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Anotace

Cilem diplomové prace je kombinaci mikroskopické metody a pocitaCové analyzy obrazu
proniknout do heterogenity kolonidlnich pikoplanktonnich sinic v pfirodé¢ a vyvinout
metodiku, pomoci niz by bylo mozné kolonialni sinice kvantifikovat a fadit do riznych
funkénich a morfologickych skupin. Na zéklad€ uspotadani bun€k v koloniich bylo ur¢eno
Sest morfologickych skupin a ke kazdé skupiné byl definovan faktor hustoty. Buriky i
kolonie byly dikladné proméfeny. Kolonie byly porovnavany mezi vodnimi lokalitami o
razné trofii. Vysledky prace budou mit Siroky pfesah i do vodohospodarstvi, kde je
v soucasné¢ dob€ zadano nastaveni metodiky pro kvantifikaci pikoplanktonnich sinic pfi

bézné analyze fytoplanktonu.

The aim of this work is to use a combination of microscopic methods and computer image
analysis to understand the heterogeneity of colonial picoplanktonic cyanobacteria in nature
and to develop a methodology for quantification and classification of the colonial
cyanobacteria into different functional and morphological groups. Six morphological groups
were determined. A density factor was defined. Colonies were compared among aquatic sites
of different trophy. The results of this work will also have a broad impact on water
management, where the setting of a methodology for the quantification of picoplanktonic

cyanobacteria in the routine analysis of phytoplankton is currently requested.
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Uvod
Tato prace vznikla na zakladé pozadavku laboratofi na apravu pitné vody v Nyrsku a

Kutné Hote, aby jim pomohla vyfesit problematickou kvantifikaci pikoplanktonnich sinic

v surové vodé, se kterou se v letnich mésicich pravidelné potykali.

Pikoplanktonni sinice jsou velice drobné organismy, které se vyskytuji témét ve
vSech vodnich ekosystémech. V téchto ekosystémech se jednotlivé buiky vyskytuji
samostatné nebo utvareji kolonie. V prvnim pfipade€, kde se buriky nachdzeji osamocené, je
jejich kvantifikace jednoduchd. K uréeni poctu jednotlivci neni zapotiebi piili§ draha
technika ani slozité metody. Problém nastdvad u kolonidlnich pikoplanktonnich sinic, které

jsou mnohdy pro svou slozitou morfologii béznymi metodami nepocitatelné.

Jak jiz bylo fecCeno, pikoplanktonni sinice jsou rozsifeny ve vSech typech vod o rizné
trofii, pficemz vyjimkou vyskytu nejsou ani vodni nadrze s funkci zdsobarny pitné vody.
Problematika téchto drobnych organismi nabyva na vyznamu, a to hlavné z davodu

nedostateCné, Casto zcela chybé&jici metodiky kvantifikace kolonialnich zastupcu.

Laboratote, které se zabyvaji Upravou pitné vody obvykle nemaji k dispozici drahé
pfistroje, které by bylo mozné pro kvantifikaci kolonialnich pikoplanktonnich sinic pouzit.
Pocet kolonidlnich bunék v surové vode se urCuje tzv. od oka, vysledna abundance je tedy
v mnoha pripadech nepfesnd a muze vést k dalSim problémim v nasledujicich postupech

Upravy pitné vody.

V souladu s touto problematikou byly stanoveny cile mé diplomové prace, s ucelem
zjednodusit analyzu, a hlavné pfesnéji urcit pocet pikoplanktonnich sinic tvoficich kolonie
ve vodnich ekosystémech, vCetné vodnich nadrzi. Cilem mé diplomové prace je vytvorit
metodu, diky které bude mozné ziskat poCet bunék ve strukturné odliSnych koloniich
pikoplanktonnich sinic. Na zakladé mikroskopické metody v kombinaci s analyzou obrazu
kolonialni pikoplanktonni sinice zatradit do funk¢nich a morfologickych kategorii. Nasledné
otestovat vytvorenou metodu na ptirodnich vzorcich fytoplanktonu z riznych lokalit, kde se
kolonialni forma vyskytuje nejcastéji (nadrze a rybniky) a spolecné se zafazenim do

ptislusnych kategorii kvantifikovat kolonialni pikoplanktonni sinice.



Literarni reSerSe
1. Planktonni organismy a jejich klasifikace

Planktonni organismy lze dé€lit na zakladé nekolika kritérii. Jednd se o fyziologické,
taxonomické (Malone 1980; Stockner et al. 1986) nebo velikostni Clenéni (Dussart 1965;
Sieburth et al. 1978). Mezi zakladni slozky planktonu patfi bakterioplankton, ktery je
tvoteny pifevazné heterotrofnimi prokaryotickymi organismy. Déle je to fytoplankton,
zahrnujici sinice a eukaryotické organismy. Poslednim ¢lankem planktonu je zooplankton,
tvoreny eukaryotickymi jednobunénymi a mnohobunéénymi organismy (Callieri a Stockner
2002). Na zakladé¢ velikosti planktonu Dussart (1965) navrhl a Sieburth et al. (1978) pozdéji
doplnili schéma, ve kterém je plankton klasifikovdn do péti velikostnich kategorii:
makroplankton (200-2000 pm), mikroplankton (20-200 pm), nanoplankton (2-20 pm),
pikoplankton (0,2-2 um) a femtoplankton (0,02—-0,2 pm).

Pikoplankton zahrnuje prokaryotické a eukaryotické fotoautotrofni a heterotrofni
organismy, které jsou rozsifeny po celém svété ve vSech typech vodnich ekosystému.
Fototrofni organismy se od téch heterotrofnich odliSuji mimo jiné pfitomnosti
fotosyntetickych pigmentt (Callieri a Stockner 2002). Pfi porovnani eukaryotického a
prokaryotického organismu je hlavnim rozdilnym znakem absence bunééného jadra a
bunéénych organel u prokaryot. Z hlediska bunécnych organel, prokaryotickd burika

neobsahuje chloroplasty, mitochondrie ani diktyozomy.

2.  Pikoplanktonni sinice

Termin pikoplanktonni sinice oznacuje prokaryotické fotoautotrofni organismy.
Jedna se o nejmensi zastupce sinic s velikosti pohybujici se od 0,2 do 2 um, pii ¢emz muize
dochdzet k prekroCeni vrchni hranice (Jasser a Callieri 2017). Pikoplanktonni sinice jsou
kosmopolitn€ rozsifeny, lze je nalézt prakticky v kazdém vodnim ekosystému. Vyskytuji se
ve sladkovodnich, brakickych i mofskych prostfedich, za nizkych i vysokych teplot, za
raznych svételnych podminek a koncentraci zivin (Callieri et al. 2012; Scanlan 2012).
Schopnost prezivat v takto riznorodych a ¢asto nepfiznivych prostfedich mohou hlavné diky
mnoha evolu¢nim znakim, které si pikoplantkonni sinice dokazaly vytvofit v ramci své
dlouhé existence. V jejich prospéch pii ziskavani zivin hraje na rozdil od vétSich organisma

dilezitou roli mald velikost a relativné velky pomér plochy k objemu buriky na rozdil od



vétSich organismi (Agawin et al. 2000). Kromé toho mala velikost snizuje energetické

vydaje potiebné na chod butiky na minimum (Callieri a Stockner 2002).

2.1 Fyziologické vlastnosti

Podivame-li se na samotnou buriku pikoplanktonnich sinic detailnéji, nalezneme zde

razné anatomické znaky, které jsou vysledkem specifickych adaptaci.

2.1.1 Bunécna sténa

Bunky pikoplanktonnich sinic se =z hlediska Gramovo barveni fadi mezi
gramnegativni bakterie, nicméné samotnd struktura bunécné stény obsahuje mimo jiné i
znaky, které se vyskytuji u grampozitivni bakterii (Callieri et al. 2022). Jednim z nich je
periplazmaticky prostor ohrani¢eny vn&jSi membranou a vnitfni cytoplazmatickou
membranou. Periplazmaticky prostor obsahuje silnou peptidoglykanovou vrstvu, ta zajistuje
ochrannou funkci bunék. Tato vrstva peptidoglykanu je siln€j§i nez vrstva vétSiny
gramnegativnich bakterii, a navic se nachdzi v komplexu s polysacharidy, coz se vice
podobd peptidoglykanu pravé u grampozitivnich bakterii (Hoiczyk a Hansel 2000). Dalsim
anatomickym znakem je slozeni samotné vnéjSi membrany. VnéjSi membrana
pikoplanktonnich sinic je slozena z lipopolysacharid(i s navazanym fosfitem a obsahuje
neobvyklé mastné kyseliny, karotenoidy a poriny (Callieri et al. 2022). Mezi dalsi
anatomické znaky bunécné stény pikoplanktonnich sinic patfi schopnost tvofit vné&jsi
povrchovou parakrystalickou vrstvu slozenou z glykoproteini. Mimo ochrannou funkci je

tato vrstva Casto spojovana se schopnosti pohybu (Jasser a Callieri 2017).

2.1.2 Fotosynteticky aparat

Kromé jiz zminénych anatomickych znaki maji pikoplanktonni sinice v ramci
autotrofnich organismua nejvétsi variabilitu v oblasti fotosyntetickych pigmentt, kterd jim
umoznuje obsadit Sirokou skalu nik vodnich biotopt s rozdilnymi svételnymi podminkami
(Farrant et al. 2016; Grébert et al. 2018; Six et al. 2007). Struktura, kterd obsahuje mnoho
z téchto pigmentli se nazyva fykobilizom. Fykobilizom pfedstavuje bilkovinnou strukturu
nachdzejici se na povrchu thylakoidi pikoplanktonnich sinic. Jeho funkce spociva
v pohlcovéni svétla v rozsahu 500-650 nm (zelené az oranzové svétlo), zatimco chlorofyl a
absorbuje prevazné modré svétlo (~440 nm) a Cervené svétlo (~678 nm)(Six et al. 2007;
Wood et al. 1985). Fykobilizom obsahuje urcité mnozstvi fykocyaninu (PC) a fykoerytrinu
(PE), na jehoz zakladé rozliSujeme dva typy bunék. Uvedené fykobiliproteiny absorbuji
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svétlo v riznych vrcholech. Fykoerytrin pohlcuje svétlo pfi ~570 nm (zelena Cast spektra),
zatimco fykocyanin absorbuje svétlo pfi ~630 nm (Cervena Cast spektra). Pikoplanktonni
sinice bohaté na PE se Casto vyskytuji v Cistych oligotrofnich vodéach, kde je dostupné zelené
a modrozelené svétlo. Naopak ty, které jsou bohaté na PC se nachdzeji v zakalenych
eutrofnich vodach, kde prfevazuje cervené svétlo (Callieri 2016; Stomp et al. 2007; Voros et

al. 1998).

2.2 Klasifikace pikoplanktonnich sinic

Pikoplanktonni sinice se ve vodnim prostfedi vyskytuji ve dvou hlavnich formach.
Prvni formou jsou jednotlivé buriky, které svym tvarem pifipominaji kokoid nebo tycinku.
Druhou formou jsou druhy, které za ptiznivych podminek vytvareji sliz nebo obal. Diky této
schopnosti zistavaji v blizkosti matefské buriky a utvareji mikrokolonie (5—50 bunék) a
kolonie (50 a vice buné€k). Na rozdil od jednobunécnych forem se u kolonii a mikrokolonif

setkavame s ruznorodou strukturou a tvarem (Callieri et al. 2012).

Morfologické znaky, které slouzi ke spravnému zaclenéni pikoplanktonnich sinic do
prislusného taxonu mnohdy nejsou dostatecné zietelné (Komarek et al. 2004; Staley 1997).
Z tohoto diavodu jsou vyuzivany molekularni metody. Standardni pouzivanou metodou je
analyza genu 16S rRNA (Komdrek et al. 2020). Jelikoz se jedna o konzervovany gen, pfi
analyze predev§im sladkovodnich pikoplanktonnich sinic nedocilime pfesnych vysledkt
(Crosbie et al. 2003). Proto, za ucelem presnéjsi analyzy, byly dfive vyuzivany metody na
zakladé DNA fingerprintingu, které pracovaly s méné konzervovanymi geny (Becker et al.
2002; Ernst et al. 2003; Rocap et al. 2002). Nyni jsou pro taxonomické Cclenéni
pikoplanktonnich sinic pouzivany sekvence metagenomt a genomu (Cabello-Yeves et al.
2022; Cabello-Yeves et al. 2021; Cabello-Yeves et al. 2017; Dore et al. 2020; Salazar et al.
2020).

2.2.1  Jednobunécné formy

Taxonomie pikoplanktonnich sinic neni jednoducha, nebot jsou to prokaryotni
fotosyntetizujici organismy, a proto se zde potkavaji dva pfistupy — botanicky (tzv.
Botanicky kod, ICBN) a prokaryotni (Prokaryotni kéd, ICNP). Tak se stalo, ze jsou stejné
organismy taxonomicky fazeny do raznych skupin podle toho, zda se vyskytuji jednotlive

nebo v koloniich. S ndstupem citlivych molekuldrnich metod dochdzi v soucasné dobé



k postupnému sjednoceni (Cabello-Yeves et al. 2022; Komdrek et al. 2020; Salazar et al.
2020).

Pikoplanktonni sinice vyskytujici se ve formé jednotlivych bunék clenime do tfi
zdakladnich rodd — Prochlorococcus, Synechococcus a Cyanobium. S rozvijejicimi se
molekularnimi metodami se toto ¢lenéni méni. Prochlorococcus je striktné motsky a u nas se
nevyskytuje. Synechococcus je motrsky 1 sladkovodni. Jednd se o taxonomicky
problematicky rod, jelikoz se ukazalo, ze je polyfyleticky tzn. jeho zastupci se vyskytuji na
raznych mistech fylogenetického stromu u vzajemné nepifibuznych vétvi, tedy Ze nemaji
spole¢ného predka (Castenholz 2001; Herdman et al. 2001; Komadrek et al. 2020; Salazar et
al. 2020; Waterbury a Rippka 1989). Typovy rod Synechococcus Nigeli (1849) (Rippka a
Cohen-Bazire 1983) je poprvé popsan z bentosu a tfadi se fylogeneticky jinam nez vSechny
pikoplanktonni druhy. Diky jednoduchému tvaru buiiky se vSak tento nazev chybné uziva

pro vétSinu pikoplanktonnich sinic.

Zbyvajici rody nekolonidlnich pikoplanktonnich sinic jsou pouze sladkovodni. Jsou
to rody Synechocystis, Cyanothece, Cyanobacterium a Cyanobium (Jasser a Callieri 2017).
Rod Cyanobium se dale v souCasné dobé rozpada na dalsi rody — Lacustricoccus,
Regnicoccus, Vulcanicoccus, Juxtasynechococcus (Di Cesare et al. 2018; Dore et al. 2020;
Salazar et al. 2020), které ale jeSté nejsou validné popsany podle zadného z taxonomickych
kodi (Komarek et al. 2020). Rod Synechococcus, spoletné srodem Cyanobium a
Prochlorococcus, predstavuji nejlépe charakterizované zdstupce pikoplanktonnich sinic

(Bailey-Watts et al. 1968).

2.2.2 Kolonidlni formy

Kolonidlni pikoplanktonni sinice se nespravné fadi mezi sinice fadu Chroococcales
(Callieri et al. 2012). Mezi nejbéznéjsi pikoplanktonni sinice, které tvoti mikrokolonie (5-50
bun€k) a kolonie (50 a vice bunék) ve sladkych vodich se tadi rody Aphanocapsa,
Aphanothece (Anathece), Chroococcus, Coelosphaerium, Cyanobion, Cyanodictyon,
Merismopedia, Romeria, Snowella a Tetracercus (Jasser a Callieri 2017). Zminéné rody jsou

klasifikovany podle Botanického kédu.

Jednotlivé rody kolonialnich pikoplanktonnich sinic se rozliSuji na zakladé¢ specifické
morfologie bunék v koloniich a jejich uspotfadani. Buiiky uvnitf kolonie mohou byt volné

nebo husté usporadané, mohou tvorit tzv. pseudofilamenty ¢i jiné sitovité struktury. U



nékterych rodd, napt. Snowella, jsou buriky pfichyceny ke slizovitym stonkim, které se

nachazeji ve stfedu kolonie (Callieri et al. 2012).

V soucasné dobé se vSak ukazuje, ze jednobunécné a kolonialni formy
pikoplanktonnich sinic jsou navzdory své odliSné morfologii geneticky identické a vSechny
patii do pfibuznosti rodu Cyanobium (fad Synechococcales, celed Cyanobiaceae) (e.g.

