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1.1. Geologicky vyvoj sinic

Sinice patfi mezi gram-negativni bakterie s fotosyntetickou
aktivitou. Strukturou a fotosyntetickym aparatem jsou shodné s chloroplasty
eukaryotnich fas a vys$sich rostlin (STANIER et al. 1971).

Sinice patfi k nejstar§im organismum obyvajicim nasi planetu.
Vznik prvnich prokaryot spada do obdobi pred 3,8 miliardy let BP (SCHOPF &
PACKER 1987). Prvni struktury podobné sinicovym koloniim, takzvané stromato-
lity (BROCK 1973, MONTY 1977), se objevuji v poloviné archeanu, 3,8-2,6. 109 let
BP (CAMPBELL 1982, 1983). Stromatolity se tvofi i dnes, jejich nejznaméjSim na-
leziStém je zatoka Shark Bay na zapadnim pobfezi Australie (VAN DEN HOEK et
al. 1995).

Jiz na pocatku proterozoika (2,5. 109 let BP) je zaznamenan vy-
znamny vzestup koncentrace kysliku v atmosfére. V proterozoiku (2,5-0,58. 109
let BP) jiz jsou fototrofni sinice dominantni slozkou biosféry nasi planety, proto
se nékdy obdobi proterozoika, trvajici témér dvé miliardy let, nazyva ,érou si-
nic“. Béhem tohoto obdobi sinice postupné zvysily obsah kysliku v atmosféfe a
umoznily vyvoj ostatnich aerobnich organismti (VAN DEN HOEK et al. 1995). Na
konci ,zlatého obdobi“ sinic (SCHOPF & WALTER 1982) se na Zemi vyskytovaly jiz
vSechny typy znamé z recentni doby, véetné nejodvozenéjSich skupin fixatort
vzdusného dusiku z fadt Nostocales a Stigonematales (CASTENHOLZ 1989). Pres
ohromné stari sinic se uchovaly v téméf nezménéné podobé do dnesSni doby. Si-
nice nalezené jiz v nejstarSich fosiliich jsou morfologicky velice podobné dnes-
nim typtim a nékteré lze systematicky zafadit do recentnich rodt1 (KNOLL 1985,

VAN DEN HOEK et al. 1995).

1.2. Sinice a prostfedi
Sinice mtizeme nalézt prakticky v kazdém prostredi, véetné velice

extrémnich biotopi (VAN DEN HOEK et al. 1995). Hraji vyznamnou roli
v symbiotickych asociacich s mnoha eukaryotnimi organismy (WHITTON 1992).

Jsou tolerantni k vysokym teplotam, silné UV radiaci, vysychani, nizké koncen-
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traci CO2 atd. (WHITTON 1992). To dokazuje ohromnou adaptabilitu sinic a
schopnost prizptisobovat se zménam prostiedi. Prestoze se vSechny recentni ty-
py sinic vyvinuly jiz v proterozoiku a prakticky beze zmén se zachovaly dodnes
(KNOLL 1985, VAN DEN HOEX et al. 1995), je jiz fadu let znama schopnost sinic
velice rychle se adaptovat na nové prostfedi. Morfologické zmény jsou patrné u
fady druhti kratce po prfeneseni do kultury nebo pfi péstovani v podminkach
neodpovidajicich rustovému optimu (PRAT et al. 1972). Na fasach byly takové
vyzkumy provadény jiz v Sedesatych letech minulého stoleti (FOTT 1964). Zmény
ve velikosti a tvaru bunék pfi péstovani v rliznych svételnych podminkach byly
zkoumany na sinicich Anacystis nidulans, dne$ni Synechococcus nidulans
(MANN & CARR 1974) nebo Anabaena cylindrica (CARR & WYMAN 1986). Dalsi pfi-
klady schopnosti sinic pfizptisobovat se vné€j§im podminkam budou podrobnéji

prezentovany v dalSich ¢astech textu.

1.3. Vyznam prokaryotni struktury pro adaptabilitu
sinic
a neschopnost pohlavniho rozmnozovani.

Jednofetézcova DNA je smotana volné ve stfedu bunky a
od okoli je chranéna jen fosfolipidovou plazmatickou membranou na povrchu
bunky pod bunéénou sténou. U sinic neexistuje jadro, znamé u eukaryotnich
organismu. Mnoho sinic kromé ,zakladni DNA“ obsahuje je$§té plazmidy (malé
kruhové molekuly DNA), pritomné ve véts§i mife i u ostatnich bakterii (VAN DEN
HOEK et al. 1995).

Nepfitomnost sexualniho rozmnozovani vylucuje genetickou
rekombinaci. Pfesto i u sinic nachazime parasexualni procesy jako transforma-
ce a konjugace znamé u bakterii (KUMAR & UEDA 1984, TANDEAU DE MARSAC &
HOUMARD 1987). Béhem transformace je DNA z jedné bunky (donora) inkorpo-
rovana do druhé bunky (akceptora), kde muize nahradit homologni sekvenci
DNA. Pri konjugaci jsou dvé bunky spojeny rovnou trubickou, kterou je DNA
pfesunuta z jedné bunky do druhé (VAN DEN HOEK et al. 1995). Plazmidy, stejné
jako u ostatnich bakterii, jsou ¢asto zodpovédné za geneticky prenos (KUMAR &

UEDA 1984, TANDEAU DE MARSAC & HOUMARD 1987).
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1.4. ObtiZze moderni taxonomie sinic

Z vySe uvedenych vlastnosti sinic vyplyva jejich ohromna
variabilita a mnohokrat zminovana schopnost prizplisobovat se nejrtiznéj$im
podminkam. Jejich nechranéna DNA je nachylna k vnéjSim zasahum, které se
projevi jiz po par generacich, coz v pfipadé prokaryotnich organismu muze byt
otazkou tydnt nebo dokonce dnti.

Tyto rychlé ,adaptace“! prinasi veliké problémy pfi taxono-
mii sinic. S tim vyvstavaji otazky, ma-li viibec klasicka systematika sinic smysl
a neni-li lep§i sinice klasifikovat podle Bakteriologického kédu namisto Bota-
nického kodu (STANIER et al. 1978). Klasifikace podle Bakteriologického kédu je
umeéla a mize byt pouzita jen pro laboratorni kultury, nikoli na zZivy material.
Proto, rozhodneme-li se sinice klasifikovat, tak jediné podle botanickych pravi-
del. Drive byla klasicka taxonomie sinic zalozena vyhradné na morfologii
(GEITLER 1932). To v dnesni dobé nestaci, proto je treba studovat sinice kom-
plexné sledovanim jejich morfologie, ultrastruktury, biochemie, ekofyziologie
(WHITTON 1992, KOMAREK et al. 1999) a v posledni dobé hlavné také pouzitim
metod molekularni biologie (PRIYA SETHU et al. 1996).

Nepouzitelnost klasické definice druhu, jakou zname u eu-
karyot (CURTIS & BARNES 1989), dana nepfitomnosti pohlavniho rozmnozovani u
sinic, je dal$i nepfijemnosti, stézujici pokusy o systematiku cyanobakterii.

Touto praci bych rada alespon malou mérou pfispéla

k feSeni problémut kolem variability a taxonomie sinic.

! Slovo adaptace bylo zamé&mé pouZito v uvozovkach, protoze dodnes neni jasné, jsou-li tyto fenotypové
zmény skutecné adaptacemi (dlouhodobé ptizpisobeni vnéjsim podminkam zabudované v genomu orga-
nismu), nebo jen aklimatizacemi (reakce na kratkodobé zmény vnéjSich podminek, vétSinou sezoénni)
(WYMAN & FAY 1987). Zatimco aklimatizacni zmény jsou ryhlé a vratné, adaptacni zmény jsou pomalé a

vétSinou nevratné.
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1.5. Cile prace

1. Izolovat klonalni linie u tfi vybranych kmenu sinic: kokalni Synechococ-
cus bigranulatus, trichalni Phormidium autumnale a heterocytozni Trichormus
variabilis.

2. Dlouhodoba kultivace uvedenych kmenu (cca 12 mésicti) ve dvou
kombinacich extrémnich svételnych a teplotnich podminek (+ kontrola)

3. Vyhodnoceni morfologickych, ultrastrukturnich, ekofyziologickych a bio-
chemickych parametru.

4. Srovnani vSech kultivaci na zakladé uvedenych parametrti a sledovani
pripadnych zmén. Dojde-li k néjakym zménam, pokusit se zjistit, zda se jedna o

zmeény reverzibilni (aklimatizace) nebo zmény ireverzibilni (adaptace).
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2.1. Popis studovanych kmenu

Pro kultivaci byly vybrany tfi kmeny, reprezentujici tfi vy-
vojové stupné sinic - kokalni, trichalni a heterocytozni. VSechny pochazely
z tfebonské sbirky fototrofnich mikroorganismu CCALA.

Synechococcus bigranulatus, CCALA 187 (izol. KOVROV
1972/8-24), je kokalni sinice, patfici do fadu Chroococcales a celedi Synecho-
coccaceae (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1986). Tento kmen byl vyizolovan
z termalnich pramenist a dlouhodobé pfizptisoben k niz§im teplotam. Jeho jed-
notlivé cylindrické bunky se vyznacuji malymi rozméry (v fadu mikrometru).
Bunky se déli symetricky v pfiznivych podminkach nebo asymetricky
v nepfiznivych podminkach vzdy v jedné roviné. V nepfiznivych podminkach
tvofi dlouhé bunky, nazyvané involu¢ni. Thylakoidy jsou uloZeny parietalné ve
ttrech az c¢tyrech kruznicich. Nukleoid je tyCinkovity. S-layer ve formé p4
(KOMAREK 1996, KOMAREK 1999, SMARDA & SMAJS 1999). Pro Synechococcus je
dale v textu pouzivana zkratka ,S“.

Vlaknita sinice Phormidium autumnale, CCALA 144
(izol. ZEHNDER 1964 /99a) patfi do radu Oscillatoriales, ¢eledi Phormidiaceae a
podceledi Phormidioideae (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988). Roste benticky v te-
koucich, mirné eutrofnich vodach. Trichom je fakultativné obalen vlastni po-
chvou. De¢éli se rozpadem vlaken. Thylakoidy jsou ulozeny radialné
(ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988, KOMAREK & CASLAVSKA 1991). Pro Phormidium
je dale v textu pouzivana zkratka ,P“.

Trichormus variabilis CCALA 205 (izol. HINDAK
1963/112) patfi do radu Nostocales a celedi Nostocaceae (KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS 1989). Tato vlaknita sinice se vyznacuje pfitomnosti specialnich
bunék na trichomech, heterocytti a akinet. Heterocyty jsou schopny fixovat
vzdusSny dusik (WOLK 1982). Akinety vznikaji apoheterocyticky (HINDAK 1999).

Pro Trichormus je dale v textu pouzivana zkratka ,T.
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2.2. Kultivace
Ze sbirkovych kmenu byly vyizolovany klonalni kultury.

Vzniklé kolonie byly preneseny do tekutého media i na Petriho misky s médiem
zpevnénym agarem. Bylo pouzito médium Z (ZEHNDER in STAUB 1961).

Cast Erlenmeyerovych banék, Petriho misek a zkumavek
s naockovanymi sinicemi byla umisténa zpét do kultiva¢ni mistnosti tfebonskée
sbirky CCALA, kde byly nadale kultivovany pfi teploté 24°C a s pravidelnym
stfidanim (po 6ti hodinach) svétla (150 pE.m=2.s1) a tmy. Tyto kultury slouzily
v dalsi praci jako kontrola (kultivace k, viz Tab.1).

Dalsi ¢ast kultur byla umisténa do kultivaéniho boxu Calex
CGR 145C pri teploté 10°C. Prvni cast byla péstovana v silné osvétlené casti
kultivacniho boxu, k osvétleni byl pouzit panel zarivek (kultivace ¢.2.). Druha
cast byla péstovana v zatemnéné casti boxu, osvétlena jen jednou cervenou za-
fivkou (kultivace ¢.1). Nakres zafizeni je na Obr. I.I. v Priloze I.

