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1 Uvod

Jen maloktera skupina organismil vyvolava ve vSeobecném povédomi tak rozporuplné pocity
jako pravé sinice. Rody jako Microcystis, nebo Aphanizomenon vytvaii v dasledku
eutrofizace napadné biofilmy na vodni hlading, znamé téz jako vodni kvéty, predstavujici
bézny ekologicky problém. Naproti tomu znaénym pfinosem pro rozvoj zivota na Zemi a
pozdéjsi kolonizaci terestrického prostiedi bylo spusténi foto-autotrofie sinicemi pied 3,5
mld. let, ¢imz zacalo dochazet k uniku kysliku do atmosféry a tim vzniku kyslikem
obohacené¢ho plynného obalu Zemé. Sinice rovnéz piedstavuji diky rozmanitému
sekundarnimu metabolismu perspektivni nastroj v biotechnologiich pro vyrobu fady produktu,
a to nejen farmaceutickych ptipravki.

Zvlastni, ekologicky vyhranénou skupinou zlstavaji sinice epifytické. Terminem epifyton
jsou oznacované taxony, které trvale ziji na povrchu ponoifenych ¢asti rostlin, zpravidla
makrofyt a to bez parazitického zplisobu zivota. Jedna se o slozitou interakci, jez neni dodnes
plnohodnotné¢ prozkoumana a vysvétlena. Epifyté se zpravidla ukotvuji na povrch
hostitelskych bun¢k dvéma zpisoby: v prvnim piipadé se vazi k vn&jsim vrstvam bungk, pak
se jedna o tzv. holoepifytismus, typickym piikladem je Leibleinia nordgaardii, pfipadné se
zanofi hluboko do pletiva, ¢i tkani, pak jsou oznafovani jako amfiepifyté, jako je tomu u
Homoethrix (Ducker and Knox, 1984).

Druhy zijici timto zplisobem Zivota Ize nalézt napii¢ riznymi rody. Po dlouhou dobu unikaly
pozornosti algologii, pfipadné zlstavaly v pozadi zdjmu. V soucasnosti se vSak stale Castéji

ukazuje, ze jsou dulezitou soucasti ekosystémii stojatych vod.



2 Phormidium

2.1 Taxonomie

Morfologické taxonomie

Rod Phormidium Kiitzing ex Gomont (1892) poprvé popsal Kiitzing (1843). Je
charakterizovan na zakladé morfologickych znakt jakymi jsou metrické vlastnosti a tvorba
hyalinni, ¢i rozplyvavé slizové pochvy, diky niz se tato vlakna ¢asto seskupuji do napadnych
hustych povlaki. Rod je druhové bohaty, jednotlivi zastupci obyvaji sladkovodni i mofské
habity, 1i8i se rovnéz velikosti buné€k, tvarem apikalni bunky, nebo zaskrcovanim.

Rod Phormidium byl revidovan v monografii Maurice Gomont’s Monographie des
Oscillatoriees (1892). Prace Gomonta je povazovana za prvotni (starting point) v taxonomii
vlaknitych sinic netvoficich heterocyty. Gomontiv systém byl posléze opakované revidovan
Geitler (1932), Frémy (1934) a Desikachary (1959). V uvedenych publikacich pfedstavovala
slizova pochva stézejni determinacni kritérium, coz vSak casto vedlo k nespravnému urceni,
rovnéz takto definované Phormidium odpovidalo vice entitam.

Na zaklad¢ pozdéjsiho zjisténi, ze fenotypy predstavuji vysledek spoluplisobeni genotypu a
prostiedi, pozménil Drouet (1968) radikalné klasifikaci fadu Oscillatorialles. Vysledkem byla
drasticka redukce poctu rodi a druhl fadou algologhi povazovana za neakceptovatelnou
(Anagnostidis and Komarek 1985), tato taxonomicka zjednoduseni byla navic pozdé&ji
experimentalné vyvracena jako neplatna (Stam and Venema 1977; Castenholz and Waterbury
1989).

Klasifikace rodu Phormidium v soucasnosti prochazi zasadnimi zménami s ohledem na
aplikace molekularnich metod. Rod se postupné s§tépi se vznikem novych roda. Jako hlavni

kritérium Stépeni se jevi molekularni odliSnosti v ramci dosud popsanych morfotypi.

LPP group B

Organismy s problematickou taxonomii Leptolyngbya/Phormidium/Plectonema a Lyngbya
byly Ripkou el al. (1979) zaclenény do LPP group B. Soucasny Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology, jenz piijal LPP group B (Castenholz 2001), tak piedstavuje
kompilaci bakteriologického pfistupu (Rippka et al. 1979) a fyziologickych charakteristik
(Geitler 1932). Nejveétsi revize LPP group B byla provedena Anagnostidis and Komarek
(1988) a Komarek and Anagnostidis (2005) pfedstavenim novych kritérii jakymi jsou velikost

bunék, charakter buné¢ného déleni, mobilita a typ rozpadu vlaken.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Genotyp

Biochemicka klasifikace

Rada studii klasifikovala sinice na zaklad& piitomnosti specifickych fotosyntetickych
pigmentt (Liaaen—Jensen 1979; Aakermann et al. 1992; Hirschberg and Chamovitz 1994;
Karsten and Garcia—Pichel 1996). Napiiklad byla vypracovana chemotaxonomie rodu
Spirulina Turpin ex Gomont 1892, Oscillatoria Vaucher ex Gomont 1892 a Microcoleus
Desmaziéres ex Gomont 1892. (Liaaen—Jensen 1979; Aakermann et al. 1992; Karsten and
Garcia—Pichel 1996). Sinice produkuji stejné karoteny jako vyssi rostliny, nicméné vytvari téz
nékteré specifické xantofyly jako naptiklad echinenon. Ackoliv morfologické charakteristiky
jsou chemicky podminény, chemické charakteristiky zpravidla neodpovidaji morfologii
(Liaaen—Jensen 1979). Omezené mnozstvi karotenoidt ve vlaknech rodu Phormidium
vykazuje urcity stupen ptibuznosti. Analyza karotenoidti u cetnych rodi sinic prokézala, ze se
jedna o vhodné biochemické kritérium pro zatazeni do rodové ptislusnosti, nékteré druhy
sinic ¢asto vykazuji stejné slozeni. Nicméné pro Phormidium tato vlastnost neni zcela platna,
jednotlivd vldkna vykazuji rozdilna karotenovd slozeni, toto kritérium vSak mulZe byt
adekvatni pro roz¢lenéni rodu Phormidium na podrody. Shodnym znakem vsSech vlaken
napfi¢ rodem Phormidium je ptfitomnost zeaxantinu a B-karotenu, ¢imz se vSak vlakna tohoto

rodu nelisi od vlaken rodu Leptolyngbya.

Polyfazicky pristup

Stiidavé uzivani dvou ruznych piistupt, botanického a bakteriologického, vedlo k
neptehledné situaci v mnoha rodech sinic. S ohledem na védecké zaméieni autort nékteré
druhy byly charakterizovany spiSe morfologicky a jiné naopak s posilenim molekularnich dat
na ukor morfologického popisu (Wilmotte and Herdman, 2001; Rajaniemi et al., 2005).
Poslednich 30 let se tak vytvafel systém novy, ktery by piedstavoval jisty kompromis mezi
dvéma dfive uzivanymi ptistupy (Oren, 2004; Komarek, 2005, 2010; Marquardt and Palinska,
2007; Oren et al., 2009).

V soucasnosti se povétSinou uziva tzv. polyfazicky piistup (Garci’a-Pichel et al., 2001;
Komarek, 2005, 2010; Palinska and Marquardt, 2008). Ten spocivd v morfologickém,
submikroskopickém, biochemickém, fyziologickém a molekularnim popisu jednotlivych

druht.



2.2 Geneticka variabilita

Gen 16S rRNA a oblast 16S — 23S ITS jsou pouzivany jako vhodné molekularni markery pro
vSechna prokaryota (Iteman et al., 2000; Casamatta et al., 2005; Premanandh et al., 2006;
Palinska and Marquardt, 2008). Analyzou vySe zminénych tusekll a jejich srovnanim
s morfologii a ekologii studovanych druhti byla popsana cela fada novych rodt a druht sinic.
V dnesni dobé se jednd o plné zavedenou metodu klasifikace sinic, kterd je Siroce
akceptovana.

CpcB-1GS-CpcA oblast (kodujici cast operonu fykocyaninu), rpoCl gen (kodujici ¢
podjednotky RNA polymerazy), GyrB gen (kodujici b podjednotky DNA gyrazy,
topoizomerazy typu II), a gen rbcL (kodujici velké podjednotky ribulosa 1,5-bisfosfat
karboxylazy/oxygenazy, enzym kontrolni fixace CO, Calvinova cyklu) jsou oblasti, na jejichz
zakladé se ustanovuji fylogenetické vztahy mezi sinicemi. (Toledo and Palenik, 1997;
Fergusson and Saint, 2000; Wilson et al., 2000; Watanabe et al., 2001; Seo and Yokota, 2003;
Teneva et al., 2005; Premanandh et al., 2006; Tomitani et al., 2006; Ballot et al., 2008). Dtive
byl pro tyto ucely sekvenovan gen nifD. (Henson et al., 2004).

Uzivani rozdilnych molekularnich markeri vede k sestaveni fady fylogenetickych stromi.
Tyto markery lze zatadit do dvou na sob¢ nezavislych skupin: prvni z nich zahrnuje geny 16S
rRNA, rpoCl and gyrB geny, které jsou zodpovédné za replikaci a translaci genetické
informace a druha skupina rbcL and nifD geny, které spoluzodpovidaji pfedevs§im za fixaci
CO,.Tyto dveé skupiny gent se tak ziejmé vydaly jinym evolu¢nim vyvojem, coz se odrazi pii
konstrukei fylogenetickych stromi. Geny fidici replikaci a translaci reflektuji pravdépodobné
pfesnéji vyvoj sinic na urovni fadu, ¢i rodd, zatimco ostatni markery jsou vhodnéjsi pro

pochopeni a rekonstrukci vztahti na nizsich taxonomickych urovnich.

ITS
165 DNA —— 235 DNA
S < > +—> < > 3
Produkty: 165 RNA tRNA 23S RNA

Schéma 1: Uspotadani molekularnich markert v oblasti 16S-23S rRNA genti.

10




16S rRNA jako molekularni marker

Pro rekonstrukci fylogenetickych vztahii bakterii se uziva 16S rRNA gen (Woese 1987),
proc¢ez obdobny mechanismus byl navrzen pro sestrojovani fylogenetickych stromt sinic
(Giovannoni et al. 1988). Na zaklad¢ zkoumani 16S rRNA byl odhalen polyfyleticky
charakter vlaken Phormidii (Lee and Bae, 2001). K podobnym zavérim dosel i Litvaitis
(2002), kdyz odhalil seskupovani Phormidia a Leptolyngbye do spole¢nych clusterd, obdobné
jako jeho predchudci (Turner 1997; Ishida et al. 2001; Lee and Bae 2001; Litvaitis 2002;
Ceschi-Berrini et al. 2004).

Zda se, Ze gen 16S rRNA je druhové (Fox et al. 1992) nebo mezidruhové specificky (Ward et
al. 1992, Fergusson and Saint, 2000). Pro urceni piibuznosti dvou vlaken byly stanoveny
hranice shodnosti genomu a to pro 16S rRNA na trovni rodové 95 % a druhové 97,5 %.
(Stackebrandt and Goebel, 1994).

Prizkum ITS oblasti se provadi pro vlakna téméf identicka dle 16S rRNA pro presnéjsi
vymezeni piibuzenskych vztahi. ITS oblast byla diive sekvenovana v rozsahu od 354 do 545
nukleotida (Iteman et al. 2000; Otsuka et al. 2001; Boyer et al. 2002; Laamanen et al. 2002),
nicméné Laloui et al. (2002) a Rocap et al. (2003) rozsitili jeji sekvenovani na 1 000 bazi.
Skrze sekvenovani 16S rRNA genu bylo prokazano, ze ptitomnost a mnozstvi fykoerytrinu
nekoreluje se fylogenetickymi vztahy. Vlakna obsahujici tento pigment casto tvoii clustery
S témi, které tento pigment netvoii. Napiiklad Phormidium persicinum a na fykoerytrin
bohaty taxon Leptolyngbya ectocarpi patii do stejného clusteru, neb sdileji 99,7 % 16S rRNA.
Geny zodpovédéné za fykoerytrin tak nemohou byt uzity jako taxonomicky marker,
k podobnym zavérum dosel téz Otsuka et al. (2001) zkoumajici fylogenetické vztahy rodu
Microcystis.

Vlakna shodnd, ¢i velmi podobna v 16S rRNA zafazena v jednom clusteru, byvaji zpravidla
morfologicky velmi podobna. T kdyz podobné morfotypy a ekotypy lze nalézt napti¢ clustery,
coz jasn¢ deklaruje, ze ani kombinace morfologickych a ekologickych charakteristik nemusi

byt spolehlivou cestou ke spravnému urceni taxonu.
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IGS jako molekularni marker

Mezigenovy prostor (IGS) spolu s doprovodnymi podjednotkami (cpcB) a (cpcA) operonu
fykocyaninu byly navrzeny jako adekvatni markery pro mezidruhové rozpoznavani (Neilan

et al. 1995, Bolch et al. 1996, 1999). Operon fykocyaninu disponuje geny kodujici dvé
podjednotky (cpcB a cpcA) a tii spojovaci polypeptidy. IGS rozprostirajici se mezi geny
zminénych podjednotek je potencialné velmi variabilni oblast sekvence DNA, ktera mize byt
uzitecna pro identifikaci sinic. (Neilan et al. 1995).

