlivem dvoumocné médi se velikost bunék v jednotlivych cenobiich fasy

Desmodesmus armatus nezménd.
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3 Metodika

Metodika této prace byla vystavena na zéklad¢ studie kolektivu autorti Pena-Castro
et al. (2004), pticemz byly provedeny drobné Gpravy pfizpiisobené ucelim této diplomové
prace. Cely vyzkum probihal na pidé CBG Fakulty pedagogické, Zapadoceské univerzity

v Plzni.

3.1 Ziskani a uchovani Desmodesmus armatus

Pro vyzkum v této praci byla jako testovany organismus pouzita sladkovodni zelena
fasa Desmodesmus armatus. Kmen této fasy byl izolovan v listopadu roku 2011 (Dobra,
2013), na pudé CBG Fakulty pedagogické, Zapadoceské univerzity v Plzni (pozn. V praci
Dobré (2013) a dale také v praci Buckové (2013) byla fasa na zakladé morfologického
vyhodnoceni myln¢ oznafovana jako Desmodesmus communis. V prubéhu zpracovani
uvedenych diplomovych praci vSak nebyly kdispozici aktualné¢ znamé vysledky
molekularnich analyz potvrzujici, Ze se jedna o druh Desmodesmus armatus). Ke kultivaci
této fasy bylo pouzito sterilni Boldovo bazalni médium s dvojnasobnym mnozstvim
dusi¢nant (2N BBM). Kultura byla uchovana v klimaboxu za stalych podminek. Kultura
této fasy je déle k dispozici ve sbirce fas na Oddéleni biologie, CBG, FPE ZCU v Plzni.
Kultura D. armatus byla pravidelné kontrolovana a pfeoCkovavana, pfi¢emz posledni
preockovani z divodu revitalizace kultury pred samotnym zahajenim pokusu probéhlo
v ¢ervnu 2015. Kultura byla pfeo¢kovana do 250 ml Erlenmeyerovy barky s obsahem 150
ml BBM média. Tato kultura pak rostla za konstantnich podminek pfi teploté +18°C a za

umélého osvitu s dvanactihodinovou fotoperiodou po dobu jednoho mésice.

3.2 Vytvoreni koncentrac¢nich Fad zinku a médi a o¢kovani ras

Pro vytvofeni prostiedi a tii koncentra¢nich fad s obsahem dvoumocného zinku, byl
pouzit chlorid zine¢naty (ZnCl,). Tato slouCenina byla zvolena na zakladé jejiho
prokazaného vlivu na fasy, publikovaného ve studiich autord Abd-EI-Monem et al. (1998),

Monteiro et al. (2011) ¢i Giglii et Ertan (2012). Pro vytvofeni koncentra¢nich tad
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s obsahem dvoumocné médi byl vyuzit pentahydrat siranu méd’natého (CuSO,4 . 5 H,0),
jehoz G¢inky na zastupce Scenedesmaceae byly zvefejnény ve studii Abd-El-Monem et al.
(1998).

3.2.1 Zinek

Na zaklad¢ ucinnosti koncentraci dvoumocného zinku publikované v praci Giiglii et
Ertan (2012), byly zvoleny nasledujici koncentrace kovu: 0,5 mgl™?, 2 mgl™, a 4,5 mgl™.
Ke kazdé koncentraci bylo vytvofeno jedno opakovani. Pro ucely tohoto pokusu bylo

vytvoteno kontrolni médium bez obsahu tézkého kovu téZ s jednim opakovanim.

3.2.2 Méd

Koncentra¢ni fada tohoto kovu byla zvolena na zaklad¢ studie autorti Pefia-Castro
et al. (2004). Pro dvoumocnou m&d’ byly stanoveny tfi riizné koncentrace, a to 2,5 mgl™,
6,5 mgl™ a 10 mgl™. Ke kazdé koncentraci bylo vytvofeno jedno opakovéni. | pro tento

pokus bylo vytvoieno kontrolni médium bez obsahu kovu s jednim opakovanim.

3.2.3 O¢kovani Desmodesmus armatus

K ziskani ur¢itého poc¢tu cenobii Desmodesmus armatus, byla vyuzita Biirkerova
komurka. Po homogenizaci kultury byl pomoci Biirkerovy komurky stanoven pocet bunék
v mililitru a nasledné byl vypoc€itan objem kultury, ktery bylo tieba aplikovat do
Erlenmeyerovych ban¢k sobsahem kultivaéniho média s ptidavkem i bez pridavku

tézkych kovl. Do kazdé banky bylo potom ptidano ptiblizné 500 000 cenobii této fasy.

3.3 Uchovani médii

K pokusu byly pouzity Erlenmeyerovy baiikky o objemu 500 ml. Do kazdé baiky
bylo pfidano 250 ml 2N BBM ur¢ité koncentrace daného tézkého kovu a piiblizné 500 000
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cenobii fasy Desmodesmus armatus. VSechny tyto banky byly po dobu pokusu uchovavany

Vv klimaboxu pii teploté 18°C a dvanactihodinovém umélém osvitu.

3.4 Méieni parametri Desmodesmus armatus

Z kazdé testované kultury, véetné kultur kontrolnich, bylo ndhodné naméteno 30
ctyibunéénych a 30 dvoubunéénych cenobii. Soufasné byl zaznamenavan vyskyt dalSich,
méné Cetnych morfotypli (naptf. osmibunééné cenobia ¢i cenobia atypického vzhledu).
Sledovany byly také dalsi faktory, jako pomér zastoupeni dvou- Ctyi- ¢i osmibunéénych
cenobii, ¢i pfipadnd letalita fasy. K pozorovani byl pouzit mikroskop Olympus BXS51,
K vytvofeni snimkd byla pouzivana digitalni kamera Olympus DP72 a program
QuickPHOTO CAMERA verze 2.3. U kazdého cenobia byly zméfeny nasledujici
parametry: vyska a Sitka jednotlivé buiikky v daném cenobiu, Sitka celého cenobia, rozpéti
ostni jedné okrajové buiiky, rozpéti ostnti mezi dvéma krajnimi bunikami a délka jednoho
ostnu (Obr. 1).

Obr. 1: Métené parametry cenobia Desmodesmus armatus. A — vyska burnky, B — §itka
buiiky, C — Sitka cenobia, D — rozpéti ostnil jedné okrajové bunky, E — rozpéti ostnii dvou

krajnich bun¢k, F — délka ostnu. Métitko = 10pum.
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3.5 Zpusob stanoveni poméru morfotypi v kulture

Pocet 2-buné¢énych a 4-bunéénych morfotypti fasy Desmodesmus armatus byl
zjistovan odhadem. V priubéhu kazdého mikroskopického pozorovani (viz Tab. 1) bylo
nahodné zaznamenano a vyfotografovano 30 cenobii fasy pro kazdou kulturu vcetné
opakovani. Z tohoto celkového pocétu byl nésledné vyjadien pocet 2-bunécnych a 4-
bunécnych forem v kazdé jednotlivé kulture. Ten byl vyuzit ke stanoveni poméru obou

morfotypt v kulture.

3.6 Data sledovani kultur

Samotna studie pozorovani vlivu dvoumocného zinku na fasu Desmodesmus
armatus probihala od 29. 7. 2015 do 11. 8. 2015. Sledovani vlivu dvoumocné médi na
kulturu probihalo od 17. 8. 2015 do 30. 8. 2015. U obou pokust byla zachovana stejna
doba experimentu dvou tydnd, intervaly jednotlivych dni byly také shodné u obou

experimentt a pohybovaly se v rozmezi jednoho az dvou dna (Tab. 1),

Tab. 1: Rozpis dni pozorovani fasy Desmodesmus armatus.

