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ABSTRAKT
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CILE PRACE
Zjistit:
- Jestli se 1isi v druhovém sloZeni jednotliva prameni§té
- Jak se méni diverzita druhti v podélném a piicném profilu toku
- Zda ma né&jaky Vvliv na vyskyt a druhové slozeni rozdilna teplota, pH a vodivost vody

- Provést analyzu MALDI-TOF izolovanych kment a srovnat ji s vysledky analyzy genu
16S rRNA



UVOD
1. Flora sinic a Fas v pramenistich
1.1 Prameny a pramenisté

Pramenem oznacujeme misto, odkud vyvéra podzemni voda bud’ na zemsky povrch nebo pod
hladinu vodniho utvaru (rybnik, jezero, mote). Jestlize se na jednom misté vyskytuje vice
pramentl, oznacujeme tuto oblast jako pramenisté. Pokud jsou piiznivé podminky, vytvoii
pramen vodni tok. PoCet pramenti neni zndm mnoha geografickych oblasti a celkové poCty jsou
tedy spiSe orienta¢ni. Prameny jsou malé ekosystémy, ale celosvétové jsou velmi cetné.
V soucasné dobé se podle Stevens et al. (2021) vyskytuje na Zemi zhruba pies 2,5 milionu
pramend. Nicméné, Glazier (2009) odhadl vyskyt na vice nez 57 milionti pramenti na sousi (4
prameny na km?) vyjma Antarktidy a vice nez 100 000 termalnich pramenti. Vzhledem k jejich
hojnosti jsou dulezitou soucasti hydrologického cyklu, transportu rozpusténych mineralnich

latek a zdrojem eroze.

Veskera pramenitd voda pochazi ze srazek, které dopadaji na povrch a prosakuji do
zemé, kde se shromazd’uji jako podzemni voda. Diky gravitaci, tlaku ¢i jinym silam vystupuje

na povrch voda vSude tam, kde hladina podzemni vody protina povrch zemé (Glazier 2009).

Prameny jsou uznavany za vzacné a globalné ohrozené ekosystémy, hlavné kviili malym
rozmérim a citlivosti k disturbancim (Davis et al. 2016, Cantonati et al. 2006). Navic jsou
vyznamné pii zachovani biologické rozmanitosti diky jejich vysoké biodiverzité. Hlavni
pfi¢inou této vysoké rozmanitosti bude pravdépodobné pozoruhodna skala podminek prostiedsi,
které rizné prameny mohou nabidnout (napf. zastinéné nebo nezastinéné casti, stald nebo

kolisava hladina vody, mékka ¢i tvrda voda bohata na uhli¢itany) (Cantonati et al. 2015).

Prameny jsou zndmé pro jejich jedinené vlastnosti, kterymi se 1i§i od ostatnich
povrchovych vod. Maji relativné stabilni fyzikalni i chemické podminky. Voda v prameni ma
celorocn€ malé teplotni vykyvy a dostatecné prokysliceni oproti niz§im ¢astem toku. Smérem
od pramene k Gsti se méni fyzikalné-chemické parametry vody, napf. teplota, mnozstvi kysliku,
obsah zivin, zdkal, ale i charakter dna, Sifka a hloubka toku nebo prutok. Tyto parametry

ovliviyji sloZeni a strukturu dalsich spolecenstev (Dumnicka et al. 2013).

Teplota vody u mnoha pramenti odpovida primérné ro¢ni teploté oblasti, ktera zavisi
na nadmoiské vysce. Pokud je teplota priblizné rovna této hodnoté, nazyvaji se prameny jako
tzv. ambientni, chladné prameny maji teplotu pod touto hodnotou, termalni vyrazné¢ nad.

Existuje nekolik kategorii termalnich prament, napt. viidla (Glazier 2009).
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Chemické sloZzeni vody v pramenech se mize lisit v zavislosti na jejich geologickém
podlozi. Naptiklad z vapence prameni relativné zésadita tvrdd voda bohaté na ionty vapniku a
hydrogenuhli¢inaty a obsahuje malo iontd vodiku (>pH 7), zatimco z piskovce prameni kysela
mékka voda snizkym obsahem vapniku a hydrogenuhli¢itand, ale s vysokym obsahem
vodikovych ionti (pH <7). Hlavni kationty (kladn¢ nabité ionty) predstavuji sodik, vapnik,
draslik, hot¢ik a tézké kovy, jako je Zelezo, zinek a hlinik. Hlavni anionty (zaporné nabité ionty)
jsou chloridy, uhli¢itany, hydrogenuhli¢itany, sulfaty, sulfidy, dusi¢nany, fosfore¢nany a dalsi
ionty. Nekteré prameny obsahuji vyrazné mnozstvi rozpusténého oxidu kiemicitého, ¢i malé
koncentrace radioaktivnich izotopt (napf. radium, radon nebo uran). Mezi typické rozpusténé
plyny patii dusik, oxid uhlicity, kyslik, sirovodik, helium a dalsi vzacné plyny. Nekteré
prameny jsou tak nasycené oxidem uhli¢itym, ze vyznamné zvysuji koncentraci tohoto plynu
V okolnim vzduchu, a tim zvySuji rist okolni vegetace. Nazvy pramenl casto odrdzi jejich

chemické slozeni, naptiklad sirné, kyselé, alkalické, mineralni, Zelezité (Glazier 2009).

Prameny jsou oligotrofni (obsahuji malo zivin), protoze tato oblast je vétSinou zastinéna
hustou lesni vegetaci a primarni producenti nemaji dostatek svétla na pribéh fotosyntézy.
Produkce a pfisun organickych latek se d€li na autochtonni, kdy organické latky vznikaji pfimo
Vv toku (primarni produkce sinic, fas, vodnich rostlin) nebo alochtonni (z vnéjSiho prostiedi —
pyl, opad, prach, rostliny...), ktery v této ¢asti toku pievlada. Kvuli tomu je zde pievaha
hrubozrnnych c¢astic (CPOM) nad jemnozrmnymi (FPOM). S nedostatkem slune¢niho
zateni izce souvisi i prevaha heterotrofie (bakterie, houby) nad autotrofii (fasy, vodni
makrovegetace). Pokud se vyskytuje pramen napf. na louce, pousti, ledovci s malou nebo

zadnou vegetaci je zdrojem organického uhliku hlavné koryto potoka (Pusch et al. 1988).

Illies a Botosaneanu (1963) poznali neobvyklé vlastnosti pramenli a navrhli
krenobiologii (studium Zivota v pramenech) jako specialni obor limnologie. Pramentim vsak
dlouhou dobu nebyla vénovana velka pozornost. Rané studie se zaméfily na jednotlivé typické
organismy, které se vyskytuji v pramenech (napt. hlemyzdi nebo vodni rozto¢i). Od pocatku
90. let vznikaly komplexngjsi studie o té€chto organismech, napf. v Alpach (Crema et al. 1996).
I ptes to, Ze je zde malo zivin, jsou prameny poméern€ pocetné zastoupeny riznymi organismy,
které zde ptezivaji hlavné diky stabilnim podminkam. Mnoho druhti rostlin a Zivo¢ichil vyuZziva
teplotné stabilni prameny K tomu, aby pteckali horka 1éta nebo naopak chladné zimy. Muzou
tady Zit krenobionti a krenofilové, ktefi maji velké naroky na Cistou vodu s nizkou teplotou.
Mezi typické krenobionty patii larvy chrostiku, komart ¢i broukd. Vyskytuji se vSak i1

malostétinatci, bleSivci nebo praménky rakouské. Kromé téchto organismi zde mizeme najit
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bentické nebo ojedinéle 1 planktonni sinice a fasy. Korysi a mékkysi jsou bézni v alkalickych
tvrdych vodach, kde mohou ziskat dostatek vapniku pro tvorbu krunyte, naopak chybi
Vv kyselych pramenech mékkych vod, kde je dominantni hmyz (Cantoni et al. 2012, Glazier
2009).

Prameny jsou extrémné rozmanité ekosystémy, které lze klasifikovat podle riznych
kritérii odvozenych z hydrologie, geologie, hydrochemie, teploty vody, ekologie ¢i humanniho
pouziti (Cantoni et al. 2015, Glazier 2009). Prameny lze také kategorizovat na zakladé

bentickych tas (Cantoni et al. 2012).

Podle zpiisobu, jakym voda vyvérad ze zemé, rozlisil Hynes (1970) tii zakladni formy
prament, a to limnokren, helokren a rheokren (Obr. 1). Nékdy se muze vyskytovat vice forem

na jednom misté, naptiklad rheolimnokren nebo rheohelokren (Glazier 2009).

Helokren (mokfadni pramen) je charakterizovan pomalym prisakem podzemni vody na
veEtsi ploSe smérem na zemsky povrch. Obvykle vyvérd pramen na vice mistech a pramenna
struzka se Casto vytvari az po urcité vzdalenosti od téchto prament. Tyto mélké prameny jsou
ovlivitovany sezonnimi i ¢asovymi zménami. Tento typ pramene je u nas nejbéznéjsi a mizeme
jej nejcastéji najit v niZzinach, kde neni prudky svah. Vegetace je tvofena mokiadnimi rostlinami

jako jsou rakosy, mechy a kapradi (Kiilkoyliioglu & Yilmaz 2006, Kubikova & Simon 2009).

Limnokreny jsou prameny, které pfi vyvérani vytvaii malé jezirko a teprve z n¢j voda
odtékd jako pramennd struzka. Jezirko je obvykle natolik dostate¢né hluboké, aby nebylo
ovliviiovano sezonnimi vykyvy, jako je zména teploty, vlhkosti nebo pfisunu Zivin (Hynes

1970).

Rheokren je pramen, ktery vyvérd ze zemé, ale na rozdil od limnokrenu se voda
nezadrzuje na povrchu, ale ihned samovolné odtékd rychle proudici pramennou struzkou.
Mizeme jej nejcastéji najit v oblastech s vyssi nadmotskou vyskou na otevienych loukach (Di

Sabatino et al. 2003).
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Obr. 1: Nakresy zakladnich pramenti — (g) helokren, (j) limnokren, (I) rheokren, podle Springer
& Stevens (2009).

Springer & Stevens (2009) se snazili o sjednoceni klasifikace, proto definovali a popsali

vvvvvv

kromé tfech vySe zminénych i1 prameny, které se objevuji napt. v jeskynich, gejziry nebo tzv.

fontany (Obr. 2).

Obr. 2: Priklady pramenu klasifikované podle Springer & Stevens (2009) (a) jeskyné (¢) fontana
(d) gejzir.
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Od 17. stoleti az do prvni poloviny 20. stoleti pfedstavovaly prameny v hydrogeologii
téma s vysokou prioritou. Poté zajem opadl a navratil se az koncem 20. stoleti, kdy se
spolecnost zacala vice zajimat o ekologii a ochranu Zivotniho prostiedi (van der Kamp 1995).
Navzdory dlouhé historii hydrogeologickych prizkumut (napt. Perrault 1674) a soucasnou
rostouci intenzitou védeckého vyzkumu, napt. Glazier (2014) prameniim chybi jeden uceleny
klasifikacni systém, ktery by se dal pouzit globalng. Tato klasifikace by byla uzite¢nd, kdyby
se dala univerzaln¢ pouzit na vSechny typy pramenti na Zemi a byla by zalozena na takovych
proménnych, které 1ze lehce pozorovat ¢i méfit. Absence Siroce pouzitelného a sjednocené¢ho
klasifika¢niho systému prispéla k nedostatku pozornosti, coz mélo za nasledek ztratu zna¢ného
mnozstvi pramentl (zejména v aridnich oblastech) a druhli organismti zavislych na tento
ekosystém (Cantoni et al. 2020a). Problémem je také nedostate¢nd komunikace mezi obory
hydrogeologie a ekologie, které maji oba své systémy ¢lenéni pramend a je zatim nezajem je

néjakym zpusobem propojit (Cantoni et al. 2020b)

Prameny jsou dulezité jak geologicky, tak ekologicky a maji pro ¢lovéka velky vyznam.
Prameny a pramenné struzky jsou uzite¢né pro studium Siroké Skaly védeckych oblasti, jelikoz
zde interaguje zemé, voda a vzduch. Podzemni voda komunikuje v podzemi s horninami, na
povrchu se vzduchem a riznymi organismy. Vysledkem je, ze je mozné zkoumat nékolik
dalezitych vlastnosti, jako je hydrogeologie, geomikrobiologie a geotermdlni procesy.
Ekonomicky vyznam prament je obrovsky jak regionalng, tak globalng. Cetné lékatské studie
prokéazaly lé¢ivé UCinky minerdlni pramenité vody zejména na artritické, respirani a
gastrointestindlni onemocnéni. Koupani v teplych minerdlnich vodach v laznich je
V soucasnosti celosvétové velmi popularni. Nespocet domacnosti, farem a primyslovych
odvétvi pouziva pramenitou vodu k piti, na zavlaZovani, v pivovarnictvi, zpracovani materialu
a mnoho dalSich ucelt. Horké prameny jsou zdrojem geotermalni energie, ktera je vyuZivana

zejména v obdobi chladu, naptiklad na Islandu (Glazier 2009).

Pramenisté jsou velmi citlivé na vlivy zplsobené antropogenni ¢innosti. Problémem
muize byt rostouci urbanizace, niCeni téchto ekosystémill a obohaceni toku Zivinami kvuli
zeméedelstvi, hospodatstvi atd. Vlivem odbéru vody dochdzi ke snizeni hladiny podzemni vody,
problémem mohou byt i invazni druhy (Nowicka-Krawczyk & Zelazna-Wieczorek 2013,
Zelnik et al. 2018).
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1.2. Sinice a Fasy v pramenech

Sinice a fasy jsou dobfe adaptovany na oligotrofni prostfedi prameni a patii mezi dominantni
primarni producenty v pramenistich. Zvlasté v neutralnich ¢i mirné alkalickych pramenech
s odtékajici vodou, kde je na dné kamenity substrat, jsou sinice a Fasy ¢asto jednou z druhové

nejbohatsich a nejpocetnéjSich skupinou fotoautotrofii (Cantoni et al. 2015).

Nejcastéji se sinice vyskytuji v rheokrenu a limnokrenu. V helokrenu vykazuji nizkou
rozmanitost a byvaji nahrazeny zelenymi fasami. To je pravdépodobné zptisobeno rozdilem ve
schopnosti sinic a zelenych fas vyuzivat CO2 pii nizkém a vysokém pH, kdy v helokrenu je
kyselejsi pH a dostatek COg. Sinice preferuji neutralni az alkalické prostfedi a nizsi hodnoty

COo, proto v helokrenu najdeme spiSe zelené fasy nez sinice (Glime & Vitt 1986).

Studie zabyvajici se sinicemi pramenist’ jsou po celém svéte stale velmi vzacné, nejvice
se veédci zamétuji na specifické prameny, jako jsou termalni, slané nebo kyselé. Specifické
ekologické vlastnosti téchto prostiedi vedou ke zvlastnim seskupeni sinic a fas (Kitner,
Poulickové & Hasler 2005). Zajimava studie od Cantoni et al. (2015) pfezkoumava omezenou
literaturu, kterd je k dispozici o sinicich v ,,ambientnich® pramenech. Napiiklad v roce 2014 se
v databazi ,Institute for Scientific Information” slovo pramen vyskytuje z celkovych 515

¢lanki pouze dvandctkrat.

Vyskyt sinic jak v lentickych (stojatych), tak i v lotickych (tekoucich) systémech je
povazovan spiSe za negativni. Vodni kvéty vznikaji hlavné antropogenni ¢innosti, pfedevSim
pouzivanim hnojiv v zemédélstvi a ndslednému obohaceni toku o dusik a fosfor, ktery vyuzivaji
sinice. Vodni kvéty mohou pfispivat k omezeni slune¢niho zafeni, biologickému znecisténi,
produkci toxini nebo akumulaci odumfielé biomasy a nasledné anoxii (Casamatta & Hasler
2016). Toxiny sinic jsou vice pozorovany u planktonnich druhti neZ u druhti bentickych (Seifert

et al. 2007).

Vseobecné v tekoucich vodach je velké mnozstvi riznych druhi sinic a fas. Mezi Casté
rody rozsivek v toku patii Cymbella, Diatoma, Fragillaria, Cocconeis, Synedra, Gomphonema,
Navicula, Meridion. Ze zelenych fas muizeme najit rody Closterium, Oedogonium,
Scenedesmus, Spirogyra, Ulothrix, ze sinic Phormidium, Oscillatoria, Calothrix (Azim et al.
2005). Nejvice se vyskytuji druhy bentické, které miZeme najit na pisku, kamenech nebo
bahné, napi. Phormidium nebo Geitlerinema. Dalsi taxony mtzeme nalézt jak v bentosu, tak
v planktonu, napt. Merismopedia nebo Anabaena. Mezi epilitické rody fadime napi. Calothrix

nebo Pleurocapsa, epifyticky je napt. Chamaesiphon. Mnoho sinic je pohyblivych (napf.
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Geitlerinema) nebo ma plynové vakuoly, které jim umoznuji rychly pohyb ve vodnim sloupci
(napf. Microcystis). Neékteré taxony se zdaji byt kosmopolitni (Phormidium nebo
Leptolyngbya), nicméné i Siroce rozSifené taxony nemusi predstavovat geneticky stejny
organismus, jelikoz nastava problém V identifikaci zplsobené kryptickou variabilitou

(Casamatta & Hasler 2016).

