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1. UVOD

Sinice jsou prastaré prokaryotické organismy vyskytujici se globaln¢€ ve vSech
zemeépisnych Sitkdch a nadmotskych vyskach. V ramci svého globalniho rozsiteni
vytvareji symbiotické vztahy s dal§imi organismy, napi: rostliny, houby, fasy apod.
Schopnost fotosyntetické aktivity, kdy uvoliuji vzdusny kyslik, jim umoziuje zastupovat
nékolik vyznamnych roli. V ramci evoluce se podileji na vzniku aerobniho zptisobu
zivota (Bekker et al. 2014). Nasledné pfii procesu oznacovaném jako endosymbioticka
teorie vznika semiautonomni organela eukaryotickych bunék, chloroplast (McFadden
1999).

Neékteré sinice vylucuji sekundarni metabolity a cyanotoxiny, které mohou byt jak
Skodlivé, tak 1 velmi piinosné (Dittmann et al. 2013). Mezi sekundarni metabolity patfi
antibakterialni slouCeniny, siderofory a toxiny, které perspektivné mizou byt lékem na
zavazné nemoci, jako je naptiklad rakovina (Singh et al. 2011). Tyto latky slouzi k pieziti
a pravdépodobné vznikaji pfi reakci na stres. Mezi stresoveé situace patii predace/pastva,
UV zafeni, omezenost zivin atd. Tyto sinice se nachazeji ve sladkovodnich systémech
a vytvati velké narosty, kde se vyskytuji v toxické 1 netoxické formé (Dvorak et al. 2017,
Tee et al. 2021).

Napriklad nékteré druhy Microcoleus sp. produkuji anatoxin-a (Heath et al. 2016),
ktery v minulosti zapficinil amrti zvifat v mnoha zemich Evropy i Severni Ameriky.
Neékteré narosty obsahuji pouze netoxické sinice, avSak v kazdém narostu s toxickymi
sinicemi se nachazeji i ty netoxické. PriCina neni objasnéna, ale mize byt Castecné
vysvétlena zavislosti toxickych kmenii na téch netoxickych z diivodu ztraty specifickych
metabolitt (thyamin a dal§i metabolity potiebné pfi stresovych situacich) (Wood et al.
2012). Tyto sinice se lisi v pozadavcich na ziviny. Toxické kmeny se mnozi v prostiedi
bohatém na dusik, netoxické kmeny se lépe prizpusobuji zménam koncentrace dusiku
v prostiedi. Tato koexistence je vyhodna pro obé strany (Tee et al. 2021).

Mezi dalsi vyznamné role sinic patii alternativni zdroj energie, pouziti v Cistirnach
odpadnich vod, pfi degradaci ropy, hnojeni ¢i jako potrava pro zvitata i lidi (Limnospira;
Nowicka-Krawczyk et al. 2019). Sinice maji vyznam i pfi eutrofizaci, kdy vytvari kvéty,
které také vylucuji toxiny a maji negativni dopad na zivotni prostredi, rybolov, rekreacni

vodni stanovisté a degradaci pitné vody (Dvorak et al. 2017, Hu et al. 2012).



1.1 Taxonomie

1.1.1 Vznik Taxonomie

Biologicka rozmanitost organismu je obrovska a k jeji orientaci nam slouzi
taxonomicka klasifikace. Za otce taxonomie je povazovan Carl Linné, jelikoz zavedl
binomickou nomenklaturu, kdy kazdy organismus je pojmenovan dvojslovaym nazvem
pomoci druhového a rodového jména. Tento systém byl zpocatku umély a nevyhovoval
skuteCnym vztahiim, jelikoz byly organismy fazeny do hierarchického uspotradani taxont
pouze na zakladé morfologickych podobnosti a odlisnosti. Klasifikace se dale rozvijela
tak aby odrazela evolucni vztahy a nebyla v rozporu s pfibyvajicimi fylogenetickymi

dikazy (Komarek et al. 2014).

1.1.2 Taxonomie sinic a jeji zakladni pojmy

Sinice byly zpoc¢atku kategorizovany na zakladé morfologickych vlastnosti, mezi
které patii; typ stélky (kokalni, trichalni), rozmé&ry buné€k, polarita, barva, pfitomnost
specializovanych bunék (heterocyty, akinety) a dalsi. Klasifikacni systém sinic se
neustale vyvijel a s pfichodem elektronové mikroskopie, molekularnich a genetickych
metod se taxonomie sinic presunula do tfech riznych smeért. Jedna skupina vyzkumniku
se snazila systém zjednodusit zmenSenim poctu taxonut (Drouet 1968), druha skupina
naopak rozd€lovala jednotlivé taxony ve snaze dosadhnout monofylie (Johansen
a Casamatta 2005) a treti skupina hgjila cestu opatrnosti a ziskavani dalSich
molekularnich dat (Hoffmann 2005, Komarek et al. 2014).

Druhovy koncept je soubor kritérii pro teoretické definovani druhu, ktera maji byt
platna jak pro rozpoznani stavajicich, tak pro definovani novych druht. Druhovy koncept
platny pro eukaryoty vSak neni platny pro prokaryotické organismy z divodu asexualniho
mnozeni a vytvareni obrovskych populaci. Druhovy koncept je odlisSny od definice druhu,
ktera slouzi k praktické identifikaci. Zaroven rozliSujeme druhy definované pouze
pomoci genetickych dat; tzv. genospecies, a také druhy definované pouze na zakladé
morfologickych dat; tzv. morfospecies (Dvorak et al. 2015).

V ramci taxonomie sinic panuje urCity odpor vici popisovani novych druhu,
jelikoz existuje mnoho nedostateCné popsanych rodd. Rody jsou vSak monofyletické
skupiny druhti. Védecka komunita se doposud neshodla na univerzalnim druhovém
konceptu pro sinice nebo na kritériich pro uznani novych druht (Johansen a Casamatta

2005).



1.1.3 Druhové koncepty a polyfazicky pristup

Feneticky druhovy koncept spoléhajici pouze na morfologickou podobnost nebere
v potaz genomickou diverzitu, ktera je mnohem vétsi. Koncept biologickych druht (Mayr
1957) zastavajici reprodukéni izolovanost od ostatnich skupin, se pro asexualni
organismy casto nepouziva (Johansen a Casamatta 2005). Nicméné se v poslednich
desetiletich ukazalo, ze u prokaryot dochazi k ¢ilé a promiskuitni vyméné genti pomoci
rekombinace. Také o sinicich tedy muazeme uvazovat jako o , kvazisexualnich“
organismech a k identifikaci druhii pouzit biologicky druhovy koncept (Bobay a Ochman
2017).

Koncept evolu¢nich druhti vymezuje druh jako zvlastni entitu odlisSnou od
ostatnich v Case a prostoru (Simpson 1950). Tedy evoluéni druh je izolovanou populaci
s vyvinutymi genetickymi odli§nostmi, tudiz tento koncept neni pfili§ vyuzitelny pro
asexualni sinice. Zaroven vtomto konceptu je hlavnim problémem ureni kritérii
potiebnych pro urceni biologicky zajimavého druhu (Johansen a Casamatta 2005).

Koncept ekotypickych druhi (Cohan 2001) se nedavno vyvinul zkonceptu
evolu¢nich druhti a konceptu koheze (Templeton 1989). Zakladni charakteristikou je
ekotyp jako vysledek ekologické niky. Soudrznou silou zde pusobi periodicka selekce,
ktera mé byt obdobou reprodukéni soudrznosti u predchoziho konceptu. Tento koncept je
vyuzitelny, av§ak existuje piili§ mnoho nezavislych linii s vlastni evolu¢ni historii na to,
aby byly vSechny tyto skupiny uznany (Johansen a Casamatta 2005).

Fylogeneticky druhovy koncept (Mishler a Theriot 2000) urcuje druhy jako
nejmensi monofyletické skupiny hodné taxonomického uznani. Monofyleticky taxon se
vyznacuje apomorfii, odvozenym znakem, vyskytujici se pouze u daného druhu. Tento
koncept vSak skryva problematiku pfiméteného kritéria pro urceni skupiny hodné
taxonomického uznani (Johansen a Casamatta 2005).

Koncept apomorfnich (monofyletickych) druhi vychazi z predchoziho konceptu
upravenym pro prokaryotické organismy. Zde je hlavnim problémem odvozenost jiz
popsanych znakid a také problematika pfifazovani vyznamnosti dané apomorfii. Presto
tento koncept je nejperspektivnéjsi pro sinice (Johansen a Casamatta 2005).