Zinek Méd’

Den experimentu Den pozorovani Den experimentu Den pozorovani
29.7. 2015 1. 17. 8. 2015 1.
30.7.2015 2. 18. 8. 2015 2.
31.7.2015 3. 19. 8. 2015 3.
1. 8. 2015 4. 20. 8. 2015 4.
2. 8.2015 5. 21.8.2015 5.
3.8.2015 6. 22.8.2015 6.
5. 8.2015 7. 24.8.2015 7.
7.8.2015 8. 26. 8. 2015 8.
9.8.2015 9. 28. 8. 2015 9.
11. 8. 2015 10 30. 8. 2015 10.
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3.7 Statistické metody a vyhodnoceni dat

Kontrola normalniho rozdéleni namétenych dat byla testovana a hodnocena pomoci

Kolmogorovova — Smirnovova (K-S) testu. Neparametrickym testem (Kruskall-Wallis
analyzou rozptylu) byly porovnavany obé opakovani ve vsech koncentracich
Vv kompletnich ¢asovych fadach. Pomoci Kruskall-Wallis testu byly zjisStovany
potenciondlni signifikantni rozdily mezi jednotlivymi opakovanimi. Vzhledem k tomu, ze
ani v jednom ptipad¢ nebyly zjistény signifikantni rozdily mezi obéma opakovanimi, byla
data slou¢ena do jednoho homogenniho vzorku, se kterym bylo nasledné pracovano.
Jelikoz seskupené soubory vykazovaly normélni rozdéleni (testovano K-S testem
(P>0,05)), byla data dale porovnavana jednocestnou parametrickou ANOVOU s korekéni
procedurou pro nasobné testovani hypotéz tzv. Bonferroniho korekci a Tukey
Kramerovym Post Hoc testem. Jednotlivé plastické znaky byly testovany postupné u vSech
vzorkd. Testovana byla hypotéza, ze jednotlivé plastické znaky se v Case neméni. Dale
byly porovndvéany jednotlivé znaky (Sitka a vySka jedné buiky Vv cenobiu, Sitka celého
cenobia, rozpéti ostnli v rdmci jedné krajni buiiky, rozpéti ostnli mezi krajnimi bunkami
a délka ostnll) mezi pouzitymi koncentracemi kovi.
Vysledné hodnoty byly graficky znazornény pomoci Box-plotl, se zndzornénim medianu
arozdilu tretitho a prvniho kvartilu (tedy 75. a 25. percentilu), tzv. mezikvartilového
rozpéti (zkratka IQR — interquartile range), dale byla pouZita nejblizsi vyssi hodnota nez je
1. kvartil — 1,5xIQR, a nejbliz§i nizsi hodnota nez je 3. kvartil + 1,5xIQR, a odlehlé
a extrémni hodnoty.

Vsechny testy byly provedeny ve statistickém programu NCSS 9.
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4 Vysledky

Vysledky praktické ¢asti prace shrnuji ziskané informace o vlivu zine¢natych a méd’natych

kationt na zelenou fasu Desmodesmus armatus.
4.1 Vliv zine¢natych ionti na pocet bunék v cenobiu iFasy Desmodesmus armatus

Pti kontrole 28. 7. 2015 (den pfed zah4jenim vSech pokusti) se v kontrolni kultuie
vyskytovala pouze 4-bunécna cenobia se dvéma ostny na kazdé krajni bunce (Ptiloha 1).
Na zadném cenobiu nebyly spatieny ostny na vnitinich bunikach. Pozorovany nebyly ani
zadné dalsi atypické morfotypy. Vlivem zinecnatych iontl se pocet bun€k v cenobiich
U kontaminovanych kultur v pribéhu pokusu ménil, nicméné po celou dobu pozorovani
byla zaznamenana tvorba 2- a 4-bunéénych cenobii. Jiné typy cenobii (3-bunééna, 7-
buné¢na, 8-bunééna ¢i jinak pocetna cenobia) ani soliterni buniky v kulturach s obsahem
tézkého kovu i bez n&j pozorovany nebyly. V prvnim dnu pozorovani bylo procentualni
zastoupeni cenobii V poméru cca 80 : 20 ve prospéch 4 bunécnych cenobii, a to ve vSech
kontaminovanych kulturach s obsahem ZnCl, (0,5 mgl™ Zn**, 2 mgl™ Zn** a 4,5 mgl™
Zn?*) a to i ve vzorku bez obsahu t&zkého kovu. Druhy den pozorovani se kultury jevily
podobné jako v prvni den, vyjma kultury s obsahem 4,5 mgl™ Zn?*, kde zacinala ubyvat 4-
bunééna cenobia a zacala prevladat cenobia 2-bunécna, to v poméru cca 60 : 40. V kultuie
bez tézkého kovu bylo zastoupeni cenobii stale priblizné 80 : 20 ve prospéch 4-bunéénych
forem. Od tretiho dne pozorovani byl sledovan ubytek 4-bunécnych cenobii, a to jiz od
stale ve prospéch 4-bunécnych morfotypi v poméru cca 60 : 40. V kulturach s koncentraci
2 mgl™ Zn*, byl pomér &tyfbun&énych cenobii niZsi, nez v kulturach o koncentraci 0,5
mgl™ Zn*, a to cca 50 : 50. V kulturach o koncentraci 4,5 mgl™ Zn** se tvofila cenobia
v poméru 40 : 60 ve prospéch dvoubunéénych morfotypt. Kultura bez obsahu kovu
nevykazovala Zadné zmény v poctu buné€k cenobia oproti prvnimu dni. Od ¢Etvrtého dne
pozorovani kultury (tj. 1. 8. 2015) dochazelo v kulturach o koncentracich 0,5 a 2 mgl™
Zn?* k dalsimu Gbytku 4-bun&énych forem. V kulturach o koncentraci 4,5 mgl™ Zn?* bylo
pozorovano piiblizné 70% 2-bunécnych cenobii. Kontrolni vzorek bez obsahu tézkého

kovu nevykazoval zadné zmény.
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Ve druhé poloviné pokusu (konkrétné 5. — 7. den pozorovani tj. 2. 8. 2015 — 5. 8.
2015) zacinala ve vSech kontaminovanych kulturach ptevladat 2-bunécéna cenobia, a to
piiblizn¢ v poméru 70 : 30. I v dalSich dnech dochazelo ke sniznovani poméru 2-
bunéénych a 4-buné¢nych forem. V prubéhu 8. — 10. dne pozorovani jiz dominovaly 2-
bunééné formy v poméru 80 : 20 vici 4-bunéénym typum. Kultura bez obsahu tézkého
kovu nevykazovala zadné zmény poctu bunék v cenobiu Vv porovnani s prvnim dnem
experimentu. Stejné vysledky, jak bylo popsano vySe, vykazovala také kontrolni fada
kultur.

V pribéhu tohoto pokusu byly pozorovany i dal§i reakce fasy Desmodesmus
armatus na pritomnost zinec¢natych iontl v prostfedi. Zaznamenana byla i atypicka
cenobia, a to cenobia s neobvyklym tvarem a umisténim ostnti (pozn. ve srovnani s popisy
Swale, 1967; Trainora, 1966a, b, 1969, 1992; Trainora et Egana, 1990a, b) viz Piiloha 3).
Tyto atypické morfologické variace cenobii nebyly Vv kultufe zastoupeny hojné, jejich
vyskyt byl spiSe vyjimecny. Nejhojnéji byla tato cenobia zastoupena ve vzorku s nejvyssi
sledovanou koncentraci zine&natych ionti (4,5 mgl™ Zn?*"). V kontrolni kultufe bez obsahu

tézkého kovu nebyly pozorovany zZadné atypické fenotypy.

4.2 Vliv zine¢natych iont na sledované parametry rasy Desmodesmus armatus

Postupné byly porovnavany jednolivé casove fady s riznymi koncentracemi zinku
(vzorek 0 — kontrolni vzorek bez zinku, vzorek 1 — s koncentraci zinku 0,5 mgl'l, vzorek 2
— s koncentraci zinku 2 mgl™ a vzorek 3 — s koncentraci zinku 4,5 mgl™), a to pro 2-
bunééna a 4-bunétna cenobia zvlast. Hodnoty testovych charakteristik (ANOVA

s Bonferroniho korekci) a pravdépodobnosti jsou patrné z Tab. 2.
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4.2.1 Vliv zine¢natych iontii na sledované parametry u 2-bunéénych cenobii Fasy
Desmodesmus armatus

Ve vzorku 0 (vzorek 0 — kontrolni vzorek bez obsahu zinku) se vysky bunék (Obr.
1, rozmér A) U 2-bunéénych cenobii pohybovaly v rozmezi 12,46-12,65 um (SE = 0,23);
Sitky buné€k (Obr. 1, rozmér B) se pohybovaly mezi 5,3-5,43 um (SE = 0,15); Sitka
cenobia (Obr. 1, rozmér C) se pohybovala mezi 10,91-11,83 um (SE = 0,19); rozpéti ostni
jedné bunky (Obr. 1, rozmér D) bylo mezi 24,43-24,78 um (SE = 0,45); rozpéti ostn
prvni a posledni buiiky (Obr. 1, rozmér E) se pohybovalo v rozmezi 24,9-25,98 um (SE =
0,51) a délka ostnu (Obr. 1, rozmér F) byla v rozmezi 10,28-10,52 um (SE = 0,24).