Sinice a fasy jsou vyuzivany cela staleti pro monitorovani a hodnoceni stavu vodnich
ekosystému. Druhové slozeni, jejich biomasa a dalsi charakteristiky hodnoti ekosystémy za
ucelem stanoveni pitné vody, rybolovu a rekreace (Stevenson 2014, Manoylov 2014).
Problémem je vSak soucasna systematika sinic, ktera je nepiehledna a také obtizna identifikace,
ktera je zptisobena kviili omezenému mnozstvi morfologickych znakt, fenotypové plasticité a

jejich malé velikosti (Casamatta & Hasler 2016).
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2. Vyskyt sinic a ias v hornim toku
2.1 Popis horniho toku

Podélny profil toku vykazuje zmény hydrologické, fyzikalni i ekologické. Podle druhového
slozeni ryb, charakteru toku a fyzikalné-chemickych podminek rozdélil v 19. stoleti A. Fri¢ tok
na Ctyfi pasma — pstruhové, lipanové, parmové a cejnové. Definovani presnych hranic pasem
byva v praxi slozité¢. V hornim toku se vyskytuje pstruhové pasmo, kde je charakteristické
kamenité¢ dno, maléd hloubka vody, vétsi spad terénu (pies 0,4 %) a rychle tekouci voda, ktera
zapricinuje proces hloubkové eroze a transport materidlu. Co se tyce teploty vody, je stale velmi
nizkd (max. 12-18 °C), hlavné z divodu zastinéni a nedostatku slune¢niho zéafeni. Voda je
dostatecné okyslicena diky mélké vodé¢ a turbulentnimu proudéni. Charakter a rozsah pstruhové
pasma zalezi na nadmotské vysce, typicky se vytvari nad 500 m n. m. Pstruhové toky jsou u

nas Siroké do 10m a hloubka byvé maximalné do 0,5m (Randék et al. 2013).

Mezi typické druhy ryb patii pstruh poto¢ni a vranka obecna. Z bezobratlych organismii
zde najdeme druhy, které jsou odolné vici rychlému proudu a maji vétSinou specialni adaptace.
Jedna se naptf. o bleSivce, larvy chrostikii, jepic ¢i posSvatek, muchnicky, pakomafi.
V nejjednodussim piipad€ jsou Zivocichové pfilnuti k pevnému podkladu (napf. mechovky,
houby, néktefi chrostici). Velmi u€¢inné mohou byt rizné vyrustky, vybézky, hacky, ptisavky,
které mohou byt na koncetinach, hrudnich segmentech nebo zadeckovych ¢lancich. Napf.
ptisavky maji larvy ptisalek (Blephaceridae) a pijavice, chrostici z ¢eledi Rhyacophilidae a
Polycentropidae maji hakovité posinky (Randak et al. 2013, Lellak & Kubicek 1991).

Prameny a vSeobecné horni toky mohou byt malé, ale poskytuji stanovisté pro bohatou
Skalu druhti, coz zvySuje biologickou rozmanitost pro cely ficni systém. Biotu hornich tokt 1ze
rozli$it do péti skupin: 1) druhy, které jsou unikétni pouze pro tuto cast toku, 2) druhy, které se
vyskytuji tady, ale i niZze v toku, 3) druhy, které se zde vyskytuji jen sezénné€ 4) druhy, které
vétSinu Zivota travi v dolnich tocich, ale pfitomnost v hornich tocich vyZzaduji v riznych
zivotnich stadiich (napf. tfeni), 5) druhy, které pfimo neZiji v hornim toku, ale mizeme je tu

najit (unaseny hmyz) (Meyer et al. 2007).

V hornim toku je vysoka diverzita a mnozstvi organickych latek hlavné diky piisunu
alochtonniho materidlu, napft. listy, vétve, byliny, klira, které¢ se rozkladaji riznou rychlosti.
Nejdiive se rozlozi listi, pozd¢€ji jehli¢i, a nakonec dfevni hmota, jejiz rozklad muize trvat
nékolik let. S vysokym obsahem téchto latek souvisi vyskyt mikrobidlnich organismt (hlavné

bakterii) a zivoCicht, ktefi jsou anatomicky vybaveni pro piijem a zpracovani detritu. V hornim
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toku jsou nejcastéjsi kouskovaci (shredders), mezi které patii napi. poSvatky, pakomari nebo
chrostici. Ti rozmélnuji organicky material na jemnéjsi Castice, které¢ vyuzivaji dalsi skupiny

organismil v prub¢hu toku (Lelldk & Kubicek 1991).

I ptes pfinos a dilezitost pro zachovani rozmanitosti a funk¢énosti celych fi¢nich
ekosystému jsou horni toky neustdle ohrozovany lidskou cinnosti. Procesy jako tézba,
urbanizace ¢i zeméd¢lstvi degraduji a eliminuji biotopy hornich toka. Degradace hornich toki
ma negativni disledky jak pro organismy téchto stanovist’, tak i pro biologickou rozmanitost

ekosystému dolnich toki (Meyer et al. 2007).
2.2 Sinice a Fasy v hornich tocich

Z primarnich producentd v hornich tocich pfevladaji rozsivky (napt. Cymbella, Gomphonesis,
Fragilaria), sinice (napf. Schizothrix, Phormidium), ruduchy (napt. Batrachospermum,
Lemanea), zelené tasy (napt. Stigeoclonium). Na mistech, kde je horni tok zastinény s nizkym
obsahem Zivin, se vyskytuje zhruba 30-60 druhti fas a sinic. Navic nékteré z nich uz nikde
v fi¢éni siti nenajdeme. Diverzita hornich tokli byva vSak casto podcenovana, jednak kvili

omezenému odbéru a studiu, ale i z divodu nepopsanych druhti ¢i rodi (Meyer et al. 2007).

V zalesnénych hornich tocich jsou sinice a fasy vedle alochtonné ziskaného materidlu
diillezitym zdrojem potravy pro rizné organismy, napt. hmyz. Jsou obecné 1épe stravitelngjsi a
vyzivn€j$i nez detrit, obsahuji zékladni slozky potravy (aminokyseliny, mastné kyseliny,...),

ktery hmyz nemuize ziskat ani z bakterii, ani z listii (Mayer & Likens 1987).
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3. Perifyton

Pojem perifyton 1ze definovat jako spoleCenstvo vodnich organismi rostoucich na povrchu
ponoienych predmétt, ktery pokryvaji svym povlakem. Mize byt slozen z bentickych fas a
sinic, rostlin, bakterii, prvokl a dalSich mikroorganismi, jako jsou viinici a perloocky (Yadav
et al. 2017). V moiském perifytonu mizeme najit navic naptiklad rizné typy mlzi, korysu,
sumek, koralli a zahavci, ktefi se ve sladkovodnim prostiedi nevyskytuji (Vermaat 2005).
Rozdil mezi pojmem perifyton a bentos neni v literatufe jednozna¢ny. Terminy perifyton a
aufwusch jsou viceméné synonymem pro termin bentické fasy podle Stevenson & Bahls (1999),
Stevenson, Bothwell & Lowe (1996), Dokulil (2013) a Allan & Castillo (2007).

Perifyton mtzeme najit prakticky ve vSech vodnich ekosystémech od malych rybnikt
po velké oceany a v trofickych podminkach, které sahaji od oligotrofie az po eutrofii (Azim et
al. 2005). Mizeme jej nalézt hlavné v hornich tocich feky, jelikoz u pramene ristu biomasy
brani jest¢ vysoké procento zastinéni a v dolnich tocich zase zdkal, zplsobeny velkym

mnozstvim jemnozrnnych ¢astic (Vannote et al. 1980).

Vsechny ponofené substraty, na které¢ dopada svétlo, at’ uz v malych potocich nebo ve
velkych fekach ¢i jezerech kolonizuje perifyton. Povrch nejdiive kolonizuji bakterie (Baker &
Orr 1986). Pokud je k dispozici dostatek svétla za¢nou se rozristat mensi rozsivky (Casto
Cocconeis, Navicula) a jednobunééné zelené fasy (napt. Scenedesmus, Chlorococcum). Tyto
kokalni formy nahradi pozd¢&ji vlaknité zelené fasy (Ulothrix, Oedogonium, Cladophora), dalsi
rozsivky (Gomphonema, Cymbella, Synedra) a vlaknité sinice (Oscillatoria, Calothrix).
Nakonec se mizou prichytit epifytické organismy (Hoagland et al. 1982, Vermaat 2005). Vyska
perifytonu se nejcastéji pohybuje v fadu nékolika milimetrii az nékolika centimetri (Vermaat
2005). Zmény v biomase mohou byt zpusobeny nékolika faktory, véetné slozeni substratu,

teploty, svétla a pfisunu zivin (Hansson 1992).

Perifyton se vyznamné podili na fixaci uhliku a kolobéhu Zivin ve vodnich
ekosystémech, a navic slouzi jako zdroj potravy pro bezobratlé, pulce a nékteré ryby. Miize se
pouzivat ke zlepSeni kvality vody v jezerech a nadrzich nebo k ¢isténi odpadnich vod (Azim et
al. 2005). Funguje také jako vyborny bioindikator €istoty vody, protoze obsahuje velky pocet
druhti, u kterych vime, jakym zplisobem reaguji na ur¢it¢ zmeény, navic jejich sbér je
jednoduchy a péstovani levné (Omar 2010). Zejména rozsivky povazujeme za uziteCné

ekologické indikatory pouzivané pii monitorovani kvality vody (Round 1991, Dixit et. al 1992).
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Kolonizuji téméf vSechny vhodna stanovist¢ a jsou pfizpusobeny Sirokému rozsahu

ekologickych podminek (Stevenson & Bahls 1999).

Pocatky studia perifytonu je obtizné piesné urcit, protoze bentické fasy byly pouzivany
po staleti jako modelové organismy napfiiklad pro studium fototropismu. Prvni studie
perifytonu publikovali Fritsch (1906) a Brown (1908), kteti se zaméfili na disledek sezonnich
vykyvil na rist a sloZeni fas v potocich a rybnicich. Od 40. let se zacaly objevovat studie o vlivu
abiotickych faktorti na perifyton a vyuzivani perifytonu jako bioindikatoru (Larned 2010).
V 50. letech svyvojem modernéjSich technologii doslo k vétsimu povédomi o dopadech
cloveéka na zivotni prostfedi a tim i na sladkovodni ekosystémy, napt. Odum (1956). Nové
technologie také usnadnily vyzkum primarni produkce a metabolismu organické hmoty
(Whitford & Schumacher 1961). Od 70. let se do povédomi dostavaly vlivy pfirodnich
disturbanci, limitaci svétlem a zivinami na perifyton, napt. Pringle et al. (1988). Mnoho
pokrokd v ekologii perifytonu v poslednich letech bylo ovlivnéno velkymi pokroky
v technologiich (mikroskopie, fluorometrie) (Larned 2010).

3.1 Perifytické rasy a sinice

Rozsivky (Bacillariophyceae), zelené tasy (Chlorophyta) a sinice (Cyanobacteria) obvykle
tvofi dominantni skupiny v perifytonu. Kromé nich se mohou vsak vyskytnout i ¢ervené fasy
(Rhodophyta).  Zlativky  (Chrysophyceae), rtznobrvky (Xanthophyceae), skryténky
(Cryptophyta) a obrnénky (Dinophyta) jsou spiSe planktonni organismy, ale mizeme je najit i
Vv bentosu. Navic zde jsou rtizné typy nepohyblivych klidovych stadii (Stevenson, Bothwell &
Lowe 1996).

Mezi nejbéznéjsi rozsivky miZzeme zafadit rody Diatoma, Synedra, Gomphonema,
Achnathes, Meridion, Nitzschia, mezi zelené fasy Cladophora, Ulothrix, Oedogonium,
Stigeoclonium, mezi sinice Osillatoria, Phormidium, Rivularia a mezi ruduchy Lemanea,
Hildebrandia, Batrachospermum (Lellak & Kubicek 1991).

Podle toho, jaky substrat fasy a sinice kolonizuji je rozdélujeme na epilitické, které
rostou na tvrdém povrchu jako je kamen, $térk ¢i balvan (Cladophora). Epifytické fasy rostou
na rostlindch ¢i vétSich fasach, které poskytuji relativné pevné substraty a jsou vybornym
zdrojem zivin (Oedogonium). Epipelické rostou na anorganickém ¢i organickém sedimentu,
charakteristické jsou velké rozsivky a vlaknité sinice (Sellaphora). Metafyon oznacuje misto
ve fotické zoné, které neni pfimo spojené se substratem. Tady se typicky nachéazi vlaknité zelené

fasy (Zygnema, Spirogyra, Mougeotia) (Dokulil 2013, Stevenson, Bothwell & Lowe 1996).
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Fyzicka struktura a stabilita podkladu mtze ovliviiovat kolonizaci fas a sinic. Ty druhy, které
vytvaii rozsdhlou biomasu, se obvykle nachazi na vétsich kamenech, zatimco malé pohyblivé

fasy kolonizuji malé utvary, jako je $térk nebo pisek (Burkholder 1996).

Perifytické tfasy a sinice podporuji potravni sité, odstraiuji z vody ziviny a mizou
stabilizovat sedimenty, zmirnit proud, a tim upravit vodni prostiedi (Allan & Castillo 2007).
Mnoho fas muze poskytovat vhodné habitaty pro bezobratlé, napi. Chara podporuje
rozmanitost a hustotu vodnich bezobratlych v potocich, kde je piscité dno, které je pro né
nevhodnym habitatem. Cladophora a dalsi vlaknité fasy podporuji populace bezobratlych napt.

pakomart nebo blesivel (Stevenson 1996).

Sinice a fasy muzeme je kategorizovat podle jejich velikost na makro- a mikro-. Makro-
jsou bentické formy, u kterych je na prvni pohled okem ziejma stélka (napt. Chara), ve srovnani
s mikro-, které nemohou byt rozliSeny bez pomoci mikroskopu (napf. Navicula) (Allan &
Castillo 2007).

Perifytické fasy a sinice jsou ovliviiovany fyzikalnimi, chemickymi a biologickymi
disturbancemi, ke kterym dochazi v toku. Perifyton mizou negativné ovliviiovat faktory, jako
je vysychani toku, anoxie, mraz, rychlé zmény osmotického potencialu, kontaminace, pohyb
substratu, rychlé zvySeni rychlosti toku, zména slune¢niho zafeni nebo teploty (Larned 2010).
Nejcastéji dochazi k odplaveni biomasy vlivem zvySené hladiny, i kdyz jsou organismy
pripojeny k substratu pomoci riiznych morfologickych struktur, jako jsou lepiva vlakna,
ptisavky, sliz nebo rhizoidy (Reid & Wood 1976). Pokud perifyton vytvari tlustou vrstvu, je
obzvlasté citlivy na odplaveni, zejména vlivem staii nejspodnéjs$i vrstvy, ktera oslabuje
pfipevnéni k podkladu. Nedostatek slunecniho zafeni, nariist metaboliti a snizend vyména
plynti a zivin mize pfispivat k tomu, Ze tato vrstva neni schopna udrzet hmotnost piekryvajicich
vrstev. Biomasa perifytonu obvykle rychle roste a nasledné strmé klesa, tento proces probiha
V rozpéti 3-6 tydni (Allan & Castillo 2007). Nejméné odolné jsou sinice (napf. Anabaena
variabilis, Oscillatoria sp.) a zelené vlaknité fasy. Nejodolngjsi jsou rozsivky (napi. Navicula
tenella, Nitzschia fonticola) (Grimm & Fisher 1989).

Svétlo je zakladem pro fotosyntetizujici bentické fasy a sinice a mize byt limitujicim
faktorem v malych potocich pod hustym lesnim porostem, kde mizou stromy pohlcovat az 95
% PAR (fotosynteticky aktivni zareni) (Hill 1996). Tyto populace se snazi dosdhnout maxima
na jaro, kdy je zastinéni jeSt€ minimalni a dosahuji v tomto obdobi maximalniho ristu. Existuje

mnoho studii, kde se po vykaceni stromu rozrostl perifyton diky vétSimu slune¢nimu zéfeni,
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napi. Murphy & Hall (1981) a Lowe et al. (1986). Nez svétlo pronikne ptes cely vodni sloupec,
narazi na piekazky, jako je rozpusSténa organicka hmota, suspendované anorganické Castice a
fytoplankton, které svétlo rozptyli a absorbuji. Malo slunecniho zafeni dopada na sinice a fasy
v hlubokych jezerech nebo obecné v zakalenych vodach. Naproti tomu dostatek slune¢niho
zateni je v mélké, Cisté vode. Zelené tasy obvykle potiebuji ke svému ristu vysokou uroven

cvwr

hloubce nebo v zastinéném prostiedi (Hill 1996, Allan & Castillo 2007).

Teplota vody ovliviiuje biomasu a druhové slozeni sinic a fas. Rozsivky dominuji pfi
teploté 5 °C az 20 °C, zelené a hnédé fasy 15 °C az 30 °C a sinice kolem 30 °C (DeNicola
1996). V mirném pasu je typickd dominance zelenych fas a sinic v letnich mésicich (Allan &

Castillo 2007).

Tok vody pfinaSi kontinudlné ziviny a plyny a tim podporuje rist perifytonu.
Rozpustény anorganicky fosfor, dusik ve formé NO3 a NH4" a oxid kiemicity jsou obecné
povazovany za nejvice kritické Ziviny pfi rustu fas a sinic, za urcitych okolnosti miizou omezit
rust 1jiné slozky. Pomér N/P poskytuje informaci o tom, kterd Zivina ve vod¢ je pravdépodobné
limitujici. Optimalni pomér dusiku a fosforu pro rust sinic a fas je 16:1 (Redfield 1958). Oxid
ktemicity vyuZivaji hlavné rozsivky, které si z n¢j stavi svou frustulu (Wetzel 2001). Nekteré
sinice maji konkuren¢ni vyhodu v tom, Ze dokazou fixovat vzdusny dusik ve specializovanych
bunikach, zvanych heterocyty a vyznamné tak ovlivitiovat kolobéh dusiku v ptirod€ (napf.

Anabaena nebo Nostoc) (Haselkorn 1978).

Mnoho studii poskytuje dikazy vlivu spasacu (grazers) na perifytické fasy a sinice ve
fluvialnich ekosystémech (Feminella & Hawkins 1995). Mezi spasace miizeme zatadit napf.
vodni plze, n€které chrostiky a jepice. Tito spasa¢i mohou sniZit biomasu fas a ovliviiovat

slozeni druhu, ristovych forem a obsah zivin (Allan & Castillo 2007).

