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1 Uvod

1.1 Polyfyletismus v soucasné taxonomii sinic

Sinice jsou kmen prokaryotnich organisml naleZicich domén¢ Bacteria se Sirokou
Skalou ekologickych narokt i morfologickych zvlastnosti. Jsou monofyletické a vyhradné
foto-autotrofni.  Disponuji  unikdtnimi  bunécnymi  strukturami —  tylakoidy
s chlorofylem a (n€kdy i b, ¢, d a f), karoteny a xantofyly, na nichz spocivaji fykobilizomy
obsahujici barviva fykocyanin a fykoerytrin (Averina et al. 2019). Diky témto strukturam
dokazi fotosyntetizovat i za velmi omezeného pfistupu svétla. Nekteré druhy tvoii klidova
stadia (akinety) nebo heterocyty — buiiky, jejichz jedinym ucelem je produkce dusikatych
latek fixaci vzdusného dusiku. Ziji bud’ solitern¢, kolonialné, nebo tvoii vlakna (Graham et
al. 2009). Patii mezi jedny z nejstarSich organismti na planeté Zemi — prvni fosilni zaznamy
odhaduji jejich stafi na asi 2,5 miliardy let. Obyvaji téméf vSechny predstavitelné ekologické
niky od ¢isté vodniho prostiedi pies ptidu az po extrémni biotopy, jako jsou termalni vyveéry
(Whitton & Potts 2002; Cordeiro et al. 2020). Jsou povazovany za jedny z nejzasadnéjsich
ekosystémovych inzenyrii (Pietrasiak et al. 2019). Ucastni se mnohych ekologickych
interakci, znichZ bezesporu nejdillezitéjsi je endosymbidza. Ta totiz dala vzniknout
chloroplastim fas a posléze vysSich rostlin (Howe et al. 2008; Martin et al. 2015). Na
pocatcich védeckého studia byly sinice povazovany za ptibuzné fasam (napi. anglicky
termin blue-green algae) (Kiitzing 1836; Meyen 1839; Lagerheim 1883; Clements a Shantz
1909 aj.), teprve v sedmdesatych letech minulého stoleti zacaly byt jasné chapany jako

prokaryota (Stanier 1977).

Cist¢ morfologicky piistup k taxonomii sinic méa oproti modernim metodam
zahrnujicim molekuldrni fylogenetiku mnohé limity (Komarek 2016). Moderni studie
zabyvajici se taxonomii a fylogenezi sinic ukazuji, ze klasicky pohled na systém sinic, ktery
vyuzival pouze fenetickych znaktl, nezohlednoval jejich fylogenezi, a proto dochazelo
k seskupovani taxonti bez ohledu na jejich oddelenou evoluci (Dvoiak et al. 2015).
Nereflektuje tedy velmi ¢astou konvergentni evoluci morfologickych znaku, ktera se tyka
velkého mnozstvi taxont (Dvorak et al. 2014a). Nékteré morfologické znaky taxont se navic
mohou lisit mezi populacemi vlivem vnéjSich ekologickych vlivii, nebo se ztratit vlivem
kultivace kmene v pribéhu delsiho ¢asového useku (Rippka et al. 1979; Palinska et al. 1996;
Jezberova & Komarkova 2007; Zhang et al. 2007; Zapomélova et al. 2008; Palinska &

Surosz 2014). Morfologicky systém samoziejmé nebral v potaz ani kryptickou diverzitu



(Ruse 1969; Komarek 2016), tedy existenci taxont, které nelze odliSit pouze podle
morfologickych znakti (Dvordk et al. 2015). Vyfesit tento problém pied piichodem
molekularnich metod z¢asti pomohlo studium ultrastruktur, jako je napt. tvar tylakoidi
(Komarek & Kastovsky 2003). K vyzkumu téchto struktur se nejcastéji pouziva transmisni
elektronova mikroskopie (Komarek & KasStovsky 2003; Mares et al. 2019b), ale i skenovaci
transmisni mikroskopie (Sciuto et al. 2012; Vazquez-Martinez et al. 2018). Velka cast
systému sinic byla do dnesni podoby ustanovena az pouzitim molekularnich metod, ale

nejasnosti stale pretrvavaji (Komarek et al. 2014; Dvotak et al. 2017).

V soucasnosti lze nové taxony sinic popisovat dle dvou kodi (Oren & Ventura
2017). Tradi¢né podle Mezinarodniho kodu pro fasy, houby a rostliny (ICN) je pro popis
taxonu tfeba herbarova polozka v podob¢ suSené biomasy (Oren & Ventura 2017; Dvotak
et al. 2018). Na velkou ¢ast prokaryot vcetné sinic nelze tento postup vyuzit, jelikoz neni
mozné je kultivovat a ziskat tak Cistou herbarovou polozku (Mares et al. 2015). Proto je
akceptovatelnd i druha moznost popisu dle Mezindrodniho kédu pro nomenklaturu
prokaryot (ICNP), kde je pro popis nového taxonu klicova dostatecné odliSena geneticka
sekvence bez tcasti morfologickych a ekologickych znakii (Dvotak et al. 2018; Li et al.
2019). Tento piistup na jednu stranu umozituje novy pohled na skute¢nou systematiku (napf.
polyfyletismus) tradi¢nich taxonti (Komarkova et al. 2010; Shen et al. 2018; Mares et al.
2019a; Wang et al. 2021 aj.) a rozliSeni kryptickych taxonti (Li et al. 2020). Na druhou stranu
s sebou nese problém v rapidné se zvétSujicim poctu novych taxoni a jejich jmen
znesnadnujicim védeckou komunikaci (Johansen et al. 2021). Komarek (2018, 2020)
navrhuje tento problém c¢asteéné vyfeSit spojenim jména nové popsaného kryptického
taxonu se jménem taxonu, od néjz se tento oddélil. Rovnéz navrhuje akceptovat nové popisy,
pouze pokud je uvedena jejich fylogeneticka pozice vici jiZz popsanym taxonlim a zaroven
jsou znamé dalsi markery pro odliSeni konkrétniho nové popsaného taxonu. Mnozi autofi
proto davaji piednost polyfazickému pfistupu (Komarek 2016) ¢i alternativné ,total
evidence approach® (Johansen et al. 2021) a stavd se zn¢j jeden z nejpouzivanéjsich
pristuptt pro popis novych taxond sinic (Korelusova et al. 2009; Mares et al. 2015;
Jahodarova et al. 2017; Genuario et al. 2018; Mai et al. 2018; Vazquez-Martinez et al. 2018;
Kim et al. 2021; Pecundo et al. 2021 aj.). Polyfazicky pfistup zahrnuje klasicky
morfologicky popis, ekologickou charakteristiku, popis ultrastruktury morfologickych
znakli (Komarek & Kastovsky 2003; Mares et al. 2019b), biochemickou analyzu (napf.

sloZeni pigmenttl) a molekularné-fylogenetické metody (Komarek 2016).



Molekularni a fylogenetické metody jsou zasadnim aspektem polyfazického ptistupu
a vyzaduji ziskani Cistého genetického materidlu zkoumaného taxonu (Mares et al. 2015).
Toho lze dosahnout kultivaci, kdy je jako templat pouzita biomasa pokud mozno axenické
kultury (Geng et al. 2021). Mnoho druhti sinic je vSak obtizn¢ kultivovatelnych, nebo nejdou
kultivovat vibec (Lara et al. 2013). To plati pro celou skalu sinic, zejména pro ty vyzadujici
specifické podminky (Mare§ et al. 2015). Proto je v tomto ptipadé vhodnou alternativou
izolace jednotlivych buné€k ¢i kolonii z environmentalniho vzorku napf. pomoci sklenéné
mikrokapilary (Zapomélova et al. 2007; Mares et al. 2015). Vhodnymi dalsimi kroky pak
byva celogenomova amplifikace a nasledné namnozeni genu pro 16S rRNA spole¢né s ITS
pomoci PCR (Lara et al. 2013), nebo jejich pfima amplifikace pomoci vnotené (Nested)
PCR (Mares et al. 2015). Gen pro 16S rRNA je vyhodné pouzivat, protoze jeho evoluce neni
ovlivnéna selekci na zaklad€ fenotypu, a mutace tak 1épe reprezentuji ¢asovou skalu, nez
tomu je u nékterych jinych genti (Janda & Abbott 2007). Zaroven je pfitomen u vSech
prokaryot. Jeho sekvence je navic dostate¢né konzervativni pro definici taxontl na urovni
Celedi, rodi a casto i druh a dostatecné dlouhd pro statisticky prukazné vysledky
(Stackebrandt & Goebel 1994; Janda & Abbott 2007). V soucasné dobé je akceptovana
hranice pro oddéleni samostatného druhu prokaryotniho organismu 98,65% podobnost 16S
(Kim et al. 2014; Dvotak et al. 2015), pro odd¢€leni rodu 95% podobnost (Komarek 2010).
Tyto hranice se vSak s postupnym rozsifovanim znalosti o systému sinic méni (Stackebrandt
& Goebel 1994; Dvorak et al. 2015). ITS (Internal Transcribed Spacer) je variabilnéj$im
usekem ribozomalniho genového klastru a idealni pro rozliseni druhové identity (Boyer et
al. 2001). Krom¢ samotné sekvence lze u ITS porovnavat i unikatni sekundarni struktury

(Vazquez-Martinez et al. 2018; Soares et al. 2019; Konstantinou et al. 2021).

Na zékladé polyfazického piistupu bylo v posledni velké taxonomické revizi
ustanoveno devét fFadu sinic, Gloeobacterales, Synechococcales, Oscilatoriales,
Chroococcales, Pleurocapsales, Spirulinales, Chroococcidiopsidales, Nostocales
a Pseudanabaenales, s nejistymi vzajemnymi vztahy (Komarek et al. 2014). Nekteré rody
vsak stale ziistaly nezatazeny a jsou oznacovany jako ,,incertae sedis* (Komarek et al. 2014;
Komarek 2015). Od té doby se taxonomicky uznavané tady rozsitily o Cisté termofilni

Thermostychales (Komarek et al. 2020).

Diky rozsédhlému sekvenovani mnohych taxont sinic se v poslednich letech objevuji

poznatky o polyfyletismu mnohych tradi¢nich rodt. Nejtypictéjsim piikladem je nejbéznéjsi

pikoplanktonni sinice r. Synechococcus s. I., znamy jako masivni producent kysliku (Dvotak



et al. 2014a). Od pilotnich studii (Robertson et al. 2001) naznacujicich jeho polyfyletismus
bylo popsano dvanact oddélenych linii o vice nez 100 druzich napfi¢ systémem sinic
zaujimajici obrovskou ekologickou variabilitu (Dvotak et al. 2014a; Jahodarova et al. 2018;
Komarek et al. 2020; Salazar et al. 2020). Jako polyfyletické se ukazaly mnohé dalsi rody,
kokalni — Chroococcidiopsis (Cumbers & Rothschild 2014), Merismopedia (Shen et al.
2018), Chamaesiphon (Loza et al. 2013; Kurmayer et al. 2018), Synechocystis (Korelusova
et al. 2009), Cyanothece (Mares et al. 2019a), Chroococcus (Komarkova et al. 2010),
i vlaknité — Nostoc (Cordeiro et al. 2020), Lyngbya (Engene et al. 2010), Leptolyngbya
(Johansen et al. 2011), Oscillatoria (Hauerova et al. 2021), Spirulina (Niibel et al. 2000),
Phormidium (Sciuto et al. 2012), Pseudanabaena (Yu et al. 2015; Kim et al. 2021)

Limnothrix a Geitlerinema (Perkerson III et al. 2010) a mnohé dalsi.

Duivodt,, pro¢ se polyfyletismus objevuje u tolika tradicnich morfologicky
definovanych taxonomickych jednotek, je nékolik. Prace Dvotak et al. (2014a) je shrnuje na
ptikladu rodu Synechococcus s.I. Znacnou roli v evoluénim formovani hraje ekologicka
adaptace, diky které konvergentné¢ vznikaji stejné morfologické znaky, jako je postaveni
tylakoidii, tvar bungk, ¢i formace kolonii (Dvotéak et al. 2014a). Tento model lze oznacit
jako model serialni konvergence (Jahodafova et al. 2018). V nékterych ptipadech se naopak
linie oddélily ve velmi davné dob¢ a dodnes si zachovaly podobny plesiomorfni fenotyp
(Mares et al. 2019b). Starobylost dodnes uchovanych morfologickych forem dokazuji i ¢etné
mikrofosilie takika nerozeznatelné od nékterych v soucasnosti znamych druhti (Krings &
Harper 2019; Krings 2021). U vétSiny bakterii vcetné sinic dochazi k vyraznému
horizontalnimu genetickému pfenosu a homologni rekombinaci, coz fylogenetickou
rekonstrukei o to vice komplikuje (Dvotak et al. 2014a). Diky jejich vSudypfitomnosti je

pravdépodobnost téchto transferti vysoka.

Polyfyletismus morfologicky definovananych skupin je cCasty pravé u sinic
s jednoduchou stavbou buitkky nebo univerzalnim typem kolonie. Zde se projevi limity
morfologického ptistupu v disledku omezeného mnozstvi rozeznatelnych morfologickych
odlisnosti (Komarek 2018). Rovnéz existuje opacny piipad, kdy bylo historicky ustanoveno
dva a vice taxont, které vSak sdileji morfologicky prekryv (Komarek et al. 2014), napf-.
Merismopedia punctata, M. hyalina a M. tranquilla (Meyen 1839; Kiitzing 1845; Trevisan
1845).

Uzitenym parametrem pro determinaci polyfyletickych taxond je i postaveni

tylakoidii. Existuje nékolik moZnosti, jak jsou uvnit bunky tylakoidy uspofadany, a toto

4



uspotadani castecné odpovida i evolucné oddélenym skupinam (Komarek & Kastovsky
2003). Zakladni typy postaveni tylakoidl jsou parietalni, paralelni, radialni, fascikularni
anepravidelné. Tento upraveny systém byl pouzit ve velké molekularni revizi pro
ustanoveni vétSiny soucasnych radi (Komarek et al. 2014). Prace Mares et al. (2019b) tuto
myslenku upfesiiuje a ¢astecné vyvraci. Ve skutecnosti jsou rizné typy tylakoidi dobrym
rozliSovacim znakem pro n€které monofyletické skupiny rozdilnych taxonomickych trovni.
Zejména v ramci fadu Synechococcales neni postaveni tylakoidu pfili§ dobrym rozliSovacim
znakem, jelikoz tad samotny je vysoce polyfyleticky (Salazar et al. 2020). V evoluci
tylakoidii totiz dochdzelo ke zna¢né konvergenci a cetnym homoplasiim obdobné jako
u samotného tvaru bungk, patrné zejména u rodu Syrechococcus s.1. (Dvorak et al. 2014a).
Nékolik vzori je relativné dobte aplikovatelnych. U celého bazalniho fadu Gloeobacterales
tylakoidy chybi uplné¢ (Mares et al. 2013; Rahmatpour et al. 2021). Paralelni postaveni je
unikatni pro malou monofyletickou skupinu kolem rodu Geminocystis. Rod Cyanothece s.s.
ma unikatni radialni postaveni s nepravidelnostmi v centru buiiky. Nepravidelné uspotradani
je typické pro velkou skupinu evolu¢né mladych vétvenych vlaknitych sinic. Tato skupina
je vSak sama parafyleticka a fascikularni uspotfadani se vyvinulo nékolikrat nezavisle i mimo
tuto skupinu (Mare§ et al. 2019b). Postaveni tylakoiddi sehralo roli v taxonomii rodd
Chroococcus s.l. (Wang et al. 2021), Cyanothece s.1. (Mares et al. 2019a) ¢i Chamaesiphon
s.l. (Kurmayer et al. 2018).

Pro svou praci jsem si vybral ¢eled Merismopediaceae. Jedna se o taxonomickou
skupinu, ktera je charakteristickd specifickym zptisobem tvorby kolonii, a protoze az na

vyjimky netvofi ptili§ velkou ekologickou dominantu, neni pfedmétem mnoha studii.

1.2 Typovy rod Celedi Merismopedia Meyen, 1839

Dalsimi  ortografickymi  variantami oznaceni rodu Merismopedia jsou
Merismopoedia, Merismopoedium ¢i Merismopedium (Joosten 2006). Prvni zaznam
o existenci rodu pochazi z prace Meyen (1829), kde jej vsak autor zaznamenal pouze
kresbou a neprifadil mu Zadné taxonomické oznaceni. Nepochybné se ale jednalo o zastupce
rodu Merismopedia v dnesnim pojeti (Joosten 2006). Poprvé bylo jméno Merismopedia
pouzito v knize Neues System der Pflanzen-Physiologie (Meyen 1839). Popisuje ji jako:
wMalou Fasu z rodiny Ulv... tvorici ctverhranné tenké tabulky... nejcasteji se 16 stejné
velkymi bunkami.” Rovnéz ustavuje typovy druh — Merismopedia punctata Meyen 1839.

Toto jméno vsak Joosten (2006) povazuje za synonymum Merismopedia tranquilla



Ehrenberg 1845. Tento druh byl totiz plivodné popsan pod nazvem Gonium tranquillum
Ehrenberg 1834 v poeticky pojmenované praci Dritter Beitrag zur Erkenntniss grosser

Organisation in der Richtung des kleinsten Raumes (Ehrenberg 1834).

V priibéhu historie se rodu nevyhnulo mnozstvi taxonomickych transferti. VSechny
sinice byly po dlouhou dobu povazovany pouze za podskupinu fas (Meyen 1839; Trevisan
1845 aj.). Proto byl rod Merismopedia jako tasa nejprve zarazen v Celedi Ulvaceae (Meyen
1839). Po odstépeni samostatného oddéleni Cyanophyta (ale stale v systému fas) jej napft.
Skuja (1956) zarazuje do fadu Chroococcales. I po oddéleni sinic od fas a jejich zafazeni
k bakteriim je rod Merismopedia jako sinice stale fazen do fadu Chroococcales (Fott 1967).
V ramci Chroococcales je rod na zakladé morfologie fazen do ¢eledi Microcystaceae,
podceledi Merismopedioideae (Komarek & Anagnostidis 1986; Hindak 1992). Komarek &
Anagnostidis (1999) vyclenuji Merismopediaceae jako samostatnou celed’ s podceledi
Merismopedioideae. Dle nejnovéjsi taxonomické upravy na zakladé molekularni
fylogenetické analyzy byla celed” Merismopediaceae presunuta do fadu Synechococcales

(Komarek et al. 2014).

Taxonomicka situace uvnitt rodu také prosla vyvojem. Prace Palinska et al. (1996)
ukazuje, Ze mezi druhy popsanymi na zakladé morfologie je patrna vyrazna fenotypova
variabilita. Navrhuje dokonce, Ze tfi zkoumané druhy — M. glauca, M. puncatata
a M. elegans jsou tim samym druhem, tzv. ,,genospecies® s riiznym fenotypovym projevem.
»@aenospecies jsou definovany na zakladé molekularnich dat (Palinska et al. 1996). Naproti
tomu pojem ,,morphotaxon® (analogicky ,,morphospecies® atd.) oznacuje taxonomickou
skupinu definovanou pouze na zékladé morfologickych znakt (Zapomélova et al. 2007,
Skacelova & Zapomélova 2010; Komarek 2018) a ,,ecotaxon® pak morfologicky podobné
taxony definované ekologii a distribuci (Palinska & Krumbein 1995; Joosten 2006;
Komarek 2016, 2018).

