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from the Great Smoky Mountains National Park, USA, and find the optimal cultivation
practices. This aim of my work was realized because five species were isolated. It was genus
Scytonema (Scytonema hofmanii, Scytonema cf. millei and Scytonema subgelatinosum) and

genus Calothrix (Calothrix parasitica, Calothrix fusca).
Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze svoji bakalafskou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Ze vsouladu s §47b zakona ¢.111/1998 Sh. v platném znéni souhlasim se
zvefejnénim své bakalatské prace a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve vetejné
pfistupné ¢asti  databize STAG provozované Jihodeskou Universitou v Ceskych
Budéjovicich na jejich internetovych strankach a to, se zachovanim mého autorského prava
k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou
cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvefejnény posudky
Skolitele a oponentli prace 1 zaznam o prubéhu a vysledku obhajoby kvalifika¢ni prace.
Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifikacnich praci
Tcheses.cz, provozovanou Narodnim registrem vysokoSkolskych kvalifikaénich praci a

systémem na odhalovani plagiata.
V Ceskych Budgjovicich dne 24. 4. 2013

Jarmila Michalkova



Podékovani:

Réda bych touto cestou podékovala svému skoliteli Doc. RNDr. Janu Kastovskému,
Ph.D. za umoznéni pracovat na tomto tématu, jeho podnétné napady a trpélivost. Své rodin¢
a pratelim za podporu pii studiu i mimo n&j. Jmenovité pak Janu Steflovi za pomoc
s programem ArcGis 10 (ArcMap), Janu Fialovi a Zdetiku Ipserovi za pomoc s typografii.
Marku Rennerovi za pomoc s programem Corel DRAW 12 (Corel Corp.). Déle pak Evé
Dostalkové za podnétné rady a Lukasi Jurkovi za fotodokumentaci postupu prace. Svému

priteli Petru Dobrovolnému za to, Ze tu vzdy byl, kdyZ jsem potfebovala.



N o U AW

L6720 e TP 1
1.1 Struénd charakteristiKa SINIC ........eeiveeiiieiiieiie et 1
1.2 Stru¢na charakteristika rodu SCYtONEMA...........cevveriveiieiieene e 1
1.3 Stru¢na charakteristika rodu CalothriX.........cccoovviiiiiiiiiiie e 2
1.4 CHLE PTACE .ttt r e 2

cMBEOAIKA. ... 3

N o o T (013 111 USSR 3
2.2 CharaKteristika VZOTKTU .......c.coiiiiiiieiii ettt bbb 8
2.3 POSTUP PIACE ...cvveeeeeiieeiee ettt et e nn e nne e e neennn e 12

 VTSIRAKY e 14
CDISKUSE L. 20

ZLAVET 1ttt e et R bt e R bt e R b e e e Rb e e e hn e e ne e e e b e nnneas 23

LIEEIAEUIA ...t 24
cPTILONY e 27

T L PHHIONA 1ot 27
T2 PTHIONA 2 ..ottt a e 31
T3 PHLONA 3 ..t 32
TAPTIIONA 4 ...t 33
TS PHHIONA 5. 34
7.6 PTHIONA 6 ...ttt r e e 35
T T PHLONA 7 ..ottt 36

A3 w0 o V- T < SRR 37



1. Uvod

1.1. Struéna charakteristika sinic

Sinice jsou autotrofni prokaryotické organismy, jeZ jsou velmi staré a jsou schopné
zit témet ve vSech biotopech na Zemi. Jako u vSech prokaryotickych organizmi je stavba
buiky velmi jednoduchd. Chybi jim jadro, mitochondrie, Golgiho aparat,
endoplazmatické retikulum, vakuoly aj. Nejndpadné&jsim ttvarem v buice jsou tylakoidy,
jedna se o vacky obsahujici fotosynteticky aparat, jez slouzi k fotosyntéze (Kalina, Vana,
2005). Sinice maji také dalsi specifické struktury, jimiz jsou aerotopy, heterocyty a
akinety. Aerotopy jsou valcovité struktury naplnéné plyny, které umoziuji sinicim
pohybovat se ve vodnim sloupci. Heterocyty jsou tlustosténné buiiky, v nichz se za Gcasti
nitrogendzy fixuje vzdusny dusik za vzniku amoniaku. Akinety jsou mnohem vétsi nez
heterocyty a umoznuji sinicim piezit v nepiiznivych podminkach (Graham, Wilcox,
2000). Rozmnozovani sinic probiha nepohlavné zaskrcovanim plazmatické membrany.
Sinice tvori nékolik typt stélek. Jednobunécné, jez tvoii kolonie a jsou Casto obaleny
slizem (Microcystis). Vlaknité sinice tvoii hned né€kolik typi: nevétvené (Leptolyngbya),
pravé vétvené (Stigonema) a nepravé vétvené (Scytonema). Nepravé vétveni znamena, ze

vlakna jsou spojena pouze slizovou pochvou (Castenholz, 2001).

