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Anotace

Cilem magisterské prace je zaméfit se na diversitu pikoplanktonnich sinic v ptirodnich
vodach pomoci metody CARD-FISH, kterd nebyla ve spojeni s pikoplanktonnimi
sinicemi dosud pouzita. V teoretické ¢asti prace seznamuje s pikoplanktonnimi sinicemi,
jejich ekologii, vyskytem, funkci v ekosystému, druhovou rozmanitosti a metodami
studia. Prakticka cast fesi diversitu pikoplanktonnich sinic pomoci metody CARD-FISH.
Nejprve se zamétuje na analyzu pokusu s Cistymi kmeny a zooplanktonem. Poté se vénuje
analyzam pfirodnich spolecenstev na lokalitdich rozdilné trofické urovné. Jednotlivé
analyzy pfinaSeji zajimavé vysledky o druhové rozmanitosti a variabilité
pikoplanktonnich sinic v zavislosti na misté¢ vyskytu a poukazuji na dilezitost jejich

dal$iho studia.

The aim of the master’s thesis is to focus on the picocyanobacterial diversity in natural
waters using the CARD-FISH method, a novel method to picocyanobacterial
investigation. The theoretical part introduces picocyanobacteria, their ecology,
occurrence, function in the ecosystem, species diversity and study methods. The practical
part continues with the determination of the picocyanobacterial diversity using the
CARD-FISH method. First, it focuses on the analysis of the experiment with pure isolates
and zooplankton. After that, it deals with the analysis of natural communities from
habitats of various trophic levels. Analyzes bring interesting results and point to the

importance of further studies.
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1 Uvod

Tato magisterska prace se vénuje blizSimu poznani pikoplanktonnich sinic, otdzce druhové

rozmanitosti a jejich zplisobu Zivota.

Ackoli jsme se vSichni ve Skole ucili, co to jsou sinice, malokdo uz ndm ftekl, ze existuji
sinice pikoplanktonni, natoZ kam je mame spravné zatadit, a jak vypadaji tyto organismy
zblizka. Casto nemame ponéti, Ze s nimi piichazime do styku a hovoiime o nich chybné jako
o fasach. Moc toho o nich nevime, ale jsou dilezitou soucasti nasi ptirody. To je jeden

z divodi, pro¢ se nyni vénuji prave t€émto organismim.

Moje magisterska prace se zabyva poznanim pikoplanktonnich sinic, jejich ekologii, funkci
v ekosystému, pestrym vyskytem, otazkou toxicity, jednobunécnosti, pti¢inami tvorby kolonii
¢1 vztahem pikoplanktonnich sinic se zooplanktonem. Dale se prace zamétuje piedevsSim
na druhovou bohatost pikoplanktonnich sinic. Toto téma je ale na studium velmi obtizné,
jelikoz systematika pikoplanktonnich sinic neni piesné definovana a neni jednoduché se v ni
spravné orientovat (Komarek et al., 2014; 2020). V literatufe lze nalézt rizné piistupy
k systematice téchto organismui. Jednim z cili této prace je tedy snaha o rozkliCcovani

systematiky pikoplanktonnich sinic.

V praktické casti je pro studium diversity pikoplanktonnich sinic pouzita metoda
CARD-FISH. Provadim zde analyzu pokusu PIZO 1., ktery se uskutecnil v obdobi
od 2. do 10. ¢ervna 2020, pro zjiSténi vztahu pikoplanktonnich sinic se zooplanktonem.
Vysledky piinasi zajimavé zjisténi o rozmanitosti pikoplanktonnich sinic a zaroven o vlivu
pritomnosti zooplanktonu. Soucasti praktické casti je 1 analyza vybranych vzorki
pikoplanktonnich sinic zriznych lokalit dilnich jam (oligotrofni prostfedi), nadrzi
(mesotrofni prostfedi) a rybnika (hypertrofni prostfedi). Vysledky analyz rovnéz piinasi

dualezita zjisténi o diversité pikoplanktonnich sinic v jednotlivych lokalitach.

Hlavnim cilem této prace je snaha srozumitelné shrnout informace o pikoplanktonnich

sinicich a rozsifit tak povédomi o téchto malych organismech nejen mezi odborniky.



2 Literarni reserse

2.1 Pikoplanktonni sinice

Pikoplanktonni sinice (picocyanobacteria) jsou prokaryotické fotoautotrofni organismy, které
je mozné pozorovat ve vodni frakci 0,2 — 2 um, tzn. které projdou filtrem o velikosti pora
2 um. Jejich buitky maji kulovity nebo tyCinkovity tvar. Maji parietalni uspotadani tylakoid
uvnitt buiky (Komaéarek et al., 1999) a specialni typ bunécéné stény zahrnujici prvky
gramnegativni i grampozitivni bunécéné stény jinych bakterii. Jeji soucasti je peptidoglykanova
vrstva. Pikoplaktonni sinice maji ¢asto na povrchu svych bunék S vrstvu tvofenou
glykoproteinem. Tato vrstva ma predevSim ochranou funkci (Jasser & Callieri, 2017).

Rozmnozuji se nepohlavné (d€lenim).

Fotosyntetické pigmenty

Sinice (vCetné pikoplanktonnich) se liSi od ostatnich fotosyntetickych organisml typem
svétlosbérnych antén, které se nazyvaji fykobilisomy. Fykobilisomy zachycuji svételnou
energii pomoci pigmentl zvanych fykocyanin (PC, modry), fykoerytrin (PE, cerveny),
a za pomoci allofykocyaninu (APC, bezbarvy) ji pfendseji do fotosystémii v membrané
obsahujici zeleny chlorofyl a. Fykobilizomy rozsifuji moznost ziskavat energii z vinovych

délek svétla do oblasti, které chlorofyl nevyuziva, proto si s fasami pfili§ nekonkuruji.

Diky citlivosti fykobilizomii maji pikoplanktonni sinice velkou variabilitu vyskytu.
Ty, které¢ jsou bohaté na fykoetrytrin (PE), se vyskytuji Castéji v CistSich a ¢irych vodach
(v€. mofi a oceantl), zatimco pikoplanktonni sinice bohaté na fykocyanin (PC) ptevladaji
v zakalenych jezerech. Té&chto pigmenti se také vyuziva pii zjiStovani vyskytu
pikoplanktonnich sinic ve vzorcich prostiednictvim terénni sondy (napf. FluoroProbe,
bbe-Moldaenke), fluorescencniho mikroskopu (autofluorescence) nebo prutokové cytometrie

(Jasser & Callieri, 2017).
2.1.1 Vyznam a funkce v ekosystému

Sinice jsou jedny z nejstarSich mikroorganismti na Zemi (Callieri et al., 2021). Vyskytuji
se zde jiz 3,5 miliardy let. Az do zacatku obdobi kambria (pied 600 miliony lety) zde sinice
dominovaly. Diky své schopnosti fotosyntetizovat zalaly zvySovat mnozstvi kysliku
v atmosféte, ¢imz vytvarely vhodné prostiedi pro zivot ostatnich. I v soucasné dobé jsou

motské pikoplanktonni sinice (Synechococcus a Prochlorococcus) povazovany za jedny



z hlavnich producentt kysliku, jelikoz zodpovidaji za polovinu jeho produkce na Zemi. Mimo
jiné piispivaji az 60 % k celkovému uhliku v oligotrofnich oceanech, ¢imz hraji klicovou roli
v ovliviiovani biogeochemickych cykli na nasi planeté (Field et al., 1998; Flombaum et al.,

2013; Kim et al., 2018).

Spolu s ostatnimi fotosyntetickymi mikroorganismy (vEétSimi sinicemi a fasami)
reprezentuji sladkovodni 1 motsky fytoplankton po celém svété. Jsou to prevazné
fotoautotrofni organismy, tzn. ze energii ziskavaji ze slune¢niho zafeni a uhlik z CO,.
V soucasné dob¢ vSak bylo prokazano, ze maji schopnost mixotrofie, tedy uhlik mohou
ziskavat jak z CO,, tak z organickych latek (napt. z glukézy) (Mufioz-Marin et al., 2020;
Yelton et al., 2016).

Pikoplanktonni sinice jsou dulezitou soucasti mikrobialniho potravniho fetézce (Obr. 1),
kde spolecné s bakteriemi vyuzivaji organické latky uvolnéné zorganismt (Callieri
& Stockner, 2002). Jsou potravou pro prvoky ¢i zooplankton. Ten je poziran rybami, které
jsou vyznamnou soucasti potravniho fetézce. Potiebné Ziviny tedy putuji od pikoplanktonnich

sinic skrze zooplankton az do ryb (Sommer et al., 2012).

Zakladni potravnifetézec

<] [> Mikrobidlni smycka

Zooplankton
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PIKOPLANKTONNI{ Bakterl
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Obr. 1: Mikrobidlni potravni fetézec (zdroj: vlastni tvorba)



Pikoplanktonni sinice se b&zné vyskytuji ve sladkych i slanych vodach. V Ceské republice
je lze najit ve vSech vodnich nadrzich, rybnicich i jezerech. Jsou soucasti fytoplanktonu
a vyskytuji se ve vod¢ po cely rok se dvéma maximy v pozdnim jate a v 1ét¢ (Komarkova,
2002b). Lze je najit jak v horni vrstvé tzv. epilimniu, tak 1 v té spodni tzv. hypolimniu,
v pfitomnosti svétla i tam, kde je tma. Jarni maximum je tvofeno jednobunécnou formou,
v 1été prevazuji zpravidla kolonie (Komaéarkova, 2002a). Jednobunéénym pikoplanktonnim
sinicim se dafi spiSe v hlubSich vodéch, zatimco koloniim pikoplanktonnich sinic spiSe
ve vodach mélkych. Dulezitym faktorem pro jejich vyskyt je i teplota, dostatek svétla i ziviny

(Callieri et al., 2012).
2.1.2 Tvorba kolonii

Pikoplanktonni sinice ziji samostatné nebo v koloniich o raznych velikostech. Jejich bunky

mohou tvofit kolonie a byt obklopeny slizovym obalem, ktery je chrani.

Uvadi se n¢kolik moznych diivodl pro tvorbu kolonii (Callieri et al., 2012; Komarkova,
2002a; Stal, 2017) jako je naptiklad vysoka intenzita svétla, lepsi vyuziti zivin, ale predev§im
reakce na predacni tlak. Tvorba kolonii je reakci na pfitomnost predatorti, nejcastéji prvokii,
viniki a perloocek (Huber et al., 2017; Jezberova & Komarkova, 2007; Ospina-Serna et al.,
2020). Pikoplanktonni sinice maji schopnost se shlukovat i v ptipad¢€, Ze nejsou v piimém
kontaktu s predatorem. Dlivodem je nejspise pritomnost chemickych latek (kairomonit), které

predatoti produkuji (Ospina-Serna et al., 2020).
2.1.3 Toxicita a potencialni hrozba pro vodarensky primysl

Toxicita pikoplanktonnich sinic je dilezitym a velice aktudlnim tématem. VétSina vyzkumt
z minulych let totiz pfedpokladala, ze pikoplanktonni sinice toxiny neprodukuji (Callieri

& Stockner, 2000; Stockner et al., 2000).

Dohady a mozZnost toxicity zminila Ambrozova (2006) a Bldha & Marsalek (1999).
S prohlubovéanim znalosti 0 mnoZzstvi a typu toxint se tato tématika u pikoplanktonnich sinic

op¢t otevira.

Pikoplanktonni sinice produkuji celou fadu sekundarnich metaboliti a také dokazi tvorit
masivni vodni kvéty. Tvorba kvéth je stale rostoucim problémem sladkovodnich 1 motskych

lokalit. Pfedmétem zkoumani je 1 jejich alelopaticka aktivita. Alelopaticky vztah je zalozen



na negativnim ovliviiovani (chemickymi latkami) jednoho organismu druhym. Druhy

organismus nema vuci prvnimu zadné ptisobeni (Sliwinska-Wilczewska et al., 2018).

Pikoplanktonni sinice Synechococcus sp. mize dle vyzkumii Gin et al. (2021) produkovat
cyanotoxiny (CYN) ¢i anatoxiny (ATX). Vyzkum navic ukazuje, Ze neni jednoduché toxicitu
prokézat a nékteré monitorovaci piistroje nejsou dostatecné citlivé. Toxicita Synechococcus
sp. predstavuje diky svému rozsdhlému rozsifeni vyznamnou hrozbu pro cely svét. Toxiny
pikoplanktonnich sinic mohou byt zodpovédné za smrt organismt fauny a fléry a mohou mit

negativni u¢inky na zdravi ¢lovéka (Sliwinska-Wilczewska et al., 2018).

Vzhledem k tomu, Ze jsou pikoplanktonni sinice masivné rozsifeny ve vSech vodnich
ekosystémech, a diky jejich malé velikosti a odolnosti je jejich schopnost produkovat toxiny
znacn¢ alarmujici. Nejvétsi uskali tkvi v tom, Ze neni jednoduché takto malé organismy
zachytit a identifikovat. To si zadda jedinecné vybaveni a konkrétni postupy pii Gpravé vody
nejen ve svéte (Jasser & Callieri, 2017), ale 1 u nas (Ambrozova, 2006). Aktudlné tedy
predstavuji pikoplanktonni sinice hrozbu pro upravenou vodu, ve které se diky své velikosti
mohou vyskytovat. ReSenim je probihajici hledani novych zptisobt, jak zamezit vyskytu

téchto malych organisml v upravené vodé (Ambrozova, 2006).
2.2 Diverzita pikoplanktonnich sinic

K pikoplanktonnim sinicim (Synechococcus sensu lato) byly tradicné pfifazovany
mikroskopické siné (zeleno-modré) samostatné buiiky, nebot’ byly studovany metodami spolu
s ostatnim fytoplanktonem (fasy, vldknité a kolonidlni sinice) — svételnou mikroskopii,
kultivaci kment a analyzou fotosyntetickych pigmentl. Se zacatkem vyuzivani genetickych
markerti a fylogenomiky se v posledni dobé rychle méni cela systematika této skupiny a zatim
nebyl nalezen jednotny smér (Cabello-Yeves et al., 2017; Jasser & Callieri, 2017; Komarek et
al., (2020); Salazar et al., 2020).