Druhové usporadani v ramei rodu je z molekularniho hlediska pomérné malo znamo.
V soucasné dobg je popsano 42 druhti tohoto rodu, uvadéno je rovnéz 18 infraspecifickych
jmen (Guiry & Guiry 2022). Dle NCBI (Agarwala et al. 2018) jsou znamé sekvence pouze
u tfi urc¢enych druhlt (M. punctata, M. glauca a M. tenuissima) (Dvorék et al. 2017) a rovnéz
mnozstvi sekvenci rodu Merismopedia bez urCené druhové identity. Nékteré sekvenované
kmeny vsak v ptivodni literatuie byly urCeny jinak, nez pod jakym nazvem byla vloZena
jejich sekvence (Palinska et al. 1996; Furtado et al. 2009; Albrecht et al. 2017).

Molekularnich studii zahrnujicich rod Merismopedia navic neni piilis mnoho a Casto se
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vibec nesoustfedi na rod jako takovy. Prace Thomazeau et al. (2010) na zaklad¢ dvou
izolovanych kmenii M. punctata ze subsaharské Afriky zafazuje rod do fadu Chroococcales

a tvrdi, ze je monofyleticky.

Studie Rajaniemi-Wacklin et al. (2006) zatfazuje M. glauca do bezprostiedni
blizkosti kmeni rodu Syrnechocystis, Woronichinia a Snowella. Zaroven ale tato prace
potvrzuje komplikovanou situaci uvnitt rodu, jelikoz jsou zde patrné dvé samostatné linie,
kam spadaji dva rizné kmeny M. glauca. Naznaky polyfyletismu zaznamenavaji i studie
Furtado et al. (2009) a Shen et al. (2018). Polyfyletismus byl naznacen i na zaklad¢
metagenomického sekvenovani a porovnani amplikontt 16S rRNA. Li et al. (2020) ale

operuje pouze s OTUs a nediskutuje jejich umisténi do jednotlivych klastrti.

1.2.1 Ekologie

Praci zamétujicich se pfimo na ekologii rodu Merismopedia neni mnoho (Hindék
1992; Aktan & Aykulu 2003; Joosten 2006). Vétsina informaci o ekologickych preferencich
a rozsifeni pochazi z riznorodych lokalnich floristickych studii (Brannon 1952; Skuja 1956;
Hindak 1992; Silva & Pienaar 1999; Aktan & Aykulu 2003; Lederer & Lukavsky 2003;
Furtado et al. 2009; Skacelova & Zapomélova 2010) ¢i ze shrnujici urcovaci literatury
(Hindak 1992; Komarek & Anagnostidis 1999; McGregor 2013; Kastovsky et al. 2018).
Presto byva cCasto typ biotopu, ve kterém je organismus nalezen, zdsadnim urcovacim
znakem (Joosten 2006; Kastovsky et al. 2018). V tomto piipad¢ se ovSem casto jedna
o arbitrarni rozhodnuti pfi popisu nového druhu a pravdépodobné neodpovidd druhovému

pojeti z genetického hlediska (Palinska et al. 1996; Joosten 2006).

Neni znamo, Ze by r. Merismopedia v ekosystémech hral zasadni roli. Biomasou az
na vyjimky (Somashekar 1983; Keliri et al. 2021) nijak nepfevySuje ostatni fytoplanktonni
zastupce. Zastupci jsou obecn¢ povazovani za slozku ekosystému bez zdsadnich trofickych
interakci. To jednak kvili pomérné pomalému ristu kolonii a malé abundanci, a jednak kviili
faktu, Ze nejsou pfili§ Castou slozkou potravy spasacii ani filtratort. Zaroven se diky
pomalému rtstu kolonii a dlouhé generacni dobé¢ stavaji sinkem uhliku (Bell & Tranvik
1993). Nekteré druhy mohou byt pouzity jako bioindikatory v kontrole kvality vod (Radwan
et al. 2018).

Vétsina druhti je sladkovodni, nejcastéji planktonni a metafytonni. Nékolik malo
druhti je vazano na salinni biotopy, jako jsou slaniska ¢i bentos motského litoralu. Mezi

takové patii napt. M. affixa (Silva & Pienaar 1999; Plinski & Komarek 2017) ¢i



M. mediterranea (Komarek & Anagnostidis 1999; Kastovsky et al. 2018; Guiry & Guiry
2022). V tomto kontextu jsou zajimava zjisténi v praci Palinska et al. (1996), ktera dokazuje
vysokou odolnost vii¢i zmeéné salinity u béznych sladkovodnich druhti jako M. elegans ¢i
M. punctata. 1 primarni zdroje hovoti o M. glauca jako o druhu nalézaném v motské vode
(Kiitzing 1845). Aktan & Aykulu (2003) pak usuzuji, ze ptitomnost tohoto druhu v motském
litoralu je dana eutrofizaci pobieznich vod odpadnimi vodami. Jsou zndmy i aerofytické
druhy jako M. minima, ¢i druhy specializované na specifické biotopy. Mezi né patii napf.

M. sphagnicola vazana na oligotrofni raselinné tinky (Joosten 2006).

Za jeden z nejrozsitenéjsich a nejbéznéjsich druhti je povazovan druh M. tenuissima.
Je nachazen vramci velkého poctu floristickych studii ve vSech typech stojatych
sladkovodnich biotopt od oligotrofnich skandinavskych jezer po brazilské odpadni vody
(Skuja 1956; Rojo & Alvarez Cobales 1992; Bell & Tranvik 1993; Aktan & Aykulu 2003;
Furtado et al. 2009; Tian et al. 2012; Shen et al. 2018 aj.). M. tenuissima je dokonce prvnim
a dodnes jedinym zastupcem rodu, u kterého byla zaznamenana tvorba sinicovych toxint,
konkrétné¢ microcystinu (Furtado et al. 2009). Krom¢ toho se piedpoklada, ze se vuci
ostatnim zastupciim fytoplanktonu mize chovat alelopaticky, chybi pro to vSak vice dikazi

(Bell & Tranvik 1993).

M. punctata je dalSim planktonnim druhem nalézanym ve velkém mnozstvi
floristickych studii (Skuja 1956; Pentecost 2014; Albrecht et al. 2017; Yarovyi et al. 2017
aj.), podle prace Kiitzing (1845) se naléza rovnéz v motské vodé. Dokonce u n¢j, jako
u jediného ze dvou byla zaznamenana tvorba vodniho kvétu. Druhym takovym druhem je
M. tenuissima (Somashekar 1983; McGregor et al. 2007; Keliri et al. 2021). Velmi Casto
byva rovnéz nalézan piedevsim metafytonni a benticky druh M. glauca. Obdobnou ekologii
a habitus ma M. elegans, ta se vSak od M. glauca odlisuje vétsi velikosti bunék (Komarek

& Anagnostidis 1999).

1.2.2 Morfologie

Rod Merismopedia je charakteristicky kombinaci nékolika morfologickych znaki.
Ploché kolonie jsou tvofeny navzijem kolmymi fadami bunék. Déleni bunck je za
normalniho stavu synchronizované ¢asové i prostorove, coz dava vzniku charakteristického
pravidelného postaveni. Burniky se d€li na dve stejné velké dcefiné. Déleni probiha vzdy
rovnobé&zné s rovinou kolonie ve dvou na sebe kolmych smérech. Rady bun&k mohou byt

u nékterych druhti v pozd¢jsi fazi vyvoje posunuté, ¢i mirné nepravidelné (Komarek &



Anagnostidis 1986; Hindak 1992; Joosten 2006). Cela kolonie je obalena slizem, ktery je
v naprosté veétSiné ptipadt prihledny, u nékterych druhti jasné ohraniceny. Kulovité, po
déleni polokulovité buniky mohou mit samostatné slizové obaly, u nékterych druht
obligatné. Obsah bunék je bledé¢ modry, modro- ¢i Sedozeleny az nacervenaly (Komarek &
Anagnostidis 1999). Nékolik malo druhtl, napt. M. paludosa, ma bunky ¢tvercové (Bennett
1886).

Od ostatnich rodi vramci ¢eledi Merismopediaceae se Merismopedia odliSuje
pravidelnym usporadanim bun¢k do navzajem kolmych fad a zaroven kulovitym, pii déleni
polokulovitym tvarem bunék. Dalsi rod v ramci celedi tvofici navzajem kolmé tady je
Cyanotetras (Komarek & Anagnostidis 1999). Ostatni rody celedi bud’ kolonie netvofi
vibec, jako napt. Limnococcus sp., €i jsou jejich kolonie uspotadané nepravidelné jako
urodi Microcrocis nebo Pannus (Kastovsky et al. 2018). Kolonie tvofené navzajem
kolmymi fadami jsou v této Celedi charakteristické i pro rod Eucapsis (Hindak 1992). Déleni
Eucapsis vsak probiha ve tfech smérech, a tudiz je jeho vysledkem pravidelna krychlovita

kolonie (Clements & Shantz 1909; Komarek et al. 2016).

Odhlédneme-li od toho, ze morfologické znaky se mezi n¢kterymi druhy piekryvaji,
coz muze urcovani komplikovat, 1ze pro jejich determinaci pouzit n€které vyznamné
morfologické znaky (Komarek & Anagnostidis 1999; McGregor 2013; Kastovsky et al.
2018). Druhti schopnych tvofit aerotopy neni v celkovém poméru mnoho a charakter
aerotopu je vétSinou sdm o sobé druhové specificky (Komarek & Anagnostidis 1999).
Samostatnou linii aerotopy tvoficich druhli ptedstavuji M. insignis, M. trolleri
a M. marssonii (Komarek 2015). M. insignis ma v kazdé bunce jen 1-2 aerotopy, bunky jsou
mirné protahlé. Malé bunky do 2 um s vice aerotopy jsou charakteristické pro M. marsonii,
buiiky vétsi nez 2 pum ma M. trolleri (Lemmermann 1900; Bachmann 1920; Komarek &
Anagnostidis 1999; Kastovsky et al. 2018). Hindak (1992) vsak uvadi, ze M. marsonii
nemiva vice neZ 3 centralni aerotopy. Stejn€ jako Joosten (2006) vSak uvadi jako typicky

znak prstovité vychlipeniny aeorotopti.

U druh@t bez aerotopti je pak prvnim determinacnim znakem velikost bunky.
Arbitrarné lze tuto skupinu rozdélit na druhy s malymi bunkami do 2-2,4 pm a druhy
s bunikami vét§imi (Komarek & Anagnostidis 1999; Kastovsky et al. 2018). Problematicky
prechod zde tvoii dva tradicni druhy, M. hyalina a samotny typovy druh M. punctata (viz
1.2.4 Fylogenetické problémy a otazky). Bunky jsou u vétSiny druhli v rdmci kolonie

nahlouceny. Prostory mezi bunikami vétsi nez dva priiméry buiiky jsou typické pro druhy
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M. danubiana a M. duplex (Playfair 1918; Hortobagy 1974). Naprosta vétSina druhti tvori
kolonie mikroskopické, jen mald skupina makroskopicky viditelné (Kiitzing 1849;
Askenazy 1894; Skacelova & Zapomélova 2010). Kolonie mtize byt jasn€é zprohybana az
srolovand, coz je typicky znak pro M. convoluta (Kiitzing 1849). Lehce zvInéné kolonie pak
muze mit M. elegans (Komarek & Anagnostidis 1999) ¢i M. africana (Komarek & Cronberg
2001). Kolonie je u nékterych druhti rozdélena do subkolonii — pravidelnych skupin bunck
vice ¢i mén¢ oddelenych od sebe vrstvou slizu. Rozdéleni do subkolonii je typické napt. pro
M. glauca, M. tenuissima C¢i M. convoluta (Kiitzing 1849; Hindak 1992; Komarek &
Anagnostidis 1999).

Kolonie vsech druhti jsou obaleny spoleénym slizovym obalem (Komarek &
Anagnostidis 1986). U vétsiny druhtl je sliz neohranieny, viditelny jen pii barveni. Casto
se jeho vlastnosti mezi koloniemi t€hoZ druhu méni od neohrani¢eného hyalinniho po jasné
ohranic¢eny, jako napt u M. punctata (McGregor et al. 2007; McGregor 2013). Naopak jasné
ohraniCeny sliz je typicky pro M. elegans (Komarek & Anagnostidis 1999). Buiky
nékterych druhid jako M. minutissima jsou obaleny samostatnou, jasné viditelnou slizovou

pochvou (McGregor 2013).

U jediného druhu M. ferrophila je znama tvorba zelezitych konkreci (Hindak 1982).
Neni vSak jasné, zda se nejedna o komplex vice taxonil urcovanych jako jeden druh
vzhledem k pomérné velkému rozpéti velikosti bunék (Hindak 1982; Komarek &
Anagnostidis 1999). Je také mozné, ze se jedna o jev vyskytujici se u vice druhil popsanych
samostatné, zpusobeny specifickymi vlastnostmi prostiedi, a M. ferrophila jako samostatny

»genospecies® neexistuje.

1.2.3 Pi'ehled taxonomicky platnych druht rodu Merismopedia

S pomoci databazi Algaebase (Guiry & Guiry 2022), Index Nominum Algarum
(Silva 2022), Nucleotide (Agarwala et al. 2018) a Global Catalogue of Microorganisms (Wu
et al. 2017) jsem vytvofil prehledny seznam soucasn¢ akceptovanych druhl rodu
Merismopedia spolecné se synonymy i pivodnimi ortografickymi variantami jmen (Tab. II).
Bral jsem v ivahu, zda je druh jasné definovan — byl popsan dostate¢né obsahle, s pfifazenou
kresbou v primarnim zdroji, ¢i je bran jako jasné definovany druh v determinacni literatute.

Pro vétsi prehlednost pouzivam symboly shrnuté v tabulce (Tab. 1)
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Tab. I. Symboly pouzité v prehledu druhti rodu Merismopedia.

Henckel 1909 nom. inval.

Symbol Vyznam
(B) Basyonym
(0) Plvodni ortograficka varianta
* Taxon nalezen od popisu opakované
Taxon nalezen od popisu pouze
+
v jednotkach ptipadi
Kmen v kultute / sekvence / nalez
od popisu nenalezeny
Tab. II. Piehled soucasné¢ taxonomicky uznavanych druhovych oznaceni rodu
Merismopedia sensu Guiry & Guiry (2022).
Jasna Kmen Nalez
Druh Synonyma . . . Sekvence od Reference Pozniamka
definice v kultufe .
popisu
Merismopedia punctata
Meyen 1839 nom. inval.
Gonium tranquillum
Ehrenberg 1834 (B)
Agmenellum
tranquillum Extrémné
(Ehrenberg) Trevisan CCAP Meyen 1829, r)l(e'rzé?lge
1842 Ne 144812, 65 (RNA * 1839; mezen vici
Merismopedia NIVA- Ehrenberg vy nekolika
kuetzingii Nigeli 1849 CYA 16 1834 taxontim
Merismopedia
convoluta f. minor
Wille 1922
Merismopedia
haumanii Kufferath
1942
Merismopedia affixa Indické ndlezy
Richter 1895 (Gupta 2012)
Merismopedium Ano - - * Richter 1895 asi sgmostatn'
affixum Richter 1895 ot Y
(®)
Merismopedia africana Kgrrgfl{g; &
Komirek a Cronberg 2001 Ano - - - 2001 &
Merismopedia angularis Ano NIVA- ) % Thompson
Thompson 1939 CYA 199 1939
Meismopedia arctica
Anagnostidis 1995 Komarek &
Merismopedia Ano - - * Anagnostidis
punctata f. arctica 1995
Kosinskaja 1933 (B)
Merismopedia boreocaspica Ne ) ) * Henckel 1909 Bez obrazku,

vagni popis
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Nenalezena
Ano - - * pavodni
publikace

Merismopedia cantonensis
Chu 1987

Merismopedia caspica % Bez obrazku,
Henckel 1909 nom. inval. Ne ) ) Henckel 1909 véagni popis

Merismopedia chondroidea
Wittrock 1878 Wittrock &

Merismopedium Ano - - * Nordstedt
chondroideum 1878
Wittrock 1878 (O)

Merismopedia convoluta
Brébisson ex Kiitzing 1849

Nejasna
determinace
CCAP v kultufe —
Ano 1448/3, - * Kiitzing 1849  shodné s kmeny
1481/1 SAG 48.79
a CCALA 099

Merismopoedia
convoluta Brébisson ex
Kiitzing 1849 (O)
Pseudoholopedia
convoluta (Brébisson)
Elenkin 1938

Merismopedia willei jako M. glauca

N.L.Gardner 1927

Nejasné

. . . . vymezeni vuci
Merismopedia danubiana Ne ) ) * Hortobagy Coccopedia

Hortobagyi 1974 1974 li ;
inmetica
(Hindék 1992)

Merismopedia duplex
Playfair 1918

Merismopedium duplex
Playfair 1918 (O)

Merismopedia cyanea

- - % .
Playfair 1918 Ano Playfair 1918

Merismopedia distans
Fedorov 1970

Merismopedia distans
Messikommer 1971

Merismopedia elegans UTEX LB
Braun ex Kiitzing 1849 1902 jako

Merismo- 168 rRNA

. . Ano . jako * Kiitzing 1849
Merismopoedium pedia sp. M. glauca

elegans (O) cf. M.
elegans

Merismopedia ferrophila i i . o
Hindsk 1982 Ano Hindak 1982

Merismopedia gardneri
(Collins) Setchell 1906 Ne ) ) + Gardner 1906 Vagni popis bez

Prasiola gardneri obrazku
Collins 1904 (B)

Merismopedia glauca
(Ehrenberg) Kiitzing 1845 SAG

Gonium glaucum 48.79,

Ehrenberg 1838 (B) CCALA Cely . Ehrenberg

Merismopedia aerugi- Ano 099, genom

nea Brébisson 1849 CCAP

1834; Kiitzing
1849

Merismopedia nova 1448/2
Wood 1873

Merismopedia hyalina

(Ehrenberg) Kiitzing 1845 Piekryv

Ne - - * Kiitzing 1845

Gonium hyalinum s M. punctata

Ehrenberg 1832 (B)

Merismopedia insignis
Shkorbatov 1923 UTEX

Merismopedia glauca . Nenalezena
o 550 jako £ o .

f. insignis (Skorbatov) Ano M olauca - pavodni

Geitler 1925 & publikace

Merismopedia jeanne- f. insignis
lii H.Bachmann 1938
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Merismopedia litoralis
(Orsted) Rabenhorst 1865

Erythroconis litoralis
Orsted 1842 (B)
Merismopedia littoralis
(@rsted) Rabenhorst

1865 : Orstedt 1842; ~ <omérek &
Merismopedia glauca Anagnostidis
. Ne - Rabenhorst .
subsp. amethystina 1865 (1999) vyzaduji
Lagerheim 1883 revizi
Merismopedia elegans
var. mandalensis
Wille 1900
Merismopedia
massartii
Kufferath 1942
]I‘(’ifgsi’:g”ll’g‘;’;’ maer Ano - Kiitzing 1849
Merismopedia marssonii
Lemmermann 1900
- : Lemmermann
Merismopedium Ano - 1900
Marssonii Lemmerman
n 1900 (O)
Merismopedia mediterranea Kolonie
Nigeli 1849 s cervenymi
burikami asi
Merismopedia glauca Ne - Nageli 1849 jiny taxon
f. mediterranea (Komarek &
(Négeli) Collins 1910 Anagnostidis
1999)
Merismopedia messikommeri
Joosten 2006
Merismopedia distans Ano - Joosten 2006
Messikommer 1972
(B)
Merismopedia minima Nejasné
Beck 1897 de Beck & ekologické
Merismopoedium Ne - Zahlbruckner  vymezeni vici
minimum 1897 M. warmin-
Beck 1897 (O) giana
Merismopedia minutssima : Joosten 2006
Merismopedia paludosa Ano : Bennet 1856
Merismopedia quadruplicata
(Meneghini) Trevisan 1845 Komarek
Trochiscia quadruplica - & Anagnostidis
ta Meneghini 1837 (B) Ne ] de Blg’gl,ss"n (1999) vyzaduji
Agmenellum Trevi g revizi, pivodni
. revisan 1845 L
quadruplicatum popis vagni bez
(Meneghini) Brébisson obrazku
1839
Merismopedia regularis Ano ) Ké);gz{g;;c
Komirek & Cronberg 2001 2001
. , Nenalezena INA tento druh
Merismopedia remota Ne - pvodni neuvadi (Silva
Hirose & Chung 1970 publikace 2022)
Merismopedia revoluta
Aske-nasy 1894 Ano ) Askenazy
Merismopoedia 1894
revolutiva (O)
Merismopedia sinica Ano ) Ley 1947
Ley 1947
Merismopedia smithii . Evropskeé
De Toni 11’939 Ano ) Smith 1920 nélezy asi
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Merismopedia elegans
var. major G.M.Smith
1920 (B)

Merismopedia maior
(G.M.Smith)
Geitler 1925

$patné urcené

(Komarek &

Anagnostidis
1999)

Merismopedia sparsa
Komarek & Cronberg 2001

Ano

Komarek &
- * Cronberg
2001

Merismopedia sphagnicola
Joosten 2006

Ano

- * Joosten 2006

Od M. glauca
se li8i jen
ekologii

(Joosten 2006)

Merismopedia tenuissima
Lemmermann 1898

Merismopedium
tenuissimum
Lemmermann 1898

©

Ne

CHAB
7021,
NIES-230

16S-23S

rRNA, " Lemmermann
cpeB, 1898
CpcA

Nejasna horni
hranice
velikosti bun¢k

Merismopedia tereki
A.Henckel 1909 nom. inval.