Pocet bentickych druhti sinic, o nichz je znamo, Ze syntetizuji cyanotoxiny, se za
posledni desetileti dramaticky zvysil. I pfestoze se bentickym druhlim dostdva méné pozornosti
neZ druhtim planktonnim, pfedstavuji v n€kterych castech svéta vyznamny problém. Naptiklad
v Africe, Evropé, Australii i v Severni Americe byla umrti zvifat spojena s neurotoxiny a

hepatotoxiny, které produkuji sinice (Harland et al. 2013).
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4.1 Rod Phormidium

Phormidium je vlaknita nevétvena sinice, ktera nevytvaii Zzadné specializované buriky, jako jsou
akinety nebo heterocyty. Vlakna jsou protahla, vétsinou velmi dlouha, Sifka vlakna obvykle od
2,5 do 11um, rizné zakfivena a zuZena, pohybujici se, spiSe se vyskytujici v shlucich nez
samostatn¢. Bunky jsou kratsi nez del$i nebo izodiametrické, aerotopy se u tohoto rodu
nevyskytuji. Apikéalni buitky mohou byt rizn¢ utvareny — zaspicatélé, zakulacené, zaoblené,
zuzené. Nékdy je vnéjsi sténa apikalni bunky tlustsi nez ostatni, oznacuje se jako kalyptra a ma
svlyj taxonomicky vyznam (Obr. 3). Typické zbarveni vlaken je modrozelené, ale muze se
vyskytnout i nahnédlé ¢i nafialovélé. Rozmnozuji se jako ostatni vlaknité sinice pomoci
fragmentace vlaken, pfi¢emz vznikaji typické utvary zvané hormogonie, které se oddé€luji
pomoci nekrotickych bun¢k od matetského vlakna a dorustaji do nového vlakna (Anagnostidis
& Komarek 1985, Komarek & Anagnostidis 2005, Palinska et al. 2011)

VlIdkno muze byt obaleno tzv. slizovou pochvou (Obr. 3), kterd je bezbarva, tenka,
obsahujici vzdy jen jeden trichom. Vyskytuje se fakultativné a slouzi jako ochrana pted
vysychanim. Navic udrzuje vldkna jedné populace propletené a tim vytvafi typické shluky,
které mizeme nalézt ve vodé ¢i na sous$i jako makroskopické povlaky i nékolik cm velké

(Palinska et al. 2011).
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Obr. 3.: Priklad fotografii Phormidium sp. pod mikroskopem, na konci vlakna viditelna kalyptra

(vlevo) a slizova pochva (vpravo)
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Z hlediska taxonomie fadime sinice rodu Phormidium do #adu Oscillatoriales a ¢eledi
Oscillatoriaceae. Pro sinice z tohoto fadu je vychozi publikaci Gomont (1892). V soucasnosti
obsahuje vice nez 200 druhii jak ze sladkovodniho prostiedi, tak motského i suchozemského.
A stale nové rody i druhy se objevuji hlavné diky molekularnim analyzam genu 16S rRNA,
V poslednich letech byly zrodu Phormidium nékteré druhy piesunuty do stavajicich nebo
odstépeny do novych rodu, napt. Microcoleus, Ammassolinea, Kamptonema nebo Wilmottia.
Z morfologickych znakt je dulezité pro identifikaci pfitomnost ¢i absence kalyptry a slizové
pochvy, zizeni vldkna smérem ke konci, tvar apikalni buiiky a pomér Sifky a délky bun¢k

vlédkna (Chatchawan et al. 2012).

Pro lepsi charakterizaci a identifikaci rozd¢€lili Anagnostidis & Komarek (2005) tento
rod do osmi skupin na zakladé morfologie vlaken (viz obr 4.). Jde pfedevsim o ptitomnost ¢i
absenci slizové pochvy a kalyptry, tvaru konce vlakna (zazené dlouze ¢i kratce, zaoblené,

zaSpicatelé) a tvaru bunék (izodiametrické, kratsi nez delsi).
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Obr. 4: Rozdéleni do osmi skupin na zakladé morfologie, podle Komarek & Anagnostidis
(2005).
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Phormidium je kosmopolitni rod, ¢asto dominuje v bentosu na dn¢ stojatych i tekoucich
vod a na povrchu pud, kde vytvari typické makroskopicky pozorovatelné zelené povlaky
(Obr. 5). Vyskytuje se spole¢né s dal§imi mikroorganismy, jako jsou bakterie, rozsivky nebo
zelené tasy (Wood et al. 2012). Existuje vSak malo znalosti o tom, jak se méni mikrobialni
spolecenstvi v biofilmech, kde je dominantni Phormidium, napt. Brasell et al. (2014). Hraje
také dilezitou roli v Arktickych a Antarktickych ekosystémech jako primarni producent

(Strunecky, Elster & Komarek 2010).

Obr. 5: Fotografie povlaku sinic a fas na biehu Tichovského potoka.

V soucasné dob¢€ se pozornost vénuje i toxintim, které tento rod produkuje. Béznym
druhem, ktery produkuje anatoxiny je Phormidium autumnale (Microcoleus autumnalis) podle
nové klasifikace (Strunecky et al. 2013). Napiiklad na Novém Zélandu zpusobil tento druh
béhem posledniho desetileti cetné otravy pst. Predstavuje vyznamné zdravotni riziko pro
¢loveéka, tam, kde jsou feky hojn€ vyuzivany pro rekreaci a zasobovani pitnou vodou (Wood et

al. 2007).
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4.1 Kmeny odvozené od rodu Phormidium

Kamptonema (Strunecky et al. 2014)

Na zakladé¢ morfologie a molekularni analyzy genu 16S rRNA byl odstépen novy rod
pojmenovany Kamptonema. Vytvaii podobna vlakna jako rod Phormidium a jemu podobné
rody, ale lze jej rozlisit podle absence kalyptry a ve vétSing ptipadi i slizové pochvy (Obr. 6).
Vladkna mohou byt samostatnd nebo mohou vytvaret kolonie. Vldkno se nejcastéji zuzuje a
ohyba bud’ po delsi ¢asti vlakna nebo po kratsi. Apikalni buitky mohou byt zaoblené nebo
zaSpicatélé, vzdy bez kalyptry. Charakteristické jsou tylakoidy, které¢ zaujimaji velkou cast
buiikky a mizou byt ulozené centralné, ale i na vnitini strané bunék (Obr. 7) (Strunecky et al.

2014).

Obr. 7: Podélny a pfi¢ny fez vlakna rodu Kamptonema, charakteristicka pozice tylakoidd (th),

ribozomy jsou viditelné jako ¢erné tecky, podle Strunecky et al. (2014). M¢titko 1 pm.

25



Potamolinea (Martins & Branco 2016)

Na zéklad¢ molekularnich analyz genu 16S rRNA, ale 1 oblasti ITS (internal transcribed spacer)
byl popsan novy rod Potamolinea, pod ktery spadaji tfi druhy: P. magna, P. aerugineo-caerulea
a Potamolinea sp. (Obr. 8), které 1ze mezi sebou morfologicky rozlisit na zakladé obsahu bun¢k
a tvaru apikdlnich bunck. Jejich stélka je vétSinou prichycena k substratu, slizovita,
modrozelena. Vldkna jsou husté zapletena do sebe, pohybliva. Slizova pochva fakultativni,
pevna, tenkd, pfipevnéna k trichomim. Trichomy valcovité po celé své délce, nezuzujici
smérem ke konci, Siroké 6-16,8 pm. Bunky izodiametrické nebo kratsi ¢i delSi nez S§irsi,
viditelné granule. Heterocyty a akinety chybi. Reprodukce probiha rozpadem trichomti pomoci

nekrotickych bunék (Martins & Branco 2016).

Obr. 8: Fotografie vlaken rodu Potamolinea: (a-d) P. magna, (e-h) P. aerugineo-caerulea, (i-I)

Potamolinea sp. Métitko 10 pm.
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Ammasolinea (Hasler et al. 2014)

Novy rod byl odvozen jak na zékladé morfologickych znakd, tak i pomoci analyzy genu 16S
rRNA. Trichomy mizou byt samostatné nebo tvoii az makroskopicky viditelné kolonie,
trichomy nejcastéji rovné nebo mirn¢ zahnuté, vzdy bez slizové pochvy, vice ¢i méné se
zuzujici ke konci trichomu, zaoblené, bez kalyptry (Obr. 9). Bunky kratsi nebo delsi nez Sirsi a
maji uvnitf typické diagonélni usporadani tylakoidl po celé buiice, diky nimzZ jsou dobie
rozlisitelné od rodu Phormidium, ktery je ma parietalné nebo radiadlné umisténé (Obr. 10).
Trichomy se déli prostfednictvim hormogonii, které vznikaji za pomoci nekrotickych bunék

(Hasler et al. 2014).

Obr. 9: Zachycena variabilita trichomu druhu Ammasolinea attenuata (holotyp) (A-R). Na
fotografii viditelné hormogonium (S) a tvorba nekrotickych bunék (T-U), podle Hasler
et al. (2014). M¢étitko 10 pm.
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Obr. 10: Pfi¢ny fez druhu Ammasolinea attenuata s viditelnym diagonalnim uspoifadanim

tylakoida po celé burnce, podle Hasler et al. (2014). M¢titko 1 pm.
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Microcoleus (Strunecky et al. 2013)

Rod Microcoleus je vlaknita sinice, ktera patii do ¢eledi Microcoleaceae. V minulosti byla
nékolikrat potvrzena pomoci polyfazového pristupu podobnost druhu Microcoleus vaginatus a
Phormidium autumnale, napt. Drouet (1962). Vlakna jsou samostatnd nebo mohou tvofit
nepravidelné kolonie. Trichomy jsou pohyblivé, typicky se vyskytuje vétsi pocet trichomu
V jedné bezbarvé slizové pochveé, vétsinou se ke konci zuzuji, jsou zakonéené kalyptrou (Obr.
11) nebo zakulacenymi apikdlnimi buiikami. Sitka vliken je kolem 4-8 um. Buiiky
izodiametrické nebo o néco az dvakrat delsi nez Sir$i. Reprodukce probihd pomoci nekrotickych
bun¢k, diky nimz vznikaji hormogonie, které poté dorostou do velikosti matetské buiky

(Strunecky et al. 2013).

Obr. 11: Morfologie vlaken typického druhu (lektotypu) Microcoleus vaginatus s viditelnymi
slizovymi pochvami (F, I) a kalyptrami (B, E, J, K, N) podle Strunecky et al. (2013).
Meéfitko 20 um.
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Ancylothrix (Martins et al. 2016)

Tento noveé vznikly rod zahrnuje zatim dva popsané druhy (A. rivularis a A. terrestris), které
byly odvozeny na zéklad¢ morfologickych znak, ale i molekularnich analyz genu 16S rRNA
a oblasti ITS. Vyznacuji se trichomy, které jsou Casto bez viditelnych slizovych pochev, ke
konci se zuzuji, Siroké kolem 4-7 um. Apikdlni buniky bez kalyptry, zakulacené (Obr. 12).
Obsah bunky je modrozeleny, heterogenni, nékdy s viditelnou nukleoplazmou a granulema
(Obr. 13). Reprodukce probihé rozpadem trichomt na hormogonie (Martins et al. 2016).

|
|
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Obr. 12: Fotografie sedmi kmend rodu Ancylothrix — (a-c) A. rivularis, (d-g) A. terrestris, podle
Martins et al. (2016). Métitko 10 pm.

Obr. 13: Pii¢ény fez vlakna rodu Ancylothrix — viditelné tylakoidy (th), slizova pochva (mu),
nukleoplazma (nu), bunééna sténa (cw) a granula (cg), podle Martins et al. (2016). Métitko 1

pm.
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Oxynema (Chatchawan et al. 2012)

Podle Chatchawan et al. (2012) rod Oxynema zahrnuje 3 druhy — O. thaianum, O. acuminatum
a O. lloydianum, které byly odstépeny z rodu Phormidium, konkrétn¢ ze skupiny I. podle
Komarek & Anagnostidis (2005). Tato skupina se vyskytuje v halofilnim prostiedi a ma
typickou nezaménitelnou morfologii. VIdkna vytvaii modrozelenou stélku az ¢ernozelenou,
slizova pochva se vyskytuje ziidka a je nepatrné viditelnd pod svételnym mikroskopem.
Trichomy jsou dlouh¢, zuzené, u konce kratce ohnuté, apikalni buniky protahlejsi a ostie Spicaté
(Obr. 14), vzdy bez kalyptry. Buiky vétSinou krat$si nez Sirsi, 2,2-3 um dlouhé, zfidka
izodiametrické. Tylakoidy maji uspotadany radialné a nepravidelné¢ v bunikach. Druhy se
navzajem lisi podle zazeni na pricnych sténach, ptitomnosti slizové pochvy a délky bun¢k (Obr.

15).

8 9 10 1"
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Obr. 14: Fotografie zachycujici typickou morfologii konct vlaken druhu Oxynema thaianum,
podle Chatchawan et al. (2012). M¢éftitko 30 um.
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Obr. 15: Srovnani morfologie druhti: 41. Oxynema lloydianum, 42. Oxynema thaianum, 43.

Oxynema acuminatum, podle Chatchawan et al. (2012).
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Phormidesmis (Turicchia et al. 2009)

Phormidesmis byl ptivodné zafazovan do rodu Phormidium kvali podobnym morfologickym
znaklim. Trichomy nevytvafi akinety ani heterocyty, vldkna se nevétvi, obvykle je pfitomna
slizova pochva, kterd je tenka a bezbarva a obsahuje vétsinou jedno vlakno, ziidka 2-3. Sitka
vldkna je nejcastéji 2,5-4 pm. Buiiky jsou Casto izodiametrické, ale miizou byt delsi nebo kratsi
nez SirSi. Apikalni buiiky jsou podobné vegetativnim buiikdm, zakulacené a nikdy nevytvari
kalyptru. Tylakoidy jsou v bunice uspotadany pravidelné. Komarek et al. (2009) popsali dva
druhy — P. molle (Obr. 16) a P. priestleyi (Obr. 17), které se 1isi z hlediska ekologie. P. molle
obyva tropické oblasti, napt. roste jako perifyton ¢i metafyton v litoralu jezer a v ryZovych
polich, mtze vytvaret plovouci povlaky na hladiné. Naproti tomu druh P. priestleyi je sice
morfologicky velmi podobny pifedchozimu druhu, ale vyskytuje se v epilitonu rychle tekouci
vod pii pobfezi Antarktidy (Komarek et al. 2009).

Obr. 16: Typicka morfologie vlaken druhu Phormidesmis molle, podle Turicchia et al. (2009).
Meftitko 10 pm.

Obr. 17: Typicka morfologie vlaken druhu Phormidesmis priestleyi, podle Komarek et al.
(2009). Méfitko 10 pm.
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Wilmottia (Strunecky et al. 2011)

Rod Wilmottia byl diive zafazovan do rodu Phormidium a Microcoelus i pfes to, Ze je od nich
dobfe rozliSitelny na zdkladé morfologie a velikosti vldken — mé uZzsi trichomy, nezuzujici se
konce vldken, absence kalyptry a absence zizeni u pti¢nych stén. Taky se liS$i umisténim
tylakoidda, které se vyskytuji v bunice po obvodu bunécné stény (Obr. 18). Typicky vytvaii bud’
samostatna vldkna nebo je dohromady nékolik paralelné uspotadanych vlaken ve slizu — cely
shluk muize mit $itku az 50 um. Trichomy mohou vytvaret slizové pochvy, které jsou pevné a
bezbarvé, na konci oteviené (Obr. 19). Bunky nejcastéji izodiametrické, modrozelené,
homogenni, vSechny vegetativni bunky jsou schopny se d¢lit, pomoci d€leni za vzniku

segmentu, bez tvorby nekrotickych bunék (Strunecky et al. 2011).

Z dtive popsaného druhu Phormidium murrayi byl odvozen druh Wilmottia murrayi.
Z fylogenetického hlediska ma nejblize k rodu Geitlerinema (Strunecky et al. 2011). Poté byly
popsany jesté dva druhy na zakladé molekularnich metod — Wilmottia stricta (Machado-de-
Lima et al. 2017) a Wilmottia koreana (Lee et al. 2020).

Obr. 18: Typicka struktura tylakoidi v pficném fezu vlakna druhu Wilmottia murrayi, podle
Strunecky et al. (2011). MéFitko 2 um, th — tylakoidy.
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podle

Obr. 19: Kresba (vlevo) a fotografie (vpravo) druhu Wilmottia murrayi z riznych lokalit,
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Roseofilum (Casamatta et al. 2012)

Tento novy rod byl popsan na zakladé fylogenetickych analyz z rodu Phormidium, konkrétné
zdruhu Phormidium corallyticum, ktery byl objeven jako rostouci epifyt na koralech
v Karibiku, Indo-Pacifiku a v Rudém mofi. Vldkna jsou vétSinou samostatnd, s jednim
trichomem ve slizové pochve, kterd je tenka a bezbarva (Obr. 20). Trichomy jsou pohyblivé,
mirn€ zuzené. Buiky izodiametrické nebo del$i nez Sir$i, s radidlné¢ umisténymi tylakoidy.
Popsany druh Roseofilum reptotaenium (Obr. 21) vytvaii ¢erné povlaky piirostlé ke koralu az
nekolik cm Siroké a 1 mm vysoké, vlakna Siroka 3-3,9 pm, nezuzujici se ke konci, s jednim
zaoblenym koncem a s jednim kuZzelovitym. Bunky hnédavé cervené, kratSi nez SirSi az

izodiametrické, dlouhé 2,5-4 um. Nevytvari typické nekrotické buiky (Casamatta et al. 2012).

Obr. 20: Fotografie rodu Roseofilum sp., podle Casamatta et al. (2012). M¢titko 10 pm.
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Obr. 21: Fotografie druhu Roseofilum reptotaenium vytvofena pomoci elektronového

mikroskopu, podle Casamatta et al. (2012). M¢titko 5 um.
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Cephalothrix (Malone et al. 2015)

Puvodné¢ brazilské kmeny byly fazeny do rodu Phormidium, ale po detailnim srovnanim jejich
morfologie a molekularnich analyz byl od$tépen novy rod Cephalothrix. Na zakladé
fylogenetické analyzy zalozené na sekvenovani genu 16S rRNA byly popsany dva druhy —
Cephalothrix komarekiana a Cephalothrix lacustris.

Oba druhy maji rovné trichomy, mirn¢ zuzujici ke konci, nékdy ohnuté, ¢asto ptitomna
pevna slizova pochva, ktera mize byt bud’ ptilnuta Kk trichomu, nebo je $irsi. Buiky jsou §irsi
nez delsi (2-3,4 um dlouhé, 4,2-6,5 um Siroké), obsah bunék heterogenni s viditelnymi aerotopy
(Obr. 23). Apikélni buitka mtize mit dobie vyvinutou kalyptru. Tvorba hormogonii probiha

pomoci nekrotickych bunck. Tylakoidy jsou radidln€ umisténé v buiice (Obr. 22).

