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1. Uvod

Sinice jsou nejrozmanitéjSi skupinou gramnegativnich prokaryotickych
organismi (STANIER & COHEN-BAZINE 1977), ktera byla po dlouhou dobu povazovana
za zvlastni skupinu fas (RIPPKA 1988). Ve své burice obsahuji fotosynteticky aparat, ktery
se molekularné, strukturné i1 funkéné podoba chloroplastim dneSnich eukaryot
(STANIER & COHEN-BAZINE 1977). Obsah a slozeni fotosyntetickych pigmentt v buice
sinic je proménlivé. Prevazujicimi pigmenty jsou chlorofyl a, karotenoidy a
fykobiliproteiny. Nékteré sinice vSak mohou obsahovat i chlorofyl b ¢i chlorofyl d a jejich
derivaty (KOMAREK 2014). Jsou to vyjimeéné organismy, které provadéji fixaci dusiku
paraleln¢ s kyslikovou fotosyntézou (DiEz & ININBERGS 2014), kdy donorem elektronti
pro fotosyntézu je voda (WHITTON & POTTS 2012).

Je zfejmé, Ze sinice sehraly v minulosti dulezitou roli v tvorbé kyslikaté biosféry
a v biogeochemickych procesech (BLANK 2010). Nejvyznamnéjsi dikazy o pfitomnosti
sinic pochazeji z fosilnich nalezt v Bitter Springs v Australii (SCHOPF 1968). Datovani
vzniku sinic v§ak neni dosud znamo (BLANK 2010), fosilie z formace Bitter Springs pouze
potvrzuji biologickou rozmanitost v dobé pozdni Precambrie (SCHOPF 1968).
Odhadovana doba vzniku sinic je dle Schopfa (2000) 3,5 miliardy let.

Dulezity je také ekologicky vyznam sinic. Patii mezi nejhojnéj$i primarni
producenty na Zemi (shrnuto v DvORAK et al. 2017). Diky schopnosti vazat dusik
napomahaji odumielé sinice obohatit plodnost stanovisté. Dusikata hmota se rozklada na
amoniak, ktery pak muze byt transformovan na dusi¢nany pomoci nitrifika¢nich bakterii
(P1ToIs et al. 2000). Sinicemi fixované prvky, jako je dusik, ale také uhlik jsou vyuzity
v symbiotickych vztazich, kdy jsou hlavnimi hostiteli pfedev§im mechorosty, cykasy,
krytosemenné rostliny, ale i houby a kapradiny (ADAMS & DUGGAN 2008). Mimo
primarni a sekundarni metabolity sinice produkuji 1 chemické latky, které jsou Skodlivé
pro své okoli, tzv. cyanotoxiny. Tyto toxiny jsou produkovany predevSim v letnich
mesicich, tehdy na hladinach vod vznikaji povlaky sinic (DITTMAN et al. 2013).
Obohaceni vodniho stanovisté zivinami, specialné¢ pak dusikem a fosforem, mtize vést

k eutrofizaci vod. Sinice pak v téchto vodach tvoii kvéty (PAERL & OTTEN 2013).
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2. Diverzita sinic

2.1 Stelky sinic

Sinice vykazuji vysokou diverzitu v morfologii. Vyskytuji se ve formach
jednobunéénych, mnohobunéénych az po formy vlaknité (DVORAK et al. 2017). Kokalni
sinice se mohou vyskytovat individudlné, v prostorovych ¢i linedrnich koloniich,
jednovrstevnych plochych koloniich, mohou byt pfisedlé k podkladu. V1aknité sinice pak
rozliSujeme dle pfitomnosti ¢i nepfitomnosti specialné diferencovanych bunék — akinet a
heterocyst. Dale dle polarity vlakna na izopolarni, stejné koncici i zacinajici vldkno a
heteropolarni vldkno, jehoz zacatek a konec je morfologicky odlisny. Vldknité sinice se
mohou délit, a to stylem pravého ¢i nepravého vétventi, které je také jednim ze znaki pro
urceni sinic (HAUER & KASTOVSKY 2018). Pravé vétveni je zplisobeno zménou roviny
délicich se bun¢k. U nepravého déleni dochazi k odumfeni buiiky, které vede k preruSeni
vldkna.

Vné svych membran mohou mit sinice obal zvany glykokalix. Glykokalix se
vyskytuje predevsim u kolonialnich, ale také vlaknitych ¢i pocetnych jednobunéénych
sinic a jeho konzistence je slizovita (CASTENHOLZ et al. 2001).

Speciadlné diferencované bunky vlaknitych sinic — akinety, slouZi jako rezerva
pfedem asimilovanych latek, které sinice vyuzije pfi stresovych ¢i neoptimalnich
podminkach (DiEz & ININBERGS 2014). Jedna se o klidové spory, které sinice tvoii pfi
nedostatku svétla ¢i zivin. V akinetach se hromadi latky jako cyanofycin, glykogen, lipidy
a karotenoidové pigmenty. Tvorba akinet je dana umisténim dalSich specidlné
diferencovanych bunék — heterocyst (CASTENHOLZ et al. 2001).

Heterocysty jsou jedine¢né buiky vlaknitych sinic. VétSinou se diferencuji
z vegetativnich bunék ve chvili, kdy dochézi k poklesu kombinovaného anorganického
dusiku (zejména amoniaku) v okoli (CASTENHOLZ et al. 2001). Dochazi ke zméné
granulace vegetativni buniky a tvorbé vétsiho poctu stén buiky, vznikd heterocysta.
Zménénym thylakoidim chybi fotosystém II, vytvari se anoxické prostiedi a zacina
fixace dusiku (WOLK et al. 1994). U nékterych roda vlaknitych sinic se mizeme setkat
se zakonc¢enim ozna¢enym jako kalyptra. Funkce kalyptry u sinic neni jista, nejznamé;jsi
hypotézy tvrdi, ze kalyptra slouzi k zavrtavani se do pudy ¢i sedimentu (WHITTON &
PoTTs 2012).
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2.2 Zbarveni

Nazev blue-green algae, Casto pouzivany pro pojmenovani sinic jiz naznacuje
charakteristickou barvu, ve které¢ se tyto organismy vyskytuji. Barva, kterou vidime je
dana slozenim pigmentt, které jsou rozpustné ve vodé (RIPPKA 1988). Nejcastéjsi
modrozelené zbarveni sinic je zpusobeno produkci fykobilinovych pigmentta, kdy za
modrozelené zbarveni odpovida fykocyanin, za odstiny ¢ervené fykoerythrin (WHITTON
& PoT1Ts 2012). Setkat se mizeme i se sinicemi zelenymi ¢i olivové zelenymi, ale také
s jedinci Cervenych, ervenofialovych az ¢ernych odstinti (RIPPKA 1988). Nékteré kmeny
sinic maji schopnost chromatické¢ adaptace, méni obsah a poméry jednotlivych
fykobilinovych pigmentl V reakci na spektrum svételného zatfeni, které na né dopada

(shrnuto v KOMAREK 2014).

