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ABSTRAKT

Sinice jsou mikroskopické prokaryontni organismy s kosmopolitnim rozsifenim.
Jsou nedilnou soucasti epipelonu stojatych vod a studiem epipelonu se také tato
bakalaiska prace zabyva. Vzorky epipelonu byly odebrany v roce 2011 v mésici srpnu,
fijnu a listopadu ve tfech lokalitich CHKO Poodii a v lokalit¢ Hefmanicky rybnik.
K hodnoceni ziskanych vzorkli byly pouzity metody morfologické i molekularni.
Vzorky byly determinovany na zékladé morfologickych vlastnosti dle dostupné
literatury, nasledné kultivovany v tekutém médiu na Petriho miskach. Byla provedena
izolace unialgalnich kultur. Mezi vyizolovanymi druhy byla pfitomna napf.
Pseudanabaena galeata nebo Phormidium animale. Nasledn¢ bylo pfistoupeno
K molekularnim analyzam, konkrétné izolace DNA a PCR amplifikace 16S rRNA.
U jednoho vzorku muselo byt provedeno klonovani, dale nasledovalo komercni
sekvenovani. K rekonstrukci fylogenetického stromu byla pouzita Castecnd sekvence
16S rRNA kodujici gen pro malou podjednotku ribozomu. Na zakladé morfologickych
znakl byla prokdzana piibuznost vyizolovaného Phormidium cf. animale E1
a Phormidium cf. animale E2 sjiz popsanym druhem Phormidium animale. Byla
zjiSténa urcita genetickd vzdéalenost téchto dvou studovanych kment od diive
studovaného Phormidia animale z jiné lokality. Rovnéz byli studovani ¢lenové skupiny
Pseudanabaenaceae. Morfologickou studii byly zjistény dva morfotypy druhu
Pseudanabaena cf. galeata. Analyza 16S rRNA odhalila tfi rGzné genotypy. Jak
u Phormidia, tak u Pseudanabaeny se miize jednat o nové nebo kryptické druhy, avsak
K potvrzeni této domnénky musi byt vyizolovany dal§i kmeny a pouzity citlivEjsi

molekularni markery.

Klic¢ova slova: epipelon, sinice, morfologie, taxonomie, fylogenetika, 16S rRNA.
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ABSTRACT

Cyanobacteria are microscopic prokaryotic organisms with a cosmopolitan
distribution. They are an integral part of epipelon of the stagnant water and the study of
epipelon is the subject of this thesis. Samples of epipelon were collected in 2011 during
the months of August, October and November at three locations in CHKO Poodii and in
the area of the Hefmanicky pond. Morphological and molecular methods were used for
the evaluation of the obtained samples. Samples were determined on the basis of
morphological characteristics according to available literature, and subsequently
cultured in a liquid medium in Petri dishes. Unialgal cultures were isolated. Among the
isolated species was present, for example, the Pseudanabaena galeata or Phormidium
animale. The samples were then subjected to molecular analyses, particularly DNA
isolation and PCR amplification of 16S rRNA. One sample had to be cloned, further
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must be utilized.
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UvVoD

1. Obecna charakteristika sinic

Sinice, odborné¢ Cyanobacteria, Cyanoprokaryota, Cyanophyceae nebo
Cyanophyta, jsou fotosyntetické mikroskopické jednobunécné, kolonidlni nebo vlaknité
gramnegativni bakterie (BELLINGER & SIGEE 2010; KALINA & VANA 2005).
Postradaji struktury které se bézné¢ vyskytuji u eukaryot, napi. jadro, Golgiho aparat,
endoplasmatické retikulum, mitochondrie, plastidy, vakuoly ohrani¢ené tonoplastem.
Thylakoidy sinic (KALINA & VANA 2005) maji schopnost syntetizovat chlorofyl a,
vyskytuje se u nich také chlorofyl b (HINDAK 2008) a chlorofyl d, ktery je z velké
Casti zastoupen napf. u sinice rodu Acaryochloris marina (AKIYAMA et al. 2001).
V membrané thylakoidl se nachazi a i f karoten a xantofyly napf. myxoxanthofyl,
zeaxynthin nebo echinenon. Na povrchu tylakoidd jsou fykobilizomy, ty syntetizuji
barviva fykobiliny. C- fykocyanin a allofykocyanin zapfi¢inuji modré a c- fykoerythryn
¢ervené zbarveni bunék. Zminéna barviva umoziuji priubéh fotosyntézy i pii velmi malé
intenzité osvétleni. Zasobni latkou bunék je polysacharid sinicovy Skrob, cyanofycinova
zrnka jsou zasobarnou dusikatych latek, polyfosfatové granule obsahuji fosfore¢nany.
Ty se do granuli ukladaji v dobé, kdy je jich ve vn&jsim prostfedi dostatek a naopak se
uvoliiuji z granuli pii jejich nedostatku (HINDAK 2008; STARMACH 1966; KALINA
& VANA 2005).

1. 1. Specializované struktury a buiky
U sinic nalezneme urcité struktury, které jsou charakteristické pouze pro tuto

taxonomickou skupinu.

AEROTOPY - Jde o soubor plynovych méchyrkl, které se sdruzuji do podoby
aerotopll. Jsou vélcovitého tvaru se zaSpicatélymi konci. Sténa téchto struktur je slozena
predevsim z glykoproteinil, je pomérné pevnd a propustnd pro vSechny plynné latky.
Aerotopy odleh¢uji sinice ve vodnim sloupci (HINDAK 2008; KALINA & VANA
2005; KALINA 1998, 1994). Napadné aerotopy vytvati rod Microcystis, Planktothrix.

AKINETY (ARTROSPORY) - Vznikly z jedné nebo splynutim vice vegetativnich
bunék, slouzi k pieziti za neptiznivych podminek vnéjsiho prostredi. Od vegetativnich

bunck se akinety liSi zejména velikosti a tlust§i buné€nou sténou, cytoplazma akinet
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obsahuje vice granuli. Maji velkou zasobu Zivin (HINDAK 2008; BRAYNER et al.
2009; KALINA 1998, 1994). Akinety tvoii napf. rody Anabaena, Nostoc,

Aphanizomenon, Nodularia.

HETEROCYTY (HETEROCYSTY) - Jsou tlustosténné buiiky, které vznikaji z bunék
vegetativnich. Na povrchu heterocytu je slizovy obal, obsah vnittku burniky je prizracny.
Pomoci nitrogendzy se v nich fixuje vzdusny dusik, z n¢j pak vznika amoniak. Fixovany
dusik se uvniti bunék skladuje ve formé cyanophycinu, pozdéji je transportovan pres
zatky do sousednich bunék jako glutamin. Podobny proces fixace dusiku je zndm
u n¢kterych bakterii, u téch vSak probiha za anaerobnich podminek. Vime, Ze
V heterocytech se nachazi fotosystém I, proto zde nevznika kyslik. Ztejmé se heterocyty
objevily u sinic jiz v prekambriu pred 2x10° lety (HINDAK 2008; BRAYNER et al.
2009; KALINA 1998, 1994). Heterocyty nalezneme napt. u rodu Nostoc, Anabaena,
Gloeotrichia, Cylindrospermopsis, Cylindrospermum.

1. 2. Typy stélek

Sinice zahrnuji razné typy stélek. Kokalni sinice se vyskytuji samostatné nebo se
sdruzuji do kolonii. Tyto kolonie mohou byt pravidelné napi. Merosmopedia nebo
nepravidelné napt. Aphanocapsa. Burnky jsou pfedev§im uniformni. U vSech
jednoduchych sinic byla prokézana tendence k polarité bunék. Polarizované bunky jsou
odvozeny z nepolarizovanych typii, proto by mély byt evolucné pokrocilejsi. Tendence
vytvaret polarizované bunky, uspofadani bunék do pseudovléken nebo polarizovanych
kolonii je ziejmé vyjadieni evoluéniho trendu (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1998;
WHITTON & POTTS 2002).

Vlaknité sinice mohou tvofit stélky nevétvené, které tvoii napt. Oscillatoria
nebo stélky vétvené napi. Plectonema, Schizothrix. U vlaknitych sinic se vyskytuji dva
typy vétveni: pravé vétveni napi. u Stigonemy a nepravé vétveni, se kterym se muzeme
setkat napt. u Tolypothrix. Za pravé vétveni je povazovano déleni jedné bunky v ramci
jednoho vlédkna, poté vznikaji dvé nebo vice bunék dcefinych. Falesnd vétveni se
vyznacuji bo¢nim prodlouzenim daného vlakna, bez jakéhokoli bunécného déleni
(BELLINGER & SIGEE 2010; WHITTON & POTTS 2002; KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS 2005). Kolonie mohou nardstat do takovych velikosti, ze jsou

viditelné 1 pouhym okem.
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Velka vétsina sinic produkuje slizovou pochvu, ktera obaluje bud’ celou kolonii
nebo samostatné bunky. Slizova pochva mize byt vrstevnatd a napadné zbarvena
karotenoidy scytoniminy (KALINA & VANA 2005). V kulturach, kde jsou sinice
vystaveny stresovym podminkam, se slizova pochva mize vytvofit i u druhd, které ji za

b&znych podminek nevytvaieji (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1998).

1. 3. RozmnoZovani

Cyanobacterie se rozmnozuji pouze asexualné, a to délenim bunék. Rozmnozuji
se bud’ prostym d€lenim, kdy plazmatickd membrana spolu s bunécnou sténou zac¢ina
rust do stiedu bunky a vytvari pficnou ptrehradku, ta rozdéluje protoplast na dvé
poloviny, nasledn¢ se buiika rozdéli. Nejprve vristd do nitra bunky plazmaticka
membrana, poté bundénd sténa a jeji daldi vrstvy (KALINA & VANA 2005).
Asymetrické binarni déleni, vyskytujici se napf. u Synechococcus nidulans, je pouze
pozménéné prosté déleni. Dalsi zpisob rozmnozovani je pomoci exocytd. Jedna se
0 asymetrické binarni dé€leni pfisedlych bunék, kdy se apikalni ¢ast oddéli od zbytku
buniky napt. u Chamaesiphon polonicus. Nanocyty nebo baeacyty lze charakterizovat
postupnym nebo soucasnym rychlym délenim matefské bunky na mensi dcefiné buriky,
napt. u Stanieria sphaerica. Rozmnozovani vlaknitych sinic miize probihat stejnym
zpusobem jako u sinic kokalnich. RozmnoZovaci funkci mize zastat také samostatné
vlakno, po rozpadu vlakna vznikaji rozmnoZovaci ttvary tzv. hormogonia (HINDAK
2008), jde o kratké filamenty, které se skladaji z nediferencovanych bunék (BRAYNER
et al. 2009). Mohou byt nékdy pohyblivé a obsahovat aerotopy. Akinety a ziidka
heterocyty jsou jednim ze zptsobdl rozmnozovani (HINDAK 2008, KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS 1998, 2005).

1. 4. Ekologie sinic

Geologove 1 biochemici se shoduji v tom, Ze sinice maji velice dlouhou evolu¢ni
historii. Ne vSak vSichni jsou nazoru, Ze se prokaryotni organismy rozsifily vice jak
pied 3,5x10° miliony let. Vyskytuji se tém&F ve viech biotopech na Zemi. Od vody
sladké ptes vodu slanou a brakickou, v pidé, na zdech, v narostech, uvnitf stromatolitti
(STAL 2002), v mechu, v podzemnich pramenech (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS
1998). Diky jejich jednoduché bunécné stavbeé osidluji stanovisté s velmi nehostinnymi
podminkami, od termalnich pramenti az po zcela vysusené biotopy (BELLINGER &
SIGGE 2010; KALINA & VANA 2005; KOMAREK 2006). Velka vétsina z nich mize
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tolerovat Siroké rozpéti zivotnich podminek, ale jsou mezi nimi i zastupci se silnou
ekologickou preferenci (BELLINGER & SIGEE 2010). Sinice jsou ¢astymi symbionty
rostlin, suchozemskych a vodnich hub a prvokii (ADAMS & DUGGAN 2008, ADAMS
et al. 2006).

Planktonni druhy byvaji Casto toxické. Sinice nejsou Skodlivé pouze pro savce
(ROBINSON et al. 2002), ale také pro dalsi organismy. Toxiny lidem zptisobuji akutni
nebo chronické zdravotni problémy. Ptaktim, rybdm a dalSim zvifatim smrtelné otravy
(LYSAKOVA, KITNER & POULICKOVA 2007). Laboratorni vyzkum piinesl nové
poznatky tykajici se zooplanktonu. Nékteré kmeny sinic brani piijmu potravy a tim
zvySuji umrtnost zooplanktonu. Ur¢ité druhy organismi se na toxicitu adaptovaly
(DEMOTT et al. 1991). Toxiny produkované sinicemi maji ur€ity specificky ucinek.
Podle toho je fadime do riznych kategorii. Neurotoxiny jsou produkovany napf.
Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae, Oscillatoria, Trichodesmium.
Hepatotoxiny jsou produkovany sinicemi napi. Microcystis aeruginosa, Oscillatoria
agardhii,  Cylindrospermopsis  raciborskii, Anabaena laxa, Aphanizomenon
ovalisporum. Cytotoxiny produkuji rody jako je napt. Scytonema pseudohofmanni,
Oscillatoria acutissima, Microcystis aeruginosa, Microcystis wesenbergii, Tolypothrix
byssoidea (ROBINSON et al. 2002).

1. 5. Vyuziti

Sinice se vyuzivaji zejména v biotechnologiich. Maji vysoky obsah proteint,
jsou vyuzivany v dietologii jako potravni dopln€k. Pro tyto ucely se péstuje Spirulina,
kterd obsahuje karoten a vitaminy. AvSak takové vyuZiti sinic ma i své negativni
stranky. Naptiklad nukleové kyseliny, zastoupeny u sinic ve velkém mnoZstvi, jsou
Vv koneéné fazi pfeménény na kyselinu mocovou, ta se uklada v kloubech a zpiisobuje
onemocnéni dnou. V nékterych lécich byly zjiStény patogenni mikroorganismy. U
teplokrevnych obratlovcti byla objevena nespecifickd imunitni odpovéd’. Sinice
obsahuji fykobiliproteiny, jednd se o modry fykocyanin. Fykocyanin se pouziva
Vv [ékafstvi pii sledovani metabolickych procesi a také jako netoxické barvivo
(KALINA & VANA 2005). Jejich vyuziti je mozné v ramci biomonitoringu. Druhové
slozeni jednotlivych lokalit je do jisté miry odlisné (LYSAKOVA, KITNER &
POULICKOVA 2007). Sinice by mohly poskytovat informace o erozi sedimenti
(BELLINGER & SIGEE 2010). Vyuzivaji se i jejich symbiotické vztahy s dal$imi

organismy. Napiiklad Anabaena symbiotizuje s kapradinkou Azollou, kapradinka diky
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sinici muze vazat vzduSny dusik. Tento vztah se vyuZziva v zeméd¢lstvi k péstovani ryze

(VAISHAMPAYAN ET AL. 2001).

2. Charakteristika Zivotniho prostiredi stojatych vod
2. 1. Stojaté vody

Mezi stojaté vody fadime rybniky, prehrady, jezera. V Ceské republice jsou
nejvice zastoupeny rybniky. Chovné rybniky vykazuji, ve vétSin€ pripadl, vysoky
stupen trofie (jsou eutrofni az hypertrofni), proto zde mizeme nalézt velké zastoupeni

sinic a krasnootek (HASLER et al. 2008).

