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1. Uvod

1. UVOD

Sinice (Cyanophyta) a fasy (Algae) jsou klicovou slozkou biocendzy jak v oceanech, tak i ve
sladkovodnich ekosystémech (SARMENTO & DESCY 2008). V nadich zemépisnych sifkach
vykazuji tato spolecenstva béhem vegetacni sezény znacnou dynamiku, méni se nejen jejich
druhové slozeni, ale i pomér zastoupeni jednotlivych skupin ve fytoplanktonu.

Sinice jsou evolucné staré prokaryotni organismy, které maji fotosyntézu rostlinného typu,
provazenou produkci kysliku. Oxygenni fotosyntéza se vyvijela na zaklad¢ biochemického
modelu, jehoZ pfedchidcem je bakterialni anoxygenni fotosyntéza (KALINA & VANA 2005). Jejich
fotosyntetické pigmenty (Tab 1.1) se nachazi ve fykobilizomech (fykobiliproteiny)

a v tylakoidech.

Rasy jsou jednoduché eukaryotni autotrofni organismy, jejichz oxygenni fotosyntéza je
zalozena na podobné funkci a struktufe fotosyntetického aparatu, pfitomnosti a slozeni
fotosyntetickych pigmentt jako u sinic.

Z hlediska vzajemné variability fotosyntetickych pigmentt mezi organismy, jsou sinice a
fasy unikatnimi v rostlinné fisi. Diky tomuto rozriznéni, ke kterému doslo v prubéhu evoluce pfi
vyvoji jednotlivych skupin, jsme schopni vyuzit znalosti o fotosyntetickych pigmentech
k fylogenetické analyze ¢i taxonomické determinaci (ROWAN 1989).

STILES 1925, RABINOWITCH 1945 a LoOMIS 1960 byli jedni z prvnich, ktefi shrnuli fadu
pozorovani, jez daly vznik nasim soucasnym znalostem o fasovych fotosyntetickych pigmentech
(chlorofyly, karotenoidy a biliproteiny). STOKES 1864 provedl prvni experimentalni pokusy, kdyz
rafinoval chlorofyl ¢ a fukoxantin z hnédych fas. Dokonce bylo mozné diky mikrospektroskopu
porovnavat jednotliva spektra objevenych pigmenta (SORBY 1877); tehdy znamych jako napf.
fykoxantin (= dnes znamy jako oscillaxantin nebo zeaxantin; z Oscillatoria sp.), pezizaxantin (=
B-karoten, anteridia rodu Fueus) nebo xantofyl (= lutein; z Porphyra vulgaris). "Chromatograficka
adsorbcni analyza®™ byla k separaci pigmenta poprvé vyuzita CVETEM (1906) za pouziti kolony
s peviym adsorbentem (ROWAN 1989) . V pocatcich se zdilo, ze metoda je neucinna a vysledky
jsou zkresleny piitomnosti artefaktd. Negativni nazory na chromatografii vyvratil dal$imi
experimenty STRAIN (1936, 1938). Za artefakt byl povazovan i chlorofyl ¢ dfive nazyvany
chlorofucine (SORBY 1873). Pozdéji byl definovan jako pfirodni pigment, ktery se vyskytuje ve
ttech formach ¢, ¢, ¢ (JEFFREY 1963; JEFFREY & SHIBATA 1969; VESK &JEFFREY 1987).

Chromatografické metody se k analyze pigmentud vyuzivaji dodnes.
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1.1 Rozdéleni a charakteristika fotosyntetickych pigmenti

Chlorofyly a biliproteiny maji dobfe definovanou funkci. Jsou to svétlosbérné pigmenty
schopné pii fotosyntéze preménit svételnou energii v energii chemickych vazeb a umoznit tak
prab¢h biochemickych procest v bunce. Fyziologicka tuloha karotenoidd je slozitéjsi.
Karotenoidy  primarné  slouzi jako  pomocna  svétlosbérna  barviva v podobné
pigment-proteinovych komplexti ukotvenych v membrané tylakoidd. Na druhou stranu maji
karotenoidy funkci ochrannou, tj. chrani fotosynteticky aparat pfed nepfiznivymi ucinky
nadmérného ozafeni. Karotenoidy zde pusobi bud’ jako pasivni svételny filtr, pfipadné jsou téz
schopny zhaset energii excitovanych stavt chlorofylovych molekul a chranit je tak pfed tvorbou a

poskozenim volnymi radikaly (SIEFERMANN—HARMUS 1987).

1.1.1 Chlorofyly

Chlorofyl @ (Obr. 1.1) je ustfedni molekulou vytvafejici fotosynteticka reakéni centra. Je
slozen ze dvou komponent, tzv. substituovaného porfyrinového kruhu s centralné navazanym
kationtem Mg*" a dlouhého uhlovodikového fetézce — fytolu (terpenovy alkohol C20). Jestlize se
néjakym degradac¢nim procesem odstrani hofecnaty iont, hovoifime o feofytinech.

Biosyntéza tetrapyrola se u fas a sinic odvozuje od kyseliny 8-aminolevulové, jejiz dvé
molekuly kondenzuji za vzniku porfobilinogenu. Ackoli porfyrin ma hydrofilni charakter,
nepolarni charakter fytolu je pro molekuly chlorofylt vyznamnéjsi a jsou proto dobfe rozpustné

v nepolarnich rozpoustédlech (etanol, aceton, benzen, atd.).

a)
2 3
I 4
Obr 1.1 Chemicka struktura chlorofyli
a) Forbin: zakladni struktura vsech chlorofyla
b) Chl a (R! = CH=CHa; R? = Me)
Chlb R! = CH=CHy; R? = CHO)
8 5 Chld R' = CHO; R2 = Me)
¢) Chl ¢; (R = Et; R2 = CH=CH-CO:Me)
9 6 Chl c; R! = CH=CHy; R? = CH=CH-CO:;Me)
MgDVP (R! = CH=CHy; R? = CH=CH-CO.H)
10 9 (JACKSON 1976)
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CH=ClI,

1.1.2 Karotenoidy

Karotenoidy (napf. Obr 1.2) jsou pravdépodobné nejrozsifenéjsi skupinou pifirodnich
pigmentt. U rostlin, zivoc¢ichu i mikroorganismt bylo az dosud popsano vice nez 400 raznych
druht karotenoidu.
Z chemického hlediska patii do skupiny tetraterpenoidud, pfesnéji jsou to oligomery isoprenu.
Vlastn{ karotenoidy se vyznacuji pouze nékolika variantami uhlikového skeletu: maji bud’to ryze
alifaticky fetézec nebo fetézec zakonceny jednim ¢i dvéma cykly (Sesticlennym nebo
péticlennym). Pokud jsou navazany na bilkovinnou molekulu maji nepolarni charakter.
Podle chemické struktury rozdélujeme karotenoidy do dvou skupin:
a) karoteny (obsahujici pouze atomy uhliku a vodiku)
b) xantofyly (obsahujici téz atom(y) kysliku: oxo—, hydroxy—, karbmethoxy—, methoxy—, epoxy—,
karboxy derivaty)

Isoprenoidni struktura s dvojnymi vazbami mezi uhliky umoznuje ¢, #rans konfiguraci.
Syntéza karotenoidu se odviji od acetyl koenzymu A, z n¢hoz fadou reakci vznika kyselina

mevalonova, ktera je prekursorem vsech isoprenoidu.



Obr 1.2 Chemicka struktura karotenoidt
a) B — karoten; b) diatoxantin; c¢) diadinoxantin; d) echinenon; ) lutein; f) fukoxantin
(ROWAN 1989)
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1.1.3 Fykobiliny

Fykobiliny jsou pfidavné fotosyntetické pigmenty, které rozdélujeme do ti skupin:
alofykocyanin, fykocyanin a fykoerytrin. Jsou to linearni tetrapyroly vznikajici oxida¢nim
otevienim tetrapyrolového kruhu. Fykobiliny jsou kovalentn{ vazbou mezi cysteinem a vinylovym
fetézcem navazany na proteinové jednotky a vytvateji tak hydrofilni fykobiliproteiny (HLADIK &
SOFROVA 1990).

Fykobiliny jsou soucasti tzv. pigmentovych antén (Obr. 1.3a), které slouzi k akumulaci
kvant energie i ve slabém svétle. Tim zvysi efektivitu zachycovani svétla reak¢nimi centry vice nez
stokrat a kombinaci raznych pigmentd se vyuzije svétlo raznych vlnovych délek. Tyto

pigmentové antény maji u raznych organisma podobnou strukturu (Obr 1.3b).
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Obr 1.3a Schéma architektury antén u riaznych skupin fotosyntetickych organismu

Svetlosbérné antény umoznujici fotosyntézu se u riznych skupin fotosyntetickych organisma lisi.

A — sirné bakterie, B — zelené bakterie, C — Cyanophyta, Rhodophyta (fykobilizom); D — Chromophyta,
E — Chlorophyta

Obr. 1.3b Struktura fykobilizému — vhémembranovy komplex
(Cyanobacteria, Rhodophyta)
ki Na povrchu tylakoidu se nachazi tzv. fykobilizom obsahujic
~: §§§'§§‘:§: specifické svétlosbérné pigmenty k akumulaci svételné energie:
\ | [emees PE (phycoerythrin) — fykoerytrin
PC (phycocyanin) — fykocyanin
AP (allophycocyanin) — alofykocyanin (KANEHISA 2009)
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Organizace pigmentt do svétlosbérnych komplexi:

Pigmenty jsou ve fotosyntetickych organismech navazany na bilkovinné molekuly, se
kterymi tvoif takzvané svétlosbérné komplexy, jejichz dlohou je zachytit svételnou energii a
pfedat ji do reakénich center. Absorpci kvanta zafeni svétlosbérnym (anténnim)
pigment-proteinovym komplexem tylakoidnich membran zac¢ina proces fotosyntézy. Takto
zachycena excitacni energie je dopravena ke specialnimu paru chlorofylu (P, a Pg), ktery spolu
s dalsimi slozkami vytvaii tzv. reakéni centrum fotosystému (RC PS).

V blizkosti reakéniho centra, nékdy také spojené s reakénim centrem, se nachazi vnitfni
svétlosbérné komplexy, které jsou pevné a neménné. U fas a sinic jsou tvofeny piedevsim
chlorofylem « a karotenoidy. Variabilnéjsi k prostfedi jsou vnéjsi svétlosbérné komplexy, které se
rozlisuji na tzv. periferni vnémembranové (zelené a sirné bakterie, Cyanophyta, Rhodophyta,
Cryptophyta) a integralni-vnitromembranové antény (purpurové fotosyntetické bakterie, fasy
(vyjma ruduch a skrytén¢k) a vyssi rostliny). Tyto vnéjsi antény jsou potom tvofeny i fadou
dalsich doplinkovych pigmentt jako je chlorofyl 4 u zelenych fas, chlorofyl ¢ u rozsivek nebo
tykobiliny u fady sinic.

