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1. Uvod

Pojmy ,,microbial biofilm™ (v ¢estiné¢ mikrobidlni biofilm) a ,,microbial mat* (bude
oznactovan jako ,mikrobidlni narost“ (MM)) by nemély byt zaménovany. Biofilm je
strukturované¢  spolecenstvo mikroorganizmi  obklopené vlastnimi extracelularnimi
polymernimi produkty, které ptiseda k zivému nebo inertnimu podkladu. Mikrobialni narost
je uzsi pojem pro makroskopicky viditelné mnohovrstevné bentické spoleCenstvo
mikroorganismii (Stal & Caumette, 1994).

Mikroorganizmy tvofici ndrosty mohou ziejmé osidlovat vétSinu ekosystémul na Zemi,
ale pro vytvofeni MM musi mit moznost shlukovani a dostate¢né akumulace biomasy, které
v normalnim prostfedi vétSinou brani tlak spasani (Stal, 1995). Proto se mohou MM vyvijet
zejména v nehostinnych podminkéch, kde je rist a pfeziti mezo- a makrofauny omezen
(Jorgensen et al., 1983). Dalsi tlak na MM vytvatfeji vyssi rostliny, které je mohou
z ekosystému vykompetovat limitaci svétlem (Thomas et al., 2006).

Proto jsou dnes MM rozsifené v mnoha ekosystémech, které jsou povazovany za
extrémni, napt. pobtfezni prilivové sedimenty, zasolend jezera, termalni vyvéry, suché poustni
oblasti a antarkticka jezera (Stal, 1995). Mikrobidlni narosty byly 1. doloZenymi ekosystémy
na pocatku vyvoje Zemé, a proto jsou studovany jako modelové systémy pro pochopeni
strukturnich a funkénich adaptaci na extrémni podminky a dokonce se zvazuje moznost jejich
preziti na jinych planetach (Paerl et al., 2000).

Studované MM tvoti v severnim Belize vyznamnou slozku oligotrofnich mokiadnich
ekosystémt a predstavuji vyznamné zdroje biologické diverzity s vysokym stupném
endemizmu (Rejménkova et al., 2004). Stale se rozvijejici hospodafstvi a eutrofizace dané
oblasti bohuzel zptisobuje jejich ubytek (King et al., 1992), a proto je nutné zavést patiicny
management ochrany uzemi, zjistit vztahy mezi organizmy a jejich limitace (Rejmankova et
al., 2004). Jako hlavni faktor urcujici dominanci urcité skupiny primarnich producenti je ve
studované oblasti fosfor (P) a jeho nadbyteCny pfisun do systému by mohl zpisobit
kompetitivni vylouc¢eni MM bud’ hustym spolecenstvem makrofyt nebo fytoplanktonu
(Rejménkova & Komarkova, 2000). Je proto dilezité zjistit podrobnosti o mnozstvi P,
distribuci, pfeménach a dostupnosti jednotlivych forem P pro organizmy (Noe & Childers,

2007).



2. Literarni ptehled

2.1 Mikrobidlni nérosty

Mikrobialni narosty jsou pozoruhodné samostatné ekosystémy v milimetrovém
méfitku, a presto vyznamné ovlivnily environmentalni procesy v celoplanetdrnim méfitku
(Des Marais, 2003). Tyto narosty jsou piimymi potomky nejstarSich biologickych
spole€enstev, u kterych se pravdépodobné vyvinula prvni oxygenni fotosyntéza a pomdhaji
nam porozumét divodim sdruzovani mikroorganizmi za ucelem regulace dynamickych
biogeochemickych gradientti (Des Marais, 2003).

Zivotu na Zemi dominuji mikroorganizmy celkovou biomasou, aktivitou, vyuzitim
uzemi a délkou pfitomnosti na Zemi. Mikroorganizmy jsou nezbytné pro regeneraci energie
a prvkid vuzavienych systémech a spiSe nez izolované ziji ve slozitych spolecenstvech,
jakymi jsou i MM (Paerl & Pickney, 1996).

Mikrobialni narosty lze rozlisit na nékolik typt podle dominantnich mikroorganizmd.
Heterotrofni narosty jsou dominovany houbami nebo bakteriemi zatimco v autotrofnich
narostech pfevladaji rozsivky nebo sinice. VSechny MM maji Sirokou taxonomickou
a fyziologickou diverzitu ovlivnénou vertikdlnimi biogeochemickymi gradienty (Paerl et al.,

2000).

2.2 Sinicové narosty

Sinicové narosty (pfesnéji ,,cyanobacterial mats“ (CBM)) jsou sdruzend benticka
spoleCenstva prokaryotnich organizmii, ve kterych tvofi sinice hlavni stavebni slozku
(Jorgensen et al., 1983). Tyto spolecenstva reprezentuji prvni a €asto jediné organizmy Zijici
v danych extrémnich biotopech a z divodu vyrazné diverzity prostiedi se vlastnosti a druhové
sloZeni jednotlivych CBM také velmi lisi (Paerl et al., 2000).

Odlisnd spolecenstva mikroorganizmii se casto v CBM vyskytuji vertikalné
stratifikovand a jednotlivé vrstvy se liSi svym zabarvenim diky rlznym pigmentim
pfitomnych mikroorganizmi. Dalsi typ pozorovatelné vertikdlni stratifikace CBM mize byt
zpiisoben riznymi ristovymi nebo sezénnimi vykyvy, protoze aktivni CBM vazi castice
sedimentu nebo srazeji pritomny uhli¢itan vapenaty (CaCOs) (Stal, 1995).

Mnoho studii bylo vénovano CBM v NP Everglades (Florida, USA) (napi. Vymazal
et al., 1994; McCormic & O’'Dell, 1996; McCormick & Scinto, 1999; Noe & Childers, 2007),

které se svymi vlastnostmi velmi blizi studovanym narostim z moktadii Belize. Ve
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zkoumanych véapenatych oblastech NP Everglades byla zjiSténa velmi nizkd koncentrace
dostupného P zplisobend ziejmé jeho koprecipitaci a adsorpci na ptitomny CaCOs (Scinto &
Reddy, 2003). Mezi dominantni rody sinic v tomto systému patiily Scytonema a Schizothrix
(McCormick et al., 1996).

Sinicovym narostim v mokfadech severniho Belize bylo vénovano mén¢ pozornosti
(Reyjméankova & Komarkova, 2000; Rejmankova et al., 2004; Sirova et al., 2006). Studované
CBM se nachazeji ve vapencovych oblastech severniho Belize, kde Zivot organizmil limituje
extrémni hydrologie, dostupnost Zivin a salinita. Nizky tlak spasani umoznujici rozvoj CBM
v tomto prostfedi mlize byt zplsoben nizkou koncentraci dostupnych zivin (Rejméankova &
Komarkova, 2000). Rejmankovd & Komarkova (2000) déale mikroskopicky zjistovaly
taxonomické slozeni nérostl odebranych ve zkoumané oblasti Belize. Vysledkem je
zastoupeni péti skupin sinic: (1) Leptolyngbya spp., (2) Phormidium spp., (3) Oscilatoria spp.,
(4) Chroococales a (5) Nostocales a Stigonematales. Déle vzorky obsahovaly nékolik druhii

rozsivek, ale jejich pocetnost byla zanedbatelna.

2.3 Zakladni slozky sinicovych nérostl

V komplexnich ekosystémech CBM utvaii nékolik riznych skupin organizmi
strukturni a funkéni jednotky (Stal, 2001). Zakladnimi slozkami CBM jsou autotrofni
a heterotrofni organizmy a nezivd authigenni a allogenni hmota (apatity, uhlicitany,

»extracellular polymeric substances* (EPS)).

2.3.1 Autotrofni slozka

Sinice jsou jako primarni producenti ve vétsiné CBM zdkladem mikrobialnich
potravnich siti. Maji typicky prokaryotni morfologii buné€k, ale jako jediné prokaryotické
organizmy provozuji oxygenni fotosyntézu podobnou rostlinné¢ se dvéma propojenymi
fotosystémy (Stal, 1995). V CBM s extrémnimi vykyvy environmentalnich podminek mohou
sinice pln¢ vyuzivat své metabolické a adaptacni moznosti (Cohen & Rosenberg, 1989).

Vyznamnou vyhodou sinic je jejich pozoruhodné vSestranny metabolismus.
Z nejcastéjsi oxygenni fotosyntézy mohou nékteré druhy sinic zménit metabolismus na
typicky bakteridlni anoxygenni fotosyntézu, pii které vyuzivaji sirany jako donory elektronti
(Stal, 1995). Nékteré druhy sinic mohou Zit heterotrofné a jiné jsou dokonce schopné provadét
anoxickou fermentaci. Sinice jsou uspésné v Siroké Skéle rliznych biotopil také diky odolnosti

proti vysuseni a toleranci vysoké salinity vody (Stal, 1995).



V CBM mohou byt v mensi mife zastoupeny i eukaryotické rasy.

2.3.2 Heterotrofni slozka

Piestoze fotosyntetizujici mikroorganizmy mohou v CBM dominovat svou biomasou
a produktivitou, mnohé vlastnosti spolecenstva byvaji zplsobeny aktivitou doprovodnych
nefotosyntetizujicich mikroorganizmu (Des Marais, 2003). Vyznamnou slozkou studovanych
CBM jsou heterotrofni bakterie (D. Sirova, ustni sdélent).

Aktivita sinic a aerobnich heterotrofnich bakterii zptisobuje, Ze jsou horni vrstvy CBM
biologicky nejaktivnéjsi prostfedi v cyklu uhliku (C). Ve dne jsou tyto vrstvy piesyceny
kyslikem zatimco v noci zde pievazuji anoxické podminky kviili oxidaci fermentativnich
produktli sinic heterotrofnimi bakteriemi a produkci sulfidi. Heterotrofni bakterie dale
zpracovavaji komplexni uhlikaté slouceniny z odumielych bunék sinic (Stal, 1995).

Mikroorganizmy schopny heterotrofniho pifijmu ¢astic mohou pozirat jiné
mikroorganizmy nebo jejich extracelularni produkty. Decho et al. (2005) zjistil, ze velka cast
(40 — 60 %) nové produkovanych extracelularnich produkti je velmi rychle (do 12 h)
rozloZena pritomnymi heterotrofnimi mikroorganizmy. Spasani CBM mnohobunéénymi
zivoc¢ichy méni primérni produktivitu, strukturu a biomasu narostli a dale mize sniZovat
diverzitu a pocetnost mikroorganizmii v narostu (Farmer, 1992). Intenzivni spasani CBM
bezobratlymi zivoCichy vét§imi nez nékolik milimetrih mize v daném prostiedi zabranit jejich

vzniku (Des Marais, 2003).

2.3.3 Neziva slozka

Hlavni souc¢éasti matrixu CBM je voda, ktera mlze nékdy tvofit az 97 % jeho
hmotnosti (Zhang et al., 1998). Mikroorganizmy v CBM jsou obklopeny produkty buné¢nych
procestu (EPS, enzymy, atd.), ¢asticemi nepfimo vzniklymi pisobenim jejich metabolizmu
(authigenni uhlicitany) a allogennimi latkami pochazejicimi z okolni vody, atmosféry nebo

sedimentt (Dupraz & Visscher, 2005).

Authigenni uhliditany

Ve véapencovych oblastech Karibiku utvafi fotosyntetickd aktivita CBM a vysoky
obsah rozpusténych anorganickych latek ve vodé ptiznivé podminky (vysoké pH, nizky
parcidlni tlak CO;) pro sraZzeni CaCO; (Gleason & Spackman, 1974). Chemické zmény

v CBM vyvolané ménicimi se metobolickymi reakcemi méni alkalinitu prostfedi a podporuji
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tedy bud srdZzeni nebo rozpousténi uhli¢itan. Pfi hodnoceni role metabolizmu
mikroorganizmli na srazeni uhli¢itani musi byt zvazena produkce a/nebo spotieba DIC
mikroorganizmy a zména pH pfi riznych metabolickych reakcich (Visscher & Stolz, 2005).
Srdzeni CaCO; by mélo byt chapano jako vysledek rovnovahy jeho rozpusténi
a srazeni, kterd je propojena s rovnovahou mezi fotosyntézou a respiraci (Pickney & Reid,
1997). Slozeni a krystalova struktura srazenin uhli¢itanti utvoienych CBM je ovlivnéna

podminkami prostiedi a druhovym sloZenim nérostu (Dupraz & Visscher, 2005).

Extracelularni polymerni latky

Extracelularni polymerni latky (EPS), tedy smés polysacharidii vylucovana
pfitomnymi mikroorganizmy, mize tvofit 50 aZ 90 % obsahu celkového organického uhliku
v CBM (Flemming et al., 2000). VétSina sinic se obklopuje vnéjSimi vrstvami polymernich
latek v podobé slizu, schranek a pouzder (Weckesser & Jiirgens, 1988), avsak pouze schranky
a slizy jsou pritomny ve velkém mnozstvi (De Philippis et al., 2001).

Zvysena tvorba EPS muZze byt odpovédi na urcité stresové podnéty (Sutherland,
2001a). Mnozstvi syntetizovaného EPS je zavislé na dostupnosti uhlikatého substratu a jinych
limitujicich Zivin. Nadmérné mnozstvi dustupného uhlikatého substratu za soucasné limitace
zivinami (jako je P a N) podporuje syntézu EPS (Sutherland, 2001a). Decho et al. (2005)
zjistil, ze v MM s vysokou fotosyntetickou produkci stoupa i produkce EPS. Jednotlivé vrstvy
MM se vyznamné li$i v mnoZstvi a rychlosti rozkladu a produkce EPS (Decho et al., 2005).
Nejvétsi produkce EPS béhem dne odpovidd obdobi nejvétsi intenzity fotosyntézy, ale
nadmérné ozateni povrchovych vrstev pravdépodobné plisobi fotoinhibi¢né (Leverenz et al.,
1990).

Slozeni EPS se dynamicky méni v zavislosti na vnitinich i vnéjSich faktorech. Vnitini
faktory vychazi z genetického profilu pfitomnych mikroorganizmi. Vnéjsi faktory zahrnuji
fyzikalné-chemické vlastnosti okolniho prostfedi, které jsou nevyhnuteln¢ ovlivnény
transportem rozpusténych latek a jejich diftznimi gradienty (Sutherland, 2001a). Typické
EPS z narostll je sloZeno z polysacharidd, lipidl, proteinti a heteropolymert jako jsou
lipopolysacharidy a glykoproteiny (Decho, 1990). Watanabe et al. (2006) zjistil pomoci
polysacharidové analyzy extracelularniho obalu zelené tasy Chlorella sorokiniana zastoupeni
sachardzy (nejvétsi podil), galakturonové kyseliny, xylitolu, inositolu, riboézy, mandzy,
galaktdzy, arabindzy, thamndzy a fruktdzy. SloZeni a struktura polysacharidl uruje primarni

konformaci EPS a nékteré polysacharidy mohou podporovat pfilnavost bun¢k (Sutherland,



2001a). Z kovu, které urcuji viskozitu extracelularniho obalu, byla zjisténa ptitomnost
kationtd Ca®", Mg”", Fe?" a Mn®" (Watanabe et al., 2006). Role proteini v EPS neni zcela
objasnéna, ale Emerson & Ghiorse (1993) uvadi, Ze propojovani bilkovinnych vldken muize
pomahat udrzet spojitou strukturu EPS.

Makromolekuly v EPS jsou neutrdlni, ale vétSina EPS ma zéporny naboj diky
pritomnosti uronovych kyselin (nejvétsi podil maji kyseliny glukuronova, galakturunova
a manurova) a pyruvatu (Sutherland, 2001a). De Philippis et al. (2001) zjistil, Ze az 90 %
polymert ve studovaném EPS obsahovalo uronové kyseliny kromé dalSich nabitych skupin
(jako jsou sirany a zbytky pyruvatu), coz zpisobovalo vysokou hustotu zaporného naboje na
makromolekulach.