Zajimavosti je jejich Zivotni cyklus. V pocate¢nim stadiu maji trichomy aerotopy, ale
nevytvari slizové pochvy (Obr. 23 a, b). Po zhruba 6 dnech se zacaly ztracet aerotopy (Obr. 23
e) a vytvafeli se slizové pochvy (Obr. 23 h), které se poté rozsitily (Obr. 23 1) a trichomy se
pomoci nekrotickych bunék (Obr. 23 j) rozd¢lili na hormogonie (Obr. 23 k, 1) a ty byly uvolnény
ze slizové pochvy a zacali vytvaret opét aerotopy (Obr. 23 m). Tento cyklus naznacuje, ze
V pfirodé mohou piezivat ¢ast zivotniho cyklus v planktonu a ¢ast v bentosu bez aerotopti a se

slizovou pochvou (Malone et al. 2015).
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Obr. 22: Fotografie C. komarekiana potizené pomoci transmisniho elektronového mikroskopu
(TEM). (a) Celkovy pohled na vegetativni buiiku s aerotopy (pti¢ny fez), (b) detail aerotop,
(c) radialn¢ uspotadané tylakoidy (podélny fez), podle (Malone et al. 2015). M¢titko (a, ¢) 1
um, (b) 0,5 um.
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Obr. 23: Druh Cephalothrix komarekiana (a) trichomy s aerotopy a bez slizové pochvy
(iniciélni stddium), (b-d) vyvinuté apikalni buiiky, (e) trichomy s viditelnymi aerotopy, (f)
trichomy bez aerotopi, (g) apikalni burika plné€ vyvinuta, (h-i) detail slizové pochvy, (j) detail
nekrotickych bunék, (k-1) formujici se hormogonie, (m) hormogonie s vyvinutymi aerotopy,

podle Malone et al. (2015). M¢titko (a) 20 um, (b-m) 10 um.
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METODIKA

1. POPIS STUDOVANEHO UZEMI

1.1 Vizovicka vrchovina a Prirodni park Vizovické vrchy

Velkou ¢ast jihovychodni Moravy pokryvaji kopce Vizovické vrchoviny (Obr. 24), které jsou
soucasti geomorfologického celku Slovensko-moravskych Karpat a subprovincie Vnéjsi
Zapadni Karpaty, které se tahnou od Rakouska, pies Cesko a Slovensko az do Polska. Na
vychodé se vrchovina styka s pohofim Javorniky, na jihu s Bilymi Karpatami, na severu se
Vsetinskymi vrchy. VétSina oblasti je odvodiovana fekou Moravou a ¢ast fekou Vlarou, které

spadaji do imoti Cerného mofte.
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Obr. 24: Mapa znazornujici izemi Vizovické vrchoviny, zdroj: www.turistika.cz.

Vrchovina je soucasti tzv. karpatského flySového pasu. Flys je podlozi, kde se v kazdé
geologické vrstveé stfida piskovec a jilovec. Vrstvy se od sebe lisi jak chemicky, tak
V procentudlnim slozeni téchto dvou sedimentarnich hornin. Mocnost vrstvy je od n¢kolika cm

az do nékolika metrti, vyjime¢né mize dosahovat az 1 km (Poprawa & Nemcok 1988).
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Chemické slozeni podzemni vody zavisi na slozeni hornin. Pfevladaji zde sliny (hlavni
minerdl CaCO3), jilovce bohaté na véapnik, vapenaty piskovec a vapenec. V této geologické
oblasti byly nalezeny vysoké koncentrace vapniku, ale také hot¢iku, zejména v pramenité vode.
Ve vodé se objevuji 1 zvySené koncentrace chloridi, sirani a sodiku. Tyto zvySené koncentrace
maji geogenni plivod. Vysoka koncentrace siranil je zptsobena oxidaci pyritu, ktery je soucasti

iilovee (Hajek & Hekera 2005).

Vrchovina obsahuje velké mnozstvi pramenti, véetné mineralnich (napf. Vincentka
Vv oblasti Luhacovic). Zapadokarpatské prameniSté jsou nejunikatnéjsi nezneciSténa mista na

hranici Ceské a Slovenské republiky.

Podnebi je podle primérnych ro¢nich teplot mirné teplé az teplé. Na vyssich vrcholech
klesaji primérné ro¢ni teploty pod 7 °C. Srazky byvaji pomérné vydatné. Vegetaci nizsich casti
bioregionu tvoii karpatské dubohabiiny, na prudsich svazich, kde je kyselej$i substrat
ptrevladaji acidofilni doubravy. Smérem vySe prechazi do bucin a dale smrcin. Pfirozené bezlesi
chybi. Nizs§i polohy typicky tvofi mezofilni lu¢ni porosty (psineckové pastviny, louky

s pchacem poto¢nim), xerofiln€jsi typy jsou vzacné.

Centrem této vrchoviny je Piirodni park Vizovické vrchy (Obr. 25), ktery lezi v okrese
Zlin. Rozloha pfirodniho parku je 13 300 ha. Nejvyssim bodem je kopec Klastov (753 m).
Vétsinu rozlohy tvoii smrkové monokultury, ¢ast zaujimaji listnaté stromy s bfizami, habry,
duby a buky. V nizsich polohach pievazuji hospodaisky vyuzivana mista jako pole, sady a
louky.

Obr. 25: Fotografie vychodni ¢asti Vizovickych vrchi, zdroj: /www.flickr.com/photos/jirka-
zapalka/38877093590.
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1.2 Popis studovanych toki
Vlara
GPS pramene: 49.2144011N, 17.9631997E

Je to vyznamné jihomoravska feka, kterd se nepodili na povodi Moravy nebo Odry. Reka
prameni V jehlicnatém lese nedaleko kopce Sveradov a jihovychodné od vesnice Pozdéchov
v nadmoiské vysce 650 m n. m. (Pfiloha 1). Prvni obci, kterou protéka, jsou Drnovice, poté se
koryto u Vysokého Pole rozsituje. V téchto mistech by méla Vlara v budoucnu vtékat do vodni
nadrze Vlachovice, ktera by méla byt dostavéna v roce 2030. Vlara odtéka dale pies Bilé
Karpaty az na Slovensko (Obr. 26), kde se vléva v blizkosti obce NemSova v nadmoiské vysce
219 m n. m. jako pravostranny pfitok do feky Vah. Délka toku je 42,5 km. Primérny pratok
¢ini 3,2 m%/s. Dno feky v pievazné &asti tvoii §térk a jil, v horni ¢4sti toku také kameny. Vzorky

byly odebrany celkem na ¢tyfech mistech. Pfimo u pramene, a poté ve vzdalenosti 1 a 2 km od

pramene pied obci a dalsi vzorek za obci Drnovice (Obr. 27).
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Obr. 26: Mapa toku feky Vlary v CR po hranici SK.
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Obr. 27: Detailngj$i mapa s vyznacenymi misty odbéru vzorki na fece Vlare.

Smolinka
GPS pramene: 49.2090047N, 17.9882364E

Tento potok prameni Vv lese jizné nedaleko lokality Varakovy paseky (Ptiloha 2) ve Vizovické
vrchovin€ vV nadmotské vysce 675 m. Prvni obci, kterou protéka je vesnice Smolina nedaleko
Vala$skych Klobouk. Potok déle odtéka jiznim smérem a tvoii hranici mezi okresy Zlin a
Vsetin (Obr. 28). Nedaleko La¢nova protéka pfirodni pamatkou Smolinka a Podskali¢i u obce
Kitekov. Potok v této oblasti ptfibira dal§i ptitoky zudoli. Toto misto je typické bohatym
vyskytem Safrdnu bélokvetého roustouciho piimo u tohoto potoka. Smolinka se vléva u
Vlachovic jako levostranny ptitok do Vlary v nadmoiské vysce 342 m. Délka toku je 15,3 km.
Vzorky byly odebrany celkem na ¢tyfech mistech. Pfimo u pramene, a poté ve vzdalenosti 1 a

2 km od pramene pied obci a dalsi vzorek za obci Smolina (Obr. 29).
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Obr. 29: Detailngjsi mapa s vyznacenymi misty odbéru vzorki na potoce Smolinka.
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Tichovsky potok
GPS pramene: 49.1926356N, 17.9809408E

Tento potok prameni Vv lese nedaleko obce Tichov, poté touto obci protéka jihozapadnim
smerem (Obr. 30). Mezi obcemi Vysoké Pole a Vlachova Lhota se vléva jako levostranny piitok
do feky Vlary. Délka toku je pfiblizn€ 6 km. Vzorky byly odebrany z divodu kratké délky toku

pouze na tiech mistech. Pfimo u pramene, pied obci a dalsi vzorek za obci Tichov (Obr. 31).
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Obr. 30: Mapa toku Tichovského potoka.
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Obr. 31: Detailn¢jsi mapa s vyzna¢enymi misty odbéru vzorkt na Tichovském potoce.

Vysokopolsky potok
GPS pramene: 49.2093139N, 17.9478944E

Potok prameni u kopce Klastov (753 m n. m.), coZ je nejvyssi bod Vizovickych vrchi
(Obr. 32). Poté protéka nedaleko pamatniku Plostina jizné smérem k obci Vysoké pole. Za touto
obci se vléva jako pravostranny pfitok do feky Vlary. Délka toku je piiblizné 5 km. Vzorky
byly odebrany celkem na ¢tyfech mistech. Pfimo u pramene a poté ve vzdalenosti 1 a 2 km od

pramene pied obci a dalsi vzorek za obci Vysoké Pole (Obr. 33).
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Obr. 33: Detailngjsi mapa s vyznac¢enymi misty odbéru vzorkii na Vysokopolském potoce.
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2. Sbér vzorku

Vzorky byly sbirdny podél ctyt potokl v oblasti ptirodni rezervace Vizovickych vrchii (Vldra,
Smolinka, Tichovsky a Vysokopolsky potok), které prameni v téchto vrsich. Sbér byl proveden
Vv srpnu v roce 2019. Pred sbérem jsem provedla fotodokumentaci kazdé lokality a konkrétniho
mista odbéru vzorku.

Odbér byl proveden podél toku na tfech az ¢tyfech mistech. Nejprve jsem ziskala vzorek
piimo u pramene potoka, dalsi dva byly sebrany pied prvni obci v ur€ité vzdalenosti (1 km a 2
km od pramene — podle dostupnosti terénu) a posledni za obci. Na kazdém tomto stanovisti
jsem odebrala vzorek ze dna potoka, ze biehu, ktery omyvala voda, a ve vzdalenosti cca 2-3 m
od brehu (Obr. 34). Navic jsem nabrala vétsi mnozstvi pudy (cca 100 g) ve vzdalenosti 2-3 m
od biehu.

Na Vlare, Smolince a Vysokopolském potoce jsem tedy shromazdila na 4 mistech
celkem 36 vzorkd. Kvili kratsi délce Tichovského potoka jsem zde na 3 mistech posbirala
celkem 9 vzorkii. Dohromady jsem tedy ziskala 45 vzorkd.

Ke shromazdéni kapalnych vzorkil jsem pouzila oznacené zkumavky, zejména na
vzorky piimo ze dna fek. Suchou biomasu jsem na biehu nabirala nejcastéji skalpelem, vEtsi
mnozstvi pidy malou lopatkou. VSechny vzorky jsem dale zpracovavala v algologické

laboratofi.

Obr. 34: Odebrany vzorek ze dna potoka (1), ze biehu (2) a cca 2-3 m od biehu (3). Fotografie

toku Vlara, cca 2 km od pramene.
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2.1 Priitbéh méreni
Na kazdém z patnacti stanovist’ jsem zméfila a zaznamenala teplotu, pH a vodivost. Pouzila

jsem digitalni ru¢ni méfici ptistroj zvany konduktometr (Obr. 35) pro méfeni vodivosti a teploty

(GRYF 106 L) a digitalni dvoukanalovy multimetr pro méfeni pH (Hach HQ40d).

Obr. 35: Pribéh méteni pomoci konduktometru na druhém kilometru od pramene toku

Smolinka.
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3. Zpracovani vzorku v laboratori

Pro kultivaci nasbiranych vzorkl jsem pouzivala médium bud’ tekuté nebo pevné Z medium
(1,5% agar) (Staub 1961). S médii a kulturami jsem pracovala ve flow-boxu s horizontalnim
proudénim (AURA HZ 48), plochu jsem sterilizovala vzdy pied praci roztokem Isorapid.
Ockovaci klicky jsem zbavila kontaminaci nad plamenem kahanu, pouZzivala jsem jednorazové

sterilni pipety, zkumavky a dalsi potfebné pomicky.

Vsech 43 vzorkl jsem umistila ve flow-boxu pomoci pinzety z uzaviratelnych sackt do
Petriho misek se Z médiem (Obr. 36) a nechala jsem biomasu rozrist za pokojové teploty
s dostate¢nym osvétlenim. Za n€kolik tydnl jsem pozorovala povlaky sinic a fas. V tomto
stddiu jsem pomoci ockovacich klicek pienesla tyto kolonie do zkumavek se sterilnim

Z médiem a nechala je zase rozrust.

Obr. 36: Petriho misky se vzorky a Z médiem ve flow-boxu.

3.1 Zpracovani pudniho substratu

Ve vzdalenosti 3 m od biehu jsem na kazdém z 15 stanovist’ nasbirala cca 100 g pudy. Z tohoto
mnozstvi jsem v laboratofi smichanim s vodou udélala roztok (Obr. 37) za pomoci vahy a
Erlen-Mayerovych ban¢€k. Tento roztok jsem nechala 24 hodin usadit a poté jsem zméfila
pomoci konduktometru vodivost a teplotu (GRYF 106 L) a pomoci multimetru pH (Hach
HQ40d).
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Obr. 37: Pudni roztok v Erlen-Mayerovych barikach.

3.2 1zolace kmenu

Mym cilem bylo ziskat ¢isté kmeny, které jsem ziskala purifikaci ve flow-boxu s pouzitim
sterilni jehly bud’ pifes zkumavky se Z médiem, nebo pomoci agarové plotny na Petriho

miskach. Poté jsem zkumavky nebo Petriho misky pielepila parafilmem a nechala kultivovat.

Pokud nékteré vzorky nebyly stale €isté ani po opakovaném pieizolovanim, pouzila
jsem tzv. kapkovou metodu. Ta je zaloZena na izolaci bunék/vlaken pomoci mikropipety
V kapce sterilntho média. Na podlozni sklicko jsem nakapala pét kapek média a pomoci
mikropipety a mikroskopu pfenasela samostatné vlakno ptes tyto kapky. Nakonec jsem toto
vlakno pfenesla do zkumavky se Z médiem a nechala nékolik tydnd rozrust. Pak jsem
zkontrolovala pod mikroskopem &istotu izolovaného kmene. Cisté kmeny jsem uchovavala ve

zkumavkach ve fytotronu (Obr. 38).
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Obr. 38: Fytotron s fizenymi podminkami pro uchovani kment sinic.

3.3 Determinace vzorki

Vzorky jsem pozorovala ve svételném mikroskopu Zeiss PrimoStar nejcastéji pod zvétSenim
40x nebo 100x za pouziti imerzniho oleje. Kmeny jsem determinovala s pouzitim literatury
Komaérek a Anagnostidis (2005). Zaroven jsem zaznamendvala dalezité morfologické znaky:
pritomnost ¢i absenci slizové pochvy a kalyptry a pomoci méftitka zjistovala Sitku bungk.
Obrazovou dokumentaci jsem pofizovala pomoci kamery AxioCam ERx 5s, Zeiss, SMpx a

programu AxioVision Rel. 4.8.1. Fotografie jsem nakonec upravovala na poc¢itaci v programu

Zoner Phoro Studio X.
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4. Molekularni analyzy

Pro spravnou determinaci mikroorganismi je v souc¢asné dob¢ dulezity kromé& morfologickych
znaki 1 podil molekularnich metod, napi. analyza MALDI-TOF MS zaloZena na podobnosti
proteinii jednotlivych kment nebo sekvencni analyza genu 16S ribosomalni RNA, ktera se

bézné pouziva pro identifikaci prokaryotickych organismt.

4.1 MALDI-TOF MS

Je to pfesnd a jednoducha metoda, zaloZend na hmotnosti spektrometrii, pouzivana od 80. let
20. stoleti (Patel 2015). Lze ji vyuzit k rychlé identifikaci mikroorganismi do rodu, druhu, ¢i
dokonce kmenu. Z malé casti biomasy dokazeme vytvofit peptidovou mapu, ktera je

charakteristicka pro kazdy mikroorganismus (Santos et al. 2016).

Hojné je tato metoda vyuzivana k rozpoznani patogent v klinickych mikrobiologickych
laboratofich. Pfispéla k diagnostice nadort, riznych alergii ¢i Alzheimerové chorobé (Marvin
et al. 2003). V soucasnosti se vyuziva i v pramyslovych ¢i biologickych laboratotich (Huong
et al. 2014, Wieser et al. 2011).

Hmotnosti spektrometrie (MS) je metoda, pouzivand k rozdéleni ionti na zdkladé
poméru hmotnosti a jejich néboje. Tyto nabité ¢astice (ionty) vznikaji na zakladé ionizace
Z neutralnich molekul vzorku v hmotnostnim spektrometru. Byly vyvinuty rizné techniky
zalozené na ionizac¢nich a detekénich systémech. Nejéastéji pouzivana metoda je MALDI-TOF
MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of flight Mass Spektrometry), ktera
byla nejdiive vyvinuta pro analyzu peptidi a bilkovin, pozdéji 1 pro nukleové kyseliny (Wieser

etal. 2011, Havli§ 1999).

Spektrometr je sloZen ze tfi hlavnich ¢asti — a) iontovy zdroj, ktery umoziuje ionizaci
vzorku, b) hmotnosti analyzator, kde se rozdé€luji ionty o riznych hmotnostech, c¢) detektor,

ktery zachycuje dopadajici ionty (Sauer & Kliem 2010) (Obr. 40).