Ve vzorku 1 (vzorek 1 — skoncentraci zinku 0,5 mgl™) se vysky bunék
pohybovaly mezi 12,48-12,66 um (SE = 0,23); sitka bun¢k byla v rozmezi 5,26-5,43 um
(SE = 0,15); sitka cenobia se pohybovala mezi 10,91-12,6 um (SE = 0,19); rozpéti ostni
jedné krajni buiiky bylo 24,21-24,81 um (SE = 0,46); rozpéti ostnii prvni a posledni bunky
se pohybovalo mezi 24,75-25,86 um (SE = 0,52) a délka ostnu byla v rozmezi 10,3-10,36
um (SE =0,23).

Ve vzorku 2 (vzorek 2 — s koncentraci zinku 2 mgl™) se vysky pohybovaly
vV rozmezi 12,45-12,83 um (SE = 0,23); sitka bunék byla v rozmezi 5,25-5,41 um (SE =
0,15); sifka cenobia se pohybovala mezi 11,03-12,61 um (SE = 0,20); rozpéti ostnti jedné
krajni bunky bylo mezi 24,36-24,9 um (SE = 0,45); rozpéti ostnti prvni a posledni bunky
se pohybovalo v rozmezi 24,6-26,67 um (SE = 0,53) a délka ostnu byla mezi 10,31-10,54
um (SE = 0,23).

Ve vzorku 3 (vzorek 3 — s koncentraci zinku 4,5 mgl™) se vyiky pohybovaly mezi
12,32-12,72 um (SE = 0,23); sitka bunék byla v rozmezi 5,31-5,48 um (SE = 0,14); siika
cenobia byla v rozmezi 10,83-12,43 um (SE = 0,19); rozpéti ostnl jedné krajni buriky se
pohybovalo mezi 24,08-24,82 um (SE = 0,44); rozpéti ostnti prvni a posledni bunky bylo
mezi 24,33-26,88 um (SE = 0,56) a délka ostnu se pohybovala v rozmezi 10,25-10,48 um
(SE =0,24).

V ptipadé¢ 2-bunéénych cenobii nedoslo k signifikantnim zménam, pouze
V jednom piipadé (vzorek 1, 2 a 3, a to 8. den pozorovani) byla zjisténa vyznamné S$irsi

cenobia (viz Tab. 2). Konkrétni hodnoty pro vzorek 1 (vzorek 1 — s koncentraci zinku 0,5
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mgl™) byly F = 6,82 a P = 0,00, pro vzorek 2 (vzorek 2 — s koncentraci zinku 2 mgl™) byly
F=5,7aP =0,00a pro vzorek 3 (vzorek 3 — s koncentraci zinku 4,5 mgl™) byly hodnoty
F=5,89aP =0,00.

Déle byly u 2-bunécnych cenobii porovnavany hodnoty jednotlivych plastickych
znakll mezi koncentracnimi fadami 0 — 3 (tj. kulturou bez obsahu zinku a koncentracemi
05;:2a45 mgl'1 Zn2+). Sledované plastické znaky se mezi jednotlivymi koncentracemi
Vv ptipad¢ 2-bunécnych cenobii (P>0,05) nelisily, krom¢ Sitky cenobia, a to v ramci 8.

vvvvv

kowu (F = 3,68; P = 0,012, viz Obr. 2).
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Obr. 2: Sitka cenobia u vzorku 0; 1; 2 a 3 (tj. kulturou bez obsahu tézkého kovu

a koncentracemi 0,5; 2 a 4,5 mgl™ Zn*") 8. den sledovani.

4.2.2 Vliv zine¢natych iontii na sledované parametry u 4-bunécénych cenobii Fasy
Desmodesmus armatus

Ve vzorku 0 (vzorek 0 — kontrolni vzorek bez obsahu zinku) se vySky bunék u 4-
bunécnych cenobii pohybovaly vrozmezi 12,58-12,68 pum (SE = 0,21); sitka bunky
vV rozmezi 5,23-5,38 um (SE = 0,11); sifka cenobia se pohybovala mezi 23,08-23,46 um
(SE = 0,29); rozpéti ostnl jedné krajni bunky se pohybovalo mezi 24,58-24,98 um (SE =
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0,36); rozpéti ostnti prvni a posledni buniky bylo v rozmezi 32,83-33,18 um (SE = 0,41)
a délka ostnu se pohybovala mezi 10,31-10,43 um (SE = 0,16).

Ve vzorku 1 (vzorek 1 — skoncentraci zinku 0,5 mgl™) se vysky bungk
pohybovaly mezi 12,48-12,63 um (SE = 0,20); siika bunék v rozmezi 5,15-5,23 um (SE =
0,11); sitka cenobia se pohybovala mezi 23,1-23,48 um (SE = 0,28); rozpéti ostnd jedné
krajni bunky bylo 24,5-25,03 um (SE = 0,35); rozpé€ti ostni prvni a posledni bunky se
pohybovalo mezi 32,25-32,98 um (SE = 0,40) a délka ostnu byla v rozmezi 10,31-10,5
um (SE = 0,16).

Ve vzorku 2 (vzorek 2 — skoncentraci zinku 2 mgl™) se vysky pohybovaly
vV rozmezi 12,58-12,86 um (SE = 0,22); Sitka bunék byla v rozmezi 5,1-5,28 um (SE =
0,12); sitka cenobia se pohybovala v rozmezi 23,03-23,45 um (SE = 0,29); rozpéti ostnl
jedné krajni buiiky bylo 24,63-25,13 um (SE = 0,39); rozpéti ostnii prvni a posledni bunky
bylo mezi 32,71-33,79 um (SE = 0,40) a délka ostnu byla mezi 10,28-10,4 um (SE =
0,16).

Ve vzorku 3 (vzorek 3 — s koncentraci zinku 4,5 mgl™) se vysky pohybovaly mezi
12,31-12,53 um (SE = 0,20); sifka buniky byla v rozmezi 5,18-5,28 um (SE = 0,11); sitka
cenobia se pohybovala v rozmezi 22,65-23,43 um (SE = 0,29); rozpéti ostnl jedné krajni
bunky se pohybovalo mezi 24,71-25,33 um (SE = 0,36); rozpéti ostnli prvni a posledni
buniky bylo mezi 32,96-33,88 um (SE = 0,40) a délka ostnu se pohybovala v rozmezi
10,33-10,53 um (SE = 0,16).

V ptipad€ 4-bunécénych cenobii nedoslo k signifikantnim zméndm — nebyl zjiStén
vyznamny vliv zinku ani v jedné z pouzitych koncentraci na ani jeden ze sledovanych
plastickych znaku (viz Tab. 2).

Dale byly porovnavany hodnoty jednotlivych plastickych znakli mezi
koncentra¢nimi fadami 0 — 3 (tj. kulturou bez obsahu zinku a koncentracemi 0,5, 2 a 4,5
mgl™ Zn?"). Sledované plastické znaky se mezi jednotlivymi koncentracemi v piipadé 4-

bunécnych cenobii nelisily (P>0,05).
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Tab. 2: Hodnoty testovych charakteristik (ANOVA s Bonferonniho korekci) pro
jednotlivé ¢asové tady (vzorky 0 — 3) a vzajemné srovnani ¢asovych fad

2-bunééna cenobia
vzorek 0 vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
vyska bunky F=10,05; P=0,99 F=0,07;P=0,99 | F=0,19;P=0,99 | F=0,18; P=0,99
Sitka bunky F=0,07; P=0,99 F=0,12;P=0,99 | F=0,13;P=0,99 | F=0,29;P=0,97
Sifka cenobia F=1,32;P=0,22 | F=6,82;P=0,00 | F=5,7, P=0,00 F=5,89; P=0,00
rozpéti ostnll jedné burnky F=0,05;P=0,99 | F=0,02;P=0,99 | F=0,13;P=0,99 | F=0,28;P=0,97
rozpéti ostnli prvni a posledni b. |F=0,57;P=0,82 | F=0,4;P=0,93 F=1,46;P=0,15 | F=1,70; P=0,08
délka ostnu F=10,08; P=0,99 F=0,01;P=100 | F=0,07,P=0,99 | F=0,07,P=0,99
4-buné¢na cenobia
vzorek 0 vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
vyska buiky F=0,04,P=0,99 | F=0,06;P=0,99 | F=0,15; P=0,99 F=0,12; P=0,99
Sitka bunky F=0,17;P=0,99 | F=0,05;P=0,99 | F=0,25;P=0,98 | F=0,07;P=0,99
Sitka cenobia F=0,22;P=0,99 | F=0,18,P=0,99 | F=0,23;P=0,99 | F=0,95; P=0,47
rozpéti ostntl jedné bunky F=0,09;P=0,99 | F=0,02;P=0,98 | F=0,17;P=0,99 | F=0,25; P=0,98
rozpéti ostntl prvni a posledni b. F=0,10;P=0,99 | F=0,10;P=0,99 | F=0,52;P=0,86 | F=0,48;P=0,88
délka ostnu F=0,22;P=0,99 | F=0,16; P=0,99 F=0,06; P=0,99 | F=0,16;P=0,99