Polymery v EPS mohou tvofit strukturni soucésti bun¢k nebo jsou k bunice pfipojeny
tak slabé, Ze difunduji do okoli a mohou slouzit jako zdroj potravy pro jiné organizmy (Stal,
1995). Kpovrchu bun¢k je EPS vazano pomoci vodikovych mdstkti, hydrofobnich
a elektrostatickych interakci a fosfolipidy jsou ukotveny do bunééné stény kovalentni vazbou
(Wingender et al., 1999). Komplexni makromolekuly obklopujici bunky jsou zesitované
hlavné pomoci elektrostatickych interakci a vodikovych mustkti, zatimco iontové interakce
umoznuji jemnéjsi propojovani fetézci (Sutherland, 2001a). Strukturu EPS ovliviuji
vzajemné interakce polysacharidii a jejich interakce s vicevaznymi kationty a odliSnymi
molekulami jako jsou proteiny a glykoproteiny (Sutherland, 2001b).

VMM tvoiti EPS hlavni pojivo bunék a jejich produktd (Sutherland, 2001a).
Extracelularni obal hraje dilezitou roli pfi komunikaci mezi buiikami v symbiotickych
interakcich (Viret et al., 1994). Dale mize EPS usnadiiovat pohyblivost bunék nebo jejich
prichyceni k podkladu (Klock et al., 2007). Diky ptevladajicimu zapornému naboji mohou
charakteristické skupiny v EPS vazat kationty a zajistit tim zasobu nékterych nezbytnych
prvkl (Sutherland, 2001a). EPS také muze slouzit jako zasobni zdroj uhliku a energie.
Pfestoze mikroorganizmy normalné nejsou schopny zpracovavat vlastni syntetizované EPS,
mohou vyuzivat EPS vytvofené jinymi pifitomnymi druhy mikroorganizmii (Sutherland,
2001b). EPS ptedstavuje prostiedi chemické ochrany pfitomnych bunék (Decho et al., 2005)
achrani bunky pfed nezddoucimi latkami zamezenim pfistupu danych sloucenin nebo
dokonce efektivnim snizovanim jejich koncentrace (Sutherland, 2001a). Vysoka hydratace
EPS chrani bunky pfed diurnalnim kolisdénim vlhkosti a mize zabranit smrtelnému vysuseni
bunék, protoZe oschnutim a ztvrdnutim svrchni vrstvy EPS se vytvoii ochranné blana proti

dal$imu vysuSovani (Sutherland, 2001a).



Cloete & Oosthuizen (2001) studovali roli EPS pii zvySeném biologickém
odstrafiovani fosforeCnant z odpadni vody v procesu aktivace. Mikrobialni vlocky slozené
z heterotrofnich bun¢k a EPS primérné obsahovaly 58 % P, zatimco samotné EPS obsahovalo
28 % P. Je tedy ziejmé, ze EPS ma urcitou vazebnou schopnost i pro fosfore¢nany

a v konsorciich bun¢k piedstavuje velmi vyznamny rezervoar P.

2.4 Fyzikalné-chemické gradienty v CBM

Velka hustota biomasy v CBM zptisobuje rychly tubytek svétla s hloubkou, a proto
mize oxygenni fotosyntéza probihat pouze ve svrchni fotické vrstvé narostu (Des Marais,
2003). Vysledkem gradientu svétla je silnd vertikdlni zonace koncentrace kysliku, pH
aredoxniho potencidlu, coz dale ovliviiuje =zastoupeni raznych funkénich skupin

mikroorganizmt.

2.4.1 Svétlo

Ptevladajici zpiisob rustu sinic je fototrofni, a proto je jejich zavislost na svétle velmi
silnd (Stal, 1995). Mikroorganizmy v CBM musi celit pfikrému vertikdlnimu gradientu
intenzity svétla, ktery bcéhem denniho cyklu vyrazn€ kolisd. Vysokd hustota
fotosyntetizujicich mikroorganizmi, polymernich latek a anorganickych c¢astic v CBM
zpusobuje, ze je svétlo vyrazné rozptylovano a absorbovano piedevSim svétlosbérnymi
pigmenty sinic, protoze minima ve svételném spektru odpovidaji absorpénim maximim
fotosyntetickych pigmentt sinic (Des Marais, 1995).

V hlubsich anoxickych vrstvach, které potencidlné mohou byt osvétlené, provozuji
purpurové bakterie anoxygenni fotosyntézu (Jergensen & Des Marais, 1988).

Vzéjemné samozastinéni sinic mize zpusobit smrt téch bunck, které se dlouhodobé
nachdzeji v prostfedi s nedostatecnym ozafenim a vycerpaji své zasoby energie (Stal, 1995).
Piimé zastinéni celého profilu narostu je zplisobeno makrofyty porostlymi epifytonem
a plovoucimi nérosty odtrzenymi od substratu (Grimshaw et al., 1997). S rostoucim
zastinénim makrofyty v NP Everglades vyrazné klesala relativni Cistd primarni produkce
CBM (Grimshaw et al., 1997). Thomas et al. (2006) vSak v NP Everglades experimentalné
zjistil velkou schopnost CBM ptizptisobit se zastinéni, protoze se spolecenstva rozvijela pfi
zastinéni 0 — 80 % a v menSim rozsahu 1 pfi 90 % zastinéni. Biomasa CBM zacala ubyvat az
pii zastinéni > 98 %, kdy uz byla energeticka potieba na vyvazeni efektu zastinéni piiliS

velka.



2.4.2 Rozpusteny kyslik (DO)

Horni vrstvy CBM jsou béhem dne mista intenzivni oxygenni fotosyntézy, a proto
byvaji Casto supersaturovany kyslikem, spodni vrstvyy CBM jsou naopak permanentné
anoxické. Des Marais (1995) zjistil zanedbatelnou produkei kysliku ve dne uz v hloubce
0,55 mm kvali limitaci fytosyntézy svétlem. V noci je koncentrace kysliku snizovana v celém
vertikalnim profilu CBM aerobni respiraci a chemickou spotiebou (Bebout et al., 1987).
Me¢éteni odhalila vyrazné inhibi¢ni plisobeni oxygenni fotosyntézy na redukcni procesy
v systému, a proto je doba, kdy probihad fotosyntéza, ¢asové odd€lena od doby maximalni
fixace Ny, denitrifikace a redukce sirant (Paerl & Pinckney, 1996).

Po zé4padu slunce kyslik z oxické vrstvy mizi a hranice oxie-anoxie vystoupi az
k povrchu CBM (Canfield & Des Marais, 1993). Oxické zony jsou udrzovany dynamickou
rovnovahou mezi fotosyntetickou produkci kysliku a jeho konzumaci pfitomnymi sulfat-

redukujicimi a heterotrofnimi bakteriemi (Des Marais, 1995).

243 pH

Hodnotu pH vody mohou vyrazné ovlivnit n€které chemické a biologické pochody
v ni probihajici: jde bud’ piimo o uvoliiovani nebo spotiebu H', resp. OH", nebo nepiimo
o uvoliovani nebo spotiebu volného CO, (Pitter, 1999).

Bé&hem dne se ve svrchni vrstvé CBM zvySuje hodnota pH fixaci CO, pfi fotosyntéze,
zatimco niz$i hodnota pH v hlubSich vrstvach je zplsobena respiraci, oxidaci sulfidd
a fermentaci (Wieland et al., 2005). Pfed rozednénim je pH i ve svrchnich vrstvich CBM
neutralni nebo niz§i a po vychodu slunce se s pocatkem fotosyntézy zacne ve svrchnich
fotickych vrstvach opét zvySovat (Wieland et al., 2005).

Hodnota pH vyznamné ovlivituje chemické i biochemické procesy v CBM, a proto zde
ma mimotadnou dulezitost. Vyss§i pH (>8) napf. umoziuje srazeni CaCO; (a jeho
spolusrazeni s anionty) (Diaz et al., 1994), zatimco pfi niz§im pH by napt. méla byt vyssi

adsorpce aniontl na povrch oxyhydroxidu Fe a Al (Pitter, 1999).

2.5 Prostorové uspotadani a cykly prvkl v narostu
Prostorové usporadani zakladnich slozek CBM je urceno fyzikdlné-chemickymi

gradienty, které¢ dale ovlivituji zastoupeni jednotlivych forem prvki v nérostu (Stal, 1995).



2.5.1 Prostorové uspofadani a interakce organizmi v CBM

Vertikalni biogeochemickou zonaci zptisobuji soubézné procesy, kterymi je vyrabén a
spotfebovavan kyslik. Lamindrni struktura CBM a pfitomnost porové vody snizuje diftzi
kysliku a zplsobuje tim vznik anoxickych mikrozon. Tyto kyslikové gradienty umoziuji
soub&zny rozvoj mikroorganizmt, které¢ pro svij rust vyzaduji naprosto odlisné podminky
(Paerl & Pinckney, 1996). Prokaryotni organizmy s jednoduchymi a malymi buiikami
diverzifikovali své funkce podél biogeochemickych gradientd, ¢imZz umoznily koexistenci
aerobniho, mikroaerobniho i anacrobniho metabolizmu (Paerl et al., 2000).

Mikroorganizmy vykazuji nendhodné usporadani v prostoru. Jeden ze vzorQ
nenahodného uspoiadani jsou shluky o vétsi pocetnosti bun€k, napi. mozaikovity vzor je
utvofen soustiedénim nékolika shluki na relativné homogennim pozadi. Vysledkem je
mikroskopicka ,,shlukovitost, kde je velikost a vzddlenost jednotlivych shlukii urcena
interakcemi mezi organizmy a biogeochemickymi cykly (Paerl & Pinckney, 1996).

Zastupci ruznych skupin  mikroorganizmi se vyskytuji v CBM  vertikalné
stratifikovani (Stal, 1995). Sinice okupuji svrchni vrstvy CBM, kde je dostatek svétla pro
fotosyntézu a jako ochranu proti nadmérnému ozareni casto v bunéénych pouzdrech produkuji
pigment scytonemin (Stal, 1995). Ve studovanych CBM se v dalsi vrstvé nachazeji purpurové
sirné 1 nesirné bakterie a hloubégji je rizné silnd vrstva vapenatych sedimentti pokryvajici
jilovité nebo raSelinné podlozi (D. Sirova, ustni sdéleni).

V sezénnim méfitku se méni sloZeni spolecenstva a fyziologické vlastnosti CBM, coz
ma vliv na charakteristicky pribéh procesti béhem dne (Paerl & Pinckney, 1996). Zkoumané
CBM z Belizskych mokiadii se zacinaji vyvijet na pocatku obdobi destt po zaplaveni
vyschlého tuzemi, kdy zacnou rist epipelické narosty, které se mohou vlastni tvorbou plyna
odtrhavat ode dna a plout po hladin€ (metafyton) (Rejmankovd & Komarkova, 2000).
Nejveétsi nartist biomasy nastava na konci obdobi dest’t, kdy se tvofi silné ndrosty perifytonu
na ponofenych stoncich makrofyt a plovouci metafyton pokryva rozsahlé oblasti mokiadi
(Rejménkova & Komarkova, 2000).

CBM prezivaji v extrémnich ekosystémech diky riznym strukturnim a funkénim
adaptacim a mista jejich vyskytu se stdvaji misty intenzivnich biochemickych a ekologickych
interakci (Villbrandt et al., 1991). Metabolické produkty jedné skupiny organizmi mohou
pozitivné 1 negativné ovlivnit jiné skupiny (Des Marais, 2003). Metabolity produkované
v protichiidnych procesech jsou €asto vzdjemné inhibujici, a proto musi byt mikroorganizmy

v narostech schopné dokoncovat cykly prvki v potencialné neptatelskych podminkach (Paerl



et al., 2000). Razné metabolické pozadavky organizmu ptesto mohou byt slucitelné, protoze
biogeochemické a environmentdlni gradienty umoziuji vyskyt velice rozdilnych nik v tésné

blizkosti (Revsbech & Jorgensen, 1986).

2.5.2 Limitujici faktory

Podle teorie kompetitivniho vylouceni nemize pocet druhii na jedné trofické hlading
piekrocit pocet limitujicich zdrojli. Tato teorie plati pouze pro prostiedi s extrémné nizkym
obsahem zivin. V bézném oligotrofnim prostfedi (pouze s nizkym obsahem Zivin) miize byt
taxonomicka diverzita vysokéd diky komplexnim potravnim vztahlim zajiStujicim staly tok
materidlu a energie ekosystémem (Dignum, 2003). Pro vody obyvané CBM je typicky
nedostatek zékladnich zdrojt, a presto patfi CBM mezi nejproduktivnéjsi vodni ekosystémy
na Zemi. Tento paradox miize byt vysvétlen velmi U¢innou recyklaci klicovych Zivin
v ekosystému (Des Marais, 1995).

Ziviny jako faktory limitujici primarni produkci jsou studovany spiSe v mirném
podnebném pasu, i1 kdyz jejich omezena dostupnost je vyznaméjsi v tropech, protoze teplota
a svétlo zde organizmy vétSinou nelimituje (Rejmankova & Komarkova, 2000). Obecné je
v tropickych vodach Zivinou limitujici primarni produkci N (Melack & Fisher, 1990), ale ve
vapencovych oblastech limituje organizmy spiSe nizkd dostupnost P, protoze je z vody
odstrafiovan srazenim s CaCOj; a fixace N, sinicemi navic prohlubuje limitaci P zvySovanim
poméru N:P (Litter & Litter, 1990).

Mikroorganizmy si vytvorily n¢kolik ristovych strategii jako adaptace na podminky
docasného nedostatku RRP. Builkky mohou rozsifit rozpéti vyuzitelnych forem P, jiné
organizmy aktivuji systém piijmu, ktery ucéinné¢ vyuzije 1 velmi nizké koncentrace
anorganického P (Dignum, 2003). Dalsi strategii je nadbytecny piijem P v dobé& jeho dostatku
a nasledné skladovani P v buiice, coz zplsobi, ze rychlost riistu bunék neni zavisla na vnéjsi

koncentraci P, ale na jeho obsahu v bunce (Dignum, 2003).

2.5.3 Cykly prvkili v narostu
Transformace a piesuny forem jednotlivych prvkd mezi hlavnimi slozkami CBM
zaviseji na specifickych hodnotach redoxniho potencidlu, pH, ozafeni a energie a koncentraci

rozpusténého kysliku a substratu (Canfield & Des Marais, 1993).
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Uhlik (C)

V cyklu uhliku jsou reduktivni procesy (methanogeneze, fermentace organického
materialu, anaerobni mineralizace a respirace) a oxidativni procesy (oxidace methanu, aerobni
mineralizace a respirace) pfesné¢ vymezeny gradienty v obsahu kysliku (Paerl & Pinckney,
1996). Rozpustény anorganicky uhlik (DIC) je ve dne spotfebovavan oxygenni fotosyntézou
sinic a anoxygenni fotosyntézou bakterii a zpét je dodavan respiraci mikroorganizmu a difazi
(Des Marais, 1995). Vnoci je DIC vyprodukovany oxygenni respiraci a redukci sirant
castecné spotfebovavan chemoautotrofni fixaci C pii oxidaci sulfidi nékterymi bakteriemi,

ale vétsina difunduje do okoli (Des Marais, 1995).