Dalsi kultury byly umistény v Erlenmeyerovych bankach
s tekutym meédiem ve dvou paralelnich akvariich, vyhfivanych termostatem
MLW U 099 na teplotu 39°C. Jedno akvarium bylo silné ozafeno panelem zari-
vek (kultivace ¢.4), druhé bylo zastinéno vrstvami filtracniho papiru (kultivace
¢.3). (Nakres kultivacniho zafizeni viz. Obr. L.II., Pfilohy I, hodnoty teploty a
svétla viz Tab.1).

Sinice byly v téchto podminkach kultivovany alespon deveét
meésici. Kultury byly preockovavany podle potfeby, vzdy asi po jednom mésici.

Intenzita svétla [uE.m™.s™] >

50 150 500 750

S1 S2
P2

10 Pl
T1

24

39

Teplota [°C]

Tab. 1 Hodnoty teploty a svétla vSech péti kultivacnich prostorti. Zkratkami jsou oznaceny
jednotlivé kultury, naockované do pfislusnych svételnych a teplotnich podminek. Pismeno (S,
P, T) je zkratkou kmene (viz kapitola 2.1.), ¢islo oznacuje pfislusny kultivator.
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Hodnoty teploty byly zméfeny laboratornim lihovym teplo-
meérem s presnosti 0.25°C. Intenzita svétla byla méfena luxmetrem PU 550, Me-
tra Blansko. Hodnoty luxt byly empiricky pfevedeny na vhodnéjsi jednotku
pE.m=2.s-1.

Synechococcus bigranulatus, Phormidium autumnale a Tri-
chormus variabilis jsou dale v textu oznacovany jako kmeny. Jednou kulturou je
oznacovan kmen péstovany v jednéch konkrétnich stejnych podminkach, tedy
v jednom kultivatoru. Kulturou je tedy napt. ,Trichormus variabilis 1“ (zkratka
T1), péstovany prfi teploté 10°C a intenzité sveétla 50 pE.m=2.s-!. Podobné T2, S3,
P1. atd.

2.3. Studium morfologie

Morfologicka meéfeni byla provadéna na svételném mikro-
skopu Olympus CX 40 pfi zvétSeni 10x100, s pouzitim softwaru Olympus DP
soft. Fotografie byly pofizeny digitalnim fotoaparatem Olympus DP 10 a nasled-
né upraveny programem Adobe Photoshop 5.0.

Pro méfeni bylo vzdy vybrano alesponn 100 nahodnych je-
dincti. Jedna kultura byla méfena nékolikrat v rizném obdobi stari kultury,
aby byla zaznamenana celkova variabilita, a vzdy ve stejny den jako ostatni pa-
ralelni kultury daného kmene, aby se predesSlo moznym chybam pfistroje. U
vSech kment byly méfeny délky a Sitky bunék. Pro zhodnoceni namérenych dat

byl pouzit program ANOVA/MANOVA-Statistica 5.5.

2.4. Hodnoceni ultrastruktury

Vzorky byly fixovany 2,5 % glutaraldehydem ve 0.1 M fosfa-
tovém pufru, pH 7.2 po dobu 12 hodin pfi teploté 4°C. Pak vzorky prosly trojna-
sobnym promyvanim v promyvacim pufru (0.1 M fosfatovy pufr, 0.02 M gluko-
sa), vzdy po 15 minutach pfi laboratorni teploté.

Vzorky kmene Synechococcus byly po promyti zality do 2%
roztoku agaru pfi teploté 60°C.

Po nasledné 4 hodinové postfixaci v 2 % OsO4 ve fosfatovém

pufru byly vzorky opét trikrat promyvany ve fosfatovém promyvacim pufru.
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Pak prosly vzestupnou acetonovou odvodnovaci fadou (30%,
50%, 70%, 80%, 90%, 95% a 100%) s periodou vymény 15 minut. Poté byl fixo-
vany a odvodnény material postupné prosycovan nizko-viskézni pryskytici
Spurr (SPURR 1969) ve smésich pryskyfice s acetonem o pomérech 1:2, 1:1 a 2:1
vzdy po dobu 1 hodiny. V ¢isté pryskytici byly vzorky ponechany pfes noc.

Cerstvou pryskyfici byly vzorky zality do plochych formicek.
Pryskyftice polymerovala pfi teploté 60-70°C a nasledné minimalné 24 hodin pfi
laboratorni teploté.

Plosné zalité blocky byly ztrimovany. Polotenké fezy (0.5-
lpm), krajené sklenénym nozem na mikrotomu LKB, byly barveny toulidovou
modfi a pozorovany ve svételném mikroskopu.

Ultratenké fezy (50-80nm) byly pfipraveny na mikrotomu
Leica ultracut UCT diamantovym nozem. Rezy byly zachycovany na médéné he-
xagonalni sitky (300 Mesh)

Po 24 hodinach byly sitky stinovany etanolovym roztokem
uranyl acetatu (v etanolové atmosféfe bez pristupu svétla) po dobu 30 minut,
pak byly trojnasobné mechanicky proplachnuty v 30% roztoku etanolu. Nato
byly 20 minut kontrastovany citratem olova (v temné komurce se snizenou kon-
centraci CO») a poté tfikrat mechanicky promyty redestilovanou vodou. Sitky
s fezy byly osuSeny na filtracnim papiru pfi laboratorni teploté.

Takto pripravené vzorky byly prohlizeny a fotodokumento-
vany transmisnim elektronovym mikroskopem JEOL 1010 nebo PHILIPS 420
pfi urychlovacim napéti 80kV.

Zhotovené fotografie byly naskenovany a zpracovany

v programu Adobe Photoshop 5.0.

2.5. Studium ekofyziologickych naroku
Ekofyziologické naroky jednotlivych kultur byly studovany
metodou kultivace na zkfizenych gradientech teploty a svétla (LUKAVSKY 1982,
KVIDEROVA & LUKAVSKY 2001a, b). Suspenze sinic byla zfedéna na cca 10 000
bunék/ml a naockovana do sterilnich sérologickych desticek. Ty byly umistény
na plochu kultivacniho zafizeni. Bylo nastaveno rozmezi teplot 4 az 20°C, re-

spektive 20 az 40°C a rozmezi ozareni 58 az 1180 pE.m=2.s1. Po dosazeni staci-
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onarni faze rtstu byla zméfena absorbance pifi 750 nm na spektrofotometru
iEMS plate reader, Labsystems. Ke zpracovani vysledkt byl pouzit tabulkovy
procesor MS Excel 97 a program Statistica 5.5.

2.6. Biochemické analyzy kmenu

2.6.1. Analyza pigmentu
U vlaknitych sinic (Phormidium, Trichormus) bylo u kazdého

vzorku mensi mnozstvi biomasy rozetfeno s mofskym piskem v cca 1 ml 90 %
acetonu.

Kokalni Synechococcus byl nejdfive centrifugovan pri 4000
ot. min-! po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén a sediment byl rozdrcen
s cca 1 ml 90 % acetonu a balotinou.

VSechny extrakty byly centrifugovany pfi 4000 ot. min-! po
dobu 10 minut.

Supernatant byl odpipetovan a analyzovan na kapalinovém
chromatografu Beckman se dvéma cerpadly typu 114M a programatorem gradi-
entu Beckman 420. Elutant byl separovan kolonou Altech non encapped Sphe-
risorb ODS-1 (5 pum, 4,6 mm x 25 cm) a detekovan diodovym polem Waters 900.
Extrakce i analyza probihaly pfi laboratorni teploté, vlastni chromatograficka
analyza pfi tlaku 12 MPa a s rychlosti pratoku 2 ml.m-!. Mobilni fazi byla smés
acetonitril-metanol- 0.1 M Tris HCI pufr, pH 8.0 v pomeéru 75:12:4 (KOPECKY et
al. 2000).

Pigmenty byly uréeny pomoci praci: DAVIES (1976), JEFFREY

et al. (1997) a HIRSCHBERG & CHAMOWITZ (1994).

2.6.2. Analyza mastnych kyselin
Cca 40 ml suspenze bylo odstredéno v 50ml kyvetach 10

min pfi 4500 ot-1. Sediment byl drcen bud balotinou v pfipadé kmene Synecho-
coccus, nebo pouzitim moiského pisku u kment Phormidium a Trichormus

s malym mnozstvim izopropanolu. Suspenze byla kvantitativné pfevedena do

kadinky.
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Do suspenze bylo pfidano 12 ml horkého metanolu a 3 mi-
nuty se varila za stalého michani. Poté byl doplnén objem metanolu do 10 ml.
Do suspenze s metanolem byl pfidan chloroform, 3 min se suspenze michala,
poté 10 min stala a opét se 3 min michala.

Smés byla odstfedéna v 50 ml kyvetach 10 min pfi 3500
ot-l. Extrakt byl odpafen na vakuové odparce (RVO) a ihned pfeveden do
chloroformu.

Mastné kyseliny byly metylovany pfidanim 1 ml 5% acetyl-
chloridu v MetOH a varenim alespon 45 min pod zpétnym chladicem.

Po skonceni metylace byl extrakt odpafen na vakuové od-
parce do sucha a vyplachnut hexanem a nékolika kapkami vody. Hexanova
vrstva s obsahem metylestert byla prevedena do vzorkovnice a pouzita pro ana-
lyzu.

Metyl estery mastnych kyselin byly stanoveny na plynovém
chromatogramu Carlo Erba Mega 5300, kapilarni kolona SE-54 25 m x 0,32
mm, nosny plyn Hz o tlaku 40 kPa, teplota injektoru 250°C, teplota detektoru
270°C, teplotni gradient 180-250°C rychlosti 4°C za minutu, split 1:30.

2.6.3. Analyza mykosporinovych aminokyselin (MAA)
Izolace MAA byla provadéna pouze na kontrolnich vzorcich.

Pro detekci MAA byly pouzity extrakce v 70 % metanolu pri 45°C po dobu 2,5
hodiny. Mobilni fazi byla 0,2 % kyselina octova a 4 % vodny roztok metanolu
(XIONG et al. 1997). Pro separaci byla pouzita kolona Ultrasphere ODS (5 pm,
4,6 mm x 25 cm), fidici jednotkou byl Beckman/Altex 334 HPLC.

10
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3. VYSLEDKY

3.1. Kultivace

Z ptvodnich 15 naockovanych kultur (3 kmeny, kazdy vzdy ve
péti paralelnich kultivatorech (Tab.1l) se podafilo nakultivovat 9 kultur, z toho
vSechny kontroly (Sk, Pk, Tk), dale P1, P2, T1, T2, S3 a S4. Kmeny Phormidium a
Trichormus se nepodarilo naockovat v kultivatoru ¢.3 a 4 pfi teploté 39°C. Tyto vy-
soké hodnoty teploty jsou zfejmé pro oba kmeny letalni, z toho plyne, Ze rtizné
kmeny jsou adaptovany na rtizné hodnoty teploty. Tomu odpovidaji i vysledky ze
zktizenych gradienttl (kap. 3.4.). Stejné tak se nepodafilo nakultivovat kmen Sy-
nechococcus v nizké teploté (10°C), i kdyz castecné ve velmi malém mnozZstvi se
podafilo nakultivovovat kulturu S2, ale velmi pomaly rist v téchto podminkach
znemoznil analyzu.

Analyzy byly provadény na sinicich kultivovanych v prosto-
rech ¢.1 a 2 po 12 meésicich, u kmene Synechococcus v kultivatorech ¢.3 a 4 po 9
mésicich. U kontrol doba kultivace nehrala roli, protoze jsou kultivovany ve stej-

nych podminkach jiz nékolik let.

3.2. Vysledky morfologickych méreni

3.2.1. Synechococcus bigranulatus
U sinice Synechococcus bigranulatus se §iftka bunék u vSech

kontrol prokazatelné lisila (F= 118,8614, p= 0,00), jak je patrné z Grafu 1.

