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ANOTACE

SUBROVA, J. Je tropicka sinice rodu Brasilonema limitovana v riistu nizkymi teplotami?
Hradec Kralové, 2022. Diplomova prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec

Kralové. Vedouci diplomové prace Markéta Bohunicka. 82 s.

Tato prace se zabyva testovanim Zivotaschopnosti tropické sinice rodu Brasilonema
v nizkych teplotach laboratorné vytvorenych. Prvni Cast prace je reSerSni, kde jsou
shromazdény poznatky o tropické sinici rodu Brasilonema a charakteristika dosud
objevenych druhd ndlezicich k tomuto rodu. Soucasti prace je také prehledova tabulka
téchto druhi. V praktické ¢asti byl proveden kultiva¢ni pokus s nizkymi teplotami, ktery
probihal ve dvou oddélenych bézich v letnich, resp. zimnich mésicich roku na vybranych
kmenech rodu Brasilonema z Portorika, Floridy, Portugalska, Ostravy a Prahy. Na téchto

kmenech je také provedena zakladni morfologicka charakteristika.
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ANNOTATION

SUBROVA, J. Is tropical cyanobacterium Brasilonema growth limited by low temperatures?
Hradec Kralové, 2022. Diploma Thesis at Faculty of Science University of Hradec Kralové.

Thesis supervisor Markéta Bohunicka. 82 p.

This thesis deals with testing of the viability of a tropical cyanobacterium Brasilonema at
low temperatures generated in a laboratory. The first part of the thesis is a research part
where current knowledge about the tropical cyanobacterium of the genus Brasilonema
and the characteristics of the species belonging to this genus discovered so far are
summarized. A summary table of these species is also a part of the thesis. In the practical
part, two separate runs of a cultivation experiment with low temperatures was carried out
in the summer and winter months on selected strains of the genus Brasilonema from
Puerto Rico, Florida, Portugal, Ostrava and Prague. Basic morphological characterization is

also performed on these strains.
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1. Uvod

1.1. Obecny uvod do problematiky
Nedavno popsana sinice rodu Brasilonema (Fiore et al. 2007) je teplomilna sinice
pouze lokalné v podminkach klimaticky pripominajicich tropy a subtropy, jako napriklad
tropické skleniky nebo chladici véZe elektraren. Predpoklada se tedy, Ze je v temperatnim

pasu limitovana nizkymi teplotami v zimnim obdobi.

V prvni casti této diplomové prace jsou shrnuty poznatky o sinici rodu Brasilonema
a charakteristika dosud objevnych druhii naleZicich k tomuto rodu. Soucasti teoretické

Casti je také zpracovani prehledové tabulky téchto druhi.

V praktické casti této diplomové prace je provedeni kultivacniho pokusu na tropické sinici
rodu Brasilonema s cilem zhodnotit, zda snese teploty bliZici se bodu mrazu nebo ne.
Zpracovano je pét vybranych kultur z péti riznych geografickych oblasti svéta, zahrnujici
tropickou oblast (Portoriko), pomezi tropické a subtropické oblasti (jizni Florida),
subtropickou oblast (Portugalsko) i dvé lokality pfipominajici tropické oblasti v Ceské

republice - tropicky sklenik a chladici véz tepelné elektrarny.

1.2. Cile prace

Hlavnimi cili této diplomové prace je:

1. Zpracovat piehled dosavadnich znalosti o sinici rodu Brasilonema a charakteristika
dosud objevenych druht tohoto rodu formou literarni reserse

2. Zpracovat pirehledovou tabulku dosud objevenych druhti rodu Brasilonema, ktera
poskytne porovnani jednotlivych druht

3. Provést kultiva¢ni pokus s nizkymi teplotami na vybranych zastupcich rodu
Brasilonema a vyhodnocenti jejich Zivotaschopnosti

4. Provést zakladni morfologické charakteristiky na vybranych zastupcich rodu

Brasilonema



2. Literarni prehled

2.1. Tropické oblasti

Tropicky podnebny pas obepind Zemi okolo rovniku. Rozloha tropického pasma odpovida
sklonu rotac¢ni osy Zemé a je vymezena obratnikem Raka na severni polokouli 23°26°
severni $ifky a obratnikem Kozoroha na jizni polokouli 23°26° jizni Sitky (Demek et al.
1997). Slunec¢ni paprsky sem alespon v urcité obdobi roku dopadaji kolmo a tropicky
podnebny pas tak vykazuje dvé maxima slunec¢niho zareni, kdyZ je Slunce v zenitu a dvé

minima, kdyz je Slunce v nadhlavniku obratniku Raka a Kozoroha (Demek et al. 1997).

Podle Koppenovy Klasifikace podnebi je tropické podnebi charakterizovano oblastmi
s teplotou vyssi nez 18 °C (64 °F) ve vSech mésicich. V zavislosti na typu tropického
klimatu je vlhkost proménliva. Na klima v tropickych oblastech ma vliv tzv. intertropicka
z6na konvergence (ITCZ Intertropical Convergence Zone). ITCZ je oblast nizkého tlaku a je
mistem konvergence pasatovych vétri, ktera se vyznacuje vysokou vlhKkosti a destovymi
srazkami. ITCZ obklopuje Zemi blizko u rovniku a v pribéhu roku se pouze mirné meéni.
Nad pevninou se ITCZ unasi dale na sever ¢i na jih nez ITCZ nad oceany, coz je dano
vétSimi teplotnimi rozdily pevniny. V mirnych zemépisnych sirkach je relativni migrace
Slunce mezi obratniky Raka a Kozoroha odpovédna za stfidani ro¢niho obdobi, zatimco
v tropickych zemépisnych Sifkach je odpovédna za migraci nizkého tlaku vzduchu
anasledné posuny v sezdnnich tropickych deStich. Dale na sever a na jih od této zony
v tropickych oblastech zacina vzduch klesat a otepluje se. Teply vzduch pojme mnohem
vice vodni pary a jeho relativni vlhkost se uzavira do teplého vzduchu. Vzduch se dale
otepluje a vysuSuje. Tyto oblasti s vysokym tlakem se nazyvaji anticyklony (The British
Geographer 2021).

Podle Koppenovy Klasifikace (Obr. 1) se tropické podnebi déli na podnebi tropického
deSt'ového pralesa, tropické monzunové podnebi a tropické vlhké a suché savany. Podnebi
tropického destového pralesa v blizkosti rovniku je charakterizovano vysokou primérnou
teplotou po cely rok a vysokymi mési¢nimi srazkami, minimalné 60 mm a ro¢ni srazky
obvykle presahuji 2000 mm. Rozsah dennich teplot je vétS$i nez rocni teplotni rozsah.
Tropické podnebi vlhkych a suchych savan je charakterizované obdobimi sucha a vlhka,
které souvisi s jejich situaci vhledem k rovniku a migraci ITCZ. Mési¢ni srazky jsou nizsi
nez 60 mm a rocni srazky jsou niz$i nez 1000 mm. Tropickd monzunova podnebi jsou
pomérné vzacnd. Stridaji se zde obdobi monzunu a obdobi sucha. Tyto oblasti se
nenachazeji pfimo na rovniku, a tak se v riznych ¢astech roku mohou vyraznéji meénit

teploty i mnozstvi srazek. V obdobi monzunu miiZe spadnout vice nez 1000 mm srazek za



rok a vobdobi sucha mohou byt nékteré meésice prakticky bez srazek (The British

Geographer 2021).

Obr. 1 - Typy tropickych oblasti na svété dle Képpenovy Klasifikace podnebi: Il podnebi
tropického destného lesa, Ml podnebi monzunové, B podnebi savanové (upraveno podle:

The British Geographer 2021).

Dle jinych klasifikaci podnebi, napt. Alisovova klasifikace podnebi, sem naleZi i pousté,
které jsou typické pro pevninsky tropicky typ podnebi charakterizovany suchym a velmi

teplym klimatem, s velkymi dennimi vykyvy teplot vzduchu (Demek et al. 1997).

2.2. Biodiverzita sinic v tropickych oblastech
Tropické ekosystémy jsou hlavni zdsobarnou biologické rozmanitosti na nasi planeté. Vliv
zemépisné $ifrky na druhovou rozmanitost, kterou jako prvni zaznamenal Wallace (1876),
byla podloZena i mnoha ekologickymi studiemi, které se vSak vétSinou zamérily na
zZivoCichy, rostliny a dal$i makroorganismy. Dle de Azevedo et Quecine (2017) zastavaji
nékteri védci nazor, Ze mikroorganismy, které tvori velkou ¢ast biologické rozmanitosti na
zemi a maji zasadni roli ve struktuie a funkci ekosystémi, se vyskytuji kosmopolitné,
vzhledem Kk jejich snadné disperzi vzdusnymi i vodnimi proudy, pohybem hostitelskych
rostlin ¢i ZivocCichi. Presto nékteré studie dospély kzavéru, Ze mikrobialni komunity,
stejné jako vétSina rostlin a ZivocCichd, jsou v oblasti okolo rovniku rozmanitéjsi nez ve

vyssich zemépisnych sitkach (de Azevedo et Quecine 2017).
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Znalost identit mikroorganismi a jejich funkci v ekosystémech v tropickych oblastech
zaostava za témi v temperatnim pasmu (de Azevedo et Quecine 2017). Dle Komarka
(2006) je odhaleno méné nez 10 % diverzity tropickych sinic. Dvorak et al. (2015)
poukazali na to, Ze i pres toto nizké procento, je pouze priblizné 3 % vyzkumnych ¢lanki
zabyvajici se diverzitou sinic zaméreno na diverzitu sinic v tropickych ekosystémech.
Diverzita sinic miZe byt navic v nékolika ekosystémech ohroZena antropickymi zasahy
zpusobujici ztratu a fragmentaci stanovist, znecisténi a globalni zménu klimatu (Rigonato
et al. 2017). Podle Rigonato et al. (2017) lze proto biomy v tropickych oblastech povaZovat
za hotspoty objevu novych taxoni sinic, coZ je dokazano nedavno nové popsanymi rody
a druhy sinic, napt. Alkalinema pantanalense (Vaz et al. 2015), Cephalothrix komarekiana
a lacustris (da Silva Malone et al. 2015), Halotia branconii, longispora a wernerae (Genuario
et al. 2015), Pantanalinema rosaneae (Vaz et al. 2015), Aliterella atlantica (Rigonato et al.
2016), Ancylothrix rivularis a terrestris (Martins et al. 2016), Dapisostemon apicaliramis
(Hentschke et al. 2016), Foliisarcina bertiogensis a Phyllonema aviceniicola (Alvarenga et

al. 2016), Potamolinea magna (Martins et Branco 2016).

Ve vétsSiné pripadi jsou prace zabyvajici se tropickymi sinicemi zamérené na planktonni
druhy, zejména ty, které tvori toxické vodni kvéty. Na rozdil od mirnych pasem, kde
k tvorbé vodnich kvétl sinic obvykle dochazi pouze béhem letniho obdobi, jsou vodni
kvéty tropickych sinic daleko trvalejsi a predstavuji tak velka ekologicka a zdravotni rizika
(Rigonato et al. 2017). Tropické sinice vSak mohou Kkolonizovat rtizné ekosystémy
v tropickych oblastech od vodnich biomi pies lesni biomy aZ po pousté (de Azevedo et

Quecine 2017).

Sinice jsou Siroce rozsirené v tropickych motskych ekosystémech. Tyto ekosystémy se
vyznacuji specifickou diverzitou sinic, priCemz teplota je pravdépodobné hlavnim
limitujicim faktorem pro geografické rozsireni téchto druhti (Hoffman 1999). Tropicka
oceanicka oblast je podle van den Hoek (1984) vymezena zimni izotermou vody 20 °C,
zatimco v temperatu C¢ini pouze 10 °C. Nejvyssi biodiverzita morskych tropickych sinic je
pozorovana v litordlnich zénach, kde mohou tvorit biofilmy v infralitoralni a prilivové
z6né, nebo zde mohou zit endoliticky v kostrach Zivych i mrtvych korald, epifyticky na
makrotasach (Sargassum) ¢i v symbidzach s ZivociSnymi houbami ¢i sumkami (Hoffman

1999, Rigonato et al. 2017).

Sinice jsou dale dulezitou sloZzkou pobteznich ekosystémii jako naptiklad oligotrofnich
zasaditych slanych baZin objevenych ve stredni Americe a Karibiku, napiiklad v Belize

(Komarek et al. 2005). Zpocatku se tato spolecenstva sinic vyviji jako benticka, tvorici
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narosty na dné a na ponotenych rostlinach (zejména Eleocharis spp.) a pozdéji tyto
narosty vyplouvaji na povrch. V téchto spolecenstvech byla objevena vysoka diverzita sinic
kokalni sinice a nékolik vlaknitych sinic tvoricich heterocyty je pritomno ve vétsSim
mnozstvi v urcitych stadiich vyvoje téchto narosti. Podle Komarka et al. (2005) je
pribliZzné 60 % popsanych sinic z téchto prostiedi limitovano pouze na tropické oblasti,
coZ naznacuje, ze mikrofldra sinic z téchto prostiedi je vysoce specializovana a zahrnuje

mnoho adaptovanych forem a moZnd i endemickych v této oblasti.

Mangrovové lesy jsou prechodnym ekosystémem mezi mofem a pevninou, ktery podléha
neustalym zménam parametri (salinita, teplota, svétlo, priliv a odliv). Tyto lesy hosti fadu
unikatnich druhi sinic, které casto tvori narosty a sidli na jejich listech, kmenech ¢i
pneumatoforech. Tyto epifytické sinice jsou ¢asto schopny fixace dusiku a byvaji nejvy$$im
prispévatelem dostupného dusiku pro nékteré rostliny v zaplavenych ptidach (Rigonato et

al. 2017).

V mnoha tropickych biomech se vyskytuji epilitické a endolitické sinice. Skalni povrchy na
riznych kontinentech s odliSnymi Kklimatickymi podminkami byvaji obvykle obsazeny
dobtre adaptovanymi kosmopolitnimi spoleCenstvy s nizkou diverzitou, s dominanci
cyanoliSejnikd a volné Zijicich sinic, zejména z rodl Scytonema a Gloeocapsa (Rigonato et
al. 2017). Podle vyzkumu Miihlsteinova et Hauer (2013) ze stiedni Ameriky v Kostarice

prevazovaly zejména heterocytické sinice tvorici zbarvené pochvy.

Stolové hory ,Inselberges” jsou dalsi bézné substraty pro sinice v tropech. Prostorové
rozloZeni sinic na téchto izolovanych skalnatych kopcich se 1isi rozdilnou ekofyziologii
a mikrohabitaty pro sinice a dle Rascher et al. (2003) je lze rozdélit na tfi nasledujici
komunity. Komunity rostouci v centralni zéné uprostred brazd, které jsou béhem destt
a po desti pokryty sloupcem vody. Ve vlhkém stavu jsou tyto komunity zbarveny cervené
aoznacuji se jako ,Cervené“ komunity s dominanci jednobunéc¢ného a kolonidlniho
Gloeocapsa sanguinea a kratce vétveného druhu Stigonema mammilosum. Komunity
rostouci po stranach brazd jsou oznacované jako ,zelené“ komunity, protoze se ve vlhkém
stavu zbarvi do zelena, ale za sucha jsou cerné. Tato komunita je dominantni druhem
Stigonema ocellatum tvotici dlouha vétvena vlakna. Treti typ komunit pokryva
horizontalni zény, coz je az 80 % celého skalniho povrchu. Nazyva se ,Cerna“ komunita
s dominanci druhu Scytonema myochrous, ktera je Cerné zbarvena za jakéhokoliv vodniho

stavu (Rascher et al. 2003).
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Na plidach s velmi nizkou vlhkosti, jako jsou napiiklad tropické pousté, se mohou
vyskytovat biologické ptidni krusty (BSCs biological soil crusts). BSCs jsou spolecenstvem
autotrofnich (sinice, rasy, liSejniky a mechorosty) a heterotrofnich (mikroskopické houby
a bakterie) organismi doplnénych o Castice plidy. Tato vrstva se vyskytuje na povrchu
nebo v hornich par milimetrech pidy a vyskytuji se napfi¢ rtiznymi vegetacnimi pasy
celého svéta (Belnap et al. 2001). Mezi nejcastéjsi sinice vyskytujici v biologickych ptdnich
krustach patfi Microcoleus vaginatus, ktera diky silnym slizovym pochvam patii
k zakladatelim BSCs. K dal$im sinicim typicky se vyskytujicich v krustach patii Nostoc,
Scytonema, Calothrix, Gloeocapsa. BSCs maji dulezité ekologické role, jsou dulezitym
zdrojem vstupu dusiku a uhliku do ekosystému, chrani plidu pred erozi vodni i vétrnou

(Belnap et al. 2001).
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2.3. Rod Brasilonema

2.3.1. Objev a vymezeni rodu Brasilonema
Védci z Botanického institutu a z institutu CENA v Sdo Paulu spolu s védci z Botanického
tistavu a Jihoceské Univerzity z Ceskych Budéjovic béhem studia subaerofytickych sinic
v humidnich lesich subtropickych a tropickych oblasti v jihovychodni Brazilii opakované
nalézali morfotyp pripominajici Scytonemu. Jednalo se o béZné se vyskytujici sinicovy
heterocyticky morfotyp podobny rodu Scytonema v morfologii vldken a interkalarni pozici
heterocytli. Tento novy morfotyp fenotypicky presné neodpovidal Zzadnému do té doby
scytonematoidnimi rody patii napiiklad charakteristicka fascikulace vlaken a vzacné

nepravé vétveni. Toto zjiSténi tedy vedlo védce k rozsahlému vyzkumu (Fiore et al. 2007).

Navzdory malym morfologickym odliSnostem tohoto morfotypu od jinych
scytonematoidnich morfotypt, potvrdily molekularni metody samostatnou fylogenetickou
pozici na obecné urovni, a proto byl popisovan jako oddéleny rod Brasilonema s typovym
druhem Brasilonema bromeliae (Fiore et al. 2007). Brasilonema je rod kryptickych sinic
zahrnujici druhy, které se prekryvaji v morfologii, molekularni fylogenezi a ekologii,
a proto je pri popisu nezbytné kombinovat molekularni i morfologické postupy (Barbosa

etal.2021)

Novy rod byl tedy popsan za pomoci kombinace molekuldarnich a cytomorfologickych
kritérii v souladu bakteriologickym i botanickym nomenklatorickym kédem. Reference
a typovy kmen jsou uloZeny ve sbirce kultur v botanickém institutu a institutu CENA v Sao

Paulu pod ¢islem SPC951 (Fiore et al. 2007).

2.3.1.1. Fenotypové vymezeni
Morfologicka variabilita a Zivotni cykly byly studovany na vSech 12 odebranych vzorcich
populaci jednoho bézného morfotypu shromazdéného z riiznych subaerofytickych lokalit
v Sdo Paulu. Jednalo se prevazné o vzorky kmeni odebranych z listovych razic bromélii
rodl Vriesea, Aechmea, Wittrockia, Nidularium, Diskia, Neoregelia a dalsi rody rostouci ve
skleniku v botanické zahradé. Dalsi vzorky byly odebrany z dievénych desek v tésné
blizkosti kvétinacl s broméliemi, z kiry stromi v Atlantickém lese a z Zeleznych vodovodi

a kameni u pramenti pobliZ Paranapiacaba (Fiore et al. 2007).
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Ultrastruktura Brasilonemy je podobna jinym scytonematoidnim a heterocytickym typtim,
jako naptiklad: usporadani thylakoidd, struktura pochvy, pozice nukleoplazmy,
karboxyzomy, fykobiliny a ribozomy. V buiikach se vSak vyskytuji struktury s nejasnym
vyznamem, jako napiiklad inkluze neidentifikované funkce ¢i rozsirené stocené thylakoidy

(Anagnostidis & Komarek 1990, Hindak et Koméarek 2003, Fiore et al. 2007).

Napadné struktury podobné vakuoldam se vyskytuji béZné v buiikdich mnoha
scytonematoidnich populacich, hlavné v terminalnich ¢astech nékolika druhi Tolypothrix
sp. a Scytonema sp. U druhu Brasilonema bromeliae se vyskytuji fady takovychto bunék
obsahujici tyto nepravé vakuoly. V jinych morfotypech se tyto struktury vyskytuji jen
ziidka. Je potvrzeno, Ze se nejedna o pravé vakuoly, ale jsou to volné prostory v buiice bez
protoplastu obklopené dal$imi zvétSenymi thylakoidy rGzné hustoty. Funkce téchto

struktur neni dosud jasna (Fiore et al. 2007).

Bikonkavni nebo multikonkavni disky sloZené z mezibunéénych latek se také béZzné
vyskytuji v trichomech Brasilonemy. Tyto disky stejnomérné iniciuji fragmentaci trichomu
v hormogonii (Desikachary 1959). Jsou slozeny =z elektronové hustého materidlu

pripominajici hmotu vyskytujici se v pérech heterocyti (Fiore et al. 2007).