Dusik (N)

Potencialni zdroje N pro primarni producenty jsou: fixace N, pfijem rozpusSténého
organického a anorganického N a recyklace N vytvotfeného ve fotické vrstvé (Bebout et al.,
1987). V CBM je dulezita schopnost sinic fixovat N», ale kvili inhibici enzymu nitrogendzy
kyslikem musi byt tento proces mistné nebo Casoveé oddélen od oxygenni fotosyntézy, coz
vede k paradoxni situaci, protoze energie potfebnd na fixaci N, je dodavdna oxygenni
fotosyntézou (Bebout et al., 1987).

Fixaci N, je produkovan amoniak (NHj)/amonné ionty (NH4") (Henriksen, 1980)
a spolu sredukovanym N vzniklym anaerobni dekompozici organického materialu je
nitrifikovdn chemoautotrofnimi bakteriemi v pfitomnosti kysliku (Paerl & Pinckney, 1996).
Nitrifikace redukovaného N probihd ve 2 krocich: nejdfive je oxidovan na dusitany (NO;)
napf. bakteriemi rodu Nitromonas a poté je NO, oxidovan na dusi¢nany (NOj;") bakteriemi
rodu Nitrobacter. Nitrifikaéni bakterie vyuzivaji difundovany O, a NH4" z okoli, a proto
probiha nitrifikace ¢asto nejintenzivnéji na rozhrani oxickych a anoxickych vrstev (Paerl &
Pinckney, 1996).

Nitrifikace vétSinou ovlada proces denitrifikace pokud do prostiedi nevstupuji NO;3
z vné¢jSich zdroji. Pomoci denitrifikace je difundovany NO;  redukovan na N; napf.
bakteriemi rodu Pseudomonas v mikroanoxickych zénach nérostu. Tyto kontrastni procesy
v kolobéhu N jsou zavislé na tésném propojeni a u¢inné vymeéné metaboliti N (Paerl &

Pinckney, 1996).

11



Sira (S)

V oxickém prostiedi jsou dominantni formou anorganické siry sirany (SO4*). Mnoho
mikroorganizmi je uvnitf bundk schopno redukovat SO,” na sulfidy (S*), které poté
vyuzivaji na syntézu sirnych aminokyselin (Paerl & Pinckney, 1996). Sulfat-redukujici
bakterie jsou dileziti konzumenti organického materidlu a vyprodukované sulfidy jsou navic
zdrojem pro mnoho foto- a chemotrofnich bakterii v CBM (Des Marais, 1995). Biochemicky
dilezitéjsi je vSak redukce siranli v anoxickych podminkach. Mikrozény v CBM také
poskytuji prostiedi pro bakterie zpétné oxidujici sulfidy na elementarni siru, thiosulfaty nebo

sirany (Paerl & Pinckney, 1996).

Fosfor (P)

Procesy v kolobéhu P v CBM dosud nebyly dostate¢né popsany a v dostupné literatuie
zatim nejsou vyuzitelné informace o zastoupeni rtiznych forem P ve slozkich CBM ve
vertikalnim profilu a jejich zmény v Case.

Spolecenstva v. CBM maji velkou afinitu k P a jejich vyznam jako dulezitych
rezervoari P se pravdépodobné zvySuje se snizujici se koncentraci rozpusténého reaktivniho
fosforu (RRP) ve vodnim sloupci (Hwang et al., 1998).

Noe & Childers (2007) zjistovali zasobu P ve slozkach celych mokiadnich
ekosystému pro jejich vzajemné porovnani. Byly zjistény toky P mezi slozkami ekosystému
ve vodnim sloupci a v sedimentu a mikroorganizmy zde mohly mit vyznamnou roli.

Gaiser et al. (2004) ukazal, ze méfeni VP v biomase CBM poskytuje spolehlivejsi
odhad pfisunu P pro odhaleni eutrofizace ekosystému nez zjisténi jeho obsahu ve vodnim
sloupci. CBM, které voln¢ plavou, portistaji dno nebo rostliny ptijimaji P riznou rychlosti, ale
vSechny mohou udrZovat nizkou koncentraci P ve vod€. Experimentalné piidany P do
systému byl odstranén hlavné biotickym piijmem, abiotickd adsorpce tvofila pouze 14 %
ubytku P (Scinto & Reddy, 2003). Podobné, Rejmankova & Komarkova (2005) zkoumaly
rozdil ve zmén¢ obsahu P v biomase CBM podle rizné velkého experimentalniho ptidavku P
do ekosystému. Pti velkém zatizeni systému P byl obsah P v biomase néarostu primérné 20x
vy$$i nez pfi nizkém zatiZeni P a byla zjiSténa vyznamna pozitivni korelace mezi ptidavkem P
do systému a obsahem P v CBM.

Sirova et al. (2006) zjistila, ze po piidavku P do ekosystému CBM klesa aktivita
alkalické fosfatazy. Spolecenstva tedy byla P-limitovand a vyluCovanim volné fosfatazy

vyrovnavala nedostupnost substratu zpisobenou vazbou P na CaCOs.
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Breitbart et al. (2009) méfil metagenom CBM v mexickych mokiadech s velmi
nizkym obsahem P a zjistil zvySeny obsah genl pro metabolizmus a pfijem fosfore¢nand,
polyfostatii a alkylfosfatl, protoZze mikroorganizmy extrémné limitované P musi byt obzvlaste
ptizpsobeny pro zpracovani alternativnich zdroju P.

Shrneme-li informace z pfedchozich odstavct, zjistime, Ze z hlediska kolobehu P, byly
CBM vétSinou sledovany jako dil¢i slozky moktadnich ekosystémt, bez detailniho popisu
pfemén uvnitt narostu. Pro CBM chybi informace o zastoupeni P v riznych slozkach ve
vertikdlnim profilu a jeho pfesuny v pribéhu casu, jaké jsou napf. znamé z vyzkuml
sladkovodnich sedimentd. V tab. 1 jsou zndzornény dilezité rozdily CBM a sedimentl ve

vztahu k P.

Tab. 1: Srovnani rozdili mezi sladkovodnimi sedimenty a CBM ve vztahu k P.

sedimenty CBM
vstup P
vnéjsi pfisun velky maly
zastoupeni P ve slozkach
autotrofni ? ?
heterotrofni malé ?
neziva (uhlicitany) velké x malé ?
neziva (Fe, Al) velké ?
neziva (EPS) ? ?
vliv fidicich mechanizmii
O, velky ?
pH maly ?
pfesuny P
v profilu sedimentu malé ?
uvolfiovani P velké x malé ? malé

V tabulce 1 jsou uvedeno srovnani vybranych skuteCnosti tykajicich se poznani
kolobéhu P ve svrchnich vrstvach sedimenti a v CBM. Hlavnim cilem této prace bude

objasnéni alespon nékterych skutecnosti tykajicich se kolobéhu P v CBM.

2.6 Moznosti rozdéleni P a princip frakcionace P
Rezervoary P vpevné fazi se obtizné separuji a kvantifikuji z divodu nizké
koncentrace P a zrnitosti materialu, a proto byly zavedeny nepiimé metody stanoveni obsahu

ruznych forem P. Pro pfiblizny odhad zastoupeni forem P v pevném vzorku je mozné pouzit
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korelaci mezi obsahem VP a obsahem jinych zdkladnich prvki, fyzikalni separaci podle
velikosti zrn, profily porové vody a metodu postupné extrakce (frakcionace P) (Ruttenberg,
1992). Ke zjisténi dostupnosti a mobility P v sedimentech se pouziva rozbor fas, aniontova
a izotopova vymeéna, elektrodialyza a chemické frakcionace P (Pardo et al., 1998).

Uz pred zavedenim postupné extrakce P z pidy a sedimenti pomoci né¢kolika po sobé
jdoucich ¢inidel v 70. letech 20. stoleti byla extrakce v jediném kroku chéapana jako
Standardnim postupem zjistovani koncentrace P ve vodnim sloupci nelze odhalit eutrofizaci
systému dokud nejsou jeho biologické slozky P saturovany a vté dobé uz je vétSinou
struktura a funkce ekosystémi nevratné¢ zménéna. Proto je stanoveni obsahu P v biomase
CBM vyhodnéjsi neZ jeho stanoveni ve vodé¢ (Gaiser et al., 2004).

Metody postupné extrakce jsou vzdy pracovné definované podle reaktivity rtiznych
pevnych fazi s danym extrakénim cinidlem a vysledky zévisi na experimentalnich
podminkach (Pardo et al., 1998). Pro spravnost vysledkl je nutné znat i¢innost extrak¢nich
¢inidel a jejich selektivitu k danym fazim. Zkoumany pevny material je postupné extrahovan
fadou extrakcnich €inidel, z nichz kazdé selektivné rozpousti jednu fazi nebo skupinu fazi
s podobnymi chemickymi vlastnostmi (Ruttenberg, 1992). Dané extrakéni Cinidlo by mélo
kompletné rozpustit konkrétni fazi ve vzorku a pifi tom neovlivnit jiné pfitomné faze.
Nejreaktivnéjsi faze jsou odstranény nejdiive a sila po sobé jdoucich extrakénich Cinidel se
postupné zvysuje (Ruttenberg, 1992).

Chang & Jackson (1958) navrhli prvni frakcionaci P pro plidni vzorek a pozdéji byla
tato metoda uzplsobena pro analyzu sedimentt (Williams et al., 1967), pro které bylo dale
vyvinuto a modifikovano mnoho dalSich extrak¢nich schémat (Pardo et al., 1998). Obecné
pouzitelné metody pro popis forem P v sedimentech dosud nebyly schvéleny, protoze slozeni
sedimentll je natolik variabilni, zZe Zz4dné schéma nemize byt prohldSeno za univerzalni
(Pettersson et al., 1988).

Rlzné postupy frakcionace P se zaméiuji na rizné pozadované vysledky a odlisné
vlastnosti zpracovavaného materialu véetné prostiedi, odkud vzorek pochazi. Frakcionace P
byla dosud provadéna v riznych typech pudy (Chang & Jackson, 1958; Tiyapongpattana et
al., 2004; Zhang, 1998) a sedimentt (Williams et al., 1967; Hieltjes & Lijklema, 1980;
Psenner & Puscko, 1988; Ruttenberg, 1992, Jensen et al., 1998; Ruban et al., 1999; Pardo et
al., 2004, Fytianos & Kotzakioti, 2005). CBM je zvlastni a dosud nepouzity materidl pro
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frakcionaci P jako smé&s mnoha druhti mikroorganizmd, organickych (detrit, EPS, enzymy,
atd.) a anorganickych latek (jil, mineraly, vysrazeny CaCOs3, atd.).

Pro frakcionaci P v CBM byl upraven postup frakcionace P podle Ruttenberg (1992)
modifikovany podle Jensen et al. (1998), ktery pracuje s vapenatymi sedimenty tropickych
pobieznich vod. Hlavni mechanizmus snizovani koncentrace P v tomto prosttedi predstavuje
zachycovani rozpusténého anorganického P adsorpci na ¢astice CaCOs; (Jensen et al., 1998).
Ptedpoklada se, ze tento hlavni rezervoar P neni dostupny pro potiebu primarnich producentt
a limituje tak pfitomna spoleCenstva organizmt (Short et al., 1990). Jensen et al. (1998) ale
zjistil, ze rezervoar P v CaCO; muze slouzit jako dlouhodoby zdroj P pro motskou vegetaci,
ktera je schopna uvolnovat P vazany na uhliCitany snizenim pH prostfednictvim jejich
metabolické aktivity nebo pfimo vylu€ovanim organickych kyselin.

Materidl je postupné extrahovan 6-ti extrakénimi ¢inidly, které plsobi danou dobu za
pfedepsanych podminek. Extrakce probiha chloridem hotfe¢natym (MgCl,), dithioni¢itanem
sodnym (BD), slabym hydroxidem sodnym (0,1 M NaOH), octanem sodnym (Na-Ac),
kyselinou chlorovodikovou (HCIl) a silnym hydroxidem sodnym (I M NaOH). Podrobny

popis frakci P je uveden v pftiloze 1.

3. Cile predkladané magisterské prace

Hlavnim cilem predkladané magisterské prace je doplnit neznamé informace o P v CBM
uvedené vyse v tab. 1. Zaméfim se na zjisténi zastoupeni P v souhrnné biotické slozce a ve
slouceninach Fe, uhli¢itanech a EPS jako abiotickych slozkach narostu. Déle se pokusim
zjistit podil fidicich mechanizmti, které ovliviiuji zastoupeni P mezi slozkami CBM a jeho

presuny, které jsou také dosud neznamé. Cile této prace lze shrnout do bodu:
e Upravit metodiku frakcionace P k pouziti v CBM se zaméfenim na slabé vazany P

e Zjistit zastoupeni frakci P v biotické a abiotickych slozkach vertikalniho profilu CBM

e Zhodnotit zmény mezi dennim a no¢nim zastoupenim frakci P (vliv pH a obsahu DO)
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4. Metodika
4.1 Ovéieni analytickych metod

Analytické metody nejCastéji pouzivané v hydrobiologii byvaji optimalizované pro
vodnou matrici. Pfi frakcionaci P se pouzivaji extrakéni cinidla obsahujici vysoké
koncentrace kyselin, zasad nebo soli, které mohou rusit stanoveni, a proto musi byt jejich
vzorcich CBM bylo v8ak nutné davkovat co nejvy$$i objem vzorku. Cilem ovétovani
kalibra¢nich kiivek v jednotlivych matricich bylo najit optimélni koncentraci extrakénich
¢inidel, tedy zachovat citlivost metody a soucasné zjistit maximalni pouzitelnou koncentraci
vzorku.

Podle metodiky stanoveni P (Kopacek & Hejzlar, 1995) rusi signal kazdé sniZeni
koncentrace H' iontfi, které miize byt zpisobeno napi. KNKy s, chloridy nebo organickymi
latkami. Matrice jako MgCl, a NaOH koncentraci H' iontii ve vzorku snizovaly zatimco
matrice Na-Ac a HCI zvySovaly. Pro eliminaci téchto rusivych vlivli byl upraven ptidavek
3,2 M HCIO4 do vzorku (kterd je pfipravena z 28 ml 70 % HClIO4 a 72 ml destilované vody).
Teoreticky vypocteny pfidavek HCIO4 na eliminaci rusivych vliva (tab. 2) a doba potiebna
pro vybarveni barevného komplexu byla ovéfovana laboratornimi pokusy.

Pro sestrojeni kalibra¢nich kiivek bylo do kazdého extrakéniho Ccinidla o rdzné
koncentraci (tab. 2) pfidano vzdy takové mnozstvi standardniho roztoku P a Fe, aby jejich
vysledna koncentrace ve vzorku byla 0, 5, 10, 25, 50, 100, 200 a 400 pug I'p (0, 25, 50, 100,
250, 500, 1000 a 2000 ug 1" Fe). Ptijatelné kalibraéni kiivky by mély mit co nejvétsi sklon
s nizkymi absorbancemi blankli. VSechny kalibra¢ni kiivky jsou zobrazeny v piiloze II. Ze
ziskanych vysledkl byla urcena nejvyssi mozna koncentrace extrak¢nich ¢inidel ve vzorku,

ktera nerusi signal pfi stanoveni P a Fe.