1.2. Strué¢na charakteristika rodu Scytonema

Rod Scytonema je charakteristicky jednofadym uspofadanim vlaken a nepravym
vétvenim (Whitford, Schumacher, 1969). Vlakna maji vZzdy pevné a ostfe naznaCenou
pochvu, ktera muze byt hyalinni ¢i zabarvena, homogenni nebo lamelovana se
Zlutohnédym zabarvenim. Zabarveni pochvy je zplsobeno slou¢eninami schopnymi
absorbovat UV zafeni. Tyto slouceniny tak pozitivné pfispivaji k samotné ochrané
bunc¢k. Hlavnim pigmentem zastdvajicim tuto tulohu je scytonemin. Jedna se o
zlutohnédy v tucich rozpustny dimericky pigment, ktery je vylucovan do slizového obalu
obklopujiciho samotnou sinici (Sinha et al., 1998). Scytonemin neslouzi sinici pouze
k ochran¢ proti UV zafeni, umoznuje ji branit se napadeni patogeny, rozkladu bakteriemi
&i okusu herbivory (Sinha, Hader, 2008). Siika vlaken je stejna po celé délce nebo se na
konci zuzuje (Geitler, 1932). U tohoto rodu jsou heterocyty piitomny ve vSech fazich
vyvoje, ale akinety jsou u nich vzacné nebo zcela chybi (Smith, 1950). Heterocyty jsou

interkaldrni a vyskytuji se samostatné, vzacn€ v parech. Jsou valcovitého nebo
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sudovitého tvaru. Sinice rodu Scytonema rostou aerofyticky nebo subaerofyticky na
mokrych povrsich, kamenech, v prosacich, dfeve, pidé a v blizkosti termalnich vod.
Podklad je ptedevsim alkalického charakteru. N¢&kolik druht tvofi dominanty
V travertinovych pramenech a tim padem jsou inkrustovany uhli¢itanem vapenatym. Rod
se velmi Casto vyskytuje zejména v tropickych oblastech, ale variabilita t€chto taxontl je

doposud méné znama (Komdrek, 1992).

1.3. Stru¢na charakteristika rodu Calothrix

Do rodu Calothrix se fadi vlaknité sinice tvotici heterocyty. Osidluji sladkovodni a
terestrickd stanovisté. Nemaji tak vysoké naroky na obsah sodnych, hofec¢natych a
vapenatych iontll, v porovnani s ostatnimi druhy sinic. Rozmnozovéni u nich probiha,
dle pozorovani, dvojim zpisobem. Jednak podvojnym $tépenim a za druhé rozpadem
transcelularniho trichomu. Zralé trichomy maji kratké cylindrické bunky a jsou velmi
dlouhé. Basalni vegetativni buiiky trichom mohou dosahovat v pruméru délky az 24
um, ale byly pozorovany i druhy s timto rozmérem daleko menSim. Mnoho zastupcii se
nepravé vétvi (Prescott, 1951). Hormogonia se uvoliuji z délivych zon apikalniho a
subapikalniho konce zralého trichomu a nevykazuji Zadné zuzovani. Zato trichomy se
zuzuji od bazalniho heterocytu (Prescott, 1951). Bylo popsano pouze nékolik malo
druhu, které tvotily akinety. Na rozdil vSak od tradi¢nich skupin, byla zjisténa tvorba
jedné az dvou subterminalnich akinet. Barva pochvy miize byt svétle az tmavé hnéda
(Castenholz, 2001). Mohou se vyskytovat epifyticky nebo endofyticky (ve slizu jinych
fas) nebo na vlhkych kamennych povrsich s vapenitym podlozim (Prescott, 1951).

1.4. Cile prace

Cilem prace bylo zanalyzovat vybrané vzorky sinic, vyizolovat a morfologicky
popsat kmeny sinic taxonomicky nejasnych rodi Scytonema a Calothrix ze vzorkt

nasbiranych z Great Smoky Mountains National Park v USA a najit optimalni kultiva¢ni

postupy.



2. Metodika

2.1. Popis lokality

Great Smoky Mountains National Park (GSMNP) je narodni park nachazejici se na
uzemi Spojenych stati americkych ve statech Severni Karolina a Tennessee v oblasti
Apalac¢ského pohoii a asi 200 km severné od Atlanty (Brett, 2005). Své jméno ziskal podle
mlzného oparu stoupajiciho z lesniho porostu, ktery mnohym lidem piipominal kouf
(Gobel, 1999). Rozloha parku se odhaduje na 2114 km? a jde o nejnav§tévovandjsi narodni
park v USA. Kazdoro¢ni navstévnost je okolo deviti miliond lidi, coz je tfikrat vice nez

navstivi Narodni park Yellowstone (http://listosaur.com/travel.html, cervenec 2012).
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Obr. 1: Mapa Severni Ameriky s vyznacenim polohy Great Smoky Mountains.

(zdroj: https://www.e-education.psu.edu/geosc10/14_p2.html)

Pro svou rozmanitost bylo toto izemi v roce 1983 témét po 50 letech od svého
zalozeni zatazeno do svétového dédictvi UNESCO. To timto chrani stfedni ¢ast jednoho
z geologicky nejstarSich pohofi svéta a ekosystém, jehoz jedinetna mnohotvarnost se
vyvinula v posledni dobé ledové (Neubert, Maass, 2007). Tato druhova rozmanitost a
zmény lesniho typu byly mozné diky nadmoiské vySce parku, jez se pohybuje mezi 275—
2025 m (Brett, 2005). Bezpochyby zde sehralo roli také to, ze horské hiebeny Apalaéskych
hor se tdhnou od severovychodu k jihozapadu. To na rozdil od stfedni Evropy umoziovalo
zvifatim a rostlinam pohybovat se v rytmu klimatickych zmén ze severu na jih a potom
zase zpatky na sever a diky tomu nedochézelo k tak drastickému sniZovani poctu druhi

béhem stiidani dob ledovych a meziledovych (Gabel, 1999).


http://listosaur.com/travel.html
https://www.e-education.psu.edu/geosc10/l4_p2.html

Co se ty¢e podnebi, v lednu mohou teploty klesnout k -3 °C, zatimco v &ervenci
mizeme predpokladat teploty okolo 27 °C. Léto je prevazné destivé a Casto se vyskytuji
mlhy. V pruméru 50 dni v roce jsou v GSMNP bouiky (Brett, 2005) a ro¢ni thrn srazek
¢inni okolo 130-200 cm (http://www.srh.noaa.gov, listopad 2012).