Nomenklatura sinic (systém pojmenovani a klasifikace) — ICN vs. ICNP

Sinice bychom mohli nazvat horkym bramborem, ktery si mikrobiologové a botanici mezi
sebou ptehazuji neustale sem a tam. Taxonomie sinic se vyvinula v botanickém svéte, protoze
Cyanobacteria/ Cyanophyta byly ptivodné na zéklad¢ vzhledu identifikovany jako fasy. Jedna
se vSak o prokaryotické organismy, které nalezi fylogeneticky k bakteriim. Tento fakt

zpusobuje problémy v nomenklatute, jelikoz pravidla pro tzv. Botanicky kod (Nomenclature



for algae, fungi, and plants (ICN, ICBN); the ,Botanical Code*) se vyrazné¢ lisi
od tzv. Prokaryotického kodu (the International Code of Nomenclature of Prokaryotes
(ICNP); the ,Prokaryotic Code*) (Parker et al., 2019). Oba nazvy Cyanophyta
a Cyanobacteria povazujeme za rovnocenné (synonyma). Koncovka —phyta je definovana
Botanickym kodem, —bacteria podle Prokaryotického koédu. Zatimco ICN platné uznava
jména publikovana podle ICNP, opacné to neplati (Oren & Ventura, 2017). Rozdil v obou
kodech je mimo jiné vtom, Ze botanicky je vice zaloZzen na popisu vzhledu, lokality
a mikroskopii. K popisu nového druhu dle ICN staci herbafovana rostlina, usuSeny nebo
fixovany vzorek nebo ndkres, popt. foto, popis daného druhu a jeho vyskytu. Prokaryoticky
kod zohlednuje kultivacni techniky, genetické testy a nutnosti je depozice zivého daného
popsané¢ho rodu, tzv. type species, do dvou sbirek mikroorganisma. Jakmile je jednou jméno
definovano a popsano (ICN ¢i ICNP), typovy rod uz se nemiize zpétné menit a plati ten, ktery

vznikl dfive.

Problematika taxonomie rodu Synechococcus

Organismus jménem Synechococcus elongatus byl poprvé popsan v roce 1849 z bentosu
sladkovodniho jezera Katzensee pobliz Ziirichu (Négeli, 1849). Jeho vzhled se odrazi i v jeho
nazvu — kulovity/ovalny organismus, ktery se déli na dvé poloviny (syrnecho — drzet pospolu,
coccus — kulovité bunky). Stejny organismus byl popsan v roce 1975 pod nazvem Anacystis
nidulans (Ihlenfeldt & Gibsen, 1975) a byl pozd¢ji ptejmenovan na Synechococcus. Prvnim
referenénim kmenem byl Synechococcus elongatus PCC6301 (Rippka & Cohen-Bazire,
1983). Na zéklad¢ jednoduchého vzhledu byly posléze vSechny organismy, které vypadaly
podobné, fazeny do rodu Synechococcus — sladkovodni, moiské i z termalnich pramend,
ze vsSech svétadila a riznych nadmotskych vysek. Se zavedenim molekularnich metod bylo
zjisténo, ze je postaveni tohoto rodu polyfyletické, tedy ze se toto jméno vyskytuje na riznych
mistech fylogenetického stromu u vzajemné nepiibuznych organismu, tedy ze nemaji

spolecného predka (Castenholz, 2001; Herdman et al., 2001; Watterbury & Rippka, 1989).

Taxonomie pikoplanktonnich sinic podle Botanického kddu:

Vétsina pikoplanktonnich sinic nachazejicich se v planktonu mofti, ocednt i sladkych vod
nalezi do fadu Synechococcales, ¢eledi Prochlorococcaceae (Komarek et al., 2020). Patii sem

validn¢ popsané rody Prochlorococcus, Parasynechococcus (moisky ,,Synechococcus®)



a Cyanobium, z ¢ehoz ve sladkych vodach nalezneme pouze rod Cyanobium. Rod

Synechococcus sensu stricto patii do stejného fadu, ale do celedi Synechococcaceae (Obr. 2)

— Prochlorococcus (Chisholm et al. 1992) )

| Parasynechococcus (Coutinho et al. 2016) > Prochlorococcaceae
(mofrsky ,, Synechococcus”)

Cyanobium (Rippka & Cohen-Bazire 1983) )

— ———— Synechococcus (Nigeli 1849) } Synechococcaceae

ostatni Synechococcales

Obr. 2: Taxonomické zarazeni pikoplanktonnich sinic fadu Synechococcales dle Botanického

koédu

Taxonomie pikoplanktonnich sinic podle Prokaryotického kodu:

Nomenklatoricky (dle Prokaryotického koédu) nalezi naprosta vétSina pikoplanktonnich

sinic do fadu Synechococcales ¢eledi Cyanobiaceae (Obr. 3).

Prvni fylogenetické analyzy izolovanych kmeni pikoplanktonnich sinic Synechococcus s.1.
ukazaly, Ze se fadi do klastru 5 sinicové linie (cyanobacterial lineage cluster 5 - Castenholz
(2001)), nékdy také zvané ,,ProSyn clade®. Lze rozlisit tii riizné sub-klastry (SC): 5.1, 5.2, 5.3.
SC 5.1 zahrnuje pouze moiské zastupce, zatimco SC 5.2 a 5.3 obsahuji jak motské,
tak 1 brakické a sladkovodni kmeny (Callieri et al., 2013). Pobliz SC 5.2 a 5.3 byly navic
a predevsim nové fylogenetické otdzky (Jasser & Callieri, 2017). Do SC 5.2 patii predevSim
rod Cyanobium, ale také nov¢ popsané rody Vulcanococcus (Di Cesare et al., 2018),
Magnicoccus a Regnicoccus (Walter et al. 2017). Zbytek sladkovodnich zastupcii fadime
do SC 5.3, kde je nové popsany rod Lacustricoccus (Cabello-Yeves et al., 2017).

Dore et al. (2020) navrhuji nazev Ca. Marinosynechococcus pro SC 5.1, Cyanobium

pro SC 5.2 a Ca. Juxtasynechococcus pro SC 5.3.

Salazar et al. (2020) a Walter et al. (2017) navrhuji na zakladé sekvenci genomu jeste

jemng¢jsi rozdéleni ¢eledi Cyanobiaceae na rody Parasynechococcus, Pseudosynechococcus,



Synechospongium, Inmanicoccus, Cyanobium, Regnicoccus, Vulcanococcus

a Lacustricoccus.

Zé4dny z nove popsanych rodl neni dosud validn€ popsan, a proto nejsou nazvy vSeobecné

respektovany a pouzivany, ¢im vznika jesté vétsi chaos.

Synechococcus (sensu stricto) } Synechococcaceae

Prochlorococcus A

SC 5.1 - Parasynechococcus, Pseudosynechococcus
Ca. Marinosynechococcus

| SC 5.2 - Cyanobium (+ Magnicoccus, Vulcanicoccus, > Cyanobiaceae
Regnicoccus)
SC 5.3 - Ca. Juxtasynechococcus (+ Lacustricoccus,
Inmanicoccus)

Synechospongium

J

Obr. 3: Taxonomické zafazeni pikoplanktonnich sinic fadu Synechococcales

dle Prokaryotického kodu

Vyskyt v pfirod€ — shrnuti

Pikoplanktonni sinice hojn¢ zastoupené v motich a ocednech reprezentuji rody
Parasynechococcus (moisky Synechococcus) ¢1 Prochlorococcus. Mezi dominantni rody
sladkovodnich lokalit patfi zejména Cyanobium, a spousta kmenii diive pojmenovanych
Synechococcus sp., Synechococcus usitatum (Cabello-Yeves et al., 2018; Jasser & Callieri,
2017), novée také Vulcanococcus, Lacustricoccus nebo Regnicoccus (Cabello-Yeves et al.,

2017; Salazar et al., 2020).

Zajimavosti je, ze byly nalezeny také endemické kmeny pikoplanktonnich sinic,
a to konkrétné v USA, Polsku ¢i Rakouskych jezerech (Jasser & Callieri, 2017). Déle byl
popsan novy rod Symechospongium (diive Synechococcus spongiarum), ktery je
endosymbiontem moiskych hub (Usher et al., 2004). Mizeme tedy piedpokladat, ze diverzita

pikoplanktonnich sinic je mozna mnohem vétsi, nez jakou ji doposud zname.

Podrobné;ji se budu dale zabyvat jen t€émi rody, které byly detekovany ve sladkovodnich

ekosystémech a jsou dilezité pro mou diplomovou praci.



2.2.1 Synechococcus

Problematikou jména Synechococcus jsem se podrobné zabyvala vyse. Zde uvedu popis rodu
Synechococcus podle literatury, tak jak je v soucasnosti vniman a jaké organismy jsou
pod timto pojmem popisovany. Pivodni oznaceni pikoplanktonich sinic Synechococcus s.l.

(sensu lato) je polyfyletické.

,Synechococcus “ je rozsifen po celém svéte, a to jak ve sladké, tak 1 slané vode. Jeho bunky
jsou dlouhé 3—15 pm, 1-3 um Siroké a maji kulaty Ci ty€inkovité protahly tvar. Bunécna sténa
je gramnegativni a je tvofena vrstvou peptidoglykanu, ktery bunkdm dodavam vétsi odolnost
(Callieri et al., 2013). ,,Synechococcus “ dominuje v oligotrofnich jezerech. Vyskytuje se také
jak v polarnich, tak i tropickych lokalitach. Je schopen piezit i v neptiznivych podminkéch.
V soucasné dobé je kladen daraz na validni pieklasifikovani taxonomie tohoto rodu (napf.
Cabello-Yeves et al., 2022; Dore et al., 2020; Gupta & Mathews, 2010; Komarek et al., 2020;
Salazar et al., 2020).

Z vyse uvedeného popisu (kapitola 2.2) vyplyva, ze vSechny pikoplanktonni organismy
z planktonu sladkovodnich ekosystému, a tedy i ty uvedené v mé diplomové praci, nélezi

fylogeneticky jinam nez do rodu Synechococcus.
2.2.2 Cyanobium

Cyanobium je vyznamnou soucasti sladkovodniho pikoplanktonu. Nalezi do sub-klastru 5.2
a je nejrozsifenéjSim a nejvariabiln€j$im rodem pikoplanktonnich sinic. Jeho buiky jsou
morfologicky jednoduché, ovalné, 1-2 um dlouhé a 1 um Siroké. Pikoplanktonni sinice
Cyanobium ma kulatéjsi tvar bunck. Podle pfitomnosti pigmenti mohou byt bud’ Cervené
(rizové) Ci zelené (zeleno-modré). Puavodné, na zakladé 16S rRNA genu, tento rod
piedstavoval vSechny sladkovodni pikoplanktonni sinice fazené do rodu ,,Synechococcus “
(Komarek et al., 2020), nyni dochazi k jeho ,,drobeni* na nové rody a druhy (napt. Dore et al.,

2020; Salazar et al., 2020).

Cyanobium gracile — typovy druh rodu Cyanobium (Rippka & Cohen-Bazire, 1983),
referencni kmen PCC6307.

Cyanobium usitatum — diive Synechococcus usitatum (Cabello-Yeves et al., 2018, ekotyp
rizové barvy), velice rozsifeny genotyp, ktery Ize detekovat jak ve studenych oblastech (jezero
Bajkal, jezero Erie), tak v temperatnich oblastech (Spanélsko jezero Tous), v tropech (jezera

Amazonie) a brakickych vodach.



2.2.3 Vulcanococcus

Rod Vulcanococcus je zastupcem sub-klastru 5.2 a byl vyc¢lenén od rodu Cyanobium
a ,,Synechococcus “ na zaklad¢ analyzy 259 marker genti. Zajimavosti je, ze tento organismus
V. limneticus rizové barvy, byl izolovan z vulkanického jezera Lake Albano (Italie) a oproti
jinym pikoplanktonnim sinicim, obsahuje ve svém genomu kompletni nitrogenasu a nif operon

(D1 Cesare et al., 2018). Tento rod neni dosud validn¢ popsan.
2.2.4 Lacustricoccus

Dva nové genomy byly objeveny ve sladkovodni nadrzi Tous a jezeru Lanier. Pivodné
pojmenovan Synechococcus lacustris (Cabello-Yeves et al., 2017), pak pfejmenovan
na Lacustricoccus (Salazar et al., 2020). Nadrz Tous 1 jezero Lanier se tadi k oligo-
mezotrofnim lokalitdm a tyto nové genomy se zde vyskytuji v masivnim poctu. V obou byl
detekovan fykobilisom (PSB) typu II, takZze nalezi k rizovému ekotypu a je bohaty
na fykoerythrin. Zaroven maji velikostné nejmensi genom, ktery byl zatim u sinice
wynechococcus “ pozorovan. Patii do sub-klastru 5.3. (Cabello-Yeves et al., 2017). Tento rod

neni dosud validn€ popsan.
2.2.5 Regnicoccus

Regnicoccus antarcticus je typovy rod pro puvodné Synechococcus sp. WH 5701 (Fuller et
al., 2003; reklasifikace Walter et al., 2017). Je halotolerantni. Prokazuje zvySené mnozstvi

vyskytu v antarktické oblasti. Dosud neni validné popsan. Nalezi do sub-klastru 5.2.
2.2.6 Kolonialni forma pikoplanktonnich sinic

Vyse zminéné pikoplanktonni sinice se mohou vyskytovat jednotlivé nebo tvofit rizné
strukturované a definované kolonie (Callieri et al., 2012; Jasser & Callieri, 2017; Komarkova,
2002a; Komérkova & Simek, 2003). Jejich kolonialni formy jsou viak b&zné taxonomicky
fazeny do jinych druhti Amnathece, Aphanocapsa, Cyanodictyon, Romeria, Snowella,
Cyanocathena, Merismopedia aj. (KaStovsky et al., 2018; Komarek et al., 2011; Komarek et
al.,, 2014; Komarek & Anagnostidis, 1998; Komarkova, 2002a). Tyto druhy jsou zatim
popsany pouze na zakladé Botanického kodu (morfologickych znakil) a na jejich pfesném

genetickém zarazeni se v soucasné dob¢ intenzivné pracuje.
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Detailni popisy kolonidlnich zastupcti pikoplanktonnich sinic podle Komarek

& Anagnostidis (1998) jsou popsany v nasledujicim odstavci.