Kazdy z uvedenych i neuvedenych koncepti ma své klady a zapory, tudiz cesta
za nalezenim teoreticky i prakticky vhodného konceptu neni stale u konce. V poslednich
letech se rozvinul tzv. polyfazicky pfistup, ktery zkoumda druhy na zaklade

morfologickych, genetickych i1 ekologickych dat. Tento pfistup se zda byt nejvhodnéjsi
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a ve veédeckych pracich je vyuzivan spolecné s monofyletickym druhovym konceptem

(Johansen a Casamatta 2005).

1.1.4 Novy systém klasifikace sinic

V clanku Komarek et al. 2014 uvadi moderni rozdéleni sinic do osmi fadu:
Gloeobacterales, Synechococcales, Spirulinales, Pleurocapsales, Chroococcales,
Chroococcidiopsidales, Oscillatoriales, Nostocales. Tento systém vys§ich taxonomickych
hodnosti byl uréen na zaklade fylogeneze a morfologie. Klasifikace se bude neustale
menit, jelikoz zavisi na revizi obsahovanych rodd a druhd, ktera ma pied sebou jesté

dlouhou cestu (Komarek et al. 2014).

1.1.5 Soucasné taxonomické problémy

V soucasné dobé& nejveétSim problémem taxonomie sinic jsou polyfyletické
skupiny a kryptické druhy, které vznikaji na zakladé mnohem vétsi rozmanitosti
genetickych nez fenotypovych znaka. Predpoklada se, ze v kazdém rodu se kryptické
druhy vyskytuji (Komarek et al. 2014, Dvorak et al. 2015).

Problémem taxonomie jsou tedy tradi¢ni morfologické rody, které jsou sice
zietelné odliSitelné, avSak chybi molekularni data (kryptické rody). Tyto rody jsou
vétsinou polyfyletické a vyzaduji doplnéni téchto dat a naslednou revizi. U nekterych
téchto morfologicky odlisnych rodi se analyzou ziskanych molekularnich dat zjistilo, ze
jsou si velice podobné, a proto je potieba dané genetické rozdily nalézt (Komarek et al.
2014).

Existuje mnoho morfologicky identickych druht, které nemaji stejnou evolucni
historii, tomuto jevu se fika konvergentni evolucni udalost. Tento trend je u sinic pomérné
Casty, napfiklad mnohobunécnost se vyvijela nekolikrat nezavisle na sobé. Kromé
opakovatelné konvergence mohou byt polyfyletické rody a kryptické druhy zptsobené
také morfologickou identifikaci. Jak jiz bylo zminéno morfologie sinic vykazuje mnohem
mensi pestrost nez molekularni markery, proto pfi taxonomické revizi by mély tyto
charakteristiky zastupovat mnohem vét§i roli. Tato skuteCnost vSak neznamena
opomenuti dosud pouzivanych metod. Soucasné nejvhodnéjsi postup na praci s taxonomii
je pouziti polyfazického piistupu. (Johansen a Casamatta 2005, Dvorak et al. 2015).

V posledni fadé soucasnym problémem je samotna aplikace sinic v praxi, kdy

nové taxonomické poznatky jsou pfijimany zpozdéné (Komarek et al. 2014). Spolecné
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s nejasnym piistupem k druhovym konceptim a neschopnosti péstovat vétSinu sinic je

fylogeneticka rekonstrukce obc¢as velmi tvrdym ofiskem (Dvorak et al. 2017).

1.1.6 Soucasné platna definice rodi

Na zaklade nejnovéjSich objevt v ramci taxonomie sinic byl stanoven koncept
obsahujici tii skupiny kritérii pro uznani stavajicich ¢i popsani novych rodd. Prvni je
zietelna fylogeneticka pozice postavena na sekvenci genu 16S rRNA, ktera vykazuje 95%
a mensi podobnost se sesterskymi skupinami druht v jiném rodu. Druhym pravidlem je
morfologické rozliSeni od geneticky podobnych skupin (entit) vyznalujici se
charakteristickou apomorfii ¢i jinou biologickou specifikaci (vyskyt heterocytl, akinet,
typ deleni). Spolecna ekologicka nika je posledni skupinou kritérii, napt. sladkovodni,
moriské, pudni, planktické, aerofytické, poustni ¢i termalni typ stanovisté. Pravoplatny
rod se tedy vyznacuje jedineCnou kombinaci molekularnich, morfologickych

a ekologickych charakteristik (Komarek et al. 2014).
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1.2 Ekologie pudnich sinic

V ramci polyfazického pfistupu je nedilnou soucasti ekologie daného kmene.
Sinice zastavaji n€kolik dalezitych roli v ramci ekosystému, proto distribucni, ekologické
vzorce a faktory prostiedi hraji vyznamnou roli pfi fylogenetickych analyzéach. Sinice
maji obdivuhodnou schopnost piebyvat na okraji vyhynuti ¢i preziti. Diky vyvinutym
strategiim jsou schopny kolonizovat nehostinna stanovi§té. Dané strategie pomahaji
sinicim splynout s prostiedim a vyuzit ho ve sviij prospéch nebo dokonce zménit jeho
vlastnosti na vhodné&jsi pro zivot. Napfiklad jsou schopny ovlivnit porovitost pudy pro
lepsi hospodateni s vodou nebo pomoci slizové pochvy se lehce pfichytit k povrchu

hornin (Wynn-Williams 2000).

1.2.1 Faktory prostiedi:

Voda je prvoradym faktorem dulezitym pro preziti zejména v poustni oblasti.
Poustni oblasti jsou jak horkého, tak studeného charakteru. Reakce na vodni stres se
u mnoha prokaryot lisi a miZze se perspektivné jednat o vlastnost hodnou taxonomického
rozliSeni druhti. Strategie na obranu proti vysychani je umoznéna toleranci velmi nizkého
vodniho potencialu (Potts a Friedmann 1981). Pocateni reakci na dehydrataci je
produkce osmoprotektant, které brani organismus vuci snizeni vodniho potencialu
v okoli. Tyto latky se hromadi ve vysokych koncentracich bez dopadu na metabolickou
aktivitu. Mezi tyto latky patfi trehal6za, sachardza a glukosyl glycerol (Reed et al. 1984).
Pti kombinaci stresortl vysychani a hypersolnych podminek dochazi k produkci glycin
betainu (Warr et al. 1988). Cely proces je popsan pod nazvem , hypotéza nahrady vody*
(Crowe et al. 1992). V chladnych poustnich oblastech jsou navic produkovany
kryoprotektanty (Montiel a Cowan 1993) na ochranu pfed chladem (Wynn-Williams
2000).

Trehaloza zastava také velkou funkci pii nedostatku vody v membrané. K tomuto
dochézi az pfi vstupu do spiciho stadia, ve kterém organismy pireckavaji nepfiznivé
podminky a ¢ekaji na opetovnou rehydrataci a obnoveni metabolické drahy (Crowe et al.
1992). Pro aktivaci poustnich krust mnohdy staci pouhé kapky rosy (Lange et al. 1992).
Organismy prizpusobené na zivot v extrémnich suchych oblastech jsou schopny rychlé
reakce na maly pfijem vody. V nékterych pfipadech dokonce pravidelna dehydratace
a rehydratace je klicova pro dal$i rozvoj dané populace. Voda v extrémnich stanovistich

je dodavana pomoci desté, snéhu, kondenzace anebo vodni pary (Wynn-Williams 2000).
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Svétlo a teplota jsou dalSimi dilezitymi faktory pro rast a produktivitu sinic. Kvuli
prechodu bodu mrazu je uloha teploty Uzce spojena s vodou. Intenzita svétla ptisobi na
vykonnost fotosyntézy, ktera také zavisi na ptitomné vode. V pritomnosti kapalné vody
je fotosyntéza 19x vykonnéjsi nez ve vysuSeném stavu (Vestal 1988). Neodmyslitelnou
soucasti fotosyntézy jsou pigmenty. Hlavnim fotosyntetickym pigmentem je chlorofyl-a
a pomocnymi pigmenty jsou xantofyly a karotenoidy, karotenoidy plni i ochrannou funkci
pfed UV zafenim. U poustnich druhti byly vyvinuty specialni pigmenty pohlcujici UV
zafeni (Garcia-Pichel et al. 1993). Mezi tyto pigmenty patii scytonemin a MAA
(aminokyselina podobna mykosporinu) (Wynn-Williams 2000).

