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Anotace 

Cílem magisterské práce je zaměřit se na diversitu pikoplanktonních sinic v přírodních 

vodách pomocí metody CARD-FISH, která nebyla ve spojení s pikoplanktonními 

sinicemi dosud použita. V teoretické části práce seznamuje s pikoplanktonními sinicemi, 

jejich ekologií, výskytem, funkcí v ekosystému, druhovou rozmanitostí a metodami 

studia. Praktická část řeší diversitu pikoplanktonních sinic pomocí metody CARD-FISH. 

Nejprve se zaměřuje na analýzu pokusu s čistými kmeny a zooplanktonem. Poté se věnuje 

analýzám přírodních společenstev na lokalitách rozdílné trofické úrovně. Jednotlivé 

analýzy přinášejí zajímavé výsledky o druhové rozmanitosti a variabilitě 

pikoplanktonních sinic v závislosti na místě výskytu a poukazují na důležitost jejich 

dalšího studia. 

The aim of the master’s thesis is to focus on the picocyanobacterial diversity in natural 

waters using the CARD-FISH method, a novel method to picocyanobacterial 

investigation. The theoretical part introduces picocyanobacteria, their ecology, 

occurrence, function in the ecosystem, species diversity and study methods. The practical 

part continues with the determination of the picocyanobacterial diversity using the 

CARD-FISH method. First, it focuses on the analysis of the experiment with pure isolates 

and zooplankton. After that, it deals with the analysis of natural communities from 

habitats of various trophic levels. Analyzes bring interesting results and point to the 

importance of further studies. 
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1 Úvod 

Tato magisterská práce se věnuje bližšímu poznání pikoplanktonních sinic, otázce druhové 

rozmanitosti a jejich způsobu života.  

Ačkoli jsme se všichni ve škole učili, co to jsou sinice, málokdo už nám řekl, že existují 

sinice pikoplanktonní, natož kam je máme správně zařadit, a jak vypadají tyto organismy 

zblízka. Často nemáme ponětí, že s nimi přicházíme do styku a hovoříme o nich chybně jako 

o řasách. Moc toho o nich nevíme, ale jsou důležitou součástí naší přírody. To je jeden 

z důvodů, proč se nyní věnuji právě těmto organismům.  

Moje magisterská práce se zabývá poznáním pikoplanktonních sinic, jejich ekologií, funkcí 

v ekosystému, pestrým výskytem, otázkou toxicity, jednobuněčností, příčinami tvorby kolonií 

či vztahem pikoplanktonních sinic se zooplanktonem. Dále se práce zaměřuje především 

na druhovou bohatost pikoplanktonních sinic. Toto téma je ale na studium velmi obtížné, 

jelikož systematika pikoplanktonních sinic není přesně definovaná a není jednoduché se v ní 

správně orientovat (Komárek et al., 2014; 2020). V literatuře lze nalézt různé přístupy 

k systematice těchto organismů. Jedním z cílů této práce je tedy snaha o rozklíčování 

systematiky pikoplanktonních sinic.  

V praktické části je pro studium diversity pikoplanktonních sinic použita metoda  

CARD-FISH. Provádím zde analýzu pokusu PIZO I., který se uskutečnil v období 

od 2. do 10. června 2020, pro zjištění vztahu pikoplanktonních sinic se zooplanktonem. 

Výsledky přináší zajímavé zjištění o rozmanitosti pikoplanktonních sinic a zároveň o vlivu 

přítomnosti zooplanktonu. Součástí praktické části je i analýza vybraných vzorků 

pikoplanktonních sinic z různých lokalit důlních jam (oligotrofní prostředí), nádrží 

(mesotrofní prostředí) a rybníků (hypertrofní prostředí). Výsledky analýz rovněž přináší 

důležitá zjištění o diversitě pikoplanktonních sinic v jednotlivých lokalitách.  

Hlavním cílem této práce je snaha srozumitelně shrnout informace o pikoplanktonních 

sinicích a rozšířit tak povědomí o těchto malých organismech nejen mezi odborníky.   
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2 Literární rešerše 

2.1 Pikoplanktonní sinice 

Pikoplanktonní sinice (picocyanobacteria) jsou prokaryotické fotoautotrofní organismy, které 

je možné pozorovat ve vodní frakci 0,2 – 2 µm, tzn. které projdou filtrem o velikosti pórů 

2 µm. Jejich buňky mají kulovitý nebo tyčinkovitý tvar. Mají parietální uspořádání tylakoidů 

uvnitř buňky (Komárek et al., 1999) a speciální typ buněčné stěny zahrnující prvky 

gramnegativní i grampozitivní buněčné stěny jiných bakterií. Její součástí je peptidoglykanová 

vrstva. Pikoplaktonní sinice mají často na povrchu svých buněk S vrstvu tvořenou 

glykoproteinem. Tato vrstva má především ochranou funkci (Jasser & Callieri, 2017). 

Rozmnožují se nepohlavně (dělením). 

Fotosyntetické pigmenty 

Sinice (včetně pikoplanktonních) se liší od ostatních fotosyntetických organismů typem 

světlosběrných antén, které se nazývají fykobilisomy. Fykobilisomy zachycují světelnou 

energii pomocí pigmentů zvaných fykocyanin (PC, modrý), fykoerytrin (PE, červený), 

a za pomoci allofykocyaninu (APC, bezbarvý) ji přenášejí do fotosystémů v membráně 

obsahující zelený chlorofyl a. Fykobilizomy rozšiřují možnost získávat energii z vlnových 

délek světla do oblastí, které chlorofyl nevyužívá, proto si s řasami příliš nekonkurují.  

Díky citlivosti fykobilizomů mají pikoplanktonní sinice velkou variabilitu výskytu. 

Ty, které jsou bohaté na fykoetrytrin (PE), se vyskytují častěji v čistších a čirých vodách 

(vč. moří a oceánů), zatímco pikoplanktonní sinice bohaté na fykocyanin (PC) převládají 

v zakalených jezerech. Těchto pigmentů se také využívá při zjišťování výskytu 

pikoplanktonních sinic ve vzorcích prostřednictvím terénní sondy (např. FluoroProbe,  

bbe-Moldaenke), fluorescenčního mikroskopu (autofluorescence) nebo průtokové cytometrie 

(Jasser & Callieri, 2017).  

2.1.1 Význam a funkce v ekosystému 

Sinice jsou jedny z nejstarších mikroorganismů na Zemi (Callieri et al., 2021). Vyskytují 

se zde již 3,5 miliardy let. Až do začátku období kambria (před 600 miliony lety) zde sinice 

dominovaly. Díky své schopnosti fotosyntetizovat začaly zvyšovat množství kyslíku 

v atmosféře, čímž vytvářely vhodné prostředí pro život ostatních. I v současné době jsou 

mořské pikoplanktonní sinice (Synechococcus a Prochlorococcus) považovány za jedny 
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z hlavních producentů kyslíku, jelikož zodpovídají za polovinu jeho produkce na Zemi. Mimo 

jiné přispívají až 60 % k celkovému uhlíku v oligotrofních oceánech, čímž hrají klíčovou roli 

v ovlivňování biogeochemických cyklů na naší planetě (Field et al., 1998; Flombaum et al., 

2013; Kim et al., 2018). 

Spolu s ostatními fotosyntetickými mikroorganismy (většími sinicemi a řasami) 

reprezentují sladkovodní i mořský fytoplankton po celém světě. Jsou to převážně 

fotoautotrofní organismy, tzn. že energii získávají ze slunečního záření a uhlík z CO2. 

V současné době však bylo prokázáno, že mají schopnost mixotrofie, tedy uhlík mohou 

získávat jak z CO2, tak z organických látek (např. z glukózy) (Muñoz-Marín et al., 2020; 

Yelton et al., 2016).  

Pikoplanktonní sinice jsou důležitou součástí mikrobiálního potravního řetězce (Obr. 1), 

kde společně s bakteriemi využívají organické látky uvolněné z organismů (Callieri 

& Stockner, 2002). Jsou potravou pro prvoky či zooplankton.  Ten je požírán rybami, které 

jsou významnou součástí potravního řetězce. Potřebné živiny tedy putují od pikoplanktonních 

sinic skrze zooplankton až do ryb (Sommer et al., 2012). 

Obr. 1: Mikrobiální potravní řetězec (zdroj: vlastní tvorba) 
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Pikoplanktonní sinice se běžně vyskytují ve sladkých i slaných vodách. V České republice 

je lze najít ve všech vodních nádržích, rybnících i jezerech. Jsou součástí fytoplanktonu 

a vyskytují se ve vodě po celý rok se dvěma maximy v pozdním jaře a v létě (Komárková, 

2002b). Lze je najít jak v horní vrstvě tzv. epilimniu, tak i v té spodní tzv. hypolimniu, 

v přítomnosti světla i tam, kde je tma. Jarní maximum je tvořeno jednobuněčnou formou, 

v létě převažují zpravidla kolonie (Komárková, 2002a). Jednobuněčným pikoplanktonním 

sinicím se daří spíše v hlubších vodách, zatímco koloniím pikoplanktonních sinic spíše 

ve vodách mělkých. Důležitým faktorem pro jejich výskyt je i teplota, dostatek světla či živiny 

(Callieri et al., 2012). 

2.1.2 Tvorba kolonií 

Pikoplanktonní sinice žijí samostatně nebo v koloniích o různých velikostech. Jejich buňky 

mohou tvořit kolonie a být obklopeny slizovým obalem, který je chrání.  

Uvádí se několik možných důvodů pro tvorbu kolonií (Callieri et al., 2012; Komárková, 

2002a; Stal, 2017) jako je například vysoká intenzita světla, lepší využití živin, ale především 

reakce na predační tlak. Tvorba kolonií je reakcí na přítomnost predátorů, nejčastěji prvoků, 

vířníků a perlooček (Huber et al., 2017; Jezberová & Komárková, 2007; Ospina-Serna et al., 

2020). Pikoplanktonní sinice mají schopnost se shlukovat i v případě, že nejsou v přímém 

kontaktu s predátorem. Důvodem je nejspíše přítomnost chemických látek (kairomonů), které 

predátoři produkují (Ospina-Serna et al., 2020). 

2.1.3 Toxicita a potenciální hrozba pro vodárenský průmysl 

Toxicita pikoplanktonních sinic je důležitým a velice aktuálním tématem. Většina výzkumů 

z minulých let totiž předpokládala, že pikoplanktonní sinice toxiny neprodukují (Callieri 

& Stockner, 2000; Stockner et al., 2000). 

Dohady a možnost toxicity zmínila Ambrožová (2006) a Bláha & Maršálek (1999). 

S prohlubováním znalostí o množství a typu toxinů se tato tématika u pikoplanktonních sinic 

opět otevírá.  

Pikoplanktonní sinice produkují celou řadu sekundárních metabolitů a také dokáží tvořit 

masivní vodní květy. Tvorba květů je stále rostoucím problémem sladkovodních i mořských 

lokalit. Předmětem zkoumání je i jejich alelopatická aktivita. Alelopatický vztah je založen 
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na negativním ovlivňování (chemickými látkami) jednoho organismu druhým. Druhý 

organismus nemá vůči prvnímu žádné působení (Śliwińska-Wilczewska et al., 2018).  

Pikoplanktonní sinice Synechococcus sp. může dle výzkumů Gin et al. (2021) produkovat 

cyanotoxiny (CYN) či anatoxiny (ATX). Výzkum navíc ukazuje, že není jednoduché toxicitu 

prokázat a některé monitorovací přístroje nejsou dostatečně citlivé. Toxicita Synechococcus 

sp. představuje díky svému rozsáhlému rozšíření významnou hrozbu pro celý svět. Toxiny 

pikoplanktonních sinic mohou být zodpovědné za smrt organismů fauny a flóry a mohou mít 

negativní účinky na zdraví člověka (Śliwińska-Wilczewska et al., 2018). 

Vzhledem k tomu, že jsou pikoplanktonní sinice masivně rozšířeny ve všech vodních 

ekosystémech, a díky jejich malé velikosti a odolnosti je jejich schopnost produkovat toxiny 

značně alarmující. Největší úskalí tkví v tom, že není jednoduché takto malé organismy 

zachytit a identifikovat. To si žádá jedinečné vybavení a konkrétní postupy při úpravě vody 

nejen ve světě (Jasser & Callieri, 2017), ale i u nás (Ambrožová, 2006). Aktuálně tedy 

představují pikoplanktonní sinice hrozbu pro upravenou vodu, ve které se díky své velikosti 

mohou vyskytovat. Řešením je probíhající hledání nových způsobů, jak zamezit výskytu 

těchto malých organismů v upravené vodě (Ambrožová, 2006).  

2.2 Diverzita pikoplanktonních sinic 

K pikoplanktonním sinicím (Synechococcus sensu lato) byly tradičně přiřazovány 

mikroskopické siné (zeleno-modré) samostatné buňky, neboť byly studovány metodami spolu 

s ostatním fytoplanktonem (řasy, vláknité a koloniální sinice) – světelnou mikroskopií, 

kultivací kmenů a analýzou fotosyntetických pigmentů. Se začátkem využívání genetických 

markerů a fylogenomiky se v poslední době rychle mění celá systematika této skupiny a zatím 

nebyl nalezen jednotný směr (Cabello-Yeves et al., 2017; Jasser & Callieri, 2017; Komárek et 

al., (2020); Salazar et al., 2020). 

 

Nomenklatura sinic (systém pojmenování a klasifikace) – ICN vs. ICNP 

Sinice bychom mohli nazvat horkým bramborem, který si mikrobiologové a botanici mezi 

sebou přehazují neustále sem a tam. Taxonomie sinic se vyvinula v botanickém světě, protože 

Cyanobacteria/Cyanophyta byly původně na základě vzhledu identifikovány jako řasy. Jedná 

se však o prokaryotické organismy, které náleží fylogeneticky k bakteriím. Tento fakt 

způsobuje problémy v nomenklatuře, jelikož pravidla pro tzv. Botanický kód (Nomenclature 
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for algae, fungi, and plants (ICN, ICBN); the „Botanical Code“) se výrazně liší 

od tzv. Prokaryotického kódu (the International Code of Nomenclature of Prokaryotes 

(ICNP); the „Prokaryotic Code“) (Parker et al., 2019). Oba názvy Cyanophyta 

a Cyanobacteria považujeme za rovnocenné (synonyma). Koncovka –phyta je definovaná 

Botanickým kódem, –bacteria podle Prokaryotického kódu. Zatímco ICN platně uznává 

jména publikovaná podle ICNP, opačně to neplatí (Oren & Ventura, 2017). Rozdíl v obou 

kódech je mimo jiné v tom, že botanický je více založen na popisu vzhledu, lokality 

a mikroskopii. K popisu nového druhu dle ICN stačí herbářovaná rostlina, usušený nebo 

fixovaný vzorek nebo nákres, popř. foto, popis daného druhu a jeho výskytu. Prokaryotický 

kód zohledňuje kultivační techniky, genetické testy a nutností je depozice živého daného 

popsaného rodu, tzv. type species, do dvou sbírek mikroorganismů. Jakmile je jednou jméno 

definováno a popsáno (ICN či ICNP), typový rod už se nemůže zpětně měnit a platí ten, který 

vznikl dříve. 

 

Problematika taxonomie rodu Synechococcus 

Organismus jménem Synechococcus elongatus byl poprvé popsán v roce 1849 z bentosu 

sladkovodního jezera Katzensee poblíž Zürichu (Nägeli, 1849). Jeho vzhled se odráží i v jeho 

názvu – kulovitý/oválný organismus, který se dělí na dvě poloviny (synecho – držet pospolu, 

coccus – kulovité buňky). Stejný organismus byl popsán v roce 1975 pod názvem Anacystis 

nidulans (Ihlenfeldt & Gibsen, 1975) a byl později přejmenován na Synechococcus. Prvním 

referenčním kmenem byl Synechococcus elongatus PCC6301 (Rippka & Cohen-Bazire, 

1983). Na základě jednoduchého vzhledu byly posléze všechny organismy, které vypadaly 

podobně, řazeny do rodu Synechococcus – sladkovodní, mořské i z termálních pramenů, 

ze všech světadílů a různých nadmořských výšek. Se zavedením molekulárních metod bylo 

zjištěno, že je postavení tohoto rodu polyfyletické, tedy že se toto jméno vyskytuje na různých 

místech fylogenetického stromu u vzájemně nepříbuzných organismů, tedy že nemají 

společného předka (Castenholz, 2001; Herdman et al., 2001; Watterbury & Rippka, 1989).  

