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1 Uvod

Sinice (cyanobaktérie) sa na Zemi vyskytuja uz 3,5 miliardy rokov. PocCas svojej dlhe;j
evolucnej historie nielenze zmenili zlozenie zemskej atmosféry, ale taktiez umoznili
vyvoj aerobneho zivota a poskytli materidlovy zdklad pre chloroplasty zelenych rastlin
(Zhang, 2014). Ekologické stanovi§te sinic ma Siroké rozmedzie, vyskytuju sa
v sladkovodnom i morskom prostredi, pode, skalach ¢i kore. Su schopné produkovat
rozne bioaktivne zlucCeniny (intracelularne aj extracelularne), a teda prezit v extrémnych
enviromentdlnych podmienkach (Thummajitsakul et al., 2012). V mikrobidlnom
prostredi zohravaju doélezitti ulohu primarnych producentov (Waterbury et al., 1979;
Chisholm et al., 1988). Kyslik, ktory produkujui ako vysledok fotosyntézy md vyznamnu
rolu v globdlnom biochemickom cykle dusika, siry a uhlika. Sinice tak maju znacny

vplyv na mikrobialne spoloCenstva a prebiehajice biogeochemické cykly (Blank, 2004).

Klasifikdcia sinic presla v poslednych rokoch rozsiahlou restrukturalizaciou
a reviziou, ktoré suvisia s prichodom fylogenetickych analyz, zalozenych na udajoch
o molekuldrnej sekvencii. Taxonomickd klasifikdcia predstavuje primarnu metddu
pouzivanu na hodnotenie diverzity vSetkych biologickych skupin organizmov (Komarek
et al,, 2014). Taxondémia sinic Celi obdobiu rychlych zmien vdaka jednoduchému
sekvenovaniu génu 16S rRNA a zavedenym pracovnym postupom na popis novych

taxonov (Strunecky et al., 2013).

Druhy, ktoré st v stcasnosti klasifikované v ramci rodu Microcoleus spadaji do dvoch
odlisnych kladov vo fylogenéze 16S rRNA, pricom jeden obsahuje taxony v rdmci
Oscillatoriaceae a druhy obsahuje taxény v rdmci Phormidiaceae (Siegesmund et al.,
2008). Microcoleus vaginatus, ktory je zaroven typovym druhom rodu je vyrazne
rozsireny (Boyer et al., 2002). Spociatku Microcoleus vaginatus vykazoval Specificki
ekol6ogiu iba vramci podneho spoloCenstva. Neskor vSak bola ekologia rozSirena
o extrémne stanovistia v podobe hortcich a studenych pusti, kde zohrava délezitu tlohu
pri biogeochemickom cykle a stabilizacii piesCitej pddy svojimi polysacharidmi.
V stcasnej dobe sa povazuje za kozmopolitny druh, ktory sa vyskytuje predovsetkym

v bentickych a subaerofytickych lokalitach (Stanojkovi¢ et al., 2022).

Bentické druhy z rodu Microcoleus si vyrazne rozsiren€ a tvoria rozsiahle porasty
v sladkovodnych ekosystémoch, ktoré niekedy vykazujui toxicitu v dosledku produkcie

silnych neurotoxinov (anatoxinov) (Tee et al., 2021). Microcoleus produkuje cely rad



cyanotoxinov, priCom najCastejSie sa uvadzaji neurotoxické anatoxiny (anatoxin—a,

dihydro—anatoxin—a, homoanatoxin—a, a dihydro-homoanatoxin—a) (Wood et al., 2018).



2 Ciele prace

Hlavnym cielom diplomovej prace je taxonomicka revizia a vytvorenie
taxonomického kli¢a rodu Microcoleus. S tym sivisi aj prinesenie novych poznatkov
v taxonémii rodu Microcoleus. Ciastkovym cielom je porovnanie morfologickej
a molekuldrnej evolicie. V sucCasnej dobe su krypticka diverzita a kryptické druhy
velkym problémom taxondémie. Pomocou svetelnej mikroskopie bude skimana
morfologicka variabilita 35 kmeniov a nasledne bude geneticka Cast’ sledovana pouzitim

sekvencie génu 16S rRNA a ITS (interny transkribovany spacer).
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3 Taxonomia

Klasifikacia cyanobaktérii (sinic) preSla v poslednych rokoch rozsiahlou
reStrukturalizaciou a reviziou, ktoré suvisia s prichodom fylogenetickych analyz,
zalozenych na udajoch o molekuldrnej sekvencii (Komdrek et al., 2014). Taxonémia
cyanobaktérii bola tradicne zalozena na cytomorfologickych a ekologickych markeroch,
podobne ako uinych skupin najjednoduchsich fototréfnych jednobunkovych rias ¢i
eukaryotickych organizmov, ako su fytoflagelaty ¢i kokalne riasy. Sinice boli povodne
nazyvané ako ,modrozelené riasy“ =z hladiska ich morfologickej podobnosti

s jednoduchymi riasami a na zdklade ich ekologickej rozmanitosti (Komaérek, 2019).

Taxonomicka klasifikacia predstavuje primarnu metddu pouzivanu na hodnotenie
diverzity vSetkych biologickych skupin organizmov (Komadrek et al., 2014). Za vznikom
taxonémie stoji Carl Linné, ktory v 50. rokoch 18. storocia zaviedol binominalnu
nomenklatiru, ¢o znamena, ze kazdy organizmus je oznaceny dvojslovnym nazvom, a to
pomocou druhového a rodového mena (Linné, 1753). Spolocne s vytvorenim vedeckého
systému sa kritéria klasifikdcie v priebehu rokov neustdle menili. Taxonémia bola
transformovand zo systému, ktory jednoducho umiestnil morfologicky podobné taxény
do hierarchického systému klasifikacie, ktora idealne odraza evolu¢né vztahy a vytvara

siet’ hypotéz o evolu¢nej historii (Komarek et al., 2014).

Spociatku sa sinice klasifikovali len na zaklade ich morfologickych vlastnosti. Medzi
hlavné morfologické znaky sa zarad'uju vel'kost’ buniek, ich tvar a usporiadanie (vlaknité,
kolonialne ¢i jednobunkové), spdsob bunkového delenia, pritomnost alebo absencia
fixacie dusika Ci pritomnost Specializovanych buniek, ako su heterocyty, akinéty a
aerotopy (Rippka et al., 1979; Castenholz & Waterbury, 1989). Postupom casu sa
klasifikaény systém sinic neustale vyvijal. Ddlezitym medznikom vo vyvoji bol prichod
elektrénovej mikroskopie, molekularnych a genetickych metdd, na zaklade coho sa
taxondmia rozdelila do troch zdkladnych smerov. Prvd skupina vyskumnikov sa
prostrednictvom zmensenia poctu taxonov snazila systém zjednodusit’ (Drouet, 1968),
druhd skupina v snahe dosiahnut monofyliu rozdel'ovala jednotlivé taxény (Johansen &
Casamatta, 2005) atretia skupina preferovala opatrnejSiu cestu a ziskavanie d’alSich

molekuldrnych dit (Hoffman, 2005; Komarek et al., 2014).

Druhovy koncept predstavuje subor kritérii, ktoré sluzia pre teoretické definovanie

druhu. Tento koncept, platny pre eukaryotické organizmy vSak nie je platny pre
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organizmy prokaryotické, ato najmd z dovodu asexudlneho mnozenia a vytvdrania
obrovskych populacii. Druhovy koncept sa odliSuje od definicie druhu, ktora sa vyuziva
predovSetkym na prakticka identifikdciu. RozliSuja sa druhy, ktoré st definované
pomocou genetickych dat (genospieces) alebo pomocou morfologickych dét

(morfospieces) (Dvorak et al., 2015).

Taxonomia sinic Celi obdobiu rychlych zmien vd’aka jednoduchému sekvenovaniu
génu 16S rRNA a zavedenym pracovnym postupom na popis novych taxénov (Strunecky
et al., 2013). Fylogenéza génu 16S rRNA a genetické vzdialenosti sa povazuju za
Standard pre vymedzenie jednotlivych druhov (Osorio—Santos et al., 2014; Komadrek,
2010; Stackebrandt, 2006).

Polyfazicky pristup sa pouziva vacsinou v kombindcii s monofyletickym konceptom
druhu (Johansen & Casamatta, 2005) , priCom v sucasnosti je stale CastejSie zalozeny na
fylogenéze 16S rRNA ako na fylogenéze celého gendému. To sa pravdepodobne Coskoro
zmeni so zvySujucou sa dostupnostou sekvenovania celého gendému. Sekvenovanie
celého genému a fylogenomicka analyza poskytuji klacové informacie o evolucnej
historii a vztahoch organizmov, avSak vyznam dobre zostavenej morfologicke]
charakterizacie by sa nemal podceriovat’ (Dvofak et al.,, 2023). Sekvenovanie celého
genOmu sa postupne stava novym Standardom v popise druhov sinic (Jahodarova et al.,
2022; Skoupy et al., 2022; Brown et al., 2021), ktory poskytuje omnoho podrobnejsi popis

genetickej vzdialenosti.

3.1 Morfologicka evolicia v taxonomii sinic

Sinice su tradicne klasifikované na zaklade spominanych morfologickych znakov,
avSak vyskumy preukéazali mnozstvo kryptickej diverzity dolozenej molekularnymi
analyzami, najmd sekvencia génu 16S rRNA. Prieskum zriedkavo vzorkovanych
biotopov ako je tropické prostredie, aerofytické biotopy ¢i podne kory odhalili novu

diverzitu taxénov (Dvorak et al., 2017).