VétSinu skal na tomto Uzemi tvoii metamorfované sedimentarni horniny. Tyto
horniny se tvofily v obdobi 800—450 miliont let akumulaci jilu, bahna, pisku, $térku a
mensiho mnozstvi uhli¢itanu vapenatého. Jednalo se pfedevs§im o piskovce, prachovce a
biidlice, které maji v narodnim parku nejcastéjsi vyskyt. Prachovce se pii vysokych
teplotach a tlacich ménily na bfidlice, které nalezneme piedevsim ve vychodni ¢asti parku.
Dalsimi metamorfovanymi horninami, jez se v parku nachazi, jsou ruly a zuly, jedna se o
nejstar$i horniny na tomto uzemi, jeZ maji svij vyskyt v blizkosti Bryson City, Ela a
Cherokee, tedy v jihozapadni c¢asti parku. Jsou zde také piitomny kiemenné zily.
Geologové urcili okolo 20 ruznych "formaci" hornin v Great Smoky Mountains. Na
vychodnim okraji oblasti se dale nachazely loziska nerostnych surovin piedevsim Zivce,
slouziciho pro vyrobu keramiky, skla a kaolinu. Také se zde tézilo olovo a zinek. (Hadley,

Goldsmith, 1963).
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Obr. 2: Geologicka a geografickd mapa oblasti Greast Smoky Mountains ukazujici
vyznamné zlomy a roz$ifeni litologickych a metamorfnich stupiii. Metamorfoza se
zvySuje smérem k jihu a je nejlépe prokazand v piskovci formaci Thunderhead a
Anakeesta. Zkratky: GSF = Great Smoky zlom (vrasnéni Alleghanian), GF =
Greenbrier zlom (premetamorfické vrasnéni), MS = Murphy koryto. Pfi¢ny fez
ukazuje opakované vrasnéni, kdy prvotni latky pronikaly svislymi ryhami na povrch

(Kohn, Malloy, 2004).


http://www.srh.noaa.gov/

Co se tyCe flory a fauny v narodni parku Great Smoky Mountains, nalezneme zde
ptes 17000 druhl organismi z toho 4000 druht rostlin (Brett, 2005), z nichz 1500 druhd
tvofi jednodélozné a 2200 vytrusné rostliny (v americkém smyslu slova, vCetné tas)
(Neubert, Maass, 2007) a pét odlisnych typa lesa (Brett, 2005), z nichz 1/5 az 1/3
predstavuje pralesni porosty (Gabel, 1999).

V téchto péti riznych typech lesnich porostd roste 130 druhG stromti (Neubert,
Maass, 2007). V nizsich polohach liliovnik tulipanokvéty (Liriodendron tulipifera), javor
Cerveny (Acer rubrum), diin kvétnaty (Cornus florida) ¢i jedlovec kanadsky (Tsuga
camnadansis). V nadmoiské vySce nad 1000 m se vyskytuje javor cukrovy (Acer
saccharum), biiza zluta (Betula alleghaniensis) nebo buk velkolisty (Fagus grandiflora) a

na horskych hiebenech smrk ¢erveny (Picea rubens) a jedle Fraserova (Abies fraseri).
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Obr. 3: Krajina v Great Smoky Mountains. (Foto: Jeffrey R. Johansen)

Uzemi je také bohaté na Zivocichy, sviij domov zde ma na 200 druhii ptakii, 66 druhi
savcl, 50 druhti ryb a 39 druht plazt (http://www.nps.gov/grsm/index.htm, listopad 2012).
Mohli bychom zminit medvéda baribala (Ursus americanus), jelence béloocasého
(Odocaoileus virginianus), rysa ¢erveného (Lynx rufus) ¢i kojota prérijniho (Canis latrans).
Na tzemi narodniho parku probéhla také tspés$na reintrodukce vlka rudohnédého (Canis
rufus) a vydry fi¢ni (Lutra lutra). Pfirozenou migraci ze Severni Karoliny se zde dostali i

bobii (Castor canadensis). Z menSich zivoCichii stoji za zminku vacice virzinska


http://www.nps.gov/grsm/index.htm,%20listopad

(Didelphis virginianus), skunk pruhovany (Mephitis mephitis), ¢ipmanka tmava (Tamias
striatus) a svist’ lesni (Marmota monax) (Brett, 2005).

Uzemi Great Smoky Mountains bylo kdysi domovem indianského kmene Cherokee.
Ti byli ve 20. letech 19. stoleti nasiln¢ vystéhovani a evropsti osadnici zacali tzemi
odlesnovat a obd¢lavat. To vedlo k devastaci 2/3 horskych lesnich porostli a nasledné erozi
pudy. Diky tomu se ve 20. stoleti zacalo vice lidi pfiklanét k myslence zaloZeni narodniho
parku v horach Great Smoky Mountains. I pfestoze finan¢ni podpora od vlady byla nizka,
podafilo se komisi pro vytvoieni parku shromazdit 2,5 milionu dolarG pro vykoupeni
zna¢ného mnozstvi ptidy pro budouci park. DalSich 2,5 milionti dolarti poskytly staty
Severni Karolina a Tennessee. Kone¢nou sumu penéz zna¢né navysil i dar od rodiny
Rockefellert, ktery ¢inil pét miliont dolari. Narodni park Great Smoky Mountains byl
tedy roku 1934 ustaven Kongresem Spojenych stati a v roce 1940 oficidlné vyhlasen
presidentem Franklinem Rooseveltem (Brett, 2005).
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Obr. 4: Mapa Narodniho parku Great Smoky Mountains, USA.