Tab. 2: Koncentrace extrakénich Cinidel pouzitych na sestrojeni kalibracnich kfivek a pfidany objem
3,2 M HCIO4 do 5 ml méfenych vzork(

MgCl, HCIO, BD HCIO, Na-Ac HCIO, HCI HCIO, NaOH HCIO,
mol I’ ml mol I’ ml mol I ml mol I ml mol I ml

0.1 0.375 0.005 0.25 0.05 0.56 0.005 0.25 0.0005 0.5
0.2 0.43 0.01 0.25 0.1 0.62 0.01 0.54 0.001 0.55
0.5 0.875 0.05 0.25 0.5 1.1 0.05 0.68 0.01 0.68
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4.2 Zavedeni metody frakcionace P v biomase mikroorganizmi

V celém postupu frakcionace P byla nejista interpertace vysledkd pouze u prvni frakce
extrahované pomoci MgCl,, ktery by mél uvolnit P z EPS a P sorbovany na rizné povrchy,
ale nemél by narusit bunééné stény a rozpustit P z bunéné biomasy. Na 4 vypéstovanych
¢istych kulturdch mikroorganizmii byla testovana optimalni koncentrace MgCl, a moznost
ptidavku vapniku (+Ca) o koncentraci 0,01 moll”, ktery by mél stabilizovat bun&&né

membrany (Grattan and Grieve, 1999).44

4.2.1 Péstovani pokusnych kultur

Pro pocatecni zjist'ovani nejistot v metod¢ frakcionace P v biomase mikroorganizmi
byla péstovana kultura zelené tasy (Chlorella) a pro ovérovani metodiky dalsi 4 kultury
mikroorganizmi: bakterie (Rhodocista), zelena tasa (Monoraphidium), sinice bez slizového
obalu (Cuspidothrix) a sinice tvorici slizovy obal (Chroococcus). Operace provedené pri

péstovani kultur jsou chronologicky setazené v bloku 1.

Blok 1: Postup pfi péstovani kultur mikroorganizm:

e priprava sterilniho zivného média: pro bakterii ,102% pro fasu ,Z“ a pro sinice ,BG11“ (jejich slozeni je
uvedeno v pfiloze lIl.)

e naockovani 5 ml Cisté kultury Rhodocista a po 2 ml inokula Chroococcus, Cuspidothrix a Monoraphidium

e rGst kultur v 5 | média pfiblizné 6 meésicl, kultivaéni nadoby uzavieny vatovou zatkou sniZujici moznost
kontaminace ze vzduchu, pomalé michani pro zachovani homogenity rozmisténi Zivin a bunék, bakterie
Rhodocista péstovana anaerobné (kultivaéni nadoba uzaviena plastovou zatkou)

e vintervalu asi 2 mésicl vyména starych médii za nové pfipravena média (po usazeni bunék
mikroorganizmu byla stara média odlita)

e  Zjidt&ni obsahu nerozpusté&nych latek (NL) a jejich ztraty Zihanim (ZZ), centrifugace (1100 g / 20 min),
promyti destilovanou vodou, zahusténi

e pfeneseni biomasy mikroorganizmu do rastovych médii pfipravenych bez P

e rGst 7 dni ve 2 I média bez P pfi umélém osvétleni a provzdusnovani pomoci sklenéné trubi¢ky vedené
vatovou zatkou pro snizeni limitace CO; a spotfebovani zbylého P z média a povrchu bunék

o Zjisténi NL a Z7, zméteni pH, centrifugace, zahusténi, 4x promyti kultur nové pfipravenym médiem bez
obsahu P, rozmichani v 0,5 | médii

e frakcionace P: do centrifugacnich zkumavek preveden takovy objem biomasy, aby byl pomér NL ve
zkumavce (mg) a objem extrakéniho Cinidla pfi frakcionaci (ml) vzdy pfiblizné stejny (1,9)

e lyofilizace zbylé biomasy pro zjisténi celkovych obsah(i nékterych prvkl ve vzorku

Ze zjisténych dat o obsahu P v médiu pted a po kultivaci mikroorganizmii a z obsahti

NL a ZZ byla vypodtena stechiometrie riistu kultur, pfibyvani biomasy a spotieba P.
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4.2.2 Promyvani biomasy kultur

Ristova média obsahovala pomémé velké mnozstvi P (v médiu ,,Z¢ 1,6 mgl' P,
v,.BG11“ 13 mgl" P av,102“ dokonce 17,1 mg 1" P) (viz ptiloha IIL.), a proto bylo nutné
pred samotnou frakcionaci P odstranit P pochazejici zmédia, povrchu bunck
a mezibunécného prostoru pomoci opakovaného promyvani biomasy mikroorganizmi. Na
kultute Chlorella bylo testovano promyvani biomasy destilovanou vodou a nov¢ pfipravenym
rastovym médiem bez obsahu P. Po kazdém promyti kultury byl vzorek zcentrifugovan a po
prefiltrovani supernatantu ptes sklenény filtr se schopnosti zachytit ¢astice > 0,4 pm (MN GF-
5, Machrey-Nagel) v ném byl zjistovan obsah P. Podle vysledkl byl stanoven potiebny pocet

proplachovani, po kterém se uz obsah P vice nesniZoval.

4.2.3 Vybér koncentrace MgCl, a pfidavek Ca

V kazdé kultufe byla provedena castecna frakcionace P pomoci prvnich tfech
extrak¢nich ¢inidel (MgCl,, BD a NaOH) se ¢tyimi riznymi variantami prvni frakce (tab. 3),
pficemz kazda tato varianta byla méfena ve tfech opakovanich. Biomasa mikroorganizmu
byla vzdy rozmichdna ve 20 ml extrak¢éniho Cinidla, které pasobilo po stanovenou dobu na
ttepacce. Po uplynuti doby ptisobeni byl obsah zkumavek zcentrifugovan (1100 g / 20 min)
a supernatant byl odlit do pfipravenych kadinek. S extrahovanym materidlem bylo znovu
promichdno 20 ml extrakéniho cinidla kvili uvolnéni zpétné¢ adsorbovanych latek. Po
centrifugaci (1100 g / 20 min) byl druhy supernatant pfiddn do kadinky k pfislusnému
supernatantu z hlavni extrakce. Po prefiltrovani roztok pfes sklenény filtr se schopnosti
zadrzet Castice > 0,4 um (MN GF-5, Machrey-Nagel) byly vzorky uchovavany v lednici na
chemickd stanoveni (RRP, VRP). Ziskand data byla statisticky vyhodnocena pomoci
jednocestné ANOVy a Tukeyho testu s pouzitim programu Statistica 8.

Zbyly material ve zkumavce byl rozpustén v 0,2 M HCIO, (piipravené z 14 ml 70 %
HClO4 a 986 ml dest. vody) a po mineralizaci v ném byl stanoven obsah zbylého P
nerozpusténého v prvnich 3 krocich frakcionace P. Zbytek biomasy pokusnych kultur, kteréd
nebyla pouzita na frakcionaci P byla lyofilizovana a pouZita na zjisténi celkového obsahu P.
Soucet mnozstvi P extrahovaného pomoci MgCl,, BD a NaOH spolu s obsahem P ve zbylém
materidlu v centrifugacni zkumavce po frakcionaci P by mél odpovidat celkovému obsahu P

v biomase kultur po jeji lyofilizaci.
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Tab. 3: Rozpis 4 variant postupu pfi Casteéné frakcionaci P v biomase pokusnych kultur
mikroorganizmu. Mnozstvi P extrahovaného v prvnich 3 krocich frakcionace P spolu se zbylym P ve

zkumavce bylo porovnavano s celkovym obsahem P v lyofilizované biomase mikroorganizmu.

krok extrakce varianta 1 varianta 2 varianta 3 varianta 4

| 1M MgCl, 0.1M MgCl, 1M MgCl,+Ca 0.1M MgCl,+Ca
1] 0.1M BD

1] 0.1M NaOH

po extrakci: zbytek ve zkumavce

celkovy obsah P lyofilizovana biomasa

4.2 .4 Kinetika frakcionace P

Pro zjisténi optimalni doby pisobeni extrakcnich ¢inidel byla provedena kinetika

frakcionace P na pokusné kultufe Chlorella. Zjistovala se zavislost mnozstvi extrahovaného P
na dobé plsobeni u prvnich tfech extrakénich ¢inidel (MgCl,, BD a NaOH), ktera byla
testovana zvlast’ v ¢asech: 0; 0,5; 1; 1,5;2; 4; 6; 8; 12 a 24 h.

4.3 Odbér a zpracovani vzorki CBM

4.3.1 Popis lokality

Lokalita, kde byly odebirany vzorky CBM, se nachazi ve stfedni Americe, v severni
casti statu Belize. Studovanou ¢ast poloostrova Yukatan tvoii 2 — 3 km silnd vyzdvizena
oceanska deska slozena z vapence, dolomitu, anhydridu a sadrovce z doby druhohor (obdobi
ktida) a tfetihor (Weidie, 1985). Podzemni vody jsou téméf nasyceny uhliitany a sirany z
rozpousténych hornin v podlozi (Rejmankova et al., 2004). Hydrologie tizemi je fizena hlavné
mnozstvim srazek a evapotranspiraci (Sirova et al., 2006).

Oblast lezi v tropickém podnebném pasu a klima je ovlivnéno severovychodnimi
pasaty. Teplota vzduchu je pomérné stald v dennim i sezénnim méfitku, rozsah ro¢niho
minima a maxima je 22,8° — 30,2°C (Belize Department of Meterology, nepublikovana data).
Rok se rozdéluje na obdobi destt (kvéten — listopad) a sucha (prosinec — duben) a ro¢ni thrn
srazek se pohybuje v rozsahu 1300 - 1500 mm se znacnou variabillitou mezi jednotlivymi
roky (King et al., 1992).

Mezi hlavni priméarni producenty v téchto ekosystémech patfi emerzni makrofyta
(Eleocharis cellulosa, E. interstincta, Cladium jamaicense a Typha domingensis) a druhové

bohata spolecenstva mikrofyt, ve kterych vétSinou dominuji sinice (Rejmankova et al., 1996).
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Do prvni poloviny 19. stoleti bylo zeméd¢lstvi v Belize témét bezvyznamné (King et
al., 1992). Cukrova titina zacala byt péstovana az v 50. letech 19. stoleti, ale nejvétsi rozmach
zaznamenala v poslednich 30-ti letech a jeji vyznam se stdle zvySuje (Rejmankova et al.,
2004). Odtok hnojiv z poli cukrové titiny a dalSich plodin jakoz i zvySujici se hustota
obyvatel pfispiva k eutrofizaci vod. S rychlym rozvojem hospodafstvi je nutné soucasné
zavést patficny management ochrany ohrozeného nebo uz poskozeného tzemi pro zachovani
cennych ekosystémi (Rejmankova et al., 2004).

Ve dnech 19. —20.1.2007 od 17:40 do 5:40 v intervalu 2 h byly v misté odbéru vzorka
méteny hodnoty pH a koncentrace DO pomoci motorizovaného mikromanipulatoru, v kroku
I mm, se zbéracem dat. Pro meéfeni kysliku byla pouzita mikrosonda Klarkova typu

o pruméru $picky 0,5 mm, stejny rozmér méla 1 pH elektroda (obé fa Unisense, Dansko).

4.3.2 Zpracovani vzorkl po odbéru

,»Denni“ (17:00) a ,,no¢ni* (6:00) vzorky byly odebrany ve dnech 19. a 20.1.2007
pomoci plexisklové trubice, prumér kazdého koru byl 7 cm a vyska ptiblizné 6 cm. Vzorky
nebyly zdmérné odebirdny uprostied dne a uprostfed noci, ale na jejich konci, protoze procesy
typick¢ pro danou cast dne probihaly dlouhou dobu az do odbéru a dané zmény
a pozorovatelné charakteristiky prosttedi se mohly plné¢ vyvinout. Vzorky byly
vyfotografovany, zmrazeny a do zpracovani byly uchovéavany pfi teploté -18°C.

Ve zmraZeném stavu byl valec CBM nakrajen noZem na 12 vrstev o §ifce 4 mm. Podle
barvy a pravdépodobné tedy i pfitomnosti urcitych skupin mikroorganizmt bylo 12 vrstev
CBM pracovné oznaceno: 1.-3. vrstva = ,zluta“, 4. = ,prechodna®, 5.-7. = ,,zelenad”, 8.-9. =
»prechodnd™ a 10.-12. = ,cCervena®“ vrstva. Kazdd z 12-ti vrstev byla pfevedena do
centrifugacni zkumavky, kde byl po rozmrznuti obsah jemné homogenizovan sklenénou
ty¢inkou a malé mnozstvi materidlu bylo pouZito na zjisténi obsahu NL a ZZ. Déle byla
centrigufaci ( 1100 g / 20 min) oddélena poérova voda a zbyly pelet byl pouzit na frakcionaci P
a na zjisténi obsahu NL a ZZ. Zbytek peletu byl poté lyofilizovan pro zméfeni celkovych
obsahti vybranych prvki.

4.4 Vybrané schéma frakcionace P a jeho modifikace

Pro frakcionaci P v CBM byl upraven postup frakcionace P podle Ruttenberg (1992)
modifikovany podle Jensen et al. (1998). Zmény se tykaly V. kroku, kdy byla prodlouZena
doba putsobeni 0,5 M HCI na 18 h a VI. kroku, kdy byl rezidudlni organicky P rozkladan
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nejméné 20 h v1 M NaOH pfii teplot¢ 85°C misto plisobeni vysokych teplot v peci a
vyluhovéani v 1 M HCI (tab. 4).

Tab. 4: Postupy frakcionace P podle Ruttenberg (1992), Jensen et al. (1998) a modifikovany postup
pouzity vtéto praci. V jednotlivych krocich extrakce se liSi zplsob extrakce (je zobrazen nazev

pouzitého extrakéniho Cinidla, jeho koncentrace, doba plUsobeni, pH a teplota).

Ruttenberg (1992) Jensen et al. (1998) nas postup
c Cas pH t c Cas pH t c Gas pH t
moll” h °C moll” h °C moll” h °C
MgCl, 1 2 8 25 MgCl, 1 1 8 25 MgCl, 1 1 8 25
CBD 0.3 8 7.6 25 BD 0.1 1 7.2 25 BD 0.1 1 7.2 25
1 NaOH 0.1 18 25 NaOH 0.1 18 25
IV | Na-Ac 1 6 4 25 Na-Ac 1 3 4 25 Na-Ac 1 3 4 25
HCI 1 16 25 HCI 0.5 1 25 HCI 0.5 18 25
550°C, 105°C,
VI | HCI 1 16 25 520°C, HCI 1 0.17 var NaOH 1 20 85

Kompletni frakcionace vzorki CBM byla provedena 23.8.2008 (,,denni“ vzorek) a
17.9.2008 (,,no¢ni* vzorek). K extrahovanému materialu (o piesné navazce okolo 0,1 mg dw.)
bylo vzdy pifiddno 20 ml extrakéniho ¢inidla a po stanovenou dobu byly cetrifugacni
zkumavky michény na tfepacce (nebo v termostatu v ptipadé piisobeni 1 M NaOH o teploté
85°C). Po uplynuti doby pisobeni byl obsah zkumavek zcentrifugovan (1100 g / 20 min) a
supernatant byl odlit do pfipravenych kéadinek. S extrahovanym materidlem bylo znovu
promichdno 20 ml extrakéniho cinidla kvili uvolnéni zpétné¢ adsorbovanych latek. Po
centrifugaci (1100 g / 20 min) byl druhy supernatant pfidan do kéadinky k pfisluSnému
supernatantu z hlavni extrakce. Po prefiltrovani roztok pifes sklenény filtr se schopnosti
zadrzet Castice > 0,4 um (MN GF-5, Machrey-Nagel) byly vzorky uchovavany v lednici na
chemicka stanoveni (RRP, VRP, VRFe, VRCa).

Ze suspense ziskané v 1. kroku frakcionace P byl analyzovan také obsah EPS
modifikovanou metodou podle Klock et al. (2007). Vzorek byl ihned analyzovan pro
vylou¢eni mozného zpracovavani latek ve vzorku pfitomnymi bakteriemi. Protoze byva EPS
v CBM zastoupeno hlavné riznymi sacharidy, bylo na obsah EPS v jednotlivych vrstvach
»denniho* a ,,nocniho* vzorku usuzovano podle obsahu cukrti zjisténého jejich souhrnnym
stanovenim fenol-sirovou kolorimetrickou metodou podle Dubois et al. (1956). Absorbance
vzorkli byla méfena pfi 480 nm pii pouziti standardu glukdzy, vysledné obsahy vSech

sacharidu jsou tedy udavany v ekvivalentech glukdzy.
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4.5 Chemické analyzy

Vzorky byly analyzovany v laboratoti BC AVCR, HBU. Metody stanoveni

jednotlivych parametrti jsou uvedeny v tab. 5.