1.2 Distribuce hlavnich fotosyntetickych pigmentd uvnitf skupin sinic a fas
1.2.1 Chlorofyly
Chlorofyl a

Chlorotyl « je obsazen ve vsech oxygennich fotosyntetickych organismech (sinice, fasy).

Chlorofyl b

Tato forma chlorofylu se vyskytuje ve vsech tfidaich oddé¢leni Chlorophyta a taktéz u
Prochlorophyta (LEWIN 1976, 1977), které obsahuji chlorofyl 4 misto obvyklého biliproteinu.
Prochlorothrixc holandica obsahuje a/b proteinovy komplex (BULLERJAHN e7 a/. 1987). LUBIAN &
ESTABLIER 1982 potvrdili, ze tfi druhy pavodné povazované za rod Nannochloris Naumann —
Nannochloris sp.(strain No. 269), N. oculata a Monallantus salina neobsahuji chlorofyl 4 a nepatii do

Chlorophyceae, ale do Eustigmatophyceae, jako Nannochloropsis.

Chloropyl ¢

V kazdé ze tfid Chromophyta (krom¢ Eustigmatopyceae) najdeme chlorofyly ¢, a ¢,
Chrysophyceae, Prymnesiophyceae a Bacillariophyceae obsahuji také chlorofyl ¢ (VESK &
JEFFREY 1987).
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Ackoli obecné zastupci tiidy Cryptophyceaea obsahuji pouze Chl ¢, bez Chl ¢,. JACKSON
1976 pozoroval pifitomnost obou chlorofyla v Chroomonas mesostigmatica, tento fakt ovsem nebyl
pfi opakovaném pozorovani potvrzen Andersen, Haxo, Lee a Kurgens (ROWAN 1989). U
béznych zastupct Dinophyceae najdeme Chl ¢, vyjimkou je napt. Peridinium foliacenn (WITHERS
& HAXO 1975) nebo Gambierdiscus toxicns (DURAND & BERKALOFF 1985). Pavodné se myslelo, ze
skupina Chrysophyceae vubec neobsahuje chlorofyl « ANDERSEN & MULKEY 1983 vsak
potvrdili pfitomnost ¢, a ¢, u Chrysosphaerella brevispina (¢, 1 ¢,) a Giraudyopsis stellifera (jen c,).
Pelagococens subviridis obsahuje namisto ¢, chlorofyl ¢; (VESK & JEFFREY 1987). Jelikoz rody Synura a
Mallomonas neobsahuji chlorofyl ¢, byly z Chrysophyceae vyclenény do Synuraceae a
Mallomonadaceae (ANDERSEN 1987). Nejvétsi mnozstvi chlorofylu ¢ najdeme u Tribophyceae a
diky tomu je muzeme spolehlivé rozpoznat od Chrysophyceae (GIBBS ¢z a/. 1980). C, a ¢, typ
chlorofyld maji néktefi zastupci Prymmnesiophyceae; napt. Pavlova gyrans (FAWLEY 1988).
Chlorofyl ¢; se vyskytuje u druhu Ewmiliana huxleyi (VESK & JEFFREY 1987), Phacocystis pouchetii
(JEFFREY & WRIGHT 1987), Pavlova salina. Taktéz u Bacillariophyceae je Chl ¢, a ¢, béznou
soucasti a v piipade¢, ze obsahuji malo ¢, je pfitomen 1 ¢;. Nitzgschia bilobata obsahuje vsechny tfi
typy chlorofylt v pfiblizné¢ stejném mnozstvi, naproti tomu N. dostridium jen ¢, stejné jako N.
frigida (ROWAN 1989). Nékteré druhy Prasinophyceae obsahuji pigment znamy pod zkratkou
MgDVP (Magnesium 2, 4-divinylfeoporfyrin a 5-monometyl ester) (RICKETTS 1966, JEFFREY &
WRIGHT 1987). N¢kdy je tento pigment popisovan jako chlorofyl ¢ (BROWN 1985).

Chloropyl d

Chlorofyl 4 je chemicky velmi podobny Chl 4, ale ma jiné absorpcni spektrum (MANNING
& STRAIN 1943) a nachazi se u skupiny Rhodophyta (poprvé popsany z druhu Girgatinia gardi).
Velmi neobvyklé svétlosbérné komplexy obsahujici chlorofyl & byly téz popsany u mofské sinice

Acaryochloris marina, ktera je symbiontem mofskych sumek rodu Trididemnum.

Bakteriochlorofyly

Riuzné dalsi formy chlorofylt nachazime u fotosyntetickych bakteriich. Tyto barviva se
obecné nazyvaji bakteriochlorofyly jejichz rizné analogy se opét oznacuji pomoci pismen.
Bakteriochlorofyl « je pfitomen ve vétsiné fotosyntetickych bakterii, pfedev$im u purpurovych
bakteriich a aerobnich anoxygennich fototroft (AAPs). Mezi dalsi formy patii bakteriochlorofyl 4
(ptitomny v bakterii Blastochloris viridis), bakteriochlorofyly ¢ a e pfitomné v zelenych sirnych

fotosyntetickych bakteriich (rod Chlorobium) a bakteriochlorofyl g pfitomny v heliobakteriich.
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1.2.2 Karotenoidy

Uloha karotenoidd, zejména fukoxantinu, jako dopliikovych svétlosbérnych pigmentd v
procesu fotosyntézy byla poprvé popsana u rozsivek a pozdéji u hnédych fas. Fukoxantin ma
vyznamnou funkci v tylakoidnich membranach téchto organismt, které se casto vyskytuji v
mofich v hloubkach kolem 10 m pod povtchem, kde je nejen znacné sniZzena intenzita
fotosynteticky vyuzitelného zafeni, ale také se vyrazné méni spektralnf kvalita (s rostouci
hloubkou je pohlcena ¢ervena — nad 600 nm a pak i modra — pod 400 nm oblast spektra
(HLADIK & SOFROVA 1989). Uéinnost pienosu absorbované energie z fukoxantinu na chlorofyl je
téméf  stoprocentni.  Podobné wuplatnéni ma  peridinin = (xantofyl  obrnének) v
pigment-proteinovych komplexech tylakoidnich membran obrnének a porfyrinové pigmenty (tzv.
fykobiliny) sinic a ruduch (GLAZER 1983, 1984, ZILINSKAS & GREENWALD 19806). Lutein je z
hlediska tc¢inku pfenosu absorbované energie na chlorofyl méné¢ uc¢inny nez fukoxantin a peridin
(GOEDHEER 1965).

Udava se (GOODWIN 1980), Ze se mezi zastupci Cyanophyceae vyskytuje nez 24 raznych
karotenoidt, avsak obvykle obsahuje jeden druh maximalné 7— 8 pigmenta. U Chlorogloea fritschii
jich bylo pozorovano dokonce 14, u Rivularia firma 12 (ROWAN 1989). Casto vytvaieji glykosidické
estery, nejbéznéji myxoxantofyly. Ty se nevyskytuji u nékterych druha rodu Oscillatoria,
Phormidinm, Spirnlina (GOODWIN 1980) a Oscillatoria bornetti (HALLENSTVET ef al. 1979). U vsech
druhtt je pfitomny echinenon a B-karoten. Unikatni skupinou mezi Prokaryoty jsou
Prochlorophyceae (druh Prochloron; 1EWIN 1976, 1977), protoze mimo zeaxantinu a $-karotenu
obsahuji také chlorofyl / a neobsahuji myxoxantofyly.

Skupina Rhodophyceae obsahuje o i B-karoten a jeho 3-hydroxy derivaty: lutein a
zeaxantin (STRAIN 1958, 1966). Kultury obsahovaly 1 «, B-kryptoxantin a anteraxantin
(BJORNLAND & AGUILAR-MARTINEZ 1976, ROWAN 1989). Aloxantin je klicovym determinac¢nim
pigmentem u Cryptophyceae. Dalsimi xyntofyly jsou krokoxantin a monadoxantin (chybi u
Chroomonas salina). U Cryptomonas ovata byly pozorovany i lycopen a zeaxantin (PENNIGTON e/ al.
1985). Specifickym pigmentem pro Dinophyceae je komplex C,, peridinin (STRAIN e¢f a/. 1976),
diadinoxantin a B-karoten. Minoritnimi jsou pyroxantin (druh Gyrodinium resplendens; 1LOEBLICH &
SMITH 1968) a peridinol a pyroxantinol (druh G. dorsunz; JOHANSEN et al. 1974) a a-karoten. U
druht, které postradaji peridin, byl nalezen diatoxantin (JOHANSEN e/ al.. 1974). Endosymbioticti
zastupci Dinophyceae obsahuji spise fukoxantin a jeho derivaty nez peridinin (ROWAN 1989).
Gymmnoridinum sp. a G. aureolum obsahuji 19 -hexanoyloxyfukoxantin (BJORNLAND & TANGEN
1979), ktery se také nachazi u Emiliana huxleyi (Prymnesiophyceae). U Peridinium balticum a

Gymmnodinium nagasakiensis nejdeme taktéz 19 -hexanoyloxyfukoxantin a fukoxantin.
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U Chrysophyceae a Synurophyceae je typickym pigmentem fukoxantin. U vSech
zastupcu se nachazi B-karoten; neoxantin pouze u Ochromonas sp. a violaxantin u Phaeosacceon
callinsii. Ze skupiny Chrysophyceae byly oddéleny Prymnesiophyceae (CHRISTENSEN 1962),
které se jim velmi podobaji ve slozen{ karotenoidu, ale lisi se absenci violaxantinu (CRAIGIE e7 .
1971).  Minoritné  jsou u  této  skupiny  zastoupeny  derivaty  fukoxantinu,
19’-hexanoyloxyfukoxantin, 19’-butanoyloxyfukoxantin. Naopak konstantni zastoupeni
pfedstavuji B-karoten, diatoxantin, diadinoxantin a fukoxantin, stejn¢ jako u Bacillariophyceae
(Diatoms) (GOODWIN 1971, 1980, JEFFREY & STAUBER 1985). U Nifzchia clorobacterium je také
neoxantin (HAGER & STRANSKY 1970). U skupiny Tribophyceae (Xanthophyceae) je hlavnim
karotenoidem heteroxantin, dale vaucheriaxantin, neoxantin (STRANSKY & HAGER 1970);
diadinoxantin, doprovazeny diatoxantinem.

Eustigmatophyceae mohou obsahovat tyto xantofyly: zeaxantin, anteraxantin, violaxantin
(STRANSKY & HAGER 1970) a podobné jako Tribophyceae i vaucheriaxantin a neoxantin, ale
neobsahuji Chl ¢, coz potvrzuje jejich odlisnost od Tribophyceae, ke kterym byly difve fazeny
(HIBBERD 1981). Nannochloropis oculata obsahuje také astaxantin a kantaxantin (ANTIA & CHENG
1982). Fukoxantin ma hlavni zastoupeni u Phaeophyceae, které dale obsahuji B-karoten a
violaxantin (STRAIN 1958, 1960).

