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1. Uvod

1.1. Pfehled problematiky

Sinice (Cyanobacteria, Cyanophyta, Cyanoprokaryota) jsou autotrofni gramnegativni
bakterie, vykonévajici oxygenni fotosyntézu, reprezentuji jednu =z hlavnich
eubakteridlnich skupin (Castenholz & Waterbury 1989a). Obsahuji chlorofyl a a
fykobiliproteiny (fykocyanin, alofykocyanin a fykoerytrin), které jsou zodpovédné za
typické modro — zelené zbarveni (Fritsch 1945, Geitler 1960, Wolk 1973 , Rudi et al.
1997). Cyanobacteria jsou geograficky velmi rozsifenou skupinou organismii, dominantni
jsou predevdim ve vodnim prostfedi a v prostfedi s dostateGnym osvétlenim (Carr &
Whitton 1973, Castenholz & Waterbury 1989a). V téchto podminkach vétSinou hraji roli
primdrmiho producenta (Anagnostidis and Komarek 1985; Honda 1999), jsou
vyznamnymi primédrnimi kolonizatory a pomérné ¢asto se idastni primarni sukcese.

Dnes uZ je obecné pfijimano, Ze endosymbioticky Zijici sinice daly vznik chloroplastim a
umozZnily rostlindm oxygenni fotosyntézu (Iteman et al. 2000) a tim zah4jily evoluci
rostlin. Sinice také slouZi jako jednoduchy model pro studium fotosyntézy. Diskuse o
pivodu fotosyntetickych organel by méla byt nutné zaloZena na diskusi o vzijemnych
fylogenetickych vztazich mezi sinicemi, idedlni by bylo kdyby se tyto vztahy odrazily
v jejich systematickém uspofadani (Turner 1997). DileZitost studia sinic je znima jiZ

dlouhou dobu, ale taxonomie a fylogeneze této skupiny je stale nejasna.

Historie systematického uspofadani sinic byla pom&mé bouilivd a je dosti zeSiroka
popsana (Tumner 1997; Boyer 2001).
Jsou pro ni charakteristické Ctyfi etapy: 1. Prvni taxonomické monografie popisuji sinice
jako typy ,.algal plant“(Gomont 1892), systém byl zaloZen na klasickych botanickych
kritériich (tj. pfedevsim morfologii a cytologii). O 40 let pozdg&ji Geitler (1932) proved!
souhrnné taxonomické review, zaklad, ze kterého zapo&ala moderni éra systematiky sinic
(Turner 1997) a pozdéji z n&j vychazi i Anagnostidis & Komarek (1985).

2.V obdobi 1956 — 1981, Drouet (1981) vytvofil

alternativni systém, kde vyrazn& redukoval pocet rodt a druhi sinic. V3e bylo zaloZeno



na myslence, e vétiina morfologickych odlisnosti mezi vzorky sinic je efemerni a

zplisobend podminkami okoli.

3. R. Stanier , R. Rippka et al. vytvofili systém
zaloZeny na zkuSenosti skmeny v axenickych kulturdach , systém postavili na
bakteriologickych kriteriich. PovaZovali sinice za sesterskou skupinu jinych bakterif

(Stanier & van Niel 1962, Rippka 1978, Carr & Whiton 1982 ).

4. Nejnovéjsi, kompromisni feSeni mezi
botanickym a bakteriologickym piistupem, vytvorili (Anagnostidis et Komarek, 1985).
Z historickych divodi je nomenklatura zaloZend na botanicko - taxonomickych
kriteriich, ale uzitetné informace je moZno ziskdvat za pomoci bakteriologickeého

piistupu z Cistych (axenickych) kultur,
1.1.1. Pristupy dne$ni taxonomie

Dne¥ni moderni taxonomie a fylogenetika se neobejde bez pouZiti molekuldrné —
biologickych metod. V algologii tento pfistup nabyva stdle vétSiho vyznamu. Sou&asné
piistupy (nejen v algologii) se daji rozdélit na dvé skupiny. Prvni uziva kromé& metodik
molekulami biologie i postupy klasické taxonomie (morfologie, cytologie, biochemie), a
druha se omezuje jen na molekulami biologii.

1.) Préce spojujici oba pfistupy maji za cil nahlédnout na problém z vice stran, maji
snahu doplnit a podtrhnout wr€ity trend. Vysledky jsou zajimavé aZ protichtdné,
kdy pfedeviim vysledky studia fenotypu a genotypu u téhoZ rodu se riizni. Otsuka
et al. (1998) studovali 15 kmend rtiznych druhi rodu Microcystis. Klasicka
taxonomie a biochemie (obsah fykobilini) tyto druhy rozlisuje, geneticka analyza
vykazovala vysokou pifbuznost (aZz 100%). Wilmotte et al. (1992) analyzovali
morfologické rozdily mezi rodem Oscillatoria (podle modernich pfistupil zde jde
o Phormidium) a Microcoleus a tyto rozdily nereflektovaly rozliSeni na
molekuldrni tirovni (16S RNA), Palinska et al. (1996) provadéla studii uvnitf rodu
Merismopedia. Studovala 5 kmenli a na zdklade zjisténé 96-97% genetické
podobnosti zahmula viechny kmeny do druhu Merismopedia punctata Meyen.
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Lehtimédki et al. (2000) k vySe uvedenym studiim pfidali analyzy kmend rodu
Nodularia, které navazuji na studie Hayes & Barker (1997) a zjistily, Ze jedinym
fenotypickym znakem odpovidajicim genotypické analyze byla produkce toxinu
nodularinu. Na druhou stranu nékteré jednobunééné sinice, morfologicky
podobné, mohou byt fylogeneticky rozdilné (Ward et al. 1992). Podobné&
morfologicky nerozliSitelné kmeny rodu Leptolyngbya byly na zaklad& sekvence
165 RNA rozdilné ( Payne et al. 2001). Asencio Martinez et al. (1998) na rodu
Scytonema a Li et al. (1998) na rodu Anabaena nalezli shodu mezi ob&ma
pristupy.

Komarek & Kastovsky (2002) se pokusili kombinaci molekuldmiho a fenetického
aspektu (zejmeéna uspofaddni thylakoidd) naznagit novy trend moderni
fylogenetické klasifikace sinic.

2.) Prace zaméfené jen na molekularng — biologicky pfistup se vénuji téméf vyhradné
studiu 16S RNA a zabyvaji se jednotlivymi rody spise v kontextu celého systému
sinic. Soucasnd taxonomie bakterii je hlavné zaloZena na molekularni fylogenezi,
ktera je definovana jako analyza 16S rRNA (Woese 1987). Nelissen et al. (1992)
prokédzali monofyleticky plvod rodu Pseudanabaena a spolehlivé geneticky
rozliSily rody Arthrospira a Spirulina, umisténi dalSich roddi v systému sinic
(Microcoleus, Phormidium a Oscillatoria) plisobi nejisté, Nelissen et al. (1996)
zpracovavali dal3i kmeny vldknitych sinic, 7 kmenl rodu Leprolyngbya vyslo
jednotné a rod Oscillatoria vySel opét nejednoznatng. Ishida at al. (1997)
analyzovali zdstupce osmi rod f. Oscillatoriales a znovu potvrdili nejednoznaéné
umisténi tohoto faddu v dendrogramu sinic. Rudi et al. (1997) klasifikovali na
zékladé 16S RNA vybrané sinice z kultur a podpofili stavajici klasifikaci.

Wilmotte a Golubi¢ (1991) a Wilmotte (1994) navrhuji na zdkladé 16S RNA analyz dva
systemy pro sinice, jeden sestiva z 10 monofyletickych skupin a druhy z osmi. Turner
(1997) na zakladé molekularnich dat a ,,maximum likelihood* analyzy rozdéluje sinice na
10 monofyletickych skupin, totéZ potvrzuje Honda et al. (1998). Na druhou stranu
Herdmann et al. (1998) vytvotil fylogeneticky strom ze sekvenci celé sbirky Pasteurova
ustavu a vysledky jsou vé&tSinou odliiné od b&Zného schématu.

Nevyhodou téchto studii, vedenych pfedeviim mikrobiology a molekuldrnimi biology, je

determinaéni neznalost a mald snaha ovéfit si, zda studovany kmen ze sbirky je skutetng .
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kmen, ktery studovat chtéli. Vice neZ 50% kmend ve sbirkdch neodpovidd diagnoze
taxonu jejich plivodniho uréeni (Komdarek & Anagnostidis 1989). Determinaéni chyby

jsou Casto patrné (napf. Ishida et al. 1997, Pichel et al. 2001).
1.1.2. Soucasny pohled na rod Phormidium

Rod Phormidium patii taxonomicky k nejvice obtiZnym rodim sinic. Zahrnuje mnoZstvi
morfotypt, které vytvéieji velké mnoZstvi pfechodnych forem. Dosud popsané druhy
zastupuji pouze ¢ast variability celého rodu, pfesto bylo uz popsano vice nez 200 druhi.
Pro snazsi identifikaci je tento rod rozde€len do 8 skupin na zakladé odliSné morfologie
apikalni buriky vldkna (problematické je rozpoznéni zralého, dobfe vyvinutého vldkna;
v nirostech dominuji nezrala, mlada vlakna) (Anagnostidis & Komarek in press)

Phormidium autumnale sensu lato — group: zahrnuje viceméng fenotypicky uniformni
skupinu morfotypli, které se li§i morfologicky pouze mimé& a obsahuji spoustu
piechodnych forem, vyskytujici se vriznych Dbiotopech. Vytvéifeji mnadernalé
makroskopické, ploché kolonie s hladkym, samet pfipominajicim povrchem. Rozpoznat
se daji podle plivodniho popisu, ale jména v literatufe jsou uZivana velmi arbitrarng (
Anagnostidis & Komarek in press). Do této skupiny pat¥i: Ph. calcareum, Ph. vulgare ,
Ph. amoenum, Ph. caucasicum, Ph. fonticolum, Ph. hiemale, Ph. autumnale, Ph.

Javosum.