2.3 Ekologicka diverzita sinic

Siroka $kala druhd sinic ma nejspise kosmopolitni rozsifeni, aviak nemame
dostatek zpusobt, jak toto tvrzeni dolozit. Piikladem globalné distribuované sinice je
napt. Nostoc commune, jehoZ vyskyt byl potvrzen v mirném, tropickém i poldrnim pésu
véetné izolovanych ostrovii (pfehledné v OREN 2014). Lidska ¢innost zavedla jiz spoustu
organismi do cizich ekosystémi. Tyto organismy mohou byt hrozbou pro biologickou
rozmanitost ekosystému (STREFTARIS & ZENETOS, 2006). Metody, které hodnoti dopad
cizich druht rostlin, Zivocichli a bezobratlych na rtiznd prostfedi jsou pomérné dobie
vyvinuty (VILA et al. 2011). Avsak metody pro zjisténi dopadu nové ptritomnych druhd
sinic a fas na ekosystémy jsou malo studovany. Divodem je i to, Ze nalezeni a
vyhodnoceni téchto mikroorganismii na novych stanovistich je obtizné (WILK-WOZNIAK
2016). Sekvenovani, jedna z nejspolehlivéjsich metod pro identifikaci sinic, vyuziva
nejcastéji 16S rRNA genu. Tento lokus miize byt vsak pfili§ kratky nebo malo variabilni
pro ziskani poznatkt o rozdilech mezi druhy nebo populacemi. Pokud by analyza byla
provedena z dalSich ¢asti genomu, byly by tyto rozdily detekovany. Rozsiteni sekvenace
o dalsi lokusy se stava vice potfebnym (DVORAK et al. 2017). Vime, Ze sinice jSOU
schopny obsadit slané, brakické i sladké vody a zit v chladnych i teplych oblastech.
Nékteré rody se ptizplisobily dokonce zivotu v horkych pramenech a v poustich (DiEz &

ININBERGS 2014).
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2.3.1 Subaerialni sinice

Jedna se o sinice, které se nachazi na riznych povrsich (PENTECOST & WHITTON
2012). Petersen (1915) byl prvnim, kdo se zminil o této skupiné sinic, které Zziji mimo
vodni prosttedi a definoval je jako organismy, které ziskavaji vétSinu vody z atmosféry a
prochazeji ¢astym vysychanim (PETERSEN 1915). Dnes k této skuping fadime organismy
zijici na povrchu ¢i tésné pod povrchem (PENTECOST & WHITTON 2012) a zjistujeme, ze
1 kdyz tyto sinice byly oznaceny jako ty, co ziskdvaji vodu z atmosféry, tak ve skutecnosti
je vétSina vody ziskavana v kapalné form¢ (FRIEDMANN et al. 1980). Dle Schlichtinga
(1975) je pro urceni druht dilezity typ substratu, proto rozdélil organismy dle jejich
vyskytu na urcitém typu substratu. Definuje tak skupinu napt. epifytickych ftas
(SCHLICHTING 1975). Taxonomie subaerialnich sinic je sloZita, obzvlasté u skupiny
Chroococcales a fas, protoZe se tyto druhy vyznacuji podobnou morfologii, a to zelenym
zbarvenim vlaknitych stélek (PENTECOST & WHITTON 2012).

Subaerialni povrchy poskytuji misto ke kolonizaci mikrobidlnich organismii.
Diilezitou vlastnosti je textura povrchu, na némz se mikroby usazuji a vytvareji biofilm

(GoRBUSHIN 2007). Tyto sinice obyvaji utesy, jsou endolity, ¢i porustaji horizontalni

povrchy, které umoziuji rast volnych kolonii (PENTECOST & WHITTON 2012).

2.3.2 Sinice semiaridnich regionti

Sinice jsou schopny obyvat teplé i suché lokality, kde jsou vystaveny vyraznému
vodnimu stresu. Sinice se v semiaridnich oblastech vyskytuji ptedevsim v biologickych
krustach, jsou zde hlavnimi primarnimi producenty. Ostatni mikroorganismy, které se
vyskytuji v téchto krustach maji dlilezitou roli az v pozdé;sich stadiich vyvoje biologické
kiry (CHUNXIANG et al. 2012). Krusty obsahuji sinice, zelené a hnédé tasy, mechy a
liSejniky. Lepivé ¢astice organismi spojuji ¢asteCky pudy a vytvaii se tak souvisla vrstva.
Nejvétsi vliv na mnozstvi sinic v biologickych krustach ma dostupnost vody. Pfedevsim
srazkova frekvence, obsah jilu a fosfatu v padé, vlhkost pady a dalsi (ZHAO et al. 2009).
V suchych ptdach nevykazuji sinice dostate¢nou variabilitu v morfologii, tudiZ je obtizné
tyto sinice ur¢ovat pouze na zakladé morfologie (CHUNXIANG et al. 2012). Sinice krust
musi byt vybaveny mechanismy, které brani pied fotoinhibici, ktera vede k dehydrataci a
rozpadu proteini (NIYOGI 1999). Tyto mechanismy zahrnuji optimalizaci procesu
fotosyntézy, mechanismy pro ochranu pied UV, tvorbu slizovych pochev ¢i pohyb

samotnych vldken od mista s intenzivnim osvétlenim (HU & Liu 2003). U rodu

16



Microcoleus bylo pozorovano, ze se jednotlivé trichomy nachazeji ve spole¢né slizové
pochvé a vinou se napti¢ hornimi vrstvami krusty. Kdyz jsou trichomy dostate¢n¢ vlhké,
vyklouzavaji z pochev a vykazuji pozitivni fototaxi smérem k povrchu pudy. Po
vyschnuti trichomy opoustéji povrch krusty a opét vytvaieji slizové pochvy (BELNAP et
al. 2001).

Mezi semiaridni oblasti mtizeme zafadit severovychodni ¢ast Italie, jihoafrické
savany, spra$ové oblasti v Gansu provincii na severozapadé Ciny, ale také ¢eské lesni
pidy a pole (CHUNXIANG et al. 2012). Na polich byvalého Ceskoslovenska byly nalezeny
napf. tyto sinice: Nostoc calcicola, Leptolyngbya nostocorum a Phormidium autumnale
(LUKESOVA 1993). Dal$imi druhy vyskytujicimi se v semiaridnich oblastech mohou byt
napi. Schizothrix telephoroides nebo Phormidium africanum (CHUNXIANG et al. 2012).
V jilovych a pis¢itych ptdach kolem Xinxiang v Ciné byly nalezeny sinice rodu
Dactylococcopsis, Fischerella a Synechococcus (Liu et al. 2001). Typickym zastupcem
biologickych krust je Microcoleus vaginatus (BELNAP et al. 2001).

2.3.3 Bentické sinice

Epipelické organismy plni dilezité ekologické funkce. Sinice a fasy, které se
K témto organismuim fadi, Ziji na té€chto stanovistich ve spojeni se substratem. Tyto rody
sinic jsou v8ak na rozdil od planktonickych rodi méné studovany. Sinice téchto stanovist’
vsak vykazuji vysokou diverzitu. Bentické sinice nejsou jen primarnimi producenty, ale
také stabilizuji sedimenty nebo ovliviiuji cyklus zivin (POULICKOVA et al. 2014). Sabater
etal. (2003) analyzovali bentické sinice ve Span€lskych fekach. Jejich vysledky poukazuji
na to, ze se sinice vyskytuji vice v mélkych a pomalu proudicich fekach, casto
Vv bezprostiedni blizkosti prehrad. V dobé¢ rlstu sinic byl proud vody slabsi, chemicky
byla voda bohatsi na fosfor a byla v ni také detekovana nizka hladina rozpusténého
anorganického dusiku oproti predchozimu obdobi (SABATER et al. 2003). Zda se, Ze
distribuce bentickych sinic sleduje ekologické podminky prostiedi, at’ uz pH vody ¢i
rychlost toku (POULICKOVA et al. 2014). Sabater et al. (2003) dale popisuje pfitomnost
hnédych povlakii na dné koryt fek. Ty byly zplsobeny rozsivkami, po nastupu sinic
Vv tocich vSak tyto povlaky rozsivek mizi. K masivnimu narustu sinicovych rohoZzi
dochézelo od ledna do kvétna, poté se vody oteplily a sinice byly nahrazeny rody zelenych

fas. V sinicovych rohozich byly detekovany pfedev§im sinice rodu Oscillatoria
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(SABATER et al. 2003). V jezerech se sinice vyskytuji pfedevS$im v ramci fotonické

pobiezni zony, hlubsi zony jsou obsazovany heterotrofy (POULICKOVA et al. 2014).
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3. Taxonomie sinic

3.1 Historie taxonomie

Mnoho rodi i druhti sinic proslo V historii taxonomickou revizi (RIPPKA 1988,
KOMAREK et al. 2014). Prvnich 60 let minulého stoleti Ize brat za dobu, kdy vyvrcholily
studia vedouci k vyctu a taxonomii sinic. Sinice byly kategorizovany a identifikovany na
zaklad¢ morfologickych poznatkli a na zaklad¢ jejich vyskytu. U sinic, které byly
povazovany za jeden taxon byly nalezeny drobné odchylky v morfologii, které vedly
Kk naslednému vzniku taxonu nového (ANAND et al. 2019). Mnohé morfologické znaky,
jako napft. slizovd pouzdra ¢i pigmentace, jsou tvofeny sinicemi ve stresovych
podminkach, je tedy ziejmé, ze je nedostacujici kategorizovat sinice pouze na zaklade
morfologie (WHITTON & POTTS 2012).