Jednotlivé mechanismy na ochranu pred svétlem se li§i v raznych vrstvach
pudnich krust. Dulezitym mechanismem je rust v kratkodobém horizontu pii dostatecném
zasobeni vodou a zadrzeni metabolické aktivity pii dehydrataci. Jednim z dalSich
mechanismu je pohyb od svétla a UV zafeni smérem do hloubky padnich krust (Garcia-
Pichel a Pringault 2001, Hu et al. 2012).

Stresovy faktor soli a vody ma negativni dopad na rust a fotosyntetické zotaveni.
Stejné jako u vodnich mechanismii dochazi k produkci trehalézy pro vyrovnani
osmotického tlaku. Poprvé se také objevuji morfologické vlastnosti v ramci obrannych
mechanismu, kdy kulovité buiiky 1épe reaguji na stres vyvolany vodou a soli (Obana et
al. 2007, Hu et al. 2012).

Mezi dalsi faktory patii oxid uhlicity, ziviny a vétrné podminky. Oxid uhlility je
klicovy pro efektivitu fotosyntézy a mezi hlavni ziviny povazujeme dusik N, fospor P,
zelezo Fe, hoicik Mg a dalsi. Vitr na prvni pohled muze slouzit k rozptylu sinic, av§ak
v mnoha piscitych ptidach maji sinice naopak stabilizacni charakter (Booth 1941). Tento
objev je velice vyznamny pro zamezeni rozSifovani pousti a polopousti. Problémem
uplatnéni tohoto objevu spociva ve vyskytu né€kolika druhti najednou, a tim je pifinos

jednotlivych druht na stabilizaci pidy nejasny (Hu et al. 2012).

1.2.2 Vztah genetické rozmanitosti, ekologie a geografie

Mikroorganismy byly povazovany za tak malé a snadno §ifitelné, ze nebyly brany
v uvahu bariéry disperze v ramci celého svéta. Tato skuteCnost je shrnuta do Baas-
Beckingova principu: ,,v§echno je vSude, ale zivotni prostiedi si vybira“. Uvedeny princip
je ukazan pouze na zakladé morfologickych dat, molekularni data nebyla zahrnuta.
Dvorék et al. (2012) dokazal platnost rozptylovych bariér na kontinentalni urovni. Dalsi

rozptylové bariéry nebyly dostatecné prokazany, coz mize byt zptisobeno nedostatkem
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dat ¢i prilisnou slozitosti distribuce a diverzifikace (Dvorak et al. 2012, Stanojkovic¢ et al.
2022).

Klimatické podminky a geografickd vzdalenost maji vliv na distribuci
a diverzifikaci sinic. Zménou téchto podminek dochazi ke zméné struktury spoleCenstva,
Cetnosti jednotlivych organismu a rychlosti rastu. Na speciaci, vzniku novych druhg, se
podili izolace, selekce, Sifeni, geneticky drift a mutace. Mikroorganismy projevuji
mnohem vétsi schopnost Sifeni, ktera mize probihat pomoci atmosféry, zvifat ¢i lidského
usili. Evoluce prokaryotickych organismi je zpsobena mimo jin€ i vysokou adaptabilitou,
malou velikosti jedinct a schopnosti vytvaret klidové faze (Dvorak et al. 2012, Stanojkovic
et al. 2022).

Na genetickou rozmanitost pusobi tedy environmentalni podminky: teplota,
srazky, sloZzeni pudy a typ krusty. Napfiklad u kosmopolitné rozsifenych sinic
Raphidiopsis raciborski a Microcystit aeruginosa byly zjistény pozoruhodné vzorce
diverzifikace. Tyto dva druhy vykazuji nejvyssi genetickou rozmanitost v tropickych
oblastech. Klima mélo vliv na genetickou rozmanitost u obou druhd, ale u Raphidiopsis
raciborski byl vliv vyraznéj§i, dokonce vyjadioval vztah vzhledem k zemépisné Sifce
vyskytu dané populace. S rostouci geografickou vzdalenosti klesala geneticka podobnost,
a tedy izolace dle vzdalenosti ma vyznamny vliv na speciaci (Ribeiro et al. 2020). Zména
klimatu vyrazné ovliviiuje distribuci a rozmanitost sinic (Stanojkovi¢ et al. 2022).

Vyznam vztahu mezi jednotlivymi druhovymi znaky a evolu¢ni pfibuznosti je
udavan pomoci fylogenetického signalu. Dfive byl tento signal pouzit u sinic pouze na
zakladé morfologickych, fyziologickych dat a nékterych faktord prostiedi (teplota
povrchu/morte, ziviny, pH). Toto méfitko slouzi k ukazani vztahu mezi ekologii
a distribuci prokaryotickych organismi. Signifikantni fylogeneticky signal pro vSechny
méfené proménné precipitace a teploty ukazal vyznamny vliv danych faktord na

diverzifikaci druha v rodu Microcoleus (Stanojkovic et al. 2022).
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1.3 Microcoleus sp.

1.3.1 Zarazeni do vysSich taxonomickych jednotek

Rod Microcoleus Desmazieres ex Gomont 1892 patii do polyfyletického fadu
Oscillatoriales popsaném v Gomont 1892. Pivodné bylo popsano 15 rodd, nyni obsahuje
47 rodi. Zakladni charakteristikou jsou vlaknité taxony s uzkymi trichomy, parietalnimi
nebo nepravidelné usporadanymi thylakoidy. Do tohoto fadu momentalné spada i jeden
kokoidni rod Cyanothece, ktery tvori urity mezistupeni od Chroococcales (Komarek et
al. 2014).

Nejvétsi podskupinou tadu Oscillatoriales je Celed Microcoleaceae. Mnoho
obsahovanych rodu je popsano podle modernich kritérii jako monofyletické skupiny. Jiné
skupiny vSak tuto charakteristiku postradaji nebo dokonce byly na zakladé dostupnych
dat prohlaseny za polyfyletické, napiiklad rod Geitlerinema (Hasler et al. 2012) a tradi¢ni
rod Phormidium (Komarek a Anagnostidis 2005). Byly jasné€ prokéazany uzké vztahy mezi
jednou casti tradicniho rodu Phormidium k rodu Microcoleus, tato problematika je dale
fesena v nasledujici podkapitole. Celed” Microcoleaceae zahrnuje velky potet motskych,
sladkovodnich, bentickych, pelagickych, perifytickych i ptdnich sinic (Strunecky et al.
2013, Komarek et al. 2014).

Jako prvni Microcoleus popsal Gomont v roce 1892, nejnovéjsi studie tento rod
povazuji za kosmopolitni, polyfyleticky a vyzaduje taxonomickou revizi. Jako typovy
druh je dan Microcoleus vaginatus, ktery dominuje ve vét§iné pudnich krust (Hasler et al.

2012, Hu et al. 2012, Komarek et al. 2014).

1.3.2 Taxonomicka historie rodu Microcoleus

V revizi Komarek a Anagnostidis (2005) predstavili taxonomii neheterocytarnich
vlaknitych sinic na zakladé morfologickych kritérii. Zde je rod Microcoleus tazen do
Celedé Phormidiaceae Komarek a Anagnostidis 1998 a podceledé¢ Microcoleoideae
Hansgirg 1892. Pivodneé pidni druh Microcoleus vaginatus je popsan jako potencionalné
kosmopolitni. V ¢lanku Hasler et al. (2012) je toto tvrzeni dokézano. Taxonomicka revize
Komarek et al. (2014) uvadi rod Microcoleus v ramci nové definované cCeledé
Microcoleaceae (Koméarek a Anagnostidis 2005, Hasler et al. 2012, Komarek et al. 2014).