Aulacodiscus exiguus
var. undulata
Rattray 1888 (B)

Henckel 1909

Popis vagni bez
obrazku,
obrazek
v Rattray

(1888) vibec
nevypada jako

Merismopedia

Merismopedia thermalis
Kiitzing 1843

Merismopoedia
thermalis Kiitzing
1843 (O)

Agmenellum thermale
(Kiitzing) Drouet &
Daily 1956

Ano

- * Kiitzing 1843

Merismopedia tranquilla
(Ehrenberg) Trevisan 1845

Gonium tranquillum
Ehrenberg 1834 (B)

Merismopedia
punctata Meyen 1839

Agmenellum tranquil-
lum (Ehrenberg)
Trevisan 1842

Merismopedia
kuetzingii Nageli 1849

Merismopedia
convoluta f. minor
Wille 1922

Merismopedia
haumanii Kufferath
1942

Ehrenberg
- * 1834,
Trevisan 1845

Nejasné
vymezeni vici
M. punctata

Merismopedia trolleri
Bachmann 1920

Ano

" Bachmann
1920

Merismopedia vangoorii
Joosten 2006

Ano

- * Joosten 2006

Merismopedia venezuelica
Schiller 1956

Ano

- * Schiller 1956

Merismopedia violacea
Kiitzing 1849

Merismopedium
violaceum Kiitzing
1849 (O)

Ano

Kiitzing 1849

Merismopedia warmingiana
(Lagerheim) Forti 1907

Synonymita dle
De Toni (1907)
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Merismopedia hyalina s M. punctata
subsp. warmingiana f. minor, ale

Lagerheim 1883 (B) Lagerheim . neodpovida
. N 1883; De Toni . ,

Merismopedia puncta- 1907 velikosti,

ta f. minor Lagerheim nejasny vztah

1883 s M. minima

1.2.4 Fylogenetické problémy a otazky

Zasadnim systematickym problémem je polyfyleticky status samotného rodu. Praci
zabyvajicich se fylogenezi rodu nebo celedi neni mnoho, a ne vzdy se jejich vysledky
podporuji (Palinska et al. 1996; Rajaniemi-Wacklin et al. 2006; Furtado et al. 2009;
Thomazeau et al. 2010; Shen et al. 2018), ale souc¢asny pohled na tuto problematiku je
takovy, ze Merismopedia je sice taxonem polyfyletickym, neni vSak jasné, na kolik

samostatnych skupin se rozpada a kam presn¢ spadaji jednotlivé druhy.

Dale se vyskytuji nesrovnalosti ohledné typového druhu, a tedy i stanoveni, ktera
z linii prestavuje rod Merismopedia s.s. Obecné ustilené pojmenovani Merismopedia
puncatata je dle botanického kodu ilegitimni (Joosten 2006), avsak v literatuie takika bez
vyjimky pouzivané. Pivodné byl tento organismus pojmenovan Gonium tranquillum
Ehrenberg 1834 (Ehrenberg 1834) pro podobnost se zelenou tasou rodu Gonium. Tataz
publikace ovSem zahrnuje i popis organismu Gonium punctatum, liSictho se od
G. tranquilum Cernymi teCkami uvnitf bun€k — patrn€ aerotopy. Popis G. tranquillum v této
publikaci ptfesn€ odpovida dne$nimu chapani rodu Merismopedia. Avsak Meyen (1839)
tento organismus pojmenovava Merismopedia punctata bez presného popisu a ilustrace.
Rovnéz ptipousti, Ze tento organismus byl popsan pod dvéma nazvy, Gonium tranquillum
Ehrenberg 1834 a Gonium glaucum Ehrenberg 1838. Toto pojmenovani je tim padem
v rozporu s botanickym koédem, nicméné je po celou dobu az na vyjimky pouZivano
v literatuie (Joosten 2006). Neplatné je druh M. punctata, resp. M. tranquilla oznaten
i v praci de Brébisson (1839) jako Agmenellum tranquillum. Dle botanického kodu je tento
organismus platné popsan az v praci Trevisan (1845) jako Merismopedia tranquilla
(Ehrenberg) Trevisan 1845 v domnéni, ze jde o jiny druh nez M. punctata. Popisy jsou vSak
témet identické, jen se mirné 1isi velikosti bunék, a je tedy logické predpokladat, ze se jedna

o tentyz druh s béZnou variabilitou ve velikosti bunék (Ehrenberg 1834; Joosten 2006).

Urcovani typového druhu M. punctata rovnéz komplikuje morfologicky piekryv

s druhem M. hyalina. Pivodné byl tento organismus popsan dokonce diive nez M. punctata,

byl vSak zafazen do jiného rodu (Ehrenberg 1832). Determinacni literatura udava pro

M. punctata pocet bunck 16-64(—128) a velikost bun¢k (2-)2,5-3,6(—4) um. Zatimco druh
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M. hyalina by mél mit 4-8(—16) bun¢k v kolonii, pouze vzacné vice, a jejich velikost by se
méla pohybovat v rozmezi (1-)2-3(-3,5?) um, McGregor (2013) udava pocet bunck
v kolonii M. punctata 2—16(—64) a Hindak (1992) dokonce M. punctata popisuje v podstaté
stejng, jako Komarek & Anagnostidis (1999) popisuji M. hyalina. Autofi se neshoduji ani
na jednozna¢ném odliSeni podle barvy bunécného obsahu, piestoze prace McGregor et al.
(2007) navrhuje, Ze barva bunééného obsahu M. hyalina by méla byt spiSe Sediva
a M. punctata bledé¢ modrozelend. Pfedpoklada se tedy, ze by tyto dva tradi¢ni druhy mohly
ve skutecnosti byt jedinym taxonem (Komarek & Anagnostidis 1999; Kastovsky et al.

2018).

Jednotu v taxonomicko-nomenklatorickém problému M. punctata, M. tranquilla,
M. hyalina neptinesla ani publikace Négeli (1849), ktera vyvraci myslenku se synonymitou
Gonium tranquillum = M. punctata a Gonium hyalinum = M. hyalina na zaklad¢ rozdilnych
velikosti bun¢k. Nékteré hodnoty, které v argumentaci pouziva, se ale neshoduji s témi
publikovanymi v citovanych publikacich. Neni navic jasné, zda jeho argumentace neni
podlozena hodnotami zalozenymi na rozdilné délce jednotky ,,palce* pouzivané v Prusku
(Ehrenberg 1832, 1834) a ve Svycarsku (Nigeli 1849). Navic zde popisuje druh
Merismopedia kiitzingii popisem témét shodny s M. tranquilla, dnes povazovany za jeho

synonymum (McGregor 2013).

Mnohé dnes akceptované druhy sensu Guiry & Guiry (2022) byly popsany neplatné,
napt. M. caspica (Henckel 1909), jiné nedokonale bez kresby ¢i fotodokumentace, napf.
M. tenuissima (Lemmermann 1898), ¢i nebyly od svého popisu viibec nalezeny, napft.

M. regularis (Komarek & Cronberg 2001).

1.3 Celed Merismopediaceae

Celed’ Merismopediaceae je pomérné davno ustanovenym taxonem, ktery viak za
svou historii dostal zna¢nych zmén (Elenkin 1923). Na zéklad¢ morfologickych kritérii byla
mj. povazovana i za podceled Merismopedioideae (Microcystaceae, Chroococcales)
zahmujici oproti dnesku i1 rody Gomphosphaeria a Coelosphaerium (Komarek &
Anagnostidis  1986). Pozdé€ji byla opét ustanovena jako samostatna celed” v fadu
Chroococcales, stale na zakladé morfologie, rozdélena na podceledi Merismopedioideae
a Gophospheaerioideae (Komarek & Anagnostidis 1999). Uz na zakladé molekularné
fylogenetické analyzy byla ustanovena v posledni velké molekularné-fylogentické revizi do

dnesni podoby, mnohé piibuzenské vztahy vSak zistavaji nejasné a dynamicky se vyviji
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(Komarek et al. 2014; Komarek 2015). Morfologicky obsahuje pouze kokalni formy —
solitérni i tvofici kolonie. Kolonie pak mohou byt nepravidelné i pravidelné slozené z jedné
vrstvy bunék, nebo krychlovité. Déleni probihd nejCastéji ve dvou ¢i tfech rovinach,
u kolonialnich zastupci rozmnoZovani probiha rozpadem kolonie (Komarek &
Anagnostidis 1986, 1999; Hindak 1992; da Silva Malone et al. 2014; Komarek 2015;
Komarek et al. 2016). Vzhledem k nejistému postaveni taxonl v ramci celedi pro ucely této

prace povazuji tuto skupinu jako ¢eled’ Merismopediaceae sensu Komarek et al. (2014).

1.3.1 Aphanocapsa Nageli, 1849

Typovym druhem velmi pocetného rodu je Aphanocapsa parietina (Nageli ex
Kiitzing) Nigeli 1849. V soucasné dobé¢ je taxonomicky akceptovano 72 druhti (Guiry &
Guiry 2022). Rod s tak velkym poctem druhti ptirozené disponuje znacnou morfologickou
variabilitou. Rozptyl velikosti bun¢k se pohybuje od 1 pm az po 12 pm. Mikroskopické,
u nékterych druhti vyjimecné makroskopické kolonie jsou kulovité, ale Casto nepravidelné
a amorfni, vétSinou obalené neohranicenym slizovym obalem. Buiiky jsou vétSinou kulovité,
po déleni polokulovité, vzacné s vlastnim slizovym obalem, v rdmci kolonie umisténé
nahusto i velmi voln¢, az nepravidelné. Barva obsahu bun¢k se pohybuje od svétle
modroSedé pies modrozelenou po olivové zelenou, n€kdy sjasné viditelnou periferni
chromoplasmou. Aerotopy se v bunkach vyskytuji jen zfidka. Rozmnozovani probiha
rozpadem kolonie, vyjime¢né nahodnym odlouc¢enim jednotlivych bunék (Komarek &

Anagnostidis 1999; McGregor 2013; Kastovsky et al. 2018; Guiry & Guiry 2022).

Rod jako takovy je kosmopolitni, znamy ze vSech typt biotopti. Nékteré druhy jsou
vazané na specifické biotopy, jako aerofytické druhy A. muscicola ¢i A. fusco-lutea.
A. thermalis se specializuje na termalni biotopy, druh 4. fonticola je nachazen v Cistych
horskych bystfinach i ve studnich. Velké mnozstvi druht je zndmo z moiského litoralu
i bentosu béznych sladkovodnich biotopii (Komarek & Anagnostidis 1999; Guiry & Guiry
2022), pticemz se spekuluje, ze moiské druhy mohou patfit jinému rodu (Komarek et al.
2014). Jen relativné malé mnozstvi je typicky planktonni (Komarek 2015). Obecné je tento
rod z molekularniho hlediska velmi malo probadan, zejména je potifeba znacna revize

planktonnich a aerotopy tvofticich druhti (Komarek et al. 2014; Guiry & Guiry 2022).

1.3.2 Coccopedia Troitzkaja, 1922

Nepocetny rod o tfech druzich se vyznacuje plochymi koloniemi, které pohromadé

drzi neohraniceny slizovy obal (Troitzkaja 1922). Déleni bunék probiha stejné jako u rodu
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Merismopedia, avsak buniky nejsou usporadany do kolmych tad, pouze nepravidelné
umistény v tetradach v ramci spole¢ného slizového obalu (Hinddk 1992; Komarek &
Anagnostidis 1999). Typovym druhem je Coccopedia limnetica Troitzkaja, 1922, ktery
Hindak (1992) povazuje za druh shodny s Merismopedia danubiana kvuli stejnému
volnému uspotradani bunék v kolonii a znacnému piekryvu velikosti bun€k. I C. andina ma
nejasné systematické postaveni a Komarek & Anagnostidis (1999) ji povazuji za zastupce
rodu Chroococcidiopsis. C. turkestanica je jediny druh nalézany v salinnich biotopech
(Guiry & Guiry 2022). Pro tento rod nejsou dostupna zZadna molekularni data (Agarwala et
al. 2018), navic byva nalézan jen ziidka (Guiry & Guiry 2022).

1.3.3 Cyanotetras Hindak, 1988

V tomto rodu jsou dnes uznavany pouze tfi druhy. Typovym a zaroven jedinym
evropskym druhem je Cyanotetras fusca Hindak 1988. Tento druh rovnéz jako jediny
vytvari Zelezité konkrece. Na rozdil od rodu Merismopedia mé slizovy obal nahnédlou barvu
a tvoii souvislou ovalnou az kulovitou masu (Hindak 1988). Kolonie jsou vétSinou jen
ctverbunécné, vyjimeéné jsou tvoreny veétsim poctem bunck. Druhy mimo Evropu jsou
znamé zejména ze stfedni Ameriky — C. crucigenielloides a C. aerotopa (Komarek 1995;
Komarek & Komarkova-Legnerova 2002; Mucifio-Marquez et al. 2021).
C. cruciegenielloides se odliSuje mimo jiné i netypickym délenim kolonie do subkolonii
a nepravidelnym tvarem bun¢k (Mucifio-Marquez et al. 2021). C. aerotopa je jedinym
druhem tohoto rodu tvoticim aerotopy. Skute¢né systematické postaveni je vSak podporené

pouze morfologicky a nejasné (Komarek & Komarkova-Legnerova 2002).

1.3.4 Eucapsis Clements & Shantz, 1909

Rod Eucapsis je sice uvadén v ramci Celedi Merismopediaceae sensu Komarek et al.
(2014), avsak Komarek & Anagnostidis (1999) jej uvadeji v ramci Celedi Microcystaceae.
Po posledni obsahlé molekularné-morfologické revizi rodu je patrné, ze je blizce ptibuzny
Celedi Merismopediaceae, ne-li skute¢né¢ jeji soucasti (Komarek et al. 2016). Pro
nedostatecné mnozstvi sekvenovanych taxont vsak neni postaveni rodu jasné. Do dneska
bylo popsano 15 druhii (Komarek et al. 2016; Guiry & Guiry 2022). Typovy druh Eucapsis
alpina Clements & Schantz 1909 je vsak problematicky definovany. Dle ptivodniho popisu
ze Severni Ameriky je nejcastéjsi pocet bunék v kolonii 32—-128 (Clements & Shantz 1909),
avSak z Evropy a Jizni Ameriky je tento druh znam s menSim poctem bunck, nejcastéji 8—

16 (Guerrera & Ferrario 1978; Komarek et al. 2016). Je tedy mozné, Ze se jedna o komplex
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vice taxonll. Tomuto pfedpokladu nahrava i fakt, Ze bylo popsano pét riznych variet tohoto
druhu (Guiry & Guiry 2022). Druh E. alpina o malém poctu bunck by tedy spravné mél byt
urcovan jako E. pseudalpina (Komarek et al. 2016). Na rozdil od rodu Merismopedia se
buiiky déli ve tfech kolmych rovinach, a kolonie jsou tak typicky krychlovité (Komarek &
Anagnostidis 1999).

Kolonie tvofené timto zpiisobem jsou evidentné velmi starou ekologickou adaptaci.
Fosilie ptipominajici Eucapsis jsou nalézany na druhohornich nalezistich Nového Mexika
(Beraldi-Campesi et al. 2004), ve Rhynie (Krings & Sergeev 2019) ze spodniho devonu

i v australském Paradise Creek ve starohornich stromatolitech (Licari et al. 1969).

1.3.5 Limnococcus Komarkova et al., 2010

Typovym druhem pomérné nedavno na zdkladé molekuldrni revize ustanoveného
rodu Limnococcus je L. limneticus Komarkova et al. 2010. Do této doby byl rod povazovan
pouze za podrod Limnococcus rodu Chroococcus (Komarek & Anagnostidis 1999;
Komarkova et al. 2010). Kulovité, po déleni polokulovité buiiky jsou umistény jednotlivé ¢i
po dvojicich v nepravidelné kolonii obalené jednim spole¢ném neohrani¢enym prtthlednym
slizovym obalem. Pocet bun€k v kolonii je velmi variabilni i v rdmci jednoho druhu. Déleni
probiha nepravideln¢ ve 2-3 na sebe kolmych smérech, coz miize obcas vést k tvorbé kolonii

podobnych Eucapsis (Komarek et al. 2016).

Vsechny druhy vzniklé rekombinaci (L. limneticus, L. dispersus, L. distans
a L. cumulatus) jsou znamé jak ze sladké vody, tak zpobieznich moiskych vod
a morfologicky se 1i§i zejména postavenim bunék v ramci kolonie a jejich velikosti (Plinski
& Komarek 2017). Kromé typového druhu je vsak jejich definice nejasna. Nejrecentnéji
popsany druh L. fonticola je znam pouze z horskych sladkovodnich biotopd a od ostatnich
druht: se lisi jasné ohranicenym a lamelovanym slizovym obalem. Je ale zfejmé, Ze tento
druh ma nepravidelné¢ uspotfadané tylakoidy a bude patrné nakonec umistén mimo
Synechococcales, tedy i mimo Merismopediaceae (Wang et al. 2021). Tomu odpovidaji

i vysledky poslednich molekularnich revizi (Komarek et al. 2016; Wang et al. 2021).

1.3.6 Mantellum Dangeard, 1941

Typovym druhem je Mantellum adherens Dangeard 1941. V soucasnosti jsou
uznavany Ctyfi samostatné druhy. VSechny jsou znamy jako epifytické zejména na
vlaknitych fasach a jinych sinicich, M. commune pak v kultufe tvoii neustonickou blanku

(Hindak 2002). Dva druhy vcetné typového jsou popsany ze salinnich biotopii (Tavera &
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Komaérek 1996), druhé dva pak ze sladké vody (Komarek & Watanabe 1998). Rod jako
takovy je kosmopolitni a piekvapivé ekologicky diverzni, nejsou vSak k dispozici zadna
molekularni data, a tedy lze uvazovat o jisté kryptické diverzit€¢ zejména u M. commune
(Hindak 2002). Kolonie jsou tvofeny riznym poc¢tem bunék od ctyt po vyssi desitky. Starsi
kolonie vykazuji naznak pravidelnych tfad (Komarek & Anagnostidis 1999; Hindak 2002).