Drive byly sinice déleny do tii botanickych tadd, jejichz definice a zastupci se
menili s pokrokem zkoumani morfologie a ekologie jednotlivych sinic (DVORAK ET AL.
2015). Geitler (1932) zaved| pro taxonomii sinic ti'i fady. Sinice rozdélil na kokalni druhy,
které se rozmnozuji binarnim délenim (Chroococcales), dale na heteropolarni podobu
rozmnozovani se bindrnim §t€épenim (Chamaesiphonales) a nakonec na vlaknité¢ druhy
(Hormogonales). Dalsi autofi se fidili timto zakladnim délenim a ptidavali své nové tridy
a fady s postupnym objevovanim novych druht a morfologickych poznatkt (DVORAK et
al. 2015). Od 70. let bylo vyuzivano bakteriologického pfistupu k taxonomii sinic, coz
bylo velkym zvratem a pokrokem ve studiu sinic. Bylo vyuzivano poznatkl z bunécné
reprodukce, diferenciace a molekularnich analyz (STANIER et al. 1977). Nejvyznamné;jsi
zménu provedli pozdéji Anagnostidis a Komarek (1986, 1988, 1989, 1990), kteti spojili
botanicky a bakteriologicky pohled na taxonomii sinic a vytvofili kategorizaci Ctyt tiid:
Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales a Stigonematales. Pro taxonomii sinic na vyssi
urovni je vSak tieba vyuzit dals§iho zkoumani, molekularnich analyz genu 16S-23S ITS,
zjiStovani obsahu chemickych latek a dalSich. Molekuldrni analyzy pfinesly velké
Ukazalo se, Ze téméf vSechny rody sinic jsou polyfyletické. Je tedy nutno poznatky

revidovat, coz vede ke vzniku mnoha novych rodii (DVORAK et al. 2015).
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3.2 Charakteristika vybranych rodi sinic

3.2.1 Rod Microcoleus

Tento rod sinice spada do fadu Oscillatoriales (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988).
V soucasné dobé je definovan jako polyfyleticky taxon. Trichomy sinice rodu
Microcoleus jsou typicky spojovany ve svazky a spole¢né obaleny v pochvé. Trichomy
jsou valcovité, konce vlaken jsou zuZené a mohou byt zakonceny kalyptrou. Vladkna jsou
rovna ¢i mirn€ zprohybana, pochva byva bezbarva a homogenni (DVORAK et al. 2017).

Rod Microcoleus je morfologicky velmi podobny rodu Phormidium. Tradi¢né
byly tyto rody déleny podle tvorby pochvy, ale nejedna se o stabilni rys (HASLER et al.
2012).

Nejrozsitendjsim zastupcem je Microcoleus vaginatus. Dle Atlasu sinic Ceské
republiky (KASTOVSKY et al. 2018) je Microcoleus vaginatus vlaknita sinice modrozelené
barvy. Vykazuje vSak i1 olivové, zelené az cerné zbarveni. Trichomy jsou uspotfadany ve
svazcich a ulozeny V pochvach. Vldkna jsou Siroka 2,5 — 9 um. Na pfepazkach se
vyskytuje Casta granulace. Apikalni buiika je obvykle kuzelovita s kalyptrou. Jedna se o
aerofytickou sinici, ktera se vyskytuje ve vodnich i na suchozemskych stanovistich.

Dalsim druhem rodu Microcoleus je Microcoleus autumnalis, ktery je od
Microcoleus vaginatus rozeznatelny pouze s pouzitim fylogenetickych metod. Revizi
druhu Microcoleus chthonoplastes vznikl novy rod, oznafeny jako Coleofasciculus
(SIEGESMUND et al. 2008), ktery je velmi odolny pfed vysychanim (MOREIRA C.
FERNANDES et al. 2021). Do druhu Microcoleus vaginatus mizeme zahrnout z 30 druht
rodu Microcoleus pouze 7, ostatni se lisi a je tedy nutné je umistit do novych rodi

(STRUNECKY et al. 2013).

3.2.2 Rod Oscillatoria

Tento rod sinice spada do fadu Oscillatoriales (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988).
Trichomy sinice rodu Oscillatoria jsou dlouhé, mirn€ zvinéné ¢i rovné. Nikdy se nevétvi.
Nevyskytuji se v pochvach. Tato sinice ¢asto vytvaii makroskopické polstare. Bunky jsou
diskoidni (DVORAK et al. 2017), vzdy kratsi nez dlouhé (KASTOVSKY et al. 2018).
Koncové bunky byvaji zaoblené s koncovou kalyptrou ¢i ztloustlou bunécnou sténou.
Trichomy mohou byt zaSkrcené. Oscillatoria se vyskytuje ve vodnim i suchozemském
prostiedi (KASTOVSKY et al. 2018). Typickym zastupcem tohoto rodu je Oscillatoria

princeps (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988).
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Pivodné definovana Oscillatoria (VAUCHER 1803) je dnes z poloviny
taxonomicky pfijimana, druha polovina druht pGvodniho rodu Oscillatoria byla
definovana jako nové druhy bakterii, zelenych fas ¢i nové rody sinic, napf. Lyngbya,
Microcoleus ¢i Phormidium (MUHLSTEINOVA et al. 2018, GUIRY & GUIRY 2018). Po
ptichodu modernich metod, predevsim diky elektronové mikroskopii doslo k pfesunu
nékterych druhi rodu Oscillatoria a vznikly nové druhy. Z ptivodniho druhu Oscillatoria
agardhii vznikl rod Planktothrix (LYRA et al. 2001), z pavodni Oscillatoria redekei
vznikl rod Limnothrix (GKELIS et al. 2005) a z Oscillatoria splendida se zformoval rod
Geitlerinema (ANAGNOSTIDIS 1989).

Pro dalsi revize tohoto rodu postradame dostatek dat. Oscillatoria byla od rodu
Phormidium a Lyngbya odliSovana pfedevSim pfitomnosti plasté, ten vSak neni
dostacujicim znakem pro rozliSeni a nevypovida nic o fylogenezi (GEITLER 1932).
Nicméné nedavno byla provedena revize rodu Oscillatoria a byl stanoven epityp, ktery
vyznamné napomize budoucim revizim ve zminénych rodech (MUHLSTEINOVA et al.

2018).

3.2.3 Rod Phormidium

Tento rod sinice spada do fadu Oscillatoriales (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988).
Trichomy jsou dlouhé a dosahuji §ifek 3-11 um. Pochvy obsahuji jediny trichom, jehoz
buiiky jsou izodiametrické nebo kratSi nez SirSi. Buiikky mohou a nemusi byt zaskrcené
v misté pfepazek. Apikalni builka se vyznaCuje zaoblenim ¢i zaSpiCaténim, muze
obsahovat kalyptru. Tento rod ma stale neprozkoumanou druhovou rozmanitost, patii
jsem zastupci vodnich i terestrickych ekosystému. (DVORAK et al. 2017, KASTOVSKY et
al. 2018).