 

Taxonomie pikoplanktonních sinic podle Botanického kódu: 

Většina pikoplanktonních sinic nacházejících se v planktonu moří, oceánů i sladkých vod 

náleží do řádu Synechococcales, čeledi Prochlorococcaceae (Komárek et al., 2020). Patří sem 

validně popsané rody Prochlorococcus, Parasynechococcus (mořský „Synechococcus“) 
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a Cyanobium, z čehož ve sladkých vodách nalezneme pouze rod Cyanobium. Rod 

Synechococcus sensu stricto patří do stejného řádu, ale do čeledi Synechococcaceae (Obr. 2) 

 

 

Obr. 2: Taxonomické zařazení pikoplanktonních sinic řádu Synechococcales dle Botanického 

kódu 

 

Taxonomie pikoplanktonních sinic podle Prokaryotického kódu: 

Nomenklatoricky (dle Prokaryotického kódu) náleží naprostá většina pikoplanktonních 

sinic do řádu Synechococcales čeledi Cyanobiaceae (Obr. 3). 

První fylogenetické analýzy izolovaných kmenů pikoplanktonních sinic Synechococcus s.l. 

ukázaly, že se řadí do klastru 5 sinicové linie (cyanobacterial lineage cluster 5 - Castenholz 

(2001)), někdy také zvané „ProSyn clade“. Lze rozlišit tři různé sub-klastry (SC): 5.1, 5.2, 5.3. 

SC 5.1 zahrnuje pouze mořské zástupce, zatímco SC 5.2 a 5.3 obsahují jak mořské, 

tak i brakické a sladkovodní kmeny (Callieri et al., 2013). Poblíž SC 5.2 a 5.3 byly navíc 

nalezeny nové skupiny sladkovodních pikoplanktonních sinic, které přináší další poznatky, 

a především nové fylogenetické otázky (Jasser & Callieri, 2017). Do SC 5.2 patří především 

rod Cyanobium, ale také nově popsané rody Vulcanococcus (Di Cesare et al., 2018), 

Magnicoccus a Regnicoccus (Walter et al. 2017). Zbytek sladkovodních zástupců řadíme 

do SC 5.3, kde je nově popsaný rod Lacustricoccus (Cabello-Yeves et al., 2017).  

Dore et al. (2020) navrhují název Ca. Marinosynechococcus pro SC 5.1, Cyanobium 

pro SC 5.2 a Ca. Juxtasynechococcus pro SC 5.3. 

  Salazar et al. (2020) a Walter et al. (2017) navrhují na základě sekvencí genomů ještě 

jemnější rozdělení čeledi Cyanobiaceae na rody Parasynechococcus, Pseudosynechococcus, 

Parasynechococcus (Coutinho et al. 2016)
(mořský „Synechococcus“)

Prochlorococcus (Chisholm et al. 1992)

Cyanobium (Rippka & Cohen-Bazire 1983)

Synechococcus (Nägeli 1849)

ostatní Synechococcales

Prochlorococcaceae

Synechococcaceae
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Synechospongium, Inmanicoccus, Cyanobium, Regnicoccus, Vulcanococcus 

a Lacustricoccus.  

Žádný z nově popsaných rodů není dosud validně popsán, a proto nejsou názvy všeobecně 

respektovány a používány, čím vzniká ještě větší chaos. 

Obr. 3: Taxonomické zařazení pikoplanktonních sinic řádu Synechococcales 

dle Prokaryotického kódu 

 

Výskyt v přírodě – shrnutí 

Pikoplanktonní sinice hojně zastoupené v mořích a oceánech reprezentují rody 

Parasynechococcus (mořský Synechococcus) či Prochlorococcus. Mezi dominantní rody 

sladkovodních lokalit patří zejména Cyanobium, a spousta kmenů dříve pojmenovaných 

Synechococcus sp., Synechococcus usitatum (Cabello-Yeves et al., 2018; Jasser & Callieri, 

2017),  nově také Vulcanococcus, Lacustricoccus nebo Regnicoccus (Cabello-Yeves et al., 

2017; Salazar et al., 2020). 

Zajímavostí je, že byly nalezeny také endemické kmeny pikoplanktonních sinic, 

a to konkrétně v USA, Polsku či Rakouských jezerech (Jasser & Callieri, 2017). Dále byl 

popsán nový rod Synechospongium (dříve Synechococcus spongiarum), který je 

endosymbiontem mořských hub (Usher et al., 2004). Můžeme tedy předpokládat, že diverzita 

pikoplanktonních sinic je možná mnohem větší, než jakou ji doposud známe.  

Podrobněji se budu dále zabývat jen těmi rody, které byly detekovány ve sladkovodních 

ekosystémech a jsou důležité pro mou diplomovou práci. 

 

 

SC 5.1 – Parasynechococcus, Pseudosynechococcus
Ca. Marinosynechococcus

Prochlorococcus

SC 5.2 – Cyanobium (+ Magnicoccus, Vulcanicoccus, 
Regnicoccus)

SC 5.3 – Ca. Juxtasynechococcus (+ Lacustricoccus,   
Inmanicoccus)

Synechococcus (sensu stricto)

Synechospongium

Cyanobiaceae

Synechococcaceae
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2.2.1 Synechococcus  

Problematikou jména Synechococcus jsem se podrobně zabývala výše. Zde uvedu popis rodu 

Synechococcus podle literatury, tak jak je v současnosti vnímán a jaké organismy jsou 

pod tímto pojmem popisovány. Původní označení pikoplanktoních sinic Synechococcus s.l. 

(sensu lato) je polyfyletické. 

„Synechococcus“ je rozšířen po celém světě, a to jak ve sladké, tak i slané vodě. Jeho buňky 

jsou dlouhé 3–15 µm, 1–3 µm široké a mají kulatý či tyčinkovitě protáhlý tvar. Buněčná stěna 

je gramnegativní a je tvořena vrstvou peptidoglykanu, který buňkám dodávám větší odolnost 

(Callieri et al., 2013). „Synechococcus“ dominuje v oligotrofních jezerech. Vyskytuje se také 

jak v polárních, tak i tropických lokalitách. Je schopen přežít i v nepříznivých podmínkách. 

V současné době je kladen důraz na validní překlasifikování taxonomie tohoto rodu (např. 

Cabello-Yeves et al., 2022; Dore et al., 2020; Gupta & Mathews, 2010; Komárek et al., 2020; 

Salazar et al., 2020).  

Z výše uvedeného popisu (kapitola 2.2) vyplývá, že všechny pikoplanktonní organismy 

z planktonu sladkovodních ekosystémů, a tedy i ty uvedené v mé diplomové práci, náleží 

fylogeneticky jinam než do rodu Synechococcus. 

2.2.2 Cyanobium 

Cyanobium je významnou součástí sladkovodního pikoplanktonu. Náleží do sub-klastru 5.2 

a je nejrozšířenějším a nejvariabilnějším rodem pikoplanktonních sinic. Jeho buňky jsou 

morfologicky jednoduché, oválné, 1–2 µm dlouhé a 1 µm široké. Pikoplanktonní sinice 

Cyanobium má kulatější tvar buněk. Podle přítomnosti pigmentů mohou být buď červené 

(růžové) či zelené (zeleno-modré). Původně, na základě 16S rRNA genu, tento rod 

představoval všechny sladkovodní pikoplanktonní sinice řazené do rodu „Synechococcus“ 

(Komárek et al., 2020), nyní dochází k jeho „drobení“ na nové rody a druhy (např. Dore et al., 

2020; Salazar et al., 2020). 

Cyanobium gracile – typový druh rodu Cyanobium (Rippka & Cohen-Bazire, 1983), 

referenční kmen PCC6307. 

Cyanobium usitatum – dříve Synechococcus usitatum (Cabello-Yeves et al., 2018, ekotyp 

růžové barvy), velice rozšířený genotyp, který lze detekovat jak ve studených oblastech (jezero 

Bajkal, jezero Erie), tak v temperátních oblastech (Španělsko jezero Tous), v tropech (jezera 

Amazonie) a brakických vodách.  
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2.2.3 Vulcanococcus 

Rod Vulcanococcus je zástupcem sub-klastru 5.2 a byl vyčleněn od rodu Cyanobium 

a „Synechococcus“ na základě analýzy 259 marker genů. Zajímavostí je, že tento organismus 

V. limneticus růžové barvy, byl izolován z vulkanického jezera Lake Albano (Itálie) a oproti 

jiným pikoplanktonním sinicím, obsahuje ve svém genomu kompletní nitrogenasu a nif operon 

(Di Cesare et al., 2018). Tento rod není dosud validně popsán. 

2.2.4 Lacustricoccus 

Dva nové genomy byly objeveny ve sladkovodní nádrži Tous a jezeru Lanier. Původně 

pojmenován Synechococcus lacustris (Cabello-Yeves et al., 2017), pak přejmenován 

na Lacustricoccus (Salazar et al., 2020). Nádrž Tous i jezero Lanier se řadí k oligo-

mezotrofním lokalitám a tyto nové genomy se zde vyskytují v masivním počtu. V obou byl 

detekován fykobilisom (PSB) typu II, takže náleží k růžovému ekotypu a je bohatý 

na fykoerythrin. Zároveň mají velikostně nejmenší genom, který byl zatím u sinice 

„Synechococcus“ pozorován. Patří do sub-klastru 5.3. (Cabello-Yeves et al., 2017). Tento rod 

není dosud validně popsán. 

2.2.5 Regnicoccus 

Regnicoccus antarcticus je typový rod pro původně Synechococcus sp. WH 5701 (Fuller et 

al., 2003; reklasifikace Walter et al., 2017). Je halotolerantní. Prokazuje zvýšené množství 

výskytu v antarktické oblasti. Dosud není validně popsán. Náleží do sub-klastru 5.2. 

2.2.6 Koloniální forma pikoplanktonních sinic 

Výše zmíněné pikoplanktonní sinice se mohou vyskytovat jednotlivě nebo tvořit různě 

strukturované a definované kolonie (Callieri et al., 2012; Jasser & Callieri, 2017; Komárková, 

2002a; Komárková & Šimek, 2003). Jejich koloniální formy jsou však běžně taxonomicky 

řazeny do jiných druhů Anathece, Aphanocapsa, Cyanodictyon, Romeria, Snowella, 

Cyanocathena, Merismopedia aj. (Kaštovský et al., 2018; Komárek et al., 2011; Komárek et 

al., 2014; Komárek & Anagnostidis, 1998; Komárková, 2002a). Tyto druhy jsou zatím 

popsány pouze na základě Botanického kódu (morfologických znaků) a na jejich přesném 

genetickém zařazení se v současné době intenzivně pracuje. 
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Detailní popisy koloniálních zástupců pikoplanktonních sinic podle Komárek 

& Anagnostidis (1998) jsou popsány v následujícím odstavci. 

Anathece je nový název, dříve nesla jméno Aphanothece (Komárek et al., 2011). Tato 

pikoplanktonní sinice má oválné buňky, které se často uvnitř slizových kolonií vyskytují 

po dvou. Hojně se nachází v létě ve stojatých vodách. Kolonie dosahují velikosti 20–100 µm. 

Další koloniální pikoplanktonní sinicí je Aphanocapsa. Ta je charakteristická svými malými, 

pravidelnými a kulatými buňkami. Jednotlivé buňky bývají v těsné blízkosti u sebe a také se 

často vyskytuje v koloniích. Mezi jejími buňkami se nachází jemný bezbarvý sliz. Velikost 

kolonií je menší, 10–50 µm. Rozmnožuje se nepohlavním dělením, ke kterému dochází 

ve dvou rovinách. Často se vyskytuje v oligotrofních jezerech s čistší vodou. Snowella je 

velice zajímavá svým uspořádáním buněk, které vypadají jako sněhová vločka. Jednotlivé 

buňky jsou spojeny slizovou stopkou. Velikost kolonie 10–20 µm. Pikoplanktonní sinice 

Cyanodictyon má oválné buňky a je charakteristická pro své řetízkovité uspořádání buněk 

uvnitř slizových kolonií. Velikost kolonií bývá 10–100 µm. Další zajímavou pikoplanktonní 

sinicí je Merismopedia. Její buňky se shlukují po 4, a vytváří tak specifické tabulky. 

Rozmnožuje se dělením ve 2 směrech. Velikost kolonií 10–50 µm. Cyanocathena je drobná 

koloniální pikoplanktonní sinice, která má uvnitř kolonie železitý prstenec. Velikost kolonií 

10–20 µm. Přehledné shrnutí všech běžných koloniálních typů viz Švecová (2019). 

2.3 Vztah mezi pikoplanktonními sinicemi a zooplanktonem  

Z potravního řetězce vyplývá, že zooplankton je jedním z významných zdrojů mortality 

pikoplanktonních sinic (druhým je pak virová lyze). Jeho vliv na výskyt a rozmanitost 

pikoplanktonních sinic nelze jednoduše definovat, neboť zahrnuje organismy různých 

velikostí (Huber et al., 2017; Ospina-Serna, 2020). Mikrozooplankton (<40 µm) jsou drobnější 

zástupci jako bičíkovci (HNF; heterotrophic nanoflagellates) a nálevníci (Cilliata), kteří 

spásají jednobuněčné pikoplanktonní sinice. Makrozooplankton (>40 µm, ale větší i než 

200 µm) reprezentují vířníci (Rotifera), perloočky (Cladocera) a klanonožci (Copepoda) 

schopní filtrovat drobné kolonie. 

Konzumací pikoplanktonu prvoky se dlouhodobě zabývají Šimek et al. (1995; 1996), Dolan 

& Šimek (1998), Šimek et al. (2022). Zaměřují se přitom především na konzumaci nálevníky 

a bičíkovci. Rychlost konzumace ovlivňuje velikost buněk pikoplanktonních sinic. Ta je 

závislá i na ročním období. Důkaz o konzumaci zajišťují především vakuoly, ve kterých byly 

pikoplanktonní sinice nalezeny. Vyskytují se v nich v různých stupních rozkladu. Z toho 
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vyplývá, že pikoplanktonní sinice jsou prvoky nejen požity, ale i tráveny (Šimek et al., 1996). 

Bičíkovci jsou podle Jasser & Callieri (2017) daleko účinnějšími konzumenty 

pikoplanktonních sinic než nálevníci. Některé druhy planktonních sinic jsou pro zooplankton 

špatně stravitelné, a dokonce i toxické (Pérez-Morales & Sarma, 2014). Na obranu proti 

predátorům dokáží některé pikoplanktonní sinice tvořit kolonie dosahující velikosti až 100 µm 

(Callieri, 2017; Jezberová & Komárková, 2007).  

Konzumace pikoplanktonních sinic mikrozooplanktonem je více prozkoumána než 

konzumace makrozooplanktonem (Švecová, 2019). Jejich zažívací trakt často obsahuje 

pikoplanktonní sinice v důsledku konzumace prvoků a vířníků. Buďto jsou tedy 

pikoplanktonní sinice požírány napřímo, anebo přes nálevníky a bičíkovce (Jasser & Callieri, 

2017).  

Vzhledem k tomu, že zooplankton bezpochyby ovlivňuje život pikoplanktonních sinic 

(Huber et al., 2017; Ospina-Serna, 2020), byly provedeny dva pokusy (Jezberová, 

nepublikováno), jejichž cílem bylo ověřit konzumaci pikoplanktonních sinic zooplanktonem 

různé velikosti na jaře a v létě a jejich reakci na přímou konzumaci. Součástí této diplomové 

práce je vyhodnocení jarního pokusu (4.3. Část A – pokus PIZO I.). Filtry získané právě 

z tohoto PIZO I. pokusu zde byly použity pro zjištění diversity pikoplanktonních sinic CARD-

FISH metodou. 

2.4 Metody studia pikoplanktonních sinic 

Otázky diversity pikoplanktonních sinic mohou být zkoumány několika metodami jako je: 

fluorescenční in situ hybridizace (FISH) metoda, světelná mikroskopie, analýza pigmentů – 

vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), sekvenace amplikonů či metagenomika. 