Phormidium autumnale s. 1. bylo ktaxonomickému srovnani jednotlivych ekotypt
vybrano jako pomé&rné roziifeny a viude béZny druh. Nejen pro jeho obtiZnou kultivaci je
taxonomicka klasifikace této celé skupiny stdle oteviend. Otdzky jeho taxonomie a
ckologie jsou bez molekuldrng — biologického pFistupu nefesitelné a molekuldrni pfistup
bez rozliSeni napf. ekologicky odli$nych skupin druhii & kmen(i neméa taxonomicky
vystup, ktery by se dal dob.fe aplikovat v praxi. Navic cely rod Phormidium vystupuje
v celkovém fylogenetickém schématu nejednotné (Komarek & Kastovsky 2002). Piesto
vtomto schématu lze najit soubor kmentl, o kterém jde hovofit, jako o reprezentantu
pravych zdastupcl rodu Phormidium. Kmeny vjinych pozicich schématu budou
pravdépodobné chybné urené taxony. Srovnanim téchto kment na molekularni irovni,

doplnéné morfologickou i biochemickou studii, by mélo odpovédét na hlavni otizku
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kladenou v pfipadé tohoto druhu: jednd se o jeden druh se Sirokou ekologickou a

morfologickou variabilitou nebo je to skupina sobg si podobnych druhi?

Pro porovnani morfotypl a kment skupiny Phormidium autumnale s. 1. — group byla
snaha ziskat co nejvétsi mnozstvi kment ztéto skupiny. Diky obtiZnosti ziskdvani a
predevsim kultivovéni téchto kmenti se podafilo nakultivovat a udrZovat ve sbirce pouze
16 kment. Téchto 16 kment (viz tab. . 1) reprezentuje celosvétové zastoupeni tohoto
druhu i jeho zastoupeni v jednotlivych biotopech. K témto 16 kmentm byla jako
“outgroup” vybrana Leptolyngbya sp. Pro dobry aplikaéni vystup této studie je
molekuldrné — biologickd analyza doplngna biochemickou analyzou, studiem
ultrastruktury a morfologie.

Zejména z ekologického hlediska bylo Phormidium autumnale uz diive pomérné hojné
studovano. Sezonalitou a fasovou distribuci v potocich bohatych na $térk studoval Pfister
(1993). Potvrdil studie, jeZ dokazuji, Ze nartstova optima Phormidium autumnale jsou
pozdni podzim (listopad) aZ brzké zima (prosinec, leden aZ tinor). Nejmensi jsou naopak
v 1ét€ (Cerven, Cervenec, srpen). Také Bosli-Pavoni (1970) studovala Phormidium
autumnale z tekoucich vod, z prostiedi pro néj nejtypictéjiho. Popis ekologickych
vlastnosti sinicovych narostll z Antarktidy, s dominanci Phormidium autumnale
popisuje Davey (1992, 1993).

Veédecké prace zabyvajici se taxonomii v okruhu druhu Phormidium autumnale s. 1. jsou
ve srovnéni s ekologickymi a floristickymi studiemi zastoupené vyrazn€ mene. Zakladni
praci o taxonomii a ekologii Phormidium autumnale je prace Kannové & Komarka
(1970), jedna se o revizi nékolika podobnych druhii na bazi morfologického srovnéni. Jiz
difive byla rovnéz zkoumana jeho fototaxe (Nultsch 1961, 1962). Morfologickou
variabilitu uvnitf jednotlivych kultur, zvla§t€ pfi odliSnych podminkach kultivace
rozsahle zpracovavali u kment r. Phormidium Komarek (1972) a Stam & Holleman
(1975, 1979). Byla dokazéana zna¢na variabilita. Thomas (1969) studoval makroskopicky
vzhled kolonie (makrondrust) na agaru u druhl Ph. autumnale a Oscillatoria princeps.
Typ ohybu a pohybu vldken je specificky pro kazdy kmen a to bylo potvrzeno i v této
praci. Morfologické srovnani, véetné ultrastrukturnich fezi dvou blizkych druht
Phormidium boryanum (Bory ex. Gom.) Anagn. et Kom a Phormidium janthiforum
(Fior.-Mazz. ex Gom) Elenk. studoval Anagnostidis et al. (1988).
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Studiem ultrastruktury a biochemii pochvy, bun&éné stény u r. Phormidium se zabyval
Hoiczyk (1995, 1998, 2000). Jednou z mala praci zabyvajici se strukturou thylakoidfi
vlaknitych sinic pribuznych Phormidium je od Hernandéz - Mariné (1996). V praci se
zabyvala ultrastrukturou (véetne studia thylakoid)) vldknité sinice Microcoleus
chthonoplastes Thur. Potvrdila radidlni strukturu thylakoidti a zdiraznila, Ze znalost
ultrastruktury je vzécnd i u pomémé b&Znych druhti, jako napt. M. chthonoplastes. Zjistit
ultrastrukturu Phormidum autumnale (viech studovanych kmenti), jejich srovnani a
potvrzeni taxonomického zafazeni (na zaklad® struktury thylakoidf) u r. Phormidium,
bylo souéésti této préice.

K morfologickému zpracovani byla snaha tuto studii doplnit o biochemické analyzy,
predeviim analyzu pigmenti (chlorofylu a , karotenoidi) a mastnych kyselin.
Karotenoidy (obr. 1.) maji u sinic dvé& hlavni funkce: jako antény zachytévajici fotony
béhem fotosyntézy a déle slouZi jako prevence proti fotooxidativnimu poskozeni.
Z chemického hlediska jsou to hlavng hydrofobni isoprenoidy, syntetizované
v membrdnach. Jsou uloZeny nejvice v proteinovych komplexech membran slouzicich
k fotosyntéze, v bunéénych membranich a bun&inych sténich. Jejich kvalitativni a
kvantitativni sloZeni zavisi na zplsobu jejich anlyzy (Fresnedo et al. 1991) a kultivace
(de Loura et al. 1986). Analyzy obsahu toxinii a karotenoidii pouzil k rozlideni

planktonnich rodt Planktothrix a Tychonema Skulberg at al. (1985).



Obr. 1. Seznam karotenoidt a jejich chemickych struktur bé&Znych u sinic: ( Hirschberg

& Chamovitz 1994)
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Studium pomé&mého zastoupeni mastnych kyselin bylo pouZito jako dalsi doplitkova
analyza pro srovnini studovanych kment. SloZeni mastnych kyselin (podobné jako
pigmentt) zévisi na kultiva¢nich podminkéch. Efekt svétla na sloZeni mastnych kyselin u
sinic (pomér nasycenych a nenasycenych) zdvisi na vyb&ru typu osvétleni (Dohler &
Datz 1980). Nedostatek dusiku (De Loura et al. 1986) a teplota (Fork et al. 1978)
ovliviiuji zastoupeni mastnych kyselin.

Rozpoznani pigmentd i mastnych kyselin je na zékladg retenénich &asii a specifického

tvaru kiivky chromatografu.

Pro molekulérné- biologické zpracovani studovanych kmenfi byla pouZita metoda RFLP,
kterd patii dnes uz mezi b&Zné metody analyzy DNA (Turner 1997). Tato metoda byva
uZivana k determinaci genetickych rozdilt mezi jednotlivymi kmeny, které mohou patfit i
k jedinému druhu sinice (Wood &Townsend 1990). Do roku 1992 byla vétSina

srovnavacich studii délana pouze na 16S RNA. Fox at al. (1992) dokazuji, Ze pro studia
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na urovni niZ8{ nez rodové neni 16S RNA vhodna. V souasné dobé je pro tyto studia
nejvice uZivdna vice variabilni 16S — 23S ITS (internal transcribed spacer) (Boyer et al.
2001).

Snahou této préice je srovnani sledovanych kment na zakladé vySe uvedenych analyz a
pokusit se odpovédét na otdzku, v Givodu uZ jednou zmifiovanou : Jedna se o jeden druh
se Sirokou ekologickou a morfologickou variabilitou nebo je to soubor sobé& si podobnych

druhi?
1.2. Charakteristika rodu Phormidium a druhu Phormidium autumnale
Phormidium Kiitzing ex Gomont 1892

Stélka Siroce naseda na substrat nebo vytvaii (vzdcng) volné krusty, shluky, ziidka se
vyskytuje ve formé volnych vldken. Stélka se vicemén& rozifuje, vytvaii fidky nebo
kohezivni ttvar ploché kolonie, gelatindzni, slizovity, pfipominajici pfi pohledu z vrehu
plsténou kizi. Jednotlivd vldkna se rGizn& krouti, nemaji nepravé vétveni, oby&ejné jsou
propleteny. Pochva se vyskytuje fakultativng (zavisi to na podminkach prostiedi), pevné
nebo volné naseda na vldkno, je oby&ejn& bezbarva, bez vrstevnatosti, nékdy pferuSovana
az chybi zcela. Vlakna jsou cylindrickd, v&tinou dlouhd mirn& aZ silng vlnitd nebo
rozvoln€nd a tvofici az Sroubovité vypadajici prstynky. Vldkna jsou (1,8) 2,5 — 11 (15)
um Sirokd, nezaSkrcovand nebo jemné zadkrcovand aZ po vyrazn& zaSkrcovand (na
buné&€nych piepazkach), maji asto vyraznou motilitu uvnitf i vné pochvy. Buiiky jsou
viceméng izodiametrické, krat3i i del3i nez §ir$i, bez aerotopti. Apikalni buiika je 3pidata,
zuZend nebo zakulacend s kalyptrou nebo bez kalyptry. Thylakoidy jsou uspotadany vice
meéne radialné.