Hasler et al. (2012) studoval rozsahly pocet epipelickych sinic Geitlerinema,
Microcoleus a Phormidium. Molekularni analyza genu 16S rRNA u nékterych kmenti

obsahovala Cast 11 part bazi (Siegesmund et al. 2008), které jsou typickym znakem pro
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Microcoleus vaginatus. Tento rod pravdépodobné obsahuje vice druht, které doposud
nebyly urCeny a popsany. Vysledky tohoto vyzkumu také naznaCily mozny vyskyt
kryptickych druht, které nejsou odlisitelné na zakladé genu 16S rRNA. Také byla opét
zaznamenana morfologicka, ekologickd 1 molekularni pfibuznost mezi Microcoleus
vaginatus a Phormidium autumnale. Jednim z mala odliSujicich znaki je vyskyt
napadnych granuli na pficnych sténach a celkové SirSich vldken u M. vaginatus
(Siegesmund et al. 2008). Tento problém je dale feSen v nasledujicim odstavci (Hasler et
al. 2012, Dvorak et al. 2017).

Strunecky et al. (2013) revidoval Microcoleus vaginatus a Phormidium autumnale
na zakladé poctu 92 kmena s pouzitim morfologickych i molekularnich metod. Problém
podobnosti mnoha znakli mezi témito druhy byl zaznamenan jiz u Komarek
a Anagnostidis (2005). Vysledkem vyzkumu je pfeneseni Phormidia autumnale do
Microcoleus sensu stricto. Dal§im dilezitym zjisténim je mala pfibuznost mezi typovymi
druhy rodG Phormidium a Microcoleus, €ili veskeré druhy ptibuzné k rodu Microcoleus
nemohou patfit do Phormidium. V této studii byla opét ovéfena polyfylie rodu
Microcoleus, ktera na vyteSeni pravdépodobné vyzaduje vice genetickych znakt nez jen
16S rRNA. Jako posledni vysledky ukazaly velkou morfologickou variabilitu druhu
Microcoleus vaginatus a uznava, ze vSechny kmeny nalezici do tohoto druhu nejspise
vytvareji druhovy komplex (Strunecky et al. 2013). Toto zji§téni je hlavnim predmétem
této prace.

Revizi Microcoleus chtonoplastes byl na zékladé molekularnich, morfologickych
a ekologickych dat vytvoten rod Coleofasciculus. Zakladni charakteristikou je vyskyt
nékolika trichomti v jedné nelamelarni a bezbarvé pochvé. Trichomy jsou na konci
nezuzujici, zaoblené a bez kalyptry. Typickym ekologickym stanovistém je litoral
brakickych ¢i motskych vod (Siegesmund et al. 2008, Dvorak et al. 2017).

V tvodu jsou zminény toxické a netoxické druhy sinic. Tato zvlastnost byla
detekovana u sinic rodu Microcoleus a vysvétluje odlisné typy evoluci. Toxické kmeny
se vyvijely pomoci strategie produkce anatoxinii na ukor jejiho rastu a zefektivnéni
genomu, ktery takhle nabyva mensich rozmeért. Netoxické kmeny mivaji veétsi genom
a diky tomu si mohou vytvofit urcité specifické metabolity potifebné k zivotu nebo latky
na pomoc se solnym stresem. Tyto rozdilné strategie vytvorily jedine¢né pouto, bez

kterého toxické kmeny nemohou zit samostatné (Tee et al. 2021).

17



Celkové z 30 popsanych druht pouze 7 vykazuje jasnou piibuznost k Microcoleus
vaginatus (M. amplus, M. acremannii, M. antarcticus, M. baicalensis, M. rushforthii, M.
subandinus a M. Terrestris). Zbyvajici druhy maji zizené kiizové stény, koncové buriky
delsi nez SirSi a nemaji kalyptru. Existuje také nékolik druhti odliSnych od obou
morfologickych typt. Z divodu ustanoveni Microcoleus vaginatus jako typovy druh,
musi byt nepfibuzné druhy premistény do jiz popsanych nebo novych roda (Strunecky et
al. 2013).

V nejnovéjsim ¢lanku Stanojkovic et al. (2022) uvadi pocet 13 raznych linii druhu
Microcoleus vaginatus, kdy nékteré dokonce predstavovaly potencionalné nové druhy.
Druhova variabilita tedy stale neni dostatecn€ prozkoumana a vyzaduje revizi na zaklade

vétsiho poctu kment a dat (Stanojkovic et al. 2022).

Obrazek 1 Mikrofotografie kmene M2 BS.

1.3.3 Ekologicka charakterizace

Zpocatku byla celkové ekologie sinic opomijend, nebyly uvazovany rozptylové
bariéry ani jiné ekologické vlivy na speciaci. Microcoleus vaginatus zpoc¢atku vykazoval
specifickou ekologii pouze v ramci pudniho spoleCenstvi, nasledné byla jeho ekologie
rozSifena o extrémni stanovisté (horké a studené pousté), kde hraje dilezitou roli pii

biogeochemickém cyklu a stabilizaci pisCité pidy svymi polysacharidy. Nyni je
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povazovan za kosmopolitni druh obyvajici pfevazné bentické a subaerofytické lokality
(Garcia-Pichel et al., 1996, Dvorak et al. 2012, Hasler et al. 2012, Stanojkovic et al. 2022).

Dvorak et al. (2012) zkoumal globalni rozsiteni druhu Microcoleus vaginatus ve
smyslu prostorové a Casové charakterizace, aby ovéfil a nalezl prostorové a evolucni
bariéry Sifeni v kontinentalnim méfitku mezi Evropou, Severni Amerikou a Asii.
Molekularni vysledky viditelné rozliSily kmeny z Evropy od téch z Asie a Severni
Ameriky. Izolovanost nebyla uplna, byly detekovany prechodné kmeny. Provazanost
vysledki mezi Asii a Severni Amerikou je mimo jiné zptusobena pravidelnymi proudy
prachu mezi poustémi. Mezi hlavni speciacni mechanismy jsou povazovany periodicky
vybér, horizontalni pfenos genli a homologni rekombinace. Alopatrie (geograficka
izolace) kvuli svému doCasnému charakteru je povazovana za dilezity faktor, ale nikoliv
za rozhodujici (Dvorak et al. 2012).

Na diverzifikaci se vyznamné podili klimatické podminky, kdy konkrétné teplota
a srazky vyrazné ovliviluji spolecenstva s prevazujicim vyskytem Microcolea. Jednotlivé
kmeny se také shlukuji dle prisluSnosti k dané evolu¢ni linii a maji shodné teplotni
a srazkové pozadavky. Zména klimatu muze viditelné ovlivnit nejen strukturu téchto
biotopu, ale také vzorce rozmanitosti druhu Microcoleus vaginatus (Stanojkovi¢ et al.

2022).

1.3.4 Morfologické znaky

Jednim ze zakladnich morfologickych znaka je vyskyt vétsiho poétu vlaken
v jedné spolecné pochvé. V ramci revizni studie bylo zjisténo, ze tento znak je dan
ekologicky a v novodobé taxonomii se nejedna o diagnosticky znak (Strunecky et al.
2013). Jednotlivé trichomy jsou valcovitého tvaru se zGzenymi ¢i rovnymi konci
amoznym vyskytem terminalni kalyptry. Pocet kalypter je mensi u rychle rostouci
populace. Buriky jsou kratsi nez Sirsi nebo viceméné pravidelného tvaru o prumeéru
4-10 um (Strunecky et al. 2013). Slizova pochva je tenka, bezbarva, pevna nebo
rozptylena. Burky maji jasnou, tmavou nebo Sedavé zelenou barvu, ktera muze byt
v nekterych piipadech 1 nazloutl4, nahnédla ¢i nacervenala. Tento znak zavisi na poloze
daného vlakna v populaci, rizné barevné variace byly detekovany i u jednoho trichomu.
Vlakno se rozpada nekrotickymi buitkami. Populace vytvari tenké, zelatinové a celistvé
narosty na podkladu nebo lanové struktury (Komarek a Anagnostidis 2005, Strunecky et
al. 2013).
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Dcefiné buiiky rostou do velikosti matefské buriky, poté nastava déleni bunek.
Nepravidelné fascikulované thylakoidy, postupné déleni a vlozka 11 bp v 16S rRNA jsou
charakteristickymi rysy pro rod Microcoleus (Strunecky et al. 2013).

i i

E: -.r
Obrazek 2 Mikrofotografie kmene F6 B4.
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2. Cile prace

Cilem této prace je pfinést nové poznatky ztaxonomie rodu Microcoleus.
Morfologicka variabilita 43 kment bude zkoumana pomoci svételné mikroskopie

a geneticka cast bude zkoumana pouzitim sekvencovani 16S rRNA a ITS.
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3. Materialy a metody

3.1 Lokality

Sinice rodu Microcoleus je kosmopolitné rozsifena. Jednotlivé populace jsou

ovlivnéné pfimo svym prostiedim (Hasler et al. 2012), proto vzorky pro tuto praci pochéazi

z riznych koutd svéta z rozlicnych stanovist. Pivodné nejspiSe pochazi Microcoleus

z pud Evropy (Stanojkovi¢ et al. 2022), avSak dale se rozsifil na vS§echny kontinenty,

aina razné typy stanovist. Pro tuto praci byly pouzity kmeny, jez jsou soucasti velké

kulturni sbirky, ktera byla zapocata roku 2019 a nachazi se na Katedie botaniky

Univerzity Palackého v Olomouci (Stanojkovi¢ et al. 2022). Tato sbirka obsahuje

495 klonalnich kultur a pro tuto praci byl pouzit vybér 43 kment. Lokalitu vSech téchto

vzorkl znazoriuje mapa na nasledujicim obrazku ¢. 3.