Ve studiich uZivajicich IGS byla odhalena Siroka morfologicka variabilita vldken
Phormidii 16,5 % (Teneva et al., 2005) nebo 6,7 % (Bolch et al., 1999), coZ jednoznac¢né
potvrzuje domnénku, Ze se jedna o rod polytyleticky, navic druhy a kmeny netvoti koherentni
clustery.

Fylogeneticky strom sestrojeny na zakladé podobnosti cpcA a cpcB genti podava odlisné
vysledky ve srovndni s t€émi vychazejicimi z uziti 16S rRNA genu. Na jeho zaklad¢ totiz
Phormidium tvoii monofyleticky klad spolu s dal§imi ¢leny fadu Nostocales, coz je v rozporu
s ostatnimi studiemi, které uvad&ji, ze vlakna s heterocyty piedstavuji monofyletickou
skupinou (Wilmotte 1994; Wilmotte and Herdman 2001; Lyra et al. 2001; Henson et al.
2004).

Uzitim tohoto genu jako molekularniho markeru byla dokonce nalezena korelace mezi
genetickymi clustery rodu Phormidium a jejich geografickym ptivodem. U nékterych vlaken
vSak byly detekovany posunové mutace v cpcB genu, jez pravdépodobné sehravaji klicovy
vyznam Vv piizpusobovani sinic rozlicnych ptirodnim podminkam. Pii ozafeni sinic svétlem
S nizkou intenzitou se tak zvySuje mnozstvi fykocyaninu a plynovych méchyika.

Lze tedy fici, Ze sekvence aminokyselin cpcB-cpcA se vyborné hodi pro rekonstrukci
fylogenetickych vztahii a to i pies jeho relativné kratkou délku asi 180 aminokyselin. Nékolik

vvvvvv

rozliSeni sinic (Neilan et al. 1995, Bolch et al. 1996, Bolch et al. 1996,1999).
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2.3 Fyziologie a vyuziti

Nékteré tasy a sinice ziji v extrémnich podminkach, kterym se musely v minulosti adaptovat
(zmény salinity, ¢i teploty, UV radiace apod.). Jednou z cest piizpisobovani je produkce
rozliénych sekundarnich metabolitli, které je ochranuji a které jsou natolik specifické, ze
nebyly objeveny v jinych organismech. (Mayer et al., 2005). S ohledem na vysokou diverzitu
sinic Ize piedpokladat obdobnou rozmanitost i v produkovanych latkach. Sinice jsou obecné
velmi dobrym obchodnim artiklem, obsahuji totiz velké mnozstvi proteind, mastnych kyselin,
vitaminl a pigmentt. (Cardosa et al., 2006). Produkuji vSak téz fadu sekundarnich metabolitii
(Burja et al., 2001). Rody sinic jako Spirulina, Lyngbya, Nostoc, a Oscillatoria byly pro tyto
ucely podrobné zkoumany a u mnohych taxoni byla produkce farmaceuticky zajimavych
latek skute¢né potvrzena. V tomto ohledu vSak nebyly dosud fadné prozkoumané sinice rodu
Phormidium, i kdyZ nékteré studie uvadéji protirakovinné ucinky latek pochazejicich z vlaken
této sinice (Papendorf, et al 1998, Shirahashi et al., 1993) a inhibici enzymatické aktivity HIV
viru glykolipidy izolovanymi z Phormidium tenue (Reshef, 1997).

Antioxidaéni vlastnosti

Antioxidaé¢ni vlastnosti Phormidia jsou podminény piedevs§im piitomnosti fykocyanint (Soni
et al., 2006), které mimo silné antioxida¢ni vlastnosti disponuji fadou dal$ich zajimavych
vlastnosti (Bhat, 2000). Nicmén¢ taktéz karotenoidy jsou znamy antioxida¢nimi vlastnostmi
(Santoyo, 2006) a jejich pfitomnost je tak téz nutné brat v uvahu v souvislosti srodem
Phormidium. Karotenoidy tak sehravaji v buinikach sinic dvé stézejni funkce: jednak jsou
soucasti svétlo-sbérného aparatu, jednak chrani buiiku pied poskozeni oxidaci. Jsou taktéz
soucasti cytoplasmatické membrany sinic. Z TEAC testovani vyplynulo, ze za hlavni

antioxida¢ni komponentu sinic rodu Phormidium Ize povaZzovat predevsim karotenoidy.

Antibiotické vlastnosti

S ohledem na snizenou G¢innost Siroce pouzivanych antibiotik a zvySenou odolnost béznych

vvvvvv

kontextu se jevi sinice jako zajimavé organismy pro produkci cetnych bioaktivnich latek
(Ehrenreich et al. 2005; Barrios-Llerena et al. 2007) s farmaceutickym dopadem (Thajuddin
and Subramanian, 2005). Na zakladé¢ vyzkumu (Thummajitsakul el al., 2012) bylo
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jednoznacné potvrzeno, ze Phormidium produkuje antibakterialni latky, které pasobi proti
cetnym infekénim agens, naptiklad proti Streptococcus enteritidis a E. coli (Crosby, 1991).
Rada téchto bioaktivnich latek miize byt uvoliiovana do okolniho prostiedi diky stresujicim
podminkam pro sinice (Martin and Maris, 1995; Nicholson et al., 2000; Soltani et al., 2006).
Predpoklada se, ze tyto latky pak zplsobuji uhyn ostatnich mikroorganismii poskozenim
jejich cytoplasmatické membrany a naslednou penetraci (Lampe et al., 1998; Maillard, 2002;
Ultee et al., 2000). Bioaktivni latky jsou schopny destabilizovat cytoplasmatickou membranu
buiiku gram-pozitivnich bakterii, ¢imZz ji zni¢i (Ultee et al,, 2000). U gram-negativnich
bakterii je vnéjsi cytoplasmatické membréana hydrofilni tvofena fadou liposacharidi, které tak
omezuji vstup hydrofobnich latek do nitra buiiky (Bergsson, 2005). Nicméné terpenoidy ¢i
fenolické latky vylucované sinicemi dokazou destabilizovat tuto vrstvu (Helander et al.,
1998). Pii zkoumani antibakterialnich vlastnosti sinic rodu Phormidium jednoznacné
vyplynulo, Ze za touto aktivitou stoji fada latek rozli€éné chemické povahy (polarity). Autofi
totiz pfisuzuji antibiotickou povahu rozlicnym chemickym latkdm: indolu, terpentim,
fenolim, mastnych kyselinam a tékavym halogenovym uhlovodikim (Mayer et al., 2005,
Cardoso et al. 2006).

Elektromagnetické zareni

Na nasi planeté ptisobi neustale elektromagnetické zafeni. V priubéhu ptedchazejicich stoleti
se ptirodni prostiedi vyrazné¢ zmeénilo zavedenim obrovského mnozstvi clovékem vytvorenych
elektromagnetickych poli. Tato pole byla povazovana zpocatku za pfili§ slaba na to, aby
interagovala s biomolekularnimi systémy, a aby tak ovlivnila fyziologické vlastnosti zivych
organismi. Od 18. stoleti se vSak védci zacali intenzivné zabyvat interakci
elektromagnetického pole a Zzivotnich procesii. Pozornost byla zaméfena na pisobeni
mikrovin. Spousta vlivi tohoto zafena na Zivé entity pak byla zaznamenana (Rai et al., 1994;
Rai et al., 1999). Mikrovilny jsou soucasti elektromagnetického zafeni, kdy se frekvence
radiace pohybuje mezi 300 MHZ do 300 GHz, coz odpovida vlnové délce od 1m do 1 mm.
Tato neionizujici elektromagneticka radiace je absorbovdna na molekularni Girovni a projevuje
se zménami ve vibracich energie a teplem (Banik et al., 2003). Identifikace a hodnoceni
biologickych vlivli mikrovinného zéfeni je sloZitou zalezitosti. Mikroviny zplsobuji termické
1 netermické zmény, které se liSi v zavislosti na vzdalenosti elektromagnetického pole, sile
pole, frekvenci zafeni, polarizaci atd. Existuje jen malo praci zabyvajici se vlivem

elektromagnetického zafeni na mikroorganismy. Ackoliv jsou sinice odolné vuci tadé
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stresujicich faktori prostiedi, jakym jsou vysoka teplota, sucho, salinita apod. (Pécs, 2009),
ukazuje se, ze elektromagnetické zafeni sinice ovliviiuje v pigmentaci, pohyblivosti,
fotosyntézu a fixaci dusiku (Singh et al., 1994; Rai et al., 1999). Diky dlouhé evolu¢ni historii
vsak sinice vyvinuly fadu strategii na ochranu proti elektromagnetickému zateni jako napf.
aktivni vyhybani zativé osvétlenym habitim, nebo produkce pigmenti absorbujici toto zatreni
jakymi jsou napt. mycosporin nebo scytonemin (Sinha et al., 2002).

Na zakladé vyzkumu (Asadi et al., 2011) byly zjistény signifikantni rozdily v rychlosti ristu a
piirtstku biomasy. Expozice vy$s$im intenzitam elektromagnetického zafeni vyvolala snizeny
narust biomasy. S naristem biomasy se také méni (klesa) mnozstvi obsazeného chlorofylu a.
V buikach rodu Phormidium pfi inkubaci za zvySeného elektromagnetického zafeni doslo
rovnéz K poklesu mnozstvi fykoerytrinu. Hlavni komponenta jadra fykobilizomi -
alofykocyanin zlistal ve stejném mnozstvi, avSak doSlo k redukci poctu samotnych
fykobilizomt. Dopady elektromagnetického zatfeni na fykoerytrin a alofykocyanin jsou stejné.
Celkové koncentrace uvedenych pigment sice rostou, ale pfi expozicich 720 a 900 W
syntéza latek vyznamné klesa. Samotné fykobilizomy se pak signifikantné zmensuji, coz vede

ke snizenému mnozstvi uvedenych pfidatnych pigmentu.
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3 Pseudanabaena
3.1 Uvod

Pseudanabena reprezentuje velmi malo probadany rod, blizce pfibuzny rodu Limnothrix. Pro
svou nepatrnou velikost byli zastupci rodu Pseudanabaena po dlouhou dobu piehlizeni.
Zastupci tohoto rodu, spadajici do fadu Oscillatoriales sensu Komarek (2005), jejichz siika je
zpravidla mensi nez 4 mikrometry. Bunky byvaji povétSinou del$i nez $irsi, tylakoidy jsou
parietaln¢ usporadany, n¢které obsahuji téz plynové méchyiky, obvykle v apikdlnich bunkach
(Castenholz et al., 2001; Komarek, 2003). Pseudanabaena je schopna piizpisobovat se
proménlivému mnozstvi ptichoziho svétla a to skrze chromatickou adaptaci. Samotna
adaptace tkvi ve zméné zastoupeni dvou zakladnich fotosyntetickych pigmentt: fykoerytrinu
a fykocyaninu v bunkach sinice (Kehoe and Gutu, 2006). Skrze tuto schopnost tak muize
sinice ve vodnim sloupci obyvat habity s rozdilnymi svételnymi podminkami.

Morfologicky se Pseudanabaena podoba jiz zminéné Limnothrix, Ize je vSak odli§it na
zaklad¢ ptitomnosti vyraznych parovych aerotopll v blizkosti pticnych piehradek vldken rodu
Limnothrix. Odlisuji se téz ekologicky, zatimco Limnothix obyva pfedev$im mezoeutrofni a
eutrofni vody, Pseudanabaena ma daleko S$ir§i distribuci a pravdépodobné téz Sirsi

ckologickou valenci. OvSem na zaklad¢ genetické analyzy 16S rRNA jsou oba rody soucasti

stejného molekularniho clusteru (Zwart et al., 2005; Willame et al., 2006).

3.2 Taxonomie
Morfologicka taxonomie

Rod byl ustanoven Lauterbornem (1914-1917) jako blizky ptibuzny rodu Oscillatoria,
morfologicky se vSak podoba rodu Anabaena, od néhoz se odliSuje absenci heterocytli. Pravé
napadna morfologicka podobnost vedla Lauterborna k tomuto pojmenovani. Jeden z prvné
objevenych druhui (P. constricta) byl dokonce mylné pfitazen pod rod Anabaena, objevu
druhu totiz pifedchazel objev heterocytt. Geitler (1932) nasledné k této problematice uvadi:
,Moznd, ze heterocyty zatim nebyly u téchto vldknech objeveny, v takovém ptipadé pak
vlakna Pseudanabaeny piedstavuji jen variety Anabaeny. Mozna také, ze formy rodu
Pseudanabaena ptedstavuji pouze vyvojova stadia jinych druht. Nasledné byl rod
Pseudanabaena ustalen.

Ptivodné rod zahrnoval pouze dva druhy (P. catenata Lauterb. a P. constricta (Szafer)), ale
nasledujici vyzkumy odhalily daleko vys$$i diverzitu. V soucasné dobé je dolozena existence

vice nez 33 druht.
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Systém dle Elenkina (1938) charakterizuje Pseudanabaenu jako rod tadu Oscillatoriales,
ktery se vyznacuje samostatné¢ ulozenymi vlakny, zpravidla bez slizovych pochev, vyjimeéné
vsak pfipousti pfitomnost rozplyvavych slizovitych oballi. Déle autor zminuje napadnou
mobilitu a protahly az ovalny tvar jednotlivych bun¢k. Na zakladé Sife jednotlivych vlaken
pak autor rozliSuje 5 druhti: P. galeata, P. catenata, P. tenuis, P. bipes a P. crassa.