Phormidium sensu lato je polyfyleticky a zahrnuje pies 200 druhd. Na zakladé
fylogenetické analyzy provedl Strunecky a kol. (2013) revizi a pievedl Phormidium
autunale do rodu Microcoleus. Novym rodem oddélenym od Phormidium je rod
Wilmottia. Tato vlaknita sinice se vykazuje napadnou granulaci a zaoblenym koncem
bunky, thylakoidy jsou nasténné (STRUNECKY et at. 2011). Dale byly diky molekularnim
analyzam genovych sekvenci 16S rRNA popsany dal§i rody, napt. Oxynema
(CHATCHAWAN et al. 2012), Kamptonema (STRUNECKY et al. 2014) a dalsi. Rod
Phormidium jako celek ma stale neprozkoumanou biodiverzitu, pivodné pod tento rod

spadal i nyni samostatny rod Geitlerinema (DvORAK et al. 2017).
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Béhem studie diverzity Phormidioideae v Brazilii byly nalezeny sinice
morfologicky podobné rodu Kamptonema. Blizsi fylogenetické analyzy Martinse et al.
(2016) vedly k rozpoznani nového rodu Ancylothrix. V ramci tohoto rodu definovali dva

druhy — Ancylothrix terrestris a Ancylothrix rivularis (MARTINS et al. 2016).
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4. Cile prace

Sinice jsou primarnimi producenty vyskytujici se v riiznych biotopech, habitatech,
na ruznych substratech. Tato prace se zabyva predevsim bentickymi a ptidnimi sinicemi.
Diverzita sinic stale neni dostatecné probadana, taxonomie téchto sinic je slozitd a
k pfesnému urceni rodu je tieba vyuzit molekularnich analyz.

Zkoumanou oblasti je Uherskohradist'sko, kde byly vzorky sinic odebrany ze
dvou lokalit. Sesbirané kmeny byly izolovany, byla pozorovana jejich morfologie
sveételnym mikroskopem. Déle na nich byly provedeny molekularni analyzy, jakou je
sekvenace 16S rRNA a ITS. Cilem prace je pomoci téchto metod ziskat dal$i informace
o diverzité pudnich a bentickych sinic v okoli Uherského Hradisté a porovnat data obou

lokalit.
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5. Charakteristika lokality

Lokalita sbéru vzork? sinic je situovana na jihovychodé Ceské republiky. Region
kolem Uherského Hradist¢ se nachazi na pomezi dvou podprovincii. Zapadokarpatska
podprovincie je v regionu kolem Uherského Hradi$té zastoupena Hluckym bioregionem.
Zapadni ¢ast lokality je Severopanonskou podprovincii, tvoii ji Dyjsko-moravsky
bioregion. Hranice bioregionl jsou vyrazné a jsou dany nivou feky Moravy. Dyjsko-
moravsky bioregion je tvofen fiénimi nivami. Ri¢ni niva kolem feky Moravy tvoii
geomorfologickou osu zvanou Dolnomoravsky uval (CULEK et al. 2013).

Hranice bioregionil jsou zndzornény v Ptiloze 1 a v Ptiloze 2. Obrazek 1 zobrazuje

pramérné srazky a teploty naméfené v Uherském Hradisti.

5.1 Hlucky bioregion

Hlucky bioregion je tvofen teplou pahorkatinou a rozprostira se na flySovych
slinitych horninach, které do bioregionu zasahuji jesté z bélokarpatskych celkli. Vzacné
jsou pak piscité terasy, které jsou kryté spraSovymi ¢asteCkami a nachazeji se podél nivy
Moravy (CULEK et al. 2013). Podle mapy ptirozené vegetace je Hlucky bioregion mistem
vyskytu panonskych dubohabiin (NEUHAUSLOVA et al. 1998). Pievladaji listnaté lesy,
pole, orné pudy, ¢ernozemé s Cetnymi erozemi v suchych obdobich (CULEK et al. 2013).
Podnebi regionu je teplé. Cetnost srazek fadi Hlucky bioregion k vlhkym bioregiontim.
Quitt fadi bioregion do skupiny T 2 (QUITT 1971).

Vzorky byly sebrany z povodi feky OlSavy. Tato feka byla pivodné divocici
fekou na podkladu z pis¢itych Stérkd posledni doby ledové. Jeji dnesni podoba byla
utvafena tisice let. V1iv na dnesSni podobu koryta feky OlSavy, kterd se u Kostelan nad
Moravou vléva do feky Moravy, mélo pfedev§im nanaseni hlin z ptidnich erozi a ¢innost

¢lovéka (GIRGEL 2018).
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5.2 Dyjsko-moravsky bioregion

Dyjsko-moravsky bioregion je tvofen geomorfologickymi osami podél $irokych
niv fek. Do regionu kolem Uherského Hradisté, kde byl proveden sbér vzorki zasahuje
jeho geomorfologicka ¢ast — Dolnomoravsky uval.

Toto tizemi bylo osidleno jiz davno v dob¢ Velké Moravy. Z této doby zde ziistaly
zachovany cetné nivni louky a luzni lesy, které dnes maji zhruba stejné zastoupeni jako
orna puda. Geomorfologie Dyjsko-moravského bioregionu je nivni (CULEK et al. 2013).
Podklad Dolnomoravského tvalu je tvofen moiskymi a terestrickymi neogennimi
sedimenty, vyznamné jsou i eolické sedimenty. Tento komplex je piekryt vrstvou
fluvidlnich sedimentd, pfedevs§im pisky a Stérky. Vyznamna jsou loziska ropy a ligninu
(HRUBAN 2014). Pudy jsou v mistech sbéru vzorkl zastoupeny ptedevsim fluvizemi a
glejovou fluvizemi (CULEK et al. 2013). Podnebi tohoto regionu je dle Quitta fazeno do
skupiny T 4 a patfi tak k nejteplejsim oblastem Ceské republiky (QUITT 1971).

Vzorky byly sbirdny na uzemi lesoparku Kunovsky les. Kunovsky les je tvofen
pfevazné lesnimi listnatymi porosty typickymi pro tzv. tvrdy luh. Vzacny je vyskyt
sezonnich tlini a mnozstvi chranénych, vzacnych rostlinnych i zivo¢isnych druht, napt.:
pestrokiidlec podrazcovy, lundk hnédy a dalsi (CENTRALA CESTOVNIHO RUCHU

VYCHODNI MORAVY 2000-2021).

40 °C 100 mm
30°¢ 26 °C 26 °C
23°C
21 °C 75 mm
20 °C
10 °C 50 mm
02C
25 mm
-10 °C
=20°C 0 mm

Led. Un. Biez. Dub. Kvét. Cer. Cec. Srp. Zar. Rij. List. Pros.

Srazky — Priamérné denni maximum
Horké dny — Pruamérné denni minimum
Studené noci

Obrazek 1- Primeérné srazky a teploty ve zkoumané oblasti

(Zdroj: Meteoblue © 2006 — 2019)
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6. Materialy a metody

6.1 Sbér vzorkl
V ramci regionu kolem Uherského Hradisté byly vybrany dvé lokality, ve kterych

probéhl samotny sbér vzorkd sinic. Prvni lokalita sbéru se nachazi v obci Kunovice,
Vv ulici Olsavni (GPS 49.0454317N, 17.4708783E). Za kulturnim zafizenim Palenice vede
strouha, kudy se do feky Olsavy, vétSinou po destich, vyplavuje voda z nedalekého
moktadu a z poli. U této strouhy byly nalezeny kusy piidy se zelenym povlakem. Z této
mokré pudy byly vzorky seskrabany vydesinfikovanym skalpelem a nasledné vlozeny do
uzaviratelnych sackl. Byly zde odebrany 2 vzorky. Vzorky z této lokality jsou oznaceny
L1.

Druhy sbér vzorku sinic probéhl na okraji Kunovského lesa, na trase mezi
Kunovicemi a Kostelany nad Moravou (GPS 49.0459389N, 17.4262167E). Vzorky byly
sebrany z kaluZe se zelenym povlakem. Sbér probéhl pomoci vydesinfikovaného noziku
a 1zicky. Vzorky byly vloZeny do uzaviratelnych sacki. Byly odebrany 3 vzorky, kazdy
zZ jiné Casti této kaluze. Vzorky z této lokality jsou oznaceny L2.