Buiiky se déli transversdlnim délenim a rostou viceméné do ptivodni velikosti matefské
butiky pfed rozdélenim. Typickym zplisobem reprodukce je rozpad vlaken na kratka nebo
dlouhd hormogonia. Sporadicky se odd&luje pomoci bikonkavni nekroidni buiky
(Anagnostidis & Komarek in press)



Phormidium autumnale [ Agardh] Gomont 1892 sensu stricto
Phormidium autumnale var. minus Gardner 1927 incl.; Lyngbya autumnalis [Agardh]

Bourrelly 1970 sec. Senna 1983

Stélka mikro az makroskopickd, plocha , koZovity zevn&jSek plisobi ¢emng, ernohnadg,
od tmavomodrozelené do hn&dozelené nebo olivové zelené, ngkdy naZloutle i fialove,
vnitfek vlakna je Zlutohnédy. Povrch je sametové hladky. Vldkna jsou vétinou piima,
nékdy (vzacné, vétSinou na konci) jsou mirné ohnutd a smotana. Pochva je tenkd, pevna,
ziejma i méné viditelnd, amorfni, slizovit4, nékdy chybgjici . Vlakna jsou ostfe modro —
zelend nebo Spinavé zelend, (3,5) 4 — 7 um $irokd, pohybujici se proti sméru hodinovych
ru€iek a siln€ drkaji. Vldkna jsou jemng& nebo vilbec zaSkrcovani a nad piepazkami je
zfejma granulace. Koncové builky jsou kritce (nevyrazng) nebo silné ztendeny, rovné
nebo mirn€ ohnuté. Buriky jsou izodiametrické nebo poloviéng dlouhé jako Siroké,
vzécn€ delSi nez $ir$i, 2- 4 (5) pm dlouhé. Apikalni buiiky se ¢asto prodluzuji a bud
zakulacuji nebo se vytvaii kalyptra.

Vyskyt: Sladkd voda, perifyton na submerznim substratu (kameny, kamenité hraze),
méné {rekventované benticky na bahnitych bfezich (mesotrofnich a mirng znegisténych)
nadrZi, v potocich, fekach , vodopéadech; jsou zaznamendany z vlhkych piid, zdi, hrazi, na
mofskych pobfezi, na dné brakickych nadrzi atd.

Phormidium autumnale je vnimano jako souhrn nitrofilnich druhti celosvétového

rozSifeni.( Anagnostidis & Komarek in press)



1.3. Charakteristika studovanych kmenii

KMEN DRUH ZEME BIOTOP ROK SBERU/
PUVODU Autor
PH1 Ph. autumnale stfedni Turecko | zastingnd kaluze | 2000/Volf
PH2 Ph. autumnale vychodni vlhka ptda, 1999/ Lukesova
Némecko vysypky
PH3 Ph. autumnale severni Cechy jilovita ptda, 1999/ Luke8ova
_ vysypky
PH4 Ph. autumnale severni Cechy pida,vysypky 1998/ Lukefova
PHS5 Ph. autumnale stfedni Cechy periodicky 2000/ Volf
vysychajici
kaluze
PH6 Ph. autumnale Svycarsko Zlab 196497/ Zehnder
(CCALA)
PH7 Ph. amoenum Spicberky ? 1998/ Elster
PHS Ph. autumnale Brazilie piida 1998/ Komarek
PH9 Ph. autumnale Brazilie plida 1998/ Komarek
PHI10 Ph. autumnale Slovensko rybnik, 1963/ Marvan
perifyton (CCALA)
PHI1 Phormidium sp. | Cechy akvarium 1999/ Volf
PH12 Ph. attenuatum Antarktida ptda, rookeries | 1999/ Rektoris
PH13 Ph. autumnale jizni Cechy vytok z rybniku | 1999/ Kastovsky
PH14 Ph. autumnale Svycarsko potok 196499/ Zehnder
(CCALA)
PH15 Ph. autumnale Antarktida puda 1998/ LukeSové
PHI16 Ph. autumnale Antarktida pada 1997/ LukeSova

Tab. 1. Soupis studovanych kment Phormidium autumnale s. 1. — group a jejich

charakteristika

2. Metodika

2.1. Metodika kultivaci

Kmeny studovanych sinic byly ziskdny zrtznych ekologickych i geografickych

oblasti. Tomuto pfedpokladu byla snaha pfisplsobit zpiisob a metodiku kultivace
(Rippka at al. 1981).
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1) Odbér sinic — sinice byly nejéastgji ihned po odebrani udrzovany v Zivném médiu BG
11 (Stanier et al. 1971) a Z (Staub 1961) nebo vysuSeny savym papirem (aZ posléze
dany do Zivného média) a nasledng v kultivadni mistnosti pfevedeny na Petriho misku
s agarem (~ 2 %). Jako Zivné medium bylo pfevaZné uZivino BG11. Nékteré kmeny
(Slo pfedeviim o antarktické a arktické druhy) bylo nutno kultivovat del3i &as v
Erlenmayerové barice (250 ml) v médiu se sterilnim podkladem (kaminky). Agarové
plotny s kmeny sinic byly kultivovany (vyjma arktickych a antarktickych kment) v
kultivatni mistnosti za standardnich podminek (teplota: 23-24°C, 14 hodin svétlo, 10
hodin tma ). Arktické a antarktické druhy byly kultivovéany v lednici za stdlého svétla,
pfi teploté 9 - 9,5°C.

2) Cisténi kmeni@ od ne¥adoucich organisma (Fungi, Bacteria, Acarina) - byl
provadén pfedev§im cCastym pfeokovinim za obvyklych podminek tj. pomoci
sterilntho lamindrntho boxu (Jouan MSC 12), sterilni oc¢kovaci klicky a
vysterilizovanych agarovych ploten. Obéas byl dodévan cykloheximin (omezuje rlst
Eukaryot) o koncentraci 1mg/m! do agaru. Pii pfeokovéavani byla snaha pienést co
nejmensi podet Cistych vldken sinic. Pfeokovavani probihalo v mésiénim aZ v jeden

a pll meésiénim intervalu.

3) Uchovini kmend — kmeny sinic, které se zdaly byt axenické (nikdy se nepodatilo je
vyCistit zcela) byly pfeotkovdny do zkumavek s Sikmym agarem a vystaveny

pravidelné svételné periodg (vyjma antarktickych a arktickych druhii).
2.2. Metodika morfologického zpracovani

Pt morfologickém zpracovéni byl bran zietel jak na makroskopicky vzhled kolonie (déle
jen makrondrist), tak pfedev§im na mikroskopické pozorovéni vldken sinic. Sterilni
kliCkou byl pieveden vzorek sinice ze zkumavky s §ikmym agarem na podlozni skli¢ko a
tento vzorek byl pozorovin mikroskopem Olympus CX 40, vzhledem k velikosti
pozorovan€ho organismu byl nejéastgji uZivan objektiv 100x a imerzni olej (Olympus).
Zobrazeni pozorovaného objektu, fotodokumentace a ziskéni potiebnych dat (méfeni

8itky vldkna, délky bunék aj.) bylo umoZnéno diky kamefe Olympus DP 10 a softwaru
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Olympus DP soft. Makronarfist byl zdokumentovan fotoapardtem Canon EOS 300 a
digitalnim fotoaparitem Olympus Camedia C-2000.

2.3. Priprava vzorki sinic pro transmisni elektronovou mikroskopii

Vzorky byly zpracovavany od bfezna r. 2000 do biezna r. 2001

Priprava preparati:

Buiky byly fixovany 2,5 % glutaraldehydem v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7,0 nebo 7,2)
po dobu 4 hod. nebo pies noc pii teplot 4 OC. (V nékterych piipadech bylo pouZito misto
fosfatového pufru 0,1 M pufru kakodylanového.) Po promyti 0,1 M pufrem (fosfatovym,
popf. kakodylanovym) byla suspense bungk postfixovana 2 % roztokem OsO4 v 0,1 M

pufru po dobu 3 - 4 hod. pfi 4 °C.

Po promyti postfixaéniho roztoku pufrem byly butiky odvodnény acetonem (stoupajici
fada koncentraci: 30 %, 50%, 75%, 80%, 90%, 95%, 100%) a zality do Spurrovy
pryskyfice (Spurr 1969).

Ultratenké fezy byly kontrastoviny octanem uranylu a citritem olova. Ke studiu
ultrastruktury bunék bylo pouZito transmisniho elektronového mikroskopu Jeol

JEM 1010.

2.4, Metodika analyzy pigmentt

1) Extrakce pigmenti — bylo pouzito standardniho postupu ( Kopecky et al. 2000).
Rozrudeni bunék sinic bylo provadéno pomoci bolatina v tfeci misce a extrakce byla
déléna za normalniho osvétleni.

2) HPLC chromatografie — chromatografickd separace pigment byla d&ldna na HPLC
systému skladajiciho se z pump (Beckman 114 A), tj. dodéavajici systém (Beckman
420) a ,,photodiode array detektor* (Waters 991). Zobrazeni a vyhodnoceni dat bylo
pomoci Waters 991 software. Cas a rozlifeni vinové délky byl 2,0 s a 1,4 nm. Prittok
byl 1 ml/min. Dal$i postup probihal podle Kopeckého et al. (2000). Pistroj méfi

v rozsahu 300 — 750 nm, sledované vzorky byly méfeny v rozsahu 340 — 750 nm a
12



3)

-

1)

2)

4)

chromatogramy byly ziskdny pfi vinové délce 440 nm (vétSina pigmentti ma pfi této
vinové délce své maximum).
Zpracovani - vystupni data byla zpracovana softwarem Microsoft Excel 2000 do

grafii .

2.5. Metodika analyzy mastnych kyselin

Extrakce lipidii z biomasy sinic — piiblizné 80 mg lyofilizované susiny bylo tieno
v tfeci misce spole¢n€ s izopropanolem a pro usnadnéni prace se doddvalo malé
mnozZstvi sklenénych kuli¢ek a laboratorniho pisku. Po centrifugaci (4 500 ot/min) byl
supernatant kvantitativné pfeveden do kadinky s horkym methanolem (12 ml) a za
stalého michani byl 3 min vafen. Nésledné bylo dodano 20 ml chloroformu a stfidaveé
michano (3 min) a ponechano stat (10 min). V dal§im kroku byla smés odstfedéna (3
500 ot/min) a odpafena na vakuové odparce (RVO) a pfevedena do chloroformu.
Methylace mastnych kyselin v lipidickém extraktu — k extraktu bylo pfidan 1 ml
5% acetylchloridu v methanolu (nutny piebytek methylaéniho ¢inidla) a pod zpétnym
chladi¢em 60 - 70 min vafeno. Déle bylo odpafeno vie na RVO do sucha,
vyplachnuto hexanem a nékolika kapkami H>O. Horni hexanova vrstva s obsahem
methylesterti mastnych kyselin pfevedena do vzorkovnice.