(zdroj: http://www.hikinginthesmokys.com/map.htm)

Park ptedstavuje pro svou druhovou rozmanitost védecky cenénou oblast. Diky tomu
se zde provadi vyzkumy zamétené nejen na klasickou faunu a floru, ale také na podstatné
mensi organismy, jakymiz jsou sinice a fasy. Doposud zde bylo nalezeno a popsano 1000
druhti téchto organismi, pochazejicich téméf ze v§ech doposud znamych skupin sinic a fas
(Johansen et al., 2007) (Tab. ).


http://www.hikinginthesmokys.com/map.htm

Tab. I: Nalezené skupiny sinic a fas a jejich pocty druhti v GSMNP.
(dle Johansen et al., 2007)

Nazev skupiny Pocet nalezenych druhu
Cyanobacteria 190
Charophyta 137
Chlorophyta 108
Cyanidiophyta 1
Rhodophyta 4
Chrysophyta 3
Synurophyta 7
Prymnesiophyta 1
Raphidiophyta 1
Tribophyta 16
Eustigmatophyta 2
Baccillariophyta 488
Cryptophyta 1
Dinophyta 21
Euglenophyta 19

Do skupiny Cyanobacteria bylo zafazeno 190 nalezenych druhti, z toho devét druht
pattilo do rodu Scytonema a c¢tyii druhy do rodu Calothrix. Jednalo se o rod Scytonema
crispum,  S.figuratum,  S.guyanense, S.cf. holstii, S. hyalinum, S. ocellatum,
S. cf. pseudohofmanii, S. cf. stuposum, S. tolypotrichoides, Calothrix braunii, C. elenkinii, C.

fusca a C. parietina.



2.2. Charakteristika vzorku

Vzorky pro mou bakalafskou praci byly ziskany Doc. RNDr. Janem Kastovskym,
Ph.D., RNDr. Tomasem Hauerem, Ph.D. ve spolupraci s Prof. Jeffrey R. Johansenem,
Ph.D. pfi vypravé po narodnim parku Great Smoky Mountains ve dnech 9. 8.-12. 8.
2009.

Vzorky byly odebirany z aerofytickych lokalit (Pfiloha 1), pfedevsim se jednalo o
makroskopické povlaky na kamennych povrsich v blizkosti vodopada (Tab. II). Sbér se
uskuteciioval zdkladni terénni metodou — seSkrabem. Po piedbézné mikroskopické
analyze na mist¢ a ur¢eni dominant byly vzorky ususeny, aby mohly byt pozd¢ji znovu

pouZzity.

Tab. II: Popis odbérovych lokalit zkoumanych vzork.

Cislo Identifikaéni Nazev lokality Misto sbéru Makroskopicky
lokality | zkratka vzorku vzhled
1 AF-A Abrams Falls | v malé jeskyni modrozeleny
samet
AF-C Abrams Falls na mokré skale povlak
AF-E Abrams Falls na skale zeleny samet
AF-H Abrams Falls na skale barevny samet
AF-J Abrams Falls na skale na povlak
druhé stran¢
reky
AF-K Abrams Falls na skéle na povlak
druhé strané
feky




Cislo Identifikaé¢ni Nazev lokality Misto sbéru Makroskopicky
lokality | zkratka vzorku vzhled
1 AF-L Abrams Falls na skale na povlak
druhé strané
reky
AF-M Abrams Falls na skale na povlak
druhé stran¢
reky
AF-N Abrams Falls na skale na povlak
druhé¢ stran¢
feky
2 DCT-E Deep Creek na skale zeleny povlak
Trail
3 ICF-A Indian Creek na zastinéné povlak
Falls sténé
ICF-B Indian Creek na zastinéné povlak
Falls sténé
4 LCT-B Laurel Creek na skale povlak
Tunel pobliZ tunelu
LCT-D Laurel Creek v tunelu povlak
Tunel
LCT-E Laurel Creek v tunelu sametovy narost
Tunel
5 LF-L Laurel Falls uprostied povlak
vodopadu
LF-M Laurel Falls na skale povlak
vodopad
6 LRR Little River na skale velka narostova
Road biomasa




Cislo Identifika¢ni Nazev lokality Misto sbéru Makroskopicky
lokality | zkratka vzorku vzhled
6 LRR-A Little River na skale povlak
Road
LRR-B Little River na skale povlak
Road
LRR-C Little River na skale povlak
Road
7 MF-F Meigs Falls na previsu, povlak
velmi vlhké a
stinné misto
MF-G Meigs Falls na malém vzpiimena vlikna
previsu
8 SFW-A Spruce Flat na skale narost
Waterfalls
SFW-G Spruce Flat na skale svétle zelena
Waterfalls vlakna
9 WOF-G White Oak Falls na skale tmavé zelena
vlakna
10 WOW-A White Oak Wall na skale kalcifikovana
vlakna
WOW-C White Oak Wall na skale nekalcifikovana
vlakna
WOW-G White Oak Wall na skale samet
WOW-H White Oak Wall na skale povlak
WOW-I White Oak Wall na skale povlak
WOW-L White Oak Wall na skale zlutohnédy sliz

10




V tabulce jsou tu¢né zvyraznéné vzorky, jez byly dale pouzivany pfi kultivaci. Zbylé

vzorky byly pouze mikroskopicky zhodnoceny (Tab. HI-A, I11-B).

Pro lepsi predstavivost, odkud zkoumavé vzorky pochdzeji, byla vytvorena mapa

v programu ArcGis 10 (ArcMap) a doplnéna o ¢isla odbérovych lokalit (Ptiloha 2).