VSechny sacky se vzorky byly dikladné popsany pro pozdéjsi identifikaci.
Vzorky sinic byly nasledné prohlédnuty pod svételnym mikroskopem Primo Star (Zeiss,

Oberkochen, Némecko) a kultivovany.

6.2 Kultivace kmenu

Kultivace kment sinic byla provedena v algologické laboratofi. Nejprve bylo
ptfipraveno Z-médium dle Stauba (1961). K tomuto médiu byl pfidan 1,5% agar, smés
byla rozmichéana a sterilizovdna v autoklavu. Vznikly roztok byl rozlit do Petriho misek,
kde byl ponechén k zatuhnuti do druhého dne.

Na agar byly nandSeny jednotlivé vzorky sinic pomoci sterilizované
bakteriologické jehly. Nanesené sinice byly rozetfeny po celé¢ ploSe agaru pomoci
sterilizované bakteriologické klicky. Sterilizace nastrojii prob&hla opalovanim nad
hotédkem. Vicko Petriho misky bylo popsadno, tak aby bylo pozdéji mozno identifikovat,
ktery vzorek konkrétni Petriho miska obsahovala. Sinice byly na agaru ponechany zhruba
3 dny, aby se rozrostly.

Nasledné byly sinice z agaru izolovany na jednotlivé kmeny do izola¢nich

desti¢ek. Misky v desti¢ce byly naplnény Z-médiem. Pod binokularni lupou Carl Zeiss
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Stemi (Zeiss, Oberkochen, Némecko) byly pozorovany kmeny na agaru a pomoci
sterilizované bakteriologické jehly byla pfenasena jednotliva vldkna do misticek
V izolacnich destickach. Po rozrosteni izolovanych kmenii v miskach izolacnich desticek
byly jednotlivé kmeny z misti¢ek pfeneseny do zkumavek o obsahu 10 ml, naplnénych
Z-médiem. Ve zkumavkéch byly sinice ponechany delsi dobu, aby se rozrostly.
Kultivovano bylo 10 kment pro kazdou lokalitu, celkem tedy 20 kment. Veskeré
prace se sinicemi probihaly ve flow boxu z divodu zachovani sterilniho prostiedi.
Kultivace byla provedena pii teploté 23 + °C, osvétleni 20 umol/m2/s a za svételného

rezimu 16 hodin svétlo, 8 hodin tma.

6.3 Morfologické hodnoceni

K  morfologickému  hodnoceni byl pouzit svételny  mikroskop
Primo Star (Zeiss, Oberkochen, Némecko) s pfidruzenou kamerou AxioCamERc5s. Ze
zkumavky bylo preneseno malé mnozstvi kultury sinic do kapky vody na podlozni
skli¢ko. Na vzorek bylo pfilozeno kryci sklicko. Sinice byly pozorovany pod svételnym
mikroskopem Primo Star pii zvétSeni 400x. Pro kazdy kmen bylo skrze program
AxioVision Rel. 4.8 vytvoieno 10 fotografii, na nichz nasledné probéhla 3 méfeni. Byla
meétena Sitka a délka vegetativnich bun€k vladkna, dale byl stanoven jejich primeér.
V ramci morfologickych znakt sinic byla pozorovéana délka a Sifka vegetativnich bunék
vlakna, pfitomnost slizové pochvy, barva vlakna a potencial sinice agregovat se do
kolonii. V koncové oblasti vldkna byla pozorovana ptitomnost kalypter, zda dochazi

k zuzovani vlakna a samotna morfologie terminalni bunky.

6.4 Extrakce DNA, PCR reakce

Extrakce genomické DNA sinic byla provedena pomoci DNeasy UltraClean
Microbial Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Némecko). Malé mnozstvi kultury sinic bylo
preneseno do mikrozkumavek. Probehla centrifugace pro odstiedéni prebytecného media
z kultury, nasledné byla provedena extrakce dle pfilozeného postupu. Vyextrahovana
DNA byla pouzita pro polymerazovou fetézcovou reakci (PCR). Skrze PCR reakci byly
amplifikovany geny 16S rRNA a cela oblast 16S-23S ITS. K amplifikaci geni byly
pouzity primery P2 a P1 (P2 vpied jdouci 5'-GGGGAATTTTCCGCAATGGG-3"a P1
reverzni 5'-CTCTGTGTGCCTAGGTATCC-3"), pouziti primerd je diive publikovano
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Vv prace Boyera (BOYER ET AL. 2002). Tabulka 1 uvadi seznam slozek pro jednu PCR
reakci spolu s jejich objemy. Pro PCR reakci byl pouzit EmeraldAMP (Takara Bio Europe
SAS, Saint Germain en Laye,France). Samotnd PCR reakce byla provedena
v termocykleru (Eppendorf Mastercycler, 200-240 V, Hamburg, Némecko). Tabulka 2
zobrazuje prubéh a podminky PCR reakce.

Tabulka 1: Seznam slozek potrebnych k provedeni jedné PCR reakce o celkovém
objemu 40 ul, objemy jednotlivych slozek reakce jsou uvedeny v ul

Slozka PCR reakce Objem slozky (ul)
primer 1 1
primer 2 1
sterilni voda 17,0
EmeraldAMP 20,0
templatova DNA 1
(50ng/ul)

Tabulka 2: Pritbeh PCR reakce V jednotlivych krocich a za danych podminek

Posloupnost procesi PCR Cas (s) Teplota (°C)
pocatecni denaturace 240 95
35 cyklt denaturace 30 95
annealing 30 57
prodlouZzeni reakce 110 72
dokoncovaci reakce 420 72

6.5 Elektroforéza, purifikace a sekvenovani

Kvalita provedeni PCR reakce byla po ukonéeni amplifikace ovéfena. K detekci
PCR produktu byla pouzita agarosova gelova elektroforéza. 1,5% agardzovy gel byl
obarven fluorescen¢nim barvivem GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, Fremont, USA).
Pro elektroforézu byl pouzit marker relativni molekulové hmotnosti Hypper Ladder 100
bp (Bioline, London, UK). Elektroforéza probihala
pfi 100 V (60 mA), 45 min. Kvalita PCR reakce byla pozorovana na transiluminatoru
UVITEC Cambridge. Negativni kontrola prob¢hla u kmenu L1 11-3B. Proto byl vzorek
pro dal$i postupy vytazen.

PCR produkty byly piecistény purifikaci. Pfec¢isténi probéhlo dle navodu firmy
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Omega BIO-TEK za pouziti E.Z.N.A. Cycle Pure Kit (Omega BIO-TEK, Norcross, USA)
purifikacni soupravy. Purifikované produkty byly odeslany do Nizozemska do firmy
Macrogene Europe k sekvenovani.

Pro sekvenovani byly vyuzity dalsi dva primery, a to primer
P8 (5'-AAGGAGGTGATCCAGCCACA-3") a PS5 (5'-TGTACACACCGCCCGTC-3")
(Boyer et al. 2002). Tyto primery byly pouzity, aby pokryly celou délku PCR produktu.
Kone¢né sekvence byly sestavovany v programu Sequencher 4.10 (Gene Codes

Corporation Ann Arbor, MI, USA). Zde byla ovéfena spravnost sekven¢niho ¢teni.