Huber et al. 2017; Komarek et al. 2011).
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Obr. 1: Schéma pikoplanktonnich sinic (Jezberové, nepublikovéano).
A — Synechococcus, B — Cyanobium, C — Prochlorococcus, D — Aphanothece (Anathece)

E — Aphanocapsa, F — Snowella, G — Cyanodictyon, H — Merismopedia

2.3 Vyskyt a dynamika pikoplanktonnich sinic

Pikoplanktonni sinice jsou pocetnymi a vSudypfitomnymi primarnimi producenty jak
ve sladkovodnim, tak motském prostfedi. V mirném podnebném pdsu jsou pikoplanktonni
sinice hojné zastoupeny ve vodnich télesech s riznym stupném trofie. Nalezneme je
v oligotrofnich, mezotrofnich a eutrofnich pifehradnich nadrzich a jezerech. Rovnéz se
vyskytuji v hypertrofnich rybnicich. Jednobunééné formy pikoplanktonnich sinic nalezneme

predev§im ve studenych a hlubokych oligotrofnich vodach. Naopak kolonidlni zastupce



pozorujeme Vv teplych a melkych mezo-eutrofnich vodnich systémech (Callieri et al. 2012;

Huber et al. 2017; Komarkova 2002).

Sezénni vyvoj jednobunécnych pikoplanktonnich sinic je typicky bimoddalni,
s vrcholem na jafe nebo zacatku 1éta a druhym vrcholem na konci 1éta/podzimu. Vrchol na
konci 1éta/podzimu se zaroven shoduje s maximem kolonidlnich pikoplanktonnich sinic
(Jasser a Callieri 2017; Stockner et al. 2000). S timto modelem se setkdvame u velkych,
typicky nezamrzajicich jezer. Dochédzi vSak k vyjimkdm, kdy sezonni vyvoj neni Cisté
bimodalni (Callieri a Piscia 2002; Gaedke a Weisse 1998; Padisak et al. 2003). Velka
mezirocni variabilita dynamiky pikoplanktonnich sinic souvisi s trofickym stavem, ro¢nim
obdobim a vertikdlnim profilem vodniho télesa (Callieri et al. 2012). Jednd se predev§im
o povétrnostni podminky, které zpusobuji rozdilné jarni michani a naslednou stabilizaci
vodniho sloupce (Weisse 1993). V naSich podminkéach nastiva vrchol sezénniho vyvoje
pikoplanktonnich sinic obvykle béhem pozdniho jara/léta. V mélkych eutrofnich,
hypertrofnich nebo dystrofnich jezerech dochdzi k maximdlnimu rozvoji v jarnim obdobi

(Callieri et al. 2012).
3. Vyznam a problematika sinic ve vodarenstvi

3.1 Sinicové kvéty a toxicita

Sinice se bézné vyskytuji v mnoha vodnich ekosystémech. Za pfiznivych podminek
se jejich zvySeny rozvoj, v némz dominuje jeden nebo né€kolik malo druhti, oznacuje jako
sinicovy kvét (Chorus a Bartram 1999). Kvéty sinic jsou povazovany za Skodlivé, pokud
jsou spojeny s negativnimi dopady na zivotni prostiedi, jako je snizeni stability ekosystému,
produkce vysoce toxickych slouCenin (cyanotoxiny) a umrtnost organismu (Chorus 2001).
Silna eutrofizace sladkych vod, z nichz mnohé zahrnuji 1 nadrze s pitnou vodou, zvysila
vyskyt a intenzitu sinicovych kvétd (Sivonen et al. 1990). Pri¢emz, pfiblizné€ 50 % z nich
produkuje toxické metabolity (Codd 1995).

3.1.1 Toxické kokalni kolonialni sinice

Nékteré kolonidlni pikoplanktonni sinice se morfologicky vyrazné podobaji sinici
rodu Microcystis. Rod Microcystis spada do tadu Chrococcales, kam jsou nespravng fazeny i
pikosinicové kolonidlni formy (viz kapitola 2.2.2). Jednd se o nejCastéji se vyskytujici
zastupce sinic napfi¢ svétem, s vyjimkou cirkumpoldrnich oblasti (Komérek 1996).

Jednotlivé buriky jsou casto kulovité nebo sférické, maji primér 2-7 pum a na rozdil od
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pikoplanktonnich sinic obsahuji aerotopy (Lee et al. 2021). Za pfiznivych podminek utvareji
mikroskopické a makroskopické slizové kolonie, které jsou svou morfologii velice podobné
koloniim pikoplanktonnich sinic. Pokud je vodni sloupec stabilni, kolonie plavou a hromadi
se na hladiné. Vytvareji hustou vrstvu, ktera muze pokryvat ¢ast nebo celou hladinu vodniho
télesa. Jestlize jsou kolonie ve vodé rozptyleny a vytvareji shluky, oznacuji se disperznimi
koloniemi neboli vodnimi kvéty (Almanza et al. 2016). Povlak na hladin€ nebo vodni kvét
obvykle vznikaji za podminek, kdy teplota vody pfesdhne 15 °C (Jacoby et al. 2000; Okino
1974; Reynolds et al. 1981). Mnoho zastupct z rodu Microcystis muze produkovat silny
cyanotoxin — tzv. microcystin. Schopnost produkovat toxické sekunddrni metabolity a

dominovat ve vodnich télesech je povazovano za vyznamné riziko ve vodarenském odvétvi.
3.1.2 Cyanotoxiny

Cyanotoxiny jsou sekundarni metabolity produkované sinicemi, které predstavuji
raznorodou skupinu chemickych slou¢enin, jako jsou peptidy, alkaloidy a lipopolysacharidy.
V zavislosti na cilovych organech nebo burikach organismt se cyanotoxiny klasifikuji jako:
hepatotoxiny, neurotoxiny, cytotoxiny a drazdivé latky pro kazi a zazivaci trakt (Briand et al.
2003; Falconer 2008; Kaebernick a Neilan 2006). Uvolfiovani cyanotoxini do okolni vody
muze predstavovat nebezpeci pro zvitata a lidi, ktefi vodu pouzivaji (Carmichael a Falconer
1993; Falconer 1998; Lam et al. 1995), zejména pokud je zdrojem pitné vody (Oberholster et
al. 2004). Cyanotoxiny mohou u lidi zptusobit onemocnéni (Kuiper-Goodman et al. 1999;
Svircev et al. 2009), a pfi expozici hemodialyzou dokonce smrt (Jochimsen et al. 1998;

Pouria et al. 1998).

3.2 Pikoplanktonni sinice ve vodarenstvi

Toxicita pikoplanktonnich sinic byla dlouho pfehlizena, nicméné s nartstajicimi
znalostmi o produkci cyanotoxind pfibyvaji studie, které toto tvrzeni podporuji. Jedny
z prvnich byly vyzkumy Ambrozové (2006) a Bldhy a Marsalka (1999), které se zmifiuji o
pfipadné tvorbé sekundarnich metabolitl pikoplanktonnimi sinicemi. V roce 2021 byla
publikovana studie, kterd potvrdila vySe uvedené tvrzeni. Pikoplanktonni sinice, v tomto
ptipadé Synechoccocus sp., mohou produkovat cyanotoxiny a anatoxiny, pfi¢emz
monitorovaci pristroje nejsou obvykle piili§ presné a prokazat tak toxicitu neni snadné (Gin

et al. 2021). Jelikoz se jednd o organismy, které se vyskytuji ve vSech vodnich



ekosystémech, vcetné nadrzi se zasobni funkci, 1ze povazovat produkci toxickych latek

témito organismy za potenciondlni riziko.

V piipadé€ pikoplanktonnich sinic se setkavame s problémem, kdy bézné tprava pitné
vody nedosahuje pozadovaného efektu. Jelikoz se jedna o velice drobné organismy s pevnou
bunécnou sténou, pikoplanktonni sinice jsou odolné vici béznym metodam upravy vody a
jsou schopny proniknout hloubgji do filtraénich systéma (Ambrozova 2000). Bézné
nachazime za piskovymi filtry vitalni zivotaschopné buiky (Jezberova, nepublikovano).
S tim souvisi, kromé jiz zminéné toxicity, ptipadné riziko ucpavani filtr, podpora rozvoje
mikrobialni smyc¢ky ¢i produkce geosmini (nepfijemného zapachu pitné vody) (Ambrozova

2006).

Vodarenské nadrze zajistujici zdsobni funkci podléhaji pfisnému monitoringu a
hodnocenf stavu kvality vody. Laboratofe ipravny vody jsou pravidelné kontrolovany Statni
hygienickou stanici. Jednou z hlavnich disciplin kontroly fytoplanktonu v surové vodé a
vybirani vhodnych odbérovych oken v nadrzi je stanoveni koncentrace chlorofylu-a a
kvantifikace ptitomnych fotosyntetickych organismt. V pfipad€ hojnosti kolonialnich forem
pikoplanktonnich sinic nastava problém jejich kvantifikace. V mnoha ptipadech jsou hlavné
kolonidlni formy pikoplanktonnich sinic béznymi mikroskopickymi metodami nepocitatelné,

je potieba specialni fluorescenéni mikroskop a veliké zvétSeni.

4.  Analytické metody

Presna identifikace a urCeni koncentrace sinic hraje dulezitou roli pro spravu vodniho
hospodarstvi. Metody identifikace a stanoveni poctu buné€k sinic jsou proto nezbytnou
soucasti monitoringu kvality vody. V soucasné dob¢ je k dispozici fada piimych a nepiimych

analytickych metod (Jin et al. 2018).

4.1 Piimé analytické metody

Nejcasteji vyuzivanou metodou identifikace a stanoveni poctu bunék v ramci
monitoringu a hodnoceni stavu vod je pifima mikroskopickd metoda s pouzitim pocitaci
komurky nebo filtru. Pfi aplikaci této metody, predevsim pii hodnoceni piirodniho vzorku,
se v8ak vyskytuji komplikace souvisejici se slabym kontrastem bunék vici pozadi, vysokou
druhovou rozmanitosti, promeénlivou morfologii jednotlivych buné€k a komplexnosti

bunéénych agregatii nebo kolonii (Jin et al. 2018). Obvykle se jednobunécné druhy pocitaji



pfimo a uvadéji se jako pocet bunek na jednotku objemu, zatimco kolonialni druhy se pred

pocitanim dezintegruji (Box 1981).
4.2 Nepiimé analytické metody

K odhadu koncentrace buné¢k sinic ve vodé byly vyvinuty také nepifimé kvantifikacni
metody, jako je pratokova cytometrie (Marie et al. 2005), imunofluorescencni
mikroskopické testy s protilaitkami (Vrieling a Anderson 1996), detekce fluorescencnich
fragmentd pomoci PCR (Bolch 2001), qPCR (Al-Tebrineh et al. 2012; Popels et al. 2003),
molekularni sondy vyuzivajici sendvicovou hybridizaci (Scholin et al. 1996) a fluorescence
in situ (Glockner et al. 1996). Tyto metody vsak ¢asto vyzaduji vybaveni, které se v béznych
laboratofich na kontrolu vody nevyskytuje. Rovnéz pratokova cytometrie neni vzdy
dostate¢né presnd, aby odlisila buriky od jinych Castic ve vodni matrici. Neptfimé metody
zalozené na fluorescenci fotosyntetickych pigmentd, zejména chlorofylu-a, nejsou specifické
pro sledované buriky, a proto mohou vést k nespravnému vysledku (McQuaid et al. 2011;

Orozco a Medlin 2013; Zamyadi et al. 2016).

4.2.1 Metoda analyzy obrazu

Metoda analyzy obrazu spada mezi nepiimé analytické metody. Na rozdil od
predeslych metod piedstavuje efektivni a vramci potfebného vybaveni levny zpusob
monitorovani kvality vody. Analyza obrazu je obecné definovana jako ziskavani informaci
z obrazu (Glasbey a Horgan 1997). Zahrnuje hardwarové vybaveni (naptf. mikroskop,
digitdlni kamera, pocitaC, pamétové zafizeni a piipadn€ motorizovany stolek) a software.
Pocitaovy software je ¢lenény do nekolika fazi: akvizice obrazu, korekce vad, vylepSeni,

segmentace, bindrni zpracovani a stanoveni parametrti (Russ 2006).
4.2.1.1 Akvizice obrazu

V ramci této metody se setkdvame se dvéma typy snimkul; jednoduchymi, kde jsou
objekty zajmu dobfe viditelné a snimky slozitymi, kde jsou objekty zajmu Spatné
rozpoznatelné. Obvykly postup spoc¢iva ve snaze prevést obtizné snimky na ty jednoduché, a

to zdokonalenim prepardtu nebo pomoci zpracovéani obrazu (Russ 2000).
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4.2.1.2 Vylepseni obrazu

Zpracovani obrazu se pouziva za ucelem zlepSeni vizualniho vzhledu a pfipravy
snimku na stanoveni parametrl a struktur objektu. Ugelem operaci vylepsujicich obraz je
zvysit viditelnost urCitych aspekti nebo slozek, i kdyz obvykle na tkor jinych, jejichz

viditelnost je snizena (Russ 2006).
4.2.1.3 Segmentace

Segmentace je proces rozdéleni obrazu na jednotlivé oblasti, které odpovidaji
objektim nebo prvkim zdjmu. V nejjednodussim piipadé 1ze obraz segmentovat pouze na
dvé oblasti, a to na oblast objektu a oblast pozadi, pficemz odpovidajici pixely se vyselektuji
automaticky pomoci analyzy histogramu, kterd urCuje, zda se jednd o objekt nebo oblast
pozadi, poloautomaticky s manualni korekci nebo manualn€. Konecnym vysledkem je

binarni obraz (Russ 2006).
4.2.1.4 Binarni zpracovani

Cilem zpracovani binarnich obrazii je ziskat bindrni obraz, ktery pokud mozno
nejlépe charakterizuje zajmové rysy toho puvodniho. Operace zpracovani se déli bud na
morfologické, které upravuji jednotlivé pixely nebo operace pro kombinovéani obrazu (Russ

2006).
4.2.1.5 Stanoveni parametra

Findlni fazi analyzy je extrakce kvantitativnich informaci z bindrniho obrazu.
V ramci softwaru existuje mnoho zpusobu, jak popsat jeho vlastnosti. Témi nejbéznéjsimi je

velikost, tvar a poloha objektu (Russ 2006).

Cile a hypotézy

Cilem mé diplomové prace je vyvinout metodiku pro kvantifikaci kolonidlnich
pikoplanktonnich sinic a jejich zafazeni do funk¢nich a morfologickych skupin na zakladé

mikroskopické metody v kombinaci s analyzou obrazu.

Dal§im cilem je kvantifikace a zafazeni kolonialnich pikoplanktonnich sinic do

funkc¢nich a morfologickych skupin v ptirodnich vzorcich fytoplanktonu z riznych lokalit.
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e H;: Hustota bunek v koloniich stejného typu se mezi jednotlivymi koloniemi nelisi, a
to ani mezi koloniemi pochdzejicimi z riznych lokalit.

e H,: Nadrze a rybniky se lisi v relativnim zastoupeni a pocetnosti (poctu kolonii na
mililitr) jednotlivych typt kolonii a v jejich velikosti (po¢tu buné€k a plochy (objemu)

kolonie).

Materialy a metody
5. Vyvoj semi-automatické metody

5.1 Pftiprava vzorku

Jednalo se o pfirodni vzorky, které obsahovaly vyssi koncentraci kolonidlnich
pikoplanktonnich sinic fixované roztokem formaldehydu (2 %). Ten dobfe zachoval tvar i
vnitini strukturu protoplastu. Vzorky byly umistény v chladici mistnosti s vhodnymi
podminkami, tedy konstantni teplotou 4 °C. Lokality, ze kterych jednotlivé vzorky
pochizely, byly jezera (Majcz, Milada a Most), vodni nadrze (Landstejn, Vrchlice, Zlutice,
Slapy a Altenberg) a rybniky (Kuc, Vydymag, Samonicky Dolni, Buchhammer, Hiry—ndves,
Rod a Vodiany (RY)).

Samotna piiprava vzorkid byla provadéna v digestofi s pomoci filtrani aparatury. Do
pfipravené filtraéni aparatury byl vlozen Cerny polykarbondtovy filtr (Nucleopore filtr 20
mm; porozita 0,2 um) a mikropipetou (Finnpipette 4500) preneseny 2 ml ptirodniho vzorku
vody (fixovaného formaldehydem na 2% findlni koncentraci), do kterého bylo nasledné
napipetovano 50 um fluorescencniho barviva DAPI  ((4°,6—diamidin—2—fenylindol
dihydrochlorid)), které se pevné vaze na AT bohaté oblasti v DNA. Pro spravné navdzani
fluorescencniho barviva na DNA pikoplanktonnich sinic byl vzorek v klidovém rezimu po
dobu tfi minut. Jakmile doslo k pevnému navazani fluorescencniho barviva, vzorek byl za
pomoci kompresoru piefiltrovan. Membranovy filtr se vzorkem byl nasledné presunut na
podlozni skli¢ko, které bylo pro lepsi pfilnavost zakapnuto imerznim olejem. Poslednim
krokem bylo zakdpnuti samotného membrinového filtru imerznim olejem a pfilozenim

kryciho sklicka. Timto zptisobem byly vytvoreny preparaty pro nasledujici zkoumand.
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5.2 Prace s hardwarem

Dal§im krokem v realizaci prvni ¢asti vyzkumu bylo vytvoreni dostatecného mnozstvi
reprezentativnich snimkd jednoduchych dvojrozmérnych a kompaktnich trojrozmérnych

kolonii pikoplanktonnich sinic.