Analyza na GC (gas chromatograph) — methylestery mastnych kyselin byly
stanovovany na plynovém chromatografu Carlo Erba Mega 5300, kapilarni kolona
SE- 54, 25 m x 0,32 mm, nosny plyn H, o tlaku 40 kPa, teplota injektoru 250 °C,
teplota detektoru 270 °C, teplotni gradient 180 °C — 250 °C rychlosti 4 °C /min, split
1:30. Nastfik vzorku byl ~ 5pl.

Zpracovani — vystupni data byla zpracovéana softwarem Microsoft Excel 2000 do

grafii.
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2.6. Metodika molekuliarniho zpracovéni sledovanych kment

1) Izolace DNA z nérostu sinic na agarové plotné

Pro izolaci byla pouZita fenol- chloroformova extrakce:

a) Dezintegrace bunék — sinice odebrané z agaru byly suspendovany na tfepadce
pomoci sklenénych kuli¢ek ve 2 ml NET 50 lyzaénim pufru (sloZeni: 50mM
EDTA+100mM NaCl+10mM TRIS) a bylo pfiddno 40 pl pronazy E (c = 0,25
mg/ml) a 240 pA sarkosylu (3%). Smés byla inkubovana 1 hodinu na ledu.

(U kmenil 1 a 11 bylo pouZito na misto pronazy E proteiniza K a nebyla pouzita
inkubace na ledg.)

b) Extrakce proteinii fenolem (pH~7,0) — k lyzatu bylo pfidino stejné mnoZstvi
fenolu, bylo tiepdno 10 min. a poté centrifugovéano stejny &as na max. otacky.
Bylo odebréna horni fize (vodna fize + DNA) a extrakce byla opakovéna neZ
zmizela proteinova vrstva.

c) Extrakce zbylych proteinii a precipitace NK -~ kvzorku byl pfidan
fenol:chloroform (1:1) a opét bylo 10 min. michéno a centrifugovano. Nésledné
byl pfidin pouze chloroform a opakovéno. Nakonec bylo pfidano 1/10 octanu
sodného 3M (pH= 7,5), dvojnasobek objemu vzorku 96% ethanolu (lab. teplota) a
Ipl glykogenu. Vzorek byl din na 10 min. do mrazdku -70°C a daile
centrifugovan 15 min. pfi max. rychlosti (13 000/min) a po doto&eni byl odsan
supernatant a pfidan piebytek 70% ethanolu (-20°C) a znovu byl vzorek
centrifugovan (5 min./13 000ot/min). Supernatant byl odsdn a pelet na dng
vysusen.

d) Resuspenze DNA- pelet byl rozpustén v 50 pl vody.
2) PCR (polymerazovi Fetézova reakce)
Pomoci PCR byla amplifikovana ¢ast ITS o celkové velikosti 1600bp. Pozici tohoto genu

vzhledem k 16S RNA a 23S RNA ukazuje obrazek 2.
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Obr. 2. Usek v 16S — 23S rRNA operonu pouzity v této préci a mista naseddni uZitych
primerd (1,2) ( Boyer et al. 2001)

Pouzity byly primery VRF1 (*116R9) ('5- CTC TGT GTG CCT AGG TAT CC -3)
navrzené Wilmotte et al. primer VRF2 (*11680) (5-GGG GGA TTT TCC GCA ATG
GG-3") podle Niibel et al. (1997). Primery byly vyrobeny firmou Biotech a pouzita byla
sada firmy Promega. PCR reakce probghla v celkovém objemu 100 pl ve sloZeni: 4U Taq
DNA polymerdzy, 10x rekéni pufr (10mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 KCl a 1,75mM MgCl,),
8pl ANTP, 4pl kazdého primeru a jako templét bylo pouzito 2 pul DNA, oviem pro kazdy
kmen uréité pfesné fedéni dle zkuSenosti (od 1:2 do 1:5). Na 100 pl bylo dopln&no
sterilni vodou.

Nastaveni reakénich podminek pro sinice bylo uZ popsdno (Boyer et al. 2001), pro
studované kmeny bylo potfeba hledat a prizplsobit nasedaci teplotu. Nastaveni teplot
vysledneho programu: inicialni denaturace 94°C/1min, anealing 41°C nebo 45°C (podle
typu polymerazy)/1 min, 72°C/4 min (35 cykldl) nasledovidno 10-ti minutovou extenzi
vi2°C.

PCR produkty byly separovany na 1% agarézovém gelu, velikost PCR produktd byla
odvozena na zakladé porovnani s1 Kb markrem (GibcoBRL, 0,511 na jamku).

K dokumentaci byl pouzit systém EDAS 120 — Kodak.

3) Izolace PCR produktu z gelu

Izolace byla déldna pomoci kitu [QI Aquick Gel Extraction kit (250)] nebo piimo
centrifugaci zmraZeného agar6zového blogku, pfi kterém se vodny roztok s DNA

pefiltroval pfes skelnou vatu. Vodny roztok + DNA byl za pomoci vakua, teploty 50°C

vysuSen a zkoncentrovan v 5 p sterilni vody.
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4) Stip4ni restrikénimi enzymy

Do 5 pl DNA bylo déano pfiblizné 8 U restriktazy, 10x ptislusny pufr + BSA a doplnéno
sterilni H>O do objemu 20 pl. (PouZité restriktazy a pufry jsou v tabulce ¢. 1). Smés byla
inkubovana 1 hod pfi teploté 37°C.

restriktaza misto Pocet Stepnyeh mist pifr firma
stepeni u Phormidium autumnale \
Hind I1I A/AGCTT 1 R + BSA PROMEGA
(HC)
Huae Il GG/CC R + BSA PROMEGA
Mbo I IGATC 3 R PROMEGA

Msp I C/CGG Y + BSA FERMENTAS
Rsal GT/AC Y + BSA FERMENTAS
Hinf I G/ANTC R + BSA FERMENTAS
Alu I AG/CT Y + BSA FERMENTAS
Sau 34 ? . Sau 3A FERMENTAS
Mbo 11 GAAGA(N) B + BSA FERMENTAS
Tab. 2. Seznam pouzitych restriktaz a pufii

Nastipand DNA (20 pl) byla separovana na 3% agar6zovém gelu 7-10V/cm, velikost
jednotlivych fragmenti DNA byla zviditelnéna diky ethidium bromidu (v nékterych
pfipadech bylo uZito sybr green) a odvozena na zakladé porovnani s 100 b markerem
(GibcoBRL, 0,5 pg na jamastnych kyselinu). K dokumentaci byl opét pouZit systém
EDAS 120 — Kodak. K vyhodnoceni byl pouzit program PAUP verze 4.0 b 8. Nastaveni

podminek: optimality criterion = distance — minimum evolution; distance measure =

Upholt ( bootstrap analysis — 100 replikaci).

2.7. Statistické zpracovani:

Pro porovndni kvantitativnich dat (Sifka vlakna, délka bunék, Sitka vldkna pod kalyptrou
a 8itka kalyptry) byla pouZita jednocestna analyza variance v programu STATISTICA
5.5 (anonymus, 1996). Tabulka morfologickych dat byla zpracovdna pomoci metody
Cluser analysis implementované taktéz v baliku STATISTICA 5.5; kvantitativni data

byla standardizovédna na interval <0,1>, aby je bylo moZné spojit s idaji kvalitativnimi.
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Jako zplisob fe¥eni a vyhodnoceni byla zvolena metoda Single linkage a Euclidean
distance.

Ziskana data o procentudlnim zastoupeni pigmentli a mastnych kyselin byla zobrazena
pomoci ordinalni techniky PCA (Principal Component Analysis) v ordinanim diagramu

programem CanoDraw (Smilauer P.,1992).

3. Vysledky

3.1. Ultrastruktura sledovanych kment

Vsechny sledované kmeny byly v pribéhu let 2000 aZ 2001 zpracovany (viz metodika)
pro TEM (transmisni elektronovou mikroskopii) a byla na nich studovdna pfedevsim
struktura thylakoid. U né&kterych kment opakovang. Struktura thylakoidd je jednou
z charakteristik, ktera sinice v¥. Oscillatoriales pfesvédéive zatazuje do spravné Geledi

(Anagnostidis & Komaérek 1988).

Obr. 3. Hlavni typy struktury thylakoidii ¥. Oscillatoriales: A — Pseudanabenaceae, B —
Phormidiaceae,C ~ Oscillatoriaceae (orig. Anagnostidis et Komarek 1988)

Vsechny studované kmeny (PH), na zakladé struktury thylakoidd, patii do &eledi
Phormidiaceae (obr. 4.). Bylo u nich zjisténo radialni uloZeni thylakoidl (obr. 3.). U
kmene Leptolyngbya sp. (LPT), ktery v této praci slouZi jako “outgroup”, byla potvrzena
piisluSnost k éeledi Pseudanabaenaceae. Bylo u n&j zjiiténo parietdlni uloZeni thylakoidl

(obr 5.).
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Mezi strukturou thylakoidii jednotlivych kment (PH) byly zjistény drobné diference,
které nemaji taxonomickou hodnotu a pravdépodobn& byly vysledkem kultivace a
piipravy vzorku.

Na snimcich z TEM je kromé struktury thylakoidd vid&t i struktura pochvy, ktera se také
nijak vyznamé mezi jednotlivymi kmeny nelisi. Naopak sila pochvy se mezi jednotlivymi
kmeny lisi.

ST ENOLA B XL 2pgu

Obr. 4. Radidlni uloZeni thylakoidd u kmenidi PH (Cel. Phormidiaceae; konkrétné kmen
PH15), pfiény a podélny fez.
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Obr. 5. Parietdlni uloZeni thylakoidd u kmene LPT (&el. Pseudanabenaceae), pfiény a
podélny fez.