6.6 Fylogeneticka analyza

Algoritmem BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) byly v databazi
GenBank  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) vyhledany nejshodné&jsi dobie
definované sekvence. Sekvence kmend sinic byly spoleéné se sekvencemi
nejpodobngjsich kmenti z GenBanku vlozeny do programu Mega X (KUMAR 2018), kde
byl proveden Multiple sequence alignment pomoci algoritmu MUSCLE (EDGAR 2004).
Ke konstrukei fylogenetického stromu, zobrazeného na Obrazku 6, byla pouZzita metoda
maximalni pravdépodobnosti. Byl pouzit General Time Reversible model. Topologie
fylogenetického stromu byla testovana metodou tzv. ,bootstrap® analyzy s 300

replikacemi.
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7. Vysledky

7.1 Morfologicka analyza a identifikace kment

Microcoleus vaginatus sensu lato byl pozorovan na obou lokalitach, a to
konkrétné ve vzorcich L1: I1-5B, 11-5D, 11-3C, 1-2C a L2: 12-3C, 12-5C, XII-2C, VIII-
2C, XII-3C. Byla pozorovana vlakna modrozelena, svétle zelena az vlakna tmavsich
odstind. U kazdého kmenu byla pozorovana zuzujici se vlakna. Vlakna v§ech vzorku byla
zakoncena kalyptrou, mimo kmen L1 1-2C. U nékterych kment byly pozorovany slizové
pochvy, konkrétn¢ u L1 I1-5B, L1 II-5D, L1 11-3C, L2 12-5C, L2 XI11-2C a L2 XII-3C.
Buiky vykazovaly vétsi Sitku nez délku. Pramér §itky i délky bunék je uveden v Tabulce
3. U kmenu z lokality L1 11-3C byla pozorovana propletena vlakna vyfotografovana na
Obrazku 2. Takto propletenych vlaken bylo u kmenu pozorovano hned nékolik. Diverzita
druhu Microcoleus vaginatus sensu lato zachycena na obou lokalitach je zobrazena na

Obrazové tabuli 1 a Obrazové tabuli 2.

Tabulka 3- Primeérna hodnota velikosti sirky a délky bunek jednotlivych kmenii
sinice rodu Microcoleus vaginatus sensu lato

Kmen Siika (um) Délka (um)
L11-2C 6,005 2,864
L1 11-5B 5,857 3,367
L1 I1-5D 6,670 2,983
L1 11-3C 8,983 3,381

L2 XlI-2C 6,774 2,810
L2 XI11-3C 8,193 4,708
L2 12-3C 7,137 3,645
L2 12-5C 7,093 2,610
L2 VIII-2C 7,820 3,793
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Obrazova tabule 1 - Diverzita druhu Microcoleus vaginatus sensu lato
na lokalité 1. L1: a I-2C, b 11-5B, ¢ 11-5D, d 11-3C.

fg

Obrazova tabule 2 - Diverzita druhu Microcoleus vaginatus sensu lato
na lokalite 2. L2: e XII-2C, f X11-3C, g 12-3C, h 12-5C, i VIII-2C.
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Obrazek 2 — Propletené utvary druhu Microcoleus vaginatus sensu lato u kmenu L1
11-3C

Ancylothrix sp. je sinice, ktera byla pozorovana ve vzorcich pouze prvni lokality,
konkrétné u L1: 1-5C, I-4C, I-3C, 1-4B a I-5C. Trichomy jsou zbarveny do syt¢ zelené
barvy, konec trichomu je zaobleny. Vldkna jsou rovna ¢i mirn¢ zprohybana. U nékterych
vlaken bylo pozorovano nahodné zaZeni ¢ naopak rozifeni vldkna. Sitka bunék je vétsi
nez jejich délka. Pramér Sitky i délky bun€k jednotlivych kment je uveden v Tabulce 4.
Vlakna byla bez kalypter. U kmenu L1 I-5C mély bunky silnou granulaci a bunééné
prepazky byly ztloustlé. Také se zde vyskytovaly slizové pochvy. Déle byla u kmenu I-
4C byla pozorovana ptitomnost nekrotickych bunék, vlakna zde vykazovala také
rozdilnou barvu, a to Zlutozelenou. Obrazova tabule 3 znazorfiuje morfologii

pozorovanych vlaken.

Tabulka 4 - Priimerna hodnota velikosti sirky a délky bunék jednotlivych kmenui
sinice rodu Ancylothrix sp.

Kmen Siika (um) Délka (um)
L11-5C 6,276 2,813
L11-3C 6,241 3,538
L11-4B 6,389 3,582
L11-4C 6,091 4,890
L11-5C 7,367 3,502
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104m

Obrazova tabule 3 - Diverzita rodu Ancylothrix na lokalite 1. L1: a 1-5C, b 1-4B,
c1-3C,d I-4C, e I-5C

Vzorky z druhé lokality, konkrétné L2: 12-4C, VI1II-5C, 12-5D, VIII-4C a 12-1C
byly identifikovany jako nové, blize neurcené rody sinic. Z mikroskopického pozorovani
muzeme fict, ze sinice téchto vzorkl se napadné podobaji sinici rodu Microcoleus sp. Pro
blizsi urceni by bylo tieba dalsich analyz. U kmenu VI11-4C byly pozorovany thylakoidy
nahloucené na okrajich bunék. U kmenu V111-5C byly bunky nafouknuté. Kmeny, u nichz
byla ptitomny Kalyptry a slizovych pochev jsou L2: 12-1C, VIII-4C, VIII-5C. Tabulka 5
uvadi primérné Sitky a délky bun€k, naméfené u téchto sinic. Morfologie pozorovanych
vlaken je zobrazena v Obrazové tabuli 4.

Veskeré ziskané morfologické tidaje jsou prehledné srovnany v Tabulce 6.

Tabulka 5 - Priimérna hodnota velikosti sirky a délky bunék jednotlivych kmenii sinic
nového rodu

Kmen Siika (um) Délka (um)
L2 12-1C 5,991 2,755
L2 12-4C 5,714 2,720
L2 12-5D 6,976 2,822

L2 VIII-4C 7,357 3,133
L2 VIII-5C 6,933 3,695

33



19_{N

19_,,9,\

C

L e
19 ?
1P—|"r" H 1P_pp1
!
d e

Obrazova tabule 4 - Diverzita nového rodu na lokalité 2. L2: a 12-1C, b 12-4C,
c 12-5D, d VIII-4C, e VIII-5C

Tabulka 6 - Shrnuti morfologickych vysledkii a identifikace kmenii

Kmen Rod sinice Pritomnost | Pfitomnost | Dalsi morfologické
kalypter | slizovych znaky
oballl
L11-5C Ancylothrix sp. - - zOzeni a rozsifeni
vlaken
L11-4B Ancylothrix sp. - -
L11-2C Microcoleus sp. - -
L11-3C Ancylothrix sp. - - zOzeni a rozsifeni
vldken
L11-4C Ancylothrix sp. - - nekrotické bunky,
zlutozelena vldkna
L11-5C Ancylothrix sp. - + granulace,
ztloustlé bunécné
piepazky
L111-3B vzorek nevysSel
L1 11-5B Microcoleus sp. + +
L1 1I-5D Microcoleus sp. + +
L111-3C Microcoleus sp. + + vlakna tvofici
propletené titvary
L2 XI1-2C Microcoleus sp. + +
L2 XI11-3C Microcoleus sp. + +
L212-1C Novy rod + +
L2 12-3C Microcoleus sp. + -
L2 12-4C Novy rod - -
L2 12-5C Microcoleus sp. + +
L2 12-5D Novy rod - +
L2 VIII-2C Microcoleus sp. + - ¢erné zbarveni
biomasy
L2 VIII-4C Novy rod + + thylakoidy na okrajich
L2 VIII-5C Novy rod + + nafouknuté bunky
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7.2 Fylogeneticky strom

s_l- MT488141 Oscillatoria sp. CHAB TP201705.1 clone 01
16

HFB78512 Oscillatoria amoena CCAP 1450/39
MK211225 Microcoleus vaginatus KZ-2-2-5
» uﬂm Microcoleus pseudautumnalis Ak1608 TNS:ALB1748
CP003614 Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112

84 MK853007 Microcoleus vaginatus SAG 2502

wo (L212-3C
L2 12-5C
L2 XI-2C
L3
= A
L1158
100
L1 15D

L2

o Viil-2C
L2 Xil-3C
L11-3C
2
wo (L1E2C
% JN230343 Phormidium setchelianum CCALA 144
»