2. 1. 2. Rozdéleni zakladnich bentickych habitatii stojatych vod
2. 1. 1. 1. Pelagial

Jedna se o oblast volné vody. Je obyvan planktonem a nektonem. Mezi plankton
fadime primarni hydrobionty (bakterie, jednobunééné a mnohobunééné tasy, prvoky
atd.). Do spole¢enstva nektonu jsou zahrnuty zejména ryby (HARTMAN, PRIKRYL &
STEDROVSKY 2005; LELLAK & KUBICEK 1991). Je ¢&lenén na epilimnion,

metalimnion a hypolimnion.

2.1.1. 2. Bental

Zahrnuje biotop vodniho dna ekosystému. Je ¢lenén podle svételného rezimu.
Cleni se na litoral, sublitordl, profundal a abysal (HARTMAN, PRIKRYL &
STEDROVSKY 2005; LELLAK & KUBICEK 1991).
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Vodni hladina

PELAGIAL

Litoral Epolimnion

Sublitoral \%% Metalimnion

BENTAL

Profundal Hypolimnion

Obrazek 2.1. Schematické znazornéni hlavnich habitatd v nadrzi (data prevzata

z HARTMAN, PRIKRYL & STEDROVSKY 2005; POULICKOVA et al. 2008a)

3. Charakteristika Zivota ve stojatych vodach

Organismy stojatych vod ¢lenime vétSinou podle zptsobu zivota. Nekton, veétsi
a samostatné plovouci organismy. Bentos, ktery je pasivné¢ unaSen vodnimi masami.
Bentos dale clenime na fytobentos (rostlinnd slozka) a zoobentos (Zivocichové)
(HARTMAN, PRIKRYL A STEDROVSKY 2005).

Fytobentos dale clenime na rhizobentos, coZ jsou organismy pfichyceny
rhyzoidy ve dné. Do této kategorie spadaji organismy, ptichycené k pevnému substratu
tedy fytobentos. Ten lze ¢lenit na organismy na kamenech - epiliton a na organismy
vyskytujici se na vysSich cévnatych rostlinach - epifyton. Epipelon - vyskytujici se na
sedimentech dna, epipsamon - spolecenstva na pisku. Epizoon - fytobentos rostouci na
zvifatech (POULICKOVA 2011).

3. 1. Déleni perifytonu

Mnozstvi mixotrofnich a autotrofnich fas, které jsou slozkou perifytonu, Ize
rozdélit podle preference uréitého substratu (POULICKOVA et al. 2008a).
Herpobentos, organismy na sedimentech nebo pfimo v sedimentech. Mezi herpobentos

patii epipelon, endopelon, endopsamon, metafyton a cCaste¢né meroplankton
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cey

a tychoplankton. Epipelon, jednd se zejména o organismy, které ziji na svrchni strané
jemnych organickych (bahnitych) substrati. Typické druhy jsou napt. Komvophoron,
Pseudanabaena,  Euglena,  Clostridium,  Amphora, Sellaphora,  Neidium
(POULICKOVA 2011; POULICKOVA et al. 2008a).

Za heptobentos povazujeme organismy, které se vyskytuji na povrchu nebo
uvnité pevného podkladu. Radime zde epipelon, epoliton, epifyton, epixylon, endoliton,
endopsamon, epizoon a endofyton (POULICKOVA 2011; POULICKOVA et al.
2008a).

3. 1. 1. Epipelon

Patti zde organismy, které Ziji na svrchni stran¢ jemnych organickych
(bahnitych) substrati. Epipelon ma fadu vyznamnych ekologickych roli. Jedna se o
biostabilizaci sedimentu regulujici benticko-pelagicky nutri¢ni systém (DODDS 2003)
a primarni produkci (HASLER et al. 2008; VELASCO et al. 2003) a tudiz vytvati
energetické zdroje pro bezobratlé (STEVENSON 1996). 1 kdyz ma epipelon
vyznamnou funkci, byla jeho studiu vénovdna mala pozornost (SPACKOVA et al.
2009). Prukopnikem ve studiu ekologie epipelonu ve sladkovodnich habitatech byl
ROUND (1953, 1972; HASLER et at. 2008; HASLER & POULICKOVA 2010;
SPACKOVA et al. 2009). Mnohem v&tsi zajem byl projeven o studie, které se tykaji
eutrofizace a fytoplanktonu (HASLER et al. 2008).

Charakteristickymi autochtonnimi zastupci epipelonu jsou nékteré druhy sinic
(Cyanobacteria), zelené ftasy (Chlorophyta), skryténky (Cryptophyta), krasnoocka
(Euglenophyta), obrnénky (Dinophyta) a rozsivky (Bacillariophyceae) (LYSAKOVA,
KITNER & POULICKOVA 2007; POULICKOVA et al. 2008a). Vétsinu téchto
specifickych zastupci epipelonu muzeme najit v jezefe bez ohledu na stupen
eutrofizace, nékteré druhy jsou vSak vazadny na specifické podminky prostiedi
(POULICKOVA et al. 2008a). V jemnych sedimentech epipelonu lze nalézt klidova
a prisedla stadia allochtonich planktonnich fas (BELMONTE et al. 1997).

VétSina sladkovodnich epipelickych druht byla pozorovana napfi¢ velkym
geografickym tzemim. Toto poukazuje bud’ na nedostate¢né oddéleni hranic druhd,
nebo na velice dobré dispersni mechanismy, které zatim nebyly dostatecné
prozkoumany. (POULICKOVA et al. 2008a).

HASLER et al. (2008) rozdéluje epipelon, predev§im sinice a rozsivky, podle

jejich pozadavkt na kvalitu sedimenti na 4 skupiny. Prvni skupina zahrnovala druhy,
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které preferovaly bahnito-piscity podklad a nizkou konduktivitu vody. Druhé skupina
obsahovala druhy s preferenci vysokého obsahu rozlozenych organickych latek
a vysokou konduktivitu. Tieti skupina preferovala oligo/distrofni habitaty S pis¢itym
dnem. Ctvrta skupina preferovala bahnité sedimenty s eutrofickym zne¢iiténim vody.
ROUND (1953) rozdéluje sediment na ctyii zakladni typy. Tyto typy byly popsany
podle lokality Malhalm Tarm ve Velké Britanii. Prvni typ jsou cerné vlockovité
piirozené raselinné sedimenty. Druhy typ jsou sedimenty obsahujici ¢aste¢né rozlozené
vlaknité zbytky mechl a krytosemennych rostlin. Tteti typ jsou naSedlé vapenité
usazeniny s obsahem zrnek pisku. Ctvrty typ zahrnuje sedimenty, které jsou pokryty
fragmenty paroznatek (Chara), nejedna se o raselinné sedimenty s obsahem uhli¢itanu
véapenatého a s Gastmi vysSich rostlin. Clenéni podle ROUNDA (1953) se neshoduje
stypy sedimenti podle HASLER et al. 2008, protoze lokalita Malhalm Tarn je
geologicky unikatni (HASLER et al. 2008).

ROUND (1957) rozdélil jezera v English Lake District na dvé zakladni skupiny
podle obsahu organickych latek. Radime zde vice produktivni jezera s velkym podilem
sinic, s organickym sedimentem dna a s vy$§im podilem organické hmoty v sedimentu,
vyS$im nez 26 %. Jezera se skalnatym podlozim (dnem) s velmi nizkou produkci sinic
a s mnozstvim organickych latek, niz§im nez 22 %. Toto ¢lenéni lze najit i v Ceské
republice, aviak produktivita jezer je uméle ovliviiovana lidmi (POULICKOVA et al.
2008b).

3.1.1. 1. Sezénni sukcese epipelonu ve sladkovodnich nadrzich

Zmény Zivotnich podminek béhem roku ovliviiuji druhovou diverzitu
a pocetnost organismu ve sladkovodnich nadrzich. Mezi dillezité faktory patii obsah
Zivin, kvalita sedimentl, svétlo, pohyb vodni masy, predac¢ni tlak a riistova rychlost fas
(POULICKOVA 2011), chemicky gradient (HASLER et al. 2008) a teplota vody.

V podminkidch mirného pasu Ize tedy ocekéavat sezonni dynamiku epipelonu
(POULICKOVA 2011). Na podzim vytvaieji sinice i ostatni fasy klidova stadia. Ty
klesaji na dno a setrvavaji v tomto stavu tak dlouho, nejcastéji do jara nebo do brzkého
léta (BELLINGER & SIGEE, 2010), dokud se nezlepsi vnéjsi podminky (HARISTON
et al. 1995; BELMONTE et al. 1997). V této formé piedstavuji tzv. ,,seed bank,” ktera
slouzi k opé&tovnému obnoveni populace druhu (HASLER, POULICKOVA &
LYSAKOVA 2004). Na jate, kdy se za¢in promichavat voda ve vodnim sloupci, misi
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se sediment, fytoplankton se probouzi opét k zivotu a migruje zpét do vodniho sloupce,
kde roste a slouzi jako potrava pro zooplankton (HANSSON 1996).

SPACKOVA et al. (2009) uvadi, 7e béhem jara a podzimu dominovaly z 60 %
v nadrzi rozsivky (Bacillariophyceae). Sinice (Cyanophyta) byly nejpocetnéjsi béhem
1éta, ve vzorku byly zastoupeny z 80 %. Sezonni maximum krasnooc¢ek (Euglenophyta)
nastalo v ¢ervnu. Ve vzorku dominovaly ze 40 %. Jednotlivé druhy sinic mizeme nalézt
Vv pribéhu celého roku, ale nékteré se vyskytuji pouze v uréitych mésicich. Geitlerinema
amphibium se vyskytovala od biezna do srpna. Komvophoron constrictum od biezna do
listopadu, stejné tak Pseudanabaena catenata a Sporulina major. Phormidium
tergestinum se vyskytovalo ve vSech uvedenych mésicich kromé zati. Oscillatoria
limosa byla ptitomna od ¢&ervna do listopadu. Komvophoron groenlandicum se
vyskytoval pouze vfijnu a listopadu, Komvophoron hindakii pouze v listopadu
a Phormidium chalybeum v zafi.

V ceutrofnich nadrzich, v poloviné nebo koncem I1éta, dochazi casto
K nadmérnému rozvoji kokalnich sinic. Ty se oznacuje jako vodni kvét. Velké masy
sinic vystoupaji na povrch jezera a vytvoii silnou vrstvu biomasy. Nakonec dojde
k vyCerpani velkého mnozstvi zivin obsazenych ve vod¢ a také kysliku. Biomasa
zachyti vétSinu slune¢niho zafeni. Mnoho druhi sinic produkuje toxiny. VSechny tyto
aspekty neblaze ovliviiuji rozvoj daldich vodnich organismi (KALINA & VANA
2005).

4. Taxonomie

Taxonimicka klasifikace je metoda kterd umoZiuje rozpoznani a registraci
diversity jednotlivych organismd, v kontextu s kontinudlné se ménicimi znalostmi o
evoluénich a ekologickych vztazich a fenotypové variabilité (KOMAREK 2010).
Taxonomie sinic byla podstatné zménéna b&hem 20. stoleti (KOMAREK 2005).
S novymi piistupy ke klasifikaci jsou stavajici vztahy mezi sinicemi neustale meénény.
Bylo popsano 150 rodut a vice nez 1000 druhi sinic (RIPPKA et al. 1979).

Dnes se v klasifikaci sinic pouziva takzvany polyfazicky pftistup, ktery
kombinuje tradi¢ni metody klasifikace s molekularnimi. V tomto pfistupu se vyuziva
vSech znamych dat z molekuldrni analyzy, cytomorfologie, ekologie a ekofyziologie.
Fylogenetickym (molekularnim) datim by méla byt pfifazena nejvétsi vaha s ohledem
na informace z ostatnich zdroji. Nesmime vSak opomenout pouziti nomenklatorickych

pravidel pii stanoveni jmen taxoni (KOMAREK 2005). Nastava problém jak vyfesit
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nomenklaturu s ohledem na moderni klasifikaci. Pouziva se nomenklatura botanicka
(ICBN) i bakteriologicka (ICNP) (KOMAREK 2005; SUDA et al. 2002; OREN 2011;
PALINSKA et al. 2006). Tyto koédy dohromady nespliuji pozadované podminky
klasifikace, diky tomu se systém stava nejasny (PALINSKA et al. 2006). Podle ICNP je
nomenklatoricky typovy druh Zivotaschopny kmen zachovany v ¢isté kultute. Zatimco
podle ICBN se jedna o nezivy exemplaf, ktery musi byt zachovan. Konzervované
metabolicky neaktivni fasové kultury jsou povazovany jako typy (OREN 2011).

KOMAREK (2005) ve své praci uvadi, ze¢ by bylo ziejmé nejvhodngjsi
vypracovat specidlni kod pro bakteridlni mikroorganismy, coz zahrnuje i sinice. I pfes
tyto neshody, bylo vypracovano moderni cyanobakteriologické review, které je
zalozeno na moderni podstaté taxonomie a mélo by slouzit jako zéklad pro budouci
studie biodiverzity sinic.

Jednim z problémt je nespravné taxonomické urceni a zarazeni danych druhd.
K identifikaci druhd je zapotfebi znaénd odborna znalost (VALERIO et al. 2009).
KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1989) uvedli, Ze vice nez 50 % druhti ve sbirkach
neodpovidad popisiim taxond, do kterych jsou zatazeny. DalSim problémem jsou cCasté
zmény jmen taxonu. Naptiklad ,,Anabaena“ sp. kmen PCC 7120 (RIPPKA et al. 1979)
byla pfejmenovana na Nostoc sp. kmen PCC 7120 na zaklad¢ DNA-DNA hybridizace
(LACHANCE 1981) s vysoce repetitivni DNA sekvenci (STPP; MAZEL et al. 1990).

AvSsak nazev neni dodnes ustanoven.

4. 1. Morfologické pristupy hodnoceni taxonomie sinic

Morfologické znaky byly jednim z hlavnich zdroji informaci pfed ndstupem
molekularnich metod, které se zacaly vyuzivat ke konci 20. stoleti. I kdyz dnes
molekularni metody udavaji hlavni trend v systematické biologii, nesmime opomenout
vahu morfologickych znakl. Za morfologické znaky povazujeme ty, které jdou béznym
okem hodnotit ve svételném mikroskopu. Jedna se o Sitku bunék, jejich délku, pochvu
a druh déleni. VSechny tyto znaky, na kterych stoji morfologické klice, se mohou diky
meénicim se vnéjSim podminkam, velice lehce zménit (PALINSKA et al. 2006;
KOMAREK 2006; NEILAN 2002). Tento fakt byl poprvé rozpoznan v poloving 20.
stoleti (KOMAREK 2006). Nékteré fenotypové znaky se zfejmé v prostiedi kultur ani
neprojevi (OTSUKA et al. 2001). Zde nastava problém se spravnym urcenim druhti ¢i
dokonce rodt (PALINSKA et al. 2006).
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4. 1. 1. Kokalni druhy

jeji tvar a polarita. Pokud se jednd o kolonii, hodnoti se tvar kolonie, postaveni
jednotlivych buné¢k a pfitomnost pochvy, zda obaluje celou bunku ¢i kolonii nebo zda je
pfitomna u kazdé buiiky kolonie. Tento identifika¢ni aspekt miize byt do jisté miry
mylny. Pochva se miize tvofit za stresovych podminek u druht, které ji bézné nevytvaii,
typickym ptikladem jsou podminky v kulturach. Pozoruje se Sitka pochvy, zda je
viditelné¢ laminovani a zbarveni. Sleduje se polarita bunék i celych kolonii. Pfitomnost
nebo absence plynnych vacki a aerotopti. Dal§im znakem je typ bunécného déleni.
Muze jit o jednoduché bunécné déleni, nepravidelné déleni, rozmnozovéani pomoci
exocytl, nanocytl, baeocytl nebo pomoci samostatnych reprodukcnich bunék.
V mezirodovych vztazich je dilezitou charakteristikou pohyb rozmnoZovacich utvart.
Pokud jsou utvary pohyblivé, nazyvaji se planocyty. Dilezité jsou rozméry bunék
a jejich zbarveni. Mnohé znaci i ekologie, zda se jedna o vodni prostiedi nebo sous,
vodu slanou &i sladkou, ro¢ni obdobi, zemé&pisny pas, pH atd. (KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS 1998).