5.2.1 Dvojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic

Preparaty s jednotlivymi vzorky byly postupné zpracovdny na fluorescenénim
mikroskopu (Olympus BX60). Fluorescencni mikroskop byl vybaven digitdlni kamerou
(Jenoptik), kterd byla pro rychly pfenos pofizenych snimkl pfipojena k pocitaci. Kolonie
byly, za pouziti imerzniho oleje, pozorovany okuldarem (Olympus WH10X/22) a objektivem
(Olympus UplanApo, 100x/1,35 Oil Iris), vyfoceny a nasledné ulozeny do pocitace pomoci
programu NIS Elements (verze 4.60.00). Timto zptsobem bylo vytvoieno nékolik desitek
snimkt (ve formatu tif) jednoduchych kolonii pikoplanktonnich sinic, které se lisily jak svou

strukturou, tak velikosti a tvarem jednotlivych bunék.

5.2.2  Trojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic

Kromé jednoduchych kolonii, kde se jednotlivé bunky nepiekryvaji a jsou jasné
rozpoznatelné, jsem se vrdmci mého vyzkumu zabyval i kompaktnimi trojrozmérnymi
koloniemi pikoplanktonnich sinic. K pofizeni snimkti téchto kolonii byl pouzit automaticky
fluorescenéni mikroskop (Nikon Eclipse 90i) s motorizovanym Z-posuvem (ostfenim),
opatfeny automatickym pohyblivym pracovnim stolkem. Fluorescen¢ni mikroskop byl
vybaven digitdlni kamerou (Andor Clara), ktera byla pfipojena k pocitaci. Jelikoz se jednalo
o strukturné slozitéjsi typ kolonii, bylo zapotfebi realizovat akvizici obrazu v nékolika po
sobé jdoucich krocich. Kompaktni kolonie byla zaostfena do své spodni Casti a nasledné
vrcholu pomoci okuldru (Nikon CFI 10x/22) a objektivu (Nikon Plan Apo, 100x/1,40 Oil
Iris). V programu NIS Elements (verze 5.11.00) nasledovalo oznaceni zjisténé spodni Casti
kompaktni kolonie, jejtho vrcholu a spuSténi automatickému snimani obrazu, tzv. Z-
stacking. Vyska, o ktery se pracovni stolek pifi automatickém snimani posunul byla
nastavena na hodnotu 0,6 um. Vysledkem téchto krok(i byl soubor (ve formatu nd2)
obsahujici sekvenci jednotlivych snimkd, které dohromady vytvorily celkovy obraz

kompaktni kolonie pikoplanktonnich sinic.
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5.3 Prace se softwarem

5.3.1 Kategorie pro koloniélni pikoplanktonni sinice

Podle miry hustoty jednotlivych bunék, které tvofily sledovanou kolonii nebo struktury
samotné kolonie bylo mozno vSechny sledované kolonie rozd¢lit celkem do Sesti kategorii
zalozenych na morfologickych popisech kolonidlnich pikoplanktonnich sinic z publikace
Komarek a Anagnostidis (1998). Zptsob, kterym kategorie byly vytvoreny, se zaklddal na
pozorovani jednotlivych kolonii. K jejich vytvoreni bylo zapotfebi pouze to, jak kolonie

vypadala neboli jeji morfologie. Kategorie a jejich charakteristika byly nasledujici:

e Aphanothece 1 (APT1) — Dvojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic ve slizové
kolonii, kde se jednotlivé buiiky vyskytovaly daleko od sebe (Obr. 2A).

e Aphanothece 2 (APT2) — Dvojrozmémé kolonie pikoplanktonnich sinic, ve
kterych se jednotlivé buriky nachézely v té€sné blizkosti (Obr. 2B).

e Aphanothece 3 (APT3) — Trojrozmérné kompaktni kolonie pikoplanktonnich
sinic, ve kterych byly jednotlivé butiky nahusténé pies sebe (Obr. 2C).

e Merismopedia (MER) - Dvojrozmérmé kolonie pikoplanktonnich sinic
s charakteristickou strukturou po Ctyfech buiikach. Jednotlivé buiky se délily
pouze ve dvou smérech a vytvarely specifickou mfizku (Obr. 2D).

e Cyanodictyon 1 (CYN1) — Dvojrozmémé kolonie pikoplanktonnich sinic ve
slizové kolonii, které se skladaly z po sobé jdoucich jednotlivych bunék — tzv.
fetizkové kolonie. Jednotlivé buiky, které tvofily fetizkovou kolonii byly
v prostoru volné (Obr. 2E).

e Cyanodictyon 2 (CYN2) — Dvojrozmémé kolonie pikoplanktonnich sinice ve
slizové kolonii, které se sklddaly z po sobé jdoucich jednotlivych bunék — tzv.
fetizkové kolonie. V tomto piripadé byly vSak jednotlivé buiky v tésné blizkosti

(Obr. 2F).
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Obr. 2: Piiklady kolonii pikoplanktonnich sinic pro jednotlivé kategorie (A — APT1, B —
APT2, C - APT3,D - MER, E — CYNI1, F - CYN2; zvétseni 1000x).

5.4 Analyza obrazu

Potizené snimky kolonialnich pikoplanktonnich sinic byly analyzovdny v programu
NIS Elements (verze 5.11.00). Ugelem analyzy dil&ich kolonii bylo generovani potfebnych
dat, jejichz ziskani bylo béznymi metodami zdlouhavé, Casto i neproveditelné. Data byla
zaznamendna do tabulek v programu Excel. Vystupni data ziskand analyzou obrazu byla

nasledujici:
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e plocha/objem kolonie pikoplanktonnich sinic
e pocet jednotlivych bunék tvorici sledovanou kolonii

e velikost a tvar jednotlivych bunék tvotici sledovanou kolonii

5.4.1 Makro pro dvojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic

Pro dvojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic bylo vytvofeno jedno makro, viz
obrazek v seznamu pfiloh (Obr. P1). Jakmile byl v programu NIS Elements (verze 5.11.00)
otevien snimek s dvojrozmeérnou kolonii pikoplanktonnich sinic (kat. APT1, APT2, CYNI,
CYN2, MER), doslo k nastaveni makra pomoci funkce SelectObjectFeature. Na zaklad¢
této funkce byly zvoleny ndsledujici parametry: Area, Perimeter, Elongation, Circularity,

Convexity, MaxFeret a MinFeret.

Vizudlni stranka snimku s dvojrozmémou kolonii pikoplanktonnich sinic byla poté
pomoci funkce Contrast vylepSena pro zjednoduseni nasledujicich krokt. Nasledovala
funkce Spot-detection, ktera pracuje na zakladé segmentace obrazu. Vysledkem této funkce
bylo rozdéleni obrazu na oblasti objektu a oblast pozadi. Jelikoz se v mnoha piipadech
sledované kolonie na snimcich nevyskytovaly samostatn€, byly zapotiebi funkce
MeasFrame a ImageEdit. Prvni z téchto funkci vygenerovala ramecek, s jehoz pomoci bylo
mozné ohranicCit oblast objektu. Druhd funkce slouzila k finalni Upravé samotné kolonie.
Timto zptsobem vznikl binarni obraz, diky kterému bylo mozné urcit pocet jednotlivych

bunék, které tvorily sledovanou kolonii.
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Obr. 3: Postup pro ziskani poctu bunék pikoplanktonnich sinic ve dvojrozmérné kolonii (A
— origindlni obraz, B — obraz upraven funkci Contrast, C — segmentace obrazu funkci Spot-

detection, D — ohraniCeni objektu funkci MeasFrame a findln{ tprava; zvétSeni 1000x).

Poté, co byl pocet bunék zapsan do excelové tabulky, nasledovalo urCeni plochy
kolonie pikoplanktonnich sinic. K tomu poslouzily dvé na sobé zavislé funkce. Prvni z nich
byla matematicko-morfologickd funkce Close. Funkce Close je dilatace nédsledovand erozi,
takze velikost objektd nebyla vyznamné ovlivnéna. Druhou funkci byl Convex Hull. Diky
témto dvou funkcim bylo mozné urcit plochu sledované kolonie a jeji konvexnost. Zjisténé

hodnoty byly zapsdny do excelové tabulky.
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Obr. 4: Postup pro ziskani plochy dvojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic (A — ur¢eni

konvexnosti kolonie funkci Close, B —uréeni plochy funkci Convex Hull; zvétseni 1000x).

Poslednimi parametry, které byly nutné urcit, byla velikost a tvar jednotlivych bunék.
Dosavadni binarni obraz byl smazdn a nahrazen novym. V tomto pfipadé vSak nebyla
pouzita funkce spot-detection, nybrz funkce DefineTreshold. Tato funkce rozd¢lila oblast
objektu od oblasti pozadi vcelku, na rozdil od funkce spot-detection. Vznikly tak bindrni
objekty, které presné kopirovaly tvar dil¢ich bunék. Binarni obraz byl opét za pomoci funkci
MeasFrame a ImageEdit ohraniCen a upraven. Upraveny obraz s vybranymi zastupci bunék

pikoplanktonnich sinic byl zméten. Velikost a tvar bunek byl zapsan do excelové tabulky.

Obr. 5: Postup pro ziskani jednotlivych parametri bunék pikoplanktonnich sinic ve
dvojrozmérné kolonii (A — segmentace obrazu funkci DefineTreshold, B — ohraniceni a

findlni dprava obrazu funkcemi MeasFrame a ImageEdit; zvétSeni 1000x).
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5.4.2 Trojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic

Makra pro trojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic (kat. APT3) byla vytvorena
dvé. Prvni makro bylo vytvoreno za ucelem ziskani poctu bunék (Obr. P2). Druhé makro
meélo za cil ziskat hlavni parametry jednotlivych bun€k, které tvofili sledovanou kolonii
(Obr. P3). Vtomto pfipadé byly parametry, nastavené funkci SelectObjectFeature,

nasledujici: Area, Perimeter, Elongation, Circularity, MaxFeret a MinFeret.

Na rozdil od dvojrozmémého typu kolonii, v§ak bylo zapotiebi postup k ziskani
objemu kolonie a poCtu bunek pozménit. Divodem této zmény byla rozmeérove slozitéjsi

struktura sledovanych kolonii.

5.4.2.1 Prvni makro — pocet bunék a plocha kolonie

Soubor obsahujici sekvence snimki, které dohromady tvorily sledovanou kolonii
v prostoru byl otevien v programu. Zatimco u makra pro dvojrozmérné kolonie nebylo
zapotiebi ménit mezi dil¢imi snimky, zde bylo potfeba zacit od prvniho snimku. Nasledné
byl vylepSen obraz funkci LUTS, kterd zvysila kontrast sledovanych objektd. K rozdéleni
oblasti objektu od oblasti pozadi byla vyuzita funkce Spot-detection. V ramci této funkce
bylo pro spravné fungovani dalezité vybrat moznost pouziti jen na aktualni snimek. Stejné
jako tomu bylo u pfedeslého makra pro dvojrozmérmé kolonie, k ohraniceni oblasti objektu
byl vyuzit ramecek vygenerovany funkci MeasFrame. Jakmile byl vytvofen binarni obraz,
bylo pouzito nékolik na sebe navazujicich funkci — BinaryOperations, Expand a
MoreBinaries. Zakladem téchto funkci je prace s referenénimi snimky. Z prvniho snimku
sekvence byla vytvorena prvni referencni vrstva bindrniho obrazu. Poté byl zvolen druhy
snimek, ktery byl ulozen jako druhé referencni vrstva. Buiky se shodujicim se mistem
vyskytu z prvniho referencniho snimku byly na druhém snimku odecteny. Diky témto na
sebe navazujicim funkcim byl ziskdn pocet pouze téch bun€k pikoplanktonnich sinic, které
se nepiekryvaly. Nasledovalo smazani obou referencnich vrstev, vytvoreni referen¢nich
vrstev novych z druhého a tfetiho snimku a odeCteni bunek se shodujicim se mistem
vyskytu. Tento postup byl opakovan na celé sekvenci snimka, diky némuz bylo mozné ziskat
a zapsat do excelové tabulky data urCujici pocet jednotlivych bunék v kompaktni

trojrozmérné kolonii.
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Obr. 6: Postup pro ziskani poctu bunek pikoplanktonnich sinic v trojrozmérné kolonii (A —
segmentace obrazu funkci Spot-detection, (B—-E) — jednotlivé vrstvy s neptekryvajicimi se
bunkami zpracovany funkcemi BinaryOperations, Expand a MoreBinaries, zvétSeni

1000x).

V ptipadé trojrozmérnych kolonii pikoplanktonnich sinic se misto plochy kolonie,
jako tomu bylo u dvojrozmérného typu kolonii, zjistoval jejich objem. Jelikoz program NIS
Elements (verze 5.11.00) nedisponoval zadnou funkci, kterd by spolehlivé tento parametr
urCila, bylo zapotiebi délku a S§itku sledované kolonie zméfit rucné pomoci funkce
Measurelenght a dile pracovat s programem Excel. Schazejici parametr, vyska kolonie,
odpovidal souctu mezer mezi vrstvami, které spolecné tvofily obraz kompaktni kolonie.
V tomto piipad€ Cinil rozdil mezi jednotlivymi vrstvami 0,6 um. Jakmile byly zjistény
vSechny potiebné hodnoty os sledované kolonie, v programu Excel byl vypocitan jeji objem.

K tomu byl pouzit vzorec na objem elipsoidu.
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Obr. 7: Méfeni délky a Sitky trojrozmérné kolonie funkci MeasureLenght (zvétSeni 1000x).

5.4.2.2 Druhé makro — parametry jednotlivych bun¢k

Soubor, ktery obsahoval sekvence snimkil byl otevien v programu NIS Elements
(verze 5.11.00). Pii urCovani velikosti a tvaru jednotlivych bunék, které tvotily kompaktni
trojrozmérnou kolonii se postupovalo podobné jako u dvojrozmérnych kolonii. Jedinym
rozdilem v postupu byl vybér vhodného snimku ze sekvence, na kterém se nachazeli zietelné
oddélené burky. Jakmile byl snimek vybran, dosavadni bindrni obraz byl smazan a nahrazen
binarnim obrazem vytvofenym funkci DefineTreshold. Nasledovalo ohrani¢eni a tprava,
stejné jako u dvojrozmémych kolonii, pomoci funkci MeasFrame a ImageEdit. Nové

vznikly binarni obraz byl zméfen a zjisténé hodnoty byly zapsany do excelové tabulky.
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Obr. 8: Postup pro ziskani jednotlivych parametri buné€k pikoplanktonnich sinic v
trojrozmérné kolonii (A — segmentace obrazu funkci DefineTreshold, B — ohraniCeni a

tprava objektd funkcemi MeasFrame a ImageEdit; zvétSeni 1000x).

5.5 Analyza dat

Data ziskand z programu NIS Elements byla prubézné zapisovana do vytvorené
tabulky v programu Excel. Pro kazdou z Sesti kategorii bylo zanalyzovano zhruba sto
kolonii. Jednotlivé kolonie pikoplanktonnich sinic byly do kategorii zafazeny na zakladé
jejich morfologie, pfedevSim na mife hustoty jejich bunék. Za timto ucelem byl vytvoren

faktor hustoty pro dvojrozmérné a trojrozmeérné kolonie pikoplanktonnich sinic.

Faktor hustoty byl stanoven jako podil poctu bunék, které se nachazely v kolonii a jeji
plocha, ptipadné objem. Vysledna hodnota udéavala mnozstvi bun€k na jednotku plochy nebo
objemu (um? nebo um?). Timto zpiisobem byly viechny kolonie zanalyzovany a nésledné
zafazeny do vytvorenych kategorii. Hrani¢ni hodnota hustoty mezi kategoriemi APT1 a
APT?2 byla stanovena na 0,2 bunék/um?®. Z toho vyplynulo, 7e do kategorie APT1 byly
zafazeny kolonie s faktorem hustoty, ktery byl mensi nebo roven 0,2 bundk/um?, a naopak
do kategorie APT2 byly zatazeny kolonie s faktorem hustoty vétsim nez 0,2 bundk/um?.
Stejnym zpusobem, jako tomu bylo u predeslych dvou kategorii, byla vytvorena hranicni
hodnota hustoty mezi kategoriemi CYN1 a CYN2. V tomto pfipadé byla hodnota hustoty
stanovena na 0,1 bunék/um?. Do kategorie CYN1 byly zafazeny kolonie s faktorem hustoty
mensim nebo rovnym 0,1 bundk/um® a do kategorie CYN2 kolonie s faktorem hustoty

vétsim nez hrani¢ni hodnota hustoty. Pro zbylé dvé kategorie nebylo zapottebi uvazovat o
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hrani¢nich hodnotach hustoty, jelikoz se zde vyskytovaly kolonie pikoplanktonnich sinic se
specifickou a nezameénitelnou morfologii. V pfipadé kategorie APT3 to byly trojrozmérné
kompaktni kolonie s na sobé nahusténymi burikami a v ramci kategorie MER zase kolonie,

které tvotily specifickou mtizku.