Typickymi fenotypovymi znaky, kterymi se Brasilonema 1isi od jinych heterocytickych
morfotypd je typicka fascikulace trichomid a forma stélky. OdliSnosti ve formé stélky
zahrnuji napriklad cylindrické trichomy, bunky podél celého trichomu jsou pftiblizné
morfologicky uniformni, jen termindlni bunky jsou zaoblené. Pochvy jsou predevsim
uzaviené, oteviené jsou jen béhem reproduk¢ni faze. Heterocyty jsou vétSinou solitérni
interkalarni a hormogonie jsou kratké. Podle Fiore et al. (2007) se Brasilonema 1isi absenci
pravého vétveni a formou stélky od rodi Schmidleinema a Symphyonemopsis, méné Castym
nepravym vétvenim typu Scytonema se 1isi od rodt Tolypothrix a Scytonema a absenci

akinet a vyrazné vztyCenymi svazky vlaken se lisi od rodu Camtylonemopsis.

2.3.1.2. Molekularni vymezeni
Molekularni analyza byla provedena na dvou kmenech odebranych z listovych rtzic
bromélii a zzelezného vodovodu pobliz Paranapiacaba. Z kultivovanych bunék
Brasilonema bromeliae SPC951 a Brasilonema sp. CENA114 byla izolovana cela
genomova DNA. Sekvenovan byl gen 16S rRNA (Obr. 2, Obr. 3) a gen cpcBA-IGS pro

fykocyanin (Obr. 4). Nukleotidové sekvence ziskané v ramci studia a sekvence 37 kment
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sinic obdrZenych zgenetické banky byly srovnany a pouzity ke generovani

fylogenetického stromu (Fiore et al. 2007).

Fylogeneticky strom zrekonstruovany na zakladé sekvenovani 16S rRNA (Obr. 2) ukazal,
Ze kmeny Brasilonema bromeliae SPC951 a Brasilonema sp. CENA114 jsou seskupeny do
podporovaného sekvenc¢niho klastru s podporou 97 % pro metodu NJ (neighbor-joining)
a71 % pro metodu MP (maximum parsimony) spolu s jednim ¢lenem Symphyonemopsis
VAPOR1 ptivodné razenym do radu Stigonematales (nyni Nostocales). Tento podporovany
sekvencni klastr je vnotfen do hlavniho klastru charakterizovany nizkymi hodnotami
bootstrapu pod 50 %. Do tohoto hlavniho Kklastru se radi i zastupci ptivodné razeni do adu
Stigonematales (nyni Nostocales): Symphyonema, Mastigocladopsis a zastupci patrici do
fadu Nostocales: Scytonema. Nejblizsimi morfotypy na rodové trovni jsou Symphyonema
a Scytonema, ale podobnost sekvence genu 16S rRNA (Obr. 3) s témito dvéma rody je
vyrazné nizkd (pod 95 %). Jediny morfotyp, ktery ma s rodem Brasilonema podobnost
vy$Si nez 95 % je kmen Symphyonemopsis VAPOR1. Nicméné rod Symphyonemopsis
zaloZeny na typovém druhu Symphyonemopsis katniensis, ma zasadné odliSnou morfologii
vldken a je u néj pritomno pravé vétveni. Tyto vysledky indikuji samostatnou polohu

Brasilonemy (kmen SPC951) na rodové trovni (Fiore et al. 2007, algaebase 2021).

Fylogeneticky strom zrekonstruovany na zakladé sekvenovani fykocyaninu (cpcBA-IGS;
Obr. 4) také ukazuje, Ze kmeny Brasilonema bromeliae SPC951 a Brasilonema sp. CENA114
jsou seskupeny do klastru s cleny patficimi do radu Nostocales: Nostoc, Calothrix,
Tolypothrix, Fremyella, s vysokou podporou 95 % pro NJ a 91 % pro MP analyzu. Nicméné
podobnost sekvence genu 16S rRNA téchto rodl s kmeny Brasilonema je vyrazné nizka

(pod 90 %, Fiore et al. 2007, algaebase 2021).
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100v99 | Symphyonema sp. 1517 (AJ544084)
53"—“' L.S‘}:mp.fr}'mrerm sp. 1269-1 (AJ544083)
22083 Scytonema hyalinum F1-8A (AF334700)
Mastigocladopsis repens MORA (AJ544079)

9771 Symphyonemopsis sp. VAPOR1 (AJ544085)
/
| |00;ggEﬂmsifouema bromeliae SPC951 (DQ486055)
Brasilonema sp. CENA114 (EF117246)

Scytonema hofmanni PCCT110 (AF132781)
Scytonema sp. U-3-3 (AY069954)
cytonema sp. IJAM M-262 (AB093483)
60/ Chlorogloeopsis sp. PCCT518 (X68780)
Chlorogloeopsis fritschii PCC6T18 (AF132777)
Fischerella muscicola PCCT414 (AF132788)
Hapalosiphon sp. 804-1 (AJ544078)

56— Fischerella sp. CENA19 (AY039703)
Nostochopsis lobatus 92.1 (AJ544080)

Fischerella muscicola SAG20.27 (AJ544077)
Fischerella sp. 1711 (AJ544076)

Westiellopsis prolifica SAG16.93 (AJ544086)

BU/T6 b Hapalosiphon welwitschii ( AY034793)
53/69 Calothrix sp. D253 (X99213)
97/84 Calothrix parietina SRSBG-14 (AF334695)
100/99 alothrix desertica PCCT102 (ABOTS980)

Calothrix sp. PCCTT14 (AJ133164)
w'_—s‘piri restis rafaelensis SRS6 (AF334692)
Tolypothrix distorta SEV2-5-Ca (AF334694)
M:Coimdesmi um wrangelli MC-TRI1 (AF334703)
Rexia erecta CAT IM (AY452533)

100voe | Anabaena variabilis ATCC29413 (NC_007413)
Ti— iJ?ﬁJ{)l Nostoc sp. PCCT120 (NC_003272)
Cylidrospermum stagnale PCCT417 (AJ133163)

Cylindrospermum sp. CENA33 (AY218831)
Nostoc punctiforme PCCT3102 (AF027655)

00 %E,#nabama sp. A202A1 (AJI33159)
Anabaena sp. 90 (AJ133156)
L0/ Cylindrospermopsis raciborskii Florida F (AF516745)
|’-—C vlindrospermopsis raciborskii Brazil 1 (AF516733)
74/60 Cylindrospermopsis raciborskii Brazil 2 (AF516734)
Gloeobacter violaceus PCCT421 (NC_005125)

L Sl

—
0.01

Obr. 2 - Fylogeneticky strom zaloZeny na sekvencich genu 16S rRNA pomoci metody N]J
znazornuje vztahy mezi kmeny Brasilonema bromeliae SPC951 a Brasilonema sp. CENA114
a ptibuznymi sinicemi a Gloeobacter violaceus PCC7421 jako zastupce méné piibuzné

sinice. PobliZz uzld fylogenetického stromu jsou uvedeny hodnoty bootstrapu vyssi nez

50 % podle metod NJ a MP (Fiore et al. 2007).
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Strain 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Brasilonema CENA 114
“Symphyonemopsis” VAPOR 1 96.0
Mastigocladopsis repens MORA  94.6 95.2

Symphyonema sp.1517 94.3 94.2 95.6

Symphyonema sp.1269-1 94.6 94.2 95.6 99.2

Scytonema hyalinum F1-8A 93.8 03.7 95.0 96.5 96.3

Seytonema hoffmannii PCCT110  93.2 95.4 92.9 92.6 92.8 92.7

Scytonema sp.U-3-3 92.2 92.9 91.8 91.5 91.6 91.5 95.2

Scytonema sp. TAM M-262 92.7 92.9 92.0 91.4 91.6 91.1 95.5 97.5
Brasilonema bromeliae SPC951 99.3 96.1 94.6 93.7 94.3 93.4 92.8 92.3 92.3

Obr. 3 - Podobnost sekvence genu 16S rRNA kmend Brasilonema bromeliae SPC951
a Brasilonema sp. CENA 114 sptibuznymi kmeny sinic rodu Symphyonemopsis,

Mastigocladopsis, Symphyonema a Scytonema, hodnoty jsou vyjadieny v % (Fiore et al.
2007).

100;1[10[ Anabaena circinalis AWQC271C (AF426009)
Anabaena circinalis AWQC118C (AF426004)

Aphanizomenon sp. TR183 (AY036900)
Aphanizomenon sp. KAC15( AF364339)
Cylindrospermopsis raciborskii FloridaF( AY078437)
Cylindrospermopsis raciborskii sds (AF426804)

100/98

93/90

99/96

Cylindrospermopsis raciborskii Brazill( AF426792)

- Cylindrospermopsis raciborskii Brazil 2( AF426793)

—64] E{'}'Mnema sp. PCC7110( AY768469)
Fischerella sp. Cohn (M75599)

Anabaena variabilis ATCC29413 (NC_007413)
Nostoc sp. PCCT120 (NC_003272)
Nostoc linckia PACC5085 (AY466120)

1oor100] Brasilonema bromeliae SPC951 (DQ486056)

| Brasilonema sp. CENA114 (EF117247)

Nostoc punctiforme PACC8646 (AY466131)
N Calothrix PCCT601 (X06084)

90/--
1or100] Tolypothrix sp. PCCT601 (AY768470)
LF remvella diplosiphon (X07012)

99/90]

95/91

Gloeobacter violaceus PCCT7421 (NC_005125)

f—t
0.05

Obr. 4 - Fylogeneticky strom zaloZeny na sekvencich genu cpcBA-IGS pro fykocyanin
pomoci metody NJ] znazorfiuje vztahy mezi kmeny Brasilonema bromeliae SPC951
a Brasilonema sp. CENA114 a ptibuznymi sinicemi a Gloeobacter violaceus PCC7421 jako
zastupce méné pribuzné sinice. Pobliz uzli fylogenetického stromu jsou uvedeny hodnoty

bootstrapu vyssi nez 50 % podle metod NJ a MP (Fiore et al. 2007).
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2.3.2. Charakteristika rodu Brasilonema

2.3.2.1. Zarazeni taxonu
e Kmen: Cyanobacteria
e Trida: Cyanophyceae
e Rad: Nostocales
e Celed: Scytonemataceae

e Rod: Brasilonema

(algaebase 2021).

2.3.2.2. Morfologie taxonu
Brasilonema je rod vlaknité sinice, ktera roste na pevnych (hlavné subaerofytickych)
substratech. Nékdy muze vytvaret makroskopické sametové vypadajici narosty rtizného
zbarveni, obvykle jsou tmavé zelené, fialové ¢i tmaveé hnédé. Tyto narosty byvaji slozené

z husté paralelné usporadanych vétSinou vztycenych svazku vlaken (Fiore et al. 2007).

Vlakna jsou cylindricka, dlouhd, priblizné 7-30 pm Siroka. Méné casto se vldkna mohou
nepraveé vétvit (Fiore et al. 2007). Nepravé vétveni znamena, Ze se vlakno vychyli ze svého
ptivodniho sméru po prekonani néjaké prekazky, vlakna jsou spojena jen slizovou
pochvou, ale ne fyziologicky, na rozdil od pravého vétveni (Kalina et Vana 2010). Toto
nepravé vétveni miZe byt dvojité, které je typické pro celed Scytonemataceae, které
vznikd stoCenim trichomu a jeho prerusenim mezi dvéma vegetativnimi burnikami.
Vysledkem jsou dvé paralelni vétve (Komarek et Anagnostidis 1989, Korelusova 2008).
Druhym typem miiZe byt nepravé vétveni jednoduché, které také vznikd mezi dvéma
vegetativnimi buiikami, ale bez typického stocCeni trichomu, takZe vysledkem je pouze
jedna vétev. Tento druhy typ vétveni je podle Fiore et al. (2007) oznacovan jako ,vétveni
typu Tolypothrix“. Podle Komarka et Anagnostidis (1989) je vétveni typu Tolypothrix
vytvoreno prerusenim trichomu mezi vegetativni bunkou a heterocytem. Podle Becerra-
Absalén (2013) by se oznaceni ,vétveni typu Tolypothrix“ u rodu Brasilonema pouZzivat

nemeélo.

Trichomy byvaji obaleny tenkou nebo mirné zesilenou pochvou, ¢asto bezbarvou nebo
zlutohnédou, nékdy mohou byt mirné lamelované. Pochva je na koncich zakulacena,
obvykle uzaviend, po uvolnéni hormogonie otevirena. Mezi pochvou a trichomem a prostor

mezi vlakny vypliiuje slizovitd matrix (Fiore et al. 2007). Trichomy jsou cylindrické,
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vétSinou nejsou viibec, nebo jen mirné zaskrcené na bunécnych prepazkach a na koncich
trichomt obvykle nejsou zuzZené. Rod Brasilonema je podle Fiore et al. (2007) definovan
jako izopolarni. V nékterych pripadech vSak miiZze docasné dojit ke ztraté izopolarity

a vlakno se mize jevit jako heteropolarni (Barbosa et al. 2021).

Jednotlivé buriky mohou byt rizné dlouhé. Velmi kratké buriky (az do 1/5 sifky buriky) se
objevuji v apikalnich ¢astech trichomi, meristematickych zénach a hormogoniich. Bunky
delsi nez Sirsi se vyskytuji ve starsich ¢astech trichomt. Apikalni buriky jsou morfologicky
identické s jinymi vegetativnimi butikami, jen na vrcholu jsou zaoblené a nékdy mohou byt
opatiené kalyptrou. Rod Brasilonema se vyznacuje pritomnosti heterocytli, které jsou
Casto interkalarni, byvaji solitérni nebo méné ¢asto v parech, diskoidniho az cylindrického
tvaru, aZ delSi nez Sirsi. Brasilonema netvori akinety (Fiore et al. 2007). Ve stifedu bunék
v nukleoplazmatické oblasti se nachazeji karboxyzomy. Brasilonema se rozmnoZzuje
hormogoniemi. Fragmentace trichomi se mtize uskutec¢niovat nekridickymi butikami nebo

pomoci specialni bikonkavni lamely mezi rozdélenymi bunikkami (Fiore et al. 2007).

2.3.2.3. Ekologie taxonu
Rod Brasilonema se vyskytuje hlavné v tropech a subtropech neotropickych oblasti. Tento
rod je ziejmé bézny a dobte distribuovany, ale velice opomijeny (Fiore et al. 2007). Dosud
je znamo, Ze tento rod se bézné vyskytuje zejména v jihovychodni Brazilii (Fiore et al.
2007, Aguiar et al. 2008, Sant'’Anna et al. 2011) a v poslednich letech prichazi udaje
o vyskytu Brasilonemy zUSA (Vaccarino et Johansen 2012, Villanueva et al. 2018,
Villanueva et al. 2019, Barbosa et al. 2021). Podle Hauer (2010) a Kastovsky et al. (2010)
je distribuce rodu Brasilonema s nejvétsi pravdépodobnosti pantropicka a nové druhy se
pravdépodobné vyskytuji vdosud neprozkoumanych geografickych stanovistich

a habitatech.

Brasilonema se od ostatnich rodu lisi aerofytickym a subaerofytickym vyskytem. Rizné
populace Brasilonemy se lisi ekologii. Rostou ve fytotelmach, epifyticky na rostlinach a na
klirach stromd, epiliticky na riznych kamennych substratech, na Zelezitych materialech ci
na vlhkych sténach, a to bud’ jednotliveé ¢i v asociacich (Fiore et al. 2007, Aguiar et al. 2008,
Sant‘Anna et al. 2011, Vaccarino et Johansen 2012, Becerra-Absalén et al. 2013, Villanueva

etal. 2018, Villanueva et al. 2019, Barbosa et al. 2021).

20



2.3.3. Druhy rodu Brasilonema
V soucasnosti je vymezeno 15 druhi spadajicich do rodu Brasilonema. Konkrétni druhy
jsou popsany niZe a jsou sefazeny chronologicky, dle data publikace v ramci zatazeni do

tohoto rodu.

2.3.3.1. Brasilonema bromeliae
Typovy druh Brasilonema bromeliae byl objeven a popsan v roce 2007 kolektivem Fiore et
al. Tento druh se nachazel ve skleniku v botanické zahradé v Sdo Paulu v Brazilii s GPS
souiadnicemi: 23.650000° S, 46.616667° W. Zde rostl epifyticky v tzv. fytotelmach uvnitr
listové rozety na vnitini strané listi velkych bromélii (napi. druhd Aechmea ornata,
A. blanchetiana, Vriesea procera, Wittrockia superba, Nidularium procerum a rodi Dickia,
Neoregelia a dalsf) a vyskytuje se zde v prostorach az 4 cm Sirokych tésné nad hladinou
vody, ale nebyl objeven na broméliich rostoucich mimo skleniky. Ziidka byl objeven i na
drevénych substratech, jako naptiklad na drevénych stolech v blizkosti kvétinact
s broméliemi. Podle mikrohabitatu tohoto druhu byl stanoven nazev tohoto druhu jako

,bromeliae“ (Fiore et al. 2007).

Cernofialové zbarvena stélka se formuje do plochych, sametové vypadajicich zvinénych
narostli slozenych z hustych svazkl vlaken, které se zpocatku vice ¢i méné plazi po
substratu, a pozdéji jsou orientované kolmo k substratu. Vlakna jsou mirné nepravidelné
stoCend, cylindricka, jsou 15-17 um Siroka, mohou byt samostatna a pozdéji se spojuji do
hustych svazkl. Vzacné se nepravé vétvi, a to obvykle pouze v apikalnich castech vlaken.
Toto vétveni miiZe byt dvojité nebo jednoduché. Pochvy jsou tenké, ale pevné, cylindrické,
mirné lamelované, bezbarvé az zlutohnédé zbarvené. Trichomy jsou cylindrické, 14,5-
16,8 um Siroké, nejsou viibec, anebo jen mirné zaskrcené na bunécnych prepazkach a ke

konciim trichomi nejsou ziuzZené. (Fiore et al. 2007, Becerra-Absalén et al. 2013).

Jednotlivé bunky jsou izodiametrické, 1,8-16 um dlouhé, del$i buiiky se vyskytuji ve
star$ich trichomech a naopak velmi kratké buiiky se objevuji na apexu a v hormogoniich.
Termindlni buiiky jsou morfologicky identické s jinymi butikami, jenom jsou zaoblené
a byvaji bez kalyptry. Obsah bunék je mirné zrnity, modrozelené, olivové zelené nebo
hnédofialové zbarveny. Nékdy jsou v bunkach pritomny struktury podobné vakuolam,
které byvaji seskupeny vradach sousednich bunék, a to zejména v apikalnich castech.
Heterocyty jsou interkaldrni, solitérni, diskoidniho nebo cylindrického tvaru, Siroké 15-
16,8 um a dlouhé 4-19 pm. Rozmnozuji se fragmentaci trichom@ a hormogoniemi, které

kli¢i symetricky na obou koncich, takZe riist je izopolarni (Fiore et al. 2007).
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Podle genové analyzy Barbosa et al. (2021; Obr. 11) spada kmen SPC951 zahrnujici druh
B. bromeliae na zakladé genové sekvence 16S rRNA s kmenem CENA114 zahrnujici druh
B. sennae a s kmeny BLCC-T43 a BLCC-T64 zahrnujici nové popsany druh B. santannae do
spole¢ného sekvencniho klastru s podporou 0,75 pro metodu BS (Bayesian statistics). Na
zékladé fylogenetického stromu Sant’Anna et al. (2011) zaloZeném na genové sekvenci
16S rRNA je druh B. bromeliae nejblizsim ptribuznym druhem B. sennae s podporou 99 %
pro metodu NJ, 96 % pro metodu ML a 0,99 pro metodu BS (Barbosa et al. 2021). Tyto dva
kmeny spolu sdili ~ 99,4 % podobnost nukleotidové sekvence genu 16S rRNA (Sant’Anna
etal. 2011, Barbosa et al. 2021) a s druhem B. santannae sdili podobnost ~ 98,5 % genové
sekvence 16S rRNA (Barbosa et al. 2021; Obr. 12).

2.3.3.2. Brasilonema octagenarum
Druh Brasilonema octagenarum byl objeven a popsan v roce 2008 kolektivem Aguiar et al.
Tento druh se nachazel vklonalni rostlinné Skolce v obci Timéteo City ve staté Minas
Gerais v jihovychodni Brazilii s GPS soufadnicemi: 19.566667° S, 42.633333° W (Aguiar et
al. 2008). Druh B. octagenarum rostl epifyticky na vSech zZivych i odumfelych nadzemnich
¢astech mladych rostlin Eucalyptus grandis zahrnujici stonek, terminalni a axilarni pupeny
a svrchni i spodni plochy listli. Rostl zde v narostech obsahujicich kromé tohoto druhu
jesté dal$i mikroorganismy, naptiklad dalsi sinice rodu Nostoc a Oscillatoria (Aguiar et al.
2008). Eukalyptus je rychle rostouci hospodarsky vyznamna drevina, Siroce péstovana
v Austrdlii, Asii, Jizni Americe a ¢astech jizni Evropy a je vyuZivana v papirenském
a drevozpracujicim primyslu. B. octagenarum vsak mize byt potencialni hrozbou pro
péstovani eukalyptu, protoze bylo zaznamenano, Ze tento druh poskozuje, snizuje rust,

vyvoj a produktivitu téchto dievin (Aguiar et al. 2008).