Anathece je novy ndzev, diive nesla jméno Aphanothece (Komarek et al., 2011). Tato
pikoplanktonni sinice ma ovalné bunky, které se Casto uvnitt slizovych kolonii vyskytuji
po dvou. Hojné se nachazi v 1ét¢€ ve stojatych vodach. Kolonie dosahuji velikosti 20—100 pm.
Dalsi kolonialni pikoplanktonni sinici je Aphanocapsa. Ta je charakteristickd svymi malymi,
pravidelnymi a kulatymi bunkami. Jednotlivé buiiky byvaji v té€sné blizkosti u sebe a také se
Casto vyskytuje v koloniich. Mezi jejimi buiikami se nachazi jemny bezbarvy sliz. Velikost
kolonii je mensi, 10-50 um. Rozmnozuje se nepohlavnim délenim, ke kterému dochazi
ve dvou rovinach. Casto se vyskytuje v oligotrofnich jezerech s &istsi vodou. Snowella je
velice zajimava svym uspoiadanim bunék, které vypadaji jako sn¢hova vlocka. Jednotlivé
buniky jsou spojeny slizovou stopkou. Velikost kolonie 10-20 pum. Pikoplanktonni sinice
Cyanodictyon ma ovalné buiky a je charakteristickd pro své fetizkovité usporadani bunék
uvnitt slizovych kolonii. Velikost kolonii byva 10—100 pm. Dalsi zajimavou pikoplanktonni
sinici je Merismopedia. Jeji bunky se shlukuji po 4, a vytvaii tak specifické tabulky.
Rozmnozuje se délenim ve 2 smérech. Velikost kolonii 10-50 pum. Cyanocathena je drobna
kolonidlni pikoplanktonni sinice, kterd ma uvnitt kolonie zelezity prstenec. Velikost kolonii

10-20 pm. Pfehledné shrnuti viech béznych kolonialnich typt viz Svecova (2019).
2.3 Vztah mezi pikoplanktonnimi sinicemi a zooplanktonem

Z potravniho fetézce vyplyva, ze zooplankton je jednim z vyznamnych zdroji mortality
pikoplanktonnich sinic (druhym je pak virova lyze). Jeho vliv na vyskyt a rozmanitost
pikoplanktonnich sinic nelze jednoduSe definovat, nebot’ zahrnuje organismy riznych
velikosti (Huber et al., 2017; Ospina-Serna, 2020). Mikrozooplankton (<40 um) jsou drobné&;jsi
zastupci jako bicikovci (HNF,; heterotrophic nanoflagellates) a nalevnici (Cilliata), ktefi
spasaji jednobunécné pikoplanktonni sinice. Makrozooplankton (>40 pm, ale vétSi i nez
200 um) reprezentuji viinici (Rotifera), perloocky (Cladocera) a klanonozci (Copepoda)

schopni filtrovat drobné kolonie.

Konzumaci pikoplanktonu prvoky se dlouhodobé zabyvaji Simek et al. (1995; 1996), Dolan
& Simek (1998), Simek et al. (2022). Zaméfuji se piitom predevsim na konzumaci nalevniky
a bicikovci. Rychlost konzumace ovlivituje velikost bunék pikoplanktonnich sinic. Ta je
zavisla i na ro¢nim obdobi. Diikaz o konzumaci zajist'uji predevsim vakuoly, ve kterych byly

pikoplanktonni sinice nalezeny. Vyskytuji se v nich v riznych stupnich rozkladu. Z toho
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vyplyva, Ze pikoplanktonni sinice jsou prvoky nejen pozity, ale i traveny (Simek et al., 1996).
Bic¢ikovci jsou podle Jasser & Callieri (2017) daleko ucinnéjSimi konzumenty
pikoplanktonnich sinic nez néalevnici. Nékteré druhy planktonnich sinic jsou pro zooplankton
Spatn¢ stravitelné, a dokonce i toxické (Pérez-Morales & Sarma, 2014). Na obranu proti
predatortim dokazi nékteré pikoplanktonni sinice tvofit kolonie dosahujici velikosti az 100 um

(Callieri, 2017; Jezberova & Komarkova, 2007).

Konzumace pikoplanktonnich sinic mikrozooplanktonem je vice prozkoumdna nez
konzumace makrozooplanktonem (Svecova, 2019). Jejich zaZivaci trakt Gasto obsahuje
pikoplanktonni sinice v dusledku konzumace prvokti a vifniki. Budto jsou tedy
pikoplanktonni sinice pozirany napiimo, anebo pies nalevniky a bicikovce (Jasser & Callieri,

2017).

Vzhledem k tomu, Ze zooplankton bezpochyby ovliviiuje Zivot pikoplanktonnich sinic
(Huber et al., 2017; Ospina-Serna, 2020), byly provedeny dva pokusy (Jezberova,
nepublikovéano), jejichz cilem bylo ovéfit konzumaci pikoplanktonnich sinic zooplanktonem
rizné velikosti na jafe a v 1ét€ a jejich reakci na piimou konzumaci. Soucasti této diplomové
prace je vyhodnoceni jarniho pokusu (4.3. Cast A — pokus PIZO 1.). Filtry ziskané pravé
z tohoto PIZO 1. pokusu zde byly pouzity pro zjisténi diversity pikoplanktonnich sinic CARD-
FISH metodou.

2.4 Metody studia pikoplanktonnich sinic

Otazky diversity pikoplanktonnich sinic mohou byt zkoumany nékolika metodami jako je:
fluorescencni in situ hybridizace (FISH) metoda, svételna mikroskopie, analyza pigment —
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC), sekvenace amplikonti ¢i metagenomika.
Pro potieby této prace byla vybrana metoda CARD-FISH, kterda nam umozni pfimé propojeni
mezi fenotypem (organismy pod mikroskopem) a genotypem (genetickéd sonda). Tato metoda

je podrobnéji popsana v nésledujici podkapitole.
2.41 FISH metoda

Metoda fluorescencni in situ hybridizace, zkracené FISH (Fluorescent In Situ Hybridisation)
je dnes jiz standartni metodou pouzivanou v mikrobiologii. K prvnimu popisu a zkoumani této
techniky doslo jiz pied 20 lety. Od té doby se zna¢né vylepSila a soucasné se kombinuje

1 s jinymi technikami (Kubota, 2013; Pernthaler & Pernthaler, 2007; Piwosz et al., 2021).
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Nyni je jednou znejbéznéji pouzivanych mikroskopickych technik jak v mikrobiologii,
tak 1 v I¢ékarstvi. Lze ji vyuzit k identifikovani a poc€itani riznych mikroorganismu, pro ptipad

této prace hlavné¢ pikoplanktonnich sinic.

Metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je cytogeneticka metoda, ktera se pouziva
pro lokalizaci konkrétnich tiseki DNA nebo RNA. Vyuziva piitom fluorescencnich
oligonukleotidovych sond, které jsou schopny véazat se na pozadované vlakno DNA ¢i RNA.

Sondy jsou specifické jednotetézcové useky genetické informace, fluorescenné oznacené.

CARD FISH (Catalyzed Reported Deposition-Fluorescence In Situ Hybridization) je jeden
z typt fluorescencni hybridizace. Je to metoda, ktera se pouziva k urceni skupin — v naSem
piipad¢ pikoplanktonnich sinic. Funguje na zdkladé¢ komplementarity oligonukleotidovych
sond s useky nukleotida v ribozomech. Konkrétnéji jde o 23S a 5S rRNA na ribozomalnich
podjednotkach a 16S rRNA na malych podjednotkach. CARD FISH je specifickd v tom,
ze vyuziva sondu oznacenou kienovou peroxiddzou HRP (horse-radish peroxidase). Ta je
navazana na pfisluSnou sondu a dale pak na fluorescenéné znaceny tyramid (Pernthaler
& Pernthaler, 2007). Usp&$né navazani se projevi pod fluorescenénim mikroskopem jako
svetelny signal.

Dilezitym faktorem pro spravny prubéh hybridizace jsou fyzikdlni podminky. FISH
metoda sebou nese 1 n€kolik uskali. Vyznamnym problémem muze byt nizka propustnost
sondy nebo jeji mala ucinnost. Dalsi tskali predstavuje slabnuti hybridiza¢niho signalu v Case

(Kubota, 2013). Tato metoda je naro¢nd jak Casové, tak i po finan¢ni strance.
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3 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo pfinést nové poznatky o ekologii n€kolika fylogeneticky
definovanych skupin pikoplanktonnich sinic s vyuzitim metody CARD-FISH a nové
navrzenych genetickych sond. Tato metoda nebyla u pikoplanktonnich sinic jest¢ nikdy
pouzita. Jejim obrovskym piinosem je piimé propojeni sekvenacnich (genetickych) dat,
kterych v soucasné dobé¢ velice ptibyva, s pfimym pozorovanim organismi pod mikroskopem

vvvvvv

testovani n€kolika sond.
3.1 Cast A — Analyza pokusu PIZO I.

V ramci projektu GACR 19-232618 (fesitelka J. Jezberova) byly navrzeny a provedeny dva
pokusy, jejichZ cilem bylo ovéfit intenzitu a preference zooplanktonu piidanim izolovanych
kmenii pikoplanktonnich sinic do nékolika velikostnich frakci piirozeného spolecenstva.
Soucasti této diplomové prace je vyhodnoceni zmény diversity pikoplanktonnich sinic CARD-

FISH metodou jarniho pokusu (4.3. Cast A — pokus PIZO 1.).

Hypotéza 1 — Vlivem predace se jednobunécné pikoplanktonni buiiky shlukuji do kolonii.
Hypotéza 2 — Nékteré genotypy pikoplanktonnich sinic jsou pfednostné konzumovany oproti
jinym genotyptm.

V tomto pokusu byla analyzovéna zména zastoupeni dvou skupin pikoplanktonnich
sinic (Al.1, A3.1) vumélé populaci vzniklé smichanim tii fylogeneticky odliSnych kment
pikoplanktonni sinic. Zmény v ¢ase jsou vysvétlovany jako vliv predace mikro

a makrozooplanktonem v experimentalnim prostiedi.

3.2 Cast B — Vyskyt skupin pikoplanktonnich sinic v jejich pfiroze-

ném prostredi

Jezberova (2006) uvadi, Ze pii kultivaci sinic byva obtizné dosahnout jejich tradi¢nich
kolonidlnich forem, které se vyskytuji v pfirozeném prostiedi. Rozhodli jsme se otestovat

navrzené sondy na vzorkach ziskanych béhem ptedchozich vzorkovacich kampani.
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Hypotéza 3 — V prostredi o riazné trofické urovni nalezneme odlisSné genotypy

pikoplanktonnich sinic.

Hypotéza 4 — Pikoplanktonni sinice vyskytujici se v koloniich jsou zastoupeny stejnymi
genotypy, jako ty, které se vyskytuji ve volné vode samostatné (v jednobunécné

a dvoubunécné formé).
Zastoupeni 4 skupin pikoplanktonnich sinic v jejich pfirozeném prostiedi bylo analyzovano
pomoci CARD-FISH. Vzorky pochazely ze tii typi sladkovodnich ekosystémil — dalni jamy

(oligotrofni prostfedi), nddrze a pichrady (mesotrofni-eutrofni prostiedi) a rybniky

(hypertrofni prostiedi).
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4 Materialy a metody

Ke zjisténi diversity pikoplanktonnich sinic byla pouzita CARD-FISH metoda. Samotnému
procesu této metody ale predchéazelo n€kolik nutnych krok jako je odbér a ptiprava vzorkd.
Vzorky z nejriiznéjSich lokalit a Casovych obdobich byly odebrany v ptislusnych lokalitach
a konzervovany formaldehydem na vyslednou 2% koncentraci. Pfed piipravou filtru
pro hybridizaci byl fixovany vzorek ponechan cca 2 hodiny pii pokojové teploté Ci pies noc
v lednici. Béhem této doby byl pfipraven preparat na mikroskopovani (¢erny Nucleopore filtr
20 mm; porozita 0,2 um; objem vzorku 1-5 ml) pro zjisténi vhodné koncentrace (distribuce

bunék na filtru).

Po zjisténi idedlni koncentrace byl objem vynéasoben 4x a pouzit na ptipravu FISH filtra.
Dany objem se prefiltroval na velky FISH filtr (polykarbonatovy filtr Sterlitech; polomér
47 mm; porozita 0,22 um) na filtracni aparature, ktera je urcena pro velké filtry. Filtr byl dale
premistén na filtracni papir, kde chvilku osychal. Suchy vzorek se pomoci mékké tuzky
na okraj popsal potiebnymi daji (napt. datem, lokalitou, ¢islem vzorku). VysuSeny filtr byl
uchovan v ploché form¢ v malé Petriho misce ¢i krabicce od filtr. Mezi filtry byly vlozeny
prazdné papirky. Krabicka s filtry se fadné popsala datem a lokalitou a uchovala se v mrazaku
pii -20 °C. Takto ulozené filtry byly pozdé€ji vyndany z mrazdku a pouzity pro samotnou
CARD-FISH metodu. Vsechny dalsi kroky jsou popsané v nasledujicich podkapitolach.