Taxondmia sinic je velmi komplikovana a stidle malo preskimana (Dvotak et al.,
2015). Sinice vykazuju pomerne vysoky stupenn morfologickych znakov v porovnani
s inymi prokaryotickymi organizmami. Castokrat dochadza ku vzniku neprirodzenych
zmien morfologickych znakov, ato najmi pri¢inou nepresnej analyzy jednotlivych
kmenov alebo v désledku toho, ze st kmene ulozené v zbierkach po vel'mi dlha dobu

(Dvotak et al., 2017). Daldim problémom je rozsiahla diverzita sinic. Vysoka
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prisposobivost’ zapri€ifiuje neustdly vyvoj novych morfotypov a ekotypov. Novo
vzniknuté morfotypy a ekotypy su vSak nemenné iba do doby, pokial’ dojde v okolitom

prostredi k zmendm podmienok (Komarek et al., 2000).
3.2 Polyfazicky pristup

Najprogresivnejsi systém vyuziva polyfazicky pristup, ktory zahfiia kombinaciu
morfologickych, ekologickych a molekuldrnych znakov. Feneticky druhovy koncept,
ktory sa spolieha vyhradne na morfologicki podobnost’ neberie do uvahy genomicku

diverzitu, ktora je omnoho vécsia (Johansen & Casamatta, 2005).

Zavedenie  a kombindcia  modernych  molekularnych, cytomorfologickych
a ekologickych metdd v taxondmii cyanobaktérii je nevyhnutnd, a mala by byt
akceptovand ako jedind metdda na vypracovanie ich systematiky. Kombindcia réznych
metdd by mala byt zalozena na molekularnom sekvenovani, ako zdkladnom pristupe, ku
ktorému je potrebné pridat’ d’alSie kritéria (morfologické, ekologické) pokial’ st dostupné
a su v populaciach sinic odlisné a rozpoznatel'né. Aplikacia tohto polyfazického a teda
kombinovaného pristupu je povazovana za unikatny, moderny, jednoznacny a plne
akceptovany metodicky postup, ktory vSak zatial’ nie je bezne pouzivany a ani mozny pre

vSetky zname populacie sinic (Komarek, 2016).

S vyuzivanim polyfazického pristupu by sa v budicnosti mohli priniest pozitivne
vysledky, a teda lepSie objasnenie diverzity a evoldcie sinic (Komarek, 2018). Hlavnou
pri¢inou vzniknutych nejasnosti su predovsetkym odli§né vysledky jednotlivych §tudii,
v dosledku ¢oho vedci nedosli k spolocnej ceste pri aplikovani nomenklaturnych kédov

a druhovych konceptov (Komdrek, 2016).

3.3 Sucasné problémy taxonémie

Aplikacia modernych ekologickych, ultrastrukturalnych a molekuldrnych metéd
podporovana kultivaciou pocetnych morfotypov sinic podstatne zmenila poznatky

o tychto organizmoch (Komarek, 2006).

Druh je tradi¢ne povazovany za zakladni taxonomicku kategdriu pre vsetky
organizmy, avSak zhladiska modernych klasifikaénych kritérii je pre sinice
problematicky. Prostrednictvom druhového poznania mozno ziskat predstavu
o variabilite a diverzite vramci jedného rodu (Komarek, 2003). Najvacsi problém

taxonémie v sucCasnej dobe predstavuju polyfyletické skupiny a kryptické druhy.
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Spominané skupiny vznikaji na zaklade omnoho vacSej rozmanitosti genetickych ako
fenotypovych znakov. Mozno predpokladat, ze v kazdom rode su pritomné kryptické

druhy (Dvorék et al., 2015).

Prostrednictvom analyzy ziskanych molekuldrnych dat sa u niektorych tychto
morfologicky odlisnych druhov zistilo, Ze su si veI'mi podobné a preto je potrebné najst’

jednotlivé genetické rozdiely (Komadrek et al., 2014).

3.4 Sucasna definicia druhu

Druh predstavuje zakladni taxonomicku jednotku vSetkych zivych organizmov.
Pomocou druhového poznania mozno ziskat predstavu o diverzite a variabilite v rdmci
jedného rodu (Komarek et al., 2003). Prokaryotické organizmy su z hl'adiska druhového
vymedzenia komplikované. Bakteridlne druhy nemaju sexualne rozmnozovanie, a z tohto
dovodu nespliiaju poziadavky klasického konceptu druhov, ktory sa pouZiva pre
eukaryotické organizmy. Na zdklade existencie koherentnych evolu¢nych linii, ktoré
vznikaji v dosledku rekombindcie a horizontalneho prenosu génov mozno podobny

koncept aplikovat u sinic (Dvorak et al., 2015).

Bolo navrhnutych niekol’ko druhovych konceptov, avsak vedci sa nedokazali zhodnut’
na jednom univerzalnom koncepte, ktory by bol aplikovatelny na sinice (Johansen &
Casamatta, 2005). Johansen a Casamatta (2005) vo svojej praci zhrnuli jednotlivé
druhové koncepty, priCom vzhl'adom na moderné poratie systematiky zhodnotili jej
vhodnost. V sucCasnej dobe sa povodne pouzivané fenetické pristupy, ktorych
rozhodujici faktormi si morfologické a ekologické data povazuju za chybné (Dvorak et

al., 2015; Johansen & Casamatta, 2005).

Vznik jednotlivych druhov cyanobaktérii (Speciacia) je riadeny mutaciou, selekciou,
tokom génov a v neposlednom rade geografickou a ekologickou izolaciou. Populacna
genomika sa pouziva na vyjadrenie variacii gendmu v rdmci jednej alebo viacerych
populécii. V uzSom slovazmysle sa populacna genomika zameriava na zakladné faktory
genetickej diverzity medzi jednotlivcami populdcie, a sleduje prispevok takejto

variability v procese Speciacie (Dvorak et al., 2023).

Fylogenetické koncepty povazuji druhy za nezdvislé linie s vlastnou evolu¢nou
historiou (Johansen & Casamatta, 2005). Koncept apomorfnych druhov, ktory sa tiez

oznacuje ako monofyleticky, bol odvodeny z fylogenetického konceptu. Druhy sud
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vymedzené ako najmensie monofyletické skupiny, ktoré su definované jedine¢nymi
apomorfiami. Monofyleticky koncept mozno aplikovat na nepohlavne sa rozmnozujuce
organizmy a zda sa byt pre sinice najprijatelnejsi. V ramci tohto konceptu vSak nemozno
urcit, ktoré znaky su odvodenejsie a preto je jeho pouzitie tazsie (Dvorak et al., 2015;

Johansen & Casamatta, 2005).
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4 Microcoleus sp.

Rod Microcoleus Desmazieres ex Gomont patri do radu Oscillatoriales. Rad
Oscillatoriales typicky zahffia vlaknité sinice s komplikovanejSou morfologiou. Na
zdklade modernych kritérii je rod Microcoleus klasifikovany vramci celade
Microcoleaceae, jednej z najvacSich cCeladi tohto radu (Komarek et al., 2014).
Microcoleus vaginatus, ktory je zaroven typovym druhom rodu, je vyrazne rozsireny.
Tento druh sa vo vyznamnom pocte vyskytuje predovSetkym v podnych krustach.
Typickym znakom su vysoko pohyblivé zuzujuce sa trichomy, cylindrické bunky
a pritomnost’  kalyptry. Dominantnou charakteristikou je tiez vyskyt niekolkych
trichdmov v spolo¢nej posve, kultury vSak tento znak vel'akrat postradaju (Boyer et al.,

2002).

4.1 Taxonomicka historia rodu Microcoleus

Rod Microcoleus prvykrét klasifikoval a popisal Desmazieres v roku 1823, priCom
ako typovy druh bol pdvodne urCeny Microcoleus terrestris. Klasifikaciu a popis v roku
1892 upravil Gomont a ndsledne na jeho schému naviazali aj ostatni. Rok 1962 sa
povazuje za vyznamny medznik z hl'adiska radikalnych zmien v systéme, ktoré previedol
Drouet. Drouetova domnienka o existencii obmedzeného poctu genotypov, ktoré vytvara
v zavislosti na roznych ekologickych podmienkach Sirokej morfologickej variacie, viedla
k vyznamnému znizeniu celkového poctu druhov sinic z 1300 na 64. Mnohé druhy, ktoré
boli povodne popisané Gomontom v ramci niekol'ko rodov patriacich do celade
Oscillatoriales, definoval Drouet ako prirodzene sa vyskytujice varidcie jediného druhu

a to Microcoleus vaginatus (Drouet, 1962).

Napriek rozsiahlej rozmanitosti baktérii a ich vyznamu pre zdkladné fungovanie
suchozemskych ekosystémov, ich distribucné vzorce stale nie su dplne zndme. Na
vyplnenie medzery a d’al§ie pochopenie biogeografickych vzorcov baktérii doslo ku
skumaniu fylogeografickej Struktury a zdkladnych faktorov diverzifikdcie medzi
populdciami sinice Microcoleus spp. Fylogenetickd historia bola rekonStruovana
pomocou génov 16S rRNA a 16S-23S interny transkribovany spacer (ITS) z 495
Microcoleus spp. 1zolatu. Na vyhodnotenie boli uskuto¢nené fylogenetické signalne testy
s cielom posudit’ vplyv klimatickych preferencii na diverzifikaciu izolatov Microcoleus

spp. Distribucia a fylogenetickd diverzifikdcia Microcoleus je pohaiana izolaciou podl'a
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vzdialenosti a prostredia, ¢o vedie k najmenej 13 rozdielnym liniam, ktoré by mohli

predstavovat’ nové druhy sinic (Stanojkovic et al., 2022).