Obr. 6: Odbér vzorkil na skale nedaleko vodopadu. (Foto: Jan Kastovsky)
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2.3. Postup prace

Z celkového mnozstvi 111 nasbiranych vzorkd bylo vybrano 32, v nichz se podle
ptfedbézného mikroskopického vyhodnoceni bezprostiedné po odbéru, nejcastéji
vyskytovaly sinice rodu Scytonema a Calothrix. Po podrobné&jsi mikroskopické analyze

bylo z nich vybrano 22 pro kultivaéni pokusy.

Vzorky byly mikroskopicky zkontrolovany za pouziti svételného mikroskopu
Olympus BX 51 vybaveného Nomarského diferencialnim interferenénim kontrastem
s vysokym rozliSenim, digitdlni kamerou Olympus DP 71 a softwarem DP Controller
(Olympus Inc.). Jejich urcovani probihalo podle publikaci Geitler 1932 a Gardner 1927.
Pii odhadovéni relativnich Cetnosti druhii ve vzorcich byla pouzita obdoba Braun-
Blanquetovy stupnice, pii¢emz ,,+ je oznaceni pro ojedinéle zastoupeny druh ve vzorku

a ,,0* pfedstavuje jednozna¢nou dominantu druhu ve vzorku (Kastovsky et al., 2008).

Poté byly vzorky pro snazsi iniciaci ristu zvlhéeny tekutym médiem BG 11 (Stainer
et al., 1971) po dobu dvou dnti nebo ponechany bez zvlh¢eni. Dale nasledovala vlastni
kultivace. Pfi kultivaci jsem opét pouzivala kultivacni média BG 11 a také Z8 (Staub,
1961) a to jak v tuhé form¢ s 1,5% roztokem agaru, tak jako nezpevnény roztok. Jako
dalsi varianta byla pouzita ,semiakvaticka“ forma, pii niz byl na dno Petriho misky
nejprve nalit roztok média s agarem a po zatuhnuti jesté prilito tekuté médium. Na kazdy

z vybranych vzorki bylo aplikovano vSech Sest variant kultivace.

Kromé modifikaci v podobé média jsem pouzivala i modifikace ve stylu kultivaci —
misky jsem utésnila nebo neutésnila parafilmem, otacela agarem vzhiru nebo nechavala
Vv piirozené poloze, zkumavky s vodnym roztokem jsem jedenkrat tydné protiepavala

anebo nechavala v klidu.

Misky jsem jedenkrat tydné kontrolovala pod binokularnim mikroskopem Olympus
SZ51.

Samotna kultivace probihala pii teploté 20-21°C pii 12 hodinach svétla a 12
hodinach tmy klasicky po dobu dvou mésicti. Pokud byly sinice mikroskopickou
analyzou shledany jako monodruhové, byly izolovany a piesazeny do zkumavek se
Sikmym agarem, aby mohly byt dale vyuzity. Pokud se nevyskytovaly jako
monodruhové, byly jejich nezadouci piimeési odstranény kultivacni fedici fadou. Ziskané

kmeny byly nésledné zdokumentovany fotografiemi a vé&deckou kresbou a pro
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ptehlednost byly v programu Corel DRAW 12 (Corel Corp.) vytvofeny obrazové tabule
jednotlivych druht (Ptiloha 3-7).

Obr. 7: Analyza narostli pomoci binokuldrniho mikroskopu. (Foto: Lukas Jurek)

Obr. 8: Piesazovani ¢istych kment do zkumavky se Sikmym agarem. (Foto: Lukas
Jurek)
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3. Vysledky

ROznymi kultivaénimi postupy se z22 analyzovanych a nasledné
kultivovanych vzorkt (Tab. IT) podatilo izolovat pét ¢istych kment rodu Scytonema a
Calothrix. Jednalo se o druhy Scytonema hofmanni, Calothrix parasitica, Calothrix
fusca, Scytonema millei, Scytonema subgelatinosum, které jsou blize popsané v této
kapitole a doplnéné o fotografickou dokumentaci a kresbu v pfilohach 3—7. Zbylé
druhy byly uceny pouze mikroskopicky nebo se je nepodatilo uchovat po izolaci.

Soupis vSech nalezenych druht s jejich relativni Cetnosti je uveden v tabulce

I11-A, 111-B. Popis jednotlivych izolovanych kment je uveden dale v této kapitole.

Popis jednotlivych kmend:

JM 2013/1

Druh: Scytonema hofmanni

Obr: viz ptiloha 3

Identifikacni zkratka vzorku: AFA

Morfologické charakteristika:

Sitka vlaken: 5-13 pm

délka buné¢k: 3,5-7 um

Sitka bun¢k: 1-3 um

delka heterocytli: 4,510 um

Sitka heterocytli: 4,5-10 pm

Makroskopicky vytvari travové zelené chomacky. Vldkna jsou symetricka
S nepravym vétvenim. Bunky ¢tvercového a na konci kulovitého tvaru. Heterocyty
bezbarvé a cylindrického tvaru. Pochva je prithledna a viditelna.

Rozsifeni: kosmopolitni

vvvvvv
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JM 2013/2

Druh: Calothrix parasitica

Obr: viz ptiloha 4

Identifikaéni zkratka vzorku: LCTD1

Morfologické charakteristika:

Sirka vlaken: 10-14 pm

délka bunék: 9—13 pm

Sitka bun¢k: 5,5-6, 5 um

délka heterocytti: 7-8 pm

Sitka heterocytti: 4-5 um

Makroskopicky vytvaii tmavé zelené az Sedé ndrosty. Vldkna se na bazi napadné
rozsifuji a na koncich zuzuji. Heterocyt je viditelny. Tvoii hormogonie a obcasné se
nepravé vétvi. Buiiky na koncich vlédken jsou zaoblené nebo tvoii hrotovitou Spicku.
Délka bunek je vetsi nez Sitka. Pochva je pruhledna a tenka a v nekterych ptipadech
prerista vlakno.