Poslednim krokem v analyzovéni ziskanych dat bylo vytvofeni faktoru hustoty pro
kazdou z Sesti kategorii. Ktomu byly vyuzity jiz zjiS§téné hodnoty hustot bunék, které
spole¢né tvotily kolonie. Hodnota celkového faktoru hustoty byla stanovena jako pramér

vSech hodnot hustot, které se v dané kategorii nachazely.
6. Aplikace semi-automatické metody

6.1 Priprava vzorka

V druhé castt mého vyzkumu byly pouzity pfirodni vzorky s fytoplanktonem
zafixované dvouprocentnim roztokem formaldehydu. Stejné jako tomu bylo u predeslych
vzorkll 1 vtomto piipadé byly ulozeny v chladici mistnosti s konstantni teplotou 4 °C.

Lokality, ze kterych jednotlivé vzorky pochéazely a datumy odbéru byly nésledujici:

e vodni nadrz Landstejn — 30.7. 2020
e vodni nadrz Slapy — 11.8. 2020

e vodni nadrz Zlutice — 11.8. 2020

e jezero Majcz — 1.9. 2020

e jezero Kuc —1.9. 2020

e vodni nadrz Landstejn — 10.9. 2020
e rybnik Samonicky Dolni — 15.9. 2020
e rybnik Buchhammer — 15.9. 2020

e rybnik Hiry-naves — 30.9. 2020

e rybnik Vydymac — 30.9. 2020

e rybnik Mrhal —30.9. 2020

¢ rybnik Puncocha —30.9. 2020

Priprava vzorkil probéhla v digestofi s filtracni aparaturou. K pfeneseni vzorku do
filtracni aparatury byla pouzita mikropipeta (Finnpipette 4500), kterd byla nastavena na
pozadovany objem. Velikost objemu jednotlivych pfirodnich vzorka byla urcena na zakladé

hustoty fytoplanktonu (Tab. 1). Nasledovalo pfidani 50 pm fluorescenc¢niho barviva DAPL
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Poté byl vzorek nechan tfi minuty bez zasahu za ucelem spravného navazani fluorescencniho
barviva na AT bohaté oblasti DNA bunék pikoplanktonnich sinic. Po tfech minutach byl
pfirodni vzorek s pfidanym fluorescencnim barvivem za pomoci kompresoru prefiltrovan.
Jako porézni prepazka byly zvoleny Cerné polykarbonové membranové filtry (Nuclepore) o
pruméru 20 mm a velikosti péru 0,2 pm. Poslednim krokem v pfipravé bylo zakapnuti
podlozniho sklicka imerznim olejem, pfeneseni membranového filtru s filtracnim kolaCem,
zakdpnuti samotného membrinového filtru imerznim olejem, a nakonec pfilozeni kryciho
sklicka. Timto zpisobem bylo vytvofeno 12 preparati, které obsahovaly vzorky z vyse
uvedenych lokalit.

Na zakladé chemismu vody byly lokality rozdéleny do dvou skupin: nadrze a rybniky.
Skupina ,nadrze“ zahrnovala oligotrofni a mesotrofni vodni nadrze a jezera s vétsi
pruhlednosti vody 1,6-5,8 m, zatimco skupina ,rybniky* zahrnovala hypertrofni rybniky
s pruhlednosti 0,2-0,6 m.

Tab. 1: Velikost objemu jednotlivych pfirodnich vzorkd.

Lokalita Objem | Lokalita Objem | Lokalita Objem
Kuc I ml |Majcz 3ml |HuOry-naves 5 ml
Landstejn (1) 1 ml |Puncocha 3ml |Mrhal 5 ml
Vydymac I ml |Buchhammer Sml |Slapy 5 ml
Samonicky Dolni 1 ml |Zlutice 5ml |Landstejn (2) Sml

6.2 Prace s hardwarem

Nasledujicim krokem bylo pfeneseni zivého obrazu do digitalni podoby. Pro kazdy
z 12 vzorkt bylo vytvofeno cca 50 snimkud, na kterych se nachazely typové rtznorodé

kolonie pikoplanktonnich sinic.

6.2.1 Dvojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic

Pfipravené preparaty byly postupné vkladany na pracovni stolek fluorescencniho
mikroskopu (Olympus BX60), ktery byl vybaven digitdlni kamerou (Jenoptik). Kolonie
byly, za pouziti imerzniho oleje, pozorovany okularem (Olympus WH10X/22) a objektivem
(Olympus UplanApo, 100x/1,35 Oil Iris), vyfoceny a nasledn€ ulozeny do pocitace pomoci

programu NIS Elements (verze 4.60.00). Manipulace s pracovnim stolkem, tedy i se
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samotnym preparatem meéla urcita pravidla. Zpusob manipulace spocival v urCeni bodu,
odkud bude s prepardtem posouvdno. V mém piipadé byl pocatecni bod uren jako horni
okraj membranového filtru. Nasledoval pohyb smérem k dolnimu okraji membranového
filtru. Jakmile doslo k dosazeni dolniho okraje, pracovni stolek byl posunut o délku zorného
pole doprava a postup se opakoval smérem k hornimu okraji. Vysledkem byl prozkoumany
pas membranového filtru o znamé velikosti plochy. Timto zplisobem byly pofizeny snimky
dvojrozmérnych kolonii pikoplanktonnich sinic ve vSech pfirodnich vzorcich z jmenovanych

lokalit.

6.2.2 Trojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic

Kompaktni kolonie pikoplanktonnich sinic byly zpracovdny na fluorescenénim
mikroskopu (Nikon Eclipse 90i), ktery byl vybaven automatickym pohyblivym pracovnim
stolkem a digitdlni kamerou (Andor Clara). Kompaktni kolonie byla zaostfena do své spodni
¢asti a nasledne vrcholu pomoci okularu (Nikon CFI 10x/22) a objektivu (Nikon Plan Apo,
100x/1,40 Oil Iris). Obe casti byly oznaceny v programu NIS Elements (verze 5.11.00).
V programu bylo spusténo automatické snimani, tzv. Z-stacking. Mezera mezi snimanymi
vrstvami kolonie byla nastavena na hodnotu 0,6 um. Manipulace s pracovnim stolkem byla
stejna jako u akvizice obrazu dvojrozmérnych kolonii pikoplanktonnich sinic (viz vySe).
Vychozim bodem byl zvolen horni okraj membranového filtru. Nasledoval pohyb smérem ke
spodnimu okraji. Poté, co byl dosazen spodni okraj, pracovni stolek byl posunut o délku
zorného pole doprava a postup se opakoval smérem k hornimu okraji. Vysledkem byl urcity
pocet prozkoumanych past membranového filtru o znamé velikosti plochy. Timto zptisobem
byly vytvoreny soubory (ve formdtu nd2) se snimky trojrozmérnych kolonii

pikoplanktonnich sinic ve vSech pfirodnich vzorcich z jmenovanych lokalit.
6.3 Prace se softwarem

6.3.1 Analyza obrazu

Poftizené snimky kolonii z danych lokalit byly zpracovany v programu NIS Elements
(5.11.00). Snimky dvojrozmérmych a trojrozmérnych kolonii pikoplanktonnich sinic byly
zanalyzovany semi-automatickou metodou, kterd byla v rdmci prvni ¢asti vyzkumu pro oba
typy kolonii vytvofena. Zjisténé hodnoty poctd bunék, ploch kolonii, velikost a tvar
jednotlivych bunék byly zaznamenéany do excelové tabulky.
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6.3.2 Analyza dat

Data ziskand analyzou obrazu byla ddle hodnocena v programu Excel. Zaroven se
zapisovanim dat ziskanych analyzou obrazu byly jednotlivé kolonie pikoplanktonnich sinic
ttizeny do vytvorenych kategorii (kat. APT1, APT2, APT3, CYN1, CYN2, MER). Celkovy
pocet kolonii, v ramci kazdé kategorie, byl vypocten pomoci faktoru. Hodnota faktoru (76,5)
byla urena podilem plochy filtraéniho kolade (314 mm?) a plochy pésu (4,1 mm?) neboli
zorného pole. Vysledkem byl pocet kolonii pikoplanktonnich sinic, ktery se nachazel
vobjemu vzorku o velikosti 1 ml. Timto zpisobem byly ziskany pocty kolonii

v jednotlivych kategoriich napfi¢ v§emi lokalitami.
7.  Statistika

Veskera data byla statisticky vyhodnocena v programu GraphPad Prism (verze 9.4.1).
Uvnitt kazdé z Sesti kategorii byly hodnoty, které odpovidaly mnozstvi bunek zjisténému
analyzou obrazu a mnozstvi bunék dopocitané pomoci vytvoreného faktoru hustoty
statisticky vyhodnoceny funkci linedrni regrese. V pfipad€é porovnani lokalit, ze kterych
pochazely kolonie pikoplanktonnich sinic byla téz vyuzita analyza rozptylu (jednofaktorova
ANOVA). V ramci analyzy fytoplanktonu v pfirodnich vzorcich z nadrzi a rybnika byl ke

statistickému ovérfeni pouzit Welchtv t-test.

Vysledky
8.  Vyvoj semi-automatické metody

Snimky kolonii byly upraveny a analyzovdny v nékolika krocich, které dohromady
vytvorily semi-automatickou metodu neboli makro. Makra pro dvojrozmérné a trojrozmérné
kolonie pikoplanktonnich sinic byla v souborech typu .mac vlozena do ptilohy. Pro kategorie
APT1, APT2, APT3, MER, CYN1 a CYN2 byly na zakladé analyzy dat vytvoreny faktory
hustoty.

8.1 Kategorie APT1

V kategorii APT1 bylo zanalyzovano 93 kolonii z deseti ruznych lokalit. Zastoupeni
koloniemi pikoplanktonnich sinic v danych lokalitach v§ak nebylo shodné. Vyrazny pocet

kolonii (vice nez 5) pikoplanktonnich sinic se vyskytoval ve Ctyfech lokalitich: Landstejn,
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Vrchlice, Vydymac a Majcz. Faktory hustoty jednotlivych kolonii se vSak napfic¢ lokalitami

signifikantné nelisily (Obr. 9).
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Obr. 9: Porovnani faktorti hustoty jednotlivych kolonii z nejhojnéji zastoupenych lokalit

v kategorii APT1 (ANOVA).

Na zaklad¢€ analyzy dat byl faktor hustoty pro kategorii APT1 stanoven na hodnotu

0,10 = 0,04. Jeho spravnost a funkcnost byla statisticky otestovana linearni regresi, kde byly

porovnavany pocty bun€k urcené semi-automatickou metodou v analyze obrazu a pocty

bunék vypocitané zjiSténym kategoridlnim faktorem. Test v tomto piipadé s hodnotou p

<0,0001 prokazateln¢ vySel (Obr. 10). Zbyvajici zjisténa data byla shrnuta do tabulky (Tab.

2).

Tab. 2: Vyhodnocena data kolonii v kategorii APTI.

APTI |N@m)|Konv.| Am) [f(p)| x | y | A(va) [N®H|Nm)N ®|A m)A (vz)
Primeér| 58 | 0,77 | 615,12 |0,10|21,70(31,39| 628,35 | 64 1,34 0,98
SD 62 | 0,10 | 605,70 |0,04|10,86|15,02| 595,07 | 61 0,84 0,16
Min 8 | 049 | 49,35 [0,02] 3,18 | 8,71 | 4514 | 5 0,46 0,65
Max | 297 | 0,92 [341525[0,20(52,97 (91,40 (3441,39| 350 | 4,89 1,46

*N (m) — pocet bun¢k (makro); Konv. — konvexita; A (m) — plocha kolonie (makro); f (p) —

faktor hustoty; X, y — osy kolonie; A (vz) — plocha (vzorec); N (f) — poCet bun¢k (faktor)
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Obr. 10: Vysledny graf linearni regrese zlogaritmovaného poctu bun¢k ziskanych skrze

kategoridlni faktor hustoty a semi-automatickou metodou v kategorii APT1.

8.2 Kategorie APT2

V kategorii APT2 bylo vyhodnoceno 100 kolonii pikoplanktonnich sinic. Kolonie
v této kategorii byly nalezeny ve vzorcich z deseti raznych lokalit. Nejvétsi procentualni
zastoupeni kolonii v kategorii APT2 predstavovaly lokality Vrchlice, Vydyma¢, Samonicky

Dolni a Majcz. Pii porovnani faktorti hustoty kolonii v téchto ¢tyfech lokalitach nedoslo

k signifikantnim rozdilim (Obr. 11).
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Obr. 11: Porovnani faktord hustoty jednotlivych kolonii z nejhojnéji zastoupenych lokalit

v kategorii APT2 (ANOVA).
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V ramci analyzy dat byl pro kategorii APT2 vytvoren celkovy (kategorialni) faktor

hustoty. Jeho hodnota byla stanovena na 0,37 + 0,10. Spravnost a funkcnost faktoru hustoty

byla statisticky otestovana linearni regresi, kde byly porovnavany pocty bunék ur¢ené semi-

automatickou metodou v analyze obrazu a pocty bunék vypocitané zjisténym kategorialnim

faktorem. Test vtomto pfipadé s hodnotou p <0,0001 prokazatelné wvysel (Obr.12).

Zbyvajici shrnutd data, kterd charakterizovala kolonie v kategorii APT2 jsou popsédna

v tabulce (Tab. 3).

Tab. 3: Vyhodnocena data kolonii v kategorii APT?2.

APT2 |N(m) | Konv. A(m) |f(p)| x y [A(vz)  N@®)|N @m)/N ) | A (m)/A (vz)
Prumér| 57 | 0,86 |168,84]10,37|11,33|16,00|161,86| 60 1,06 1,03
SD 50 | 0,07 |162,84/0,10| 6,65 | 8,36 | 148,61 | 55 0,32 0,13
Min 8 0,61 | 20,68 0,21 3,62 | 2,83 | 19,11 | 7 0,50 0,82
Max 285 | 0,95 |815,74]0,66|57,46]45,80]713,34| 265 1,93 1,36

*N (m) — pocet bun¢k (makro); Konv. — konvexita; A (m) — plocha kolonie (makro); f (p) —

faktor hustoty; X, y — osy kolonie; A (vz) — plocha (vzorec); N (f) — poCet bun¢k (faktor)

log (N-faktor)

3
APT2 Y = 0.9858*X + 0.02379
R2=0.88
2-  p<0.0001
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log (N-makro)

Obr. 12 Vysledny graf linedrni regrese zlogaritmovaného poctu bunék ziskanych skrze

kategoridlni faktor hustoty a semi-automatickou metodou v kategorii APT2.
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8.3 Kategorie APT3

V kategorii  APT3 bylo metodou analyzy obrazu vyhodnoceno celkem 117
trojrozmérnych kolonii pikoplanktonnich sinic. Kompaktni kolonie byly soucasti vzorka
odebranych ze ¢tyt lokalit — Slapy, LandsStejn, Vodinany (RS) a Vrchlice. Pficemz mnozstvi
jednotlivych kolonii bylo v téchto lokalitach vici sobé umérné. Hodnoty kolonidlnich

faktorti mezi zminénymi lokalitami se neliSily (Obr. 13).
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Obr. 13: Porovnani faktord hustoty jednotlivych kolonii ze zastoupenych lokalit v kategorii
APT3 (ANOVA).

Pro kategorii APT3 s trojrozmémymi koloniemi pikoplanktonnich sinic byl celkovy
faktor hustoty urcen na hodnotu 0,31 + 0,14. Jako tomu bylo u predeslych dvou kategorif,
urcena hodnota kategorialniho faktoru hustoty byla statisticky otestovana. Funkce testujici
silu zavislosti mezi pocty bunék vygenerované mnou vytvorenou metodou a pocty bunék
ziskané pomoci kategoridlnitho faktoru vysla prikazné (p <0,0001; Obr. 14). Ostatni
parametry analyzy kolonii v kategorii APT3 byly shrnuty v tabulce (Tab. 4).
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Tab. 4: Vyhodnocena data kolonii v kategorii APT3.

APT3 N (m) X y z V (vz) f(p) | N N (m)/N (f)
Prumér 209 29,56 | 19,65 | 2,48 776,23 0,31 | 242 1,00
SD 120 11,30 | 6,95 | 0,97 487,61 0,14 | 152 0,45
Min 31 9,39 8,01 | 0,60 79,91 0,11 25 0,35
Max 670 71,78 | 43,25 | 7,80 | 2316,46 | 0,99 | 724 3,17

*N (m) — pocet bunék (makro); x, y, z — osy kolonie; V (vz) — objem (vzorec); f (p) — faktor

hustoty; N (f) — pocet bunék (faktor)

4
APT3 Y =1.074*X - 0.1221
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Obr. 14: Vysledny graf linearni regrese zlogaritmovaného poctu bun¢k ziskanych skrze

kategoridlni faktor hustoty a semi-automatickou metodou v kategorii APT3.