Pro potřeby této práce byla vybrána metoda CARD-FISH, která nám umožní přímé propojení 

mezi fenotypem (organismy pod mikroskopem) a genotypem (genetická sonda). Tato metoda 

je podrobněji popsána v následující podkapitole. 

2.4.1 FISH metoda 

Metoda fluorescenční in situ hybridizace, zkráceně FISH (Fluorescent In Situ Hybridisation) 

je dnes již standartní metodou používanou v mikrobiologii. K prvnímu popisu a zkoumání této 

techniky došlo již před 20 lety. Od té doby se značně vylepšila a současně se kombinuje 

i s jinými technikami (Kubota, 2013; Pernthaler & Pernthaler, 2007; Piwosz et al., 2021).  
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Nyní je jednou z nejběžněji používaných mikroskopických technik jak v mikrobiologii, 

tak i v lékařství. Lze ji využít k identifikování a počítání různých mikroorganismů, pro případ 

této práce hlavně pikoplanktonních sinic.  

Metoda fluorescenční in situ hybridizace (FISH) je cytogenetická metoda, která se používá 

pro lokalizaci konkrétních úseků DNA nebo RNA. Využívá přitom fluorescenčních 

oligonukleotidových sond, které jsou schopny vázat se na požadované vlákno DNA či RNA. 

Sondy jsou specifické jednořetězcové úseky genetické informace, fluorescenčně označené.  

CARD FISH (Catalyzed Reported Deposition-Fluorescence In Situ Hybridization) je jeden 

z typů fluorescenční hybridizace. Je to metoda, která se používá k určení skupin – v našem 

případě pikoplanktonních sinic. Funguje na základě komplementarity oligonukleotidových 

sond s úseky nukleotidů v ribozomech. Konkrétněji jde o 23S a 5S rRNA na ribozomálních 

podjednotkách a 16S rRNA na malých podjednotkách. CARD FISH je specifická v tom, 

že využívá sondu označenou křenovou peroxidázou HRP (horse-radish peroxidase). Ta je 

navázána na příslušnou sondu a dále pak na fluorescenčně značený tyramid (Pernthaler 

& Pernthaler, 2007). Úspěšné navázání se projeví pod fluorescenčním mikroskopem jako 

světelný signál.   

Důležitým faktorem pro správný průběh hybridizace jsou fyzikální podmínky. FISH 

metoda sebou nese i několik úskalí. Významným problémem může být nízká propustnost 

sondy nebo její malá účinnost. Další úskalí představuje slábnutí hybridizačního signálu v čase 

(Kubota, 2013). Tato metoda je náročná jak časově, tak i po finanční stránce. 
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3 Cíle práce 

Cílem této diplomové práce bylo přinést nové poznatky o ekologii několika fylogeneticky 

definovaných skupin pikoplanktonních sinic s využitím metody CARD-FISH a nově 

navržených genetických sond. Tato metoda nebyla u pikoplanktonních sinic ještě nikdy 

použita. Jejím obrovským přínosem je přímé propojení sekvenačních (genetických) dat, 

kterých v současné době velice přibývá, s přímým pozorováním organismů pod mikroskopem 

a tím propojení fylogenetiky a ekologie. Jeden z nejdůležitějších cílů byl tedy vývoj a následné 

testování několika sond. 

3.1 Část A – Analýza pokusu PIZO I. 

V rámci projektu GAČR 19–23261S (řešitelka J. Jezberová) byly navrženy a provedeny dva 

pokusy, jejichž cílem bylo ověřit intenzitu a preference zooplanktonu přidáním izolovaných 

kmenů pikoplanktonních sinic do několika velikostních frakcí přirozeného společenstva. 

Součástí této diplomové práce je vyhodnocení změny diversity pikoplanktonních sinic CARD-

FISH metodou jarního pokusu (4.3. Část A – pokus PIZO I.). 

 

Hypotéza 1 – Vlivem predace se jednobuněčné pikoplanktonní buňky shlukují do kolonií. 

Hypotéza 2 – Některé genotypy pikoplanktonních sinic jsou přednostně konzumovány oproti 

jiným genotypům. 

V tomto pokusu byla analyzována změna zastoupení dvou skupin pikoplanktonních 

sinic (A1.1, A3.1) v umělé populaci vzniklé smícháním tří fylogeneticky odlišných kmenů 

pikoplanktonní sinic. Změny v čase jsou vysvětlovány jako vliv predace mikro 

a makrozooplanktonem v experimentálním prostředí. 

3.2 Část B – Výskyt skupin pikoplanktonních sinic v jejich přiroze-
ném prostředí 

Jezberová (2006) uvádí, že při kultivaci sinic bývá obtížné dosáhnout jejich tradičních 

koloniálních forem, které se vyskytují v přirozeném prostředí. Rozhodli jsme se otestovat 

navržené sondy na vzorkách získaných během předchozích vzorkovacích kampaní. 
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Hypotéza 3 – V prostředí o různé trofické úrovni nalezneme odlišné genotypy 

pikoplanktonních sinic. 

Hypotéza 4 – Pikoplanktonní sinice vyskytující se v koloniích jsou zastoupeny stejnými 

genotypy, jako ty, které se vyskytují ve volné vodě samostatně (v jednobuněčné 

a dvoubuněčné formě). 

Zastoupení 4 skupin pikoplanktonních sinic v jejich přirozeném prostředí bylo analyzováno 

pomocí CARD-FISH. Vzorky pocházely ze tří typů sladkovodních ekosystémů – důlní jámy 

(oligotrofní prostředí), nádrže a přehrady (mesotrofní-eutrofní prostředí) a rybníky 

(hypertrofní prostředí). 
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4 Materiály a metody 

Ke zjištění diversity pikoplanktonních sinic byla použita CARD-FISH metoda. Samotnému 

procesu této metody ale předcházelo několik nutných kroků jako je odběr a příprava vzorků. 

Vzorky z nejrůznějších lokalit a časových obdobích byly odebrány v příslušných lokalitách 

a konzervovány formaldehydem na výslednou 2% koncentraci. Před přípravou filtru 

pro hybridizaci byl fixovaný vzorek ponechán cca 2 hodiny při pokojové teplotě či přes noc 

v lednici. Během této doby byl připraven preparát na mikroskopování (černý Nucleopore filtr 

20 mm; porozita 0,2 µm; objem vzorku 1–5 ml) pro zjištění vhodné koncentrace (distribuce 

buněk na filtru).  

Po zjištění ideální koncentrace byl objem vynásoben 4x a použit na přípravu FISH filtrů. 

Daný objem se přefiltroval na velký FISH filtr (polykarbonátový filtr Sterlitech; poloměr 

47 mm; porozita 0,22 µm) na filtrační aparatuře, která je určená pro velké filtry. Filtr byl dále 

přemístěn na filtrační papír, kde chvilku osychal. Suchý vzorek se pomocí měkké tužky 

na okraj popsal potřebnými údaji (např. datem, lokalitou, číslem vzorku). Vysušený filtr byl 

uchován v ploché formě v malé Petriho misce či krabičce od filtrů. Mezi filtry byly vloženy 

prázdné papírky. Krabička s filtry se řádně popsala datem a lokalitou a uchovala se v mrazáku 

při -20 °C. Takto uložené filtry byly později vyndány z mrazáku a použity pro samotnou 

CARD-FISH metodu. Všechny další kroky jsou popsané v následujících podkapitolách. 

4.1 CARD-FISH metoda 

Všechny filtry vybrané pro zjištění diversity pikoplanktonních sinic byly zpracovány CARD-

FISH metodou (Pernthaler & Pernthaler, 2007) za použití různých sond (Tab. I). Samotné 

hybridizaci předcházelo ještě několik nutných kroků (jako např. příprava filtrů, agaróza, 

permeabilizace či inkubace s achromopeptidázou), které jsou také popsány v následujících 

podkapitolách. K vyhodnocování hybridizace byl použit fluorescenční mikroskop Olympus 

BX75 za použití zeleného fluorescenčního světla (označeného CHLA) využívající 

fotosyntetických barviv (fykobiliproteinů) sinic (510–560 nm; buňky pikoplanktonních sinic 

svítí červeně), UV záření na všechny prokaryotické buňky obarvené DAPI (4‘,6-diamidin-

2fenylindol dihydrochlorid), (excitační maximum 360 nm, emisní maximum 460 nm; DNA 

v buňkách svítí bílo-modře) a modré světlo FITC (Fluorescein-5-isothiocyanate), jež slouží 

ke zjištění počtu cílených buněk (excitační maximum 460 nm, emisní maximum 540 nm) 

a označené buňky svítí žluto-zeleně. 
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Tab. I: Použité kmeny a příslušné sondy (FA% = koncentrace formamidu v pufru)                         

SKUPINA KMENY SONDA SEKVENCE (5’-3’) FA%  
KOMPETI-

TORY 

A1 Cyanobium gracile 
PCC 6307 A1.1long ACGCTTTAACGACAGACTTA-

CAAGGCCG 55 3 

A2 Synechococcus sp. Sy-
nAce01_CP018091 A2.2Y GCCCAGYAGTTTCCATTGCCTG 35 - 

A3 
Synechococcus sp. 
GFB01 16S rRNA 1; 
JJ27 STR AM710383 

A3.1M CAAGCCTCMCAGTTTCCATTGC 35 2 

B1 R9<2-R1 B1.2 CAAGCCTTGTAGTTTCCACCGCCGA 35 2 
                                                                                                                                                       

4.1.1 Agaróza 

Do 50 ml lahve se šroubovacím uzávěrem bylo přidáno 0,1 g agarózy navážené na laboratorní 

váze. Lahev se doplnila do 50 ml ultračistou (MilliQ) vodou, přikryla neutaženým víčkem 

a umístila do mikrovlnného inkubátoru. S výskytem prvního probublání se láhev vyndala ven, 

kde mírně vychladla. Dále byla nalita do čisté, předem označené Petriho misky, do které byly 

postupně namáčeny všechny filtry, vždy nápisem dolů. Filtry se předem řádně popsaly. 

Po namočení se filtry nechaly uschnout na čisté podložce. 

4.1.2 Permeabilizace 

Do 15 ml vzorkovnice (typ Falcon) bylo přidáno 0,1 g lysozymu odváženého na laboratorních 

vahách, 8 ml MilliQ vody, 1 ml EDTA (0,5M) (kyselina ethylendiamintetraoctová) a 1 ml 

TRIS HCI (1M) (tris hydrochlorid). Obsah vzorkovnice byl promíchán na vortexu a přelit 

do Petriho misky označené „lysozym“. Do Petriho misky byly přidány všechny filtry 

a ponechány 1 hodinu v inkubátoru při teplotě 37 °C.  

4.1.3 Achromopeptidáza a deaktivace endogenních peroxidáz 

Do 15 ml vzorkovnice byly přidány 3 ml MilliQ vody, 20 µl NaCl (5M), 20 µl 

achromopeptidázy a 100 µl TRIS HCI (1M). Vzorkovnice se doplnila do 10 ml MilliQ vodou 

a zamíchala. Z Petriho misky označené jako „lysozym“ byly filtry přendány do Petriho misky 

s PBS (1x) (solný roztok fosfátem pufrovaný), poté do Petriho misky s vodou, a nakonec 

do Petriho misky s achromopeptidázou. V ní zůstaly 20 minut v inkubátoru při teplotě 37 °C. 

Po dvaceti minutách došlo k přendání do Petriho misky s PBS (1x), po propláchnutí do Petriho 

misky s vodou. Nakonec byly přesunuty do Petriho misky s HCl (0,01 M), kde zůstaly 

10 minut při pokojové teplotě. Po uplynulém čase byly filtry omyty v Petriho misce s vodou 
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a přendány do Petriho misky s etanolem (96%). Asi po 1 minutě došlo k vyndání na čistou 

podložku a usychání. Po usušení došlo k rozřezání na potřebné plátky a rozmístění 

do označených sad Petriho misek. Tyto sady byly plně připravené pro hybridizaci. 

4.1.4 Hybridizace 

Do 2 ml mikrozkumavky (Eppendorf) bylo přidáno 1,5 ml příslušného pufru vzhledem 

k použité sondě. Pro potřeby práce je název sond zkrácen (A1.1long = A1.1, A2.2Y = A2.2, 

A3.1M = A3.1, B1.2 zůstává stejná). Dále bylo přidáno 10 µl konkrétní sondy (Tab. I) 

i s případnými kompetitory (Tab. II). Sonda A2.2 nemá žádné kompetitory. Sondy byly 

navrženy a vybrány tak, aby identifikovaly různé genotypy pikoplanktonních sinic (Obr. 

P_1). Všechny sondy se předem naředily DEPC (diethyl pyrokarbonát) na koncentraci 

10 pmol. Sada nařezaných filtrů byla naskládána na ethanolem vyčištěnou pipetu a z ní 

přendána do mikrozkumavky s pufrem a sondou. Dále byla umístěna do inkubátoru 

s nasazeným rotorem na 4 rmp přes celou noc při teplotě 35 °C.  

Tab. II: Kompetitory k sondám 

SKUPINA JMÉNO KOMPETITORU SEKVENCE (5’-3’) 
A1 A1.1long-c1 ACGCTTTAACGACAGACTTACAAGACCG 
A1 A1.1long-c2 ACGCTTTAACGACAGACTTTCAAGGCCG 
A1 A1.1long-c3 ACGCTTTAACGACAGACTTACAGGGCCG 
A3 A3.1M-c1 CAAGCCTCCCAGTTTCCAATGC 
A3 A3.1M-c2 CTAGCCTCACAGTTTCCATTGC 
B1 B1.2-c1 CAAGCCTTGTAGTTTCCACCGCTGA 
B1 B1.2-c2 CAAGCCTTGTAGTTTCCATCGCCGA 

 

V dalším kroku se připravoval prací pufr. Do 50 ml vzorkovnice bylo přidáno 10 ml MilliQ 

vody, požadované množství NaCl (5M) (chlorid sodný) pro konkrétní sondu (A1.1 – 30 µl; 

A2.2, A3.1, B1.2 – 420 µl), dále 500 µl EDTA (0,5M), 1 ml TRIS HCl a 25 µl SDS 

(dodecylsíran sodný). Vzorkovnice byla doplněna na 50 ml MilliQ vodou, promíchána 

a umístěna do inkubátoru na 10 minut při teplotě 37 °C. Po uplynulém čase došlo k vyndání 

vzorkovnice i mikrozkumavky z inkubátoru. V digestoři byly filtry z mikrozkumavky pomocí 

pipety přendány do vzorkovnice, a vráceny zpět do inkubátoru na 30 minut při teplotě 37 °C.  

Nová Petriho miska s PBST (fosfátem pufrovaný fyziologický roztok 

s nízkokoncentrovaným detergentním roztokem) se přidala do inkubátoru ke vzorkovnici. 

Po 30 minutách byl obsah ze vzorkovnice vylit do laboratorního síta/Büchnerovy nálevky 
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pro zachycení filtrů. Zachycené filtry byly přendány do Petriho misky s PBST (fosfátem 

pufrovaný fyziologický roztok) a umístěny zpět do inkubátoru na 45 minut na 37 °C.  

4.1.5 Amplifikace 

Po 35 minutách se začal chystat další krok. Do 2 ml mikrozkumavky se přidalo 0,5 ml PBS 

(1x) a 2,5 µl H2O2 (peroxid vodíku). Do připravené Petriho misky označené „FITC“ byl přidán 

1 ml amplifikačního pufru, 10 µl roztoku PBS+H2O2 a 1,25 µl tyramidu s navázanou 

fluorescenční barvou FITC (Pernthaler & Pernthaler, 2007). Filtry z Petriho misky s PBST 

byly po daném čase přendány do Petriho misky FITC, ta se ponechala přesně 30 minut 

v inkubátoru na 37 °C.  

Po 30 minutách byly filtry přendány do nově nalité Petriho misky s PBST, přikryty 

plechovkou a zůstaly na stole ve tmě po dobu 15 minut. Poté byly přendány do Petriho misky 

s vodou pro propláchnutí, a nakonec do Petriho misky s etanolem (96%). V té došlo opět 

k propláchnutí a následnému vyndání na podložku k uschnutí.  

Po uschnutí se filtry umístily na podložní sklo. Pro snadnější uchycení filtrů se na podložní 

sklíčko přidala kapka imerzního oleje s DAPI. Na připravené filtry bylo nakonec umístěno 

důkladně přitlačené krycí sklo. Sklo s filtry se označilo příslušným popisem a popis s krycím 

sklem se přelepil izolepou pro fixaci.  