4.1 CARD-FISH metoda

Vsechny filtry vybrané pro zjisténi diversity pikoplanktonnich sinic byly zpracovany CARD-
FISH metodou (Pernthaler & Pernthaler, 2007) za pouziti riznych sond (Tab. I). Samotné
hybridizaci piedchazelo jesté nckolik nutnych krokl (jako napt. ptiprava filtri, agardza,
permeabilizace ¢i inkubace s achromopeptidazou), které jsou také popsany v nasledujicich
podkapitolach. K vyhodnocovani hybridizace byl pouzit fluorescenéni mikroskop Olympus
BX75 za pouziti zeleného fluorescencniho svétla (oznaceného CHLA) vyuzivajici
fotosyntetickych barviv (fykobiliproteini) sinic (510-560 nm; buiiky pikoplanktonnich sinic
sviti ¢erven¢), UV zafeni na vSechny prokaryotické buiiky obarvené DAPI (4°,6-diamidin-
2fenylindol dihydrochlorid), (excitaéni maximum 360 nm, emisni maximum 460 nm; DNA
v bunikéach sviti bilo-modie) a modré svétlo FITC (Fluorescein-5-isothiocyanate), jez slouzi
ke zjisténi poctu cilenych bun€k (excitaéni maximum 460 nm, emisni maximum 540 nm)

a oznacen¢ bunky sviti zluto-zelené.
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Tab. I: PouZité¢ kmeny a ptislusné sondy (FA% = koncentrace formamidu v pufru)

KOMPETI-
SKUPINA KMENY SONDA SEKVENCE (5’-3’) FA% TORY

Cyanobium gracile ACGCTTTAACGACAGACTTA-

Al PCC 6307 Al.llong CAAGGCCG 2> 3

Synechococcus sp. Sy-

A2 nAce01_CP018091 A2.2Y GCCCAGYAGTTTCCATTGCCTG 35
Synechococcus sp.

A3 GFBO1 16S rRNA 1; A3.1M CAAGCCTCMCAGTTTCCATTGC 35 2

JJ27 STR AM710383
B1 R9<2-R1 B1.2 CAAGCCTTGTAGTTTCCACCGCCGA 35 2

4.1.1 Agaréza

Do 50 ml lahve se Sroubovacim uzavérem bylo piidano 0,1 g agar6zy navazené na laboratorni
vaze. Lahev se doplnila do 50 ml ultradistou (MilliQ) vodou, pfikryla neutazenym vickem
a umistila do mikrovinného inkubatoru. S vyskytem prvniho probublani se l1dhev vyndala ven,
kde mirn€ vychladla. Déle byla nalita do ¢isté, pfedem oznacené Petriho misky, do které byly
postupné namaceny vSechny filtry, vzdy népisem dolt. Filtry se pfedem tadné popsaly.

Po namoceni se filtry nechaly uschnout na ¢isté podlozce.
4.1.2 Permeabilizace

Do 15 ml vzorkovnice (typ Falcon) bylo ptidédno 0,1 g lysozymu odvazeného na laboratornich
vahach, 8 ml MilliQ vody, 1 ml EDTA (0,5M) (kyselina ethylendiamintetraoctova) a 1 ml
TRIS HCI (IM) (tris hydrochlorid). Obsah vzorkovnice byl promichdn na vortexu a prelit
do Petriho misky oznacené ,lysozym®“. Do Petritho misky byly pfidany vSechny filtry

a ponechany 1 hodinu v inkubatoru pfi teploté 37 °C.
4.1.3 Achromopeptidaza a deaktivace endogennich peroxidaz

Do 15 ml vzorkovnice byly piidany 3 ml MilliQ vody, 20 ul NaCl (5M), 20 pul
achromopeptidazy a 100 ul TRIS HCI (1M). Vzorkovnice se doplnila do 10 ml MilliQ vodou
a zamichala. Z Petriho misky oznacené jako ,,lysozym* byly filtry pfendany do Petriho misky
s PBS (1x) (solny roztok fosfatem pufrovany), poté do Petriho misky s vodou, a nakonec
do Petriho misky s achromopeptidazou. V ni ziistaly 20 minut v inkubéatoru pii teploté 37 °C.
Po dvaceti minutach doslo k pfendani do Petriho misky s PBS (1x), po proplachnuti do Petriho
misky s vodou. Nakonec byly piesunuty do Petriho misky s HCI (0,01 M), kde zustaly

10 minut pfi pokojové teploté. Po uplynulém case byly filtry omyty v Petriho misce s vodou
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a prendany do Petriho misky s etanolem (96%). Asi po 1 minuté doslo k vyndani na ¢istou
podlozku a usychani. Po usuSeni doSlo k rozfezdni na potiebné platky a rozmisténi

do oznacenych sad Petriho misek. Tyto sady byly pln¢€ pfipravené pro hybridizaci.
4.1.4 Hybridizace

Do 2 ml mikrozkumavky (Eppendorf) bylo ptfidano 1,5 ml pfislusného pufru vzhledem
k pouzité sond€. Pro potieby prace je nazev sond zkracen (Al.llong = Al.1, A2.2Y = A2.2,
A3.IM = A3.1, B1.2 zistava stejna). Déle bylo piidano 10 pl konkrétni sondy (Tab. I)
1 s pfipadnymi kompetitory (Tab. II). Sonda A2.2 neméd zadné kompetitory. Sondy byly
navrzeny a vybrany tak, aby identifikovaly rizné genotypy pikoplanktonnich sinic (Obr.
P _1). VSechny sondy se piredem nafedily DEPC (diethyl pyrokarbonat) na koncentraci
10 pmol. Sada natfezanych filtri byla naskladdna na ethanolem vyc¢iSténou pipetu a z ni
prenddna do mikrozkumavky s pufrem a sondou. Dale byla umisténa do inkubatoru

s nasazenym rotorem na 4 rmp pies celou noc pii teploté 35 °C.

Tab. II: Kompetitory k sondam

SKUPINA JMENO KOMPETITORU SEKVENCE (5’-3)

Al Al.llong-cl ACGCTTTAACGACAGACTTACAAGACCG
Al Al.llong-c2 ACGCTTTAACGACAGACTTTCAAGGCCG
Al Al.llong-c3 ACGCTTTAACGACAGACTTACAGGGCCG
A3 A3.1M-cl CAAGCCTCCCAGTTTCCAATGC

A3 A3.1M-c2 CTAGCCTCACAGTTTCCATTGC

B1 Bl.2-cl1 CAAGCCTTGTAGTTTCCACCGCTGA
B1 B1.2-c2 CAAGCCTTGTAGTTTCCATCGCCGA

V dal$im kroku se ptipravoval praci pufr. Do 50 ml vzorkovnice bylo piidano 10 ml MilliQ
vody, pozadované mnozstvi NaCl (5M) (chlorid sodny) pro konkrétni sondu (A1.1 — 30 ul;
A2.2, A3.1, B1.2 — 420 pl), dale 500 ul EDTA (0,5M), 1 ml TRIS HCI a 25 ul SDS
(dodecylsiran sodny). Vzorkovnice byla doplnéna na 50 ml MilliQ vodou, promichana
a umisténa do inkubatoru na 10 minut pfi teploté 37 °C. Po uplynulém case doslo k vyndani
vzorkovnice 1 mikrozkumavky z inkubatoru. V digestofii byly filtry z mikrozkumavky pomoci

pipety prendany do vzorkovnice, a vraceny zpét do inkubatoru na 30 minut pii teploté 37 °C.

Nova  Petriho miska sPBST (fosfitem pufrovany fyziologicky  roztok
s nizkokoncentrovanym detergentnim roztokem) se ptfidala do inkubatoru ke vzorkovnici.

Po 30 minutach byl obsah ze vzorkovnice vylit do laboratorniho sita/Biichnerovy nalevky
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pro zachyceni filtri. Zachycené filtry byly pfendany do Petriho misky s PBST (fosfatem

pufrovany fyziologicky roztok) a umistény zpét do inkubétoru na 45 minut na 37 °C.
4.1.5 Amplifikace

Po 35 minutach se zacal chystat dal$i krok. Do 2 ml mikrozkumavky se ptidalo 0,5 ml PBS
(1x) a 2,5 ul H2O» (peroxid vodiku). Do pfipravené Petriho misky oznacené ,,FITC* byl piidan
1 ml amplifika¢niho pufru, 10 pl roztoku PBS+H>O, a 1,25 pl tyramidu s navazanou
fluorescen¢ni barvou FITC (Pernthaler & Pernthaler, 2007). Filtry z Petriho misky s PBST
byly po daném case piendany do Petriho misky FITC, ta se ponechala ptesné¢ 30 minut

v inkubatoru na 37 °C.

Po 30 minutach byly filtry pfendany do nové nalité Petriho misky s PBST, piikryty
plechovkou a zlstaly na stole ve tmé€ po dobu 15 minut. Poté byly pfendany do Petriho misky
s vodou pro proplachnuti, a nakonec do Petriho misky s etanolem (96%). V té doSlo opét

k proplachnuti a naslednému vyndéani na podlozku k uschnuti.

Po uschnuti se filtry umistily na podlozni sklo. Pro snadné&jsi uchyceni filtri se na podlozni
sklicko pridala kapka imerzniho oleje s DAPI. Na piipravené filtry bylo nakonec umisténo
dukladné¢ ptitlacené kryci sklo. Sklo s filtry se oznacilo ptislusnym popisem a popis s krycim

sklem se ptelepil izolepou pro fixaci.
4.1.6 Pozorovani pod mikroskopem

Filtry zjednotlivych vzorkd byly mikroskopovany pod fluorescencnim mikroskopem
Olympus BX55 se zvétSenim 1000x (objektiv 100x; okular 10x). U kazdého vzorku byly
spocitany pocty vSech bunck v chlorofylu a poté pocty hybridizujicich bunck (viz vyse).
Celkem bylo spocitano cca 400 bunék. Vysledky byly spocitany, porovnany rozdily mezi

pocty v obou svétlech a vyhodnoceny.
4.2 Vybér kment pikoplanktonnich sinic

Na zéklad¢ fylogenetické analyzy byly vybrany jednodruhové (neaxenické) kmeny
pikoplanktonnich sinic, které byly vhodné pro pokus PIZO I. a pro testovani specifity nove
navrzenych genetickych sond (Tab. I). VSechny kmeny pochézely ze sbirky mikroorganismt
RNDr. Jitky Jezberové, Ph.D. (HBU-BC AV CR). Byly péstovany v klimaboxu pii teploté

19 °C v médiu WC a svételném rezimu 16h svétlo/8h tma (Svecova, 2019).
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4.3 Cast A — Pokus PIZO I.

4.3.1 Odbér, filtrace a tvorba FISH filtrt

K prvni Casti zjistovani diversity pikoplanktonnich sinic pro potiebu diplomové prace byly
pouzity vzorky zpokusu PIZO 1. Jeho cilem bylo zjisténi vzijemného vztahu mezi
pikoplantonnimi sinicemi a zooplanktonem. Pokus PIZO 1. se uskutec¢nil v obdobi
od 2. do 10. ¢ervna 2020 a byla na n¢j pouzita voda z hypertrofniho rybnika Rod (Tteboisko).
Béhem PIZO 1. pokusu byla voda filtrovéna pies nékolik konkrétnich filtrti (viz nize) do lahvi
se Sroubovacim uzdvérem tak, aby se docililo rizného velikostniho slozeni organismu.
Do vSech vzniklych lahvi (vyjma kontrolnich) bylo nasledné piidano predem vypoctené
mnozstvi pikoplanktonnich sinic o finalni koncentraci 10* bunék/ml. Byly pouzity kmeny
RD-KV18, STR a 25-VIR, které nélezi geneticky do 3 rtiznych skupin: STR (skupina A3),
RD-KV18 (skupina A4.1, Vulcanococcus) a 25-VIR (skupina A1, Cyanobium).

K pokusu tak bylo vytvoreno celkem Sest typt variant, které byly zkoumany a pravidelné
odebirany. Varianty se od sebe lisily tim, ptes jaky filtr byla voda filtrovana (0,2 pum — 1 pm
— 5 um — 20 um — 200 pum — UNF). UNF (unfiltered) frakce nebyla filtrovana vibec,
obsahovala tudiz celé velikostni spektrum organismi. Frakce 0,2 byla ptefiltrovana ptes
0,2 um filtr a neobsahovala zddné mikroorganismy. Frakce 1 byla piefiltrovana pfes 1 pum
filtr, obsahovala bakterie a pfirozené pikoplanktonni sinice (jejichz pocet byl tou dobou velmi
nizky, 500 b/ml) a byla zbavena vSech predatort (prvoki a makrozooplanktonu). Frakce 5
byla pfefiltrovana pies 5 um filtr a obsahovala bakterie, pikoplanktonni sinice a drobné
bi¢ikovce. Frakce 20, ktera byla piefiltrovana ptes sitku 20 um, obsahovala navic vétsi prvoky
(nélevniky), ale zddny mnohobunécény zooplankton. Frakce 200, piefiltrovana pies sito
200 um obsahovala mensi zooplankton (hlavné viiniky). Frakce UNF nebyla ptefiltrovana
vubec, tudiz se v ni vyskytovaly veskeré planktonni organismy vcéetné velkého zooplanktonu

(perloocky, buchanky).