8.4 Kategorie MER

Kolonii pikoplanktonnich sinic se specifickou morfologii bylo zanalyzovdno 103.
Kolonie vtéto kategorii byly nalezeny ve vzorcich z deviti raznych lokalit. Lokality
s potem vice nez péti kolonii byly Altenberg, Majcz, Landstejn a Samonicky Dolni. P¥i
statistickém hodnoceni rozdila v kolonidlnich faktorech hustoty v ramci téchto lokalit test

neodhalil zadné rozdily (Obr. 15).
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Obr. 15: Porovnani faktord hustoty jednotlivych kolonii ze zastoupenych lokalit v kategorii

MER (ANOVA).

Kategoridlni faktor hustoty byl v tomto pfipadé stanoven na hodnotu 0,61 + 0,24.
Jeho spravnost a funkcnost byla statisticky otestovana linearni regresi, kde byly porovnavany
pocty bunék uréené semi-automatickou metodou v analyze obrazu a pocty bunék vypocitané
zjisténym kategorialnim faktorem. Test v tomto pfipadé s hodnotou p <0,0001 prokazatelné
vySel (Obr.16). Vysledna data, kromé jiz zminéného kategorialniho faktoru hustoty, byla
shrnuta v tabulce (Tab. 5).

Tab. 5: Vyhodnocena data kolonii v kategorii MER.

MER |N(m) |Konv.| A(m) f(p)| x y |A(vz) IN@® |N@mM)/N @A @m)A (vz)
Prumér| 43 | 0,89 | 99,95 |0,61| 8,28 | 8,24 | 98,88 | 60 1,06 1,05
SD 85 | 0,04 | 236,77 10,24 8,20 | 7,88 | 246,77 | 151 0,47 0,22
Min 4 0,76 | 3,37 (0,19]2,02 | 1,76 | 3,33 2 0,28 0,39
Max 586 | 0,96 |1749,8411,22[49,81|47,69|1865,67|1138 2,31 2,20

*N (m) — pocet bun¢k (makro); Konv. — konvexita; A (m) — plocha kolonie (makro); f (p) —
faktor hustoty; X, y — osy kolonie; A (vz) — plocha (vzorec); N (f) — poCet bun¢k (faktor)
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MER Y =1.136*X - 0.1412
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Obr. 16: Vysledny graf linedrni regrese zlogaritmovaného poctu bunék ziskanych skrze

kategoridlni faktor hustoty a semi-automatickou metodou v kategorii MER.

8.5 Kategorie CYN1

V kategorii CYN1 bylo semi-automatickou metodou vyhodnoceno 81 kolonii
pikoplanktonnich sinic. Ty pochdzely z celkem Sesti lokalit, pfiCemz vyrazné zastoupeni
kolonii (vice nez 5) bylo zaznamenéano ve vzorcich z lokalit Vrchlice, Kuc a Landstejn. Po

statistickém vyhodnoceni bylo potvrzeno, ze faktory hustot kolonii z téchto Ctyt lokalit se

signifikantné nelisily (Obr. 17).
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Obr. 17: Porovnani faktord hustoty jednotlivych kolonii ze zastoupenych lokalit v kategorii

CYNI (ANOVA).
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Metoda analyzy obrazu a nasledné vyhodnoceni ziskanych dat vytvotily faktor hustoty
pro kategorii CYNI. Kategoridlni faktor byl v tomto pfipadé€ stanoven na hodnotu 0,06 +
0,02. Tato hodnota byla statisticky ovéfena (p <0,0001) vypoctem linearni regrese, kde se
porovnavaly pocty bunék ziskané pii analyze obrazu a pocCty buné¢k, které byly vypocteny
pomoci kategoridlniho faktoru hustoty (Obr. 18). Ostatni data, ktera byla ziskana pfi analyze

obrazu, byla vyobrazena v prehledné tabulce (Tab. 6).

Tab. 6: Vyhodnocena data kolonii v kategorii CYNI.

CYNlI |[N(m) | Konv.l A(m) f(p)| x y |A(vz) IN@®|N@m)/N ()| A m)/A (vz)
Prumér| 28 | 0,67 | 546,85 |0,06|24,70 (30,68 | 607,79 | 35 0,44 0,88
SD 23 | 0,12 | 419,44 10,02|11,64|11,68| 404,10 | 23 0,16 0,21
Min 9 0,37 | 121,67 0,03| 6,59 | 7,79 | 106,72 | 6 0,19 0,61
Max 137 | 0,89 |2245,08|0,10|57,31|63,50|2090,42| 121 0,80 2,15

*N (m) — pocet bun¢k (makro); Konv. — konvexita; A (m) — plocha kolonie (makro); f (p) —
faktor hustoty; X, y — osy kolonie; A (vz) — plocha (vzorec); N (f) — poCet bun¢k (faktor)
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Obr. 18: Vysledny graf linearni regrese zlogaritmovaného poctu bun¢k ziskanych skrze

kategoridlni faktor hustoty a semi-automatickou metodou v kategorii CYNI.

8.6 Kategorie CYN2

V posledni kategorii, kde se vyskytovaly fetizkové kolonie s burikami tésné u sebe,

bylo proméfeno 61 objektt. Vzorky s t€émito koloniemi byly odebrany ze 7 lokalit, pfiCemz
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nejvice zastoupené (vice nez 5 kolonii) byly Landstejn, Kuc, Vrchlice a Buchhammer.

Faktory hustoty téchto kolonii byly statisticky ovéfeny testem variance rozptylu. Test oveéfil,

ze se kolonialni faktory hustot v nejvice zastoupenych lokalitach prokazatelné nelisily (Obr.

19).
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Obr. 19: Porovnani faktord hustoty jednotlivych kolonii ze zastoupenych lokalit v kategorii

CYN2 (ANOVA).

V kategorii CYN2 byl celkovy faktor hustoty vyhodnocen a stanoven na hodnotu

0,19 = 0,09. Jeho spolehlivost a funkcnost byla statisticky ovéfena. Test v tomto pripade

vySel s hodnotou p <0,0001 prikazné (Obr. 20). Ostatni parametry kolonii z analyzy
v kategorii CYN2 byly shrnuty v tabulce (Tab. 7).

Tab. 7: Vyhodnocena data kolonii v kategorii CYNZ2.

CYN2 |[N(m) | Konv.| A(m) [f(p)| x y | A(vz) IN@ [N @m)/N @) |A (m)/A (vz)
Prumér| 22 | 0,76 | 150,66 |0,19|13,43 (15,36 | 174,21 | 34 0,85 0,85
SD 23 | 0,10 | 206,90 [0,09| 7,25 |10,11| 209,11 | 40 0,43 0,15
Min 4 0,47 6,92 10,11| 3,07 | 1,47 | 11,64 2 0,36 0,59
Max 165 | 0,90 |1499,41|0,58|41,03 44,84 |1444,96| 279 2,92 1,37

*N (m) — pocet bun¢k (makro); Konv. — konvexita; A (m) — plocha kolonie (makro); f (p) —

faktor hustoty; X, y — osy kolonie; A (vz) — plocha (vzorec); N (f) — poCet bun¢k (faktor)
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Obr. 20: Vysledny graf linearni regrese zlogaritmovaného poctu bun¢k ziskanych skrze

kategoridlni faktor hustoty a semi-automatickou metodou v kategorii CYNZ2.

9. Aplikace faktoru hustoty v praxi

Dvojrozmérné kolonie pikoplanktonnich sinic pozorujeme pii celkovém zvétSeni
1000x. Na zakladé jejich morfologie se zaradi do pfislusné kategorie. Na mikroskopu,
vybaveném méftici Skalou ziskdme délku a Sitku sledované kolonie. Tvar kolonie
aproximujeme jako elipsu. Pomoci vzorce obsahu elipsy vypocitame plochu dvojrozmérné

kolonie.
obsah elipsy = &t X poloosa a (délka) x poloosa b (Sifka)

Vyslednou hodnotu plochy kolonie vyndsobime pfisluSnym faktorem hustoty (podle

kategorie) a ziskdme pocet jednotlivych bunek v dané kolonii.

Postup u trojrozmérnych kolonii pikoplanktonnich sinic je podobny. Celkové
zvétSeni je 1000x, a kromé& méfeni délky a Sitky se v tomto piipadé zamétujeme 1 na vysku
kompaktni kolonie. Hodnoty délky a §itky ziskame stejnym zptisobem, pomoci méfici skaly
v okularu mikroskopu. Vysku zmeétfime pomoci §roubu jemného posuvu, ktery zaroven
disponuje stupnici. Mikro posuvem zaostfime na dno a nasledné vrchol kolonie. Rozsah
mezi témito body je hloubka sledované kolonie. Objem kolonie aproximujeme jako elipsoid.

Pomoci vzorce objemu elipsoidu vypocitame objem trojrozmérné kolonie.

v rwv

objem elipsoidy = 4/3 x 7t X poloosa a (délka) x poloosa b (Sifka) x poloosa ¢ (vySka)
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Vyslednou hodnotu objemu kolonie vyndsobime faktorem hustoty pro kategorii APT3 a
ziskame pocet jednotlivych bunék v dané kolonii. V tabulce (Tab. 8) jsou shrnuty veskeré

informace potiebné k zarazeni kolonie do kategorie a s nimi souvisejici faktory hustoty.

Tab. 8: Shrnuti charakteristik kategorii a pfislusné kategorialni faktory hustoty.

Kategorie Buiiky v kolonii Faktor hustoty
APT1 daleko od sebe 0,10 + 0,04
APT2 v tésné blizkosti 0,37 £ 0,10
APT3 nahusténé na sobé 0,31 £ 0,14
MER specificka mtizka 0,61 + 0,24
CYNI1 retizek — daleko od sebe 0,06 + 0,02
CYN2 retizek — v tésné blizkosti 0,19 + 0,09

10. Aplikace semi-automatické metody

10.1 Kolonie v kategorii APT1

Kolonie pikoplanktonnich sinic spadajici do kategorie APT1 byly pozorovany ve
vSech vzorcich odebranych z nadrzi (Obr. P4A). Kolonie v této kategorii chybély ve vzorku
z rybnika Hury-naves (Obr. P4B). Ve vzorcich z nadrzi byl primémy pocet kolonii/ml
stanoven na hodnotu 466. Co se tyCe samotnych néadrzi, nejvetsi zastoupeni v poctu
kolonii/ml (727) bylo ve vzorku z nadrze Kuc. Naopak nejmensi zjiStény pocet byl 100
kolonii/ml, a to ve vzorku z nadrze Slapy. V rybnicich se primérny pocet kolonii v kategorii
APT1, ptfepocteny na 1 ml, pohyboval okolo 140. Dominantni vzorek pochdzel z rybnika
Vydymac, kde bylo 459 kolonii/ml. Slaby pocet kolonii, kromé¢ jiz zmifiované lokality, kde
nebyly zadné kolonie, byl pozorovan ve vzorku z rybnika Buchhammer. V tomto ptfipadé to
bylo 15 kolonii/ml. Rozdil mezi poctem kolonii ve vzorcich z nadrzi a rybnikt byl statisticky

ovéfen (p <0,05). Pocet kolonii v jednotlivych vzorcich byl shrnut v tabulce (Tab. 9).
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Tab. 9: Pocet kolonii/ml v kategorii APT1.

Nadrze kol./ml Rybniky kol./ml
Landstejn (1) 612 gamonicky Dolni 77
Slapy 99 Buchhammer 15
Zlutice 520 Hury-naves 0
Majcz 485 Vydymac 459
Kuc 727 Mrhal 46
Landstejn (2) 352 Puncocha 102
Prumér 466 Prumér 140

10.1.1 Pocet bun€k a plocha kolonie

Ve vzorcich z nadrzi bylo v koloniich primérn€ 55 bunék (medidn — 31 bunék),
pficemz rozsah v poctu zde Cinil primérné 9-240 bunek. Ve vzorcich z rybnikii byl pocet
podobny, primérné¢ 53 bunék/kolonii (median — 46 bunék). Podobnost v poc¢tu bunék
v koloniich z nadrzi a rybnik byla ovéfena statistickym testem (p >0,05). Naopak rozsah
mezi minimalnim a maximalnim poctem buné€k zde byl uZz$i, praimérné¢ 42-79 bunék.
Primémé pocCty bunék a dalsi udaje jednotlivych vzork( z nadrzi (Obr. PSA) a rybniku
(Obr. P5SB) jsou popsédny v grafech a tabulce (Tab. 10).

Tab. 10: Shrnuta data poctd bun€k v koloniich (APT1) ve vzorcich z nadrzi a rybnikd.

APT1 Prim. | Med | Max | Min | APT1 Prium. l Med l Max | Min
Nadrze N kol. N bunék/kolonie Rybniky N kol. N bun¢k/kolonie
Landstejn (1) | 24 72 43 | 279 | 10 |Samonicky D. 1 21 21 | 21 | 21
Slapy 13 57 43 | 145 | 8 |Buchhammer 1 140 | 140 | 140 | 140
Zlutice 33 36 27 | 144 | 8 |Hury-naves 0 0 0 0 0
Majcz 19 33 21 | 8 | 8 |Vydymac 6 55 31 [ 130 | 24
Kuc 19 40 21 | 266 | 8 |Mrhal 3 16 17 | 20 | 12
Landstejn (2) | 23 90 32 | 519 | 10 |Puncéocha 8 32 22 | 83 | 11
Primér celk. | 22 55 31 {240 | 9 |Prumér celk. 4 53 46 | 79 | 42

Plocha kolonii ve vzorcich z nadrzi byla v priméru 622 pum? (medidn — 415 pm?),
naopak ve vzorcich z rybnika byly kolonie z kategorie APT1 mens$i. Primérna plocha zde
odpovidala 388 um” (medidn — 350 um?). Mediany ploch kolonii se signifikantn& nelisily (p
>0,05). Rozmezi, ve kterém se velikosti kolonii pohybovaly, byla rlizna. Ve vzorcich z

nadrzi kolonie dosahovaly v priméru 2305 pum?®, zatimco kolonie ve vzorcich z rybnikd
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v priméru pouhych 525 um?®. Co se ty&e spodni hranice rozsahu, u kolonii ze vzorkd nadrzi
byla primé&ma velikost ploch 65 um” a ze vzorkd zrybnikd 312 pum”. Primé&mé plochy
kolonif a ostatni udaje o dil¢ich vzorcich z nadrzi (Obr. P6A) a rybnik( (Obr. P6B) byly
popsany v grafech a tabulce (Tab. 11).

Tab. 11: Shrnuta data ploch kolonii (APT1) ve vzorcich z nadrzi a rybnikd.

APT1 Priim. | Med | Max | Min | APT1 Priim. | Med | Max | Min
Nadrze N kol. um’ Rybniky N kol. um’

Landstejn (1) | 24 [ 1082 | 690 [3096] 54 |Samonicky D.| 1 530 | 530 [ 530 | 530
Slapy 13 | 530 | 330 |1843] 43 |Buchhammer | 1 753 | 753 | 753 | 753
Zlutice 33 | 401 [323]1854] 50 |Hury-naves 0 0 0] oo
Majcz 19 [ 378 | 307 [1459] 47 | Vydymag 6 311 | 223 | 668 | 123
Kuc 19 | 611 | 460 [2864] 134 |Mrhal 3 100 | 104 | 118 | 77
Landstejn (2) | 23 | 731 | 381 [2714] 60 |Puncocha 8 246 | 139 | 556 | 77
Primércelk.| 22 | 622 | 415 [2305| 65 |Primércelk. | 4 | 388 | 350 | 525 [ 312

10.1.2 Velikostni parametry bunék

Primérna délka bunék ve vzorcich z nadrzi byla 1,53 um, primérna Sitka bunék se
pohybovala okolo 0,65 um a bun&ény objem dosahoval 0,66 pm’. Podobné na tom byly
parametry bunék ve vzorcich z rybnika. Zde byly buriky 1,35 um dlouhé, 0,77 um S§iroké a
jejich bun&ny objem byl stanoven na 0,53 pm’. Z hlediska statistického ovéfeni se
prumérna délka bunek v nadrzich a rybnicich signifikantné lisila (p <0,05), naopak primérna
Sitka a bunéfny objem se neliSily (p >0,05). Primérné hodnoty parametri bunék v
jednotlivych vzorcich z nadrzi a rybnika byly shrnuty v tabulce (Tab. 12) a grafech (Obr.
P7).

Tab. 12: Shrnuta data parametrti bunék (APT1) ve vzorcich z nadrzi a rybnika.