Euglenophyceae jsou slozenim karotenoidi podobné Chromophyta, protoze obsahuji
diatoxantin, diadinoxantin a heteroxantin. HAGER A STRANSKY 1970 také nasli v zastupcu této
skupiny neoxantin. U Eutreptiella gymnastica byly identifikovany tfi unikatni pigmenty — sifoenin,
eutreptielanon, anhydrodiatoxantin (BJORNLAND 1982).

Pigmenty podobné zejména vySsim rostlinam najdeme u skupiny Chlorophyceae
(GOODWIN 1965, LIAAEN-JENSEN 1977), tedy lutein, B-karoten, neoxantin, zeaxantin,
anteraxantin, violaxantin (HAGER 1980). Ostatni karotenoidy se obcasné vyskytuji ve vétsich
mnozstvich; napf. sifonaxantin (ester sifoneinu, ktery je u Caulerpales a Dichotomosiphonales)
nebo loroxantin (AITZETMULLER ¢ al 1969). Oba jsou pfitomny u Cladophorales a
Siphonocladales. Sifonaxantin je dulezitym pigmentem u fas rostoucich na zastinénych mistech
nebo v hlubokych vodach. Ale také je obsazen v Codium sp. rostoucim na velmi osvétlenych
biotopech. U druhu, které sifonein nebo sifonaxantin obsahuji je ¢astéji pfitomen a-karoten nez a
B-karoten (STRAIN 1965). Slozeni{ xantofyld podobné jako u Chlorophyceae ma cast skupin
Prasinophyceae (bic¢ikovci obsahujici Chl @ a Chl 4. Jsou to zeaxantin, lutein (RICKETTS 1970) a
sifonein. Ostatni sifonein neobsahuji a zeaxantin je nahrazen luteinem. U Pyramimonas olivacea byl
extrahovan také sifonaxantin (ROWAN 1989), pozorovan byl i pigment prasinoxantin (kokalni

mofska fasa, FOSS ¢f al. 1984). Stejné jako u Chlorophyceae, ani u zastupci Charophyceae nebyl
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nalezen a-karoten (HAGER & STERANSKY 1970). y-karoten (lykopen) obsahuje Chara foetida

(anteridia, KKARRER ¢/ a/. 1943).

Tab 1.1 Distribuce hlavnim taxonomicky vyznamnych fotosyntetickych pigmentu sinic a fas

Pigment

Cyanophyta
Prochlorophyta
Rhodophyta
Cryptophyta
Chlorophyceae
Prasinphyceae
Euglenophyta
Eustigmatophyta
Bacillariophyceae
Dinophyta
Prymnesiophyceae
Chrysophyceae
Raphidophyceae

Chlorofyly

a [ ]
b [ ] [ ] [ ] [ ]
C1
Cz
C3

MgDVP ®

Karotenoidy

Aloxantin b
Anteraxantin . . .
Astaxantin . .

Diadinoxantin * b
Diatoxantin . . . . . .

Dinoxantin
Echinenon . .

Fukoxantin
Lutein ® ®
Peridinin
Violaxantin ® ® ®

Zeaxantin ° . ° . .
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1.3 Metody zkoumani fytoplanktonu

Pii vyhodnocovani vzorkti fytoplanktonu ve sladkych vodach a k jejich nasledné
determinaci se tradicné uziva svételnd mikroskopie. Nanoplankton a pikoplankton je vsak slozité
identifikovat a kvantifikovat, pokud nepouzijeme dalsi mikroskopické metody (napf.
fluorescenéni ¢i elektronovou mikroskopii). Pracné a ¢asoveé narocné je pocitani jednotlivych
bunék organismu pod mikroskopem, abychom zjistili jeho pfesné zastoupeni ve vzorku
(SARMENTO & DESCY 2008). Proto se ke kvantifikaci zacala v poslednich letech vyuzivat hlavné
chromatografie (LEWITUS ef al 2005); zvlast¢ HPLC (WRIGHT ef al 1996). Vysledky jsou
reprodukovatelnéjsi, nez ty z mikroskopického pozorovani (SCHLUTER e7 a/. 2000).

Metoda se vyborné uplatiuje zejména pii rozsahlych vyzkumech, kde je potfeba rychle
zpracovat velké mnozstvi vzorku z raznych lokalit a hloubek. Ke zpracovani dat z HPLC byl
vyvinut specialni pocitacovy program CHEMTAX, ktery dokaze urcit zastoupeni hlavnich skupin
fytoplanktonu z pomérového zastoupeni pigmentt ve vzorku. Pokud potfebujeme fytoplankton
studovat detailnéji nez na urovni tfid, je nutné kombinovat chemotaxonomii s tradi¢nim

postupem a jednotlivé druhy urcit pomoci svételné mikroskopie (SARMENTO & DESCY 2008).

1.3.1 Chromatograficka separace

Chromatografie je bezesporu jednou z nejrozsifen¢jSich metod separace latek, ktera
umoznuje spolehlivou identifikaci a kvantifikaci slozek sledovaného vzorku. K rozdéleni latek
dochazi na zakladé jejich razné pohyblivosti ve dvou fazovém systému — stacionarni (zakotvené)
a mobilni (pohyblivé) faze. Stanovované latky se lisi ve svych adsorpcnich vlastnostech, v
hodnotach rozdélovacich koeficientd, ve svych rozmérech ¢i ve svych nabojich, coz lze vyuzit v
chromatografii k jejich rozdéleni na vhodném chromatografickém zafizeni. Chromatografickou
separaci pigmentt poprvé popsal rusky botanik CVET (1900) (n¢kdy udavan téz jako Tswett),
kdyz oddé¢lil chlorofyl @ a b na sloupci CaCO3.

Chromatografické techniky rozlisujeme dle riznych hledisek. Z hlediska ulozeni stacionarni
faze (sloupcova, plosna) nebo podle charakteru nepohyblivé (stacionarni) faze (napt. rozdélovaci,
adsorpcni, ionexova, gelova). Dale délime techniky podle skupenstvi mobilni faze, kde

rozeznavame chromatografii plynovou a kapalinovou.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC — vysoce uc¢inna kapalin. chromat.)
Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (Obr 1.4) vyuziva k separaci latek faze
stacionarni 1 mobilni. Vlastn{ separace probiha na koloné¢, kde se jednotlivé analyty déli na zakladé

rozdilné afinity ke stacionarn{ fazi. Razné analyty (délené latky) podléhaji jiné distribuci

11
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(rozdélovani) mezi mobilni a stacionarni fazi, proto jsou rozdilné zadrzovany a rozdilné
zpozdovany (retardovany). Velkou vyhodou této metody je rychlost, citlivost a miize byt vyuzita
1 jako preparativni chromatografie. Navic jsou pigmenty chranény pfed degradaci zptisobenou

molekulami kysliku.

Obr. 1.4 Schéma pfistroje HPLC
Pted pouziti HPLC je tieba zvolit si kolonu a solventy vhodné pro separaci pigmentd. Samotny pifstroj se
sklada z nékolika komponent (viz. nize) a jeho obsluha je diky prehlednému softwaru velmi snadnd.
Jednotlivé komponenty pfistroje: 1. zasobni ldhve s mobilnimi fizemi; 2. vysokotlakd cerpadla; 3.
smésovac; 4. ¢idlo tlaku; 5. tlhumic pulst; 6. Sesticetny ventil; 7. davkovaci smycka; 8. ochranna predkolona;
9. kolona (stacionarni faze); 10. detektor; 11. vystup dat (pocitac); 12. odpadni latky

(CLARK 2007)

1.3.2 CHEMTAX (Ratio matrix programme)

CHEMTAX (odvozeno od CHEMical TAXonomy; MACKEY e a/. 19906) je pocitacovy
program, ktery dokaze stanovit zastoupeni skupin sinic a fas (Cyanophyta, Chlorophyta,
Dinophyta, Chrysophyceae, Bacillariophyceae) na zakladé dat ziskanych z HPLC (HAVSKUM ez 4.
2004).

Tento program pouziva iterativni proces k nalezeni optimalnich pomért mezi pigmenty ku
celkovému mnozstvi chlorofylu @ a urcuje poméroveé charakteristické mnozstvi pigmentd u
jednotlivych skupin fotosyntetickych organismi na zakladé jejich koncentraci. Program byl
puvodné vyvinut k analyze a kvantifikaci mofského fytoplanktonu (WRIGHT & JEFFREY 20006).
Aby mohl byt CHEMTAX aplikovan 1 ve sladkych ekosystémech je nutna jeho uprava (FIETZ &
NICKLISCH 2004) a to dpravou pomért (pigment/Chl @) u pozorovanych pigmentd, protoze

fytoplankton mofskych vod se lisi od sladkovodnich.
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2. CILE PRACE

1. Pomoci vysoce uc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) vytvorit pfehled spekter a
retencnich cast fotosyntetickych pigmentt, které se nejcastéji vyskytuji ve sladkovodnim

fytoplanktonu.

2. Pozorovat celorocni zmény v koncentraci a raznorodosti pigmentd fotosyntetickych

mikroorganismi metodou HPLC na raznych sladkovodnich lokalitach.
3. Na zaklad¢ dat z HPLC determinovat fytoplankton pomoci pocitacového programu

CHEMTAX a porovnat svysledky ziskanymi svételnou mikroskopii. Zhodnotit

souvislost diverzity pigmentl a miry trofie vody u vybranych sladkovodnich ekosystému.

13
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Odbérové lokality

Vzorky urcené k analyze pigmentd jsme odebirali z vice nez 20 sladkovodnich jezer v
Cechich a v Némecku. Charakteristiku odbérovych lokalit znazorfiuje Tab 3.1. Na lokalitach
Certovo jezero, Plesné jezero a Velki Amerika byly vzorky odebitiny v pribéhu celého roku
2008. Celoro¢ni odbéry byly provadény ve spolupraci s Hydrobiologickym tstavem AV CR, Prof.
Ing. J. Kopackem, Ph.D a Ph.D. M. Masinem (Mikrobiologicky tstav AV CR, Ttebott). Vzorky
byly odebirany kazdj mésic od bfezna 08 do prosince 08. U lokalit — Plesné a Certovo jezero —
byly v mésicich bieznu, kvétenu a fjnu odebriny vzorky dvakrit. Lokalita Rimov byla ve
spolupraci s Ph.D. P. Znachorem pozorovana od kvétna do fijna roku 2008. Na ostatnich

lokalitach byly odbéry provedeny jednorazove.