Systém dle Hollerbach a kol. (1953) vykazuje s piedeslym podobnost. Vldkna jsou uloZena
samostatné, nabyvaji schopnosti pohybovat se a sestavaji se z viditeln¢ zaskrcenych bungk.
Slizova pochva povétsinou chybi, piipadné nabyva nepatrnych kontur. Pseudanabaena obyva
ptevazné¢ dna vodnich nadrzi, je taktéZ soucasti planktonu a perifytonu. Vlakna byvaji
napadné podobna rodu Anabaena, snadno je lze téZ zaménit s jinymi rody spadajici do fadu
Oscillatorialles. Nékteré druhy vykazuji morfologické atributy na pomezi fada Oscilatorialles
a Nostocales, proc¢ez autor spekuluje 0 mozné piitomnosti heterocytii ¢i podobnych struktur u
nékterych druhii tohoto rodu. RozliSovaci kritérium pro urceni do druhu ptedstavuje Siie
vlaken a pfitomnosti/absence plynovych méchyiki. Rozpoznany jsou zde 3 druhy: P.
schmidlei (pozdé&ji zatazeno pod rod Komvophoron), P. galeata, P. catenata.

Dalsi autorkou, ktera zahrnula Pseudanabaenu do svého systému byla Kondrateva — rod
tvofi samostatna vladkna, zpravidla bez slizové pochvy, vyznacuje se neustdlymi plizivymi
pohyby, vlakna byvaji zietelné zaSkrcovana, buiky cylindrické, ¢i ovalné. V tomto systému
jsou rozpoznavany dva druhy: P.catenata a P. tenuis.

Nasledné¢ Anagnostidis a Komarek (1988) rozélenili do té doby poznané druhy
Pseudanabaena do 2 roda (Pseudanabaena a llyonema) a 5 podrodu (P. arcuata, P.
acicularis, P. batrachospermum, P. nematodes a P. raphidiodes) a vypracovali soudobé
nejprogresivnéjsi a zdaleka nejpiesnéjsi taxonomii rodu Pseudanabaena. Pseudanabaena je
zde charakterizovana jako planktonni, ¢i bentickd vlaknita sinice. Vlakna byvaji rozmanita,
rovna, nebo zvinéna, tvofena zpravidla cylindrickymi bunkami 0 rozmanitém poctu.
ZaSkrceni byva zpravidla zfetelné, nemusi tomu vSak vzdy byt. VIdkna povétSinou
nedisponuji slizovou pochvou, nicméné bézné byvaji pokryta rozplyvavym slizem. Apikalni
buiika se neliSi od ostatnich, kalyptra chybi, stejné jako zGzeni vnéj$i bunétné stény. U
nékterych vlaken byl zaznamendn krouzivy pohyb. Bunky nabyvaji cylindrického, nékdy
soudeckovitého tvaru, byvaji delsi nez Sir$i, zfidka pak izodiametrické s thylakoidy
koncentricky uspofddanymi. DiuleZitym taxonomickym mezidruhovym kritériem je

ptfitomnost/absence aerotopt. Bunéné déleni ma charakter binarniho déleni.
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Polyfazicka taxonomie

Prostiednictvim molekularnich dat (analyza genetické informace) bylo prokazano, ze vlakna,
ktera jsou morfologicky velmi podobnd, mohou byt pfibuzensky pomérné vzdalena (Wilmotte
systematickych poznatkt (Castenholz, 1992; Skulberg et al., 1993). Vétsina sinic byla nové
zafazena nikoliv pouze na zakladé¢ morfologie, ale v potaz byly brany téz: fyziologické,
biochemické a genetické atributy (Waterbury and Stanier, 1977; Castenholz, 1989; Rippka,
1988; Whitton, 1989), spole¢né s nimi byly vyhodnocovany znaky anatomické, cytologické
(van den Hoek, 1978).

Soucéasna taxonomie

V soucasné dobé se uzivda novych modernich postupli molekuldrni biologie pro feSeni
taxonomické a ptibuzenské otazky (Neilan, 1996). K nejpouzivanéjSim technikdm ndlezi:
fingerprinting a sekvenovani DNA (Stam and Stulp, 1988), reverzni sekvenovani ribozomalni
RNA (Lane et al., 1988), nebo RFLP (Wood and Townsend, 1990). Pro prozatimni
nedostatek molekuldrnich dat, ktera by zcela sjednotila doposud nepiehlednou taxonomii, jsou
uzivany alternativni metody identifikace sinic. Imunotechnologické postupy zahrnujici
pouzivani lektini fluorescenéné znaCenych ptedstavuji spolehlivou determina¢ni metodu.
Vyvoj protilatek namifenych proti antigenim na povrchu bunék a naslednd aplikace
fluorescen¢niho barviva byla s uspéchem uzita pii identifikaci a klasifikaci kokalnich sinic
(Campbell and Carpenter, 1987; Campbell et al., 1983; Shapiro et al., 1989b). S pomoci této
techniky jsou dnes odhalovany moiské sinice produkujici toxiny (Bates et al., 1993;
Anderson, 1995; Mendoza et al., 1995).

Zdaleka ne vSechny druhy Pseudanabaena jsou vV soucasnosti objeveny a podrobné
probadany. Toto tvrzeni ostatné dokumentuje nékolik recentnich vyzkum, realizovanych
predevsim na uzemi amerického kontinentu (Kling and Watson, 2003). Na jejich zakladé byly
objeveny druhy nové, dosud nepoznané. Novy druh objeveny ve Velkych americkych
jezerech byl pojmenovan P. concorta vyznacujici se pomerné nizkou distribuci, preferuje totiz
pelagial Velkych jezer Severni Ameriky, kde je ziejmé limitovdn mnozstvim piichoziho
svétla a kvantitou rozpusténych nutrietd.

V odlisSnych vzorcich pochdzejicich rovnéZ ze Severni Ameriky byl mezi vldkny
Aphanizomenon flos ague objeven novy morfotyp Pseudanabaeny, planktonni druh schopny

chromatické adaptace, pojmenovany Pseudanabaena rutilus-viridis (Kling et al., 2012).
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Prvotni vyzkum odhalil produkci mikrocystinu, zatimco pfi dalsim badani byly odhalovany
dalsi chemické latky produkované timto druhem. Pfitomnost taxonu byla jiz potvrzena
v jezerech Wood, Winnipeg a Killarney rozprostirajicich se v Severni Americe, kde ve vsech
uvedenych v letnich mésicich dominuje rod Aphanizomenon flos aque (Kling and Watson, 2003).
Jezera Winnipeg a Wood jsou jezera mélka, s kalnou vodou, s velkym mnozstvim obsazenych Zivin,
do nichz tsti ficky z prilehlych prérii ptinasejici vodu Cistou, na Ziviny pomeérné chudou, vodu
s kyselym pH. Killarney jezero reprezentuje mélké prérijni eutrofni jezero, s vyS$im pH a
vys$$i konduktivitou. Vlakna této sinice se omotavaji okolo shluki Aphanizomenonu. P.
rutilis-viridis se primarné nachazi ve jmenovanych vodach ve chvilich, kdy populace

Aphanizomenonu zac¢ina kolabovat, nebo az v moment¢ kolapsu.

3.3 Genetypova a fenotypova variabilita

Fylogeneze dle 16S a 23S rRNA genii

Pro rekonstrukci vnitrodruhovych fylogenetickych vztahti Pseudanabaeny byly detailné
sekvenovany a analyzovany 16S a 23S rRNA geny. Spole¢né s oblasti 23S rRNA byly
sekvenovany casti sousednich oblasti, tedy 440 bazi predchazejicitho 129F primeru a 527 bazi
nadchdzejiciho 2241R primeru. Divodem byla nejednota ziskanych hypotetickych vztahi
skrze analyzu vyhradné 23S rRNA genu (Acinas et al., 2009). Obé sekvence vypovidaji o
podobnych piibuzenskych vztazich, atkoliv pouzitim 129F primeru lze detekovat vyssi stupen
polymorfismu.

Ptibuzenské vztahy jsou za pouziti 16S a 23S rRNA genil v 99 % zcela shodné, coz indikuje
kongruenci danych genii. Gen 23S detekuje vétsi polymorfismus nez gen 16S, ktery dokonce
byva v nekterych kulturdch shodny. Fylogenetickd analyza 16S také potvrzuje, ze vldkna
spadajici do Pseudanabanea/Limnithrix vykazuji az 99 % podobnost (Zwart et al., 2005;
Willame et al., 2006).

Mikrodiverzitaa ITS

Vzhledem k tomu, ze vySe zminéné geny mnohdy nesta¢i pro Gplné zmapovani piibuznosti,
byly sekvenovany také oblasti nachazejici se mezi nimi (16-23S ITS oblast). VSechny ITS
sekvence vykazovaly shodnou strukturu a obsahovaly dva tRNA geny - tRNA"® a tRNA”E,
Byla vSak uZ patrna vyss$i variabilita nukleotidii. Fylogenetickd analyza ITS odhalila vys$si
stupen diferenciace uvniti Pseudanabaena / Limnothrix skupiny, ktera zarazuje vétsinu vlaken
do t#i hlavnich clusterd shodnych z 99 % v ITS ("microdiversity clusters”). ITS oblast podléha

vétsi proménlivosti ve srovnani se sekvencemi 16S nebo 23S rRNA.
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Srovnavaci analyza ITS roz¢lenila kultury do zminénych tfi clusterd, z nichz jeden obsahoval
kmeny pochdzejici z Baltského mote (99,6 % podobnost), jiny seskupoval izolaty ze
Spanélskych stojatych vod (99,2 % podobnost) a tfeti zahrnoval vzorky z obou prostorove
oddélenych lokalit (Acinas, 2009). Existence smiSené¢ho clusteru je prekvapujici, protoze ITS

oblast je vysoce variabilni (v délce a sekvencich).

Fylogeneze operonu fykocyaninu: korelace cpcBAa gent a
absorp¢niho spektra svétla

Nejveétsi omezeni ribozomalnich genti v molekularnich markerech pfedstavuje ptisuzovani
ekofyziologickych ryst témto genim. Proto byvaji sekvenovany geny cpcBA, kdodujici dvé
podjednotky fykocyaninu, jez jsou soucasti téliska nazyvaného fykobilizom, ktery piedstavuje
hlavni slozku fotosyntetickych barviv nutnych pro piijem svételného kvanta z pfichoziho
slune¢niho zafeni. Geny cpcBA se zpravidla uzivaji pro studie diverzity a fylogeneze sinic
(Ivanikova et al., 2007; Six et al., 2007; Haverkamp et al., 2008). Geny cpcBA jsou zasadni.
Kultury, jez v nich vykazovaly 100 % shodu, jsou schopné chromatické adaptace. Za v§im
pravdépodobné stoji gen kodujici denitrogendzu reduktazu, ktery je soucasti nitrogendzy. Ten
byl objeven v poloviné vlaken schopnych realizovat chromatickou adaptaci, zatimco u vlaken
bez této schopnosti byl tento gen detekovan pouze ojedinéle.

Fylogeneze cpcBA genu a prilehlé IGS oblasti poskytla geografické patterny, coz z genti
cpcBA samotnych nevyplynulo. Na zdklad¢ IGS tak byly determinovany jednotlivé geotypy,
tedy systematické jednotky niz$i nez-li druh. Geotypy jsou definovany na zakladé pfitomnosti
specifickych parti bazi a na zakladé pocétu bazi IGS oblasti. IGS nékterych kultur zahrnovala
104 az 212 bazi, jiné kultury disponovaly IGS s niz§im poctem bazi. Nékteré kultury byly téz
postizeny delecemi.

Experimenty dokazuji, ze Pseudanaabena je silnym kompetitorem ptedev§im v prostiedi, kde
Casto kolisd mnozstvi pfichoziho svétla, ale to jen za predpokladu, Ze ma dostatek ¢asu pro
chromatickou adaptaci. Pseudanabaena mutze zménit pigmentaci piiblizné za 7 dni.
Pseudanabaena tedy muze tézit z chromatické adaptace, pokud je kolisani pfichozich
sv€tlenych kvant niz§i a umoziuje dostatecny cas pro realizovani chromatické adaptace
(Stomp et al., 2008). Piedpoklada se, ze vlakna bohata pouze na fykocyanin ztratila brzy tuto
schopnost, ztratou, ¢i pfitomnosti nefunkénich genti zajistujici syntézu fykoerytrinu ve
fykobilizomech, nebo genti rcAE, nutnych k realizaci tohoto fyziologického pochodu
(Terauchi et al., 2004; Kehoe and Gutu, 2006). Odstranéni pravé zminéného rcAE genu

ukazuje, ze je zodpovédny za absorpci Cervené¢ho a zeleného svétla pii chromatickému
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ptizpasobovani (Terauchi et al., 2004). Absence této schopnosti vSak muize byt vyhodou ve
vodach silné zakalenych, kam pronika svétlo o mensich vinovych délkach (Stomp et al.,
2007), a pti Castych disturbancich spojenych S intenzivnim promichavanim vody. Zde se totiz
vlakna nesta¢i v kratkém Casovém horizontu adaptovat na zménu pfichoziho svétla, ktera je
S tim spjata (Stomp et al., 2008). Zmény ptichozich svétlenych paprskii dopadajicich pod
vodni hladinu tak sehravaji klicovou roli v zavislosti na ¢asovém hledisku, mohou tedy
indukovat genetickou divergenci mezi vldkny obsahujici pouze fykocyanin a vlakny
s chromatickou adaptaci. Tento mechanismus selekce tak podminuje genetickou diverzitu
(Cohan, 2002, 2006; Gevers et al., 2005; Cohan and Perry, 2007).