4. 1. 2. Vlaknité druhy

Morfologické znaky vlaknitych sinic jsou obdobné jako u sinic kokalnich.
Dtlezitym znakem je tvar bunék, jejich velikost a barva. Morfologicky je vyznamny
vzhled terminalni bunky. Zda se jednotlivé bunky ke konci zuzuji postupné nebo néhle.
Jestli jsou vlakna obalend slizovou pochvou, zda pochva obaluje jen jedno vlakno nebo
celou kolonii, vyznamna je jeji barva. Urcuje se, zda mé koncova buiika kalyptru.
O mnohém vypovidaji slizové mustky mezi buitkami. Pozoruji se cyanophycinova
granula, polyfosfatova, karotenova zrna a jejich umisténi, plynové vacky, aerotopy,
heterocyty, akinety nebo ptitomnost typickych vakuol obalenych membranou. Zda se
vldkno vétvi ¢i ne. RozliSuje se vétveni vlakna na pravé a nepravé. Sleduje se déleni
bunck a rozmnozovani. Pozoruje se postup, podle kterého dochdzi k rozpadu vlaken.
Sleduje se pohyblivost vldken a rozmnozovacich utvardi. Sinice uréujeme pomoci
makroskopického a mikroskopického vzhledu kolonii a jejich uspotfddani nebo podle
toho, zda se vlakna vyskytuji samostatné. Vyznamnym parametrem jsou ekologické

podminky (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 2005).
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4. 2. Molekularni pristupy vyuZivané v taxonomii sinic

Studium molekularni ekologie pouzivda molekularné-genetické marktery, ty
pomohou zodpovédét otazky ohledné ekologie a evoluce jedinct, skupin a celych
komunit (CARVALHO 1998). Fenotypové vyjadieni genotypu, na kterém stoji veskeré
urcovaci klice, se mize snadno zménit. Diky tomu je molekuldrnim znakiim dévana
veétsi vaha (LU et al. 1997). Pii studiu sinic se v molekularnich analyzach pouziva
z velké casti analyza ribozomové rDNA. Molekularni metody casto odhali daleko vyssi
diverzitu, nez byla zji§téna pomoci fenotypovych znakti (KOMAREK 2005).

V molekuldrni systematice se pouzivaji rizné metody studie DNA, mezi né
fadime studium zékladniho slozeni DNA, hybridizaci DNA (KONDO et al. 2000),
sekvenovani genu (NUBEL et al. 1997) a PCR fingerprinting (RASMUSSEN &
SVANNING 1998; VERSALOVIC et al. 1991).

Tti bakteridlni rRNA geny jsou usporadany do genovych klastrl, ty jsou
exprimovany jako jednotlivé operony (PEI et al. 2010), operony jsou uspoiadany
V nasledujicim potadi 16S rRNA - 23S rRNA - 5S rRNA. Kazdy z gent je od dalsiho
oddélen pomoci ITS regionu (internal transcribed spacer region) (ITEMAN et al. 2000;
BOYER, FLECHTNER & JOHNSEN 2001). Operon miize byt pfitomen v bakterialnim
genomu V nékolika kopiich, napt. 7 kopii nalezneme u Escherichie coli a Salmonelly, 10
kopii u Bacillus subtilis. Nejcast&ji se k analyze pouziva genl6S, koéduje malou
podjednotku ribozomu a neddvno se zacal pouZivat ITS region mezi 16S rRNA a 23S
rRNA (BOYER, FLECHTNER & JOHANSEN 2001). Vybér genid byl zvolen
na zakladé ribozomalni konzervace (CLAYTON et al. 1995).

4.2.1.Gen 16S rRNA

Geny 16S rRNA, 23S rRNA a 5S rRNA operonu jsou velice konzervativni
struktury, proto je lze pouzivat pro potvrzeni nebo vyvraceni evolu¢nich hypotéz
(ERNST et al. 2003). Pocet kopii tohoto operonu byva rizny. Gen 16S rRNA obsahuje
pét konzervativnich struktur DI1-D5 a tfi variabilni struktury (stems) VI-V3
(ITEMANN et al. 2000). 16S rRNA se vyuziva z toho divodu, ze je obsazen ve vSech
bakteriich, jedna se o konzervativni strukturu, je také pomérné dosti dlouha (1500
nukleotidi) proto je schopna poskytnout dostate¢né mnozstvi informaci (WILMOTTE
1994).

Nejprve se k fylogenetické analyze druhii sinic podle KOMARKA &
ANAGNOSTIDISE (1989) pouzival 16S rRNA gen. Pouziti této molekuly na stanoveni
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fylogenetickych vztahti na Girovni druhti a kment je dosti problematické, jelikoz tento
gen obsahuje velice konzervativni sekvence (FOX, WISOTZEY & JURTSHUK 1992).
FOX, WISOTZEY & JURTSHUK (1992) proto ustanovili, ze gen 16S rRNA neni
vhodny pro stanoveni mezidruhovych vztahti (BOYER, FLECHTNER & JOHANSEN
2001).

4. 2. 2. ITS region (Internal Transcribed Spacer)

ITS region je mozno pouzit pro stanoveni nizsich taxonomickych vztaht napf.
mezidruhovych (LU et al. 1997). ITS region je velice variabilni, co se tyka délky
I sekvenci (ACINAS et al. 2009)

ITS region obsahuje antitermina¢ni box A, ktery umoZiluje pfedcasné zastaveni
transkripce. Box A mulzZe byt prezentovdn jako sparované sekvence uvniti obou
dvouvlaknovych processing stems, také muize mit podobu neparovych regiont, které
piiléhaji na processing stems. Sekvence boxu A jsou u bakterii velice konzervativni,
box A tésné€ pfiléha na stonkovitou strukturu boxu B, jeji sekvence jsou naopak velmi
variabilni. ITS region casto obsahuje jeden nebo dva geny, nejcastéji se jedna bud’
0 tRNA®" nebo tRNA™? nebo se zde vyskytuje tRNA™? spoleéns s tRNA"™ (ITEMAN
et al. 2000), nékdy muze sekvence tRNA chybét. U sinic nejcastéji chybi kombinace
tRNA" a tRNA”?. Sinice dasto postradaji sekvence pro rRNA ITS regionu nebo je
piftomna pouze tRNA"™ (BOYER, FLECHTNER & JOHANSEN 2001). Velikost ITS
regionu se pohybuje v délce od 354 do 545 nukleotidi (ITEMAN et al. 2000).

F 3 A F
16S rRNA gen ITS region 23S rRNA gen ITS region 5S fRNA gen

Obrazek 4.1. Schematické zndzornéni rRNA operonu, ktery obsahuje ITS regiony a

geny 16S rRNA, 23S rRNA a 5S rRNA (data pievzata z ITEMAN et al. 2000).
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5. Charakteristika a ekologie perifytickych rodii sinic
Vsechny nasledujici informace byly pouzity ze sensu KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS 1998, KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 2005, mimo citovanych.

Aphanothece spp. Négeli 1849 nom.cons.

Poprvé byla tato kokdlni sinice popséna NAGELIM Vroce 1849. Nalezi do
¢eledi Merismopediaceae. Kolonie jsou mikro i makroskopické, obsahuji vice
nazelenalych nebo nahnédlych bunck. Na povrchu kolonie se vyskytuje amorfni slizova
pochva, kterd miize byt nazloutld az nacervenald. Také samotné buitky kolonie mohou
mit slizovou pochvu. Buiiky jsou Siroce ovalné nebo cylindrické se zaoblenymi konci.
U nékterych druhi zietelné aerotopy. Rozmnozuji se prostym délenim bunck. Déleni
probihd v jedné roviné kolmo na podélnou osu bunky. Fakultativné je zaznamenéna
tvorba nanocytti. Rozmnozuji se rozpadem kolonie nebo samostatnou bunkou. VétSina
druhii je epipelickych nebo ptidnich. Nékteré druhy sekundarné planktonni. Preferuji
sladkovodni biotopy, né€kdy se vyskytuji v mirné halinni vodé nebo ve vodé moiské.
Nalezeny v severskych oblastech, tropech a v termalnich pramenech (49,5 °C).
Napt. druh Aphanothece endophytica zije endogleicky ve slizu planktonnich sinic.

Epizoicky zptsob zivota zaznamenan u Aphanothece protohydrae.

Gloeothece spp. Nageli 1849

Druh Gloeothece byl popsan Svycarskym botanikem KARLEM WILHELMEM
VON NAGELIM V roce 1849. Radi se do ¢eledi Microcystaceae. Buiiky vétsinou malé,
Vv koloniich nebo samostatné. Kolonie i1 jednotlivé builky jsou uzavieny v hyalinni
pochvé nebo jsou koncentricky lamelovité. Pochva miize bat namodrald, fialovd nebo
nazloutld. Bunky svétle modrozelené, zelenomodré, olivovézelené nebo fialové, tvaru
ovalného nebo tycinkovitého se zaoblenymi konci. Déleni probihd od pticné k podélné
ose. Bunky dorostou do své ptivodni velikosti a tvaru az pred dal$im délenim. Obal je
vytvoten az po déleni. Reprodukce probihd rozpadem kolonie, osvobozenim bunky
z gelového obalu. Také je pritomna tvorba nanocyti. Velka ¢ast druhli obyva
aerofytické a atmofytické prostiedi. Lze je nalézt 1 v epipelonu nebo bentosu sladkych
vod, v litoralu vod motskych. Nekteré druhy Zziji metafyticky v bazinach. Vyskytuji
se od horskych nizin az po samotné horské vrcholky. Rozsifeny jsou po celém svéte.

Sekundarné piesly k planktonnimu zptisobu Zivota.
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Aphanocapsa spp. Nageli 1849

Aphanocapsa byla také popsana Svycarem KARLEM WILHELMEM VON
NAGELIM roku 1849. Radime ji do ¢eledi Merismopediaceae. Mikroskopické kolonie
mohou byt riznych tvart. Sliz, jenz obaluje kolonii, je Casto bezbarvy. Builky bez
vlastni gelové pochvy, sférické, po rozd€leni hemisférické, bez aerotopti. Buiiky se déli
ve dvou kolmych rovinach v po sob¢ jdoucich generacich. Dal§i moznost rozmnozeni je
rozpadem kolonie. U nékterych také rozmnozeni nanocyty. Velka vétSina druha zije
ve sladké vodé. Jsou soucasti epipelonu a epifytonu. Aerofytické druhy se vyskytuji
na mokrych kamenech, zdech, skaldch atd. Obyvaji tropy i1 severské oblasti, nékteré

i termalni prameny. Ziji endoliticky a epizoicky.

Merismopedia spp. Meyen 1839

Jako prvni tuto kokalni sinici popsal némecky botanik FRANZ JULIUS
FERDINAND MEYEN roku 1840. Patfi do celedi Merismopediaceae. Kolonialni i
volné Zijici sinice. Kolonie deskovité a ploché. Sliz na povrchu kolonie je bezbarvy.
Bunky ovalné, Siroce eliptické, barvy jasné modrozelené nebo nacervenalé. Nekdy
viditelné aerotopy. Z jedné matetské bunky vznikaji dvé buiky dcetiné. Déleni probiha
ve dvou rovinach kolmych na sebe. Buiiky jsou uspotadany do tad, tuto pozici po déleni
nezméni. Do findlni velikosti dorostou té€sné pred dal§im délenim. Merismopedia se
rozmnozuje rozpadem kolonie na jednotlivé subkolonie. Planktonni druhy, epipelické,
subaerofytické. Obyvaji vody slané 1 sladké, vody bazinné, termalni i zcela chladné

(severske oblasti napt. v Kanadg).

Gloeocapsa spp. Kiitzing 1843

Gloeocapsa byla popsana v roce 1843 némeckym botanikem FRIEDRICHEM
TRAUGOTTEM KUTZINGEM. Nalezi do &eledi Microcystaceae. Gloeocapsa tvoii
kolonie obalené slizem. Samotné bunky jsou sférické, ziidka protahlého tvaru, obaleny
Sirokou koncentricky lamelovitou gelovou pochvou, ta mize byt zbarvena do Zluta,
cervena, modra nebo fialova. Nékdy pfitomny u planktonnich druhli plynné vacky.
Déleni probiha ve tfech na sebe kolmych rovinach bindrnim zptsobem, uvniti gelového
obalu. Pokud dojde k osvobozeni skupiny bunék nebo pouze samostatné bunky od velké
kolonie, mize vzniknout nova kolonie. Mohou se také rozmnozovat rozpadem kolonie

na mens$i subkolonie nebo pomoci nanocytli. Do tohoto rodu spadaji druhy sladkovodni
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1 halinni, druhy planktonni i bentické, subaerofytické, aerofytické. Né&které druhy

obyvaji moc¢aly nebo mineralni a termalni parameny.

Chroococcus spp. Nageli 1849

Chroococcus byl popsan botanikem NAGELIM Vroce 1849. Pati do &eledi
Chroococcaceae. Bunky sdruzeny do neuspotadanych kolonii. Buniky i kolonie jsou
obaleny slizovou pochvou, kterd je bezbarva nebo nazloutla a obvykle koncentricky
lamelovita. Tvar bunék je nejprve subsféricky, Siroce ovalny nebo sféricky, pozdéji
hemisféricky. Bunéény obsah je Sedy, modrozeleny, nazloutly, nacervenaly
nebo fialovy. Plynné vacky se vyskytuji pouze u nékterych planktonnich druhti. Déleni
bunck probihd ve tfech rovindch v po sobé jdoucich generacich, nejcastéji kolmo
na sebe. Rozmnozuji se také odloucenim butiky nebo i skupiny bunék od kolonie, ziidka
nanocyty. Druhy rodu Chroococcus jsou planktonni, epifytické nebo perifytické.
Obyvaji sladkou vodu i vodu slanou. Ziidka je nalezneme ve vodach termalnich,
aerofyticky nebo subaerofyticky. Mnoho druhti osidlilo 1 velice extrémni podminky

(KOMAREK & HAUER 2012).