APTI délka | §ifka | bun. obj. |APTI délka | §ifka | bun. obj.
Nadrze pum um3 Rybniky um um3
Landstejn (1) 1,53 0,75 0,60 Samonicky D. 1,26 | 0,64 0,33
Slapy 1,55 0,72 0,56 Buchhammer 1,34 0,82 0,58
Zlutice 1,50 | 0,73 0,55 Hury-ndves 0,00 | 0,00 0,00
Majcz 1,54 | 0,32 0,61 Vydymac 1,43 0,74 0,54
Kuc 1,44 | 0,68 0,47 Mrhal 1,41 0,85 0,66
Landstejn (2) 1,67 | 0,74 1,06 Puncocha 1,30 | 0,80 0,54
Pramér 1,53 0,65 0,66 Prumér 1,35 0,77 0,53
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10.2 Kolonie v kategorii APT2

Kolonie pikoplanktonnich sinic zafazené do kategorie APT2 byly pozorovany ve vSech
vzorcich jak z nadrzi (Obr. P4C), tak z rybnikd (Obr. P4D). Ve vzorcich z nadrzi bylo
prumérné 291 kolonii/ml, zatimco primérmy pocet kolonii/ml ve vzorcich z rybnikd byl
1448. Prestoze se prumérny pocet kolonii na ml lisil, statistickou signifikanci se nepodafilo
prokazat (p >0,05). Co se tyCe nadrzi, nejvétsi pocet kolonii/ml (510) byl zjistén ve vzorku
Majcz a naopak nejméné kolonii/ml (77) bylo ve vzorku z nadrze Slapy. Vysoky pocet
kolonii ve vzorcich z rybniki byl pozorovan v lokalitich Samonicky Dolni a Vydymag.
V prvni z nich se nachdzelo 3978 kolonii/ml a v druhé bylo 2907 kolonii/ml. Nejmensi pocet
kolonii byl pozorovan v rybniku v Hirach na navsi (344 kolonii/ml). Pocet kolonii ve

zbyvajicich vzorcich byl shrnut v tabulce (Tab. 13).

Tab. 13: Pocet kolonii/ml v kategorii APT2.

APT2 APT2

Nadrze kol./ml Rybniky kol./ml
Landstejn (1) 229 Samonicky Dolni 3978
Slapy 77 Buchhammer 536
Zlutice 168 Hury-naves 344
Majcz 510 Vydymac 2907
Kuc 383 Mrhal 551
Landstejn (2) 383 Puncocha 370
Prumér 291 Prumér 1448

10.2.1 Pocet bun¢k a plocha kolonie

V koloniich pikoplanktonnich sinic byly primérné pocty bunék jak ve vzorcich z
nadrzi (Obr. P5C), tak vtéch zrybniki (Obr. P5D) totozné. V prvnim pfipadé bylo
v koloniich 62 bunék (medidn — 39 bunék) a v tom druhém se v koloniich vyskytovalo
v priméru 58 bunék (median — 34 bune€k). Pocet bunék v koloniich ve vzorcich z nadrzi a
rybnika se signifikantné nelisil (p >0,05). Primérny pocetni rozsah v pfipadé nadrzi byl
100-261 bunék a ve vzorcich z rybnikd 9—327 bunék. Veskera data tykajici se poctu bunek
byla vlozena do tabulky (Tab. 14).
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Tab. 14: Shrnuta data pocti bun€k v koloniich (APT2) ve vzorcich z nadrzi a rybnikd.

APT2 Priim. | Med | Max | Min | APT2 Priim. | Med | Max | Min
Nadrze N kol. N bunék/kolonie Rybniky N kol. N bun¢k/kolonie
Landstejn (1) | 9 28 21 | 69 | 14 |Samonicky D.| 52 49 37 [ 169 | 12
Slapy 10 64 71 | 137 | 11 |Buchhammer | 35 69 32 1476 | 8
Zlutice 11 114 | 36 | 689 | 8 |Hury-naves 45 52 44 [ 1341 9
Majcz 20 77 49 | 407 | 8 |Vydymad 38 52 25 | 246 | 8
Kuc 10 23 20 | 55 9 | Mrhal 36 52 41 | 155 | 11
Landstejn (2) | 25 67 38 | 207 | 11 |Puncocha 29 77 28 | 779 | 6
Primér celk.| 14 62 39 [ 261 | 10 |Primér celk. | 39 58 34 1327 9

Plocha kolonii ve vzorcich z nadrzi (Obr. P6C) se v pruméru pohybovala okolo 213
um? (medidn — 130 pm?), o néco mensi kolonie z kategorie APT?2 byly ve vzorcich z rybniki
(Obr. P6D). Jejich primérna plocha byla 141 um?* a median viech ploch kolonii odpovidal
79 um?. Mediany ploch kolonii se signifikantn& neliily (p >0,05). Prim&ma maximalni a
minimdlni velikost kolonii byla v obou pfipadech podobna. Velikostni rozmezi bylo ve
vzorcich z nadrzi 26-887 um?a ve vzorcich z rybnikd 14-886 um?. V tabulce (Tab. 15) byla

shrnuta veskera data kolonii — jejich priméry, mediany, maximalni a minimalni hodnoty.

Tab. 15: Shrnuta data ploch kolonii (APT2) ve vzorcich z nadrzi a rybnika.

APT2 Prium. | Med | Max | Min | APT2 Prium. l Med | Max l Min
Nadrze N kol. um’ Rybniky N kol. um’

Landstejn (1) 9 114 | 85 | 319 | 37 |Samonicky D.| 52 138 | 100 | 699 | 20
Slapy 10 261 | 293 | 537 | 38 | Buchhammer 35 196 | 108 [1175]| 22
Zlutice 11 360 | 97 |2045| 27 |Hury-naves 45 114 | 93 | 362 | 11
Majcz 20 270 | 131 |1562| 17 | Vydymac 38 184 | 83 |1034| 13
Kuc 10 63 53 | 146 | 21 |Mrhal 36 132 | 92 | 612 | 22
Lands$tejn (2) | 25 214 | 119 | 714 | 16 |Puncocha 29 224 | 80 |2323] 12
Pramér celk.| 14 213 | 130 | 887 | 26 |Prumér celk. | 34 141 79 | 886 | 14

10.2.2 Velikostni parametry bunék

Délka jednotlivych bunék se v koloniich ze vzork nadrzi pohybovala v priméru
1,33 um. Podobné na tom byly buinky v koloniich ze vzorkd rybnikt, ty byly 1,17 um
dlouhé. Sitka bun&k v kategorii APT2 byla v obou piipadech stejna — 0,70 pm. Co se tyce
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bunééného objemu, buiiky kolonidlnich pikoplanktonnich sinic ve vzorcich z nadrzi mély
0,46 um’ a ve vzorcich z rybnikd 0,39 pm’. Z hlediska statistického ovéfeni se primérma
délka bunek v nadrzich a rybnicich signifikantné lisila (p <0,05), naopak primeérna Sitka a
bunéény objem se nelisily (p >0,05). Zpramérované hodnoty vlastnosti bun€k v jednotlivych

vzorcich z nadrzi a rybnikt byly shrnuty v tabulce (Tab. 16) a grafech (Obr. P7).

Tab. 16: Shrnuta data parametrti bunék (APT2) ve vzorcich z nadrzi a rybnika.

APT2 délka | ¥itka | bun.obj. | APT2 délka | Sitka | bun. obj.
Nadrze um um3 Rybniky um um3
Landstejn (1) 1,33 0,65 0,40 Samonicky D. 1,03 0,64 0,28
Slapy 1,50 0,74 0,58 Buchhammer 1,20 0,73 0,42
Zlutice 1,43 0,74 0,53 Hury-ndves 1,07 | 0,64 0,29
Majcz 1,18 | 0,70 0,39 Vydymagé 1,21 0,67 0,37
Kuc 1,28 0,73 0,47 Mrhal 1,17 0,73 0,41
Landstejn (2) 1,29 | 0,64 0,37 Punéocha 1,31 0,81 0,59
Pramér 1,33 | 0,70 0,46 Primér 1,17 | 0,70 0,39

10.3 Kolonie v kategorii APT3

Trojrozmérné kolonie spadajici do kategorie APT3 byly pozorovany pouze v jednom
vzorku, odebraném z nadrze Slapy (207 kolonii/ml) (Obr. P4E) a ve tfech vzorcich
odebranych z rybniki (Obr. P4F). Co se tyCe vzorku z rybnikl, zde byl primémy pocet
stanoven na 32 kolonii/ml. Nejvét§i zastoupeni (77) kolonii/ml bylo zjisténo ve vzorku
z rybnika Samonicky Dolni a nejchudsi lokalitou (8 kolonii/ml), krom& t&ch, kde nebyly
zadné kolonie, byl rybnik v Hirach na navsi. Pocéty kolonii v jednotlivych vzorcich jsou

shrnuty v tabulce (Tab. 17).
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Tab. 17: Pocet kolonii/ml v kategorii APT3.

APT3 APT3

Nadrze kol./ml Rybniky kol./ml
Landstejn (1) 0 Samonicky Dolni 77
Slapy 207 Buchhammer 0
Zlutice 0 Hury-naves 8
Majcz 0 Vydymac 0
Kuc 0 Mrhal 0
Landstejn (2) 0 Puncocha 13
Prumér N/A Prumér 32

10.3.1 Pocet bunck a objem kolonie

Jak jiz bylo feceno, kolonie z kategorie APT3 byly pouze v urcitych vzorcich. Ve
vzorku z nadrze Slapy (Obr. PSE) se v koloniich pocet pohyboval v hodnotich 27-670
bunék, pfiCemz prumérné se v koloniich nachazelo 267 bunék (median — 253 buné¢k). Ve
vzorcich z rybniki (Obr. P5SF) byly trojrozmémé kolonie pozorovany ve tfech vzorcich,
vzdy po jedné kolonii. Poget v téchto tfech koloniich byl 31 bungk (Samonicky Dolni), 207
bunék (Hiry — naves) a 259 bunék (Puncocha). Celkovy primér tii kolonii byl stanoven na
166 bunék. Pro lepsi prehlednost byla vytvorena tabulka s vySe popsanymi hodnotami (Tab.
18).

Tab. 18: Shrnuta data poctd bun€k v koloniich (APT3) ve vzorcich z nadrzi a rybnikd.

APT3 Prim. | Med | Max | Min | APT3 Prim. | Med | Max | Min
Nadrze N kol. N bunék/kolonie Rybniky N kol. N bunck/kolonie
Landstejn (1) 0 0 0 0 0 |Samonicky D. 1 31 31 | 31 | 31
Slapy 63 267 | 253 | 670 | 27 |Buchhammer 0 0 0 0 0
Zlutice 0 0 0 | 0 | 0 |Huary-ndves 1 207 | 207 | 207 | 207
Majcz 0 0 0 0 0 | Vydymac 0 0 0 0 0
Kuc 0 0 0 0 0 |Mrhal 0 0 0 0 0
Landstejn (2) 0 0 0 0 0 |Puncocha 1 259 259|259 | 259
Pramér celk. | 63 267 | 253 | 670 | 27 |Pramér celk. 1 166 | 166 | 166 | 166

Primérny objem kolonii ve vzorku z nadrze Slapy (Obr. P6E) byl 1676 um’® (medién
— 1023 pm’). Rozsah ve velikostech ploch byl 254-6416 um’. Plochy v koloniich z
rybnignich lokalit (Obr. P6F) byly 209 um® (Samonicky Dolni), 1380 um’ (Hary—ndves) a
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1727 um’® (Pundocha). Celkovy pramér t&chto tii kolonii &nil 1105 um’. Data z vyse

jmenovanych lokalit byla zapsdna do tabulky (Tab. 19).

Tab. 19: Shrnuta data ploch kolonii (APT3) ve vzorcich z nadrzi a rybnika.

APT3 Priim. | Med | Max | Min | APT3 Prim. | Med | Max | Min
Nadrze N kol. um Rybniky N kol. um

Landstejn (1) | 0 0 0 [ 0 [ 0 [SamonickyD.[ 1 209 [ 209 [ 209 [ 209
Slapy 27 1676 1023|6416 | 254 | Buchhammer 0 0 0 0 0
Zlutice 0 0 0 | 0 [ 0 [Hiry-naves 1 | 1380 [1380]1380 1380
Majcz 0 0 0 | 0 | 0 [Vydymag 0 0 olo]]o
Kuc 0 0 0 | 0 | 0 [Mrha 0 0 0o lo]o
Landstejn 2) | 0 0 0 | 0 | 0 [Punocha 1 [ 1727 [1727]1727 [ 1727
Primér celk. | 27 | 1676 | 1023|6416 | 254 [Primércelk. | 1 | 1105 1105 ]1105]1105

10.3.2 Velikostni parametry bunék

Kolonialni butiky ve vzorku z nadrze Slapy byly praimérné 1,55 um dlouhé, 0,72 pum

Siroké a jejich bun&ény objem byl odhadnut na 0,56 um’. Co se ty&e kolonii ve vzorcich

z rybnikti, jednotlivé buinky byly v priméru 1,19 pm dlouhé, 0,71 um S§iroké a jejich

primémy bunéény objem byl stanoven na 0,42 um®. Data z analyzy bun&k byla vloZena do

tabulky (Tab. 20) a grafii (Obr. P7).

Tab. 20: Shrnuta data parametrti bunék (APT3) ve vzorcich z nadrzi a rybnika.

APT3 délka | Sitka | bun.obj. |APT3 délka | Sifka | bun. obj.
Nadrze um um3 Rybniky um um3
Landstejn (1) 0,00 [ 0,00 0,00 Samonicky D. 1,04 | 065 0,28
Slapy 1,55 | 072 0,56 | Buchhammer 0,00 | 0,00 0,00
Zlutice 0,00 | 0,00 0,00  |Hury-naves 146 | 087 0,73
Majcz 0,00 | 0,00 0,00 | Vydymag 0,00 | 0,00 0,00
Kuc 0,00 | 0,00 0,00  |Mrhal 0,00 | 0,00 0,00
Landstejn (2) 0,00 | 0,00 0,00  |Puncocha 1,07 | 0,60 0,26
Prim&r 1,55 | 0,72 0,56  |Primér 1,19 [ 0,71 0,42

10.4 Kolonie v kategorii MER

Kolonie pikoplanktonnich sinic, které byly zafazeny do kategorie MER, byly

pozorovany ve dvou vzorcich nadrzi (Obr. P4G) a tfech vzorcich rybniki (Obr. P4H).

Primémy pocet v nadrzich byl 179 kolonii/ml a 286 kolonii/ml v rybnicich, pficemz se
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signifikantné nelisil (p >0,05). Nejvétsi zastoupeni kolonii bylo zaregistrovano ve vzorku
z rybnika Samonicky Dolni s hodnotou 459 kolonii/ml. Nejmensi polet byl pozorovan ve
vzorku z rybnika v Harach na navsi. Co se tyCe vzorkll z nadrzi, zde bylo zjiS§téno 281
kolonii/ml (Majcz) a 77 kolonii/ml (Zlutice). Jednotlivé hodnoty po&tu kolonii/ml byly
zapsany do tabulky (Tab. 21).

Tab. 21: Pocet kolonii/ml v kategorii MER.

MER MER

Nadrze kol./ml Rybniky kol./ml
Landstejn (1) 0 Samonicky Dolni 459
Slapy 0 Buchhammer 367
Zlutice 77 Hury-naves 31
Majcz 281 Vydymac 0
Kuc 0 Mrhal 0
Landstejn (2) 0 Puncocha 0
Prumér 179 Prumér 286

10.4.1 Pocet bun¢k a plocha kolonie

Ve vzorcich z nadrzi (Obr. P5G), které obsahovaly kolonie z kategorie MER, byl
prumeérny pocet bunék/kolonii 90 (median — 52 bunék/kolonii) a v priméru se pohyboval
v rozmezi od 6 do 312 bunék/kolonii. Ve vzorcich z rybnikdh (Obr. P5H) byl stanoven
prumér 64 bunék na kolonii (median — 67 bunék/kolonii). Zaroven, maximalni pocet
v kolonii €inil 106 buné€k a spodni hranici tvotilo 25 bunek/kolonii. Pocty bunék v koloniich
se pil porovnani vzorkd z nadrzi a rybnikd signifikantné nelisily (p >0,05). Data, vCetné

téchto, byla popsana v tabulce (Tab. 22).

Tab. 22: Shrnuta data pocti bun€k v koloniich (MER) ve vzorcich z nadrzi a rybniku.

MER Pram. | Med | Max | Min | MER Pram. | Med | Max | Min
Nadrze N kol. N bunék/kolonie Rybniky N kol. N bun¢k/kolonie
Landstejn (1) | 0 0 0 0 | 0 |SamonickyD.| 6 45 | 41 | 102 | 14
Slapy 0 0 0 0 0 | Buchhammer 24 8 8 16 4
Zlutice 5 19 16 | 37 | 4 |Hury-naves 4 140 | 153 | 200 | 56
Majcz 11 161 88 | 586 | 8 |Vydymaé 0 0 0 0 0
Kuc 0 0 0 0 0 |Mrhal 0 0 0 0 0
Landstejn (2) 0 0 0 0 0 | Puncocha 0 0 0 0 0
Priumér celk. 8 90 52 | 312 | 6 |Pramér celk. 11 64 67 | 106 | 25
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Kolonie pikoplanktonnich sinic ve vzorcich z nadrzi (Obr. P6G) odpovidaly
primémé plose o velikosti 234 um?® (medidn — 71 pm?). Maximalni proméma velikost
plochy &inila 998 pm” a ta minimédlni 11 pm® Ve vzorcich z rybnikGi (Obr. P6H) byly
kolonie primémé 187 um?” velké (medidn — 157). Primé&rné rozmezi hodnot velikosti ploch
se pohybovalo od 61 do 391 um?. Mediany ploch kolonii se signifikantné neligily (p >0,05).
Data jednotlivych vzorkt byla popsana v tabulce (Tab. 23).