Vysledky ultrastruktury vSech sledovanych kment viz ptiloha (obr. 20. aZ obr.23.)
3.2. Morfologie sledovanych kment

Sledovane kmeny Phormidium autumnale s.l. (a Leptolyngbya sp.) rostly na Petriho

misce s agarem charakteristickym zpisobem. Tento tzv. makronarist byl pro kazdy
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jednotlivy kmen specificky. Celkové byly nalezeny tfi vzorce ristu, kterymi se jednotlivé
kmeny od sebe lisily: 1.) Radidlni rist (R), kdy vlakna rostla od stfedu rovné k okraji;
nejméné zastoupeny typ (PHI, PHS, PH47?), 2.) prstynkovy rust (P), kdy n&kterd vlakna
sinic vytvéfela shluky malych i vétSich ,,prstynkd“; byl stfedné zastoupen (PHI15, PHI10,
PH7, PH8, PH9) , 3) vrtulovy rist (V), kdy se vét§ina vlaken sinice pohybuje protisméru
hodinovych ruéicek a vytvafeji tvar podobny vrtuli, je nejvice zastoupenym typem
(PHI16, PH3, PH2, PH6, PH12 ,PH13, PH14, PH11) (viz piiloha, obr. 24. a 25.)
Jednotlivé kmeny byly béhem dvou let opakované pozorovany pomoci svételného
mikroskopu.

Z kvantitativnich dat byla u nich méfena $itka vlakna, délka bunék, $itka vlakna pod
kalyptrou a §itka kalyptry u zralych vldken. Prim&mé hodnoty téchto méfeni jsou shrnuty
v tab. 3 (viz pfiloha). Kmen Leptolyngbya sp.(slouZici v této praci jako “outgroup”) nema
kalyptru a proto byl automaticky vyfazen z méfeni Sitky vlakna pod kalyptrou a méfeni
Sitky kalyptry. U sledovanych kment byla snaha ziskat co nejvétsi pocet méfeni. Piesto
byl pocet méfeni u jednotlivych kment rizny v zavislosti na podminkach pozorovani,
nebyl vSak fadové odlisny. Porovnani rozdili mezi Sitkami vldken sledovanych kment
vyslo statisticky prikazné (p << 0,001, viz piiloha tab. 5 testovano analyzou variance).
Zjisténé rozdily v Sifce vlakna mezi kmeny Phormidium autumnale s. 1. jsou zobrazeny

na obrazku ¢&. 6.
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Obr. 6. Porovnéani kment Phormidium autumnale na zakladg §irky vlikna.

Porovnéni rozdilt mezi délkami bun&k vyslo opét statisticky priikazng (p << 0.001,

viz piiloha tab.6.). Zji§t&né rozdily jsou zobrazeny na obrazku ¢&. 7.
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Obr. 7. Porovnani kment Phormidium autumnale na zakladé délky bunék.
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Pro porovnani délky bungk je zajimavéjsi jejich rozdéleni na zékladg jejich minim a
maxim. Builka ve vldknu roste do urgité maximalni délky (kterd miZe byt specificka
pro dany kmen) a pak se tato buiika rozdéli a velikost dcefinnych bunék mutZe byt

opét specifickd . Vyjadfeni maxim a minim je na obrazku &. 8.
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Obr. 8. Porovnani kment Phormidium autumnale na zékladé délky bunék.

Pocet mefeni Sifky pod kalyptrou a na kalyptfe byl niZ8i, protoZe obecné pocet
zralych vlaken s vyvinutou kalyptrou je v narfistu nizky. Porovnani rozdilit mezi
Sitkami vldken pod kalyptrou vyslo statisticky prikazné (p <<0.001, viz pfiloha tab.

7). Srovnédni kmend zobrazuje obrazek &. 9.
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Obr. 9. Porovnani kment Phormidium autumnale na zakladé Sifky vlikna pod

kalyptrou.

Porovnini rozdilt mezi Sitkami kalyptry sledovanych kmenil vySlo statisticky

pritkazné (p<<0.001, viz piiloha tab. 8.). Srovnan{ kment je vidét na obrazku &. 10.
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Obr. 10. Porovnani kment Phormidium autumnale na zékladé §irky kalyptry.



Jak je z diagramti patrné, nejmensi rozdilnost je u sledovanych kment v délce jejich
bunek. Ostatni mé&fené charakteristiky jsou rozdilné vyrazngji.

Jak bylo pfedpokladéno, kmen Leptolyngbya sp. se ve viech méfenich viditelns
odliuje. Ze sledované skupiny Phormidium (PH) se odli8uje rozdilnou sitkou vlakna
a Sitkou kalyptry kmen PH11 tj. Phormidium sp. Sitkou vlakna, kalyptry a vlikna
pod kalyptrou se dobfe oddéluji PH7 tj. Phormidium amoenum a PH 16 tj.
Phormidium autumnale. Prim&rmou délkou bunik se od ostatnich kmeni oddéluji
PH10 a PH6 a na zakladé minim a maxim Jjsou to kmeny PH10 a PHS, PHS, PH9.
Posledni tFi jmenovani maji také nejvétsi rozptyl. Kmeny LPT a PH11 se oddgluji od
ostatnich i pfi porovnéni primérné Sitky buiiky ku primémé délce buiiky (viz obr.
11.) Tento znak spoleéné s sitkou vlikna je velmi prakticky a ma dobry aplikaéni
vystup.
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Prumeérna s$iika vlakna Priimérna délka bunék

Obr. 11. Grafické vyjadfeni poméru primémé Sitky a primérné délky u kment

Phormidium autumnale

Rozdilnost ve velikosti ziZeni, vyjadiens jako pomér primérné $itky vlakna ku Sifce
vlakna pod kalyptrou, nebyla pf#ili§ velkd. Kmen PHI11 vykazuje nejmensi ziZeni a
nasleduje jej kmen PH7. Tyto kmeny se od ostatnich lisi. Nejveétsi zaZeni bylo
zméfeno u kmene PHI13 (obr. 12.). Vynesenim téchto rozdilt do grafu je vidét na
obrazku &.13.
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Obr. 12. Velikost zuZeni konce vldkna vyjadiend pomérem prim. Sifky vldkna a
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Obr. 13. Velikost ztiZeni vlakna u sledovanych kment Phormidium autumnale

Obr. &. 14 zobrazuje srovnani morfologické vlastnosti (3itka vlakna) podle biotopu, ze

kterého kazdy kmen pochézi. Z4dn4 korelace zde nalezena nebyla.
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Obr. 14. Sefazeni priim. $ifky vlakna podle biotopt vyskytu (ANT — Antarktida, SPI
— Spicberky, D — Némecko, BR — Brazilie, TUR — Turecko, CH — Svycarsko, SL —
Slovensko, CR — Ceska republika)

Z kvalitativnich dat byly u kmentd pozorovany charakteristiky : barva, typ ziuZeni konce
vlakna, ohyb konce vlakna, zaskrceni , spiralita, sila pochvy, granulace nad prepazkami a
makronartst (viz pfiloha, tab. 4.). Tyto znaky byly vybrany na zaklad¢ literatury (napf.
Anagnostidis et al. 1988) a vlastniho uvaZeni.

Kvalitativni i kvantitativni data byla zpracovana, ve snaze zachytit rozdily a podobnosti,
pomoci Cluster analysis a vysledny diagram vypovidd o nalezenych rozdilech ¢i
podobnostech (viz obr. 15.). Diagram zpracovany metodou complete linkage (viz pfiloha,

obr. 31)
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Obr. 15. — Srovnani kmenll Phormidium autumnale na zakladé kvantitativnich a

kvalitativnich dat

3.3. Biochemické analyzy sledovanych kmenii

3.3.1. Analyza pigmenti

Analyzou pigmentii bylo zji§téno, které pigmenty studované kmeny obsahuji a jejich
procentudlni zastoupeni. Kmeny PH1 a PH2 nebyly analyzovany (viz diskuse). V
kmenech Phormidium autumnale byly nalezeny tyto pigmenty (fazeny podle retenénich
&astl): myxoxanthophyl (absorb&ni maxima: 465 nm a 510 nm), zeaxanthin( 428 nm, 454
nm, 480 nm), alomer chlorophylu a cantaxanthin (472 nm), chlorophyl a (430 nm, 662
nm), estery astaxanthinu , (8 - caroten (426 nm, 453 nm, 479 nm). Procentuélni zastoupeni
zjisténych pigmentii (viz pfiloha, tab. 9.). Porovnani procentudlniho zastoupeni pigmentil

u kment Phormidium autumnale je zobrazeno pomoci ordinaéniho diagramu (obr. 16.)
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Obr. 16. Porovnani kment Phormidium autumnale na zaklad€ procentuélniho zastoupeni

zjisténych pigmenti.

Vyhodnoceni téchto dat pomoci Cluster analysis (viz pfiloha, obr. 33.)

3.3.2 Analyza mastnych kyselin

Analyzou mastnych kyselin bylo uréeno jaké typy se nachazi ve sledovanych kmenech a
jaké procentudlni zastoupeni tam maji. Kmeny PH2 a PH6 nebyly analyzovany (viz
diskuse). Byly nalezeny tyto typy mastnych kyselin - nasycené: 14:0, 16:0, 18:0 a 20: 0;
nenasycene: 16:3, 18:3, 20:3, 16:2, 18:2, 20:2, 16:1, 18:1, 20:1. Procentudlni zastoupeni
je v (pfiloha, tab. 10.). Porovnani procentualniho zastoupeni u kment Phormidium

autumnale je zobrazeno pomoci ordina¢niho diagramu (obr. 17.)
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Obr. 17. Porovnani kmenti Phormidium autumnale na zakladé procentuédlniho zastoupeni

zjiSténych mastnych kyselin .

Vyhodnoceni téchto dat pomoci Clustar analysis (viz. piiloha , obr.32.)