0

]
4000

8000km

Obrazek 3 Mollweideova projekce mapy odbérovych mist Microcolea spp. (Stanojkovic et al. 2022).

Nasledujici tabulka ukazuje jednotlivé pouzité kmeny v zavislosti na jejich poloze

a charakteristice daného stanovisté.

Tabulka 1 Soupis pouZitych kmenii, jejich poloha a popis stanovisté

Kmen |Zemépisna délka | Zemépisna Sirka Lokalita Zemé
A2 C2 -67,13342 -67,49444 mechova vegetace Antarktida
A2 C5 -67,13342 -67,49444 mechova vegetace Antarktida
A2 D5 -67,13342 -67,49444 mechova vegetace Antarktida
A6 C5 -67,14156 -67,49562 mechova vegetace Antarktida
ARI1 B5 -110,9076 31,41316 puda USA
AT3 A2 23,747791 37,93935 puda Recko
AT8 A3 23,723819 37,94242 puda Recko
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AT8 Bl 23,723819 37,94242 pada Recko
AT9b C2 23,72647 37,93584 ptida Recko
AT9b C3 23,72647 37,93584 ptida Recko
AT9b C4 23,72647 37,93584 ptida Recko

B4 C1 16,901246 48,6607 louze Rakousko
B5 D4 16,905379 48,64534 louze Rakousko
3-18 C1 17.2644258 49,5770106 louze Cesk4 republika
CZ3 B2 15,258152 49,93385 puda Ceska republika
D2 b6 15,258152 49,93385 puda Ceska republika
F10 A2 -80,06007 26,69013 puda USA
F10 B5 -80,06007 26,69013 puda USA
F4 D5 -81,50619 30,26645 puda USA
F6 B3 -81,50619 30,26645 puda USA
F6 B4 -81,50619 30,26645 ptida USA
F8 Cl -80,06007 26,69013 ptida USA
F8 D1 -80,06007 26,69013 ptida USA
K4 B3 17,453765 49,27483 ptida USA
LADI D5 78,26165 32,59576 ptida Indie
M2 B5 57,507761 -20,15665 louze Mauritius
MONI C5 -104,6913 47,07719 ptida USA
N3 A4 10,395506 59,06783 ptida Norsko
N9 A2 10,401542 59,26936 louze Norsko
N9 B1 10,401542 59,26936 louze Norsko
Pol8 C1 19,622162 52,45965 ptida Polsko
POLI2 B3 19,707491 51,35447 ptida Polsko
Pol17 C6 19,105952 50,81183 ptida Polsko
POL12 B4 19,707491 51,35447 ptida Polsko
Pol14 D6 19,714972 51,30731 ptida Polsko
Poll7 C2 19,105952 50,81183 ptda Polsko

S13 B4 17,044925 59,893 pada Svédsko
S36a B3 17,65673 59,83863 ptida Svédsko
S36b A3 17,65673 59,83863 ptida Svédsko
SVA1 B3 15,08025 77,04529 ptida Spicberky

T3 DI 17,379167 4931109 louze Ceska republika
W1 18aA5 17,608435 59,81458 ptida Svédsko
71 C4 15,924869 45,78339 louze Chorvatsko

Vzorky pochazeji ze tfi typa stanovist: nejCastéji pudy, louze a také mechu. Par

kmend pochazi ze studengjsi oblasti napt. Antarktidy, Svédska, Norska a Spicberkd.

Nejcastejsi zastoupeni je v proménlivém podnebi Evropy a Severni Ameriky v ramci

zemi Polska, Ceské republiky, Rakouska a USA. Vyznamné zastoupeni maji také kmeny

z teplejsich oblasti jako jsou Recko, Mauritius a Indie. Tento rod je kosmopolitn& rozsifen

nejen v ramci zemépisné délky a Sitky, ale také nadmot'ské vysky, proto jednotlivé kmeny

se vyskytuji v pfimoiskych, nizinnych i horskych oblastech.
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3.2 Podminky kultivace
Jednotlivé kmeny jsou uschovavany v tekutém Z-médiu pfi teplotach 22 +1 °C,
osvétleni 20 umol/m?/s a s periodou svételného rezimu 12/12 (svétlo/tma) (Stanojkovié

et al. 2022).

3.3 Morfologicka cast

Cast kultivovaného vzorku spoleéné s mediem Z byl v laminarnim boxu nanesen
na podlozni sklicko a prikryt krycim sklickem. Dale pod zvétsenim 1000x byl vzorek
zkouman svételnym mikroskopem (Zeiss Primo Star) s kamerou (AxioCamERcSs).
Jednotlivé pozorované morfologické vlastnosti jsou: barva, pfitomnost a viditelnost
slizové pochvy, kalyptra, tvary terminalnich bunék. Celkové bylo zhotoveno 30 riznych
mikrofotografii na jeden kmen. V kazdé mikrofotografii byla zméfena Sitka a délka

libovolné butiky pomoci programu AxioVision Rel. 4.8.

3.4 Geneticka cast

Jednotlivé kmeny jsou soucasti velké kolektivni sbirky a jejich genomy jsou volné
pristupné v GenBank. Popis sbéru, kultivace, extrakce DNA, PCR amplifikace genu
16S rRNA a jeho sekvencovani je popsano v ¢lanku Stanojkovi¢ et al. 2022. Na PCR
amplifikaci byly pouzity primery Pl (5-CTCTGTGTGCCTAGGTATCC-3’)
a P2 (5-GGGGAATTTTCCGCAATGGG-3’), na 40 pl PCR reakce bylo 17 pl sterilni
vody, 1 pl kazdého primeru, 1 pl DNA $ablony (50 ngul™!) a 20 ul Emerald Amp Max HS
PCR Master Mix. Pro sekvencovani produkti byly navic vyuzity primery PS5
(5'-TGTACACACACCGCCCGTG-3") a P8 (5'-AAGGAGGTGATCCAGCCACA-3")
(Hasler et al. 2012; Stanojkovic et al. 2022).

3.5 Fylogenetické hodnoceni

Fylogenetickd analyza byla provedena pomoci programu Mega X. (Kumar et al.
2018) za pouziti Maximum Likelihood v zakladnim nastaveni, modelem GTR+I+G
a multiple sequence alignment s pouzitym algoritmem Muscle (Edgar 2004). Topologie
fylogenetického stromu je testovana pomoci metody bootstrapu s poc¢tem 200 replikaci.
Na zakladé tohoto fylogenetického stromu byly nasledné sestaveny obrazové tabule

danych kment.
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4. Vysledky

4.1 Fylogeneticky strom na zakladé po¢tu 43 kmenu
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Obrazek 4 Fylogenetické vztahy kmenii Microcoleus vaginatus pouZitych v této praci. Analyza je zaloZend
na sekvenci genu 16S rRNA, a vysledky jsou na zdkladé metody bootstrapu s poctem 200 replikaci.
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Na zakladé genetické analyzy genu 16S rRNA bylo 43 kment rozdéleno do
11 skupin. Dvé skupiny jsou zastoupeny jedinym clenem, jedna se o skupinu G,
zastoupenou kmenem ATO9b C3, a skupinu I, zastoupenou kmenem Aril B5. Nejvétsi
skupina E je zastoupena deviti kmeny. VétSina skupin vykazuje malou bootstrapovou
hodnotu, kromé skupin F, H, K, které maji tuto hodnotu vétsi nez 70. Kmen F ma

bootstrapovou hodnotu vétsi nez 70 u dvou kmena ze tfi (Kmeny S36b A3 a S36a B3).