Rozsiteni: Evropa, Maroko, Severni Amerika

vvvvvv

JM 2013/3

Druh: Calothrix fusca

Obr: viz ptiloha 5

Identifikacni zkratka vzorku: LCTD2

Morfologicka charakteristika:

Sitka vlaken: 8-19 pm

délka bunék: 7-18 pm

sitka bun¢k: 4-6 pm

delka heterocytli: 67 pm

Sitka heterocytli: 6-10 um

Makroskopicky vytvaii zelenohnédé narosty. Vldkna jsou na bazi rozSifena a na
koncich se zuzuji. Heterocyt je viditelny. Tvoii nepravé vétveni. Builky jsou na
koncich kulovité zaoblené v n€kterych ptipadech vyraznéji zaSkrcované a také jsou
Sir8i nez delsi. Pochva je tenkd a prihledna.

Rozsifeni: kosmopolitni

Drivéjsi vyskyt ve zkoumané oblasti byl dfive zaznamenan.
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JM 2013/4

Druh: Scytonema cf. millei

Obr: viz piiloha 6

Identifikacni zkratka vzorku: WOWC

Morfologicka charakteristika:

Sirka vlaken: 10—-17pum

délka bunék: 10—12 um

Sitka bun¢k: 5-6 um

délka heterocytti: 14—15 pm

Sitka heterocytti: 8—10um

Makroskopicky vytvari zelenozluté narosty. Vldkna jsou symetrickd s pravidelnym
uspofadanim. Pochva je vyrazna a snadno viditelna. V rangj§im vyvojovém stadiu je
prihlednd, ve stafi se barvi do oranzova. Heterocyty jsou oranzové barvy a jsou
Vv buiice velmi napadné a zastoupené ve velkém poctu. Vétveni je nepravé a Casté.
Heterocyty jsou také velmi Casto umistény pfed a za vétvenim. Bunky misty
zaSkrcované. Konce vlaken zaoblené.

Rozsiteni: Guyana, Papua, Afrika, Severni Amerika

Drivéjsi vyskyt ve zkoumané oblasti nebyl dfive zaznamenan.

Pozn. V popisu tohoto druhu se uvadi, Ze barva pochvy je hnéda, ne oranzova, jako je

tomu v piipadé tohoto kmene.

JM 2013/5

Druh: Scytonema subgelatinosum
Obr: viz ptiloha 7

Identifikacni zkratka vzorku: WOWG
Morfologicka charakteristika:

Sitka vlaken: 5-13 pum

délka buné¢k: 3,5—7 um

Sirka bun¢k: 1-3 um

delka heterocytti: 4,510 um

Sitka heterocytd: 4,5—10um
Makroskopicky vytvaii svétle zelené narosty. Vlakna jsou symetrickd, v nékterych

ptipadech se k okrajim zuZuji a konce jsou zaoblené. Buiiky jsou ¢tvercového tvaru

16



s napadnym hererocytem. Pochva je v raném vyvojovém stadiu svétla, v pozdéjSim
stadiu tmavne az dohnéda. Tvoii hormogonie a neprave se veétvi.
Rozsiteni: Portoriko

Drivéjsi vyskyt ve zkoumané oblasti nebyl diive zaznamenan.
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Tabulka I11-A: Nalezené druhy v GSMNP a jejich relativni ¢etnosti AF-A az LF-M (tuéné zvyraznéné vzorky byly pouzivany pii kultivaci, zbylé
vzorky byly pouze mikroskopicky zhodnoceny).

AF-A AF-C AF-E AF-H AF-J AF-K AF-L AF-M AF-N DCT-E ICF-A ICF-B LCT-B LCT-D LCT-E LF-L LF-M

Anabaena sp.

Aphanothece nidulas 2 3

Asterocapsa sp.1 2

Asterocapsa sp.2

Brasilonema sp. 6* 4

Diatoma sp.

Eunotia bigibba

Chroococcus minutus 4 3 3 4 +

Chroococcus minutus calf.

Chroococcus turgidus

Leptolyngbya sp. 3

Merismopedia glauca

Microchaete tenera 6*

Navicula sp.

Nostoc macrosporum + 5 2

Nostoc planctonicum

Oocystis sp.1 1

Oocystis sp.2 1

Pandorina morum

Petalonema sp.

Petalonema sp. calf.

Scytonema capitatum

Scytonema coactile

Scytonema hofmanni 6

Scytonema javanicum

Scytonema longiarticulatum 5

Scytonema sp.1 6

Scytonema sp.2 4

Scytonema sp.3 4

Scytonema sp.4

Scytonema sp.5

Scytonema sp.6

Scytonema sp 7

Scytonema sp 8 2

Scytonema sp. calf.

Scytonema stuposum

Scytonema tenue 5

Stigonema hormoides 3 4

Stigonema mammillosum 4 6*

Stigonema ocellatum 5 3 3

Stigonema sp. 3 6* 5

Synechococcus elongatus 4

Tolypothrix brevis 5

Tolypothrix sp. calf.

vidkno nedefinovatelné 6*

Pozn. 6* — ve vzorku se nachézel pouze uvedeny druh a zbytek tvofily anorganické ¢éstice.
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Tabulka 111-B: Nalezené druhy v GSMNP a jejich relativni ¢etnosti LRR-A az WOW-L (tu¢n¢ zvyraznéné vzorky byly pouzivany pti kultivaci,

zbylé vzorky byly pouze mikroskopicky zhodnoceny).