4.1.6 Pozorování pod mikroskopem  

Filtry z jednotlivých vzorků byly mikroskopovány pod fluorescenčním mikroskopem 

Olympus BX55 se zvětšením 1000x (objektiv 100x; okulár 10x). U každého vzorku byly 

spočítány počty všech buněk v chlorofylu a poté počty hybridizujících buněk (viz výše). 

Celkem bylo spočítáno cca 400 buněk. Výsledky byly spočítány, porovnány rozdíly mezi 

počty v obou světlech a vyhodnoceny.                

4.2 Výběr kmenů pikoplanktonních sinic 

Na základě fylogenetické analýzy byly vybrány jednodruhové (neaxenické) kmeny 

pikoplanktonních sinic, které byly vhodné pro pokus PIZO I. a pro testování specifity nově 

navržených genetických sond (Tab. I). Všechny kmeny pocházely ze sbírky mikroorganismů 

RNDr. Jitky Jezberové, Ph.D. (HBÚ-BC AV ČR). Byly pěstovány v klimaboxu při teplotě 

19 °C v médiu WC a světelném režimu 16h světlo/8h tma (Švecová, 2019). 
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4.3 Část A – Pokus PIZO I. 

4.3.1 Odběr, filtrace a tvorba FISH filtrů 

K první části zjišťování diversity pikoplanktonních sinic pro potřebu diplomové práce byly 

použity vzorky z pokusu PIZO I. Jeho cílem bylo zjištění vzájemného vztahu mezi 

pikoplantonními sinicemi a zooplanktonem. Pokus PIZO I. se uskutečnil v období 

od 2. do 10. června 2020 a byla na něj použita voda z hypertrofního rybníka Rod (Třeboňsko). 

Během PIZO I. pokusu byla voda filtrována přes několik konkrétních filtrů (viz níže) do lahví 

se šroubovacím uzávěrem tak, aby se docílilo různého velikostního složení organismů. 

Do všech vzniklých lahví (vyjma kontrolních) bylo následně přidáno předem vypočtené 

množství pikoplanktonních sinic o finální koncentraci 104 buněk/ml. Byly použity kmeny  

RD-KV18, STR a 25-VIR, které náleží geneticky do 3 různých skupin: STR (skupina A3), 

RD-KV18 (skupina A4.1, Vulcanococcus) a 25-VIR (skupina A1, Cyanobium).  

K pokusu tak bylo vytvořeno celkem šest typů variant, které byly zkoumány a pravidelně 

odebírány. Varianty se od sebe lišily tím, přes jaký filtr byla voda filtrována (0,2 µm – 1 µm 

– 5 µm – 20 µm – 200 µm – UNF). UNF (unfiltered) frakce nebyla filtrována vůbec, 

obsahovala tudíž celé velikostní spektrum organismů. Frakce 0,2 byla přefiltrována přes 

0,2 µm filtr a neobsahovala žádné mikroorganismy. Frakce 1 byla přefiltrována přes 1 µm 

filtr, obsahovala bakterie a přirozené pikoplanktonní sinice (jejichž počet byl tou dobou velmi 

nízký, 500 b/ml) a byla zbavena všech predátorů (prvoků a makrozooplanktonu). Frakce 5 

byla přefiltrována přes 5 µm filtr a obsahovala bakterie, pikoplanktonní sinice a drobné 

bičíkovce. Frakce 20, která byla přefiltrována přes síťku 20 µm, obsahovala navíc větší prvoky 

(nálevníky), ale žádný mnohobuněčný zooplankton. Frakce 200, přefiltrována přes síto 

200 µm obsahovala menší zooplankton (hlavně vířníky). Frakce UNF nebyla přefiltrována 

vůbec, tudíž se v ní vyskytovaly veškeré planktonní organismy včetně velkého zooplanktonu 

(perloočky, buchanky).  

Všechny tyto frakce se následně pravidelně odebíraly ve 3 opakováních (A, B, C) 

pro získání relevantních výsledků. Kromě variant A, B a C byla pravidelně odebírána 

i varianta 0. Ta sloužila jako kontrolní a na začátku pokusu do ní nebyly přidány žádné 

pikoplanktonní sinice. Odběr z jednotlivých variant vzorků probíhal přímo v den pokusu, 

následně pak první, druhý, čtvrtý a osmý den pokusu do předem připravených lahviček 

o objemu 60 ml. Jednotlivé vzorky z odběrů tohoto pokusu byly mikroskopovány a následně 

přefiltrovány na filtry pro CARD-FISH analýzu (viz výše). Takto připravené filtry ze začátku 
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(den 0), středu (den 4) a konce (den 8) byly použity pro zjištění diversity pikoplanktonních 

sinic prostřednictví CARD-FISH metody s pomocí sond A1.1 a A3.1. Sonda A4.1 bohužel 

nevykazovala dostatečnou specificitu, a proto nemohla být pro analýzu použita. 

4.4 Část B – Diversita v důlních jámách, rybnících a nádržích 

Ke zjištění diversity pikoplanktonních sinic v přírodních vodách různé trofické úrovně 

(oligotrofní důlní jámy, mesotrofní-eutrofní vodní nádrže a hypertrofní rybníky) byly vybrány 

nejrůznější FISH filtry připravené v předchozích letech pracovníky Biologického centra 

AV ČR-HBÚ pod vedením RNDr. Jitky Jezberové, Ph.D. Potřebné vzorky byly v minulosti 

odebrány v příslušných lokalitách a následně mikroskopovány pro zjištění hustoty 

pikoplanktonních sinic. S ohledem na jejich hustotu se připravily 0,2 µm filtry, na kterých se 

přefiltrovalo požadované množství vzorku. Po pečlivém popsání byly uloženy do mrazáku  

(-20 °C) a byly vyhodnoceny v této diplomové práci. 

Vybráno bylo celkem 54 různých filtrů z rozmanitých lokalit (Obr. 4, Tab. P_I, Tab. 

P_II). Lokality zahrnovaly rybníky, vodní nádrže i důlní jámy. Většina z nich se nachází přímo 

v České republice. Malé množství vzorků vybraných pro tento výzkum bylo ze zajímavých 

lokalit v zahraničí (z Německa, Polska a Indie). 

Obr. 4: Vybrané lokality v ČR i zahraničí (zdroj: vlastní tvorba) 
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Pro potřebu diplomové práce byly filtry rozděleny do tří skupin. První skupinu zahrnovaly 

vzorky ze všech důlních jam bez ohledu na lokality. Druhou skupinu reprezentovaly vzorky 

ze všech rybníků a třetí všechny vybrané nádrže. Pro lepší přehlednost byla první skupina 

důlních jam označena písmenem M (mine) a každý filtr příslušným pořadovým číslem. Druhá 

skupina zahrnující rybníky nesla označení F (fishponds) a příslušná čísla. Skupina třetí byla 

označena písmeny RL (reservoir, lake) a reprezentovala nádrže a jezera. Taktéž byly 

jednotlivé filtry doplněny pořadovým číslem. 

Všechny vybrané filtry byly následně zpracovány CARD-FISH metodou s využitím sond 

A1.1, A2.2, A3.1 a B1.2 (viz kapitola 4.1 CARD-FISH metoda).            

4.5 Statistické testy 

Statistické testy byly provedeny v programu Graph Pad Prism 9.4.1. K vyhodnocení byla 

použita dvoucestná ANOVA. Pro vyhodnocení rozdílu mezi sondami (u PIZO I.) jsem použila 

Šidákovu korekci pro mnohonásobné testy. Rozdíly mezi celkovými počty jednobuněčných 

pikoplantkonních sinic (u PIZO I.) v čase byly vyhodnoceny s použitím post hoc Tukey testu. 

K vyhodnocení rozdílů jednotlivých sond (A1.1, A2.2, A3.1 a B1.2) mezi lokalitami byla 

použita jednocestná ANOVA s použitím post hoc Tuckeyho testu.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
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5 Výsledky 

5.1 Testování nových sond 

Vzhledem k nutnosti ověřit specificitu a účinnost jednotlivých sond předem, bylo vybráno 

několik kultur ze sbírky autotrofních organismů (Jezberová, BC AV ČR – HBÚ) (Tab. III). 

Jednotlivé kultury byly vybrány tak, aby každá obsahovala kmen konkrétních 

pikoplanktonních sinic, které by měly být detekovány konkrétní sondou. Testovala jsem tedy 

její specificitu tam, kde se předpokládala (Tab. IV). 

Tab. III: Vybrané kultury pro testování sond 

 

Všechny tyto vybrané kultury byly mikroskopovány a dále filtrovány dle potřebné hustoty 

na FISH filtry. Všechny filtry pak byly zpracovány CARD-FISH metodou pro ověření 

specificity sond a její účinnosti, tedy schopnosti se vázat na danou pikoplanktonní sinici. 

Pro testování byly použity sondy A1.1, A2.2, A3.1, A5.1, A6.4, A9.1 a B1.2. Nakonec byly 

pozorovány pod mikroskopem a vyhodnocovány dle specificity a účinnosti hybridizace. 

Výsledky prokázaly specificitu jednotlivých sond pouze na navržené kmeny pikoplanktonních 

sinic. V přiložené tabulce jsou zaznamenány výsledky hybridizujících kultur v závislosti 

na konkrétní sondě (Tab. V).  

 

 

 

 

SKUPINA KÓD NÁZEV KULTURY DATUM AKCE  FILTR (0,2 μm) MÉDIUM 
A1 M1 VÍR 02.03.2021 400 μl WC 
A2 M2 KV-KV19 02.03.2021 400 μl BG 
A3 M3 STR S2/9 02.03.2021 400 μl BG 

A4.3 M4 K5<2-K 22.3 02.03.2021 300 μl WC 
A4.3 M5 R9<1-7.2 02.03.2021 400 μl WC 
A5 M6 DH<0.8-3.1 02.03.2021 40 μl WC 
A6 M7 KV-KV10-D6 02.03.2021 40 μl WC 
A9 X R-ME 5-B2 02.03.2021 VYŘAZENO WC 
B1 M8 K1-D4 02.03.2021 100 μl WC 
B1 M9 K5<2-K6 02.03.2021 100 μl WC 
B1 M10 LA-S3/17 02.03.2021 200 μl WC 
B1 M11 R9<2-R3 02.03.2021 200 μl WC 
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Tab. IV: Ověřování specificity CARD-FISH sond  

  SKUPINA/VZORKY 

  A1 A2 A3 A4.3 A4.3 A5 A6 B1 B1 B1 B1 

SONDY FA (%) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 

A1.1 55 ANO NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
A2.2Y 35 NE ANO NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
A3.1M 35 NE NE ANO NE NE NE NE NE NE NE NE 
A5.1 65 NE NE NE NE NE ANO NE NE NE NE NE 

A6.4b 60 NE NE NE NE NE NE ANO NE NE NE NE 
A9.1 35 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
B1.2 35 NE NE NE NE NE NE NE ANO ANO ANO ANO 

 

Tab. V: Výsledky testování účinnosti jednotlivých sond 

SKUPINA NÁZEV FITC CHLA %PICO POZNÁMKY 
A1 M1 243 311 78%   
A2 M2 317 408 78%   
A3 M3 209 415 50%   

A4.3 M4 X X X NEJSOU SONDY 
A4.3 M5 X X X NEJSOU SONDY 
A5 M6 102 408 25%   
A6 M7 95 301 32%   
A9 X X X X NENÍ KULTURA  
B1 M8 172 401 43%   
B1 M9 157 404 39%   
B1 M10 292 400 73%   
B1 M11 42 310 14%   

 

Pro samotnou hybridizaci buněk z PIZO I. pokusu a dále vybraných vzorků důlních jam, 

rybníků a nádrží byly vybrány sondy, které pod mikroskopem nejlépe svítily nebo se 

předpokládalo, že se kmeny těchto pikoplanktonních sinic vyskytují v daných lokalitách 

na základě údajů z vytvořených stromů genotypů pikoplanktonních sinic. 

5.2 Výsledky pokusu PIZO I. 

Předběžné výsledky naznačují vzájemnou interakci mezi pikoplanktonními sinicemi 

a zooplanktonem. Ve vzorcích byly pod mikroskopem pozorovány jednobuněčné 

pikoplanktonní sinice i kolonie. Jednobuněčné pikoplanktonní sinice dominovaly ve všech 

frakcích nultý den. Největší nárůst kolonií se objevil osmý den u frakce 5. Buňky 

pikoplanktonních sinic ve frakci 0,2 během přibývajících dnů výrazně narůstaly, naopak 
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ve všech variantách s predátory pikoplanktonní sinice v čase ubývaly. Úbytek buněk 

pikoplanktonních sinic ve vzorcích se zooplanktonem značí jejich konzumaci zooplanktonem.  

Celkem 108 vzorků (filtrů) z pokusu PIZO I. bylo nahybridizováno se sondami A1.1 a A3.1 

(samostatně, 54 a 54 pro každou sondu).  Vyhodnocování vycházelo z průměrů variant (A, B, 

C) pro každou skupinu vzorků dle společného dne odběru a frakce (Tab. P_III a P_IV). 

Výsledky hybridizace se lišily na vzorcích z počátečního, čtvrtého a osmého dne pokusu. 

Významný rozdíl byl pozorován i v porovnání výsledků dvou použitých sond: A1.1, A3.1 

(Obr. 5).  

Jednotlivé varianty se od sebe lišily v závislosti na dni pokusu. Varianty 0,2 a 1 byly 

kompletně bez predátorů, tudíž se jejich trend lišil od variant 5, 20, 200, UNF, které predátory 

obsahovaly. Jednotlivé sondy ve výsledcích prokazovaly opačné trendy. Procenta 

hybridizujících buněk pikoplaktonních sinic se sondou A1.1 ve frakcích 5, 20, 200 a UNF 

v čase rostly (s výjimkou 0. dne u frakce UNF), zatímco se sondou A3.1 procenta 

hybridizujících buněk pikoplanktonních sinic ve frakcích 5, 20, 200 a UNF v čase klesaly. 

Ve všech variantách byly pozorovány jak jednobuněčné pikoplanktonní sinice, 

tak i kolonie. Ve frakci 5 se často objevovaly kolonie menších i větších velikostí. V některých 

případech docházelo k hybridizaci celé kolonie, jindy hybridizovaly jen některé buňky z dané 

kolonie. Síla hybridizačního signálu se také v rámci jednotlivých vzorků výrazně lišila. 

Některé pikoplanktonní sinice pod mikroskopem výrazně svítily, jiné vykazovaly menší 

signál. Kolonie pikoplanktonních sinic hybridizovaly v obou sondách podobně, tudíž nebyl 

pozorován rozdíl mezi testovanými kmeny. 

Výsledky účinnosti jednotlivých sond jsou popsány v následujících podkapitolách. 

Odpovídají zastoupení dvou sond: A1.1 a A3.1. Jednotlivé sondy se svým zastoupením liší 

v rámci různých dní i frakcí (Obr. 5). Nehybridizovaných buněk (nehybridizujících v A1.1 

ani A3.1) zůstalo 28–77 % (minimum-maximum). 
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Obr. 5: Výsledky pokusu PIZO I.: levý sloupec – procenta hybridizujících buněk 

pikoplanktonních sinic, prostřední sloupec – celkový počet hybridizujících buněk 

pikoplanktonních sinic, pravý sloupec – celkový počet buněk pikoplanktonních sinic.  
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Chybová úsečka značí směrodatnou odchylku. Signifikantní výsledky pro porovnání sond 

mezi sebou osmý den jsou značeny hvězdičkou: * = P< 0,05; *** = P< 0,01. Písmena a, b 

značí signifikantní rozdíly celkových počtů jednobuněčných pikoplanktonních sinic v čase. 

5.2.1 Sonda A1.1 

U sondy A1.1 hybridizovalo velké množství buněk. Maximální procento hybridizace 

dosahovalo 46 % hybridizujících buněk a to osmý den u varianty UNF. Naopak minimální 

procento odpovídalo 6 % hybridizujících pikoplanktonních sinic ve vzorku z počátečního dne 

varianty 20. Obecně nejvyšších procentuálních hodnot tato sonda dosahovala nejčastěji osmý 

den PIZO I. pokusu s výjimkou variant 0,2 a 1.  