Aguiar et al. (2008) shromazdili vzorky sinic z rohoZi na listech a vyhoncich Eucalyptus
grandis a zkoumali mechanismus infekce B. octagenarum. B. octagenarum tvori narosty na
povrsich listi a interferuje tak splynovou vymeénou ve stomatech sniZenim podilu
asimilovaného oxidu uhli¢itého a zaroveii snizuje mnozstvi dopadajiciho svétla na povrchy
listd (Aguiar et al. 2008). Vysledkem je snizeni poméru chlorofylu a/b v listech, které ma
podle studie Dai et al. (2009) tendenci klesat vreakci na zastinéni. SniZeny pomeér
chlorofylu a/b v listech se projevuje svétlejSimi zelenymi plochami na listech (Alvarenga et
al. 2020). Tato pocatecni stadia poSkozeni listi mohou vést k dal§im vaznym dasledkiim
pro rostlinu v piipadé dlouhodobé expozice. Pro rostliny, které jsou delsi dobu vystavené

neptiznivym podminkam, extenzivni kolonizace sinic miize hrat roli jako stresovy faktor
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a vysledkem miiZe byt vnitini poSkozeni bunék a nekréza (Aguiar et al. 2008, Alvarenga et

al. 2020).

Svételnou a elektronovou mikroskopii listu eukalyptu bylo zjisténo, Ze vldkna
B. octagenarum pronikaji az do listového mezofylu. Dochdzi k prasknuti vrstvy
epidermdlnich bunék, poté poSkozeni bunék mezofylu i sekre¢nich dutin (Aguiar et al.
2008). V prechodové oblasti mezi nekrotickymi a neposSkozenymi pletivy se vytvori
zajizvené pletivo zvané peridermis, slozené z dlouhych bunék se suberizovanymi sténami.
Vznika jako vysledek bunécéného déleni bunék mezofylu v nekrotickych pletivech. Prilehlé
korové bunky zajizveného pletiva vykazuji hypertrofii a hyperplazii vedouci k rozsireni
nekrotickych oblasti a modrozeleny obsah buiiky je vysledkem fenolickych sloucenin
produkovanych v reakci na stres. Podobné priznaky byly pozorovany i na abaxialn{ strané

(Aguiar et al. 2008).

Na rozkladu epidermis a kutikuly listli se mohou podilet sekundarni metabolity ¢i toxiny
produkované sinicemi, mechanismus infekce sinice do listového pletiva vSak nebyl
jednoznacné vysvétlen (Aguiar et al. 2008). Pivodné se predpokladalo, Ze B. octagenarum
ziskala schopnost infekce horizontdlnim pienosem gent z fytopatogennich organismd,
protoZze podobné poskozeni listli nebylo drive pozorovano u interakci sinice - rostlina
(Alvarenga et al. 2020). Sekvence podobné znamym faktortim virulence z fytopatogeni
byly nalezeny v genomu B. octagenarum UFV-E1 izolované zlisti Eucalyptus grandis
avgenomu B. octagenarum UFV-OR1 izolované zlisti orchideji, které podle dosud
znamych studif hostitele neposkozuji, a i v jinych druzich rodu Brasilonema (Alvarenga et
al. 2020). Zadna ztéchto sekvenci v$ak nebyla nalezena v horizontalné pienesenych
oblastech, coZ naznacuje, Ze horizontalni prenos nehral vyznamnou roli pfi vzniku
schopnosti poskozovani listli rodem Brasilonema. Pokud tyto proteiny ptisobi jako faktory
virulence, miiZe poskozeni listli timto druhem byt bud’ omezeno v hostitelském arealu,
nebo miiZe byt vyvolano slozitéjsSim a neobvyklym souborem faktord, ¢imz je tento jev
vzacny, a proto neni bézné pozorovan. Presto je nepravdépodobné, Ze by tyto sinice mohly
byt schopny vyuziti téchto virulenc¢nich faktort u rostlinnych hostitelti vzhledem k tomu,
Ze sinici chybi hlavni nosi¢ infekce, ktery se u fytopatogennich bakterii vyskytuje. A navic
jejich genomy neobsahuji strukturalni proteiny nezbytné pro napadeni cytoplazmy

hostitele (Alvarenga et al. 2020).

Brasilonema octagenarum se tedy od ostatnich druhi sinic liSi zejména schopnosti
zplusobovat poskozeni listi na hostiteli, tato interakce dosud nebyla u jinych sinic

pozorovana (Alvarenga et al. 2020). PoSkozeni je do znatné miry zplisobeno neprimym
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dlsledkem ristu narosti sinic, je tedy mozné, Ze i dalsi epifylické sinice, které nemusi
produkovat zadné potencialni faktory virulence, mohou také zplisobovat podobna
poskozeni, pokud specifické podminky prostfedi umoZzni, aby jejich biomasa dosahla

vyznamného rozméru (Alvarenga et al. 2020).

Druh B. octagenarum byl nalezen i na orchidejich, ale poSkozeni na téchto rostlinach neni
doloZeno. Dale roste i na drevénych substratech, betonovych substratech, sténach,
kvétinacich ¢i dalsich péstovacich nadobach, na potrubi zavlazovaciho systému, v podobé
malych skvrnek i na zemském povrchu zahrnujici vnitfni prostory skleniku i prostory
mimo skleniky (Aguiar et al. 2008, Alvarenga et al. 2020, Romanenko et al. 2020, Barbosa
et al 2021). Tento druh byl dale kromé Brazilie nalezen i v rostlinnych Skolkach na Floridé
a vtropickém skleniku na Ukrajiné, kam se patrné dostal s tropickymi rostlinami
privezenymi ukrajinskymi botaniky z expedice v Brazilii v roce 1986. Jedna se o prvniho
zastupce, ktery byl objeven v evropském skleniku (Romanenko et al. 2020, Barbosa et al.
2021). Tento druh je pojmenovan k piilezitosti 80. vyroc¢i vysoké skoly v Brazilii
University of the Fraser of Valley (UFV, Aguiar et al. 2008).

Zlutohnédé az Cernozelené zbarvené stélky se formuji do makroskopickych narosti,
slozenych z hustych, nepravidelnych svazkii vlaken, které se plazi po substratu (Aguiar et
al. 2008, Sant’Anna et al. 2011). Vlakna jsou Siroka 9,8-18,5 um, cylindricka, izopolarni,
nepravidelné stocena. Dle Aguiar et al. (2008) se miliZe velmi vzacné nepravé dvojité nebo
jednoduse vétvit. Pochva je tenka, ale pevna, cylindricka, nékdy miiZze byt mirné
lamelovand, bezbarva. Trichomy jsou cylindrické, Siroké 9,5-18,4 pm, mohou byt mirné
zaSkrcené na bunécnych prepazkach a nezuzuji se smérem ke konctim trichoma (Aguiar et

al. 2008, Sant’Anna et al. 2011, Barbosa et al. 2021).

Buniky jsou izodiametrické, dlouhé 1,5-13,3 pm. Obsah bunék je granulovany, olivové
zelené nebo hnédofialové zbarveny. Apikalni bunky jsou zaoblené s kalyptrou. V buiikach
apikalnich a diferenciac¢nich ¢asti jsou nékdy ptitomné struktury podobné vakuolam, které
se vyskytuji vrtadach sousednich bunék. Tento druh mize také tvorit heterocyty
terminalni ¢i interkaldrni, solitérni, diskoidniho az cylindrického tvaru. Jsou 10-17 pum
Siroké a 5,4-15,6 pm dlouhé (Aguiar et al. 2008, Sant’Anna et al. 2011). RozmnoZuje se
hormogoniemi, které jsou Siroké 4,8-12,6 um, skratkymi granulovanymi buiikami.
Nepohyblivé hormocysty jsou izodiametrické, s tlustou sténou, 6,1-10,6 um Siroké a 6,5-

10,2 pm dlouhé (Aguiar et al. 2008, Sant’Anna et al. 2011).

Podle poslednich molekuldrnich analyz Barbosa et al. (2021; Obr. 11), zaloZenych na

zakladé genové sekvence 16S rRNA spada druh B. octagenarum do dobte podporovaného
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sekvenc¢niho klastru s podporou 0,99 pro BS analyzu s druhy B. geniculatum, B. roberti-
lamyi, B. lichenoides a nové popsanym druhem B. fioreae. S témito vSemi druhy sdili
B. octagenarum na zakladé genovych sekvenci 16S rRNA kmenid BLCC-T71 a BLCC-T74
podobnost ~ 98 % (Barbosa et al. 2021; Obr. 12). Dosud izolované kmeny naleZici k druhu
B. octagenarum patii do sekvencniho klastru s podporou 0,96 pro BS analyzu. Kmen UFV-
E1 izolovany z dreviny Eucalyptus grandis a kmen UFV-OR1 izolovany z listli orchideji
spolu sdili 99,9 % podobnost nukleotidové sekvence genu 16S rRNA (Aguiar et al. 2008).
Oba kmeny izolované na Floridé BLCC-T71 a BLCC-T74 sdili navzajem podobnost genové
sekvence 16S rRNA 99,8 % (Barbosa et al. 2021).

2.3.3.3. Brasilonema sennae
Druh Brasilonema sennae byl objeven a popsan jako Camptylonemopsis sennae v roce 2003
Komarkem. Camptylonemopsis je heterocyt6zni rod podobny rodu Brasilonema, s nimz
sdili podobnost ve fascikulaci vldken a vzacném nepravém vétveni. Nicméné rod
Camptylonemopsis ma krat$i vladkna, stfedni c¢ast vldken se morfologicky liSi od
termindalnich vztycenych koncl. U typového druhu C. lahorensis byly popsany akinety,
které se u rodu Brasilonema nevyskytuji. Molekularni analyzy vSak prokazaly blizky vztah
Camptylonemopsis sennae krodu Brasilonema, a tak byl tento morfotyp reklasifikovan

a pfejmenovan na druh Brasilonema sennae (Aguiar et al. 2008, Sant’Anna et al. 2011).

Druh B. sennae byl izolovan z okoli Paranapiacaba ve staté Sdo Paulo v Brazilii s GPS
souradnicemi: 23.766667° S; 46.300000° W. Zde rostl subaerofyticky pobliZ pramenii na
moKkrych kamenech, Zelezitych substratech a epifyticky na kiife stromi v Atlantickém lese

(Fiore et al. 2007, Sant’Anna et al. 2011).

Nahnédlé ¢i cernozelené makroskopické stélky se formuji do zvinénych narosti
z paralelné uspoiadanych svazkii vztycenych vlaken. Vlakna jsou Siroka 10-20 pum, jsou
mirneé zvinéna ¢i stocena, vzacné se neprave dvojité nebo jednoduse vétvi. Pochva je tenka,
ale pevna, pozdéji silnd. Mladé pochvy jsou bezbarvé, zatimco star$i pochvy jsou
zlutohnédé a mohou byt lamelované. Trichomy jsou Siroké 6-12,5 um, nejsou zaskrcené na
bunécnych prepazkach a ke koncim trichomi nejsou ziZené (Sant’Anna et al. 2011,

Obr. 5).

Buniky jsou cylindrické, sproménnou délkou. Zejména vmladych trichomech
a v hormogoniich jsou dlouhé minimalné 2,2 pm, zatimco ve starych trichomech jsou az

0 1,6 um delsi nez Sirsi. Obsah bunék je modrozelené nebo olivové zelené zbarveny. Tento
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druh tvofi také heterocyty, které jsou solitérni, cylindrické, 10,2-11,2 pm Siroké a 6,8-
15,4 um dlouhé (Sant’Anna et al. 2011).

Podle genové analyzy Barbosa et al. (2021; Obr. 11) spada kmen CENA114 zahrnujici druh
B. sennae na zakladé genové sekvence 16S rRNA s kmenem SPC951 zahrnujici druh B.
bromeliae a s kmeny BLCC-T43 a BLCC-T64 zahrnujici druh B. santannae do spole¢ného
sekven¢niho klastru s podporou 0,75 pro BS analyzu. Na zdkladé fylogenetického stromu
Sant’Anna et al. (2011) zaloZeném na genové sekvenci 16S rRNA je druh B. sennae
nejbliZz$im pribuznym druhem B. bromeliae s podporou 99 % pro NJ metodu, 96 % pro ML
metodu (maximum likelihood)a 0,99 pro BS analyzu (Barbosa et al. 2021; Obr. 12). Tyto
dva kmeny spolu sdili ~ 99,4 % podobnost nukleotidové sekvence genu 16S rRNA
(Sant’Anna et al. 2011, Barbosa et al. 2021 a sdruhem B. santannae sdili podobnost
~ 99 % genové sekvence 16S rRNA (Barbosa et al. 2021; Obr. 12).

20 pm

Obr. 5 - Brasilonema sennae: (A) stélka zhustych svazkli vlaken, (B) trichomy

s hormogoniemi (C-D) detail vldkna s heterocyty (upraveno podle: Sant’Anna et al. 2011).
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2.3.3.4. Brasilonema epidendron
Druh Brasilonema epidendron byl objeven a popsan v roce 2011 kolektivem Sant’Anna et
al. béhem studia biodiverzity ve staté Sdo Paulo v jihovychodni Brazilii. Tento druh se
nachazel vdestném Atlantickém lese v ekologickém parku a oblasti zachovalé ptirody
Juréia-Itatins a ve vesnici Paranapiacaba ve staté Sdo Paulo v Brazilii, kde rostl epifyticky

na starych dievénych substratech (Sant’Anna et al. 2011).

Tmavé zelené az cCerné zbarvena stélka je tvorend z paralelné usporadanych svazkl
nepravidelné vztyCenych vlaken, vysoké aZz 3 mm. Vlakna jsou (7)10,9-12(14) um Siroka
amohou se velmi vzacné nepravé vétvit. Pochva je tenka, ale pevna, bez lamelovani a je
bezbarva. Trichomy jsou cylindrické, (5,5)8,2-10(11) um Siroké, na bunécnych prepazkach
nejsou zaskrcené a smérem k apikalnim castem trichomt nejsou ztizené (Sant’Anna et al.

2011, Becerra-Absalon et al. 2013, Villanueva et al. 2019; Obr. 6).

Buriky jsou izodiametrické, cylindrické. V apikalnich ¢astech trichomi a v hormogoniich
jsou bunky velmi kratké. Obsah bunky je jasné modrozelené zbarveny. Heterocyty jsou
solitérni, cylindrického az sudovitého tvaru, 7-9 pm Siroké a (7)8-10(11,5) um dlouhé.
RozmnoZuje se hormogoniemi, které jsou granulované a mirné zaskrcené na bunécnych

prepazkach (Sant’Anna et al. 2011).

Tento druh je vymezen pouze na zdkladé morfologickych charakteristik a molekularni

analyza na tomto druhu dosud nebyla zpracovana.
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20 um

Obr. 6 - Brasilonema epidendron: (A-B) makroskopicka ze svazki vlaken, (C) apikalni ¢asti
vlakna a trichomu, (D) ¢asti trichomi s heterocyty, (E) nepravé jednoduché vétveni, (F)
hormogonie, (G) detail hormogonie s interkalarnimi heterocyty (upraveno podle:

Sant’Anna et al. 2011).

2.3.3.5. Brasilonema ornatum
Druh Brasilonema ornatum byl objeven a popsan v roce 2011 kolektivem Sant’Anna et al.
béhem studia biodiverzity ve staté Sdo Paulo vjihovychodni Brazilii. Tento druh se
nachazel v humidnim lese v obci Campos do Jorddo ve staté Sdo Paulo v Brazilii s GPS
souradnicemi: 22.755275° S, 45.590275° W, kde rostl epifyticky na kiirach starsich stromi

mezi mechorosty a liSejniky (Sant’Anna et al. 2011).

Sedivé-zelend makroskopickad stélka tvoii nepravidelné jemné narosty tvorené
z poléhavych svazkl vldken. Vlakna jsou Siroka 20-23 um a velmi vzacné se mohou
nepravé vétvit. Pochvy jsou silné, lamelované, bezbarvé a na povrchu s pravidelnou
ornamentaci, ktera je odliSovacim znakem druhu, a podle tohoto znaku byl tento druh také
popsan (Sant’Anna et al. 2011). Tento znak je zaroven unikatni mezi sinicemi. Poprvé byl
popsan v atypické populaci druhu Scytonema stuposum (Sant’‘Anna et al. 1983)

z mangrovovych porostili ve staté Sao Paulo. Autori zde zminili, Ze by ornamentace mohla
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byt vysledkem zvlastniho typu lichenizace (Sant'’Anna et al. 1983). Zadné hyfy vsak
v populaci Brasilonemy ornatum pozorovany nebyly, a tak je ptivod ornamentace pochvy
stalé nejasny. Trichomy jsou cylindrické, 17-18 pum Siroké, jsou zretelné zaSkrcené na
bunécnych prepazkach a v apikalnich castech nejsou zuzené (Sant'‘Anna et al. 2011;

Obr. 7).

Bunky jsou kratké, diskoidniho tvaru. Jsou tmavé modrozelené zbarvené. Heterocyty jsou
také diskoidniho tvaru, jsou 3-6 pm Siroké a 17-18 pm dlouhé, (Sant’Anna et al. 2011,
Villanueva et al. 2019).

Tento druh je vymezen pouze na zakladé morfologickych charakteristik a molekularni

analyza na tomto druhu dosud nebyla zpracovana.

40 pm

Obr. 7 - Brasilonema ornatum: (A) stélka z hustych svazku vlaken, (B-C) detail vlaken, (D)
detail povrchu pochvy (upraveno podle: Sant’Anna et al. 2011).

2.3.3.6. Brasilonema terrestre
Druh Brasilonema terrestre byl objeven a popsan v roce 2011 kolektivem Sant’Anna et al.

Tento druh byl objeven na ostrové Cardoso a ve vesnici Aguas de Sdo Pedro ve statd
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Sdo Paulo v Brazilii, kde rostl subaerofyticky na betonu nebo epiliticky na ptileZitostné

vlhkych kamennych substratech (Sant’Anna et al. 2011, Becerra-Absalén et al. 2013).

Spinavé zelené zbarvena makroskopickd stélka tvoii rohoZe sloZené z nepravidelnych
vztyCenych svazkid vlaken. Vldkna jsou 12-17 um Sirokd. Pochva je tenka, ale pevna,
Zlutohnédé zbarvena az bezbarva, bez lamelace, ale je mirné strukturovana na povrchu,
ato bud vpodobé granulace, nebo jemného linkovani. Trichomy jsou 9-15 pm Siroké,
nejsou zaSkrcené na bunécnych piepazkach a smérem Kk apikdlnim Castem trichomu

nejsou zuZené (Sant‘Anna et al. 2011; Obr. 8).

Buriky jsou izodiametrické, ke konclim trichomi jsou krat$i dokonce az na 1/3 Siiky
buriky. Obsah bunék je Sedozelené nebo Spinavé modrozelené zbarveny. Heterocyty jsou
cylindrického az sudovitého tvaru, 13-14 pum Siroké a 6-17 pm dlouhé (Sant’Anna et al.

2011).

Podle analyzy Barbosa et al. (2021; Obr. 12) sdili nejvétSi podobnost genu 16S rRNA
s druhem B. angustatum (98,15 %).

20 pm

Obr. 8 - Brasilonema terrestre: (A) stélka ze svazki vlaken, (B) apikalni ¢ast vlakna, (C)
schéma morfologie a struktury pochvy, (D) ¢asti trichomi s heterocyty, (E) nepravé

vétveni (upraveno podle: Sant’Anna et al. 2011).
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2.3.3.7. Brasilonema roberti-lamyi
Druh Brasilonema roberti-lamyi byl objeven a popsan jako Tolypothrix roberti-lamyi v roce
1952 Bourrellym, pozdéji byl tento morfotyp reklasifikovdn a prejmenovan na druh
Schmidleinema roberti-lamyi v roce 1989 Komarkem, protoZze ma podobné pocatecni faze
zivotniho cyklu jako rod Schmidleinema, ale odlisnosti jsou ve fascikulaci vlaken, absenci
pravého vétveni a velmi vzacného nepravého jednoduchého vétveni. Pozdéji byl tento
morfotyp znovu reklasifikovan a prejmenovan na druh Brasilonema roberti-lamyi, a to
pouze na zakladé morfologickych charakteristik (Sant’Anna et al. 2011). AZ vroce 2014
byla provedena molekularni analyza na izolovaném kmenu, ktery mél podobnou
morfologickou a ekologickou charakteristiku stimto druhem. Za pouziti polyfazické
metody se potvrdilo, Ze tento morfotyp skutecné nalezi k rodu Brasilonema (Rodarte et al.

2014).

Jedna se o druh, ktery byl pivodné izolovan z Guadeloupe z Francouzskych Malych Antil
(Sant’Anna et al. 2011). Pozdéji byl tento druh objeven na lokalité Los Manantiales ve staté
Morelos ve strednim Mexiku. Zde rostl aerofyticky na kamenech a sténach. Z této populace
byl izolovan kmen, na kterém byla provedena jiZ zminéna molekularni analyza (Rodarte et

al. 2014).