Tab. 3.1 Charakteristika odbérovych lokalit

Lokalita Charakter Chemie gloaz)loha ‘ljly:ixangis)ké ;nizbka Geograficka poloha
Certovo jezero Oligotrofni horské jezero Kyselé, Al 10.7 1028 35 49°10'N, 13°13'E
Plesné jezeto Mezotrofni horské jezero Kyselé 7.6 1090 19 48°48'N, 13°52'E
Velkd Amerika Mezotrofni jezero Kyselé 2 333 11 49°50'N, 14°12'E
Rimov Mezotrofni vodni nadrz Neutralni 210 470 43 48°51'N, 14°29' E
Cep Oligotrofn{ jezeto Neutriln{ 12 450 9 48°55'N, 14°53'E
TLaka Mezotrofni - 2.6 1096 3 49°06'N, 13°19' E
Prasilské jezero Oligotrofni hosrké jezero Kyselé 4.2 1080 17 49°40" N, 13°23'E
Cerné jezero Oligotrofni horské jezero Kyselé, Al 18.8 1008 40 49°11'"N, 13°11'E
o Rozloha Max Primérna Objem Plocha' )
Lokalita (jezero) (km?) hloubka hloubka (106 m’) povodi  Geograficka poloha
(m) (m) (km?)
Dollgow 53°14'N, 12°84' E
Wittwe 1.604 13 5.5 8.84 476  53°11'N, 13°05'E
Melzer 0.0129 - - - - 53°17'N, 13°04" E
Grosse Fuchskuhle NE 0.02 5.6 35 0.05 0.005 53°10'N, 13°02'E
Grosse Fuchskuhle NW 0.02 5.6 35 0.05 0.005 53°10'N, 13°02' E
Grosse Fuchskuhle SE 0.02 5.6 35 0.05 0.005 53°10'N, 13°02'E
Grosse Fuchskuhle SW 0.02 5.6 35 0.05 0.005 53°10'N, 13°02'E
Roofen 0.572 19.1 8.95 5.12 4.99 53°11'N, 13°03'E
Nehmitz 0.98 18.6 6.79 5.34 - 53°13'N, 12°98' E
Nehmitz Std 0.62 18.6 6.79 3.96 - 53°12'N, 12°98' E
Stechlin 4.3 68 22.8 96.9 26 53°10'N, 13°02' E
Dagow 0.225 8 - - 2.32 53°15'N, 13°06' E
Haus 1.36 12 6 8.15 4 53°18'N, 13°24'E
Breiter Luzin 3.57 58.5 25.2 67.5 14 53°20" N, 13°28" E
Schmaler Luzin - - - - - 53°32"N, 13°43"E
Carwitz - - - - - 53°30° N, 13° 44’E
Stolp - - - - - 53°17"N, 13°21'E
Peetsch 0.891 21.5 10 7.96 426 53°17"N, 13° 08'E
Tiefwaaren 1.4 24 8.2 12.9 17.5 53°31°"N, 12°42"E
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3.2 Odbér, pieprava a skladovani

Na jednotlivych lokalitich byly vzorky odebirany z povrchové vrstvy (0—1 m) do 1,51
plastovych lahvi a pfepravovany pii nizkych teplotach (optimalné v chladici tasce na ledu a ve
tmé). U jezera Stechlin byl odbér proveden v celém vodnim sloupci. Nasledné byly vzorky
zpracovany (filtrace, extrakce). Pokud je nebylo mozné zpracovat ithned po odbéru, kratkodobé
se skladovaly v chladové mistnosti.

Pii nespravné manipulaci se vzorkem pfi odbéru (napf. pfili§ dlouhym skladovanim,
zvysenou teplotou pfi preprave), muze dojit k degradaci pigmentt a znehodnoceni vzorku. Proto
je idealni zpracovat vzorek co nejdfive po odbéru a pokud to neni mozné, tak ho udrzovat v

chladu a temnu.

3.3 Filtrace

Vzorky byly filtrovany na filtra¢n{ aparatufe Nalgene o objemu jeden litr s pouzitim filtra ze
sklenénych vldken MN GF-5 o praméru 47 mm (Macherey Nagel, Némecko ). Podtlak vakua byl
okolo ~ 0.2 atmosfér (20 kPa). Nakonec byl zaznamenan objem zfiltrované vody (pro sladké
vody nejlépe zfiltrovat 0.3 — 5 1).

Aby filtrace byla co nejpfesnéjsi, méli bychom pouzivat stile stejny typ filtra, spravné
sestavit filtracni aparaturu a pfesné¢ odméfit filtrovany objem (hlavné v piipadé, ze casto

dolévame filtrovanou vodu).

3.4 Extrakce

Vzorky se po filtraci extrahovaly extrakéni smési (smés acetonu a metanolu v poméru 7:2).
Jelikoz vysledny objem pfi misen{ téchto slozek je mensi nez soucet jejich objemu, bylo nutné
odmefit kazdy objem zvlast’. Mokry filtr (znatelné zeleny ¢i nahnédly) se vysusil mezi filtracnim
papirem nebo papirovym ru¢nikem a natrhal se na mensi kousky (~ 5), pak se umistil do 15 ml
homogenizacni kyvety. Pokud byl vzorek odebiran z lokality s nizkym pH, byl kvili neutralizaci
pH pifidin do vzorku pevany MgCO; (Spicka Spachtle), coz zamezilo pfipadné degradaci
(feofytinizaci) pigmenti. Nakonec bylo do kyvety pfidano 5 ml extrakéni smési.

Nahrubo rozmélnény filtr se dale zhomogenizoval pomoci teflonového pistu tak, Ze se
vzorek pomalu homogenizoval v homogenizatoru pfi rychlosti otacek 9 (rozsah 1-9). Pokud by
se vzorek homogenizoval pfilis dlouho (vice nez cca 5 min) a doslo by k jeho nadmérnému

zahtati, mohlo by dojit k nechténé degradaci pigmentt.
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Obsah kyvety byl postupné rozmélnén na suspenzi, ktera méla konzistenci mléka bez
viditelnych vétsich kusa filtru. Pak se kvantitativné¢ pfevedl do sklenénych centrifugacnich
zkumavek a ponechal se v chladnic¢ce (cca 2 hod.).

K podhodnoceni skute¢ného obsahu pigmentd muze dojit tehdy, pokud vzorek neni
kvalitné rozmélnén (napf. u organismui s pevnymi schrankami, sténami nebo slizovymi obaly).
V tomto pfipadé je tfeba uvazovat o zmén¢ rozpoustédel a extrakéniho postupu.

Nakonec se obsah zkumavek stocil 5 minut pfi 5000 otackich za minutu (centrifuga
Janetzki 23). Ve sklenéném valci (10 ml) se zméfil objem cirého supernatantu. Supernatant byl
uchovavan v tmavych lahvickach s kvalitnim vickem, popsan (lokalita, datum, filtrovany objem,
rozpoustédlo) na samolepici etiketu a ulozen do hlubokomrazictho boxu nebo do mrazaku.
Extrakty je nutné uchovavat v uzavienych tmavych lahvickach, protoze aceton je pomérné tékava
latka a jeho odpar muze zpusobit zménu objemu, kterd zakoncentruje vzorek a muze dojit k

nadhodnoceni skutecného obsahu pigmentt v pozorovaném vzorku.

3.5 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Extrahované vzorky byly analyzovany pomoci vysoce uc¢inné kapalinové chromatografie
(systém Agilent 1100 Series — Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, USA) a detekovany
pomoci UV-VIS detektoru s diodovym polem (Agilent DAD 61315B). V nékterych piipadech
byl navic vyuzit i hmotnostni spektrometr Agilent 1100 Series LC/MSD Trap s modulem
chemické ionizace (APCI, tlak plynu v nebulizéru 50 psi, teplota nebulizéru 350 °C, kapilarni
napéti 4000 V, kordona 4 A, teplota odpatovace 400 °C, frekvence amplitudy 1,5 V).

Pigmenty byly rozdéleny pomoci upravené metody podle Van Heukela a Thomase (2001)
na termostatované (35 °C) koloné Phenomenex Luna 3 C8(2) 100 A s dvouslozkovym

systémem rozpoustédel (Obr 3.1).

Obr. 3.1 Diagram rozpoustédel

Byl pouzit dvouslozkovy systém
rozpoustédel A: 70% metanol + 30%
octan amonny, B: 100% metanol
(Omin. 100%A; 20 min. 100%B; 25
min. 100%B; 27 min. 100%A; 30 min.
100%A)

mnozstvi solventu [%]

*
Sf | eeeeee solvent B
= solvent A

¢as [min]
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Kalibrace HPLC

Pted vlastni analyzou vzorku fytoplanktonu bylo nutné pfistroj HPLC zkalibrovat.

HPLC byla zkalibrovana pro Chl @, Bchl « a B-karoten s pouzitim kultur fotosynteticky aktivnich
mikroorganismu obsahujicich dany pigment (Syrechocystis PCC 6803, Rhodobacter sphaeroides). Tyto
standardy se nejprve extrahovaly metanolem, pak byla vytvofena fedici kalibra¢ni fada 0,1; 0,25;
0,4; 0,5; 1. Ve spektrofotometru se zméfila jejich absorbance pfi raznych vlnovych délkach a
vypocetla koncentrace pigmentu podle vzorce:

Cicnin=Agss / Empi3 Ea = 71,4 [Lmmol™.cm™] (PORRA ez al. 1989)

Cpentg=Ar70 / Eats Emyt = 54.8 [Lmmol™.cm™] (PERMENTIER ez a/. 2000)

C g-raroteny=Aaao / Erss €mm = 141 [Lmmol’.cm™] (JEFFREY ez al. 1997)

Z chromatogramu ziskanych pfi analyze standardd v raznych koncentracich se integraci
ziskaly plochy pikt. Z naméfenych dat se pomoci linearni regrerese vypocitaly koeficienty
kalibra¢ni rovnice — zavislosti plochy (vysky) piku pozorovaného pigmentu na jeho koncentraci
(Obr 3.2). Na zakladé kalibrace byly vyhodnocovany chromatogramy (Obr. 3.3). Z plochy piku
odectené z chromatogramu vzorku se nasledné vypocetl obsah jednotlivych pigmentt ve vzorku:

1. koncentrace Chl a [pg/1] ve vzorku
= plocha piku * koeficient Chl 2 * V. u0)/ Vigimey [MI] ¥ Mr ¢, [g/mol]
2. koncentrace Bchl a [ug/1] ve vzorku

= plocha piku * koeficient Bchl 2 * V. iw/ Vigimey [MI] ¥ Mt g4, [g/mol]

a) 8000 b) 7000
S 6000 A =
2 2 5000 1
S 5000 1 c
© g 4000 |
& 4000 - S
£ £ 3000 1
@ 3000 A ]
2 2
§ 2000 | § 2000
1000 1000 +
0 ‘ ; ; ; ; 0 : : : : :
100 200 300 400 500 600 700 0 200 400 600 800 1000 1200
plocha piku (area) plocha piku (area)
) 5000 ) )
Obr 3.2 Zobrazeni kalibra¢ni kfivky
7000 1 .
_ A a) pro Chl a (Synechocystis PCC6803), 650 nm
g 6000 1 kalibra¢ni rovnice: y = 10.163x
€ 5000 - koeficient: R2= 0.9966
[} .
& 4000 - * b) pro Bchl a (Rhodobacter sphaeroides), 770 nm
S 2000 kalibra¢ni rovnice: y = 6.1379x
e koeficient: R2 = 0.9989
o 4 . .
< 2000 c) kalibrace pro B-karoten (v kapsli), 440 nm
1000 1 kalibra¢ni rovnice: y = 1.9658x
L] .
0 ‘ ; . koeficient: R2 = 0.9591
0 1000 2000 3000 4000

plocha piku (area)
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Obr 3.3 Chromatogramy
Piky pfedstavuji fotosyntetické pigmenty.

a) Chlamydomonas sp.