Synechococcus bigranulatussrovnani Sirky bunek
(F=118,8614, p=0,00)

Graf 1 Rozdily v sifce bun€k u jednotli-

1.4 vych kultur (Sk, S3 a S4, vysvétleni zkratek

. viz Tab.1) kmene Synechococcus bigranu-

’ = R latus. Kontrol. kultura (Sk) byla péstovana
E 12 o pii 24°C a intenzité svétla 150 pE.m’z.s'l.
%’ Kultury S3 a S4 byly péstovany pii stejné
g 11 teplot¢ (39°C), ale rGzné intenzité svétla.
g 10 &7 Kultura S4 byla siln¢ ozafena, zatimco kul-
x ' o ] tura S3 byla zastinéna.

0,9 E—

08 _T_ +Std. Dev.

07 [ +Std. Err.

' Sk s3 S4 B Mean

KULTURA
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3. Vysledky

Také nulovou hypotézu, ze délka bunék je u vSech kultur shodna,
muzeme zamitnout (F= 4,014092, p= 0,019003), jak je vidét z Grafu 2. Pouzitim
dodatec¢ného testu LSD zjistime, ze prokazatelné se lisi pouze délka bunék u kont-
rolni kultury (Sk) a kultury S4 (p= 0,004931), zatimco kultury Sk a S3 (p= 0,1233)
a S3 a S4 (p= 0,209443) se od sebe vyznamné nelisi.

Synechococcus bigranulatus srovnani délky bunek
(F=4,014092, p=0,019003)

- -
N B

-
o

oo

DELKA BUNEK (um)
0]
H

T~ +Std. Dev.
[ £Std. Err.
O Mean

Sk S3 S4
KULTURA

Graf 2 Rozdily v délce bunék jednotlivych kultur kmene Synechococcus
bigranulatus. Z grafu je patrny vyznamny rozdil pouze mezi kulturami Sk
a S4. Kontrolni kultura (Sk) byla péstovana pfi 24°C a intenzité svétla 150
uE.m™.s”. Kultury S3 a S4 byly péstovany pii stejné teploté (39°C), ale
ruzné intenzité svétla. Kultura S4 byla silné ozarena, zatimco kultura S3
byla zastinéna.

3.2.2. Phormidium autumnale
Jak je patrné z Grafu 3, Sifka vlaken se u kmene Phormidium

autumnale prokazatelné lisila (F= 7,414, p= 0,000715). Pouzitim dodatecného LSD
testu byl prokazan rozdil mezi kulturami Pk a P1 (p= 0,005493) a mezi Pk a P2
(p= 0,000254), ale nebyl prokazan rozdil mezi kulturami P1 a P2 (p= 0,313484).
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3. Vysledky

nych kultur kmene Phormidium autumnale (F= 20,10954,

Graf 4.

DELKA BUNEK (um)

Graf 3 Rozdily v siice vlaken u jednotlivych kultur kmene Phormidium
autumnale. Z grafu je patrny vyznamny rozdil mezi kulturami Pk a P1 a
Pk a P2. Kontrolni kultura (Pk) byla péstovana pti 24°C a intenzité svétla
150 pE.m™s™. Kultury P1 a P2 byly p&stovany pii stejné teploté (10°C),
ale riizné intenzité svétla. Kultura P2 byla silné ozéiena, zatimco kultura
P1 byla zastinéna.

5,8

5,4

5,0

4,6

4,2

3,8

3,4

3,0

2,6

Délka bunék byla prokazatelné odliSna u vSech tfi studova-

Phormidium autumnale srovnani délky bunek jednotlivych kultur
(F=20,10954, p=7,8106E-09)

[ o ] T
[ o ]
I [m]
Pk P1 P2
KULTURA

p:

T
1
o

7,8106.109). Viz

+Std. Dev.
+Std. Err.
Mean

Graf 4 Srovnani délek buné€k jednotlivych kultur kmene Phormidium autumnale.
Kontrolni kultura (Pk) byla péstovana pii 24°C a intenzité svétla 150 uE.m™.s™.
Kultury P1 a P2 byly péstovany pii stejné teploté (10°C), ale riizné intenzité svét-

la. Kultura P2 byla siln¢ ozafena, zatimco kultura P1 byla zastinéna.
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3. Vysledky

Z uvedenych vysledku vyplyva, ze bunky kontroly (Pk) jsou
nejdelsi (primeér 4,68 pnm) a nejtendci (pramér 5,51 pm). Naproti tomu bunky kul-
j (p *! j (p ;51 pm). Nap

tury P2 jsou nejkrats$i (primeér 3,84 pm) a nejsilnéjsi (pramér 5,79 pm).

3.2.3. Trichormus variabilis
Sitka bunék se prokazatelné 1is§i u vSech tfi kultur kmene Tri-

chormus variabilis (F= 116,6381, p= 0,00), coz je patrno z Grafu 5.

Trichormus variabilis srovnani Sirky bunek jednotlivych kultur
(F=116,6381, p=0,00)
6,0

5,6
52 -

4,8 — —

4,4 -

SIRKA BUNEK (um)

4,0

T~ +Std. Dev.
[ +Std. Err.
O Mean

3,6

Tk T T2
KULTURA

Graf 5 Rozdily v Sifce bun€k u jednotlivych kultur (Tk, T1, T2) kmene 77i-
chormus variabilis. Kontrolni kultura (Tk) byla péstovana pti 24°C a intenzité
svétla 150 pE.m™.s™'. Kultury T1 a T2 byly p&stovany pii stejné teploté (10°C),
ale rizné intenzité svétla. Kultura T2 byla siln¢ ozarena, zatimco kultura T1 by-
la zastinéna.

Jak je patrné z Grafu 6, délka bunék se u jednotlivych kultur
kmene Trichormus také prokazatelné lisila (F= 92,69960, p= 0,00). Pouzitim doda-
tecného testu LSD byla prokazana odliSnost délky bunék mezi kontrolni kulturou
(Tk) a kulturou T1 (p= 0,00) a mezi kontrolou (Tk) a kulturou T2 (p= 0,00). Naproti
tomu kultury T1 a T2 nevykazuji prokazatelnou odliSnost (p= 0,478417).
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3. Vysledky

Trichormus variabilis srovnani délky bunek jednotlivych kultur
(F=92,69960, p=0,00)

8
7

E Lo ]

36

X [

i1 S

P4

2

m —_—

< 5

a o ] ——

o
4 N B

_T— +Std. Dev.
3 (] +Std. Err.
Tk 1 T2 O Mean

KULTURA

Graf 6 Rozdily v délce bun¢k u jednotlivych kultur (Tk, T1, T2) kmene Trichormus variabilis. Pa-
trny je signifikantni rozdil mezi kontrolni kulturou (Tk) a kulturami T1 a T2. Kontrolni kultura (Tk)
byla péstovéana pii 24°C a intenzité svétla 150 pE.m™s™. Kultury T1 a T2 byly péstovany pfi stejné
teplote¢ (10°C), ale rtizné intenzité svétla. Kultura T2 byla silné ozafena, zatimco kultura T1 byla
zastinéna.

Podobné jako u kmene Phormidium byly bunky kontrolni kultury
kmene Trichormus prokazatelné nejdel$i (prumér 6,25 pm) a nejtenéi (prameér
4,18 pm). Rozdily mezi kulturou T1 a T2 byly jen v Sifce bunék.

Frekvence heterocyt byla shledana nevhodnym ukazatelem
k porovnani jednotlivych kultur. Pocetnost HTC je ovlivnéna hlavné pfitomnosti
dusiku v prostredi. VSechny kultury byly péstovany na stejném meédiu, proto i
mnozstvi N bylo u vSech kultur shodné. V kontrolni kultufe vlakna heterocyty ni-
kdy netvofila. Naproti tomu u kultur péstovanych v nizké teploté byla sice frek-
vence heterocytll vysoka, ale jen u starSich a §patnych vzorkll (kontaminace plis-
némi, bakteriemi). V Cistych neprerostlych narostech se heterocyty také nevysky-
tovaly.

Velikost a tvar akinet se jevil velice rozmanity uz v ramci jedné kul-
tury, proto této charakteristice rovnéz nebyl prikladan zadny vyznam.

Fotografie vSech kultur ze svételného mikroskopu jsou uvedeny

v Priloze II, Obr. II.I.-II. XXVI.
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3. Vysledky

3.3. Vysledky ultrastrukturnich pozorovani

K vyraznéjsim ultrastrukturnim zménam u jednotlivych kultur
daného kmene nedoSlo. U kultur P1 a P2 je oproti kontrole patrné vyrazné vyssi
procento zni¢enych a poskozenych vlaken. Zmeéna ve tvaru nebo poctu thylakoidu

nebyla zaznamenana. Fotografie fezi v§ech kultur jsou uvedeny v Priloze III, Obr.

III.I.-TIT.XXVIII.

3.4. Vysledky ekofyziologickych pokusiu

3.4.1. Synechococcus bigranulatus
U kontrolni kultury kmene Synechococcus bigranulatus (Sk)

byl nejvétsi nartist biomasy zaznamenan pfi teploté 20 az 25°C a pfi nejnizsi na-

stavené intenzité svétla 58 pE.m=2.s-1, jak je patrné z Grafu IV.I. (viz Prilohy IV). To

odpovida nastavenym kultivacnim podminkam.

U kultury S3 rostouci pfi zvySené teploté v zastinéném akva-

riu narostla biomasa nejvice pri teploté 28°C a opét nejmensi nastavené intenzité

svétla 58 pE.m-2.s! (Graf IV.IL., Prilohy IV).

Naproti tomu u kultury S4, ktera rostla pfi stejné teploté jako

S3, ale byla silné exponovana svétlem, byl nejvétsi nartist biomasy pfi 28°C (po-

dobné jako u kultury S3) a nejvysS$i nastavené intenzité svétla 1180 pE.m=2.s!

(Graf.IV.III., Prilohy IV).

Srovnani teplotnich, resp. svételnych optim vSech tfi kultur

kmene Synechococcus bigranulatus je patrno z Grafu 7, resp. Grafu 8.

Synechococcus bigranulatus
srovnani teplotnich optim

0,3

0,25 -

0.2 7 —e—SK

015 - —=—S3
—4—S4

Absorbance

0,1 +

0,05 -

Teplota [°C]

16

Graf 7 Zavislost absorbance na teploté u
jednotlivych kultur kmene Synechococcus
bigranulatus. Kazda hodnota teploty vznikla
zprumérovanim nardstu pii dané teploté a
peti hodnotach svétla. Proto neni rozdil op-
tim tak nazorny, jako pfi srovnani grafi
IV.L, IVIL a IVIIL (viz Piilohy IV). Kultu-
ry S3 a S4 byly péstovany pii stejné teploté
(39°C), zatimco kultura Sk byla péstovana
pfi nizsi teplote (24°C).



3. Vysledky

Synechococcus bigranulatus
srovnani svételnych optim

04 -
0,35 -

0,25 - —e— SK

0,2
0,15 -
0,1
0,05 -
0 ; !

0 500 1000 1500

—B— S3
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Absorbance

—4—S4

Intenzita svétla [ pE.m2.s-1]

Graf 8 Zavislost absorbance na intenzité svétla u kultur kmene Synechococcus
bigranulatus. Kultura Sk byla péstovana pii intenzité svétla 150 uE.m™s™,
kultura S3 pfi 50 uE.m™.s™ a kultura S4 pti 750 uE.m™.s™.

3.4.2. Phormidium autumnale
U kontrolni kultury kmene Phormidium autumnale byl nejvétsi

narust biomasy, podobné jako u kontrol ostatnich kment (Sk, Tk), pfi teploté 18

U kultury P1, péstované pfi nizké teploté a nizké intenzité
svétla, byl nejvétsi nartst pfi teploté 12°C a svétle 58 pE.m-2.s-! (Graf IV.V., Prilo-
hy 1V).

U kultury P2 , péstované stejné jako P1 pri nizké teploté, ale
pfi vysoké intenzité svétla, byl nejvétsi nartist pfi teploté 14 az 16°C a pfi svétle
725 pE.m=2.s! (Graf IV.VIL., Prilohy IV).

Rzné teplotni naroky jednotlivych kultur kmene Phormidium
autumnale jsou patrné z Grafu 11. Rozdily v narocich na svétlo jsou vidét na Gra-

fu 12.
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3. Vysledky

Phormidium autumnale
srovnani teplotnich optim
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Graf 11 Zavislost absorbance na teploté u jednotlivych kultur (Pk, P1, P2)
kmene Phormidium autumnale. Z grafu je patrny vyrazny posun teplotnich op-
tim kultur P1, P2, péstovanych v nizké teploté, oproti kontrole (Pk).