V dvoch samostatnych studidch vyskumnici uréili, ze kmene Microcoleus spadaji
najmenej do dvoch kladov na zéklade analyz sekvencie génu 16S rRNA. Boyer a kolektiv
(2002) priradili jeden klad k M. vaginatus a d’alsi klad k M. steenstrupii Boye—Petersen.
Tieto dva klady boli 'ahko rozliSitel'né vo svetelnom mikroskope na zaklade niekolkych
znakov, a to predovsetkym type bunkového delenia, relativnej dizky bunky, pohyblivosti
¢1 pritomnosti alebo nepritomnosti kalyptry. Na zaklade tejto studie bolo zrejmé, ze M.
vaginatus patril do Oscillatoriaceae, zatial' ¢o M. steenstrupii a M. chthonoplastes patrili
do Phormidiaceae. Pomocou tychto skutocnosti odporucili reviziu rodu Microcoleus
podl'a molekularnej a morfologickej analyzy viacerych taxénov v ramci tychto kladov

(Siegesmund et al., 2008).

Hlavné diakritické znaky definujice Microcoleus sivisia najmid s cytomorfolégiou
trichomov. Medzi tieto znaky patria zuzené konce trichdmov, kalyptra, bunky kratsie ako
SirSie viac—menej izodiametrické a v neposlednom rade fakultativna pritomnost’ posvy.
Pritomnost’ viacerych trichdmov v spoloc¢nej posve je Casto vyskytujuca sa, avSak nie
u vSetkych druhov. S vyuzitim morfologickych a molekularnych metéd revidoval
Strunecky a kolektiv (2013) Microcoleus vaginatus a Phormidium autumnale. Hlavnym
vysledkom vyskumu je prevedenie Phormidia autumnale do Microcoleus sensu stricto.

(Strunecky et al., 2013).

Typovym druhom pre Microcoleus je M. vaginatus atento taxon sa zarad'uje do
Oscillatoriaceae. V dosledku toho musia byt jednotlivé taxony oddelené do
samostatnych rodov, a preto bol navrhnuty novy rod Coleofasciculus, ktory obsahuje
sucasné morské taxony patriace do rodu Microcoleus. Typovy druh Coleofasciculus je
dobre prestudovany a rozsireny druh, oznaCovany ako Microcoleus chthonoplastes.
Typickym znakom Coleofasciculus je vyskyt niekolkych trichomov v jednej
nelamelarnej posve. Trichomy sa zvyCajne na konci nezuzuju, su zaoblené a nemaji
kalyptru. Litoral brakickych ¢i morskych vod predstavuje typické ekologické stanoviste
pre Coleofasciculus (Siegesmund et al., 2008).

Celkovo je popisanych 30 druhov, no iba 7 znich vykazuje priamu pribuznost
k Microcoleus vaginatus. Do tejto skupiny mozeme zaradit’ M. amplus, M. baicalensis,

M. acremannii, M. rushforthii, M. subandinus, M. terrestris a M. antarcticus. Ostatné
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druhy nemaja pritomnu kalyptru, ich koncové bunky su dlhSie ako §irSie a maju zuzené
krizové steny. Je znamych aj niekol'ko odlisnych druhov od oboch morfologickych typov.
Z hladiska ustanovenia Microcoleus vaginatus za typovy druh, zvy$né nepribuzné druhy

musia byt premiestnené do uz popisanych alebo inych rodov (Strunecky et al., 2013).

4.2 Taxonomické zaradenie rodu Microcoleus

Niektori vyskumnici zastavaji konzervativny pristup a odporucaju, aby bolo uznanych
niekol'ko druhov, zatial’ ¢o ini sa podiel'aji na aktivnom opise novych taxénov najmi na
zaklade malych rozdielov v morfoldgii a ekofyzioldgii (Boyer et al., 2002). Druhy, ktoré
si v sucasnosti klasifikované v ramci rodu Microcoleus spadaju do dvoch odliSnych
kladov vo fylogenéze 16S rRNA, priCom jeden obsahuje taxony v radmci Oscillatoriaceae
a druhy obsahuje taxény vrdmci Phormidiaceae (Siegesmund et al, 2008). Rod

Microcoleus patri do polyfyletického radu Oscillatoriales.

Medzi zdkladné charakteristiky rodu Microcoleus mozno zaradit' vlaknité taxony
s izkymi trichOmami, parietilnymi alebo nepravidelne usporiadanymi thylakoidmi.
NajdolezitejSim znakom su vlakna, ktoré su usporiadané do zviazkov. Do tohto radu
aktudlne patri aj jeden kokoidny rod Cyanothece, ktory predstavuje urcity medzistupen

od Chroococcales (Komarek et al., 2014).

Celad Microcoleaceae predstavuje najvacsiu podskupinu radu Oscillatoriales. Podla
modernych kritérii je mnoho obsiahnutych rodov definovanych ako monofyletické
skupiny. Niektoré skupiny tito charakteristiku postradaju a na zaklade dostupnych dét
boli definované ako polyfyletické skupiny. Do tejto kategérie patri napriklad rod
Geitlerinema (Strunecky et al., 2023) atradicny rod Phormidium (Komarek &
Anagnostidis, 2005). Do celade Microcoleaceae patri velky pocet sladkovodnych,
morskych, bentickych, pelagickych, perifytickych aj pédnych sinic (Strunecky et al.,
2013; Komarek et al., 2014).

4.4 Ekologia rodu Microcoleus

Sinice st mimoriadne ekologicky uspesné organizmy. Pocas dlhého obdobia svojho
vyvoja si vyvinuli schopnost prezit’ v niektorych z najextrémnejsich biotopov (Dvorak et
al., 2017). Zhluky autotréfnych mikroorganizmov (riasy, sinice) na dne sedimentu
stojatych a tecicich vod sa oznacuju ako epipelon. Tieto mikroorganizmy vykonavaju

celd radu funkcii v ekosystéme, vritane biostabilizdcie sedimentu, reguldcie bento—
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pelagického kolobehu zivin a primarnej produkcie (Poulickova et al., 2008a). Distribucia
jednotlivych druhov je pravdepodobne ovplyvnend mnohymi enviromentdlnymi
faktormi, ako je teplota, koncentracia kyslika, §truktira sedimentu ¢i chemické zlozenie

(Hasler et al., 2008).

Spociatku Microcoleus vaginatus vykazoval Specifickt ekologiu iba v rdmci pddneho
spoloCenstva. Neskor vSak bola ekoldgia rozSirena o extrémne stanovistia v podobe
hortdcich a studenych pusti, kde zohrava dolezitu ulohu pri biogeochemickom cykle
a stabilizacii piescite] pody svojimi polysacharidmi. V sucasnej dobe sa povazuje za
kozmopolitny druh, ktory sa vyskytuje predovsetkym v bentickych a subaerofytickych
lokalitach (Stanojkovi¢ et al., 2022).

Microcoleus vaginatus predstavuje nedavno vyvinuty druh, ktory presiel podstatnymi
evoluénymi zmenami. Biogeografia, ktora bola pocas poslednych dvoch desatroci
intenzivne Studovana, je jednym z rozhodujicich faktorov potrebnych pre pochopenie
ekologickych, evolu¢nych a diverznych vzorcov prokaryot. Microcoleus vaginatus sa
javi ako vhodny modelovy organizmus pre hodnotenie biogeografie, a to vdaka
celosvetovému rozsireniu, ako aj relativne I'ahkej identifikacii, izolécii a kultivacii. M.
vaginatus je dolezitym primarnym producentom v pddnych krustach ainych

subaerofytickych prostrediach po celom svete (Dvorak et al., 2012).

Dvorék et al. (2012) sa venovali Studiu globalneho rozsirenia druhu Microcoleus
vaginatus v zmysle priestorovej a Casovej charakterizacie. Tento vyskum sluzil na
overenie a ndjdenie priestorovej a evoluCnej bariéry v kontinentdlnej mierke medzi
Eurépou, Severnou Amerikou a Aziou. Molekularne vysledky viditelne rozlisili kmene
pochédzajice z Eurépy od kmetiov, ktoré sa vyskytuju v Amerike a v Azii. Geografickd
izolacia (alopatia) sa povazuje za vel'mi dolezity faktor, av§ak nie za rozhodujuci (Dvorak

et al., 2012).
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5 Podne sinice

Druhova bohatost’ je v pode vyrazne nizsia ako vo vode (Round, 1981), no aj cez to

Ettl & Giértner (1995) uvadzaji z pddy okolo 1000 druhov eukaryotickych rias.

Sinice sa vyznacuju schopnostou prezivat’ na pokraji vyhynutia ¢i prezitia. Na zaklade
svojich vyvinutych stratégii su schopné kolonizovat nehostinné stanovistia. Sinice
dokazu prostrednictvom stratégii splynut’ s prostredim, vyuzivat' ho vo svoj prospech ¢i
dokonca zmenit jeho vlastnosti. Pomocou slizovej posvy sa vedia l'ahko prichytit
k povrchu hornin a taktiez vedia ovplyvnit poérovitost pddy pre lepsie hospodarenie

s vodou (Wynn—Williams, 2000).