Nahnédla aZ nacernala, nékdy fialové zbarvena stélka tvori rozsahlé, aZz 3 mm vysoké
narosty sloZené z paralelné usporadanych svazkl vztycenych vlaken. Vlakna jsou 11,5-
18 um Siroka. PrileZitostné se vlakna mohou nepravé jednoduse vétvit, a nékdy se takto
vétvi z hormogonie. Pochva je tenka, pozdéji muiZe byt lamelovana, bezbarva nebo
zlutohnéda. Trichomy jsou cylindrické, 8-11,5 um Siroké, jsou izopolarni, nejsou
zaSkrcené na bunécnych prepazkach a ke konclim trichoml nejsou zuzené. Mladé
trichomy byvaji charakteristicky stoceny do tvaru ,C“ nebo ,J“ (Sant’Anna et al. 2011,
Rodarte et al. 2014; Obr. 9).

Jednotlivé buriky jsou izodiametrické, v meristematickych zénach jsou mirné del$i nez
$irsi. Terminalni bunky jsou na koncich zaoblené. Bunécny obsah je fialové zbarveny.
Nékdy jsou vbuilkkdch piitomny struktury podobné vakuolam. Heterocyty jsou
interkalarni, 11-13,5 um Siroké a 10,5-13 pm dlouhé, cylindrického nebo diskoidniho
tvaru. Rozmnozuje se hormogoniemi kli¢icimi z apikalnich ¢asti vladken pomoci
nekridickych bunék asymetrickym rtistem v ¢asnych stadiich hormogonie (Sant’Anna et al.

2011, Rodarte et al. 2014).

Podle poslednich molekularnich analyz zaloZenych na zakladé genové sekvence 16S rRNA

spada druh B. roberti-lamyi do dobie podporovaného sekvencniho Kklastru s podporou
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0,99 pro BS analyzu s druhy B. octagenarum, B. geniculatum, B. lichenoides a B. fioreae
(Barbosa et al. 2021; Obr. 11). S témito vSemi druhy sdili B. roberti-lamyi na zakladé
genovych sekvenci 16S rRNA podobnost ~ 98-99 %. Nejvétsi podobnost tohoto genu ma
s druhem B. lichenoides ~ 99,4 % (Barbosa et al. 2021; Obr. 12).

Obr. 9 - Brasilonema roberti-lamyi: (A) stélka ze svazkl vlaken, (B-C) nepravé vétveni

jednoduché a z hormogonie, (D) hormogonie (upraveno podle: Sant’Anna et al. 2011).

2.3.3.8. Brasilonema angustatum
Druh Brasilonema angustatum byl objeven a popsan vroce 2012 autory Vaccarino et
Johansen. Tento druh se nachazel na stezce Moleka Trail blizko cesty Round Top Drive,
v udoli Manoa Valley, priblizné 2 km severné od Univerzity v Manoa, na ostrové Oahu na
Hawaii ve staté USA, s GPS souradnicemi: 21.311000° N; 157.823000° W, v nadmorské
vySce 238 m n. m. Tento druh rostl epifyticky na mechové bance rostouci podél stény
u stezky s kratkym utesem a malym potlickem (Vaccarino et Johansen 2012, Villanueva et

al. 2019).
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Stélky byvaji hnédé az fialovoSedé =zbarvené, formuji plsténé narosty slozené
z jednoduchych vlaken vztycenych od substratu, které nefascikuluji v kulture, jako jiné
druhy rodu Brasilonema. Vlakna jsou rovna nebo mirné zaktiven3, jsou Siroka 9,8-17,8 um,
izopolarni, ktera se po rozlomeni vlakna mohou jevit jako heteropolarni. Vlakna se mohou
nepraveé veétvit, a to bud’ jednoduchym, nebo dvojitym vétvenim. Pochvy jsou tenké, ale
vyrazné, nejsou lamelované a jsou bezbarvé. Trichomy jsou Siroké 9,8-17 um (nékdy az
5,5 um). Trichomy jsou vétSinou zaskrcené na bunécnych pirepazkach, nebyvaji zaskrcené
na bunécnych prepazkach smérem Kk apikalnim vrcholim, ale postupné se smérem
k vrchollim vyrazné zuZuji stejné jako ve zrajici hormogonii. PfrestoZe mirné zuzovani bylo
pozorovano i u jinych druht, toto zuzovani u druhu B. angustatum bylo mnohem

pozvolnéjsi a vyraznéjsi (Vaccarino et Johansen 2012; Obr. 10).

Buiiky jsou izodiametrické, az kratsi nez Sirsi, zplosStélé ¢i hranaté, dlouhé 3-9 um. Apikalni
buriky jsou tupé zaoblené. Obsah bunék je granulovany, hnédé az fialovosedé zbarveny.
Buniky nékdy obsahuji struktury podobné vakuolam (Vaccarino et Johansen 2012). Tento
druh bézné tvori heterocyty, které jsou interkalarni, solitérni ¢i v parech, zplostélé ci
protahlé. Jsou 10-17 um Siroké a 2,8-17,4 um dlouhé. RozmnoZuje se hormogoniemi, které
jsou ptlmeésicitého tvaru s tmavé Sedymi ¢i fialovymi nekridickymi bunikami. Hormogonie
jsou izopolarni v dobé, kdy se poprvé uvolni od matefského trichomu, ale mohou byt
i heteropolarni, kdyZ se uvolni mezi vytvofenym parem heterocytl, napi. v médiu

s limitujicim dusikem (Vaccarino et Johansen 2012).

Podle poslednich molekularnich analyz zaloZenych na zakladé genové sekvence 16S rRNA
spadd kmen HA4187 MV1 zahrnujici druh B. angustatum do sekvenc¢niho klastru spolu
s B. wernerae, B. tolantongensis, B. geniculatum, B. roberti-lamyi, B. lichenoides, B. fioreae,
B. octagenarum s podporou 0,72 pro BS analyzu (Barbosa et al. 2021; Obr. 11). Se vSemi
témito druhy sdili ~ 97-99 % podobnost sekvence genu 16S rRNA (Barbosa et al. 2021;
Obr. 12).
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Obr. 10 - Brasilonema angustatum: vyrazné zuzeni smérem ke konclim trichomi

(upraveno podle: Vaccarino et Johansen 2012).

2.3.3.9. Brasilonema tolantongensis
Druh Brasilonema tolantongensis byl objeven a popsan v roce 2013 kolektivem Becerra-
Absalén et al. Tento druh se vyskytoval v subtropickém Tolantongu v obci Cardonal, ve
staté Hidalgo v Mexiku s GPS soufadnicemi: 20.643972° N; 98.992778° W, 1422 m n. m.
(Becerra - Absalon et al. 2013). Jedna se o udoli s horkymi travertinovymi prameny
s riznorodym obsahem minerali. Habitatem tohoto druhu je subaerofytické prostredi
vlhkych vapencovych stén pobliZ odtokl vodopadd, kde se teplota pohybuje v rozmezi 30-
32 °C, pH je 7,4, konduktivita 984-1011 uS.cm'! a ozateni 45-424,5 pumol-l.m-2 (Becerra-
Absalén et al. 2013). Nazev ,tolantongensis” pochazi od nazvu lokality, kde byl tento druh

objeven (Becerra-Absalon et al. 2013).

Prvni zdznam o vyskytu druhu B. tolantongensis v kontinentalni ¢asti USA, na Floridé, byl
vydan teprve nedavno, kolektivem Barbosa et al. (2021). Védci zkoumali vyzkumné
avzdélavaci centrum na stredni Floridé-UF/IFAS Mid-Florida Research & Education
Center. Spolu sdal$imi druhy Brasilonema (B. fioreae, B. santannae, B. wernerae,
B. octagenarum) zde B. tolantongensis rostla na pidé, sténach, ¢i kvétinacich a dalSich

péstovacich nddobach ve sklenicich a rostlinnych skolkach (Barbosa et al. 2021). Tento
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objeveny druh na Floridé odpovidal morfologicky i fylogeneticky drive popsanému rodu

podle Becerra-Absaldén et al. 2013.

Cernofialové zbarvené stélky se formuji do makroskopickych rohozi, sloZenych z hustych
svazkl vlaken, které jsou poloZené k substratu. Podle Barbosa et al. (2021) mohou byt
stélky zbarveny zlatavé az tmavé hnédé. Vldkna jsou Sirokd 17,5-24,5 um (primérné
21 pm), cylindricka, izopolarni. Vzacné se mohou nepravé vétvit. Toto vétveni byva
prevazné dvojité, ale nékdy mize byt i jednoduché, které v nékterych pripadech muze
vzniknout z hormogonie pripojené pochvou a naslednym klicenim hormogonie jako
udruhl B.sennae a B. terrestre. Pochva je tenka, ale pevnd, stars$i pochvy jsou mirné
lamelované, zatimco mladé pochvy lamelované nejsou. Podle Barbosa et al. (2021) jsou
Siroké primeérné 5,1+1,7um. Pochvy jsou bezbarvé (Becerra-Absalon et al. 2013).
Trichomy jsou cylindrické, Siroké 12,5-20 pm (primérné 17 pm). Mladé trichomy mohou
byt zakrivené do tvaru ,C“ nebo ,]“. Trichomy obvykle nejsou viibec anebo jsou jen mirné
zuzené, stejné Siroké po celé délce trichomu (Becerra-Absalén et al. 2013, Barbosa et al.
2021). Druh B. tolantongensis se vSak od jinych druh@ rodu Brasilonema vyznacuje
docasnou ztratou izopolarity. Zralé trichomy v dobé, kdy tvoii hormogonie, se na téchto
a B. roberti-lamyi byl také pozorovan asymetricky rist, ale pouze v Casnych stadiich
hormogonie, zatimco u druhu B. tolantongensis asymetricky riist pokracoval do doby, nez
se vytvorily mladé trichomy. Vlakno na strané s bazalnim heterocytem je rozsirené
anaopak na opacné strané od heterocytu je zazené, takze vysledné vlakno hormogonie je
tedy heteropolarni. Apikalni bunky na obou stranach trichomt jsou naopak obvykle

zuZené (Becerra-Absalon et al. 2013).

Burniky jsou témér izodiametrické (Barbosa et al. 2021), dlouhé 5,25-18,7 pym (priimérné
11,4 pm). Apikalni buniky jsou zaoblené a nékdy mohou byt kryty kalyptrou. Obsah bunék
je granulovany, a to zejména ve starSich butikach, fialové az hnédé zbarveny. Bunky
obsahuji struktury podobné vakuolam, které byvaji serazeny v radach sousednich bunék.
Tento druh mizZe také tvorit heterocyty, které byly v prirodnich podminkach méné Casté,
nez v kulturach. Heterocyty jsou interkalarni, solitérni, diskoidniho az obdélnikového
tvaru v trichomech, zatimco v hormogoniich jsou spiSe hemisférického tvaru. Jsou 12,48-
16,4 pum Siroké (primérné 14,85 um), podle Barbosa et al. (2021) az 23,1 um Siroké
adlouhé 7,4 - 15,6 um dlouhé (primérné 9,6 um). RozmnoZuje se hormogoniemi, které se
zacCinaji formovat asymetrickym rlstem trichomu v heteropolarni vlakno, takze burky
v hormogoniich jsou §irsi nez trichom, konkrétné 16,2-41,5 pm Siroké (primeérné 23 pm,

Becerra-Absalodn et al. 2013). Hormogonie vznikaji fragmentaci trichomd, obvykle pouze
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na jednom konci vladkna, prostiednictvim nekridickych bunék. Meristematické zény jsou

pritomny v apikalnich ¢astech trichomu (Becerra-Absalén et al. 2013).

Podle molekularni analyzy zaloZené na genové sekvenci 16S rRNA spada druh
B. tolantongensis do Kklastru sdruhy B. wernerae, B. geniculatum, B. roberti-lamyi,
B. lichenoides, B. fioreae a B. octagenarum s podporou 0,71 pro BS analyzu (Barbosa et al.
2021; Obr. 11). Podle nejnovéjsich vyzkuml je sesterskou skupinou kmene
B. tolantongensis druh B. wernerae s podporou 1,0 pro BS analyzu, ale procentudlni
podobnost genu 16S rRNA mezi témito druhy je niZs$i nez 99,9 % (Barbosa et al. 2021;
Obr. 12).

2.3.3.10. Brasilonema burkei
Druh Brasilonema burkei byl objeven a popsan v roce 2016 kolektivem Miscoe et al. Tento
druh se nachazel pobliz jeskyné Maniniholo na ostrové Kauai na Havajskych ostrovech
v USA. Zde rostl na vlhkych skalnich sténach, zvlasté hojné byly u vchodu do jeskyné.
Nazev tohoto druhu ,burkei je pojmenovan po pidnim mikrobiologovi a molekularnim

ekologovi jménem David ]. Burke (Miscoe et al. 2016).

Kolonie jsou zelenohnédé a na agaru tvori kulaté chuchvalce. Vldkna jsou Siroka 3,6-
8,9 um, starsi vldkna mohou byt na koncich vlaken rozsirena a to az na 26,3 pum nebo
mohou by uprostied nepravidelné zvinéna. Vlakna jsou cylindricka, hnédofialové zbarvena
anékdy se mohou nepravé vétvit a to dvojité. Pochva je tenka a bezbarva (Miscoe et al.

2016).

Jednotlivé buniky jsou cylindrického az diskoidniho tvaru, ve zralych vldknech jsou burky
$irsi, jsou dlouhé 2,0-10,7 um, v mladych vlaknech jsou bunky delsi, nez je jejich Sirka.
Apikdlni buiiky jsou na koncich zaoblené. Obsah bunék je fialové-Sedé zbarveny.
V burikach se také vyskytuji struktury podobné vakuolam. Heterocyty jsou interkalarni se
dvémi polarnimi uzlinami, jsou cylindrické, Siroké 4,6-6,8 um a dlouhé 6,4-8,2 pum,

zlutohnédé zbarvené (Miscoe et al. 2016).

2.3.3.11. Brasilonema lichenoides
Druh Brasilonema lichenoides byl objeven a popsan v roce 2018 kolektivem Villanueva et
al. Tento druh se nachazel na Zulovém hibitovnim nahrobku na hibitové H. Warren Smith
Cemetery v]Jackson Beach na Floridé vUSA s GPS soufradnicemi: 30.289000° N;

81.407100° W, kde rostl v liSejnikové symbiodze. Jedna se viibec o prvni druh Brasilonema
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izolovany z liSejnikové stélky (Villanueva et al. 2018). Podle habitatu izolace tohoto druhu

byl stanoven nazev tohoto druhu jako ,lichenoides“ (Villanueva et al. 2018).

Tento novy nepopsany endoliticky (rostouci v kamennych Stérbinach), tripartitni liSejnik
neobsahuje eukaryotickou rasu, ale dva rozdilné cyanobionty. Podle Villanueva et al.
(2018) predstavuje tento liSejnik vibec prvni instanci tripartity liSejniku se dvéma
sinicemi bez eukaryotickych tas. Spolu s nové popsanou vlaknitou sinici B. lichenoides, zde
byla nové popsana i kokalni sinice Chroococcidiopsis lichenoides. Tento typ liSejniki muze

predstavovat neprozkoumany rezervoar diverzity sinic (Villanueva et al. 2018).

V pripadech, kdy je vliSejniku primarnim fotobiontem ftasa, je sinice izolovana do
oddélené oblasti stélky zvané cefalodium. V tomto pripadé nebyly cyanobionty oddéleny
v cefalodiich, ale byly volné usporddané ve stélce. Obé sinice jsou navic potencidlnimi
fixatory a dodavateli dusiku v ramci liSejnikové stélky. To bylo dokazano tim, Ze oba druhy
byly schopné rist na zivném médiu bez pritomnosti dusiku, nelze vSak stoprocentné urcit,

zda obé sinice fixuji dusik i in situ (Villanueva et al. 2018).

Sinicova stélka tohoto druhu je soucasti liSejniku a vkulture sestava ze vzajemné
protkanych vlaken, které prileZzitostné byly orientovany vzpitimené od substratu. Vldkna
jsou Siroka 8-12 um (Villanueva et al. 2018, Villanueva et al. 2019, Barbosa et al. 2021),
jsou rovna nebo ohnutd, nezuzuji se typicky, ale vykazuji vzacnou heteropolaritu smérem
ke konci a nepravé se vétvi (Villanueva et al. 2018). Pochva je tenka, ale pevna, vyjimectné
miZe byt navrstvena v bazalni ¢asti pobliz vétveni. Je Siroka az 2,5 pm. Pochvy Cerstvych
izolatd byly zbarveny hnédooranzové, pozdéji byly bezbarvé. Trichomy mohou byt
klasicky rovné, ohnuté do tvaru ,C“ nebo ,]J“ ¢i dokonce zvInéné uvniti pochvy a jsou

zaSkrcené na bunéc¢nych prepazkach. (Villanueva et al. 2018).

Buniky jsou oproti jinym druhtim diskoidniho ¢i sudovitého tvaru, nebo mohou byt
zplostélé. Jsou dlouhé 2-4 pum (Villanueva et al. 2018, Villanueva et al. 2019, Barbosa et al.
2021). Apikalni bunky jsou zaoblené. Obsah bunék je casto granulovany, zelené az
modrozelené zbarveny s periferni chromatoplazmou a centrdlni nukleoplazmou.
Vyjimecné je, Ze tento druh v burikidch netvoii struktury podobné vakuolam jako vSechny
ostatni druhy patrici do rodu Brasilonema. Tento druh vSak bézné tvoii heterocyty, které
jsou interkalarni, tvarem zaoblené, sférické ¢i hemisférické, ¢imz se odliSuje od jinych
druhti, mohou byt prilezitostné zplostélé (Villanueva et al. 2018, Villanueva et al. 2019,
Barbosa et al. 2021). Podle Villanueva et al. (2018) jsou priimérné 8,4 um Siroké a 9,7 pm

dlouhé. Rozmnozuji se hormogoniemi a fragmentaci trichomi prostiednictvim

nekridickych bunék. Meristematické zony pokud jsou pritomny, jsou obvykle kratké
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a v blizkosti apikalni nebo bazalni ¢asti. Pfi popisu morfologie je vSak tfeba myslet na to,

Ze cyanobionty vykazuji fenotypovou variabilitu v lichenizovaném stavu a ve stavu volné

Vers

Fylogeneticky strom zrekonstruovany na zakladé sekvenovani 16S rRNA ukazal nejblizsi
pribuznost druhu B. lichenoides k druhu B. roberti-lamyi s podporou 85 % pro ML a 90 %
pro MP analyzu, se kterym sdili podobnost sekvence z 98,5-98,7 % (Villanueva et al.
2018).

2.3.3.12. Brasilonema geniculatum
Druh Brasilonema geniculatum byl objeven a popsan v roce 2019 kolektivem Villanueva et
al. Tento druh se nachdazel na Zulovém hibitovnim nahrobku na hibitové H. Warren Smith
Cemetery v]Jackson Beach na Floridé vUSA s GPS souradnicemi: 30.289000° N,
»geniculatum je zaloZen na typu ristové formy tohoto druhu (,geniculatus” = zauzleny,

pospojovany, Villanueva et al. 2019).

Tyto epilitické komunity na kulturnich pamatkach jsou dlouho znamé, ale diverzita téchto
organismi stale neni dostatecné pochopena. Zajimavym habitatem jsou pravé nahrobky,
protoze jsou vSudypritomné. Kontroverzni je vSak zneciSténi kulturnich pamatek, které
tyto komunity zptsobuji. Toto znecisténi je celosvétovym problémem, protoZe ma dopad
na zachovani historickych pamatek (Villanueva et al. 2019). Podle de los Rios et al. (2004)
sinice  mohou vytdhnout ionty ze substratu, ¢imz dochazi k biomineralizaci

a nasledné deterioraci.

V téchto epilitickych komunitach sinice prispivaji k fixaci uhliku a dusiku, pomadhaji
zadrzovat vodu a stabilizovat pldni Castice. Druh B. geniculatum byl objeven v této
epilitické komunité spolu s dalsim dosud neznamym druhem Calothrix dumus (Villanueva

etal. 2019).

B. geniculatum vytvari makroskopické sametové vypadajici narosty, fialovéhnédé
zbarvené, které jsou sloZené ze svazku vlaken. Vlakna jsou Siroka 12,1-20,2 um, jsou rovna
nebo ohnutd, mirné se zuzZuji a nepravé se vétvi. Pochva je vyrazna a pevna, vyjimectné
miZe byt navrstvena v bazalni ¢asti pobliz vétveni. Je Siroka az 3,5 um. Pochvy Cerstvych
izolatu byly zbarveny purpurovéhnédé, pozdéji byly bezbarvé. Trichomy mohou byt rovné,

ohnuté, zaskrcené na bunécnych pirepazkach (Villanueva et al. 2019).
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Buriky jsou obvykle zplostélé az témér izodiametrické. Jsou dlouhé 3,2-8,6 pm. Apikalni
bunikky jsou zaoblené, bez kalyptry. Obsah bunék je casto granulovany, zelené,
modrozelené nebo hnédé zbarveny speriferni chromatoplazmou a centralni
nukleoplazmou. V buiikich jsou casto struktury podobné vakuolam. Tento druh bézné
tvori heterocyty, které jsou interkalarni a mohou byt jednotlivé nebo v parech, ¢imz se lisi
od jinych druht spadajici do rodu Brasilonema. Heterocyty jsou tvarem hranaté az
hemisférické, nékdy zplostélé, 16,7-18,2 um Siroké a 5,7-10,1 um dlouhé. Rozmnozuji se
hormogoniemi a fragmentaci trichomi prostiednictvim nekridickych bunék.
Meristematické zony pokud jsou pritomny, jsou obvykle kratké a v blizkosti apikalni ¢asti

(Villanueva et al. 2019).