RT 9.70 — fukoxantin

RT 10.46 — violaxantin

RT 15.35 — zeaxantin+lutein
RT 20.94 — Chl &

RT 23.73 —Chl 2

RT 26.87 — B-karoten

b) Prochlorococcus sp.

RT 13.81 - myxoxantofyl
RT 15.23 — zeaxantin
RT 22.15 — echinenon
RT 23.29 — Chl 2

RT 27.04 - B-karoten

c) Thalassiosira sp.

RT 3.59 —Chl ¢

RT 8.62 — fukoxantin
RT 11.99 — diadinoxantin
RT 13.65 — diatoxantin
RT 15.19 — zeaxantin

RT 23.65—-Chl

RT 26.91 - B-karoten
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3. Material a metody
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< o 8
T = RT 3.17 — Chl ¢
” l |J l RT 11.22 — aloxantin
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3.6 Svételna mikroskopie

Vzorky fytoplanktonu odebirané jednorazové na lokalitaich v Némecku byly ihned po

odbéru determinovany pod svételnym mikroskopem (Olympus BX50). K pofizeni fotografické

dokumentace byl u sledovanych vzorkd pouzit digitalni fotoaparait OLYMPUS Camedia.

Preparaty byly vétsinou zkoumany pii 40—ti nasobném zvétseni. Relativni abundance druhu ve

vzorcich byla stanovena pomoci Sesti stupniové tabulky abundance (HINDAK e a/. 1978) (Tab.

3.8).

Tab 3.8 Sesti stupfiova tabulka abundance (HINDAK ¢z a/. 1978)

stupefi abundance druhu

pokryvnost [%0]

6

+ = N W A~ G,

masove zastoupeny
velmi hojny

hojny

dosti hojny

ztidka se vyskytujici
vemi zfidka se vyskytujici
ojedinéle zastoupeny

90 — 100
50 — 90
20 — 50
5-20
1-5
01-1
0,1
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3. Material a metody

3.7 CHEMTAX

Koncentrace pigmentt ziskané HPLC analyzou fytoplanktonu jsme dale zpracovali
pocitacovym programem CHEMTAX (MACKEY e7 a/. 1996; WRIGHT & JEFFREY 20006), abychom
determinovali, které skupiny fytoplanktonu se na pozorovanych lokalitach vyskytuji. K
determinaci fytoplanktonu z fotosyntetickych pigmentd jsme pouzili poméry (pigment/Chl a)
odvozené ze sladkovodnich fasovych kultur podle SCHLUTER ez a/. 2000.

Program CHEMTAX jsme aplikovali na jednorazové odebirané lokality (Tab 3.1), slozeni
fytoplanktonu na uroven rodovou (popf. druhovou) jsme zpfesnili mikroskopickym

pozorovanim (viz. kapitola 3.7).
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4. Vysledky

4. VYSLEDKY

4.1 Chromatografické stanoveni pigmentt sladkovodnich fotosyn. mikroorganismii
Ceskd republika

Chromatografickou analyzou (High Performance Liquid Chromatography) pro detekci
pigmentt podle Van Heukel a Thomas (2001) bylo analyzovano celkem 32 vzorkt z lokalit Velka
Amerika (VA), Plesné (PL) a Certovo jezero a to v pravidelnych mési¢nich intervalech od unora,
popt. bfezna 08 do prosince 08. V prub¢hu bfezna, ¢ervna a zaff se vzorky odebiraly dvakrat
(vétsinou na zacatku a ke konci mésice). Odbéry na lokalit¢ Rimov byly provedeny od kvétna do
ffjna roku 2008. Charakteristiky odbérovych lokalit jsou uvedeny v Pifloze 1, Tab 4.1.

U odebiranych vzorkt jsme kazdy meésic sledovali mnozstvi chlorofylu «, které odpovidalo
vyskytu fotosyntetickych mikroorganismti na dané lokalit¢é a variabilitu ostatnich pigmentt
(Pifloha 1, Obr 4.11).

Obrazek 4.1 znazornuje zmény obsahu Chl « ve sledovanych lokalitach. Celorocné nejvétsi
mnozstvi chlorofylu @ bylo pozorovano v Plesném jezefe, kde se jeho koncentrace pohybovala v
rozmezi hodnot 1.2 pg/1 (bfezen 08) az 21.0 pg/1 (¢erven 08). Naopak nejmensi koncentrace Chl «
jsme pozorovali na Certové jezete, kde nejnizéi hodnoty koncentraci v pribéhu roku nepfevysily
hodnotu 1 pg/1 a maximalni naméfena koncentrace byla 3.35 ug/1 Chl a.

Pritomnost anoxygennich fotosyntetickych bakterii ve studovanych lokalitich byla
monitorovana pomoci bakteriochlorofylu 2 (Bchl @). Na lokalit¢ Velka Amerika byl Bchl
detekovan v prabé¢hu celého roku. V prvni poloviné roku narasta koncentrace Behl i Chl @ a
dosahuji nejvétsich maxim v bfeznu. V cervnu a listopadu pozorujeme maxima Bchl # , ale min.
koncentrace Chl a. V druhé poloviné roku koncentrace Bchl @ oscilovalo v rozmezi 8.9 az 11
ug/1 (Obr 4.2). Jina situace byla pozorovana na Plesném jezetfe, kde byl bakteriochlorofyl 2 byl
detekovan pouze v druhé poloviné roku. V cervenci koncentrace BChl a dosahla maxima 46.7
ug/1 a pak jeho koncentrace postupné klesala. V prvni poloviné roku jeho nartst korespondovala
s narastem koncentrace Chl 4, v druhé poloviné byla max. jejich koncentraci opacna (Obr 4.3).

Bchl z jsme naméiili také na ostatnich sledovanych lokalitach v mésici cervenci a to v téchto
koncentracich: Plesné jezero — 46 ng/l, Certovo jezero — 89 ng/l. Na lokalit¢ Rimov nebyl Behl «
detekovan. V prubéhu cervence jsme odebrali vzorky i na nékolika jednorazové pozorovanych

mistech pfitomnost Behl  jsme potvrdili na lokalit¢ Zlata Ktiz — 13 ng/1.
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Obr 4.1 Koncentrace chlorofylu a na sledovanych lokalitach v pribéhu roku 2008
- u lokalit, kde se vzorky odebiraly dvakrat za mésic jsou uvedeny hodnoty méfené ke konci mésice
Koncentrace Chl @ se na pozorovanych lokalitich v prubéhu roku vyrazné lisila. Na vsech lokalitich byl
zaznamenan vyrazny narast koncentraci dvakrat do roka. Vétsinou v obdobich duben — ¢erven a zaff —
fjen. Nejvyraznéjsi narast Chl a byl pozorovan mezi dubnem a srpnem na lokalité¢ Velka Amerika.

koncentrace Bchl a [ug/l]

0.012 7 @ Bchla -4
A— Chla @
%
<
0.010 - SN ,
0.008 -
] ¢ i
0.006 e 2
A
0.004 - A
A A
-1
00024 . A A
0.000 & . . . . . . 0
4.2. 3.3. 31.3. 21.7. 1.9. 29.9. 3.11. 24.11.

4. Vysledky

koncentrace Chl a [ug/l]

Obr 4.2 Obsah chlorofylu a a bakteriochlorofylu a2 na lokalité Velka Amerika v roce 2008
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4. Vysledky
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Obr 4.3 Obsah chlorofylu 2 a bakteriochlorofylu a na lokalité Plesné jezero v prabéhu roku 2008

HPLC analyzou fytoplanktonu jsme =ziskali primarni data zobrazena v podobé
chromatogramu (napf. Obr 4.4), které slouzily jako zakladni zdroje dat pro stanovovani diverzity
a koncentrace pigmentu.

Ze znalosti retencnich ¢asti a max. absorbance fotosyntetickych pigmentd jsme vyhodnotili
celkem 38 chromatogramt. U definovanych pigmentt jsme vypoditali jejich koncentrace ve
vzorku (viz. Pfiloha 1, Obr 4.11). Pigmenty se stanovovaly pfi charakteristické vlnové délce, ktera
je pro karotenoidy pfi 440 nm, chlorofyly pfi 650 nm a pro bakteriochlorofyl  pfi 770 nm.

Koncentrace pigmenta byly na jednotlivych lokalitich v prabé¢hu roku wvariabilni a
vykazovaly nékolik trendd. Na lokalitich VA a PL pfevazoval na zacatku roku fukoxantin.
V podobnych koncentracich se vyskytoval i na podzim spolu s dalsimi pigmenty, jejichz
koncentrace se zacala navySovat vletnich meésicich — dinoxantin, diatoxantin a zeaxantin.
Zeaxantin jsme pozorovali spiSe v druhé poloviné roku; pifi podzimni stratifikaci. Koncentrace
luteinu se mezi lokalitami lisila. Na lokalit¢ Velka Amerika byl lutein v min. mnozstvi, nejvétsiho
piku dosahl na podzim, kdezto v Plesném jezefe dosahl maxim v letnich i podzimnich mésicich.
Na Certové jezefe jsme zaznamenali nejmensi diverzitu pigmentt. B-karoten dosihl maxima
v srpnu 08. Lutein, fukoxantin a zeaxantin pfi jarni a podzimni stratifikaci. Na Rimové v prabéhu
kvétna az fijna byly pigmenty nejvariabilnéjsi v cervenci a srpnu (zeaxantin, diatoxantin, lutein, -
karoten).

Jako pfiklad variability pigment uvadime chromatogramy z ¢ervna 2008 (Obr 4.4).
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4. Vysledky

Velka Amerika

RT 13.17-Chl c

RT 8.38 — fukoxantin

RT 10.21 — violaxantin

RT 11.72 — diadinoxantin

RT 13.32 — diatoxantin

RT 14.93 — zeaxantin + lutein
RT 22.37 — Bchl

RT 23.42 - Chla a

RT 26.78 — B-karoten

Plesné jezero

RT 9.78 — fukoxantin

RT 14.63 — zeaxantin

RT 20.46—-Chl b

RT 22.48 — echinenon
RT 23.62 — Chl 2

RT 26.71 — B-karoten

Certovo jezero

RT 9.72 — fukoxantin
RT 11.29 — diadinoxantin
RT 14.64 — zeaxantin

RT 15.60 — lutein

RT 23.62 — Chl

RT 26.70 — B-karoten
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Obr 4.4 Chromatogramy zobrazujici nejvétsi diverzitu pigmentt v prab&hu Cervna 2008
Chromatogramy znazornuji pigmenty na jednotlivych lokalitich pfi vinové délce 440 nm. U lokality Velka
Amerika je uveden i chromatogram pfi vlnové délce 770 nm s vyzna¢enym pikem Bchl @ (RT 20.56).