__l__ JN220345 Phormidium autumnale CCALA 697

68 MK282267 Phormidium autumnale ULC309

00 L2 12-1C
) [ MF352010 Oscillatoria sp. TM S8 clone ci4

MT488127 Phormidium sp. CHAB TP201724.1 clone 02

00 ' MT488185 Phormidium sp. CHAB TP201721.3 clone 04

00 L2 VII-5C
L212-5D
w0 |L2124C

L2 Vii4C

KT812196 Ancylothrix rivulanis 7PC

n KT818201 Ancylothrix terrestris 12PC

KT818200 Ancylothrix terrestris 11PC |

KT819199 Ancylothrix terrestris 10PC

KT819202 Ancylothrix terrestris 13PC

L1 15C C

L114C

L11-5C

L1148

L112C

aoo

Obrazek 3 — Fylogeneticky strom vytvoreny ze sekvencnich dat metodou maximalni
pravdepodobnosti za pouziti modelu General Time Reversible. Boostrapovad podpora
Jje uvedena u jednotlivych nodii. A — Microcoleus vaginatus sensu lato, B — novy rod

sinice, C — Ancylothrix sp.
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Horni c¢ast fylogenetického stromu, oznacenou A, muzeme dnes po revizich
Vv taxonomii zaradit k jedné velké skupiné ozna¢ované jako Microcoleus vaginatus sensu
lato. Do této velké skupiny mizeme zatadit i kmeny z lokality 1, L1: I1-5B, I1-5D, 11-3C,
I-2C a z lokality 2, L2: 12-3C, 12-5C, XII-2C, VI111-2C, XII-3C.

Stredni ¢ast fylogenetického stromu, oznacena B, patii ke vzorkiim z lokality 2,
L2: 12-4C, VIII-5C, 12-5D, VIII-4C al12-1C. Tyto kmeny muzeme definovat jako novy
rod, pro jehoZz bliz§i uréeni je tfeba dal§iho zkoumani. Morfologicky jsou tyto kmeny
shodné s Microcoleus vaginatus, ten vSak ma ve fylogenetickém stromé¢ jiné postaveni.

V zaveérecné Casti fylogenetického stromu, oznacené C, se nachazi sinice rodu
Ancylothrix sp. Nalezneme zde druhy Ancylothrix rivularis nebo Ancylothrix terrestris.
Kmeny z lokality 1, L1: 1-5C, I-4C, 1-3C, 1-4B a I-5C muzeme oznadit téz jako rod
Ancylothrix sp., avsak jedna se o novou linii této sinice. Z fylogenetického stromu je
ziejmé, ze tento druh ma s Ancylothrix terrestris spole¢ného piedka. V ramci
fylogenetického stromu jsou vsSak tyto dva druhy vyrazné¢ oddéleny, déli je velka

vzdalenost.
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8. Diskuze

Na dvou lokalitach v regionu kolem Uherského Hradisté byl proveden sbér vzorki
k nasledné analyze. Vzorky lokality 1 byly sebrany z vlhké pudy, zatimco vzorky
z lokality 2 byly sebrany z kaluze. Sekvenace jednoho kmene byla netspésna, proto neni
dale zahrnut. Pfedpokladam, Ze reakce nevysla kvuli pfitomnosti kontaminace.

Byly nalezeny sinice, které mtizeme urcit jako druh Microcoleus vaginatus sensu
lato. Microcoleus je definovan jako polyfyleticky taxon, ktery zahrnuje velké mnozstvi
sinic, jejichz taxonomicky status bude prehodnocen. Na zaklad¢ analyz 16S rDNA byla
zjisténa podobnost mezi skupinou Phormidium VII, ktery je zastoupen druhem
Phormidium autumnale (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 2005) a rodem Microcoleus
(STRUNECKY et al. 2013). Vysledky studie Struneckého (STRUNECKY et al. 2013)
informuji o vzniku Microcoleus sensu stricto, jako o skupiné obsahujici kmeny
Microcoleus vaginatus spole¢né s Phormidium autumnale. Rozdil je v ekologii obou
sinic. Zatimco druh Phormidium autumnale je obsazen ptedevsim v epilitu vodnich toka
a stojatych vody, Microcoleus vaginatus je typicky padnim druhem. Microcoleus
vaginatus sensu lato byl nalezen na obou mnou zkoumanych lokalitach. Pozorovala jsem
modrozelend aZ zelend vldkna, kterd se na koncich zuZovala. Ne vzdy jsem mohla
pozorovat vldkna ve spole¢nych svazcich obalenych pochvou, jako je uvadéno v klici.
Kastovsky et al. (2018) uvadi, ze kalyptra je kuzelovitého ¢i polokruhovitého tvaru.
Vsechna mnou pozorovana vlakna méla kalyptru polokruhovitého vzhledu, mimo kmen
L1 1-2C, kde kalyptry nebyly pozorovany. Buiiky byly vzdy kratsi nez Siroké. Sitka bunék
se pohybovala na horni hranici literaturou udavanych hodnot, u kmenu L1 [1-3C
dosahovala témét 9 um, coz je dle KaStovsky et al. (2018) nejvyssi naméfend hodnota.
Délka bun€k se naopak pohybovala v niZSich ¢i stfednich hodnotich udavanych
literaturou. Piehledné jsou namétené hodnoty uvedeny v Tabulce 3. Kmen L1 1-2C se
vymyka morfologii udavané v literatufe u druhu Microcoleus vaginatus, nebyly u n¢j
pozorovany ani kalyptry ani slizové pochvy.

Dale byla na prvni lokalité identifikovana sinice rodu Ancylothrix. Tato sinice
tvofi novy druh, ktery je ptibuzny druhu Ancylothrix terrestris. S Ancylothrix terrestris
ma spole¢ného predka, ale rozdéluje je velkd vzdalenost ve fylogenetickém stromu.
Ancylothrix terrestris neni morfologicky rozlisny od Ancylothrix rivularis. Jedna se o
druhy vlaknitych sinic, které se vyskytuji v odstinech jasn¢ az tmaveé modrozelené barvy.

Trichomy jsou valcovité, ohnuté¢, u koncl se mirn€¢ zuzuji. Slizové pochvy jsou
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pozorovatelné jen ziidka. Buniky jsou izodiametrické ¢i mirné kratsi nez $ir$i, délka bunék
¢ini 2,5 — 6 um, Sifka vlakna se pohybuje od 4 do 7 um (MARTINS et al. 2016). Mnou
pozorovany novy druh rodu Ancylothrix byl jasné¢ modrozeleny, néktera vlakna se ke
konci mirné zuzovala, jina nikoli. Martins et al. (2016) naméfil u sinice Ancylothrix
terrestris sitku bun¢k v rozpéti 4,5 — 6,5 pm a délku bun¢k v rozpéti 2,5 — 5,5 um. Tyto
hodnoty souhlasi s naméfenymi hodnotami mnou objevené¢ho druhu Ancylothrix.
Kalyptry nebyly pozorovany. U nékterych kment bylo pozorovano nahodné zazeni a
rozsiteni vlakna. Tento jev se vyskytoval ndhodné po celé jeho délce. Zuzeni Ci rozsifeni
bylo vzdy ptitomno v délce 5-10 bunck. Bylo také pozorovano ohnuti konce vldkna,
typické pro Ancylothrix terrestris. U kmenu L1 I-5C vykazovaly buiky syté zelenou
barvu a silnou granulaci. U kmenu L1 1-4C byla zji$téna pfitomnost nekrotickych bunék,
které se typicky u druhu Ancylothrix terrestris vyskytuji (MARTINS et al. 2016). Tyto
kmeny byly sebrany z pudy, mezi kmeny z kaluze se tento novy druh rodu Ancylothrix
neobjevil. Tento novy druh rodu Ancylothrix bych oznacila za krypticky. Jako krypticky
druh se oznacuje takovy taxon, ktery je morfologicky neodliSitelny a muze tak
zpusobovat zmatky v taxonomii. K rozliSeni tohoto druhu je téeba vyuzit molekularnich
metod (DVORAK et al. 2017).