4.3 Vliv méd’natych iontii na pocet bunék v cenobiu iasy Desmodesmus armatus

Den pied zahajenim experimentu dne 16. 8. 2015, byla v kontrolni kultufe
pozorovana pouze 4-bunééna cenobia se dvéma ostny na obou krajnich bunkach (viz
Ptiloha 2). Nebyly pozorovany zadné ostny na vnitinich bunikach ani zadné dalsi atypické
morfotypy. Pocet bun¢k v cenobiich se u kontaminovanych kultur v prubéhu pokusu ménil,
nicméné po celou dobu pozorovani byla zaznamenéna tvorba 2- a 4-bunécnych cenobii.
Zaroven byly pozorovany jiné poCty bunék v cenobiu. Zaznamenana byla 3-bunécna
cenobia, ktera byla pozorovana ve vzorku 3 (vzorek 3 — s koncentraci médi 10 mgl™) dne
21. 8. 2015, tj. 5. den pozorovani. Dalsi 3-bun&cné cenobium bylo pozorovano ve vzorku
3dne 22. 8. 2015, tj. 6. den pozorovani a ve vzorku 1 (vzorek 1 — s koncentraci médi 2,5
mgl™) dne 28. 8. 2015, tj. 9. den pozorovéni (viz Pfiloha 4). Tato 3-bun&na cenobia byla
zpozorovana pouze trikrat za celou dobu experimentu. Za celou dobu sledovani bylo také
zaznamenano jedno 5-bunééné cenobium (viz Piiloha 4) dne 30. 8. 2015, tj. 10. den
pozorovani ve vzorku 2 (vzorek 2 — s koncentraci médi 6,5 mgl™). Pozorovéna byla také 7-
bunécna cenobia (viz Ptiloha 4), ktera byla zaznamenana 21. 8. 2015 ve vzorku 2 (vzorek 2

— s koncentraci mé&di 6,5 mgl™) a 24. 8. 2015, tj. 7. den pozorovani ve vzorku 3 (vzorek 3 —
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s koncentraci m&di 10 mgl™). Cenobia sjinym poctem bun&k v cenobiu zaznamenéna
nebyla. Taktéz nebyla zjisténa ptitomnost jednobunéénych forem.

Jiz po 24 hodinach od zalozeni pokusu pfevladaly dvoubunééné morfotypy ve
vSech kulturach kontaminovanych CuSOy4 . 5 H,O (konkrétné se jedna o koncentrace 2,5
mgl™ Cu?*, 6,5 mgl™ Cu** a 10 mgl™ Cu®"). Pomé&rné zastoupeni obou forem bylo piiblizng
60:40 ve prospéch 2-bunécnych cenobii. V kontrolni kultufe bez obsahu tézkého kovu
prevladala 4-buné¢na cenobia v poméru cca 80 : 20. Béhem 3. — 6. dne pozorovani (19.,
20., 21. a 22. 8. 2015), dochazelo ve vSech kontaminovanych kulturach k dal§imu tbytku
4-bunéénych morfotypti a prevazovala cenobia v poméru cca 30 : 70 ve prospéch 2-
bunéénych. Od sedmého dne pozorovani (24. 8. 2015), ptevladala 2-bunétna cenobia
v poméru asi 80 : 20. Posledni dva dny pozorovani (8. — 10. den, 28. 8. 2015 — 30. 8. 2015)
dominovala dvoubunééna cenobia piiblizné z 90 %.

Vysledky uvedenych poméri morfotypa se v sérii kultur shodovaly s prislusnymi
kontrolnimi kulturami.

Napti¢ koncentracemi byly nachazeny i neobvyklé morfotypy (pozn. ve srovnani
s popisy Swale, 1967; Trainora, 1966a, b, 1969, 1992; Trainora et Egana, 1990a, b).
Pozorovan byl jak neobvykly tvar cenobia, tak i rizny pocet a umisténi ostnti (viz Pfiloha 5
a 6). Atypické morfotypy vSak byly zaznamenany jen vyjimeéné a nahodile napii¢
koncentracemi. Kontrolni kultura béhem celého experimentu nejevila zadné zmény v poctu

bunék v cenobiich a atypicky formovana cenobia zde pfitomna nebyla.

4.4 Vliv méd’natych iontu na sledované parametry rasy Desmodesmus armatus

Postupné byly porovnavany jednolivé ¢asové fady s riznymi koncentracemi médi
(vzorek O — kontrolni vzorek bez obsahu médi ve vzorku, vzorek 1 — s koncentraci médi
2,5 mgl™, vzorek 2 — s koncentraci mé&di 6,5 mgl™ a vzorek 3 — s koncentraci médi 10 mgl
1), a to pro 2-bunécénd a 4-bunééna cenobia zvlast. Hodnoty testovych charakteristik

(ANOVA s Bonferroniho korekci) a pravdépodobnosti jsou patrné z Tab. 3.
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4.4.1 Vliv méd’natych ionti na sledované parametry u 2-bunéénych cenobii Fasy
Desmodesmus armatus

U dvou bunéénych cenobii ve vzorku O (vzorek 0 — kontrolni vzorek bez obsahu
meédi) se vysky bunek (Obr. 1, rozmér A) pohybovaly v rozmezi 12,53-12,75 um (SE =
0,26); sitky bunék (Obr. 1, rozmér B) se pohybovaly mezi 5,25-5,49 um (SE = 0,15); Sitka
cenobia (Obr. 1, rozmér C) byla mezi 11,13-11,36 um (SE = 0,22); rozpéti ostnd v ramci
jedné krajni buniky (Obr. 1, rozmér D) bylo v rozmezi 24,9-25,21 um (SE = 0,47); rozpéti
ostnu prvni a posledni buriky (Obr. 1, rozmér E) se pohybovalo v rozmezi 25,11-25,54 um
(SE = 0,45) a délka ostnu (Obr. 1, rozmér F) mezi 10,41-10,50 um (SE = 0,22).

Ve vzorku 1 (vzorek 1 — s koncentraci médi 2,5 mgl™) se vysky bungk pohybovaly
v rozmezi 12,58-12,66 um (SE = 0,25); sitka bun€k se pohybovala mezi 5,2-5,43 um (SE
= 0,15); sitka cenobia byla v rozmezi 11,11-11,27 um (SE = 0,21); rozpéti ostnl jedné
Krajni buiiky bylo v rozmezi 24,76-25,22 um (SE = 0,47); rozpéti ostnd prvni a posledni
bunky bylo v rozmezi 24,83-26,28 um (SE = 0,49) a délka ostnu se pohybovala v rozmezi
10,25-10,33 um (SE = 0,20).

Ve vzorku 2 (vzorek 2 — s koncentraci mé&di 6,5 mg™) se vysky bungk pohybovaly
v rozmezi 12,53-12,61 um (SE = 0,22); sitky bunék byly mezi 5,2-5,41 um (SE = 0,14);
sitka cenobyla byla v rozmezi 10,83-11,16 um (SE = 0,21); rozpéti ostnti vV ramci jedné
Krajni buiiky bylo v rozmezi 25,06-25,28 um (SE = 0,49); rozpéti ostnd prvni a posledni
buniky se pohybovalo mezi 24,95-25,42 um (SE = 0,45) a délka ostnu se pohybovala
v rozmezi 10,15-10,53 um (SE = 0,19).

Ve vzorku 3 (vzorek 3 — s koncentraci mé&di 10 mgl™) se vysky bungk pohybovaly
mezi 12,33-12,66 um (SE = 0,26); sifka bunék se pohybovala v rozmezi 5,18-5,4 um (SE
= 0,16); sitka cenobia byla mezi 11,01-11,15 um (SE = 0,21); rozpéti ostnii jedné krajni
buriky bylo v rozmezi 24,21-24,86 um (SE = 0,44); rozpéti ostnl prvni a posledni buriky
bylo mezi 24,83-25,72 um (SE = 0,48) a délka ostnu se pohybovala v rozmezi 10,31-
10,49 um (SE = 0,20).

V piipadé€ 2-bunécnych cenobii nedoslo k signifikantnim zménadm — nebyl zjistén
vyznamny vliv médi ani v jedné z pouzitych koncentraci na ani jeden ze sledovanych

plastickych znakt (viz Tab. 3).
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Dale byly porovnavany hodnoty jednotlivych plastickych znakli mezi
koncentra¢nimi fadami 0 — 3 (tj. kulturou bez obsahu médi a koncentracemi 2,5; 6,5 a 10
mgl'1 Cu2+). Sledované plastické znaky se mezi jednotlivymi koncentracemi v ptipadé¢ 2-

bunécnych cenobii nelisily (P>0,05).