1.3.7 Microcrocis Richter, 1892

Rané rlstové faze nékterych jinych taxontt (Merismopedia, Synechocystis) byvaji
casto morfologicky velmi podobné ranym vegetacnim fazim Microcrocis. Proto byvalo
morfologické vymezeni jednotlivych druht rodu Microcrocis pomérné nejasné (Fott 1972;
Komaérek & Anagnostidis 1999). Patrné je to u samotného typového druhu Microcrocis
dietelii P.G.Richter syn Microcrocis geminata (Lagerheim) Geitler 1942, syn Merismopedia
(subg Holopedium) geminata, Lagerheim 1883 syn Holopedia geminata (Lagerheim)
Lagerheim 1893 syn Holopedium dietelii (Richter) Migula 1905 (Fott 1972; Pokorny et al.
2022 in review; Guiry & Guiry 2022).

Kolonie jsou ploché, mikroskopické, nékdy makroskopicky viditelné (Lagerheim
1883; Kastovsky et al. 2018). Buiiky v nékterych mladych koloniich tvoii pravidelné tady,
star$i kolonie pravidelnosti pozbyvaji (Fott 1972). Bunky jsou ovalné az valcovité,
upodrodu Beckia (Komarek & Anagnostidis 1999) sjasné polygonalnim prifezem,
s oblymi konci, postavené nastojato v rovin¢ kolonie. Vétsina druht je sladkovodni,
M. sabulicola a M. marina jsou znamy jako motské az brakické, M. gigas je druhem Ciste
brakickym (Komarek & Anagnostidis 1999). M. pulchella je sice popsan jako druh
sladkovodni, avSak Werner a Sant’ Anna (2006) jej nachazeji i v brakické vodé. Sladkovodni
druhy preferuji bentos méné uzivnych vod, sekundarné se pak nachézeji v planktonu,
metafytonu a tychoplanktonu (Fott 1972; Skacelovd & Zapomélova 2010). Zadny ze
zastupcl netvoii aerotopy, kolonie tvoii neohrani¢eny slizovy obal. Jediny druh M. bella
tvofi mezi buitkami granule nezndmého slozeni (Komarek & Anagnostidis 1999). Dosud

nebyla dostupnd zadna molekularni data (Agarwala et al. 2018).

1.3.8 Pannus Hickel, 1991

Typovym druhem je Pannus spumosus Hickel 1991. Kolonie tii ze Ctyf znamych
druht jsou duté, slozené z velkého mnozstvi kulovitych bun¢k. Jen P. planus ma po cely
zivotni cyklus kolonie ploché. Mladé kolonie jsou nejcastéji sférické, v pozdéjSich fazich

prodlouzené, potrhané, az lalo¢naté (Komarek & Anagnostidis 1999; da Silva Malone et al.
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2014). Buiiky jsou ve vrstvé kolonie usporadany nepravidelné (Kastovsky et al. 2018).
Fylogenetické postaveni rodu neni i pfes recentni molekularni analyzu jasné. Dfive jasné
ukotvené aerotopy tvorici druhy P. microcystiformis a P. leloupii byly ptefazeny do rodu
Sphaerocavum (Azevedo & Sant” Anna 2003). Dle polyfazického pfistupu bylo v praci
Komarek (2015) potvrzeno zatazeni rodu do celedi Merismopediaceae. Nedavno popsany
druh P. brasiliensis byl vSak na zakladé¢ molekularnich dat zatazen do blizkosti rodu
Microcystis, tedy celedi Microcystaceae fadu Chroococcales (da Silva Malone et al. 2014).
Naopak druh dfive oznacovany za Coelosphaerium punctiferum (Komarek & Komarkova-
Legnerova 1992) byl ptetazen do rodu Pannus jako P. punctiformis (Joosten 2006). Je tedy

zfejma nutnost obsahlé revize tohoto rodu.

1.3.9 Synechocystis Sauvageau, 1892

Kmen zastupce tohoto rodu Synechocystis sp. PCC 6803 byl prvni sinici, kter¢ byl
sekvenovan cely genom (Kaneko et al. 1995, 1996; Kaneko & Tabata 1997). Tento kmen je
rovnéz asi nejprostudovanéj§im kmenem sinice viibec z molekularniho i fyziologického
pohledu, protoze je pouzivan jako modelovy organismus (Ajlani & Vernotte 1998; Van De
Meene et al. 2006; Sato et al. 2007; Zang et al. 2007; Tuji et al. 2021). Jak ukazuji mnohé
studie, rod Synechocystis s.s. je rodu Merismopedia pravdépodobné nejblize fylogeneticky
ptibuzny (Palinska et al. 1996; Rajaniemi-Wacklin et al. 2006; Furtado et al. 2009;
Korelusova et al. 2009; Dvorak et al. 2014b; Shen et al. 2018; Geng et al. 2021). Rod
Synechocystis je vsak (stejn€ jako Merismopedia) zjevné polyfyleticky (Korelusova et al.

2009; Komarek et al. 2014; Dvorak et al. 2017).

Na rozdil od vétSiny zastupct celedi Merismopediacae rod Synechocystis tvori
kolonie jen vzacné, maximalné¢ o tetradach bunck, a to pouze kratkou dobu po déleni
(Hindak 1992). Buniky jsou typicky kulovité, po déleni polokulovité, vétSinou bez slizového
obalu. Je-li sliz vyvinuty, byva bez jasného ohraniceni a v tenké vrstvé (Komarek &
Anagnostidis 1999; Guiry & Guiry 2022). VétSina druhli mé buiiky relativné malé, do
cca 3,5 um, napt. S. sallensis vSak tvoii bunky o priméru az 30 um (Komarek &

Anagnostidis 1999).

Vétsina druhl veetné typového druhu Synechocystis aquatilis Sauvageau 1892 je
planktonni, preferujici salinni biotopy (Komarek 2015). Jiné druhy jsou ekologicky
rozmanité, od epizoickych (S. tridemnii) ptes endogleické (S. endobiotica, S. minima

a S. pevalekii) ¢i subaerofytické (S. buzasii) po termofilni a mineralofilni (S. thermalis
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a S. minuscula) (Komarek & Anagnostidis 1999; Komarek & Komarkova-Legnerova 2002).
Ve sladkovodnich biotopech je relativné malo typicky planktonnich druhti, spise se jedna

o druhy bentické ¢i tychoplanktonni (Skuja 1956; Komarek & Anagnostidis 1999).
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2 Cile prace

Hlavnimi cili této prace bylo:

e izolovat zenvironmentalnich vzorki a kmenl cistou biomasu vSech druhi
z ¢eledi Merismopediaceae s pravidelnymi koloniemi, které se podafi béhem
ptipravy bakalaiské prace objevit;

o ziskat sekvence jejich useki 16S rRNA a ITS;

e pouzit tyto sekvence pro fylogenetickou analyzu, ziskané vysledky vyhodnotit

a konfrontovat s morfologii.
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3 Material a metody
3.1 Odbér vzorku

Lokality pro odbér vzorku byly vybrany na zaklad¢ dohody se Skolitelem. Probé¢hl
screening potencialné taxonomicky zajimavych lokalit v rdmci Jihoceského kraje. Nékteré

lokality byly soucasti pravidelného odbéru vzorkti v rameci jinych projekta.

Z lokalit jsem odebiral vzorky nékolika spolecCenstev. Plankton jsem odebiral
planktonni siti s primérem ok 20 um, bentos jsem odebiral 30ml pipetou. Vzorky jsem
uchovaval ve 100ml odbérovych lahvickach. Prohlédl jsem je za pouziti optického
mikroskopu Olympus BX51 (Olympus Europa SE CO, Hamburk, Némecko) pod zvétSenim
20x10, nebo 40x10. Vhodné taxony jsem vybral na zéklad¢ urcovaci literatury (Hindak
1992; Komarek & Anagnostidis 1999; Kastovsky et al. 2018). Byl-li ve vzorku nalezen
zajmovy organismus, vybral jsem tento vzorek jako vhodny pro izolaci a zdokumentoval jej

softwarem Olympus cellSens Entry (Olympus Europa SE CO, Hamburk, Némecko).

3.2 Izolace

Samotnou izolaci jsem provedl na zakladé praci Zapomélova et al. (2007) a Mares
et al. (2015). Za sterilnich podminek jsem ze vzorku sklenénou mikrokapilarou izoloval
kolonii cilové sinice a postupné jsem ji precistil skrz alespont 5 kapek sterilniho TE pufru.

Precisténou kolonii jsem s malym mnozstvim TE pufru umistil do 0,2ml zkumavky na PCR

a uchovaval ji pii teploté -20°C.

3.3 Molekularni metody
3.3.1 MDA

Multiple strand displacement amplification (MDA) je molekularni metoda, ktera
vyuziva Phi29 DNA polymerazu a nasedani velkého mnozstvi nespecifickych primert.
Pouziva se k celogenomové amplifikaci zejména u reakci s malym mnozstvim templatové

DNA (Spits et al. 2006; Rodrigue et al. 2009).

Ke své praci jsem pouzil kit Repli-G Mini (QIAGEN, Germantown, Maryland,
USA). Veskeré ukony protokolu jsem provadél ve flowboxu sterilizovaném UV svétlem po
dobu 20-30 minut. Amplifikaci jsem nechal probéhnout v cycleru Biometra T3000
(Analytik Jena GmbH, Jena, Némecko) s nastavenim: alkalicka denaturace, aneeling,

elongace: 30°C, 960 min, denaturace: 65°C, 5 min, hold: 4°C. Zda MDA prob¢hla, jsem
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zjiStoval gelovou elektroforézou za pouziti 1,5% agar6zového gelu. Vysledek jsem zobrazil
v transiluminatoru GenoSens 2000 (Clinx Science Instruments Co., Ltd, ganghaj, Cina), kde
jsem DNA vizualizoval integrovanym programem ClinX. Usp&sné amplifikované vzorky

jsem pouzil jako templatovou DNA pro PCR.

3.3.2 PCR z MDA produktu

Cilovym tisekem PCR byl usek kodujici 16S rRNA a navazujici ITS. Na PCR jsem
namichal pro kazdy MDA produkt dvé reakce. Kazda reakce obsahovala 0,5 ul MDA
produktu, 20,5 ul PCR H2O, 25 pl master mixu (Top-Bio, s.r.o., Vestec, Ceska republika),
2 ul forward primeru a 2 pl reverse primeru v koncentraci 10 pmol. Jedna vyuzivala primery
specifické pro sinice (Cyano2F—-CyanolR), druha semispecifické (Cyano2F—1494R). PCR
probé¢hla v programu: denaturace: 94°C, 5 min, (denaturace: 94°C, 1 min; aneeling 50°C,
1 min; elongace 72°C, 2 min) 35x, elongace: 72°C, 2 min, hold: 4°C. Uspéénost PCR jsem
overtil elektroforézou stejné jako u MDA. Viditelné uspésné PCR produkty jsem precistil
roztokem enzymut exonukledzy a alkalické fosfatazy metodou ExoSAP (Bell 2008).
Na 10 pl PCR produktu jsem pouzil 0,4 pl tohoto roztoku.

3.3.3 Nested single cell PCR

Nested PCR jsem provedl dle metody popsané v praci Janse et al. (2004) upravené
dle prace Mares et al. (2015). Sklada se ze dvou po sob¢ nasledujicich PCR reakci. Reakce
prvni faze obsahovala 22,5 ul PCR H2O, 25 pl Master mixu, 0,75 pl primeru 359F a 0,75 pl
primeru 23S30R o koncentraci 10 pmol. Tyto reaktanty byly piidany do zkumavek s izolaty.
Reakce druhé faze obsahovala 22,5 pl PCR H>O, 25 pl Master mixu, 0,75 pl primeru 359F,
0,75 ul primeru 1494R a 1 pl PCR produktu prvni faze. Prvni faze probéhla dle protokolu
v publikaci Mares et al. (2015), druhd PCR prob¢hla s nastavenim cycleru: denaturace:
94°C, 5 min, (denaturace: 94°C, 1 min; aneeling 56°C, 1 min; elongace 72°C, 90 s) 34x,
elongace: 72°C, 10 min, Hold: 4°C. Uspé&$nost metody jsem ovéfil opét elektroforézou.

Uspésné PCR produkty jsem predistil.

3.3.4 De novo metoda Nested ITS

Jelikoz vysledek ptivodni metody Nested PCR amplifikuje pouze ¢ast 16S rRNA,
a nikoli ITS, nelze ji pouzit pro determinaci druhové identity organismu. Rozhodl jsem se
vsak vyzkouset, zda nelze pozménénim této metody sekvenci ITS skute¢né ziskat. Pracoval

jsem stejnym zpusobem, jako kdybych ptipravoval druhou fazi Nested PCR. Pouzil jsem
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stejné objemy reaktanttl, stejné vybaveni a stejny program v cycleru, avSak misto kombinace
primert 359F-1494R jsem pouzil kombinaci jako v prvni fazi 359F-23S30R. Metodu jsem

pouzil pro ty vzorky, které byly uspésné sekvenované po pouziti metody Nested PCR.

3.3.5Izolace gDNA z kultury

Pro doplnéni variability organisml byly objednany diive nesekvenované kmeny
v kultute. Kultury jsem udrzoval vitalni pravidelnym pfeockovanim do doporuc¢eného média
v 100ml Erlenmayerovych bankach. Pro izolaci jsem z kultury steriln¢ odebral biomasu
kmene do 2ml PCR zkumavky a zahustil ji centrifugaci. Odebranou biomasu jsem zbavil
prebytecného supernatantu a nechal tyden vysusit v exsikatoru se silikagelem. VysuSenou
biomasu jsem rozmélnil laboratonim mlynkem Mixer Mill MM 400 (Retsch, Haan,
Némecko) za pouziti sterilnich wolframovych kuli¢ek. Z takto rozmélnéné biomasy jsem
izoloval DNA pomoci izola¢niho kitu Mo Bio Laboratories UltraClean® Microbial DNA
Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, Kalifornie, USA) pomoci pfiloZeného
protokolu. Koncentraci izolované DNA jsem zméfil pomoci spektrofotometru NanoDrop
1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Izolovanou DNA jsem
pouzil jako templat pro PCR sestavajici z 2 pl primeru CyanolR, 2 pl primeru Cyano2F,
20 pl PCR H>0 a 25 pl Master mixu. PCR probéhla v programu shodném s protokolem PCR
z MDA. Uspé&snost PCR jsem opét zkontroloval elektroforézou a produkty predistil.

Z vysledného precisténého produktu jsem namichal dvé sekvenacni reakce do 0,2ml
zkumavek, jednu pro kazdy primer, ktery byl pouzit pii PCR. Kazda sekvenacni reakce
sestavala z 2,5 pl primeru a 8 pl PCR produktu. Vysledné reakce jsem poslal na StandardSeq
Sangerovo sekvenovani firmé SEQme (SEQme s.r.o., Dobiis, Ceska republika). V ptipadé
potfeby jsem piidal sekvenac¢ni reakci s vnitinim primerem VRF7F. Primery, které jsem

pouzil v ramci molekuldrnich metod, uvadim ve shrnujici tabulce (Tab. III).

Tab. II1. Primery pouzivané pti molekularnich metodéach

Mé oznadeni Original Specificita Sekvence Citace
CyanolR Primer 18 Sinice CTCTGTGTGCCTAGGTATCC (Wilmotte et al. 1993)
Cyano2F 16S378F Sinice GGGGAATTTTCCGCAATGGG (Taton et al. 2003)

1494R 16S1494R Bakterie GTACGGCTACCTTGTTACGAC (Wilmotte et al. 2002)
23S30R B23D Bakterie CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT (Lepére et al. 2000)
VREF7F CYAT781F(a) Sinice AATGGGATTAGATACCCCAGTAGTC (Niibel et al. 1997)

359F CYA359F Sinice GGGGAATYTTCCGCAATGGG (Niibel et al. 1997)
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3.4 Fylogeneticka analyza

Pro kompletaci a ofiznuti sekvenci jsem pouzil program Geneious Prime 2021.2.2
(https://www.geneious.com). Pomoci online vyhledavaciho nastroje BLAST (Boratyn et al.
2018) jsem ziskal nejptibuznéjsi sekvence z genové banky. Z databaze NCBI Nucleotide
(Agarwala et al. 2018) jsem rovnéz ziskal vhodné sekvence reprezentujici hlavni linie
systému sinic. Vysledny soubor jsem exportoval do formatu fasta. V programu Mega 10.2.6
(Tamura et al. 2021) jsem vytvofil alignment pomoci algoritmu ClustalW (Thompson et al.
1994) a rucn€ jej upravil (viz pfilohy). Pro pfiblizné urceni fylogenetické pozice
zkoumanych taxonli jsem analyzoval tusek 16S. Pomoci online pirevadéce
(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/data_converter.cgi) jsem vysledny soubor pievedl do

formatu nexus a phylip.

Vyslednou matici ve formatu nexus o délce 984 pozic a 244 taxonech jsem
analyzoval programem MrBayes (Ronquist et al. 2012) pouzitim metody Bayesianské
fylogenetické inference s nastavenim modelu GTR s gama distribuci (GTR+G) po 10 000
000 generaci a s defaultnim nastavenim 2 fetézce po 4 replikacich. Byla spocitana
posteriorni pravdépodobnost (PP) u jednotlivych vétvi, pficemz zaznamenany byly hodnoty
0,95 a vétsi. Maximum Likelihood (ML) jsem spocital v programu PhyML 3.0 (Guindon et
al. 2010) a nejlepsi model jsem vybral pomoci Smart Model Selection (SMS) (Lefort et al.
2017). Na vybraném modelu (GTR+G+I) byly zaznamenany hodnoty bootstrap (1000
opakovani) nad 50. Vysledny fylogeneticky strom jsem upravil v programu FigTree 1.4.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) a Inkscape 1.1.1 (https://inkscape.org).

3.5 Transmisni elektronova mikroskopie

Z kultury a vzorkii s makroskopickou biomasou cilového taxonu (kolonie
Microcrocis geminata a kmeny z Tab. V) jsem odebral biomasu, pomoci centrifugy ji
zahustil a poté pipetou zbavil velké ¢asti supernatantu. Preparat byl zhotoven na odborném
pracovidti Laboratof elektronové mikroskopie (Biologické centrum AV CR, Ceské
Budégjovice). Biomasa byla fixovana 6% glutaraldehydem a ponechana v pokojové teploté.
Byla promyta 0.05M fosfatovym pufrem o pH 7,2 a finaln¢ fixovana 2% roztokem oxidu
osmicelého v tomto samém pufru. Takto upravené vzorky byly inkubovany 2 hodiny
v pokojové teploté a opét promyty 0.05M fosfatovym pufrem. Biomasa byla poté suSena
isopropanolovou fadou a zasazena do Spurrovy pryskyfice (Spurr 1969). Propylenoxid byl

pouzit jako prostredni faze. Ultratenké fezy byly obarveny uranyl acetdtem a citratem olova.
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Vysledné  vzorky jsem pozoroval transmisnim elektronovym  mikroskopem
JEOL JEM - 1010 1 (JEOL Ltd., Tokyo, Japonsko) a pofidil jsem fotografie softwarem
Olympus cellSens Entry (Olympus Europa SE CO, Hamburk, Némecko).
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4 Vysledky

V nasledujici tabulce (Tab. IV) uvadim piehled vSech taxont, které jsem izoloval,

uspésne sekvenoval a umistil do finalni analyzy.