Tab. 23: Shrnuta data ploch kolonii (MER) ve vzorcich z nadrzi a rybnika.

MER Priim. | Med | Max | Min | MER Priim. | Med | Max | Min
Nadrze N kol. um’ Rybniky N kol. um’

Landstejn (1) 0 0 0 0 0 | Samonicky D. 6 94 71 | 266 | 16
Slapy 0 0 0 0 0 | Buchhammer 24 10 9 25 4
Zlutice 5 88 28 | 247 | 6 |Hury-naves 4 457 | 390 | 883 | 164
Majcz 11 397 | 114 |1750| 15 | Vydymac 0 0 0 0 0
Kuc 0 0 0 0 0 |Mrhal 0 0 0 0 0
Landstejn (2) 0 0 0 0 0 | Puncocha 0 0 0 0 0
Pramér celk. 8 243 71 | 998 | 11 |Pramér celk. | 11 187 | 157 | 391 | 61

10.4.2 Velikostni parametry bunék

Kolonialni buriky pikoplanktonnich sinic v priméru méfily 1,07 um do délky, 0,61
um do $iiky a jejich bun&ény objem &inil 0,27 um’. TéméF totozné parametry bunék byly
v koloniich ve vzorcich z rybnikt. Buriky zde byly 1,10 um dlouhé, 0,63 um Siroké a jejich
bun&ny objem odpovidal 0,29 um’. Z hlediska statistického ovéfeni se priméma délka (p
>0,05), prameérna Sitka (p >0,05) a bunéény objem (p >0,05) v nadrzich a rybnicich
signifikantng nelisily. Primérné hodnoty parametrti bunék v jednotlivych vzorcich z nadrzi a

rybnika byly shrnuty v tabulce (Tab. 24) a grafech (Obr. P7).

Tab. 24: Shrnuta data parametrt bunék (MER) ve vzorcich z nadrzi a rybnika.

MER délka | §ifka | bun.obj. [MER délka | $ifka | bun. obj.
Nadrze um puma3 Rybniky um puma3
Landstejn (1) 0,00 0,00 0,00 Samonicky D. 0,94 0,57 0,20
Slapy 0,00 0,00 0,00 Buchhammer 1,12 0,62 0,28
Zlutice 1,08 0,61 0,27 Hury-naves 1,23 0,70 0,39
Majcz 1,07 0,61 0,26 Vydymacd 0,00 0,00 0,00
Kuc 0,00 0,00 0,00 Mrhal 0,00 0,00 0,00
Landstejn (2) 0,00 0,00 0,00 Puncocha 0,00 0,00 0,00
Pramér 1,07 0,61 0,27 Prumér 1,10 0,63 0,29

46




10.5 Kolonie v kategorii CYN1

V kategorii CYN1 se kolonie pikoplanktonnich sinic nachéazely ve tfech vzorcich

odebranych z nadrzi (Obr. P4CH), naopak ve vzorcich z rybnika nebyly zadné (Obr. P4I).

Primémy pocet kolonii v 1 ml byl ze tfech vzorka z nadrzi stanoven na 259. Dominantni

zastoupeni (650 kolonii/ml) napii¢ nadrzemi bylo ve vzorku z nadrze Kuc. Zbylé dvé

lokality byly zastoupené méné, konkrétné 102 kolonii/ml ve vzorku z nadrze Landstejn (1) a

26 kolonii/ml ve vzorku z nadrze Majcz. Pro lepsi vizualizaci byla vytvofena tabulka

obsahujici jednotlivé lokality a jejich pocty kolonii (Tab. 25).

Tab. 25: Pocet kolonii/ml v kategorii CYNI.

CYNI1 CYNI1

Nadrze kol./ml Rybniky kol./ml
Landstejn (1) 102 Samonicky Dolni 0
Slapy 0 Buchhammer 0
Zlutice 0 Hury-naves 0
Majcz 26 Vydymac 0
Kuc 650 Mrhal 0
Landstejn (2) 0 Puncocha 0
Prumér 259 Prumér N/A

10.5.1 Pocet bun¢k a plocha kolonie

V koloniich ze vzorkl nadrzi se vyskytovalo v praméru 43 bunék (median — 37

bunék), ptiCemz pocetni rozsah se pohyboval od 23 do 80 bunek. Primérné pocty bunék a

dalsi udaje jednotlivych vzorkl z nadrzi (Obr. PSCH) a rybnikt (Obr. PSI) jsou popsdny
v grafech a tabulce (Tab. 26).

Tab. 26: Shrnuta data poctd bun€k v koloniich (CYN1) ve vzorcich z nadrzi a rybniku.

CYNI Priim. | Med | Max | Min | CYN1 Priim. | Med | Max | Min
Nadrze N kol. N bunck/kolonie Rybniky N kol. N bunék/kolonie
Landstejn (1) 4 59 57 | 80 | 41 |Samonicky D. 0 0 0 0 0
Slapy 0 0 0 0 0 | Buchhammer 0 0 0 0 0
Zlutice 0 0 0 | 0 | 0 |Hary-nives 0 0 0ol o] o
Majcz 1 23 23 | 23 | 23 |Vydymaé 0 0 0 0 0
Kuc 17 48 31 | 137 | 6 |Mrhal 0 0 0 0 0
Landstejn (2) 0 0 0 0 0 | Puncocha 0 0 0 0 0
Primér celk. | 7 43 37 | 80 | 23 [Primércelk | N/A | N/A | N/A | N/A |[N/A
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Pramérna velikost ploch ve vzorcich obsahujici kolonie z kategorie CYNI Cinila 888
um?® (medidn — 665 um?). Rozsah v tomto pfipadé odpovidal primémé velikosti od 321-
1905 pm?. Primémé plochy kolonii a ostatni udaje o dil&ch vzorcich z nadrzi (Obr. P6CH)
a rybnika (Obr. P6I) byly popsany grafech a tabulce (Tab. 27).

Tab. 27: Shrnuta data ploch kolonii (CYN1) ve vzorcich z nadrzi a rybnikd.

CYNI Priim. | Med | Max | Min | CYN1 Priim. | Med | Max | Min
Nadrze N kol. um’ Rybniky N kol. um’

Landstejn (1) 4 1543 | 1163 |3225]| 624 | Samonicky D.| 0 0 0 0 0
Slapy 0 0 0 0 0 | Buchhammer 0 0 0 0 0
Zlutice 0 0 0 0 0 | Hary-naves 0 0 0 0 0
Majcz 1 244 | 244 | 244 | 244 | Vydymac 0 0 0 0 0
Kuc 17 878 | 588 [2245| 97 |Mrhal 0 0 0 0 0
Landstejn (2) 0 0 0 0 0 |Puncocha 0 0 0 0 0
Primér celk. | 7 888 | 665 [1905| 321 |Prumér celk. | N/A | N/A | N/A | N/A |[N/A

10.5.2 Velikostni parametry bunék

Primérna délka bunék v koloniich byla 1,37 um, priméra Sitka 0,70 pm a jejich
primémy bun&ény objem &inil 0,47 um’. Primémé hodnoty parametrt bun&k v jednotlivych

vzorcich z nadrzi byly shrnuty v tabulce (Tab. 28) a grafech (Obr. P7).

Tab. 28: Shrnuta data parametrti bunék (CYN1) ve vzorcich z nadrzi a rybniku.

CYNI délka | §ifka | bun.obj. |CYNI délka | $ifka | bun. obj.
Nadrze um um3 Rybniky um um3
Landstejn (1) 1,49 0,70 0,54 Samonicky D. 0,00 0,00 0,00
Slapy 0,00 0,00 0,00 Buchhammer 0,00 0,00 0,00
Zlutice 0,00 0,00 0,00 Hiiry-ndves 0,00 0,00 0,00
Majcz 1,15 0,68 0,34 Vydymacd 0,00 0,00 0,00
Kuc 1,47 0,71 0,54 Mrhal 0,00 0,00 0,00
Landstejn (2) 0,00 0,00 0,00 Puncocha 0,00 0,00 0,00
Pramér 1,37 0,70 0,47 Prumér N/A N/A N/A

10.6 Kolonie v kategorii CYN2

Kromé jednoho byly ve vSech vzorcich z nadrzi nalezeny kolonie pikoplanktonnich
sinic, které spadaly do kategorie CYN2 (Obr. P4J). U vzorkll z rybnikl byly nalezeny
kolonie pikoplanktonnich sinic pouze ve dvou znich (Obr. P4K). Primémy pocet
kolonii/ml ve vzorcich z nadrzi byl stanoven na hodnotu 91. Ve dvou vzorcich z rybnikt byl

prumér 61 kolonii/ml. Pocty kolonii na ml ve vzorcich z nadrzi a rybnika se signifikantné
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neliSily (p >0,05). Co se tyCe nadrzi, nejhojnéji zastoupen (225 kolonii/ml) byl vzorek
z Landstejna (1) a nejméné (31 kolonii/ml) vzorek odebrany v nadrzi Zlutice (datum odbéru
11.8. 2020). Ve vzorku z rybnika Vydymac bylo 77 kolonii/ml a 46 kolonii/ml ve vzorku
z rybnika Buchhammer. Tyto hodnoty spole¢né s ostatnimi jsou znazornény v tabulce (Tab.

29).

Tab. 29: Pocet kolonii/ml v kategorii CYN2.

CYN2 CYN2

Nadrze kol./ml Rybniky kol./ml
Landstejn (1) 225 Samonicky Dolni 0
Slapy 0 Buchhammer 46
Zlutice 31 Hury-naves 0
Majcz 26 Vydymac 77
Kuc 115 Mrhal 0
Landstejn (2) 61 Puncocha 0
Prumér 91 Prumér 61

10.6.1 Pocet bun¢k a plocha kolonie

Ve vzorcich z nadrzi (Obr. P5J) se poCet pohyboval v priméru 39 bunék/kolonii
(medidn — 23 bunék/kolonii). Nejveétsi zaznamenany pocet v kolonii ¢inil 134 buné€k, a
naopak ten nejmensi pouhych 15 bunék/kolonii. Co se tyCe vzorka z rybniki (Obr. P5K),
zde byl pramérny pocet 17 bunék/kolonii (median — 18 bunék/kolonii) a rozmezi se
pohybovalo v priméru od 15-19 bunék. Pocty bunék v koloniich se pii porovnani vzorkd z
nadrzi a rybnika signifikantné nelisily (p >0,05). Veskera data tykajici se poctu bunek byla
vlozena do tabulky (Tab. 30).

Tab. 30: Shrnuta data poctd bun€k v koloniich (CYN2) ve vzorcich z nadrzi a rybniku.

CYN2 Priim. | Med | Max | Min | CYN2 Priim. | Med | Max | Min
Nadrze N kol. N bunék/kolonie Rybniky N kol. N bunék/kolonie
Landstejn (1) 10 70 26 | 424 | 11 |Samonicky D. 0 0 0 0 0
Slapy 0 0 0 0 0 | Buchhammer 3 12 13 15 7
Zlutice 2 40 40 | 50 | 30 |Hury-naves 0 0 0 0 0
Majcz 1 18 18 | 18 | 18 |Vydymaé 1 23 23 | 23 | 23
Kuc 3 12 12 | 15 | 8 |[Mrhal 0 0 0 0 0
Landstejn (2) 4 54 20 | 165 | 10 |Punéocha 0 0 0 0 0
Priumér celk. 4 39 23 | 134 | 15 |Prumér celk. 2 17 18 | 19 | 15
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Velikost kolonii ve vzorcich z nadrzi (Obr. P6J) odpovidala v priméru 302 pm®
(medidn — 185 um”. Maximalni priméma hodnota velikosti plochy byla 967 um?, zatimco
nejmensi pruméma velikost byla 125 pmz. V ramci kolonii ve vzorcich z rybnika (Obr.
P6K), primérna velikost plochy skytala 66 pm?* (medién — 73 pm?). Medidny ploch kolonif
se signifikantné neliSily (p >0,05). Zjistény rozsah ve velikostech kolonii byl v tomto ptipadé
od 45-85 pum® V tabulce (Tab. 31) byla shrnuta veskera data kolonii — jejich priméry,

medidny, maximdlni a minimdlni hodnoty velikosti ploch.

Tab. 31: Shrnuta data ploch kolonii (CYN2) ve vzorcich z nadrzi a rybnikd.

CYN2 Priim. | Med | Max | Min | CYN2 Priim. | Med | Max | Min
Nadrze N kol. um’ Rybniky N kol. um’

Landstejn (1) 10 434 | 176 |2614| 69 |Samonicky D. 0 0 0 0 0
Slapy 0 0 0 0 0 | Buchhammer 3 59 72 | 87 | 17
Zlutice 2 349 | 349 | 439 | 259 | Hary-naves 0 0 0 0 0
Majcz 1 154 | 154 | 154 | 154 | Vydymac 1 73 73 | 73 | 73
Kuc 3 86 71 | 129 | 59 |Mrhal 0 0 0 0 0
Landstejn (2) 4 485 | 177 [ 1499 | 87 |Puncocha 0 0 0 0 0
Priumér celk. 4 302 | 185 | 967 | 125 | Prumér celk. 2 66 73 | 80 | 45

10.6.2 Velikostni parametry bunék

Primérna délka bunék ve vzorcich z nadrzi byla 1,38 um, primérna Sitka bunék se
pohybovala okolo 0,69 pm a bunéény objem dosahoval 0,48 um’. Buiiky ve vzorcich
z rybnikt byly 1,35 um dlouhé, 0,77 um Siroké a jejich bunéény objem byl stanoven na 0,53
um’. Z hlediska statistického ovéfeni se priméma délka bunék v nadrzich a rybnicich
nelisila (p >0,05), naopak primérna Sitka a bunécny objem se signifikantné lisily (p <0,05).
Primémé hodnoty parametrti bunék v jednotlivych vzorcich z nadrzi a rybnikd byly shrnuty

v tabulce (Tab. 32) a grafech (Obr. P7).

Tab. 32: Shrnuta data parametrti bunék (CYN2) ve vzorcich z nadrzi a rybniku.

CYN2 délka | %itka | bun.obj. |CYN2 délka | §ifka | bun. obj.
Nadrze um um3 Rybniky um puma3
Landstejn (1) 1,21 0,61 0,36 Samonicky D. 0,00 0,00 0,00
Slapy 0,00 0,00 0,00 Buchhammer 1,12 0,59 0,26
Zlutice 1,61 0,74 0,63 Hury-ndves 0,00 0,00 0,00
Majcz 1,40 0,78 0,56 Vydymac 1,27 0,58 0,29
Kuc 1,32 0,70 0,45 Mrhal 0,00 0,00 0,00
Landstejn (2) 1,35 0,62 0,39 Punéocha 0,00 0,00 0,00
Primér 1,38 0,69 0,48 Prumér 1,19 0,58 0,28
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Diskuse
11. Semi-automaticka metoda

V ramci mého vyzkumu jsem se zabyval vytvofenim semi-automatické metody za
ucelem kvantifikace buné€k, ziskani plochy, pfipadné objemu kolonie, a nakonec analyzy
jednotlivych kolonidlnich pikoplanktonnich sinic. Jejim cilem bylo uplatnéni této metody
v upravnach vody pi1 analyze a kvantifikaci kolonialnich pikoplanktonnich sinic. Jelikoz se
jednda o vyvoj nové metodiky, kvili absenci praci zabyvajicich se kolonidlnimi
pikoplanktonnimi sinicemi a kombinaci mikroskopické metody s analyzou obrazu, je obtizné
diskutovat mé vysledky prace, tedy semi-automatickou metodu. Z modernich pfistupi ke
kvantifikaci organismu, vCetné€ kolonialnich pikoplanktonnich sinic, 1ze povazovat hojné
vyuzivanou prutokovou cytometrii. Na rozdil od mé metodiky vSak slouzi pouze k ziskani
velikosti a poctu, pfi¢emz dochdzi k poruseni struktur analyzovanych kolonii (Owen et al.
2022). Kromé jiz zminéné destrukce struktur kolonii, metoda prutokové cytometrie vyzaduje
techniku, ktera je ve vétsin€ pripadd drahou zalezitosti. V béznych laboratofich, které

hodnoti kvalitu pitné vody, v§ak v mnoha ptipadech potfebna technika neni k dispozici.