Phormidium autumnale
srovnani svételnych optim
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Graf 12 Zavislost absorbance na intenzité svétla u jednotlivych kultur (Pk, P1, P2) kmene
Phormidium autumnale. Patrny je vyrazny posun svételného optima u kultury P2, péstované
pod silnym svétlem. Kultura Pk byla péstovana pii intenzité svétla 150 pE.m™.s™, kultura P1
pfi 50 uE.m™.s™ a kultura P2 pii 500 uE.m™.s™.
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3.4.3. Trichormus variabilis
U kontrolni kultury kmene Trichormus variabilis byl nejvétsi

narust biomasy pfi teploté 22°C a nejniz§i nastavené intenzité svétla 58
pE.m=2.s-1, jak je patrné z Grafu IV.VIL. (viz Prilohy 1V).

U kultury T1, ktera rostla v nizké teploté pfi nizké intenzité
svétla byl nejvétsi nartst pfi teploté 10-12°C a pfi nejnizsi nastavené intenzité
svétla 58 pE.m2.s-1 (Graf IV.VIIIL., Prilohy IV).

U kultury T2, ktera rostla v nizké teploté a pri vysoké intenzi-
té svétla, byl nejvétsi narist pfi teploté 12°C a intenzité svétla 270 pE.m=2.s-! (Graf
IV.IX., PFilohy IV).

Rozdily teplotnich optim vSech tfi odliSné péstovanych kultur
kmene Trichormus variabilis jsou patrné z Grafu 9. Rozdily svételnych optim jsou

patrné z Grafu 10.

Trichormus variabilis
srovnani teplotnich optim
0,4 -
0,35 -
0,3 1
0,25 7 ' Tl
0,2 -

0,151
0,1+ —o—Tk

—B—T2

Absorbance

0,05
0 T T T 1
-0,05 0 10 20 30 40 50

Teplota [°C]

Graf 9 Zavislost absorbance na teploté u jednotlivych kultur (Tk, T1,
T2) kmene Trichormus variabilis. Z grafu je patrny vyrazny posun
(smérem k nizkym hodnotam) teplotnich optim u kultur péstovanych
v nizké teploté (T1, T2) oproti kontrole (Tk).
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Trichormus variabilis
srovnani svételnych optim

0,5 -

—Aa—T1
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Graf 10 Zavislost absorbance na intenzité svétla u jednotlivych
kultur kmen Trichormus variabilis. Kultura Tk byla péstovana
pii intenzité svétla 150 uE.m™.s”, kultura T1 pii 50 uEm™s™ a
kultura T2 pii 500 pE.m™.s™

3.5. Vysledky biochemickych analyz
3.5.1. Analyza pigmentu

3.5.1.1. Synechococcus bigranulatus
Kultury kmene Synechococcus bigranulatus se mezi sebou

lisily jiz ve slozeni pigmentt. U kontroly (Sk) bylo kromé chlorofylu a nalezeno S
karotenoidti: PB-karoten, zeaxanthin, estery astaxanthinu a dva blize neurcené
karotenoidy, pravdépodobné se jedna o nostoxanthin a caloxanthin, které jiz byly
nalezeny u jinych kmenu rodu Synechococcus, spektralni slozeni pigment i
retenéni cas tomu nejlépe odpovidaji (COUFAL et al. 1989 a HIRSCHBERG &
CHAMOWITZ 1994). Zajimava je nepfitomnost myxoxanthophylu u vSech kultur
studovaného kmene, ackoli jiz byl u fady jinych kmenti rodu Synechococcus
pozorovan a vyskytoval se zde ve velikém mnozstvi (COUFAL et al. 1989). Celkovée
byl u kmene Synechococcus bigranulatus niz§i pomér chlorofylu ke karotenoidiim
nez u ostatnich kment (viz nize). Sekundarni karotenoidy (estery asthaxanthinu)

byly pfitomny jen u kontroly, a to v zanedbatelném mnozstvi. Vyrazné nejnizsi je
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3. Vysledky

pomeér Chl/kar u kultury S4, ktera je silné exponovana svétlem. U této kultury
byly nalezeny pouze tfi pigmenty (chlorofyl a, zeaxanthin a B-karoten), jejichz
pomérny obsah je proto ve srovnani s ostatnimi kulturami vyssi. Kontrolni

kultura (Sk) a kultura S3 se od sebe nijak vyznamné neliSily.

Pigment Slozeni pigmentti
[%]
Sk S3 S4
"Nostoxanthin" 11,467 5,129 0
"Caloxanthin" 15,887 15,259 0
Zeaxanthin 32,608| 39,782| 47,074
Chlorofyl a 25,239 27,218| 36,307
Estery astaxanthinu 0,628 0 0
B-karoten 14,171 12,612 16,619
Chl a 25,239 27,218| 36,307
Karotenoidy 74,761 72,782| 63,689
Chla/karotenoidy 0,34 0,38 0,57

Tab. 2 Pigmentové slozeni jednotlivych kultur kmene Synechococcus
bigranulatus.

A

Intenzita
sv étla

vysoka I_I "nostoxanthin"

. "caloxanthin"

I:I zeaxanthin
[] cnia

. est. astaxanthinyi

|_| B-karoten

Sk

st fedni

nizka

N
»

nizka st fedni vysoka Teplota

Obr. 1 Grafické znazornéni pomérného zastoupeni pigmentd u jednotlivych
kultur kmene Synechococcus bigranulatus.
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3.5.1.2. Phormidium autumnale
U kmene Phormidium autumnale bylo u vSech tfi kultur vyizo-

lovano pét stejnych pigmentua (viz Tab.3). Z Tab. 3 a Obr. 2 je patrny vyrazné vyssi
podil karotenoidtl u kultur péstovanych v nizké teploté (P1, P2). Celkové mnozstvi
karotenoidti a xanthofylt v téchto kulturach prevysSuje celkové mnozstvi chlorofy-
lu. S nizsi teplotou kultivace vzriista podil B-karotenu (vice jak trojnasobné), mo-
noesterd  astaxanthinu (téméf pétinasobné) a mirné vzrasta podil
myxoxanthophylu, naproti tomu celkové mnozstvi chlorofylu a zeaxanthinu (az

pétinasobné) klesa.

Pigment Slozeni pigmentu
[%]
Pk P1 P2
Myxoxanthophyl 7,068 13,125 9,831
Zeaxanthin 20,753 4,183 6,605
Chlorofyl a 63,24| 47,431 49,718
Estery astaxanthinu 3,521 17,254| 16,225
B-karoten 5,418| 18,007 17,62
Chl a 63,24| 47,431 49,718
Karotenoidy 36,76/ 52,569| 50,281
Chla/karotenoidy 1,73 0,90 0,99

Tab. 3 Pigmentové slozeni jednotlivych kultur knene Phormidium autumnale.

A
Svétlo P2

vysoké

] Manthopiyt

Pk
. Zeaxanthin
|:| Chia

D est. astaxantinu

nizké | RS

stfedni

»
>

nizka stiedni vysoka Teplota

Obr. 2 Grafické znazornéni pomérného zastoupeni pigmentd u jednotlivych kultur
kmene Phormidium autumnale.
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3.5.1.3. Trichormus variabilis
U vSech tfi kultur studovaného kmene Trichormus variabilis

byly vyizolovany ¢tyfi pigmenty. Zajimava je nepfitomnost zeaxanthinu u vSech
kultur, ackoli tento xanthofyl jiz byl u jinych kment druhu Trichormus variabilis
nalezen (HIRSCHBERG & CHAMOWITZ 1994). VSechny tfi kultury se od sebe v
pomérném obsahu pigmentt pfili§ neliSily. U kontrolni kultury je nejvyssi pomér
chlorofylu ke karotenoidum (1,38). U kultury T1 je pomér chlorofylu ke
karotenoidiim téméfr 1:1. Mezi kulturami péstovanymi v nizké teploté (T1 a T2) je
oproti kulture (Tk) patrny pouze mirny pokles v pomérném obsahu chlorofylu a
mirny narust myxoxanthophylu. U kultury T2 je oproti kultufe T1, liSici se
vzajemné jen intenzitou svétla pri kultivaci, patrny mirny pokles pomeérného
mnozstvi B-karotenu, vyssi pfitomnost sekundarnich estert astaxanthinu, pokles

myxoxanthophylu a zvyseni pomérného mnozstvi Chl a.

Pigment Slozeni pigmentu
[%0]
Tk T1 T2
Myxoxanthophyl 2,618 10,72 6,456
Chlorofyl a 57,945 49,948| 53,734
Estery astaxanthinu 14,248 14,229 16,882
B-karoten 25,189 25,103| 22,929
Chl a 57,945 49,948| 53,734
Karotenoidy 42,055 50,052| 46,267
Chla/karotenoidy 1,38 1,00 1,16

Tab. 4 Pomérné zastoupeni pigmentt u jednotlivych kultur kmene
Trichormus variabilis
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Obr. 3 Grafické znazornéni pomérného zastoupeni pigmenti u jednotlivych kultur
kmene Trichormus variabilis.

Chromatogramy pigmentovych extraktti jednotlivych kultur
jsou v Priloze V, Graf V.I.-V.IX. Spektra nalezenych latek jsou také v Priloze V,
Graf V.X.-V.XIV.

3.5.2. Analyza mastnych kyselin
U vSech kmenu byly vyizolovany stejné mastné kyseliny s po-
¢tem uhlikt 14, 16 a 18. Jen u kmene Synechococcus bigranulatus nebyly naleze-

ny kyseliny hexadekadienova a hexadekatrienova (16:2, 16:3).

3.5.2.1. Synechococcus bigranulatus
U kmene Synechococcus byly dominantnimi mastnymi kyseli-

nami: palmitova, palmitolejova a linolova, jak je patrné z Obr 1 a Tab. 5. Je zde
patrna zavislost zastoupeni mastnych kyselin na kultivacni teploté. S rostouci
teplotou kultivace se snizuje pomér nenasycenych mastnych kyselin k nasycenym
(od 1,53 u kontroly az k 0,83 u kultury S3). U kultur péstovanych pfi vyssi teploté

(S3 a S4) je patrny vysSsi pomérny obsah nenasycenych kyselin myristilové a pal-

24
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mitové a vyrazné niz§i obsah kyseliny linolové. Z Tab. 5 a Obr. 1 je také patrna
zavislost délky C-tfetézce mastnych kyselin na teploté kultivace. S vyssi teplotou
kultivace vzriista podil Ci4 a Ci6 kyselin. Naopak se snizuje procentualni zastou-
peni Cis mastnych kyselin, a to az dvojnasobné. Rozdil mezi obsahem mastnych

kyselin u kultury S3 a S4, jejichz kultivaéni podminky se 1i§i jen intenzitou svétla,

je nepatrny.

Mastna kyselina Slozeni MK u jednotlivych
kultur
%]
teplota kultivace
nazev pocet C: pocet dvoj. vaz. Sk S3 S4
24°C 39°C 39°C
myristilova 14:0 1,11 5,26 2,69
hexadekatrienova [16:3 0 0 0
hexadekadienova |[16:2 0 0 0
palmitolejova 16:1 20,40 28,36 33,14
palmitova 16:0 33,34 42,22 42,14
linolenova 18:3 0 0 5,85
linolova 18:2 31,54 8,01 13,10
olejova 18:1 8,49 9,10 1,49
stearova 18:0 5,13 7,05 1,64
nasycené 39,58 54,53 46,47
nenasycené 60,43 45,47 53,58
nenasycené/nasycené 1,53 0,83 1,15
Cia 1,11 5,26 2,69
Cis 53,74 70,58 75,28
Cis 45,16 24,16 22,08
Ci16/Ci1s 1,19 2,92 3,41

Tab. 5 Slozeni mastnych kyselin jednotlivych kultur kmene Synechococcus bigranulatus.
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Obr. 4 Grafické znazornéni pomérného zastoupeni mastnych kyselin u jednotlivych kultur
kmene Synechococcus bigranulatus.