3.4 Ekofyziologické vlastnosti
Toxicita

Sinice ptredstavuji kosmopolitni skupinu organismu. Pfi specifickych podminkach eutrofizace
(napadné zvySena koncentrace dusiku a fosforu) dochazi k masivnimu nartstu sinic a vzniku
vodniho kvétu (Roset et al., 2001). Spolu s timto naristem biomasy dochazi k intenzivnimu
uvolnovani toxickych latek do vodniho prostiedi (Vardaka et al., 2005; Barbosa et al., 2006).
Vodni kvéty tak predstavuji zavazny ekologicky problém, snizuji mnoZstvi rozpusSténého
kysliku ve vodé¢, podmiiuji nepfijemnou chut' a zdpach vody (Codd, 2000). Ptitomnost
vodniho kvétu ovliviiuje populace drobnych Zivoéicha (Nagle and Paul, 1999; Nogueira et al.,
2006), nebot’ tyto sinice stoji za produkci ¢etnych metabolitii (Burja et al., 2001), nékterych
toxickych (Carmichael, 1994).

Klasifikace téchto toxinii je zaloZzena na jejich Gcincich na ostatni organismy. Rozpoznavany
jsou tak neurotoxiny, dermatotoxiny a hepatotoxiny. NejznaméjSimi toxickymi latkami jsou:
microcystin, cylindrospermopsin, anatoxin, lyngbyatoxin, nodularin, a saxitoxin (Codd, 2000;
Ouellette and Wilhelm, 2003; van Apeldoorn, 2007). V piipadé nahlého nartstu jsou pak tyto
organismy zodpovédné za pocetna umrti lidi i zvifat (van Apeldoorn et al., 2007).
Microcystis, Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon, a Cylindrospermopsis reprezentuji
nejbézngjsi rody stojici za timto efektem (Moustaka-Gouni et al., 2006). Toxicky ucinek je
vyvoldn pifimou expozici organismi metabolitim uvolnénych do vodniho sloupce pii
rozkladu vodnich kvétu (Carmichael,1994; Moustaka-Gouni et al., 2006; Leflaive and Ten-
Hage, 2007).

Na zakladé¢ vyzkumu byla odhalena produkce toxickych latek sinici Phormidum tenue.
(Ramirez et al., 2010). Pti pozirani téchto sinic perloockami doslo k jejich razantnimu ubytku,

coz mimo jiné odpovida vysledkiim zvefejnénych v jinych studiich (Nogueira et al., 2006).
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Tento jev je vysvétlovan nizkou nutri¢ni hodnotu téchto sinic (Porter and McDonough, 1984)
a téz produkci toxickych latek témito organismy. Soucasnd toxikologie se vSak bohuzel
zabyva pouze nejb&znéjsim microcystinem a vliv dalsich biochemicky aktivnich latek
nesleduje, protoze dosud nebyl prokazan jejich Gc¢inek na lidské zdravi (Leflaive and Ten-
Hage, 2007).

Mezi dalsi toxikogenni druhy Pseudanabaeny lze zaradit P. mucicola (Naumann et Huber-
Pestalozzi, 2010). Autofi této studie odhalili produkci microcystinu v koncentraci 19 pg g,
coz je sice podstatné nizSi koncentrace nez ta stanovena u rodu Microcystis, nicméné
piekvapivé je Pseudanabaena musicola toxi¢téjsi, coz indikuje, Ze toxicita je podminéna
produkci také dalSich bunénych metabolitt.

Dalsim druhem z fady Pseudanabeny, ktery byl podroben toxickym testim, byla P. galeata.
Toxicita byla testovana na laboratornich mysich, stejné jako bunkach péstovanych in vitro. Po
peti dnech expozice byly detailné prozkoumany utrobni organy mysi (ledviny a jatra), procez
byly detekovany vyznamné histologické zmény. Ledviny a jatra mysi byly poskozeny
granulo-vaskularni degradaci, krvacenim, srustem a nekrézou bunék. Ptitomnost cyanotoxind
a saxitoxina potvrdily ELISA a HPLC analyzy. Pseudanabaena galeata tak muize byt
povazovana za potencionalni nebezpeCi vefejného zdravi a sehravat tak vyznamnou roli

v distribuci toxind napfi¢ potravnim fetézcem (Teneva et al., 2009).

Lécebné ucinky

Fykobiliproteiny reprezentuji latky se silnymi antioxida¢nimi ucinky, protirakovinnymi a
dals§imi 1éCebnymi vlastnostmi (Sekar and Chandramohan, 2007). Allofykocyanin
extrahovany ze Spirulina platensis inhibuje napiiklad proliferaci leukemicky postizenych
bunék (Liu et al. (2000), nebo nadorovych bunék jater (Huang et al., 2002). Za zvySené
koncentrace jsou vSak ucinky fykobilint toxické, viz vySe uvedeny vyzkum perloocek

D.magna a C. dubia (Ramirez et al. 2010).

Vyuziti

Sinice jako vSudypfitomné organismy maji ¢etnd vyuziti v potravinaiském primyslu, pfi
vyrobé biopaliv, vitaminti, farmaceutickych produkt a podobné. Sinice tak ptredstavuji nejen
vyznamny ¢lanek Vv kolob&hu hmoty a energie, ale téZ perspektivni nastroj biotechnologii.
Rada chemickych latek ziskanych extrakci sinic jsou komerén& vyuzivany v chemickém
primyslu jako pigmenty, vitaminy ¢i enzymy. PfedevSim karotenoidy a fykobiliproteiny

pfedstavuji takika neomezeny zdroj pro vyvoj novych pramyslové atraktivnich latek
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(Thajuddin, 2005). Fykoproteiny, predstavované fykoerytrinem, fykocyaninem a
allofykocyaninem reprezentuji po chemické strance proteiny opatfené tetrapyrolovymi
strukturami. Jsou zakladnim stavebnim kamenem svétlo-sborného aparatu sinic, ruduch,
glaukophyt a nékterych pyrophyt (Glazer, 1989). Cely komplex se sestava ze tii zdkladnich
barviv, fykoerytrin nachazi se po obvodu sbérného aparatu, na né¢hoz dostfedivé navazuje
fykocyanin, zatimco allofykocyanin tvofi jadro struktury. Svétlo-sbérny aparat je tedy sefazen
nasledné: fykoerytrin zachytava fotony na molekuly fykocyaninu, jenz je transportuje na
allofykocyanin a poslednim akceptorem je pak chlorofyl a. Fykobiliproteiny disponuji
protizanétlivymi a antioxidacnimi vlastnostmi, které¢ by mohly v budoucnu sehravat klicovou
roli pti 1é¢bé nadort (Khan et al. 2005).

Fykocyanin a fykoerytrin piedstavuji souc¢asné pouzivané ptirodni pigmenty s vSestrannym
pouzitim. Jejich podstatnou piednosti je stabilita pii nizkych teplotach. (Patel, 2004).
Konzervuji se s kyselinou citronovou nebo v alkalickych roztocich za tvorby potravinového
barviva pro zvykacky, zelé, nebo zdravotni napoje (Eriksen, 2008).

Pro ziskavani fykocyaninu z péstovanych sinic byla vyvinuta fada metod. Fykoerytrin se
ziskava prevazné z fas Porfyra, Ceratium, Polysiphonia, Porfyridium, pro¢eZ jmenované fasy
obsahuji velké mnoZstvi polysacharidi, coz komplikuje extrakci fykoerytrinu. Pouze nékolik
druht sinic syntetizuje fykoerytrin pfi ristu pod zelenym svétlem. Fykoerytrin sinic se 1isi od
fykoerytrinu ruduch absorpénim maximem (565 nanometril), pro coz obdrzel odlisné oznaceni

jako C-FE (fykoeritrin ruduch jima 3 absorp¢ni maxima 500, 550 a 565 nanometri).
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4 Cile prace
1. Hodnoceni morfologické variability izolovanych kment epifytickych vlaknitych sinic

2. PCR v oblasti 16S rRNA genu

3. Srovnani ziskanych dat s literaturou
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5 Metodika prace
Sbér materialu

Ve vybranych lokalitach na Opavsku a Olomoucku (viz mapy) byly v obdobi 1éto 2012-
podzim 2013 odebrany ze submerznich makrofyt vzorky epifytonu. Takto ziskany organicky
material byl posléze do 48 hodin pievezen do algologické laboratoie, kde podstoupil primarni

zpracovani.

Kultivace

Za pomoci preparacnich nastroji (ziletka, skalpel, preparacni jehly aj.) byly ziskany vzorky
spoleCenstev sinic a tas, ktera byly po dobu jednoho roku kultivovany v médiu podle
Zehndera (Staub 1961) za standardizovanych podminek v klimatizovaném boxu za stalé
teploty (22 °C, 12h/12 stétlo/tma). Slozeni 1 litru média Z: 10 ml NaNO3, 10 ml Ca(NOs),.4H,0,
10 ml K;HPO, 10 ml MgS04.7H,0, 10 ml Na,CO;, 10 ml Fe EDTA, 250 pl roztok mikroprvkd
(Gaffron). Skrze opakovanou izolaci provadénou ve sterilnim prostiedni flow boxu bylo

ziskano 9 kmenu.

Determinace a zaznam

Vyse ziskané kmeny byly determinovany prostfednictvim odborné urcovaci literatury
(Komarek and Anagnostidis, 2005) a studentského mikroskopu Zeiss PrimoStar.
Morfologicka variabilita byla fotograficky dokumentovana pomoci digitdlniho fotoaparatu
Panasonic DMC-TZ10 a mikroskopu Zeiss Axiolmager s kamerou AxionCam HRc (Carl
Zeiss, Némecko). Fotografie byly nasledné upravovany pomoci programu Adobe Photoshop
7.0.

Hodnoceni morfologickych charakteristik

Kultivovany material byl podroben detailni morfologické analyze. Pii zvétSeni 400 x bylo
nahodné vybrano 30 bunck tficeti rozdilnych vldken kazdé kultury a s pomoci métitkového
okularu byly naméfeny jejich pamametry (délka, sitka). Déle byly samostatné vyhodnocovany
tvary apikalnich bun€k vladken vSech kultur, pfitomnost ¢i absence vétveni vlaken a granuli,
piipadné byla stanovena mira konstrikce. Vysledky byly statisticky zpracovany analyzou

variance ANOVA (program NCSS).
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PCR amplifikace a sekvenovani DNA

Za pomoci UltaClean Microbial DNA Isolation Kit (MOBIO, Carlsbad, CA, USA) byla
izolovana genomickd DNA. Princip uzit¢ho kitu spocivd v lyzi mikroorganismi
spoluptisobenim tepla, Cisticiho prostiedku a mechanické sily. Uvolnéna DNA se posléze vaze
na kiemicité filtry, kde se opétné procisti. K extrakci DNA bylo pouzito 50 mg kultivované
biomasy. Mnozstvi ziskané DNA bylo kvantifikovano za prostiednictvi NanoDrop 1000
(Thermo Fischer Scientific, Wilmington, DE, USA).

Pro PCR amplifikaci molekularnich markerti (celé 16S-23S ITS oblasti a casti 16S rRNA
genu) byly pouzity primery

P2 (5'- GGGGAATTTTCCGCAATGGG- 37)

P1 (5- CTCTGTGTGCCTAGGTATCC-3")

(Boyer et al, 2002).

Reakéni roztok pro PCR o objemu 50 pl zahrnoval 5 pl 10xPerfectTaq Plus PCR Buffer, 5 pl
PerfectLoad Dye concetrate, 0,25 pl Perfect PerfectTaq Plus DNA polymerazu, 1 pul 10 mM
DTP mix (5 PRIME GmbH Hamburg, Germany), 1 pl od kazdého primeru, 36,75 ul
sterilizované vody a 1 ul templatové DNA. PCR amplifikace probihala za téch to podminek:
pocatecni denaturace byla navozena zahiatim na 94°C na dobu 3 minut, nasledovana 35
opakovanymi denaturacemi pii teplot¢ 94°C na sobu 30 sekund. Nasednuti primeru bylo
dosazeno za snizené teploty 57°C po dobu 30 sekund a prodluzovaci faze probihala za 72°C
po dobu 1 minuty a 50 sekund. PCR produkty byly purifikovany za pomoci GenElute™ PCR
Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich, Co., Saint Louis, MO, USA) a sekvenovany PCR primery
zobou stran. PCR reakce probihala v GeneQTM termalnim cycleru (BIOER
TECHONOLOGYCO., LTD, Cina). Sekvence byly rozpoznany piistrojem Sequencher 5.1
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) a nasledné¢ deponovany v GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Fylogeneticka analyza
Nejpodobnéjsi sekvence 16S rRNA oblasti byly identifikovany pouzitim BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.cgi). Dodate¢né, V ptipadé srovnavani 16S rRNA

oblasti, byly konfrontovany se sekvencemi fady dalsich rodd sinic. Srovnavani vice sekvenci
probihalo skrze MEGA 5 (Tamura et al., 2011) pouzitim Muscl algoritmus (Edgar, 2004).
Nejvhodnéj$im modelem pro maximum likehood analyzy v tomto ptipadé byl 16S rRNA:

Kimura 2-parameter model (Kimura, 1980).
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Fyzicko-geograficka charakteristika okresu Opava

Zemsky povrch studované oblasti okresu Opava je tvofen Opavskou pahorkatinou, ktera
spada do geomorfologického celku Sttedoevropské niziny. Dominantnim ¢initelem modelujici
tamni reliéf bylo pleistocénni zalednéni, jehoz plisobenim doslo k zadsadnimu shlazeni
povrchu, dalo vzniknout ¢etnym depresim, které byly posléze vyplnény vodou, a v neposledni
rad¢ transportovalo neogenni sedimenty. Vysledkem téchto procest je soucasna podoba
povrchu, tedy reliéf tvofeny ne pfili§ strmymi a tvarové vyraznymi pahorky a kopci lemované
udolni nivou feky Opavy.