Podle posledni molekularni analyzy Barbosa et al. (2021; Obr. 11) spadéa izolovany kmen
B. geniculatum na zakladé genové sekvence 16S rRNA do vysoce podporovaného klastru
s podporou 0,99 pro BS analyzu a s druhy B. roberti-lamyi, B. lichenoides, B. fioreae,
B. octagenarum a nepopsanym kmenem Brasilonema sp. CENA347. Fylogeneticky strom
zrekonstruovany podle Villanueva et al. (2019) na zakladé sekvenovani 16S rRNA ukazal,
ze druh B. geniculatum spadda do méné podporovaného Kklastru spole¢né s kmenem
B. roberti-lamyi a kmenem Brasilonema sp. CENA347 izolovanym zlisti Avicennia
schaueriana s podporou 77 % pro ML analyzu a 83 % pro MP analyzu. Podobnost sekvence

v tomto klastru byla ~ 99 % (Villanueva et al. 2019).

2.3.3.13. Brasilonema fioreae
Druh Brasilonema fioreae byl objeven a popsan v roce 2021 kolektivem Barbosa et al.
Tento druh se nachazel ve vyzkumném a vzdélavacim centru UF/IFAS Mid-Florida
Research & Education Center ve mésté Apopka na Floridé v USA s GPS soufadnicemi
28.638556° N; 81.548306° W, kde rostl uvnitr sklenikd na sténach, kamenech i kvétinacich
(Barbosa et al. 2021). Nazev ,fioreae“ byl vybran na pocest Dr. Marli de Fatima Fiore za jeji
obétavost a praci na systematice sinic, genetice a bioaktivnich sloucenin (Barbosa et al.

2021).

Skleniky pouzivané jako skolky pro péstovani tropickych i zemédélskych rostlin jsou
idedlnim stanovistém pro rozvoj subaerofytickych biofilmii a narostli sinic (Aguiar et al.
2008, Laughinghouse et al. 2019, Romanenko et al. 2020, Barbosa et al. 2021). Jejich
vysoka teplota a vysoka vlhkost a relativné stabilni podminky prostiedi poskytuji
optimalni podminky pro tropické sinice. Vyskyt sinic v téchto sklenicich lze pripsat

komerc¢nimu obchodu s okrasnymi rostlinami (Barbosa et al. 2021).
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Zelené zbarvené stélky se formuji do hustych, paralelné usporadanych vztycenych svazki
vlaken. Vlakna jsou Siroka 15,7-22,9 um, jsou rovna nebo ohnuta, mirné se zuzuji, nepravé
bezbarva. Trichomy jsou Siroké 12,4-20,2 um, cylindrické, rovné, mirné zaskrcené na

bunécnych prepazkach. (Barbosa et al. 2021).

Bunky jsou témét izodiametrické, dlouhé 5,1-10,1 um. Apikalni buriky jsou zaoblené, bez
kalyptry. Obsah bunék je granulovany, svétle zelené az tmavé Sedé nebo oranZové
zbarveny. Buiiky jsou vysoce vakuolizované. Tento druh bézné tvoii heterocyty, které jsou
interkalarni, hranaté a nékdy zplostélé, 12,1-18,3 um Siroké a 5,3-11,7 um dlouhé.
RozmnoZuji se hormogoniemi, které jsou izopolarni, pohyblivé a aerosolizujici (Barbosa et

al. 2021).

Druh B. fioreae spada na zakladé genové sekvence 16S rRNA do dobte podporovaného
sekvencniho klastru s hodnotou 0,99 pro BS analyzu s druhy B.lichenoides, B. roberti-lamyi,
B. geniculatum a B.octagenarum. B. fioreae je sesterskou skupinou nepopsanych kment
Brasilonema sp. KEN MK50, Brasilonema sp. CR65A, Brasilonema sp. BZ HDL 007
a Brasilonema sp. CR64B s vysokou podporou 0,71 pro BS analyzu (Obr. 11). Procentudln{
podobnost genu 16S rRNA pro vSechny Ctyii kmeny izolované Barbosa et al. (2021;
Obr. 12) BLCC-T72, BLCC-T73, BLCC-T83 a BLCC-T86 zahrnujici druh B. fioreae je ~ 99,0
%. Ale také ma podobnost ~ 99,0 % s nékterymi kmeny zahrnujici B. octagenarum

a s druhy B. lichenoides a B. roberti-lamyi (Barbosa et al. 2021).

2.3.3.14. Brasilonema santannae
Druh Brasilonema santannae byl objeven a popsan v roce 2021 kolektivem Barbosa et al.
Tento druh se nachazel ve vyzkumném a vzdélavacim centru UF/IFAS Mid-Florida
Research & Education Center ve mésté Apopka na Floridé v USA s GPS souradnicemi:
28.638556° N; 81.548306° W, kde rostl uvniti skleniki na sténach, kamenech i kvétinacich
(Barbosa et al. 2021). Druh je pojmenovan podle Dr. Celia Leite Sant’Anna za jeji obétavost

a praci na taxonomii a systematice sinic (Barbosa et al. 2021).

Zelené az tmavé Sedé zbarvené stélky se formuji do hustych, paralelné usporadanych
vztyCenych svazki vlaken. Vlakna jsou Siroka 19,2-26,1 pm, rovna nebo ohnuta, mirné se
zuzuji a neprave se dvojité vétvi. Pochva je tenka, Siroka priimérné 4,7 um. Je bezbarva az
zlutohnéda, Casto je inkrustovana. Trichomy jsou cylindrické, siroké 13,0-21,4 um, rovné,

mirné zaskrcené na bunécnych pirepazkach (Barbosa et al. 2021).
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Buriky jsou témér izodiametrické, nékdy Sirsi nez delsi. Jsou dlouhé 5,9-13,4 pm. Apikalni
buriky jsou zaoblené, s kalyptrou. Obsah bunék je granulovany, zelené aZ cervenohnédé
zbarveny. Buiiky jsou vysoce vakuolizované. Tento druh také béZné tvori heterocyty, které
jsou interkalarni, hranaté a nékdy protahlé, 20,3-26,1 um Siroké a 12,4-18,2 um dlouhé.
Hormogonie jsou vzacné, nebo nejsou viibec pritomny. Pokud jsou ptfitomny, tak jsou

izopolarni a pohyblivé (Barbosa et al. 2021).

B. santannae je nejvice pribuzna druhim B. sennae a B. bromeliae s podporou 0,75 pro BS
analyzu (Obr. 11). Podobnost s témito pribuznymi kmeny je ~ 98 % (Barbosa et al. 2021;
Obr. 12). Oba kmeny izolované Barbosa et al. (2021) BLCC-T43 a BLCC-T64 zahrnujici
B. santannae spadaji do dobte podporovaného klastru s hodnotami 99 % pro ML analyzu

a 1,0 pro BS analyzu a procentudlni podobnost mezi témito dvéma kmeny je ~ 99,0 %.

2.3.3.15. Brasilonema wernerae
Druh Brasilonema wernerae byl objeven a popsan v roce 2021 kolektivem Barbosa et al.
Tento druh se nachazel ve vyzkumném a vzdélavacim centru UF/IFAS Mid-Florida
Research & Education Center ve mésté Apopka na Floridé v USA s GPS souradnicemi:
28.638556° N; 81.548306° W, kde rostl uvnitr i mimo skleniky pripojeny ke sténam,
kamendm i kvétina¢iim (Barbosa et al. 2021). Nazev ,wernerae“ byl urcen k pocté Dr. Vera

Regina Werner za praci na studii taxonomie a systematiky sinic (Barbosa et al. 2021).

Olivove zelené zbarvené stélky se formuji do hustych, paralelné usporadanych vztycenych
svazki vlaken. Vldkna jsou Siroka 24,1-29,9 um, rovna nebo ohnuta, mirné se zuzuji,
4,5+1,5 pum, bezbarva. Trichomy jsou cylindrické, Siroké 19-26,7 um, rovné, mirné

zaSkrcené na bunécnych prepazkach (Barbosa et al. 2021).

Buriky jsou témér izodiametrické, nékdy Sirsi nez delsi. Jsou dlouhé 7,6-14,4 pm. Apikalni
burikky jsou zaoblené, skalyptrou. Obsah bunék je granulovany, svétle hnédé
a cervenohnédé zbarveny. Bunky jsou vysoce vakuolizované. Tento druh také bézné tvori
heterocyty, které jsou interkalarni, hranaté a protahlé, 18,6-26,5 um Siroké a 6,3-17,6 pum

dlouhé. Rozmnozuji se hormogoniemi, které jsou izopolarni (Barbosa et al. 2021).

B. wernerae je sesterskou skupinou B. tolantongensis s vysokou podporou 1,0 pro BS
analyzu (Obr. 11), ale procentudlni podobnost genu 16S rRNA B. wernerae je nizsi nez

99,0 % s jinymi pfibuznymi taxony (Barbosa et al. 2021; Obr. 12).
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001/-1 L Brasilonema octagenarum BLCC-T71 (MT396511)

Brasilonema sp. CENA361 (KR137582)

0.90/68 _{Brasilonema octagenarum Br Kyiv 2 (MT152272)
Brasilonema octagenarum Br Kyiv 1 (MT1562271)

-FBrasilonama sp. CENA360 (KR137581)

1_o.:il£Brasilonema octagenarum BLCC-T74 (MT396515)

Brasilonema sp. CR6 5A (KY385505)
Brasilonema sp. CENA382 (KR137603)
Brasilonema octagenarum HA4186 MV1 (HQ847562)
Brasilonema octagenarum UFV E1 (EF150854)
Brasilonema octagenarum UFV OR1 (EF150855)
Brasilonema sp. Ryu1A1 C3 (LC325258)
0.84f7% Scytonema sp. CHAB3651 (MK209099)
Brasilonema sp. CENA381 (KR137602)
Brasilonema sp. RKST3291 (KU161679)
Brasilonema fioreae sp. nov. BLCC-T73 (MT396514)
076/ -+ Brasilonema fioreae sp. nov. BLCC-T72 (MT396512)
Brasilonema sp. CR6 4B (KY365503)
Brasilonema fioreae sp. nov. BLCC-T83 (MT396516)
Brasilonema fioreae sp. nov. BLCC-T86 (MT396513)
Brasilonema sp. BZ HDL 007 (KY365502)
Brasilonema sp. CRE5A (KY365504)
Brasilonema sp. KEN MK50 (KY365506)
Brasilonema lichenoides (MF423481)
Brasilonema roberti-lamyi los manantiales (GQ443308)
Brasilonema geniculatum HWSC1 (MG674086)
— Brasilonema sp. CENA347 (KT731163)
Brasil I 1gensis BLCC-T61 (MT396510)
Brasil tol; g is BLCC-T51 (MT396509)
1084 Brasilonema sp. NQAIF325 (KJ636963)
Brasflonema lolantongensis (NR118308)
Brasilonema wernerae sp. nov. BLCC-T49 (MT396508)
Brasilonema angustaturn HA4187 MV1 (HQB847566)
Brasilonema sp. CENA366 (KR137587)
1 aee  Brasilonema santannae sp. nov. BLCC-T64 (MT396507)
Brasilonema santannae sp. nov. BLCC-T43 (MT396506)
Brasilonema sennae CENA114 (EF117246)
0.0a55— Brasilonema bromeliae SPC351 (NR115807)
Brasilonema sp. P09 MK13 (KY385508)
Brasilonema sp. THO4 Ema (KY365511)
Brasilonema sp. M31 F20B (KY365507)
Brasilonema burkei HA4348 LM4 (KU161665)
1.0/99 Brasilonema burkel HA4348 LM4 (KU161664)
Brasilonema terrestre CENA116 (EF490447)

Scytonema hofmannii PCC 7110 (AM709637)
I&{—: Scytonema sp. U33 (AY0B9954)
077/ Scytonema pachmarhiense 0A1 PS (MH260366)
Lo L Scytonema javanicum U41 MK36 (HF911525)
07784 rEScylonema hyali(:um WJT4 NPBG1 (KY365487)
Scytonema hyalinum HAF2 B2 c1 (KY365485)
L Scytonema hyalinum WJT32 NPBGS5 (KY407663)
Scytonema arcangelii THH60 (KY365462)
—:Scylonema!opsis crustacea NIES 266 (LC455661)
1.00/99 Rivularia halophila PUNA NP3 PCI185B (KY296608)
0.77/- 1.099 [F:scherella ambigua UTEX 1903 (KJ768871)
1.097 Neowsstiellopsis sp. KHW5 (MNE56985)
0.01 ¥t 1.0000 ‘ [Westiella intricata UHHT 291 (KJ767016)
1.0099 Hapalosiphon welwitschii (AY034793)
§ies — Fischerella sp. BB981 SAG 2027 (AJ344560)
Fischerella muscicola PCC 7414 (AF132788)
Chlorogloeopsis fritschii PCC 6912 (AB093483)

0.96/

052,

0.9 |

0.740- 1o/-

D.82/-

1.0099

MQ—T Nostoc punctiforme PCC 73102 (AF027855)
_‘ Tolypothrix distorta CAU3 (MG641914)
0.62- | Scytonematopsis contorta HA4292 MV4 (HQ847561)
10091 Calothrix sp. UAM 374 (HM751856)

Calothrix sp. PCC 7103 (AM230700)
"°"| I:Calolhn‘x desertica PCC 7102 (NR114995)
by Rivularia sp. UAM305 (EU009149)

L Rivutaria sp. vP408 (FR798919)

Gloeobacter violaceus PCC 7421 (NR074282)

Obr. 11 - Fylogeneticky strom ukazujici vzajemny vztah sekvence genu 16S rRNA
zahrnujici pribuzné sinice a Gloeobacter violaceous PCC 7421 jako zastupce méné pribuzné
sinice. Pobliz uzla fylogenetického stromu jsou uvedeny hodnoty ML metody = 50 % a BS

metody = 0,5. Kmeny zahrnujici tfi nové druhy jsou zvyraznéné (Barbosa et al. 2021).
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N4

1 2 3 4 5 6 7 8 a 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 3 24
1. Brasilonema fioreae BLCC-T72
2. B. fioreae BLCC-T73 100.00
3. B. fioreqe BLCC-T83 99.81 00 81
4. B. fioreae BLCC-T86 9971 9971 9971
5. B. santannae BLCC-T43 97.75 97.75 9795 9765
6. B. santannae BLCC-T64 07.05 0795 0705 0785 0081
7. B. wernerae BLCC-T49 97.75 9775 9175 9765 9715 9735
8. B. octagenarum BLCC-T71 9920 9020 9010 9800 9799 9799 9789
9. B. octagenarum BLCC-T74 99.03 00.03 98.83 0874 97.65 97.85 97.95 00.30
10. B. tolantongensis BLCC-T51 08.15 9815 9835 0305 9834 0815 0845 0850 9815
11. B. tolantongensis BLCC-T61 98.05 98.05 98.05 9705 9785 98.05 9835 9820 98.05 9052
12. B. angustatum HA418TMV1 98.54 08.54 98.54 0844 97.56 97.75 97.95 08.70 98.54 98.25 98.15
13. B. bromeliae SPC951 096.95 9695 9695 0685 9844 0864 9706 9718 97.05 9776 9765 9775
14. B. geniculatum HWSC1 08 .64 08 64 98 64 0854 9785 98.05 9795 98 80 98 74 9795 9785 9835 9725
15. B. lichenoides CDV2 90.32 0032 9032 0923 98.05 0825 97.75 08.90 98.74 98.15 98.05 08.54 07.25 08.03
16. B. octagenarum HA4186-MV1 0032 0932 90413 0903 9705 9815 9825 0070 9952 9864 9854 0003 0736 0893 0013
17. B. roberti-lamyf los manantiales  99.13 9013 9013 0003 98 24 08 44 97.75 9900 9883 9815 98.05 08 54 0745 0013 90 42 9913
18. B. sennae CENA114 07.35 9735 0735 0725 0R83 0003 0765 0758 07465 0815 0805 9785 0042 0775 9745 9775 0784
19. B. terrestre CENA116 07.35 9735 9725 9715 9745 9765 9745 0780 9775 9775 0745 9815 9784 9735 9725 9785 0725 0784
20. B. folantongensis tolantongo 98.17 08.17 98.18 08.07 9797 98.17 98.99 08.33 98.38 99.70 99.60 08.28 97.77 08.48 98.18 98.69 98.17 08.18 97.87
21. Brasilonema sp. CENA361 08.83 0883 0873 0864 9755 0775 0804 0030 0032 0825 0814 0864 0605 0864 0874 0042 0873 0735 0775 0828
22 Mastigacladepsis repens MORA 04 54 04 54 9430 0417 9431 9454 9441 95.10 94 66 9442 9420 0454 0441 0465 94 30 9478 9441 09453 9453 0453 9419
23. Scytonema hofinanni PCCT110 92.66 02.66 92.67 0253 93.85 94.10 9241 0295 92.80 92.68 92.53 0255 93.19 0202 92.66 9280 92.78 03.46 9204 92.80 92.67 01.89
24. Symphyonema sp. 1517 94.68 04.68 9445 0433 9402 95.14 9411 05.10 94.80 93.67 93.55 09490 9401 o479 94 45 9491 9455 05.02 9401 03.78 9424 06.64 92.96
25. Symphyonemopsis sp. VAPOR1 9670 96.70 96359 0648 0649 9671 9604 9671 9670 9616 96.04 9670 9630 06590 0630 9650 0670 09659 9681 9627 9648 0418 02354 0446

Obr. 12 - Podobnost sekvence genu 16S rRNA jednotlivych druhti rodu Brasilonema a pribuznych sinic (Barbosa et al. 2021).



3. Metodika

7 vz

3.1. Teoreticka cast

Teoretickd ¢ast spodivala ve vyhledavani relevantnich zdroji. Cast literarni regerse
zabyvajici se charakteristikou rodu Brasilonema byla zpracovana z odbornych clanki
vénujicich se konkrétnim druhtim uvedenych v kapitole 7. Pirehled pouzité literatury.
Soucasti teoretické prace je i prehledova tabulka porovnavajici dosud objevené druhy
nalezici k rodu Brasilonema, kterd byla zpracovana z nasledujicich zdroja: B. bromeliae
(Fiore et al. 2007, Sant’Anna et al. 2011), B. octagenarum (Aguiar et al. 2008, Sant’Anna et
al. 2011), B. sennae, B. epidendron, B. ornatum, B. terrestre (Sant’Anna et al. 2011),
B. roberti-lamyi (Sant’Anna et al. 2011, Rodarte et al. 2014), B. angustatum (Vaccarino et
Johansen 2012), B. tolantongensis (Becerra-Absalon et al. 2013), B. burkei (Miscoe et al.
2016), B. lichenoides (Villanueva et al. 2018), B. geniculatum (Villanueva et al. 2019),

B. fioreae, B. santannae a B. wernerae (Barbosa et al. 2021).

3.2. Ptivod kmenii
Pro Kkultivacni pokus bylo vybrano pét nepopsanych kmend zriznych geografickych
oblasti svéta. Lokality pripominajici tropické oblasti v Ceské republice: Ostrava — uvnitf
betonové chladici véze tepelné elektrarny v Tirebovicich, Praha - aerofyticky v botanickém
skleniku Fata Morgana. Subtropicka oblast — Portugalsko - Porto, Palacio Cristal, na
Zulovém zlabku - ptitok vody do parkového jezirka. Pomezi tropické a subtropické oblasti
- Florida, Big Cypress NP, Kirby Storter Roadside Park, na dfevéném zabradli. Tropicka
oblast - Portoriko, El Yunque National Forest, vrchol Yunque, epiliticky na skale (Obr. 13).
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Obr. 13 - Mapa pivodu kment pouzitych v kultivacnim pokusu: (A) Kmen Brasilonema sp. TH05-T14 - Ostrava, chladici véz Trebovice, (B)
Kmen Brasilonema sp. FM01-MK70 - Praha, tropicky sklenik Fata Morgana, (C) Kmen Brasilonema PT5-MK70 - Portugalsko, Porto, (D) Kmen
Brasilonema sp. FL15-MK94 - Florida, (E) Kmen Brasilonema sp. CT173=P834A - Portoriko.