Oscillatoria spp. Vaucher ex Gomont 1892

Tato sinice je fazena do Celedi Oscillatoriaceae. Vytvati okem viditelné hladké
povlaky nebo vytvari samostatné trichomy. Trichomy jsou cylidrického vzhledu,
pohybliveé, Siroké vice nez 6,8 um, bocni stény se zaSkrcenim nebo 1 bez, Casto bez
pochvy. Bunky kratké, vétSinou 2x kratSi neZ §irsi, neobsahuji aerotopy. Bunécné déleni
probiha pficné k ose trichomu. RozmnoZuji se rozpadem vlaken na pohybliva
hormogonia. Vyskytuji se ve vodé sladké i slané, v ptidé. PiedevS§im obyvaji mélké
vodni biotopy. Ziji benticky, pak vyplavou na hladinu kusy biomasy. Roziiteny
po celém svété (KOMAREK & HAUER 2012).

Leptolyngbya spp. Anagnostidis et Komarek 1988

Leptolyngbya je fazena do Celedi Pseudanabaenaceae. Vytvaii dlouha vlakna,
ktera jsou bud’ samostatné nebo vytvati husté povlaky. Vldkna Siroka 0,5 az 3,5 um,
pohybliva 1 nepohybliva, nékdy je pfitomna tenkd hyalinni pochva. Bunky cylindricke,
izodiametrické, delsi nez §ir§i bez plynnych vackd. Rozmnozuji se diky fragmentaci
trichomt, hormogonia se mohou pohybovat. Leptolyngbyla jsou bézné pfitomna v pude

a Vprerifytonu a metafytonu sladkovodnich a motskych biotopii. Vyskytuji se
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V termalnich a mineralnich pramenech, aerofyticky, endogleicky. Velice dobfe rostou

v podminkéach kultur (KOMAREK & HAUER 2012).

Geitlerinema spp. (Anagnostidis et Komarek) Anagnostidis 1989

Tato sinice nalezi do celedi Pseudanabaenaceae. Vytvari narosty, jen ziidka
samostatné trichomy. Trichomy (0,6) 1-4 (6,5) um, cylindrické, vétSinou rovné a bez
zaskrceni bocnich stén, nemaji pochvu. Vyrazné pohyblivé. Buiky cylindrické,
protahlé, bez aerotopti, nékdy s granulemi (obsahujici karotenoidy). Koncové bunky
zaoblené, Castéji Spiaté nebo zuzené, n¢kdy zakonCeny kalyptrou. Rozmnozuji se
rozpadem trichomti na pohybliva hormogonia. Vyskytuji se v ptidé a v neznecisténych
vodnich biotopech, poristaji rizné substraty, napi. kameny, listy, dfevo atd. Nékteré

druhy byly objeveny také v motskych biotopech nebo v termalnich pramenech.

Pseudanabaena spp. Lauterborn 1915

Sinice byla poprvé popsana LAUTERBORNEM roku 1915. Spada do celedi
Pseudanabaenaceae. Buiky jsou cylindrické, vétSinou vyrazné zaskrcené, obsahuji
nasténné tylakoidy a nékteré druhy polarné umisténé plynné vacky. Sitka vlikna je
mensi nez 4 um (ACINAS et al. 2009). U Pseudanabaeny se nevyskytuje pochva, maji
vétsinou Siroky, hladky a roztekly slizovy obal. Vldkna se pohybuji jen zfidka nebo se
nepohybuji vubec. Bunky se déli binarnim délenim podle jednoho planu kolmo
na dlouhou osu, n¢kdy se déli asymetricky. Reprodukce probihd pomoci hormogonii,
které obsahuji jednu az vice bun¢k. Muze dochazet i k rozpadu vlaken. Pseudanabaena
je celosvétové rozsifena. Nalezneme ji ve vodach sladkych, slanych i brakickych.
Vlakna nalezneme v planktonu, metafyticky nebo vytvafeji jemné narosty. Ziji
epizoicky a epipelicky. Obyvaji subtropy, tropy i severské oblasti. Byly nalezeny
I v extrémnich podminkach napf. v termalnich pramenech.

O této vlaknité sinici existuje malo genotypickych 1 genetickych informaci. Jeji
vlakna jsou velice drobna a védci ji proto opomijeli. LAUTERBORN popsal roku 1915
dva nové druhy- Pseudanabaena constricta a Pseudanabaena catenata, ale jejich
potvrzeni je otazkou diskuze (CHANG et al. 1985). Morfologicky je Pseudanabaena
podobna Limnothrix. Limnothrix se 1i§i Sir§imi vlakny, 1-6 pm, méné vyraznym
zaSkrcenim bun¢k a také z hlediska Zivotnich podminek (CASTENHOLZ et al. 2001).

Pseudanabaena spolu s Limnothrix tvofi monofyletickou skupinu (ZWART et al.

vvvvvv
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n¢které kmeny ze Limnothrix Klastru spolu s Pseudanabaena spp., zahrnuji jeden
vzorek pattici do Limnothrix redekei. Tento klastr je obvykle nazyvan skupina
Pseudanabaena/Limnothrix (GKELIS et al. 2005), avSak fylogenetické vztahy této
skupiny nejsou zcela vyieSeny (ACINAS et al. 2009).

Do rodu Pseudanabaena tadime napt. druhy: P. limnetica (Lemmermann)
Komarek 1974, P. catenata Lauterborn 1915, P. galeata Biicher 1949, P. minima (G. S.
An) Anagnostidis 2001, P. frigida (Frisch) Anagnostidis 2001, P. tenis Koppe 1924.

Phormidium spp. Kiitzing ex Gomont 1892

Phormidium vytvaii voln¢ plovouci masy nebo samostatna vlakna. Na povrchu
vlaken se nékdy vytvaii pochva, vétSinou bezbarva. Samotné trichomy cylindrické,
Siroké od (1,8)2,5-11(15) um, konce bun€k nezaskrcené nebo jen velice jemné
zaSkrcené. Vlakna jsou pohybliva. Bunky isodiametrické nebo vétSinou $ir$i nez delsi,
bez aerotopti. Apikalni bunky jsou velice taxonomicky vyznamnym znakem, také
pfitomnost ¢i nepfitomnost kalyptry. Rozmnozovani probihd pomoci transverzalniho
bunééného déleni, také pomoci hormogonii a rozpadu vldken. Druhy Phormidia byly
nalezeny ve sladké i slané vod€. Vytvaii narosty na vodnich substratech (pada, vlhké
skaly, bahno, vodni rostliny, kameny, dfevo) ve stojaté i proudici vodé. Nekteré druhy
byly nalezeny na mistech s extrémnimi podminkami, jako jsou termalni prameny,
pousté atd. Ucastni se i biolitogenich procesti a tvorby travertinu (KOMAREK &
HAUER 2012).

Molekularni analyza tradiéniho rodu Phormidium ukézala, ze se jedna
o polyfyletickou skupinu (PALINSKA & MARQUARDT 2008). Tradiéni rodovy
komplex Oscillatoria/Phormidium/Plectonema a Leptolyngbya byl zac¢lenén RIPPKA et
al. (1979) do takzvaného ,LPP-group”, do kterého se zaclenuji kmeny s tenkymi
trachomy a nejasnou taxonomickou pozici (PALINSKA et al. 2011). Phormidium
a také Microcoleus nalezi do celedi Phormidiaceae. Neékteré jejich druhy jsou si
navzajem velice podobné. DROUET (1962) tvrdil, ze n¢které druhy Phormidia jsou
ekotypy rodu Microcoleus. Jeho myslenka vsak byla pozdgji zpochybnéna (HASLER et
al. 2012), napt. pii studiu Phormidium autumnale a Microcoleus vaginatus
(SIEGESMUND et al. 2008). Velka vétsina autort povazuje komplex Microcoleus
vaginatus-Phormidium autumnale za polyfyleticky, i kdyz je zde vysoké procento
shody v molekularnich i morfologickych znacich (HASLER et al. 2012). Analyza genu
16S rRNA polyfyletinost tohoto komplexu potvrdila. Revize této skupiny je
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nevyhnutelna (SIEGESMUND et al. 2008). Ztohoto rodu byl vyélenén rod
Phormidesmis. Zda se, Ze se na zakladé¢ molekularnich dat a na zakladé ultrastruktur
vice podoba skuping zahrnujici Pseudanabaenu nez rodu Phormidium (KOMAREK et
al. 2009).

Do rodu Phormidium fadime napi. druhy: Ph. animale (Agardh ex Gomnt)
Anagnostidis et Komarek 1988, Ph. breve (Kiitzing ex Gomnt) Anagnostidis et
Komarek 1988, Ph. formosum (Bory ex Gomont) Anagnostidis et Komarek 1988, Ph.
interruptum Kiitzing ex Gomont 1892, Ph. lividum Nageli in Kiitzing 1849 ex Gomont
1892, Ph. autumnale (Agardh) Trevisan ex Gomont 1892.

Komvophoron spp. Anagnostidis et Komarek 1988

Rod Komvophoron ftadime do celedi Borziaceae. Sinice vétSinou vytvari
samostatné trichomy, jsou pohyblivé i nepohyblivé, bez pevné pochvy. Buiiky jsou
sférické nebo soudeckovité, Siroké do 10 um. Nevytvati acrotopy, akinety ani heterocty.
Rozmnozuji se rozpadem vldkna nebo hormogoniemi. Vyskytuji se ve sladkych,
slanych i brakickych vodach. Casto benticky, ¢asto na bahnitych a pis¢itych substratech
(KOMAREK & HAUER 2012) ziidka jako soudast tychopnaktonu, nékteré rody Ziji
epifyticky. Komvophoron byl nalezen také v termalnich a mineralnich pramenech.
O tomto rodé¢ existuje jen omezené mnozstvi informaci, zejména pro jeho obtiZnou
kultivaci (HASLER & POULICKOVA 2010).

KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1988) k rodu Komvophoron npiitadili
podobné vlaknité rody sinic, jako je Pseudanabaena schmidlei nebo Pseudanabaena
minuta. Tak byly vyznamné rody Komvophoron pfitazeny k rodu Pseudanabaena.
Nasledné navrhli, aby byl rod Komvophoron rozdélen na podrod Alyssophoron a
Komvophoron. Alyssophoron zahrnuje taxony s kratkymi a tenkymi trichomy (do délky
300 pm, do sitky 3,25 pm). Do podrodu Komvophoron spadaji taxony s tlustSimi
trichomy (do délky 650 um, do sitky 10 pm). Prvotni molekularni studie ukazaly, ze rod
Komvophoron je jasné oddélen od rodu Pseudanabaena (HASLER & POULICKOVA
2010).

Do rodu Komvophoron fadime napi. druhy: K. hindakii Hasler a Poulickova
2010, K. schmidlei (Jaag) Anagnostidis et Komarek 1988, K. constrictum (Szafer)
Anagnostidis et Komarek 1988, K. minutum (Skuja) Anagnostidis et Komarek 1988, K.

groenlandicum Anagnostidis et Komarek 1988.
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MATERIALY A METODY

1. Chranéna krajinna oblast Poodri
1. 1. Mezinarodni vyznam

Zakonem ¢. 155/ 1991 Sb., zfidilo dne 27. 3. 1991 Ministerstvo zivotniho
prostiedi Ceské republiky, pro svou zachovalost Gidolni nivy Odry, Chranénou krajinnou
oblast Poodfi. V roce 1993 byla chranéna krajinna oblast vymezena v rdmci Ramsarské
konvence, jako mimotddné hodnotny moktad s mezinarodnim vyznamem. Pta¢i oblast
Poodii, zfizena v ramci Natura 2000, je na seznamu evropsky vyznamnych ptacich
uzemi IBA (Important Bird Area). Chranénd krajinnd oblast Poodii, pro svoji
celoevropskou hodnotu, byla v roce 2005 zafazena do seznamu IPA (Important Plant
Area). Od roku 2006 je na seznamu Evropsky vyznamnych lokalit (AGENTURA
OCHRANY PRIRODY A KRAJINY CR & SPRAVA CHRANENE KRAJINNE
OBLASTI POODRI 2009a).

1. 2. Charakteristika uzemi

Chrénéna krajinna oblast Poodii o rozloze 81,5 km? lezi v zachovalé udolni nivé
feky Odry, ktera je svym pfirozenym meandrujicim tokem v délce 57,5 km patefi celé
chranéné krajinné oblasti. Uzemi chranéné krajinné oblasti bylo vymezeno
na severovychod¢ Moravskoslezského kraje mezi obcemi Mankovice, Vrazné a jiznim

okrajem mésta Ostravy (NEUSCHLOVA 1999).

1. 3. Geologie a geomorfologie

Poodii se ¢leni podle geologickych jednotek na dvé &asti, Cesky masiv
a Zapadni Karpaty a z geomorfologického hlediska spada do provincie Zapadni Karpaty
a subprovincie Vnékarpatské sniZeniny, celku Moravskd brana, podcelku Oderska
brana. Nadmoiska vyska se pohybuje mezi 212-298 m n. m. (NEUSCHLOVA 1999;
JAROSEK 1999).

1. 4. Pedologie

Oblast chranéné krajinné oblasti tvoii prevazné fluvizemé, nivni t€Zké a stfedné

tézké pady glejové, hnédozemé a pida, ktera je splachovand ze zemédélsky
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obhospodafovanych poli. (AGENTURA OCHRANY PRIRODY A KRAJINY CR
& SPRAVA CHRANENE KRAJINNE OBLASTI POODRI 2009a).

1. 5. Fauna a flora

Chranéna krajinna oblast Poodii je cennou krajinou s rozmanitym rostlinnym
a zivocisSnym spolecenstvem. Je tvorena luznimi lesy, aluviadlnimi loukami, pastvinami,
moktady, rdkosinami, rozptylenou zeleni a zachovalou pfirozenou skladbou dievin
luznich lest. Pravidelnymi rozlivy feky Odry jsou vytvareny dobré podminky pro rast
vegetace. Zastupci flory: okiehek obecny (Lemna minor), plavin stitnaty (Nymphoides
peltata), nepukalka plovouci (Salvinia natans) a kotvice plovouci (Trapa natans), tpor
kufi¢kovity (Elatine alsinastrum), sachor hnédy (Cyperus fuscus), stulik Zluty (Nuphar
lutea). Zastupci savcl: jezek zapadni (Erinaceus europaeus), rejsek obecny (Sorex
araneus), mysice lesni (Apodemus flavicollis), ondatra pizmova (Ondatra zibethicus).
Na rybnicich mizeme spatfit lysku ¢ernou (Fulica atra), potapku rohace (Podiceps
cristatus), volavku popelavou (Ardea cinerea), ¢apa bilého (Ciconia ciconia). Uzemi
chranéné krajinné oblasti lezi na vyznamné ptaci tahové cesté. Ptac¢i oblast byla
vyhlasena na ochranu bukace velkého (Botaurus stellaris), lednacka fi¢niho (Alcedo
atthis), motaka pochopa (Circus aeruginosus) a koptivky obecné (Anas strepera).
Negativni vliv na pta¢i druhy ma blizkost ostravského letisté Leose Janacka v obci
Mosnov (AGENTURA OCHRANY PRIRODY A KRAJINY CR & SPRAVA
CHRANENE KRAJINNE OBLASTI POODR{ 2009b).

1. 6. Klimatologie

Chranéna krajinna oblast Poodii lezi v oblasti MT10- jedna se o oblast s mirné
teplou, s vlhkou a mirnou zimou, dlouhym teplym a mirnym suchym létem.
Priimérna roc¢ni teplota 7-38,5°C
Primérné ro¢ni srazky 600 - 800 mm
(AGENTURA OCHRANY PRIRODY A KRAJINY CR & SPRAVA CHRANENE
KRAJINNE OBLASTI POODRI 2009a).