Uspesna inokuladna procedura vyuZivajuca cyanobaktérie moze viest k rozvoju
biologickych pddnych kor alebo ,,biokrust®, ¢o predstavuje zoskupenie pddnych Castic
s baktériami, mikroriasami, mikrohubami, liSajnikmi ¢ machorastami v rdéznych
pomeroch. Biokrusty su rozsirené zlozky v suchych oblastiach, ktoré pokryvaju 40 az
100% priestorov a poskytuju kltucové ekosystémové sluzby v tychto prostrediach
(Maestre et al., 2011) a to najma tym, ze ovplyviiuju hydrologické procesy a dostupnost’
podnej vody (Colica et al., 2014; Chamizo et al., 2016), stabilitu pody (Rodriguez—
Caballero et al., 2012) a kolobeh zivin (Delgado—Baquerizo et al., 2013). Vldkna sinic
aich extracelularne sekréty, ktoré su vicSinou zlozené z exopolysacharidov (EPS)
posobia ako lepiace Cinidla, viazu pddne Castice a podporuji tvorbu pdodnych agregétov,

¢im zvysuju stabilitu pddy (Mazor et al., 1996).

Sinice fixuju CO; a niektoré druhy su tiez schopné fixovat N> a zaroven uvoltuju do
pody Siroku Skalu latok, vratane fytohorménov, vitaminov a fosforu (Priya et al., 2015).
Zvysuju urodnost pddy v suchych oblastiach (Zhao et al., 2010), kde je dusik spolo¢ne
s vodou hlavnym limitujicim faktorom pre fungovanie ekosystému (Noy—Meir, 1973).
Sinice poskytuju priaznivé mikrobiotopy pre poddnu biotu (Liu et al., 2011). Vd’aka svojim
vlastnostiam a vysokej roz§irenosti v kazdom prostredi na Zemi moézu byt pravom
oznaCované za potencialne nastroje pre obnovu pddy v suchych oblastiach (Rossi et al.,

2017).
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6 Toxiny

Mnohé sinice maju potencial produkovat’ rozne sekundarne metabolity s toxigénnou
aktivitou (cyanotoxiny), ktoré spdsobuju vel'ké ekologické a zdravotné problémy na

celom svete (Blaha et al., 2009).

Cyanotoxiny zahriiaja vel'mi silné toxiny, ktoré pri podani akatnej davky spdsobuji
smrt do niekolkych minut (neurotoxiny) alebo do niekolkych hodin (hepatotoxiny).
Vicsina cyanotoxinov pochadza z planktonnych cyanobaktérii, ktoré sa vyskytujd
v sladkej a brakickej vode. Toxické kmene cyanobaktérii vSak boli izolované aj
z bentickych ¢i rieCnych prostredi a zriedkavo i zo suchozemskych biotopov (Sivonen &
Jones, 1999). Medzi cyanotoxiny patria cyklické peptidy a alkaloidy. Medzi cyklické
peptidy sa zaraduji mikrocystiny a nodulariny, zatial o medzi alkaloidy patria
anatoxin—a, cylindrospermopsin ¢i saxitociny. Na determindciu cyanotoxinov sa

vyuzivaju biologické a chemické metédy (Apeldoorn et al., 2007).

Nadmerné premnozenie cyanobaktérii sa celosvetovo zvysilo najmid v dosledku
klimatickych zmien a eutrofizacie, ¢o spOsobuje rdozne neprijemnosti az uhyny
7ivogichov. Skodlivé roz§irovanie sinic arias ma potencialne ddleZité ekonomické
a ekologické dosledky, a ich vyskyt je Coraz viac dokumentovany na celosvetovej urovni.
Eutrofizacia pobreznych vod, ku ktorej dochadza na celom svete sa povazuje za pricinny
prvok zvysSujuceho sa vyskytu Skodlivych rias a sinic. ZvySené hladiny zivin sa
spOsobené  rdoznymi antropogénnymi  pri¢inami, vratane odpadovych vod,
pol'nohospodarskych odpadov ¢i vypuastania priemyselnych odpadov. So zvySenou

hladinou zivin je ¢asto spojeny zvySeny rast rias, vratane cyanobaktérii (Stielow, 2003).

Jav eutrofizacie sa zvyc€ajne vyskytuje v biotopoch so zvySenym obsahom zivin,
predovsSetkym dusika a fosforu. Vodné kvety vytvorené sinicami silne ovplyviiuju vodné
prostredie, Co vedie k anoxii, produkcii toxinov ¢i zmene pH (Oliver & George, 2000).
Ovplyviiuju  produkciu pitnej vody, rekreané vyuzivanie vodnych nadrzi
a v neposlednom rade maju negativny vplyv na zdravie l'udi a zvierat (Rastogi et al.,

2015; Dodds et al., 2008).

Bentické druhy z rodu Microcoleus si vyrazne rozsiren€ a tvoria rozsiahle porasty
v sladkovodnych ekosystémoch, ktoré niekedy vykazujui toxicitu v dosledku produkcie
silnych neurotoxinov (anatoxinov) (Tee et al., 2021). Proliferdcia potencidlne toxickych

druhov Microcoleus, ktoré vytvaraju narasty sa zvySuje v pridiacich tokoch po celom
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svete. Microcoleus produkuje cely rad cyanotoxinov, priCom najcastejSie sa uvadzaju
neurotoxické anatoxiny (anatoxin—a, dihydro—anatoxin—a, homoanatoxin—a, a dihydro—
homoanatoxin—a). Predpoklada sa, ze anatoxiny su z velkej Casti obsiahnuté v bunkéch.
Na lepsie posudenie zdravotnych rizik pre I'udi, zvierata a vodné organizmy su potrebné

d’alSie poznatky (Wood et al., 2018).

U mnohych z ndrastov bola zaznamenand produkcia silnych neurotoxickych
anatoxinov, ktoré sposobuju smrt’ zvierat pric¢inou udusenia (Puddick et al., 2021; Tee et
al., 2021). Toxické kmene boli urcené ako Phormidium autumnale, ktory sa povazuje za
synonymum Microcolea (Heath et al., 2010; Wood et al., 2010, 2018; Puddick et al.,
2021). V morskom prostredi sa zistilo, ze Phormidium corallytum sposobuje ochorenie
ciernych pruhov Antlantickych utesovych koralov (Mitsui et al., 1987). Uvadza sa, ze
Phormidium persicinum produkuje neidentifikované zluceniny toxické pre ziabrondzky
(Lincoln et al., 1991). Relativne vysoké koncentrécie anatoxinov v bentickych ndrastoch
s dominanciou Microcoleus korelovali najmid s mnozstvom genotypov produkujicich
toxiny (Wood & Puddick, 2017), ktoré sa mézu vyskytovat' spolo¢ne s netoxickymi

o kmenmi* rovnakého rodu (Wood et al., 2012).

Tee et al. (2021) objavili vyrazné metabolické a genomické rozdiely medzi toxickymi
a netoxickymi kmenmi Microcoleus. Hlavny rozdiel medzi tymito kmefimi je najméa
v schopnosti prijimania a ukladania dusika. Toxické kmene su lepSie prisposobené na
zisk dusika a su schopné proliferovat v prostredi, kde sa vyskytuju jeho véacsie
koncentracie. Netoxické kmene jednoduchsie odolavaju kolisajucim koncentraciam
dusika v prostredi, pretoze obsahuju dodatocny génovy uhlik. Zbytkovy uhlik sa podiela
na metabolizme cyanoficynu, ktory ma ulohu docasného tloziska uhlika a dusika (Tee et

al., 2021; Valadez—Cano et al., 2023).

Netoxické kmene su lepSie prisposobené na podmienky prostredia, ktoré sa neustale
menia. Téato prisposobivost’ je dana prostrednictvom zndsobeného poctu transpozomov,
avdaka nej maju vyraznejSie konkurencné vyhody, zalozené na dostupnosti zivin.
Netoxické kmene si zdrojom thiaminov a sachardzy, na ktorych su toxické kmene
zavislé. Toxické kmene poskytuju netoxickym kmefiom ochranu, najmi vd’aka svojim
toxinom a chrania ich predovsetkym pred oxidacnym stresom, predaciou ¢i nedostatkom

zivin (Tee at al., 2021).
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Vyznamnym faktorom, ktory brani pokroku v poznatkoch o ekologickej funkcii
anatoxinov a schopnosti predpovedat’ ich mnozstvo vo vzorkdch s dominanciou
Microcolea, je koexistencia viacerych kmenov s r6znou kvétou anatoxinov (koncentracia
anatoxinu na bunku) (Heath et al., 2010; Wood et al., 2012). Koexistencia toxickych
a netoxickych kmenov naznacuje, ze vyhody produkcie anatoxinov nie vzdy prevazuju
nad ndkladmi, spojenymi s produkciou anatoxinov. ZlepSenie vedomosti o podmienkach,
ktoré uprednostiiuji toxické kmene Microcoleus ma potencial predpovede, kedy je vacsia
pravdepodobnost, zZe proliferdcie budd toxické. Vyskum v tejto oblasti bol obmedzeny
nedostatkom ndstrojov na kvantifikdciu toxickych a netoxickych genotypov Microcolea

vo vzorkach zivotného prostredia (Rantala—Ylinen et al., 2011).
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7 Material a metodika

7.1 Material a lokalita

Diplomova prica pozostdvala z vyskumu jednotlivych kmeitov Microcoleus spp.
Sinica rodu Microcoleus spp. je kozmopolitne rozsirend, pricom jednotlivé populécie su
ovplyvnené priamo prostredim, v ktorom sa nachadzaja (Stanojkovi¢ et al., 2022).
Vzorky pouzité pre vyskumnu Cast' su suCastou zbierky klonalnych kultar. Zbierka
zapocCala vroku 2019 anachadza sa na Katedie botaniky Univerzity Palackého
v Olomouci (Stanojkovi¢ et al., 2022). Obsahuje dokopy 495 kmetiov Microcoleus spp.
(Stanojkovi¢ et al., 2022), na d’alsi vyskum a taxonomicki reviziu bolo vybratych 200 z
nich, pricom v diplomovej praci sa skimalo 35 kmetiov. Najpravdepodobnejsie pochadza
Microcoleus spp. (Stanojkovié et al., 2022) z pdd Europy, avSak neskor sa rozsiril na

vSetky kontinenty a rozne typy stanovist'.