Protoze je tato metoda velmi citliva, sta¢i pro analyzu malé mnozstvi jednodruhové
biomasy bez kontaminaci. Ta je umisténa spolecné s matrici na specialni misto ulozeni na
analytické desticce (Obr. 39) a roztok se necha vykrystalizovat. Matrice pomaha pii desorpci a
ionizaci a chrani molekuly pfed fragmentaci laserem. Jako matrice slouzi nejcastéji Kyselina

skoficova nebo derivaty kyseliny benzoové (napt. 2,5-dihydroxybenzoova).
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Obr. 39: Analyticka desticka s nanesenou biomasou a matrici.

Poté je desticka umisténa do vakuované ¢asti hmotnostniho spektrometru (Microflex
LRF, Brucker Daltonics Inc.). Nasledné jsou vzorky vystaveny kratkym laserovym impulstum,
priCemz je energie zareni pohlcena matrici, coz vede k zahtati a desorpci. V této fazi dochazi
k pfeméné analytu z pevného na plynny. Nahodnou kolizi v tomto plynu se naboj pienasi
Z matrice na mikrobidlni molekuly. Tyto ionizované molekuly jsou pohdnény elektrickym
polem a putuji smérem pies hmotnostni analyzator smérem K iontovému detektoru. lonty
S niz§im pomérem hmotnosti/naboje (m/z) doleti do detektoru dfive, tzn. prvni se na néj
dostanou mensi, tim padem rychlej$i molekuly a postupné ¢im dal vétsi a téZ§i. Detektor zachyti
ionty a vypo¢ita hmotnost kazdého iontu, ktery na né¢j postupné dopada. Tak vznika hmotnosti
spektrum zvané peptidova mapa, ktera je generovana na zaklad¢€ iontti dopadajicich na detektor
Vv pribéhu Casu. Tyto spektra jsou originalni pro kazdy protein mikroorganismu. Spektralni data
byla zkontrolovéna a zpracovana pomoci flexAnalysis 3.4 a MALDI Biotyper 3.1 (Brucker
Daltonics Inc.). Nakonec se miize toto spektrum porovnavat s diive zjiSténymi spektry (Patel

2015, Wieser et al. 2011).

Ackoli se databaze spekter stavaji postupné ucelenéjsi, v dusledku ménici se
nomenklatury a popisu novych druhti / rodd bude nutné pravidelné a pribézné aktualizovat
databazi, aby poskytovala kvalitni mikrobialni identifikaci (Patel 2015). Navzdory vysokym
pocate¢nim pofizovacim nakladim je tato metoda schopna efektivné a rychle identifikovat

Sirokou $kalu mikroorganismu (Santos et at. 2016).
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Obr. 40: Schéma MALDI-TOF MS podle Santos et al. (2016).
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4.2 Analyza genu 16S rRNA a regionu 165-23S ITS

Ribosomalni RNA se vyskytuje uvniti ribozomu a je zodpovédnd za syntézu bilkovin. Je
pritomna ve vSech organismech od bakterii az po rostliny a zivoCichy. U prokaryot existuji 3
rtzné velké rRNA — 23S, 168, 5S. Uplné prvnim genem pouZivanym pro identifikaci organismi
byl gen 5S rRNA. Kvuli malé délce (jen 120 nukleotidl) a tedy nizkému obsahu informaci byl
nahrazen genem 16S rRNA, ktery je soucasti mensi podjednotky ribozomu 30S (obsahuje cca
1500 nukleotidlr). U eukaryot se pouziva gen 18S rRNA (Staley a Reysenbach 2002).

Jako prvni navrhli Woese a Fox (1977) usek genu 16S rRNA jako ideédlni pro
fylogenetické studie, protoze byly doposud objeveny v mnoha organismech a tato oblast
vykazovala konzervativni tseky (pomaly vyvoj genu, 1ze na n€ navrhovat primery), které jsou
dilezité pro fylogenetické analyzy. Kromé téchto tsekl se vyskytuji variabilni tGseky, které
jsou charakteristické pro kazdy druh (Obr. 41) (Pereira et al. 2010). Na zaklad¢ informaci
ziskanych z rRNA genu bylo objeveno mnoho novych organismt, vcéetné domény Archea.
Casto se vyuziva k vytvafeni fylogenetickych stromi, které znazoriiuji ptibuzenské vztahy
mezi druhy, rody ¢i jinymi taxonomickymi jednotkami, které maji spolecného ptedka

(Vondracek et al. 2012).
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Obr. 41: Schéma ribozomu a genu 16S rRNA. Bilé a Sedé pole oznacuji konzervativni a
variabilni useky, Sipky znaci pfibliznou polohu pro primery na analyzu genu 16S rRNA u

Escherichia coli, zdroj: Fukuda et al. (2016).
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Principem této analyzy je ziskani nukleotidové sekvence genu 16S rRNA urcitého
organismu, kterd se poté porovna v databazi (napi. BLAST) se sekvencemi jiz dfive ziskanymi.
Pro stanoveni sekvence je nutno n¢kolik kroki: izolace DNA z Cisté kultury, polymerazova
fet€zovareakce, stanoveni nukleotidové sekvence a srovnani s ostatnimi sekvencemi a nasledné

vytvofeni stromu.

4.2.1. Postup izolace DNA — CTAB metoda (Doyle 1991):

Metoda je zalozena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) rozrusit membrany a
uvolnit DNA z bun¢k. Alkohol (isopropanol) rozpousti zbytky soli, bilkovin, polysacharidy a
srazi vzniklou DNA, kterou mizeme separovat. RNasa A je schopna degradovat kontaminujici
RNA.

Vétsina krokd probiha v digestofi za sterilnich podminek, aby nedo$lo k nezadouci
kontaminaci ¢i poSkozeni zdravi — ochranné rukavice, sterilni pomicky. Kontaminované
$pic¢ky, mikrozkumavky, chemikalie a dal$i pomicky vyhazujeme a vylévame do specialnich
nadob.

- Do tieci misky dame jednodruhovou biomasu sinic z ptichystanych mikrozkumavek

(Obr. 42), piidame trochu pisku a rozetteme tlou¢kem. Na jeden vzorek je urcena jedna

tfeci miska

Obr. 42: Mikrozkumavky s jednodruhovou biomasou sinic, ktera se pienesla do tfeci misky

- Krozdrcenému materiadlu pfidame pipetou 700 pl roztoku CTAB, poté ke kazdému

vzorku jesté 5 ul RNasy A, PVP (polyvinylpyrrolidon) a 2 ul merkaptoethanolu
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Vzorek umistime do mikrozkumavek a uzavieme, inkubujeme 30 min. v termobloku pfi
60 °C a 1 400 rpm

Centrifugujeme 6 min. pii 13 200 rpm

Vznikly supernatant (tekutina nad sedimentem) piepipetujeme sterilni $pickou do

novych mikrozkumavek (Obr. 43)

Obr. 43: V mikrozkumavce viditelné dvé separované ¢asti — supernatant a pelet.

V digestoti pfidame 500 pl smési chloroform:isoamylalkohol v poméru 24:1
Eppendorfky uzavieme, 2-3x pfevratime a nechdme stat cca 5 min

Centrifugujeme 6 min. pii 13 200 rpm

Vznikly pruhledny supernatant (zhruba 500 ul) pfepipetujeme do novych eppendorfek
Piidame 500 pl vychlazeného isopropanolu

Pérkrat pfevratime a nechame cca 30 min. stat v mrazéku pii -20 °C

Centrifugujeme 3 min. pfi 13 200 rpm
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- Supernatant opét opatrné slijeme v digestofi do kadinky a obratime dnem vzhtru na
ubrousek, aby zbyl4 kapalina odtekla — na dné eppendorfky nam ziistane drobny bily
pelet DNA

- Kpeletu ptidame 400 pl vychlazeného 96% ethanolu a inkubujeme v termobloku pfi
37°Cal?200rpm

- Centrifugujeme 3 min. pii 13 200 rpm a supernatant op¢t slijeme do kadinky

- Pfidame 200 pl vychlazeného 70% ethanolu a nechame cca 5 min stat

- Centrifugujeme opét 3 min. pii 13 200 rpm

- Supernatant opét opatrné slijeme a eppendorfky nechame 10-15 min stat a vyschnout

- Poté cca 1-2 min vysusime pelet v otevienych eppendortkach v termobloku pii 90 °C

- VysuSeny pelet rozpustime ve 100 ul TE pufru

- Uzaviené eppendorfky inkubujeme 30 min. na termobloku pti 37 °C a 600 rpm

- Eppendorfky z DNA zalepime parafilmem, popiseme, umistime do sacku, ktery také
zalepime a uchovavame v ledni¢ce ¢i dlouhodobé v mrazéku pii nizkych teplotach
(-20 °C)

- Po spésné izolaci DNA muzeme provést polymerazovou fetézovou reakci (PCR)

4.2.2. PCR (Polymerazova retézova reakce)

Dnes tuto bézn€ pouzivanou metodu objevil v poloving 80. letech 20. stoleti americky chemik
Kary Mullis, za kterou byl ocenén Nobelovou cenou za chemii. Velmi kratce po objeveni se
stala metodou pouzivanou jak v molekularné-biologickych laboratofich, tak v oblasti

diagnostické mediciny (Hrstka et al. 2014).

Pro molekularni analyzy provadéné s DNA organismu je potfeba dostate¢né mnozstvi
této nukleové kyseliny. Principem metody je mnozeni neboli amplifikace specifického tseku
DNA ohranienych primery mnohonisobnym opakovanim cykll polymerazové tetézové
reakce (Obr. 44). Délka amplifikovanych tsekt je vétSinou nékolik desitek az tisic bazi. Pro
tuto metodu je potieba Cista DNA bez nezadoucich kontaminaci, které by negativné€ ovlivnily

celkovy vysledek analyzy (Kfemen 1998).

Kopie DNA je syntetizovana pomoci termostabilniho enzymu polymerazy na zakladé
templatu, kterym je jednotetézcova DNA. Kromé templatu a polymerazy jsou potieba primery,
coz jsou oligonukleotidy komplementarni ke konciim sledovaného tiseku templatové DNA.

Pomoci nich je vymezen tisek na nukleové kyselin€, ktery ma byt amplifikovan. A v neposledni

57



fad¢ jsou potieba volné deoxynukleotidtrifosfaty, které na principu komplementarity bazi

nasedaji na vlakno DNA a syntetizuji novou DNA (Mazura 2001).

Kazdy cyklus tvoii nasledujici faze s odliSnymi teplotami:

Denaturace DNA pfi teploté¢ 92-96 °C — separace fetézci z dvoufetézcovych na

jednotetezcové vlivem rozpadnutych vodikovych mistki

Asociace (annealing) — probiha pii teplotach 50-60 °C, 30-60 sec — ochlazenim se

vytvoii podminky pro nasedani primerii na vlakno DNA na principu komplementarity

bazi

Elongace (extenze) — 72 °C, 30-60 sec — DNA polymeraza naseda na primery a pfipojuje

volné nukleotidy k vlaknu DNA na principu komplementarity bazi

Tento cyklus se obvykle opakuje az 25-35x. Do reakce se navic zapojuje i po¢atecni denaturace,

ktera trva 2-3 min, Vv nasledujicich cyklech probiha pouze 20-30sec a zavére¢na polymeraéni

reakce, kterd trvd obvykle 5 min (dosyntetizovani fetézcl). Automatické opakovani

jednotlivych cykli umoznuji specialni termocyklery, ve kterych mizeme piesné definovat

teploty i ¢asové intervaly fazi. Vniklymi produkty jsou tedy fetézce dvouvldknové DNA, jejichz

délky jsou dany vzajemnou vzdalenosti primeri (Kfemen 1998, Mazura 2001).

PCR Cycle

Components

Denaturation
94-98°C

Annealing
50-68°C

Elongation
72°C

DNA
primer

Nucleotide

Obr. 44: Zjednoduseny obrazek PCR cyklu — dilezité komponenty (DNA, primery a volné

nukleotidy) a jednotlivé faze (denaturace, asociace, elongace), zdroj: www.clinisciences.com.
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4.2.3. Stanoveni nukleotidové sekvence

Produkty PCR byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy a purifikovany pomoci E. Z. N.
A. Cycle Pure Kit (Omega Bio-Tek, Georgia, USA) podle postupu vyrobce. Produkty byly
osekvenovany pomoci Sangerovy metody (Macrogen Europe B. V., Amsterdam, Nizozemsko)
Sekvence poté byly upravovany v softwaru Sequencher 5.1 (Gene Codes Corporation, Ann
Arbor, Michigan, USA).

4.2.4 Fylogeneticka analyza

Pro konstrukei fylogenetickych stromi jsem vyuzila sekvenci genu 16S rRNA. Prvni vytvofeny
dataset obsahoval pouze sekvence mych izolovanych kmenti b&hem bakalatského a
diplomového studia (celkem 24 sekvenci). Dataset byl srovnén s vysledky analyzy MALDI-
TOF. Druhy dataset obsahoval stejné sekvence kment, a navic jim podobné sekvence, které
byly ziskany pomoci pocitacové databaze BLAST, ktera je k dispozici na webovych strankach
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (celkem 47 sekvenci). Zarovnani
sekvenci bylo provedeno v programu MEGA X pomoci algoritmu Muscle (Kumar et al. 2018)
a doupraveno v programu GBlock, verze 0.91b (Castresana 2000) (http://molevol.cmima.csic.e

s /castresana/Gblocks_server.html).

V programu MEGA X byly provedeny analyzy Maximum likelihood a Maxiumum
parsimony s 500 replikacemi. Na zakladé Akicho informaéniho kritéria (AIC) byl vybran

nejvhodnéjsi model pro sestaveni stromu — T92 + G + .

Pro vytvoteni sekundarnich struktur D1-D1" helix a Box B helix se vyuzily sekvence
ziskané z oblasti 16S-23S ITS. Internal transcribed spacer (ITS) je ¢ast DNA, ktera je umisténa
u Sinic mezi geny 16S a 23S rRNA a vyuziva se pro identifikaci organismi az na aroven druhu,
diky odliSnostem v sekvenci, délce 1 sekundarni struktuie (Boyer et al. 2002). Sekundarni
struktury 16S-23S ITS byly vytvofeny pomoci webové stranky Mfold (Zuker 2003)
(http://www.unafold.org/mfold /applications/rna-folding-form.php).
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VYSLEDKY

1. Ekologicka variabilita
Pramen

U pramene vSech Ctyt toki byla vSeobecné diverzita sinic a fas pomérné€ mald. Vyskytovaly se
pouze ve vzorcich pfimo z vody a z omyvaného biehu. Teplota vody u pramene se primérné
pohybovala kolem 16 °C, pH vody dosahovalo vétSinou hodnoty 8 a konduktivita byla mezi
120 az 270 pS.cm™ (Tab. 1). Naproti tomu ve vzorcich z ptidy odebranych u pramene jsem
nezaznamenala zadny vyskyt sinic a fas, pravdépodobné z diivodu nizkého pH, které
dosahovalo pouze hodnot mezi 3,8-5,2. V pramenu Vysokopolského potoka byl nalezen druh
Kamptonema formosum (voda) a Microcoleus amoenus (bich). Rod Microcoleus sp. prevladal
Vv biomase ziskané z pramene Vlary (bieh). Rod Ancylothrix sp. byl nalezen v toku Smolinka
(bfeh) a v Tichovském potoce (voda) (Tab. 2).

Pied obci

U Vysokopolského potoka, Smolinky i Vlary jsem odebirala vzorky z vody, biehu i pudy vzdy
ve vzdalenosti 1 a 2 km od pramene, a to pied prvni obci. Na odbérovém misté vSech tii toki 1
km od pramene byla diverzita mala — pouze rod Microcoleus sp. jsem zaznamenala v pudé

v blizkosti toku Smolinka, kde bylo pH 6,9 a konduktivita 11 uS.cm™ (Tab. 1).

Ve vzdalenosti 2 km od pramene se vyskytovaly jak vlaknité a kokalni sinice, tak i
napiiklad penatni rozsivky. Teplota vody dosahovala hodnot 18-20 °C, pH vody bylo pramérné
7,7 a konduktivita nabyvala hodnot mezi 269-528 pS.cm™. V t&chto ¢astech toku pievazovaly
vlaknité sinice, a to konkrétné rod Phormidium ¢&i od né&j odvozené rody — Kamptonema
formosum (Vlara/voda), Kamptonema cf. animale (Smolinka/voda), Kamptonema sp.
(Smolinka/ptda), Microcoleus sp. (Vysokopolsky potok/bieh, Smolinka/bieh) a Phormidium
sp. (Vlara/bieh) (Tab. 2).

U Tichovského potoka jsem odebirala vzorky pouze na jednom stanovisti jesté pied
prvni obci, jelikoz délka toku od pramene po prvni obec byla kratka (Obr. 31). Teplota vody
byla namétena 19,4 °C, pH 7,6 a konduktivita 473 uS.cm-1. Zde na biechu dominoval druh
Microcoleus vaginatus. Rod Microcoleus sp. byl nalezen pobliz toku v pud¢, kde pH bylo 6,8
a konduktivita 62 uS.cm™ (Tab. 1).
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Za obci

Vseobecné za prvni obci (Tichov, Vysoké Pole, Drnovice, Smolinka) byla naméfena vyssi
teplota vody (X=21,4 °C), pH se pohybovalo kolem 7-8 a konduktivita byla mezi 230-627
uS.cm? (Tab. 1). Ve velké mife zde dominovaly sinice a fasy, které byly makroskopicky
pozorovatelné jako zelené povlaky pfimo na kamenech, bichu i1 v pfilehl¢ vlhké pudé
(Ptiloha 3). Napiiklad rod Pseudoanabaena byl nalezen piimo za obci v toku Smolinky a
Vysokopolského potoka. Casto byl dobie makroskopicky pozorovatelny i rod Cladophora.
Z odebranych vzorkt zde pievazoval rod Phormidium a od né&j odvozené rody a druhy —
Kamptonema animale (Tichovsky potok/bich), Microcoleus vaginatus (Smolinka/ptda),
Microcoleus sp. (Vlara/ptda a voda, Vysokopolsky potok/bieh, Tichovsky potok/pida a voda)
(Tab. 2).
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Tab. 1: Namétené hodnoty lokalit jednotlivych odbérti vzork.