Némecko

V pribéhu mésice cervna 2008 jsme metodou HPLC analyzovali vzorky odebrané z 19—ti
sladkovodnich lokalit v oblasti Brandenbursko-Meklenburskych jezer, Némecko (Pifloha 1, Tab
4.1d). Obrazek 4.5 zachycuje rozdilnou koncetraci Chl z v jednotlivich jezerech. Nejvyssi
koncentrace Chl @ (35,7 pg/l) byla naméfena v jezete Dollgow (53°14' N, 12°84" E); naopak
nejnizsi v jezete Nehmitz Stud (0,7 pg/1).

Nehmitz St [Z7]
Stechlin [Z74
BLuzin 277
%((/)i(t)tf\:,rel 77 Obr 4.5 Koncentrace
Carwitzer TZZZA chlorofylu a ve
Peetsch 77774 studovanych jezerech
FuKu SW (7727777 Sloupcovy graf ukazuje
Tiefwaren koncentraci Chl 4, ktera
Stolp charakterizuje miru trofie
Dagow jednotlivych jezer.
Nehmitz Lokality jsou pro
Fuku SE ptehlednost sefazeny od
FuKu NE . .
Haus nejnizs{ koncentrace
SLosin chlorofylu po nejvyssi,
FuKu NW
Melzer
Dollgow
0 10 20 30 40

koncentrace Chl a [ug/l]
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4. Vysledky

Abychom zjistili pigmentové slozeni téchto jezer vyhodnotili jsme celkem 19 chromato—
gramu. Stanovené pigmenty jsme kvantifikovali a z nich jsme usuzovali na taxonomické slozeni
fytoplanktonu pozorovanych lokalit. Jako pififklad vysledku uvadime chromatogramy ze ctyf

vyrazné odlisnych lokalit lisicich se svou trofif Obr 4.6.
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Obr 4.6 Chromatogramy znazorfiujici pigmentové sloZeni jezer s riznou trofii

Chromatogramy ukazuji piky (stanovované pigmenty) pii vlnové délce 440 nm. Pii této vlnové délce se
zobrazuji karotenoidy a chlorofyly. Pigmenty se na lokalitich s riznou trofif lisi vzajemnymi pomeéry i
diverzitou ve vzorcich. Lisic{ se pigmenty jsou vyznaceny cerveneé.

oligotrofni: a) jezero Nehmitz; b) jezero Stechlin; mezotrofni ¢) jezero Fuku (SW); eutrofni d) jezero Haus

Pigmenty: RT 3.35 — Chl ¢ RT 20.79 — Chl 4; RT — 8.56 — fukoxantin; 22.40 — echinenon; RT 21.13 —
vaucheriaxantin; RT 25.26 — feofytin
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4. Vysledky

4.2 Determinace fytoplanktonu z pigment. sloZeni pomoci programu CHEMTAX

Ze stanovenych koncentraci pigmentt jsme pomoci pocitacového programu CHEMTAX
urcili slozeni fytoplanktonu jednotlivych lokalit (na urovni skupin). Jelikoz byl CHEMTAX
vyvinut primarné k determinaci slozeni fytoplanktonu v mofském prostfedi, upravili jsme zptisob
vypoctu vynechanim pigmentu, které se ve sladkovodnich ekosystémech nevyskytuji. U jezer
oligotrofnéjsitho  typu, pfevazuji ve fytoplanktonu zastupci skupin Cyanophyta a
Bacillariophyceae, naopak v malém mnozstvi jsou Chrysophyceae. Chlorophyta pfevazuji spolu s

Dinophyta v mezotrofnich vodach. Na eutrofnéjsich lokalitich najdeme vSechny zminované

skupiny (viz Obr 4.7).

koncentrace Chl &: 0 — 5 [ug/1] koncentrace Chl : 5 — 20 [ug/]]

FITs
o

FAAAAIIIIT:
e

%
=3

¥

relativni zastoupeni skupin [%]
relativni zastoupeni skupin [%]

&
Q§‘\>§Q&\%&Q}/& & \v\é&

0 T

& SO
,Q\g

¢ & & ¢
&“&6"9&9&

koncentrace Chl a: 20 a vice [ug/l]
100

Obr 4.7 SloZeni fytoplanktonu u souboru
jezer v oblasti Brandenburg-Mecklenburg
urCené z HPLC dat pomoci programu
CHEMTAX.

Jednotlivé lokality jsou rozdéleny podle
mnozstvi chlorofylu do 3 skupin: méné nez

5ug/l, 5 az 20 pg/la vice nez 20 pg/1.

7771 Cyanobacteria
Chlorophyta
Bacillariophyceae
1 Dinophyta

B Chrysophyceae

relativni zastoupeni skupin [%o]
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4. Vysledky

Pomoci programu CHEMTAX jsme nejen vzajemné porovnavali jednotlivé lokality, ale
také jsme zjist'ovali zmény ve slozeni fytoplanktonu v hloubkovém profilu jezera Stechlin.
Distribuce jednotlivych skupin sinic a fas se lisila v zavislosti na hloubce jezera. Chlorophyta byly
nejhojnéjsi na hlading, ale dominovaly Bacillariophyceae. Své max. vyskytu mély ve 14-ti metrech

(u termokliny), s pfibyvajici hloubkou jejich koncentrace klesala. Cyanophyta se vyskytovala v

celém vodnim sloupci pouze minimalné (viz. Obr 4.8).
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Obr 4.8 Zastoupeni skupin fytoplanktonu v profilu vodniho sloupce jezera Stechlin (16.6.08)

4.3 Determinace fytoplanktonu mikroskopickym pozorovanim

Odebirané vzorky fytoplanktonu jsme nejen chromatograficky analyzovali, ale thned po
odbéru také mikroskopovali. Svételnym mikroskopem bylo determinovano celkem 10 rodu sinic
a 26 rodu fas z celkem 17-ti sladkovodnich lokalit (Pfiloha 1, Tab 4.1d ). Relativni zastoupeni
jednotlivych rodu, popf. druht na dané lokalité zobrazuje Tab 4.3.

Vysledky z mikroskopického pozorovani jsme vyuzili ke porovnani s analyzou slozeni
fytoplanktonu provedenou programem CHEMTAX.

Vysledk spolu korespondovaly. Vyjimkou byly nékteré lokality, napt. eutrofni jezero Haus.
Podle programu CHEMTAX v ném vyrazné dominuji zelené fasy. Mikroskopickym

pozorovanim jsme dominanci zelenych fas potvrdili, ale zjistili jsme také pfitomnost sinic,
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4. Vysledky

zejména druhu Anabaena flos-aque, stejné jako u Schmaler Luzin. Podobné u mezotrofniho jezera

Dagow vyhodnotil CHEMTAX pouze zelené fasy, svételna mikroskopie potvrdila vyraznou

ptitomnost rozsivek s dominanci rodu Asterionella sp., Tabelaria sp, stejné jakou u Fuchskuhle SW.

U jezera Petsch CHEMTAX nevyhodnotil rozsivky. Hnédé fasy byly zastoupeny druhem

Dinobryon sp., ktery byl ve zanacné mife nejen v jezefe Fukchskuhle SE (CHEMTAX), ale i v

jezerech: Dagow, Nehmitz, Stechlin, Carwitzer, Roofen, Breiter Luzin a Schmaler Luzin.

Tab 4.3 Relativni zastoupeni jednotlivych rodii sinic a fas na lokalitach v Némecku (Cerven 08)

Nehmitz

Stechlin

BLuzin

Wittwe

Peetsch

Stolp

FuKu SE

FuKu NE

Haus

SLuzin

NwW

FuKu

Dollgow

Bacillariophyceca

S8}

(@)}

“'| Roffen

o' Carwitzer

7| FuKu SW

[\] .
Tiefwaren

(@)

Asterionella sp.
Cymbella sp.
Navicula sp.
Tabelaria sp.

w

NN

w

g
o
a0
N
A
2
3

Chlorophyta

Closterium sp.
Coelastrum sp.
Cosmarinm sp.
Crucigenia? sp.
Scenedesmus sp.
Staurastrum sp.
Pediastrum sp.
Tetraedron sp.
Unidentified green algae

[N}

=N+ =t

Cyanophyta

Anabaena sp.
Anabaena flos-ague
Anabaena lemmermanii
Aphanocapsa sp.
Leptolyngbya sp.
Merismopedia sp.
Microeystis sp.
Microcystis wesenbergii
Oscillatoria sp.
Planktothrix sp.

+ A~ o=

Dinophyta

Ceratinm sp.
Gymmodininm sp.

Peridinium sp.

+ o

—_

w

Chromophyta

Dinobryon sp.
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4. Vysledky

Abychom ziskali co nejpfesnéjsi pfedstavu o slozeni fytoplanktonu taméjsich jezer,
sjednotili jsme vysledky z programu CHEMTAX a mikroskopického pozorovani. Jako ptiklad
jsme zvolili mezotrofni jezero Nehmitz. Hlavni slozku fytoplanktonu zde tvofily
Bacillatriophyceae (Asterionella sp., Tabelaria sp.) a Chlorophyta (napt. Pediastrum sp. Scenedesmus sp.)
Rody s mensim zastoupenim byly Microcystis sp., Ceratium sp.; Dinobryon sp.. Jako ptiklad vysledku
uvadime Obr 4.9.

Obr 4.9 SloZeni
fytoplanktonu
mezotrofniho jezera
Nehmitz (11.6. 2008)

Graf znazornuje
kvantifikaci skupin
fytoplanktonu podle
CHEMTAX.

Obrazky zachycuji
druhovou diverzitu
fytoplanktonu pozorovanou
svételnou mikroskopii.

Zleva: Microcystis aeruginosa,
Ceratinm hirundinella,
Asterionella formosa,
Pedisastrum duplex
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4.4 Zavislost diverzity pigmentii na mife trofie lokality

Klasickou otazkou ekologie ekosystému je nakolik souvisi diverzita a produktivita
ckosystému. Podle nékterjch pfedstav produktivnéjsi ekosystémy by mohly podporovat vétsi
mnozstvi druht. Jiné vysledky naznacuji, Zze diverzita velmi produktivnich ekosystémt muze byt
niz$i. K odpovédi na tuto otizku byl vyuZit dataset ziskany z analjz Némeckych a Ceskych
sladkovodnich lokalit. Jelikoz pigmentové slozeni v sobé nese taxonomickou informaci, byla pro
jednoduchost diverzita hodnocena pouze jako pocet nalezenych pigmentd v jednotlivych
lokalitach (pocitany byly pouze pigmenty, jejichz mnozstvi bylo vétsi nez 5% obsahu chlorofylu).
Jako proxy produktivity byl pouzit obsah chlorofylu. Ziskana data byla vynesena do grafu a
prolozena kifivkou kubické regrese (Obr 4.10). Pies maly pocet bodt se zda, Ze mezotrofni jezera
od 2 do 10 pg Chl/l vykazuji nejvyssi rozmanitost pigmentového slozeni. To napovida, ze tato
jezera pravdépodobné budou vykazovat i ponc¢kud vyssi druhovou rozmanitost v porovnani s

jezery oligotrofnimi nebo eutrofnimi.
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Obr 4.10 Zavislost poctu pigmenti na obsahu chlorofylu v riznych lokalitach.
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HPLC — CHEMTAX je efektivni metoda pro rozsahlé vyzkumy, protoze umoznuje rychlé
zpracovani velkého mnozstvi vzorkt na ¢etnych lokalitich a v raznych hloubkach (SARMENTO &
DEscy 2008).