Samotny geomorfologicky vyvoj oblasti lze oznacCit za znacn€ komplikovany, Opavska
pahorkatina podlehla stejné jako Cesky masiv variskému vrasnéni, které se uskutecnilo
Vv obdobi karbonu a permu, vzniklé Utvary zde vSak brzy podlehly denudaci. Ve ttetihorach
dochéazelo opakované k motské transgresi, kterd podminila pfitomnost usazenin, zaroven
dochazi k formovani sladkovodnich jezer v oblasti Jesenikli. Pod vlivem alpinsko -
himalajského vrasnéni doslo k naruseni kompaktnosti geomorfologickych prvka a vznikt ker.
Nasledovalo obdobi provazené vulkanickou ¢&innosti, kdy pifi styku jednotlivych ker
ctvrtohorni zalednéni zplisobené dvé sté metrovym ledovcem, prostiednictvim néhoz doslo
nejen K jiz zminéné sedimentaci sprasi, ale téZ dals§imi shlazeni povrchu.

Uzemi okresu Opava je soucasti Baltského timoii, pateini tok pak predstavuje feka II. fadu
Opava ustici do feky Odry. Dana feka prameni v pohoti Hruby Jesenik, vznika soutokem
Stiedni a Cerné Opavy, za dalii zdrojnici je posléze povazovana Bild Opava. Vlastni tok
Opavy mé&fi 109 km, primérny pritok pak ¢ini 15 m*/s, sklon dna se pohybuje v rozmezi od
1-5%o. Ojedinély rybnik na Opavsku ptedstavuje Stifibrné jezero, jedna se o zatopeny
sadrovcovy lom, kde byla tézba ukoncena v 60. letech minulého stoleti. Rybnik samotny ma
uctyhodné parametry, plocha ¢ini kol 6,5 ha, délka byla vymétena 600 metry, Sitka 200 metry.
Maximalni hloubka dosahuje 15 metra, litordlni vegetace je zastoupena pievazné rakosem
obecnym, orobincem S$irokolistym. Dand flora tak ptedstavuje optimdlni prostfedi pro
ukotveni epifytickymi organismy.

Tamni klimatické poméry nejlépe odpovidaji Quitové definované mirn¢ teplé oblasti.
Primérna ro¢ni teplota osciluje mezi 8° a 9°C, ro¢ni tthrny srazek kolisaji kol 500 a 550 mm

rocne.
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Fyzicko-geograficka charakteristika okresu Olomouc

Uzemi okresu Olomouc spada pievazné do geomorfologické jednotky Hornomoravsky tval.
Ten reprezentuje dil¢i soucdst moravskych predpoli vzniklych v disledku poklesu pred
flySovymi piikrovy Zapadnich Karpat. Soudoba podoba se tak zaCala formovat v obdobi
prelomu druhohor/tfetihor v disledku Alpinsko- himéalajského vrasnéni. Kone¢ny vzhled vSak
ziskavala krajina ptisobenim exogennich ciniteld. Pfevaznou roli sehravd i dodnes feka
Morava, pfi jejimz toku lze detekovat pocetné meandry, ficni nivy a dal§i rozmanité
geomorfologické tvary. Za zminku stoji rovnéz Mladecské jeskyné vzniklé dlouhodobym
rozpousténim prvohornich vapenctl. Cetné piitoky Moravy tak jimaji vysoce mineralizovanou
vodu. Ze severozapadu se tyCi nad okolnim reliéfem pohoti Hruby Jesenik. Pochody spjaté
S jeho vznikem sahaji do obdobi karbonu, kde zapocalo tzv. hercynské vrasnéni. V disledku
horotvorného procesu a niz$i plasticity tamnich hornin doSlo vzapéti k vzniku pocetnych
zlomu, které posléze vedly k vulkanické cinnosti. Koneény vzhled Hrubého Jeseniku a
piilehlého okoli je dan mrazovym zvétravanim, jez dava vzniknout mrazovym srubum,
kamennym motim a pocetnym kryoplana¢nim terasam.

Okresem prochazi vyznamna rozvodnice ohrani¢ujici umoti Baltského a Cerného mote. Reka
Morava pramenici pobliz nedalekého Kralického Snézniku spolu se svymi hojnymi ptitoky
odvadi veskerou povrchovou vodu do evropského veletoku Dunaj, zatimco Odra se
Vv sousednim Polsku vléva do Baltského mote. Pii jiznim uboc¢i Kralického Snézniku se
rozprostird zleb, kterym stékaji mistni bysttiny a davaji tak vzniknout hornimu toku Moravy,
po soutoku s Moravskou Sazavou pak vznika mohutn¢ silici meandrujici tok. Cely tok feky
Moravy ¢ini 353 km. Na tzemi okresu Olomouc Ize detekovat kolem 100 rybnikt, povétsinou
niz&i vyméry a mélkych hloubek, jejich celkové plocha &ini priblizné 1 km?. Zpravidla jde o
rezervoary vod pro ucely rekreacni, zasobni, reten¢ni a hospodarské.

Klimatologicky spada tizemi okresu Olomouce do mirné teplé oblasti dle Quita. Primérna
ro¢ni teplota dosahuje 12°C, Cervencova se pohybuje kolem 19°C a lednova kolem -2°C.
Vzhledem Kk ptfevazujicimu charakteru reliéfu patii vétSina uzemi k oblastem srazkove
podprimérnym az pramérnym, ro¢ni thrny neptekracuji hodnotu 500 mm vodniho sloupce.
Ve srovnani s okresem Opava vykazuje vSak tzemi delsi trvani slune¢niho svitu pohybujici se

mezi 1 600 a 1700 hodinami ro¢né.
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Lokality sbéru vzorku sinic v Moravskoslezském kraji
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LOKALITY SBERU VZORKU SINIC V OLOMOUCKEM KRAJI
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6 Vysledky

Studie navazuje na bakalarskou praci, v ramci niz jsem v obdobi 2012-2013 provedl na sledovaném tzemi okresu Opava a Olomouc zakladni floristicky
prizkum. V pribéhu monitoringu ve sledovaném obdobi 2013-2014 se mi podafilo izolovat a kultivovat celkem 9 kment sinic. V kultivovaném materialu
dominovaly vlaknité sinice fadu Oscillatoriales prakticky ve vSech vzorcich. Nejhojnéjsi zastupci ptisluSeli rodim Pseudanabaena, Geitlerinema, Phormidium
a Leptolyngbya. Kromé vySe uvedenych sinic se na sebranych vzorcich submerznich makrofyt vyskytovali dal$i zastupci, zejména drobnych vlaknitych a

kokalnich sinic, které se mi nepodafilo Gspésné kultivovat a pievést do laboratornich kultur. Pfi praci s kulturami jsem vyuzil kultivace na tekutém a tuhém

mediu, kde jsem soustavné sledoval celkovou morfologickou variabilitu.

Morfologicka charakteristika izolovanych kmenu

Kmen 1: Geitlerinema pseudacutissimum, (Obrazek 1, Tabulka 1)

Jednotliva vlakna, vyjimeén¢ v malych shlucich, nevétvena, nezuzovana ke konciim nebo jen nepatrné se zuzujici, na povrchu obvykle bez slizové pochvy
(vyjimeéné s nezfetelnym rozplyvavym slizem), Sitka 1,8-2 um. Bunky kubické az mirné¢ cylindrické, nezaSkrcované s patrnymi oranZovymi granulemi
karotenovych zrn v blizkostech bunéénych piehradek. Apikalni buiiky zakulacené nebo konické. Vldkna motilni (kyvani, rotace). Kultura tvori syté zelené

povlaky na dné kultiva¢nich nadob. Ptvod: rybnik Slavkov, na rdkosu obecném.

Tabulka 1: morfologicka charakteristika Geitlerinema pseudaccutissimum

Sitka bun¢k - | Sifka bunék- | Sitka bunck - | délka bun¢k | délka bunék- | délka bun¢k | apikalni konstrikce vétveni motilita
prumeér minimum maximum - prumér minimum - maximum | buiky bunek vldken
1,99 +0,04 18 2 1,93 +0,13 1,5 2 zakulacena - - +
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Kmen 2 Geitlerinema pseudacutissimum, (Obrazek 2, Tabulka 2)

Jednotliva vlakna, vyjimecné v malych shlucich, nevétvena, nezuzovana ke konctim nebo jen nepatrné se zuzujici, na povrchu obvykle bez slizové pochvy
(vyjimeéné s nezfetelnym rozplyvavym slizem), Sitka 1,9-2,2 um. Bunky kubické az mirn¢ cylindrické, nezaskrcované s patrnymi oranzovymi granulemi
karotenovych zrn v blizkostech bunéénych piehradek. Apikalni buniky zakulacené nebo konické. Vldkna motilni (kyvani, rotace). Kultura tvoii syté zelené

povlaky na dné kultiva¢nich nadob. Pavod: rybnik Olomouc-Chomoutov, na rakosu obecném.

Tabulka 2: morfologicka charakteristika Geitlerinema pseudaccutissimum

Sifka bunék - | Sitka bunék- | Sitka bunék - | délka bunék | délka bunék- | délka bunék | apikalni konstrikce vétveni motilita
pramér minimum maximum - primeér minimum - maximum | bunky bunék vlaken
2+0,04 1,9 2,2 1,96 +£0,11 1,6 2,2 zakulacena - - +

Kmen 3 Leptolyngbya cf. boryana, (Obrazek 3, Tabulka 3)

Jednotliva vlakna tvori napadné husté propletené shluky chuchvalcovitého vzhledu, obCasné nepravé vétvena. Na povrchu obvykle tenka bezbarva slizova

pochva. Siika vlaken 1,3-2 pm, silné zaskrceni jednotlivych bunék. Buiiky piiblizné kulovité, granulace chybi. Apikalni buiiky vzdy zakulacené. Kultura tvori

syté zelené povlaky na dné kultiva¢nich nddob. Vldkna stacionarni. Pivod: rybnik Olomouc — Podébrady.

Tabulka 3: morfologicka charakteristika Leptolyngbya cf. boryana

Sitka bungk - | Sifka bunék- | Sitka bun¢k - | délka bun¢k | délka bun€k- | délka bun¢k | apikalni konstrikce vétveni motilita
prumeér minimum maximum - prumér minimum - maximum | buiky bunek vldken
1,55 + 0,08 15 1,9 1,57 +£0,24 1 2 zakulacena + - -
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Kmen 4 Phormidium cf. tergestinum, (Obrazek 4, Tabulka 4)

Vlakna v husté vzlinavych propletenych shlucich, nevétvena, na koncich neztzend. Povrch vldken bez slizové pochvy, pokryt vyraznym
rozplyvavym slizem, Sitka 2-6,5 pm. Vldkna variabilni délky, tloustky a barvy, obvykle rovna, pfipadné jemné zkroucena. Buiky cylindrické,
Sirsi nez delsi, mirn¢ zasSkrcené, homogenni obsah, ob¢asn¢ nepravidelnd granulace. Apikalni bunky zakulacené az polokulovité. Vlakna motilni
(kyvani, rotace). Kultura formuje syté zelené vazké povlaky pii dné kultivaénich nadob. Misto ndlezu: Litultovice — lentickd voda obrostla

rakosem obecnym

Tabulka 4: morfologicka charakteristika Phormidium cf. tergestinum

Sifka bunék - | Sitka bunék- | Sitka bunék - | délka bunék | délka bunék- | délka bunék | apikalni konstrikce vétveni motilita
pramér minimum maximum - primeér minimum - maximum | bunky bunék vlaken
2+0 2 2 4,22 +0,85 2 6 zaspicatéla + - +

Kmen 5 Pseudanabaena galeata, (Obrazek 5, Tabulka 5)

Vlakna solitérni, nebo v jemnych, poléhavych shlucich tvofici svétle zelené az olivové zelené krusty. Vldkna rovna, piipadné jemné zvInéna,
rozlicn¢ propletend, nékdy pravideln€¢ uspotadana v souvislych provazcich, vzacnéji Sroubovité stocena. Jednotliva vldkna tvofena mensSim
poctem (zpravidla méné nez 50) siln¢ zaSkrcenych bunck, Sitka 0,8 — 2,4 pum, na koncich zakulacena. Buinky cylindrické az kulovité,
S terminalnimi aerotopy pifi buné¢nych ptehradkach. Vlakna mobilni (kyvani, rotace). Puvod: Kravafe ve Slezsku, eutrofni lenticka voda

V listnatém lese

Tabulka 5: morfologicka charakteristika Pseudanabaena galeata

Sitka bun¢k - | Sifka bunék- | Sitka bunek - | délka bun¢k | délka bunék- | délka bun¢k | apikalni konstrikce vétveni motilita
prumeér minimum maximum - prumeér minimum - maximum | buiky bunek vlaken
2+0 2 2 3,64 + 0,59 2,2 5 zakulacena + - +
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Kmen 6 Phormidium cf. tergestinum, (Obrazek 6, Tabulka 6)

Vlakna v husté vzlinavych propletenych shlucich, nevétvena, na koncich neztzend. Povrch vldken bez slizové pochvy, pokryt vyraznym

rozplyvavym slizem, Sitka 2-5 pm. Vlakna variabilni délky, tloustky a barvy, obvykle rovna, ptipadné jemné zkroucena. Buiiky cylindrické, Sirsi

nez delSi, mirn¢ zaskrcené, homogenni obsah, obcasné¢ nepravidelnd granulace. Apikalni buniky zakulacené az polokulovité. Vldkna mobilni

(kyvani, rotace). Kultura formuje syté zelené vazké povlaky pti dné€ kultivacnich nddob. Misto ndlezu: Radun, lenticka voda v listnatém lese