LRR-A

LRR-B

LRR-C

MF-F

MF-G

SFW-A

SFW-G

WOF-G

WOW-A

WOW-C

WOW-G

WOW-H

WOW-I

WOW-L

Anabaena sp.

+

Aphanothece nidulas

Asterocapsa sp.1

Asterocapsa sp.2

Brasilonema sp.

Diatoma sp.

Eunotia bigibba

w

Chroococcus minutus

Chroococcus minutus calf.

Chroococcus turgidus

Leptolyngbya sp.

Merismopedia glauca

Microchaete tenera

Navicula sp.

I

6*

Nostoc macrosporum

Nostoc planctonicum

Oocystis sp.1

Oocystis sp.2

Pandorina morum

Petalonema sp.

Petalonema sp. calf.

Scytonema capitatum

Scytonema coactile

Scytonema hofmanni

Scytonema javanicum

Scytonema longiarticulatum

Scytonema sp.1

Scytonema sp.2

Scytonema sp.3

Scytonema sp.4

Scytonema sp.5

Scytonema sp.6

6*

Scytonema sp 7

6*

Scytonema sp 8

Scytonema sp. calf.

Scytonema stuposum

Scytonema tenue

Stigonema hormoides

Stigonema mammillosum

Stigonema ocellatum

Stigonema sp.

Synechococcus elongatus

Tolypothrix brevis

Tolypothrix sp. calf.

vidkno nedefinovatelné

Pozn. 6* - ve vzorku se nachazel pouze uvedeny druh a zbytek tvofily anorganické castice.
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4. Diskuse

Spojené staty americké jsou velmi rozmanitou oblasti a to diky své velikosti. Tim, ze
lezi hned v né€kolika podnebnych pasech, mizeme zde nalézt druhy temperatni zony,
kterych byly nalezeny druhy spadajici do zajmovych rodl, a zaroven kazda z nich
zastupovala jinou oblast.

Severni ¢ast uzemi USA lezi v mirném pasu, a proto zde uvadim studii zabyvajici se
floristickym mapovadnim narodniho parku Acadia v Maine. Vysledky ukazaly, ze
dominantami v této oblasti byly sice vétve Chrophyta a Bacillariophyta, ale také zde byly
nalezen vzacny druh Scytonema coactile Bornet & Flahault 1886 (Vaccarino et al.,
2011). Na Hawaii na ostrové Oahu, lezicim v tropickém pasu, byly izolovany nové
vlaknité druhy rodu Brasilonema angustatum sp. nov. (Vaccarino et al., 2012). Dal$im
vyznamnym druhem z tohoto ostrova je malo znamy rod Scytonematopsis KISELEVA a
nov¢ nalezeny druh Scytonematopsis contorta, jez byl nalezen rostouci na skale na
vlhkych stanovistich, potocich a vodopadech (Vaccarino et al., 2011). V Portoriku,
pfidruzenému statu s vnitini samospravou, bylo podle studie z roku 1927 nalezeno hned
nékolik zastupcti rodu Scytonema a Calothrix. Za zminku stoji Scytonema evanescens, S.
capitatum, S. longiarticulatum, S. subgelatinosum, S. ocellatum a S. javanicum
(Gardner, 1927). Pfi studiu pudnich krust na ostrové San Nicolas, patiiciho Kalifornii se
ukdzalo, ze pudni krusty maji vyznamnou biologickou rozmanitost a podle disturbacnich
modelll je zjevné, Ze existuji paterny mezi nékterymi taxony na ostrové a v zapadni ¢asti
Severni Ameriky. Mezi taxony, jez se rozsifily i do poustnich oblasti patii i Tolypothrix
distorta. Dale byly ve vzorcich pudnich krust nalezeny rody Scytonema obscurum var.
terrestre a to prevazné ve vlhké pudé, jez je podobna rodu Scytonema tenellum
nalezeném na lavovych kamenech, Scytonema ocellatum, Tolypothrix distorta var.
symplocoides popsana ze zahrad a pud ve sklenicich a Tolypothrix cf. rupestris
(Flechtner et al., 2008). V bakalarské praci Jana MareSe zabyvajici se perifytickymi
sinicemi z Everglades z Floridy se uvadi dominantni vyskyt rodu Scytonema hofmanii
spolu s rodem Schizothrix calcicola na tomto uzemi (Mares, 2006). V roce 2010 byla
provedena studie na zrevidovani sinic a fas v Arkansasu a byl zjistén vyskyt druhu
Scytonema coactile a Calothrix fusca (Smith, 2010). Rod Calothrix sp. byl také nalezen v
Ozark Mountains v Oklahomé pii studii jeho odolnosti na SeSkrab (Power, 2003).

V magisterské praci Markéty Krautové je vyskyt rodu Calothrix na uzemi Utahu
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potvrzen (Krautovd, 2008). Vyskyt hned n€kolika druhii na uzemi Severni Karoliny také
potvrzuje publikace A Manual of the fresh-water algae in North Carolina (Whitford,
Schumacher, 1969). Vyskyt rodu Calothrix v USA nalezneme i v publikaci Algae of the
western great lakes area (Prescott, 1951). V samotné zkoumané oblasti Great Smoky
Scytonema crispum, S. figuratum, S. guyanense, S. cf. holstii, S. hyalinum, S. ocellatum,
S. cf. pseudohofmanii, S. cf. stuposum, S. tolypotrichoides Calothrix braunii, C.
elenkinii, C. fusca a C. parietina (Johansen et al., 2007).