Voda Puda
Konduktivita Konduktivita

Potok Misto Teplota [°C] pH [uS.cm] pH [uS.cm™] GPS (N) GPS (E)
Vysokopolsky pramen 16.1 8,2 120 3,8 86 49°20'95" 17°94'83"
Vysokopolsky 1 km od pramene 16,5 8,2 257 6,2 18 49°19'13" 17°94'83"
Vysokopolsky 2 km od pramene 19,8 7,6 299 6,8 45 49°18'29" 17°94'22"
Vysokopolsky za obci 21,7 7,6 305 7,2 78 49°17'08" 17°94'39"
Tichovsky pramen 16,5 7,8 270 4.4 8 49°19'27" 17°98'10"
Tichovsky pted obci 19,4 7,6 473 6,8 62 49°18'59" 17°98'23"
Tichovsky za obci 20,8 7,5 573 7,3 50 49°17'10" 17°97'82"
Smolinka pramen 18,5 7,8 212 50 92 49°20'22" 17°99'70"
Smolinka 1 km od pramene 17,7 7,7 334 6,9 11 49°17'34" 18°00'94"
Smolinka 2 km od pramene 20,8 7,6 528 7,0 270 49°16'09" 18°00'17"
Smolinka Za obci 21,6 7,4 627 6,9 114 49°15'35" 17°99'21"
Vlara pramen 15,2 8,4 222 52 16 49°21'38" 17°96'49"
Vlara 1 km od pramene 18,3 7,8 323 58 21 49°20'04" 17°96'35"
Vlara 2 km od pramene 18,1 7,7 269 5,6 40 49°18'80" 17°96'64"
Vlara za obci 21,5 7,1 230 6,9 132 49°17'61" 17°95'36"
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2. Morfologické zhodnoceni

Ze vsech stanovist se mi podafilo izolovat celkem 29 kment, které obsahovaly rod
Phormidium, ¢i od néj odvozené rody (Kamptonema, Microcoleus, Ancylothrix). Nejcast&ji
Vv sebranych vzorcich tyto rody dominovaly, nicméné v né€kolika vzorcich byla velka ptevaha
zelenych kokalnich fas. Ve zbytku odebranych vzorki byly pouze eukaryotické fasy, v
nékterych prevladal rod Leptolyngbya a také jsem zaznamenala rod Pseudoanabaena. Vétsi
¢ast odebranych vzorkt (celkem 21) se mi podaftilo vyizolovat v ¢isté kultury, které jsem mohla
morfologicky vyhodnotit, zdokumentovat a provést molekularni analyzy. 1zolované kmeny

jsem srovnavala s kmeny izolovanymi dfive v rdmci mé bakalatrské prace (Tab. 3).

vvvvvv

determina¢ni znaky, podle kterych je Komarek & Anagnostidis (2005) rozdéluji do 8
zakladnich skupin. Nejvice izolovanych kment jsem zafadila do skupiny VII, pro kterou je
typickd pfitomnost kalyptry, kratce zuZzované vlakno, né€kdy se slizovou pochvou. Neékolik
kment spada do skupiny II a III, napiiklad rod Kamptonema, ktery nevytvaii kalyptru ani

slizovou pochvu.

Siika vlaken se pohybovala mezi 4,5 az 7 um, nejtenéi vlakno mél druh Kamptonema
pochva byla zaznamenana u rodu Microcoleus a Phormidium. Konce trichomi byly zakonéeny
ve vetsin€ pripadd kalyptrou. Nékdy byly apikalni bunky zakulacené, a to u rodu Ancylothrix
sp. a druhu Kamptonema formosum, jehoz vlakno se typicky kratce zuzuje. Naproti tomu druh
Kamptonema animale ma apikalni buiky zaspicatélé a zuzuje se na delsi ¢asti vlakna. Vétsina
bunék je plocha az mirné cylindricka (vétSinou pomér délky/sitky byl 1:0,5 a 1:0,75) (Tab. 2).
V izolovanych kulturach jsem zaznamenala vyskyt zaSkrcovanych bun€k a hormogonii, coz
jsou rozmnozovaci Utvary, které vznikaji fragmentaci vldken. VSechny bun&tné utvary jsou

zaznamenany v obrazové tabuli (Obr. 45-78).
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Tab. 2: Charakteristika kmenti izolovanych z Vizovickych vrcha.

Pomér
Oznaeni  Sifka vlaken Slizova Apikalni délka/Sirka
Kmen kmene (um) pochva buriky bunék Nazev toku Vzdalenost Habitat

Kamptonema formosum \Y 4,9 - zakulacené 0,5-0,75 Vlara 2 km od pramene  voda
Kamptonema formosum VIl 4,5 - zakulacené 0,5-0,75 Vysokopolsky potok Pramen voda
Kamptonema animale X 50 - zaSpicatélé 0,5-0,75 Tichovsky potok Za obci bieh
Kamptonema cf. animale XV 5,0 - zakulacené 0,5-0,75 Smolinka 2 km od pramene voda
Kamptonema sp. XVI 5,4 - zakulacené 0,75-1,0 Smolinka 2 km od pramene puda
Microcoleus vaginatus I 6,5 - kalyptra 0,75-1,0 Tichovsky potok Pied obci bieh
Microcoleus vaginatus X1 5,0 - kalyptra 0,5-0,75 Smolinka Za obci puda
Microcoleus amoenus XVIII 4,5 + kalyptra 0,25-0,5 Vysokopolsky potok Pramen bieh
Microcoleus sp. I 5,3 - kalyptra 0,5-0,75 Tichovsky potok Pred obci puda
Microcoleus sp. I 5,0 - kalyptra 0,5-0,75 Tichovsky potok Za obci voda
Microcoleus sp. VI 5,0 - kalyptra 0,5-0,75 Vysokopolsky potok 2 km od pramene bieh
Microcoleus sp. VI 55 - kalyptra 0,5-0,75 Vlara Za obci voda
Microcoleus sp. IX 5,7 + kalyptra 0,5-0,75 Vysokopolsky potok Za obci bieh
Microcoleus sp. XIl 5,0 + kalyptra 0,5-0,75 Vlara Pramen bieh
Microcoleus sp. XV 5,3 - kalyptra 0,25-0,5 Smolinka 2 km od pramene bieh
Microcoleus sp. XVII 4,7 + kalyptra 0,5-0,75 Smolinka 1 km od pramene puda
Microcoleus sp. XIX 5,5 - kalyptra 0,5-0,75 Tichovsky potok Za obci pida
Microcoleus sp. XX 55 + kalyptra 0,75-1,0 Vlara Za obci puda
Ancylothrix sp. Xl 7,0 - zakulacené 0,5-0,75 Tichovsky potok Pramen voda
Ancylothrix sp. XXI 7,0 - zakulacené 0,5-0,75 Smolinka Pramen bieh
Phormidium sp. v} 6,0 + kalyptra 0,25-0,5 Vléra 2 km od pramene bieh

64



Tab. 3: Srovnavaci material kmeni izolovanych v ramci bakalarské prace.

Pomér
Oznaeni Sifka vlaken Slizova  Apikalni délka/Sirka

Kmen kmene (um) pochva bunky bunék Lokalita Habitat
Kamptonema formosum C 50 - zakulacené 0,5-0,75 Vysoké Pole puda
Kamptonema formosum D 45 - zakulacené 0,5-0,75 Novy Hrozenkov kaluz
Kamptonema formosum E 6,0 - zakulacené 0,5-0,75 Olomouc puda
Kamptonema formosum EL?2 55 - zakulacené 0,5-0,75 Rosnicka bich
Ancylothrix sp. 4 6,5 - zakulacené 0,25-0,5 Podébrady puda

Microcoleus autumnalis 7 5,0 - kalyptra 0,5-0,75 Vysoké Pole zahradka
Microcoleus amoenus H 4,5 + kalyptra 0,5-0,75 Malenovice puda
Microcoleus amoenus J 4,0 - kalyptra 0,5-0,75 Langerova vila puda

Microcoleus amoenus B 4,5 + kalyptra 0,25-0,5 Vysoké Pole zahradka
Microcoleus vaginatus 1 4,5 - kalyptra 0,5-0,75 Horka nad Moravou puda
Microcoleus vaginatus G 7,0 + zakulacené 0,25-0,5 Doubrava puda
Microcoleus sp. EL 5,0 - kalyptra 0,75-1,0 Adamov puda
Microcoleus sp. F 55 + kalyptra 0,75-1,0 Bezrucovy sady kaluz
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2.1. Popis kmenu
Kamptonema (Strunecky et al. 2014)

Vsechny druhy spadajici pod rod Kamptonema maji podobnou morfologii, ktera se ale 1i$i od
rodu Phormidium a Microcoleus. V minulosti byl tento rod ¢asto fazen do rodu Oscillatoria, na
zaklad¢ absence slizovych pochev. V soucasnosti je popsano a taxonomicky pftijato 11 druhii

podle AlgaeBase (Guiry & Guiry 2021).

Vlakna se vyskytuji bud’ jednotliveé, nebo mohou tvofit kolonie, vétSinou bez slizovych
pochev, heterocyty a akinety nevytvareji. Trichomy jsou jednoduché, nevétvené, protahlé,
zuzujici se kratce nebo dlouze smérem ke konci, Siroké zhruba 3-5 pm, modrozelené,
pohyblivé. Bunky vétSinou izodiametrické, n¢kdy delsi nez Sir§i. Konce vlaken jsou bez
kalyptry, apikalni bunky zakulacené. Typické ultrastruktura protoplastu bunék, je vysledkem
usporadani tylakoidi a je charakteristickd pro tento rod. Nevytvaii nekrotické bunky pii déleni

jako je tomu u rodu Microcoleus.

Rod Kamptonema je kosmopolitni, ale rizné druhy maji odlisné ekologické pozadavky
a lze jej povazovat za odlisné taxony. V Ceské republice je rod Siroce rozsifen. Je bézny
Vv fekach, na dné louzi, v litoralu rybnik a jezer, ale i v zaplavovych oblastech podél toku ¢i
v termalnich vodach, napt. v Karlovych Varech. Tato charakteristika plati zejména pro druhy

K. animale a K. formosum.

Kamptonema formosum ma vlakna samostatna, nevétvena, nevyvaii slizové pochvy ani
kalyptru. Trichomy jednoduché, valcovité po celé své délce, pohyblivé, Siroké 3-5,3 um, zuzuje
se na kratsi ¢asti vlakna zakulacené, posledni 2-3 apikalni buniky mohou byt zahnuté (obr. 45,
46, 66, 67, 68, 69). Vyskytuje se ve vlhkych ptidach, mélkych tlnich a rybnicich,

pravdépodobné kosmopolitné.

Kamptonema animale ma vlakna samostatnd, nevétvena, nevyvari slizové pochvy ani
kalyptru. Trichomy jednoduché, valcovité po celé své délce (az ke konci), mirné zazené,
pohyblivé, Siroké 3-5,3 um, zuZuje se na delsi ¢asti vlakna Spicaté, posledni 2-3 apikalni buiiky
mohou byt zahnuté (obr. 47, 48). Bézn¢ se vyskytuje ve vlhké pide¢ a ve vode, ale i v sirnych
&i termalnich pramenech, méné &asto v kaluZich. Siroce rozsifen v mirném a tropickém pasmu,

pravdépodobné kosmopolitni.
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Microcoleus (Stunecky et al. 2013)
V soucasné dobé je v databazi AlgaeBase (Guiry & Guiry 2021) zapsano 113 druh.

V nékterych piipadech se nazory na taxonomii li§i mezi autory a dochézi stile k novym
taxonomickym revizim, proto je pfesny pocet druhii neznamy. Navic je obtizné tento rod
rozliSovat do druhu pouze na zéklad¢ morfologickych znakd, je potteba i pouziti molekularnich

metod.

Vlakna jednotlivé nebo vytvaii kolonie, slozena obvykle z bezbarvé homogenni slizové
pochvy, ve které jsou uspotradany trichomy paraleln¢ nékdy nepravidelné¢ Sroubovité nebo
svazkovité, trichomy valcovité, s rovnymi, obvykle zizenymi konci. Bunky izodiametrické
nebo kratsi ¢i del§i (az 3x) nez Sirsi, apikalni bunky s kalyptrou. Reprodukce pomoci

nekrotickych bunék a hormogonii.

Patii zde hlavné bentické a pudni druhy pokryvajici substrat nebo rostouci v pis¢itém
substratu. Né&kolik druhti je znamo zpiseénych a bahnitych plazi a usti fek nebo
z vnitrozemskych solnych biotopt. Vyskytuji se i v litoralu ¢istych i znecisténych vodnich
utvart, kde pokryvaji bahno nebo rostou jako epifyty. Znamé také z vlhkych skal a mineréalnich

prament.

Typicky druh (lektotyp) je Microcoleus vaginatus. Vlakna Casto se slizovou pochvou,
mohou vytvaret svazkovité kolonie, trichomy svétle modrozelené, zuzujici se ke konclim, Casto
s kalyptrou. Po rozpadnuti ¢i pii déleni trichom na konci zakulaceny, bez vyvinuté kalyptry
(obr. 50, 51, 75, 76). Obyvaji ptedevsim terestrické prostiedi, jako jsou vlhké pidy a skaly,

biehy vodnich ttvari, kosmopolitni.

Microcoleus autumnalis (obr. 71) ma trichom vétsinou rovny, nékdy ke konci zahnuty,
Siroky 4-7 um, svétle nebo tmavé zeleny ¢i hnédy, pohyblivy, slizova pochva je tenkd, nékdy
muze chybét. Buiiky izodiametrické nebo aZ o polovinu delsi neZ Sirsi, dlouhé 2-5 um. Apikalni
bunky prodlouzené, ¢asto s kalyptrou. Je to sladkovodni kosmopolitni druh, obyvajici perifyton
a ponofené substraty (kameny, dievo), méné Casto v bahnitém substratu, v fekach, rybnicich i
nadrzich, preferuje mezotrofni az eutrofni vodu. Objeven i na zdivu, stromech ¢i v termdlnich
pramenech. Jemu podobny je druh Microcoleus amoenus (obr. 70, 72, 73, 74), ktery se od n¢j

vvvvvv

epifyton, v litoralu nebo v bahnitém substratu. Pravdépodobné kosmopolitni.
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Ancylothrix (Martins et al. 2016)

Popsany jsou zatim dva druhy na zakladé¢ molekularnich metod, a to — A. rivularis a A.
terrestris. Morfologicky jsou podobné rodu Kamptonema (vlakna zuzujici a ohnuta na konci).

Pivodné nalezen v Brazilii, v Siroké Skale stanovist’ — sladka voda, mokra ptida i ktira stromt.

Populace vykazuji velmi jednoduchou morfologii. Trichomy jsou svétle modrozelené
az tmaveé modrozelené, témét vzdy bez viditelnych slizovych obalt, valcovité, ¢asto ohnuté a
mirné zuzujici smérem ke konciim, Siroké 4-7 pm. Buiiky vétSinou izodiametrické nebo kratsi
nez §irsi, 2,5-6 um dlouhé. Apikalni bunky zaoblené, bez kalyptry (obr. 63, 64, 70). Aerotopy
a heterocyty chybi. Tylakoidy radidln€ uspofadané v buiikach. Reprodukce rozpadem trichomil
na hormogonie pomoci nekrotickych bunék. Ancylothrix rivularis se vyskytuje v bentosu

tekoucich vod, Ancylothrix terrestris na vlhké ptde nebo ke stromt.
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2.2 Obrazova tabule

Kmeny izolované z Vizovickych vrchu

[ 24

Obr. 45: Kamptonema formosum (V), métitko 10 pm.

Obr. 46: Kamptonema formosum (VI1), métitko 10 pm.
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Obr. 47: Kamptonema animale (X), métitko 10 um.

Obr. 48: Kamptonema cf. animale (XV), métitko 10 pm.
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Obr. 49: Kamptonema sp. (XVI) , A — zaskrcované bunky, métitko 10 pm.
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Obr. 50: Microcoleus vaginatus (111), A — kalyptra, métitko 10 um.
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Obr. 51: Microcoleus vaginatus (XI11), A — kalyptra, B — zaskrcované burniky, méfitko 10 pm

Obr. 52: Microcoleus amoenus (XV1I1), A — kalyptra, B — slizova pochva, méfitko 10 pm
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Obr. 53: Microcoleus sp. (1), A — kalyptra, métitko 10 um.

Obr. 54: Microcoleus sp. (11), A — kalyptra, B — hormogonie, métitko 10 pm.
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Obr. 55: Microcoleus sp. (VI), A — kalyptra, B — slizova pochva, métitko 10 pm.
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Obr. 56: Microcoleus sp. (VI11), A — kalyptra, métitko 10 um.
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Obr. 60: Microcoleus sp. (XVI1), A — kalyptra, B — slizova pochva, C — zaSkrcované bunky,
méfitko 10 um.
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Obr. 61: Microcoleus sp. (XIX), A — kalyptra, métitko 10 pm.

Obr. 62: Microcoleus sp. (XX), A — kalyptra, B — slizova pochva, métitko 10 um.
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Obr. 63: Ancylothrix sp. (XI), métitko 10 um.

Obr. 64: Ancylothrix sp. (XXI), métitko 10 um.
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Obr. 65: Phormidium sp. (1V), A — kalyptra, B — slizova pochva, métitko 10 pm.
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Srovnavaci kmeny izolované v ramci BP

Obr. 66: Kamptonema formosum (C), métitko 10 pm.

Obr. 67: Kamptonema formosum (D), métitko 10 um.

80



[ 24

Obr. 68: Kamptonema formosum (E), métitko 10 um.
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Obr. 69: Kamptonema formosum (EL 2), métitko 10 pm.
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Obr. 70: Ancylothrix sp. (4), A — zaskrcované bunky, métitko 10 um.

Obr. 71: Microcoleus autumnalis (7), A — kalyptra, B — zaSkrcované bunky, métitko 10 um.
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Obr. 72: Microcoleus amoenus (H), A — kalyptra, B — slizova pochva, méfitko 10 pm.

Obr. 73: Microcoleus amoenus (J), A — kalyptra, méfitko 10 pm.
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Obr. 74: Microcoleus amoenus (B), A — slizova pochva, métitko 10 um.

Obr. 75: Microcoleus vaginatus (1), A — kalyptra, méfitko 10 pm.
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Obr. 76: Microcoleus vaginatus (G), A — slizova pochva, métitko 10 um.