Tabulka 6: morfologicka charakteristika Phormidium cf. tergestinum

Sifka bunék - | Sitka bunék- | Sitka bunék - | délka bunék | délka bunék- | délka bunék | apikalni konstrikce vétveni motilita
pramér minimum maximum - primeér minimum - maximum | bunky bunék vlaken
4,29 +0,55 3 5 4,1+0,59 3 5 zaspicatéla + - +

Kmen 7 Geitlerinema pseudacutissimum, (Obrazek 7, Tabulka 7)

Jednotliva vlakna, vyjimeéné v malych shlucich, nevétvena, nezuzovana ke koncim nebo jen nepatrné se zuzujici, na povrchu obvykle bez slizové pochvy

(vyjimeéné s nezietelnym rozplyvavym slizem), Sitka 1-2 um. Bunky kubické aZ mirné€ cylindrické, nezaskrcované s patrnymi oranzovymi granulemi

karotenovych zrn v blizkostech bunéénych piehradek. Apikalni buiiky zakulacené nebo konické. VIdkna motilni (kyvani, rotace). Kultura tvoii syté zelené

povlaky na dné kultiva¢nich nadob. Pivod: Olomouc- PozZarnicky rybnik (rezervoar stojaté vody obrostly rakosem obecnym)

Tabulka 7: morfologicka charakteristika Geitlerinema pseudacutissimum

Sitka bun¢k - | Sifka bunék- | Sitka bunek - | délka bun¢k | délka bunék- | délka bunc¢k | apikalni konstrikce vétveni motilita
prumeér minimum maximum - prumér minimum - maximum | buiky bunek vldken
1,7+0,26 1 2 1,6 +0,38 1,2 3 zakulacena + - +
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Kmen 8 Pseudanabaena galeata, (Obrazek 8, Tabulka 8)

Vlakna solitérni, nebo v jemnych, poléhavych shlucich tvotici svétle zelené az olivové zelené krusty. Vladkna rovna, pfipadné jemné zvinéna,

rozliéné propletena, nékdy pravidelné¢ usporadana v souvislych provazcich, vzacnéji Sroubovité stocend. Jednotliva vldkna tvofena menSim

poctem (zpravidla méné nez 50) siln¢ zaskrcenych bungk, $itka 1,2 — 2 um, na koncich zakulacena. Buiky cylindrické az kulovité, s termindlnimi

aerotopy pii bunéénych piehradkach. Vlakna mobilni (kyvani, rotace). Puvod: sadrovcovy lom, Sttibrné jezero, Opava

Tabulka 8: morfologicka charakteristika Pseudanabaena galeata

Sifka bunék - | Sitka bunék- | Sitka bunék - | délka bunék | délka bunék- | délka bunék | apikalni konstrikce vétveni motilita
pramér minimum maximum - primeér minimum - maximum | bunky bunék vlaken
1,89+0,2 1,2 2 3,49 + 0,65 2,5 5 zakulacena + - +

Kmen 9 Pseudanabaena galeata, (Obrazek 9, Tabulka 9)

Vlakna solitérni, nebo v jemnych, poléhavych shlucich tvofici svétle zelené az olivové zelené krusty. Vldkna rovna, piipadné jemné zvInéna,

rozlicn¢ propletend, nékdy pravidelné uspotadana v souvislych provazcich, vzacnéji Sroubovité stocend. Jednotlivda vldkna tvofena mensSim

poctem (zpravidla méné nez 50) siln¢ zaSkrcenych bunck, Sitka 0,8 — 2,4 pum, na koncich zakulacena. Buinky cylindrické az kulovité,

S terminalnimi aerotopy pfi bunéénych prehradkach. Vldkna mobilni (kyvani, rotace). Pivod: eutrofni lenticka voda, Olomouc- Holice, listnaty

les

Tabulka 9: morfologicka charakteristika Pseudanabaena galeata

Sitka bun¢k - | Sifka bunék- | Sitka bunek - | délka bun¢k | délka bunék- | délka bun¢k | apikalni konstrikce vétveni motilita
prumeér minimum maximum - prumeér minimum - maximum | buiky bunek vlaken
1,9+0,1 1,8 2 4,43 +0,52 3,7 5,5 zakulacena + - +
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Tabulka 10: Souhrnna morfologicka charakteristika vyizolovanych kmeni

Z tabulky nize uvedené zietelné vyplyva, ze konstrikce — tedy zaskrceni bun€k neni adekvatnim rozliSovacim znakem mezi vybranymi rody Oscilatorialles.
Obdobné se lze vyjadrit k vétveni vlaken. RovnéZ motilita neni vhodnym kritériem pro urcovani do rodu, coz ilustruji vysledky nize uvedené, druhy
jednotlivych roda se totiz napadné v tomto ohledu lisi. Pfitomnost granul je vSak bézn¢ uzivana jako mezidruhové kritérium, napf. pro rozliSovani nékterych
druht rodu Pseudanabaena.

Souhrnng lze konstatovat, ze vypovidajici hodnota morfologickych atribut hodnocenych samostatné je nulova, nicméné komplexni morfologické hodnoceni
vybranych kultur vét§inou postacuje ke spravnému urceni az na Groven druhu. Nejbéznéji hodnocenymi znaky jsou: délka a Sifka bunck, tvaroveé zakonceni
apikalnich bun¢k, mira konstrikce vlaken, vétveni vlaken, pfitomnost a usporadani granul a mobilita. Ziskané vysledky odpovidaji charakteristikdm uvedenym
v kli¢i dle Anagnotidis a Komarek (1985).

tvar apikdlni buniky | konstrikce bunék vétveni vlakna granula motilita
Geitlerinema pseudacutissimum zakulacend + = + +
Geitlerinema pseudacutissimum zakulacend + = + +
Leptolyngbya cf. boryana zakulacena + - + =
Phormidium cf. terestinum zapicatéla (+) - - -
Pseudanabaena galeata zarovnana + = - +
Phormidium cf. tergestinum zaspicatéla + = + +
Geitlerinema pseudacutissimum zakulacena + = - +
Pseudanabaena galeata zakulacena + = - (+)
Pseudanabaena galeata zakulacena + . “ +
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Molekularni analyza kmenii Pseudnabaena gateata 140 a 141 na

zakladé 16S rRNA genu

Z celkového poctu 9 izolovanych sinic byly pro molekuldrni analyzu vhodné pouze dva.
Zbylé izolaty vykazovaly ¢astecné kontaminace jinymi sinicemi nebo fasami, proto nebyly
zafazeny pro molekularni analyzu. Z ¢asovych divodl nebylo mozné zbylé kultury opétovné
purifikovat, proto jsem se zaméfil na molekularni analyzu dvou kmenti Pseudanabaena
galeata 140 a 141, izolovanych ze stojatych vod v Kravafich a Opavé. Analyzou 16S rRNA
genu (metoda Maximum likelihood) jsem zjistil, Ze oba studované kmeny Ps. galeata tvofi
velmi dobie definovany klastr s kmenem Pseudanabaena sp. PCC 6903 (bootstrap 99%). Na
druhou stranu kmen Ps. galeata SAG 13.83 vykazuje mirnou odli$nost od mych izolati a
podobnost s Ps. mucicola CHAB717, Ps. catenata a Ps. minima tvoii dal§i samostatnou
vétev, do které nalezi =zastupci kment Limnothrix reckei. Dalsi zastupci celedi
Pseudanabaenaceae jako jsou Geitlerinema, Leptolyngbya, Jaaginema nebo Nodosilinea tvofi

pomérné vyznamné odliSny zvlastni klastr.
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7 Diskuze

V soucasnosti je preferovana polyfazicka Kklasifikace sinic zahrnujici morfologii,
ultrastrukturu, ekofyziologii, biochemii a molekularnich charakteristiky (Anagnostidis K,
Komarek J. 1985, 2006). Na zakladé molekularnich analyz bylo totiz jasné prokazano, Ze
vétsina morfologickych charakteristik neni vhodna pro jejich determinaci, jedinymi ¢aste¢né
relevantnimi znaky jsou velikost a tvar bungk, popt. vlaken, které se vsak mohou lisit
Vv zavislosti na ménicich se podminkach prostiedi (napt. Hasler et al. 2003). Studiem deviti
kment z vybranych lokalit Opavska jsem zjistil jak morfologické, tak molekularni odliSnosti
od popsanych druhti sinic (napf. Komarek a Anagnostidis 2005, NCBI — National Center for
Biotehnology Information).

Zastupci rodu Pseudanabaena a jim podobné typy ptedstavuji rovnéz bézné sinice stojatych
vod Ceské republiky, Ize je vSak nalézt prakticky po celém svété, napt. v Mexiku (Ramirez,
2010), v Bulharsku (Teneva, 2009), nebo v jihovychodni Asii (Dvofak et al. 2015) ¢i
v Japonsku (Kakimoto, 2013). S pokroky v molekularnich technikach se zvysuje pocet nové
popsanych druhti (napt. Kling et al. 2012). Pseudanabaena je druhové pomérné bohaty rod,
procez nelze zcela piesné specifikovat morfologické atributy, coz vede k nejasnym
interpretacim hranic druhu.

Pseudanabaena galeata byla ustanovena jako novy druh nékterych diive klasifikovanych
zastupcu Pseudanabaena catenata Lauterborn odliSujici se pfitomnosti terminalnich aerotopu
(Bocher, 1949). Vlakna obvykle rostou solitérn€, ptipadné tvoii nenapadné kolonie pod vodni
hladinou. Izolovana vlakna vSak nabyvala odlisSnych barevnych kvalit, nez jaké jsou uvedené
v Siisswasserflora von Mitteleuropa. Cyanoprokaryota (Anagnotidis a Komarek, 2005),
namisto svétle modrozelené byla vldkna zbarvena do hnédoSedé nebo syté zelené. Moznou
pricinou mize byt dlouhodoba kultivace, nebo ptislusnost kmene k odlisnému ekotypu.
Vldkna byla jemné zvlnéna, n¢kdy népadné zkroucend. Metrické parametry kmenti rovnéz
bun¢k 2-7 um (Anagnotidis a Komarek, 2005). Vldkna byla povétSinou tvofena menSim
poctem siln¢ zaSkrcenych bunék, ziidkakdy jejich pocet piekrocil 20, coz odpovidd tidajim
v publikaci. Tvar bungk se shodoval spopisem — cylindrické, protahlé, apikalni buika
napadné zakulacena. Motilita vlaken rovné€z pozorovana.

Pseudanabaena galeata obyva sladké vody. Druh vykazuje Sirokou distribuci a v Ceské
republice je béznym. Nalezen v Arktidé: Svalbard (Matula et al. 2007), v Europé: Velka
Britanie (John, Whitton & Brook 2011), Némecko (Téuscher 2011), Rumunsko (Caraus
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2002, Caraus 2012), Spandlsko (Aboal, Prefasi & Asencio 1996). Rovnéz detekovan
v Severni Americe: Oklahoma (Kirkwood & Henley 2006) a Jizni Americe: Brazilie (Ferragut
et al. 2005, Crossetti & Bicudo 2008, Werner 2010).
Pro rekonstrukei vnitrodruhovych fylogenetickych vztahii rodu Pseudanabaena byly detailné
sekvenovany a analyzovany 16S a 23S rRNA geny. Gen 23S detekuje vétsi polymorfismus
nez gen 16S, vykazujici niz§i variabilitu. Z uziti 16S genu jako molekularniho markeru
vyplyva klastr zahrnujici zastupce Pseudanabanea/Limnothrix s 99 % podporou (Zwart et al.,
2005; Willame et al., 2006). Nicmén¢ Pseudanabaena vykazuje pomérné vysoky stupen
heterogenity uvnitt rodu. Zda se, Ze se ve skuteCnosti jednd o nckolik geneticky odliSnych
linii. Dikazem je nedavny popis nového rodu Pinocchia (Dvofak et al. 2015). Nesrovnalosti
ve fylogenetickych analyzach lze pficist n€kolika faktorim. Za prvé je to chybna determinace
druhu. Fylogenetické analyzy mnohdy vyuzivaji dostupné sekvence z GenBan, u kterych neni
znama presnd identita druhu. Typickym problémem jsou sekvence ze starych kmenovych
kultur, které byly izolovany a popsany podle diivéjSich taxonomickych znakt, ale zjevné
odpovidaji jinym druhtim. S ohledem na Spatnou dokumentaci ptirodni populace a zmény
morfologie béhem dlouhodobé kultivace nelze tyto druhy pak presné charakterizovat, coz se
projevuje jako odchylky ve fylogenetické analyze. Nékterym druhtiim polyfyletického rodu
Pseudanabaena je pak geneticky podobny druh Arthronema gygaxiana (Nishizawa, 2010).
Na zékladé¢ molekularnich vysledki (Wiliame, 2006) Ize rovnéz polemizovat o blizké
piibuznosti s nékterymi druhy rodu Oscillatoria.
Pro sestaveni fylogramu obsahujici mnou izolované kmeny Ps. galeata 140 a Ps. galeata 141
byla uzita komparativni Maximum likelihood analyza sekvence 16S rRNA. Z tohoto rozboru
vyplynulo, Ze oba studované kmeny reprezentuji identicky druh spolecné¢ s kmenem PCC
6903, jiz diive izolovanym z brakické vody v Coos Bay v Oregonu (USA).
Fylogeneticky nejblize zkoumanym kmentim stoji Ps. galaeata SAG 13.83, prvné izolovana
Geitlerem v bazinach v Lunz am See (Dolni Rakousy, 1982). Dany kmen tvofi spolecné s Ps.
mucicola CHAB717 nalezeného v Ciné samostatny cluster.
Vyse uvedené tak potvrzuje vysokou genetickou heterogenitu uvniti polyfyletického rodu
Pseudanabaena, jez se zastupci rodu Limnothrix tvoii zvlastni klastr separatni od dalSich
zastupcil celedi Pseudanabaenaceae. Celd tato vétev ma signifikantni podporu.