4.4.2 Vliv méd’natych iontd na sledované parametry u 4-bunéénych cenobii irasy
Desmodesmus armatus

U 4-bunéénych cenobii ve vzorku 0 (vzorek 0 — kontrolni vzorek bez obsahu médi)
se vySsky bunék pohybovaly v rozmezi 12,51-12,68 um (SE = 0,19); Sifka bunék se
pohybovala mezi 5,28-5,41 um (SE = 0,11); sitka cenobia byla mezi 22,7-23,03 um (SE =
0,31); rozpéti ostnti v ramci jedné bunky se pohybovalo mezi 24,95-25,32 um (SE = 0,21);
rozpé&ti ostn prvni a posledni buiiky bylo mezi 33,08-33,4 um (SE = 0,33) a délka ostnu
se pohybovala v rozmezi 10,31-10,35 um (SE = 0,15).

Ve vzorku 1 (vzorek 1 — s koncentraci médi 2,5 mgl™) se vysky bungk pohybovaly
mezi 12,36-12,76 um (SE = 0,21); sitka bun¢k se pohybovala v rozmezi 4,96-5,21 um
(SE = 0,12); sifka cenobia byla mezi 22,56-22,78 um (SE = 0,29); rozpéti ostnli v ramci
jedné krajni bunky bylo v rozmezi 24,64-25,03 um (SE = 0,23); rozpéti ostni mezi prvni
a posledni buiikou se pohybovalo v rozmezi 32,26-33,08 um (SE = 0,38) a délka ostnu
byla v rozmezi 10,33-10,4 um (SE = 0,14).

Ve vzorku 2 (vzorek 2 — s koncentraci médi 6,5 mg™) se vyiky bunék pohybovaly
v rozmezi 12,38-12,75 um (SE = 0,21); sitka bun€k se pohybovala mezi 4,91-5,15 pum
(SE = 0,11); sifka cenobia byla mezi 22,7-23,23 um (SE = 0,32); rozpé&ti ostnii v ramci
jedné bunky bylo vrozmezi 24,7-25,06 um (SE = 0,22); rozpéti ostnii mezi prvni
a posledni buiikou bylo mezi 32,55-33,08 um (SE = 0,41) a délka ostnu se pohybovala
v rozmezi 10,3-10,43 um (SE = 0,15).

Ve vzorku 3 (vzorek 3 — s koncentraci m&di 10 mg™) se vyiky bunk pohybovaly
mezi 12,43-12,75 um (SE = 0,19); sitka bun¢k se pohybovala v rozmezi 4,78-5,05 um
(SE = 0,11); sitka cenobia se pohybovala mezi 22,41-23,33 um (SE = 0,3); rozpéti ostni
jedné bunky bylo mezi 24,41-25,08 um (SE = 0,21); rozpéti ostnii mezi prvni a posledni
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bunkou bylo mezi 32,9-33,91 um (SE = 0,33) a délka ostnu se pohybovala v rozmezi
10,4-10,5 um (SE = 0,15).

Ani v ptipad¢ 4-bunéénych cenobii nedoslo k signifikantnim zménam — nebyl
zjistén vyznamny vliv médi ani v jedné zpouzitych koncentraci na ani jeden ze
sledovanych plastickych znaku (viz Tab. 3).

Déle byly porovnavany hodnoty jednotlivych plastickych znakti mezi
koncentracnimi fadami 0 — 3 (tj. kulturou bez obsahu médi a koncentracemi 2,5; 6,5 a 10
mgl™ Cu®). Sledované plastické znaky se mezi jednotlivymi koncentracemi ani v piipadé

4-bunécnych cenobii nelisily (P>0,05).

Tab. 3: Hodnoty testovych charakteristik (ANOVA s Bonferonniho korekei) pro jednotlivé

casové fady (koncentrace médi O — 3) a vzajemné srovnani ¢asovych fad

2-bunécéna cenobia

vzorek 0 vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
vyska bunky F=0,05; P=0,99 F=0,03;P=099 |F=0,03;P=0,99 |F=0,17,P=0,99
Sirka bunky F=0,23;P=0,99 |F=0,26;P=098 |F=0,23;P=0,98 |F=0,12;P=0,99
$itka cenobia F=0,08; P=0,99 F=0,07;P=0,99 |F=0,21;P=0,99 |F=0,09;P=0,99
rozpéti ostnti jedné buiky F=0,05; P=0,99 |F=0,08; P=0,99 F=0,02; P=1,00 |F=0,24;P=0,98
rozpéti ostnll prvni a posledni b. | F=0,10; P=0,99 |F=0,73;P=0,68 |F=0,14;P=0,99 |F=0,31;P=0,97
délka ostnu F=0,02;P=1,00 |F=0,04,P=0,99 |F=0,36;P=0,95 |F=0,08;,P=0,99

4-bunécna cenobia

vzorek 0 vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
vyska bunky F=0,10;P=099 |F=0,34,P=0,96 |F=0,41,P=0,93 |F=0,26;,P=0,98
Sitka bunky F=0,25;P=0,98 |F=0,30,P=097 |F=041,P=0,92 |F=0,57;P=0,81
Sitka cenobia F=0,13;P=099 |F=0,08,P=0,99 |F=0,27;P=0,98 |F=0,76,P=0,65
rozpéti ostntl jedné buiky F=0,28;P=0,97 |F=0,29;,P=097 |F=0,36;P=0,95 |F=1,05;P=0,39
rozpéti ostnli prvni a posledni b. |F=0,09; P=0,99 |F=0,32;P=0,96 |F=0,16;P=0,99 |F=0,76;P=0,65
délka ostnu F=0,01;P=1,00 |F=0,02;P=1,00 |F=0,08,P=0,99 |F=0,04;P=0,99
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5 Diskuse

Scenedesmaceae jsou jednou z nejhojnéji vyuzivanych skupin fas ke sledovani
projevli vlivu tézkych kovl. B&hem cetnych prizkumi byly zaznamenany rtznorodé
odpovédi fas na toxické ucinky tézkych kova (napt. Corradi et al., 1995; Abd-ElI-Monem et
al., 1998; Pawlik-Skowronska, 2003; Pefna-Castro et al., 2004; Gii¢li et Ertan, 2012; Chia
et al., 2015). Vliv tézkych kovii nebyl dosud sledovan jen s ohledem na zmény ve
fenotypu, z tohoto hlediska se jednalo zejména o projevy rozpadavosti cenobii (napi. Pefa-
Castro et al., 2004; Giiclii et Ertan, 2012; Chia et Musa, 2014), studovany byly i dopady na
fotosyntézu (Abd-El-Monem et al., 1998; Pefia-Castro et al., 2004; Afkar et al. (2010),
zpusob reprodukce (Corradi et al., 1995; Ptibyl et Cepék, 2005) ¢i rastovou rychlost (Afkar
et al., 2010; Monteiro et al., 2011; Chia et al., 2015).

V predeslych letech bylo sledovano nékolik tézkych kovl a jejich vliv na tasy
z ¢eledi Scenedesmaceae (napi. Abd-El-Monem et al., 1998; Umysova et al., 2009;
Monteiro et al., 2011; Giiclii et Ertan, 2012; Simic¢kova, 2012; Ritzova, 2014 nebo
Nolcova, 2015). Vliv selenu na kmen fasy Scenedesmus quadricauda (dnes Desmodesmus
communis, revize taxonu Hegewald, 2000) potvrdili Umysova et al. (2009). V praci
poukazuji na rozdilnou toxicitu uzitych forem selenu. Seleni¢itan (ve formé Na,SeOs)
vykazoval vétsi toxicky ucinek na fasu nezli selenan (v podobé Na,SeO,). Tato studie
naznacuje, ze zalezi 1 na tom, v jakém oxida¢nim stupni se t€zky kov nachazi. Napf.
u chromu, ktery se nachazi ve vice oxida¢nich stupnich, bylo zjisténo, ze chromité kationty
(cr*) patii mezi nezbytnou esencialni slozku potravy, zatimco kationty chromové (Cr®)
jsou pro organismus Skodlivé. Zaroven bylo prokazano, ze nejrizikovéjsi forma chromu, je
pravé Sestimocna (Cervantes et al., 2001). Déle byly studovany vlivy médi, chromu a
kadmia na fenotyp Scenedesmus incrassatulus (Pena-Castro et al., 2004). Vliv kadmia a
chromu vyuzila ve své studii také Nol¢ova (2015) u Desmodesmus armatus (pozn. jedna se
o stejny kmen fasy, ktery byl vyuzity i v této studii vlivu médi a zinku). Obé zminéné
studie vlivu kadmia a chromu potvrdily zmény v rozpadavosti cenobii a vliv na velikost
nékterych parametri fas.