Tab. IV. Uspésné izolované taxony a ziskané sekvence

MnoZstvi | Uspésné sekvence | Uspésné sekvence
Lokalita Soufadnice Taxon
izolati 16S rRNA ITS
Uhlist'sky 48.6464664N, Eucapsis g 3 3
rybnik 14.6558161E pseudalpina
Rybnik 48.8814075N, Microcrocis
) 16 11 10
u Stropnice 14.6279344E geminata
Rybnik Velky 48.9354469N, Merismopedia 18 10 3
pode vsi 14.7702625E tenuissima
Rybniky 49.0787975N, Merismopedia 10 s 0
Potésil a Klec 14.7661161E tenuissima
48.9922422N, Merismopedia
Zbg&hov 8 1 0
14.3054439E tenuissima
Rybnik Velky 48.9354469N, cf. Merismopedia ) | 0
pode vsi 14.7702625E sp.
49.7236786N, Merismopedia cf.
Bazantula 20 7 1
18.1070217E punctata/hyalina
Velky Klikov
48.8994169N, Merismopedia
(Velka 20 9 5
14.8942692E glauca
piskovna)
Maly Klikov
48.8962589N, Merismopedia
(Mala 9 3 0
14.9044006E glauca
piskovna)
48.9922422N, Merismopedia
Zbg&hov 20 4 3
14.3054439E hyalina
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Kmeny v kultute, jejichz sekvence jsem rovnéz pouzil ve fylogenetické analyze,

uvadim v tabulce (Tab. V).

Tab. V. Kmeny pouzité pro izolaci DNA a transmisni elektronovou mikroskopii

Rodové jméno Druhové jméno Oznaceni kmene
Eucapsis sp. CCALA 889
Merismopedia tenuissima NIES-230
Merismopedia punctata NIVA-CYA 16
Merismopedia angularis NIVA-CYA 199

4.1 Morfologie

Na zaklad¢ pozorovani pomoci optické a transmisni elektronové mikroskopie jsem
vytvofil popisy v analyze pouzitych taxonil a zhotovil obrazové tabule dokumentujici tato

pozorovani (viz piilohy, Obr. 8-13).
Eucapsis pseudalpina (Obr. 8F)

Kolonie mikroskopické, pravidelné krychlovité, nékdy mirné nepravidelné, sliz
Casto obaleny fragmenty detritu, pocet bun¢k v kolonii (4-)8—16(—32); sliz kolem kolonie
bezbarvy, jasn¢ ohraniCeny, piesahuje kolonii az o délku jedné buiiky; buiiky kulovité, po
déléni polokulovité, o velikosti 5-8 um; obsah buné¢k jasn¢ zeleny, s drobnymi granulemi;
buiiky a po d€leni dvojice bun¢k v kolonii umistény pravideln€, s mezerami o velikosti asi

jedné sitky bunky, dé€li se ve tfech rovinach.
Microcrocis geminata (Obr. 81, 9 a 13G-H)

Kolonie makroskopicke, ploché, Siroké az 3 mm, s nepravidelnymi okraji, obsahujici
stovky az tisice bun¢k; sliz kolem kolonie bezbarvy, tenky, ohrani¢eny; buiiky valcovité,
Siroké (3—)4-6(=7) um a 12—-16 pm dlouhé, na kolmém prifezu hexagonalni i kulaté, pti
déleni polokulovité, s vlastnim tenkym slizovym obalem; obsah bun¢k jasn¢ olivove zeleny
az matn¢ zeleny, v pohledu ze strany se striaci; buiikky usporadany prevazn¢ nepravidelné,
misty s ndznakem pravidelnych fad v jedné roviné kolonie, d¢li se ve dvou smérech; pod

TEM viditlné tylakoidy paralelni rozmisténé po celém obsahu buiiky.
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Merismopedia tenuissima (Obr. 8C-E a 12)

Kolonie mikroskopické, vétSinou obdélnikové, star$i kolonie s nepravidelnymi
okraji, velikosti variabilni s (4—)8—192, vzacné¢ i vice bunkami; vétsi kolonie ¢asto rozdélené
na n¢kolik subkolonii ptipojenych slizem; sliz kolem kolonii bezbarvy tenky, neohraniceny;
jednotlivé bunky ovalné, po dé¢leni polokulovité, s homogennim obsahem, bez vlastniho
slizového obalu; velikost bun¢k 0,8—1,6 pum; barva bunék Zlutozelena, olivové zelena, ¢i
Seda; bunky v pravidelnych kolmych tadach, nahlouc¢ené bez mezer, v mladych koloniich
tvorici oddélené tetrady s mezerami mensimi nez jedna buiika; bunky usporadany v jedné

roving, déli se ve dvou smeérech v roviné kolonie.
Merismopedia cf. punctata/hyalina (Obr. 8A, 13A-C)

Kolonie mikroskopické, nejcastéji Ctvercove, ale i obdélnikovité, fady bunék oproti
sobé mirn¢ lateralné posunuté, nékdy tvoii subkolonie o 4-16 bunkach; pocet bunck
v kolonii (16-)32-64(—128); sliz kolem kolonie kompaktni, ohranic¢eny, po mrtvych
buiikach vytvari jasny obrys; bunky kulovité, po déleni polokulovité, o velikosti 2,9—3,88
um; obsah bun¢k olivové zeleny az Sedy, pfi proostieni s patrnymi svétlymi télisky; bunky
v pravidelnych kolmych fadach, nahloucené bez mezer v jedné roviné, déli se ve dvou

smérech v roving kolonie.
Merismopedia glauca (Obr. 8G-H a 13D-F)

Kolonie mikroskopické, se zna¢né nepravidelnymi okraji, nékteré ale pravidelné
ctvercove, v epipelonu pfilnuté k detritu a zrnkiim pisku; v né€kterych koloniich fady bunék
oproti sobé mirn¢ lateraln¢ posunuté, casto tvoii subkolonie o 8—64 bunkach; pocet bunck
v kolonii velmi variabilni (16-)64-256, n€kdy i vice; sliz kolem kolonie kompaktni, ¢asto
viditeln¢ ohraniCeny; bunky kulovité, ¢i ovalné, po déleni polokulovité¢, o velikosti
(3,7-)4,26-5,1 pm, z boc¢niho pohledu nékteré bunky mirné valcovité; obsah bun¢k jasné
olivové zeleny, vzacné Sedy, homogenni; buiky v pravidelnych kolmych fadach,
nahloucené bez mezer v jedné rovin€, nékdy s mezerami o velikosti 1-8 bunék, déli se ve

dvou smérech v roving kolonie.
Merismopedia hyalina (Obr. 8B)

Kolonie mikroskopické, pravidelné ctvercové; pocet bunck v kolonii 8—16(-32); sliz
kolem kolonie neohraniceny; bunky kulovité, po déleni polokulovité o velikosti 2,08—
2,96 um; obsah bun¢k homogenni, olivové zeleny ¢i Sedy; bunky v pravidelnych kolmych

fadach, nahloucené bez mezer v jedné roving, déli se ve dvou smérech v roviné kolonie.
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Eucapsis sp. CCALA 889 (Obr. 10A-C a 11A-C)

Kmen témér ztratil schopnost tvorby pravidelnych kolonii, tvoii nepravidelné
makroskopické agregity obalené silnou vrstvou slizu a sférické kolonie, naznak
krychlovitych kolonii vzacny; buiniky kulovité az ovalné, o velikosti 2,5-5(—6) um; obsah
bun¢k homogenni, olivové zeleny az jasné zeleny; pod TEM viditelné tylakoidy fascikularni

pti okraji bunky, nékdy zasahujici az k jejimu stiedu.
Merismopedia tenuissima NIES-230 (Obr. 10l a 111)

Kmen tvofi pouze jednotlivé volné buiky o velikosti 0,8-1,8(-2,2) um
s homogennim, svétle olivovym az tmavé¢ zelenym obsahem; tvar bun¢k kulovity i ovalny,
pti déleni polokulovity; pod TEM viditelné tylakoidy umisténé parietalné nejcastéji ve trech

vrstvach pii okraji bunky.
Merismopedia punctata NIVA-CYA 16 (Obr. 10G-H a 11G-H)

Kmen tvoti agregaty pouze o 2(—4) kulovitych ¢i polokulovitych buiikach o velikosti
2,5-4,6(—6) um; obsah bunék bled¢ rizovy, n€kdy s naznakem vnitinich nepravidelnosti;
kmen v kultufe zfejmé tvoii slizové exudaty, ¢imz vytvaii v tekutém médiu hustou a
viskozni suspenzi bun¢k; pod TEM viditelné tylakoidy parietalni az fascikularni pfi okrajich

bunky.
Merismopedia angularis NIVA-CYA 199 (Obr. 9D-F a 11D-F)

Kolonie mikroskopické, s 4-32(—64) buitkami uspotadanymi do pravidelnych fad,
s oblymi okraji, vétsi kolonie uprostied ohnuté pod tupym thlem; po del§im casovém obdobi
tvori na dné banky s kulturou souvislou tenkou vrstvu; sliz kolem kolonie i bunék samotnych
zietelné ohranicen; bunky velké 6,5-9(—10) um, ovalné, nékdy hranaté, k okrajim kolonie
nepravidelné, kulovité a polokulovité jen po déleni; obsah bunék jasné zeleny s granulemi;

pod TEM viditelné tylakoidy nepravidelné fascikularni rozmisténé po celé buiice.
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4.2 Vysledky fylogenetické analyzy

Merismopedia Linie 7

Merismopedia Linie 5 a 6

Merismopedia Linie 4

Merismopedia Linie 3

M_s_gropedla Linie 2

Merismopedia Linie 1

128, Gomonm v 3 SO
oo e 51 v 8210

) Synechococcales Chroococcales @ Spirulinales @ Oscillatoriales @ Pleurocapsales
® Nostocales @ Chroococcidiopsidales @ Gloeobacterales () Thermostychales

Obr. 1. Fylogeneticky strom zobrazujici vysledky analyzy genu 16S mych izolatl a kmenti

(tuén€) v systému sinic. Topologie je zaloZzena na metodé¢ Maximum Likelihood. Délka vétvi
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predstavuje evolu¢ni vzdalenost (model GTR+I+G). Uvedeny jsou hodnoty vyssi nez 50 pro
Maximum Likelihood (ML) s 1000 opakovanimi a Posterior Probability (PP) s hodnotou
nad 0,95 z Bayesovské analyzy. Jednotlivé fady jsou definované podle praci Komarek et al.
(2014, 2020). Ackoli v této analyze zistaly nepodpoteny, jsou barevné rozliSeny pro
prehlednou demonstraci zarazeni jednotlivych linii rodu Merismopedia do taxonomickych
skupin. Pro blizsi studium je tentyz obrazek s vétSim zvétSenim volné pfiloZzen ve

formatu pdf; Hodnoty u vétvi: ML/PP.

Z tylogenetického stromu (Obr. 1) je patrno nékolik skutecnosti. Sekvence rodu
Merismopedia tvoti sedm oddélenych monofyletickych linii, pficemz tii tyto linie (5, 6 a 7)

spole¢né tvoii parafyletickou skupinu.

Dv¢ linie tvoii sekvence Merismopedia tenuisima a blize neurc¢ené sekvence rodu
Merismopedia ve skuping jadrovych Synechococcales, takzvaném PSC clade (Mares et al.
2019b, Obr. 7), celedi Prochlorococcaceae (Linie 1 a 2, viz Obr. 1 a 2). Jedna linie je tvotena
nékolika sekvencemi bliZze neurc¢enych druhti rodu Merismopedia a M. tenuissima z genové
banky (Mugnai et al. 2003; Shen et al. 2018). Do této skupiny také spadd mnou
osekvenovany kmen M. fenuissima NIES 230. Druha linie je tvofena sekvencemi mych
izolath M. tenuissima ze vSech tii zkoumanych lokalit spolecné se sekvenci nekultivovaného

zastupce Merismopedia sp.

2 Merismopedia tenuissima izolity 6, 7, 9
mm Izoldty 11, 12, 14
6

3 tenuissima

Uncultured Merismopedia sp. clone EMC-0065 KF956759

Sy’ lacustris RS GCF 003011125
Cyanobium sp. JJM10DS AM710380
Cyanobium gracile PCC 6307 NR 102447
Cyanodictyon sp. JJCD AM710382
Merismopedia sp. NIES-2779 LC319786
Merismopedia sp. NIES-4384 LC535351
tenuissima CHAB7021 MF680039

Synechococcus sp. SR-C21 MT376737

sp. clone CC87 MG273684

AJ639891
CENA106 EF088332

Sp. SERB 56 KP890778
Merismopedia tenuissima NIES 230
1/100 Vulcanococcus limneticus LL NQLAO1000085

1/100 Prochlorococcus marinus AF180967
0,97/57 Prochlorococcus marinus MIT 9301 NC 009091
1/90) 0,99/62 Aphanocapsa feldmannii 277¢V GB GCA 004768415
1/96, Synechococcus sp. WH 8109 RS GCF 000161795
Parasynechococcus marenigrum WH 8102 BX548020

'—— Synechococcus salsus SAS1Syc KU925869
Synechococcus elongatus PCC 6301 NR 074309

Obr. 2. Detail fylogenetického stromu (Obr. 1), linie 1 a 2, Merismopedia sp.

a M. tenuissima v Celedi Prochlorococcaceae; Hodnoty u vétvi: ML/PP

Tteti, plné samostatnou linii tvofi jediny zastupce, mnou sekvenovany kmen
Merismopedia angularis NIVA-CYA 199, v celedi Chroococcaceae (Chroococcales)
(Komarkova et al. 2010; Gama et al. 2019; Berthold et al. 2020; Geng et al. 2021; Wang et
al. 2021; Duval et al. 2021, Obr. 7) (Linie 3, viz Obr. 1 a 3).
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1/100; Halothece sp. PCC 7418 NC 019779
1/97 Halothece sp. PCC 7418 RS GCF 000317635
et 1/100 Dactylococcopsis salina PCC 8305 RS GCF 000317615
Euhalothece natronophila Z-M0O1 NZ CP042326
Rubidi lacunse KORDI 51-2 NR 044104
1/100¢ 9 SM S13 MF351541
b Jaaginema litorale LEGE 07176 KR676350
1/100, Chroococcus sp. CHAB TP201720.1 MT488178
o /79 Limnococeus fonticola TP201720.1 MN215469
U Svet06 GQ375048

L ptistia fl BLCC-M67 NR 172613
NIVA-CYA 199 R
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Obr. 3. Detail fylogenetického stromu (Obr. 1), linie 3, Merismopedia angularis; Hodnoty
u vétvi: ML/PP

Ctvrta monofyletické skupina v &eledi Geminocystaceae (Chroococcales) (Tuji et al.
2021, Obr. 7) je tvofena sekvencemi mych izolath uréenych jako Merismopedia
cf. punctata/hyalina, cf. Merismopedia sp. a Merismopedia glauca z obou lokalit (Tab. IV)
(Linie 4, viz Obr. 1 a 4). K sekvencim izolath M. glauca jsou nejblize ptibuzné sekvence
kment Merismopedia sp. AICB1014 a AICB1015. Doprostied tohoto klastru spadaji

i sekvence izolatl Microcrocis geminata.

1/99  1/85— Geminocystis sp. CENAS26 KF246492
= 0,99/ 2 Synechocystis sp. CR L17 EFS45633

stanieri PCC 7202 NR 102450
0,97/ PCC 6308

is sp. CHAB 6541
1/82 L Geminocystis sp. NIES-3708 NZ APO14815
i icum LEGE 07459
=

PCC 10605NR 102443

Obr. 4. Detail fylogenetického stromu (Obr. 1), linie 4, Merismopedia glauca,
Merismopedia cf. punctata/hyalina, cf. Merismopedia sp., Microcrocis geminata; Hodnoty

u vétvi: ML/PP

Linie 5 je tvofena jen jednou sekvenci typového druhu Merismopedia punctata

PMC260.06 (Thomazeau et al. 2010), nikoli v§ak morfologicky dokumentovaného kmene.

Do linie 6 spada sekvence morfologicky nedokumentovaného kmene Merismopedia
punctata PMC242.05, sekvence M. glauca CCAP 1448/3, M. glauca 0BB39S01 (Mugnai et
al. 2003) a dalsi sekvence rodu Merismopedia bez druhové identity. Soucasti linie 7 jsou
sekvence mych izolatd uréenych jako M. hyalina a mnou sekvenovany kmen M. punctata
NIVA-CYA 16 spolecné s dalsimi sekvencemi M. elegans B1448-1 (Palinska et al. 1996)
a Merismopedia sp. CZS 2 3 (Albrecht et al. 2017) (viz Obr. 1 a 5). Do této linie spada

i n¢kolik sekvenci rodu Synechocystis.

Tyto tfi linie dohromady tvoii jednu parafyletickou skupinu.
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Obr. 5. Detail fylogenetického stromu (Obr. 1), linie 5, 6 a 7, Merismopedia elegans,

M. glauca, M. hyalina, M. punctata; Hodnoty u vétvi: ML/PP

Sekvence izolatl Eucapsis tvori tfi linie v fadu Chroococcales (viz Obr. 1 a 6).
Do jedné linie spada Eucapsis minor SAG 14.99 (pravdépodobné Celed” Microcystaceac).
Druhou linii ptedstavuji Eucapsis sp. 019 (Komarek et al. 2016) a ma sekvence Eucapsis

sp. CCALA 889. Tteti linii tvoii sekvence mych izolatl E. pseudalpina.

1/96 I s aeruginosa LEGE 91341 JADEXY010000199
Microcystis aeruginosa NIES-843 NR 074314
Pannus brasiliensis

CCIBt3594 KF668649

Alborzia kermanshahica S2 NR 172625

CCALA 975 )
sp. PCC 7327 NC 019689
1/100 Gloeothece aurea CCALA 1111 MF781011
66, PCC7424 NC 011729
PCC 7822 NC 014501
PCC 6909 MF781034
Gloeothece membranacea PCC 6501 NR 119092

[e— —

0cosp 2 1142 NC 010546
Crocosphaera watsonii WH 8501 NR 115288

Aohanothece Ians:::::nﬁ';ll';Smm
Obr. 6. Detail fylogenetického stromu (Obr. 1), tfi linie rodu Eucapsis; Hodnoty u vétvi:
ML/PP
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Postaveni tylakoidi taxonti vybranych pro TEM uvadim na schématu (Obr. 7).

© O

Fascikuldrni aZ parietaini

Fascikulérni

Qv

Paralelnf

Nepravidelné fascikularni

Parietalni

© Synechococcales Chroococcales @ Spirulinales @ Oscillatoriales @ Pleurocapsales
@ Nostocales @ Chroococcidiopsidales @ Gloeobacterales () Thermostychales

Obr. 7. Schéma postaveni tylakoidii vybranych taxonl podle snimkti TEM v ramci systému

sinic korespondujici s vybranymi taxonomickymi skupinami.
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5 Diskuse

Je tteba brat v potaz, ze finalni fylogeneticky strom stoji pouze na castecnych
sekvencich genu pro 16S rRNA. To mj. proto, Ze kombinace primert specifickd pro sinice
patfit izolovanym sinicim, a nikoli bakterialni kontaminaci. VétSina téchto sekvenci méla po
finalni Gprave asi 1000 bp. Dle predchozich studii pouzivajicich tuto metodu vsak tato délka
pro zakladni fylogenetickou analyzu postacuje (Mares et al. 2015). Taxonomické zavéry tak
lze ¢init maximalné na rodové Urovni. Pro vysledky na druhové tirovni by bylo tfeba vyuzit
analyzu na zakladé useku ITS, coz bude pravdépodobné soucasti dalsitho vyzkumu.
Pro skutecné presnou polohu jednotlivych taxont ve fylogenetickém stromu by bylo tieba
provést analyzu zaloZenou na sekvencich celych genomt vSech znamych druhi sinic, coz je
za soucasnych podminek nedosazitelné. Jak je patrné i z mych zjisténi, existuji mnohé
mezery ve znalostech i datech pro uskutec¢néni takto obséhlé studie. Nicméné i navzdory
témto omezenim v této praci pfinas§im celou fadu zajimavych a védecky vyuzitelnych

vysledkd.