Vsechny tyto frakce se nasledné pravidelné odebiraly ve 3 opakovanich (A, B, C)
pro ziskani relevantnich vysledki. Krom¢ variant A, B a C byla pravideln¢ odebirana
i varianta 0. Ta slouzila jako kontrolni a na zacatku pokusu do ni nebyly pfidany zadné
pikoplanktonni sinice. Odbér z jednotlivych variant vzork probihal pfimo v den pokusu,
nasledn¢ pak prvni, druhy, ¢tvrty a osmy den pokusu do piedem piipravenych lahvicek
0 objemu 60 ml. Jednotlivé vzorky z odbért tohoto pokusu byly mikroskopovany a nasledné

prefiltrovany na filtry pro CARD-FISH analyzu (viz vySe). Takto ptipravené filtry ze zacatku
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(den 0), stiedu (den 4) a konce (den 8) byly pouzity pro zjisténi diversity pikoplanktonnich
sinic prostfednictvi CARD-FISH metody s pomoci sond Al.1 a A3.1. Sonda A4.1 bohuzel

nevykazovala dostate¢nou specificitu, a proto nemohla byt pro analyzu pouzita.
4.4 Cast B — Diversita v dalnich jamach, rybnicich a nadrzich

Ke zjisténi diversity pikoplanktonnich sinic v pfirodnich vodach rtzné trofické urovné
(oligotrofni diilni jamy, mesotrofni-eutrofni vodni nadrze a hypertrofni rybniky) byly vybrany
nejruznéjsi FISH filtry pfipravené v pfedchozich letech pracovniky Biologického centra
AV CR-HBU pod vedenim RNDr. Jitky Jezberové, Ph.D. Potfebné vzorky byly v minulosti
odebrany v pfislusnych lokalitich a nasledné¢ mikroskopovany pro zjisténi hustoty
pikoplanktonnich sinic. S ohledem na jejich hustotu se piipravily 0,2 pm filtry, na kterych se
prefiltrovalo pozadované mnozstvi vzorku. Po peclivém popsani byly ulozeny do mrazaku

(-20 °C) a byly vyhodnoceny v této diplomové praci.

Vybrano bylo celkem 54 riznych filtri z rozmanitych lokalit (Obr. 4, Tab. P_I, Tab.
P_1II). Lokality zahrnovaly rybniky, vodni nadrze i diilni jamy. VétSina z nich se nachézi ptimo
v Ceské republice. Malé mnozstvi vzorki vybranych pro tento vyzkum bylo ze zajimavych

lokalit v zahrani¢i (z Némecka, Polska a Indie).

LOKALITY
® duIni jamy

@ rybniky
® nadrze

Obr. 4: Vybrané lokality v CR i zahraniéi (zdroj: vlastni tvorba)
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Pro potiebu diplomové prace byly filtry rozd€leny do tti skupin. Prvni skupinu zahrnovaly
vzorky ze vSech diilnich jam bez ohledu na lokality. Druhou skupinu reprezentovaly vzorky
ze vSech rybniki a tfeti vSechny vybrané nddrze. Pro lep$i pfehlednost byla prvni skupina
dalnich jam oznacena pismenem M (mine) a kazdy filtr ptisluSnym pofadovym ¢islem. Druha
skupina zahrnujici rybniky nesla oznaceni F (fishponds) a piislusna Cisla. Skupina tfeti byla
oznacena pismeny RL (reservoir, lake) a reprezentovala nadrze a jezera. Taktéz byly

jednotlivé filtry doplnény poradovym ¢islem.

Vsechny vybrané filtry byly néasledné zpracovany CARD-FISH metodou s vyuzitim sond
Al.1, A2.2, A3.1 a B1.2 (viz kapitola 4.1 CARD-FISH metoda).

4.5 Statistické testy

Statistické testy byly provedeny v programu Graph Pad Prism 9.4.1. K vyhodnoceni byla
pouzita dvoucestnd ANOVA. Pro vyhodnoceni rozdilu mezi sondami (u PIZO 1.) jsem pouzila
Sidakovu korekci pro mnohonasobné testy. Rozdily mezi celkovymi poéty jednobunéénych
pikoplantkonnich sinic (u PIZO 1.) v ¢ase byly vyhodnoceny s pouzitim post hoc Tukey testu.
K vyhodnoceni rozdilii jednotlivych sond (Al.1, A2.2, A3.1 a B1.2) mezi lokalitami byla
pouzita jednocestnd ANOVA s pouzitim post hoc Tuckeyho testu.
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5 Vysledky

5.1 Testovani novych sond

Vzhledem k nutnosti ovéfit specificitu a ucinnost jednotlivych sond predem, bylo vybrano
n&kolik kultur ze sbirky autotrofnich organismti (Jezberova, BC AV CR — HBU) (Tab. III).
Jednotlivé kultury byly vybrany tak, aby kazdd obsahovala kmen konkrétnich
pikoplanktonnich sinic, které by mély byt detekovany konkrétni sondou. Testovala jsem tedy

jeji specificitu tam, kde se predpokladala (Tab. IV).

Tab. III: Vybrané kultury pro testovani sond

SKUPINA KOD NAZEV KULTURY DATUM AKCE FILTR (0,2 pm) MEDIUM
Al M1 VIR 02.03.2021 400 pl e
A2 M2 KV-KV19 02.03.2021 400 pl BG
A3 M3 STR S2/9 02.03.2021 400 pl BG

A4.3 M4 K5<2-K 22.3 02.03.2021 300 pl wC
A4.3 M5 R9<1-7.2 02.03.2021 400 pl wC
A5 M6 DH<0.8-3.1 02.03.2021 40 pl wC
A6 M7 KV-KV10-D6 02.03.2021 40 pl e
A9 X R-ME 5-B2 02.03.2021 VYRAZENO e
B1 M8 K1-D4 02.03.2021 100 pl e
B1 M9 K5<2-K6 02.03.2021 100 pl wC
B1 M10 LA-S3/17 02.03.2021 200 pl e
B1 M11 R9<2-R3 02.03.2021 200 pl wC

Vsechny tyto vybrané kultury byly mikroskopovany a déle filtrovany dle potiebné hustoty
na FISH filtry. VSechny filtry pak byly zpracovany CARD-FISH metodou pro ovéfeni
specificity sond a jeji uCinnosti, tedy schopnosti se vazat na danou pikoplanktonni sinici.
Pro testovani byly pouzity sondy Al.1, A2.2, A3.1, A5.1, A6.4, A9.1 a B1.2. Nakonec byly
pozorovany pod mikroskopem a vyhodnocovany dle specificity a ucinnosti hybridizace.
Vysledky prokazaly specificitu jednotlivych sond pouze na navrzené kmeny pikoplanktonnich
sinic. V pfiloZzené tabulce jsou zaznamendny vysledky hybridizujicich kultur v zavislosti

na konkrétni sond¢ (Tab. V).
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Tab. I'V: Ovérovani specificity CARD-FISH sond

SKUPINA/VZORKY

Al A2 A3 | A43 | A43 | A5 A6 B1 B1 B1 B1
SONDY | FA (%) | M1 M2 M3 | M4 | M5 | M6 M7 M8 M9 | M10 | M1l
Al.1 55 | ANO | NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE
A2.2Y | 35 NE | ANO | NE NE NE NE NE NE NE NE NE
A3.1M | 35 NE NE | ANO | NE NE NE NE NE NE NE NE
A5.1 65 NE NE NE NE NE | ANO | NE NE NE NE NE
A6.4b | 60 NE NE NE NE NE NE | ANO | NE NE NE NE
A9.1 35 NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE
B1.2 35 NE NE NE NE NE NE NE | ANO | ANO | ANO | ANO
Tab. V: Vysledky testovani ti¢innosti jednotlivych sond
SKUPINA NAZEV FITC CHLA %PICO POZNAMKY
Al M1 243 311 78%
A2 M2 317 408 78%
A3 M3 209 415 50%
A4.3 M4 X X X NEJSOU SONDY
A4.3 M5 X X X NEJSOU SONDY
A5 M6 102 408 25%
A6 M7 95 301 32%
A9 X X X X NENI KULTURA
B1 M8 172 401 43%
B1 M9 157 404 39%
B1 M10 292 400 73%
B1 M11 42 310 14%

Pro samotnou hybridizaci bunék z PIZO 1. pokusu a dale vybranych vzork® dalnich jam,

rybnikt a néadrzi byly vybrany sondy, které¢ pod mikroskopem nejlépe svitily nebo se

predpokladalo, ze se kmeny téchto pikoplanktonnich sinic vyskytuji v danych lokalitach

na zaklad¢ udaju z vytvotrenych stromti genotypti pikoplanktonnich sinic.

5.2 Vysledky pokusu PIZO I.

Predbézné vysledky naznacuji vzajemnou interakci mezi pikoplanktonnimi sinicemi

a zooplanktonem. Ve vzorcich byly pod mikroskopem pozorovany jednobunécné

pikoplanktonni sinice i kolonie. Jednobunécéné pikoplanktonni sinice dominovaly ve vSech

frakcich nulty den. NejvétSi nartst kolonii se objevil osmy den u frakce 5. Bunky

pikoplanktonnich sinic ve frakeci 0,2 béhem ptibyvajicich dnii vyrazn¢ naristaly, naopak

24




ve viech variantich s predatory pikoplanktonni sinice v &ase ubyvaly. Ubytek bunék

pikoplanktonnich sinic ve vzorcich se zooplanktonem znaci jejich konzumaci zooplanktonem.

Celkem 108 vzorki (filtr) z pokusu PIZO I. bylo nahybridizovano se sondami A1.1 a A3.1
(samostatné, 54 a 54 pro kazdou sondu). Vyhodnocovéni vychazelo z pramért variant (A, B,
C) pro kazdou skupinu vzorki dle spolecného dne odbéru a frakce (Tab. P_III a P_IV).
Vysledky hybridizace se liSily na vzorcich z pocatecniho, ¢tvrtého a osmého dne pokusu.

Vyznamny rozdil byl pozorovan i v porovnani vysledki dvou pouzitych sond: Al.1, A3.1

(Obr. 5).

Jednotlivé varianty se od sebe liSily v zavislosti na dni pokusu. Varianty 0,2 a 1 byly
kompletné bez predatora, tudiz se jejich trend lisil od variant 5, 20, 200, UNF, které predatory
obsahovaly. Jednotlivé sondy ve vysledcich prokazovaly opacéné trendy. Procenta
hybridizujicich bun€k pikoplaktonnich sinic se sondou Al.1 ve frakcich 5, 20, 200 a UNF
v Case rostly (s vyjimkou 0. dne u frakce UNF), zatimco se sondou A3.1 procenta

hybridizujicich bun¢k pikoplanktonnich sinic ve frakcich 5, 20, 200 a UNF v Case klesaly.

Ve vSech variantach byly pozorovany jak jednobunétné pikoplanktonni sinice,
tak 1 kolonie. Ve frakci 5 se Casto objevovaly kolonie mensSich i vétsich velikosti. V nékterych
pripadech dochazelo k hybridizaci celé kolonie, jindy hybridizovaly jen nékteré bunky z dané
kolonie. Sila hybridiza¢niho signdlu se také v ramci jednotlivych vzorkli vyrazné liSila.
Nekteré pikoplanktonni sinice pod mikroskopem vyrazné svitily, jiné vykazovaly mensi
signal. Kolonie pikoplanktonnich sinic hybridizovaly v obou sondach podobné, tudiz nebyl

pozorovan rozdil mezi testovanymi kmeny.
Vysledky ucinnosti jednotlivych sond jsou popsany v nasledujicich podkapitolach.
Odpovidaji zastoupeni dvou sond: Al.1 a A3.1. Jednotlivé sondy se svym zastoupenim li$i

v ramci riznych dni i frakci (Obr. 5). Nehybridizovanych bun¢k (nehybridizujicich v Al.1

ani A3.1) zastalo 28—77 % (minimum-maximum).
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Chybova usecka zna¢i smérodatnou odchylku. Signifikantni vysledky pro porovnani sond
mezi sebou osmy den jsou znaceny hvézdickou: * = P< 0,05; *** = P< (0,01. Pismena a, b

znaci signifikantni rozdily celkovych pocti jednobunécnych pikoplanktonnich sinic v Case.
5.2.1 Sonda A1.1

U sondy Al.1 hybridizovalo velké mnozstvi bunék. Maximalni procento hybridizace
dosahovalo 46 % hybridizujicich bun¢k a to osmy den u varianty UNF. Naopak minimalni
procento odpovidalo 6 % hybridizujicich pikoplanktonnich sinic ve vzorku z poc¢atecniho dne
varianty 20. Obecné nejvyssich procentualnich hodnot tato sonda dosahovala nej¢astéji osmy

den PIZO I. pokusu s vyjimkou variant 0,2 a 1.

U sondy Al.1 byl pozorovan narast procenta hybridizovanych bunék pikoplanktonnich
sinic s piibyvajicimi dny pokusu u variant 0,2, 5, 20 a 200. Posledni — osmy den pokusu bylo
procento hybridizovanych bunck u nékterych variant i dvakrat vyssi nez na zacatku pokusu.
Témét ve vSech variantach bylo nejvice procent hybridizovanych bunék posledni — osmy den
pokusu. Ve variantich 1 a UNF byl zaznamenan ctvrty den pokles poctu procenta

hybridizovanych bunék a z grafu vyplyva, ze ¢tvrty den byl nejméné pocetnym.

Celkové pocCty bunék u frakce 0,2 v case rostly. Ve frakei 1 se pocty bunck
pikoplanktonnich sinic pohybovaly na podobnych hodnotach. Ve frakcich 5, 20 a 200
dochazelo k ubytku hybridizujicich bunék c¢tvrty den pokusu. Frakce UNF — nejbohatsi
na predatory pikoplanktonni sinice 4. a 8. den téméf neobsahovala. Obecné je ziejmé,

ze pikoplanktonni sinice ve vzorcich se zooplanktonem v ¢ase ubyvaly.