U sondy A1.1 byl pozorován nárůst procenta hybridizovaných buněk pikoplanktonních 

sinic s přibývajícími dny pokusu u variant 0,2, 5, 20 a 200. Poslední – osmý den pokusu bylo 

procento hybridizovaných buněk u některých variant i dvakrát vyšší než na začátku pokusu. 

Téměř ve všech variantách bylo nejvíce procent hybridizovaných buněk poslední – osmý den 

pokusu. Ve variantách 1 a UNF byl zaznamenán čtvrtý den pokles počtu procenta 

hybridizovaných buněk a z grafu vyplývá, že čtvrtý den byl nejméně početným. 

Celkové počty buněk u frakce 0,2 v čase rostly. Ve frakci 1 se počty buněk 

pikoplanktonních sinic pohybovaly na podobných hodnotách. Ve frakcích 5, 20 a 200 

docházelo k úbytku hybridizujících buněk čtvrtý den pokusu. Frakce UNF – nejbohatší 

na predátory pikoplanktonní sinice 4. a 8. den téměř neobsahovala. Obecně je zřejmé, 

že pikoplanktonní sinice ve vzorcích se zooplanktonem v čase ubývaly. 

Buňky hybridizované sondou A1.1 se vyskytovaly jak samostatně (Obr. 6 a 8), 

tak v koloniích (Obr. 7 a 9). Kolonie tvořené pouze hybridizujícími buňkami měly spíše 

rozvolněný tvar s mezerami mezi jednotlivými buňkami 3–5 µm (Obr. 7). Kolonie tvořené 

rovněž buňkami nehybridizujícími připomínaly částečně i shluky (Obr. 9). 
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Obr. 6: Příklad jednobuněčné formy pikoplanktonních sinic hybridizovaných sondou A1.1 

v pokusu PIZO I. (název vzorku P85; den 8; frakce <200 µm). Červené buňky = CHLA, zelené 

buňky = FITC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7: Příklad koloniální formy pikoplanktonních sinic hybridizovaných sondou A1.1 

v pokusu PIZO I.  (název vzorku P18; den 8; frakce <200 µm). Červené buňky = CHLA, 

zelené buňky = FITC 

10µm 

10µm 
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Obr. 8: Pikoplanktonní sinice hybridizované sondou A1.1 na začátku pokusu PIZO I. (název 

vzorku P26; den 0; frakce <1 µm). Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 9: Pikoplanktonní sinice hybridizované sondou A1.1 na konci pokusu (název vzorku 

P18; den 8; frakce <200 µm). Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC 

10µm 

10µm 
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5.2.2 Sonda A3.1 

Účinnost sondy A3.1 je také velmi vysoká. Maximální procento hybridizace je v porovnání se 

sondou A1.1 ještě o něco vyšší a odpovídá 50 % hybridizujících buněk. Toto maximum bylo 

zaznamenáno osmý den u varianty 0,2. Naopak nejmenší procento hybridizovaných buněk 

odpovídalo 2 %. Toto minimum připadá na osmý den varianty 5 (Obr. 5).  

Na rozdíl od sondy A1.1, kde procento hybridizujích buněk narůstalo v rámci dní, sonda 

A3.1 vykazovala opačný trend. Procento hybridizujících buněk pikoplanktonních sinic 

s přibývajícími dny pokusu ve většině případů klesalo. Nejvíce procent buněk 

pikoplanktonních sinic bylo na začátku pokusu – první den a nejméně naopak den poslední – 

osmý. Tento trend byl pozorován u variant 5, 20, 200, UNF. Ve variantách 0,2 a 1 byl 

pozorován pokles procent buněk čtvrtý den pokusu. Varianta 0,2 je také významná velkým 

nárůstem procent hybridizujících buněk poslední den pokusu (Obr. 5).  

Podobně jako u sondy A1.1 celkové počty buněk ve frakci 0,2 v čase rostly a u frakce 1 

měly podobné hodnoty všechny tři dny. Ve frakcích 5, 20, 200 a UNF se 4. a 8. den počty 

buněk výrazně snížily.   

Buňky, které byly hybridizované sondou A3.1, se vyskytovaly jak v jednobuněčné 

(Obr. 12), tak i v koloniální formě (Obr. 11 a 13). Velmi zajímavé jsou pikoplanktonní sinice 

tvořící mikrokolonie či shluky buněk (Obr. 10).  
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Obr. 10: Příklad jednobuněčné formy pikoplanktonních sinic hybridizovaných sondou A3.1 

(název vzorku P4; den 8; frakce <0,2 µm). Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 11: Příklad koloniální formy pikoplanktonních sinic hybridizovaných sondou A3.1 

(název vzorku P30; den 0; frakce UNF). Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC 

10µm 

10µm 
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Obr. 12: Pikoplanktonní sinice hybridizované sondou A3.1 na začátku pokusu (název vzorku 

P25; den 0; frakce <0,2 µm). Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 13: Pikoplanktonní sinice hybridizované sondou A3.1 na konci pokusu (název vzorku 

P4; den 8; frakce <0,2 µm). Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC 

10µm 

10µm 
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5.3 Výsledky analýzy důlních jam 

Většina pikoplanktonních sinic pozorovaných v důlních jámách měla malou velikost kolem 

1 µm, tvary kokální, oválné i tyčinkovité, a byly ve formě jednobuněčné, výjimečně 

čtyřbuněčné (lokalita Most (M10) z 16 m a Milada (M7) z 14 m) nebo koloniální (některé 

vzorky z lokality Milada, Most, Senftenberg). Vyskytovaly se zde zelené buňky obsahující 

pouze fykocyanin (PC), ale také růžové buňky obsahující fykoerytrin (PE).  

Hybridizace byla prováděna na 16 různých filtrech z nejrůznějších lokalit důlních jam 

vyskytujících se v České republice a Německu (spočítáno celkem 16x4 vzorků). 

Pro hybridizaci byly použity sondy A1.1, A2.1, A3.1 a B1.2 (Obr. 14; Obr. P_3). 

Ve výsledcích jsou pozorovány významné rozdíly mezi lokalitami a použitou sondou (Tab. 

P_V). Obecně lze říci, že pikoplanktonní sinice příliš nehybridizovaly s použitými sondami 

na vybraných důlních jámách. Výskyt hybridizujících pikoplanktonních sinic nepřekračuje 

hodnotu 20 % s výjimkou jednoho odběru z lokality Milada, jejíž počty buněk přesahují 50 %.  

 

 

 

Obr. 14: Výsledky hybridizace důlních jam  
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5.3.1 Německé lokality 

První skupinu zatopených důlních jam tvoří čtyři německé důlní jámy. Všechny německé 

lokality měly podobné koncentrace pikoplanktonních sinic 2–4 × 105 b/ml a všeobecně 

hybridizovalo málo buněk, oproti rybníkům či nádržím. Pikoplanktonní sinice v těchto 

nádržích byly jak zelené (obsahující pouze PC), tak i červené (obsahující PE). Koloniální 

formy se vyskytovaly pouze v jezeře Senftenberg. Výsledky jejich hybridizace v rámci všech 

sond jsou podobné s výjimkou lokality Senftenberger See, která dosahovala vyšších počtů 

hybridizovaných buněk a vynikala zejména v sondě A1.1. Toto jezero mělo oproti zbylým 

třem vyšší pH (pH 6,8 místo pH 5,5) (Tab. P_II). 

Výsledky první lokality Geierswalder See jsou dost podobného složení v rámci všech sond 

a pohybují se v rozmezí pouhých 1–3 % hybridizujících pikoplanktonních sinic se všemi 

sondami. Větší zastoupení zde mají sondy A1.1 a B1.2 a to konkrétně 3 %. Celkový podíl 

hybridizovaných buněk v tomto jezeře tvořil méně než 10 %. V druhé lokalitě Grossräschner 

See nebyly pozorovány téměř žádné pikoplaktonní sinice hybridizující se sondou A2.1 a B1.2. 

Naopak sonda A1.1 disponuje 6 % hybridizujících pikoplanktonních sinic na daném filtru. 

Sonda A3.1 zahrnuje 3 % hybridizujících buněk, podobně jako tomu bylo u některých sond 

v první lokalitě. Celkový podíl hybridizovaných buněk v tomto jezeře tvořil také skoro 10 %.  

Třetí lokalitou německých důlních jam je Partwitzer See, kde hybridizovalo celkem 7 % 

buněk. Úspěšnost sond by se zde dala rozdělit do dvou skupin. Úspěšnější sondy A3.1 a B1.2, 

které i tak disponují pouhými 3 % hybridizujících buněk. Další dvě sondy jsou zanedbatelné. 

Poslední německé důlní jezero reprezentuje Senftenberger See, které vyniká v sondě A1.1 se 

svojí 13 % úspěšností v hybridizaci pikoplanktonních sinic. Za zmínku stojí i sonda B1.2 s 6 % 

účinností a sonda A3.1 s 5 % účinností. Sonda A2.1 je zanedbatelná. Celkem zde 

hybridizovalo 24 % buněk pikoplanktonních sinic. Zajímavé je, že žádná z těchto lokalit 

neměla koloniální formy pikoplanktonních sinic.  

Obecně lze tedy říci, že nejvýraznější sondou německých lokalit je sonda A1.1. 

V porovnání s lokalitami českými se tyto lokality liší svým pH, které se pohybuje v rozmezí 

5,50–6,76. České lokality mají pH o něco vyšší a pohybuje se v rozmezí 7,81–9,11. 

5.3.2 České lokality 

Druhou skupinu důlních jam tvoří tři české lokality Medard, Milada a Most. Od všech bylo 

vybráno větší množství vzorků z hladiny i různých hloubek, abychom obsáhli co největší 
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variabilitu (Tab. P_I, Obr. P_2). Pozorované buňky obsahovaly jak PE tak i PC. Milada 

a Most zahrnovaly jednobuněčné i koloniální formy, jezero Medard pouze jednobuněčné 

formy. Celkové počty pikoplanktonních sinic zde dosahovaly 0,5 × 105 b/ml až 2 × 106 b/ml. 

Největší koncentrace byly zjištěny v hloubkových maximech z Milady ze 14 m (M7) a Mostu 

ze 14 m (M11) a to 2 × 106 b/ml. 

První z českých důlních jezer byl Medard. Jednotlivé sondy se zde v Medardu neukázaly 

jako příliš účinné. Všechny hybridizované buňky dohromady představovaly méně než 8 %. 

Nejvýraznější je zde sonda A1.1, která vykazuje 5 % hybridizační úspěšnost pikoplanktonních 

sinic v období srpnového odběru (M5) z této lokality. Další dva odběry, na které jsme se 

zaměřili, byly z období července (M3) a září (M4), odebrané z různých hloubek. Tyto lokality 

vykazují podobné výsledky, co se týče zastoupení jednotlivých sond a jejich účinnosti.  

Ze všech důlních jam, lokality Milada a Most svými výsledky nejvíce vynikají. U lokality 

Milada je nejvíce zastoupená sonda B1.2. Maximální hodnoty dosahuje u odběru z července, 

na hladině (M6), kdy hybridizovalo celkem 79 % pikoplanktonních buněk. Počty 

hybridizujících pikoplanktonních sinic sahají k 54 % se sondou B1.2, což je vůbec nejvyšší 

hodnota pozorovaná v rámci skupiny důlních jam. I u dvou dalších odběrů z lokality Milada 

je sonda B1.2 nejvíce zastoupená. Druhý červencový odběr (M7), který je ze stejného dne, 

jako M6, ale z hloubky 14 m, vykazuje 17 % zastoupení hybridizujících pikoplanktonních 

sinic a říjnový odběr z 16 m (M8) 12 % zastoupení hybridizujících buněk této sondy. V závěsu 

za sondou B1.2 je sonda A3.1, která dominuje jako druhá ve všech třech odběrech z lokality 

Milada a její výskyt se pohybuje v rozmezí 9–15 % hybridizujících pikoplanktonních sinic. 

Sonda A1.1 se pohybuje v rozmezí 5–7 % hybridizujících buněk, zatímco sonda A2.2 

dosahuje maximálně 4 % úspěšnosti. Ve vzorcích M7 a M8, ukazujících složení 

pikoplanktonních sinic v hloubkových metalimnetických maximech, hybridizovalo celkem 

27–35 % buněk, nejvíce zastoupeny sondy B1.2 a A3.1. 

Poslední lokalitou z výběru důlních jam je Most, který zahrnuje hned šest různých odběrů 

z let 2020 a 2021, tři na hladině a tři z hloubkových maxim pikoplanktonu. Výsledky 

hybridizace se od sebe hodně liší. Žádná nepřekračuje hodnotu 16 % úspěšnosti hybridizace 

jednou sondou. Součet všech hybridizovaných buněk dohromady dosahoval nejméně 5 % 

ve vzorku M11 (hloubka 14 m, říjnový odběr) a nejvíce 34 % ve vzorku M12 (březnový odběr 

na hladině), u zbytku byl součet všech sond do 16 %. V březnovém hladinovém vzorku (M12) 

jsou procenta hybridizujících pikoplanktonních sinic docela vysoká a dominuje zde sonda 

A2.2 s 16 % úspěšností hybridizace. Ostatní sondy se pohybují v rozmezí 5–7 %. Ostatní 
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odběry lokality Most se uskutečňovaly v období srpna a září. Dost podobné jsou si odběry 

ze srpna 2020 (M9) a září 2021 (M13), které byly odebírány obě na hladině. Vykazují hodně 

podobné zastoupení jednotlivých sond potažmo druhů pikoplanktonních sinic. Dominuje 

u nich sonda A3.1 s 9–10 % úspěšností hybridizace. Sondy A1.1 a A2.1 vykazují maximálně 

3 % úspěšnost hybridizace buněk. Sonda B1.2 v těchto vzorcích nebyla účinná vůbec. Odběr 

z 14 metrů uskutečněný v září 2020 (M11), kdy bylo pozorováno hloubkové maximum 

pikoplanktonních sinic a koncentraci 2 × 106 b/ml, nedosáhl vyšších procent hybridizovaných 

pikoplannktoních sinic jednou sondou než byla 2 %. Odběr Mostu z 16 metrů ze srpna 2020 

(M10) dosáhl 10 % hybridizujících pikoplanktonních sinic u sondy A2.2. Ostatní sondy 

dosahovaly maximálně 3 % hybridizujících buněk. Úplně poslední lokalitou je Most 

z 10 metrů odebíraný v září 2021 (M14), který reprezentuje 9 % úspěšnost hybridizace 

u sondy B1.2. V závěsu je i sonda A2.2 s 4 % úspěšností hybridizace. Ostatní sondy jsou 

zanedbatelné.  

Jezero Most se od ostatních testovaných důlních jam jak v ČR tak v Německu liší 

nejvyšším zastoupením sondy A2.2 a naopak nejnižším sondy A1.1. 

Pro ilustraci je na obrázku zachycena hybridizující kolonie z Milady (M6) (Obr. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 15: Pikoplanktonní sinice v důlních jámách (lokalita Milada; název vzorku M6; sonda 

B1.2). Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC 

10µm 
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5.4 Výsledky analýzy rybníků 

Všechny studované rybníky obsahovaly pouze pikoplanktonní sinice s fykocyaninem (PC). 

Tvarově byly rozmanité, od kulatých buněk přes oválky až po dlouhé tyčky. Velikost buněk 

byla také variabilní od buněk <1 µm až po buňky dlouhé >2 µm. Většina buněk se vyskytovala 

v koloniích, výjimečně volně pouze 1–2 buněčné formě. Počty dosahovaly 0,5 × 105 – 1 × 107 

b/ml, z čehož naprostá většina lokalit obsahovala přibližně 1 × 106 b/ml. 

V případě rybníků byla hybridizace prováděna na 21 vzorcích z rybníků (celkem 21x4 

spočítaných vzorků) s použitím stejných sond jako v případě důlních jam (A1.1, A2.2, A3.1 

a B1.2). Ve výsledcích jsou pozorovány rozdíly mezi lokalitami a použitou sondou 

(Tab. P_V). Ve většině rybníků se podařilo nahybridizovat více než 1/3 – 2/3 buněk, někde 

i 100 %. Součet všech hybridizovaných buněk dohromady klesal výjimečně pod 10 % (lokality 

Kvítkovický rybník (F7), Úsilné (F18) a Zvůle (F21)), lokalita Kameňák (F3) nehybridizovala 

vůbec, naopak na lokalitě Velký Lomnický (F19) hybridizovalo 76 % buněk a na lokalitách 

Klec (F4) a Mirka jezírko (F9) hybridizovaly všechny buňky pikoplanktonních sinic. 