Obsah NRP byl vypocten jako rozdil obsahu VRP a RRP.

Tab. 5: Vycet pouzitych analytickych metod pro stanoveni obsahu vybranych parametri ve vzorcich

CBM.

analyzovana sloZka zkratka metoda citace

nerozpusténé latky NL su8eni pfi 105 °C Horédkova et al., 1986
ztrata zihanim z7 zihani pfi 550 °C Horakova et al., 1986
rozpustény reaktivni P RRP filtrace 0,4 um Murphy & Riley, 1962
veskery rozpustény P VRP mineralizace HCIO, Kopacek & Hejzlar, 1995
veskeré rozpusténé Zelezo VRFe mineralizace HCIO, Hejzlar & Kopacek, 1998

22



5. Vysledky

5.1 Ovéfeni analytickych metod

Z dtvodu rusivého vlivu extrakénich ¢inidel na stanoveni P a Fe bylo nutné vzorek co
nejvice fedit, ale kvtli nizkému obsahu métenych analyti v CBM bylo naopak nutné méfit
vzorek co nejvice koncentrovany. Optimalni koncentrace méfenych vzorkli byly ovéfovany
kalibra¢nimi kiivkami pro vSechna extrakéni €inidla (viz ptiloha IL.).

Nejvétsi koncentrace H' iontli v méfenych vzorcich v této praci byla 2 mol I
(u vzorkli v matrici IM MgCl,) a také zde byla zjiSténa potieba delsi doby ptlisobeni ¢inidla
pro vyvinuti barevnych komplexi (alespont 30 min).

Nejvyssi mozné koncentrace extrakénich ¢inidel ve vzorku, pro které byly sestrojeny
ptijatelné kalibracni kiivky pro stanoveni RRP, VRP a VRFe byly: 0,2 M MgCl,; 0,05 M BD;
0,1 M Na-Ac; 0,01 M HCl a 0,01 M NaOH.

5.2 Zavedeni metody frakcionace P v biomase mikroorganizmu

5.2.1 Stechiometrie ristu kultur

Tab. 6. zobrazuje stechiometrii rastu pokusnych kultur mikroorganizmi. Po Sesti
mesicich kultivace v ristovém médiu s P (ty) byla biomasa péstovanych kultur Chroococcus,
Cuspidothrix, Monoraphidium a Rhodocista ptevedena do nového média bez P, kde rostly
dal§ich 7 dni (t;). NarGst obsahu NL (t;-tg) teoreticky odpovida ptfibyvani biomasy
mikroorganizmd, z ¢ehoz Ize usoudit, ze vSechny kultury mikroorganizmii byly ve fazi ristu,
nutné pro laboratorni pokusy. Ubytek obsahu P v médiu by mél teoreticky odpovidat obsahu P

v susin€ narostlé biomasy.

Tab. 6: Kultivace 4 kultur mikroorganizmu: zvySeni obsahu NL v médiu a ubytek P po sedmi dnech
ristu v médiu bez pfidavku P, obsah P v NL po 7 dnech rlstu a teoreticka potfeba P (vypoctena jako

soucin narlstu NL a obsahu P v kazdém g susiny).

NL P v médiu P v NL potfeba P

(mg) (mg) (mg g™ (mg)

to tz narust to tz Ubytek tz teoreticky
Chroococcus 720 846 126 23 1.3 1 14 1.7
Cuspidothrix 360 414 54 2.3 0.4 1.9 4 0.2
Monoraphidium 553 629 77 27 1.1 1.6 22 1.7
Rhodocista 3008 4832 1824 27 34 -7.1 8 15
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5.2.2 Promyvani biomasy mikroorganizmu

Bylo zjisténo, Ze pro spravnost vysledka je nutné pred samotnou extrakci promyvat
biomasu mikroorganizmi, aby dosSlo k odstranéni P obsazen¢ho v rastovém médiu, P
z povrchu bunék a mezibunécného prostoru. Nejdiive bylo testovano promyvani biomasy
mikroorganizmi destilovanou vodou. Pied extrakci byla kultura Chlorella 5x promyta
destilovanou vodou a ve slitych roztocich bylo zméteno RRP, VRP a VP (obr. 1). Obsah P
v roztocich po promyvani biomasy kultur se postupné snizoval a po 4. proplachnuti uz obsah
vSech forem P vice neklesal.V roztoku z prvniho promyvani tvofil RRP téméf 100 % VRP
i VP a s poctem myti se jeho podil snizoval.

Pti promyvani kultury Chlorella Cistym médiem bez P byly obsahy forem P v mycich
roztocich vice nez o fad nizsi nez pii promyvani destilovanou vodou (obr. 4). V suspensi po 3.
myti byl stanoven témé&f stejny obsah P jako ve 4. myti, ale s ohledem na moznou variabilitu
mezi kulturami mikroorganizmt bylo pfijato Ctyfndsobné proplachnuti kultury vlastnim
médiem bez P jako nezbytné pro odstranéni P pochézejiciho z ristového média, povrchu

buné¢k a mezibunécného prostoru.

300- 704 M

=== RRP

=3 NRP
== VRP

1
prani dest. vodou prani médiem bez P

Obr. 1: Koncentrace rGznych forem P v roztocich slitych po promyvani biomasy kultury Chlorella.
V prvnim grafu je znazornéno 5-krat opakované promyvani kultury destilovanou vodou. Ve druhém
grafu je 4-nasobné promyvani kultury médiem bez P, kde 0 na ose x oznacuje obsah P v odlitém

ristovém médiu po 1. centrifugaci pfed 1. pranim.

5.2.3 Kinetika frakcionace

Pti extrakci P z biomasy mikroorganizmi se s dobou piisobeni zvySovala extrahovana
koncentrace RRP i VRP (Obr. 2).

Pti extrakci pomoci 1 M MgCl, se s dobou puisobeni koncentrace extrahovaného RRP
pomalu zvySovala (ze 7 na 10 mg g™), po 6-ti hodinach nastal nahly vzriist na 21 mg g a dale

uz se piili§ extrahované mnozstvi RRP nezvySovalo. Extrakéni ¢inidlo BD extrahovalo
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zpotatku ménd P nez MgCl, (3 — 8 mg g™), narist byl velmi pozvolny aZ k velkému zvy3eni
koncentrace extrahovaného P po 24 hna 51 mg g”'. Koncentrace RRP extrahovaného pomoci
NaOH se exponencialné zvySovala do ¢asu 8 h (od 2 do 47 mg g™) a dale uz se koncentrace
RRP zvysila pouze nepatrné (na 51 mg g™).

Mnozstvi extrahovaného VRP mélo v Case vyraznéjsi prubéh nez RRP. Obsah VRP
extrahovaného pomoci MgCl, se v &ase stale zvySoval (z 24 na 108 mg g™') a v &ase 24 h jeho
mnozstvi nahle pokleslo na 65 mg g'. Koncentrace VRP extrahovand &inidlem BD méla
v ¢ase podobny pribéh jako RRP, ale podil RRP na VRP se s ptibyvajicim Casem snizoval.
Obsah VRP extrahovaného pomoci NaOH prudce nartistal az do 8 h (ze 3 na 220 mg g™)
adale uz se zvySoval pouze nepatrné. Primérny podil RRP na VRP se v jednotlivych

extrak¢nich ¢inidlech lisil (23 % v MgCl,, 84 % v BD a 31 % v NaOH).

2A 2B 2C

125+ 100 3001

RRP RRP RRP
—+—VRP 2504

1004 804 _, VRP —+—VRP
—~ 2004

> 75 60
E 50 40 0
o 100-
251‘%//*’_‘ 201 50
C T T T T T T C T T T T T T C T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24

Obr. 2: Koncentrace extrahovaného VRP a RRP pomoci 1 M MgCl, (3A), 0,1 M BD (3B) a 0,1 M

NaOH (3C) z kultury Chlorella pfi rizné dobé pUsobeni extrakénich Cinidel.

5.2.4 Frakcionace P v pokusnych kulturach

Byly zjistény rozdily v extrahované koncentraci P pii extrakci pomoci ¢inidla MgCl,
o koncentraci 0,1 mol 1" a 1 mol I s pfidavkem a bez ptidavku Ca (piiloha IV.). MnoZstvi
extrahovaného P zbiomasy 4 pokusnych kultur vzdy pfiblizné odpovidalo srovnéni:
1 M MgCl, > 1 M MgCl,+Ca > 0,1 M MgCl,> 0,1 M MgCl,+Ca.

U vétsiny kultur byl prikazné vyssi obsah VRP i RRP extrahovaného v prvnim kroku
extrakce pomoci 1 M MgCl, nez 0,1 M MgCl, a 1 M MgCl,+Ca nez 0,1 M MgCl,+Ca
(tab. 7). Z toho vyplyva, ze 0,1 M MgCl, extrahoval vzdy méné P nez 1 M MgCl, a extrakce
P timto ¢inidlem by tedy byla podhodnocena.

Mnozstvi RRP i VRP extrahovaného pomoci ¢inidla BD bylo ve vétSin€ ptipada
prukazné vyssi u variant 0,1 M MgCl, nez 1 M MgCl, s/bez pridavku Ca (tab. 7). Z téchto

vysledkl Ize usoudit, Ze rozdily v mnozstvi extrahovaného P v 1. kroku frakcionace byly
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ptiblizné vyrovnany v 2. kroku pii extrakci pomoci ¢inidla BD. Je tedy mozné ptedpokladat,
ze P, ktery byl k bunce poutan tak siln€, ze nemohl byt rozpustén slabym 0,1 M MgCl,, byl
uvolnén az pomoci dal§iho extrakéniho ¢inidla BD. Na mnozstvi P extrahovaného ve tfetim
kroku extrakce (pomoci NaOH) ani na celkové mnozstvi extrahovaného P ve vétsing ptipada
neméla koncentrace MgCl, prikazny vliv (tab. 7).

Pomoci variant v 1. kroku extrakce s pfidavkem Ca bylo extrahovdno ve vétSing
piipadi prikazné méné¢ RRP i VRP nez pomoci variant bez Ca (tab. 7). Tento vysledek
nevyvraci teorii stabilizace bunéénych membran ptidavkem Ca. Podle nizkého podilu formy
NRP na VRP ve vSech variantich MgCl, pravdépodobné extrahovany P nepochazel
z bunécné biomasy, varianty bez Ca ziejmé pouze ucinnéji desorbovaly P z povrchu bun¢k.
Pridavek Ca tedy pravdépodobné stabilizoval n€které vnéjsi struktury bunék a chranil je proti
rozpusténi MgCl,. Na extrakci P v dalSich krocich a celkové mnozstvi extrahovaného P

pridavek Ca vétSinou nemél prikazny vliv.

Tab. 7: Vysledky statistickych testl nulovych hypotéz: ,extrahované mnozstvi P se neliSi pfi pouziti
razné koncentrace MgCl,* a ,extrahované mnozstvi P se neliSi ve variantach s pfidavkem a bez
pridavku Ca". Hvézdi¢ky oznacuji hladinu vyznamnosti, na které byla nulova hypotéza zamitnuta pfi
analyze variance a pouziti Tukeyho testu (*** a << 0,01; ** a =0,01; * a = 0,05), v tab. 6A je obsah
extrahovaného RRP a v tab. 6B obsah VRP.

7A
1. frakce BD NaOH MgCl,+BD MgCl,+BD+NaOH
Chroococcus
koncentrace  MgCl, 1M > 0.1M*** 0.1M > 1M*** 0.1M > 1M*** nelisi se 0.1M > 1M***
MgCl,+Ca 1M > 0.1M*** nelisi se nelisi se 1M > 0.1M*** nelisi se
pfidavek Ca 1M MgCl, -Ca>+Ca*™* nelisi se nelisi se nelisi se nelisi se
0.1M MgCl, -Ca>+Ca** -Ca>+Ca*™ nelisi se -Ca>+Ca*** -Ca >+ Ca***
Cuspidothrix
koncentrace  MgCl, 1M > 0.1M*** 0.1M > 1M*** nelisi se nelisi se 0.1M > 1M*
MgCl,+Ca nelisi se 0.1M > 1M* 0.1M > 1M* 0.1M > 1M*** 0.1M > 1M***
pfidavek Ca 1M MgCl, -Ca>+Ca** +Ca>-Ca* nelisi se nelisi se nelisi se
0.1M MgCl,  nelisi se neliSi se nelisi se + Ca>-Ca* + Ca>-Ca*
Monoraphidium
koncentrace  MgCl, 1M > 0.1M*** 0.1M > 1M*** nelisi se nelisi se nelisi se
MgCl,+Ca 1M > 0. 1M*** 0.1M > 1M* nelisi se nelisi se nelisi se
pfidavek Ca 1M MgCl, nelisi se nelidi se nelidi se nelidi se nelidi se
0.1M MgCl, -Ca>+Ca* nelisi se nelisi se nelisi se nelisi se
Rhodocista
koncentrace  MgCl, 1M > 0. 1M*** nelisi se 0.1M > 1M*** 1M > 0. 1M*** 1M > 0.1M*
MgCl,+Ca 1M > 0.1M*** nelisi se 0.1M > 1M*** 1M > 0.1M*** 1M > 0.1M***
pridavek Ca 1M MgCl, nelisi se nelisi se nelisi se nelisi se nelisi se
0.1M MgCl,  neliSi se nelisi se nelisi se neliSi se nelisi se
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7B

1. frakce BD NaOH MgCl,+BD MgCl,+BD+NaOH
Chroococcus
koncentrace MgCl, 1M > 0.1M*** 0.1M > 1M* nelisi se 1M > 0.1M*** nelisi se
MgCl,+Ca 1M > 0.1M*** nelisi se nelisi se 1M > 0.1M*** nelisi se
pridavek Ca 1M MgCl, -Ca>+Ca*™* nelisi se nelisi se -Ca>+Ca*™* nelisi se
0.1M MgCl,  -Ca >+ Ca*** nelisi se nelisi se -Ca>+Ca*™ -Ca>+Ca*
Cuspidothrix
koncentrace MgCl, 1M > 0.1M*** nelisi se 0.1M > 1TM*** 1M > 0.1M** nelisi se
MgCl,+Ca nelisi se 0.1M > 1M* nelisi se nelisi se nelisi se
pfidavek Ca 1M MgCl, -Ca>+Ca*™* -Ca>+Ca*™* +Ca>-Ca*™* -Ca>+Ca*™* -Ca>+Ca*
0.1M MgCl, -Ca>+ Ca*™** +Ca>-Ca*™* -Ca>+Ca* neliSi se nelisi se
Monoraphidium
koncentrace MgCl, 1M > 0.1M*** 0.1M > 1TM*** nelisi se nelisi se nelisi se
MgCl,+Ca 1M > 0.1M*** nelisi se nelisi se nelisi se nelisi se
pridavek Ca 1M MgCl, nelisi se neliSi se neliSi se nelisi se nelisi se
0.1M MgCl,  -Ca>+ Ca*** neliSi se nelisi se nelisi se neliSi se
Rhodocista
koncentrace MgCl, 1M > 0.1M*** nelisi se 0.1M > 1M* 1M > 0.1M* nelisi se
MgCl,+Ca 1M > 0.1M*** nelisi se 0.1M > 1M*** 1M > 0.1M*** nelisi se
pridavek Ca 1M MgCl, nelisi se neliSi se neliSi se nelisi se nelisi se
0.1M MgCl,  neliSi se nelidi se nelidi se nelidi se nelidi se

5.3 Souhrnné charakteristiky sinicovych narostt

5.3.1 Koncentrace DO, pH a teplota

Vertikdlni profily koncentrace DO a pH ve studovaném CBM béhem dne jsou
znazornény na obr. 3.