5.1 Porovnani molekularnich metod

Pii pouziti dvou zékladnich metod pro ziskani sekvenci z jednotlivych izolovanych
kolonii jsem narazil na n¢kolik rozdilii mezi nimi. Metoda MDA (Spits et al. 2006; Rodrigue
et al. 2009) ma vyhodu v tom, Ze v prvnim kroku zahrnuje amplifikaci celého genomu
v izolovaném vzorku a ma vyssi vytézek vysledného produktu (Lara et al. 2013). Na druhou
stranu muze dojit k amplifikaci genomu ptipadné bakterialni kontaminace. Tim padem mutize
vysledny PCR produkt obsahovat naamplifikované 16S geny téchto bakterii, neziskame tedy
Cistou sekvenci. K takovymto nepiesnostem nékdy dochazelo i v pfipadé, ze jedna
kombinace primerti (Cyanol a Cyano2) byla specifickd pro sinice (Tab. III) z divodu
obsahu velkého mnozstvi kontaminujicich bakterii (Wilmotte et al. 1993; Taton et al. 2003).
Tato kombinace primeri by zarovenn méla zarucit délku vysledné sekvence asi 1600 bp
a zahrnovat i region ITS. Zejména u vzorkl s malym mnozstvim templatové DNA (napf.
kolonie s malym poc¢tem bungk) vSak vysledné sekvence ¢asto nedosahovaly pozadované
délky a Cistoty, takze je nebylo moZzné v softwaru Geneious Prime 2021.2.2
(https://www.geneious.com) zkompletovat. Musel jsem proto vyuzit vnitini primer VRF7F
(Niibel et al. 1997). Vysledny pomér uspésné osekvenovanych izolath také negativné

koreloval s tloustkou slizové pochvy kolem bun¢k. Silna slizova pochva nejspise nebyla
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u vétsiny vzorkll rozlozena lyzacnim pufrem za dobu uvedenou v pracovnim protokolu,
aneumoznila tak uvolnéni bun¢k do suspenze (Lara et al. 2013; Mares§ et al. 2015).
Dusledkem bylo to, Ze tato metoda uspésné amplifikovala niz$i pomér vzorkl nez Nested
PCR. Vliv mnozstvi templatovych bun€k na uspésnost MDA jsem oproti predchozim

studiim (Rodrigue et al. 2009; Lara et al. 2013) nezaznamenal.

w7

Nested PCR bylo naopak spolehlivéjsi metodou, co se tyce poméru Uspésné
sekvenovanych izolatt i Cistoty finalnich sekvenci, a to i v pfipad¢ taxonii se silnéjsi
slizovou pochvou. Avsak pfi pouziti ptivodniho protokolu (Mares et al. 2015) byly finalni
sekvence pouze 1100 bp dlouhé a nezahrnovaly ITS. Tento problém jsem do jisté miry byl
schopen vyiesit de novo metodou Nested ITS. Nested ITS zaroven piredstavuje novou
moznost, jak v budoucnu ziskat kvalitni sekvence genit 16S 1 ITS kombinovatelnou s jinymi
2008; Lara et al. 2013; Mares§ et al. 2015). Na nékteré taxony vSak tato metoda z blize
neznamého divodu nefungovala (napt. Merismopedia cf. punctata/hyalina) a amplifikace
cilového tiseku 16S a ITS dle gelové elektroforézy vibec neprobéhla. Mohlo to byt
zpusobeno postupnou degradaci PCR produktu prvni faze ¢i nenasednutim primerd na pfilis
variabilni lokus (Lepére et al. 2000). Dalsi nevyhodou této metody byla zvySena variabilita
mezi sekvencemi nékterych izolovanych taxond. Velké mnozstvi po sobé jdoucich cykli
mohlo vést k nepfesnému zatazeni nukleotidi polymerdzou do nové amplifikovanych
vlaken DNA (Jan Mares, pers. com.). Kombinaci v§ech zminénych molekularnich metod se
podafilo ziskat velké mnozstvi novych dat, které piispély k rozsiteni pohledu na diverzitu

taxonu Celedi Merismopediaceae.

5.2 Merismopedia

Jako polyfyletické se v minulosti ukdzaly ¢etné rody sinic (viz 1.1 Polyfyletismus
v soucasné taxonomii sinic). Proto neni potvrzeni polyfyletismu u rodu Merismopedia
ptekvapivym zjisténim. Obdobné poznatky publikovali uz Rajaniemi-Wacklin et al. (2006),
Shen et al. (2018) ¢i Li et al. (2019, 2020), z omezenych dat ale nebylo mozné vyvodit
patfi¢né taxonomické dusledky. Prace Rajaniemi-Wacklin et al. (2006) rozdéluje rod na dvé
vétve s nejistym postavenim. Prace Shen et al. (2018) jasné odd¢luje klastr Merismopedia
tenuissima od hlavniho klastru kolem typového druhu bez taxonomickych zmén a rozdéluje
rod do tfi oddélenych linii. Do tii linii rod rozdéluje i Li et al. (2019, 2020) bez diskuse

o umisténi jednotlivych druhti. Mé vysledky obohacuji zjisténi zminénych praci o vétsi
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mnozstvi sekvenci ,,morfotaxoni* odpovidajicich rodu Merismopedia, u mnohych z nich

dosud nebyla dostupna zadna molekularni data.

5.2.1 Typovy druh rodu — Merismopedia punctata

Kwviili jasnému polyfyletismu rodu Merismopedia je tteba nejprve urcit, kterd z linii
predstavuje ,,pravou linii tohoto rodu a reprezentuje jak vlastni rod Merismopedia s.s., tak
i ¢eled’ Merismopediaceae. Pro M. punctata bohuzel neni ustaven typovy kmen, a neexistuje
tak ani autenticka referencni sekvence (Shen et al. 2018). Taxony identifikované jako typovy
druh M. punctata se v mé analyze nalézaji ve Ctyfech liniich. Ze soucasné dostupnych dat
proto nelze jasné€ urcit, ve které skupiné se nachazi ,,prava“ linie rodu. Nicmén¢€ v uvahu
prichazi nektera z vétvi parafyletické skupiny obsahujici linie 5, 6 a 7, nebo linie 4, protoze
obsahuji taxony urc¢ené jako M. punctata, nejvice morfologicky odpovidajici popisu tohoto

druhu.

Linie 7 obsahuje mnou sekvenovany kmen Merismopedia punctata NIVA-CYA 16
(Obr. 10G-H). Nejblize pribuzné tomuto kmenu se ukazuji mé izolaty M. hyalina. Jelikoz
vsak kmen ztratil vétSinu dilezitych morfologickych znakli — netvofi kolonie o vice nez
ctyfech buiikach (Palinska & Krumbein 1998), velikost bun¢k je variabilni 2,5-4,6(-6) —
nelze jisté urcit, zda se pfi izolaci morfologicky jednalo o stejny druh. Variabilita znakt je
pro kmeny rodu Merismopedia pomémeé bé€zna, zaznamenana a dobfe popsana v pracich
Palinska & Krumbein (1995, 1998), v€etn¢ tvorby neobvykle velkych ¢i malych bunék prave
u M. punctata. Postaveni tylakoidii kmene M. punctata NIVA-CYA 16 (Obr. 11G-H) je dle
fotografii z TEM na pomezi mezi parietalnim a fascikularnim. PIné tedy neodpovida ani
jednomu typu popsanému v praci Mare§ et al. (2019b). Tento klastr ve zminéné praci
predstavuje kmen Synechocystis sp. PCC 6803 (Kaneko & Tabata 1997). Evidentné v této
skupiné doslo k sekundarnimu vzniku parietalnich tylakoidl, a skupina taxonti kolem

kmenu M. punctata NIVA-CY A 16 tak mize byt meziclankem onoho vyvoje.

Kmen Merismopedia punctata NIVA-CY A 16 tak mohl byt pii izolaci ur¢en chybné
kvali vySe zminénému morfologickému piekryvu (Kastovsky et al. 2018), pfestoze se ve
skutecnosti jednalo o zastupce druhu M. Ayalina, ktery je sdm o sobé oddélenym druhem
s relativné velkou morfologickou variabilitou (Palinska et al. 1996). To vSak z dostupnych
informaci nelze zcela potvrdit. Za soucasné situace je toto vysvétleni nejpravdépodobnéisi,
jelikoz neexistuji jiné dostupné sekvence pattici druhu M. hyalina kromé mych izolatl

(Agarwala et al. 2018). Dalsi sekvence druhu M. punctata CZS 2 3 v linii 7 dle fotografii
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(Albrecht et al. 2017) morfologicky odpovidd popisu tohoto druhu sensu Komarek
& Anagnostidis (1999).

V linii 5 a 6 jsou umistény dalsi dvé sekvence Merismopedia punctata dostupné
z NCBI. Pochazeji z prace Thomazeau et al. (2010), kde ale chybi fotodokumentace
sekvenovaného organismu. Umisténi v jedné z linii parafyletické skupiny (linie 5, 6 a 7)
v fadu Synechococcales by odpovidalo umisténi Celedi v praci Komarek et al. (2014).
Zaroven by to potvrdilo i blizkou ptibuznost rodu k ¢eledi Coelosphaeriacaeae (zde rody
Snowella, Coelomoron, Coelosphaerium a Woronichinia) (Rajaniemi-Wacklin et al. 2006)

i Microcystaceae (Komarek & Anagnostidis 1986, 1999).

Dalsi moznou ,,pravou linii rodu je linie 4 (Obr. 13). V linii 4 jsou umistény
sekvence mnou izolované a nejisté urcené Merismopedia cf. punctata/hyalina (Obr. 8A
a 13A-C). Takovéto umisténi hlavni linie r. Merismopedia nediskutuje zadna z predeslych
praci (Palinska et al. 1996; Rajaniemi-Wacklin et al. 2006; Thomazeau et al. 2010; Albrecht
et al. 2017; Shen et al. 2018). M. cf. punctata/hyalina byl takto uréen kviili vyse popsanému
problému s morfologickym ptekryvem druhd M. punctata a M. hyalina (viz kapitola 1.2.4
Fylogenetické problémy a otazky) (Ehrenberg 1834; Kiitzing 1845). Od izolath M. hyalina
se lisi v n¢kolika parametrech. M. hyalina ma bunky velké 2,08-2,96 pum, a kolonie o 8—
16(-32) bunkach. Zatimco bunky M. cf. punctata/hyalina maji rozméry 2,9-3,88 um
a kolonie jsou slozené z (16-)32-64(—128) bunck. Rozdil ve velikosti bun€k oproti
M. punctata tak odpovidd pavodnimu popisu M. hyalina (Kiitzing 1845). Lze tedy
predpokladat, ze mé izolaty M. cf. punctata/hyalina budou pattit druhu M. punctata, resp.
kryptickému  taxonu  morfologicky  odpovidajicimu M.  punctata.  Taxon
M. cf. punctata/hyalina v této linii tvoti monofyletickou skupinu spolecné s jedinou uspésné
sloZzenou sekvenci taxonu cf. Merismopedia sp. Tento nejisté urCeny taxon jsem viibec
nenalezl pii prohliZzeni ptvodniho vzorku, a neexistuje tedy jeho dobry morfologicky
zaznam. Podle matice podobnosti sekvenci (Tab. VI) je vSak pravdépodobné, Ze taxony
M. cf. punctata/hyalina a cf. Merismopedia sp. spadaji pod stejny rod (Stackebrandt
& Goebel 1994; Komarek 2010). Zdali se jedna o zastupce stejného druhu, neni z takto
malého mnozstvi dat jasné. Je také mozné, Ze cf. Merismopedia sp. a M. cf. punctata/hyalina
jsou jedinym druhem, u kterého je bézna vnitrodruhova geneticka variabilita (Kim et al.
2014). Tato variabilita je moznd zvySena uméle nedokonalosti jediné ziskané sekvence
cf. Merismopedia sp. ¢i metodou Nested PCR (viz vyse). Morfologicky se tyto dva taxony
dle celkového habitu shoduji.
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V ramci samotného druhu Merismopedia punctata tedy ziejmé existuje znacna
krypticka diverzita a bude tfeba vyrazné detailnéji porovnat drobné morfologické detaily,
pokud takové existuji, které by jednotlivé genospecies oddélily pro pfesnéjsi determinaci
v budoucnu. Kryptické taxony jsou v systému sinic neobycejné bézné (Osorio-Santos et al.
2014; Li et al. 2019; Brown et al. 2021; Johansen et al. 2021; Kim et al. 2021 aj).
Me¢ sekvence izolath M. cf. punctata/hyalina mohou patfit dfive nepopsanému druhu, nebo
samostatnému, jiz popsanému druhu M. tranquilla, coz by odpovidalo piedstavé
nepiibuznosti M. punctata a M. tranquilla (Nigeli 1849). Dobrym determinacnim znakem
mize v tomto pfipad¢ byt postaveni tylakoidd. Lze ptedpokladat, ze taxon urceny jako
M. cf. punctata/hyalina bude mit jakozto zastupce Celedi Geminocystaceae paralelni
tylakoidy (Korelusova et al. 2009; Mares et al. 2019b) na rozdil od ostatnich zéstupct

,morphospecies* M. punctata s parietdlnimi ¢i fascikularnimi tylakoidy (Obr. 7).

5.2.2 Merismopedia glauca

Linii 4 pfedstavuje jasné oddélena monofyleticka skupina (1/99) tvotena takika
vyhradné sekvencemi mych izolatli a nachazi se v fadu Chroococcales. Ziejme nalezi Celedi
Geminocystaceae ustanovené v praci Tuji et al. (2021). I tato prace do této celedi zaradila
kmeny Merismopedia sp. AICB1014 a AICB1015. Dle matice podobnosti genu pro 16S
rRNA (Tab. VI) patrné zahrnuje tfi samostatné rody s podobnosti 16S mensi nez 95%
(Komarek 2010). Jeden je tvofen izolaty Merismopedia cf. punctata/hyalina (Obr. 8A
a 13A-C) a cf. Merismopedia sp., druhy zahrnuje pouze Microcrocis geminata (Obr. 81, 9
a 13G-H) a tieti izolaty Merismopedia glauca (Obr. 8G-H a 13D-E) spolu s kmeny
Merismopedia sp. AICB1014 a AICB1015.

Tab. VI. Matice podobnosti (%) vybranych sekvenci v linii 4

cf.

Merismopedia cf. Microcrocis Merismopedia Merismopedia Merismopedia sp.
punctata/hyalina geminata glauca ’ p. P AICB1015
Merismopedia cf.
punctata/hyalina
Microcrocis geminata 90,87
Merismopedia glauca 91,47 91,89
cf. Merismopedia sp. 98,56 91,40 90,40
Merismopedia sp.
AICB1015 91,60 92,60 98,78 90,75

Morfologicky odpovidaji mé izolaty Merismopedia glauca dneSnimu pojeti velikosti
bunék (3,7-)4,26-5,1 um i poctem bunék v kolonii (Hindak 1992; Komarek & Anagnostidis
1999; Joosten 2006; McGregor 2013; Dvorak et al. 2017; Kastovsky et al. 2018). Velikosti
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kolonie ale nasobn¢ presahuji limit popsany v primarnim zdroji (Kiitzing 1845), coz je —16
bun¢k v kolonii. Izolaty plné odpovidaji M. glauca typickym rozdélenim do subkolonii
(Kastovsky et al. 2018), nepravidelnostmi u hrany kolonie (Hinddk 1992) inapadnym
slizem na okraji kolonie (Komarek & Anagnostidis 1999). Kmeny Merismopedia sp.
AICB1014 a AICB1015 se morfologicky s mymi izolaty i se soucasnym pojetim M. glauca
také shoduji (Bogdan Druga, pers. com.). Na druhou stranu nékteré pozorované kolonie
odpovidaji popisu i fotografiim M. convoluta sensu Joosten (2006) velikosti kolonie,

i tvarem buné€k z bo¢niho pohledu (Obr. 13D).

Sekvence mych izolatd sice vykazuji jistou variabilitu i v ramci izolatl z jedné
lokality, ale tato variabilita mize byt zptisobena nedokonalosti pouzitych molekularnich
metod (viz 5.1 Porovnani molekularnich metod), nebo se jedna o béZnou vnitrodruhovou
variabilitu. Je mozné, Ze pii vys§im poctu morfologicky shodnych vzorkl a vyssim poctu
kvalitnich sekvenci z vice vzdalenych lokalit bude potvrzena existence kryptického taxonu
v ramci druhu Merismopedia glauca. Je vsak také mozné, Ze se jedna pouze o populaci
M. convoluta ¢i M. revoluta s men$imi roztrhanymi koloniemi. Témto druhtim mé izolaty
odpovidaji velikosti bun¢k a tvorbou subkolonii (Joosten 2006). M. convoluta je za
normalnich podminek typicka az makroskopickymi stocenymi koloniemi (Kiitzing 1849;
Skacelova & Zapomélova 2010) ne nepodobnymi zastupciim rodu Microcrocis (Lagerheim
1883). Merismopedia convoluta byla dokonce povazovana za synonymum dnes
neuznavanych taxonl Merismopedia gigas a Pseudoholopedia convoluta (Skacelova
& Zapomélova 2010), kterd jsou ale dnes zaroveil povazovana za synonyma Microcrocis
gigas (Komarek & Anagnostidis 1995, 1999). Microcrocis gigas s Merismopedia convoluta
koresponduje pravidelnymi fadami bunék v kolonii a velikosti kolonie, nekoresponduje vsak
ekologii a prodlouzenym tvarem bun¢k. Druhy M. convoluta a M. revoluta by tak mohly byt
blizkym ptibuznym rodu Microcrocis pravé v ¢eledi Geminocystaceae se spolecnym
znakem makroskopickych kolonii. Pro budouci identifikaci a potvrzeni, nebo vyvraceni této
hypotézy by bylo tieba ziskat molekularni data typickych zastupct M. convoluta

a M. revoluta, stejné jako data o postaveni tylakoidd M. convoluta a mych izolath M. glauca.

Sekvence Merismopedia glauca se vSak nachazeji i v parafyletické skupiné€ linii 5, 6
a 7. Spolecné se sekvenci M. elegans B1448-1 (Palinska et al. 1996, v NCBI jako sekvence
M. glauca) se v této parafyletické skupiné nachazi dalsi kmeny M. glauca CCAP 1448/3
a M. glauca 0BB39S01 (Mugnai et al. 2003; Rajaniemi-Wacklin et al. 2006). V praci Li et
al. (2020) se objevuje OTU oznacena jako M. glauca spadajici také do stejné pozice jako
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tyto sekvence, neporovnava ji vSak s dal§imi kmeny a nijak blize ji nedokumentuje. Kmen,
ze kterého pochazi sekvence M. glauca CCAP 1448/3, je v této sbirce veden pod ndzvem
M. convoluta (Culture Collection of Algae and Protozoa, Argyll, Spojené Kralovstvi) a jako
M. convoluta byl i izolovan. Kmen v této kultufe tvoii nepravidelné kolonie, a morfologicky
jej tak nelze presné urcit. Naproti tomu kopie tohoto kmene ve sbirkach SAG 48.79 (Georg-
August-Universitdt Gottingen, Gottingen, Némecko) a CCALA 099 (Botanicky ustav AV
CR, Tiebon, Ceska republika) jsou vedeny jako M. glauca. Ve sbirce SAG tvoii i kolonie
podle dnesniho chapani tohoto druhu a odpovidaji popisu v praci Palinska et al. (1996).
M. glauca 0BB39S01 dle ptivodni publikace (Mugnai et al. 2003) také odpovida dnesnimu

chapani druhu, i kdyz zminovany izolat ma oproti piedchozim primérné mensi buiky.