Rozsirenie a lokality jednotlivych vzoriek zobrazuje mapa na prilozenom obrazku:

0 2000 8000km

Obrazok 1 Mapa znazornujiica odberové miesta pre Microcoleus spp. (Mollweideova projekcia)

zdroj: Stanojkovié et al., 2022

V nasledujucej tabulke sa nachadza sthrn jednotlivych pouzitych kmefiov a ich

charakteristiky (zemepisna dizka, zemepisna §irka, povod Zeme a lokalita).
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Tabulka 1 Sihrn pouZitych kmerov, geografické iidaje a lokalita

Kmern “ Zemepisna dizka “ Zemepisna Sirka ” Zem “ Lokalita
3-18a C4 17,281988 49,57459 Ceska republika  kaluz

A2 C2 -67,13342 -67,49444 Antarktida machova vegetacia
A2 C3 -67,13342 -67,49444 Antarktida machova vegeticia
A2 D2 -67,13342 -67,49444 Antarktida machova vegeticia
AT3 A2 23,747791 37,93935 Grécko poda
AT3 D2 23,747791 37,93935 Grécko pdda
AT9 A2 23,72647 37,93584 Grécko pdda
AT9b C5 23,72647 37,93584 Grécko pdda

B3 C5 16,88512 48,67499 Rakuisko kaluz

F6 Cl1 -81,506194 30,26645 USA pdda

F8 C4 -80,06007 26,69013 USA pdda

F8 C5 -80,06007 26,69013 USA pdda
LADI D1 78,26165 32,59576 India pdda
M2 A5 57,507761 -2015665 Mauricius kaluz
M2 B5 57,507761 -2015665 Mauricius kaluz
M2 C2 57,507761 -2015665 Mauricius kaluz
MON?2 D5 -104,6913 47,07719 USA pdda

N9 B2 10,401542 59,26936 Nérsko kaluz

NO B4 10,401542 59,26936 Nérsko kaluz
POL1 Cl1 18,637382 52,5057 Pol'sko pdda
POL7 B2 19,544062 52,421664 Pol'sko pdda
POLS C2 19,622162 52,45965 Pol'sko pdda
POLS8 C6 19,622162 52,45965 Pol'sko pdda
POL8 D1 19,622162 52,45965 Pol’sko pdda
POL8 D6 19,622162 52,45965 Pol’sko pdda
POL 10 D4 19,672946 52,55013 Pol'sko pdda
POLI11 C2 19,707491 51,35447 Pol'sko pdda
POL12 A4 19,707491 51,35447 Pol'sko pdda
POL12 A5 19,707491 51,35447 Pol'sko pdda
POL14 C2 19,714972 51,30731 Pol'sko pdda
POL14 C6 19,714972 51,30731 Pol'sko pdda
POL17 C1 19,105952 50,81183 Pol'sko pdda
S13 B4 17,044925 59,893 Svédsko poda
S13C4 17,044925 59,893 Svédsko poda
S13C5 17,044925 59,893 Svédsko pdda

Vzorky pre diplomovu pracu pochadzaju prevazne zo Statov Eurdpy. Najvicsia Cast
je zastdpend najmi z Pol'ska (13 kmenov), hned’ po nom nasleduje Grécko (4 kmene),
Svédsko (3 kmene) a Norsko (2 kmene). Ceska republika a Rakisko si zastipené jednym
kmenom. Vzorky tiez pochadzaju ako z chladnejsich Casti sveta, konkrétne z Antarktidy

(3 kmene), tak z teplejich Gasti, kde je zastupeny najma Mauricius (3 kmene). Dalgie
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kmene pochddzaji z USA (4 kmene) a India je zastupena jednym kmenom. VacSina
vzoriek bola odobratd najmé z pddy, kaluze ¢i machovej vegetacie. Microcoleus spp. je
kozmopolitne rozsirenym druhom nie len v ramci zemepisnej Sirky a dizky, ale taktiez
nadmorskej vysky. Jednotlivé kmene sa vyskytuju v nizinnych, horskych ale aj

primorskych oblastiach.

6.2 Kultivacia vzoriek

Kultivicia vzoriek prebieha v §tandardnych laboratérnych podmienkach, su
uschované v tekutom Z-médiu pri teplote 22 + 1 °C, osvetleni 20 umol- 2 -s! a pri periéde

svetelného rezimu 12h svetlo/12h tma.

6.3 Morfologicka cast’

V morfologickej casti boli jednotlivé vzorky skimané pomocou svetelného
mikroskopu Zeiss Primo Star a v ramci neho bola vyuzita kamera AxioCamERcOs.
V lamindrnom boxe (flow—box) bola Cast’ kultivovanej vzorky spolo¢ne so Z-médiom
nanesena na podlozné sklicko a prikryta krycim sklickom. Takto pripraveny preparat sa
po naneseni malej vrstvy imerzného oleja na krycie sklicko sledoval pri tisicnasobnom

zvacSeni (1000x).

Z kazdého sledovaného kmena boli pomocou programu AxioVision Rel 4.8.
vyhotovené mikrofotografie. V ramci kazdého preparatu sa vyfotilo 30 mikrofotografii,
na ktorych sa zmerala $irka a dizka Tubovol'nej bunky vlakna. Medzi zakladné sledované
morfologické znaky mozeme zaradit' farbu vlakna, pritomnost’ slizovej posvy, vyskyt

kalyptry a tvary termindlnych buniek.

6.4 Geneticka cast’

Jednotlivé kmene, ktoré boli pouzité pre vyskum v diplomovej praci si sucastou
vel'kej kolektivnej zbierky, ulozenej na Katedfe botaniky Univerzity Palackého
v Olomouci. Genomy tychto kmefiov si volne dostupné v GenBank. Popis zberu,
kultivicia, extrakcia DNA, PCR amplifikdcia génu 16S rRNA a jeho sekvenovanie je
popisané v ¢lanku Stanojkovi¢ et al., 2022. Sekvencie boli ziskané prostrednictvom
skrateného postupu metéd. PCR amplifikdcia génu bola prevedend pomocou kombindcie
primerov P1 (5’-CTCTGTGTGCCTAGGTATCC-3’) a P2 (5-
GGGGAATTTTCCGCAATGGG-3’) (Boyer et al., 2002). Objem PCR reakcie bol 20 pl,
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pri¢om obsahovala 8,5 ul sterilnej vody, 0,5 ul kazdého primeru (koncentracia 0,01 mM),

10 ul FastStart PCR master a 0,5 pl templatovej DNA (50 ng-ul™).

6.5 Fylogeneticka cast’

Na fylogenetické hodnotenie bol vyuzity program Mega X (Kumar et al., 2018). Pri
hodnoteni bolo vyuzitych 35 sekvencii 16S rRNA, vratane outgropu, ktory predstavoval
kmen M2 D5. Pomocou algoritmu Muscle (Edgar, 2004) bol vytvoreny multiple sequence
alignment a nasledne bol fylogeneticky strom skonStruovany metdédou Maximum
likelihood v zdkladnom nastaveni s modelom HKY+G+I. Topolégia fylogenetického

stromu bola testovand pomocou metddy bootstrap analyzy s poctom 200 replikacii.

Na zdklade vytvoreného fylogenetického stromu boli zostavené obrazové tabule

jednotlivych kmerov.
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8 Vysledky

8.1 Fylogeneticky strom

MON2 D5
S13B4
— s13c4
L N9 B4
Pol10D4
AT3 A2
Pol1C5
Pol11C2
POL7 B2
*‘ AT3D2 A
S13C5
Polg C2
Pol8 C6
Polg D1
Pol8 D6
Pol12A4
M2 A5
w2 18aC4
M2 B5
M2 C2
—TPol12A5

F8 C5
LAD1D1 E—
“—{PolMCG B
| IEOL17 C1

183C5
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F6 C1
se\Fgca| F
ATY A2 =—— G

|'A2 C2
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0.01
Obrdzok 2 Fylogeneticky strom ziskany pomocou programu MEGA X prostrednictvom metody Maximum
likelihood. Analyza je zaloZena na sekvencii génu 16S rRNA a vysledky sii na zdklade metddy bootstrapov
s poctom 200 replikdcii.