Zbytkovy obsah koncentrace DO se béhem dne ménil pouze ve ,,zluté*“ a Castecné
1v ,zelené vrstvé (obr. 4). V 17:40 bylo na povrchu CBM (hloubka 0 mm) asi 15 mg 1" DO,
dale se s pfibyvajici hloubkou jeho obsah snizoval az k nule (pfiblizné v hloubce 24 mm).
S ubyvajicim svétlem a snizujici se intenzitou fotosyntézy obsah DO postupné klesal i ve
svrchnich vrstvach. O pilnoci bylo na povrchu jen 7 mg I, ve 3:40 asi 5 mg 1" a v 5:40 uz
byl cely profil CBM témé&f anoxicky.

Hodnota pH se béhem dne ofekavan¢ meénila podle intenzity probihajicich procesu,
predevsim fotosyntézy, ve ,,zluté” a ,,zelené* vrstvé (obr. 4). V 17:40 bylo na povrchu CBM
pH 9 a s piibyvajici hloubkou se snizovalo az na pH 7,5 (ptfiblizné¢ v hloubce 24 mm), déle uz
klesalo jen velmi mirn¢ na hodnotu 7 v hloubce 70 mm. Po setméni byla pteruSena
fotosyntéza a pH rychle pokleslo i ve svrchnich vrstvach pfiblizné na hodnotu 8. Réno bylo
pH v celém profilu piiblizné 7 - 7,5.

V pribéhu dne se teploty vody nad narostem pohybovaly v rozmezi 25 — 26 °C.
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Obr. 3: Koncentrace DO a pH ve Obr. 4: PFiény fez odebranym CBM
vertikalnim profilu CBM. Barevné a schématické znazornéni jeho rozdéleni na 12
odlisené kfivky znazorfiuji Casy méfeni vrstev zafazenych do 3 ¢asti podle barev.

béhem dne a noci.

5.3.2 Obsah NL, ZZ a celkové obsahy vybranych prvki

U obou vzorki CBM se procentualni obsah NL s hloubkou zvySoval (obr. 5). Ve
HZluté® a ,,zelené* vrstvé (hloubka 0 — 28 mm) byl obsah NL v ,,dennim* a ,,no¢nim* vzorku
stejny (pohyboval se kolem 1,5 %). V ,.Cervené vrstvé obou vzorku byl obsah NL vyssi,
nejvyssi hodnota byla zjisténa v 10. vrstveé (4,4 %) a v posledni vrstvé (48 mm) se opét snizila
na 3,1 % (v ,,no¢nim*) a 3,7 % (v ,,dennim* vzorku).

Hodnota ZZ pii 550°C se v ,,dennim* i ,,noénim* vzorku pohybovala v celém profilu
mezi 30 a 40 % (obr. 5).

Celkovy obsah uhliku (TC) ve vzorcich CBM se pohyboval mezi 220 a 240 mg g, ve
svrchnich vrstvach obou vzorkti dosahoval jeho obsah maxima. Samotné uhli¢itany potom
obsahovaly 5 — 20 mg g TC, pouze v horni vrstvé ,.denniho“ vzorku byl jejich obsah vyssi
(42mgg”).
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Celkovy obsah P byl u obou vzorkd nejvyssi v 1. vrstvé (0,07 mgg” v ,,dennim*
a 0,1 mg g” v,.no&nim*“ vzorku). Ve zbylych vrstvach se v obou vzorcich obsah P pohyboval
mezi 0,04 a 0,06 mg g, ale ve vrstvach 7.-9. byl jeho obsah v ,,noénim* vzorku mirng vyssi
(obr. 5).

Celkovy obsah Fe se u ,,no¢niho* a ,,denniho* vzorku lisil vice nez obsah P. V 1.
vrstvé byl v ,,noénim* vzorku 2x vétsi obsah Fe neZ v ,,dennim* vzorku (0,84 a 0,42 mg g™),
a v dalSich vrstvach (2. — 5.) byl naopak vys$si obsah Fe v ,dennim* vzorku. V ostatnich
hlubsich vrstvach byl zase vy$§i obsah Fe v ,no¢nim“ vzorku (n€¢kdy az dvojnasobng).
Maxima dosahovalo mnozstvi Fe v 9. vrstvé (u ,,denniho* vzorku 1,66 mg g'l a u ,,no¢niho*

2,20 mg g™") (obr. 5).

NL 105°C (%) 27.550°C (%) TC(mgg™) TC v uhligitanech (mg g ")
1 2 3 4 5 25 40 55 70 200 220 240 260 25 50 75
1 1 ! 1 1 N N N N 1 1 1 1 N N N
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8] ] i ]
124 E e E
16 E E E
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Obr. 5: Procentualni obsah NL, hodnoty ZZ pfi 550°C, celkovy obsah TC, TC v uhligitanech, VFe, VPa
TN ve vertikalnim profilu ,denniho® (den) a ,no€niho“ (noc) vzorku po lyofilizaci materialu a obsah
sacharidu v ekvivalentech glukézy po extrakci EPS z jednotlivych vrstev ,denniho” (den) a ,no¢niho*
(noc) vzorku CBM.
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5.3.3 Obsah sacharidi v EPS

Obsah sacharidt v EPS se lisil v jednotlivych vrstvach ,,denniho* a ,,no¢niho* vzorku
(obr.5). V celém profilu byl zjistén vyssi obsah sacharidi v ,,dennim* vzorku s nejvétSimi
rozdily ve ,zluté“ vrstvé (kolem 5 mg g ekv.glu. v,noénim“ a 13 mg g ekv.glu.
v ,,dennim* vzorku). Ve 3. vrstvé bylo u obou vzorkli zméfeno maximum a s hloubkou

narostu se vzdy obsah sacharidl snizoval.

5.4 Frakcionace P v sinicovych nérostech

Pomoci frakcionace P v CBM byly zjistény rozdily v zastoupeni jednotlivych forem P
ve vertikdlnim profilu ,,denniho* a ,,no¢niho* vzorku. Obsah riiznych forem P extrahovanych
ze vzorkl jednotlivymi extrakénimi Cinidly: 1 M MgCly; 0,1 M BD; 0,1 M NaOH; 1 M Na-
Ac; 0,5 M HCI; a 1 M NaOHgs je zobrazen na obr. 6.

5.4.1 Obsah VRP, NRP a RRP

Ve frakcionaci P bylo celkem extrahovano 0,59 mg g VRP z ,,denniho* a 0,62 mg g™
VRP z ,noéniho* vzorku CBM. LiSilo se vSak zastoupeni jednotlivych frakci P a pribéh
jejich hodnot ve vertikadlnim profilu. V bloku 2 jsou popsany typické hodnoty zastoupeni
forem VRP, RRP a NRP ve jednotlivych frakcich a jejich rozdily mezi vrstvami v ,,dennim*
vzorku (blok 2A) a ,,no¢nim* vzorku (blok 2B). V bloku 2C jsou potom zdlraznény vzajemné
rozdily a podobnosti mezi ,,dennim* a ,,no¢nim* vzorkem. Na obr. 6 je zastoupeni forem VRP

a RRP ve frakcich vertikalnich profili obou vzork.

Blok 2: Zastoupeni P v jednotlivych frakcich ve vertikalnim profilu ,denniho® (2A) a ,no€niho® (2B)

vzorku CBM a jejich srovnani (2C).

2A: ,Denni” vzorek:

- MgCl;: - obsah extrahovaného VRP ma v 1. vrstvé jedno maximum (0,033 mg g'1), dale pokles na 0,014
mg g'1, v 6. vrstvé dal$i maximum, v hlubSich vrstvach pokles az na minimum v 9. vrstvé (0,005
mg g') a opét mirmy nartist ve spodnich vrstvach
- stejny pribéh i RRP a NRP, obsah NRP pfiblizné polovi¢ni oproti RRP

- BD: - vSechny formy P stejny prabéh jako v 1. frakci, ale hodnoty nizsi (VRP 0,002 — 0,01 mg g'1)

-NaOH: - extrahovany VRP mezi 0,007 a 0,009 mg g™, pouze v 1.vrstvé vice (0,025 mg g”')

- témér vesSkery VRP zastoupen formou NRP

- Na-Ac: - extrahovano mezi 0,01 — 0,015 mg g'1 VRP
- témér veskery VRP tvofila forma RRP

- HCI: - obsah VRP nizky (0,001 — 0,003 mg g'1), vy$Si obsah pouze v 1. a 4. vrstvé (0,009 mg g'1)
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- téméfr celé extrahované mnozstvi VRP ve formé NRP
- NaOHgs: - VRP mezi 0,015 - 0,02 mg g™, vy$si hodnota v 1.vrstvé (0,038 mg g™)
- tvofen téméf vyhradné NRP

2B: ,No¢ni*“ vzorek:

- MgCl,: - extrahovany VRP mnohem vyssi v 1. — 4.vrstvé (0,055 mg g'1 v 1. a pfiblizné 0,035 mg g'1 v2 —4.
vrstvé), v hlubSich vrstvach kolem 0,006 mg g'1
- RRP tvofil vétsinu VRP v 1. a 2. vrstvé, hloubéji zastoupeni forem RRP a NRP pfiblizné rovnocenné
- BD: - obsah VRP velmi nizky, vyssi ve 3. — 6., 11. a 12. vrstvé (kolem 0,005 mg g'1)
- VRP tvofila vyhradné forma RRP
-NaOH: - extrahovany VRP kolem 0,01 mg g, z 1.vrstvy extrahovano vice (0,024 mg g™)
- témér veskery VRP zastoupen formou NRP
- Na-Ac: -témér zadny VRP z 1. a 2. vrstvy, v ostatnich vrstvach kolem 0,018 mg g'1, ve spodnich mirny pokles
- ve vSech vrstvach tvorila vice nez % VRP forma RRP
- HCI: - obsah VRP nizky, patrny pouze ve vrstvach 8.-11. (kolem 0,003 mg g'1)
- vétSi ¢ast VRP zastupovala forma NRP
- NaOHgs: - extrahovany VRP vy3si ve vrstvach 2., 5. a 6. (kolem 0,01 mg g™'), v ostatnich 0,001 - 0,006 mg g™

2C: Srovnani obsahu P v ,dennim“ a ,noénim"“ vzorku

- v ,dennim* vzorku obecné vyssi podil NRP na celkovém obsahu VRP
- MgCl;. - ,denni“ vzorek: maximum VRP v 6. vrstvé
- ,noéni“ vzorek: maximum v 1. — 4. vrstvé
- BD: - NRP i RRP mnohem vys§i v ,no¢nim“ vzorku
-NaOH: - NRP podobny pribéh i velikost
- obsah RRP v ,no¢nim“ vzorku vétsSi ve v8ech vrstvach
- Na-Ac: - RRP i NRP podobny prabéh i velikost, ale v ,noénim* vzorku nezjitén v 1. vrstvé
- HCI: - RRP zanedbatelny ve v8ech vrstvach ,denniho” i ,no€niho® vzorku
- obsah NRP také nizky: v ,no€nim* vzorku maximum v 8.vrstvé, v ,dennim“ maxima v 1. a 4. vrstvé
- NaOHgs: - RRP extrahovany v ,dennim® vzorku velmi nizky s maximem v 10. vrstvé, v ,noénim“ hodnoty RRP
vys§i v celém profilu kromé 3.-6. vrstvy
- NRP vyssi v ,dennim“ vzorku, v ,no¢nim“ se mu hodnoty blizi pouze v maximech v 2. a 6. vrstvé

zatimco ,denni“ maxima jsou jesté vétsi
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vrstva narostu

vrstva narostu

Obr. 6: Zastoupeni frakci VRP a RRP ve vertikalnim profilu ,denniho® a ,no¢niho* vzorku CBM.
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6. Diskuze

6.1 Ovéfeni analytickych metod
Pardo et al. (1998) wuvadi, ze spektrofotometrick¢é stanoveni P metodou

molybdenanové modie rusi EDTA, Na,S,04 a K,S,;05 a pro snizeni interferenc¢nich vlivi je
nutné pouzivat nizké koncentrace vzorka v téchto matricich. Podle metodiky stanoveni P
(Kopacek & Hejzlar, 1995) rusi signal kazdé snizeni koncentrace H' iontii. Po vypo&teni
ibytku H" iontél v matricich MgCl,, BD a NaOH byl stanoven potiebny piidavek 3,2 M
HCIO, nutny na vyrovnani koncentrace H' ionti ve vzorcich. Typ a koncentrace ptidané
kyseliny hraje dilezitou roli pro vyvinuti a stabilitu barevnych komplexti a pfi pouziti
kyseliny chloristé by méla byt koncentrace H' iontd nizsi nez 0,6 mol I" (Pardo et al., 1998).

Podafilo se najit optiméalni podminky, které zahrnovaly pifidavek HCIO4, dobu
dobarvovani a stability barevnych komplexti (Kopacek & Hejzlar, 1993).

6.2 Zavedeni metody frakcionace P v biomase mikroorganizmi

6.2.1 Stechiometrie ristu kultur

Pro laboratorni pokusy bylo nutné pouzivat mikroorganizmy, které se nachdzeji
v ur¢itém stadiu rastu, coz bylo testotdno pomoci zjiSténi narGstu obsahu NL, pfijmu P
z média a zvySeni hodnoty pH média.

Po Sesti mésicich kultivace v ristovém médiu s P (tp) rostla biomasa péstovanych
kultur mikroorganizmii v novém médiu bez P jest¢ 7 dni (t;). Nartst obsahu NL (t;-ty) by mél
odpovidat pfibyvani biomasy mikroorganizmt. Ubytek obsahu P v médiu by mél teoreticky
odpovidat obsahu P v suSiné narostlé biomasy, ale v praxi lze teoretickou spotifebu P
srovnavat s ubytkem P pouze u kultur Monoraphidium a Chroococcus. Kultura Cuspidothrix
teoreticky potiebovala méné P nez do biomasy ve skute¢nosti zabudovala a kultura
Rhodocista byla velmi husta, podle vypoctu potifebovala nejvice P, ale v praxi naopak jesté P
do média uvoliovala.

Dale bylo na rtst mikroorganizmii usuzovéano podle zméfené¢ho pH v Case t;. ZvySeni
pH bylo zfejmé zptsobeno posunem uhli¢itanové rovnovahy kviili spotiebé CO, fotosyntézou
a lze tedy pfedpokladat, ze ob¢ sinice (Chroococcus 1 Cuspidothrix) rostly velmi dobie

zatimco tasa Monoraphidium zfejm¢ nebyla schopna intenzivni fotosyntézy plsobenim
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stresovych podminek kultivace, 1 kdyz P z média spotiebovavala. Pro mirné zvyseni pH v

kultute heterotrofni bakterie Rhodocista neni znama pticina.

6.2.2 Promyvani biomasy mikroorganizmu

Pied frakcionaci P bylo nutné odstranit P obsazeny v ristovém médiu. Velky podil
RRP v pracich roztocich mohl byt zptisoben jeho vypousténim z buné€k, které pravdépodobné
nasledovalo po vyrazném snizeni iontové sily v prostiedi, jez obklopovalo buiky
mikroorganizmi (pfevedeni biomasy z ristového média do destilované vody). Proto bylo pro
dalsi promyvani biomasy mikroorganizmii pouzivano jejich ristové médium ptipravené bez

obsahu P.