Vliv médi na S. incrassatulus potvrdili Pena-Castro et al. (2004). V prub&hu
experimentu bylo s rostouci koncentraci Cu”* zaznamenano snizovani po¢tu bundk
v cenobiich. Rasa v priibéhu prvniho az &tvrtého dne zac¢ala nahrazovat piivodné 4-bundéna

cenobia 2-bunéénymi formami, a to az z 65%. Paty den se v kultufe zacaly vyskytovat i
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jednobunééné morfotypy. Sedmy den pak byly jednobunééné morfotypy v kultuie
dominantni a to v 70%. Obdobné zavéry poskytuji 1 vysledky této prace. Pfed zapocetim
studie byla kultura tvofena 4-buné¢nymi formami. Po dobu experimentu pak v kontrolni
kultute (tj. bez obsahu tézkého kovu) prevladala 4-bunécna cenobia v poméru cca 80 : 20
vici 2-bunéénym formam. Od druhého dne od zalozeni pokusu pievladaly dvoubunééné
morfotypy ve viech kulturach kontaminovanych CuSOy . 5 H,0 (2,5 mgl™ Cu?*, 6,5 mgl™
Cu** a 10 mgl'1 Cu2+). Pomérné zastoupeni obou forem bylo piiblizné 60 : 40 ve prospéch
2-bunécnych cenobii. Béhem 3. — 6. dne pozorovani (19., 20., 21. a 22. 8. 2015), dochazelo
ve vSech kontaminovanych kulturdich k dalSimu ubytku 4-bunéénych morfotypt a
pfevazovala 2-bunécné cenobia v poméru cca 30 : 70. Od sedmého dne pozorovani (24. 8.
2015) ptevladala 2-bunécné cenobia v poméru asi 80 : 20. Posledni dva dny pozorovani (8.
—10. den, 28. 8. 2015 — 30. 8. 2015) dominovala dvoubunééna cenobia piiblizné¢ z 90 %.
Vysledky uvedenych poméri morfotypli se v sérii kultur shodovaly s ptislusSnymi
kontrolnimi kulturami. Pefia-Castro et al. (2004) zaroven poukézali na fakt, ze oproti
pusobeni kadmia a chromu nebyl zaznamenan vliv mé&di na velikost parametrti (délka a
Sitka buiiky v cenobiu). Z vysledkll jejich experimentll je patrné, Ze se ve vSech
testovanych koncentracich rozméry bunck pfiblizné shodovaly s rozméry bunck
Vv kontrolni kultufe. Obdobné zavéry plati i pro studovany kmen D. armatus (Tab. 3).
Stejn€ jak ukazuje prace Pefia-Castro et al. (2004) poukazali také napt. Monteiro et al.
(2011) ¢i Nolcova (2015) na rozdilny ucinek raznych tézkych kovl. Z vysledkl prace
Monteiro et al. (2011) je patrny vyraznéjSi toxicky ucinek kadmia ve srovnani s
dvoumocnym zinkem platny pro oba druhy sledované v této praci (S. obliquus a D.
pleiomorphus).

V praci Pefia-Castro et al. (2004), byly také pozorovany autospory D.
incrassatulus, které se sedmy den pokusu staly dominantni. Dle autorti se pak tyto
jednobunééné formy objevovaly diky pfitomnosti dvoumocné médi v roztoku. V této praci
nebyly pozorovany zadné utvary, které by bylo mozné povazovat za autospéry D. armatus.
Byla ale pozorovana urcita plasticita ve fenotypu nékterych bungk, resp. tvorba cenobii
s atypickym poctem buné¢k, neobvyklym umisténim a poctem ostnl ¢i neobvyklym tvarem
bunék (Ptiloha 4, 5 a 6) v porovnani se studiemi Trainora (1964, 1966a, 1966b, 1969) ¢i
Hindéka (1990). Tato atypicka cenobia vSak netvofila dominantni ¢ast kultury, objevovala
se spiSe vyjimecn¢. Ve studii Pefia-Castro et al. (2004) se také ukazalo, ze méd’ ma velky
vliv na fotosynteticky aparat fasy. Podobné jako ve studii kolektivu autorit Abd-El-Monem
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et al. (1998) se bunky staly fluorescencni mikroskopii nedetekovatelné, a to naznacuje, ze
ztratili svou schopnost byt fotosynteticky aktivni, to by pak mohlo naznacovat, proc fasa
zaCala produkovat autospory. Jak jiz bylo prokdzano v jinych studiich (Monteiro et al.,
2011; Gigli et Ertan, 2012) vliv stejného tézkého kovu na rGzné druhy fas muize byt
odlisny. Toto tvrzeni podporuji i odlisné reakce D. armatus a S. incrassatulus. Je
pravdépodobné, ze kmen D. armatus pouzity v experimentech této diplomové prace je vici
médi méné citlivy nez kmen S. incrassatulus studovany Pefa-Castrem et al. (2004). Pravé
rozdily ve schopnosti fasy odolavat t¢inkiim tézkého kovu mohly vést k tomu, ze béhem
experimentll nedochézelo k tvorbé jednobunéénych forem. Koncentrace méd’natych ionti
uzité pro sledovani zmén ve fenotypu S. incrassatulus byly zvoleny tak, aby na fasu
nemély letalni Gc¢inek. Podobné trovné obsahu tézkého kovu byly uzity 1 v této studii.
Stejné tak jako v ptipadé S. incrassatulus nebyl zjistén letalni ucinek uzitych koncentraci
kovu na D. armatus.

Pro ucely této diplomové prace byl k vytvoreni prostiedi s obsahem dvoumocného
zinku vyuzit chlorid zineénaty, stejné tak jako ve studiich Abd-EI-Monem et al. (1998)
nebo Monteiro et al. (2011). Z vysledkii experimentd Gii¢lii et Ertan (2012) je patrné, ze
v piipad¢ D. armatus dochazelo s rostouci koncentraci dvoumocného zinku ke snizovani
po&tu bundk v cenobiu. V koncentraci 0,25 mgl™ Zn?* dochazelo k tvorb& pouze cenobii se
&tyfmi buiikami (100% biomasy). V koncentraci 0,5 mgl™ Zn? byl pomér 4-bunéénych
cenobii niz§i (70%) a mnoZstvi 2-bunéénych morfotypli se zvySilo na 30%.
V koncentracich 1 mgl™, 2 mgl™ a 4 mgl™ Zn** se tvofila 2- a 4-bun&éna cenobia v poméru
1:1. Z vysledkl této studie je patrny podobny trend rozpadu cenobii se zvySujici se
koncentraci Zn** v médiu. V pfipadé této diplomové prace bylo v prvnim dnu pozorovani
procentudlni zastoupeni cenobii v poméru cca 80 : 20 ve prospéch 4 bunécnych cenobii, a
to ve vSech kontaminovanych kulturach s obsahem ZnCly, i v kultufe bez obsahu zinku.
Druhy den pozorovani se kultury jevily podobné jako prvni den, vyjma kultury s nejvyssi
koncentraci 4,5 mgl'1 Zn**, kde zaginala ubyvat 4-bunécna cenobia a zacala ptevladat
cenobia 2-bunééna. Od tietiho dne pozorovani byl sledovan ubytek 4-bunéénych cenobii, a
Zn?* a 2 mgl? Zn* byl pomér &tyibun&énych a dvoubun&énych cenobii cca 50 : 50.
V kulturach o koncentraci 4,5 mgl'1 Zn®* se tvofila cenobia cca v poméru 40 : 60 ve
prospéch dvoubunécnych morfotypt. Od ¢tvrtého dne pozorovani kultury (tj. 1. 8. 2015)
dochazelo v kulturach o koncentracich 0,5 a 2 mgl™ Zn?* k daldimu ubytku 4-bunéénych
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forem. V kulturach o koncentraci 4,5 mgl'1 Zn** bylo pozorovano piiblizné¢ 70% 2-
bunéénych cenobii. Od c¢tvrtého dne pozorovani kultury (tj. 1. 8. 2015) dochdzelo
V kulturach o koncentracich 0,5 a 2 mgl'l Zn** k dalgimu ubytku 4-buné¢nych forem. V
kulturach o koncentraci 4,5 mgl'l Zn?* bylo pozorovano piiblizné 70% 2-bunétnych
cenobii. 5. — 7. den pozorovani tj. 2. 8. 2015 — 5. 8. 2015) zacinala ve vSech
kontaminovanych kulturach ptevladat 2-bunécné cenobia, a to pfiblizné v poméru 70 : 30.
I v dalSich dnech dochazelo ke snizovani poméru 2-bunécnych a 4-bunécnych forem. V
prabéhu 8. — 10. dne pozorovani jiz dominovaly 2-bunécné formy v poméru 80 : 20 vici 4-
bunéénym typim. Kultura bez obsahu tézkého kovu nevykazovala zadné zmény poctu
bun¢k v cenobiu v porovnani s prvnim dnem experimentu. Stejné vysledky, jak byly
popsany vyse, vykazovala také kontrolni fada kultur. Giiglii et Ertan (2012) uvadi, ze
odpovédi fas na toxicitu zinku se mohou liit v zavislosti na vybraném zkoumaném druhu.
Fenotypova plasticita se projevila u jimi zkoumanych kmenti Acutodesmus obliquus a
Desmodesmus armatus, ale nebyla pozorovana u fasy D. subspicatus, u které nedoslo ke
snizeni po¢tu bunék v cenobiu. V piipad¢ A. obliquus a D. armatus se pocet bun¢k
V cenobiu sniZzoval s rostouci koncentraci zinku v médiu. Stejné tak se pocet bun&k
V cenobiu snizoval v této praci v pripadé D. armatus.