1. 7. Hydrologie
Reka Odra ma pfirozeny charakter nivni feky. Tvoii osu Chranéné krajinné
oblasti Poodfi. Celé Uzemi spada do povodi Odry. Na jafe, pfi tdni sn¢hu a pfi

extrémnich srdzkach se feka rozléva do okolni krajiny. Zaplavy jsou zde pfirozenym
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jevem. Oblast Poodii je protkdna vodnimi ndhony, rybniky, starymi fi¢nimi rameny
a trvalymi i pravideln& vysychajicimi tinémi (NEUSCHLOVA 1999).

Rozloha 58 rybnik( soustfedénych do sedmi rybni¢nich soustav spojovanych
nahony, zaujima v chranéné krajinné oblasti 688 ha. Rybniky jsou vyuzivany pifedevsim
pro chov kapri a jsou také vyznamnymi ornitologickymi lokalitami (AGENTURA
OCHRANY PRIRODY A KRAJINY CR & SPRAVA CHRANENE KRAJINNE
OBLASTI POODRI 2009b).

wPodlozi rybnikii z geologického hlediska je tvoreno povodiiovymi hlinami,
zvodnélymi  fluvialnimi (Ficnimi) Sterky, Sterkopisky, jily a hlinou splachovanou
Z navezenych hrdzi* (ING. RADIM JAROSEK, KRAJINAR A VEDOUCI ODDELENTI
PECE O PRIRODU A KRAJINU SPRAVY CHRANENE KRAJINNE OBLASTI
POODRI A KRAJSKEHO STREDISKA V OSTRAVE, OSOBNI KOMUNIKACE).

1. 8. Rybnik Kotvice

Rybnik Kotvice byl vyhlaSkou Ministerstva kultury ze dne 10. 3. 1970 ¢&,j.
3.025/70 — 1I/2 vyhlasen piirodni rezervaci (AGENTURA OCHRANY PRIRODY
A KRAJINY CR & SPRAVA CHRANENE KRAJINNE OBLASTI POODRI 2009a).
Rybnik o rozloze 105,48 ha, parcelni ¢islo 838, nalezi do k.i. Nova Horka, majitelem je
Ceska republika. Piislusnost hospodafit s majetkem statu ma Agentura ochrany piirody
a krajiny CR (CESKY URAD ZEMEMERICKY A KATASTRALNI 2012). Rybnik je
napajen strouhou Sedlnickou. Hospodafeni je s ohledem na ochranu vzacnych rostlin
a zivocichti omezeno. Tato lokalita je vyznamna pro svoji vodni kvétenu, je hnizdistém

a tahovou zastavkou ptaka (Mapa pfiloha 2, fotografie ptiloha 6).

1. 9. Horni rybnik

Rybnik o rozloze 19,24 ha, parcelni ¢islo 2292, néaleZi do k.4. Studénka nad
Odrou, majitelem je spole¢nost ~ DENAS, spol. s.r.o. (CESKY URAD
ZEMEMERICKY A KATASTRALNI 2012). Vyuziva se k chovu ryb. Lokalita je
vyznamnd ptedevsim z ornitologického hlediska. Rybnik je zdsoben vodnim ndahonem

Mlynka (Mapa piiloha 3, fotografie ptiloha 8).

1. 10. K¥ivy rybnik
Rybnik o rozloze 34,26 ha, parcelni ¢islo 838, nalezi do k.u. Jistebnik, majitelem

je spole¢nost CHOV RYB JISTEBNIK, s.r. 0. (CESKY URAD ZEMEMERICKY
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AKATASTRALNI 2012). Vyuziva se kchovu ryb. Rybnik je vyznamny
z ornitologického hlediska. Lokalita je zadsobovana vodnim ndhonem Mlynka (Mapa

ptiloha 1, fotografie piiloha 6).

2. Evropsky vyznamna lokalita Hefmanicky rybnik
2.1. Mezinarodni vyznam

Rybni¢ni soustava tvofici lokalitu Hetfmanicky rybnik je zahrnuta
do Vyznamného pta¢iho tzemi Hefmanicky stav — Odra — Poolsi. V roce 2004 byl
Hefmanicky rybnik zafazen nafizenim vlady ¢. 132/2005 Sb., kterym se vymezuje
narodni seznam evropsky vyznamnych lokalit, do néarodniho seznamu evropsky
vyznamnych lokalit Natura 2000 jako piirodni pamatka a v roce 2007 do seznamu
Evropsky vyznamnych lokalit (MANDAK & SUHAJ 2010a).

2.2. Charakteristika uzemi

Evropsky vyznamna lokalita Hefmanicky rybnik o rozloze 478,96 ha lezi
V Moravskoslezském kraji v severovychodni ¢asti Slezska, na hranici okresu Ostrava
meésto a Karvind. Lokalitu tvofi soustava péti rybnikl. Patefi oblasti je ficka Struzka.
Pritomnost tézkého hutnického primyslu, hlubinnd tézba Dolu Hefmanice (t¢zba
c¢erného uhli) a nelegalni svoz stavebni suti a domovniho odpadu znaéné€ krajinu

devastuje. Lokalita se stala skldadkou (MANDAK & SUHAJ 2010b).

2.3. Geologie a geomorfologie
Uzemi z geologického hlediska spada ke karpatské neogénni predhlubni, podle
geomorfologického ¢lenéni je soucasti celku Ostravskd panev. Nadmoiskd vyska se

pohybuje v rozmezi 200-222 m n. m. (MANDAK & SUHAJ 2010b).

2. 4. Pedologie

Navezena odvalovd hlusina z dllni Cinnosti a odpadovy material ze staveb
vytvofil plidni profil uzemi Hefmanického rybniku. V lokalité pfevladaji fluvizemé,
pady glejové a mocalové, na hranici s Polskem hnédozems. (MANDAK & SUHAJ
2010Db).
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2. 5. Fauna a fléra

Okraje rybnikd jsou porostlé rakosinou. Svou rozlohou patii k nejvetsi ve
Slezsku, je idealnim prostorem pro hnizdéni a zimovani ptakt. Uzemi je tvoieno
moktadnimi vlhkymi pchacovymi loukami, trvalymi i vysychajici tinémi, lesnimi
porosty. Rybniky obyva bukacek maly (Ixobrychus minutus), motak pochop (Circus
aeruginosus), husa velka (Anser anser), morcak velky (Mergus merganser), racek
chechtavy (Chroicocephalus ridibundus), ¢ejka chocholata (Vanellus vanellus), vodous
rudonohy (Tringa totanus), z obojzivelnikii skokan ostronosy (Rana arvalis), ¢olek
velky (Triturus cristatus), colek obecny (Lissotriton vulgaris), kunka obecna (Bombina
bombina). Zastupci savci: zajic polni (Lepus europaeus), bobr evropsky (Castor fiber),
jezek vychodni (Erinaceus roumanicus), netopyr rezavy (Nyctalus notula) (MANDAK
& SUHAJ 2010c).

2. 6. Klimatologie
Uzemi spadd do mirné teplé klimatické oblasti MT10, av$ak lisi se urditymi
zvlastnostmi  zpiisobenymi vysokou koncentraci pramyslu, hustou zastavbou

a specifickymi podminkami Ostravské panve.

Primérna roéni teplota 8-9 °C
Primérné rocni srazky 700-800 mm
(WITOSZKOVA 2009).

2. 7. Hydrologie

Pé&t rybnika Lesnik, Figura, Novy Stav, Zablatsky a nejvétsi Hefmanicky rybnik
(Hefmanicky stav) se nachazi v Evropsky vyznamné lokalit¢ Hefmanicky rybnik.
Uzemim protéka Ficka Struzka, kterd je pro rybniky zdsobnikem vody. Rozloha rybnikii
je 243,3 ha (MANDAK & SUHAJ 2010b).

wPodlozi rybnikii z geologického hlediska je tvoreno povodiovymi hlinami,
piscitymi jily, Stérky a odvalovou hlusinou.“ (ING. RADIM JAROSEK, KRAJINAR A
VEDOUC{ ODDELEN{ PECE O PRIRODU A KRAJINU SPRAVY CHRANENE
KRAJINNE OBLASTI POODRI A KRAJSKEHO STREDISKA V OSTRAVE,
OSOBNI KOMUNIKACE).
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2. 8. Hefmanicky rybnik (Hefmanicky stav)

Hefmanicky rybnik lezi v k.G. Hefmanice, parcelni ¢islo 465/1. Svoji rozlohou
116,44 ha je nejvétsi v Evropsky vyznamné lokalit¢ Hefmanicky rybnik (Hefmansky
stav). Majitelem je spole¢nost RPG RE Land, s.r.o. Rybnik. (CESKY URAD
ZEMEMERICKY A KATASTRALNI 2012).

V letech 1970 — 1971 byly provedeny stavebni tipravy Hefmanického rybnika
a od roku 1972 slouzi jako davkovaci nadrz slanych dilnich vod ¢erpanych na povrch
z ostravsko-karvinskych doli. Voda rybniku je specificka, je zde zvySena koncentrace
nékterych rozpusténych minerdlnich latek — chlorid. Od roku 1973 rybnik napaji ficka
Struzka (STANEK & SEDLAK 1974).

,, V obdobi nizkych vodnich stavii na rece Odre se slané dulni vody, privadené
Fickou Struzkou, v Hermanickém rybniku akumuluji. PFi zvySenych vodnich stavech
probiha Fizené vypousteni. Cilem akumulace slanych dulnich vod je neprekroceni
koncentracnich limitii chloridii v tocich Odry a Olse” (ING. JIRI DVORSKY, CSC.,
GEOLOG, OSOBNI KOMUNIKACE).

Rybnik se vyuzivad ke sportovnimu rybolovu. Kolem Hefmanického rybnika
byly vystaveny rybaiské posedy na kilech s vytvofenymi piistupovymi cestami pies
rakosinu. Ke zpevnéni pristupovych cest k posedim vyuzivaji, néktefi najemnici,
stavebni sut’, hlu§inu, PVC a tim zna¢né poskozuji krajinu odpadnim materidlem (Mapa

ptiloha 5, fotografie ptiloha 9).

3. Sbér materialu

Sbér materialu prob&hl podle metody ROUND 1953 nasledujicim zpGsobem:
vzorky sedimenti dna byly odebrany pomoci plastové tyc¢e (délka 100 cm, vnitini
pramér 1 cm) do plastovych nadob oznacenych popisem lokality. Nadoby byly utésnény
parafilmem. Nasledné se vzorek premistil do plastové vanicky, kde sedimentoval
priblizné 5 h. Po usazeni kalu, byla odstranéna piebyvajici voda membranovou vyvévou
N86 (P-LAB a.s., Ceska republika). Na povrch usazeného substratu byla poloZena
bavinéna latka a na ni kryci sklicka. Nadoba byla pfes noc umisténa v kultivacnim boxu
s nastavenim teplotniho rezimu na 14-16 °C a vnitinim svétlem od 7.00 do 19.00 h.
Rasy a sinice maji kladnou fototaxi ke svétlu, proto vylézaji ze sedimentu na povrch
a zachycuji se na bavinéné latce. Vzorky sedimentu byly odebrany v mésicich srpnu,

fijnu a listopadu roku 2011.
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4. Mikroskopovani a determinace

Mikroskopovani bylo provedeno svételnym mikroskopem firmy Olympus typ
CH20, CHX21 (firma Olympus, Japonsko). Uréeni nalezenych rodd a druhi sinic na
zakladé morfologickych vlastnosti probéhlo dle nasledujici literatury: KOMAREK
& ANAGNOSTIDIS 1998, KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 2005. Fotografie byly
pofizeny pomoci mikroskopu Primo Star (Carl Zeiss, Némecko) a kamery Micrometrics
31 (Micro-Metrics Company, USA).

5. Kultivace

Kryci sklicka s biomasou byla pienesena do Petriho misek se Zehnder mediem
(Staub 1961; slozeni uvedeno v tabulce 4. 1.), za G¢elem rozmnoZeni kment sinic.
Misky byly umistény na zapadnim okné pii pokojové teploté. Kultury rostly ptiblizné
jeden mésic a byly znovu determinovany pomoci literatury KOMAREK

& ANAGNOSTIDIS 1998, KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 2005.

Tabulka 4. 1. SloZeni Zehnder media: slou¢eniny byly doplnény do uvedeného objemu

a nasledn¢ sledné vysterilizovany.

Makroprvky (do 100 ml) Koncentrace [g.1"']

NaNO3 46,7
Ca (NO3),.4H,0 5,9
MgS04.7H,0 25
KoHPO,4 3,1
Na,COs 2,1

Fe-EDTA (do 500 ml)

FeCl3.6H,0 0,138 mg v 5 ml 0,1M HCI
Chelaton 111 0,186 mg v 5 ml 0,1 M HCI
Gaffronovy mikroprvky (do 100 ml) Hmotnost [mg]
NiSO4(NH4)2S04.6H,0 19,8
V,04(S04)3.16H,0 3,1
(NH4)6M07024.4H20 8,8
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ZnS0,4.7H,0 28,7

Cd(NO3)2.4H,0 15.4
Al2(S04)3K2504.2H,0 47,4
Na,W0O,4.2H,0 3,3
KBr 11,9
H3BO;3 31
MnS0O,4.4H,0 223
Cr (NO3)s.7TH50 3,7
Co (NO3).H,0 14,6
KJ 8,3
CuS04.5H,0 12,5

6. Izolace vybranych kment

Kousky biomasy byly umistény na agarové plotny (1,5 % agar). Trichomy
vldknitych druhii se budou pohybovat od stfedu plotny k jejimu okraji. Plotny byly
umistény do kultivacniho boxu (22 + 1 °C, zafeni 20 pmol/m?/s, svételny rezim:
12 h svétlo/12 h tma) na dva dny. Izolace ¢istych kment probéhla standardni technikou
popsanou v ANDERSEN 2005. Pomoci lupy PZO MSt 130 (PZO Warszawa, Polsko)
a sterilnich jehel bylo odebrano jedno vlakno, které bylo pfeneseno do sérologické
desticky se Z mediem. Druhy zpusob je za pouziti kapilary a mikroskopu Olympus
CH20, CH21 (Olympus, Japonsko). Jedno vlakno nebo buiika byla pienesena do
kapi¢ky Z média na podloznim sklicku. Kapildrou se silikonovym pipetovacim
balonkem byla sinice nasata a premisténa do dalsi kapicky média. Nakonec byla sinice
pfemisténa do Z média v sérologické desti¢ce. Po rozrosteni kmenii v sérologické
desti¢ce, byl odebran kousek biomasy pro kultivaci v Petriho misce se Z mediem.
Petriho misky byly opét umistény do kultiva¢niho boxu s nasledujicimi podminkami:
teplota 22 + 1 °C, zafeni 20 pmol/m%/s, svételny rezim: 12 h svétlo/12 h tma.

Po ziskani dostate¢ného mnozstvi biomasy v Petriho misce, bylo pfistoupeno

k izolaci DNA.
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7. 1zolace DNA
Pro izolaci genomické DNA byl pouzit UltraClean® Microbial DNA Isolation
Kit (MO BIO Laboratories, Inc., USA). Izolace DNA byla provedena dle manualu,

ptiloZeném u zminéného kitu. DNA byla extrahovana z 50 mg biomasy.

Kontrola koncentrace DNA byla zméfena na spektrofotometru BioPhotometer
(Eppendorf North America, USA), hodnoty koncentrace znazorfiuje nasledujici tabulka
7.1.