Maximální procento úspěšnosti hybridizace se vyšplhalo k 96 % hybridizujících buněk 

u sondy A2.2. (F9). Naopak některé sondy v určitých vzorcích nehybridizovaly vůbec (0 %; 

F3). Z výsledků plyne, že celkově byla u rybníků vůbec nejúčinnější sonda A1.1 a nejméně 

úspěšná sonda A3.1. (Obr. 16; Obr. P_4).  

 

Obr. 16: Výsledky hybridizace rybníků 
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Všechny vzorky použité do analýzy rybníků byly z odlišných lokalit, pouze z rybníka Rod 

byly vybrány 2 vzorky z letního období různých let (2017–F14 a 2020–F13). Zastoupení 

jednotlivých sond se během těchto tří let výrazně změnilo. Ve vzorku z roku 2017 (F14) 

hybridizovalo celkem 37 % buněk a všechny sondy. Nejvíce se na složení podílela sonda A1.1 

(12 %), nejméně sonda A3.1 (5 %). Ve vzorku z roku 2020 (F13) hybridizovalo pouze 29 % 

buněk s převahou sondy A3.1 (20 %).  

Sonda A1.1 naprosto převažovala nad ostatními použitými sondami v lokalitách Hůry – 

náves (F2), Koňák – Lomnice (F5), Královský rybník 4 (F6) a Štilec (F17). Pohybovala se 

v rozmezí 30–56 % úspešnosti hybridizace. Ostatní sondy byly v těchto vzorcích také 

zastoupeny, ale v daleko menším měřítku. Nedosahovaly více než 8 % hybridizovaných 

buněk. Výskyt sondy A1.1 převažoval i v lokalitě Klec (52 %), kde se ale ve velké míře 

vyskytovala i sonda B1.2 (32 %) a potažmo i sonda A2.2 (18 %). 

Vzorky svou úspěšností hybridizace téměř zanedbatelné jsou Kameňák, Kvítkovický 

a Úsilné. Žádný z nich se nevyšplhal nad 3 % úspešnosti jednotlivých sond. Podobně je na tom 

i lokalita Zvůle, u které byla zaznamenána pouze jedna úspěšná sonda B1.2 dosahující 

úspěšnosti 6 %. Ostatní sondy se zde nevyskytovaly téměř vůbec. 

V lokalitách Sirotčí horní (F15), Šamonický dolní (F16) a Velký Lomnický (F19) 

dominovala sonda B1.2. U rybníka Sirotčí horní se procento hybridizace sondy B1.2 pohybuje 

okolo 10 %. Navíc se zde vyskytuje sonda A2.2 (5 %). Rybník Šamonický dolní vykazuje 

ještě větší procento hybridizace sondy B1.2 a to 19 %. Podobně jako u předchozí lokality se 

zde vyskytuje i jiná sonda, tentokrát A1.1. (10 %). Rybník Velký Lomnický je zajímavý 

ve složení jednotlivých sond. I přesto, že sonda B1.2 převažuje (27 %), všechny ostatní sondy 

se zde také hojně vyskytují v rozmezí 15–18 % hybridizujících buněk ve vzorcích. 

U lokalit Buchhammer (F1) a Lusk (F8) nejvíce převažoval výskyt sondy A3.1. U rybníka 

Buchhammer bylo zaznamenáno 13 % hybridizujících buněk. U rybníka Lusk to bylo dokonce 

18 %. V těchto lokalitách dále převažovaly sondy A1.1 a B1.2. Svým zastoupením se liší. 

V lokalitě Buchhammer se jako druhá neúspěšnější sonda vyskytovala B1.2 (7 %), u lokality 

Lusk to byla sonda A1.1 s 10 % hybridizovaných buněk. Sonda A2.2 byla v obou lokalitách 

oproti ostatním zanedbatelná.  

Velmi podobný trend byl zaznamenán také v lokalitách Punčocha (F12) a Vydýmač (F20). 

Tyto dvě lokality se shodují v zastoupení jednotlivých sond. V rybníku Punčocha je akorát 

obecně méně buněk než rybníku Vydýmač. Poměry počtu hybridizujících buněk jsou 
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podobné. Nejvíce zastoupenou sondou je zde sonda A1.1 u Punčochy s 12 % hybridizovaných 

buněk a u Vydýmače 19 %. Druhou nejpočetnější je sonda B1.2. U Punčochy přestavuje 8 % 

hybridizujících buněk, u Vydýmače 16 %. Třetí sondou je A3.1 s 4 % hybridizujících buněk 

u Punčochy a s 8 % hybridizujících buněk u Vydýmače. Sonda A2.2 je zanedbatelná.  

Velmi zajímavé zastoupení přestavuje lokalita Mirka-jezírko (F9), kde hybridizovaly 

všechny pikoplanktonní buňky. Hybridizace pikoplanktonních sinic je v tomto případě velmi 

úspěšná. U sondy A2.2 dosahuje dokonce 96 % úspěšnosti hybridizace. Ostatní sondy 

s výjimkou B1.2 jsou také hojně zastoupeny. Sonda A3.1 představuje 47 % hybridizujících 

buněk a sonda A1.1 20 % hybridizujících buněk ve vzorku. 

Poslední dvě lokality jsou Mrhal (Jivno) (F10) a Prostřední Koupě (F11). Obě tyto lokality 

jsou zajímavé převažujícím výskytem dvou sond. U lokality Mrhal jsou to sondy A2.2 (10 %) 

a B1.2 (10 %). V rybníce Prostřední Koupě jsou to druhé dvě sondy a to A1.1 s 21 % 

hybridizujících buněk a A3.1 s 20 %. Zde se více vyskytuje i sonda B1.2 s 8 % úspěšností 

hybridizace. V rybníce Mrhal hybridizovalo celkem 25 % buněk, v rybníce Prostřední Koupě 

50 % buněk pikoplanktonních sinic. 

Pikoplanktonní sinice v lokalitě Mirka jezírko se sondou A2.2 se vyskytovaly převážně 

v jednobuněčné formě a měly spíše tyčinkovitý tvar buněk (Obr. 17). Naopak pikoplanktonní 

sinice se sondou A1.1 v lokalitě Hůry byly tvořené převážné koloniemi. Mezery mezi 

jednotlivými buňkami byly poměrně malé. (Obr. 18). 
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Obr. 17: Pikoplanktonní sinice v rybnících (lokalita Mirka jezírko; název vzorku F9; sonda 

A2.2). Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 18: Pikoplanktonní sinice v rybnících (lokalita Hůry; název vzorku F2; sonda A1.1).  

Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC  

10µm 

10µm 



 

 41 

5.5  Výsledky analýzy nádrží 

Pikoplanktonní sinice ve vodních nádržích a jezerech představovaly opět velikostně a tvarově 

rozmanité organismy od kokálních, přes oválné až po tyčky různých velikostí. Většina z nich 

se vyskytovala v různých koloniálních formách s výjimkou Roš (RL8), Římov (RL9), Szymon 

(RL11) a Thol (RL13), které byly v jednobuněčné. Koncentrace pikoplanktonních sinic byly 

od 3 × 105 (Klíčava – RL1) do 3 × 106 b/ml (Vrchlice – RL14, RL15; Kuc – RL17). 

Morfologicky na základě tvarů kolonií by se daly řadit do rodů Anathece, Aphanocapsa, 

Cyanodictyon a Merismopedia. Kolonie byly různě velké v rozmezí 10 µm až 200 µm. 

U nádrží byla hybridizace prováděna na 17 různých vzorcích (celkem spočítáno 

17x4 vzorků). Vzorky z těchto lokalit pochází jak z České republiky, tak i zahraničí (Polsko, 

Indie). Výsledky hybridizace se liší v závislosti na konkrétní lokalitě a použité sondě 

(Obr. 19; Obr. P_5; Tab. P_V). Celkově na jednotlivých lokalitách hybridizovala 1/3 až 1/2 

pikoplanktonních buněk. Dominovaly zde dvě hlavní sondy – A3.1 a B1.2. 

 

 

Obr. 19: Výsledky hybridizace nádrží 
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První analyzovanou lokalitou je Klíčava, která zahrnuje hned dva odběry, jeden červencový 

(RL1) a druhý zářijový (RL2). Oba z hladiny. Celkově hybridizovalo 42–52 % buněk. V obou 

případech se ukázalo, že v této lokalitě dominují sondy A3.1 a B1.2, u každého odběru ovšem 

jinou měrou. V červenci A3.1 a v září B1.2. Sonda A1.1 nedosahovala více než 5 % a sonda 

A2.2 se nevyšplhala nad 2 %.  

Druhou významnou lokalitou, kde se hojně vyskytují pikoplanktonní sinice, je Landštejn. 

Pikoplanktonní sinice zde dosahovaly abundance 1 × 105 až 2 × 106 b/ml. Ten je v tomto 

pokusu reprezentován hned čtyřmi odběry. Všechny čtyři jsou z hladiny. Celkem 

zde hybridizovalo 30–55 % buněk. Ve všech odběrech jasně dominuje sonda B1.2, která se 

pohybuje v rozmezí 22–39 % hybridizujících pikoplanktonních sinic. Ostatní sondy rozhodně 

nejsou zanedbatelné, ovšem podílejí se na složení daleko méně. Sonda A2.2 (10 %) se hojně 

vyskytuje v lokalitě Landštejn (RL3) odebraného začátkem července 2020, kdy byly počty 

pikoplanktonních sinic nejnižší. Sonda A3.1 se hojně vyskytuje (12 %) v odběru ze září 2020 

(RL5). Zastoupení ostatních sond v Landštějnu je menší než 7 %.  

Polské jezero Majcz (RL7) je zajímavé výskytem všech sond v relativně velké hojnosti. 

Celkem zde hybridizovalo s našimi sondami 47 % buněk. Nejvíce je zastoupená sonda B1.2 

(17 %), o něco méně pak sondy A1.1 a A3.1 (12 %) a nejméně sonda A2.2 (6 %). Druhým 

polským jezerem je jezero Roš (RL8), kde hybridizovalo celkem 28 % buněk a je svým 

zastoupením jednotlivých sond velmi podobné jezeru Taltowisko (RL12). V jezeře 

Taltowisko hybridizovalo celkem 19 % buněk. Nejvíce převládá sonda A3.1, která je u lokality 

Roš zastoupena 19 % hybridizujících pikoplanktonních sinic a u lokality Tattowisko 14 % 

hybridizujících buněk. Jako další sonda se zde vyskytuje A1.1 s maximálně 5 % 

hybridizujících buněk. Sondy A2.2 a B1.2 jsou v těchto vzorcích zanedbatelné a nedosahují 

většího zastoupení než jsou 3 %.  

Dalšími dvěmi lokalitami demonstrujícími podobný trend výskytu jednotlivých sond je 

český Římov a polský Szymon. Zajímavé je, že obě tyto lokality obsahovaly pouze 

jednobuněčné formy. Na obou lokalitách celkem hybridizovalo 58 % u lokality Římov a  72 % 

buněk u lokality Szymon. Výrazně převládá zastoupení sondy A3.1, která v obou případech 

dosahuje významných 40 % hybridizujících buněk na filtru. O něco méně, ale přesto 

významně se podílí i sonda A1.1 dosahující 16 % hybridizujících buněk u Římova a 22 % 

u Szymonu. Sonda A2.2 vykazuje 7 % hybridizujících buněk u lokality Szymon, u Římova 

pouhé 2 %. Zbývající sonda B1.2 je u obou lokalit zcela zanedbatelná. 
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Lokalita Slapy obsahovala 105 b/ml, všechny v kompaktních koloniích typu Anathece 

do velikosti 20 µm. Nebyly zde žádné volné buňky. Celkem zde hybridizovalo pouze 19 % 

buněk, z čehož byla nejvíce zastoupená sonda B1.2 (9 %). Procenta hybridizujících buněk se 

u ostatních sond nevyšplhala výše než k 6 %.  

Relativně podobný trend mají lokality Thol a Vrchlice. Pro lokalitu Vrchlice jsou 

k dispozici dva odběry lišící se v datu odběru. První z července 2021 (RL14) a druhý ze srpna 

2021 (RL15). Počty pikoplanktonních sinic ve vodní nádrži Vrchlice dosahovaly v obou 

odběrech 3 × 106 b/ml a byly v různých koloniálních formách. Lokalita Thol (RL13) měla 

pouze jednobuněčné formy a celkovou koncentraci 1,2 × 105 b/ml. Ve vzorku Vrchlice 

z července (RL 14) hybridizovalo celkem 32 % buněk, kdežto ve Vrchlice ze srpna (RL15) 

a Thol pouze kolem 20 %. V obou lokalitách dominuje sonda A1.1, která se svým počtem 

hybridizujících buněk dostává k maximu 22 % hybridizujících buněk u lokality Vrchlice 

(RL14). U lokality Thol je maximum u 9 %. Sonda B1.2 se podílí větší měrou v lokalitě 

Vrchlice (RL14 – 5 %, RL 15 – 1 %), zatímco u lokality Thol se téměř nevyskytuje (1 %). 

Ostatní sondy se vyskytují podobně v obou lokalitách a nepřevyšují hodnotu 4 % 

hybridizujících buněk.  

Vodní nádrž Žlutice obsahovala 8 × 105 b/ml buněk pikoplanktonních sinic v různých 

typech koloniálního uspořádání. Celkem zde hybridizovalo 61 % buněk. Dominantní výskyt 

představovala sonda B1.2 (44 % hybridizujících buněk). Druhá významná byla také sonda 

A3.1 s 15 % hybridizujících buněk. Naopak sondy A1.1 a A2.1 jsou zanedbatelné.  

Poslední popisovanou lokalitou je jezero Kuc dosahující vysoké koncentrace 

pikoplanktonních sinic, a to 3 × 106 b/ml. Opět se zde vyskytují různé koloniální formy. 

Celkem hybridizovalo jen 11 % buněk. Z hlediska účinnosti jednotlivých sond není příliš 

zajímavá. U sondy A3.1 dosahuje 5 % úspěšnosti při hybridizaci a u sondy B1.2 je úspěšnost 

4 %. Ostatní dvě sondy jsou svým zastoupením nevýznamné. 

V lokalitě Szymon se sondou A3.1 byly pozorovány převážně jednobuněčné 

pikoplanktonní sinice (Obr. 20).  Naopak tomu bylo v lokalitě Landštejn (RL4) se sondou 

B1.2, kde buňky tvořily nejčastěji kolonie (Obr. 21).  
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Obr. 20: Pikoplanktonní sinice v nádržích (lokalita Szymon; název vzorku RL11; sonda 

A3.1). Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 21: Pikoplanktonní sinice v nádržích (lokalita Landštejn; název vzorku RL4; sonda 

B1.2). Červené buňky = CHLA, zelené buňky = FITC  
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5.6 Výsledky porovnání jednotlivých sond pro přírodní lokality 

Všechny použité sondy (A1.1, A2.1, A3.1, B1.2) se v analýze přírodních lokalit osvědčily. 

V některých lokalitách byly jednotlivé sondy zastoupeny rovnoměrně, jinde významně 

převažovala jedna či dvě sondy. Lokality, kde dominovala pouze jedna sonda, lze označit jako 

monokulturní. Obecně lze říci, že pro každý typ lokalit (důlní jámy, rybníky, nádrže) byla 

vždy charakteristická nějaká sonda (Obr. 22). Nejmenší hybridizovatelnost se ukázala 

v lokalitách důlních jam. Charakteristická pro ně byla sonda A3.1 a B1.2. Ostatní sondy se zde 

vyskytovaly v menší míře. Pro lokality rybníků byla jednoznačně charakteristická sonda A1.1 

dominující v řadě vzorků. Nádrže jsou typické pro výskyt sondy B1.2. V menší míře pak sonda 

A3.1 a A1.1. Z výsledků jednotlivých sond vyplývá, že trofie jednotlivých lokalit rozhoduje 

o výskytu různých genotypů pikoplanktonních sinic.  