5.2.3 Merismopedia tenuissima

Druh Merismopedia tenuissima je predstavovan liniemi 1 a 2, které se nachazi
vjedné z linii fadu Synechococcales, tzv. Core (jadrové) Synechococcales — PSC clade
(Mares et al. 2019b, Obr. 7), v ¢eledi Prochlorococcaceae (Komarek et al. 2020). Zahrnuji
vSechny sekvence druhu M. tenuissima dostupné z NCBI (Agarwala et al. 2018), mé izolaty
M. tenuissima ze vSech tii lokalit, mnou sekvenovany kmen M. tenuissima NIES-230
a n¢které blize neurcené sekvence Merismopedia sp. Uvnitf celé ¢eledi Prochlorococcaceae
jsou pribuzenské vztahy nejasné, jednotlivé vétve Casto nejsou dobie podpofené, nicméné
dle topologie je pravdépodobné, ze mé izolaty a sekvence Merismopedia sp. EMC-0065
tvofi jednu samostatnou linii, zatimco kmeny M. tenuissima NIES-230, 0BB46S01 (Mugnai
et al. 2003; Castiglioni et al. 2004), CHAB7021 (Shen et al. 2018) a CENA106 (Furtado et
al. 2009) a dalsi blize nedokumentované sekvence r. Merismopedia druhou samostatnou
linii. VSechny mé izolaty jsou umistény v jediné oddélené monofyletické skupin€ s dobrou
podporou (1/62) v linii 2, pficemz neni patrny Zadny vyznamny rozdil mezi sekvencemi
izolatd ze vSech tii izolovanych lokalit. Lze tedy pfedpokladat, ze se jedna o jeden geneticky

dobfe definovany druh.

Morfologie kolonie je mezi mymi izolaty zna¢n¢€ variabilni (Obr. 8C-E a 12). Pocet
bunék kolisad mezi (4—)8—192, n¢kdy i vice. VEtsi kolonie jsou ¢asto rozdélené do subkolonii,
ohlé az zvinéné, n€kdy s dirami, okraje kolonii byvaji nepravidelné. Avsak velikost bun¢k
0,8-1,6 um a kulovity az ovalny tvar bun€k je uniformni pro vSechny izolaty. Zjevn¢ se
jedna o ptipad toho, kdy je charakter kolonii konkrétni populace dan podminkami prostiedi,
v némz se vyskytuje — nejspise piitomnosti filtratorti a spasact (Jezberova & Komarkova
2007), ¢i mechanickym pohybem okolniho prostfedi (Komarkova et al. 2010). Tento jev byl
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popsany pravé u rodu Cyanobium (Jezberova & Komarkova 2007), jehoz typova sekvence
je blizce pribuzna linii 1 a 2. Jedna se o sekvenci kmene C. gracile PCC 6307 (Komarek et
al. 1999), od kterého se v§echny zminéné sekvence Merismopedia tenuissima 11§ mén¢ nez
3 %. Lze ptedpokladat, ze cely tento klastr podle bézn¢ uzivanych kritérii (Stackebrandt
& Goebel 1994; Komarek 2010; Kim et al. 2014) odpovida rodu Cyanobium a vySe zminéné
oddélené linie predstavuji zastupce tohoto rodu tvorici pravidelné kolonie, morfologicky
shodné s definici druhu M. tenuissima v dne$nim smyslu s kryptickou diverzitou. Je také
jisté, Ze se jedna o taxon jasn¢ oddéleny od vSech dostupnych sekvenci typového druhu

M. punctata (Thomazeau et al. 2010; Albrecht et al. 2017).

Dle dostupnych dat je postaveni tylakoidl v tomto klastru parietalni, reprezentované
kmeny Cyanobium gracile PCC 6307 (Komarek et al. 1999; Mares et al. 2019b),
Merismopedia tenuissima NIES 230 (Obr. 7 a 111) a M. tenuissima CHAB7021 (Shen et al.
2018), coz plné odpovida predpokladanému postaveni tylakoidl ve skupiné ,,PSC clade*
(Mares et al. 2019b). VSechny kmeny M. tenuissima v obou liniich s dohledatelnou
fotodokumentaci (Mugnai 2003, Furtado 2009, Shen 2018) také morfologicky odpovidaji
mym izolathm M. tenuissima (Obr. 8C-E a 12). Velikost bun¢k se u vSech pohybuje
v rozmezi 0,7-1,4 um (podle Furtado et al. (2009) az 2 um). Mnozstvim bunék v kolonii
jsou variabilni obdobné¢ jako u mych izolati. Odpovidaji tedy pojeti druhu M. fenuissima
v soucasném smyslu (Komarek & Anagnostidis 1999; McGregor 2013; Kastovsky et al.
2018), avsak nikoli pivodnimu popisu (Lemmermann 1898), podle néjz jsou bunky 1,3—
2 pum velké a kolonie maximalng o 16 bunikach. Kmen M. tenuissima NIES-230 sice kolonie
témét netvoti (Obr. 10G-H), ale velikosti bun¢k a postavenim tylakoidd pojeti druhu

odpovida (Shen et al. 2018).

Lze ptedpokladat, ze pravé tyto dvé linie budou ptedstavovat komplex druhi
s malymi bunkami o priméru mensim nez cca. 2,5 um — Merismopedia tenuissima,
M. minutissima, M. warmingiana, M. africana, M. affixa, M. venezuelica, M. minima
(Richter 1895, Lemmermann 1898; Schiller 1956; Hindak 1992; Komarek & Anagnostidis
1999; Komarek & Cronberg 2001; Joosten 2006) — lisi se ¢asto jen ekologii ¢i distribuci. Je
tedy zifejmé& potieba hluboka taxonomicka revize této morfologické skupiny spolecné
s jasnym vymezenim jednotlivych druhi za pouziti sekvenci ITS. Pomoci mtize i ekologicka
charakteristika (Joosten 2006). Napt. druh M. minima je v nékterych zdrojich uvadén jako
typicky aerofytni na smacenych kamenech a planktonni jen vzacné v Cistych horskych

biotopech (Komarek & Anagnostidis 1999), primarni zdroj vSak o takovéto ekologii
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nehovofi a popisuje tento druh jako planktonni az neustonicky (de Beck & Zahlbruckner
1897). Dle jinych zdroji je typicky planktonni a metafytonni na eutrofnich stanovistich
(Hindak 1992). M. warmingiana a M. tenuissima se dle praci Komarek & Anagnostidis
(1999) a Plinski & Komarek (2017) 1isi pouze tvarem kolonie (Ctvercové, resp. obdélnikové)
a velikosti bunék, jejichZ vymezeni se ale prekryva. Jak je patrné z fotografii mych izolatd
(Obr. 8C-E a 12), jeden druh mlize mit relativné variabilni tvar kolonie i velikost bunék. Pro
vétsi presnost bude proto tieba ziskat veEétSi mnozstvi vzorkli téchto ,,ecospecies
z rozdilnych biotoptt — od eutrofnich rybnikli po horska pramenisté a smacené stény —
s morfologickou variabilitou zahrnujici maximum variability pfedstavujici vySe zminénou

skupinu druht. Tyto vzorky by nejlépe mély pochazet z geograficky vzdalenych lokalit.

5.2.4 Merismopedia angularis

Linii 3 pfedstavuje jediny kmen Merismopedia angularis NIVA-CYA 199 (Obr.
10D-F a 11D-F), ktery spadd do skupiny v nedavné dobé popsanych taxont z celedi
Chroococcaceae (Chroococcales) — Neochroococcus (Geng et al. 2021), Cryptochroococus
(Wang et al. 2021), Pseudochoococcus (Duval et al. 2021), Inacoccus (Gama et al. 2019),
a Limnococcus (Komarkova et al. 2010; Wang et al. 2021) spolecné se starSim, ale teprve
nedavno fylogeneticky zatazenym rodem Johannesbaptistia (Berthold et al. 2020). Kmen
jako jediny z mnou sekvenovanych morfologicky pfesné odpovidd plivodnimu popisu
(R. H. Thompson 1939) i dnesnimu pojeti (Komarek & Anagnostidis 1999). Odpovida
M. angularis tvarem a velikosti kolonie, po¢tem a tvarem bunék i charakterem slizového
obalu. S vyse uvedenymi taxony ma shodné nepravidelné postaveni tylakoidid (Obr. 7a 11D-
F). Takeé kolonie jsou podobného charakteru, ¢asto o sudém poctu bunék, s jasnou slizovou
pochvou kolem bunék i kolonie samotné. Od ostatnich druhd rodu Merismopedia se
morfologicky 1isi nepravidelnosti tvaru bun¢k — pravidelné kulovité ¢i polokulovité jsou
vytvofené jen ziidka, a to hlavné tésn¢ po déleni (Obr. 10D-F). Pro nasledné studie bude
nutné analyzovat i pfirodni populace M. angularis s typickou morfologii, a ovéfit tak, zda
se skutecné jedna o stary, dobte morfologicky definovany druh vyZzadujici novou kombinaci

v ramci jiného rodu, nebo v ramci samostatného nového rodu (Thompson 1939).

5.2.5 Obecné zavéry
Jak vyplyva z mé fylogenetické analyzy, je tvar kolonie typu ,,Merismopedia“ bézny

v mnoha geneticky oddélenych skupinach. Jedna se patrn¢ o podobny piipad polyfyletismu

vvvvv
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Chroococcus s.l. (Komarkova et al. 2010) ¢i Synechocystis s.l. (Korelusova et al. 2009),
formace kolonii pak neni z evoluéniho hlediska ndhodna. Lze ptedpokladat, ze se jedna
o evolucni reakcei pfinasejici nékteré vyhody, jako napft. snazsi akumulaci uhliku a transport
zivin ¢i ochranu vic¢i drobnym filtratorim a spasactim (Bell & Tranvik 1993; Palinska
& Krumbein 1998; Beardall et al. 2009). Pravidelny tvar kolonie muze také byt dan
konkrétnimi podminkami prosttedi pisobicimi na konkrétni populaci (Jezberova
& Komarkova 2007; Zapomeélova et al. 2008; Komarkova et al. 2010). Samotny tvar kolonie
je pak ziejmé dalSim piipadem mezi sinicemi bézné konvergence vzniklé kvili jeviim
popsanym v praci Dvorak et al. (2014a). To, Ze je tvorba pravidelnych ¢tvercovych kolonii
pravdépodobné starobyly znak, dokazuji cetné mikrofosilie sinic praveé s takovymto tvarem
kolonie (Krings & Harper 2019; Krings & Sergeev 2019; Krings 2021). Obdobny tvar
kolonii se objevuje napii¢ systémem jak u bakterii r. Thiopedia a Lampropedia (Eichler
& Pfennig 1991; Xie & Yokota 2003), tak u zelenych fas rodu Crucigeniella s.1., kde je
rovnéz znam polyfyletismus (Stenclova et al. 2017). Z toho Ize vyvodit, Ze tento typ kolonii
muze byt pouze ekologickou adaptaci vyvinutou nezavisle napfic¢ systémem sinic (i bakterii
a fas) vruznych tradicné ustadlenych tadech, a je tedy nutnd obsahla revize rodu

Merismopedia zaloZena na polyfazickém pristupu.

V ramci fylogenetického stromu se v piibuznosti linie 4 a parafyletické skupiny
(linie 5, 6 a 7) zahrnujicich rod Merismopedia objevuji sekvence kmeni rodu Synechocystis
s.l. Dle mnohych praci se jedna o polyfyleticky taxon (Korelusova et al. 2009; Komarek et
al. 2014; Komarek 2015 aj.), takze mé vysledky tento pfedpoklad jen potvrzuji. Ziejmé se
jedna o podobny ptipad tvorby kolonie zaloZeném na konvergentni evoluci. Dal§im moznym
vysvétlenim je to, ze tyto taxony urcené jako Synechocystis, blizce ptibuzné sekvencim rodu
Merismopedia, jsou ve skutecnosti zastupci tohoto rodu a byly mylné uréené jako
Synechocystis, protoze se jim v podminkach laboratorni kultury rozpadly kolonie na
jednotlivé bunky (Palinska & Krumbein 1995, 1998; Palinska et al. 1996, Obr. 11G-I).
Referencni kmen Synechocystis sp. PCC 6803 je evidentn¢ blizce piibuzny jedné z moznych
jaddrovych linii celedi Merismopediaceae, coz odpovidda vysledkim poslednich
molekularnich revizi (Korelusova et al. 2009; Komarek et al. 2014) i morfologicky
zalozenym pracim (Komarek & Anagnostidis 1986, 1999). Je mozné, ze k vyvoji
pravidelnych ctvercovych kolonii v nékolika oddélenych liniich dochazelo pies

»~meziclanek“ ve formé nepravidelné kolonie, kde se bunky uz ale déli ve dvou smérech
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v roviné kolonie, nebo k vyvoji dochazelo nezavisle ze spolecného predka. Mozné ale je
i vysvétleni opacné, kdy by kolonie typu ,,Synechocystis* vznikala sekundarné, obdobné
jako sekundarné vznikaly v nezavislych evolucnich udalostech parietalni tylakoidy (Mares
et al. 2019b). Molekularné-fylogeneticky pohled na vyvoj ptevazné pikoplanktonniho rodu
pak ziejmé povede k rozdéleni na mnoho novych samostatnych toxonti analogicky k rodu

Synechococcus s.l. (Komarek et al. 2020), jak naznacuje i prace Korelusova et al. (2009).

5.3 Microcrocis

Dle NCBI (Agarwala et al. 2018) dosud nebyla dostupnd zadnad sekvence rodu
Microcrocis. Proto lze konstatovat, Ze mé sekvence izolati M. geminata (Obr. 81,9 a 13G-
H) jsou prvnimi sekvencemi tohoto rodu vitbec. Porovnat ptibuznost k dal§im taxontim tak
dosud bylo mozné pouze na zakladé morfologickych ptedpokladd. M¢é izolaty ptesné
odpovidaji piivodnimu popisu jak velikosti ((3—)4—6(-7) um na 12—-16 pm) a cylindricky-
ovalnym tvarem bunék, tak jejich nepravidelnym postavenim v kolonii i jejich velkym
poctem (Obr. 81, 9C-E a 13G-H) (Lagerheim 1883). Lagerheim (1883), Fott (1972),
Komarek & Anagnostidis (1986, 1999) i Komarek et al. (2014) ptredpokladaji blizkou
pribuznost s rodem Merismopedia v ¢eledi Merismopediaceae (Synechococcales). Pokud
vySe zminéna parafyletickd skupina (linie 5, 6 a 7) zastupuje pravou linii rodu
Merismopedia, a tedy celed Merismopediaceae, pak jsou ma zjiSténi v rozporu
s predpoklady zalozenymi vyhradné na morfologii. Je vSak pravdou, ze Microcrocis spada
do jedné monofyletické skupiny spole¢né s ,,morphotaxony* uréenymi jako Merismopedia
v ¢eledi Geminocystaceae a piredpoklad o ptibuznosti na zakladé morfologickych znaki je
do jisté miry pravdivy.

V optickém mikroskopu je morfologicka podobnost izolath Microcrocis geminata
patrna zejména s mymi izolaty taxonu uréeného jako Merismopedia glauca — oba taxony
maji ploché kolonie, v mensich koloniich Microcrocis jsou nékteré tfady bunc¢k mirné
pravidelné (Fott 1972), a naopak néckteré kolonie Merismopedia glauca maji tady
nepravidelné ¢i posunuté (Joosten 2006). Na plochém prufezu maji oba taxony polokulovity
az kulovity tvar bunék. V kolmém prutezu jsou vSak buiikky Microcrocis dlouze ovalné,
a nikoli kulovité. Dalsi samostatné taxony v linii 4 ale samy plné neodpovidaji popisu
zadného dosud znamého druhu r. Microcrocis. 1zolaty Merismopedia glauca nejblize
odpovidaji rozlozenim bun¢k v kolonii druhiim Microcrocis marina a M. gigas (Komarek

& Anagnostidis 1999), ty ale nekoresponduji tvarem bunék a ekologii (Lagerheim 1883;
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Komarek & Anagnostidis 1995, 1999). Naopak tvarem a velikosti kolonie i bunék se izolaty
Merismopedia glauca velmi podobaji druhu Microcrocis obvoluta (Komarek
& Anagnostidis 1999), neshoduji se vsak rozlozenim bun€k v kolonii — Microcrocis
obvoluta ma oproti izolatim Merismopedia glauca znané nepravidelné usporadani (Tiffany

1934).

Merismopedia cf. punctata/hyalina velikosti bunék nejvice odpovida druhtim
Microcrocis irregularis a M. sabulicola (Komarek & Anagnostidis 1999). Od M. irregularis
se odlisuje pravidelnymi fadami bun¢k (Lagerheim 1883). M. sabulicola naopak v inicalnich
fazich vyvoje tvofi pravidelné fady (Komarek & Anagnostidis 1999), jednd se vsak
o epipsamonni, moisky az brakicky druh (Lagerheim 1883), a sladkovodnimu taxonu
Merismopedia cf. punctata/hyalina tim padem neodpovida ekologii. Pravidelné fady bunék
tvoti Microcrocis gigas a M. marina, ty ale Merismopedia cf. punctata/hyalina neodpovidaji
prodlouzenym tvarem bunék a jejich velikosti (Lagerheim 1883; Komarek & Anagnostidis

1995, 1999).

Na snimcich Microcrocis geminata z TEM (Obr. 9A-B) je také jasné viditelné
paralelni postaveni tylakoidii dosud znamé a typické pouze u rodi Cyanobacterium
a Geminocystis, vzniklé pravdépodobné jedinou evolucni udalosti z tylakoidii fascikularnich
nebo parietalnich (Mare§ et al. 2019b). Pravé tyto dva rody ptedstavované kmeny
Cyanobacterium stanieri PCC 7202 (Rippka & Cohen-Bazire 1983), Cyanobacterium
aponinum PCC 10605, Geminocystis sp. CENAS526, Geminocystis herdmanii PCC 6308
(Korelusova et al. 2009), Geminocystis sp. CHAB 6541 a Geminocystis sp. NIES-3708 jsou
dle fylogenetického stromu nejpiibuznéjsi klastru zahrujicimu Microcrocis. Pro nedostatek
biomasy dalSich mnou izolovanych taxoni vtomto klastru (Merismopedia
cf. punctata/hyalina, M. glauca, cf. Merismopedia sp.) nebylo mozné ptitomnost paralelnich
tylakoidii potvrdit i u nich. V porovnani s nepravideln¢ fascikularnim postavenim tylakoid
rodu Geminobacterium (Brito et al. 2017) a radialnim postavenim rodu Annamia (Tuji et al.
2021) vSak paralelni postaveni tylakoidi zjevn¢ neni univerzalnim znakem celedi
Geminocystaceae. Byl by ale spolecny pro ¢eled Cynobacteriaceac sensu Mares§ et al.
(2019Db). Dle matice podobnosti sekvenci v linii 4 (Tab. V1) je Microcrocis ziejmé geneticky
oddéleny samostatny rod. Manuskript s témito novymi rozsifujicimi informacemi o rodu byl

odeslan k recenznimu fizeni (Pokorny et al. 2022 in review).
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5.4 Eucapsis

M¢ tii aspésné sekvenované izolaty r. Eucapsis (Obr. 8F) — E. pseudalpina sensu
Komarek et al. (2016) — spadaji spolu se vSemi dostupnymi sekvencemi rodu Eucapsis
a mnou sekvenovanym kmenem Eucapsis sp. CCALA 889 do jediného klastru ziejmé v fadu
Chroococcales. V ramci tohoto vétsiho klastru se ale deéli do tii samostatnych
monofyletickych skupin, a rod je tak zjevné polyfyleticky. Dosud nejsou dostupné sekvence
typového druhu E. alpina (Agarwala et al. 2018). M¢ izolaty tohoto rodu dle determinacni
literatury nalezi druhu E. alpina (Komarek & Anagnostidis 1999), prace Komarek et al.
(2016) ale druh smalym poctem bunék a evropskym rozSifenim oznacuje jako
E. pseudalpina. S ptivodnim popisem E. alpina (Clements & Shantz 1909) se mé izolaty
shoduji velikosti bun¢k cca. 5-8 pm, krychlovitym tvarem kolonie i napadnnym slizovym
obalem. ,,Pravou linii rodu tak nelze s jistotou urcit. Stejné tak je mozné, ze E. alpina
a E. pseudalpina jsou jedinym ,,genospecies™, u kterého je pocet bun¢k v kolonii uréen

vlivem prostiedi (Palinska & Krumbein 1995, 1998; Jezberova & Komarkova 2007).