Tabulka 7.1. Hodnoty koncentrace DNA pfislusnych vzorkt

Cislo vzorku Hodnota koncentrace DNA [ng/pl]
1 71
2 90
3 54
4 49
5 51

8. DNA amplifikace

Cast genu 16S rRNA a cely gen ITS region mezi 16S rRNA a 23S rRNA byl
amplifikovan pomoci primerti: ptedni P2 (5'- GGGGAATTTTCCGCAATGGG- 37)
azadni P1 (5'- CTCTGTGTGCCTAGGTATCC- 3"). Kombinaci téchto dvou primert
jako prvni pouzili BOYER et al. v publikaci z roku 2002.

Celkovy objem PCR reakce byl 40 pl, do jedné PCR mikrozkumavky jsme
napipetovali: 17 pl sterilni neionizované vody, 1 pl kazdého primeru P1 a P2
(koncentrace 0,01 mM), 20 upl FastStart PCR mastru (Roche Deagnostics GmbH,
Némecko) a 1 ul templatové DNA.

PCR reakce probihala v GeneQ™  termalnim cycleru (BIOER
TECHONOLOGY CO., LTD, Cina).
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V cycleru byly nastaveny tyto podminky reakce:

1.
2.

3.

Inicidlni denaturace trvala 4 min pfi teploté 95 °C.
35 cyklu denaturace po dobu 30 s pii 95 °C, zihani po dobu 30 s pii 57 °C
a prodluzovani po dobu 1 min 50 s pii teploté 72 °C.

Konec¢né prodluzovani po dobu 7 min pii 72 °C

Kvalita PCR produkta (asi 1600 bp) byla zkontrolovana pomoci elektroforézy na

1,5 % agarovém gelu obarveném ethidium bromidem.

Postup elektroforézy na 1,5 % agar6zovém gelu:

1.

1,5 % rozehiaty agar spolu a 0,5x TBE pufr a 2,5 ul ethidium bromidu byl nalit
do ELFO vani¢ky (AP Ceska republika, Ceska republika), do gelu byl zanoien
hieben, ktery byl po ztuhnuti gelu odstranén. Hieben vytvoril komurky pro
aplikaci vzorki.

Do jamky byla pipetovana smés 5 pl PCR produktu, 2 pl 6x koncentrované
barvicky DNA Loading Dye (Fermentas International Inc., Kanada).

Do krajni jamky byl aplikovan marker molekularnich hmotnosti po 100 bp
(Norgren, USA)

Ptipojeni vanicky ke zdroji stejnosmérného napéti o velikosti 100 V na 20 min.

Pofizeni zaznamu gelu pomoci UV translluminatorem (Herolab, Némecko)

a programu Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis Systém
(EDAS) 290 (Eastman Kodak Company, USA).

Obrazek 8.1. Vysledek elektroforézy na 1,5 % agar6zovém gelu, ¢isla znaci jednotlivé

vzorky.

Vzorek 1 Phormidium cf. animale E1 (Hefmanicky rybnik)

Vzorek 2 Phormidium cf. animale E2 (Hefmanicky rybnik)
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Vzorek 3 Pseudanabaena cf. galeata E3 (Horni rybnik)
Vzorek 4 Pseudanabaena galeata E2P (Horni rybnik)
Vzorek 5 Pseudanabaena cf. galeata E7 (rybnik Kotvice)
Vzorek 6 Pseudanabaena cf. galeata E8 (rybnik Kotvice)

U vzorku 4 bylo ptistoupeno ke klonovani.

9. Klonovani DNA

Pro podezieni z pritomnosti vice shodnych operonti bylo pfistoupeno U
nékterych kment ze vzorku 5 ke klonovani DNA.

K transformaci PCR produktt byl vyuzit pPGEM®-T and pGEM®-T Easy
Vector Systems (Promega, USA).

Pro liga¢ni reakci byly pouzity nasledujici reagencie o uvedenych objemech,

ty byly smichany v 2,5 ml zkumavce a pies noc inkubovany pii 4 °C.

2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 2,5ul
pGEM®-T nebo pGEM®-T Easy Vector (50 ng) 0,5 ul
PCR produkt 1,0 ul
T4 DNA Ligase (3 Weiss jednotky/pl) 0,5l
Deionizovana voda do kone¢ného objemu 5,0 ul

Transformace JM109 High Efficiency Competent Cells:
1. Nejprve byly piipraveny ampicilinové/IPTG/X-Gel 1,5 % agardsové plotny
s Luria Bertani (LB) mediem.
= 15 g agaru bylo pfidano do 1 1 LB media a sterilizovano v autoklavu, pied
pfidanim ampicilinu o koncentraci 100 pg/ml se muselo médium nechat
zchladnout na 50 °C.
= Do 85 mm Petriho misky bylo nalito zhruba 30-35 ml média
= Zatuhnuti agaru
* Na pripravené plotny bylo rozetfeno 100 pl 100 mM IPTG a 20 pl 50 mg/mi
X-Gelu, vse bylo ponechano po dobu 30 min pti 37 °C.

40



2. Lehka centrifugace centrifugou Hettich Mikro 200 (Andreas Hettich GmbH
& Co. KG, Némecko) ligac¢ni reakce. 2 pl ligaéni reakce byly napipetovany do
1,5 ml zkumavky, ktera byla umisténa na ledu.

3. JM109 High Efficiency Competent Cells piemistény do nadoby s ledem, dokud
nedoslo k rozmrznuti, postupné byly buiiky promichavany.

4. 50 ul bun€k opatrné napipetovano do liga¢ni reakce (z 2. kroku). Takto byla
zkumavka inkubovana pfi pokojové teploté 20 min.

5. Buriky prodé€laly teplotni Sok po dobu 40-45 s ve vodni lazni o teploté 42 °C.
Pak zkumavky s bunkami vraceny do ledové tfiste.

6. Do transformované ligacni reakce pifidano 550 pul LB media. Zkumavky
inkubovany 1,5 h pti 37 °C za stalého michani.

7. 100 pl transformované kultury rozetfeno na ampicilinové plotny.

8. Plotny inkubovéany pti 37 °C v Biological Termostatu BT 120 (Laboratorni
piistroje Praha, Ceska republika).

9. Byla provedena modrobila selekce kolonii bakterii, Kk vyselektovani kolonii
obsahujici plazmid pro dal$i pouziti

10.  Bila kolonie bakterii, ktera obsahuje plazmid s vlozenou DNA, byla seSkrabana
pomoci bakterialni klicky a vlozena do 5 ml zkumavky s LB mediem, z kazdé
plotny byly odebrany 3 kolonie bakterii.

11.  Zkumavky s bakteriemi inkubovany pifes noc pti teplot¢ 37 °C v Biological

Termostatu BT 120 (Laboratorni piistroje Praha, Ceska republika).

Izolace plasmidu byla provedena za pomici High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid
Biotech Ltd., USA), dle pfiloZeného manualu.

10. Purifikace PCR produktu
Purifikace byla provedena za pouziti GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-
Aldrich, Co., USA) dle ptilozeného manudlu.

Vsechny ziskané plazmidy i purifikované PCR produkty byly poslany na
komeréni sekvenovani. Plasmidy byly sekvenovany za pouziti primerd M13f a M13r,
spolu s vnitinimi primery P5 (5'- TGTACACACCGCCCGTC-3) a P8 (5'-
AAGGAGGTGATCCAGCCACA-3"), které byly jako prvni pouzity BOYER et al.
2001. PCR produkty byly sekvenovany za pouziti stejnych primeri jako pii amplifikaci
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a S vnitinimi primery P5 a P8, které jsou zminény vyse. Sekvence byly poskladany
a analyzovany v Sequencher 4.10 (Gene Codes Corporation, USA).

11. Fylogeneticka analyza

Sekvence 16S rRNA genu byly zkontrolovany v softwaru Mallard 1.02
(ASHELFORD et al. 2005). Alignment genu 16S rRNA byl proveden podle
algoritmu ClustalWw (LARKIN et al. 2007) v programu MEGA 5.05 (TAMURA et al.
2011). Alignment byl znovu ru¢né prekontrolovan v softwaru MEGA alignment editor.
Dokument byl exportovan v riznych formatech k budoucimu vyuziti. Sekvence genu
16S rRNA byly vyuzity k sestaveni fylogenetického stromu.

Maximum likelihood byla provedena v programu MEGA. Bayesianské
Informaéni kritérium (SCHWARZ 1978) bylo vyuzito k dosaZzeni nejvhodnéjsiho
substitu¢niho modelu pro maximum likelihood, ten byl urcen jako HKY+G. Vysledna

rekonstrukce byla statisticky otestovana pomoci metody bootstrap (1000 opakovani).

CILE PRACE

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo zpracovat literarni reSersi tykajici se
taxonomie a ekologie peryfitickych sinic. Zjistit druhové zastoupeni v jednotlivych
lokalitach v CHKO Poodii a Hefmanickém rybniku. Vybrané druhy dale analyzovat

pomoci molekularnich metod.
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VYSLEDKY

1. Zakladni fyzikalné-chemické parametry

Teplota vody, pH, konduktivita i salinita byla méfena vV mésicich srpnu, fijnu
a listopadu 2011. Vsechny uvedené udaje byly zméteny pomoci pH/EC/TDS/°C tester
COMBO (HANNA Instruments Czech, Ceska republika).

1.1 Povrchova teplota vody

V srpnu 2011 se teplota vody v lokalitach Kotvice, Kiivy a Horni rybnik
pohybovala mezi 22-23 °C, v Hefmanickém rybniku okolo 27 °C. V podzimnich
meésicich se teplota vody zna¢né snizila, v listopadu 2011 byla na hlading jiz vrstva
ledu. V fijnu 2011 se teploty vody v lokalitach pohybovaly okolo 10 °C, v listopadu
2011 mezi 4-5 °C (Tabulka pfiloha 10).

1. 2. Hodnoty pH vody
Ve vSech studovanych lokalitaich bylo naméfeno stredné alkalické pH, coz

vyhovuje vétsingé druhd sinic, naproti tomu kyselé pH vyhovuje zelenym fasam.

cv v

cvwr

2011 v lokalit¢ Kotvice 8,48 a nejvyssi hodnota v lokalit¢ Hefmanicky rybnik 9,4
(Tabulka ptiloha 11).

1. 3. Konduktivita
Hodnoty konduktivity byly velmi nestabilni. Nejstabilngjsi hodnoty byly

v v

v srpnu 2011 v lokalit¢ Horni rybnik. Nejvyssi konduktivita byla namétena v lokalité
Hefmanicky rybnik a to ve vSech sledovanych mésicich. Nejvice bylo naméfeno

2983 uS.cm™ v srpnu 2011 (Tabulka piiloha 12).

1. 4. Salinita (TDS- Total Dissolved Solids)

cv w7

ppm. Nejvyssi hodnota byla namétena v lokalité Hefmanicky rybnik v listopadu 2011

ato 1488 ppm. V Hefmanickém rybniku byly naméfeny primérné nejvyssi hodnoty
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TDS. V listopadu 2011 se ve vsech lokalitach, kromé lokality Horni rybnik, vyskytovala
nejvyssi hodnota TDS za métené obdobi (Tabulka ptiloha 13).

2. Floristicky prizkum lokalit v CHKO Poodii a Heimanickém rybniku
2. 1. Vyskat druhii v lokalité K¥ivy rybnik
Tabulka 2. 1. 1. Vyskyt pfislusnych druhti v lokalit¢ Kfivy rybnik ve studovanych

mésicich

Druhy Srpen 2011  Rijen 2011 Listopad 2011

Chroococcales

Aphanocapsa sp. Nageli 1849 + + -

Merismopedia sp. Meyen 1839 + + -

Oscillatoriales

Pseudanabaena catenata Lauterborn

+ + +
1915
Pseudanabaena galeata Bocher 1949 - + -
Limnothrix sp. Meffert 1988 - + -
Geitlerinema amphibium (Agardh ex

+ + -
Gomont) Anagnostidis 1989
Spirulina major

- + -
Kiitzing ex Gomont 1892
Spirulina sp. Turpin ex Gomont 1892 - + -
Leptolyngbya sp. Anagnostidis et

+ + +
Komarek 1988
Komvophoron minutum (Skuja)

+ + -

Anagnostidis et Komarek 1988
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Phormidium autumnale (Agardh)

+ - -
Trevisan ex Gomont 1892
Phormidium breve (Kiitzing ex
Gomont) Anagnostidis et Komarek + - -

1988

Phormidium lividum Négeli in Kiitzing
1849 ex Gomont 1892

Oscillatoria tenuis Agardh ex Gomont
1892

V lokalit¢ Kiivy rybnik se vyskytovaly bézné druhy epipelickych sinic.
Prevazovalo zde zastoupeni fadu Oscillatoriales. Pouze Pseudanabaena catenata

Lauterborn 1915 se vyskytovala v mésicich srpnu, fijnu i listopadu 2011.

2. 2. Vyskyt druhii na lokalité rybniku Kotvice
Tabulka 2. 2. 1. Vyskyt pfislusnych druhti v lokalité¢ rybnik Kotvice ve studovanych

mésicich

Druhy Srpen 2011 Rijen 2011 Listopad 2011

Chroooccales

Cyanobacterium diatomicola

(Geitler) Komarek et al. 1999 ¥ ) )
Synechocystis sp. Sauvageau 1892 + - -
Aphanocapsa sp. Nageli 1849 + + +
Merismopedia sp. Meyen 1839 + + -
Glaucospira sp. Lagerheim 1892 + - -
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Chroococcus major Komarek et

Komarkova-Legnerova 2007

Snowella sp. Elenkin 1938

Oscillatoriales

Pseudanabaena catenata Lauterborn 1915

Pseudanabaena galeata Bocher 1949

Geitlerinema amphibium Agardh ex
Gomont) Anagnostidis 1989

Spirulina tenuior (Lagerheim) Kirchner
1900

Spirulina sp. Turpin ex Gomont 1892

Leptolyngbya sp. Anagnostidis et Komarek
1988

Komvophoron minutum (Skuja)

Anagnostidis et Komarek 1988

Komvophoron constrictum (Szafer)
Anagnostidis et Komarek 1988

Komvophoron schmidleim(Jaag)

Anagnostidis et Komarek 1988

Phormidium autumnale (Agardh) Trevisan
ex Gomont 1892
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Phormidium lividum Négeli in Kiitzing

- + +
1849 ex Gomont 1892
Phormidium interruptum Kiitzing ex

- + +
Gomont 1892
Oscillatoria limosa Agardh ex Gomont

- - +

1892

V lokalité rybniku Kotvice se vyskytovaly bézné druhy epipelickych sinic. Bylo
nalezeno vice vladknitych druhti nez druhli kokdlnich. Nejvétsi diverzita byla
zaznamenana u fadu Oscillatoriales. Byly zde determinovany také druhy Komvophoron
minutum (Skuja) Anagnostidis et Komarek 1988 a Komvophoron constrictum (Szafer)
Anagnostidis et Komarek 1988, tyto dva druhy se podle prace HASLER
& POULICKOVA (2010) vyskytuji hlavné v 1été a na podzim. V rybniku Kotvice byl
nalezen K. minutum v mésicich srpnu a listopadu 2011, K. constrictum v mésici
listopadu 2011. Pseudanabaena catenata Lauterborn 1915 se vyskytovala ve vSech
uvedenych meésicich, stejné¢ jako Aphanocapsa sp. Nageli 1849 a Geitlerinema
amphibium Agardh ex Gomont) Anagnostidis 1989. V kolalit¢ rybniku Kotvice byl

zaznamenan nejvyssi pocet rodl ze vSech studovanych lokalit.