Buiikky hybridizované sondou Al.1 se vyskytovaly jak samostatné¢ (Obr. 6 a 8),
tak v koloniich (Obr. 7 a 9). Kolonie tvofené pouze hybridizujicimi bunkami mély spiSe
rozvolnény tvar s mezerami mezi jednotlivymi buiitkami 3—5 pm (Obr. 7). Kolonie tvofené

rovnéz buitkami nehybridizujicimi pfipominaly ¢aste¢né 1 shluky (Obr. 9).
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Obr. 6: Priklad jednobunécné formy pikoplanktonnich sinic hybridizovanych sondou Al.1
v pokusu PIZO 1. (nazev vzorku P85; den 8; frakce <200 pm). Cervené buitky = CHLA, zelené
bunky = FITC

Obr. 7: Priklad kolonidlni formy pikoplanktonnich sinic hybridizovanych sondou Al.1
v pokusu PIZO 1. (nazev vzorku P18; den 8; frakce <200 pm). Cervené buiiky = CHLA,
zelené bunky = FITC
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Obr. 8: Pikoplanktonni sinice hybridizované sondou A1.1 na zacatku pokusu PIZO I. (ndzev

vzorku P26; den 0; frakce <1 um). Cervené buiiky = CHLA, zelené buiiky = FITC

Obr. 9: Pikoplanktonni sinice hybridizované sondou Al.1 na konci pokusu (nazev vzorku

P18; den 8; frakce <200 pm). Cervené buitky = CHLA, zelené bunky = FITC
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5.2.2 Sonda A3.1

Uginnost sondy A3.1 je také velmi vysoka. Maximalni procento hybridizace je v porovnani se
sondou Al.1 jesté€ o néco vyssi a odpovida 50 % hybridizujicich bunék. Toto maximum bylo
zaznamenano osmy den u varianty 0,2. Naopak nejmensi procento hybridizovanych bunck

odpovidalo 2 %. Toto minimum ptipadd na osmy den varianty 5 (Obr. 5).

Na rozdil od sondy Al.1, kde procento hybridizujich bunék nartistalo v rdmci dni, sonda
A3.1 vykazovala opacny trend. Procento hybridizujicich bunék pikoplanktonnich sinic
s pfibyvajicimi  dny pokusu ve vétSiné pripadi klesalo. Nejvice procent bunck
pikoplanktonnich sinic bylo na zacatku pokusu — prvni den a nejméné naopak den posledni —
osmy. Tento trend byl pozorovan u variant 5, 20, 200, UNF. Ve variantich 0,2 a 1 byl
pozorovan pokles procent bunck ¢tvrty den pokusu. Varianta 0,2 je také vyznamna velkym

nartstem procent hybridizujicich bun€k posledni den pokusu (Obr. 5).

Podobné¢ jako u sondy Al.1 celkové pocty bun¢k ve frakei 0,2 v Case rostly a u frakce 1
mély podobné hodnoty vSechny tii dny. Ve frakcich 5, 20, 200 a UNF se 4. a 8. den pocty
bunék vyrazné snizily.

Buiky, které byly hybridizované sondou A3.1, se vyskytovaly jak v jednobunécné

(Obr. 12), tak 1 v kolonialni form¢ (Obr. 11 a 13). Velmi zajimavé jsou pikoplanktonni sinice

tvotici mikrokolonie ¢i shluky bun¢k (Obr. 10).
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Obr. 10: Piiklad jednobunécné formy pikoplanktonnich sinic hybridizovanych sondou A3.1
(nazev vzorku P4; den 8; frakce <0,2 pm). Cervené buitky = CHLA, zelené buiiky = FITC

Obr. 11: Priklad kolonidlni formy pikoplanktonnich sinic hybridizovanych sondou A3.1
(nazev vzorku P30; den 0; frakce UNF). Cervené buitky = CHLA, zelené buiiky = FITC
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Obr. 12: Pikoplanktonni sinice hybridizované sondou A3.1 na zacatku pokusu (nazev vzorku

P25; den 0; frakce <0,2 um). Cervené buiiky = CHLA, zelené buiiky = FITC

Obr. 13: Pikoplanktonni sinice hybridizované sondou A3.1 na konci pokusu (ndzev vzorku

P4; den 8; frakce <0,2 um). Cervené buiiky = CHLA, zelené buiiky = FITC
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5.3 Vysledky analyzy dualnich jam

Vétsina pikoplanktonnich sinic pozorovanych v dalnich jamach méla malou velikost kolem
1 um, tvary kokalni, ovalné i tyCinkovité¢, a byly ve formé& jednobunécné, vyjimecné
ctytbunécné (lokalita Most (M10) z 16 m a Milada (M7) z 14 m) nebo kolonialni (n¢které
vzorky z lokality Milada, Most, Senftenberg). Vyskytovaly se zde zelené bunky obsahujici
pouze fykocyanin (PC), ale také razové bunky obsahujici fykoerytrin (PE).

Hybridizace byla provadéna na 16 rGznych filtrech z nejrizné;jSich lokalit dilnich jam
vyskytujicich se v Ceské republice a Némecku (spoéitino celkem 16x4 vzorki).
Pro hybridizaci byly pouzity sondy Al.1, A2.1, A3.1 a B1.2 (Obr. 14; Obr. P_3).
Ve vysledcich jsou pozorovany vyznamné rozdily mezi lokalitami a pouzitou sondou (Tab.
P_V). Obecné lze fici, ze pikoplanktonni sinice pfili§ nehybridizovaly s pouzitymi sondami
na vybranych dulnich jamach. Vyskyt hybridizujicich pikoplanktonnich sinic nepiekracuje

hodnotu 20 % s vyjimkou jednoho odbéru z lokality Milada, jejiz pocty bunék presahuji 50 %.
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Obr. 14: Vysledky hybridizace diilnich jam
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5.3.1 Némecké lokality

Prvni skupinu zatopenych diilnich jam tvofi ¢tyfi némecké dalni jamy. VSechny némecké
lokality mé&ly podobné koncentrace pikoplanktonnich sinic 2-4 x 10° b/ml a veobecné
hybridizovalo malo bunék, oproti rybnikiim ¢i nadrzim. Pikoplanktonni sinice v téchto
nadrzich byly jak zelené (obsahujici pouze PC), tak i ¢ervené (obsahujici PE). Kolonialni
formy se vyskytovaly pouze v jezete Senftenberg. Vysledky jejich hybridizace v rdmci vSech
sond jsou podobné s vyjimkou lokality Senftenberger See, ktera dosahovala vysSich poctl
hybridizovanych bunék a vynikala zejména v sondé¢ Al.1. Toto jezero mélo oproti zbylym

ttem vyssi pH (pH 6,8 misto pH 5,5) (Tab. P_II).

Vysledky prvni lokality Geierswalder See jsou dost podobného slozeni v rdmci vSech sond
a pohybuji se vrozmezi pouhych 1-3 % hybridizujicich pikoplanktonnich sinic se vSemi
sondami. VEtsi zastoupeni zde maji sondy Al.1 a B1.2 a to konkrétn€ 3 %. Celkovy podil
hybridizovanych bunék v tomto jezetfe tvotil méné nez 10 %. V druhé lokalit€¢ Grossrdschner
See nebyly pozorovany témét zadné pikoplaktonni sinice hybridizujici se sondou A2.1 a B1.2.
Naopak sonda Al.1 disponuje 6 % hybridizujicich pikoplanktonnich sinic na daném filtru.
Sonda A3.1 zahrnuje 3 % hybridizujicich bunék, podobné jako tomu bylo u nékterych sond

v prvni lokalité. Celkovy podil hybridizovanych bunck v tomto jezefe tvofil také skoro 10 %.

Tteti lokalitou némeckych dilnich jam je Partwitzer See, kde hybridizovalo celkem 7 %
které 1 tak disponuji pouhymi 3 % hybridizujicich bunck. Dalsi dvé sondy jsou zanedbatelné.
Posledni némecké dilni jezero reprezentuje Senftenberger See, které¢ vynika v sond¢é Al.1 se
svoji 13 % Gspésnosti v hybridizaci pikoplanktonnich sinic. Za zminku stojiisondaB1.2s 6 %
ucinnosti a sonda A3.1 s5 % ucinnosti. Sonda A2.1 je zanedbatelna. Celkem zde
hybridizovalo 24 % bunék pikoplanktonnich sinic. Zajimavé je, Ze z4dnd z téchto lokalit

neméla kolonialni formy pikoplanktonnich sinic.

Obecné lze tedy fici, ze nejvyraznéjs$i sondou némeckych lokalit je sonda Al.l.
V porovnani s lokalitami ceskymi se tyto lokality lisi svym pH, které se pohybuje v rozmezi

5,50-6,76. Ceské lokality maji pH o néco vyssi a pohybuje se v rozmezi 7,81-9,11.
5.3.2 Ceské lokality

Druhou skupinu diilnich jam tvofi tfi Ceské lokality Medard, Milada a Most. Od vSech bylo

vybrano vétSi mnozstvi vzorkl z hladiny i riznych hloubek, abychom obsahli co nejvétsi

34



variabilitu (Tab. P_I, Obr. P_2). Pozorované buiiky obsahovaly jak PE tak i PC. Milada
a Most zahrnovaly jednobunécné i kolonialni formy, jezero Medard pouze jednobunécné
formy. Celkové pocty pikoplanktonnich sinic zde dosahovaly 0,5 x 10° b/ml az 2 x 10° b/ml.
Nejveétsi koncentrace byly zjistény v hloubkovych maximech z Milady ze 14 m (M7) a Mostu
ze 14 m (M11) ato 2 x 10% b/ml.

Prvni z Ceskych diilnich jezer byl Medard. Jednotlivé sondy se zde v Medardu neukézaly
jako pfili§ ucinné. VSechny hybridizované buiiky dohromady ptedstavovaly méné nez 8 %.
Nejvyraznéjsi je zde sonda Al.1, kterd vykazuje 5 % hybridizacni Gspé$nost pikoplanktonnich
sinic v obdobi srpnového odbéru (M5) z této lokality. Dalsi dva odbéry, na které jsme se
zam¢fili, byly z obdobi ¢ervence (M3) a zaii (M4), odebrané z riznych hloubek. Tyto lokality

vykazuji podobné vysledky, co se ty¢e zastoupeni jednotlivych sond a jejich G¢innosti.

Ze vsech dulnich jam, lokality Milada a Most svymi vysledky nejvice vynikaji. U lokality
Milada je nejvice zastoupena sonda B1.2. Maximalni hodnoty dosahuje u odbéru z ¢ervence,
na hladiné (M6), kdy hybridizovalo celkem 79 % pikoplanktonnich buné&k. Pocty
hybridizujicich pikoplanktonnich sinic sahaji k 54 % se sondou B1.2, coZ je vlibec nejvyssi
hodnota pozorovana v ramci skupiny dilnich jam. I u dvou dalSich odbért z lokality Milada
je sonda B1.2 nejvice zastoupena. Druhy cervencovy odbér (M7), ktery je ze stejného dne,
jako M6, ale z hloubky 14 m, vykazuje 17 % zastoupeni hybridizujicich pikoplanktonnich
sinic a fijnovy odbér z 16 m (M8) 12 % zastoupeni hybridizujicich bunék této sondy. V zavésu
za sondou B1.2 je sonda A3.1, kterd dominuje jako druha ve vSech tiech odbérech z lokality
Milada a jeji vyskyt se pohybuje v rozmezi 9-15 % hybridizujicich pikoplanktonnich sinic.
Sonda Al.1 se pohybuje vrozmezi 5-7 % hybridizujicich bun€k, zatimco sonda A2.2
dosahuje maximéalné¢ 4 % uspéSnosti. Ve vzorcich M7 a MS, ukazujicich slozeni
pikoplanktonnich sinic v hloubkovych metalimnetickych maximech, hybridizovalo celkem

27-35 % bunék, nejvice zastoupeny sondy B1.2 a A3.1.

Posledni lokalitou z vybéru diilnich jam je Most, ktery zahrnuje hned Sest riznych odbéri
zlet 2020 a 2021, tfi na hladiné¢ a tfi z hloubkovych maxim pikoplanktonu. Vysledky
hybridizace se od sebe hodné 1i§i. Zadna nepiekraduje hodnotu 16 % usp&snosti hybridizace
jednou sondou. Soucet vSech hybridizovanych buné€k dohromady dosahoval nejméné 5 %
ve vzorku M11 (hloubka 14 m, fijnovy odbér) a nejvice 34 % ve vzorku M12 (bfeznovy odbér
na hladin¢), u zbytku byl soucet vS§ech sond do 16 %. V bieznovém hladinovém vzorku (M12)
jsou procenta hybridizujicich pikoplanktonnich sinic docela vysokd a dominuje zde sonda

A2.2 s 16 % uspésnosti hybridizace. Ostatni sondy se pohybuji v rozmezi 5-7 %. Ostatni
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odbéry lokality Most se uskutecniovaly v obdobi srpna a zaii. Dost podobné jsou si odbéry
ze srpna 2020 (M9) a zati 2021 (M13), které byly odebirany ob¢ na hladin€. Vykazuji hodné
podobné zastoupeni jednotlivych sond potazmo druhii pikoplanktonnich sinic. Dominuje
u nich sonda A3.1 s 9-10 % tsp&Snosti hybridizace. Sondy Al.1 a A2.1 vykazuji maximalné
3 % uspésnost hybridizace bunék. Sonda B1.2 v téchto vzorcich nebyla G€inna vibec. Odbér
z 14 metrG uskutecnény v zati 2020 (M11), kdy bylo pozorovano hloubkové maximum
pikoplanktonnich sinic a koncentraci 2 x 10° b/ml, nedosahl vy$$ich procent hybridizovanych
pikoplannktonich sinic jednou sondou nez byla 2 %. Odbér Mostu z 16 metrli ze srpna 2020
(M10) dosahl 10 % hybridizujicich pikoplanktonnich sinic u sondy A2.2. Ostatni sondy
dosahovaly maximalné 3 % hybridizujicich bunék. Uplné posledni lokalitou je Most
z 10 metrli odebirany v zati 2021 (M14), ktery reprezentuje 9 % uspéSnost hybridizace
usondy B1.2. V zavésu je 1 sonda A2.2 s4 % uspéSnosti hybridizace. Ostatni sondy jsou

zanedbatelné.