Obr. 77: Microcoleus sp. (EL 1), A — kalyptra, méfitko 10 pum.
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Obr. 78: Microcoleus sp. (F), A — kalyptra, B — slizova pochva, métitko 10 um.
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3.Molekuliarni metody
3.1 Analyza genu 16S rRNA

Pro fylogenetickou analyzu genu 16S rRNA jsem pouzila celkem 24 vyizolovanych kmend.
Do analyzy jsem zahrnula také Cisté kmeny, které se mi podaftilo ziskat v priibé¢hu bakalarského
studia (Tab 3). Osekvenované kmeny jsem srovnala se sekvencemi podobnych kment
ziskanych z pocitacové databaze BLAST. Ve fylogenetickém stromé jsou patrné 3 hlavni
klastry — Ancylothrix, Kamptonema a Microcoleus (Obr. 79). Jako outgroup jsem pouzila
sekvenci 16S rRNA genu Gleobacter violaceus PCC7421. Analyzu genu 16S rRNA jsem
srovnala s vysledky proteomické analyzy MALDI-TOF, vytvofenych sekundarnich struktur

ITS a s morfologickym zhodnocenim.

Klastr Ancylothrix

Tti kmeny (X1, XXI, 4) vykazuji fylogeneticky blizky vztah se skupinou Ancylothrix. Kmeny
se podobaji v sekvenci 16S rRNA genu (vysokd podobnost, p-distance 100%, Tab. 4),
sekundarnich strukturach helixti ITS oblasti, stejn¢ tak i morfologicky (Obr. 12). U kment XI
a XXI tomu nasvédcuje i vysledek proteomické analyzy. Ve srovnani se sekvenci druhu
Ancylothrix terrestris ziskanou z databaze BLAST (Tab. 5) je zfejmé, Ze tyto dva kmeny budou
spadat pod tento druh (p-distance = 97,73 % u obou kment).

Velmi zvlastni je pozice kmend 4 a F. Oba kmeny vykazuji vysokou molekuldrni
podobnost, nicméné byly determinovany jako odlisné taxony (Obr. 70, 78). Kmen 4 je sice
morfologicky velmi podobny kmenu Ancylothrix, ale molekularné¢ ma velkou odli$nost uz na
urovni rodu (Obr. 79, 86, Tab. 5). S ohledem na tuto skute¢nost navrhuji ustanoveni nového

rodu Pseudoancylothrix gen. nov., jehoz popis bude soucasti ptipravované publikace.

Klastr Kamptonema

Celkem ¢tyti kmeny (E, C, X, VII) byly podle vysledku fylogenetického stromu podobné
skupiné zahrnujici rod Kamptonema. Kmeny C a X maji nejblizsi fylogeneticky vztah s druhem
Kamptonema formosum, coz dokazuje podpora, ktera piesahuje hodnoty nad 90 i vysoké
procentualni p-distance (Tab. 4). Naopak kmeny E a VII jsou v ramci sinic z okruhu rodu
Kamptonema samostatnéj$i. Kmen VII je umistén na stejné vétvi s K. animale CCALA 139 a
vykazuje s nim velkou podobnost (p-distance = 99,32%) (Tab. 5). Kmen E tvoii rovnéz
samostatnou vétev a nevykazuje vétsi podobnost s ostatnimi zastupci rodu (p-distance ~ 91%).

Nachazi se spole¢né na vétvi s kmenem Pantanalinema rosaneae CMAA 1559, pificemz
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podpora dosahuje hodnoty 99. Podobn¢ kmeny Kamptonema formosum C a VII mezi sebou
nevykazuji vyznamnou troven molekularni podobnosti, i kdyz je fylogeneticka analyza fadi do
svoji blizkosti. Rozlisovani K. animale a K. formosum podléha do jisté miry subjektivnimu

posouzeni, tudiz nasledna interpretace molekuldrnich dat mtze byt ovlivnéna.

Klastr Microcoleus

Kmeny oznaceny jako Microcoleus spadaji podle fylogenetické analyzy do jednoho spole¢ného
Klastru, ktery vSak vykazuje zna¢nou vnitini heterogenitu (Obr. 79). Do Kklastru Microcoleus
patii kmeny Microcoleus amoenus (kmen H, XVIII, B, J), Microcoleus vaginatus (kmen G, 11,

1, X111), Microcoleus autumnalis (kmen 7) a Microcoleus sp. (kmen F, XIV, I, I, XII).

Z fylogenetického stromu je patrnd dobie definovand skupina zahrnujici druhy
Microcoleus amoenus s hodnotou podpory 82. Tomu odpovida i morfologie vlaken (Obr. 52,
72, 74) a vysledny dendrogram (Obr. 86).

Samostatnou vétev podle fylogenetiky (Obr. 79) tvoti kmen J. Sice je ve skupiné s druhy
Microcoleus vaginatus, ale podle morfologie by se mélo pravdépodobné jednat o druh
Microcoleus amoenus (Obr. 73). To potvrzuje i proteomicka analyza MALDI-TOF, kde je

spole¢né v jedné skupiné s kmeny Microcoleus amoenus (Obr. 86).

Z celého okruhu rodu Microcoleus vykazuje velmi vysokou podobnost (p-distance =
99-100%) vice kment. Jedna se o kmeny G, Ill, 1, J, I, 1l; XIV, 7, XIII, XII. Hodnota
p-distance naznacuje, Ze by se mohlo jednat o stejné druhy. V ramci klastru ve fylogenetickém
stromé& vSak vykazuji vétSi molekularni variabilitu, proto se nachdzi na vice vétvich. Presné
ur¢eni do druhu je velmi komplikované a musi byt vyuzito jak molekularni, tak morfologické

vyhodnoceni.
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Hodnoceni sekundarnich struktur helixt ITS oblasti

Podle morfologickych znakt, fylogenetického stromu, ITS struktur 1 proteomické analyzy lze
fict, ze kmeny H, XVIII, B spadaji s velkou jistotou pod druh Microcoleus amoenus. U kmene
J (Microcoleus amoenus), je sekundarni struktura D1-D1’ helix (Obr. 80) podobna s kmenem
B, ale v Boxu B uz se struktura li§i (Obr. 81). Naproti tomu témét identicka sek. struktura D1-
D1’ helix je patrna u kmend XVIII a H. Velmi vysokou podobnost mezi témito kmeny dokazuje

i hodnota p-distance, ktera je rovna 100.

Kmen ¢islo 1 je podobny podle sekundarni struktury Boxu B druhu Microcoleus
amoenus (Obr. 81), ale podle fylogenetického stromu a proteomické analyzy se jedna o kmen

Microcoleus vaginatus (Obr. 79, 86).

Ostatni druhy, které jsou oznaceny jako Microcoleus sp. maji velmi podobné sekundarni
struktury D1-D1’ helixu mezi sebou i v porovnani s ostatnimi kmeny rodu Microcoleus (Obr.
80, 82). Na zaklad¢ velmi podobné struktury Boxu B u kmenta I, Il, a XII (Obr. 83).,
fylogenetiky i hodnot p-distance (100 % mezi témito kmeny) lze piedpokladat, ze se bude
jednat o identicky druh (Tab. 4), i pies to, ze se D1-D1’ helix mezi kmeny I a Il mirn¢ lisi.

Kmeny XVII a D jsou podle analyzy genu 16S rRNA, proteomické analyzy i p-distance
(Tab. 4) odlisné od celého klastru Microcoleus i Kamptonema, ale na zakladé morfologie by se
mélo jednat u kmene XVII o rod Microcoleus (Obr. 60), coz dokazuje i podobna sekundarni
struktura D1-D1’ helixu (Obr. 82) i Boxu B (Obr. 83). U kmene D je zajimava sekundarni
struktura D1-D1 helixu, ktera nevykazuje podobnost s jinymi sek. strukturami (Obr. 84). Podle
morfologie by se mélo jednat o druh Kamptonema formosum (Obr. 67). Podle MALDI-TOF
(Obr. 86) jsou tyto dva kmeny ptibuzné s kmeny X a C (Kamptonema animale a Kamptonema

formosum). Neshoda by mohla byt dana moznou leptolyngbyoidni kontaminaci vzorku.
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Obr. 79: Fylogeneticky strom vytvofeny na zakladé sekvenci genu 16S rRNA pomoci metody
Maximum Likelihood (ML) a Tamura-3-parametr modelu v programu MEGA X. Analyza
zahrnovala celkem 47 nukleotidovych sekvenci. Tucné zvyraznéné jsou mnou izolované
kmeny, ostatni srovnavaci z databaze BLAST. Gleobacter violaceus pfidan dodate¢né jako

outgroup. Zelené — Ancylothrix, ¢erven¢ — Kamptonema, modie — Microcoleus.
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Obr. 82: 16S-23S ITS sekundarni struktura (D1-D1’ helix); Microcoleus sp. (1 — kmen I, 2 —

kmen I1, 3 — kmen XII, 4 — kmen XIV, 5 —kmen XVII).
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Obr. 83: 16S-23S ITS sekundarni struktura (Box B helix); Microcoleus sp. (1 — kmen I, 2 —

kmen 11, 3 —kmen XII, 4 — kmen XIV, 5 — kmen XVII).
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Obr. 84: 16S-23S ITS sekundarni struktura (D1-D1’ helix); Kamptonema formosum (1 — kmen

C, 2 —kmen EL2, 3 — kmen D), Ancylothrix sp. (4 — kmen XXI), Microcoleus autumnalis (5 —
kmen 7).
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Obr. 85: 16S-23S ITS sekundarni struktura (Box B helix); Kamptonema formosum (1 — kmen
C, 2 —kmen EL2, 3 — kmen D), Microcoleus autumnalis (5 — kmen 7). Kmen XXI (4) chybi

kviili absenci sekvence pro Box B helix.
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Tab. 4: Podobnosti mezi jednotlivymi kmeny v ramci sekvenovaného genu 16S rRNA — tu¢né indikuje stejny rod (> 97,5%), Ancylothrix
modie), Kamptonema (Zlut¢), Microcoleus (zelené

99,46 *

92,84 93,17
92,82 93,15
92,53 92,87
92,70 93,04
92,84 93,17
92,84 93,17
92,84 93,17
92,66 93,00
92,84 93,17
92,84 93,17
92,43 92,77
92,70 93,04
92,43 92,77
88,38 88,62
91,92 92,40
88,92 89,56
88,92 89,56
90,87 91,50
88,39 88,50
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Tab. 5: Podobnosti mezi jednotlivymi kmeny v ramci sekvenovaného genu 16S rRNA — tu¢né indikuje stejny rod (> 97,5%), %), Ancylothrix (modte),

Kamptonema (zlut¢), Microcoleus (zelené

Ancylothrix_terrestris_10PC
Ancylothrix_rivularis 7PC
4
XXI
Xl

B
XVII
|

Kamptonema_animale_CCALA_139

95

E VII D C X
100,00
93,17 100,00
88,95 91,87 100,00
90,87 91,92 89,46 100,00
91,50 92,40 90,09 99,46 100,00
91,24 9458 8850 92,70 93,04
90,15 91,32 89,02 8890 89,68
92,45 96,21 90,51 9284 9317
92,32 99,32 91,84 9149 91,97

CCALA139

100,00




3.3 MALDI - TOF analyza

Pro analyzu MALDI — TOF jsem celkové pouzila 23 kment.. Cast hmotnostnich spekter jsem
ziskala uz v prib¢hu bakalaiského studia (Tab. 3). Ve vysledném dendrogramu, ktery je zalozen
na podobnosti hmotnostnich spekter peptidii a proteinit mezi jednotlivymi kmeny, vznikly tfi
hlavni skupiny — Ancylothrix, Kamptonema a Microcoleus (Obr. 86). U kazdého klastru jsou
vyznacena ¢isla, ktera vyjadiuji statistickou podporu — Cervené — Approximately Unbiased

(AU) p-values, zelené — Bootstrap Probability (BP) values.

Nejvétsi klastr zahrnuje rod Microcoleus. Identifikovany byly 4 hlavni druhy —
Microcoleus amoenus, Microcoleus autumnalis, Microcoleus vaginatus a Microcoleus sp.,
které vykazuji proteinovou podobnost. Dobfe vymezenou skupinu tvoii druh Microcoleus
amoenus (kmeny J, B, H, XVIII) s podporou vétve 78. Kmen J se nachazi v dendrogramu blize

kmentm spadajici pod druh Microcoleus amoenus, nez ve fylogenetickém stromé (Obr. 79).

Druhy klastr je slozen ze dvou druhti — Kamptonema animale (X) a Kamptonema
formosum (C, D), je zde piitomny i jeden kmen Microcoleus sp. (XVII). Na zaklad¢ analyzy
proteind si nejsou kmeny C, X podobné s kmenem VII, coz je rozdil oproti fylogenetickému

stromu (Obr. 79), kde vytvareji jeden klastr.

Tteti klastr obsahuje kmeny z okruhu rodu Ancylothrix sp. (4, XI, XXI), navic soucasti
tohoto klastru jsou dva kmeny Kamptonema formosum (VI1I, E) a jeden Microcoleus sp. (F).
Zajimavosti je, ze kmeny F a 4 jsou si v proteomické analyze vzdalengjsi nez ve fylogenetickém

strom¢ a podle hodnot p-distance (97,78%).

Analyza splitstree ukazuje uspotadani kment, které je velmi podobné s vysledky
provedené analyzou genu 16S rRNA (Obr. 87) a metodou hmotnostni spektrometrie MALDI-
TOF (Obr. 88). Vytvorily se tii hlavni shluky taxoni na urovni rodu, a to Microcoleus,
Ancylothrix, Kamptonema. Dobie odlisitelni jsou predevsim zastupci rodu Microcoleus, ktefi
vytvati dobfe definovany shluk, kde je pfedevsim jasné viditelny klastr s kmeny B, H a XVIlI
zahrnujici druh Microcoleus amoenus. Kmeny X a C vytvaii samostatnou skupinu v obou
analyzach splitstree, coz se shoduje s vysledky fylogenetického stromu (Obr. 79), dendrogramu
(Obr. 86) i p-distance (Tab. 4., 5.). Dobfe definovany je i shluk z okruhu rodu Ancylothrix,
pticemz kmeny Xl a XXI jsou si velmi blizké, coz potvrzuje vysledky p-distance (=100%) mezi

témito kmeny i postaveni na jedné vétvi ve fylogenetickém stromé s podporou 99 (Obr. 79).
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Obr. 86: Vysledny dendrogram ziskany pomoci metody MALDI-TOF MS. Cisla dokladaji

statistickou podporu: ¢ervené — Approximately Unbiased (AU) p-values, zelené — Bootstrap

Probability (BP) values.
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Obr. 87: Analyza splitstree pro gen 16S rRNA. Barevné oznacené shluky se shoduji s klastry
ve fylogenetickém stromé (viz Obr. 79).
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Obr. 88: Analyza splitstree pro MALDI-TOF. Barevné oznacené shluky se shoduji s klastry
v dendrogramu (viz Obr. 86).
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DISKUZE

Sinice jsou hojné rozsifené organismy vyskytujici se v mnoha vodnich i suchozemskych
ekosystémech. Zastupci fadu Oscillatoriales, zejména kosmopolitni rod Phormidium sensu lato,
je Siroce distribuovany a zahrnuje rizné morfotypy, které casto dominuji v povlacich na dné
potokti ¢i fek, v litoralu jezer a rybnik1, ve vlhké ptid¢€ a skalach, ale i v extrémnich stanovistich
jako jsou pousté ¢i polarni oblasti. Za ptiznivych hydrologickych a enviromentéalnich podminek
vytvareji makroskopické povlaky, které mohou pokryvat velké plochy podkladu (kdmen, dievo,
vodni makrofyta). Kromé tohoto rodu miize povlak obsahovat nepfeberné mnozstvi jinych
organismil, véetné bakterii, sinic a eukaryotickych fas (Brasell et al. 2014). Casto jsou tyto
pfisedlé organismy, spole¢né s jejich extracelularnimi polymernimi latkami (EPS) a dalSimi

anorganickymi ¢asticemi oznaCovany jako perifyton.

Diverzita rodu Phormidium v podélném a pfi¢ném profilu toku

Vizovické vrchy zaujimaji znacnou cast jihovychodni Moravy. Nejvyssi ¢asti pokryvaji husté,
zejména jehli¢naté az smisené lesy, v niz§i nadmotské vySce prechazi krajina v louky, pole a
osidlené oblasti. Je znamo, ze tato oblast je vyznamnym prameniStém mnoha tokd,

nejvyznamngj$im je feka Vlara.

Rizné druhy rodu Phormidium ¢i od néj odvozenych rodu, preferuji riiznorodé typy
vod. Napiiklad nékteré vyzaduji Cisté studené vody, napt. P. roseum nebo P. insigne. Jiné dobie
snasi organické znecisténi a vyssi teplotu vody, napt. Microcoleus autumnalis (Komarek &
Anagnostidis 2005). Tento rod byl mnohokrat zaznamenan v oligotrofnich, mezotrofnich i
eutrofnich vodach (Komarek 1999, Mez et al. 1998). Ve velké mife ovliviiuje vyskyt sinic
teplota, pH, vodivost 1 mnozstvi dostupnych zivin. Obecné je podle Fransoeur et al. (1999)
ze teplota nema takovy vliv. Prokazali, Ze i ptes to, Ze je optimalni teplota pro rast sinic a fas

kolem 20-30 °C, dokazou rust i pii teplotach kolem 0 °C.

Urcitd mira variability byla pozorovana u namétfenych hodnot elektrické vodivosti.

Konduktivita dosahovala odlisnych hodnot v riiznych ¢astech toku. U pramene byla vSeobecné

cvwvr

coz muze byt zpusobeno vzristajici teplotou smérem k tsti toku a stupném zneciSténi

vyvolanym obci.
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Diverzita a abundance tohoto rodu se v kazdé ¢asti v podélném i piicném profilu ¢tyf
studovanych toku lisila. U pramene byl vyskyt pomérné maly nejspise z divodu nizké teploty
a pH, které je zptisobené pritomnosti jehli¢natych lest, které okyseluji ptidu (Ptiloha 4). Navic
tyto lesy snizuji dopad slune¢niho =zafeni, které je pro fotosyntetizujici organismy
nepostradatelné. Pouze v omyvaném bichu a piimo ve $térkopis¢itém dné tokt byl nalezen druh
Kamptonema formosum, Microcoleus sp. a Ancylothrix sp. V pramenu Vysokopolského potok
byl nalezen druh Microcoleus amoenus, pro jehoz vyskyt je typicka Cista, neznecCisténa voda
(Strunecky et al. 2013). V piilehlé ptid¢ jsem nenalezla ani po Kkultivaci v laboratofi Zadnou
populaci sinic. NejspiSe je to dano tim, ze sinice v¢etné tohoto rodu vSeobecné preferuji spise
vy$$i hodnoty pH, ale nékteré najdeme i v kyselych vodach, napt. P. kolkwitzii (Komarek &
Anagnostidis 2005).