Obr. 22: Porovnání relativního zastoupení pikoplanktonních sinic v závislosti na použitých 

sondách (A1.1; A2.2; A3.1; B1.2). Čára zobrazuje medián ze všech hodnot v dané lokalitě, 

barevný obdélník 25–75% percentil a chybové úsečky jsou hodnoty vypočítané Tukeyho 

metodou. Černé body jsou outliers. Statistické testy vyšly pro porovnání lokalit 

nesignifikantně kromě sondy A1.1 v porovnání důlních jam a rybníků.  
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6 Diskuze a závěr 

Magisterská práce měla několik cílů. Prvním cílem byla tvorba literární rešerše 

o pikoplanktonních sinicích a jejich diversitě. Otázka diversity pikoplanktonních sinic je 

ale velmi komplikovaná, jelikož se zde míchají dva světy – botanický a mikrobiologický. 

Pravidla pro botanický a prokaryotický kód jsou zcela odlišná a určování organismů často 

působí zmatky (Parker et al., 2019).  

V současnosti proto dochází k taxonomické revizi mnoha skupin, a zvláště planktonní 

mikroskopické organismy jsou často přeřazovány do nových druhů či rodů (Cabello-Yeves et 

al., 2017; Komárek et al., 2011, 2014; Salazar et al., 2020). Často se ukazuje, že ekologie hraje 

důležitou roli jako např. u původně jednoho rodu u bentického Scenedesmu a planktonního 

Desmodesmu. V této práci jsem se věnovala morfologicky uniformní skupině Synechococcus 

sensu lato, kde jsem testovala nově navržené sondy, které mají pomoci v odlišení několika 

fylogenetických skupin a zjištění jejich ekologických preferencí. 

V praktické části této práce jsem proto provedla analýzu pokusu PIZO I., a také analýzu 

vzorků z přírodních lokalit. Vzorky z pokusu PIZO I. pochází z hypertrofního rybníka Rod 

a jsou obohaceny o 3 kmeny pikoplanktonních sinic. Vzorky z přírodních lokalit pak pochází 

z nejrůznějších lokalit od oligotrofních důlních jam, přes meso/eutrofní nádrže 

až po hypertrofní rybníky. Charakteristika jednotlivé lokality dle výsledků CARD-FISH hraje 

roli při výskytu různých druhů pikoplanktonních sinic.  

6.1 Pokus PIZO I. 

Je všeobecně známo, že se planktonní organismy brání přítomnosti predátorů a jejich požírání 

pomocí různých mechanismů jako je tvorba kolonií (Callieri et al., 2002; Jezberová 

& Komárková, 2007), nebo změnou morfologie buněk (Hahn & Hofle, 2001; Pernthaler, 

2005). Výzkum potvrdil tvorbu kolonií pikoplanktonních sinic zejména ve variantě s bičíkovci 

(<5 µm). Predátory pikoplanktonních sinic reprezentují bičíkovci, nálevníci (Šimek et al., 

1995, 1996) či větší zooplankton (Huber et al., 2017). Pikoplanktonní sinice jsou obecně 

konzumováni častěji než bakterie (Šimek et al., 1996). Studium konzumace pikoplantonních 

sinic větším zooplanktonem je obecně složitější a méně prozkoumaná (Švecová, 2019).  

Z výzkumu zabývajícího se hybridizací pokusu PIZO I. vyplynulo, že zastoupení 

pikoplanktonních sinic a jejich schopnost se shlukovat (jako obrana proti predátorům) 

ovlivnila i výsledky následné hybridizace vzorků. Pod mikroskopem byly viditelné rozdíly 
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v zastoupení buněk pikoplanktonních sinic, které se zde vyskytovaly bez predátorů, a naopak 

s predátory (vířníky, perloočkami, buchankami, menším zooplanktonem). Detailní studium 

kolonií pod mikroskopem v UV světle odhalilo, že se často nejedná o pravé kolonie, které se 

vyskytují běžně v přírodě, ale o kolonie tzv. nepravé. Pravé kolonie jsou tvořeny pouze 

buňkami pikoplantktonních sinic v čistém slizu, bez přítomnosti bakterií a všechny buňky jsou 

geneticky shodné. Jedná se o typ kolonií, které nacházíme v přírodě. Nepravé kolonie vznikají 

druhotně ukrytím buněk do shluků bakterií vzniklých díky predačnímu tlaku a mohou být 

geneticky různorodé. Dochází tedy k částečnému potvrzení hypotézy 1 (vlivem predace se 

jednobuněčné pikoplanktonní buňky shlukují do kolonií).  

V analýze pokusu PIZO I. byla použita sonda A1.1 charakteristická pro rod Cyanobium 

(klastr 5.2) a sonda A3.1. Rod Cyanobium je běžným zástupcem ve všech vodách (Callieri et 

al., 2012). Sonda A3.1 nemá žádné konkrétní jméno, ale byla vyvinuta na základě izolátů 

koloniálních pikoplanktonních sinic z lokalit Stříbřec, Máchovo jezero a Římov.  

V obou sondách byly pozorovány jak jednobuněčné pikoplanktonní sinice, tak i kolonie. 

Stejně jako v práci Jezberová & Komárková (2007), tak i v práci Ospina-Serna et al. (2020) 

se kolonie objevovaly za přítomnosti predátorů. Absolutní počty buněk pikoplanktonních sinic 

ve vzorcích s predátory ke konci pokusu klesaly v obou sondách, proporčně však ubývalo 

pikoplanktonních sinic značených sondou A3.1, zatímco jsem pozorovala relativní nárůst 

buněk hybridizovaných sondou A1.1. To naznačuje, že existuje ekologický rozdíl mezi těmito 

kmeny v reakci na přítomnost predátorů (hypotéza 2). Pravděpodobně je kmen A3.1 

přednostně konzumován prvoky oproti kmenu A1.1. Větší úbytek pikoplaktonních sinic 

se sondou A3.1 také může znamenat jejich pomalejší růst oproti pikoplanktonním sinicím 

se sondou A1.1, případně schopnost A1.1 unikat žracímu tlaku využíváním obranných 

mechanismů, jako např. kolonie nebo shluky (Pernthaler, 2005; Jezberová & Komárková, 

2007).  

Procenta hybridizujících buněk se sondou A1.1 jsou více zastoupené ve variantách 

s predátory na konci pokusu. Zajímavý je pokles procent buněk pikoplanktonních sinic 

u sondy A3.1 čtvrtý den. Může mít na svědomí aklimatizování buněk a mírnou stagnaci. 

Takovéto fázi se říká lag fáze (Vaněk, 2016).  
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6.2 Analýza přírodních lokalit 

6.2.1 Analýza důlních jam 

Každá z přírodních lokalit (důlní jámy/nádrže/rybníky) je charakteristická jinými podmínkami 

a tím pádem i jiným zastoupením různých druhů pikoplanktonních sinic. Některé námi 

studované lokality s hojným výskytem pikoplanktonních sinic například vznikly zatopením 

důlních jam, kde dříve docházelo k těžbě hnědého uhlí. Důlní jezera jsou často oligotrofní 

s velice nízkou koncentrací fosforu (celkový fosfor TP <15 µg/l, rozpuštěný reaktivní fosfor 

SRP 1µg/l), vyšší vodivostí (Konopáčová et al. 2021) a velkou průhledností (cca 5 m). 

Tyto lokality jsou chudší v obsahu živin a to způsobuje, že jsou chudší i na množství 

organismů. Druhově jsou tyto lokality ale bohaté. V oligotrofních jezerech se běžně vyskytují 

obě fotosyntetické formy pikoplanktonních sinic, obsahujících PE i PC (Callieri & Stockner, 

2002). Převažují v jednobuněčné formě nebo tvoří menší kolonie (Callieri et al., 2012). 

Obecně lze říci, že společenstvo pikoplanktonních sinic důlních jam je tvořeno více 

genotypy, přičemž námi testované sondami (A1.1, A2.1, A3.1 a B1.2) netvoří dominantu. 

Nacházel se zde v malé míře rod Cyanobium (A1.1) a Regnicoccus (A2.2). Pro lokalitu Milada 

byla nejspecifičtější sonda B1.2 (typická pro čistší vody). Zbývající neidentifikované 

genotypy by pravděpodobně mohly odpovídat rodu Lacustricoccus, avšak proti kterému se 

nám nepodařila vytvořit specifická sonda.  

Důlní jezera v Německu jsou charakterizována nízkým pH, zvýšenou koncentrací železa, 

hliníku, manganu a NH4-N (amonný dusík) stejně jako nedostatkem organického 

i anorganického uhlíku (Werner et al., 2001). Zajímavé je, že mají malý objem hypolimnia 

a výrazný vliv spodní vody, která je ovlivněna kyselou drenáží z dolů na hnědé uhlí (Uhlmann 

et al., 2016). Kvalita vody se mění v důsledku oxidace, hydrolýzy a srážení kovů. Jezero 

Medard se svým zastoupením hybridizovaných buněk nejvíce podobá německým důlním 

jámám. Ve srovnání s jezery Most a Milada, Medard má nejhorší kvalitu přítoku (velmi 

vysokou koncentraci kovů a vysokou konduktivitu). Má také velmi komplikovanou 

stratifikaci. Někde u dna je zřejmě silný spodní přítok (Vrzal et al., 2011). Oproti německým 

lokalitám má sice výrazně vyšší pH (pH 8), procento hybridizovaných buněk však napovídá, 

že zde budou jiné dosud neidentifikované genotypy, stejně jako v kyselých německých 

důlních jezerech.  
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Pikoplanktonní sinice izolované z těchto lokalit byly jak zelené (obsahující pouze PC), tak 

i červené (obsahující PE). Většina těchto zatopených důlních jam je relativně mladá a stále 

velice kyselá (Werner et al., 2001). Při nízkém pH dochází k změnám v potravním řetězci ve 

vodě, což může vést ke snížení tvorby kolonií. Jezero Medard vykazuje nejnižší koncentraci 

chlorofylu a ze všech tří studovaných českých důlních jam (Konopáčová et al. 2021).  

Jezero Senftenberg vybočovalo svým složením pikoplanktonních sinic od zbytku 

studovaných německých důlních jam. Je to zřejmě tím, že se toto jezero začalo napouštět již 

od 70. let minulého století a jeho složení vody, koncentrace chlorofylu a, složení 

fytoplanktonu je podobné jiným jezerům (Uhlmann et al., 2016). Senftenberg, Milada a Most 

obsahovaly jak jednobuněčné, tak koloniální formy. 

Většina vzorků byla odebírána v létě a na podzim, tedy v období, kdy se v přírodě pozorují 

kolonie pikoplanktonních sinic (Komárková, 2002a). Na jaře byl odebírán pouze Most (M12), 

který vyniká v rozmanitosti druhů pikoplanktonních sinic. Podobnost v zastoupení 

jednotlivých kmenů v rámci podobného časového období má lokalita Medard, která vykazuje 

podobné výsledky v rámci dvou vzorků z roku 2020, naopak odběr z roku 2021 už se liší 

zastoupením jednotlivých kmenů pikoplanktonních sinic.  

Nejvyšší procento hybridizace z důlních jam bylo zaznamenáno u lokality Milada (54 %), 

ostatní lokality u žádné sondy nepřekročily hranici 17 %. Tento výsledek nejspíše znamená 

špatnou volbu při výběru sond. V lokalitách důlních jam se zřejmě vyskytují převážně jiné 

kmeny pikoplanktonních sinic (zřejmě Lacustricoccus) než ty, které by odhalily již zmíněné 

čtyři vybrané sondy. Řešením by mohla být další, lépe navržená sonda specifická pro důlní 

jámy. I přesto, že procenta hybridizujících buněk nebyla výrazně vysoká, nedá se o nich mluvit 

ani jako o zanedbatelných procentech. Nejzajímavější výsledky nám odhalila lokalita Milada, 

která vykazuje podobný trend ve všech třech vzorcích. Zastoupení identifikovaných genotypů 

na hladině (M6) jsou podobné těm z hloubkových maxim (M7 a M8). Velká podobnost vzorků 

z těchto lokalit může být způsobená tím, že její odběry byly prováděny v tentýž rok (červenec, 

říjen) a tudíž se předpokládá stejné druhové složení. Ve vzorcích M7 a M8, ukazujících složení 

pikoplanktonních sinic v hloubkových metalimnetických maximech, hybridizovalo celkem 

30–35 % buněk, nejvíce zastoupeny sondy B1.2 a A3.1. 

Jezero Most se od ostatních testovaných důlních jam jak v ČR tak v Německu lišilo 

nejvyšším zastoupením sondy A2.2 (Regnicoccus) a naopak nejnižším sondy A1.1 

(Cyanobium). Jezero Most je nejmladší vzniklé ze všech tří studovaných důlních jam. Milada 
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a Most jsou svým chemismem srovnatelné, avšak Most má nejnižší vodivost (500 µS/cm) 

a vyšší dusičnany (Konopáčová et al. 2021). Milada má nejvyšší koncentrace chlorofylu a  

(1–3 µg/l) oproti ostatním dvěma. 

Počty hybridizujích buněk v lokalitě Most, potažmo kmenů pikoplanktonních sinic se 

shodují i v rámci dvou let. V případě, že odběry jednotlivých lokalit probíhají v podobném 

období tentýž rok, je větší pravděpodobnost, že zastoupení jednotlivých kmenů 

pikoplanktonních sinic bude podobné, zatímco vzorky v různý let se mohou lišit. Ale není to 

podmínkou. Mohu se od sebe výrazně lišit i jednotlivé hloubky odebírané v jeden den (Callieri 

et al., 2013). Dynamika všech přírodních lokalit je nezastavitelná a je potřeba na ni 

při vyhodnocování vzorků v rámci různého časového období myslet.  

Rozdíl mezi českými a německými lokalitami není na první pohled zřejmý. Podíváme-li se 

na podobnosti zastoupení jednotlivých sond, můžeme odhalit některé zákonitosti. Ve většině 

vzorků německých lokalit převažuje jako nejvýraznější sonda A1.1., což je rod 

pikoplanktonních sinic zvaný Cyanobium. Ostatní sondy se u německých lokalit také vyskytují 

s výjimkou sondy A2.2 (Regnicoccus), která je zanedbatelná. U českých lokalit spíše převažují 

sondy B1.2, A3.1 a u lokality Most i A2.2. Sonda A1.1 se také vyskytuje u českých lokalit, 

častokrát ale v menší míře. Důlní jáma Medard se nejvíce podobá ve složení pikoplanktonu 

kyselým německým lokalitám. 

6.2.2 Analýza rybníků 

V rybnících je oproti důlním jámám kvalita vody naopak velice špatná kvůli vysokému 

výskytu kaprovitých ryb a velké živinové zátěži (Vrba et al., 2018). Rybníky by se daly 

charakterizovat jako hypertrofní s velkým obsahem živin, zejména dusíku a fosforu (Kajgrová 

et al., 2022). Voda v těchto lokalitách bývá alkalická. Horší kvalitě vody odpovídá 

i průhlednost, která v našich lokalitách nepřesáhla 0,6 m. Ačkoli se tvrdí, že jsou hypertrofní 

vody obecně druhově chudé, dle výzkumů mají rybníky pestré zastoupení mikroorganismů 

(Šimek et al., 2022, Vrba et al., 2018). Tento fakt pozorujeme i u pikoplanktonních sinic.  

Je zde také velké množství predátorů pikoplanktonních sinic jako jsou prvoci, vířníci 

a velký zooplankton (Šimek et al., 2022). Žrací tlak je považován za největší důvod tvorby 

kolonií pikoplanktonních sinic v živinově bohatých vodních nádržích (Huber et al., 2017, 

Ospina-Serna et al., 2020). Ryby, vyskytující se v rybnících, požírají velký zooplankton, který 

ve vodě následně chybí. Dochází tak k přemnožení řas a sinic a výskytu vodních květů. 
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Vysoké teploty, které jsou v současnosti v letním období typické, navíc přispívají 

ke zhoršování kyslíkových poměrů v rybnících (Vrba et al., 2018). 

V rybnících dosahují pikoplanktonní sinice nejvyšších počtů a variability, proto byla 

hybridizace prováděna na největším počtu vzorků. Byly použity všechny čtyři sondy jako 

v případě důlních jam. Jako nejúspěšnější se ukázala sonda A1.1 (Cyanobium), která 

v některých vzorcích úplně zaclonila všechny ostatní použité sondy (Obr. 16; Obr. P_4). 