3.3. Prakticka cast

3.3.1. Priprava média
Vlastni praktickd c¢ast sestavala zkultivatnitho pokusu kmend zpéti odliSnych
geografickych oblasti. Nejprve byly pripraveny misky a zkumavky s agarovym médiem.
Pro pripravu agarového média bylo pouzito univerzalni Zmédium (Zehnder in Staub
1961), které bylo pripraveno smichanim nasledujicich sloZzek uvedenych v Tab. 1:
odméieno pipetou 10 ml zasobnich roztoki ¢. 1, ¢. 3 a ¢. 5, 500 ml deionisované vody
odmeérenych odmérnym valcem a 6 g agaru prevedeno do lahve se Sroubovacim uzavérem.
Do druhé lahve se Sroubovacim uzavérem bylo odmeéreno pipetou 10 ml zasobnich
roztokil €. 2, ¢. 4, 0,2 ml roztoku ¢. 6, 500 ml deionisované vody odméreno odmérnym
valcem, 0,08 ml roztoku mikroprvkt ¢. 7 odmérenych mikropipetou a 6 g agaru. Obé lahve

se Sroubovacim uzavérem byly peclivé promichany jejich prevracenim.

Obé lahve se Sroubovacimi uzavéry, cisté zkumavky a Ccisté Petriho misky byly
vysterilizovany v autoklavu. Objemy obou lahvi se Sroubovacimi uzavéry byly poté
prevedeny do jednoho objemu a tato smés byla diikladné promichana za vzniku agarového
média. Agarové médium bylo poté nalito na Petriho misky a do prazdnych zkumavek se
Sroubovacimi uzaveéry, které byly pifed ztuhnutim agarového média zafixovany tak, aby

agar vytvoril ve zkumavce Sikmou plochu.
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Cislo zasobniho roztoku Zasobni roztok Koncentrace zasobniho roztoku Pouzité mnoZstvi
1 NaNO3 46,7 g/1000 ml destilované vody 10 ml
2 Ca(NO03)2.4H20 5,9 g/1000 ml destilované vody 10 ml
3 K2HPOs 3,1 g/1000 ml destilované vody 10 ml
4 MgS04.7H20 2,5 g/1000 ml destilované vody 10 ml
5 Na2C03 2,1 g/1000 ml destilované vody 10 ml
6 Fe - EDTA H,0 250 ml 0,2ml

35% HCl 2,2 ml

Naz EDTA 4,65¢g

FeCl3.6H20 45¢g
7 o oot a4 1o,

MnS04.4H20 0,223 g

Al2(S04)3K2504.24H20 0,0474 ¢

ZnS04.7H20 0,0287¢g

NiSO4(NH4)2S04.6H20 0,0198¢g

Cd(NO3)2.4H20 0,0154 ¢

Co(NOs3)2.6H20 0,0146¢g

CuS04.5H20 0,0125¢g

KBr 0,0119g

(NH4)6M07024.4H20 0,0088 g

KI 0,0083 g

Cr(N0s3)2.7H20 0,0037 g

V204(504)3.16H20 0,0035¢g

Na:WO03.2H20 0,003 g

Tab. 1 - Seznam jednotlivych slozek pouzitych v kultivacnim Z médiu (upraveno dle: Zehnder in Staub 1961).




3.3.2. Kultiva¢ni pokus
Pét kment pouzitych v tomto kultivacnim pokusu bylo piekultivovano pro dlouhodobéjsi
uchovani do zkumavek se Sikmym agarem a na Petriho misky. Pro kazdy kmen bylo
v pokusu pouZito celkem devét Petriho misek a na kaZdou Petriho misku byl kmen
z divodu kontroly prekultivovan tiikrat (tj. 3 oddélené kolonie na jedné misce). VSechny
Petriho misky byly pied zahajenim samotnych kultiva¢nich pokusti umistény na 3 tydny
do proskleného inkubatoru Q-Cell steplotou 25 °C, aby se rozrostly. VSechny kolonie
v Petriho miskach byly poté zakrouzkovany lihovym fixem Centropen tak, aby linie
ohranicila obvod celé kolonie. Poté byly vSechny Petriho misky rozdéleny do inkubatord,
lednic a mrazaki pro dvé testovaci roéni obdobi, v letnich (srpen a zari) mésicich na jeden

tyden a v zimnich (listopad a prosinec) mésicich na tfi tydny.

3.3.2.1. Kultivac¢ni pokus v letnich mésicich
Kultivacni pokus vletnich mésicich probihal vsrpnu a zari 2020 vjednotlivych
popisovanych podminkach po dobu jednoho tydne. Testovany byly ¢tyti pokusné teploty
ajedna kontrolni. Vkazdé teploté bylo vidy pét Petriho misek, kazda Petriho miska

s jinym testovanym kmenem.

Kontrolni kolonie s Petriho miskami byly umistény v inkubatoru Q-Cell s teplotou 25 °C.
Tento inkubator byl proskleny, a tak zde bylo zajisténo ptirozené stiidani dne (cca 13 h)
anoci (cca 11 h). Intenzita svétla zde byla namérena luxmetrem Volcraft LX 1108 priblizné

100-300 lux.

DalSi pét Petriho misek bylo umisténo do inkubatoru Memmert s teplotou 8 °C. Tento
inkubator nebyl proskleny, ale intenzita svétla zde byla nastavena na 6 %, aby meéla
priblizné stejné hodnoty jako za dne v kontrolnim inkubatoru. Podminky pro stfidani dne

a noci zde nastaveny nebyly. Vlhkost v tomto inkubatoru byla nastavena na 80 %.

DalSich pét Petriho misek bylo umisténo do lednice Lovibond s teplotou 5 °C. Tato lednice
nebyla prosklena, ale intenzita svétla zde byla nastavena luxmetrem Volcraft LX-1108 na

priblizné 290 luxd. Podminky pro stiidani dne a noci zde nastaveny nebyly.

DalSich pét Petriho misek bylo umisténo do mrazdku Liebherr s teplotou -18 °C. Tento

mrazak nebyl proskleny ani s osvétlenim, pokus probihal ve tmé.
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DalSich pét Petriho misek bylo umisténo do mrazaku Liebherr s teplotou -18 °C na pouhé
dvé hodiny a ihned poté byly vraceny do inkubatoru Q-Cell s kontrolni teplotou 25 °C.

Mrazak nebyl proskleny, nebyla zde nastavena intenzita osvétleni ani svételné podminky.

3.3.2.2. Kultivacni pokus v zimnich mésicich
Kultiva¢ni pokus v zimnich mésicich probihal v listopadu a prosinci 2021 v jednotlivych
popisovanych podminkach po dobu tfi tydni. Testovany byly tii pokusné teploty a jedna
kontrolni. Vkazdé teploté bylo vidy pét Petriho misek, kazda Petriho miska s jinym

testovanym kmenem.

Kontrolni kolonie s Petriho miskami byly umistény v inkubatoru Q-Cell s teplotou 25 °C.
Tento inkubator byl proskleny a tak zde bylo zajiSténo prirozené stridani dne (cca 8 h)
anoci (cca 16 h). Intenzita svétla zde byla namérena luxmetrem R&D MT 30 priblizné 50-

250 luxa.

DalSich pét Petriho misek bylo umisténo do lednice Lovibond s teplotou 2 °C. Tato lednice
nebyla prosklend, ale svétlé podminky zde byly upraveny tak, aby délka dne, tedy
osvétleni trvalo 8 hodin a 16 hodin zde byla tma. Svétlo béhem dennich hodin zde bylo

nastaveno luxmetrem R&D MT 30 na priblizné 140 luxd.

DalSich pét Petriho misek bylo umisténo do mrazaku Liebherr s teplotou -18 °C. Tento
mrazak nebyl proskleny, nebyla zde nastavena intenzita osvétleni a ani zde nebyly

nastaveny podminky pro stfidani dne a noci.

DalSich pét Petriho misek bylo stiidavé umistovano do mrazaku Liebherr s teplotou -18 °C
a do lednice Lovibond s teplotou 2 °C dle Tab. 2. Mrazak Liebherr nebyl proskleny, a ani
zde nebyla nastavena intenzita osvétleni. Lednice Lovibond nebyla prosklen3, ale svételné
podminky zde byly upraveny tak, aby délka dne, tedy osvétleni trvalo 8 hodin a 16 hodin
zde byla tma. Svétlo béhem dennich hodin zde bylo nastaveno luxmetrem R&D MT 30 na

priblizné 140 lux.
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Dny v dané teploté Teplota (°C)

1.-4. -18
5.-6. 2
7.-8. -18
9.-11. 2
12.-13. -18
14.-18. 2
19.-21. -18

Tab. 2 - Casova osa dni pobytu testovanych kment v dané teplotg.

3.3.2.3. Pokracovani kultiva¢niho pokusu
Po uplynuti doby vtestovacich teplotich byly vSechny Petriho misky vyndany
z inkubatorti, lednic, mrazaki a vzdy jedna kolonie z kazdé Petriho misky byla pro
kvantitativni posouzeni prekultivovana do zkumavky s tekutym Zmédiem, které bylo
pripraveno podle kapitoly 3.3.1. Pfiprava média, ale bez pridani agaru. Nakonec byly
vSechny Petriho misky i zkumavky s koloniemi vraceny zpét do inkubatoru s teplotou
25 °C. Po trech a po péti tydnech v pripadé letniho pokusu a po Ctyfech tydnech v pripadé
zimniho pokusu od doby jejich navratu do kontrolni teploty byly kolonie v Petriho
miskach a zkumavkach zkontrolovany, zda rostou a na zakladé stavu v tomto okamziku

byla vytvorena tabulka jejich Zivotaschopnosti.

3.3.3. Mikroskopovani
Vsechny kmeny pouzité v kultiva¢nim pokusu byly pozorované pomoci mikroskopu
Olympus BX51 vybavenym DIC a kamerou Olympus DP71 a dale na nich byla provedena

zakladni morfologicka charakteristika. Snimky byly pofizovany pomoci programu Cell*D.
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4. Vysledky

4.1. Pirehledova tabulka objevenych druhii rodu Brasilonema

Do prehledovych tabulek (Tab. 3 pro druhy objevenych a zarazenych do rodu Brasilonema
do roku 2011 a Tab. 4 pro druhy objevenych a zarazenych do rodu Brasilonema od roku
2012) byly zazamenany zakladni charakteristiky dosud objevenych druhti rodu

Brasilonema.

JiZ dtive objevené a zarazené druhy do rodu Brasilonema byly objeveny prevazné v Brazilii
v JiZni Americe. AZ v poslednich letech se vyzkum rozsitil do Severni Ameriky a nové
objevené druhy tedy pochazi z Floridy. Z hlediska jejich ekologie, prevazné epiliticky, at uz
na kamenech, betonu, na sténach, ¢i kvétinacich rostou druhy B. terrestre, B. roberti-lamyi,
B. tolantongensis, B. burkei, B. lichenoides, B. geniculatum, B. fioreae, B. santannae,
B. wernerae. B. lichenoides ma zajimavou ekologii, jelikoZ je soucasti endolitického
tripartitniho lisejniku. Prevazné epifytické druhy jsou B. bromeliae rostouci prevazné ve
fytotelmach bromélii, B. octagenarum parazitujici na eukalyptu, druhy B. epidendron
a B.ornatum rostou na ke stroml a B. angustatum roste na mechové bance. B. senhae

miuZe rist jak epiliticky, tak epifyticky na kiife stromd.

VétSinou stélka Brasilonemy tvoii narosty na substratu ze svazkl vldken. Tyto svazky
byvaji ve vétsiné pripadl vztyCené od susbtratu, v nékterych pripadech jsou tyto svazky
vlaken poléhavé k substratu napt. u druh@ B. octagenarum, B. ornatum, B. tolantongensis,
a vrannych fazich vyvoje druhu B. bromeliae. Vyjimec¢né stélka svazky vlaken netvori a je
tvorena pouze jednotlivymi vlakny, napt. druh B. angustatum. Bunécné prepazky
zasSkrcené byt mohou anebo nemusi, vyrazna zaskrcenost bunécnych piepazek je vSak
pozorovana u druhu B. ornatum. Konce trichomi vétsinou nejsou ztzené viibec, anebo jen
mirné. U druhu B. angustatum jsou konce trichomi ztZené vyrazné. U druhu B. burkei jsou
konce mladych vldken dokonce rozsitené. U druhu B. lichenoides jsou vlakna
heteropolarni. Pochva mtze byt tenka i silna, v nékterych pripadech se miize objevit
lamelace, napt. u B. bromeliae, B. octagenarum, B. sennae, B. ornatum, B. roberti-lamyi
a B. tolantongensis. Na povrchu pochvy je u druhti B. ornatum a B. terrestre vidét napadna

ornamentace.

Heterocyty jsou vétSinou interkaldrni, u druhu B. octagenarum vsSak byly kromé
interkalarnich heterocytli pozorovany i heterocyty terminalni. VétSinou jsou tyto

heterocyty solitérni, u druht B. angustatum a B. geniculatum mohou byt i v parech.
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Porovnani | B. B. B. B. B. B. B.
cast1 bromeliae |octagena- |sennae epidendron | ornatum terrestre roberti-
rum lamyi
Rozsifeni | Brazilie Brazilie Brazilie Brazilie Brazilie Brazilie Fr. Malé
(Sédo Paulo) | (Timéteo), | (Parana- (Parana- (Campos do | (Aguas de Antily
Florida, piacaba) piacaba) Jorddo) Sdo Pedro) | Guadeloupe
Ukrajina stiredni
Mexiko, Los
Manantiales
Ekologie epifyticky epifyticky epiliticky na | epifyticky epifyticky epiliticky na | epiliticky na
ve na kamenech, |na dreveé na ktirach kamenech, |kamenech,
fytotelmach | eukalyptu, | Zelezitych stroml mezi | betonu sténach
bromélii, na | orchidejich, | substratech, mechorosty
dievénych | na pudé, epifyticky a lisejniky
substratech | drevénycha | na klre
ve skleniku | betonovych | stromt
substratech,
sténach,
potrubi
Stélka Cernofialova | Zlutohnéda, | nahnédla, tmaveé Sedivé- Spinavé nahnédla,
narosty ze | ¢ernozelend | Cernozelend | zelenj, zelend, zelend, nacernal3,
svazkl narosty ze | narostyze | Cern, narosty ze | narosty ze | fialova,
vlaken, svazki svazki svazky svazki svazki narosty ze
nejprve vlaken, vlaken, vlaken vaken, vlaken, svazkl
plazivé, plazivé po vztyCené vztyCené plazivé po nepravideln | vlaken,
pozdéji substratu substratu évztytené | vztyCené
vztyfené
Sifka 15-17 9,8-18,5 10,0-20,0 (7)10,9 - 20-23 12,0-17,0 11,5-18
vlakna 12(14)
(pm)
Nepravé vzacné, vzacné, vzacné, vzacné vzacné jednoduché
vétveni dvojité, dvojité, dvojité, nékdy z
vlakna jednoduché, |jednoduché |jednoduché hormogonie
v apikalnich
¢astech
vlaken
Pochva tenk3, tenk3, tenk3, tenk4, bez silna, tenk4, bez tenk3,
morfologie | mirné nékdy pozdéji lamelace lamelovana |lamelace pozdéji
lamelovana | mirné silna, mize nékdy
lamelovana | byt lamelovana
lamelovana
Pochva bezbarvi, bezbarva zZprvu bezbarva bezbarvds | bezbarva, bezbarva,
barva zlutohnéda bezbarva, pravidelnou | Zlutohnéda, | zlutohnéda
pozdéji ornamen- mirna
Zlutohnéda taci strukturace
na povrchu
Sika 14,5-16,8 9,5-18,4 6-12,5 (5,5)8,2 - 17-18 9,0-15,0 8-11,5
trichomii 10 (11)
(nm)
ZasKkrce- chybi, nebo | mirné chybi chybi zietelné chybi chybi
nost jen mirné zaskrcené zaskrcené
bunénych | zaskrcené
prepazek
Konce nejsou nejsou nejsou nejsou nejsou nejsou nejsou
trichomi zuzené zuzené zuzené zuzené zuzené zuzené zuzené
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Porovnani |B. B. B. B. B. B. B.
Cast 2 bromeliae |octagena- |sennae epidendron | ornatum terrestre roberti-
rum lamyi
BunKy tvar | izodiametric | izodiametric | cylindrické, |izodiametric | diskoidni izodiametric | izodiametric
ké, 1,8-16 ké, 1,5-13,3 | min. 2,2 ké, ké ké
um dlouhé um dlouhé cylindrické
Kalyptra chybi pritomna
Barva modro- olivové modro- modro- modro- Sedozelena, |fialova
bunék zelena, zelena, zelena, zelena zelena modro-
olivové hnédo- olivové zelena
zelena, fialova zelena
hnédo-
fialova
Heterocyty |interkalarni, | interkaldrni | solitérni solitérni interkalarni
pozice solitérni /termindlni,
solitérni
Heterocyty | diskoidni, diskoidni, cylindrické, | cylindrické, |diskoidni, 3- | cylindrické, | cylindrické,
tvar (Sifrka | cylindrické, | cylindrické, |10,2-11,2x |sudovité, 7- |6 x17-18 sudovité, diskoidni,
x délka pm) | 15-16,8 x 4- | 10-17 x 5,4- | 6,8-15,4 9 x (7)8- 13-14 x 6- 11-13,5 x
19 15,6 10(11,5) 17 10,5-13
Hormogo- | klic¢i piitomny pritomny klici
nie symetricky, asymetricky
izopolarni
rist

Tab. 3 - Piehled druhd rodu Brasilonema objevenych a zarazenych do tohoto rodu do

roku 2011.
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Porovnani | B. B. B. B. B. B. B. B.

cast1 angusta- | tolanton- | burkei lichenoi- | genicula- | fioreae santannae | wernerae
tum gensis des tum

Rozsiireni | USA, Mexiko USA, USA, USA, USA, USA, USA,
Hawai (Hidalgo) | Hawai Florida Florida Florida Florida Florida
(Oahu) (Kauai) (Jackson (Jackson (Apopka) | (Apopka) | (Apopka)

Beach) Beach)

Ekologie | epifyticky | epiliticky | epiliticky | soucasti epiliticky | epiliticky | epiliticky | epiliticky
na na na skalnich | endoliti- na na na na
mechové vapencovy | sténach ckého zulovém kamenech, | kamenech, | kamenech,
bance ch sténach, | pobliz tripartit- nahrobku | na sténach, | na sténach, | na sténach,

kvétina- jeskyné niho \% kvétina- kvétina- kvétina-
¢ich liSejniku konsorciu | ¢ich ¢ich ¢ich
s liSejniky

Stélka hnéda, cernofialo- | zeleno- soucasti fialove- zelend, ze | zelena, olivové
fialove- vé, ndrosty | hnéda, na | liSejniku hnéda, svazkd tmavé zelend, ze
Seda, ze svazkl | agaru tvori narosty ze |vlaken, Seda, ze svazkil
narosty vlaken, chuchvalce svazki vztyCené svazku vlaken,
zjednodu- | polozené k vlaken vlaken, vztyCené
chych substratu vztyCené
vlaken,
vzprimené

Sitka 9,8-17,8 17,5-24,5 |3,6-26,3 8,0-12,0 12,1-20,2 |15,7-229 |19,2-26,1 |24,1-29,9

vlakna

(nm)

Nepravé |jednodu- |vzacné, vzacné, pritomné | ptritomné | dvojité dvojité dvojité

vétveni ché, dvojité, dvojité

vlakna dvojité jednodu-

ché

Pochva tenké, bez | tenka, tenka tenka, vyrazna, tenka tenka, tenka

morfolo- |lamelace pozdéji nékdy nékdy inkrusto-

gie lamelova- navrstvena | navrstvena vana

na

Pochva bezbarvd |bezbarvd |bezbarvd |hnédo- purpurové |bezbarvad |bezbarva, |bezbarva

barva oranzova, |hnédj, zlutohnéda

bezbarva | pozdéji
bezbarva

Sirka 9,8-17 12,5-20 12,4-20,2 |13,0-21,4 |19-26,7

trichomii

(nm)

Zaskrce- | zaskrcené zaskrcené | mirné mirné mirné mirné

nost zaSkrcené |zaSkrcené |zaSkrcené |zaSkrcené

bunénych

prepazek

Konce vyrazné nejsou zuzené hetero- mirné mirné mirné mirné

trichomii | ziZené zuzené, (nezrala polarni zuzené zuzené zuzené zuzené

nékdy vldkna) x

hetero- rozsifené

polarni (zrala
vlakna)
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Porovnani | B. B. B. B. B. B. B. B.
Cast 2 angusta- | tolanton- | burkei lichenoi- | genicula- | fioreae santannae | wernerae
tum gensis des tum
Bunky izodiametr | izodiametr | cylindrické | diskoidni, |izodiametr |izodiametr |izodiametr |izodiametr
tvar ické, 3-9 ické, 5,25- | diskoidni, | sudovité, ické, ické, 5,1- ické, 5,9- ické, 7,6-
dlouhé 18,7 pm zplostélé, | zplostélé, | 10,1 pm 13,4 pm 14,4 pm
dlouhé 2-4 um 3,2-8,6 um | dlouhé dlouhé dlouhé
dlouhé dlouhé
Kalyptra nékdy chybi chybi pfitomna | pritomna
pritomna
Barva hnéda, fialova, fialové- zelena, zelena, svétle zelena, svétle
bunék fialové- hnéda Seda modrozele | modrozele | zelend, ¢erveno- hnéda,
Seda na na, hnéda |tmaveé hnéda ¢erveno-
Seda, hnéda
oranzova
Hetero- interkaldr- | interkalar- | interkalar- | interkalar- |interkalar- |interkalar- |interkalar- |interkalar-
cyty ni, ni, ni ni ni, ni ni ni
pozice solitérni x | solitérni solitérni x
v parech v parech
Hetero- zplostélé, |diskoidni, |cylindrické | zaoblené, |hranatéaz |hranaté, hranaté, hranaté,
cyty tvar | protdhlé, obdélni- 4,6-6,8 x sférické, hemisfé- zplostélé, | protdhlé, protahlé,
(sirka x 10-17 x kové, 6,4-8,2 hemisfé- rické, 12,1-18,3 | 20,3-26,1 |18,6-26,5
délka pm) | 2,8-17,4 hemisfé- rické, zplostélé, |x5,3-11,7 | x12,4- x 6,3-17,6
rické, zplostélé, |16,7-18,2 18,2
12,48-23,1 8,4 x9,7 x 5,7-10,1
x 7,4-15,6
Hormo- pritomny | pritomny pritomny | pfitomny | pritomny |vzacné pritomny
gonie pritomny

Tab. 4 - Prehled druhi rodu Brasilonema objevenych a zarazenych do tohoto rodu od

roku 2012.
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4.2. Kultivacni pokus

4.2.1. Kultivacni pokus v letnich mésicich
Zivotaschopnost kmenii rodu Brasilonema, ktera byla testovana v kultivaénim pokusu pro

letni mésice je uvedena v Tab. 5.