Jezero Most se od ostatnich testovanych dilnich jam jak v CR tak v Némecku lisi

nejvysSim zastoupenim sondy A2.2 a naopak nejniz§im sondy Al.1.

Pro ilustraci je na obrazku zachycena hybridizujici kolonie z Milady (M6) (Obr. 15).

Obr. 15: Pikoplanktonni sinice v dilnich jaméch (lokalita Milada; nazev vzorku M6; sonda

B1.2). Cervené buitky = CHLA, zelené buiiky = FITC
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5.4 Vysledky analyzy rybnika

Vsechny studované rybniky obsahovaly pouze pikoplanktonni sinice s fykocyaninem (PC).
Tvarové byly rozmanité, od kulatych bun¢k ptes ovalky az po dlouh¢ tycky. Velikost bun¢k
byla také variabilni od bun¢k <1 pm az po buniky dlouhé >2 pm. VétSina bunék se vyskytovala
v koloniich, vyjime¢né volné pouze 1-2 bun&tné formé. Poéty dosahovaly 0,5 x 10°—1 x 107

b/ml, z ¢ehoZ naprostéa vétsina lokalit obsahovala piiblizné 1 x 10° b/ml.

V piipadé rybnikii byla hybridizace provadéna na 21 vzorcich z rybnikii (celkem 21x4
spocitanych vzorkll) s pouzitim stejnych sond jako v ptipad¢ dilnich jam (Al.1, A2.2, A3.1
aB1.2). Ve vysledcich jsou pozorovany rozdily mezi lokalitami a pouZzitou sondou
(Tab. P_V). Ve vétsing rybnikl se podafilo nahybridizovat vice nez 1/3 — 2/3 bunék, nckde
1 100 %. Soucet vSech hybridizovanych bun¢k dohromady klesal vyjimeéné pod 10 % (lokality
Kvitkovicky rybnik (F7), Usilné (F18) a Zviile (F21)), lokalita Kamenék (F3) nehybridizovala
vibec, naopak na lokalit¢ Velky Lomnicky (F19) hybridizovalo 76 % bunék a na lokalitach
Klec (F4) a Mirka jezirko (F9) hybridizovaly vSechny buiiky pikoplanktonnich sinic.

Maximdlni procento uspéSnosti hybridizace se vySplhalo k 96 % hybridizujicich bunék
u sondy A2.2. (F9). Naopak n¢které sondy v urcitych vzorcich nehybridizovaly viibec (0 %;
F3). Z vysledkt plyne, Ze celkové byla u rybnikli viibec nejucinnéjsi sonda Al.1 a nejméné

uspesna sonda A3.1. (Obr. 16; Obr. P_4).
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Obr. 16: Vysledky hybridizace rybnikt
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Vsechny vzorky pouzité do analyzy rybnikl byly z odlisnych lokalit, pouze z rybnika Rod
byly vybrany 2 vzorky z letniho obdobi raznych let (2017-F14 a 2020-F13). Zastoupeni
jednotlivych sond se béhem téchto tii let vyrazné¢ zménilo. Ve vzorku z roku 2017 (F14)
hybridizovalo celkem 37 % bunék a vSechny sondy. Nejvice se na sloZeni podilela sonda A1.1
(12 %), neyjméné sonda A3.1 (5 %). Ve vzorku z roku 2020 (F13) hybridizovalo pouze 29 %
bunck s pfevahou sondy A3.1 (20 %).

Sonda Al.1 naprosto pievazovala nad ostatnimi pouzitymi sondami v lokalitdich Hlary —
naves (F2), Kotidk — Lomnice (F5), Kralovsky rybnik 4 (F6) a Stilec (F17). Pohybovala se
vrozmezi 30-56 % uspesnosti hybridizace. Ostatni sondy byly v téchto vzorcich také
zastoupeny, ale v daleko mensim méfitku. Nedosahovaly vice neZz 8 % hybridizovanych
bunck. Vyskyt sondy Al.1 pfevazoval i v lokalité¢ Klec (52 %), kde se ale ve velké mife
vyskytovala i sonda B1.2 (32 %) a potazmo i sonda A2.2 (18 %).

Vzorky svou uspéSnosti hybridizace téméf zanedbatelné jsou Kamenak, Kvitkovicky
a Usilné. Zadny z nich se nevySplhal nad 3 % tspesnosti jednotlivych sond. Podobné je na tom
1 lokalita Zvile, u které byla zaznamendna pouze jedna UspéSna sonda B1.2 dosahujici

uspésnosti 6 %. Ostatni sondy se zde nevyskytovaly téméf viibec.

V lokalitach Sirotéi horni (F15), Samonicky dolni (F16) a Velky Lomnicky (F19)
dominovala sonda B1.2. U rybnika Sirot¢i horni se procento hybridizace sondy B1.2 pohybuje
okolo 10 %. Navic se zde vyskytuje sonda A2.2 (5 %). Rybnik Samonicky dolni vykazuje
jesté vétsi procento hybridizace sondy B1.2 a to 19 %. Podobné jako u pfedchozi lokality se
zde vyskytuje 1 jind sonda, tentokrat Al.1. (10 %). Rybnik Velky Lomnicky je zajimavy
ve sloZeni jednotlivych sond. I pfesto, Ze sonda B1.2 ptevazuje (27 %), vSechny ostatni sondy

se zde také hojné vyskytuji v rozmezi 15-18 % hybridizujicich buné€k ve vzorcich.

U lokalit Buchhammer (F1) a Lusk (F8) nejvice pievazoval vyskyt sondy A3.1. U rybnika
Buchhammer bylo zaznamenéano 13 % hybridizujicich bunék. U rybnika Lusk to bylo dokonce
18 %. V téchto lokalitach déle pfevazovaly sondy Al.1 a B1.2. Svym zastoupenim se lisi.
Lusk to byla sonda Al.1 s 10 % hybridizovanych bun&k. Sonda A2.2 byla v obou lokalitach

oproti ostatnim zanedbatelna.

Velmi podobny trend byl zaznamenan také v lokalitdch Puncocha (F12) a Vydymac (F20).
Tyto dvé lokality se shoduji v zastoupeni jednotlivych sond. V rybniku Puncocha je akorat

obecné méné¢ bunc¢k nez rybniku Vydymac. Poméry poctu hybridizujicich bunék jsou
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podobné. Nejvice zastoupenou sondou je zde sonda Al.1 u Puncochy s 12 % hybridizovanych
bunck a u Vydymace 19 %. Druhou nejpocetnéjsi je sonda B1.2. U Pun€ochy ptestavuje 8 %
hybridizujicich bunék, u Vydymace 16 %. Tteti sondou je A3.1 s 4 % hybridizujicich bunék

u Puncochy a s 8 % hybridizujicich bunék u Vydymace. Sonda A2.2 je zanedbatelna.

Velmi zajimavé zastoupeni piestavuje lokalita Mirka-jezirko (F9), kde hybridizovaly
vSechny pikoplanktonni buiiky. Hybridizace pikoplanktonnich sinic je v tomto piipadé velmi
uspéSna. U sondy A2.2 dosahuje dokonce 96 % uspéSnosti hybridizace. Ostatni sondy
s vyjimkou B1.2 jsou také hojné zastoupeny. Sonda A3.1 piedstavuje 47 % hybridizujicich
bunck a sonda Al.1 20 % hybridizujicich bun¢k ve vzorku.

Posledni dv¢ lokality jsou Mrhal (Jivno) (F10) a Prosttedni Koupé (F11). Ob¢ tyto lokality
jsou zajimavé prevazujicim vyskytem dvou sond. U lokality Mrhal jsou to sondy A2.2 (10 %)
a B1.2 (10 %). V rybnice Prostfedni Koupé jsou to druhé dvé sondy a to Al.1 s 21 %
hybridizujicich bun¢k a A3.1 s 20 %. Zde se vice vyskytuje 1 sonda B1.2 s 8 % tspéSnosti
hybridizace. V rybnice Mrhal hybridizovalo celkem 25 % bunégk, v rybnice Prostfedni Koupé
50 % bunék pikoplanktonnich sinic.

Pikoplanktonni sinice v lokalit¢ Mirka jezirko se sondou A2.2 se vyskytovaly pievazné
v jednobunécné forme a mély spise tyCinkovity tvar bunék (Obr. 17). Naopak pikoplanktonni
sinice se sondou Al.l vlokalit¢ Hiry byly tvofené pievazné koloniemi. Mezery mezi

jednotlivymi buikami byly pomérné malé. (Obr. 18).
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Obr. 17: Pikoplanktonni sinice v rybnicich (lokalita Mirka jezirko; nazev vzorku F9; sonda

A2.2). Cervené buiiky = CHLA, zelené buiiky = FITC

Obr. 18: Pikoplanktonni sinice v rybnicich (lokalita Huary; nazev vzorku F2; sonda Al.1).
Cervené buiiky = CHLA, zelené buiiky = FITC
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5.5 Vysledky analyzy nadrzi

Pikoplanktonni sinice ve vodnich nédrzich a jezerech piedstavovaly opét velikostné a tvarove
rozmanité organismy od kokalnich, ptes ovalné az po tyc¢ky raznych velikosti. VétSina z nich
se vyskytovala v riiznych kolonialnich formach s vyjimkou Ro§ (RLS), Rimov (RL9), Szymon
(RL11) a Thol (RL13), které byly v jednobunécné. Koncentrace pikoplanktonnich sinic byly
od 3 x 10° (Klicava — RL1) do 3 x 10° b/ml (Vrchlice — RL14, RL15; Kuc — RL17).
Morfologicky na zaklad¢ tvart kolonii by se daly tfadit do rodt Anathece, Aphanocapsa,

Cyanodictyon a Merismopedia. Kolonie byly rtizn¢ velké v rozmezi 10 um az 200 um.

U nadrzi byla hybridizace provaddéna na 17 rtznych vzorcich (celkem spocitano
17x4 vzorkil). Vzorky z téchto lokalit pochazi jak z Ceské republiky, tak i zahrani¢i (Polsko,
Indie). Vysledky hybridizace se 1isi v zavislosti na konkrétni lokalit¢ a pouzité sond¢
(Obr. 19; Obr. P_5; Tab. P_V). Celkov¢ na jednotlivych lokalitach hybridizovala 1/3 az 1/2
pikoplanktonnich buné¢k. Dominovaly zde dvé hlavni sondy — A3.1 a B1.2.
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Obr. 19: Vysledky hybridizace nadrzi
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Prvni analyzovanou lokalitou je Kli¢ava, ktera zahrnuje hned dva odbéry, jeden Cervencovy
(RL1) a druhy zatijovy (RL2). Oba z hladiny. Celkové hybridizovalo 42—-52 % bunék. V obou
piipadech se ukdzalo, ze v této lokalité dominuji sondy A3.1 a B1.2, u kazdého odbéru ovsem
jinou mérou. V ervenci A3.1 a v zaii B1.2. Sonda Al.1 nedosahovala vice nez 5 % a sonda

A2.2 se nevysplhala nad 2 %.

Druhou vyznamnou lokalitou, kde se hojné vyskytuji pikoplanktonni sinice, je LandStejn.
Pikoplanktonni sinice zde dosahovaly abundance 1 x 10° az 2 x 10° b/ml. Ten je v tomto
pokusu reprezentovan hned Ctyimi odbéry. VSechny ctyfi jsou zhladiny. Celkem
zde hybridizovalo 30-55 % bunék. Ve vSech odbérech jasné¢ dominuje sonda B1.2, ktera se
pohybuje v rozmezi 22—-39 % hybridizujicich pikoplanktonnich sinic. Ostatni sondy rozhodné
nejsou zanedbatelné, ovSem podileji se na slozeni daleko méné. Sonda A2.2 (10 %) se hojné
vyskytuje v lokalit¢ Landstejn (RL3) odebran¢ho zacatkem cervence 2020, kdy byly pocty

cwwvr

(RL5). Zastoupeni ostatnich sond v Landstéjnu je mensi nez 7 %.

Polské jezero Majcz (RL7) je zajimavé vyskytem vSech sond v relativné velké hojnosti.
Celkem zde hybridizovalo s nasimi sondami 47 % bun¢k. Nejvice je zastoupend sonda B1.2
(17 %), o néco méné pak sondy Al.1 a A3.1 (12 %) a nejméné sonda A2.2 (6 %). Druhym
polskym jezerem je jezero Ro§ (RLS), kde hybridizovalo celkem 28 % bun¢k a je svym
zastoupenim jednotlivych sond velmi podobné jezeru Taltowisko (RLI12). V jezete
Taltowisko hybridizovalo celkem 19 % bunék. Nejvice pievlada sonda A3.1, kterd je u lokality
Ro§ zastoupena 19 % hybridizujicich pikoplanktonnich sinic a u lokality Tattowisko 14 %
hybridizujicich bunék. Jako dalS$i sonda se zde vyskytuje Al.l1 smaximalné¢ 5 %
hybridizujicich bunék. Sondy A2.2 a B1.2 jsou v téchto vzorcich zanedbatelné a nedosahuji

vétSiho zastoupeni nez jsou 3 %.