Cilem této studie bylo také v prubéhu celého experimentu monitorovat predem
stanovené parametry kmene Desmodesmus armatus (Obr. 1). Uginky t&zkych kovi byly
vétSinou sledovany soubézné s dalsimi latkami ve vzorku (napt. Chia et Musa, 2014; Chia
et al., 2015) nebo byly studie vlivu tézkych kovli zaméteny schopnost daného kmene
odebirat t€Zké kovy z prostiedi (napt. Chong et al., 2000; Omar, 2002; Mehta et Gaur,
2005; Afkar et al., 2010; Monteiro et al., 2011; Giiglii et Ertan, 2012). Z toho divodu je
obtizné porovnavat vysledky této prace s vysledky dalSich studii, jelikoz existuje malo
vyzkuml zabyvajicich se primdrné sledovanim zmén v rozmérech buncék ¢i cenobii
pusobenim dvoumocného zinku na fenotypovou plasticitu fas z ¢eledi Scenedesmaceae.
Vysledky této prace ukdzaly, Ze v piipad€ 4-bunécnych cenobii nedoslo k signifikantnim
zménam sledovanych parametrli tzn., Ze nebyl zji$tén vyznamny vliv zinku ani v jedné
z pouzitych koncentraci na ani jeden ze sledovanych plastickych znakd (Tab. 2).
Porovnavany byly 1 hodnoty jednotlivych plastickych znakii mezi koncentra¢nimi fadami 0
— 3 (tj. kulturou bez obsahu zinku a koncentracemi 0,5; 2 a 4,5 mgl™ Zn®"). Sledované
plastické znaky se mezi jednotlivymi koncentracemi v piipad€ 4-bunécnych cenobii
nelisily (P>0,05). V ptipadé¢ 2-bunécnych cenobii nedoslo k signifikantnim zméndm
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sledovanych parametrti (viz Obr. 1), pouze ale v jednom piipadé€ a to ve vzorku 1,2 a 3, a
to pfi osmém dni pozorovani byla naméfena vyznamné SirSi cenobia (viz Tab. 2).
Konkrétni hodnoty pro vzorek 1 (vzorek 1 — s koncentraci zinku 0,5 mgl™) byly F = 6,82 a
P = 0,00, pro vzorek 2 (vzorek 2 — s koncentraci zinku 2 mgl™) byly F =57 aP = 0,00 a
pro vzorek 3 (vzorek 3 — s koncentraci zinku 4,5 mgl™) byly hodnoty F = 5,89 a P = 0,00.
Dale byly i u 2-bunéénych cenobii porovnavany hodnoty jednotlivych plastickych znak
mezi koncentraénimi fadami 0 — 3 (tj. kulturou bez obsahu zinku a koncentracemi 0,5; 2 a
4,5 mgl-1 Zn2+). Sledované plastické znaky se mezi jednotlivymi koncentracemi v piipadé
2-bunéénych cenobii (P>0,05) nelisily, krom¢ $itky cenobia, a to v rdmci 8. méteni, kdy
byla zjisténa signifikantné¢ mensi $itka cenobia v kultufe bez obsahu tézkého kovu (F =
3,68; P = 0,012, viz obr. 2). Tento jev nelze nijak logicky zdivodnit. Ztejmé doslo
Kk technické chybé ¢i chybé pii méfeni sledovanych parametrt, jelikoz dal$i dny méfeni,
meéla fasa stejné rozméry jako pfed osmym méfenim. Vzhledem k ptedpokladu chyby
v méfeni v prubéhu 8. dne je mozné konstatovat, ze v prubéhu pokusu nemély zine¢naté
kationty vliv na sledované parametry fasy Desmodesmus armatus.

V pribéhu experimentu byla zaznamenana atypicka cenobia, tj. cenobia
S neobvyklym tvarem a umisténim ostnii ve srovnani s popisy Trainora (1966a, b, 1969,
1992), Trainora et Egana, (1990a, b) a Hindaka (1990), viz Ptiloha 3. Tato atypicka
cenobia nebyla v kultufe zastoupena hojné, jejich vyskyt byl spiSe vyjimecny. Nejhojnéji
byla tato cenobia zastoupena ve vzorku s nejvyssi sledovanou koncentraci zine¢natych
iontd (4,5 mgl™ Zn*"). V kontrolni kultufe bez obsahu t&zkého kovu nebyly pozorovany
zadné atypické fenotypy. Z toho je moZné usuzovat, ze atypické morfotypy se tvofi
Vv disledku pfitomnosti zine¢natych kationtd v médiu.

Glglii et Ertan (2012) uvadi, Ze odpovédi fas na toxicitu zinku se mohou lisit
vzavislosti na vybraném zkoumaném druhu. Dle autordi tak druh D. armatus muize byt
povazovan za dobry model pro testovani toxicity. Desmodesmus armatus se tak jevi jako
taxon velmi citlivy na pfitomnost zine¢natych iontii v prosttedi. Dle metodiky Giiglii et
Ertana (2012) autofi vyuzili takové koncentrace zinku, které by se mohly vyskytovat
Vv zivotnim prostiedi. V zavéru své prace autofi navrhli, aby byl pocet bunék v cenobiu dale
zkouman jako potencialni néstroj pro programy environmentalniho monitorovani, zejména
pro ty, ktefi se zaméfuji na zjiStovani chronické kontaminace. Nicméné tato studie
ukazuje, ze ackoli D. subspicatus nevykazoval zadnou miru plasticity, mél procentudlné
nejvyssi schopnost odstranit zinek z prosttedi (40%). Naopak druh D. armatus, ktery
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vykazoval vysokou miru plasticity, prokdzal nejniz§i schopnost odstranit zinecnaté
kationty ze vzorku (18%).

Na zaklad¢ vysledkt Giiglii et Ertana (2012) byla stanovena hypotéza pro tuto
praci: pisobenim dvoumocného zinku se bude pocet bun¢k v cenobiu fasy D. armatus
snizovat. Se zvysujici se koncentraci dvoumocného zinku v médiu bude klesat pocet bunck
v jednotlivych cenobiich. Vysledky této prace tak ob¢& c¢asti této hypotézy viceméné
potvrdili, jelikoz byl sledovan podobny trend rozpadu cenobii se zvySujici se koncentraci
Zn?* v médiu.

Pii porovnani vysledku prace s vysledky studie Pena-Castro et al. (2004), byla
z ¢asti potvrzena hypotéza tykajici se vlivu méd’natych iontd na fenotyp D. armatus.
Pasobenim dvoumocné médi se pocet bun€k v cenobiu zelené fasy Desmodesmus armatus
snizoval. OvSem na rozdil od vysledkli studie Pefia-Castra et al. (2004), druhd cast
hypotézy potvrzena nebyla. VVzhledem k publikovanym vysledkiim ve studii Pefia-Castro et
al. (2004) existoval predpoklad, ze se zvySujici se koncentraci dvoumocné médi v médiu
bude klesat pocet bunc¢k v cenobiich. Toto ovSem neplatilo pro kmen vyuzity v této
diplomové praci, jelikoz dvoubunééna cenobia prevladala ve vSech pokusnych kulturdch
bez rozdilu koncentrace Cu®" v médiu. Béhem studie Pefia-Castro et al. (2004), byly pfi
sledovani vlivu dvoumocné médi na D. armatus zaznamenavany i rozméry bunék, které se
ve vSech testovanych koncentracich pfiblizné shodovaly s rozméry bunck kontrolniho
média. Na zéklad¢ téchto vysledkl byla vytvofena dalsi hypotéza: ,,vlivem dvoumocné
meédi se velikost bunék v jednotlivych cenobiich fasy Desmodesmus armatus nezméni‘.
Ani v této praci se sledované parametry fasy Desmodesmus armatus nezmeénily. Vysledky
tak druhou hypotézu zcela potvrdily, jelikoZ ani v jednom sledovaném parametru nedoslo

k signifikantnim zmé&nam jak u 4-bunéénych, tak u 2-bunéénych cenobii fasy D. armatus.