Semi-automatickd metoda je nastavena na kolonidlni pikoplanktonni sinice, ale to
neznamend, ze musi pracovat pouze stémito organismy. Jelikoz se nejednd o plné
automatizovanou metodu, lze ji vyuzit 1 pro dalsi organismy podobného charakteru.
Krasnym piikladem je sinicovy rod Microcystis. Jedinym rozdilem je v tomto pfipadé
nastaveni funkce spot-detection. Jakmile dojde ke spradvnému nastaveni, semi-automatickd
metoda je schopna vygenerovat pocet bunék, jejich velikost a tvar, a nakonec plochu nebo

objem sledované kolonie.

11.1 Kategorie pro kolonialni pikoplanktonni sinice

V rdmci vyvoje semi-automatické metody jsem wvytvoril funkéni a morfologické
kategorie kolonidlnich pikoplanktonnich sinic. Pfi pohledu na zachycené snimky
jednotlivych kolonii maze vyvstat otazka, zdali se vubec jedna o opravdovou kolonii a neni
to jen ndhodny shluk bun€k na filtru. V klasickém mikroskopu jsou jednotlivé kolonie
rozeznatelné v podobé kouli nebo oblacki obalenych slizem a kutélejicich se ve vode. To, ze
k sobé buriky patii a nejsou to jen ndhodné shluky lze jednoduSe dokazat napftiklad
obarvenim tusi. Kolonie jsou v obarveném vzorku krasné viditelné, prihledné a bezbarvé na

rozdil od Cerné obarveného okoli. Ve fluorescen¢nich mikroskopech lze rozeznat pravé
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kolonie pikoplanktonnich sinic od nahodnych shlukd bunék pomoci prepnuti do UV svétla.
Pravou kolonii pozname na zakladé nepfitomnosti bakterii ve slizu na rozdil od zbytku filtru.
Bakterie totiz ve slizu pikoplanktonnich sinic primarné nejsou. V pfirodé jsou vSechny

kolonie z geneticky identickych bunék, ve vétsiné pripada se nejedna o ndhodné shluky.

Jednotlivé kategorie pikoplanktonnich sinic byly vytvofeny na zakladé porovnavani
struktur kolonii. Hlavnim parametrem zde byla hustota a postaveni bun€k uvnitt kolonie.
Vysledkem bylo Sest kategorii kolonidlnich pikoplanktonnich sinic o specifické morfologii
¢i ruzné hustoté bunek. Zarazenim kolonialnich pikoplanktonnich sinic se ve své studii
zabyvali Huber et al. (2017). Na rozdil od mého vyzkumu, definovali pouze tii kategorie
kolonidlnich pikoplanktonnich sinic — Cyanodictyon (nepravidelné tvarované kulovité
kolonie s nepravidelné usporadanymi burikami), Aphanocapsa (pravidelné kulovité kolonie
s kulatymi burikami pravidelné usporadanymi) a Eucapsis (kolonie s buitkami uspofadanymi

do balicku).

V porovniani mé price spraci Huber et al. (2017) jsou viditelné rozdily jak
v samotnych kategoriich, tak v jejich definici. Jednim z kritérii pro zafazeni kolonialnich
pikoplanktonnich sinic do kategorie Cyanodictyon a Aphanocapsa je celkovy tvar kolonie.
Zaroven nedochazi ani ke shodé v pfipadé kritéria hodnoticitho pravidelnost usporadani
bunék. Tvar kolonie anebo usporadanost bunék v mé metod€ neni zahrnuta. V. mé préci jsou
definovany kategorie pro fetizkové kolonie — Cyanodictyon 1 (buriky daleko od sebe) a
Cyanodictyon 2 (buiiky v tésné blizkosti). Popis rodu Cyanodictyon v mé studii je zalozen na
zakladé publikace Komarek a Anagnostydis (1998). Kromé dvou jiz zminénych skupin by
do kategorii Cyanodictyon a Aphanocapsa vytvorenych ve studii Huber et al. (2017) spadaly
i skupiny Aphanothece 1 (buiiky daleko od sebe), Aphanothece 2 (buriky v tésné blizkosti) a
Aphanothece 3 (buiiky nahusténé pres sebe). Rozdil mezi Aphanothece (v soucasné dobé
pfejmenované na Anathece (Komarek et al. 2011)) je dle morfologie pouze ve tvaru bunék.
Prvni zminéné maji ty¢inkovité ¢i ovalné bunky, Aphanocapsa buiiky kulovité (Komarek a
Anagnostidis 1998). Na zakladé€ genetickych analyz bude ¢lenéni jiné. Rod Aphanocapsa ke
kolonialnim pikoplanktonnim sinicim vibec nepatii (Jezberova, nepublikovano). A nakonec
Huber et al. (2017) definovali kategorii Eucapsis, u které by se mohlo zdat, ze mezi pracemi
dochazi ke shodé. Nicméné€ opak je pravdou, a to z divodu usporadanosti bune€k uvnitf
kolonie. V ramci mé prace by se pifimo nabizela kategorie Merismopedia, jak jiz bylo

feCeno, bunky nejsou usporadané do balickd, nybrz tvofi desticku.
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11.2 Kategoridlni faktory hustoty pro kolonie

Pro vytvofenou semi-automatickou metodu je nezbytné kromé fluorescencniho
mikroskopu i ucelené softwarové feSeni pro analyzu obrazu. Za ucelem jesté vétSiho
zjednoduSeni a minimalizace potiebného vybaveni byly na zakladé dat ziskanych semi-
automatickou metodou vytvoreny faktory hustoty pro kazdou z Sesti definovanych kategorii.
Muze se zdat, ze hodnoty kategorialnich faktorti hustoty jsou v né€kterych piipadech
podobné, ¢i dokonce shodné. Podobnost v hodnotach pozorujeme predev§im u kategorii
Aphanothece 2 (APT2) a Aphanothece 3 (APT3). Jmenované kategorie jsou definovany pro
kolonie s husté usporadanymi burikami. V tomto ptipadé se vSak jedna o zcela odlisné typy
kolonii, kde porovnavame jednoduché dvojrozmérné kolonie a strukturné slozité kompaktni
trojrozmérné kolonie. Témér shodné hodnoty se objevily 1 u kategorii Aphanothece 1
(APT1) a Cyanodictyon 1 (CYNI1). Zde nastdva stejnd situace jako v predeslém piipade.
Bunky pikoplanktonnich sinic uvnitf kolonii spadajicich do téchto kategorii jsou sice v obou
ptipadech voln¢ uspotradany, ale podivame-li se na kolonie jako takové, uvidime jejich zcela
odlisnou morfologii. Z toho vyplyva, ze nezalezi ani tak moc na hodnoté kategorialniho
faktoru hustoty, jako spi§ na spravném zatfazeni kolonialnich pikoplanktonnich sinic do

funk¢nich a morfologickych skupin.

Béhem zatazeni kolonialnich pikoplanktonnich sinic do funk¢nich a morfologickych
skupin, se mizeme setkat s jistou problematikou. Prvnim a jist€ nejdulezit€jSim aspektem
spravného zatrazeni kolonii do pfislusnych kategorii je praxe v podobé urcité doby stravené
mikroskopii pravé pikoplanktonnich sinic. Pomineme-li dobu stravenou mikroskopii, béhem
samotné praxe muze dojit k setkdni s koloniemi, které jsou atypické. Prikladem muze byt
kolonie o nepravidelném tvaru (napf. trojuhelnik), tudiz aproximaci této kolonie na elipsu
(elipsoid) a naslednym vypoctem mnozstvi bunék pomoci kategorialniho faktoru hustoty

nedosahneme piesného vysledku.

V ramci metodiky vyuzivajici kategorialni faktory hustoty se muize naskytnout otazka,
zdali jsou pouzité vzorce pro vypocet plochy nebo objemu kolonie vybrany spravné. Pro
vypocet plochy to je vzorec pro obsah elipsy, pro vypocet objemu je pouzit vzorec pro objem
elipsoidu. Ve vSech ptipadech, kdy byly porovnany plochy (objemy) kolonii ziskané semi-
automatickou metodou a prisluSnym kategorialnim faktorem dochazelo k téméf shodnym
vysledkim. Na zakladé toho Ize usuzovat, ze tento krok v metodickém postupu byl zvolen

korektné.
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12. Analyza kolonialnich pikoplanktonnich sinic

S vyuzitim semi-automatické metody byly analyzovéany pfirodni vzorky z nadrzi a
rybnikd. Rybniky byly zahrnuty do studie proto, protoze jsou v nich velice hojné zastoupené
kolonialni formy pikoplanktonnich sinic. Rozsifily nam variabilitu typa kolonii, coz mimo
jiné zptesnilo vytvorfeni faktoru hustoty. A protoze jsme méli data pro nadrze i rybniky, tak
uz se piimo nabizela otdzka, zda je mezi nimi néjaky rozdil. Zda jsou v obou typech shodné
kolonie, nebo se lisi velikostné, morfologicky ¢i typove. Zodpovezeni této otazky ma také
ekologické pfinosy, protoze pomuze k prohloubeni znalosti o obou ekosystémech.
V nédrzich jsou jini predatofi a jiné hospodafeni s zivinami (Znachor et al. 2018; Znachor et
al. 2020) nez v rybnicich (Kajgrova et al. 2022; Vrba et al. 2018), proto je tato informace
také velice pfinosnd. Rozdil ve vzniku kolonii néas také priblizi vice k objasnéni jejich
vzniku, o kterém je spousta hypotéz — obrana proti predatorim (Callieri et al. 2016; Huber et
al. 2017; Jezberova a Komarkova 2007; Ospina-Serna et al. 2020), obrana proti UV a svétlu
(Callieri 2010; Koblizek 2000) nebo oxidativnimu stresu (Callieri et al. 2019). Nicméng,
zdali skute¢né dochazi ke vzniku kolonie jako odpovéd na pfitomnost predatora nebo na jiné
faktory tykajici se vodniho prostfedi se stale pfesné nevi a nedafi se v experimentech spravné

vyvolat (Jezberovd, nepublikovano).

12.1 Pocet kolonii v ml

Analyza kolonidlnich pikoplanktonnich sinic v pfirodnich vzorcich z nadrzi a rybnika
pfinesla zajimavé vysledky. V kategorii Aphanothece 1 (APT1) pocet kolonii pfevazoval ve
vzorcich z nadrzi, rozdil zde odpovidal zhruba trojnasobku. Naopak tomu bylo u kategorie
Aphanothece 2 (APT2), kde bylo zjisténo vétsi mnozstvi kolonii ve vzorcich z rybnikd, a to
témet pétinasobné. Nicmén€, na rozdil od predeslé kategorie, zde zjiStény rozdil nebyl
statisticky prokdzan. Doslo i k situacim, kdy kolonie ve vzorcich z nadrzi a rybnikii nebyly
pozorovany v urcitych lokalitach ¢i dokonce v zadné z lokalit. Do kategorie Aphanothece 3
(APT3) byly kolonie zafazeny pouze z jednoho vzorku z nadrzi a ze tii vzorku z odebranych
z rybniki. Podobna situace nastala i v pfipadé kategorie Merismopedia (MER), s tim
rozdilem, ze ve vzorcich z néadrzi byly pfislu§né kolonie pozorovany ve dvou lokalitach.
Prikladem neptitomnosti kolonii ve vSech lokalitach byla kategorie Cyanodictyon 1 (CYN1).
Kolonie pikoplanktonnich sinic se nevyskytovaly v zadném ze wvzorkii odebranych

z rybnicnich lokalit. V kategorii Cyanodictyon 2 (CYN2) se pocet kolonii v obou pfipadech
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podobal, ale zastoupeni lokalit bylo odlisné. V piipade€ nadrzi se kolonie z této kategorie

vyskytovaly ve ¢tyfech piipadech, naopak v rybnicich pouze ve dvou.

Rozdily v pocetnosti kolonii v téchto kategoriich mohlo zapficinit vice faktort. Jedna
se o odlisné faktory pifimo ve vodnich ekosystémech (viz vySe) nebo muze byt pficinou
zpusob skladovani ¢i dokonce samotna pfiprava preparati. V ramci zpusobu skladovani
vzorkll to muze byt doba jakou jsou samotné vzorky uchovavany. Ta muze hrat daleZitou
roli v zachovani podoby kolonii, kterou maji béhem svého zivota v pfirozenych podminkach.
S touto situaci jsem se setkal béhem vyvoje semi-automatické metody, kdy byl b&hem
prvniho méfeni vzorek plny kompaktnich kolonii. V druhém meéfeni ve stejném vzorku jiz
zadné kompaktni kolonie nebyly. Zarovern pfi ptipraveé preparati muze dojit k nechténému
naruSeni struktury kolonii, at' uz nevhodnou manipulaci ¢i vyvijenim pfilisné sily béhem
vytlacovani ,bublin“ zpod kryciho sklicka. Dukazem jist¢ deformace byly kolonie z
kategorie Aphanothece 3 (APT3), kde to bylo zifejmé z poméru hodnot délky a Sitky a
hodnoty vysky.

12.2 Pocet bunék v koloniich

Pocet bunék v koloniich pikoplanktonnich sinic se v pfirodnich vzorcich z nadrzi a
rybniki nelisil. Jedna se o zajimavy ukaz, jelikoz jsou to zcela odlisné vodni systémy —
oligotrofni/mezotrofni nadrze a hypertrofni rybniky. Z pohledu na mnozstvi zivin by se
spravné predpokladalo, ze vétsi pocet bunek by mél byt pozorovan pravé ve vzorcich

z rybniki.
12.3 Plocha (objem) kolonii

Velikost kolonii (plocha nebo objem) pikoplanktonnich sinic se v pfirodnich vzorcich
z nadrzi a rybnikt také signifikantné nelisila. Porovname-li pocet bunék se zjisténymi
hodnotami velikosti ploch a objemu, kolonie pikoplanktonnich sinic si byly velice podobné

jak ve vzorcich z nadrzi, tak ve vzorcich z rybnikd.

12.4 Velikostni parametry bun¢k v koloniich

Poslednim analyzovanym objektem byly samotné buiky, které tvorily sledované
kolonie. Z analyzy vyplynulo, ze primérna délka jednotlivych bunék je vétsi ve vzorcich z
nadrzi. Naopak tomu bylo u pramémé Sitky, ktera byla podobna. Praimérny bunécny objem

byl v ramci morfologickych a funkénich skupin vétsi ve vzorcich z nadrzi. Nicméné pokud
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se zaméfime na porovnani velikosti kolonialnich bun€k uvnitf jednotlivych kategorii,
vysledky uz nejsou tak jasné. Setkali jsme se s kategoriemi, kde se parametry bunék
prokazatelné liSily. Zaroven nastaly situace, ve kterych byly parametry bunék témer totozné

a tim padem se signifikantné neliSily.

Zavér
Na zakladé mikroskopické metody v kombinaci s analyzou obrazu jsem vytvofil semi-
automatickou metodu v programu NIS Elements, s jejiz pomoci je mozné ziskat plochu nebo
objem kolonie a nasledné pocet, velikost a tvar jednotlivych bunék. V ramci této metody
byly definovany funkéni a morfologické kategorie pro kolonialni pikoplanktonni sinice.
Z dat ziskanych semi-automatickou metodou vzeSly faktory hustoty pro kazdou
z definovanych kategorii. Pouzitim té€chto faktori v kombinaci s mikroskopem je mozné
ziskat pocCet bunék v koloniich pikoplanktonnich sinic bez potieby prace se
specializovanym softwarem. Nakonec byla pouzita semi-automatickd metoda, diky které

byly zanalyzovany kolonidlni pikoplanktonni sinice v pfirodnich vzorcich.

> H;: Vysledky vyvoje semi-automatické metody potvrdily, ze hustota bunék
v koloniich stejného typu se mezi jednotlivymi koloniemi neli§i, a to ani mezi
koloniemi pochézejicimi z riznych lokalit.

> H,: Nadrze a rybniky se prokazatelné liSily v relativnim zastoupeni a pocetnosti
kolonii pouze v jedné kategorii (APT1), zbyvajici kategorie se neliSily. Velikost
kolonif a pocet bunék v koloniich z nadrzi a rybnika se prokazatelné nelisily v zadné

z kategorii.
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Obr. P1: Zdrojovy k6éd makra pro 2D kolonie.
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Obr. P2: Zdrojovy kéd pro 3D kolonie — plocha kolonie a pocet bun€k (* — repetitivni

sekvence funkci).
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Obr. P3: Zdrojovy kéd pro 3D kolonie — velikost a tvar bun¢k.
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Obr. P4: Shruti poctu kolonii ve vzorcich z nadrzi a rybnika v kategoriich APT1 (p <0,05)
a APT2-CYN2 (p >0,05).
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Obr. P6: Shrnuti velikosti ploch kolonii ve vzorcich z nadrzi a rybnikt v kategoriich APT1—
CYNZ2, (p >0,05).
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Obr. P7: Shruti délky, Sitky a objemu bunék ve vzorcich z nadrzi a rybnika v kategoriich

APT1-CYN2 (prerusovana ¢ara — celkovy prumeér parametru).
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