3.5.2.2. Phormidium autumnale
U kmene Phormidium byly zanalyzovany pouze kultury P1 a

P2. Kontrolni kulturu se nepodarilo zanalyzovat. Rozdil v pomérném obsahu
mastnych kyselin je mezi obéma kulturami nepatrny, coz vylucuje vliv svétla. Po-
meér nenasycenych mastnych kyselin k nasycenym je 2,03 (kultura P2)-mozné
srovnani s kontrolni kulturou kmene Synechococcus (viz vySe). Podobné jako u
kmene Synechococcus je patrny vliv teploty na délku C retézce kyselin. Oproti
kontrolni kultufe kmene Synechococcus, maji o néco vyssi obsah Cis kyselin a vy-
razné vys$si obsah Ci4 kyselin. Pomérné mnozstvi Ci¢ kyselin je nizsi nez u kontro-

ly kmene Synechococcus, péstované pfi vyssi teploté.
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Mastna kyselina Slozeni MK u jednotli-
vych kultur [%)]
teplota kultivace
nazev pocet C: pocet dvoj. vaz P1 P2
10°C 10°C

myristilova 14:0 7,47 10,09
hexadekatrienova |16:3 4,68 3,40
hexadekadienova [16:2 13,63 13,63
palmitolejova 16:1 1,64 1,58
palmitova 16:0 23,68 23,82
linolenova 18:3 14,87 15,26
linolova 18:2 30,73 29,68
olejova 18:1 1,43 1,26
stearova 18:0 1,87 2,28
nasycené 33,02 36,19

nenasycené 66,98 64,81
nenasycené/nasycené 2,03 1,79

Cis 7,47 10,09

Cis 43,64 42,43

Cis 48,9 48,48

C16/C1s 0,89 0,88

Tab. 6 Slozeni mastnych kyselin u jednotlivych kultur kmene Phormidium autumnale.

. A
Svétlo
vysoké P2
|_| 14:0
. 16:3
D 16:2
stredni 0 e
. 16:0
O 183
W 82
nizké [ et
18:0
»
»
nizka stfedni vysokd Teplota

Obr. 5 Grafické znazornéni pomérného zastoupeni mastnych kyselin u jednolivych kultur kmene
Phormidium autumnale.
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3.5.2.3. Trichormus variabilis
U kmene Trichormus je opét patrny vliv teploty na slozeni

mastnych kyselin. Pomér nenasycenych k nasycenym kyselinam vzriistd az na
1,97 u kultury T2, oproti kontrole, kde je pomér pfesné opacny. S nizs§i rastovou
teplotou kultur klesa az dvojnasobné pomérné mnozstvi Ci4 kyselin, mirné klesa

mnozstvi Ci6 kyselin. Celkovy obsah Cis kyselin vzrusta.

Mastna kyselina Slozeni MK u jednotlivych kul-
tur
[%]
teplota kultivace
nazev pocet C: pocet dvoj. vaz. Tk T1 T2
24°C 10°C 10°C

myristilova 14:0 8,62 4,22 3,60
hexadekatrienova |16:3 1,48 2,75 5,63
hexadekadienova [16:2 1,78 6,65 4,99
palmitolejova 16:1 3,18 3,83 3,08
palmitova 16:0 47,52 27,71 29,57
linolenova 18:3 14,48 30,74 23,40
linolova 18:2 10,56 21,32 21,45
olejova 18:1 2,03 1,03 1,83
stearova 18:0 10,35 1,74 6,45
nasycené 66,49 33,67 39,62

nenasycené 33,51 66,32 60,38
nenasycené/nasycené 0,5 1,97 1,52

Cis 8,62 422 3,6

Cie 53,96 40,94 43,27

Cis 37,42 54,83 53,13

Ci6/Cis 1,44 0,75 0,81

Tab. 7 Pomérné zastoupeni mastnych kyselin u jednotlivych kultur kmene Trichormus variabilis.
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Svétlo
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nizké

] 740
B 63
] 16:2
[] 1e:t
| JREERY
] t8:3
B a2
] 181
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Obr. 6 Grafické znazornéni pomérného zastoupeni mastnych kyselin u jednolivych

kultur kmene Trichormus variabilis.

Ukazka chromatogramu

v Priloze 1V, Graf IV.I.

3.5.3. Analyza mykosporinovych aminokyselin

vysoka

extraktu mastnych kyselin je

Mykosporinové aminokyseliny se u testovanych kment nepo-

darilo nalézt. Vysledné chromatogramy neodpovidaly chromatogramim uvadénym

v pracech XIONGa (1997) a KAFTANa (1997). MAA se pravdépodobné u mych kment

nevyskytuji.
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4. DISKUSE

4.1. Morfologie

Vliv vneéjSich podminek na morfologickou strukturu sinic je
znamym, ale malo publikovanym jevem. Rada morfologickych zmén je tézko méti-
telna a statisticky zaznamenatelna.

Morfologicka variabilita jednoho organismu zpusobena vlivem
sveételnych podminek muze vyustit ve zmény tvaru a velikosti bunék a zmény
v morfologii trichomt. Takovéto morfologické odezvy na vnéjsi podminky mohou byt
zpusobeny zmeénami v rustové rychlosti, ktera je ovlivnhéna dostupnosti svételné
energie. Navic se svétlo zda byt nezbytnym spoustécim mechanismem pfi kontrole
diferenciace heterocyti, akinet a hormogonii (WYMAN & FAY 1987).

KRUGER et al. (1981) zaznamenali zvétSeni primérného objemu
bunék u kultur Microcystis aeruginosa pé€stovanim pfi nizké intenzité svétla.

U kmene Synechococcus byly v mém experimentu zaznamenany
pak nejtenc¢i bunky u kultury S4, rostouci pfi nejvyssi intenzité svétla. To by mohlo
byt zpusobeno vyssi rychlosti déleni pfi vys§i intenzité svétla, bunky se ¢asto déli a
nemohou dorustat vétSich velikosti (PRAT et al. 1972) Délka bunék u kmene Sy-
nechococcus bigranulatus je velice variabilni uz v ramci jedné kultury, proto neni
priliS dobrym ukazatelem vlivu vnéjSich podminek. Nejkrat$i a zaroven nejdelsi
bunky (tzv. involu¢ni bunky) byly nalezeny u kultury S4, rostouci pod silnym svét-
lem.

U kmene Phormidium byla situace opac¢na. Kultura rostouci pfi
tura (Pk) méla nejtenci a nejdelsi bunky. To mitiZe mit dvé pri¢iny: za prvé Phormidi-
um autumnale je benticky druh pravdépodobné preferujici spiSe zastinéna mista,
proto je nepriliS osvétlené prostredi kontrolniho kultivatoru pfiznivéjsi pro déleni
vlaken nez presvétlené prostredi kultivatoru ¢.2, nebo zde dochazi k interakci
s teplotou: nizka teplota, pri které se kultivuje P2 (a P1) je nepfizniva pro déleni bu-
nék a podporuje ukladani zasobnich latek v bunkach; to je ale jen spekulace, proto-
ze literatura zabyvajici se vlivem teploty na morfologii sinic neexistuje.

Druhé teorii by nasvédcovaly vysledky zjisténé u kmene Tri-
chormus variabilis, kde byla situace obdobna jako u kmene Phormidium, tj. kontrola
(Tk) méla nejtenc¢i a nejdelsi bunky, tedy i nejcastéji se délici, zatimco kultury ros-

touci pri nizké teploté (T1 a T2) meély bunky kratsi a Sir§i. Navic se od sebe kultury
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T1 a T2 v §ifce a hlavné délce bunék prili§ neliSily. Nasnadé je jesté tfeti vysvétleni:
v kontrolnich podminkach rostly kmeny fadu let pfed mym experimentem: jsou to
sictl kultivace je§té prili§ nezvykly, tomu ale odporuji vysledky ze zkfizenych gradi-
entt, kde je jasné patrny posun teplotnich a svételnych optim smérem
k nastavenym kultiva¢nim podminkam (viz kapitola 3.3).

Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim vSech téchto morfologickych
zmén (pokud budeme predpokladat, ze jsou zpusobeny odliSnou rychlosti déleni
bunék) je to, ze kazdy kmen roste nejlépe v podminkach, které nejlépe kopiruji jeho
pfirozené teplotni a svételné podminky v pfirodé (podminky zabudované v jeho ge-
nomu). Témito podminkami jsou kontrolni kultury u kment Phormidium autumnale
(benticky druh) a Trichormus variabilis (ptidni druh) a kultura S4 u kmene Sy-
nechococcus bigranulatus. Pak by to znamenalo, ze pozorované zmény v morfologii
nebo ekofyziologii (u kment Trichormus a Phormidium u kultur P1, P2 a T1, T2; u
kmene Synechococcus u kultur Sk a S3) jsou aklimatiza¢nimi, nikoli adaptac¢nimi
mechanismy.

Kvantitou, ale i kvalitou pouzitého kultivac¢niho svétla lze ovliv-
nit diferenciaci heterocyttl (BRADLEY & CARR 1977, TYAGI & AHLUWALIA 1978, ADAMS
& CARR 1981 a WU-GUO-LIANG et al. 1982). Nic takového nebylo objeveno u studo-
vaného kmene Trichormus variabilis. Frekvence heterocytli byla silné variabilni uz
v ramci jedné kultury a to v zavislosti na stafi a kvalité kultury, tedy na mnozstvi
dusiku v médiu.

Stejné jako diferenciace heterocytu muze byt i diferenciace aki-
net ovlivnéna vnéjSimi podminkami (FAY 1969, WYMAN & FAY 1986 a NICHOLS et al.
1980), ale zadna z téchto praci se nezminuje o rozdilu ve velikosti nebo tvaru aki-
net. Velikost akinet byla u studovaného kmene Trichormus velice variabilni v ramci
jedné kultury a srovnani velikosti akinet jednotlivych kultur nepfineslo vysledky
s dobrou vypovédni hodnotou, proto nejsou publikovany.

Velikost a tvar bunék muize byt ovlivhén nejen kvantitou pouzi-

tého svétla, ale i kvalitou (BENNET & BOGORAD 1973).

4.2. Ultrastruktura

Aklimatizace na nizkou intenzitu svétla je u sinic charakteris-
ticka zvySenim poctu thylakoidud, coz je nutné pro optimalni ¢innost fotosyntetickeé-

ho aparatu, hlavné pro zvySeni absorpce svételné energie pfi nizkych intenzitach
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svetla. Naproti tomu aklimatizace na vysokou intenzitu svétla je charakteristicka
redukci ploSné hustoty thylakoidnich membran. Také hromadéni télisek se zasob-
nimi latkami je charakteristické pro bunky aklimatizované na silné svétlo jako od-
povéd k intenzivni fotosyntetické aktivité (BERNER & SUKENIK 1998). Takovéto zmény
u mych kmenti nebyly pozorovany a ani se nedaji pfi zakladni praci s transmisnim
elektronovym mikroskopem zachytit. Jak jiz bylo feceno (kap. 3.3.), je u kultur P1 a
P2 kmene Phormidium autumnale vyssi procento poskozenych vlaken oproti kontro-
le a proto se zda, Zze podminky kontrolni kultury (Pk) se nejvice blizi optimalnim
podminkam pro dany kmen. Z pofizenych snimkl je patrné, ze jednotlivé kultury
daného kmene byly na prvni pohled pomérné odlisné, ale takovéto pozorovani se
obtizné kvantifikuje a neni jasné, nakolik se mutiZze jednat o variabilitu v ramci jedné

kultury.

4.3. Ekofyziologie

Ze srovnani ekofyziologickych narokt jednotlivych kultur je vi-
dét, ze se pomérné rychle prizplsobily novym kultivacnim podminkam. Zatimco
kultury kmenu Phormidium a Trichormus narostly na zkfizenych gradientech nejvice
v hodnotach teploty a svétla odpovidajicich nastavenym kultivaénim podminkam
pro jednotlivé kultury, u kmene Synechococcus, kde byla provedena analyza po
kratsi dobeé kultivace (9 mésicll), byl nejvétsi nartst u kultur S3 a S4 posunut opro-
ti kontrolni kultufe (Sk), ale jeSté nedosahl hodnot nastavenych kultivacnich pod-
minek, hlavné teplotnich. Jednim z dGvodt mutiZze byt velika obtiZnost s udrzenim
stalé teploty v kultivatoru 3 a 4, hlavné z pocatku instalace pokusu.