4.2 Morfologicka analyza

Jednotlivé kmeny byly rozdéleny do 11 skupin na zakladé genetické ptibuznosti.

Obrazek 5 Obrazvd taule skupiny A, kazdy kmen je zas
b-N3 A4, c-Poll2 B4, d-At3 A2, e-S13 B4, f-B5 D4.

Kmeny ve skupiné A maji primérnou velikost Sitky bun€k mezi 5-7 um a délky
4 um. Tyto velikosti byly naméfeny mens$i u kmene S13 B4, tedy Sirka 4,83 um, délka
1,83 um ajejich rozdil 2,99 um. Primeérny rozdil §itky a délky je mezi 3-4 um, jediné
u At3 A2 je kolem 2 um. Pocet kalypter na 50 vlaken je mezi 25-30, u B5 D4 jich bylo
napocitano 39, u N3 A4 nebyla zpozorovana ani jedna. Slizova pochva je detekovana
u vSech kment a v nékterych pfipadech dokonce méfitelnym zptisobem. Barva kment se
odlisuje. Vlakna kmenti D2 B6, N3 A4, Pol12 B4 jsou hnédozelené a vlakna kment
At3 A2, S13 B4, B5 D4 jsou jen zelené. Zuzeni je u vSech kment postupné v rozmezi
4-6 bunek, kromé BS D4, kde zuZeni je nahlé a zietelné. Nekrotické buriky jsou pfitomny

u viech kmenu.
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Obrdazek 6 Obrazova tabule skupiny B, kaZdy kmen je zastoupen vZdy tFemi trichomy. Znaceni: a-Monl
C5, b-Pol8 C1, c-W1 18a AS, d-M?2 BS.

Kmeny skupiny B viditelné patii do stejného druhu. Sitka bunék je u viech mezi
4-6 um, délka je mezi 2-3 um a jejich rozdil je priméme 2-3 pm. Pocet kalypter na 50
vlaken je nadpolovicni. Zuzeni na konci je velmi kratké, lehké, v rozmezi 0-2 bunék.
Nekrotické buiky se vyskytuje u vSech ¢lent skupiny. Barva je u vSech kmena velmi
podobna.

Kmeny skupiny C maji primérné hodnoty §itky bunék 5-6 um, délky 2-3 um
a jejich rozdilu 2-3 pm. Z téchto hodnot vybocuji kmeny F8 C1 a Ladl D5, které maji
prumérnou §itku 6,74 a 6,75 um, délku maji stejnou jako ostatni kmeny, tudiz maji rozdil
Sitky a délky vétsi, kolem 3,54 a 4,35 um. Oba kmeny maji vyraznéjsi slizovou pochvu
a také nadpolovi¢ni vétSinu poctu kalypter, zatim co ostatni kmeny této skupiny mayji
meéné vyraznou pochvu a pocet kalypter mnohem mens$i. Zuzeni na konci vlakna je
u vSech vétsSinou v rozmezi 2-4 bunék a je pozvolné nebo méné vyrazné. Nekrotické
bunky byly zpozorovany u vsech Clent této skupiny, kromé kmene Pol17 C6. Barva
jednotlivych vlaken se pomérné lisi, prvni tii kmeny jsou nahnédlé, ale ostatni syté zelené.

Kmeny skupiny D maji primérné hodnoty Sitky bunék 5 um, délky 2-3 pm ajejich
rozdilu 2-3 um. Pocet kalypter na 50 vlaken je kolem 20, slizova pochva je detekovana
u vSech kment skupiny a zizeni je zdlouhavé na 3-6 bunkach, kromé kmene K4 B3, kde
zuzujici bunky nebyly zpozorovany. Nekrotické buriky se vyskytovaly u vS§ech kmena

této skupiny. Barva je stejna u vSech kmenda.
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va tabule skupin C a D, kafd)?kmen je

zastoupen vzdy tremi trichomy. Znaceni (Sk. C)

a-F8 D1, b-F8 C1, c-F10 B5, d-Poll4 D6, e-Poll7 C6, f-Poll7 C2, g-Ladl D5, (Sk. D) h-Poll2 B3, i-K4

B3, j-Sval B3.

Tabulka 2 Zdkladni morfologické charakteristiky u kmenii skupin A, B, C a D.

Nazev Primérna Primérna Primérny Pocet Slizova | Pocet
kmenu Sitka bunék | délka bunék | rozdil Sitky a | kalypter na | pochva | zuzujicich
(um) (um) délky (um) 50 vlaken bunék na
konci
Skupina A
D2 B6 7,46 3,93 3,53 27 ano 5
N3 A4 6,87 3,57 3,32 0 ano 6
Pol12 B4 5,73 3,1 2,63 26 ano 2
At3 A2 5,09 3,34 1,72 30 ano 3
S13 B4 4,83 1,83 2,99 25 vyrazna 2-3
B5 D4 7,29 3,97 3,32 39 ano 4-5
Skupina B
Monl C5 6,35 2,98 3,37 26 ano 2-4
Pol8 C1 5,84 2,95 2,89 23 vyrazna 2-4
W1 18aAS5 4,66 2,16 2,5 32 vyrazna 0-2
M2 B5 4,99 2,64 2,37 42 ano 2
Skupina C
F8 D1 5,68 3,96 | 1,72 10 ano 3
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F8 C1 6,74 32 3,54 46 vyrazna 4
F10 B5 6,34 3,74 2,55 14 ano 4
Pol14 D6 4,61 2,6 2,03 9 ano 4-5
Pol17 C6 5,53 2,73 2.8 18 ano 2-3
Pol17 C2 5,3 3,53 1,77 23 ano 2-3
Ladl D5 6,75 2.4 4,35 30 vyrazna 5-6
Skupina D
Pol12 B3 5,02 2,94 2,08 22 ano 6-7
K4 B3 4,7 2,14 2,56 20 ano 0
Sval B3 5,23 3,03 2,2 18 ano 3-5
Tabulka 3 Zakladni morfologické charakteristiky u kmenii skupin E, F G, H, I, J a K.
Nazev Primérna Primérna Pramérny Pocet Slizova | Pocet
kmenu Sitka bunék | délka bunek | rozdil §itky | kalypter na | pochva | zuzujicich
a délky 50 vlaken bunék na
konci
Skupina E
F4 D5 5,56 291 2,65 7 ano 2
At9b C4 5,66 3,59 2,08 44 ano 2-4
T3 D1 6,91 3,69 3,22 38 ano 4-6
At8 Bl 5,62 2,85 2,77 22 vyrazna 2-3
Z1C4 6,11 2,77 3,34 27 vyrazna 3
At9b C2 4,37 3,95 0,78 38 vyrazna 4
F10 A2 6,15 3,11 3,04 45 vyrazna 4
At8 A3 5,33 3,15 2,18 22 ano 3
3-18 Cl 6,03 2,88 3,16 35 ano 5
Skupina F
B4 C1 6,52 4,3 2,21 32 vyrazna 5
F6 B3 5,34 3,75 1,6 16 ano 3-8
F6 B4 5,98 3,28 2,7 28 ano 4
Skupina G
A9bC3 | 558 315 | 243 39 | ano | 34
Skupina H
N9 A2 5,72 2,9 2,83 26 vyrazna 3
N9 B1 6,52 3,18 3,34 29 vyrazna 0
Skupina |
ArilB5 | 8,13 378 | 435 21 | vyrazna | 2
Skupina J
S36b A3 5,46 3,13 2,34 21 vyrazna | 2-3, 1x 12
S36a B3 6,18 3,62 2,59 9 ano 3
C23 B2 6,14 3,35 2,79 13 vyrazna 3
Skupina K
A2 D5 4,73 2,36 2,37 5 ano 2-3
A2 C5 5,7 3,53 2,17 18 ano 3
A2C2 6,02 3,48 2,54 26 vyrazna 3-6

29




lA6C5 | 607 | 29 | 311 | 13 | vyrazna |  2-4 |

Kmeny skupiny E jsou ve vSech pozorovanych znacich pomérné monotonni.
Primeérna sitka bunék je 5-6 um, délka 2-3 um a jejich rozdil také 2-3 um. Kmen At9b C2
ma prumémy rozdil Sitky a délky pod 1 um, tato skute¢nost vSak muze byt zpusobena
rostouci populaci. U tohoto kmene totiz délka prevySovala nad §itkou v mnoha burkéach,
v jednom pfipadé dokonce o 1,5 um. Vyjimkou je kmen F4 DS, ktery méa pouhych
7 kalypter na 50 vlaken, ostatni kmeny skupiny jich maji nadpolovi¢ni vétSinu. Zizeni je
pozvolné v rozmezi 2-4 buné€k a nekroticka bunka je zpozorovana u vSech kment

skupiny, vyjma kmend F4 D5 a C1 3-18. Slizova pochva se rovnéz nachazi u kazdého

kmene a barva je jasn€ zelena u v§ech kmend.