6.2.3 Kinetika frakcionace P

Z vysledki zavislosti mnozstvi extrahovaného P na dobé plsobeni extrakénich Cinidel
jsou casteéné ziejmé divody pro zvoleni dané doby jejich pisobeni ve schématu
frakcionace P. Doba ptisobeni by teoreticky méla byt zvolena v takovém c¢asovém intervalu,
ve kterém se mnoZstvi extrahovaného P pftili§ neméni (kiivka je konstantni).

U c¢inidla MgCl, se vSak mnozstvi extrahovaného VRP v ¢ase 0 az 12 h stale prudce
zvysovalo, i kdyz jeho doba ptisobeni ve frakcionac¢nich postupech pro extrakci sedimentt je
pouze 1 h (Ruttenberg, 1992; Jensen et al., 1998). Je mozné se domnivat, Ze pii praci
s mikroorganizmy dochézi pii delsi dobé plisobeni velké koncentrace soli k rozruseni bunék a
ptestupu organického P do roztoku. Tato uvaha je podpofena i mnozstvim extrahovaného
RRP, které je od 0 do 6 h konstantni. Klock et al. (2007) extrahoval EPS ze CBM pomoci 10
% NaCl piti teploté 40°C po dobu 15 min. V této praci plsobilo misto 15 min extrakéni
¢inidlo 1 M MgCl; (tedy 10 % roztok) po dobu 60 min pii teploté 20°C, coz lze povaZovat za
srovnatelné, nebot’ dle Arrheniovy rovnice klesa s kazdym snizenim teploty o 10° rychlost
reakce 2x az 4x.

Pti extrakci P pomoci ¢inidla BD bylo mnozstvi extrahovaného P v intervalu piisobeni
1-8 h téméf konstantni a pak se zaCalo prudce zvySovat. Spravna doba plsobeni by teda méla
leZet mezi 1 a 8 h a pro usporu ¢asu v celé proceduie byla zvolena doba 1 h.

Cinidlo NaOH extrahovalo od 0 do 8 h stale vy3si mnozstvi P, ale s delsi dobou
pusobeni uz se jeho obsah pfili§ nezvySoval. Proto bylo vhodné zvolit dobu plisobeni vyssi

nez 8 h a pro frakcionaéni schéma bylo zvoleno 18 h.
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6.2.4 Frakcionace P v biomase pokusnych kultur

Byla zjiStovana moZnost vzniku srazenin P s I M MgCl, pomoci vypoctu sraZecich
konstant (Ks) pro slou¢eniny P s Mg aCa o rizném stechiometrickém slozeni. Po
prefiltrovani extrahovaného roztoku pies filtr se schopnosti zachytit ¢astice > 0,4 pm by se
mohly vzniklé srazeniny zachytit na filtru a skutecné extrahovany P by tedy nebyl stanoven
v méfeném RRP ani VRP. Porovnéani vypoctenych Ks pro dané koncentrace iontl v roztoku
s tabelovanymi Ks, pfi kterych uZ je sloucenina pfitomna v pevné fazi, ukazalo, Zze za danych
podminek neni vznik zkoumanych srazenin umoznén.

Z vysledného mnozstvi extrahovaného NRP je patrné, ze ani 1M MgCl, neextrahoval
bunéény P. Neni tedy nutné pouzivat ptfidavek Ca, protoze se membrany bun€k nemusi
stabilizovat proti naruSeni extrakénim cinidlem MgCl,. Buiikky mikroorganizmli nebyly
naruseny, pouze byly rozpusStény nezivé struktury na jejich povrchu (EPS). Klock et al. (2007)
pro svou studii slozeni EPS ze CBM oznacil jako nejvhodnéjsi metodu extrakce EPS extrakci
pomoci 10 % NaCl, coz odpovida koncentraci 1M MgCl,. Niz$i koncentrace MgCl, by
extrahovala tento vyznamny rezervoar neuplné, coz se také projevilo ve vyrovnani rozdilt v
obsahu extrahovaného P pomoci riiznych variant koncentrace MgCl, a pfidavku Ca v BD
frakci.

Na rozdily ve vysledném mnozstvi extrahovaného P u 4 pokusnych kultur by mohlo
mit vliv rtizné sloZeni jejich kultivaénich médii. Ptfi pfechodu bunck mezi riznymi
prostiedimi miiZze hrat velkou roli iontova sila prostiedi a osmoticky tlak. Nejmensi iontovou
silu ma médium ,,Z* pro tasy, pak ,,BG11* pro sinice a nejvétsi iontovou silu (jako iontova
sila extrak¢niho ¢inidla 0,1M NaOH) ma médium ,,102* pro bakterie, které se od ostatnich
médii 1i8i 1 v obsahu jednotlivych prvki (pfiloha III.). Obsahuje velké mnoZzstvi chloridd,
drasliku a P, ale neobsahuje zase zadné Fe. Je tedy mozné piedpokladat, ze bunky kultury
Rhodocista jsou zvyklé na vysoky osmoticky tlak ve svém kultivatnim médiu a pii pfeneseni
do velkého osmotického tlaku v extrakénim Cinidle 1 M MgCl, nenastane osmoticky Sok
bunc¢k. Tato tivaha by mohla vysvétlovat fakt, Ze zkultury Rhodocista bylo celkové

vyextrahovano nejméné P.

35



6.3 Srovnatelnost vzorkli narostt

Ptredpokladame, ze plosna heterogenita sinicovych ndrostti ve studované oblasti byla
velmi nizkd, na coz lze usoudit ze srovndni souhrnnych charakteristik narostti (NL, 77
(550 °C), TC, TN, VFe) zejména ve ,zluté¢* a ,,zelené* vrstve. Odlisné vertikalni profily v
»dennim® a ,,no¢nim* vzorku byly zjistény pro koncentrace VP, kdy v hornich 16 mm v
,hocnim* vzorku doslo k jejich narastu, coz je v souladu s vysledky analyzy frakéniho slozeni
P. Piestoze se narosty na studované lokalité¢ nevyskytuji po cely rok, zjisténé hodnoty shora
uvedenych parametrti odpovidaji vysledkim analyz provedenych na vzorcich odebranych

v predchozich letech (Sirova, ustni sdéleni).

6.4 Frakcionace P v sinicovych nérostech

Soucet mnozstvi VRP extrahovaného vSemi extrakénimi Cinidly v celém profilu
,.denniho* vzorku (0,59 mg g™) je srovnatelny (5 % odlinost) s obdobnym souétem pro
,noéni* vzorek (0,62 mg g'). Z toho vyplyva, Ze celkovy obsah VRP se v CBM v dennim
cyklu neméni.

M¢éni se vSak zastoupeni obsahu VRP extrahovaného v jednotlivych frakcich
(pfedevsim v prvnich 3) v horni poloviné vertikalniho profilu narostu. Ze ,,zluté* vrstvy bylo
pomoci ¢inidla MgCl, extrahovano mnohem vice VRP v ,,no¢nim* vzorku. Obr. 7 zndzoriiuje
frakce ,,denniho* vzorku, ze kterych se VRP pravdépodobné piesunul do MgCl, frakce ve
»zluté® vrstvé ,,nocniho* vzorku. Srovnavéany jsou rozdily v obsahu VRP extrahovanym
¢inidly MgCl,, BD a Na-Ac ve ,,zluté* a ¢astecné i v ,,zelené* vrstvé obou vzorkl a & (P) je
vypoctena jako rozdil koncentrace P v dané frakci v ,,dennim*“ vzorku a koncentrace P ve
stejné frakci ,,no¢niho vzorku®. Mozné procesy zpisobujici pfesuny RRP mezi ,,dennim* a
»hoénim*“ vzorkem jsou v obr.7 zobrazeny pismeny A-E a v nésledném textu jsou pak

popsany potencialni pfi¢iny probihajicich procest.
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VRP (mg g)

frakce »denni*v. 5 (P) ,noEni* v.
MgCI )
o WZlutd“ vrstva
B0 ~ (0 — 16 mm)
Na-Ac
MgCl,
JZelena® vr.
BD
(16-32 mm)
Na-Ac
MgCl, 0.02 002
BD 0.02 0.01 . ,Cervena“ vr.
(36— 48 mm)
Na-Ac 0.04 0.03 )
celkem 0.59 0.62

Obr. 7: Srovnani obsahu VRP extrahovaného ve frakcich MgCl,, BD a Na-Ac ve Zluté, zelené a
Cervené vrstvé ,denniho“ a ,no¢niho® vzorku CBM. Zakrouzkované hodnoty znazorfiuji pfesuny VRP
mezi jednotlivymi frakcemi béhem dne a hodnoty v hranatych rameccich jsou jejich rozdily vypocteny
podle rovnice: &(P) = (c(P)rakcewrstvade€n) — (C(P)frakcevrstvanNOC). Pismena A-E oznaluji mozné

mechanizmy pfesunll VRP a jsou popsany v nasledujicim textu.

A) Ptesun P v MgCl, frakci do ZIuté vrstvy ,,no¢niho* vzorku vlivem zmény pH

Ve ,,zluté” vrstvé bylo ve frakci MgCl, extrahovano vice VRP v ,,no¢nim* vzorku,
protoze pii niz§i hodnot¢ pH ma EPS lepsi vazebné schopnosti diky zméné naboje
(protonizaci) -NH;" skupin obsazenych na povrchu EPS (Plette et al., 1995).

Plette et al. (1995) zkoumal zéavislost naboje stén gram-pozitivnich bakterii na pH.
V bunécné sténé byl hojné zastoupen peptidoglykan s reaktivnimi karboxylovymi a amino
skupinami. Se zvySujicim se pH tyto funkéni skupiny deprotonuji a tvofi na bunécnych
sténach zaporny naboj. Logaritmicka hodnota protonizacni konstanty (log Ky) pro skupinu —
COOH/-COO' je 4,8 a pro -NH;'/~-NH, 9,7 (Martell & Smith, 1974). P¥i hodnoté pH nizsi
neZ tyto konstanty jsou pfevaznym dilem zastoupeny protonizované formy ~COOH a -NHj3",
ale tyto formy se v prostiedi vyskytuji v nedominantnim mnozstvi i pii vy$$im pH.

MacLean et al. (2004) ve své studii potvrzuje, Ze pi1 nizSim pH jsou prostfednictvim
protonace amino skupin v peptidoglykanu nebo strukturnich bilkovinach generovana
pozitivné nabitd mista, na kterd se mohou anionty asociovat. V noci pii pH 7 je tedy
pravdépodobné vyssi podil amino skupin v protonizované formé, coz umoziuje navazani vice

P nez pti pH 9 ve dne.
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B, E) Pfesun P v BD frakci do ,,denniho* vzorku vlivem zmény obsahu DO

Obsah VRP extrahovaného pomoci Cinidla BD byl ve ,zluté* i ,,zelené* vrstvé v
»dennim* vzorku vyss§i nez v ,,no¢nim®. Redox-labilni P je pfi frakcionaci P uvolnén z pevné
faze po redukci dithionicitanem sodnym. Tento P je totiz adsorbovan na povrch nebo tvofi
fosforecnany s oxyhydroxidy Fe a Al, které se pii snizeni redoxniho potencialu rozpustéji a
uvolni tim 1 navazany P (Pitter, 1999). Ve dne je v CBM vyssi koncentrace DO (obr.3) a tedy
je zde 1 vyssi redoxni potencial, ktery umoziuje vyskyt oxyhydroxidd Fe a Al s navdzanym P

v nerozpusténé forme.

C) Ptesun P v Na-Ac frakci do Zluté vrstvy ,,denniho* vzorku vlivem zmény pH

V Na-Ac frakci je extrahovdn VRP vysrazeny pfitomnymi authigennimi uhlicitany.
Hydroxylapatit a dalsi tuhé fadze vznikajici pfi sraZeni fosforecnanii vapenatymi solemi maji
nejnizsi rozpustnost ve slabé alkalické oblasti pH (Pitter, 1999). Podle hodnot pH ve
vertikalnim profilu CBM je v jeho hornich vrstvach ve dne pH kolem 9 a v noci pouze kolem
7 (obr. 3), a proto je vEétsi mnozstvi srazenin P s CaCOs v pevné fazi pfitomno v ,,dennim*
vzorku. K rozpousténi uhli¢itanti vSak v ,,dennim* vzorku dochézelo pouze ve svrchnich 2
vrstvach (0 — 8 mm) (obr.6).

Otsuki & Wetzel (1972) zjistili, Ze pti vyssim pH (9,5 — 10) bylo vice nez 74 % RRP
ve vodé vapencového jezera odstranéno koprecipitaci nebo adsorpci na piitomny CaCOs.
Rejmankova & Komarkova (2000) méfily obsah forem P ve vodé v moktadech Belize, kde 48
— 72 % vysrazeného P bylo odstranéno abiotickou adsorpci, zatimco v praci Scinto & Reddy

(2003) byl vyssi podil (83 %) P odstranén z vody biotickou cestou.

D) Ptesun P v MgCl, frakci do zelené vrstvy ,,denniho* vzorku vlivem zmény obsahu EPS

Z vysledkii analyzy sacharidi v EPS (obr.5) je patrné, Ze mnozstvi EPS bylo
v ,,dennim* vzorku vyrazné¢ vyssi hlavné ve vrstvach 4 — 32 mm, coz souhlasi s tvrzenim, ze
tvorba EPS byva nejvyssi v mistech s nejvyssi fotosyntetickou aktivitou (Decho et al., 2005).
Obsah VRP extrahovaného ¢inidlem MgCl, byl vyssi v ,,zelené* vrstvé v ,,dennim* vzorku,
protoze se zde nachazelo vétsi mnozstvi EPS, na jehoZ skupiny mohl byt P navazany.

Chubar et al. (2008) zjistila, ze bakteridlni buiiky jsou potencialni sorpéni mista pro
zaporn¢ nabité kontaminanty a sinicové buiiky a jejich EPS by pravdépodobné mohly

poskytovat podobné funkéni skupiny pro vazbu PO,”. Sorpéni mista mohou byt rovnéz
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potencialné asociovana s pfitomnymi proteiny, fosfolipidy a polysacharidy (Rheinheimer,
2004).

Sorpce aniontd (jako je PO,) na povrch EPS miize byt umoZnéna v pfitomnosti
vicemocnych kationtl, které tvoii mistky mezi skupinou —COO™ na povrchu EPS a
sorbovanym aniontem (Wightman & Fein, 2001). Sutherland (2001a) také potvrzuje moznost
specifické reakce nékterych iont s karboxylovymi skupinami nachazejicimi se na povrchu

EPS za vzniku makromolekularnich siti.

6.5 Srovnani vysledkii pro nérosty se sedimenty

Ptestoze se sladkovodni sedimenty a CBM svymi vlastnostmi velmi 1isi, bylo mozné
pouzit pro doplnéni informaci o P v CBM metody studia P ve vertikdlnim profilu sedimenti.

Vstupy 1 vystupy P ze systému do okoli byvaji v sedimentech mnohem vyssi nez
v CBM, kde naopak probihaji vyznamné diurnalni pfesuny P ve vertikdlnim profilu. Velky
prisun P do sedimentti pochazi z usazenych erodovanych castic a z odumfelych organizmu a
Casto také pti zméné podminek dochazi k jeho zpétnému uvoliiovani ze sediment do vody.
Cely ekosyst¢ém CBM je naopak limitovany P a ve vodnim prostfedi je jeho koncentrace
velmi mald. Mikroorganizmy vyuzivaji ¢etné metabolické adaptace k jeho ziskani, a proto
také z CBM do vn¢jsiho prostiedi odchazi jen zanedbatelné mnozstvi P.