Z vysledkti zkrizenych gradientt jsou také patrné rozdily v pfi-
zpusobeni se ke svétlu u jednotlivych kment. Zatimco kmen Trichormus se pfizpu-
soboval vysoké intenzité svétla (kultura T2) neochotné a pomalu, kmen Synechococ-
cus (kultura S4) a Phormidium (kultura P2) se vysoké intenzité svétla pfizptsobil
rychleji a ochotnéji.

Je jasné, Ze sinice si prizptsobuji sva teplotni a svételna optima
velice rychle v zavislosti na vnéjsich rtstovych podminkach. Domnivam se, ze pozo-
rované zmény jsou jen aklimatizacemi, nikoli adaptacemi. VSechny sledované zmé-
ny oproti kontrole byly v ramci fyziologickych mozZnosti kontroly, tedy zadna kultura
nenarostla tam, kde by kontrolni kmen nemohl riist. O adaptaci by se jednalo na-
pfiklad pokud by Phormidium autumnale nebo Trichormus variabilis narostly

v kultivatoru ¢.3 a 4, kde kontrolni kultura neni schopna rustu (viz kapitola 3.4.2.
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a 3.4.3.). Adaptace na vnéjsi podminky se da docilit postupnou a pozvolnou zménou
vnéjSich podminek. Napfriklad pouzity kmen Synechococcus bigranulatus je ptivodné
termofilni kmen izolovany z termalnich pramenist, jehoz optimalni teplota c¢inila
58°C, a ktery nerostl pod 25°C. Postupnym snizovanim rustové teploty se docililo
snizeni jeho teplotniho optima na 20-25°C (viz kapitola 3.4.1.). Schopnost rustu, i
kdyz velice pomalého, u kmene Synechococcus v kultivatoru ¢.2 (viz kapitola 3.1.) je
s velkou pravdépodobnosti pfikladem adaptace na vnéjSi podminky. Kazdopadné
ekofyziologické zmény jsou asi nejrychlejSimi reakcemi na zménu vnéjSich podmi-

nek.

4.4. Pigmenty

Zmény vobsahu a slozeni karotenoidi jsou jednim
z adaptaénich mechanismtl na vysokou intenzitu svétla, které existuji u sinic
(HIRSCHBERG & CHAMOWITZ 1994). Ochranna role karotenoidii byla popsana
v pracech KELLARa & PAERLa (1980) nebo CoDDa (1981).

Kultivace pfi vysoké intenzité svétla je charakteristicka pokle-
sem pomeéru chlorofylu ke karotenoidum (RAPS et al. 1983). To se u mych vysledkt
nepotvrdilo. U kultury S4, péstované pfi vysoké intenzité svétla, byl pomér chl/kar
nejvyssi ze studovanych kultur kmene Synechococcus bigranulatus a u kultur P2 a
T2 péstovanych pod silnym svétlem byl pomér o néco malo vyss§i nez u kultur pés-
tovanych pfi stejné teploté, ale nizké intenzité svétla (P1 a T1), ale nizsi nez u kont-
rolnich kultur péstovanych pri vyssi teploté. Pri¢inou je zfejmé spoluptisobeni teplo-
ty, ktera byla v mém pokuse neoddélitelna od svételné slozky. Ve studii RAPSe et al.
(1983) doslo u Microcystis aeruginosa ke snizeni obsahu chlorofylu pfi pé€stovani pfi
vyS§i intenzité svétla, naproti tomu kvantitativni obsah karotenoidti zustal kon-
stantni.

Snizeni poméru chlorofylu ke karotenoidiim (zvySeni mnozstvi
karotenoidt na ukor chlorofylu) pfi vyssi intenzité svétla byly pfikladany dvé funk-
ce: nutnost udrzovat vysokou kapacitu pro fotosyntetickou absorpci svétla a posky-
tovat ochranu pred fotooxidaci (PAERL et al. 1983, PAERL 1984). Druha funkce karo-
tenoidt je velice pravdépodobna, ale prvni zfejmé ne. Karotenoidy hraji minimalni
roli pfi zachycovani fotosynteticky aktivniho svétla (GLAZER 1983, SIEFERMANN-
HARMS 1985). Také excitacni spektra pro fluorescenci Chl a (680 nm) u bunék pés-
tovanych pfi vySSi intenzité svétla nevykazuji odliSnou aktivitu v oblasti absorpce

karotenoidti: 470-490 nm (KANA & GLIBERT 1988).
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V praci KONIGa (1987) bylo zjiSténo zvySeni pomérného mnozstvi
zeaxanthinu u kultur kmene Synechococcus PCC 7942 péstovanych pfi vysoké in-
tenzité svétla, coz odpovida i mym vysledkim. U kultury S4 kmene Synechococcus
bigranulatus je vys$i pomérné mnozstvi zeaxanthinu nez u kultury S3, péstované
pfi stejné teploté, ale nizsi intenzité svétla. To samé bylo zaznamenano i u kmene
Phormidium autumnale, kde kultura P2 obsahuje vysSSi pomérné mnozstvi zeaxan-
thinu nez kultura P1l. Kontrolni kultura Pk obsahuje sice tfikrat vét$i pomeérné
mnozstvi zeaxanthinu nez kultura P2, ackoli je péstovana pfi nizsi intenzité svétla,
ale je kultivovana v jinych teplotnich podminkach.

Jinych vysledki dosahli KANA & GLIBERT (1988) pfi studiu
kmene Synechococcus WH7803. Synechococcus péstovali pfi ruznych intenzitach
svétla od 30 do 2000 pE.m=2.sl. SvyS§Si intenzitou svétla zaznamenali pokles
obsahu p-karotenu, ale konstantni obsah zeaxanthinu. Pomér [-karotenu
k chlorofylu a se se vzrustajici intenzitou svétla nezménil, ale pomér zeaxanthinu
k chlorofylu a se se vzrustajici intenzitou svétla zvySoval. Konstantni koncentrace
zeaxanthinu se vzristajici intenzitou svétla je vysvétlovana tim, Ze zeaxanthin se
vyskytuje primarné v cytoplazmé nebo na vnéjsSi strané plazmatické membrany
(MURATA et al. 1981), zatimco B-karoten, jehoz obsah se vzristajici intenzitou svétla
klesa, je primarné spojen s membranou thylakoidi (MURATA et al. 1981, OMATA &
MURATA 1983). Tyto vysledky se v mém pokusu nepotvrdily. Jednim z divodu je to,
ze vychazim pouze z pomérnych zastoupeni, a ty neodrazi pfimy vzestup nebo
pokles konkrétniho pigmentu. Pomér [-karotenu k chlorofylu ani pomér
zeaxanthinu k chlorofylu neni v mych vysledcich konstantni a ani jeden neodrazi
vliv svétla.

U vlaknité sinice Oscillatoria agardhii bylo zaznamenano vyssi
pomérné mnozstvi myxoxanthophylu a zeaxanthinu a niz§i pomérné mnozstvi
echinenonu a B-karotenu pfi pé€stovani pfi vysoké intenzité svétla (MILLIE et al.
1990). Tyto vysledky se ¢astecné potvrdily i v mém pokusu. S vysSsi intenzitou svétla
u kmene Phormidium autumnale (P2), ktery je ze studovanych kmenu druhu
Oscillatoria agardhii nejpfibuznéjsi, se zvysuje pomeérné zastoupeni zeaxanthinu a
snizuje pomérné zastoupeni [3-karotenu, ale v rozporu s praci MILLIE et al. (1990) se
zvySuje pomeérné mnozstvi myxoxanthophylu. Podobné u kmene Trichormus pfi
péstovani na silném svétle (T2) se snizuje pomérné mnozstvi B-karotenu a
myxoxanthophylu oproti kultufe péstované pfi stejné teploté a nizsi intenzité svétla

(T1). U kmene Synechococcus s vyS$§i intenzitou svétla vzriista pomérny obsah
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zeaxanthinu, ale i f-karotenu. To je pravdépodobné zplisobeno nepfritomnosti jinych
karotenoidu u kultury péstované pri vysoké intenzité svétla (S4).

Slozeni karotenoidi neni ovlivhéno jen kvantitou pouzitého
svétla, ale i kvalitou, jak ukazuje studie OLAIZOLA & DUERR (1990), provedena na
druhu Spirulina platensis (dnesSni Arthrospira maxima). Pokud byly bunky kultivo-
a nejvyssich intenzitach svétla, zatimco obsah myxoxanthophylu a zeaxanthinu se
se zménou intenzity svétla neménil. Pokud byly bunky péstovany pod modrym nebo
cervenym svétlem, se vzrlstajici intenzitou se snizil obsah myxoxanthophylu,
ostatni karotenoidy zGstaly konstantni.

Vliv teploty na sloZzeni pigmentl zatim nebyl nijak vyrazné stu-
dovan. Pouze u termofilniho kmene Synechococcus sp., jehoZ optimalni rustova tep-
lota je 58°C, byl zaznamenan vys$s$i obsah myxoxanthophylu pfi kultivaci v 38°C
(MILLER et al. 1987).

Z uvedené kratké reSerSe studii tykajicich se vlivu vnéjSich fak-
tortl na slozeni a obsah pigmentl vyplyva velika nejednotnost objevenych vysledkt.
Z mych vysledkt je patrny vliv nebo spoluptsobeni teploty, coz je nejvice patrné u
kmene Phormidium. Kultury P1 a P2 rostouci pfi stejné teploté, ale vyrazné jiné in-
tenzité svétla se vzajemné témeér nelisi, ale 1i§i se od kultury kontrolni (Pk) péstova-
né pri vysS§i teploté. Je jasné, ze vysledky jedné studie nelze generalizovat: uz
z mych vysledkl je patrny rozdil u jednotlivych kmenti. Kazdy druh nebo dokonce
kmen reaguje na zménu vnéjSich podminek jinym zptsobem. Navic zalezi na tom,
v jakych ekologickych podminkach se dany druh primarné vyskytuje. Napfiklad
planktonni rod tvofici vodni kvéty (napf. Microcystis), zvykly na vysokou intenzitu
svétla, bude mit pfi kultivaci pod slabym svétlem jiné sloZeni pigment nez stejné
kultivovany benticky rod, preferujici nizké intenzity svétla (napf. Phormidium). Pro
Microcystis na rozdil od rodu Phormidium jsou takovéto podminky suboptimalni a
stresové.

Kvantitativni rozdéleni karotenoidti znaéné kolisa s rastovymi
podminkami, i kdyz prevladajici pigmenty zUstavaji stejné (HIRSCHBERG &
CHAMOWITZ 1994). To je rozhodné malo na to, abychom mohli pomoci pigmentt si-
nice klasifikovat, jak navrhuje prace KARSTENa & GARCIA-PICHELa (1996). Jejich stu-
die se zaméfila na rtizné druhy rodu Microcoleus. VSechny kmeny (to je velice dule-
zité) s podobnymi morfologickymi a ekologickymi charakteristikami mély pozoru-
hodné podobné slozeni karotenoidti. Autofi navrhuji pouziti chemotaxonomie (ana-

lyza karotenoidii a MAA) pro feSeni soucasnych problémti taxonomie sinic. To je
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vSak v rozporu s mymi vysledky. Abychom mohli provést biochemické analyzy, mu-
sime druh nejdfive kultivovat, ¢imz zménime jeho réistové podminky a s nejveétsi
pravdépodobnosti dojde i ke zméné v obsahu a slozeni pigmentti. Navic u stejného
druhu, ale jiného kmene se mohou bézné vyskytovat jiné a to i pfevladajici pigmen-
ty, jak ukazuje srovnani mych vysledkt provedenych na kmeni Synechococcus bi-
granulatus s vysledky prace COUFALa et al. (1989). Prikladem pfimo z této prace je
srovnani kultury S4 s kulturami S3 a Sk, které jsou puvodné vzeslé z jednoho geno-
typu: u kmene S4 se nevyskytuje karotenoid ,caloxanthin®, tvofici u kultur Sk a S3

pres 15%.