Obrdazek 8 Obrazova tabule skupiny E, kaZdy kmen je zastoupen vfdy tremi trichomy. Znaceni: a-F4 DS,
b-At9b C4, c-T3 D1, d-At8 Bl, e-Z1 C4, f-At9b C2, g-F10 A2, h-At8 A3, i-3-18 C1.
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Kmeny skupiny F jsou také ve v§ech pozorovanych znacich pomeérné stejnorodé.
Primérna Sitka bunék je 6 um, délka 4 um a jejich rozdil 2 um. Pocet kalypter je kolem
20-30 na 50 vlaken a ziizeni je poméme vyrazné a nahlé v rozmezi 3-5 bunek. Nekrotické
buriky byly zpozorovany u vSech kment s vyjimkou kmene B4 C1, tato skutecnost 1ze
ale jednoduse vysvétlit stejné jako v predchozim pripadé. Kmen B4 C1 se také odliSuje
svou barvou, kdy tento kmen je nazelenaly a ostatni jsou nahnédli.

Skupina G je zastoupena jedinym kmenem At9b C3. Primérna Sitka je 5,58 um,
délka 3,15 um a jejich rozdil 2,43 um. Pocet kalypter je nadpolovicni, ma slizovou pochvu
a zuzeni je velmi vyrazné na 3-4 koncovych burikdch. U tohoto kmene nebyly
zpozorovany nekrotické buriky. Barva je hnédozelena.

Skupina H je zastoupena pouze dvéma kmeny, které na prvni pohled jsou celkem
odligné. Sitku maji kolem 6 pm, délku 3 pm a rozdil §itky a délky kolem 3 pm. Oba maji
také pocet kalypter kolem poloviny z 50 vlaken a maji vyraznou slizovou pochvu.
OdliSnost spociva v organizaci zuzeni vldkna. Kmen N9 A2 mé zOzeni pozvolné,
nevyrazné na 3 koncovych buiikach, zatim co kmen N9 B1 zazeni nema. Celkové je také
kmen N9 A2 trosku, ale méfitelné mensi. Barva je u N9 A2 vice do zelena. U obou kmenti

byly nekrotické buriky zpozorovany.

Obrazek 9 Obrazova tabule skupin F, G, a H, kaZdy kmen je zastoupen vZdy tremi lrlchomy Znacem (Sk.
F)a-B4 CI, b-F6 B3, c-F6 B4, (Sk. G) d-At9b C3, (Sk. H) e-N9 A2, f-N9 B1.

Skupina I je také zastoupena jedinym kmenem Aril BS5, pramérna Sitka je
8,13 um, délka 3,78 um a jejich rozdil 4,35 um. Pocet kalypter je 21, ma vyraznou
slizovou pochvu a zGzeni je nevyrazné na 2 koncovych buikéach nebo zadné. U tohoto

kmene byly zpozorovany nekrotické buiky. Barva je hnédozelena.
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Kmeny skupina J maji primérou Sitku bunek 6 pm, délku 3 pum a jejich rozdil je
2-3 um. Pocet kalypter se pohybuje ve spodni poloving z celkového mnozstvi 50 vlaken
a slizova pochva je pomérné vyrazna. Zuzeni je nevyrazné a velmi kratké na 2-3 burikach.
U kmene S36b A3 bylo zpozorovano jedno vldkno s 12 zuzujicimi se butikami. U vSech
kment skupiny byly detekovany nekrotické buiiky. Barva je stejna, nazelenala.

Posledni skupina K ma u vSech kment vyraznou a v mnoha piipadech méfitelnou
slizovou pochvu. Primérma Sitka bun€k je 5-6 um, délka 2,5-3,5 um a jejich rozdil je
2-3 um. Pocet kalypter se pohybuje ve spodni poloviné z celkového mnozstvi 50 vlaken.
Zuzeni je zdlouhavé a vyrazné na 2-4 buikach. Nekrotické buiiky byly zpozorovany

u A2 D5 a A2 C5, naopak nebyly u A2 C2 a A6 C5. Barva je stejna, syte zelena.

Obrdzek 10 Obrazova tabule skupin I, J a K, kazdy kmen je Zasoupen vZdy tFemi trichomy. Znaceni: (Sk. I)
a-Aril BS, (Sk. J) b-S36b A3, c-S36a B3, d-CZ3 B2, (Sk. K) e-A2 DS, f-A2 C5, g-A2 C2, h-A6 C5.
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5. Diskuse

Zakladnimi morfologickymi znaky pro rozeznavani sinic rodu Microcoleus je
vyskyt nékolika vldken v jedné spolecné bezbarvé slizové pochve, pritomnost kalyptry
a velikost bunék, které jsou kratsi nez Sirsi. Tyto morfologické znaky jsou velmi podobné
sinicim z rodu Phormidium, které vSak vice vlaken v jedné pochvé nemaji. V ¢lancich
Hasler et al. (2012) a Strunecky et al. (2013) dokazali uzkou pifibuznost a morfologickou
slozitost mezi t€mito rody. Strunecky et al. (2013) navrhl pfevod nékterych druht rodu
Phormidium (skupiny VII), tato skuteCnost se tyka: P. amoenum, P. autumnale,
P. favosum, P. fonticolum, P. setchellianum, P. vulgare, a dalSich, které jsou nové
oznacovany pod rodovym nazvem Microcoleus.

Z celkového poctu 43 kment bylo na zakladé genetické analyzy genu 16S rRNA
sestaveno 11 skupin, i kdyz v praci Struneckého et al. (2013) jich identifikovali pouze
Sest. Nekteré pozorované znaky (pocet kalypter, nekrotické buriky, barva atd.) jsou lehce
ovlivnitelné prostfedim, mym zasahem pfi tvorbé preparatu a mnoha dalsSimi faktory.
Naptiklad odlisna barva kment jedné skupiny mize byt zapfiinéna zpusobem a fazi
kultivace.

Skupina A je pomémeé nesouroda, avSak na zakladé své morfologie byly vSechny
kmeny klasifikovany jako Microcoleus vaginatus. Skupina B je naopak morfologicky
velmi podobna a vykazuje stejné znaky jako Phormidium autumnale. Skupina C na
zakladé své morfologie vykazuje podobné znaky jako Microcoleus vaginatus, ale
potencionalné se mize jednat o novy druh. Skupina D je ve svych znacich monotonni
a velmi podobna Phormidium setchellianum, ale ma kratsi buriky a jinou barvu. Skupina
D ma $itku 2-3 um a syt¢ zelenou barvu, zatim co Komarek a Anagnostidis (2005) uvadi
Sitku 3-6 pum a barvu svétle fialovou az naCervenalou. Skupina E také vykazuje
morfologickou pfibuznost u vSech kment a zaroven byly detekovany znaky, které jsou
stejn€ jako u Phormidium fonticolum.

Dals$im sourodym souborem je skupina F, ktera na zakladé svych znaka byla
rozpoznana jako Phormidum favosum, 1 kdyz Komarek a Anagnostidis (2005) uvadi
modrozelenou barvu a nékteré kmeny této skupiny vykazuji zelenohnédou barvu.
Skupina G, zastoupena jedinym kmenem, je morfologicky piibuznd k Phormidium
vulgare. Skupina H je sice zastoupena pouze dvéma kmeny, avSak ve své morfologii
vykazuji urcité rozli¢nosti, spolecné¢ by mohly patfit do Phormidium lucidum. Dalsi

skupina I, zastoupena jedinym kmenem, je morfologicky rozpoznana jako
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Phormidium subfuscum. Skupina J na zékladé svych stejnych morfologickych vlastnosti
je zarazena jako Phormidium uncinatum. Posledni skupina K je ve svych znacich
pomérné stejnoroda a muze byt povazovana za Phormidium amoenum, i kdyz Komarek
a Anagnostidis (2005) uvadi $itku 2,5-5 um a nameéfené hodnoty téchto kment je mezi
5-6 pum.