Ze zkoumanych 22 vzorkd se mi podatilo vyizolovat pét Cistych kment. Jednalo se o
rody Scytonema hofmanni, Calothrix parasitica, Calothrix fusca, Scytonema cf. millei,
Scytonema subgelatinosum. Morfologicky popis z vétsi ¢asti odpovida popisu stavajicich
druhi, jen Scytonema cf. millei se lisi barvou pochvy. Ekologicky se jednalo ptedevsim
o kosmopolitné se vyskytujici druhy. Z téchto kmenti byly dosud z GSMNP uvadény jen
Calothrix parasitica a Calothrix fusca, druhy Scytonema hofmanni, Scytonema cf. millei
a Scytonema subgelatinosum jsou pro tento park nalezeny jako nové.

Co se tyce kultivacnich postuptli, pouzivala jsem velké mnozstvi modifikaci, blize
popsanych v kapitole o postupu prace. Divodem byla mala a pomald intenzita ristu
nasazenych sinic a tas. Zprvu jsem pouzivala kultivacni medium BG 11, jez je zejména
urc¢ené ke kultivaci sinic. Nasledné pak kultivaéni medium Z8, univerzalni médium, které
lze pouzit pro kultivaci témét vSech fas a sinic 1 pfestoze mym cilem bylo izolovat
vyhradné sinice. Jednotliva média se totiZ od sebe 1i§i obsahem a pomérem zastoupenych
prvkl v roztoku. Proto na urcitém médiu se sinici dafi 1épe nez na jiném, kazdé sinici
BG11 obsahuje 15 g dusi¢nanu sodného a 4 g hydrogenfosfore¢nanu draselného, zatimco
medium Z8 469 dusi¢nanu sodného a 3,1 g hydrogenfosfore¢nanu draselného
(porovnavany dva roztoky o stejném objemu, kazdy o 1000 ml). V pfipadé nepouziti
parafilmu k utésnéni Petriho misky sice ndrost roste rychleji, ale zvySuje se riziko
napadeni houbami, plisnémi ¢i rozto¢i. Vlozeni vzorku do vodného média opét mize
urychlit rlst vzorku, ale manipulace s narostem je o to slozit&jsi, Ze se u hrdla zkumavky
Ponechani misek v pfirozené poloze umoznuje snadn&j$i manipulaci. Na druhou stranu,
zde mize dojit (zejména V piipadé utésnéni parafilmem), ke kondenzaci vody na vicku

Petriho misky, coz zhorSuje kontrolu narosti pod binokuldrnim mikroskopem bez
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otevieni Petriho misky. Také v ptipadé doposud neupevnéného vzorku v médiu muize
dojit k jeho posunu po plose.

Z dosavadnich vySe zminénych postupt mohu konstatovat, Ze mym vzorkim nejlépe
vyhovoval nasledujici postup. Ponofeni na tyden do vodného kultivaéniho média,
s pravidelnym protfepavanim, aby se zabranilo vytvotreni krusty. Nasledné pfeneseni na
Petriho misku obsahujici zpevnéné piislusné kultivaéni médium. BG11 bylo pro vétSinu
vzorkli lepSim médiem, Z8 vyhovovalo vice pouze kmeni S.subgelatinosum. Jako
vyhodnéj$i se také ukdzal postup s utésnénim misky parafilmem a ponechdnim

V ptirozené poloze agarem k podlozce.
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5. Zavér

Cilem prace bylo vyizolovat a morfologicky popsat kmeny sinic taxonomicky nejasnych
rodi Scytonema a Calothrix ze vzorkd nasbiranych z Great Smoky Mountains National Park,
USA a najit optimalni kultivacni postupy. Tento cil byl splnén, byly vyizolovéany tfi kmeny
rodu Scytonema (Scytonema hofmanni, Scytonema cf. millei a Scytonema subgelatinosum) a
dva rodu Calothrix (Calothrix parasitica, Calothrix fusca).

Tyto kmeny budou zachovany ve sbirce a pouzity pro nasledné molekuldrne-

taxonomické studie.
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7. Ptilohy

7.1. Priloha 1 — Fotografie odbérovych lokalit.

Lokalita ¢. 1

Obr. 9: Abrams Falls. (Foto: Tomas Hauer)

Lokalita ¢. 3

Obr. 10: Indian Creek Falls. (Foto: Tomas Hauer)

27



Lokalita ¢. 4

Obr. 11: Laurel Creek Tunel. (Foto: Chris Kaskel)
(zdroj: http://www.flickr.com/photos/soundman1488/5988431400/)

Lokalita ¢. 5

Obr. 12: Laurel Falls. (Foto: Tomas Hauer)
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http://www.flickr.com/people/soundman1488/
http://www.flickr.com/photos/soundman1488/5988431400/

Lokalita ¢. 6

FEEINTY PG

Obr. 13: Little River Road. (Foto: Jeffrey R. Johansen)

Lokalita ¢&. 7

Obr. 14: Meigs Falls. (Foto: Tomas Hauer)
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Lokalita ¢. 8

Obr. 15: Spruce Flat Waterfalls. (Foto: Tomas Hauer)

Lokalita ¢. 9

Obr. 16: White Oak Falls. (Foto: Tomas Hauer)
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7.2. Priloha 2
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7.3. Priloha 3

Scytonema hofmanni
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7.4. Priloha 4
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7.5. Priloha 5
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Calothrix fusca
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7.6. Priloha 6

Scytonema cf. millei
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7.7. Priloha 7

Scytonema subgelatinosum
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7.8. Priloha 8

Obr. 17: Scytonema hofmanni. (Foto: Jarmila Michalkova)

Obr. 18: Scytonema cf. millei. (Foto: Jarmila Michalkova)

Obr. 19: Scytonema subgelatinosum. (Foto: Jarmila Michalkova)
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Obr. 20: Calothrix parasitica. (Foto: Jarmila Michalkova)

Obr. 21: Calothrix fusca. (Foto: Jarmila Michalkova)
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