Zajimavy je rod Ancylothrix, ktery se vyskytoval ve studeném pramenu Tichovského
potoka (voda) a Smolinky (bfeh). Jeho pfitomnost v ¢eskych tocich jsem potvrdila jak
molekularné, tak morfologicky. Tento rod odvodil Martins et al. (2016) na zaklad¢
molekularnich analyz z rodu Phormidium a dosud byl objeven pouze v tropech a subtropech

Vv Brazilii, kde byl odebran z bentosu vod, vlhké ptdy i z kmenu stromu.

Pfed prvni obci u vSech ¢tyf tokd bylo koryto Gzké a stale zastinéné, voda byla bez
vyrazného organického znec€isténi, coz se projevilo na druhovém sloZeni. Ve vzdélenosti 1 km
od pramene byla diverzita stale nizka (pouze rod Microcoleus sp. se nachazel v pude v toku
Smolinka). Smérem po podélném profilu toku se biodiverzita zvySovala. Ve vzdalenosti 2 km
od pramene byly v biomase kromé vlaknitych a kokalnich sinic také penatni rozsivky. V této
¢asti prevazoval rod Phormidium a od néj odvozené rody, predevsim rod Kamptonema, ktera
je Siroce rozsitena v Ceské republice a obyva riizné typy habitati. Typovy druh pochazi sice
Z termalnich vod Karlovych Vart, ale je bézny v rybnicich, zaplavenych oblastech podél tek,
na dné i v litoralu tokt. Naptiklad kmeny shromazdéné z eutrofnich rybnikt po riznych ¢astech
CR, byly kultivovany a identifikovany Hasler et al. (2012) jako Kamptonema formosum. V CR

se vyskytuji hlavné druhy K. formosum a K. animale (Strunecky et al. 2014).

Druhové nejbohatsi byly vzorky odebrané vzdy za prvni obct, jimiz tok protékal. I pies
to, ze tok byl stale uzky, tak sem uz dopadalo urcit¢é mnozstvi slunecniho zatreni. V téchto

astech byla naméfena nejvyssi teplota vody (X=21,4 °C) a pH se pohybovalo kolem 7-8.
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V prilehlych obcich nejsou zavedeny centralni Cistirny odpadnich vod, takze kanaly
vedou vodu z domacnosti ptimo do tokii. Dominantnimi zivinami, které ovladaji trofické stavy
potoku a fek jsou dusik a fosfor, které jsou limitnim prvkem pro sinice a fasy (Kelly & Whitton
1998, Biggs 2000). Dusik se do toku mohl dostat jak ze splacht z pfilehlych zeméd¢€lskych poli,
tak z organickych dusikatych latek z domacnosti. Naopak vyznamnym zdrojem fosforu ve vodé

jsou casto syntetické detergenty (Koci 1997).

v

I kdyZ nejvice studované a nejzndméjsi jsou planktonni vodni kvéty vznikajici pfi
piemnoZzeni sinic, byl také potvrzen vztah mezi zvySenym vyskytem Zivin a vyssi biomasou
bentickych fas a sinic (Biggs 2000). Kombinace vSech vyse zminénych fyzikalné-chemickych
parametri Vody méla pravdépodobné za nasledek silny rozvoj fotoautotrofnich organismu
Vv téchto ¢astech toku. Ve velké mife zde dominovaly zejména vlaknité sinice a fasy, které bylo
mozno 1 makroskopicky pozorovat hlavné jako soucast epipelonu ¢i epilitonu. Kromé
makroskopické vlaknité fasy rodu Cladophora v tocich pievazoval rod Phormidium sensu lato.
Jednalo hlavné o druhy Microcoleus sp., Microcoleus vaginatus a Kamptonema animale.
Rozsiteni rodu Microcoleus je kosmopolitni, mize obyvat riizné typy habitatd — oligotrofni az
eutrofni potoky, mineralni ¢i termalni prameny, muze rust aerofyticky i epifyticky (Strunecky

et al. 2013).

Taxonomie rodu Phormidium

Spravné taxonomické stanoveni nejrozSifengjSich vldknitych druhli fas zejména ztadu
Oscillatoriales je stale obtizné. V mnoha piipadech jsou tyto organismy s podobnou morfologii
identifikovany jako Phormidium nebo jsou klasifikovany pod rody Leptolyngbya, Schizothrix
¢i Oscillatoria (Comte et al. 2007). Rod Phormidium patii mezi jeden ztaxonomicky

vvvvvv

Casto dochézi k taxonomickym probléméim pfi rozporu mezi molekularnimi a
morfologickymi ptistupy (Palinska et al. 2011, Strunecky et al. 2013). Naptiklad Marquardt &
Palinska (2007) charakterizovali na zakladé¢ morfologie 30 kment, které spadaly pod rod
Phormidium. Pomoci fylogenetickych studiich zjistili, ze kmeny vytvarely rizné klastry, které
obsahovaly rody jako Microcoleus, Leptolyngbya nebo Oscillatoria. Navic u dvou druht, které
byly morfologicky piifazeny k P. autumnale, bylo zjisténo, Ze se geneticky lisi a seskupuji se
do jinych skupin. Tyto vysledky naznacuji, ze rod Phormidium neni monofyleticky a v mnoha
studiich byl popsan jako polyfyleticky, napt. Taton et al. (2006), Palinska & Marquardt (2008),
Strunecky et al. (2010).
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Na zéklad¢ typickych morfologickych znakl jsem se snazila kmeny taxonomicky
zaradit S pomoci literatury Komarek & Anagnostidis (2005), ve které tento rod rozd¢lili do osmi
skupin, podle tvaru apikéalnich bunék a ptitomnosti ¢i absence kalyptry a slizové pochvy. Nejvic
kmenu spadalo pod skupinu VII, Il a Ill. Postaveni druhii v jednotlivych skupinach bylo
nekolikrat prezkoumavano. Typickym piikladem je skupina VII, kterda by méla byt podle
Strunecky et al. (2013) na zédkladé morfologie i genetiky celd zatazena do nové odstépeného

rodu Microcoleus, vcetné typického druhu Phormidium autumnale (=Microcoleus autumnalis).

Problémem pii spravné identifikaci sinic muze byt tzv. krypticka variabilita, coz
znamend, ze na prvni pohled morfologicky stejnd vldkna mohou byt geneticky rozmanita.
V soucasnosti je proto pro taxonomii sinic vSeobecné vyuzivan tzv. polyfazovy pfistup, napft.
Anagnostidis & Komarek (1985), Komarek & Anagnostidis (1989), Komarek (2010). Tento
pfistup zahrnuje poznatky nejen zekologie a morfologie, ale také informace ziskané z
molekularnich analyz (napf. analyza genu 16S rRNA, oblast ITS, proteomicka analyza
MALDI-TOF).

Pro fylogenetickou analyzu genu 16S rRNA jsem pouzila dohromady 24 vyizolovanych
kmenit a pro analyzu MALDI-TOF 23 kmeni. Ve vysledném fylogenetickém stromé i
dendrogramu jsou viditelné 3 hlavni skupiny — Ancylothrix, Kamptonema a Microcoleus.
Kmeny XI a XXI vykazovaly velmi blizky fylogeneticky i proteomicky vztah s druhem
Ancylothrix terrestris, ktery byl izolovan v tropickych a subtropickych castech Brazilie
(Martins et al. 2016). Shodné jsou i morfologické znaky, mezi které patii zakulacené apikalni
buniky bez kalyptry a se zfidkakdy viditelnou slizovou pochvou. Velmi podobny maji mezi
sebou i D1-D1’ helix s bazalnimi sekvencemi 5~-GACCU-CUGGA-3’. Je to velmi zajimavy
vysledek, jelikoz jsem tyto kmeny nalezla ve studeném pramenu Smolinky a Tichovského

potoka ve Vizovickych vrsich.

Kmen 4 byl podle morfologie tazen k rodu Ancylothrix a je mu blizky i podle postaveni
ve fylogenetickém stromé&. AvSak podobnost mezi jednotlivymi kmeny v rdmci sekvenovaného
genu 16S rRNA (p-distance) potvrdila, ze ma tento kmen velkou molekularni odlisnost uz na
urovni rodu a jeho sekvence se v databazi neshoduje s zadnym uz diive popsanym rodem. Proto
byl navrhnut popis nového rodu Pseudoancylothrix gen. nov. Molekularné blizko k nému ma
kmen F, ktery byl vSak na zakladé odlisnych morfologiich znaki (slizova pochva, kalyptra)
zatazen do rodu Microcoleus sp. Je zvlastni, Ze se tento kmen pfifadil ke skupin¢ Ancylothrix.
S nejvétsi pravdépodobnosti jde 0 to, ze v Kultufe je smés dvou kmeni a jeden z nich, ktery je

sice dominantnéjsi, se ztraci v ramci fenotypové plasticity rodu Microcoleus. Molekularni
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analyzy ziejmé zachytily dominantni DNA 1 proteiny jiného druhu, proto jej zatradily jak ve

fylogenetickém stromé, tak v dendrogramu do klastru Ancylothrix.

V klastru Kamptonema se shlukovaly dva druhy, a to Kamptonema animale a
Kamptonema formosum. Mezi témito dvéma druhy zalezi na utvafeni konce vlakna a
determinace pouze na zakladé morfologie mize byt neptesna. K. animale se vétsinou zuzuje do
$picky na delsi ¢asti vlakna a apikalni bunky byvaji zaspicatélé, K. formosum se vétSinou zuzuje
kratce a konec je zaobleny (Strunecky et al. 2014). Podle Hasler et al. (2012) jsou tyto
morfologické znaky nedostate¢né k spravné determinaci, protoze utvareni konct vlaken se zda

byt variabilni.

Celkem ¢tyti kmeny byly zafazeny do klastru Kamptonema (kmen E, C, X, VII). Kmeny
C a X vykazovaly podle provedenych molekularnich analyz nejbliz$i vztah s druhem
Kamptonema formosum. Podle prvotnich morfologickych znakt jsem zatfadila kmen X do
druhu Kamptonema animale, nicméné¢ molekularni podobnost s druhem Kamptonema
formosum je vysoka. Kmen E byl podle morfologie vldkna zafazen do druhu K. formosum, ale
ve fylogenetickém stromé vytvari samostatnou vétev a byl piitazen s velkou podporou ke
kmenu Pantanalinema rosaneae CMAA 1559 dostupné v databazi. Tento druh byl objeven
v mokiadech Brazilie a ma blizky fylogeneticky vztah k rodu Leptolyngybya (Vieira Vaz et al.
2015). Kmen VII je vramci okruhu tohoto rodu vzdalengjsi, avSak vykazuje vysokou
molekularni podobnost s kmenem K. animale CCALA 139 (p-distance=99,32%). Podle
proteomické analyzy je tento kmen zafazen v blizkosti kmend rodu Ancylothrix s vysokou

podporou 96.

Kmeny z okruhu Microcoleus si byly na prvni pohled velmi morfologicky podobné
(kalyptra, slizova pochva, Sitka vlaken), avSak mnohé kultury vykazovaly mezi sebou velkou
molekularni variabilitu. Podle fylogenetické 1 proteomické analyzy je zieteln¢ oddélen druh
Microcoleus amoenus (kmen H, XVIII, B), ktery vytvaii dobfe definovanou monofyletickou
skupinu. V analyze MALDI-TOF na jejich vétev spada i kmen J, ktery s nimi sdili i velkou

podobnost sekvence (p-distance ~ 97%) i shodnost sekundarni struktury D1-D1’ helix.

Vseobecné je velmi slozité urcit rod Microcoleus do druhu. V pfirozeném prostiedi
vytvari typické svazkovité kolonie (vlakna v jedné slizové pochve), coz je dobry rozpoznavaci

znak. V kultufe, kde jsou vsak idealni podminky, nemusi byt slizova pochva pfitomna a nékdy

vvvvvv

2002).
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Na fylogenetickém stromé je viditelna velka molekularni variabilita v rdmci skupiny
polyfyletického druhu Microcoleus vaginatus. Tento druh se nachazi na vice vétvich, ziejmé se
bude jednat o skupinu kryptickych druhti, které jsou rozlisitelné pouze molekularnimi
metodami. Navic u druhti Microcoleus vaginatus a Microcoleus autumnalis je morfologicky i
molekularni rozdil velmi maly, podle analyzy 16S rRNA se ¢asto shlukuji ve spolecné skupiné.
Vice autorti dosud potvrdilo velmi blizky vztah mezi témito dvéma druhy, napt. Marquardt &
Palinska (2007) nebo Comte et al. (2007). Napt. Hasler et al. (2012) uvedli, Ze podobnost
sekvence genu 16S rRNA studovanych kment byla = 98%. Podobnost téchto druhi poprvé
zkoumal Drouet (1962, 1968), jehoZ prace jsou povazovany za kontroverzni. Pfi studiu
variability rodu Phormidium/Microcoleus za ruznych ekologickych podminek povazoval

ekotypy (ekologické ristové formy) jednoho druhu za nové vznikly druh.

Do skupiny Microcoleus je podle fylogenetické analyzy zatazen i kmen EL2, jehoz
morfologické znaky odpovidaly spiSe rodu Kamptonema (absence kalyptry a slizové pochvy).
Tato nesrovnalost mezi morfologii a molekularni analyzou muze byt dana tim, Ze pfi
determinaci kmene jesté nedoslo v kultufe K rozvinuti v§ech morfologickych znaku typickych

pro Microcoleus.

Mimo klastry se zatadily kmeny D a XVII, které byly na zakladé morfologie urceny
jako Kamptonema formosum (D) a Microcoleus sp. (XVII). Od ostatnich kmenu se lisi jak v
MALDI-TOF, tak i v analyze genu 16S rRNA i v hodnotach p-distance. Kmen XVII vykazuje
velmi podobné sekundarni struktury s ostatnimi kmeny rodu Microcoleus. U kmenu D vice
vypovida dendrogram, ve kterém je spole¢né na vétvi s druhy Kamptonema formosum a
Kamptonema animale (kmen X a C). Neshoda by mohla byt pravdépodobné dana nedocisténim

vzorkd, které mohly mit pfi molekularni analyze vicedruhové sloZeni.

Kombinace charakteristickych morfologickych znaki s molekularnimi pfistupy je
Vv soucasné dob¢ pro identifikaci sinic velmi dulezita, protoze na prvni pohled morfologicky
stejné druhy mohou vykazovat kryptickou variabilitu a liSit se v genetické informaci.
Nevyhodou analyzy genu 16S rRNA je to, ze Spatn¢ zachycuje vnitini skrytou variabilitu, proto
je dulezité vysledovat 1 dalSi molekularni markery, napf. proteiny nebo sekundérni struktury
ITS apod. Vysledky ukazuji, ze soucasny rod Phormidium je stdle velmi heterogenni a

vV budoucnu bude potieba jej revidovat.
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ZAVER
V ramci této diplomové prace jsem se specializovala na rod Phormidium a od néj odvozené

rody. Vyuzila jsem tzv. polyfazovy pfistup, ktery zahrnuje kromé studia jejich ekologie a

morfologie i molekularni metody.

Diverzitu tohoto rodu jsem studovala podél ¢tyt potokti v Pfirodnim parku Vizovické
vrchy. Jednalo se o toky Vlara, Smolinka, Tichovsky a Vysokopolsky potok. Vzorky jsem
odebirala jak ze dna toku, ze biehu, tak i z ptilehlé ptidy vzdy u pramene, pted obci a za prvni
obci, jimiz toky protékaly. Na kazdém stanovisti jsem zméfila teplotu, pH a konduktivitu vody
V toku, abych zachytila vliv téchto podminek na druhové sloZzeni a pocetnost tohoto rodu.
Izolované kmeny jsem zdokumentovala a vyhodnotila jejich zékladni morfologické znaky, jako
je napriklad sitka vlakna, ptitomnost kalyptry ¢i slizové pochvy, které maji zasadni vyznam
V taxonomii sinic. Nicmén¢ studium kultur zahrnovalo srovnavani fenotypu i s genotypem
izolovanych kmenti. V dnesni dobé& se vyuziva pro identifikaci sinic molekuldrni metody, proto
jsem provedla analyzu genu 16S rRNA, proteomickou analyzu MALDI-TOF a vytvotila jsem
sekundarni struktury ITS.

Zjistila jsem, ze v kazdém toku za prvni obci, ve srovnani s vy$§imi ¢astmi studovaného
toku, byla druhova diverzita nejvétsi. Pravdépodobné to bylo dano ptiznivymi hodnotami pH,
teploty, konduktivity a také zvySenym piisunem zivin z komundlnich odpadnich vod z obci.
Rozdil v druhové diverzité mezi jednotlivymi pramenisti v§eobecné nebyl nijak vyznamny.
Avsak rod Phormidium sensu lato se vyskytoval v biomase odebrané z vody ¢i ptilehlého bichu

Castéji nez z pudy.

Pii morfologickém a molekularnim zhodnocenim kment jsem objevila zajimavé nélezy,
napt. kmen Ancylothrix, ktery byl dosud objeven pouze v tropech Brazilie, byl nalezen v toku

Smolinka. Na zakladé molekularnich odlisnosti navrhuji popis nového rodu Pseudoancylothrix.

Pti srovnani morfologickych a molekuldrnich vysledkii se mi potvrdilo to, Ze
identifikace taxonil podléha velmi Casto subjektivnimu zhodnoceni a jenom analyzy, at’ uz
genomu ¢i proteini mohou vypovédét vice o jejich taxonomickém zatfazeni. Z vysledki je
rovnéZ patrné, Ze metoda hodnoceni proteinovych spekter MALDI-TOF MS pfinasi slibné
vysledky pfi hodnoceni variability na mezidruhové a vnitrodruhové urovni a mize tak velmi

dobte dopliovat komplexni polyfazovy pfistup.
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