Vramci pokusu vletnich mésicich rostly nejrychleji kmeny, které byly po celou dobu
umisténé pouze v kontrolni teploté 25 °C, kde rostly vSechny pozorované kmeny, pomalu,
rychle Ci stredné rychle. Kmeny, které byly umistény nejprve v mrazaku s -18 °C a po dvou
hodinach byly umistény zpét do inkubatoru s kontrolni teplotou 25 °C, rostly ptiblizné
stejné rychle jako kmeny, které byly umistény po celou dobu pokusu pouze v kontrolni
teploté, az na kmen Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy, ktery rostl pomaleji. Rozdil
vristu mezi kmeny, které byly testovany na jeden tyden ve vSech jednotlivych nizsich
teplotach 8 °C, 5 °C a -18 °C nebyl patrny. Tyto kmeny rostly zprvu pomaleji nez kmeny,
které byly po celou dobu pouze v kontrolni teploté a kmeny umisténé v teploté -18 °C

pouze na dvé hodiny.

Vyraznéjsi rozdil v riistu mezi kmeny rostoucimi celou dobu pouze v kontrolni teploté
s 25°C a nizs$imi teplotami byl patrny u kmena Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy
a Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy. Rlist kmenu Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy
ptvodné umistén v lednicich s teplotami 8 °C a 5 °C po tiech tydnech v kontrolni teploté
nerostl a rozrostl se aZ po péti tydnech pobytu v kontrolni teploté. Kolonie kmenu
Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy, které byly béhem testovani umisténé ve vSech
jinych teplotach, nez té kontrolni, byly po tfech tydnech v kontrolni teploté zaZloutlé

(Obr. 14) a v rlistu pokracovaly az po dalSich dvou tydnech v této teploteé.

Ve zkumavkach po péti tydnech rostly vSechny kmeny. Nejrychleji rostly kmeny
Brasilonema sp. CT173=P834A =z Portorika (Obr. 15) a Brasilonema sp. PT-MK70
z Portugalska (Obr. 16), naopak nejpomaleji rostly kmeny Brasilonema sp. FM01-MK42
z Prahy a Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy.
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Letni pokus, Brasilonema Brasilonema Brasilonema Brasilonema Brasilonema

cast1 sp. THO5-T15 | sp. FMO1- sp. PT5-MK70 | sp.FL15-MK94 | sp.
z Ostravy MK42 z Prahy |z Portugalska |z Floridy CT173=P834A

z Portorika

Teplota 25 °C

(kontrola)

Stav po 3 roste pomalu roste pomalu roste rychle roste pomalu roste rychle

tydnech v hustsimi hustsimi dlouhymi hust$imi vlakny | hustymi

Petriho miskach | nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi vlakny pravidelnymi
vlakny vlakny vlakny

Stav po 3 roste rychle roste rychle roste rychle roste stredné roste rychle

tydnech ve hustsimi hustsimi dlouhymi rychle hust$imi | hustymi

zkumavkach nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi vlakny | vlakny pravidelnymi
vlakny vlakny vlakny

Stav po 5 roste stredné roste stredné roste stredné roste pomalu roste stredné

tydnech v rychle hustSimi | rychle hust$§imi | rychle dlouhymi | hust$imi vlakny | rychle hustymi

Petriho miskach | nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi vlakny pravidelnymi
vlakny vldkny vlakny

Teplota 8 °C

Stav po 3 roste pomalu neroste roste pomalu neroste roste rychle

tydnech v husts$imi dlouhymi hustymi

Petriho miskach | nepravidelnymi ridkymi vlakny pravidelnymi
vldkny vldkny

Stav po 3 roste pomalu neroste roste rychle neroste roste rychle

tydnech ve husts$imi dlouhymi hustymi

zkumavkach nepravidelnymi fidkymi vlakny pravidelnymi
vldkny vldkny

Stav po 5 roste pomalu roste pomalu roste stredné roste velmi roste stfedné

tydnech v husts$imi husts$imi rychle dlouhymi | pomalu Fidkymi | rychle hustymi

Petriho miskach | nepravidelnymi | nepravidelnymi | f{dkymivldkny | vlakny pravidelnymi
vldkny vldkny vldkny

Teplota 5 °C

Stav po 3 neroste neroste roste pomalu neroste roste rychle

tydnech v dlouhymi hustymi

Petriho miskach fidkymi vlakny pravidelnymi

vldkny

Stav po 3 roste pomalu neroste roste rychle neroste roste hustymi

tydnech ve husts$imi dlouhymi pravidelnymi

zkumavkach nepravidelnymi fidkymi vlakny vlakny
vldkny

Stav po 5 roste velmi roste velmi roste stredné roste velmi roste stredné

tydnech v pomalu pomalu rychle dlouhymi | pomalu fidkymi | rychle hustymi

Petriho miskach | hust$imi husts$imi fidkymi vlakny | vlakny pravidelnymi
nepravidelnymi | nepravidelnymi vlakny
vldkny vldkny

Teplota -18 °C

Stav po 3 roste pomalu neroste roste pomalu neroste roste rychle

tydnech v husts$imi dlouhymi hustymi

Petriho miskach | nepravidelnymi fidkymi vlakny pravidelnymi
vldkny vldkny

Stav po 3 roste pomalu roste pomalu roste rychle neroste roste rychle

tydnech ve hustsimi hustsimi dlouhymi hustymi

zkumavkach nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi vlakny pravidelnymi
vlakny vlakny vlakny

Stav po 5 roste velmi roste velmi roste stredné roste velmi roste stredné

tydnech v pomalu pomalu rychle fidkymi | pomalu ridkymi | rychle hustymi

Petriho miskach | hust$imi hustsimi vlakny vlakny pravidelnymi
nepravidelnymi | nepravidelnymi vlakny
vlakny vlakny
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Letni pokus, Brasilonema Brasilonema Brasilonema Brasilonema Brasilonema
cast2 sp. THO5-T15 | sp. FMO1- sp. PT5-MK70 | sp.FL15-MK94 | sp.
z Ostravy MK42 z Prahy |z Portugalska |z Floridy CT173=P834A
z Portorika
Teplota -18 °C
na2h
Stav po 3 roste pomalu roste pomalu roste rychle neroste roste rychle
tydnech v husts$imi hustsimi dlouhymi hustymi
Petriho miskach | nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi vlakny pravidelnymi
vlakny vlakny vlakny
Stav po 3 roste rychle roste rychle roste rychle neroste roste rychle
tydnech ve husts$imi hustsimi dlouhymi hustymi
zkumavkach nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi vlakny pravidelnymi
vlakny vlakny vlakny
Stav po 5 roste pomalu roste pomalu roste stredné roste velmi roste stredné
tydnech v husts$imi hustsimi rychle dlouhymi | pomalu ridkymi | rychle hustymi
Petriho miskach | nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi vldkny | vlakny pravidelnymi
vlakny vlakny vlakny

Tab. 5 - Zivotaschopnost kment rodu Brasilonema béhem letniho pokusu.

Obr. 14 - Nerostouci a zazloutlé kolonie kmenu Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy po
tirech tydnech v kontrolni teploté, piivodné umistén v ramci letniho pokusu na jeden tyden

v testovaci teploté 5 °C.
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Obr. 15 - Husté rostouci kolonie kmenu Brasilonema sp. CT173=P834A z Portorika po
tirech tydnech v kontrolni teploté, plivodné umistén v ramci letniho pokusu na jeden tyden

v testovaci teploté -18 °C.

Obr. 16 - Kolonie rostouci dlouhymi fidkymi vlakny kmenu Brasilonema sp. PT5-MK70
z Portugalska po trech tydnech v kontrolni teploté, ptivodné umistén vramci letniho

pokusu na dvé hodiny v teploté -18 °C a po zbytek jednoho tydnu v kontrolni teploté
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4.2.2. Kultiva¢ni pokus v zimnich mésicich
Zivotaschopnost kmenii rodu Brasilonema, ktera byla testovana v kultivaénim pokusu pro

zimni mésice je uvedena v Tab. 6.

Vramci pokusu v zimnich mésicich rostly nejrychleji kmeny, které byly po celou dobu
umisténé pouze v kontrolni teploté 25 °C, kde rostly vSechny pozorované kmeny pomalu,
rychle, ¢i stifedné rychle. Rozdil v ristu mezi kmeny, které byly testovany na tfi tydny
v mrazaku s teplotou -18 °C, vlednici s teplotou 2 °C a kmeny stifidavé umistované do

mrazaku s teplotou -18 °C a do lednice s teplotou 2 °C nebyl patrny.

Vyraznéjsi rozdil v riistu mezi kmeny rostoucimi celou dobu pouze v kontrolni teploté
s 25°C a niz$imi teplotami byl patrny u kmenl Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy
a Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy. Riist kmenu Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy
ptvodné umistén v lednici s teplotou 2 °C a stfidavé umistovan do mrazaku s -18 °C a do
lednice s 2 °C, po ctyfech tydnech v kontrolni teploté rostl pouze ve zkumavkach
s kapalnym Z médiem. Kolonie kmenu Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy, které byly
béhem testovani umisténé ve vSech jinych teplotach, nez té kontrolni, byly po ctyrech
tydnech v kontrolni teploté v Petriho miskach zazloutlé a jejich rist nebyl patrny. Jejich

rust byl v§ak pozorovan alespon ve zkumavkach v podobé fidkych vlaken.

Po ctyrech tydnech v kontrolni teploté rostly vSechny kmeny alespon ve zkumavkach.
Nejrychleji rostl kmen Brasilonema sp. TH05-T14 a naopak nejpomaleji rostly kmeny

Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy a Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy.
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Zimni pokus Brasilonema Brasilonema Brasilonema Brasilonema Brasilonema
sp. THO5-T15 | sp. FMO1- sp. PT5-MK70 | sp.FL15-MK94 | sp.
z Ostravy MK42 z Prahy |z Portugalska |z Floridy CT173=P834A
z Portorika
Teplota 25 °C
(kontrola)
Stav po 4 roste rychle roste pomalu roste rychle roste rychle roste rychle
tydnech v hustymi ridkymi dlouhymi hustymi hustymi
Petriho miskach | nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi pravidelnymi pravidelnymi
vlakny vlakny nepravidelnymi | vlakny vlakny
vlakny
Stav po 4 roste rychle roste stredné roste rychle roste rychle roste rychle
tydnech ve hustsimi rychle hust$imi | dlouhymi hustsimi hustymi
zkumavkach nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi pravidelnymi pravidelnymi
vlakny vlakny nepravidelnymi | vlakny vlakny
vlakny
Teplota 2 °C
Stav po 4 roste stredné neroste roste rychle neroste roste velmi
tydnech v rychle hustS$imi dlouhymi pomalu ridkymi
Petriho miskach | nepravidelnymi ridkymi vlakny nepravidelnymi
vldkny vldkny
Stav po 4 roste stredné roste velmi roste rychle roste pomalu roste pomalu
tydnech ve rychle hust$imi | pomalu Fidkymi | dlouhymi t{dkymi vlakny | fidkymi
zkumavkach nepravidelnymi | nepravidelnymi | Fidkymi vlakny nepravidelnymi
vldkny vldkny vldkny
Teplota -18 °C
Stav po 4 roste stredné roste velmi roste stredné neroste roste velmi
tydnech v rychle hustSimi | pomalu ridkymi | rychle dlouhymi pomalu ridkymi
Petriho miskach | nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi vlakny nepravidelnymi
vldkny vldkny vldkny
Stav po 4 roste stredné roste velmi roste velmi roste velmi roste stredné
tydnech ve rychle hust§imi | pomalu fidkymi | pomalu fidkymi | pomalu Fidkymi | rychle hustymi
zkumavkach nepravidelnymi | nepravidelnymi | vlakny nepravidelnymi | pravidelnymi
vldkny vldkny vldkny vldkny
Teplota -18 °C
a2°C
Stav po 4 roste stredné neroste roste pomalu neroste roste velmi
tydnech v rychle husts$imi dlouhymi pomalu r{dkymi
Petriho miskach | nepravidelnymi fidkymi vlakny nepravidelnymi
vldkny vldkny
Stav po 4 roste stredné roste velmi roste stredné roste velmi roste stredné
tydnech ve rychle hust§imi | pomalu Fidkymi | rychle dlouhymi | pomalu Fidkymi | rychle hustymi
zkumavkach nepravidelnymi | nepravidelnymi | fidkymi vlakny | nepravidelnymi | pravidelnymi
vldkny vldkny vldkny vldkny

Tab. 6 - Zivotaschopnost kment rodu Brasilonema béhem zimniho pokusu.

4.2.3. Shrnuti kultiva¢nich pokusii
Zadna z pokusnych teplot ani stiidani teplot, kterym byly vybrané testované kmeny
vystaveny po dobu jednoho ¢i tfech tydnt, neméla za nasledek tplné odumieni Zadného
z kmend, pouze byla docasné vice ¢i méné sniZzena rychlost jejich riistu nebo viabilita

menSi ¢i vétsi casti celkové biomasy kolonie.
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4.3. Charakteristika vlastnich kmenu

Kmen Brasilonema sp. TH05-T14 (Obr. 17) z Ostravy ma vlakna Siroka 16,6-26,1 um,
rovna nebo ohnutd, Casto se nepravé vétvi, dvojité nebo jednoduse. Pochva je Siroka
priblizné 2,5 um, bezbarva nebo Sediva. Trichomy jsou cylindrické, Siroké 13,8-24,8 um,
rovné, nejsou zaskrcené na bunécénych piepazkach a smérem k apikalnim koncim nejsou
zuzené. Bunky jsou Sirsi nez delsi, dlouhé 2,4-8,9 um. Apikalni bunky jsou zaoblené bez
kalyptry. Obsah bunék je Sedofialové, Sedozelené ¢i SedoZluté zbarveny. Vakuolizace
nebyla pozorovana. Tento druh ¢asto tvori heterocyty, které jsou interkaldrni, solitérni,
izodiametrické, cylindrické, siroké 16,6-19,4 um a dlouhé 13,2-19,4 um. RozmnoZuji se
hormogoniemi, které jsou izopolarni. Fragmentace vlaken se uskuteciiuje pomoci

nekridickych bunék.

Kmen Brasilonema sp. FM01-MK42 (Obr. 18) z Prahy ma vlakna Sirokd 11,1-22,2 um,
rovna, nebo ohnutd, ¢asto se nepravé vétvi, a to dvojité i jednoduse. Pochva je Siroka
priblizné 2 pum, bezbarva nebo Sediva. Trichomy jsou cylindrické, Siroké 8,3-18,7 pm.
Vlakna se v nékterych pripadech postupné vyrazné zuzovala smérem k apikalnim konctim.
U nékterych trichomid byla pozorovana ztrata izopolarity po fragmentaci vlakna, a na
jedné strané s pfitomnym terminalnim heterocytem, byl trichom rozsifeny, a naopak na
druhé strané byl trichom zuZeny. Nékteré trichomy mohou byt vyraznéji zaSkrcené na
bunécnych prepazkach. Buiiky jsou izodiametrické, Sirsi nez delsi, nebo delSi nez Sirs;,
dlouhé 1,8-5,8 um. Apikalni buriky jsou zaoblené bez kalyptry. Obsah bunék je jasné
zelené, ZlutoSedé Ci fialovésedé zbarveny. Vakuolizace nebyla pozorovana. Heterocyty,
které se u toho druhu vyskytovaly casto, byly interkalarni, po rozpadu trichomu
termindlni, solitérni, izodiametrické, cylindrické nebo Sirsi nez delsi, Siroké 9,7-19,4 um
adlouhé 4,1-13,7 um. RozmnoZuji se hormogoniemi. Fragmentace vlaken se uskutec¢nuje

pomoci nekridickych bunék.

Kmen Brasilonema sp. PT5-MK70 (Obr. 19) z Portugalska ma vlakna Siroka 17-28 pm, jsou
rovna nebo ohnutd. Bylo pozorovano vzacné nepravé vétveni a to bud dvojité, nebo
jednoduché. Pochva je Siroka priblizné 2,5 pm, bezbarva, miZe byt navrstvena. Trichomy
jsou Siroké 15-25 pm, cylindrické, mohou byt mirné zaskrcené na bunécnych prepazkach
anejsou zuzené smérem k apikdlnim konctim. Burniky jsou Sir$i nez delsi, dlouhé 5-
13,4 pym. Apikalni buniky jsou zaoblené, bez kalyptry. Obsah bunék je fialovésedé,
Zlutozelené C¢i tmavézelené zbarveny. Bunlky mohou byt vakuolizované. Heterocyty
u tohoto kmene nebyly pozorovany. RozmnoZuje se hormogoniemi. Fragmentace vlaken

se uskuteciiuje pomoci nekridickych bunék ¢i bikonkavnich diskd.
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Kmen Brasilonema sp. FL.15-MK94 (Obr. 20) z Floridy ma vlakna Siroka 14,6-20,8 pm, jsou
rovna nebo ohnutd, casto se nepravé vétvi a to bud’ dvojité, nebo jednoduse. Pochva je
tenka, Siroka priblizné 3,4 um, bezbarva, nebo naZloutla. Trichomy jsou Siroké 12,4-
18,1 um, cylindrické, mohou byt mirné zaskrcené na bunécnych prepazkach a nejsou
zuzZené smérem K apikdlnim konclim. BuniKky jsou rtzného tvaru, nékdy izodiametrické,
delSi neZ Sirsi nebo kratsi neZ Sirsi, dlouhé 5,2-22,2 um. Apikalni butiky jsou zaoblené, bez
kalyptry. Obsah bunék je modrosedé, Sedozelené Ci tmavézelené zbarveny. Bunky jsou
vysoce vakuolizované. Tento druh casto tvoii heterocyty, které jsou interkalarni
asolitérni, jsou Siroké 13,4-18 um a dlouhé 4,2-11,5 um. RozmnoZuje se pomoci

hormogonii. Fragmentace vlaken se uskuteciiuje pomoci nekridickych bunék.