Geitlerinema je Siroce rozsifeny rod spadajici pod éeled’ Pseudanabaceae, b&ézné se vyskytujici
v rozliénych vodnich habitech, charakterizovany napadnou motilitou, buiikami s Sitkou niz$i nez 4
mikrometry a obligatni absenci slizové pochvy, fylogeneticky piibuznym je rod Limnothrix

(Anagnostidis, 2001). Ziskané kmeny Geitlerinema pseudacutissimum (diive jmenované jako
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Oscillatoria pseudacutissimum (1956), pozdéji jako Phormidium pseudacutissimum (1988))
Z rybnika Slavkov, Olomouc-Chomoutov a Litultovice se mezi sebou morfologicky vyrazné
nelisily. Obdobné, jak je uvedeno v determinacnim kli¢i Anagnotidis a Komarek (2005),
vlakna nabyvala svétle — zelenomodrych zabarveni. Mirné se vSak odchylovala $irka vlaken,
témét vzdy prevysSovala proklamovanou hodnotu 1,8 um. Motilita odpovidala popisu, stejné
jako mirna konstrikce. Vldkna na koncich zGzend, pomér délky a Sitky bunck se taktéz
shodoval s patfi¢nou literaturou. Vnitini obsah bun€k silné¢ granulovany, zvlast' v blizkosti
piicné orientovanych bunéénych stén. Metrické atributy se daleko vice shodovaly se zavéry
vyplyvajici z prizkumu Lake Monbino (Hasler et al., 2012), kde Sife vlaken nabyvala 1,5-2
um.

Geitlerinema pseudacutissimum je ekologicky nevyhranény druh. Anagnotidis a Komarek
(2005) se sice uvadi, Zze obyva vyhradné sladkovodni habity, nicméné toxikologické studie
zminuji G. pseudacutissimum Vv souvislosti s moiskou vodou. Lze tak uvazovat o daleko
publikacich, toto zjisténi tak jen utvrzuje nutnou taxonomické revizi.

Nezbytnost taxonomické revize vyplyva taktéz z molekularniho postaveni nékterych zastupct
rodu Geitlerinema vramci fadu Oscillatoriales. Studie zkoumajici fylogenezi rodu
jednoznaéné dospély k zavéru, ze Geitlerinema piedstavuje polyfyleticky taxon (Willame et
al. 2006, Bittencourt-oliVeria et al. 2007). Na zaklad¢ dukladné maximum likelihood analyzy
genu 16S bylo signifikantné potvrzeno seskupovani druhti Geitlerinema a Limnothrix do
spoleénych clusterii (Perkerson et al, 2010). Molekularni vyzkumy rovnéz ukazaly, ze
navrhovana morfologie konct vldken neni adekvatnim rozliSovacim znakem mezi témito rody
(Willame et al. 2006). Rovnéz korektni urCovani rodu ztézuje fakt, Ze t¥i obligatné
determinacni znaky (absence slizové pochvy, Sitka vldken do 4 pm a motilita) podléhaji
fenotypové plasticit¢ a maji enormni piesah do dalSich rodt, napf.: Jaaginema,
Pseudanabaena, Leptolyngbya. Nejasnosti jsou nejen na rodové, ale taktéZ na druhové urovni.
Ani morfologickd, ani molekuldrni data naptiklad prokazateln¢ neopodstatiiuji rozdil mezi G.
amphibium a G. unigranatulum. (Oliveira et al, 2009).

Bézny a ekologicky vyznamny rod Leptolyngbya je hojné rozsSifen napfic téméf vSemi
ekosystémy planety Zem¢. Ackoliv spousta morfotypti rodu Leptolyngbya dominuje
mikrobidlnim spolecenstviim, samotné znalosti o ni jsou zna¢né¢ omezené. Rod jima fadu
druht, geneticky velmi variabilnich, které diive spadaly do rodi jako Lyngbya, Phormidium,
¢i Plectonema. Kmen Leptolyngbya cf. boryana (difive Plectonema boryanum) nalezeny

Vv lokalit¢ Olomouc — Podébrady vykazoval morfologické atributy povétsinou shodujici se
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s popisem druhu v Siisswasserflora von Mitteleuropa. Cyanoprokaryota (Anagnotidis a
Komarek, 2005). Vldkna tvotila husté povlaky pti okraji kultiva¢nich zkumavek, byla jemné
zaktivend, obCasné neprave se vétvici, pokryta bezbarvym rozplyvavym slizovym povlakem.
Popisu se nevymykala ani Sife vlaken pohybujici se mezi 1,5-1,9 um odpovidajici uvedenym
1,3-2 um. Vyraznd konstrikce a absence granulovanych bunéénych piepazek byla na
jednotlivych vladknech rovnéz patrna. Buiky izodiametrického tvaru, ty v mistech nepravého
vétveni vSak delSi nez SirSi, apikalni buiiky napadné zakulaceny. Morfometrické vlastnosti
izolovaného kmene se rovnéz shodovaly s témi uvedenymi ve studii Moro et al. (2010).
Bunky kment ziskané z termalnich bahnitych biotopti nabyvaly rozdilnych rozméra (1,2-3
pum dlouhé bunky, 0,8 — 1 pum Siroké bunky). Ostatni morfologické vlastnosti se vSak
shodovaly, coz svéd¢i o wvysoké fenotypové plasticit¢ velikosti bun€k, piipadné o
proménlivosti znaku v ramci jednotlivych ekotypi druhu. Leptolyngbya cf. boryana
pravdépodobné vykazuje vysokou vnitrodruhovou diverzifikaci a s timto souvisejici vysoky
pocet ekotypl. Vyskytuje se totiz nejen v Cistych sladkovodnich habitech v ramci perifytonu,
nybrz téZ ve vySe deklarovanych termalnich a mineralnich pramenech.

Rod je souc¢asti molekularné definované skupiny ,,LPP group B*, do n¢hoz spadaji dalsi rody
S dosud nevyjasnénym fylogenetickym postavenim. Opétné tedy rod reprezentuje nékolik na
sob¢ pravdépodobné nezavislych vyvojovych linii, jednd se tedy o taxon polyfyleticky.
Leptolyngbya tak tvoii spolecné se zastupci rodt Lyngbya, Phormidium, Plectonema tadu
klastrii s rizn¢ vysokou hodnotou podpory, coz dokladaji ¢etné¢ studie (Moro et al, 2010).
Vnitrodruhova systematika rodu je rovnéz znaéné komplikovana, morfologie samotna
neposkytuje relevantni rozliSujici kritéria. Fylogenetické analyzy napiiklad odhalily
v polyfyletické skupiné Leptolyngbye rod novy Nodosilinea. (Perkerson et al. 2011). Z mych
dat vyplyva, Ze stale existuji komplikované a dosud nedofesené piibuzenské vztahy s dalSimi
rody fadu Oscillatoriales, naptiklad Plectolyngbya, Geitlerinema, nebo Phormidium.

Rod Phormidium reprezentuje jeden z nejhojnéji se vyskytujicich rodu sinic na Zemi. Lze tak
pomérné uspéSné konfrontovat vlastni zavéry stémi jiz diive zvefejnénymi v Cetnych
studiich. Mnou izolovana vlakna rodu Phormidium cf. tergestinum byla tvofena burikami o
Sitce 4-6 pum, coz odpovida hodnotam uvefejnénym v Modern approach to the classification
systétm of cyanophytes (Anagnostidis a Komarek, 1985), kde je mezi dalSimi
charakteristikami uvedeny rozsah §itky vldken od 4-10 pm. Obdobné udaje jsou uveiejnéna
v Cetnych publikacich zabyvajicich se morfologickou variabilitou sinic (Palinska et al., 2006,
Hasler et al., 2012). Ostatni morfologické charakteristiky popsané ve vyse uvedené

monografii (Anagnotidis a Komarek, 1985) s mensimi odliSnostmi odpovidaly ziskanym
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kmentim: buniky nabyvaly cylindrického tvaru, vldkna byla jemné zvInéna s nevyraznou
konstrikci opatfend jemnym slizovym povlakem. Motilita nebyla vzdy pii kultivaci
Vv laboratornich podminkach detekovdna. Nepravé vétveni stejné jako pritomnost aerotopt
nebyla pozorovana. Vzhledem k obrovské variabilité tvaru apikdlni bunky, které nabyvaji
vlakna Phormidium, je tento znak zaclenén mezi smérodatné uréovaci morfologické prvky.
Phormidium cf. tergestinum je druh prvné popsany v Modern approach to the classification
system of cyanophytes. 3. Oscillatoriales (Komarek a Anagnotidis, 1988). Tento taxon je
ekologicky ne zcelavyhranény, nalezen byl totiz jak v bahnitych habitech, tak v biotopech
s ¢istou nezavadnou vodou. Lze se tak domnivat, ze druh zahrnuje velky pocet ekotypti.

Na zékladé¢ zkoumani 16S rRNA byl odhalen polyfyleticky charakter vlaken rodu
Phormidium (Lee and Bae, 2001). K podobnym zavérum dosel i Litvaitis et al. (2002), kdyz
odhalil seskupovani Phormidium a Leptolyngbya do spole¢nych clusterti, obdobné jako jeho
predchudci (Turner et al., 1997; Ishida et al. 2001; Lee and Bae 2001; Litvaitis 2002; Ceschi-
Berrini et al. 2004). Rovnéz fylogram (viz vysledky) potvrzuje, ze vlakna rodu Phormidium
skutecné pochazi z vice vyvojovych linii a z molekuldrniho hlediska se tak nejedna o rod
VvV pravém slova smyslu. Z vyse uvedeného fylogramu je patrné, Ze P. priesteleyi tvofi jeden
cluster s Leptolyngbya sp. s32 % podporou, sesterskym clusterem tohoto kladu je pak
Pseudanabaena curta s 99 % podporou. Teprve pak nasleduji v molekularni podobnosti dalsi
druhy rodu Phormidium. Na zakladé srovnavani 16S rRNA byla prokazana geneticka
podobnost rodu Phormidium s rodem Oscillatoria diky 97 % shodé (Palinska et al., 2006).
Pii analyze sinic Phormidium z Arktidy a Antarktidy vySla najevo taktéz podobnost s
Planktothricoides raciborskii s 87 % shodou (Comte, 2007).

Ackoliv patfi sinice mezi piehlizené organismy a patfi¢na pozornost jim neni vénovana ani ve
vyuce biologie na gymnaziich, je nutné zapracovat na osvété problematiky s nimi spjatymi.
V soucasnosti neexistuje adekvatni literarni pramen aplikovatelny do vyuky na stfednich
Skolach. Soudobé ucebnice pouze nastinuji existenci sinic (Jelinek, 2004), ale nepodavaji
zdaleka celistvé informace. Je tedy nutné provazat nejnov€js$i poznatky plynouci ze
soucasnych vyzkumi a edukacni soustavu. Prvni krok by mélo ptedstavovat patficné rozsiteni
povédomi o sinicich jako o plivodnich ekologickych katastrof, posléze navrhuji predstavit a
seznamit studentstvo s vétsim poétem rodil rostoucim na izemi Ceské republiky. Zavrieni by
pak pfedstavovala praktickd cvieni a ukazky nativnich preparati nejbéznéjSich druht nasi
flory. Jako moZnou inspiraci jsem pro tyto Gcely vytvofil navrh pracovniho listu (viz pfiloha

gislo 2).

43



8 Zaver

Tato diplomova prace se zaobird problematikou morfologické a genetické variability
epifytickych sinic fadu Oscilatoriales. Studované kmeny pochazejici z okresu Opava a
Olomouc byly podrobeny morfologické analyze, nasledné¢ byl vyhotoven statisticky rozbor
ziskanych dat. Ta byla posléze konfrontovana s cizojazyCnou literaturou. Pro néslednou
konstrukci fylogenetického stromu byl uzit fragment genu 16S rRNA.

Tato prace shrnuje vesSkeré podstatné poznatky o rodech Phormidium a Pseudanabaena
S ohledem na nejnovéjSich molekularni data. V ramci Gvodnich kapitol byly ptfedstaveny
jednotlivé ptistupy a systematickd vymezeni rodi, akcent byl kladen na polyfazicky ptistup,
ktery se jevi jako nejobjektivnéjsi. Ramcoveé bylo nastinéno soudobé i1 potencionalni vyuziti
téchto sinic ve Skolstvi.

Praktickd Cast je vénovana hydrobiologické Setfeni zkoumajici variabilitu a diverzitu
epifytickych sinic ve stojatych vodach na Opavsku a Olomoucku. Kmeny ziskané kultivaci z
vybranych lokalit byly podrobné¢ morfologicky popsany, jejich parametry statisticky
zpracovany a vysledky byly porovnavany s témi uvetejnénymi v obdobnych studiich. Rovnéz
byly potizeny fotografie kment.