4. Molekularni analyza

Amplifikovany 16S — 238 ITS byl pro kazdy kmen (kmen LPT nebyl molekularné
stanovovan) Stipan 9 restrikénimi enzymy (viz metodika). Pro vyhodnoceni rozdild
mezi kmeny byla z vysledkt tohoto §tépeni vytvofena matice a pomoci programu
PAUP v. 4,0b8 a podminek nastavenych pro RFLP (viz metodika) zobrazen diagram
vyjadiujici fylogenetickou blizkost jednotlivjch kmenil. Jako “outgroup” byl
nastaven kmen PH11.
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Obr. 18. Vysledny dendrogram sledovanych kment Phormidium autumnale s. 1.

Vyjadieni procentudlni podpory pro umisténi kment do diagramu ukazuje obr. &.

19.
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3. Zavery a diskuse

5.1. Sbér a kultivace

Prvotnim tkolem této price bylo shromézdit co nejvice kmenl zokruhu druhu
Phormidium autumnale s. 1. , pokud moZno vlastnim sbérem a udryet je v kultufe,
Ukdzalo se, Ze najit v ptirods tyto kmeny s néslednou izolaci je pomémé obtizné.
Typické Phormidium autumnale s. s. ztekoucich vod (z jezli) nalezeno bylo, ale
nepodafilo se jej trvale kultivovat. Bylo proto nutné pouzit kmen ze sbirky
z Botanického Ustavu AV v Tieboni (CCALA) (PH14). Z této sbirky je i kmen PH 10 a
PH 6. Ostatni studované kmeny byly sbirany v rozmezi 2 — 3 let a jsou vysledkem vice &i
méné uspéiné kultivace. Kmeny jsou vyrazng nachylné k pfertistani bakteriemi, houbami
a to 1 pies praci v maximalng sterilnim prostfedi. Vysvétlenim mbZe byt pieZivani
bakterii (a asi i spér hub) v pochvach jednotlivych vlaken. Rychlost s jakou je kultura
zneciSténa souvisi také s vyraznou motilitou vldken. P&stovand kultury byly napadény
roztoi a Cerstvé vzorky obsahovaly velké mnozstvi had'atek. Sinice jim slouzily jako
potrava a kultury byly timto Zracim tlakem decimovéany. Odstranit bakterie z kultur se
nikdy nepodatilo a proti houbam, roztodim a had'atkéim se ukdzalo jako Ucinné cCasté
sterilni pfeockovavani a obalovéni Petriho misek parafilmem. Diky vSudypfitomnym
bakteriim se nepodaftilo vytvofit axenické kultury. Castenholz (1992) udév4, e méng nez
5% sinic je Usp&$n& kultivovano a jen mala &ast z nich Je axenicka. Pro molekularni
analyzy se podafilo ziskat primery specifické pro sinice a nebylo tudiZ nutné mit
axenicke kultury. Ziskané kmeny z riznych geografickych oblasti a biotoptt mély odlidné
naroky na kultivace. Predev§im antarktické a arktické druhy byly (ze zadatku) obtizng
kultivovatelné. Ze ziskanych druhit v blizkosti Phormidium autumnale, jako Ph. favosum,
Ph. setchellianum, Ph. pseudopristleyi , Ph.amoenum, Ph. attenuatum, nakonec prezily
jen posledni dva jmenované druhy. ObtiZnost kultivace tkvi pravé v konfliktu mezi
odliSnymi ndroky kmenfi na kultivaci a snahou udret alespofi cédsteén& srovnatelné
podminky pro viechny studované kmeny. Vliv kultivace na biochemii sinic (De Loura et
al. 1986) i morfologoii (Komérek 1972) je zndm. Navic se zda, Ze srovnatelné podminky
kultivace unifikuji u kmenf, patiici k jednomu genotypu, fadu vlastnosti, které

v piivodnim biotopu byly odlisné a dochézi k tomu pomérmné rychle (Sabacka 2002).
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5.2. Ultrastruktura

Transmisni elektronova mikroskopie potvrdila na zdkladé stavby thylakoidd zfejmou
piisluSnost vSech sesbiranych kmend k ¢el. Phormidiaceae. U viech fezii PH kmeni bylo
zjiSténo radidlni uspotfadani thylakoidi. U Kmene LPT (“outgroup”™) bylo zjiiténo
parietdlni uspofddani. Anagnostidis et al. (1988) poéital hustotu thylakoid(l a snaZil se i
tento znak pouZzit jako diikaz riiznosti kmend. Mezi pozorovanymi kmeny v této praci
byly také patrné rozdily mezi kmeny: napf. PH3 ma4 jasné hust3i uspofddani thylakoidt
neZz ostatni kmeny a kmeny PH6 a PH14 maji i strukturdlng jiné thylakoidy (viz ptiloha,
obr. 20. — 23.) Kmen PH 14 byl nafezén znovu a vysledek potvrdil jiny tvar thylakoidd.
Zda se viak, Ze vliv na tyto detaily ve struktufe thylakoid maji spi%e ptiprava vzorku &i
kultivace. Podobné se zd4, Ze i struktura a sila pochvy jsou velmi variabilni a nejde je
brat jako trvaly znak, vhodny kodlifeni kmeni od sebe. Totéz plati pro jiné

ultrastrukturni znaky (napf. mnozstvi polyfosfatovych ¢&i Skrobovych zm).

5.3. Molekularni analyza

Klasifikace zaloZend pouze na pozorovédni morfologickych a cytologickych struktur
nemusi nutné odrazet priibéh evoluce (Rudi et al. 1997). V této praci byla proto pouzita
metoda RFLP ve snaze zjistit pfibuzenské vzahy mezi sledovanymi kmeny. Rozdé&leni
kmen® na zakladé této metody ukazuje jasné tfi bazalni v&tve. Kmen PH11, ktery zde
slouZil jako *“outgroup”, kmen PH7 a ostatni kmeny. Skupina ostatnich kment byla, za
vysoké procentudlni podpory (81%), rozdélena na vyslovené piidni typy a na typy
z tekoucich vod plus kmeny z Antarktidy. V té€chto dvou skupinach jsou si kmeny velmi
piibuzné a rozdéleni do dendrogramu je na malé procentudlni podpofe a miZe byt
ndhodné. Ve skupiné ptdnich typl se oddéluji, oviem na nizké procentudlni trovni
(45%) kmeny z Brazilie (PH8 a PH9) a toto rozdéleni neni podpofeno Zadnou
z klasickych metod. Zajimavé je, Ze rozdéleni (s podporou 81% ) na dv& skupiny kmenti
nema také podporu v iédné doplitujici analyze délané v této praci. Jako vysvétleni jsou

mozné jen dva ndhledy, bud’ toto rozdgleni (tyto odli$nosti) na molekularni tirovni nelze
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klasickymi metodami (morfologie, biochemie, ultrastruktura) zjistit, (podobné studie na
r. Leptolyngbya, Payne et al. 2001) nebo metoda RFLP je piili§ citlivda a rozdéluje
kmeny na Grovni niZ3i nez druh popf. byla ud&lina jind chyba. Bylo by dobré u t&chto
kment provést sekvenaci 16S RNA.

OdliSeni kmene PH11 bylo ocekédvano. Jeho morfologickd odlidnost je viditelna a jde o
Phormidium sp. (tedy kmen, ktery do skupiny Phormidium autumnale s. 1. - group
nepatfi). Pfi vybéru kment do této prace to nebylo ziejmé. Nicméné kmen poslouZil
vybomné jako druhy “outgroup”. Je zajimavé sledovat tento kmen i v dalich srovnanich.
Dale se ukazalo jako zajimavé, Ze Phormidium amoenum (kmen PH7) a Phormidium
attenuatum (kmen PH12), tedy druhy svym po&atenim urdenim pfedpokléddané jako
nejvzdalenégjsi, dopadly v analyzich a srovnanich odliZné. Kmen PH7 vychazi, ve
vétSiné srovnani odli3né, naproti tomu kmen PH 12 vychézi ve skupiné velmi podobnych
typl Phormidium autumnale. Otazka je, zda kmen PH7, urleny jako Phormidium
amoenum je skutedné tento druh. Sitka vldkna Phormidium amoenum je udavina 2,5 — 5
um a vyskyt teplé oblasti (tropy), ale i Cechy (Anagnostidis & Komérek in press). Nami
sledované Ph. amoenum je ze Spicberk a jeho primémd itka vlékna je 7,85 pm.
V paralelni praci Sabacké (2002), ktera studovala vliv odliznych svételnych a tepelnych
podminek na sinice, bylo zji§téno, Ze sinice rostouci za jinych tepelnych a svételnych
podminek méli statisticky prikazné odlisnou $itku vldkna. Je tedy moZné, Ze §itka
vldkna kmene Phormidium amoenum ze Spicberk je vysledkem pravé jinych okolnich
podminek (neZ napf. v tropech). Zde oviem nastiva zavazna otdzka jestli je Sitka vldkna
jesté stile vhodny znak pro rozliSeni do druht a co vlastn& je vhodny znak. JelikoZ se
tento kmen na zakladé metody RFLP odlisuje od skupiny Phormidium autumnale, zda se
mi rozumné tento druh pojmenovat nové a nebo piehodnotit diagnozu druhu Phormidium

anmoenuni.

Zajimavé je rozdgleni téchto kmenid podle biotopli nebo zemé jejich piivodu. Kmeny
podobnych biotoplt vysly blizko sebe i presto, Ze sledované kmeny jsou geograficky
velmi rozdilné. Lehtimiki et al. (2000) konstatuje, Ze geograficky rozdilné kmeny r.
Nodularia jsou si velmi blizce ptibuzné. Podobné vysledky byly ziskdny také u r.
Microcystis (Neilan et al. 1997a). Zvlastni je pouze zafazeni piidnich kment z Antarktidy

(u kmeni PH15 a PHI6 se nevi pfesné charakteristika mista jejich nalezu) ke kmentim
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z potokli. Toto rozdéleni neni podpofeno Zadnou zdaldich analyz (morfologie,

- biochemie, ultrastruktura).