Vo vyslednom fylogenetickom strome sa nachadza 35 kmefiov, vratane outgroupu
(kmeni M2 D5 — Microcoleus vaginatus), pricom na zaklade genetickej analyzy génu 16S
rRNA su kmene rozdelené do 8 skupin (oznafené pismenami A—H). Vysledné skupiny
si definované predovSetkym na zaklade genetickej podobnosti a taktiez pomocou
podobnych morfologickych znakov. Najpocetnejsia skupina je oznaCend pismenom
A apatri do nej 20 kmeriov. Druhou najvacSou skupinou je skupina B, do ktorej sa

zarad’'uje 5 kmeniov. Skupina H je zastipena 3 kmerimi. Po 2 kmene obsahuju skupiny C
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a F. Skupiny, oznacené pismenami D, E a G su zastipené len jednym kmefiom. Takmer
vSetky skupiny vykazuju nizku bootstrapovi hodnotu, ktora je mensia ako 70. Len dve
skupiny prekracuju tato hodnotu, a to konkrétne skupina F (hodnota 98) a skupina H
(hodnota 99).

8.2 Morfologické hodnotenie
8.2.1 Skupina A

Skupina A (Obrazok 3, 4, 5, 6) je zastupena najvac§im poctom kmeriov. Patri sem 20
kmetiov: MON 2 D5, S13 B4, S13 C4, N9 B2, Pol10 D4, AT3 A2, Poll C5, Poll1 C2,
Pol7 B2, AT3 D2, S13 C5, Pol8 C2, Pol8 C6, Pol8 D1, Pol8 D6, Pol12 A4, M2 A5, w2
18aC4, M2 B5, M2 C2. Priemerna Sirka bunky u tychto kmetiov sa pohybovala od 5,22
um do 6,34 um a priemerna dizka bunky od 2,01 um do 2,91 um. Ziadny z kmefiov
patriacich do skupiny tymto hodnotam vyrazne nevybocoval. Najniz§iu priemernua Sirku
bunky mal kmefi Polll C2, naopak najvyssiu mal S13 B4. Najniz§iu priemerna dizku
bunky vykazoval kmen Pol8 D6 a najvyssiu Pol8 D1. Ostatné priemerné hodnoty §irok
a dizok su uvedené v prilozenej tabulke 2 (strana 36). Vietky kmene, patriace do tejto
skupiny maji podobné morfologické vlastnosti. Vyznacuji sa tmavsim zelenym
sfarbenim s vynimkou kmenia Pol10 D4, ktory je oproti ostatnym kmenom o trochu
bledsi. Vlakna su vacSinou rovné, v niektorych pripadoch mierne zahnuté, a na konci sa
viditel'ne zuzuju zvyc¢ajne v rozmedzi 2—4 buniek. U vSetkych kmetiov boli pritomné
kalyptry, ktoré boli pologulovité az gulovité. Vyskyt kalyptier je pocitany na 50 vlakien,
pri¢om u skupiny A sa ich pocet pohyboval v rozmedzi od 10 do 32. Niektoré vldkna sd
po stranach mierne zaskrtené, u vacsiny kmeriov boli v bunkéch pritomné pozorovatel'né
grand. U kmenia S13 C4 a N9 B4 boli vo vldkne vynechané bunky. Slizova posva

a nekrotické bunky boli zaznamenané u vsetkych kmernov.
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Obrazok 3 Obrazovd tabula vytvorena zo skupiny A (prvych 5 kmeiiov). Z kazdého kmernia si vyobrazené 2
trichémy. Skupina A — MON2 D5 (obr. 1,2), S13 B4 (obr. 3,4), S13 C4 (obr. 5,6), N9 B4 (obr. 7,8), Poll0
D4 (obr. 9,10).

P
Obrazok 4 Obrazova tabula vytvorend zo skupiny A (druhych 5 kmeriov). Z kaZdého kmeria si vyobrazené
2 trichomy. Skupina A —AT3 A2 (obr. 1,2), Poll C5 (obr. 3,4), Polll C2 (obr. 5,6), Pol7 B2 (obr. 7,8), AT3
D2 (obr. 9,10).
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Obrdzok 5 Obrazovd tabula vytvorenad zo skupiny A (tretich 5 kmeriov) Z kazdého kmena sii vyobrazené 2
trichémy. Skupina A — S13 C5 (obr. 1,2), Pol8 C2 (obr. 3,4), Pol8 C6 (obr. 5,6), Pol8 DI (obr. 7,8), Pol8

D6 (obr. 9, 10).
b
l'.
l

Obrazok 6 Obrazovd tabula vytvorend zo skupiny A (poslednych 5 kmeiiov). Z kaZdého kmena su
vyobrazené 2 trichomy. Skupina A — Poll2 A4 (obr. 1,2), M2 AS (obr. 3,4), w2 18aC4 (obr. 5,6), M2 B5
(obr. 7,8), M2 C2 (obr. 9,10).
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8.2.2 Skupina B

Skupina B (Obrazok 7) je zastapena 5 kmetimi: Pol12 AS, F8 C5, LAD1 D1, Poll4
C6, Poll7 C1. Kmene Poll2 A5 a F8 C5 st mierne sfarbené do Cervena, ostatné kmene
su vyrazne sytej zelenej farby. U vSetkych je pritomna slizova posva. Kmer Poll2 AS

mal priemerni §irku bunky 4,92 pm, priemerna dizka bunky bola 2,23 um a rozdiel sirky
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a dizky sa rovnal 2,69 pm. Boli tu pozorované kalyptry aj nekrotické bunky. U kmetia F8
C5 bola priemerna $irka bunky 5,11 pm a priemerna dizka 2,14 pm. Kalyptry st va¢sinou
pologul'ovité, vlakna sa na konci postupne zuzuju v 1-2 bunkach. Kmen LAD1 DI
vykazoval priemerna irku bunky 6,21 pm a priemernti dizku 2,11 pm, ich rozdiel
predstavoval 4,1 um. Tento kmefi mé zo skupiny vyraznejsiu slizovli po§vu a ziizenie na
konci je nevyrazné alebo vel'mi pozvolné. Kmein Pol14 C6 mal priemernt Sirku bunky
6,31 um a priemerna dizka dosahovala 2,28 um. Vlakna st pomerne rovné a v niektorych
pripadoch bolo pozorované jemné koncové zahnutie. Apikalne bunky su zagulatené.
Posledny kmen Poll7 C1 patriaci do skupiny mal priemerna Sirku bunky 6,84 um
a priemernu dizku 2,22 um. Tento kmei oproti ostatnym obsahoval na prie¢nych &astiach

bunky grand a vlakna boli jemne zaskrtené. Celkové zafarbenie je tmavsej zelenej farby.

Kalyptry boli pritomné, rozvol'nené. Ziuzenie na konci vldkna je nendpadné v rozmedz{

1-2 buniek.

r*.

Obrazok 7 Obrazova tabula vytvorend zo skupiny B. Z kaZdého kmeria sii vyobrazené 2 trichomy. Skupina
B —Poll2 A5 (obr. 1,2), F8 C5 (obr. 3,4), LADI DI (obr. 5,6), Poll4 C6 (obr. 7,8), Poll7 CI (obr. 9,10).

8.2.3 Skupina C

Skupina C (Obrazok 8) zahriia 2 kmene a to B3 C5 a Pol14 C2. Priemerna Sirka bunky
u kmedia B3 C5 sa pohybovala v &isle 8,23 um a priemerna dizka 2,67 um. Tento kmeti
vykazoval syto zelené sfarbenie a po prieCnych stranach buniek sa vyskytovali
pozorovatelné grand. K zuzZeniu na konci vlakna dochadzalo okolo 3—4 buniek.

Jednotlivé vlakna boli pomerne rovnakého tvaru, avSak v troch pripadoch bolo
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pozorované ich prelomenie. Pocet kalyptier sa pohyboval v hornej hranici na 50 vldkien.
U tohto kmeria bola spozorovana aj pritomnost’ dvojitej posvy (obal v obale). U druhého
kmea skupiny C bola priemerna $irka bunky 5,61 pm a priemerna dizka bunky 2,12 pm.
Kmen Poll4 C2 vykazoval podobné morfologické vlastnosti ako kmen B3 CS.

Nekrotické bunky neboli spozorované.

8.2.4 Skupina D

Do skupiny D (Obrazok 8) je zacleneny jeden kmerit AT9b C5. Priemerna §irka bunky
je 5,28 pm, priemerna dizka bunky je 2,01 pm a ich rozdiel sa rovna 3,27 pm. Poget
kalyptier je nadpolovi¢ny, vyskytuje sa aj slizova posva. Zuzenie tohto kmena je vel'mi
vyrazné na 4-5 koncovych bunkdch. Farba je tmavo—zelena az zlto—zelena. Vyskyt

nekrotickych buniek bol pozorovany minimélne.

8.2.5 Skupina E

Skupina E (Obrazok 8) je taktiez zastupena len jednym kmeniom a to N9 B2. Vldkna
tohto kmena su prevazne rovné a vyznacuju sa olivovo—zelenym sfarbenim. Ich Sirka
bunky je 6,81 um a dizka 2,12 pm, rozdiel medzi $irkou a dizkou bunky predstavuje 4,69
um. Bunky maju granulovity obsah. Vyrazné zuzenie na konci vldkna nebolo
pozorované, obvykle sa pohybovalo v rozmedzi 2 buniek. Jednotlivé vldkna st obalené
tenkou slizovou poS§vou. V niektorych pripadoch chybala bunka vo vldkne. Kalyptry,

ktoré boli pozorované, boli zvacSa zaoblené alebo takmer kuzelovité, pritomnost

nekrotickych buniek bola taktiez zaznamenana.