Analyzou vzorku pomoci HPLC jsme schopni odhadnout pigmentové slozeni uz z prvniho
méfeni. To je pro nas velkou vyhodou hlavné z hlediska uspory ¢asu a mnozstvi vzorku, které je
k analyze potfeba (SARMENTO & DESCY 2008). Metoda je velmi pfesna, protoze pozorované
pigmenty, obsazené ve fotosynteticky aktivnich mikroorganismech, se vzijemné lisi svou
polaritou a absorpcnimi spektry (ROWAN 1989). Kombinace téchto dvou charakteristik umoznuje
pfesnou detekcei pozorovaného pigmentu.

V pifipadé, ze vzorek obsahuje degradované produkty (napf. chlorofylidy, feofytiny ¢i
karotenové izomery) piitomné budto ve své pfirozené formé jako soucast odumfelych stélek
nebo jako artefakty vzniklé pfi extrakci vzorku, muze byt vyhodnocen{ ziskanych dat z
chromatogramu zatizeno chybami. A je potfeba vyhnout se nespravné interpretaci dat. Na
pfesnost vyhodnoceni ma nevyhnutelné vliv také zvolena kolona, jeji typ a stafi ovliviiuje retencni
casy pigmentd. Ziskana spektra pigmentt velmi zavisi na pouzitych solventech. V literatufe
najdeme mnoho udaju charakterizujicich absorpéni spektra jednotlivych pigmentu (tzv. absorpéni
maxima), které se lis{ v zavislosti na druhu pouzitého rozpoustédla. Vysledky se mohou odliSovat
1 laboratof od laboratofe. Proto jsme se v této studii pokusili metodu standardizovat, aby ji bylo
mozné jednoduse aplikovat v praxi i pfi budoucich vyzkumech (Pfiloha 2, Retenc¢ni casy a spektra
pigmentt obsazenych v bézné se vyskytujicim fytoplanktonu).

Existuje mnoho praci, které se zabyvaji extrakei pigmentt z fas (STRAIN 1954, 1958; GOODWIN ,
1980; HOLDEN 1965; STRAIN 1966, 1969; DAVIES 1965, 1976; JENSEN 1966, 1978; AASEN &
LAAEN-JENSEN 1966; HAGER & STRANSKY 1970; BRITTON & GOODWIN 1971; KJOSEN &
LIAAEN-JENSE 1972; JOHANSEN, SVEC e/ a/1974; BERGER ¢t al. 1977; SVEC 1978, KRINSKY &
WELANKIWAR 1984; PECHAR 1987) a tato metoda se stale vice zdokonaluje. Ukazalo se, Ze idealni
k extrakci chlorofylu a je smés 90% acetonu: metanolu v poméru 5:1, ale existuje mnoho variant
(PECHAR 1987). Zalezi na druhu rozpoustédla, které bychom méli volit s ohledem na analyzovany
organismus. Efektivita extrakce se nam tak zvysi. Napiifklad u fas je rozdil zda—li extrahujeme
mikrofyta nebo makrofyta, hlavné kvuli rozdilné velikosti stélek. K determinaci bakterii, sinic a
fas z pfirodntho vzorku sladkovodniho fytoplanktonu se nam nejvice osvédcil pomér

rozpoustédel 7:2 (aceton:metanol). Pfedpokladem ke kvalitni extrakci neni jen volba vhodného
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rozpoustédla, ale také dodrzen{ urcitych pracovnich podminek pfi extrahovani vzorku. Pigmenty
mohou podlehnout chemické oxidaci, hydrolyze nebo izomerizaci. Ukazalo se, ze k témto
nezadoucim reakcim dochazi u vzorku upraveného zahfinim méné, nez u toho, ktery je
zamrazen. Ackoli zahfivani (90% acetonem na 55 °C) se muzou inaktivovat nckteré enzymy
zpusobujici degradaci, zvysuje se také pravdépodobnost izomerizace a pyrolyzy (MANN &
MAYERS 1968). Zmrazeni se doporucuje pouze v piipadé, ze vzorek neni po odbéru ihned
extrahovan (YOKOHAMA ¢f al. 1981). Pouzitim 90% acetonu snizime riziko vzniku chlorofylida
(ROWAN 1989).

Extrakci pfedchazi filtrace za tucelem odstranéni nezadoucich partikuli a ziskani co
nejvétstho poctu bunék mikroorganismu. Pfi tomto kroku je velmi dudlezita kvalita a Gcinnost
filtru (DALEY ez a/. 1973A), jinak by mohlo dojit ke zkresleni vysledku. Abychom zvolili vhodny
typ filtra, které budou spliiovat naroky na filtraci (inertnost k pouzitému rozpoustédlu, vysokou
rychlost filtrace, efektivni zadrzovani partikuli), testovali jsem nékolik druhu filtrd (GF/F od
firmy Whatman, USA a GF-5 filtr od firmy (Macherey Nagel, Némecko). Zjistili jsem, Zze
nejvhodnéjsi pro nase ucely jsou filtry MN GF-5. Nase vysledky by tedy nemély byt zkresleny
chybou, ktera vznika pfi pouziti nevhodné zvolenych filtrii ani chybami z nespravného skladovani
odebraného vzorku, protoze pokud vzorky nebyly ihned zfiltrovany, byly uloZzeny v temnu a
chladu.

Aplikace této metody nam znacné usSetfila ¢as a ulehcila praci v monitorovani lokalit a
sezonnich zmén ve fytoplanktonu. Pomoci analyzy fotosyntetickych pigmentt jsme byli schopni
odhadnout distribuci jednotlivych skupin ve fytoplanktonu v prabé¢hu roku 2008. Vyvoj
fytoplanktonu se podobal PEG modelu (SOMMER 1986), podle kterého se v limnologii predikuje
sezénni vivoj v dimiktickém jezefe. Sumavska jezera (Pledné jezero, Certovo jezero) se vzajemné
vyrazn¢ lisila v diverzité pigmenta v prubéhu celého roku. Pricinou muze byt rizna trofie téchto
jezer. Oligotrofni Certovo jezero bylo co se tyce variability pigmentd chudsi ne mezotrofni
Plesné jezero nebo lom Velka Amerika, ktery je taktéZz mezotrofni a z hlediska variability
pigmentua se podobala Plesnému jezeru. Vyrazny jarni pik (narast fukoxantinu, karotenu a Chl a)
jsme pozorovali u Plesného jezera, coz odpovida predikovanému jarnimu piku Chrysophyceae a
centrickych rozsivek podle PEG modelu. V Iét¢ a na podzim byla na vSech lokalitach nejvétsi
variabilita pigmentu (zeaxantin, fukoxantin, lutein, karoten, diatoxantin, diadinoxantin) a tedy i
pfedpokladaného fytoplanktonu (Cyanophyta, Bacillariophyceae, Chlorophyta, Dinophyta).

HPLC je velmi vyuzivanou metodou k pozorovani pikoplanktonu (LEWITUS ef a/ 2005).
Pozorovanim Bchl 2 z HPLC dat byly v roce 2002 na lokalit¢ Velkd Amerika detekovany

bakterie, tzv. AAPs — aerobic anoxygenic phototrophs (MASIN ez al 2008), které se dfive
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povazovaly za vyhradné mofské pikoplanktonni organismy. V roce 2008 jsme zmény koncentraci
Bchl @ znovu pozorovali a zaznamenali je nejen na Velké Americe, ale také v Plesném jezefe (v
druhé poloviné roku). Na obou lokalitach se objevoval podobny trend. V pravni ¢asti roku 2008
koncentrace Chl # a Bchl  soucasné vzrustala a klesala. V druhé poloviné roku se maxima jejich
koncentraci rozraznuji. Kdyz je v maximu Bchl 4, Chl « ma nizkou koncentraci. Tento trend
zaznamenal 1 MASIN ez 2/. 2008 a muze poukazovat na zivotni strategii téchto fotorofi.

Pavodné byl CHEMTAX vyuzivan ke kvantifikaci fytoplanktonu v mofském prostfedi
(WRIGHT & JEFFREY 20006), kde spolu s metodou HPLC pfedstavoval velmi efektivni, rychlou a
snadné opakovatelnou (SCHLUTER e a/. 2000) metodu uzivanou ke kvantifikaci hlavnich skupin
fytoplanktonu. V poslednich letech se zacal vyuzivat 1 ve sladkovodnich ekosystémech.

CHEMTAX vyhodnocuje slozeni fytoplanktonu na zakladé poméra jednotlivych pigmenta
ku celkovému obsahu chlorofylu 4. Lze ho aplikovat i na spolecenstva sladkovodnich
ekosystému, protoze poméry pigmentt z moiského a sladkovodniho prostfedi se nijak vyrazné
nelisi (SCHLUTER e a/. 2000), s vyjimkou u Prymnesiophyt, které pfedstavuji minoritni cast
fytoplanktonu sladkovodnich jezer. Pro dosazeni nejpfesnéjsich vysledkt jsme pouzili poméry
jednotlivych pigmenta/Chl @ optimalizované na fasovych kulturich podle SCHLUTER ¢z a/. 2000.
Tyto poméry jsou pfizpusobené podminkam (svétlo, ziviny), které simuluji pfirozené prostiedi
fytoplanktonu, ve kterém se vyskytuje. Rizné svételné vpodminky vSak nemaji zasadni vliv na
zmény celkovych pomért pigment/Chl a (SCHLUTER e# al. 2006), protoze fotosynteticky aktivni
pigmenty se zménam zafeni pfizptsobuji spolu s Chl & (LATASA 1995). Mnoho pfidatnych
pigmentt, napf. a- a 3-karoten, diatoxantin, diadinoxantin, anteraxantin a zeaxantin, slouzi k
ochran¢ fotosyntetického aparatu pfed napadenim volnymi radikaly (DEMMING-ADAMS &
ADAMS 1992). V obdobi nedostatku svétla a zivin za stacionarniho bunécéného rastu maji
karotenoidy tendenci svou aktivitu zvysovat, kdezto u svétlosbérnych pigmentt aktivita klesa
(LATASA 1995, SCHLUTER ef al. 2000).

Protoze program CHEMTAX nelze pouzivat jako tzv. cernou skfinku, musime pfed
samotnou analyzou dat odhadnout piiblizné slozeni fytoplanktonu, abychom optimalné zvolili
pigmenty, které zadavame ke zpracovani. Idealnim fesenim se nabizi svételnd mikroskopie c¢i
odhad na zaklad¢ dfivéjsiho pozorovani lokality.