5.4. Morfologie

vvvvvv

kmeny srovnavény také podle makronarustu sinice na Petriho misce s agarem. V prib&hu
dvou let, kdy byly kmeny kultivovany, bylo provedeno mnoho pfeockovéni a charakter
makrondrustu zhstal stale stejny. Nejvice pievladal typ popsany jako typicky (a asi
mysleno i jediny typ) pro Phormidium autumnale (Thomas 1969). Jde o charakteristicke
vrtulovité toeni vliken proti smé&ru hodinovych rudidek tzv. typ “V”. Cim byl
koncentrované&j$i agar, struktura vldken byla vyraznéjsi. I vtomto bylo potvrzeno
studium Thomase (1969). Oviem nékteré kmeny si udrzovaly charkteristickou strukturu,
kterd se od vySe popsané lisi. Pro kmeny PHS5 a PHI1 byla charakteristicka radialni
struktura (,,R*). Oba tyto kmeny jsou z vysychajicich kaluZi, jeden z Turecka a druhy
z Cech. Kmen PH4 ma prechodovy charakter makronarustu, je na pomezi ,,R* a ,,V*
struktury. Je to ptidni typ z Cech. V dendrogramu analyzy RFLP vychazi tyto kmeny takeé
vedle sebe. Pro kmeny PHS8, PH9 (BR), PH10 (CH), PH15 (ANT), PH7 (SPI) byla
typicka prstynkovita struktura (,,P*). Sinice na agaru tvofila prstynky, jejichZ hustota se
béhem pfeotkovavani riizné ménila a lisila se i mezi kmeny. Zd4 se, Ze tyto kmeny jsou
opét z ekologicky podobného prostiedi. Jde o malo, ale stile zaplavenou pidu &i litoral
rybnika. BohuZel vétsina t&chto kmenti byla ziskana prostfednictvim jiné osoby a pfesna
charakteristika odebiraného mista neni znama. Struktura makronarostu na pomezi ,,V* a
P byla zjistena u kmene PH11. U kmene LPT byla struktura makronarostu odlidna, tato
odlisnost byla zpfisobena pravdépodobné uZsi Sitkou vldkna. Zda se, Ze makronariist
souvisi s biotopem, kde uréity kmen roste a vypovid4 o ném, ale pro klasifikaci do druhfi

je tento znak pfili§ variabilni. Pro ureni ekotypt je to znak dobry.

Jak ukazaly vysledky, na zakladé kvantitativnich znak(i lze kmeny pom&meé dobie od
sebe odlisit. Sitka vldkna byla povazovana vzdy za konzervativni znak (Kann et Komarek

1970; Anagnostidis et al. 1988; Komarek 1972 ) a zji§t€né vysledky za objektivni (na
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rozdil od kvalitativnich znakd). Prace M, Sabacké (2002) to dost zpochybiiuje. Délka
bunék, dalsi ze znakd, ktery byl méfen, je pouZivan pro morfologické odlifeni riznych
kment uZ méné. Srovnani kment podle primérné délky bunék je velmi zkreslujici , a to i
pii velkém poétu méfeni. Z praktického hlediska totiz nikdy pfesné nevime, v jaké fazi
ristu jsme buitku zméfili. Dobrou vypovédni hodnotu maji maximélni a minimalni
délky konkrétniho kmene. Maximalni délka vypovida, kam aZ miZe buiika u konkrétniho
kmene dorlist a minimalni délka vypovida o velikosti buiiky tésn€ po rozdéleni. Tyto
hodnoty by mély byt pomé&mé stilé. V této praci byla méfena také kalyptra a Sitka
vldkna pod kalyptrou. Sitka kalyptry je staly znak, ale je nutno méfit pouze zrala vlékna.
Pocet méfeni je tim dost omezeny.

Rozdily mezi sledovanymi kmeny ve viech vyse zmifiovanych znacich vysly statisticky
prikazng. Statistické srovnani bylo délano bez kmene LPT ( Leptolyngbya), ale grafické
vyjadreni je vCetné tohoto kmene. Kmen LPT se ve viech méfenich vyrazné odlifoval a
tim potvrdil, Ze pouZiti tohoto kmene jako “outgroup” bylo spravné. Z vysledkl vyplyva,
Ze kmeny, které byly na zédkladé metody RFLP odliené na prvni a druhé bazalni Grovni
od ostatnich , jsou odliSeny i na zdkladé morfologického srovnéani. Ze sledovanych
kment jde jen o dva kmeny. Kmen PH 11, ktery se viditelné odliSuje, a ktery podle
dalich morfologickych znaki vychazi mimo okruh druhu Phormidium autumnale. Jde o
Phormidium sp., které je uzsi a nevytvari klasickou kalyptru, coz ukazuji i vysledky ze
srovnani Sitky vlakna a kalyptry (obr. 6. a obr. 10.) a navic rozdil mezi Sitkou vlédkna a
Sitkou vldkna pod kalyptrou, neboli velikost ziZeni, byla u tohoto kmene zjiit€na
nejmendi (obr. 12.). Tedy pouze u kmene PH11 a kmene LPT byla zji§téna priméme
vEtsi délka bunék nez jejich Sitka. Tento znak je obvykly v &eledi Pseudanabaenaceae, u
rodu Phormidium (u kmene PH 11 je potvrzena radidlni struktura thylakoidd) je tento
znak méné Casty a vyluuje zafazeni tohoto druhu do okruhu druhu Phormidium
autumnale s. 1.

Druhym odliSnym kmenem je kmen PH7, ktery je ve v8ech méfenych znacich 3irSi nez
ostatni kmeny (kromé délky bunék). Vyjimkou je pouze kmen PH16, ktery vychéazi
v téchto mefenich dost stejné. Oviem kmen PH16 byl molekularni analyzou zafazen mezi
velmi si podobné kmeny Phormidium autumnale. Ani pomoci kombinace kvalitativnich a
kvantitativnich znaki nelze tyto dva kmeny odlisit, na rozdil od kmene PH 11, ktery 1
podle téchto znakti vychazi oddélené , jak metodou single linkage (obr. 15.), tak metodou
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complete linkage (viz pfiloha, obr. 31.). Rozpoznani t€chto dvou kment (dvou blizkych

druhit : autumnale a ,,amoenum® (viz diskuse 5.3.) na trovni svételného mikroskopu neni

mozné.

U ostatnich kmentt (krom& LPT, PH11 a PH7) nebylo potvrzeno, na zdkladé morfologie,
rozdéleni do dvou skupin, jako to rozdé€lila molekuldrni analyza. Vysledna skupina
kment, kterd vznikla spojenim kvalitativnich a kvantitativnich dat, ukazuje, ze mezi
témito druhy je rozdilnost velmi mala a rozhodné& nepostacuje k rozdéleni do druht. Tyto
kmeny jsou vice ¢i mén¢ odliSné morfo a ekotypy (vcetné kmene PH12, uréeného jako
Phormidium attenuatum)

Morfologicka data nekoreluji s biotopy a misty pivodu téméf vibec (obr. 14.). Kmeny
z riznych biotopl se odliduji pouze mirné a nejvyrazngji je to vidét u vySe zmifiovaného
makroskopického vzhledu kolonie. V ostatnich kritériich je nejednotnost napf. plidni
kmeny maji rozdil v iice vlakna aZ 2 pm, kmeny z kaluZ{ 1pm a poto¢ni kmeny 0,5pum.
Opét se zda, Ze Sitka spiSe zavisi na podminkach konkrétniho mista. Srovnani kment
pomoci kvalitativnich dat (viz piiloha, tab. 4) je v taxonomickych studiich pomé&rné Casté
(Anagnostidis et al. 1988), prestoze jde o velmi subjektivni posouzeni. Vybér
srovnavanych znakli musi byt velmi citlivdi a promyslena zéleZitost, zaloZenid na
pfededlém studiu a pfipravé. V praxi to Casto neni tak snadné. I v této praci se vypovidaci
hodnota jednotlivych znaki rlizni a toto srovnani bylo brano jen jako doplitkové. Presto
toto srovnani spojené s kvalitativnimi znaky vyjadiené na obr. ¢.15 oddélilo LPT kmen a
kmen PH11l. Naopak PH7, PH16 byly timto srovnanim zahrnuty do skupiny velmi
podobnych druhfl,

5.5. Biochemie

Analyza pigmentl a mastnych kyselin byly zamysleny jako metody, které pfinesou
dopliiyjici informace k zdkladni molekuldrni a morfologické studii. Citlivost téchto
analyz na podminky pfipravy a kultivaci je znama (Hirschberg et Chamovitz 1994).
Presto jsou rlzné biochemické analyzy v taxonomii pouzivany (napf. produkce
nodularinu Lehtim#ki et al 2000), napf. i k rozliSeni na urovni rodi (Skulberg et al.
1985). I v této praci byla snaha pokusit se o srovndni na Urovni biochemie a skuteéné

bylo potvrzeno , Ze kvalita i kvantita (procentudlni zastoupeni) pigmenti dobfe slouzi
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k rozliSeni rodii. Kmen LPT byl na obou trovnich odlidny ( viz pfiloha, tab. 9.; obr. 33.).
Analyza pigmentd (karotenoidd a chlorofylu a) miize byt pro rozliSeni na niZsi
taxonomické trovni problematickd aZ zavad&jici. Absolutng to v3ak Fici nelze, piesto, Ze
vtéto praci se vysledky této metody neschoduji s ostatnimi vysledky a nedavaji
potiebnou dopliiujici informaci. Napf. Suda et al. (2001) zahrnuje analyzu pigmentl
(fykobilini) do skupiny metod, které slouzi k rozliSeni kment r. Planktotrix na nizsi
urovni nez rodové,