Dle výsledků lokality Klec hybridizace v součtu všech sond překročila 100 % hranici 

o 3 %. Tento malý rozdíl přisuzuji početní chybě a nepovažuji za příliš zásadní. Zajímavým 

výsledkem je vzorek ze sondy A2.2 (Regnicoccus) ve vzorku Mirka-jezírko, kde hybridizace 

vykazovala 96% účinnost. Takto velká úspěšnost jedné sondy by mohla znamenat 

jednodruhové složení pikoplanktonních sinic, což by odpovídalo i vizuálně. Celý vzorek se 

skládal z drobných tyčinkovitých buněk (viz Obr. 17). Ovšem matoucí jsou sondy A3.1 

a A1.1 (Cyanobium), které se zde také ukázaly být jako velmi účinné. Zřejmě se jedná 

o nějakou kříženou hybridizaci a hybridizace se sondami A3.1 a A1.1 jsou chybné. Bylo by 

potřeba udělat další testy. 

Pozoruhodné jsou i lokality, v nichž nebyla příliš úspěšná ani jedna sonda a účinnost jejich 

hybridizace se nevyšplhala nad 3 %. Jde o lokality Kameňák, Kvítkovický a Úsilné. Mám 

pro to následující vysvětlení: Lokalita Kameňák (F3) obsahovala vzhledově zvláštní 

pikoplanktonní organismy, kdy se buď jedná o úplně nové pikoplanktonní genotypy, na které 

nemáme sondy, nebo jde o drobné eukaryotní buňky, což se při této velikosti buněk může stát.  

Lokalita Kvítkovický rybník byla specifická v tom, že se v tomto odběru v rybníce 

vyskytovaly v převaze pouze pikoplanktonní sinice v koloniích typu Merismopedia a to 

ve vysokých počtech 2 × 106 b/ml. Nízká hybridizovatelnost našimi sondami značí, 

že pikoplanktonní sinice tvořící kolonie typu Merismopedia mají jiný genotyp, než jsou 

obsaženy v naší sondě. Nízké počty hybridizovaných buněk na lokalitě Úsilné lze vysvětlit 

přítomností sinicového vodního květu tvořeného rodem Microcystis, který může potlačovat 

pikoplanktonníc sinice (Jezberová, nepublikováno). Zde dosahovaly celkové počty pouze 

2 × 104 b/ml. Je možné, že se také v této lokalitě vyskytují jiné druhy pikoplanktonních sinic 

než ty, jaké byly schopné zachytit navržené sondy. Řešením by mohlo být použití dalších sond 

a testování jejich účinnosti. Pro rybníky byl měl být charakteristický rod Vulcanococcus 

(A4.1) (Jezberová, nepublikováno). 
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V některých vzorcích se úspěšnost jednotlivých sond jeví jako téměř rovnocenná. Je tomu 

tak u lokality Velký Lomnický. Pikoplanktonní sinice se zde vyskytovaly jen v 1–2 buněčné 

formě a jejich početnost byla 8 × 105 b/ml. Tento rybník je očividně složen z více druhů 

pikoplanktonních sinic a je tedy druhově velmi bohatý. Tento fakt byl patrný i vizuálně, kdy 

bylo možné pozorovat rozličné tvary a velikosti buněk. Podobně je tomu tak i u lokality Rod 

z roku 2017 (F14), kde je zastoupení jednotlivých sond také velice podobné. Maximální počty 

pikoplanktonních sinic byly obdobně vysoké (9 × 105 b/ml). V tomto případě je nejméně 

výrazná sonda A3.1. Další analýza tohoto rybníku Rod byla z léta 2020 (F13), kdy byla 

v rybníce vysoká přítomnost zooplanktonu (tzn. fáze čisté vody) a pikoplanktonní sinice byly 

hodně zredukovány. Dosahovaly počtů 7 x 104 b/ml a byly pouze v jednobuněčné formě. 

Sonda A3.1, která byla v roce 2017 málo zastoupená, je nyní ta dominantní. Tato změna 

druhového složení v průběhu tří let je velice zajímavá. Pikoplanktonní sinice kmene 

Cyanobium, odpovídající sondě A1.1, mají v této lokalitě nejspíš dobré podmínky pro svůj 

výskyt a jsou schopny tvořit kolonie. V rybnících, na rozdíl od velkých důlních jezer, není 

překvapující, že by se mohlo druhové složení rok od roku kompletně změnit. Příčinou je 

rybníkářské hospodaření, kdy je v rybníce každý rok jiné složení chovných ryb a rybníky jsou 

pravidelně vypouštěny (Kajgrová et al., 2022). 

6.2.3 Analýza nádrží 

Meso/eutrofnítrofní nádrže a jezera by mohly představovat jakýsi mezistupeň mezi 

oligotrofními důlními jámami a hypertrofními rybníky. Voda v eutrofních nádržích bývá 

neutrální či mírně alkalická. Průhlednost se v našich lokalitách pohybovala okolo 2–3 m. 

V nádrži Klíčava se dle Hejzlar et al. (2022) v letech 2020 a 2021 rapidně zvýšila koncentrace 

živin a také chlorofylu. Naopak se v této nádrži snížila průhlednost vody a poměr C/P. 

V nádrži Žlutice v letech 2020 a 2021 zvýšila koncentrace fosforu a chlorofylu. Koncentrace 

živin jako je fosfor, dusík či křemík se zvýšila v nádrži Římov. Naopak poměr C/P v nádrži 

Římov poklesl. V roce 2021 byla průměrná koncentrace chlorofylu nejnižší (Hejzlar et al., 

2022). Sladkovodní nádrže (jako je Římov) jsou řízeny mnoha faktory, které se vzájemně 

ovlivňují. Proto je často komplikované spojit příslušné změny s konkrétním faktorem 

(Znachor et al., 2018). 

Hybridizace prováděna na vzorcích jednotlivých nádrží přinesla zajímavé výsledky. Oproti 

lokalitám z důlních jam byla hybridizace nádrží úspěšnější a variabilita jednotlivých sond byla 
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větší. Větší variabilita může být způsobena různými vnějšími podmínkami v jednotlivých 

lokalitách.  

V jednotlivých nádržích nejčastěji dominovaly sondy A3.1 a B1.2 charakteristická 

pro čistší vody. Ve všech čtyřech vzorcích z Landštejna, Klíčavy a Žlutice jasně převažovala 

sonda B1.2. Rovnoměrnější rozprostření jednotlivých sond představuje jezero Majcz. Stejné 

zastoupení sond vykazují polská jezera Roš a Taltowisko s převahou sondy A3.1. Výsledky 

hybridizací neprokázaly viditelně spojení mezi koloniálními formami a typem sondy. Protože 

jsme se soustředili také na koloniální typy pikoplanktonních sinic, všechny analyzované filtry 

byly z období, kdy se v přírodě vyskytují koloniální formy pikoplanktonních sinic, což je 

od července do října (např. Komárková, 2002a). I přesto bylo možné najít lokality, kde se 

kolonie netvořily – Římov, Roš, Szymon a Thol. V nádrži Římov se kolonie běžně tvoří v létě 

(Komárková, 2002a,b), ale v tomto případě v době odběru 22.7.2021 zde byly pouze 

jednobuněčné formy. Ve všech těchto lokalitách převládaly sondy A1.1 (Cyanobium) a A3.1.  

6.2.4 Propojení použitých sond s fylogenetickým stromem 

Výsledky přinesly zajímavé informace o zastoupení jednotlivých sond v rámci lokalit důlních 

jam, rybníků a nádrží. V některých lokalitách byly sondy zastoupeny rovnoměrně v jiných 

převažovala konkrétní sonda nad ostatními (Obr. 22). Pro lokality důlních jam byla nejvíce 

charakteristická sonda B1.2. Sonda B1.2 zahrnuje především čistší lokality, jako jsou důlní 

jámy či nádrže (např. Klíčava, Landštejn). V těchto lokalitách sonda B1.2 také převažovala. 

Kromě sondy B1.2 se v nádržích v menší míře vyskytovaly i sondy A3.1 a A1.1.  

Sonda A1.1 jednoznačně dominovala v rybnících (např. Klec, Rod, Hůry, Koňák) 

a odhaluje pikoplanktonní sinice rodu Cyanobium (klastr 5.2) (Obr. P_1). Sonda A2.2 

reprezentující Regnicoccus (klastr 5.2) byla nejvíce zastoupená u lokality rybníků – speciálně 

u lokality Mirka jezírko. Jinak byla tato sonda zastoupená jen malé míře ve všech lokalitách. 

Sondy A4.1 (odpovídající rodu Vulcanococcus; klastr 5.2) a A4.4 (rod Lacustricoccus; klastr 

5.3) nevykazovaly dostatečnou specifitu, a tudíž nebyly použity. Sondy jsou založeny 

na izolátech z rybníků (A4.1) a ze studovaných důlních jam (A4.4; např. Most, Milada, 

Medard, Grossräschner See). V případě, že by se podařilo navrhnout obě sondy specifické, 

krásně by se doplnila mozaika zastoupení jednotlivých sond (Jezberová, osobní komunikace).  
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6.3 Úskalí vyhodnocování hybridizačních signálů 

Vyhodnocování hybridizace probíhalo jako porovnání počtu buněk při dvou vlnových 

délkách. Ne všechny filtry byly vždy dobře pozorovatelné. Častokrát se zde objevovala mlha 

či malá ostrost vzorku. To může být způsobené tím, že byly jednotlivé filtry špatně 

rozprostřeny na sklíčko, podložní sklíčko mohlo být nedostatečně spojeno s krycí a přitlačeno 

k sobě. Jednotlivé filtry se tak mohly nedostatečně narovnat, což způsobilo méně kvalitní 

obraz. Kvalita jednotlivých filtrů je závislá na celém procesu hybridizace, který je poměrně 

náročný. Jelikož byla hybridizace prováděna přes noc, filtry byly často dlouhou dobu utěsněné 

v malé zkumavce na rotoru. To způsobilo občasné pomačkání jednotlivých filtrů a jejich 

obtížné narovnávání.  

Velmi zajímavá je síla hybridizačního signálu. V některých vzorcích byly pikoplanktonní 

sinice prokazatelně hybridizující, v jiných vzorcích jednotlivé buňky nevykazovaly příliš silný 

světelný signál a buňky jako by svítily pouze z části. Pod mikroskopem odpovídal 

hybridizující signál žluto-zelené barvě. V případě, že buňky nehybridizovaly, nesvítily vůbec. 

Častokrát ale docházelo k tomu, že buňky svítily oranžově. Takovýto signál může značit 

navázání sondy pouze z malé části. Také by to mohlo znamenat, že sonda funguje špatně 

či částečně.  

Potencionální problémy s vyhodnocováním hybridizace mohou nastat v souvislosti 

s autofluorescencí chlorofylu pikoplanktonních sinic. Autofluorescence je chápána jako 

excitace chlorofylu a vyzáření v podobě fluorescence. Autofluorescence může způsobovat 

problémy ve fluorescenční mikroskopii, kde je potřeba detekovat fluorescenční signály. Pokud 

jsou tyto signály slabé, může docházet k tomu, že se zviditelní i jiné struktury než jen ty, které 

nás v daném vzorku zajímají. Tím pádem může docházet k nepřesnému vyhodnocování 

hybdridizačních signálů a potažmo celkového počtu hybridizujících buněk pikoplanktonních 

sinic.  

Při vyhodnocování hybridizace prostřednictvím mikroskopu docházelo k tomu, 

že hybridizovaly i jiné struktury než pouze buňky pikoplanktonních sinic. Řešením takovýchto 

situací spojeným s vyhodnocováním hybridizujících buněk pikoplanktonních sinic je pečlivé 

mikroskopování a porovnávání jednotlivých buněk při různých vlnových délkách. Výhodu 

v tomto případě představuje vlastní počítání buněk pod mikroskopem. Mikroskopy, které sami 

automaticky vyhodnocují sílu hybridizačního signálu a potažmo hybridizující buňky mohou 

v těchto případech zaznamenat opravdu nepřesné a zkreslené výsledky.  
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6.4 Shrnutí a zhodnocení cílů  

Závěrem bych ráda shrnula cíle magisterské práce a jejich naplnění. V rámci teoretické části 

se podařilo vytvořit velmi podrobnou literární rešerši na téma pikoplanktonních sinic a jejich 

diversity. Informace z této literární rešerše budou následně důležité pro další výzkumy 

ohledně diversity pikoplanktonních sinic.  

V praktické části, která byla součástí grantu školitelky J. Jezberové (GAČR, 19-23261S), 

jsem se zaměřila na testování CARD-FISH metody pro pikoplanktonní sinice. Tato metoda 

nebyla u těchto organismů doposud ještě nikdy použita, a proto přináší velmi zajímavé 

výsledky o funkčnosti různých sond. Práce v rámci metodiky také obsahuje podrobný návod 

pro CARD-FISH metodu a může nyní sloužit jako užitečný návod. Prostřednictvím metody 

CARD-FISH byl v rámci práce také vyhodnocen PIZO I. pokus či analýza přírodních lokalit, 

které přinesly zajímavé výsledky. Věřím, že bude tato práce užitečná do budoucna při dalších 

výzkumech.  

Zhodnocení hypotéz: 

Hypotéza 1 (Vlivem predace se jednobuněčné pikoplanktonní buňky shlukují do kolonií.) 

byla potvrzena částečně, jelikož vznikaly nepravé kolonie tvořené spolu s bakteriemi, ale ne 

ty pravé.  

Hypotéza 2 (Některé genotypy jsou přednostně konzumovány oproti jiným genotypům.) 

byla potvrzena. V pokusu PIZO I. byly výrazně konzumovány všechny pikoplanktonní sinice, 

ale přednostně ty identifikované sondou A3.1. 

Hypotéza 3 (V prostředí o různé trofické úrovni nalezneme odlišné genotypy 

pikoplanktonních sinic.) byla potvrzena. Důlní jámy, rybníky a nádrže se od sebe lišily 

v zastoupení 4 sledovaných genotypů pikoplanktonních sinic.  

Hypotéza 4 (Pikoplanktonní sinice vyskytující se v koloniích jsou zastoupeny stejnými 

genotypy jako ty, které se vyskytují ve volné vodě samostatně (v jednobuněčné i dvoubuněčné 

formě).) byla potvrzena. Pozorované vzorky obsahovaly jak jednobuněčné pikoplanktonní 

sinice, tak i kolonie značené stejnou sondou.  
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Tab. P_I: Údaje k přírodním lokalitám 
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Tab. P_II: Informace o charakteristice přírodních lokalit 

 

SRP = rozpuštěný reaktivní fosfor 
TP = celkový fosfor 
NO3-N = dusičnanový dusík 
TN = celkový dusík  
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Tab. P_III: Výsledky hybridizace PIZO I. pro sondu A1.1 
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Tab. P_IV: Výsledky hybridizace PIZO I. pro sondu A3.1 

 

 

  



 

 
     

69 

Tab. P_V: Výsledky hybridizace pro přírodní lokality 
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Seznam obrázků: 

 

Obr. P_1: Fylogenetický strom pikoplaktonních sinic s důrazem na sladkovodní komplex 

Synechococcus/Cyanobium 

[Strom byl rekonstruován počítán metodou maximum likelihood (PhyML) na základě téměř kompletní 16S 

rDNA z 152 kmenů z naší sbírky (genomově sekvenovaných) a 151 referenčních kmenů z GenBank. 

Pro větší přehlednost byly jednotlivé větve zkolabovány na základě navržených sond pro CARD-FISH. 

Odpovídající rody jsou označené podle Salazar et al. (2020). Hvězdičky vyznačují skupiny, na které byly 

cílené sondy využité v této studii a barevně odpovídají grafům. V hranatých závorkách u skupin jsou 

uvedeny počty kmenů z naší sbírky na HBU, které jsou genomově sekvenované.]  
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Obr. P_2: Porovnání hybridizujících buněk mezi hladinou a hloubkou (hladina: 0,5 m, 

hloubka: 9-16 m) 
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Obr. P_3: Souhrnný graf výsledků hybridizace u důlních jam  

 

 

 

 

Obr. P_4: Souhrnný graf výsledků hybridizace u rybníků 
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Obr. P_5: Souhrnný graf výsledků hybridizace u nádrží 
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