Za pomoci UltaClean Microbial DNA Isolation Kit (MOBIO, Carlsbad, CA, USA) byla
izolovana genomicka DNA kment Pseudanabaena galeata 140 a Pseudanabaena galeata
141. Oblast 16S rRNA slouzila jako molekularni marker pro zaclenéni kmenti do fylogramu
k dalsim ziskanym kmentim. Byl tak potvrzen polyfyleticky status rodu Pseudanabaena. Na
zéklad¢ vysoké shody v maximum likehood bootstrap Ize konstatovat, ze se jedna o ekotypy

dfive izolované Pseudanabaena sp. PCC 6903.
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Priloha cislo 1

Fotografie izolovanych kment
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Foto ¢islo 1: Kmen 1Geitlerinema pseudacutissimum, lokalita: Slavkov
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Foto ¢islo 2: Kmen 2 Geitlerinema pseudacutissimum, lokalita: Olomouc-Chomoutov
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Foto ¢islo 3: Kmen 3 Leptolyngbya cf. boryana, lokalita: Olomouc-Podébrady
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Foto ¢islo 4: Kmen 4 Phormidium cf. tergestinum lokalita: Litultovice

Foto ¢islo 6: Kmen 6 Phormidium cf. tergestinum lokalita: Radun
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Foto ¢islo 5: Kmen 5 Pseudanabaena galeata, lokalita: Kravatfe ve Slezsku
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Foto ¢islo 7: Kmen 7 Geitlerinema pseudacutissimum, lokalita: Litultovice
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Foto ¢islo 8: Kmen 8 Pseudanabaena galeata, lokalita: Sttibrné jezero, Opava
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Foto ¢islo 9: Kmen 9 Pseudanabaena galeata, lokalita: Olomouc-Holice
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Priloha cCislo 2

Pracovni list na téma sinice
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PRACOVNI LIST

SINICE

Sinice pfedstavuji rozmanitou skupiny prokaryotnich organismd,

morfologickych charakteristik.

o to

naro¢ngjsi je tedy jejich urovani. S pomoci tohoto pracovniho listu se studenti
nau¢i predev§im rozpoznavat =zakladni rody a to prostiednictvim

Vl1aknité sinice

Sinice tvoii rozmanita vlakna od nejtenéich po ty, jejiz Sife presahuje desitky mikrometra.
Rovnéz je potieba vnimat tvar a proporce jednotlivych bungk (izodiametrické, ovalné, ...),
pritomnost ¢i absenci slizové pochvy. S pomoci nasledujicich kroki 1ze uspésné urcit zakladni
vlaknité rody.

Bod 1 Pritomnost ¢i absence heterocyti

Nekteré vldknité sinice tvofi specializované buiniky zvané heterocyty. Jednd se o bunky
kulovitého tvaru a homogenniho obsahu slouzici k fixaci vzdusného dusiku (dano pfitomnosti
zvlastniho enzymu).

A vlakna s heterocyty B vlakna bez heterocytt

Ukol ¢&islo 1 — V atlase ¥as a sinic, pFipadné s pomoci internetu vyhledejte
nasledujici sinice a podtrhnéte ty, které tvori heterocyty.

Pseudananabaena, Nostoc, Phormidium, Homeotrix, Anabaena, Komvophoron
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Bod 2 — Habitus vldken

Jedna-li se o vlaknité druhy bez heterocytt, pak lze pro uréeni pouZzit nize uvedenou tabulku.
V tabulce je uvedeno 6 zakladnich morfologickych skupin.

Fumily Habitus ~ Pohyblivost Pohyblivost Sliz. Pochva pocet vlaken ~ Nepravé Celkovy
(bungk) (vlaken) (bunék) (vlaken) v sliz. pochvé  vétveni vzhled
il a >nucann
Borziaceae (+) - - - - solitary
("j;gSQ trichomes
& or fine
O clusters
D
Pseudanabaenaceae {~ ((+)) ((+)) — or 1 (+) solitary
% special type (mucilag.) rare in trichomes,
> l,f;‘ or — or (fine) ensheathed  clusters or
trichomes fine mats
Schizotrichaceae - + + 1 (rarely) + clusters,
(closed) or more fascicles,
mats,
crusts
Phormidiaceae i + —or + 1 - solitary
or (tmore))  or () tnchomwes,
nus or
strata
Oscillatorinceae £) £ (=) + (+) 1 (+) (solitury).
3 = p or or ((+) or ((more))  or ((+) nats,
SN V/ iy strat
Homoeotrichaceae - (+) + 1 (+) solitary
or + filaments,
é é fascicles,
clusters

Skupina 1 Borziaceae

Skupina sinic s izodiametrickymi buiikami, vlakna nepohybliva, nejsou obalena slizovou pochvou,
rovnéz nedisponuji odlisnymi poly. Zpravidla jsou tyto sinice samostatné zijici, nebo ve shlucich
vV men$im poctu. Vlakna tvofena malym poctem bun¢k (4-10 zpravidla). Rod Komvophoron
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Skupina 2 Pseudanabaenaceae

Nejrozmanitéj$i skupina sinic u nas, zastupci nabyvaji rozlicnych tvari a rozmérd. Butiky zpravidla
deldi nez &iri, nékteré druhy vsak disponuji buiikami izodiametrickymi. Sife vliken zpravidla
neptesahuje 4 mikrometry.

Rod Pseudanabaena

Zastupci tohoto rodu tvori vlakna tvorend nékolika bunkami (8-16 nejcastéji), bunky del$i nez Sirsi,
vlakna pohybliva, drobna, podoba s rodem Komvophoron, vyrazné zaskrcovani bunék. Pomérné hojna
v CR.

Rod Jaaginema, Geitlerinema

Rody charakterizuje natolik nevyrazna konstrikce, ze odlisit od sebe jednotlivé bunky bez imerze je
prakticky nemozné! Zpravidla se jedna o shluk velkého mnozstvi propletenych vlaken, variabilné
zakonenych. Bunky opét prodlouzené do délky. Rody se od sebe lisi mobilitou- Jaaginema je
nepohybliva, Geitlerinema pohybliva. Site vlaken obvykle opét nepiesahuje 5 mikrometri.
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Rod Spirulina
Velice napadnou a vyraznou, nezaménitelnou sinici je Spirulina. Jedna se o zastupce se spiralovité
zatoCenym vlaknem. Sinice ma znacny potencial v biotechnologiich, vyrabi se z ni komer¢ni produkt
Spirulina (Zastupci, ze kterych se dnes vyzivovy preparat SPIRULINA piipravuje, jsou fazeni do rodu
Arthrospira. Nicméné diive byli fazeni do Spirulina).

B '_" a" . !

Rod Leptolyngbya
Izodiametrické bunky, nékdy ,.ctvereckovité”, jindy pripominajici navleCené koralky, vlakna velice

jemna, jesté jemné&jsi, nez-li Jaaginema a Geitlerinema. Casto se pravé s témito zaméfuje, rozdil je
vsak v ptitomnosti slizové pochvy, ktera se u tohoto rodu velmi ¢asto vyskytuje!
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Ukol &islo 2: Na zakladé vySe uvedenych informaci se pokus doplnit do tohoto
vyiatku z urcovaciho kli¢e jednotlivé rody. Jedna se o rody fylogeneticky pribuzné.

1 a Vlakna pfiblizné solitérni, rovna, zpravidla ne pfili§ dlouhd, ¢asta pritomnost plynovych vacki, bunky
cylindrické, vyraznad KOnstrikCe. ........ooviririiiii e s
1 b Vlakna jemn¢jsi, vzdy bez plynovych vacka, zpravidla ve vétSim mnozstvi (tvori

Ukol &islo 3: Spoj struénou charakteristiku ke spravnému rodu

Spiralovité zato¢ené vlakno Pseudanabaena
Nepohyblivé vlakno obdobné Geitlerinema Spirulina
Izodiametrické buiiky bez slizové pochvy Komvophoron
Vyrazna konstrikce, napadna podoba Komvophoron Jaaginema

Skupina 3 Schizotrichaceae
Skupina sinic disponujici slizovou pochvou obalujici vice nez jedno vlakno. Pomérné vzacné typy
Vv naSich zemépisnych §itkach. Rod Schizotrix

SINICE
&RASY.cz
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Skupina 4 Phormideaceae
Skupina pohyblivych SirSich vldken (od 4 mikrometrti) s Casto pritomnou slizovou pochvou. Buiky
vlaken jsou izodiametrické az SirSi nez delsi.

Rod Phormidium

Vlakna tvotena cylindrickymi bunkami, konce variabiln¢ zakrouceny, vysoka mobilita vlaken, ¢asto,
ne vzdy tvofi slizovou pochvou, nikdy nejsou pozorovany aerotopy. Lze zaménit s rodem
Oscillatotoria (Drkalka).

L

Skupina 5 Oscillatoriaceae
Zpravidla jesté §irsi vlakna nez Phormidium, pomér mezi délkou a §itkou je daleko vyssi nez u
predchozi skupiny, vlakna ptipominaji sloupek tvofeny naskladany mincemi. Slizova pochva neni
ptitomna, vlakna jsou pohybliva, nepiehlédnutelna. Rod Oscillatoria.

-
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Skupina 6 Homeotrichaceae
Skupina s polarizovanymi vlakny, horni p6l zpravidla zaSpicatély, spodni konec pfitiskly k podkladu.
Zpravidla jemna vlakna, nepohybliva, propojena se substratem. Rod Homeotrix.

IXI XTI YR

sloseR ey

P e

HITHTRD
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Ukol ¢&islo 5: Na zakladé obrazku piirad’ jednotliva Sife ndleZicim danym

vyobrazenym méritkiim, platna pro znazornéna vlakna. Vybér: 10 mikrometri,
20 mikrometri.

Pseudanabaena Pseudanabaena

Ukol ¢islo 6: Urci, zda jsou vyroky pravdivé, ¢i nikoliv. Nepravdivé uved’ na
pravou miru.

a) Vlakna Phormidii jsou vzdy opatfena slizovou pochvou, na rozdil od Oscillatorie, ktera ji
nema. Ano x Ne

b) U Pseudanabaeny lze spatfit slizovou pochvu, vldkna jsou zpravidla mobilni, maji vyraznou
konstrikci, 1ze zaménit s Komvophoronem. Ano x Ne

c) Bunky Leptolyngbye jsou napadné protazeny, nékdy mohou nabyvat izodiametrického
charakteru. Nicmén¢ svou §ifi jsou nezaménitelné s Oscillatorii. Ano x Ne

d) Leptolyngbya, Pseudanabaena a Komvophoron disponuji izopolarnimi vlakny.

Ano x Ne
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Myslenkova mapa urCovanti sinic

Kokalni stélka

Vlaknita sinice
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absence heterocytl

piitomnost heterocytt

Sife vlakna do 4 mikometrti

§ife vyrazné nad 4
mikrometry

Buriky kulovité,
izodiametrické

(skupina 1, nebo 2)

Bunky protahlé, isopolarni
(skupina 2)

Vlakna bipolarni
(skupina 6)

Vlékna s izodiametrickymi
burikami, pfip. Sir$i nez delsi
(skupina 4)

Vlékna s vlekym rozdilem
délky a sitky, sliz. pochva

(skupina 5)

Vice vldkne v jendé slizové
pochvé

(skupina 3)



Ukol &islo 7: Pokus se porovnat &asto lehce zaménitelné rody — rozhodni, které
vlakna nalezi jaké sinici.

Komvopohoron vs. Pseudanabaena

Geilterinema vs. Leptolyngbya
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Oscillatoria vs. Phormidium

Leptolyngbya vs. Homeotrix
L

Uloha ¢&islo 8: Doplii na zikladé morfologickych charakteristik dané informace o
vybranych rodech, k ovéreni uzij kli¢ k uréovani sinic.

8
Slizova Polarita Piitomnost Motilita
pochva (ano x | vlakna heterocytti
ne)

Phormidium
Leptolyngbya
Pseudanabaena
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Uloha &islo 9: Pokus se na zikladé niZe uvedenych fotografii popsat jednotliva
zachycena spolecenstva. Pomohou ti zniazornéné Sipky.
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Ukol &islo 10: Vytvor dvojice, kdy je nazev determina¢niho znaku spojen se svym
obrazem. Prvky: hormogonie, slizova pochva, akineta, heterocyt
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| Blok iiloh A Seznémeni sinic

Vodni kvét

7 wr

Praktické cviceni €islo 1: Detekce sinic

Ukolem tohoto cvieni je zjistit, zda se v tekoucich, & stojatych
vodach v okoli bydlisté nachazeji sinice. K testu postaci plastova
lahev, do niz nabereme vodu z pfislusného vodniho télesa a po dobu
20 minut vystavime slune¢nimu zatfeni. Pokud se po uplynuté dobé
objevi na hladin¢ zeleny prouzek, zhotovime nativni preparat a
ujistime se tak, zda je vody skutecné kontaminovana.

Praktické cviceni ¢islo 2: Vodni kvét

V tomto ukolu lze demonstrovat ekologicky kontext nékterych
(8kodlivych) sinic. Zaci budou muset v okoli nalézt lentickou
vodu postizenou vodnim kvétem. Z odebraného vzorku pak lze
zhotovit preparat a urcit sinice, které jsou za tento jev
zodpovédné. Po dobu dvou tydnt je pak nutné sledovat, co se
s kvétem bude dit a vSe fotograficky zdokumentovat.

Jednod¢lozna krytosemenna rostlina
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Blok tloh B Determinace sinic |

Praktické cviceni ¢islo 3: Pozorovani kultur

Jako nadchazejici kol by studenti méli pozorovat a sledovat
rozli¢né kultury probiranych sinic. Krom samotného urceni maji zaci
sledovat a do protokolu zapsat proporce bungk, zakreslit zakonceni
apikalnich bunék a dal$i morfologické charakteristiky. Tim si
studenti utvrdi nabyté znalosti a pokusi se je vyuZzit v praxi.

Praktické cviceni ¢islo 4: Pozorovani realnych vzorku

Po zvladnuti ptfedchazejiciho cviceni jsou jiz studenti schopni
rdmcové orientace, coZ jim umozni pozorovat redlné vzorky, které
pochézeji ze stojatych vod z okoli jejich bydlisté. Ukolem tedy je
vyhotovit odpovidajici preparat a s pomoci urCovaci literatury
determinovat dominantni sinice v danych spolecenstvech. Opét je
tfeba dbat na fadné potizeni protokolu se v§emi nalezitostmi.
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