52



6 Zavér

Ukolem této diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv maji vybrané t&zké kovy na
fenotypovou plasticitu kmene sladkovodni zelené fasy Desmodesmus armatus za piedem
stanovenych podminek kultivace v laboratofi. Vysledky experimentu vlivu zine¢natych
kationtli v prostiedi ob¢ Casti hypotézy viceméné potvrdili, jelikoz byl sledovan podobny
trend rozpadu cenobii se zvySujici se koncentraci Zn** v médiu. Vysledky experimentu
vlivu méd’natych kationti na fasu D. armatus viceméné potvrdili pfedem stanovené
hypotézy. Pisobenim dvoumocné medi se pocet bunék v cenobiu zelené fasy D. armatus
snizoval. Druhd ¢ast hypotézy potvrzena nebyla, jelikoz dvoubunétna cenobia prevladala
ve vSech pokusnych kulturdch bez rozdilu koncentrace médnatych kationti v médiu.
Potvrzena byla i druha hypotéza, jelikoz vysledky této prace neukédzaly na zménu
sledovanych parametrii D. armatus.

Do soucasné doby byly provedeny mnohé vyzkumy, které potvrzuji, ze tézké kovy
a obecn¢ toxiny ovliviuji fenotyp riznych organismi vcetné fasovych zastupct rtiznych
taxonomickych skupin. Tézké kovy jsou nebezpecné mimo jiné i V tom, ze se akumuluji v
organismech a stavaji se tak soucésti potravniho fetézce. V bazalni ¢asti potravni pyramidy
jsou praveé i tasy. Hromadéni tézkych kovlli v organismech mutze mit pro konzumenty
vyssich tada, tedy i cloveka, fatalni disledky (Sa’idi, 2010; Pandey et Madhuri, 2014). Dle
uréitych zmén ve fenotypu fas je mozné usuzovat na odolnost organismt vici plsobeni
toxint. Tyto poznatky je dale mozno vyuzivat napf. v ekologické roviné v procesech
remediace. V poslednich letech vzrista potieba odstranéni toxickych latek z prostiedi.
Proto byly publikovany cetné zplsoby bioremediace a dal$i moZné alternativni cesty
odstranéni t&zkych kovii z prostiedi, jednim z nich miize byt nap¥. fykoremediace. Rasy tak
mohou slouzit jako levny a efektivni prosttedek k odebirani toxickych latek ze
znecisténého vodniho prostiedi (Ahluwalia et Goyal, 2007).

Smyslem diplomové prace bylo shrnout védomosti a poznatky z odborné literatury
zamé&fené na problematiku fenotypové plasticity riiznych skupin organismi, pfedevsim fas.
Vysledky této prace piindsi unikatni poznatky, které mohou rozsifit znalosti o tom, jak
reaguje kmen chlorokokalni fasy D. armatus na pfitomnost zine€natych a médnatych
kationti v prostfedi a naznacuji jeji odolnost vic¢i plisobeni uzitych koncentraci obou

sledovanych kovti.
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7 Resumé

Cilem diplomové prace bylo sledovat vliv dvou vybranych tézkych kovi — zinku
amédi na fenotyp sladkovodni zelené fasy Desmodesmus armatus vV laboratornich
podminkach. V pribéhu experimentu byly sledovany a zdokumentovavany reakce piedem
stanovenych parametri cenobia, a to: Sitka a vyska jedné bunky v cenobiu, Siika celého
cenobia, rozpéti ostnli v ramci jedné krajni bunky, rozpéti ostnii mezi krajnimi bunikami
adélka ostnd. VSechna data byla statisticky zpracovana a vyhodnocena. Vysledky
naznacuji, ze pusobenim zine¢natych i méd’natych iontii dochazelo ke snizeni poctu bunék
V cenobiu. Pouzité koncentrace dvoumocného zinku i dvoumocné médi nemély vliv na

zménu parametrti bunék a cenobia D. armatus.

Kli¢ova slova:

Desmodesmus armatus, fenotypova plasticita, méd’, Scenedesmaceae, tézké kovy, zinek

The aims of this master thesis were to observe the influence of two heavy metals —
zinc and copper on the phenotype of the freshwater green alga Desmodesmus armatus in
laboratory conditions. During the experiment, predefined coenobial parameters were
monitored and also documented: the cell width and cell height, the width of the entire
cenobium, the spine span on the same coenobium cell, the spine span between two
periferic cells and the lenght of a spine. All the data were statistically processed and
evaluated, too. The results pointed out to the facts that the presence of zinc and copper ions
in the culture medium reduced the number of cells in the cenobium. The influence of
divalent zinc and divalent copper on cell and coenobial parameters of D. armatus was not

observed.
Keywords:

Copper, Desmodesmus armatus, heavy metals, Scenedesmaceae, phenotypic plasticity,

zinc
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Piilohy



Priloha 1: Fotodokumentace zakladniho fenotypu fasy Desmodesmus armatus (fotografie

byla pofizena 28. 7. 2015, den pied zahajenim vSech pokust se zinkem; méfitko = 10 um).




Priloha 2: Fotodokumentace zakladniho fenotypu fasy Desmodesmus armatus (fotografie

byla potizena 16. 8. 2015, den pted zahdjenim vSech pokusu s médi; méfitko = 10 um).




Priloha 3: Zaznamenana cenobia s netypickym poctem bunék v cenobiu pfi pozorovani
vlivu zine¢natych iontti na fasu Desmodesmus armatus (A — 31. 7. 2015, koncentrace zinku
4,5 mgl™, B — 30. 7. 2015, koncentrace zinku 2 mgl™, C — 2. 8. 2015, koncentrace zinku
45 mgl™?, D — 2. 8. 2015, koncentrace zinku 4,5 mgl™; E — 5. 8. 2015, koncentrace zinku
4,5 mgl™, F - 7. 8. 2015, koncentrace zinku 0,5 mgl™, G — 7. 8. 2015, koncentrace zinku 2

mgl™, H—9. 8. 2015, koncentrace zinku 4,5 mgl™ méfitko = 20 um).




Piiloha 4: Zaznamenana cenobia s netypickym poétem bunék v cenobiu pii pozorovani

vlivu méd’natych ionti na fasu Desmodesmus armatus (A — 21. 8. 2015, koncentrace mé&di
10 mgl™, B — 22. 8. 2015, koncentrace m&di 10 mgl™, C — 28. 8. 2015, koncentrace mé&di
2,5mgl™, D — 21. 8. 2015, koncentrace m&di 6,5 mgl™; E — 24. 8. 2015, koncentrace m&di
10 mgl™, F - 30. 8. 2015 koncentrace m&di 6,5 mgl™; méfitko = 20 pm).




Piiloha 5: Atypickd cenobia vyfotografovana pii pozorovani vlivu médnatych iontl na
fasu Desmodesmus armatus (A — 20. 8. 2015, koncentrace m&di 10 mgl™, B — 24. 8. 2015,
koncentrace mé&di 6,5 mgl™, C — 24. 8. 2015, koncentrace m&di 2,5 mgl™, D — 26. 8. 2015,
koncentrace médi 10 mgl'l, E — 26. 8. 2015, koncentrace médi 2,5 mgl'l, F — 30. 8. 2015,

koncentrace m&di 10 mgl™; m&fitko = 20 pm).




Priloha 6: Atypickd cenobia vyfotografovana pii pozorovani vlivu médnatych iontl na
fasu Desmodesmus armatus (A-B — 21. 8. 2015, koncentrace médi 6,5 mgl'l, C - 26. 8.
2015, koncentrace médi 10 mgl'l, D — 26. 8. 2015, koncentrace médi 6,5 mgl'l, E-22. 8.
2015, koncentrace médi 6,5 mgl'l, F —30. 8. 2015, koncentrace médi 6,5 mgl'l; méfitko =

20 pum).