Obrazok 8 Obrazova tabula vytvorend zo skupin C, D a E. Z kaZzdého kmeria sii vyobrazené 2 trichémy.
Skupina C — B3 C5 (obr. 1,2), Poll4 C2 (obr. 3,4); skupina D — AT9b C5 (obr. 5,6); skupina E — N9 B2
(obr. 7,8).

33



8.2.6 Skupina F

Do skupiny F (Obrazok 9) sa zaraduji 2 kmene, ato konkrétne F6 C1 a F§ C4.
U kmeifia F6 C1 bola namerana priemerna §irka bunky 5,77 pm a priemerna dizka 2,32
um. U kmetia F8 C4 bola priemerna $irka bunky 5,33 pm a dizka mala hodnotu 2,27 pm.
U obidvoch kmertiov sa vyskytuju kalyptry, pricom ich pocet nepresahuje Cislo 10. Kmeri
F6 C1 sa vyznacuje skor pritomnostou pologulovitych kalyptier, zatial' ¢o kmen F8 C4
ma vyrazné kalyptry, ktoré si na prvy pohlad dobre pozorovateIné. Obidva kmene
vykazuji jemné sfarbenie do fialova a vyskytuju sa u nich nekrotické bunky. Kmen F8
C4 sa zaroven vyznacuje pritomnostou jemnej slizovej posvy, niektoré vlakna ma po

stranach vyrazne zaskrtené a zuzenie na konci vlakna je okolo 4 buniek.

8.2.7 Skupina G

Do skupiny G (obrdzok 9) spada len jeden kmei a to AT9 A2. U tohto kmeria bola
namerana priemerna §irka bunky, ktor4 &ini 6,21 pm a priemerna dizka je 3,07 pm.
Kalyptra bola vo vicsine pripadov rozvol'nena a jej vyskyt bol pomerne Casty. Nekrotické
bunky u tohto kmena neboli spozorované. Vldkna su prevazne rovné a dominuje u nich
tmavozelené sfarbenie. Bunky jednotlivych vlakien sa vyznacuji pritomnostou gran,

ktoré su vel'ké a dobre pozorovatel'né.

8.2.8 Skupina H

Do skupiny H (obrdzok 9) patria 3 kmene, a to A2 C2, A2 C3, A2 D2. Priemerna
namerand §irka bunky u kmetia A2 C2 bola 5,9 um a priemerna dizka 2,86 um. V tomto
kmeni bolo spozorovanych 8 kalyptier. Nekrotické bunky sa vyskytovali, pricom
v niektorych pripadoch boli pomerne vyrazné. U kmetia A2 C3 bola priemerna Sirka
bunky 5,31 um a dizka bola 2,14 pm. Farba vlakien vykazuje syto zelenu farbu. Vyskyt
kalyptier nie je prili§ Casty, avsak nekrotické bunky dominovali vo viacerych vlaknach.
Zuzenie je vyrazné na 2—3 bunkach. Kmefi A2 D2 m4 priemernu Sirku bunky 5,41 pm
a priemerna dizka predstavuje 2,42 pm. Vyskyt nekrotickych buniek je Gasty. Farba

kmena je vyrazne zelena. PocCet kalyptier sa pohybuje v spodnej hranici na 50 vldkien.
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Obrazok 9 Obrazova tabula vytvorend zo skupin F, G a H. Z kaZdého kmeria sii vyobrazené 2 trichomy.
Skupina F — F6 Cl(obr. 1,2), F8 C4 (obr. 3,4); skupina G — AT9 A2 (obr. 5,6); skupina H— A2 C2 (obr.
7,8), A2 C3 (obr. 9,10), A2 D2 (obr. 11,12).
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Tabulka 2 Zdkladné morfologické charakteristiky jednotlivych skupin (A — H) a kmeriov do nich patriacich

Priemerna | Priemerna | Priemerny Pocet
Sirka dizka rozdiel Sirky a | kalyptier
bunky bunky dizky bunky na 50 Slizova | Pocet zuzujucich
Skupina Kmen (um) (um) (um) vlakien | posva sa buniek
MON?2 D5 6,32 2,59 3,73 12 dno 2
S13 B4 6,34 2,12 4,22 23 vyraznd 2-3
S13C4 6,07 2,27 3,80 31 vyraznd 3
N9 B4 5,22 2,75 2,47 19 dno 34
Pol10 D4 5,63 2,23 3,40 10 vyraznd 2-5
AT3 A2 5,82 2,34 3,48 26 dno 3
Poll C5 5,94 2,22 3,72 15 dno 2
Poll1 C2 5,22 2,78 2,44 30 dno 2-3
Pol7 B2 5,87 2,13 3,74 11 dno 2
AT3 D2 5,62 2,56 3,06 14 vyraznd 2-3
A S13C5 5,63 2,41 3,22 25 dno 2
Pol8 C2 5,87 2,43 3,44 27 vyraznd 2-4
Pol8 C6 6,09 2,48 3,61 15 dno 2-3
Pol8 D1 6,07 2,91 3,16 20 dno 2
Pol8 D6 5,43 2,01 3,42 11 dno 2-3
Pol12 A4 5,77 2,81 2,96 32 dno 3-4
M2 A5 5,29 2,03 3,26 27 dno 3
w2 18aC4 5,81 2,38 3,43 14 vyraznd 2
M2 B5 5,96 2,31 3,65 17 vyraznd 2-3
M2 C2 5,45 2,71 2,74 24 dno 2-4
Pol12 A5 5,92 2,23 3,69 13 dno 2
F8 C5 5,11 2,14 2,97 22 dno 1-2
B LADI1 D1 6,21 2,11 4,10 15 vyraznd 5-6
Pol14 C6 6,31 2,28 4,03 12 dno 2-3
Pol17 C1 6,84 2,22 4,62 23 dno 1-2
C B3 C5 8,23 2,67 5,56 18 vyraznd 34
Pol14 C2 5,61 2,12 3,49 7 dno 2-3
D At9b C5 5,28 2,01 3,27 28 dno 4-5
E N9 B2 6,81 2,12 4,69 12 dno 2
F F6 C1 5,77 2,32 3,45 7 dno 2-3
F8 C4 5,33 2,27 3,06 dno 4
G AT9 A2 6,21 3,07 3,14 22 dno 1-2
A2 C2 5,91 2,86 3,05 8 vyraznd 3-6
H A2 C3 5,31 2,14 3,17 7 dno 2-3
A2 D2 5,41 2,42 2,99 9 dno 2-3
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9 Diskusia

Druhova diverzita v rdmci rodu Microcoleus sp. je iba na zdklade morfologickych
a ekologickych udajov, ktoré sluzia k identifikacii tazko rozpoznatel'na (Strunecky et al.,
2013). Medzi zakladné morfologické znaky, ktoré sa vyuzivaji na rozpoznavanie sinice
Microcoleus patria pritomnost kalyptry, velkost buniek, ktoré su kratSie ako SirSie
a taktiez vyskyt niekolkych vlakien v jednej spoloCnej bezfarebnej posve. Rod
Microcoleus ma velmi podobné morfologické znaky srodom Phormidium, a preto
Castokrat dochadza ku ich zamene. Rod Phormidium ma vSak narozdiel od Microcolea
v posve pritomné iba jedno vlakno (Strunecky et al., 2013; Dvorak et al., 2012; Hasler et
al., 2012). Uzka morfologicka pribuznost medzi tymito dvoma rodmi je blizsie popisana

v ¢lankoch Hasler et al. (2012) a Strunecky et al. (2013).

V diplomovej prici bolo morfologicky a molekularne hodnotenych 35 kmefiov
Microcoleus. Na zéklade genetickej analyzy génu 16S rRNA bolo zostavenych 8 skupin
(A—H). Kmene boli celkovo priradené k 5 uz existujucim druhom rodu Microcoleus.
V niektorych pripadoch mdze dojst’ k narusSeniu sledovanych znakov, ako su farba
vlakna, vyskyt kalyptier ¢i nekrotickych buniek. Tieto zmeny mozu byt spdsobené bud’

pri samotnej priprave preparatu, sposobom a fazou kultivicie ¢i kontaminaciou vzorky.

Jednotlivé druhy, ku ktorym boli sledované kmene priradené si Microcoleus vaginatus
(skupina A, B, C a G), Phormidium vulgare (skupina D), Phormidium lucidum (skupina

E), Phormidium uncinatum (skupina F) a Phormidium amoenum (skupina H).

Kmene, ktoré patrili do skupiny A boli urené na zaklade pozorovanych
morfologickych znakov ako Microcoleus vaginatus. Sledované znaky odpovedali popisu,
ktory uvadzajo Komarek & Anagnostidis (2005). Namerané priemerné Sirky buniek,
ktoré sa pohybovali v rozpiti 5,22 um az 6,34 um odpovedali uvedenym strednym
hodnotdm. Namerané priemerné dizky buniek, ktoré sa pohybovali v rozmedzi 2,01 um
az 2,91 um taktiez odpovedali uvedenym strednym hodnotdam. Bunky su kratSie ako
Sirie, zvy€ajne 3—7 pum S§iroké a 2—-5 um dlhé. Vladkna uvedeného druhu su najCastejsie
svetlé modro—zelené, olivovo—zelené, Spinavo zelené alebo sfarbené do Cervena.
Posledny typ sfarbenia sa u sledovanych kmenov nepreukazal. Vldkna sa zvyCajne po
stranach nezaSkrcuju a na prieCnych stenach buniek sa vyskytuju viditelné grana
(Komdrek & Anagnostidis, 2005). Dalsimi charakteristickymi znakmi s zuZujice sa

trichdmy a pritomnost’ kalyptry. Pocetné trichdmy sa zvyCajne vyskytuju v spoloCnej
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posve, kultury vSak mnohokrat tento znak postradaju (Boyer et al., 2002). Kalyptra je
pologul'ovita, kuzelovita alebo tupo kuzelovita. Bezne sa tento druh vyskytuje v pdde,
na kamenoch, vipenatych horninédch a v litoréle stojatych vod, av§ak moze byt pritomny
aj v stojatych a tecucich vodach. Microcoleus vaginatus je celosvetovo kozmopolitne
roz§ireny v miernych i tropickych oblastiach, ¢o mozno potvrdit, pretoze kmene z tejto
skupiny pochadzali aj z ostrova Mauricius. Mimo toho, kmene pochadzali najmé z p6d

Pol’ska.