Prvni linii rodu predstavuji pouze mé izolaty. Nejbliz§im sesterskym taxonem mych
izolath je vmé analyze Rhabdogloea smithii SAG 47.91. Tento konkrétni kmen nema
dostupnou dohledatelnou fotografickou dokumentaci, avSak Komarek (1983) popisuje rod
Rhabdogloea jako kolonialni, kokalni, s podlouhlymi az valcovitymi buiitkami umisténymi
v ramci kolonie nepravidelné. Morfolgicky tak viibec neodpovida rodu Fucapsis (Clements

& Shantz 1909; Komarek et al. 2016).

Druhou linii pfedstavuje mnou sekvenovany kmen FEucapsis sp. CCALA 889
a Eucapsis sp. 019 (Komarek et al. 2016). V tomto klastru se nachazeji i sekvence kmeni
nedavno posané¢ho taxonu Alborzia kermanshahica S2 (Nowruzi & Soares 2021)
a Chalicogloea cavernicola CCALA 975 (Roldan et al. 2013). Tyto dva taxony jsou
v literatuie umist'ovany do ¢eledi Chroococcaceae (Chroococcales) (Roldan et al. 2013;
Nowruzi & Soares 2021). Pokud by tento klastr celed Chroococcacae skutecné
predstavoval, pak by umisténi rodu Fucapsis odpovidalo predpokladiim predmolekularnich
studii (Clements & Shantz 1909). V mé analyze vSak celed” Chroococcaceae tvori linii
naprosto nepiibuznou témto kmenlim a umisténi klastru je podobnéjsi vysledkiim prace
Koméarek et al. (2016), tedy v blizkosti (pravdépodobného umisténi) Cceledi
Merismopediaceae, nikoli vSak jako jeji soucast. Morfologicky jsou si vSechny kmeny
v tomto klastru podobné — tvofi nepravidelné kolonie a velké agregaty bunck s obasnym

naznakem pravidelnych krychlovitych kolonii (Roldan et al. 2013; Nowruzi & Soares 2021,
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Obr. 10A-C), jen Eucapsis sp. 019 tvoii krychlovité kolonie ¢astéji (Komarek et al. 2016).
Dle fylogenetického stromu bude cely tento klastr pravdépodobné vyzadovat oddéleni jako
samostatna Celed’ fadu Chroococcales. Tyto vysledky vSak ptirozené budou vyzadovat

potvrzeni v ramci komplexnéjsi analyzy.

Tteti klastr zahrnuje kmen Fucapsis minor SAG 14.99, jedinou dosud dostupnou
sekvenci rodu urcenou do druhu (Agarwala et al. 2018). Klastr nejspiSe predstavuje celed’
Microcystaceae, obsahujici i typovy druh ¢eledi Microcystis aeruginosa (kmeny NIES-843
a LEGE 91341). Toto postaveni rodu odpovida nékterym na morfologii zalozenym studiim,
odkazujicim se na déleni bun€k ve tfech rovinach (Komarek & Anagnostidis 1986).
Molekularni revize rodu Eucapsis (Komarek et al. 2016) ale do fylogenetické analyzy
sekvence Microcystis vibec nezatazuje. Naproti tomu prace da Silva Malone et al. (2014)
pravé do celedi Microcystaceae umistuje rod Pannus, do té doby pattici do celedi
Merismopediaceae (Komarek & Anagnostidis 1999; Komarek et al. 2014). Do shodné
pozice spada sekvence P. brasiliensis CCIBt3594 i vmé analyze. Morfologicky se
P. brasiliensis rodu Microcystis podoba lalocnatymi koloniemi, které jsou vsak duté
(da Silva Malone et al. 2014). Naproti tomu kmen E. minor SAG 14.99 dle fotografii i popisu
v praci Komarek et al. (2016) pIn¢ odpovida rodu Eucapsis, a nikoli Microcystis, byt mohla
byt tvorba kolonii ovlivnéna kultivaci. Neodpovida ale piivodnimu popisu ani dne$nimu
pojeti druhu E. minor velikosti bunék (Skuja 1926; Komarek & Anagnostidis 1999;
Komarek et al. 2016). Dle prace Palinska & Krumbein (1998) ale velikost bun¢k pro

determinacni ucely nemusi v ptipadé kultury druhu s takto postavenou kolonii hrat roli.

Dle dostupnych dat z literatury maji vSechny taxony klastru ve vSech tfech liniich
nepravidelné az fascikularni tylakoidy (da Silva Malone et al. 2014; Komarek et al. 2016;
Mares et al. 2019a, b; Nowruzi & Soares 2021). Mnou sekvenovany kmen Eucapsis sp.
CCALA 889 ma na fotografiich z TEM fascikularni postaveni tylakoidd (Obr. 7 a 11A-C).
Prace Mares et al. (2019b) sice FEucapsis v analyze nezahrnuje, klastry Microcystis/Pannus
a Gloeothece/Chalicoglea, kam mé sekvence Eucapsis fylogeneticky spadaji, fascikuldrnim
postavenim tylakoidt odpovidaji. Toto odpovida i zji§ténim o postaveni tylakoidl v ptivodni

literatuie (Roldan et al. 2013; da Silva Malone et al. 2014; Nowruzi & Soares 2021).

Tvorba kolonii typu ,,Eucapsis“ je tedy zfejm¢e ovlivnéna obdobnymi faktory jako
utypu ,,Merismopedia®“. Navic mize byt tvar kolonii ovlivnén pohybem média nebo
v pfirodnich podminkach turbulencemi ve vodnim prostiedi, coz se nejcastéji projevuje

mensimi bunkami, rozvolnénymi koloniemi a tencim slizovym obalem (Komarkova et al.
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2010). To vSe vede ke stejnému diisledku — polyfyletismu a opakované tvorbé tohoto typu
kolonii na vice mistech systému sinic jak v klastru, ktery popisuji vySe (Komarek et al. 2016;
Nowruzi & Soares 2021), tak i mezi taxony, které za Eucapsis povazovany nebyly, a piesto
tvoii krychlovité kolonie. Napft. kolonie rodu Neochroococcus (Geng et al. 2021) vznikaji
stejnym zpusobem dé€leni jako u Fucapsis, pravidelné¢ ve tfech rovinach (Komarek
& Anagnostidis 1986). Na rozdil od tohoto piipadu se v koloniich rodu Pseudochroococcus
bunky déli i ve vice rovinach, ve star§ich koloniich i nepravidelné (Duval et al. 2021). Tento
typ kolonie je obdobné jako u typu ,,Merismopedia* starobylym znakem, coz dokazuji
pomérn¢ cCasté mikrofosilie (Licari et al. 1969; Beraldi-Campesi et al. 2004; Krings &
Sergeev 2019).

5.5 Naznacené trendy pro budouci vyzkum
Z mych zjisténi i z literatury (Salazar et al. 2020) je jasné, Ze oproti soucasnému
zatazeni n€kterych taxont a oproti vysledkiim posledni velké revize (Komarek et al. 2014)

bude pravdépodobné nutné provést velké mnoZzstvi zmén a taxonomickych transferd.

Bude potfeba vyreSit problematiku kryptické diverzity typového druhu
Merismopedia punctata a zaroven vymezit rozdily mezi M. punctata, M. hyalina
a M. tranquilla, ¢i potvrdit jejich synonymitu (Négeli 1849). Nejjednodussim feSenim by
byla retypifikace M. punctata na zékladé nového typového materidlu z piivodni typové
lokality (Meyen 1829), ustanoveni typového kmenu a ziskani divéryhodné referencni

sekvence. Roli pfi budouci determinaci miize hrat postaveni tylakoida.

Pokud by byla za ,pravou” linii rodu Merismopedia (a tedy i Cceledi
Merismopediaceae) povazovana parafyleticka skupina (linie 5, 6 a 7), pak z dostupnych
sekvenci taxoni Celedi Merismopediaceae sensu Komarek et al. (2014) by dle mé analyzy
do této celedi skutecné spadal pouze typovy rod Merismopedia zastoupen sekvencemi
kment M. elegans B1448-1, M. glauca CCAP 1448/3, 0BB39S01 a M. punctata NIVA-
CYA 16, PM(C242.05 a PMC260.06 spolecn¢ s rodem Synechocystis s.s. (Synechocystis
aquatilis PCC 680, S. salina LEGE 31). Celed’ by pak zfejmé spadala do jedné z vétvi
polyfyletického fadu Synechococcales, nikoli v§ak do té zahrnujici ,,pravou linii typového
rodu Synechococcus (Salazar et al. 2020). Jak jiz naznaclily pfedchozi studie (Wang et al.
2021), rod Limnococcus nepatii do celedi Merismopediaceae (Komarkova et al. 2010) nybrz
Chroococcaceae. V mé analyze zahrnujici sekvence dvou druhd vcetné typového druhu

L. limneticus je tento rod monofyleticky. Jedina dostupna sekvence rodu Pannus
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(P. brasiliensis CCIBt3594) podporuje postaveni rodu mimo Merismopediaceae v Celedi

Microcystaceae (da Silva Malone et al. 2014).

Nejspise tak bude tfeba ustanovit nové taxony v cCeledi Geminocystaceae
(Chroococcales) (Tuji et al. 2021). Izolaty taxonu mnou urceného jako Merismopedia
glauca jsou zjevné naprosto nepiibuzné ostatnim kmentim M. glauca v parafyletické
skupin€ linii 5, 6 a 7 a morfologicky se piekryvaji snékterymi dalSimi druhy
r. Merismopedia. Do celedi Geminocystaceae bude pravdépodobné presunut i rod
Microcrocis (Pokorny et al. 2022 in review). Dulezit¢é proto bude také porovnat
fylogenetické postaveni ptirodnich populaci zastupct r. Merismopedia s makroskopickymi
koloniemi a rozhodnout, zda se nejedna o ptibuzny taxon rodu Microcrocis, jak do jisté miry

naznacuji meé vysledky.

Bude nutné provést revizi rodu Cyanobium zahrnujici kolonidlni taxony dosud
uréované jako Merismopedia tenuissima. Pti této revizi bude nutné brat na védomi, ze ve
skupiné druhl r. Merismopedia s malymi bunikami je v soucasné dob¢ uznavano nékolik
oddélenych taxont (M. tenuissima, M. minima, M. warmingiana, M. minutissima,
M. africana, M. venezuelica) liSicich se zpravidla ekologii, distribuci ¢i postavenim bunék
v kolonii (de Beck & Zahlbruckner 1897; Schiller 1956; Hindak 1992; Komarek &
Anagnostidis 1999; Komarek & Cronberg 2001; Joosten 2006; McGregor 2013). Je tedy
tieba zjistit, zda se tyto ustalené taxony 1iSi mezi sebou i na molekularni irovni. Jak je patrné
i z mych zjisténi, morfologicka variabilita na Grovni postaveni bun¢k v kolonii je
u M. tenuissima sensu Komarek & Anagnostidis (1999) a sensu Kastovsky et al. (2018)
béznym jevem. RovnéZz bude nutné pro fylogenetickou analyzu pouzit i region ITS. Na
zaklad¢é téchto analyz bude mozné vyvodit patficné taxonomické zavéry, jako je popis

novych druhti a rodi, ¢i nové kombinace (Komarkova et al. 2010).

Otazka vnitrodruhové kryptické diverzity neni vyfesena zejména u druhi nalézanych
v diametralné odlisnych prostiedich, jako napt. Merismopedia glauca, M. punctata,
M. elegans ¢i M. tenuissima nalézanych kosmopolitné jak v méné uzivnych (Skuja 1956;
Komarek & Anagnostidis 1999) tak i eutrofnich (Aktan & Aykulu 2003; Radwan et al. 2018)
sladkovodnich biotopech a zarovei v salinnich biotopech v¢etné motského pobtezi (Kiitzing
1845; Palinska et al. 1996; Silva & Pienaar 1999; Plinski & Komarek 2017). Stejné
podezrela je u nékolika druhil i zna¢na variabilita ve zbarveni obsahu bunék od modrozelené
po nacervenalou. Mtze se vSak také jednat o adaptaci na nedostatek svétla ve vétSich

hloubkach (Komarek & Anagnostidis 1999).
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Zbylé zastupce cCeledi bez dostupnych sekvenci — Coccopedia, Cyanotetras
a Mantellum je tfeba molekularné revidovat za pouziti polyfazického piistupu. Prvni dva
zminéné taxony mohou byt problematické svou distribuci — r. Coccopedia je nachazen
hlavné v oblastech stfedni Asie a vychodni Evropy (Troitzkaja 1922; Guiry & Guiry 2022),
navic velmi sporadicky, r. Cyanotetras je naopak bézny zejména ve stfedni a jizni Americe
(Komarek 1995; Komarek & Komarkova-Legnerova 2002; Muciiio-Marquez et al. 2021).
Jediny druh Cyanotetras fusca je znam a popsan ze stfedni Evropy (Hindak 1988).
U 1. Coccopedia se navic predpoklada, ze by se ve skutecnosti mohlo jednat o neptesné
popsané zastupce r. Merismopedia (Hindak 1992). Piivodni popis typového druhu navic neni
doplnén ilustraci (Troitzkaja 1922). Rod Mantellum by pii zpracovavani revize mohl rovnéz
byt problematicky zejména ve fazi izolace Cistého materidlu, jelikoz se jedna o Cisté
epifyticky rod, navic nalézany relativné sporadicky (Komarek & Watanabe 1998; Hindak
2002; Guiry & Guiry 2022).
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6 Shrnuti

V ramci reSerSe jsem shrnul soucasné znalosti o celedi Merismopediaceae se
zaméfenim na typovy rod Merismopedia. Sestavil jsem tabulku shrnujici soucasné platné
druhy tohoto rodu. V této praci jsem studoval sedm vybranych taxonti sinic celedi
Merismopediaceae z celkem deviti lokalit. Pomoci mikrokapildrni izolace jsem ziskal 131
individualnich izolat, z nichz 54 jsem uspésn¢ sekvenoval a pouzil ve fylogenetické
analyze genu pro 16S rRNA. Pro fylogenetickou analyzu jsem pouzil i Ctyfi dosud
nesekvenované kmeny. Pouzil jsem tii odlisné molekularni metody (MDA, Nested PCR,
Izolace gDNA) tipravou jedné z nichz jsem vytvoftil de novo metodu Nested ITS. Vysledky
fylogenetické analyzy jsem porovnal s morfologii véetné postaveni tylakoidd a na jejim

zakladé navrhl n€kolik moznych taxonomickych transfert a tiprav.

Nekteré zavéry bude nutné doplnit o dalsi data, ale jasnych je jiz nékolik skute¢nosti.
Rod Merismopedia je zjevné polyfyleticky a tvoii alespon sedm monofyletickych linii. Neni
dosud jasné, kde se nachazi rod Merismopedia s.s., pticemz druhy M. tenuissima
a M. angularis jsou zjevné mnaprosto nepfibuzné typovému druhu M. punctata.
»Morphospecies M. tenuissima se naopak vymykaji trendu ustanovovani novych rodi
sinic, jelikoz zfejmé nalezi tradi¢nimu rodu Cyanobium. Fylogeneticka pozice rodu
Microcrocis byla poprvé podpotena molekularnimi daty a doplnéna o snimky TEM. Rod

Eucapsis je rovnéz zjevné polyfyleticky a rozpada se nejméné do tii monofyletickych linii.

Nova data apoznatky o rodech Microcrocis a Merismopedia budou soucasti

samostanych odbornych publikaci a pomohou rozsitit poznatky o systému sinic.
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8 Prilohy

Seznam pftiloh k dokumentu:

Barevné tabule s fotodokumentaci taxonu pouzitych v analyze

Obr. 8

Obr. 9

Obr. 10

Obr. 11

Obr. 12

Obr. 13

Taxony izolované a pouzité ve fylogenetické analyze
Microcrocis geminata

Kmeny v kultufe pouzité v analyze — optickd mikroskopie
Kmeny v kultufe pouzité v analyze — TEM

Variabilita druhu Merismopedia tenuissima

Porovnani morfologie izolatt v linii 4

Seznam pftilozenych soubort:

Alignment pouzity pro fylogenetickou analyzu ve formatu fasta

Fylogenteticky strom ve formatu pdf
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Obr. 8. Taxony izolované a pouzité ve fylogenetické analyze. A — Merismopedia cf.

punctata/hyalina, BazZantula; B — Merismopedia hyalina, Zbéhov; C — Merismopedia
tenuissima, rybnik Velky pode Vsi; D — Merismopedia tenuissima, rybnik Potésil;
E — Merismopedia tenuissima, Zb&hov; ¥ — Eucapsis pseudalpina, Uhlist'sky rybnik;
G — Merismopedia glauca, Velky Klikov; H — Merismopedia glauca, Maly Klikov;

I — Microcrocis geminata, rybnik u Stropnice; Méfitko 10 um.
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Obr. 9. Microcrocis geminata. A, B — jednotlivé buiiky s paralelnimi tylakoidy v TEM;

C - kolonie v kolmém prifezu; D — mechanicky rozvolnéna kolonie; E — kolonie

v podéIlném priifezu; Métitko A-B 1 pm, C-E 10 pum. (Autor: Jan Kastovsky)
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Obr. 10. Kmeny v kultufe pouzité v analyze — opticka mikroskopie. A, B, C — Eucapsis
sp. CCALA 889; D, E, F — Merismopedia angularis NIVA-CYA 199; G, H— Merismopedia
punctata NIVA-CYA 16; 1 — Merismopedia tenuissima NIES-230; Mé&fitko 10 um.
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Obr. 11. Kmeny v kultufe pouzité v analyze — TEM. A, B, C — Eucapsis sp. CCALA 889;
D, E, F — Merismopedia angularis NIVA-CYA 199; G, H — Merismopedia punctata
NIVA-CYA 16; | — Merismopedia tenuissima NIES-230; M¢ftitko 1 pum.
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Obr. 12. Variabilita druhu Merismopedia tenuissima; A, B — rybnik Velky pode Vsi;
C, D — Zbéhov; E, F — rybnik Poté&sil; Méfitko 10 um.

80



Obr. 13. Porovnani morfologie izolatl v linii 4; A, B — Merismopedia cf. punctata hyalina

v environmentalnim vzorku; C — Merismopedia cf. punctata hyalina izolat 18, D — kolonie
Merismopedia glauca z bo¢niho pohledu; E — Merismopedia glauca izolat 8, Velky Klikov;
F — Merismopedia glauca izolat 8, Maly klikov; G — detail nepravideln€ uspofadanych bunék
v kolonii Microcrocis geminata; Microcrocis geminata izolat 16; Métitko A-G 10 um,

H 50 um.

81