Z jednotlivych slozek P je vCBM mnohem dominantnéj§i autotrofni slozka a
vyznamgj$i jeji primarni produkce nez v sedimentech, kde se tato slozka vétSinou
nevyskytuje. V zastoupeni frakci P v sedimentech a piekvapivé i v CBM piedstavuje bunécny
P pouze minoritni slozku. V sedimentech je obvykle vyznamné¢ zastoupen P ve slouceninach
Fe a Al, ale v CBM tato slozka nebyla piili§ velka. Stejné jako ve vapenatych sedimentech
bylo v CBM z vapencové oblasti oc¢ekavano dominantni zastoupeni P v uhli¢itanech, ale tato
hypotéza potvrzena nebyla. Obsah P v uhli¢itanech byl srovnatelny se slozkou P v EPS, o
které zatim nejsou dostupné informace pro sedimenty ani pro CBM. Jeji uloha je
pravdépodobné vétsi v materialu CBM, protoze se zde nachézi 1 vétsi podil mikroorganizmd,
které mohou EPS produkovat. Vyznam slozky EPS narlsta pfi posuzovani diurnalnich
pfesuni P ve vertikdlnim profilu CBM. Z divodu mensiho zastoupeni této slozky P
v sedimentech zde ziejmé probihaji i méné vyrazné presuny P.

Podil jednotlivych mechanizmii, které fidi presuny P v CBM se od sedimenti velmi
lisi. V. CBM vznikaji diky metabolizmu autotrofni slozZky mnohem vyrazngjsi vertikalni

gradienty v obsahu DO a hodnoté pH. V sedimentech pH se ve vertikalnim profilu obvykle
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méni pouze nepatrné, a proto pfili§ neovliviiuje probihajici procesy. Koncetrace DO vsak
s hloubkou sedimentt prudce klesa, a proto zde také ptredstavuje hlavni fidici mechanizmus
pfesunit P, zejména redox-labilniho P. V materidlu CBM ma redox-labilni P nevyznamné
zastoupeni (déno o vice nez jeden fad niz§imi koncentracemi Fe ve srovnani se sedimenty), a
proto obsah DO v celkovém métitku neptfedstavuje hlavni fidici silu pro presuny P. Naopak
piesuny P ze slozky EPS a z uhliitanii jsou ovlivnény zménami pH a jejich dominantni

zastoupeni  zptusobi 1 zfaktoru pH dominantni ~mechanizmus pfesuntt P.
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7. Zavér

Ptestoze jsou CBM dulezitymi modelovymi systémy pro studium mikrobialni ekologie
a vyzkumu biogeochemickych procesti s nimi spojenych bylo vénovano znaéné Gsili, téméf
zcela chybi informace tykajici se kolob&hu P. Tato magisterskd prace predkladd nékolik
novych poznatkii o speciaci vybranych forem P ve vertikalni struktufe CBM a jejich
diurnalnich zménéch.

Z frakcionace P je patrné, Ze nejvétSimi rezervoary P v tomto CBM predstavovaly
EPS a uhli¢itany. I pfes nizky obsah Fe v nérostu bylo nezanedbatelné mnozstvi P ve
slouceninach Fe obsazeno. Diurnalni pfesuny P mezi jednotlivymi frakcemi a vrstvami byly
fizeny zejména zménami pH (ovlivnily 65 % ptesuni P), ddle zménami v obsahu EPS (20 %)
a zmé&nami v obsahu DO (15 %). K rozpousténi uhli¢itani dochézelo pouze ve svrchni vrstvé
narostu. V ramci danych zmén pH byl tedy P vdzany na uhli¢itany nemobilni frakci, hlavni
mobilni forma P byla v EPS. Z téchto vysledkd vyplyva dilezitost EPS jakozto zasobniku
labilniho P, pravdépodobné Ilehce dostupného pro mikroorganismy, coz je Vv rozporu
s v literatufe doposud uvadénou hypotézou o zasadni uloze uhlicitani (Scinto & Reddy,
2003).

CBM jsou povazovany za uzavieny systém s velmi omezenou vyménou latek jak
s vodnim sloupcem, tak s podlozim (Stal & Caumette, 1994). S nejvétsi pravdépodobnosti je
tedy mikrobialni konsorcium CBM ,sobéstacné™ a P docCasné¢ zptistupnény béhem noci
v rdmci hornich vrstev je dostacujici k zajisténi primarni produkce a na ni vdzané mikrobialni
procesy béhem dne. Malé mnozstvi P, nejpravdépodobnéji plivodem v sestonu vodniho
sloupce, pak mize doplnovat P ,,pohibeny* v CBM. Spodni vrstvy CBM, kde bylo nalezeno
velké mnozstvi klidovych stadii mikroorganismii (Sirovd, nepublikované vysledky),
nevykazovaly téméf Zadné vertikdlni ani diurnalni zmény ve frakcich P ani v jinych
sledovanych parametrech. Je pravdépodobné, ze mikrobidlni spolecenstvo ma v této ¢asti
znacn¢ zredukovany metabolismus a diky nepiiznivym podminkam, ke kterym ziejmé patii i
nedostatek dostupného P, byl v CBM rast mikrobidlnich populaci omezen pouze na
nejsvrchnéjsi vrstvy. Tato domnénka je v souladu s Siroce pfijimanou hypotézou, Ze vétSina

mikroorganismi se v pfirodé vyskytuje ve staciondrni fazi rastu (Kolter at al., 1993).
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PRILOHA 1.

Nasledujici text popisuje jednotlivé frakce P extrahované v kazdém kroku frakcionace P.

I. MgCl, (1 mol ')

Frakce je Casto nazyvana labilni, slabé vazany nebo adsorbovany P a ptiblizné odpovida
okamzit¢ dostupnému P (Fytianos & Kotzakioti, 2005). Je odstranén slabé adsorbovany
anorganicky P, ale 1 mala ¢ast organického P (Jensen et al., 1998).

I1. BD (0,1 mol I'")

Dithionicitan sodny redukuje oxidované formy Fe a Mn a zvySenim jejich rozpustnosti se
uvolni i asociovany P (Jensen et al., 1998). V tomto kroku je extrahovan redox-labilni P
hlavné z povrcht hydroxidi kovl (Fytianos & Kotzakioti, 2005). Jensen et al. (1998) zjistil,
ze BD extrahuje ¢ast P z povrchu CaCOj bez soucasného uvolnéni Ca a F, takze se
vzristajicim obsahem CaCOj klesa specifita ¢inidla BD k formé Fe-P.

I1I. NaOH (0,1 mol 1)

Reaktivni NaOH-P reprezentuje fosforeCnany adsorbované na oxidy kovii (napt. Al,O3) a jiné
povrchy s vyménitelnymi OH’ skupinami a déle slou€eniny P rozpustné v zasadach (Fytianos
& Kotzakioti, 2005). Extrahovan je také anorganicky P asociovany s huminovymi latkami,
ktery se po okyseleni mize vysrazet (Paludan & Jensen, 1995).

IV. Na-Ac (1 mol 1)

Pufracni roztok octanu sodného o pH 4 je ptediazen 0,5 M HCI, aby rozpustil biogenni
uhlic¢itany s fluoroapatity a odlisil tak authigenni a detritovy rezervoar apatitového P
(Ruttenberg, 1992).

V. HCI (0,5 mol I'

V tomto kroku je rozpustén P vdzany na detritalni krystalické uhli¢itany a P z oxidl kovii (ne
adsorbovany na povrch) (Jensen et al., 1998). Frakce mtze obsahovat stopy hydrolyzovaného
organického P (Fytianos & Kotzakioti, 2005).

VI. Spaleni rezidua / NaOH (1 mol 1)

V poslednim kroku je rozpustén a hydrolyzovan reziduélni tézko rozlozitelny organicky P
(Jensen et al., 1998).



PRILOHA II.
Grafy zobrazuji kalibracni kiivky pro rtizné koncentrace extrakénich ¢inidel MgCl,, BD, Na-

Ac, HCl a NaOH pii méfeni RRP (A), VRP (B) a VRFe (C).
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PRILOHA III.

Tabulky udavaji slozeni kultiva¢nich médii pro mikroorganizmy Chroococcus, Cuspidothrix,

Monoraphidium a Rhodocista: hmotnost, latkové mnozstvi a iontovou silu jednotlivych

pridanych sloucenin a celkovou iontovou silu média. V posledni tabulce je zobrazena ptiprava

extrak¢nich ¢inidel a jejich iontova sila.

Médium ,Z" (na 11)

celkova iontova sila: | = 0.0074 mol I”'

(pro Monoraphidium)

hmotnost latkové mn. iontova sila hmotnost latkové mn. iontova sila
slougenina g mol mol " | slougenina g mol mol I
NaNO; 0.4670 0.0055 0.0055 Na,CO; 0.0210 0.0002 0.0005
Ca(NO;3),.4H,0 0.0590 0.0002 0.0006 FeCl;.6H,O 0.0036 0.00001 0.0001
KH,PO, 0.0310 0.0002 0.0002 Na,EDTA 0.0037 0.00001 0.00002
MgSO,.7H,0 0.0250 0.0001 0.0004 HCI (ml) 0.0021 0.0001 0.0001

Médium ,BG11“ (na 11)

celkova iontova sila: | = 0.0204 mol I

(pro Chroococcus, Cuspidothrix)

hmotnost latkové mn. iontova sila hmotnost latkové mn. iontova sila
sloucenina g mol mol I-1 slouéenina g mol mol I
NaNO; 1.5 0.0177 0.0177 citronan zZeleznato-
KH,P0O,4.3H,0 0.048 0.0003 0.0003 amonny 0.006 0.00003 0.0002
MgSO,.7H,0 0.075 0.0003 0.0012 NaEDTA 0.001 0.000003 0.00001
CaCl,.2H,0 0.036 0.0002 0.0006 Na,CO; 0.02 0.0002 0.0005
kys.citronova 0.006 0.00003 0.00003
Médium ,102 (na 11) celkova iontova sila: | = 0.0826 mol I (pro Rhodocista)
hmotnost latkové mn. iontova sila hmotnost latkové mn. iontova sila
slougenina g mol mol " | slougenina g mol mol I
kys. jantarova 2 0.0169 0.0169 NaCl 0.33 0.0056 0.0056
yeast extrakt 1.02 NH,4CI 0.5 0.0093 0.0514
KH,PO, 0.33 0.0024 0.0024 CaCl,.2H,0 0.05 0.0003 0.0009
MgSO,.7H,0 0.33 0.0013 0.0054
Extrakéni €inidla (na 11)
nazev sloucenina hmotnost latkové mnoZstvi celkova iontova sila
g mol mol I’
MgCl, 1M MgCl,.6H,0 203.31 1.00 2.50
0.1M MgCl,.6H,0 20.33 0.10 0.25
MgCl,+Ca 1M MgCl, 203.31 1.00 2.51
pfidavek 0.01M CaCl,.2H,0 0.74 0.01
0.1M MgCl, 20.33 0.10 0.26
pfidavek 0.01M CaCl,.2H,0 0.74 0.01
BD 0.1M BD - Na,S,0, 17.41 0.10 0.20
pridavek NaHCO; 8.40 0.10
NaOH 0.1M NaOH 4.00 0.10 0.10
Na-Ac 1M Na-Ac - CH3COONa 82.00 1.00 3.62
pfidavek CH;COOH 157.50 2.62
HCI 0.5M HCI 49.56 0.50 0.50
NaOH 1M NaOH 40.00 1.00 1.00




PRILOHA 1V.

Tabulky zobrazuji vysledky castecné frakcionace P extrak¢nimi ¢inidly MgCl, (2 varianty
koncentrace s / bez ptidavku Ca), BD a NaOH ve 4 kulturach mikroorganizmt (Chroococcus,
Cuspidothrix, Monoraphidium a Rhodocista). Hodnoty vyjadiuji aritmeticky pramér obsahu
RRP (tab. IIL.A) / VRP (tab. IIL.B) vmg g susiny (dw.) a procenta relativni smérodatnou

odchylku ze tiech paralelnich opakovani.

IV.A
MgCl, BD NaOH MgCl, + BD MgCl; + BD + NaOH

Chroococcus

1M MgCl, 0.55 5% 0.32 6% 1.39 12% 0.87 5% 2.26 8%

0,1M MgCl, 0.25 9% 0.66 12% 1.96 8% 0.91 11% 2.87 4%

1M MgCl,+Ca  0.39 6% 0.45 9% 1.54 5% 0.84 6% 2.38 1%

0,1M MgCl,+Ca 0.15 19% 0.43 11% 1.58 11% 0.58 13% 2.16 9%
Cuspidothrix

1M MgCl, 0.67 9% 2.10 6% 0.09 27% 2.77 4% 2.86 4%

0,1M MgCl, 0.28 6% 2.78 3% 0.12 3% 3.06 3% 3.17 3%

1M MgCl,+Ca  0.40 5% 2.62 4% 0.07 14% 3.02 3% 3.09 3%

0,1M MgCl,+Ca 0.34 37% 3.10 7% 0.11 4% 3.43 4% 3.54 4%
Monoraphidium

1M MgCl, 0.36 18% 0.07 41% 0.01 48% 0.44 19% 0.45 19%

0,1M MgCl, 0.01 29% 0.15 12% 0.05 10% 0.16 13% 0.21 11%

1M MgCl,+Ca  0.42 23% 0.09 58% 0.01 87% 0.51 18% 0.52 19%

0,1M MgCl,+Ca 0.01 37% 0.09 63% 0.06 19% 0.10 60% 0.16 32%
Rhodocista

1M MgCl, 1.10 12% 0.68 36% 0.71 29% 1.77 20% 2.48 23%

0,1M MgCl, 0.37 49% 1.29 14% 0.58 9% 1.66 16% 2.24 14%

1M MgCl,+#Ca  0.95 11% 0.96 5% 0.66 11% 1.91 8% 2.58 9%

0,1M MgCl,+Ca 0.02 27% 1.47 6% 0.58 6% 1.49 5% 2.06 5%

IV.B
MgCl, BD NaOH MgCl, + BD MgCl, + BD + NaOH

Chroococcus

1M MgCl, 072 1% 0.68 4% 11.37 5% 1.40 2% 12.76 4%

0,1M MgCl, 0.36 15% 0.87 8% 12.03 4% 1.23 4% 13.26 4%

1M MgCl,+Ca 050 14% 0.73 7% 11.58 6% 1.23 5% 12.81 6%

0,1M MgCl,+Ca 0.10  17% 0.65 7% 10.21 11% 0.75 7% 10.97 11%
Cuspidothrix

1M MgCl, 1.37 5% 3.13 2% 1.16 14% 4.50 1% 5.65 2%

0,1M MgCl, 0.57 4% 3.16 5% 1.82 3% 3.74 5% 5.55 4%

1M MgCl,+Ca 050 14% 2.97 2% 1.31 5% 3.47 4% 4.77 3%

0,1M MgCl,+Ca 0.38  10% 3.41 7% 1.38 5% 3.79 7% 5.17 6%
Monoraphidium

1M MgCl, 0.40 24% 0.31 2% 2.04 10% 0.71 14% 2.75 8%

0,1M MgCl, 0.08 57% 0.29 5% 3.44 5% 0.37 10% 3.81 5%

1M MgCl,+Ca 058 23% 0.28 33% 1.76 46% 0.87 26% 2.63 39%

0,1M MgCl,+Ca 0.04 16% 0.19 9% 3.47 4% 0.23 7% 3.70 4%
Rhodocista

1M MgCl, 0.67 14% 1.02 28% 8.52 12% 1.69 22% 10.21 14%

0,1M MgCl, 0.37  14% 1.77 12% 8.84 7% 2.14 12% 10.98 8%

1M MgCl,+Ca 0.62 5% 1.44 6% 8.88 7% 2.07 5% 10.95 7%

0,1M MgCl,+Ca 0.03  125% 1.87 4% 8.94 3% 1.90 3% 10.84 3%