2. 3. Vyskyt druhii v lokalité Horni rybnik
Tabulka 2. 3. 1. Vyskyt pfislusnych druhd v lokalit¢ Horni rybnik ve studovanych

mésicich

Druhy Srpen 2011 Rijen 2011  Listopad 2011

Chroococcales

Cyanobacterium sp. Rippka et
Cohen-Bazire 1983

Aphanocapsa sp. Nageli 1849 + - +

Oscillatoriales
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Pseudanabaena catenata
Lauterborn 1915

Pseudanabaena galeata Bocher
1949

Limnothrix sp. Meffert 1988 - + -

Geitlerinema amphibium Agardh
ex Gomont) Anagnostidis 1989

Spirulina major Kiitzing ex
Gomont 189
Leptolyngbya sp. Anagnostidis et

Komarek 1988

Komvophoron constrictum

(Szafer) Anagnostidis et Komarek + - -

1988

Phormidium interruptum Kiitzing
ex Gomont 1892

Phormidium lividum Négeli in
Kiitzing 1849 ex Gomont 1892

Phormidium sp. Kiitzing ex - + -
Gomont 1892

Nostocales

Anabaena sphaerica Bornet et
Flahault 1888

V lokalit¢ Horni rybnik byly identifikovany bézné druhy epipelonu bahnitého
dna nadrze. Diverzitou prevladaly vlaknité druhy fad Oscillatoriales. Byly

determinovany zastupci fadu Nostocales.
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2. 4. Vyskyt druhii v rybniku Hefmanice
Tabulka 2. 4. 1. Vyskyt piislusnych druhi v lokalit¢ Hefmanicky rybnik ve studovanych

mesicich
Srpen Rijen Listopad
Druhy
2011 2011 2011

Chroococcales
Aphanocapsa sp. Nigeli 1849 + + +
Merismopedia sp. Meyen 1839 + + -
Gloeocapsa compacta Kiitzing 1845 + - -
Chroococcus minimus (Keissler)

+ - -
Lemmermann 1904
Chroococcus limneticus Lemmermann + - -
1898
Snowella sp. Elenkin 1938 - + -
Oscillatoriales
Pseudanabaena catenata Lauterborn

- + -
1915
Pseudanabaena galeata Bocher 1949 - + -
Geitlerinema amphibium Agardh ex

+ + -
Gomont) Anagnostidis 1989
Leptolyngbya sp. Anagnostidis et

+ + -
Komarek 1988
Phormidium animale (Agardh ex

+ - -

Gomont) Anagnostidis et Komarek 1988
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V rybniku Hefmanice byla zaznamenana nejmensi rodova diverzita epipelickych
sinic. V mésici listopadu 2011 se v lokalit¢ vyskytovali pouze zastupci fadu

Chroococcales a to Aphanocapsa sp. Nageli 1849.

3. Morfologie studovanych kment
Morfologickd variabilita vybranych druhi byla studovana v kulturach
izolovanych kmenti. VSechny uvedené kmeny byly vyizolovany ze vzorkli odebranych

v srpnu 2011.

Phormidium animale CCALA 140

Sitka bungk 4-5 um, délka bungk 1-2 pm. Koncové buiiky zadpicatélé s jemné
zaoblenym koncem, bez kalyptry. Zbarveni tmavézelené. Trichomy rovné, bez pochvy,
pohyblivé. Kultura Phormidium animale CCALA 140 pochézi z Botanického Ustavu
Ttebon, bylo vyizolovano z pudy v Italii. Phormidium animale CCALA 140 bylo
pouzito na morfologické i molekularni porovnani s Phormidium cf. animale E1 a E2

(Fotografie ptiloha 13).

Phormidium cf. animale E1

Patti do II. skupiny podle morfologického klice ~KOMAREK
& ANAGNOSTIDIS (2005). Sitka bun&k byla v priméru 4-5 pm, délka bungk 1-2 um.
Koncové bunky zaSpicatélé s jemné zaoblenym koncem, bez kalyptry. Zbarveni zelené
az tmavézelené. Trichomy rovné, bez pochvy, dosti pohyblivé. Phormidium cf. animale
E1 bylo nalezeno ve vzroku 1 v epipelonu rybniku Hefmanice, typicky se tento druh

vyskytuje terestricky ve vlhké pudé (Fotografie pfiloha 13).

Phormidium cf. animale E2
Morfologicky je shodné s Phormidium cf. animale E1. Phormidium cf. animale

E2 bylo nalezeno ve vrzorku 2 v epipelonu rybniku Hefmanice (Fotografie pfiloha 13).

Pseudanabaena cf. galeata E7

Trichomy se vyskytuji samostatné, ¢astéji vytvati kolonie. Vlakna bez slizového
obalu, buiiky navzajem spojeny slizovymi mustky. Sitka vlakna 1-2 pm, délka bunky 2-
3 um. Bunky soudeckovité, koncové buniky maji Casto dva aerotopy. Aerotopy se

vyskytuji 1 mezi sousednimi bufikami. Trichomy tmavézelené, pohyblivé.
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Pseudanabaena cf. galeata byla vyizolovana ze vroku 7 z epipelonu rybniku Kotvice.

(Fotografie ptiloha 14).

Pseudanabaena cf. galeata E8
Morfologickymi vlastnostmi se neli§i od Pseudanabaena cf. galeata E7.

Nalezena v epipelonu vzorku 8 v lokalit¢ Kotvice (Fotografie pfiloha 14).

Pseudanabaena cf. galeata E3

Trichomy se vyskytovaly samostatné, ¢astéji v hustych koloniich. Trichomy bez
slizového obalu, buiiky spojeny slizovymi mustky. Sitka bunék 2 pm, délka bungk 2-
4 um. Bunky protahlejsi, méné soudeckovité. Koncova burika obsahovala dva malé
nebo jeden velky protop, nelze zatim fici, zda se jedna o vyznamny morfologicky znak.
Aerotopy se vyskytuji i mezi sousednimi buiikkami. Zbarveni vldken tmavézelené.
Trichomy pohyblivé. Pseudanabaena cf. galeata E3 nalezena ve vzorku 3 v epipelunu v

lokalit¢ Horni rybnik (Fotografie piiloha 14)

Pseudanabaena galeata E2P

Cast&ji vytvati kolonie, nalezeny i samostatné se vyskytujici vlakna. Trichomy
bez slizové pochvy, buiiky spojeny slizovymi mustky. Siika bunék 2 pm, délka bungk
3-4(5) um. Buiky protahlejsi a méné soudeckovité. Koncova builka obsahovala dva
malé aerotopy nebo jeden velky aerotop. Aerotopy nalezeny 1 mezi sousednimi
bunikami. Barva vlakna tmavézelena. Vlakna pohybliva. Sinice nalezena v epipelonu

vzorku 5 v lokalit¢ Horni rybnik (Fotografie pfiloha 14).
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Tabulka 3. 1. Shrnuti morfologickych znaki vybranych kment sinic

Sitka Délka

ZakonCeni  Apikalni y . Lokalita,
Druh trichomu buiika buniky buniky Kalyptra Pochva Aerotopy ekologie
[um]  [pm]
Ph. cf.
animale
Zaspicatélé s
Bunky se jemné
CCl/jr\(I)_ A postupné  zaoblenymi 4-5 1-2 - - - Italie, pida
zuzuji konci,
kénické
) Zasplcatevzle s CR,
Bunky se jemné Hermanicky
El  postupnd zaoblenymi 45  1-2 - - - i
.y ; rybnik,
zuzuji konci, eninelon
kénické PIp
) Zasplcatevzle s CR,
Bunky se jemnég Hermanicky
E2  postupnd zaoblenymi  4-5  1-2 - - - i
.y ; rybnik,
zuzuji konci, eninelon
kénické PIp
P. cf.
galeata
Bunky se Bunky CR, rybnik
E7 postupné zaoblené, 1-2 2-3 - - 1 Kotvice,
nezuzuji  soudeckovité, epipelon
Bunky se Bunky CR, rybnik
E8 postupné  zaoblené, 1-2  2-3 - - 1 Kotvice,
nezuzuji  soudeckovité epipelon
Burniky se z;i)l;)rll::{r}l,é CR, Horni
E3 Ir’l‘észzl;:lf soudeckovité, 2 2-4 i i 1-2 eryibrélll;,n
J protahlejsi Pip
P.
galeata
Buiky se  Duiky CR, Horni
E2P postupné Zaoblene., 2 3 - - 1-2 rybnik
neZUA soudeckovité, 4(5) eni eIo’n
! protahlejsi Pip
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4. Fylogeneticka analyza na ziakladé genu 16S rRNA

AF218374 Microcoleus glaciei UTCC 475
AY493598 Wilmottia murrayi ANT.PENDANT.2
AY493598 Phormidium murrayii ANT.LPE.2
HQ012544 Hormoscilla sp. LCR-OSC2
DQ49387 Phormidium murrayi Ant-Ph58

100— EF654070 Microcoleus sp. HTT-U-KK5
—1 EF654075 Microcoleus sp. SAG 2212

—6,‘)'— EF654080 Trichocoleus sociatus SAG.26.92

FJ159128 Planktothrix agardhii HAB 637
10— AY423710 Geitlerinema carotinosum AICB 37

L EU196629 Geitlerinema cf. pseudacutissimum CCALA 142

9 EU249122 Symploca sp. HBC5
ﬂmozoze Symploca atlantica CCY9617
CQ402025 Symploca sp. CCY0030
%,EF654053 Microcoleus chthonoplastes WW5

EF654043 Microcoleus chthonoplastes SAH
EF654026 Microcoleus chthonoplastes ASK5

EU196627 Geitlerinema cf. acuminatum CCALA 141

91\EF372580 Geitlerinema sp. BBD_P2b-1
100]". DQ680351 Geitlerinema sp. BBD_HS223

_{ L AB039010 Geitlerinema sp. PCC 7105
EU445293 Schizothrix sp. PNG5-22

100, HQ832899 Phormidium sp. LEGE 07162
1 55|—|. HQ832916 Leptolyngbya mycoidea LEGE 07157
| ¥r— AY575935 Spirulina subsalsa PD2002/gca

1 92‘ AJ639890 Spirulina major 0BB36S18

X75045 Spirulina sp. PCC 6313
EF654081 Phormidium autumnale SAG 35.90
EF654064 Microcoleus vaginatus CNP3-KK2
8T EF654063 Microcoleus vaginatus SEV1-KK3

EF654078 Microcoleus vaginatus SRS1-KK2
AF2848803 Microcoleus vaginatus PCC 9802

— 86— EU196624 Oscillatoria cf. curviceps Fkv-4
8 EU196639 Oscillatoria sancta SAG 74.79
100' 1

0
0
%

EU249124 Hydrocoleum lyngbyaceu HBC7
AF518770 Trichodesmium havanum str. F34-5
AU091322 Trichodesmium hildebrandtii
89r- EU244875 Oscillatoria nigroviridis 3LOSC
GU724195 Oscillatoria sp. NAC8-18
5 HQ900689 Oscillatoria cf. margaritifera PAC-17-FEB-10-2
%rm— EF654086 Phormidium uncinatum SAG 81.79

EU196638 Phormidium cf. irriguum CCALA 759
EF654083 Phormidium tergestinum CCALA 155
11, Phormidium cf. animale E1
l‘{_Pharmidium cf. animale E2
%1 EU196644 Phormidium cf. okenii Led-Z
EU196625 Phormidium cf. formosum P-FW
EU196628 Phormidium animale CCALA 140

100,AY493583 Plectolyngbya hodgsonii ANT.LPR2.2
’—83_‘_—[ AY493615 Plectolyngbya hodgsonii ANT.LG2.1

— 0 EF429291 Leptolyngbya boryana UTEX "B 485°
i HMO018676 Leptolg/ngb a sp. GSE-PSE06-07G
100, HQ132937 Leptolyngbya schmidlei GSE-PSE46-15A

LHMO018688 Leptolyngbya sp. GSE-PSE46-15A

10— AY493610 Leptolyngbya frigida ANT.L8.1
[——AF21 8371 Pseudanabaena tremula UTCC 471
CQ859646 Jaaginema homogeneum PMC252.05
il HM217080 Leptolyngbya sp. LEGE 07075

—100[‘: AYA493586 Phormidium priestleyi ANT.LACV5.1
U AY493585 Phormidium priestleyi ANT LPR2.6
) AY493588 Leptolyn antarctica ANT.LAC.1
AB039012 Leptolyngbya PCC7104
% EU528669 Leptolyngbya sp. Kovacik 1986/5a
88, HM018677 Nodosilinea epilithica str. Kovacik 1998/7
HMO018678 Nodosilinea sp. FI12-2HA2
9-AB039017 Pseudanabaena PCC6903
—{AM709632 Pseudanabaena sp. PCC 6903

CQ859643 Pseudanabaena mucicola PMC269.06
GU935351 Limnothrix sp. Sai002

%] GU935360 Pseudanabaena sp. Sai015

GU935355 Pseudanabaena sp. Sai008

CQ859643 Pseudanabaena mucicola PMC269.06
AJ580008 Limnothrix sp. MR1

G'y935§58 Pseudanabae'na‘spé _?aim 2

1abaena cf. g

Pseudanabaena cf. galeata E8

AB039020 Pseudanabaena PCC7408
Pseudanabaena cf. galeata E3

AF132791 Gloeobacter violaceus PCC 8105

003
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Obrazek 4. 1. Fylogeneticky strom zalozeny na analyze 16S rRNA, rekonstruovany
pomoci analyzy maximum likehood. Klad zvyraznény cervené, obsahuje vzorky
Phormidium cf. animale E1, Phormidium cf. animale E2. Klad zvyraznény modfie
zahrnuje jeden genotyp Psedanabaena cf. galeata E7, Pseudanabaena cf. galeata E8.
Klad zvyraznény zelené znazornuje druhy genotyp a to Pseudanabaena cf. galeata E3.
Klad zvyraznény Zluté zaujima tieti genotyp, zahrnujici Pseudanabaena galeata E2P,
Pseudanabaena galeata E4P, Pseudanabaena galeata E5P, Pseudanabaena galeata
EG6P.

PCR produkty vSech vyizolovanych kment obsahovaly ¢astecnou sekvenci genu
16S rRNA. Jejich sekvence byly porovnany se sekvencemi v GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), ty ur¢ily, Ze se jedna o vlaknité druhy celedi
Phormidiaceae a Pseudanabaenaceae. Jako outgroup byl pouzit Gloeobacter violaceus
PCC8105. Clenové z céeledi Phormidiaceae vytvofili ziejmé monofyleticky klad,
EU196625 Phormidium cf. formosum P-FW a EU196644 Phormidium cf. okenii Led-Z
byly pravdépodobné Spatné determinovany. Phormidium animale E1 a Phormidium
animale E2 jsou shodné na molekularni i morfologické trovni. Také jsou molekularné
velmi blizké kmenu Phormidum animale CCALA 140.