Skupina VIII rodu Phormidium nebyla do vyzkumu v ¢lanku Strunecky et al.
(2013) zahrnuta, ale naSe vysledky ukazaly ptfibuznost Phormidium uncinatum
a Phormidium subfuscum krodu Microcoleus. Zaroven jsme opét ovéfili platnou

ptibuznost mezi rody Phormidium a Microcoleus.
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6. Zavér

Na zakladé genetické analyzy genu 16S rRNA bylo 43 kmena roziazeno do
11 skupin a nasledné morfologicky srovnano s druhy v Komarek a Anagnostidis (2005)
a Strunecky et al. (2013). Vysledky ukazaly, ze mnoho geneticky piibuznych druht je
morfologicky odliSnych. Z celkovych 11 skupin bylo 10 zatazeno do jiz existujicich
druht, skupina C nebyla zarazena a potencionaln€ se jedna o novy druh.

Tato problematika vyzaduje dalS§iho zkouméni na zakladé vétsiho mnozstvi

kment, aby rod Microcoleus mohl byt povazovan za monofyleticky.
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9. Prilohy

9. 1 Didakticka cast: MySlenkova mapa
9.1.1 Teoreticky uvod

Kanadsky psycholog Tony Buzan vymyslel grafickou vizualizaci mysSlenek,
napadi a poznamek, ktera vede klepSimu ponaucCeni, souvislostem a organizaci
mySlenek. Tato metoda se nazyva mentalni mapa a slouzi k zefektivnéni planovani ukol,
napomaha k zorientovani se v tématu nebo také muze byt vyuzita jako zpusob
brainstormingu. Zakladnim rysem je pouziti obou mozkovych hemisfér najednou.
Praktické vyuziti mentalni mapy je v ramci projektd v praci, ve skole i v osobnim zivoté
(planovani oslav apod.). Diky mentalni mapé mulzeme ziskat nadhled a zaroven si
uvédomit dilci vztahy (Buzan 2014).

9.1.2 Zaklady vytvareni myslenkovych map

Myslenkova mapa dle T. Buzana ma 7 zakladnich krokt. Prvnim krokem je do
sttedu Cistého papiru vyjadiit hlavni téma dané myslenkové mapy (napf. oslava
narozenin, pracovni pohovor, vybér tématu seminarni prace atd.). Druhym a tfetim
krokem je dané téma znazornit pomoci barevného obrazku, pfi tomto kroku se zapojuje
naSe predstavivost. K tomuto centralnimu obrazku se pfipojuji nejprve vSechny hlavni
vétve, az potom na né navazuji vétve dalSich trovni. Patym krokem je kreslit vétve
pomoci kiivek, nikoliv rovnymi ¢arami. Pfedposlednim krokem je vyjadieni kazdé vétve
jen pomoci jednoslovného ndzvu nebo jednoduchého slovniho spojeni vystihujici
podstatu dané vétve. Poslednim krokem je neustalé piidavani obrazku, bez nich je mapa
také efektivni, ale nevyuziva tolik nasi predstavivost (Buzan 2014).

Kromé papiru existuji 1 softwary na vytvareni map, napf. FreeMind, Freeplane,
MindMeister, Mind4; a pro mobilni telefony iMind Map, Thinking Space nebo Mind Map
Memo. Mnoho z téchto softwart je zpoplatnénych, avSak jsou k dispozici i neplacené
omezené verze. Tvorba myslenkovych map je moznéa i pomoci internetovych stranek,
xmind.net, bubbl.us, mindup.com nebo coggle.it (Matysova 2009).

9.1.3 Realizace ve vyuce

V ramci vyuky je vhodnym nastrojem pro vizualizaci sestaveni pojmové mapy.
Postup je stejny jako u myslenkové mapy, jen se postupuje na zakladé pojmua daného
tématu. Do stfedu je uveden hlavni dil¢i celek (napf. fotosyntéza), ktery je nasledné

rozvijen o hlavni vétve (napt. odpovédi na otazky: kdo, co, kdy, kde, proc, jak) a dale
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o vedlejsi vétve. Idedlni je znazornéni kazdého pojmu pomoci jednoslovného nazvu
doplnénym o barevny obrazek. Jednotlivé pojmy se uvadi v geometrickych utvarech,
obdélnik, elipsa, kruh (Mares 2011). Pojmy jsou uvadény dle hierarchického systému,
kdy obecné pojmy jsou na hlavnich vétvich a jejich dil¢i a vysvétlyjici pojmy jsou

uvadény na vedlejsi vétve (Vaikova 2014).

9.2 Prakticka ukazka
Predmét: Biologie
Téma: Fotosyntéza
Zadani: Vytvor na zadané téma mySslenkovou mapu.
Pomiucky: Bily papir, malovaci a psaci potieby (pastelky, fixy apod.) nebo pocitac
a vytvoreny ucet na dané strance pro tvorbu map (napf. coggle.it).
Postup:
1. Doprostted volné plochy vepis nazev zadaného tématu.
2. Toto téma znazorni obrazkem, napis tématu mazes zakomponovat do obrazku.
3. Na obrazek pouzij barvy, ¢im vic, tim lip.
4. Obkresli tento obrazek tak, aby vznikl geometricky utvar, a z néj na rizné strany
nakresli hlavni vétve (muazes se fidit otazkami: Kdo?, Co?, Kdy?, Kde?, Pro¢?,
Jak?). Po nakresleni hlavnich vétvi prikresli vétve dalSich fadu, dokud se
nedostanes k dil¢im zakladnim pojmtm.
5. Tyto vétve znazorni kfivkami, ne rovnymi Carami.
6. Na kazdou vétev napi§ jednoslovny nazev ¢i souslovi vyjadiujici podstatu dané
vétve (napt. morfologie, vyznam, podminky apod.).
7. Rid se pravidlem, Ze obrazka a barev neni nikdy dost. Kazda vétev miize mit svou
barvu, kterd se bude postupné ztmavovat/zesvétlovat s dalSimi pridanymi
vétvemi. Nezapomer kazdy pojem obkreslit, abys na néj mohl navazat dalsi vétve.
Vypracovani:

Pro zpracovani tématu fotosyntéza jsem vyuzila stranku coggle.it, ktera ma
bezplatné, omezené vyuziti a lehké pouziti. Tvorba pojmové mapy je velice intuitivni,
jednotlivé vétve jsem mohla upravit dle tvaru i barvy a obrazky se vkladaji také velice

snadno.
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Fotosyntéza
(asimilace)
)

Hodnoceni a pouziti ve vyuce:

Tato pojmova mapa ukazuje prehled zakladnich a obecnych pojmi k tematickému
celku Fotosyntéza. Diky této mapé€ si mohou zaci uvédomit vztahy mezi jednotlivymi
pojmy a vidét toto téma z vétsi perspektivy. Dale pii zpracovani jsou rozvijeny kognitivni
funkce, které jsou pfi normalni vyuce ¢asto opomijeny nebo se soustfedi na specificky
predmét. Mezi tyto dovednosti patfi predstavivost, vizudlni uceni, zptehlednéni
a propojeni §irokych témat. Myslenkova mapa muze pusobit jako ukazka jednoho ze stylu
uceni (dalsi styly uCeni: nahravani vlastniho Cteni uciva a nasledny poslech, ¢teni nahlas
apod.).

Tento ukol se da zakomponovat do vyuky jako dobrovolny kol pted pisemkou
nebo jako opakovaci aktivita v hodin€. Dale muze byt zahrnuta do vykladu uciva v ramci
uvodu do nového tematického celku jako propojeni danych témat nebo i védnich obort
(Napt. Fotosyntéza a chemie). Myslenkova mapa muze byt v upravené verzi (vymazané

nekteré pojmy) také soucasti testu ¢i zkousSeni.

9.3 Zavér

Na zakladé myslenkové mapy si zaci mohou ovéfit znalost pojmi, uvédomit si
vzajemné souvislosti a dokazat rozeznat hlavni a dil&i pojmy. Zaci, ktefi si nechtdji
kreslit, mohou vyuzit elektronického zpracovani. Tato metoda je vyuzitelna pii vyuce

v mnoha smérech a jeji pouziti zavisi pouze na predstavivosti a ochotnosti ucitele.
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