Vysledky ziskané kombinaci metod HPLC a CHEMTAX jsou srovnatelné s témi, které jsou
ziskané svételnou mikroskopii (SCHLUTER e# a/. 20006). Tyto metody dokazi pfesné kvantifikovat a
urcit objem pozorovanych skupin ve fytoplanktonu — dulezitych indikatord vodniho prostfedi
(napf. Cyanophyta, Chrysophyceae, Dinophyta). CHEMTAX vsak neni schopen pfesnéjsi

taxonomické determinace, napf. na urovni rodové ¢i druhové. A tak pouha analyza pigmentt bez
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identifikace hlavnich druht fytoplanktonu pod svételnym mikroskopem nemuze poskytnout

optimalni zhodnoceni fytoplanktonu na dané lokalite.

6. Zaveéry

1. Vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) bylo analyzovano 32 vzorkt
z celoro¢né pozorovanych lokalit a vice nez 23 vzorku sladkovodniho fytoplanktonu

z jednorazové odebiranych lokalit.

2. Byl vytvofen piehled absorpcnich spekter a dalsich zakladnich charakteristik

fotosyntetickych pigmenti bézné se vyskytujicich ve sladkovodnich ekosystémech.

3. Diverzita fytoplanktonu byla u vybranych lokalit vyhodnocena programem CHEMTAX a

mikroskopickym pozorovanim, kterym bylo determinovano 10 roda sinic a 26 rodu fas.
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7. PRILOHY (1. CAST)

Tab 4.1 Charakteristika odbérovych lokalit
a) Velka Amerika, b) Plesné jezero, c) Certovo jezero, d) jezera v Némecku

2)

Datum odbérn  Hlonbka Tzfo)f;/m Cas I?Zo;{jgl
m oC hod %
4/2/2008 0 3 12:13 105.4
3/3/2008 0 4.4 12:13 102.4
31/3/2008 1 2.3 14:00 103.3
28/4/2008 0 9 12:07 97.8
12/6/2008 0 16 12:30 117
30/6/2008 0 21 11:45 109.8
21/7/2008 1 18.7 13:00 119
1/9/2008 0 18.4 12:00 116.5
29/9/2008 0 12.8 13:00 89.2
3/11/2008 0 7.5 13:15 90.1
24/11/2008 0 6.1 11:45 93.6

b)
Datum odbéu Hioubka TZZZZ “ ﬂjﬂ% " ngfgf

m oC uS/om

5/3/2008 0 0.7 4.35 37.9
26/3/2008 0 0.2 4.38 39.5
16/4/2008 0 0.6 4.5 25.3
6/5/2008 1 5.9 4.69 28.4
26/5/2008 0 12.5 4.80 23.1
18/6/2008 1 13.8 5 18.8
9/7/2008 1 15.8 5.07 17.2
19/8/2008 0 15.3 5.17 18.6
10/9/2008 1 15.5 5.38 17.5
1/10/2008 1 8.2 5.17 20.9
21/10/2008 1 6.8 5.02 22.5
10/11/2008 0 5.6 5.05 22.3
1/12/2008 1 1 5.2 23.3

© Datum odbéru - Hionbka TZ}’Z‘Z ’ Ijﬂ% " I?Z";{i”c”)”
m oC wS/em
25/3/2008 0 0.4 4.28 35.7
14/4/2008 0 1.3 4.33 35.7
5/5/2008 1 6.5 4.60 235
28/5/2008 0 18.0 4.52 23.6
16/6/2008 1 14.2 4.54 23.6
7/7/2008 1 18.9 4.57 22.6
18/8/2008 1.0 16.1 4.58 234
8/9/2008 0.5 16.2 4.70 21.5
29/9/2008 0.0 9.3 4.69 21.4
1/10/2008 1 8.9 4.62 23.7
12/11/2008 1 6.1 4.67 22.4

3/12/2008 1 1.8 4.74 22.3




d Lokalita Daturr e TP e Kotk pH
odbéru vody -
m oC us/ cm %
Dollgow 11/6/2008 0 22.8 568 128.3 8.34
Wittwe 13/6/2008 0.5 21.8 229 118.8 8.72
Roofen 13/6/2008 1 22.2 381 114.8 8.45
Grosse Fuchskuhle NE  13/6/2008 0 22.7 30 162 6.55
Grosse Fuchskuhle NW  13/6/2008 0 22.5 30 166 6.14
Grosse Fuchskuhle SE 13/6/2008 0 21.6 30 189 6
Grosse Fuchskuhle SW  13/6/2008 0 21.4 52 90 45
Nehmitz 11/6/2008 0 21.7 284 1119 84
Nehmitz Sud 11/6/2008 0 21.9 260 117.5 8.48
Stechlin 11/6/2008 0 20.4 297 112.7 8.7
Dagow 11/6/2008 0 21.9 405 112.5 8.39
Haus 12/6/2008 0 20.2 333 111 8.64
Breiter Luzin 12/6/2008 0 19.4 372 112 8.56
Schmaler Luzin 12/6/2008 0 8.56 367 109.2 19.9
Carwitzer 12/6/2008 0 19.9 367 116.5 8.75
Stolp 13/6/2008 0 19.8 477 1029 8.6
Petsch 16/6/2008 0 19.4 181.3 117 9
Tiefwatren 16/6/2008 0 18.8 605 110 8.62

Pouzivané zkratky v textu: Grosse Fuchskuhle = Fuku, Nehmitz Sti = Nezhmitz Siid, Breiter Luzin =
BLuzin, Schmaler Luzin = SLuzin.

2.5 —@——  Fukoxantin 25
~~~~~~~~ @ - Diadinoxantin
_—— Diatoxantin
——A-—---  Zeaxantin

20 - Lutein ° L 20
Karoten o

Teplota

koncentrace pigmentu [ug/l]
teplota [C]
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Obr 4.11a Zmény v koncentraci karotenoidd na lokalité Velka Amerika v roce 2008

V pribéhu celého roku je zaznamenana koncentrace fukoxantinu; nejvice v ¢ervnu a Cervenci. Znacnou
diverzitu pigentt pozorujeme pii podzimni stratifikaci — diadinoxantin a diatoxantin (Dinophyta),
zeaxantin (Cyanopyta), lutein (Chlorophyta) a karoten.
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Obr 4.11b Zmény v koncentraci karotenoidii na lokalité Plesné jezero v roce 2008

V jarnich mésicich pfevlada fukoxantin (Chrysophyceae, centrické rozsivky). V cervnu vyrazné nartsta
koncentrace luteinu a karoten, coz predikuje vyskyt Chlorophyta. Od stpna do fijna se pigmenty
rozriznuji (diadinoxantin, diatoxantin — Dinophyta; fukoxantin — Bacillariophyceae; lutein — Chlorophyta;
zeaxantin — Cyanophyta).

koncentrace pigmentU [ug/l]
teplota [C]

Obr 4.11c Zmény v koncentraci karotenoidi na lokalité Certovo jezero v roce 2008
Na této oligotrofni lokalité je nejmensi variabilita pigmentt. V Cervnu narista koncentrace karotenu,
luteinu a zeaxantinu (Chlorophyta, Cyanophyta). Na podzim se objevuje fukoxantin (Bacillariophyceae).



koncentrace pigmentua [ug/l]
teplota [C]

Obr 4.11d Zmény v koncentraci karotenoidi na lokalit¢ Rimov v roce 2008
Tato lokalita byla sledovana v obdobi od kvétna do ffjna 2008. Od ¢ervna narista koncentrace zeaxantinu,
diatoxantinu, luteinu a B-karotenu. Maxima dosahujf v srpnu.



7. PRILOHY (2. CAST)

Prehled absornich spekter pigmetitvyskytujicich se u sladkovodnich fotosyntetickych
mirkoorganisni. Pigmenty jsou charakterizovany max. absorbagtdtivni molekulovou
hmotnosti (Mr) a retemim ¢asem (RT), tjcasovy interval od naisku vzorku do okamziku

detekce latky detektorem.

Chlorofyl a

CssH72N4OsMg (Mr 893.50)
432 m/z = 893.1 ¢g5
RT 23.64

1 1

300 400 500 600 700

VInova délka [nm]



Chlorofyl b

468 CssH7oN40sMg (Mr 907,49)
RT 23.50
316 344 651
258
602
300 400 500 600 700
Vinova délka [nm]
Chlorofyl c,
449 CasH30N40sMg (Mr 610,95)
RT 3.46
341
634
584
300 400 500 600 700

Vinova délka [nm]



Chlorofyl d

30

Cy,H70gN, Mg (Mr 831.923)

25 409 RT 22.37
20
15 +

10 665

300 400 500 600 700 800

Vinova délka [nm]

Bacteriochlorofyl a

365 C,oHs0, (Mr 911)
RT 22.37

771

300 400 500 600 700 800 900

ViInova délka [nm]



Astaxantin

art C.oHs,0, (Mr 596,838)
RT 16.32
297
300 400 500 600 700
VInova délka [nm]
Diadinoxantin
446 CaoHs403 (Mr 582,86)
474 m/z = 582,6
RT 11. 83
278
300 400 500 600 700

Vinova délka [nm]



Diatoxantin

451
CaoHs402 (Mr 566,87)
478 m/z = 565,6
RT 13.38
280
300 400 500 600 700
VInova délka [nm]
Echinenon
464 CaoHs40 (Mr 550,87)
m/z = 551,3
RT 22.31
298
300 400 500 600 700

ViInova délka [nm]




Fukoxantin

C40Hs5401(Mr 550.856)

700

452
m/z = 551,3
RT 8.38
267
300 400 500 600
Vinova délka [nm]
Alfa - karoten
445 C,oHss (MR 536.873)
475
277
300 400 500 600 700

ViInova délka [nm]



Beta - karoten

448
474 CaoHse (Mr 536.873)
RT 26.69
271
300 400 500 600 700
Wavelenght (nm)
Lutein
CaoHs602 (Mr 568.871)
443 RT 14.75
471
418
264
300 400 500 600

Vinova délka [nm]




Myxoxantofyl

C,cHesO; (Mr 731,02)
474 RT 13.81
504
449
300 400 500 600 700
VInova délka [nm]
Sferoiden
453 Ca1He00 (Mr 568.914)
483
m/z = 569,3
RT 23.75
428
279
300 400 500 600 700

VInova délka [nm]



Sferoidenon

482 C,,Hs;0, (Mr 582.898)
m/z = 583.4
RT 21.02
300
300 400 500 600 700
ViInova délka [nm]
Cis - sferoidenon
476 C,;Hss0, (Mr 582.898)
m/z = 583.4
370
300 400 500 600 700

Vinova délka [nm]



Violaxantin

439 C,Hss0, (Mr 600.87)
m/z = 601.4
RT 10.32
416
266
300 400 500 600 700
Vinova délka [nm]
Zeaxantin
C,H..O, (Mr 568.871)
450 40" 56 72
m/z = 569.2
475 RT 14.97
275
300 400 500 600 700

Vinova délka [nm]