4.5. Mastné kyseliny

Slozeni lipidi nebo mastnych kyselin je u celé fady organismt
ovlivnéno teplotou, je-li rastova teplota snizena, mnozstvi nenasycenych mastnych
kyselin se zvy$i a mnozstvi nasycenych se snizi. To poprvé i u sinic pozoroval
HOLTON et al. (1964). To se ukazalo i v mém experimentu. U kultur péstovanych pfi
nizsi teploté je vzdy mensi pomér nasycenych MK ku nenasycenym (Casto je mensi
nez 1), nez u kultur péstovanych pfi vyssi teploté. To je dano pfedevSim vyraznym
narustem kyselin linolové a linolenové a poklesem kyseliny palmitové s nizsi teplo-
tou kultivace. To viceméné souhlasi s pracemi HOLTONa et al. (1964), FORKa et al
(1978), SATOa et al. (1978), BAASCHe et al. (1984) a COHENa et al. (1986). VySsi pro-
cento nenasycenych MK pfi niz§i kultivacni teploté je vysvétlovano nutnosti zvysit
fluiditu membrany (LEHNIGER et al. 1993). Zatim nebyl objeven zadny organismus, u
néhoz by byl patrny opacny trend, tj. s niz$i teplotou kultivace by se zvySovalo
mnozstvi nasycenych kyselin. Proto lze fici, ze zvySovani nenasycenosti pfi nizsi
teploté MK je obecnym jevem vsSech zivych organismu.

Teplotou je ovlivnén nejen pomér nasycenych k nenasycenym
kyselinam, ale také délka jejich fetézce, coz bylo pozorovano u mnoha organismu
(LEHNIGER et al. 1993). V mém pokusu se s nizs§i kultivacni teplotou snizuje pomér
Ci6/Cis kyselin, a to u vSech kmenu. Je to dano hlavné poklesem pomérného mnoz-
stvi kyseliny palmitové a palmitolejové a narustem pomérného mnozstvi kyseliny li-
nolové a linolenové s nizsi kultivacni teplotou. Mé vysledky se neshoduji s praci
odliSnych kmenu. Zatimco u kmene Anabaena variabilis (dnesSni Trichormus variabi-
lis), ztGistal pomér Ci16/Ci1s se zménou kultivacni teploty konstantni, u Anacystis ni-

dulans (dnesSni Synechococcus nidulans), se se zvyS$ujici teplotou kultivace snizoval
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pomér Ci6/Cis, coz je pfesny opak toho, co ukazuji mé vysledky. Stejné zmény
v délce C retézce, jaké nalezli SATO et al. (1978) u Anacystis nidulans, byly objeveny
u kvasinek a termofilnich bakterii. Pfesné opacny efekt, tedy stejny jako moje vy-
sledky, byl objeven u fasy Chlorella sorokiniana a u E. coli. Z uvedeného vyctu (vSe
SATO et al.1978) je patrné, ze vysledky provedené na jednom organismu nelze gene-
ralizovat pro vSechny organismy.

Vliv intenzity svétla nebyl v mém experimentu zaznamenan.
Kultury liSici se vzajemné intenzitou svétla, ale nikoli teplotou, mély témér shodné
slozeni mastnych kyselin. Presto byl vliv svétla na slozeni MK jiz nékolikrat pozoro-
van u ruznych organismti: u Porphyridium cruentum (AHERN et al. in COHEN et al.
1986), u sinice Anacystis nidulans (DOHLER & DATZ 1980) nebo u rasy Chlorella mi-
nutisima (SETO et al. in COHEN et al. 1986)). Uz tito tfi autofi dospéli k protikladnym
vysledkim. Ke shodnym vysledkiim s mymi dospéla studie COHENa et al. (1986),
kde studovali 19 kment sinice Spirulina. Efekt intenzity svétla na slozeni mastnych
kyselin a stupen jejich nenasycenosti tedy nelze zobecnovat.

Autofi LI & WATANABE (2001) srovnali analyzu zastoupeni a ob-
sahu mastnych kyselin s morfologickymi charakteristikami jednotlivych druht rodu
Anabaena. Skladba mastnych kyselin dobfe souhlasila s morfologickymi charakte-
ristikami. Autofi navrhuji vyuziti analyzy MK jako jednoho z diakritickych znakt
pro taxonomické urceni sinic. Z mych vysledkti a vysledktl autort HOLTONa et al.
(1964), FORKa et al. (1978), SATOa et al. (1978), BAASCHe et al. (1984) a COHENa et al.
(1986) vyplyva, ze pro taxonomii lze pouzit pouze srovnani zastoupeni jednotlivych
MK, nikoli jejich pomérné nebo celkové slozeni (jak navrhuji LI & WATANABE 2001),
které je silné ovlivnéno kultivaénimi podminkami. Neni ani jasné, zda se u riznych
kmenu jednoho ,druhu“ sinice nemohou vyskytovat i odliSné kyseliny, véetné pte-

vladajicich.

4.6. Shrnuti

Po pomérné kratké dobé péstovani ve tfech svételné a teplotné
odliSnych podminkach se vSechny studované kmeny vyrazné rozruznily a to témeér
ve vSech studovanych charakteristikach. Z toho vyplyva ohromna fenotypova (a asi i
genotypova) plasticita studovanych kmenti. Dokazou se velice rychle pfizpusobit
zménam vnéjSich podminek. V této praci byly sledovany pouze fenotypové a nikoli
genotypové zmeény, které vSak spolu uzce souvisi. Neni proto jasné, nakolik se jedna

o pouhou aklimatizaci nebo jde-li o adaptaci na vnéj$i podminky vyuzitim genetic-
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kych mechanismt. Zajimavé by bylo zjistit, zda by jednotlivé kultury daného kmene
byly pomoci molekularni analyzy (sekvenovani) urceny jako shodné, nebo jako veli-
ce blizce pfibuzné organismy, ale i potom by byla interpretace velice obtizna. Aby-
chom docilili adapta¢nich zmén, je tfeba vnéjSi podminky ménit pozvolna a pokus
by pravdépodobné zabral i vice ¢asu.

Jedno je jasné- vSechny pouzité metody pro studium jednotli-
vych kultur jsou ovlivnéné vnéjSimi podminkami a proto i komplexni vyuziti vSech
téchto metod nestaci pro kvalitni taxonomické urceni.

Proto nema rozdélovani na druhy, jaké zname u eukaryot, u si-
nic smysl. V tomto smyslu druh jako takovy u nich jakozto prokaryotnich organis-
mu de facto neexistuje. Dle mého nazoru by bylo vhodnéj§i pouziti jinych jednotek
(napt. ekotyp), které by charakterizovaly morfologicky typ sinice v pfesné danych
ekologickych podminkach. Pro takovyto ekotyp by poté mohl byt pouzit nazev jaky

pouzivame dnes pro ,druhy“.
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5. ZAVER

Klonalni kultury sinic Synechococcus bigranulatus, Phormidium
autumnale a Trichormus variabilis byly kultivovany v péti svételné a teplotné odlis-
nych podminkach po dobu alespon deviti mésicti. Kazdy kmen se podafilo nakulti-
vovat jen ve tfech kultivacnich prostorech a to ve shodé s vysledky ze zkfizenych
gradientu.

Na konci kultivace byly jednotlivé kultury zhodnoceny morfolo-
gicky, byla srovnana jejich ultrastruktura na zakladé snimkt z transmisniho elek-
tronového mikroskopu, byly sledovany ekofyziologické naroky jednotlivych kultur a
byla provedena analyza pigmenti a mastnych kyselin.

Po deviti- az dvanactimési¢ni kultivaci ve tfech svételné a tep-
lotné odliSnych podminkach se kazdy studovany kmen (Synechococcus bigranula-
tus, Phormidium autumnale a Trichormus variabilis) rozriznil na tfi odliSné kultury a
to ve vSech sledovanych charakteristikach.

U vSech kment byly sledovany jen fenotypové charakteristiky,
takze neni jasné, zda jsou pozorované zmeény jen aklimatizacemi (reakce na kratko-
dobé zmeény vnéjSich podminek bez nutnosti zmén v genotypu daného organismu)
nebo uz adaptacemi (trvalé prizptisobeni se vnéjSim podminkam zménou genotypu
organismu). VétSina pozorovanych zmén byly s nejvétsi pravdépodobnosti aklimati-
zacemi, i kdyz byl zaznamenan i naznak adaptaci.

VSechny charakteristiky pouzité pro studium u jednotlivych
kultur (morfologie, ultrastruktura, ekofyziologické naroky, slozeni a obsah pigmentu
a mastnych kyselin) jsou ovlivnitelné vnéjSimi podminkami a proto neni vhodné

pouze podle nich sinice klasifikovat.
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Prilohy I

Naockované kultury

Zastinény
kultivacni
prostor

Osvétleny
kultivacni
prostor

Cervena zarivka

Dvere

Panel zarivek

Obr. LI. Schéma kultivatoru pro kultivaci pii nizké teploté (10°C). Kultivator je rozdélen do dvou
oddg&lenych prostort. Prostor 2 je siln& osvétlen panelem bilych zafivek (intenzita svétla 500 pE.m™.s™),
zatimeo prostor 1 je zatemnén a osvétlen jen malou Gervenou zafivkou (intenzita svétla 50 pE.m?s™).
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Termostat

Zastinéné
akvarium

Suspenze
sinic

Osvétlené
akvarium

Panel
zarivek

Obr. LII. Na obrazku je schématicky znazornéno kultiva¢ni zatizeni pro péstovani sinic ve vysoké teploté
Voda je ohfivana v termostatu a systémem hadic ptivadéna do médénych trubek na dné obou akvarii a odtud
je hadicemi opét odvadéna zpét do termostatu. Akvaria jsou naplnéna do poloviny vodou a k médénym trub-
kam jsou pripevnény Erlenmeyerovy baiiky se suspenzi sinic, na schématu jsou znazornény zelenymi kolec-
ky se zkratkou prislusné kultury. Jedno akvarium (prostor ¢.4) je osvétleno panelem zafivek a druhé je zasti-
néno vrstvami filtraéniho papiru (prostor ¢.3)
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Obr. ILL Synechococcus bigranulatus, kultura Obr. ILIL Synechococcus bigranulatus, kultura S4. Use&ka predstavuje délku
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% g *% ~ " ¥
R = — ‘\ f / "
1 o . F | f‘. - J
\ g ‘ 4 .
U AN G
-J e - -
% - } — -
N ]' Y — J f

P z:,.-. \ 'J;---—" —\

- Obr. ILII. Synechococcus bigranulatus, kultura S4.
\) 1‘"} \ Usecka predstavuje délku Sum.
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Obr. ILIV. Synechococcus bigranulatus, kultura S4. Usecka .
predstavuie délku Sum. Obr. IL.V. Synechococcus bigranulatus, kultura S4.

Usecka predstavuje délku 10pum. Patrna je variabilita
v §ifce bunék.
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Obr. ILVL Synechococcus bigranulatus, kultura S4. Usetka Obr. ILVIL Synechococcus bigranulatus, kultura S3.
predstavuje délku Spm.

Usecka predstavuje délku Sum.



Obr. ILVIIL. Phormidium autumnale,

P S Obr. ILIX. Phormidium autumnale, kultura P2. Usecka piedstavuje délku Spum.
kultura P2. Usecka ptedstavuje délku Sum.

Obr. 11.XI1. Phormidium autumnale, kultura P2, uprostied vldkna

Obr. ILX. Phormidi tumnale, kultura P2. Useck . : ; .
' ormidum auiumnate, Kuitira secka je patrnaa nekroidni buiika. Usecka predstavuje délku Spm.

predstavuje délku Spm.

Obr. ILXIL Phormidium autumnale, Obr. ILXIIL Phormidium autumnale, ObI. -H-XIVV P, }50" midium ,autumnale,
kultura P1. Usecka predstavuje délku Sym.  kultura P1. Usecka je Spm. kultura P1. Usecka pfedstavuie délku Sum.
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Obr. ILXYV. Kontrolni kultura kmene Trichormus variabilis. Patrna je nepfitomnost he-
terocytu. Usecka piredstavuje délku 5 pm.