Kmen Brasilonema sp. CT173=P834A (Obr. 21) z Portorika ma vlakna Siroka 13,2-20,8 um,
rovna nebo ohnutd, ¢asto se nepravée vétvi, prevazné dvojité, ale i jednoduse. Pochva je
Sirokd priblizné 1,5 pm, bezbarva, nebo ZlutooranZové zbarvend. Trichomy jsou
cylindrické, Siroké 12,5-18,5 pm, rovné, mirné zaskrcené na bunécnych piepazkach,
nejsou zuzené smérem k apikalnim konctim. Buiiky jsou izodiametrické, nebo Sirsi nez
delsi, dlouhé 2,7-9,6 pm. Apikalni buiiky jsou zaoblené bez kalyptry. Obsah bunék je
modrofialoveé, fialovéSedé, hnédofialové ¢i Zlutohnédé zbarveny. Vakuolizace nebyla
pozorovana. Heterocyty jsou interkalarni, solitérni, izodiametrické nebo Sirsi nez delsi,
Siroké 15,5-19,4 pm a dlouhé 6,9-12,5 pm. RozmnoZuji se hormogoniemi, které jsou

izopolarni. Fragmentace vlaken probiha pomoci nekridickych bunék.
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Obr. 17 - Kmen Brasilonema sp. TH05-T14: (A-B) detail trichomu, (C) nepravé dvojité

vétveni, (D) apikalni konec vlakna, (E) vldkno s interkalarnim cylindrickym heterocytem

a bezbarva pochva, (F) tvorici se nekridicka bunka, (G) hormogonie.
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Obr. 18 - Kmen Brasilonema sp. FM01-MK42: (A-B) trichom, (C) nepravé dvojité vétveni,
(D) ztrata izopolarity trichomu, (E) vldkno s interkalarnim cylindrickym heterocytem,

(F) nekridicka burika, (G) hormogonie.
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Obr. 19 - Kmen Brasilonema sp. PT5-MK70: (A) trichom, (B) apikalni konec vlakna,
(C) nepravé jednoduché vétveni, (D) vakuolizace bunék, (E) navrstvena pochva a vlakno

s nekridickou bunkou, (F) bikonkavni disky, (G) hormogonie.
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Obr. 20 - Kmen Brasilonema sp. FL15-MK94: (A) apikalni konec vlakna, (B) nepravé

dvojité vétveni, (C) nepravé jednoduché vétveni, (D) vakuolizace bunék (E) vlakno

s interkalarnim diskovitym heterocytem, (F) nekridicka burika, (G) hormogonie.
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Obr. 21 - Kmen Brasilonema sp. CT173=P834A: (A-B) morfologie vlaken, (C) nepravé
dvojité vétveni, (D) detail trichomu, (E) apikalni konec vlakna, (F) vlakno s interkalarnim

cylindrickym heterocytem, (G) nekridicka burika.
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5. Diskuze

v Vvev

vtropech a subtropech celého svéta (Fiore et al. 2007). Podle Hauera (2010)
a Kastovského et al. (2010) se nové druhy pravdépodobné vyskytuji vdosud
neprozkoumanych geografickych stanovistich a habitatech. Dosud je znamo, Ze tento rod
se béZné vyskytuje zejména v jihovychodni Brazilii (Fiore et al. 2007, Aguiar et al. 2008,
Sant’Anna et al. 2011) a v poslednich letech prichazi ddaje o vyskytu Brasilonemy z USA
(Vaccarino et Johansen 2012, Villanueva et al. 2018, Villanueva et al. 2019, Barbosa et al.

2021).

Mikroorganismy se mohou vyskytovat kosmopolitné vzhledem kjejich snadné disperzi
vzdu$nymi i vodnimi proudy ¢i pohybem hostitelskych rostlin ¢i Zivocicht (de Azevedo et
Quecine 2017). Presto se v temperatnim pasu tento rod vyskytuje pouze v podminkach
lokalné klimaticky pfipominajici tropy a subtropy jako napfiklad tropické skleniky
(Romanenko et al. 2020) nebo chladici véze elektraren (Hauer 2007, 2010, Hauer et al.
2016).

Dle Romanenko et al. (2020) se v tropickém skleniku na Ukrajiné objevil prvni zastupce
rodu Brasilonema objeveny v Evropé. Patrné se sem dostal s tropickymi rostlinami
privezenymi ukrajinskymi botaniky z expedice v Brazilii vroce 1986 (Romanenko et al.

2020).

Chladici véze elektraren jsou zridka studovanym prostfedim hosticim rizné druhy
fototrofnich i heterotrofnich organismi, které jsou soucasti biofilmi. Tyto chladici véze
predstavuji jedinecné prostiedi uvnitf temperatnich ¢i jinych chladnéjsich oblasti, protoze
pripominaji ,ostrivky“ s tropickymi klimaty a mohou tedy hostit jiné organismy, nez
v okolni krajiné (Hauer et al. 2016). Podle Hauer (2007) se druhové bohatstvi biofilmt ve
zkoumanych véZich elektraren neliSilo od relevantnich prirodnich habitatl. Tyto véZe jsou
vétSinou betonové a jsou pouzivané v primyslu a pii vyrobé energie krozptyleni
odpadniho tepla. V téchto vézich panuji pfiznivé podminky pro intenzivni riist mnoha
organismid a jsou vysoce stabilni ohledné teploty, dostupnosti Zivin a vodniho rezimu
(Hauer et al. 2016). Hauer et al. (2016) zkoumali fototrofni slozky biofilmii v chladicich

vézich elektraren a prokazali vliv svétla na rozmisténi spolecenstev biofilmi.

Na zakladé téchto informaci se predpoklada, Ze je rod Brasilonema v temperatnim pasu

limitovan nizkymi teplotami vzimnim obdobi, které ale dosud nikdo netestoval.
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V praktické c¢asti byl proto proveden kultivacni pokus, ktery mél za cil objasnit tuto

domnénku.

V ramci kultiva¢niho pokusu bylo pouZzito pét kmeni rodu Brasilonema. Kultivacni pokus
byl proveden pro dvé testovaci rocni obdobi, v letnich mésicich na jeden tyden a v zimnich
meésicich na tfi tydny. Poté byly testované kmeny umistény zpét do kontrolni teploty, zda
kolonie obnovi sviij riist, nebo ne. Vobou téchto pokusech bylo nastaveno méreni
s kontrolni teplotou 25 °C, jelikoZ ptesné tolik je primérna rocni teplota v tropech (Demek
et al. 1997) a tudiz by kmeny pri této teploté mély byt zivotaschopné a mély by rist
nejrychleji. Inkubator s kontrolni teplotou byl proskleny, a tudiz zde testované kmeny

mély prirozeny pristup denniho svétla daného méreného obdobi.

Béhem letni ¢asti kultivacniho pokusu, ve které byly kmeny vystaveny nizkym teplotam na
jeden tyden, byly testovany nasledujici teploty: 8 °C, 5 °C, -18 °C a kmeny umisténé pouze
na dvé hodiny v -18 °C a pak byly umistény zpét do kontrolni teploty s 25 °C. Teploty 8 °C
a 5 °C simuluji priimérnou roc¢ni teplotu v temperatnim pasu, ktera je priblizné 5-9 °C (In-
pocasi 2020). Teplota -18 °C byla vybrana jako extrémné nizka teplota pro
zivotaschopnost rodu Brasilonema vyskytujici se v tropech s minimalni teplotou 18 °C ve
vSech mésicich (The British Geographer). V ramci pokusu vlozit kolonie kment nejprve do
mrazaku s -18 °C na dvé hodiny a ihned poté je umistit do kontrolni teploty s 25 °C bylo

cilem navodit kmentim Sok a otestovat, zda snesou nahlou zménu teploty nebo ne.

VSechny kmeny umisténé ve vSech nizsich testovanych teplotach 8 °C, 5 °C a -18 °C, rostly
viceméné podobné a rozdil v riistu mezi kmeny v téchto teplotach nebyl patrny. Kolonie,
které byly nejprve umistény v mrazaku s -18 °C na dvé hodiny a ihned poté umistény do
kontrolni teploty s 25 °C, v této kontrolni teploté rychle obnovily svij rist a rostly lépe,
nez kmeny umisténé ve vSech jinych nizkych testovacich teplotach na cely jeden tyden.
Tyto kolonie zaroven rostly priblizné stejné rychle jako kmeny, které byly umistény po
celou dobu pouze v kontrolni teploté, aZ na kmen Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy,
ktery v testovaci teploté -18 °C na dvé hodiny rostl pomaleji. V ramci tohoto pokusu rostly
nejlépe kmeny umisténé v kontrolni teploté s 25 °C, které byly v této priznivé teploté
umisténé po celou dobu pokusu, a tudiZ mély vice ¢asu na svij rust, zatimco jiné kolonie
obnovily sviij rast, aZ po pobytu v testovacich teplotach a znovuumisténi do teploty

s 25 °C.

Vyraznéjsi rozdil v riistu mezi kmeny rostoucimi celou dobu pouze v kontrolni teploté
s 25°C a nizSimi teplotami byl patrny u kmena Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy

ptivodné umistén v lednicich s teplotami 8 °C a 5 °C po trech tydnech v kontrolni teploté
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nerostl a rozrostl se aZ po péti tydnech v kontrolni teploté. Kolonie kmenu Brasilonema sp.
FL15-MK94 z Floridy, které byly béhem testovani umisténé ve vSech jinych teplotach, nez
té kontrolni, byly po trech tydnech zazloutlé a v riistu pokracovaly az po dalSich dvou

tydnech.

Vsechny kmeny béhem letniho pokusu po vyjmuti z testovanych teplot, ve kterych byly
jeden tyden a umisténi do teplot simulujicich ty tropické, po péti tydnech pokracovaly ve
svém rulstu, a tudiZ jsem neprokazala, Ze by kratkodoby mraz nebo nizké teploty byly

faktorem eliminujicim rist této sinice v prirozeném prostredi temperatniho pasu.

Druha ¢ast pokusu probihala v zimnich mésicich, které 1épe simuluji podminky, které byly
testovany. Cilem bylo navodit jeSté extrémnéjsi podminky simulujici zimni obdobi
v temepratnim pasu. Nastaveny byly i svételné podminky podobnéjsi zimnimu obdobi.
Béhem tohoto pokusu byly kmeny vystaveny nizkym teplotdm na celé tfi tydny, byly
testovany nasledujici teploty: 2 °C, -18 °C a stiidani teplot v-18 °C a 2 °C. Teplota 2 °C byla
je priimérna teplota v Ceské republice v nejchladnéj$im mésici lednu za poslednich deset
let (Fakta o klimatu 2021). V ramci pokusu kmeny stfidavé umistovat do mrazaku s -18 °C
a do lednice s 2 °C, bylo cilem otestovat toleranci kmeni na rychlé stiidani zamrzani
arozmrzani.,, tj. podminky, které mohou v temperatni zéné nastat v mirnéjSich ¢astech

zimniho obdobi v ramci jediného dne (v noci mraz, ve dne hodnoty nad bodem mrazu).

VSechny kmeny umisténé ptivodné v nizsich testovanych teplotach 2 °C a -18 °C na tri
tydny, rostly viceméné podobné a rozdil v ristu mezi kmeny v téchto teplotich nebyl
patrny. Zaroven tyto kolonie rostly ptiblizné stéjné jako kmeny, které byly stridave
umistované do mrazaku s -18 °C a do lednice s 2 °C. V ramci tohoto pokusu rostly nejlépe
kmeny umisténé v kontrolni teploté s 25 °C, které byly v této priznivé teploté umisténé po
celou dobu pokusu, a tudiZ mély vice ¢asu na svij rist, zatimco jiné kolonie obnovily sviij

rist, aZ po pobytu v testovacich teplotach a znovuumisténi do teploty s 25 °C.

Vyraznéjsi rozdil v riistu mezi kmeny rostoucimi celou dobu pouze v kontrolni teploté
s 25°C a nizSimi teplotami byl patrny u kmena Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy
a Brasilonema sp. FL.15-MK94 z Floridy. Rlist kmenu Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy
ptivodné umistén v lednici s teplotou 2 °C a stfidavé umistovan do mrazaku s -18 °C a do
lednice s 2 °C, po ¢tyrech tydnech vkontrolni teploté rostl pouze ve zkumavkach
s kapalnym Z médiem. Kolonie kmenu Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy, které byly

béhem testovani umisténé ve vSech jinych teplotach, nez té kontrolni, byly po ctyrech
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tydnech v kontrolni teploté v Petriho miskach zazloutlé a jejich rist nebyl patrny. Jejich

rist byl vS§ak pozorovan alespon ve zkumavkach v podobé tidkych vlaken.

VSechny kmeny béhem zimniho pokusu po vyjmuti z testovanych teplot, ve kterych byly
tfi tydny a umisténi do teplot simulujici ty tropické, po ctyrrech tydnech pokracovaly ve
svém ristu, a tudiZ jsem ani touto druhou ¢asti pokusu neprokazala, Ze by je nizka teplota

v zimnich mésicich limitovala v pobytu v temperatnim prostiedi.

V kultiva¢nim pokusu bylo zjiSténo, Ze vyssi teplota (25 °C) ma pozitivni vliv na rist sinice
rodu Brasilonema, coZ plyne z faktu, Ze v této teploté rostly testované kmeny nejrychleji.
Niz$i teploty sice omezuji tento rod v ristu, ale neomezuji je vjeho Zivotaschopnosti,
protoZe vSechny kmeny drive nebo pozdéji obnovily metabolické pochody a pokracovaly
vristu. Nejnachylnéjsi na testované podminky byl kmen Brasilonema sp. FL15-MK94

z Floridy

Vzhledem k tomu, Ze nejsou Zadné idaje o vyskytu rodu Brasilonema v temperatnim pasu
v prirozenych podminkach, prestoze by na zakladé provedeného kultivacniho pokusu pfri
nizsich teplotach byt Zivotaschopna meéla, bude ji v temperatnim pasu omezovat ziejmé

jiny faktor.

Brasilonema je pantropicky rod (Hauer 2010, Kastovsky et al. 2010) vyskytujici se
v tropech a subtropech celého svéta. Tropické podnebi je charakterizovano oblastmi
s teplotou vyssi nez 18 °C ve vSech mésicich a v zavislosti na typu tropického klimatu je
vlhkost proménliva (The British Geographer 2021). V tropickych oblastech miiZe relativni
vzdusna vlhkost dosahovat az 100 % (Demek et al. 1997), zatimco v Ceské republice je
primérna vzdusnost priblizné 70 % (Infomet 2022). Testované kmeny v Petriho miskach
byly uzaviené, a tak zde vlhkost byla blizkd 100 %. Zajimavé je, Ze vyskyt rodu
Brasilonema dosud neni znam také z aridnich oblasti, kde jsou teplotni podminky podobné
tém tropickym, ale vzdusna vlhkost je v aridnich oblastech niZsi. Je tedy mozné, Ze by
limitujicim faktorem vyskytu tohoto rodu mohla byt nedostate¢na vzdu$na vlhkost

v temperatnich oblastech.

V ramci praktické ¢asti prace jsem dale kmeny pouzité v kultivacnim pokusu pozorovala
pod mikroskopem a provedla na nich zakladni morfologickou charakteristiku. Morfologie
jsou hodné prekryvajici se a ani jeden zmych pouzitych kmena v kultivacnim pokusu
jednoznac¢né nesedi na zadny, dosud popsany druh rodu Brasilonema (Fiore et al. 2007,

Aguiar et al. 2008, Sant’'Anna et al. 2011, Rodarte et al. 2014, Vaccarino et Johansen 2012,
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Becerra-Absalén et al. 2013, Miscoe et al. 2016, Villanueva et al. 2018, Villanueva et al.
2019, Barbosa et al. 2021).

.....

z Portugalska a naopak nejkrat§i u kmene Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy.
Pritomnosti nepravého vétveni se mé kmeny shoduji s ostatnimi druhy nalezici do rodu
Brasilonema. Na rozdil od popsanych druhi, u kterych bylo nepravé vétveni vzacné, se mé
kmeny, kromé kmenu Brasilonema sp. PT5-MK70 z Portugalska, nepravé vétvily Casto.
UvsSech mych kmend pievazovalo nepravé vétveni dvojité, ale pozorovano bylo i to

jednoduché.

Zbarveni pochvy mych kment je podobné jako u popsanych druhi rodu Brasilonema.
Kmeny Brasilonema sp. TH05-T14 z Ostravy a Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy maji
pochvy bezbarvé nebo Sedivé, u kmenl Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy
a Brasilonema sp. CT173=P834A z Portorika maji pochvy bezbarvé nebo Zluté zbarvené.
Kmen Brasilonema sp. PT5-MK70 z Portugalska ma pochvy bezbarvé, ale mohou byt

navrstvené.

Trichomy u kmene Brasilonema sp. TH05-T14 z Ostravy nejsou zaSkrcené na bunécnych
prepazkach. U zbylych ¢tyt kment byl alespoil naznak zaskrceni trichomt na bunécnych
prepazkach. Mé kmeny smérem k apikdlnim konclim trichomt zizené nebyly. Pouze
vyjimecné v nékterych pripadech u kmenu Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy byly
nékteré trichomy uprostred své délky jasné silnéjsi nez smérem ke konclim. Tento kmen
se dale vyznacoval ztratou izopolarity po fragmentaci téchto vldken podobné jako
u popsaného druhu B. lichenoides (Villanueva et al. 2018). U mého kmenu po fragmentaci
vldkna byl trichom na strané s terminalnim heterocytem rozsireny, a naopak na druhé
strané byl trichom zazeny. U druhu B. tolantongensis podle Becerra-Absalén et al. (2013)
dochazi ke ztraté izopolarity asymetrickym rlstem trichomli vdobé, kdy tvori
asymetricky rist. VlIdkno na strané s bazalnim heterocytem je rozsifené a naopak na
opacné strané od heterocytu je zizené, takze vysledné vlakno hormogonie je tedy

heteropolarni (Becerra-Absalén et al. 2013).

Nejkratsi bunky se vyskytovaly u kmenu Brasilonema sp. FMO01-MK42 z Prahy.
Vakuolizace, kterd je obvykla u rodu Brasilonema (Fiore et al. 2007), byla pozorovana
pouze u kment Brasilonema sp. PT5-MK70 z Portugalska a Brasilonema sp. FL15-MK94
z Floridy. U kment Brasilonema sp. TH05-T14 z Ostravy, Brasilonema sp. FM01-MK42
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z Prahy a Brasilonema sp. CT173=P834A z Portorika Zadna vakuolizace bunék pozorovana

nebyla podobné jako u popsaného druhu B. lichenoides (Villanueva et al. 2018).

Charakteristika heterocytt, jako napriklad interkalarni pozice a solitérni vyskyt, které jsou
typické pro rod Brasilonema (Fiore et al. 2007), se shoduje s jinymi dosud popsanymi
druhy rodu Brasilonema. U kmenu Brasilonema sp. TH05-T14 z Ostravy byly pozorovany
pouze cylindrické heterocyty, u kmenu Brasilonema sp. FL15-MK94 zFloridy se
vyskytovaly pouze diskoidni heterocyty a u kment Brasilonema sp. FM01-MK42 z Prahy
a Brasilonema sp. CT173=P834A se vyskytovaly jak cylindrické, tak diskoidni heterocyty.
U kmenu Brasilonema sp. PT5-MK70 z Portugalska nebyly pozorovany zadné heterocyty.

VSechny mé kmeny se rozmnozovaly hormogoniemi a fragmentace vliken se
uskuteCtiovala pomoci nekridickych bunék a u kmenu Brasilonema sp. PT5-MK70

z Portugalska také pomoci bikonkavnich diskd.
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6. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo shrnout poznatky o nedavno popsané sinici rodu
Brasilonema, ktera byla vymezena z rodu Scytonema na zakladé kombinace molekularnich
a cytomorfologickych kritérii. Charakterizovano je i 15 dosud objevenych druht nalezicich

k tomuto rodu.

Soucasti teoretické ¢asti prace je i vypracovana tabulka, kde bylo porovnano vSech 15
dosud objevenych druhii rodu Brasilonema. Porovnavano bylo jejich geografické rozsiteni,
ekologie a morfologické znaky jako napriklad charakteristika vlaken, trichomu, pochev,

jednotlivych bunék, ¢i heterocytd.

V praktické casti této diplomové prace byl proveden kultivacni pokus s nizkymi teplotami
na rodu Brasionema a vyhodnoceni jeji Zivotaschopnosti. K pokusu bylo pouZito pét
kmenti zraznych geografickych oblasti svéta. Lokality pripominajici tropické oblast
v Ceské republice: Brasilonema sp. TH05-T14 z Ostravy zchladici véZe tepelné elektrarny,
Brasilonema sp. FM01-MK70 z Prahy z tropického skleniku Fata Morgana. Ze substropické
oblasti kmen Brasilonema sp. PT5-MK70 z Portugalska. Pomezi tropické a subtropické
oblasti kmen Brasilonema sp. FL15-MK94 z Floridy. Z tropické oblasti kmen Brasilonema
sp. CT173=P834A z Portorika. Behem letni ¢asti kultivacniho pokusu byly na jeden tyden
testovany teploty 8 °C, 5 °C, -18 °C a teplotni Sok z -18 °C do 25 °C. Z vysledki této cCasti
kultivacniho pokusu nebylo prokazano, Ze by kratkodoby mraz nebo nizké teploty byly
limitujici pro Brasilonemu v temperatnim pasu. V zimni ¢asti kultivacniho pokusu byly na
tfi tydny testovany teploty 2 °C, -18 °C a testovani teplotiho Soku stfidanim teplot 2 °C a -
18 °C. Z vysledku kultivacniho pokusu nebylo prokazano, Ze by nizké teploty v zimnich

mésicich nedovolovaly rodu Brasilonema rist v temperatnim pasmu.

Soucasti praktické casti prace bylo dale provedeni zakladni morfologické charakteristiky
na vybranych kmenech rodu Brasilonema. Zadny zmych pouZitych kmend vs$ak

jednoznac¢né nesedi na zadny dosud popsany druh rodu Brasilonema.

Cile diplomové prace byly splnény.
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8. Seznam zkratek

ITCZ - Intertropical convergence zone (intertropicka zéna konvergence)

BSCs - Biological soil crusts (biologické ptidni krusty)

NJ metoda - Neighbour-joining

MP metoda - Maximum parsimony

BS metoda - Bayesian statistics

ML metoda - Maximum likelihood
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