Kmene patriace do skupiny B vykazovali opat’ podobné morfologické vlastnosti ako
druh Microcoleus vaginatus. Namerané priemerné $irky a dizky buniek odpovedali
uvedenym strednym hodnotdm podl'a Komdrek & Anagnostidis (2005). Kmene boli
prevazne vyrazne sytej zelenej farby, avSak objavilo sa aj mierne sfarbenie do Cervena
a to konkrétne u kmeriov Pol12 AS a F8 C5. Vlakna neboli zaskrtené s vynimkou kmeria
Pol17 C1, uktorého bolo sledované jemné zaSkrtenie, co Komarek & Anagnostidis
(2005) neuvadzaju. Taktiez nebol pozorovany ani vyskyt viacerych vlakien v spolocnej
posve. Kmene opét pochadzali prevazne z pdd Polska. Zda sa, ze tento druh je
kozmopolitny, ekologicky euryvalentny a vyskytuje sa v aerofytickych a sladkovodnych

biotopoch (Dvorak et al., 2012).

Kmene skupiny C boli na zaklade morfologickych znakov urené ako Microcoleus
vaginatus. Téato skupina zahriala len 2 kmene, ktoré vykazovali podobné charakteristiky.
U obidvoch kmeriov sa na prie€nych stranach buniek vyskytovali pozorovatelné grana
a dochadzalo k zuzovaniu vlakien, tak ako sa uvadza v Komarek & Anagnostidis (2005).

U kmenia B3 C5 bola pritomna zdvojena posva.

Skupina D zahffia len jeden kmen, ktory bol ureny ako Phormidium vulgare. Podl'a
Komiérek & Anagnostidis (2005) je sfarbenie vldkien tmavo olivovo—zelené ¢i bledé
modro—zelené. Vldkna su rovné, pripadne jemne stoCené a niekedy husto zapletené.
Bunky st izodiametrické, vyrazne kratSie ako SirSie a po priecnych stranach obsahuju
grand. Apikalne bunky sa zuzuju a su zakoncené kalyptrou (Komarek & Anagnostidis,
2005). Namerané hodnoty $irky a dizky bunky u tohto kmefia odpovedali uvedenym
strednym hodnotdm. Farba vldkien vykazovala tmavo—zelené az zlto—zelené sfarbenie.
Vlakna sa vyrazne zuzovali na 4-5 koncovych bunkéich. Tento druh sa bezne vyskytuje

vo vlhkych pddach najmi v lokalitdch strednej Eur6py, ale aj v severnych oblastiach az
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po Arktidu. Sledovany kmen pochadzal z pddy v Grécku, ¢o by odpovedalo jeho

roz§ireniu.

Skupina E zahriia opat’ len jeden kmen, ktory bol urCeny ako Phormidium lucidum.
Priemerna §irka a dizka buniek odpovedala hodnotam podla Komdrek & Anagnostidis
(2005). Na zaklade popisu Komérek & Anagnostidis (2005) mé tento druh rovné vldkna,
ktoré sa viac—menej zuzuju a su olivovo—zelenej alebo bledomodro zelenej farby. Grana
sa na priecnych stenach buniek bud’ nevyskytuju alebo su jemné po oboch stranach.
Kalyptra je zagulatena alebo takmer kuzel'ovitd a malokedy byva zvacSena. Sledovany
kmen N9 B2 vykazoval podobné morfologické vlastnosti, avSak bunky obsahovali grana.
Komidrek & Anagnostidis (2005) primarne uviddzaji ako miesto vyskytu termdlne
pramene, teplé brakické vody, slané vody a teplé plytké prikopy. Kmen N9 B2 bol

odobraty z kaluze norskeho stostrovia Svalbard.

Skupina F zahfiia 2 kmene, ktoré boli charakterizované na zaklade vykazujicich
morfologickych znakov ako Phormidium uncinatum. Namerana hodnota Sirky bunky,
ktord bola u kmenia F6 C1 5,77 um a u kmenia F8 C4 5,33 um odpovedala podl'a Komarek
& Anagnostidis (2005) uvedenym hodnotam. Taktiez namerana dizka bunky, ktora bola
u kmenia F6 C1 2,32 um a u kmeria F8 C4 2,27 um odpovedala uvedenym hodnotam.
Podl'a Komirek & Anagnostidis (2005) je farba vldkien modro—zelena alebo Spinavo
zelena. Sledované kmene F6 C1 a F8 C4 boli mierne sfarbené do fialova, ¢o mohlo
vzniknut v ddsledku kontamindcie alebo sposobom a fizou kultivacie. V1dkna nie su po
stranach zaSkrtené, zuzuji sa a mozu byt zahnuté alebo mierne stoené. Zahnutie na
konci vlakien vSak bolo sledované minimalne. Tento druh sa zvycajne vyskytuje
v sladkych vodach, menej Casto vo vlhkych podach ¢i termalnych pramenioch. Sledované

kmene pochddzaji z pody v USA, a teda mozno potvrdit vyskyt tohto druhu v pode.

Do skupiny G patri jeden kment AT9 A2, ktory mozno prostrednictvom sledovanych
morfologickych vlastnosti priradit’ k druhu Microcoleus vaginatus. Morfologické znaky

odpovedali popisu Komarek & Anagnostidis (2005). Kmen pochadza z pdd Grécka.

Kmene patriace do skupiny H boli zaradené k druhu Phormidium amoenum. Podla
Komirek & Anagnostidis (2005) su vldkna rovné alebo mierne zakrivené, na koncoch sa
postupne zuzuju. Priene steny buniek su bud’ granulované alebo grana nie s pritomné.
Apikalne bunky su dlhSie ako ostatné, zakonCené zvycCajne kuzelovitou kalyptrou.

Sledované znaky odpovedali uvedenym definicidm. Tento druh sa bezne vyskytuje
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v sladkej stojatej vode, neznecistenych vodach, bahnitych mociaroch ¢i vlihkych pddach.
Je §iroko rozSireny v temperatnych a tropickych oblastiach, avSak existuje mnozstvo
tdajov vyskytu v Europe (Ceska republika, Francizsko, Nemecko, Grécko), severnej
Amerike (USA — California, Nevada), Afrike ¢i napriklad Indii. Sledované kmene
pochéddzali z machovej vegetdcie Antarktidy. V buddcnosti by bolo dobré tento taxén

zrevidovat'.

Strunecky et al. (2013) navrhol prevod niektorych druhov rodu Phormidium (skupiny
VII), priCom sa to tyka: P. amoenum, P. autumnale, P. favosum, P. fonticolum, P.
setchellanium, P. vulgare, a d’alSich, ktoré st novo oznaCované pod rodovym nazvom
Microcoleus. V diplomovej praci bola potvrdena pribuznost Microcolea s druhmi
povodne zaradenymi v skupine VII Phormidium (Komdrek & Anagnostidis, 2005), ktord
na zéklade morfoldgie a fylogenetickej pozicie do rodu Microcoleus revidoval Strunecky
et al. (2013). Morfologické vlastnosti kmenov odpovedali niekol'’kym kmefiom druhov P.
lucidum, P. uncinatum, ktoré patria do skupiny VIII Phormidium (Komirek &
Anagnostidis, 2005). Mozno predpovedat, ze k rodu Microcoleus patria nie len vSetky
druhy skupiny VII, ale taktiez druhy patriace sa do skupiny VIII Phormidium. Potvrdila

sa platna pribuznost medzi rodmi Phormidium a Microcoleus.
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10 Zaver

Cielom tejto diplomovej prace bolo rozsirit poznatky o taxondémii kozmopolitnej
sinice rodu Microcoleus. V ramci vyskumnej Casti sa pracovalo s 35 kmenimi, ktoré boli
podrobené ako morfologickej, tak genetickej analyze. Morfologickd analyza bola
skimand pomocou svetelného mikroskopu a genetickd analyza prebehla na zdklade
sekvencie génu 16S rRNA. Pomocou ziskanych fylogenetickych vzt'ahov boli kmene vo
fylogenetickom strome rozdelené do 8 skupin a nisledne morfologicky porovnané
s druhmi v Komarek & Anagnostidis (2005). Skupiny boli priradené k 5 druhom
Microcoleus. Vysledky vyskumu vsak ukazali, ze aj ked” su druhy geneticky pribuzné,

mozu sa od seba morfologicky odliSovat'.

Diplomova préica priniesla nové poznatky v taxondmii sinic, ktora je vSak znacne
komplikovand astdle malo preskimand. Sledovand problematika si vyzaduje

v budacnosti dalsi vyskum véacSieho poctu kmeniov Microcoleus.
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