Na druhé lokalité byl nalezen novy rod sinice, ktery je nutno déale prozkoumat.
Nebyly identifikovany zadné podobné sekvence v databazi GenBank. Sinice tohoto
nového rodu vykazovaly vysokou morfologickou podobnost s druhem Microcoleus
vaginatus. Tento druh vSak zaujima ve fylogenetickém stromé svoji linii. Tyto sinice byly
nalezeny pouze na druhé lokalité Cili byly sebrany z kaluze. U nékterych kment byla
pozorovana ptitomnost kalyptry, nékdy se vyskytovaly i slizové pochvy. Vlakno kmenu
VIII-5C se skladalo z nafouknutych bun¢k. Je mozné, Ze tyto bunky mély vétsi turgor
vlivem nasavani vody. U kmenu VI11-4C byly thylakoidy nahloucené po stranach bunek.
Na zaklad¢ ziskanych tdaji se domnivam, ze by se mohlo jednat o novy rod.
Polyfyletické vztahy jsou béZné u mnoha rodl sinic. Ptikladem nové vzniklého rodu,
oddéleného od polyfyletického taxonu, mize byt Kamptonema, ktera byla oddélena od

rodu Phormidium (STRUNECKY et al. 2014).
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9. Zavér

Tato bakalatrska prace rozsifila nase znalosti o diverzité sinic v regionu kolem
Uherského Hradiste, ale také ptinesla nové poznatky zevoluce a taxonomie sinic.
Diikazem toho je potencialné jeden novy rod a jeden novy druh vlaknitych sinic.

V ramci bakalaiské prace jsem provedla sbér, izolaci, determinaci a molekularni
analyzy, které vedly k rozpoznani jednotlivych kmenti a k jejich zatazeni v ramci systému
sinic. Ve vzorcich byly nalezeny bézné sinice jako je rod Microcoleus. Dale jsem
pozorovala rod Ancylothrix. Byla objevena nova linie rodu Ancylothrix, pfibuzna druhu
Ancylothrix terrestris. Morfologicky se zkoumané kmeny nelisily od jiz popsanych, jedna
se tedy o krypticky druh. Dukladnd molekuldrni a morfologickd analyza kment také
naznacuje, ze jsem pozorovala sinice nového rodu. Dle morfologické determinace bych
tyto sinice zafadila k druhu Microcoleus vaginatus, ten ma vSak ve fylogenetickém

stromé odlisné umisténi. Jedna se tedy pravdépodobné o novy krypticky druh.

39



10. Didakticka ¢ast

Na zékladnich a stfednich Skolach se Zaci setkavaji s vyukou sinic pfedevsim na
pocatcich kapitoly Biologie rostlin. Vyrazné nedostatky jsou pozorovany v literatuie
tykajici se sinic. Ugebnice schvalené MSMT neposkytuji aktualni znalosti fylogeneze
niz$ich rostlin. Dokonce ucebnice vznikajici v 21. stoleti poskytuji zastaral¢ informace
(KAUFNEROVA & VAGNEROVA 2013).

Na zdkladé¢ ramcovych vzdélavacich programi (RVP) jsou sinice a fasy na
zdkladnich $kolach probirany vramci vzdélavaci oblasti Clovék a ptiroda, ve
vzdélavacim programu Piirodopis. Na stfednich Skoldch a gymnaziich je to vzdélavaci
oblast Clovék a piiroda a vzdélavaci program Biologie. Nutno viak zminit, Ze
problematika sinic je vedle okruht jako botanika ¢i zoologie zanedbavana. Dale mohou
byt sinice tématem v programech Enviromentdlni vychovy (KAUFNEROVA &

VAGNEROVA 2013).

K této didaktické casti jsem vytvoftila pracovni list, ktery se nachéazi v ptilohach
této bakalaiské prace. Pracovni list se tyka sinic a zdkladnich pojmu prokaryotické buiiky.
Tento pracovni list by mél zaklim poslouZit k uceleni pojmil a poznatki jiZ ziskanych.
Pracovni list je vytvotfen ve dvou provedeni. Piiloha 3: Pracovni list, ktery je ur¢en zakiim

a Ptiloha 4: Pracovni list s feSenim, urceny ke kontrole vysledk.
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Priloha 2- Vymezeni hranic Dyjsko-moravského bioregionu



Pracovni list: Sinice a prokaryoticka buiika

1. Spoj jednotlivé odborné pojmy s jejich vysvétlenim:

Akinety burika se schopnosti fixace dusiku
Heterocysty ¢epicka na koncich vlaken sinic
Hormogonie odumfela bunka

Nekroticka buiika klidové stadium za nepiiznivych podminek
Kalyptra pohybliva vldkna slouzici k rozmnozovani

2. Napis 5 rozdilti mezi prokaryotickou a eukaryotickou butikou:

Prokaryoticka Eukaryoticka

3. Charakterizuj jednotlivé ¢asti sinice V nakresu:

Jedna se o izopolarni ¢i heteropolarni vlakno?



4. Dopln kiizovku:

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
10.
11.
1 — vztah dvou organismil vedouci ku prospéchu obou
2 —organela, dochazi v ni k proteosyntéze
3 — latinské oznaceni sinic
4 — barvivo, které se vyskytuje v sinicich
5 — latinsky nézev sinice Drkalky
6 — nebezpecné latky, které sinice vypoustéji do vod
7 — proces, ktery predchazel vzniku chloroplastt
8 — Cepicka
9 — klidové stadium sinice
10 — sinice vyuZivana jako doplnék stravy
11 — diky sinicim vznikl tento dilezity prvek
Tajenka: je jednou z béznych bentickych a pudnich sinic vyskytujicich

se i v Ceské republice.



Pracovni list: Sinice a prokaryoticka burika - feSeni

1. Spoj jednotlivé odborné pojmy s jejich vysvétlenim:

Akinety

Heterocysty

Hormogonie

Nekroticka bunka

Kalyptra

klidové stadium za neptiznivych podminek

burika se schopnosti fixace dusiku

pohybliva vlakna slouzici k rozmnozovani

odumiela bunka

¢epicka na koncich vlaken sinic

2. Napis 5 rozdilt mezi prokaryotickou a eukaryotickou butikou:

Prokaryoticka

Eukaryoticka

mens$i velikost

vetsi velikost

DNA — kruhovity nukleoid bez

chromosomy v jadre s dvojitou

membrany membranou
malo vnitinich organel vnitini organely obklopeny
membranou

1 mitochondrie na 1 bunku

Vice mitochondrii

haploidni

haploidni i diploidni

3. Charakterizuj jednotlivé ¢asti sinice V nakresu:

Jedna se o vlakno izopolarni

—— vegetativni buiilka
chlorofyl
heterocysta

akineta

slizové pouzdro



4. Dopln kiizovku:

1. |S |Y|M|B |l [O]|zZ |A
22 |R |l |[B|O|S |0 |M
3. /]C|Y|A|N|O|B|A|C |T |E |R |I
4. |[CH|L |O |[R |O |F |Y |L
5. |0 |S |[C |l |L|L |A|T |[O|R|I [|A
6. |[C |Y |[A|N |O |T |O |X |I [N]Y
7./E [N |[D|O|S |[Y |M|B |l |O |z |A
8. |[K |A|L |Y [P |T |R |A
9 AlK |1 INTE [T |A
0. |S |P |[I |[R U |L |I [N |A
11. |K |Y |S |L |1 |K

1 — vztah dvou organismil vedouci ku prospéchu obou
2 —organela, dochazi v ni k proteosyntéze

3 — latinské oznaceni sinic

4 — barvivo, které se vyskytuje v sinicich

5 — latinsky nézev sinice Drkalky

6 — nebezpecné latky, které sinice vypoustéji do vod
7 — proces, ktery predchazel vzniku chloroplastt

8 — Cepicka

9 — klidové stadium sinice

10 — sinice vyuZivana jako doplnék stravy

11 — diky sinicim vznikl tento dilezity prvek

Tajenka: Microcoleus je jednou z béznych bentickych a pudnich sinic vyskytujicich se i

v Ceské republice.