Pomér karotenoidl a chlorofylu a (viz pfiloha, tab. 9.) vychazi pro kmeny z podobnych
biotopli ¢i oblasti jinak a neni vid&t Zadnou souvislost. Shluky kmenti v ordina¢nim
diagramu jsou nelogické a jen potvrzuji, Ze data, ze kterych je tento diagram odvozen,
nemaji pro tuto taxonomickou tiroveil dobrou vypovidaci hodnotu. QOddgluje se pouze
kmen LPT. Velmi zajimavé je, Ze pfi opakovéni stejné analyzy u stejného kmene
vychazi vysledky odli§né (viz ptiloha, chromatogram &.3 a chromatogram ¢&.3a). Neni
jisté,zda jde o sloZeni pigmentl stresovaného kmene nebo skutedné o odlidné slozeni
pigmentii. Fresnedo at al. (1991) uvadi hlavni karotenoidy zastoupené u sinic: B-carotene,
nostoxanthin, echinenon (unikatni pro sinice) , myxoxanthophyl a zeaxanthin. Hirschberg
et Chamovitz (1994) nezmiiiuji nostoxanthin a pfiddvaji canthaxanthin. V této praci
nebyl zjiStén echinenon, ostatni hlavni karotenoidy dle Hirschberga & Chamovitze
(1994) byly zjistény. Navic byly zjiStény estery astaxanthinu a alomer chlorophylu a.
Ov3em determinace pigmentl na zdklad& reten¢nich ¢ast a tvaru kfivky je subjektivni a
miiZe byt nepiesné. Pfedevsim v pfipadé determinace malo b&Zného pigmentu miiZe dojit
k jeho opomenuti ¢i zahrmut{ do Sumu. Kmeny PH1 a PH2 pii analyze pigment{i nebyly
analyzovany pro jejich nedobry stav v kultivaci, obdobné tomu bylo pii analyze
mastnych kyselin u kmentt PH2 a PH6. Pii kultivaci bylo obtizné synchronizovat rist
kmenil tak, aby ve stejném obdobi méli podobné optimalni podminky.

Velmi podobné je to u analyzy mastnych kyselin, jak v ptipadg jejich determinace, tak
kvantitativnich vysledki. P¥i klesajici teplot® by mé&lo byt vy33i procentualni zastoupeni
nenasycenych mastnych kyselin (Baasch 1984) . Vysledky procentulniho zastoupeni
nenasycenych mastnych kyselin u kment z Antarktidy a Arktidy, kultivované pii 9 °C, se
vii€i ostatnim kmentm nijak nelidi, ale mezi sebou se 1i§i docela viditelné ( viz pfiloha
tab. 10). Stradani nedostatkem dusikem (De Loura et al. 1986) i svételné podminky

(Dohler & Datz 1980) ovliviiuji sloZzeni mastnych kyselin. Zmény ve sloZeni mastnych
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kyselin, zplisobené t&mito podminkami pro srovnédni na rodové trovni nehraji takovou
roli, jako pro srovnéni na niZ§i taxonomické tirovni. Analyza mastngch kyselin se ukézala
jako vyhodnd pro studium jednoho kmene testovaného pii vice podminkéch (t&chto studii
je nejvice). I pfes tyto vysledky se Niibel et al.(1998) piiklani k pouziti vice pFistupt,
které mohou doplnit zdkladni studii, i kdyZ pfipousti, Ze to muZe byt v n&kterych
piipadech kontraproduktivni .

6. Souhrn

Pomoci molekularni analyzy (metody RFLP) a klasickych analyz (morfologie, biochemie
a ultrastruktura) bylo zjidt€no, Ze vSechny studované kmeny zokruhu Phormidium
autumnale (podle fenotypovych kritérii) patii do &eledi Phormidiaceae, Kmen LPT (Zel.
Pseudanabaenaceae), ktery v této studii byl pouZit jako “outgroup” byl ve viech
srovnanich odliny (véetné analyz biochemickych). Ze skupiny kmenti r. Phormidium
byl odlisny od ostatnich kmen PH11 a to na zdkladé molekularnich a morfologickych
srovnani. Tento kmen nepatti do okruhu druhu Phormidium autumnale a nebyl nasledng
uréeny na druhové trovni (Phormidium sp). Kmen PH 7 uréeny jako Phormidium
amoenum byl na zékladé analyzy pigmentl (to je ale diskutabilni) a metody RFLP
oddélen od ostatnich kmentl, oviem na zaklad& morfologie odlidny nebyl (i kdyZ u ngj
byla zjisténa nejveétsi primérma §fika vlakna). Navic jde asi o jiny druh neZ Phormidium
amoenum. Je moiné uvaZzovat, zda uZ to neni morfotyp Phormidium autumnale s. 1.
Molekulamni analyzou oddélené (81%) dv& skupiny kmenll Phormidium autumnale
(PH12,13,14,15,16) a (PH1,2,3,4,5,6,10,9,8), nebyly jinou analyzou potvrzeny. Kmeny
PH8 a PHY se odlifuji (45%) také na zakladé molekularni analyzy, ale morfologicky
rozliSitelné nejsou. RozliSeni do druhu by mélo byt vzdy podpofeno morfologii a
molekuldrni analyzou. V pfipadé podpory jen jednoho kritéria, jde o morfotypy a
ekotypy, jejichZ taxonomické oznageni je dosud sporné.

Tedy kmeny morfologicky odlisitelné jsou jasn& odlifené i na trovni molekularn
(LPT,PHI1). Ostatni méné morfologicky odlisitelné kmeny jsou rozliseny na molekularmni
trovni s malou procentudlni podporou a viechny tyto kmeny by mély byt povaZovény

(veetn€ Phormidium attenuatum) za morfotypy patiicf do skupiny Phormidium
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autumnale s. 1. - group. Tyto skupiny mohou byt velmi Siroke a zd4 se zbyteéné je vice
délit na druhy. Ov8em stanovit co je druhovy znak je otdzka konvence a u sinic snad i
otazka definice druhu.

Biochemické analyzy se ukazaly jako nevhodné pro taxonomické srovnivéni na této
trovni z diivodi citlivosti pigmentii a mastnych kyselin na zmény podminek pfi kultivaci
a na ptipraveé vzorku .

Makroskopicky vzhled kolonie sinice je zajimavym znakem charakterizujicim biotop
dané sinice, nikoli dobrym znakem pro taxonomické rozdéleni na jakékoli trovni.
Zavérem lze tedy konstatovat, Ze Phormidium autumnale s. 1. — group je druh se Sirokou
ekologickou a morfologickou variabilitou, ktery se rozpad4 na velké mnoZstvi eko — a
morfotypli, mezi nimiz zatim nebyly nalezeny jakékoliv jasné hranice a charakteristicka
kritéria.

V poslednim vydani Bergey’s manual (2001) byl rod Phormidium zcela vynechan.
Predpoklddam, Ze pfidinou je absence kmenlt Phormidium ve sbirkich a malo
experimentalnich praci na tomto rodé. Nicméné ja si myslim, také na zakladé této prace,
ze vyskyt rodu Phormidium v systému sinic je opravnény. Viechny analyzy délané v této

praci rod Phormidium vyrazné odlisily od rodu Leptolyngbya.
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Obr. 20. Sledované kmeny Phormidium autumnale, podélny a piiény fez (ultrastruktura)
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Sledované kmeny Phormidium autumnale, podélny a pfiény fez (ultrastruktura)
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Summary of all Effects; design: §itka
1I-KMEN
df MS df MS
Effect Effect Error  Error F p - level

1 15 67,07111 1170 0,308841 217,1700 0,0000

Tab. 5. Statisticky vystup testovani analyzou variance rozdill $ifek u sledovanych kment
Phormidium autumanle

Summary of all Effects; design: délka
1-KMEN
df MS df MS
Effect Effect Error  Error F p-level

1 15 67,07111 1170 0,308841 217,1700 0,0000

Tab. 6. Statisticky vystup testovani analyzou variance rozdild v délce bunék u
sledovanych kmena Phormidium autumanle

Summary of all Effects; design: pod kalyptrou
1-KMEN
df MS df MS
Effect Effect Error Error F p-level

1 15 3,046676 205 0,199195 15,29498 0,0000

Tab. 7. Statisticky vystup testovani analyzou variance rozdilu §ifek vlakna pod kalyptrou
u sledovanych kment Phormidium autumanle

Summary of all Effects; design: kalyptra

1-KMEN
df MS df MS
Effect  Effect Error  Ermror P p-level
1 15 2,714646 185  0,202729  13,39051 0,0000

Tab. 8. Statisticky vystup testovani analyzou variance rozdilt 3ifek kalyptry u
sledovanych kmenl Phormidium autumanle
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Obr. 24. Typy makronarustu sledovanych kment Phormidium autumnale
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Obr. 25.. Typy makronarustu u sledovanych kment@ Phormidium autumnale
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Sledované kmeny Phormidium autumnale (konec vldkna)




Obr. 28.. Sledované kmeny Phormidium autumnale (konec vlakna)




Obr. 29. Sledované kmeny Phormidium autumnale (v1akno)



. Sledované kmeny Phormidium autumnale (v1akno)
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Obr. 32. Rozdéleni sledovanych kmentt Phormidinum autumnale do skupin na zdkladé
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Obr. 33. Rozdéleni sledovanych kmenti Phormidium autumnale do skupin na zékladg
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Chromatogram €.15 : Procentualni zastoupeni pigmentti u kmene PH15
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Chromatogram ¢.1: Procentudln{ zastoupeni mastnych kyselin u kmene PH1
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Chromatogram ¢.4: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin u kmene PH4
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Chromatogram €.5: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin u kmene PHS
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Chromatogram ¢€.9: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin u kmene PH9
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Chromatogram ¢.10: Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin u kmene PH10
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Chromatogram ¢.11: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin u kmene PH11

0.0279 -
c18:3
29.98%
0.0269 -
el. vyboj
artefakt
c16:2 C16:0
14.22%
0.0259 - 12.12%
C18:2
7.96%
C14:0 C 161 C18:1
3.69% |5.14% 252% €18:0
17.28%,
0.0249 :
0.0 1.5 3.0 45 6.0 7.5 9.0 10.5 12.0 13.5 15.0 16.5 18.0
c¢as(min)

Chromatogram €.

12: : Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin u kmene PH12
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Chromatogram &. 14: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin u kmene PH14
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Chromatogram ¢.15: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin u kmene PH15
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Chromatogram ¢.16: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin u kmene PH16
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Chromatogram ¢€.17: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin u kmene LPT