Obr. ILXVL. Kultura T2 kmene Trichormus variabilis. Patrna je nepfitomnost
a heterocytt v mladé kultuie. Usecka piedstavuje délku 5 pm.
B Obr. ILXVIL Kontrolni kultura kmene Trichor-

mus variabilis. Patrna je nepfitomnost heterocytt.
Usecka predstavuje délku 5 um.

Obr. II.XVIII. Kontrolni
kultura kmene Trichormus

Obr. II.XX. Kultura T1 kme-

variabilis. Patrna je nepfi- Obr. I1.XIX. Kontrolni kultura kmene Trichormus : all
tomnost heterocytd. Usec- variabilis. Patrnd je nepfitomnost heterocyti. ne 7 r ichormus variabilis. Pa-
ka je 5 pm. Usecka predstavuje délku 5 pm. trna je nepfitomnost heterocy-

ti. Usecka je 5 pm.



Obr. ILXXIL. Trichormus variabilis, kultura T1. Use¢ka piedstavuje délku
Spum.

Seaze®

Obr. ILXXIIL. Trichormus variabilis, kultura T2, fetdzec akinet. Usecka
predstavuje délku Spm.

Qbr. ILXXI. Trichormus variabilis, kultura T1.
Usecka predstavuje délku Spum.
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Obr. ILXXIV. Trichormus variabilis, kultura T2, u horniho vlakna je

, Rl Obr. ILXXV. Trich jabilis, kultura T2.
patrny koncovy heterocyt. Usecka predstavuje délku Sum. r FICHOTIUS VATIADIS ra

Usecka predstavuje délku 5um.

Obr. ILXXVL. Trichormus variabilis, kultura T2, uprostied vlakna je patrny heterocyt. Usecka piedstavuje
délku Sum.



Obr. IILII. Pii¢ny fez sinici Obr. IILIII. Pficny fez sinici

Synechococcus bigranulatus, kontrolni Synechococcus bigranulatus, kontrolni
Obr. I1LL Podéln¢ ez sinici kultura Sk. Snimek z transm. el. kultura Sk. Snimek z transm. el.
PN Y mikroskopu. Zvétseno 50 000x. mikroskopu. Zvétseno 50 000x.

Synechococcus bigranulatus,
kontrolni kultura Sk. Snimek
z transm. el. mikroskopu.
Zvétseno 25 000x.

Obr. IILI.VI. Pfi¢ny fez sinici
Synechococcus bigranulatus,
kultura S4. Snimek z transm. el.
mikroskopu. Zvétseno 60 000x.

7w

wixos e s, Obr. IIL.V. Pfi¢ny fez sinici
Obr. IILIV. Pr“’?‘y fez st ] Synechococcus bigranulatus, kultura
Synechococcus bigranulatus, kontrolni S4. Snimek z transm. el. mikroskopu
kultura Sk. Snimek z transm. el. o o '
ZvétSeno 60 000x.

mikroskopu. Zvétseno 50 000x.

Obr. II1I.VII. Podélny fez sinici
Synechococcus bigranulatus,

kultura $4. Snimek 2 transm. el. Obr. IIL.VIII. Pfi¢ny fez sinici Synechococcus

bigranulatus, kultura S4. Snimek z transm. el. mikroskopu.
Zvétseno 25 000x.

mikroskopu. Zvétseno 25 000x.
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Obr. IILIX. Pfi¢ny fez sinici Phormi-
dium autumnale, kontrolni kultura Pk.
Snimek z transmis. el. mikroskopu.
Zvétseno 10 000x.

Obr. II1.X. Podélny tez sinici Phormidium
autumnale, kontrolni kultura Pk. Snimek
ztransmis. el. mikroskopu. Zvétseno
12 000x.

oo e R 4

Obr. HILXII. Pfi¢ny fez sinici Phormidium au-
tumnale, kultura P1. Snimek z transmis. el. mik-
roskopu. Zvétseno 10 000x.

Obr. IILXI. Podélny fez sinici
Phormidium autumnale, kontrolni

kultura Pk. Snimek z transmis. el.
mikroskopu. Zvétseno 30 000x. Obr. HLXIIL Podélny fez sinici Phormidium au-

tumnale, kultura P1. Snimek z transmis. el. mikro-
skopu. Zvétseno 8 000x.

Obr. IILXIV. Pii¢ny tez sinici Phormidium Obr. IIL.XV. Podélny fez sinici Phormidium au-
tumnale, kultura P2. Snimek z transmis. el. mik-

autumnale, kultura P2. Snimek z transmis.
roskopu. Zvétseno 5 000x.

el. mikroskopu. ZvétSeno 12 000x.
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Obr. IIIL.XVI. Podélny fez sinici Trichor-
mus variabilis, kontrolni kultura Tk Snimek
z transmis.  elektronového  mikroskopu.
ZvétSeno 15 000x.

Obr. IIL.XVII. Podélny fez sinici 7vi-
chormus variabilis, kontrolni kultura

T2. Snimek z transmisniho elektrono-
vého mikroskopu.. Zvétseno 15 000x.

Obr. IIL.XVIII. Podélny fez sinici Trichor-
mus variabilis, kontrolni kultura Tk. Snimek
z transmis. elektronového mikroskopu.. Zvét-
Seno 15 000x.
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Obr. IIL.XX. Podélny fez sinici Trichormus va-
riabilis, kultura T1. Snimek z transmis. el. mikro-
skopu. Zvétseno 8 000X.

Obr. ILXIX. Pficny fez sinici Tri-
chormus variabilis, kultura T1. Snimek
z transmis. el. mikroskopu. ZvétSeno
12 000X.

Obr. HHL.XXI. Podélny fez sinici Trichormus variabilis, kultura T1. Snimek
z transmisniho el. mikroskopu. ZvétSeno 12 000X.

Obr. HHL.XXIII. Podélny tez sinici Trichormus varia-
bilis, kultura T1. Snimek z transmisniho el. mikrosko-
pu. Zvétseno 20 000X .

Obr. HHLXXII. Pti¢ny fez sinici Trichormus va-
riabilis, kultura T1. Snimek z transmis. el. mikro-
skopu. Zvétseno 12 000X .
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Obr. IL.XXYV. Pri¢ny fez sinici Trichor-
mus variabilis, kultura T2. Snimek
z transmis. el. mikroskopu. ZvétSeno

12 000x.

Obr. IILXXIV Pticny tez sinici Tri-
chormus variabilis, kultura T2. Snimek
z transmis. el. mikroskopu. Zvétseno
15 000x.

Obr. HHL.XXVII. Podélny fez sinici Trichormus va-
riabilis, kultura T2. Snimek z transmis. el. mikrosko-

pu. ZvétSeno 12 000x.

Obr. IIL.XXVI. Podélny fez sinici Trichor-
mus variabilis, kultura T2. Snimek z transmis.

el. mikroskopu. Zvétseno 15 000x.

Obr. IHL.XXVIII. Podélny fez sinici Tri-
chormus variabilis, kultura T2. Snimek
z transmis. el. mikroskopu. ZvétSeno 10 000x.
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Graf IV 1. Ekofyziologické naroky kontrolni kultury kmene Synechococcus bigranulatus na teplotu a svétlo.
Kontrolni kultura byla péstovéana pii teploté 24°C a intenzité svétla 150 pE.m™.s™.
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Graf IV.I1. Ekofyziologické naroky kultury S3, kmene Synechococcus bigranulatus na teplotu a svétlo. Kultura
S3 byla péstovana pii teploté 39°C a intenzité svétla 50 pE.m™=.s™.
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Graf IV .II1. Ekofyziologické naroky kultury S4, kmene Synechococcus bigranulatus na teplotu a svétlo. Kultura
S4 byla péstovana pii teploté 39°C a intenzité svétla 750 pE.m™.s™.
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Graf IV.IV. Ekofyziologické naroky kontrolni kultury kmene Phormidium autumnale na teplotu a svétlo.
Kontrolni kultura Pk byla pé&stovana pii teploté 24°C a intenzité svétla 150 pE.m™2.s™.
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Graf IV.V. Ekofyziologické naroky kultury P1, kmene Phormidium autumnale na teplotu a svétlo. Kultura P1
byla péstovana pii teploté 10°C a intenzité svétla 50 pE.m™>s™.
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Graf IV.VI. Ekofyziologické naroky kultury P2, kmene Phormidium autumnale na teplotu a svétlo. Kultura P2
byla péstovéana pii teploté 10°C a intenzité svétla 500 uE.m™.s™.
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Graf IV.VII. Ekofyziologické naroky kontrolni kultury kmene Trichormus variabilis na teplotu a svétlo.
Kontrolni kultura Tk byla p&stovana pfi teploté 24°C a intenzité svétla 150 pE.m?s™.
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Graf IV.VIII. Ekofyziologické naroky kultury T1, kmene Trichormus variabilis na teplotu a svétlo. Kultura T1
byla péstovéana pii teploté 10°C a intenzité svétla 50 pE.m™s™.
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Graf IV.IX. Ekofyziologické naroky kultury T2, kmene Trichormus variabilis na teplotu a svétlo . Kultura T2
byla péstovéana pii teploté 10°C a intenzité svétla 500 uE.m™.s™.
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Graf V.I. Chromatogram pigmentovych extraktli u kontrolni kultury sinice Synechococcus bigranulatus.
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Graf V.II. Chromatogram pigmentovych extraktti u S3 kultury sinice Synechococcus bigranulatus.
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Graf V.III. Chromatogram pigmentovych extrakti u S4 kultury sinice Synechococcus bigranulatus
Phormidium autumnale-kontrola
0,25
0,20 - Chl a
0,15 -
S
¢ 0,10 -
<
zeaxanthin
0,05 -
myxoxanthophyl est. astaxanthinu
p—karoten
0,00 W =
O O =™ - N N O MO &£ < VW O© ONMNNMNOWOWO OO O O O v~ N AN OMST T T O W O O M~NMNOWOWO O O
A e e A A A A A B T = T~ = S S D S S S S D S SR DA S DU SO WU SO S DU SO W S
O O O O O O O O O O O O O O O O O O OO OO0 OOLOOOLOOOLOOLOOLOOOLOOoOOoOOoOOoOooo o
Retenéni ¢as [min]
-0,05 -

Graf V.IV. Chromatogram pigmentovych extrakti u kontrolni kultury sinice Phormidium autumnale.
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Graf V.V. Chromatogram pigmentovych extrakti u kultury P1 kmene Phormidium autumnale.

Phormidium autumnale 2

0,35 -
0,30 4 Chlorofyl a

0,25 4

0,20 4

0,05 4

Myxoxanthophyl
Zeaxanthin

0:02 ?

0:04
0:05
0:07
0:08
0:09

B-karoten

bt. astaxanthinu

0:11

0:12
0:14
0:15

0:16 |

0,00 ~~7

S

[NEEE RN UEEN DN DN DN Y QQQQQQQQQQ'QQ

-0,05 - Retencni éas [min]

'\‘L"l«"b"bb\b\%‘obfo’\’\Cb‘bcbQ:,\Q,\Q,\'\\\,{L,{L,\’b\‘b,\b\\v,@\%\b\b’\’\.\‘b‘b
TTITLLITITLLS SFLLS ALV, AR

[NEEEN RN SN O N

Graf V.VI. Chromatogram pigmentovych extraktd u kultury P2 kmene Phormidium autumnale.
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Graf V.VII. Chromatogram pigmentovych extrakt u kontrolni kultury kmene Trichormus variabilis.
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Graf V.VIIIL. Chromatogram pigmentovych extrakt u kultury T1 kmene Trichormus variabilis.
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Graf V.IX. Chromatogram pigmentovych extrakt u kultury T2 kmene Trichormus variabilis.
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Graf V.X. Spektrum myxoxanthofylu. Graf V.XI. Spektrum zeaxanthinu
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Graf V.XIV. Spektrum B-karotenu.
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Graf VLI. Ukazka chromatogramu extraktd mastnych kyselin.
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