Clenové celedi Pseudanabaenaceae vytvaii ve fylogramu dva klady, mé vzorky
spadaji do spodni vétve, ktera je zfejmé monofyleticka, protoze AJ580008 Limnothrix
sp. MR1 je pravdépodobneé Spatn€¢ determinovana. Morfologicky vytvari
Pseudanabaena, nalezena ve vzorcich, dva morfotypy. Prvni morfotyp tvofi
Pseudanabaena cf. galeata E3, Pseudanabaena galeata E2P, Pseudanabaena galeata
E4P, Pseudanabaena galeata ES5P a Pseudanabaena galeata E6P, druhy morfotyp
Pseudanabaena cf. galeata E7 a Pseudanabaena cf. galeata E8. Molekularni studie
téchto druht odhalila tii genotypy. Prvni genotyp vytvati Pseudanabaena cf. galeata
E3, druhy genotyp Pseudanabaena galeata E2P, Pseudanabaena galeata E4P,
Pseudanabaena galeata E5P a Pseudanabaena galeata E6P a tieti genotyp

Pseudanabaena cf. galeata E7 a Pseudanabaena cf. galeata ES.
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DISKUZE

1. Podminky prostredi

V této praci byly studovany druhy sinic vyskytujici se V epipelonu rybni¢nich
soustav okresu Novy Ji¢in a okresu Ostrava-mésto. Byly odebrany tii vzorky v mésicich
srpnu, fijnu a listopadu 2011. Dna vybranych nadrzi byla ptfedev§im bahnita az
Stérkovita. Ve studovanych rybnicich bylo naméfeno alkalické pH, coz vyhovuje
vét§ing druhfi sinic (KALINA & VANA 2005). V lokalité Hefmanicky rybnik byly
zjistény vysoké hodnoty salinity (az 1488 ppm), které se daji povazovat za extrémni
podminky prosttedi. To miize mit vliv na mensi rodové zastoupeni v nadrzi. V rybnicich
byly nalezeny bézné se vyskytujici druhy vlaknitych a kokdlnich sinic, nejcastéji se
jednalo o zastupce ¢eledi Pseudanabaenaceae a Phormidiaceae, napf. Pseudanabaena
catenata Lauternborn 1915, Oscillatoria limosa Agardh ex Gomont 1892, Oscillatoria
tenuis Agardh ex Gomont 1892, Phormidium interruptum Kiitzing ex Gomont 1892,
Phormidium autumnale (Agardh) Trevisan ex Gomont 1892, Pseudanabaena galeata
Bocher 1949, Geitlerinema amphibium (Agardh ex Gomont) Anagnostidis 1989,
Limnotrhix sp. Meffert 1988, Spirulina major Kiitzing ex Gomont 1892, Aphanocapsa
sp. Nageli 1849, Merismopedia sp. Mayen 1893 atd. V nadrzich byly nalezeny nékteré
druhy rodu Komvophoron, napi. Komvophoron minutum (Skuja) Anagnostidis et
Komarek 1988, Komvophoron constrictum (Szafer) Anagnostidis et Komarek 1988,

Komvophoron schmidlei (Jaag) Anagnostidis et Komarek 1988.

2. Morfologicka variabilita

Byla studovana morfologicka variabilita vyizolovanych kment sinic. Pro izolaci
byly pouzity kmeny, které ptezily stresové podminky kultivace. V médiu dobie rostou
pouze odolné druhy sinic a o téch, které maji specifictéj$i naroky, mame jen omezené
mnozstvi informaci. Jednim vyizolovanym kmenem z ¢eledi Phormidiaceae bylo
Phormidium cf. animale E1 a druhym Phormidium cf. animale E2, ktera podle
KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (2005) reprezentuji III. skupinu rodu Phormidium.
Taxonomie je predev§im zaloZena na velikosti bun€k, tvaru koncovych bunégk,
ptitomnosti pochvy a kalyptry atd. (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 2005). Tyto dva
zminéné druhy byly morfologicky totozné. Doslo k porovnani s Phormidium animale

CCALA 140 z Botanického tustavu Tiebon, od néhoz se morfologicky nelisily.
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Phormidium cf. animale E1 a E2 je soucasti epipelonu z bahnitého dna rybniku
Hefmanice. Bézné se tento druh vyskytuje hlavné v ptidé, odkud bylo vyizolovano
i Phormidium animale CCALA 140. Studie rodu Phormidium pouze na zakladé
fenotypickych vlastnosti je velice naro¢nd, tato narocnost je zptisobena hlavné vysokym
po¢tem druhti a jejich Sirokou ekologickou valenci (PALINSKA & MARQUARDT
2008). Z toho diavodu se povazuje tato skupina za polyfyletickou. Tradi¢ni fad
Oscillatorialas, do kterého je fazen i rod Phormidium, je pro svou heterogenitu neustale
diskutovan (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 2005, RIPPKA et al. 1979). Jednim
z hlavnich taxonomickych znakd je piitomnost nebo absence pochvy (KOMAREK
& ANAGNOSTIDIS 2005), nicméné zvelké casti je tento znak ovlivnén
environmentalnimi podminkami a podminkami kultury (PALINSKA et al. 1996). Proto
by méla byt informace o tvorbé pochvy pouzivana pouze ve vztahu s dalSimi
vlastnostmi (PALINSKA & MARQUARDT 2008). Vyuziti molekularnich markerti
a objasnéni ptibuzenskych vztaht je velice dilezité a nevyhnutelné.

Do studie byl zafazen i drobny rod Pseudanabaena, jenz byl dlouhou dobu
algology piehlizen. Clenové tohoto rodu jsou celosvétové rozsifeni (ACINAS et al.
2009) a byli nalezeni v nejriaznéjsich ekologickych podminkach nevyjimaje sladkovodni
habitaty (ZWART et al. 2005). Pseudanabaena cf. galeata E3, Pseudanabaena galeata
E2P, Pseudanabaena galeata E4P, Pseudanabaena galeata E5P a Pseudanabaena
galeata E6P podle morfologickych znakli odpovidaji typické Pseudanabaena galeata
Bocher 1949. Bunky méfi na délku 2-4(5) um a na Sifku 2 um. Pseudanabaena cf.
galeata E7 a Pseudanabaena cf. galeata E8 se vsak od typické Pseudanabaena galeata
Bocher 1949 1isi. Jejich buiiky jsou kratsi (2-3 pwm) a jsou vice soudeckovité. Zatimco
typicka Pseudanabaena galeata ma bunky dlouhé 2-7 um a vice protahlé. Morfologicky
vytvati Pseudanabaena, nalezena ve vzorcich, dva morfotypy. Prvni morfotyp tvofi
Pseudanabaena cf. galeata E3, Pseudanabaena galeata E2P, Pseudanabaena galeata
E4P, Pseudanabaena galeata E5P a Pseudanabaena galeata E6P, druhy morfotyp
Pseudanabaena galeata E7 a Pseudanabaena galeata E8. U druhého zminéného
morfotypu se na koncové buiice vlakna vyskytoval jeden velky aerotop. Na koncovych
bunkach prvniho zminéného morfotypu se vyskytovaly dva malé aerotopy. Zda je tento

znak z morfologického hlediska vyznamny ¢i nikoliv, neni zatim jasné.
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3. Studie struktury 16S rRNA

Vztahy definované na zékladé molekularnich a morfologickych vztahli se znacné
ligi. Casto jsou do stejného klastru fazeny druhy vyrazné morfologicky odli§né.
V takovém piipad¢ je nevyhnutelné detailné analyzovat genom, sledovat ekologické
adaptace a také zaznamenat veskerou variabilitu (KOMAREK 2005).

Az porovnani sekvenci genu 16S rRNA odhalilo genetickou separaci vyskytujici
se u zastupcu ¢eledi Pseudanabaenaceae a Phormidiaceae. Phormidium cf. animale E1
a Phormidium cf. animale E2 jsou na zakladé studie tohoto genu geneticky shodné.
Geneticka odlisnost kmenu Phormidium cf. animale E1, Phormidium cf. animale E2 od
kmenu Phormidium animale CCALA 140 odpovida jejich rozdilné ekologii a dosti
velké geografické vzdalenosti. Jak jiz bylo zminéno, Phormidium animale CCALA 140
bylo nalezeno v Italii. Rod Phormidium obsahuje jen nékolik malo morfologicky
uznanych genetickych klastri v soucasné taxonomii. Revize tohoto rodu je zatim
v potatcich (KOMAREK 2010).

U ¢lent rodu Pseudanabaena byly odhaleny tii genotypy. Prvni genotyp tvofi
Pseudanabaena cf. galeata E7 a Pseudanabaena cf. galeata ES. Druhy genotyp je
tvofen druhem Pseudanabaena cf. galeata E3, tfeti genotyp vytvaii Pseudanabaena
galeata E2P, Pseudanabaena galeata E4P, Pseudanabaena galeata E5P,
Pseudanabaena galeata E6P. Zastupci posledniho genotypu se od sebe navzajem mirné
geneticky odliSuji. ACINAS et al. (2009) studovala rod Pseudanabaena na zakladé
multifazického a genetického pfistupu. Zminuje se o tom, ze fylogenetické vztahy na
zakladé 16S rRNA a 23S rRNA jsou konzistentni, ale analyza dalSich lokust
vykazovala vysokou miru mikrodiversity.

Jak u zastupct ¢eledi Pseudanabaenaceae, tak u zastupcu ¢eledi Phormidiaceae
se muze jednat o nové nebo kryptické druhy, takto definované druhy jsme schopni
odlisit pouze na zaklad¢é studia DNA (BOYER et al. 2002). Pro odhaleni skute¢nych
fylogenetickych vztahti musi byt pouzity dalsi citlivéj§i molekularni markery, napf.

studie ITS segmentu mezi 16S rRNA a 23S rRNA.
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ZAVER

Néplni této bakalaiské prace byl floristicky prizkum vybranych vodnich nadrzi
CHKO Poodii a rybniku Hefmanice, izolace kmeni vybranych rodd sinic
a taxonomické posouzeni ziskanych kment na zakladé 16S rRNA genu a Osvojeni si
zakladnich postupi pfi vzorkovani, morfologickém hodnoceni, izolaci kment,
fylogenetické analyze atd.

Ve vsech studovanych lokalitach byly zjistény druhy, které jsou béZnou soucasti
epipelonu stojanych vod. Vyjimku tvofila Phormidium cf. animale E1 a Phormidium cf.
animale E2, ktera byla nalezena v epipelonu rybnika Hefmanice. Bézn¢é se tento druh
vyskytuje vpude. Studovani Dbyli hlavné zastupci celedi Phormidiaceae
a Pseudanabaenaceae. Molekularni studie kmenu Phormidium cf. animale E1
a Phormidium cf. animale E2 prokazala souvislost S morfologickymi znaky kmenu
Phormidium cf. animale CCALA 140. Byly odhaleny i jisté genetické odchylky
studovanych kmend, ty jsou nejpravdépodobnéji zpusobeny odlisnou ekologii a velkou
geografickou vzalenosti. Celed” Pseudanabaenaceae zahrnovala 4 studované kmeny.
Diky morfologickym znakim byly determinovany dva morfotypy druhu
Pseudanabaena cf. galeata. Tyto dva morfotypy byly odliSeny na zaklad¢ velikosti
atvaru bun€k. Sekvenece genu 16S rRNA neprokizala vztah mezi molekularnimi
a morfologickymi znaky. Data poskytnutd timto genem odhalila tfi genotypy. Prvni
genotyp, jenz tvoii samostatny Klad, zahrnuje kmeny Pseudanabaena cf. galeata E7,
Pseudanabaena cf. galeata E8. Sousedni klad s odlisnym genotypem tvoii kmen
Pseudanabaena cf. galeata E3. Ztohoto genotypu se ziejmné dostépil dalsi klad
zahrnujici kmeny Pseudanabaena galeata E2P, Pseudanabaena galeata EA4P,
Pseudanabaena galeata E5P a Pseudanabaena galeata E6P. Studie zaloZena na genu
16S rRNA neni dostacujici na stanoveni mezidruhovych vztah. Na zakladé tohoto
genu nejsme schopni fict, zda se jedna o nové nebo kryptické druhy. K piresnéjsi
determinaci musi byt pouzity dal$i molekularni markery, nejlépe ITS region mezi 16S
rRNA a 23S rRNA. Ten je dosti variabilni co se tyka délky i sekvenci a pro stanoveni
mezidruhovych vztaht se pokladd jako kvalitni molekuldrni marker. Molekuldrni

metody jsou Vv této oblasti systematické biologie nenahraditelné.
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Pfiloha 2. Mapa se zaznacenou lokalitou Kotvice
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Ptiloha 4. Mapa s vyznacenymi lokalitami Kiivy rybnik, rybnik Kotvice a Horni rybnik
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Ptiloha 5. Mapa se zaznacenou lokalitou Hefmanicky rybnik

Ptiloha 6. Fotografie: Kfivy rybnik
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Ptiloha 7. Fotografie: rybnik Kotvice

Ptiloha 8. Fotografie: Horni rybnik
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Ptiloha 9. Fotografie: Hefmanicky rybnik

Piiloha 10. Udaje o povrchové teploté vody v uvedenych lokalitich

Teplota za urcité mésice v roce 2011 [°C]

Lokalita Srpen Rijen Listopad
Kotvice 22,7 9,7 4
Horni rybnik 23,3 10,7 5
Kfivy rybnik 22,1 10 5
Hefmanicky rybnik 26,7 9,6 5,4
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Piiloha 11. Udaje o pH vody v uvedenych lokalitich

Hodnoty pH za urc¢ité mésice v roce 2011

Lokalita Srpen Rijen Listopad
Kotvice 8,48 8,89 8,87
Horni rybnik 9,24 8,99 8,9
Kiivy rybnik 8,68 8,75 8,53
Hefmanicky rybnik 9,39 8,97 9,4

Piiloha 12. Udaje o konduktivité vody v uvedenych lokalitach

Konduktivita za ur¢ité mésice v roce 2011 [pS. cm™]

Lokalita Srpen Rijen Listopad
Kotvice 404 438 629
Horni rybnik 310 555 502
Kiivy rybnik 370 404 547
Hefmanicky rybnik 1774 1941 2983

Piiloha 13. Udaje o salinit& vody v uvedenych lokalitach

Hodnoty TDS za ur¢ité mésice v roce 2011 [ppm]

Lokalita Srpen Rijen Listopad
Kotvice 202 225 320
Horni rybnik 151 279 225
Kfivy rybnik 185 202 276
Hefmanicky rybnik 887 971 1488
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Ptiloha 14. Obrazova tabule rodu Phormidium, fotografie kultur:

Phormidium animale CCALA 140 (1-2), Phormidium cf. animale E1 (3-4),
Phormidium cf. animale E2 (5-6).
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Ptiloha 15. Obrazova tabule rodu Pseudanabaena, fotografie kultur:

BT

Pseudanabaena cf. galeata E3 (7), Pseudanabaena galeata EP2 (8), Pseudanabaena cf.
galeata E7 (9), Pseudanabaena cf. galeata E8 (10)
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Ptiloha 16. Obrazova tabule rodu Phormidium, fotografie ptirodnich vzorku:

z lokality K#ivy rybnik (1.2), z lokality Kiivy rybnik (3), z lokality rybnik Kotvice (4,5),
z lokality rybnik Kotvice (6,7), z lokality Horni rybnik (8)
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Ptiloha 17. Obrazova tabule rodu Komvophoron, fotografie pfirodnich vzorkd:

Komvophoron minutum z lokality rybnik Kotvice (1), Komvophoron minutum z lokality
Horni rybnik (2), Komvophoron constrictum z lokality Horni rybnik (3,4)
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