Dalsimi dvémi lokalitami demonstrujicimi podobny trend vyskytu jednotlivych sond je
Sesky Rimov a polsky Szymon. Zajimavé je, Ze obé tyto lokality obsahovaly pouze
jednobunééné formy. Na obou lokalitach celkem hybridizovalo 58 % u lokality Rimova 72 %
bunék u lokality Szymon. Vyrazné prevlada zastoupeni sondy A3.1, kterd v obou piipadech
dosahuje vyznamnych 40 % hybridizujicich bunék na filtru. O néco méné, ale piesto
vyznamné se podili i sonda Al.1 dosahujici 16 % hybridizujicich bunk u Rimova a 22 %
u Szymonu. Sonda A2.2 vykazuje 7 % hybridizujicich bun&k u lokality Szymon, u Rimova

pouhé 2 %. Zbyvajici sonda B1.2 je u obou lokalit zcela zanedbatelna.
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Lokalita Slapy obsahovala 10° b/ml, vSechny v kompaktnich koloniich typu Anathece
do velikosti 20 pm. Nebyly zde Zadné volné buiiky. Celkem zde hybridizovalo pouze 19 %
bunck, z ¢ehoZ byla nejvice zastoupend sonda B1.2 (9 %). Procenta hybridizujicich bunék se

u ostatnich sond nevysplhala vySe nez k 6 %.

Relativné podobny trend maji lokality Thol a Vrchlice. Pro lokalitu Vrchlice jsou
k dispozici dva odbéry lisici se v datu odbéru. Prvni z Cervence 2021 (RL14) a druhy ze srpna
2021 (RL15). Pocty pikoplanktonnich sinic ve vodni nddrzi Vrchlice dosahovaly v obou
odbérech 3 x 10° b/ml a byly v rliznych kolonidlnich formach. Lokalita Thol (RL13) méla
pouze jednobunééné formy a celkovou koncentraci 1,2 x 10° b/ml. Ve vzorku Vrchlice
z Cervence (RL 14) hybridizovalo celkem 32 % bunck, kdeZto ve Vrchlice ze srpna (RL15)
a Thol pouze kolem 20 %. V obou lokalitich dominuje sonda Al.1, kterd se svym poctem
hybridizujicich bunék dostava k maximu 22 % hybridizujicich bun¢k u lokality Vrchlice
(RL14). U lokality Thol je maximum u 9 %. Sonda B1.2 se podili vétsi mérou v lokalité
Vrchlice (RL14 — 5 %, RL 15 — 1 %), zatimco u lokality Thol se témé&f nevyskytuje (1 %).
Ostatni sondy se vyskytuji podobné v obou lokalitach a nepfevySuji hodnotu 4 %
hybridizujicich bunék.

Vodni nadrz Zlutice obsahovala 8 x 10° b/ml bunék pikoplanktonnich sinic v riznych
typech kolonidlniho uspotfddani. Celkem zde hybridizovalo 61 % bun€k. Dominantni vyskyt
predstavovala sonda B1.2 (44 % hybridizujicich bun€k). Druhd vyznamna byla také sonda
A3.1 s 15 % hybridizujicich bunék. Naopak sondy Al.1 a A2.1 jsou zanedbatelné.

Posledni popisovanou lokalitou je jezero Kuc dosahujici vysoké koncentrace
pikoplanktonnich sinic, a to 3 x 10° b/ml. Opét se zde vyskytuji rizné kolonialni formy.
Celkem hybridizovalo jen 11 % buné¢k. Z hlediska G¢innosti jednotlivych sond neni pftilis
zajimava. U sondy A3.1 dosahuje 5 % tspé&Snosti pii hybridizaci a u sondy B1.2 je GspéSnost

4 %. Ostatni dvé sondy jsou svym zastoupenim nevyznamne.

V lokalit¢ Szymon se sondou A3.1 byly pozorovany pifevazné jednobunécné
pikoplanktonni sinice (Obr. 20). Naopak tomu bylo v lokalit¢ Landstejn (RL4) se sondou
B1.2, kde bunky tvoftily nejcastéji kolonie (Obr. 21).
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Obr. 20: Pikoplanktonni sinice v nadrzich (lokalita Szymon; nazev vzorku RL11; sonda

A3.1). Cervené buiiky = CHLA, zelené buiiky = FITC

Obr. 21: Pikoplanktonni sinice v nadrzich (lokalita Landstejn; ndzev vzorku RL4; sonda

B1.2). Cervené buitky = CHLA, zelené buiiky = FITC
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5.6 Vysledky porovnani jednotlivych sond pro pfirodni lokality

Vsechny pouzité sondy (Al.1, A2.1, A3.1, B1.2) se v analyze ptirodnich lokalit osvédcily.
V nekterych lokalitach byly jednotlivé sondy zastoupeny rovnomérné€, jinde vyznamné
prevazovala jedna ¢i dveé sondy. Lokality, kde dominovala pouze jedna sonda, 1ze oznacit jako
monokulturni. Obecné lze fici, Ze pro kazdy typ lokalit (dilni jamy, rybniky, nadrze) byla
vzdy charakteristickd néjaka sonda (Obr. 22). Nejmens$i hybridizovatelnost se ukazala
v lokalitach diilnich jam. Charakteristicka pro n€ byla sonda A3.1 a B1.2. Ostatni sondy se zde
vyskytovaly v mens$i mife. Pro lokality rybnika byla jednoznacné charakteristicka sonda Al.1
dominujici v fadé€ vzorktl. Nadrze jsou typické pro vyskyt sondy B1.2. V mensi mite pak sonda
A3.1 a Al.1. Z vysledkt jednotlivych sond vyplyva, ze trofie jednotlivych lokalit rozhoduje
o vyskytu riznych genotypt pikoplanktonnich sinic.
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Obr. 22: Porovnani relativniho zastoupeni pikoplanktonnich sinic v zévislosti na pouzitych
sondach (A1.1; A2.2; A3.1; B1.2). Cara zobrazuje median ze viech hodnot v dané lokalité,
barevny obdélnik 25-75% percentil a chybové tsecky jsou hodnoty vypocitané Tukeyho
metodou. Cerné body jsou outliers. Statistické testy vysly pro porovnani lokalit

nesignifikantné kromé sondy Al.1 v porovnani dalnich jam a rybnik.
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6 Diskuze a zaver

Magisterskd prace méla nékolik cili. Prvnim cilem byla tvorba literarni reSerSe
o pikoplanktonnich sinicich a jejich diversité. Otazka diversity pikoplanktonnich sinic je
ale velmi komplikovand, jelikoz se zde michaji dva svéty — botanicky a mikrobiologicky.
Pravidla pro botanicky a prokaryoticky kod jsou zcela odlisSna a ur€ovani organismu Casto

ptisobi zmatky (Parker et al., 2019).

V soucasnosti proto dochazi k taxonomické revizi mnoha skupin, a zvlasté¢ planktonni
mikroskopické organismy jsou ¢asto piefazovany do novych druhti ¢i rodi (Cabello-Yeves et
al., 2017; Komarek et al., 2011, 2014; Salazar et al., 2020). Casto se ukazuje, Ze ekologie hraje
dualezitou roli jako napft. u piivodné jednoho rodu u bentického Scenedesmu a planktonniho
Desmodesmu. V této praci jsem se vénovala morfologicky uniformni skupiné Synechococcus
sensu lato, kde jsem testovala nové navrzené sondy, které maji pomoci v odliSeni nékolika

fylogenetickych skupin a zjisténi jejich ekologickych preferenci.

V praktické ¢asti této prace jsem proto provedla analyzu pokusu PIZO I., a také analyzu
vzorkl z ptirodnich lokalit. Vzorky z pokusu PIZO 1. pochazi z hypertrofniho rybnika Rod
a jsou obohaceny o 3 kmeny pikoplanktonnich sinic. Vzorky z pfirodnich lokalit pak pochézi
znejriznéjSich lokalit od oligotrofnich dulnich jam, pies meso/eutrofni nadrze
az po hypertrofni rybniky. Charakteristika jednotlivé lokality dle vysledkit CARD-FISH hraje

roli pfi vyskytu raznych druht pikoplanktonnich sinic.
6.1 Pokus PIZO I.

Je vSeobecné znamo, ze se planktonni organismy brani pfitomnosti predatort a jejich pozirani
pomoci riznych mechanismti jako je tvorba kolonii (Callieri et al., 2002; Jezberova
& Komarkova, 2007), nebo zménou morfologie bun¢k (Hahn & Hofle, 2001; Pernthaler,
2005). Vyzkum potvrdil tvorbu kolonii pikoplanktonnich sinic zejména ve varianté s bi¢ikovci
(<5 um). Predatory pikoplanktonnich sinic reprezentuji bi¢ikovci, nalevnici (Simek et al.,
1995, 1996) ¢i vétsi zooplankton (Huber et al., 2017). Pikoplanktonni sinice jsou obecné

konzumovéni ¢astéji nez bakterie (Simek et al., 1996). Studium konzumace pikoplantonnich

vvvvvv

Z vyzkumu zabyvajiciho se hybridizaci pokusu PIZO 1. vyplynulo, Ze zastoupeni
pikoplanktonnich sinic a jejich schopnost se shlukovat (jako obrana proti predatortim)

ovlivnila i vysledky nasledné¢ hybridizace vzorki. Pod mikroskopem byly viditelné rozdily
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v zastoupeni bun¢k pikoplanktonnich sinic, které se zde vyskytovaly bez predatort, a naopak
s predatory (vifniky, perloo¢kami, buchankami, menSim zooplanktonem). Detailni studium
kolonii pod mikroskopem v UV svétle odhalilo, ze se ¢asto nejedna o pravé kolonie, které se
vyskytuji bézn¢ v ptirodé, ale o kolonie tzv. nepravé. Pravé kolonie jsou tvofeny pouze
bunikami pikoplantktonnich sinic v ¢istém slizu, bez pfitomnosti bakterii a vSechny bunky jsou
geneticky shodné. Jedna se o typ kolonii, které nachazime v ptirod¢. Nepravé kolonie vznikaji
druhotné ukrytim bun¢k do shluka bakterii vzniklych diky predacnimu tlaku a mohou byt
geneticky rtiznorodé. Dochazi tedy k ¢asteCnému potvrzeni hypotézy 1 (vlivem predace se

jednobunééné pikoplanktonni buniky shlukuji do kolonii).

V analyze pokusu PIZO 1. byla pouzita sonda Al.1 charakteristickd pro rod Cyanobium
(klastr 5.2) a sonda A3.1. Rod Cyanobium je béznym zastupcem ve vSech vodach (Callieri et
al., 2012). Sonda A3.1 nemé zadné konkrétni jméno, ale byla vyvinuta na zdklad¢ izolath

kolonialnich pikoplanktonnich sinic z lokalit St¥ibfec, Machovo jezero a Rimov.

V obou sondach byly pozorovany jak jednobunécné pikoplanktonni sinice, tak i kolonie.
Stejné jako v praci Jezberova & Komarkova (2007), tak 1 v praci Ospina-Serna et al. (2020)
se kolonie objevovaly za pritomnosti predatorta. Absolutni pocty bunék pikoplanktonnich sinic
ve vzorcich s predatory ke konci pokusu klesaly v obou sondéach, proporéné vsak ubyvalo
pikoplanktonnich sinic znacenych sondou A3.1, zatimco jsem pozorovala relativni narust
bunék hybridizovanych sondou A1.1. To naznacuje, zZe existuje ekologicky rozdil mezi témito
kmeny v reakci na pfitomnost predatori (hypotéza 2). Pravdépodobné je kmen A3.1
prednostné konzumovan prvoky oproti kmenu Al.1. VéEtsi ubytek pikoplaktonnich sinic
se sondou A3.1 také mlize znamenat jejich pomalejsi rist oproti pikoplanktonnim sinicim
se sondou Al.l, pfipadné schopnost Al.l unikat zracimu tlaku vyuZzivanim obrannych
mechanism, jako napi. kolonie nebo shluky (Pernthaler, 2005; Jezberova & Komaérkova,

2007).

Procenta hybridizujicich bun¢k se sondou Al.l jsou vice zastoupené ve variantach
s predatory na konci pokusu. Zajimavy je pokles procent bun¢k pikoplanktonnich sinic
usondy A3.1 ¢tvrty den. Mize mit na svédomi aklimatizovani bunék a mirnou stagnaci.

Takovéto fazi se tika lag faze (Vanéek, 2016).
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6.2 Analyza prirodnich lokalit

6.2.1 Analyza dulnich jam

Kazda z ptirodnich lokalit (dilni jdmy/nadrze/rybniky) je charakteristickd jinymi podminkami
a tim padem i jinym zastoupenim ruznych druht pikoplanktonnich sinic. Né&které nami
studované lokality s hojnym vyskytem pikoplanktonnich sinic naptiklad vznikly zatopenim
dalnich jam, kde diive dochazelo k tézbé hnédého uhli. Diilni jezera jsou Casto oligotrofni
s velice nizkou koncentraci fosforu (celkovy fosfor TP <15 pg/l, rozpustény reaktivni fosfor
SRP 1pg/l), vyssi vodivosti (Konopacova et al. 2021) a velkou prithlednosti (cca 5 m).
Tyto lokality jsou chudsi v obsahu zivin a to zptsobuje, Ze jsou chud$i i na mnozstvi
organismu. Druhoveé jsou tyto lokality ale bohaté. V oligotrofnich jezerech se bézn¢ vyskytu;ji
ob¢ fotosyntetické formy pikoplanktonnich sinic, obsahujicich PE i1 PC (Callieri & Stockner,

2002). Ptevazuji v jednobunécné forme nebo tvoii mensi kolonie (Callieri et al., 2012).

Obecné lze fici, ze spoleCenstvo pikoplanktonnich sinic dulnich jam je tvotfeno vice
genotypy, pficemz nami testované sondami (Al.1, A2.1, A3.1 a B1.2) netvofi dominantu.
Nachazel se zde v malé mite rod Cyanobium (A1.1) a Regnicoccus (A2.2). Pro lokalitu Milada
byla nejspecifictéjsi sonda B1.2 (typicka pro Ccistsi vody). Zbyvajici neidentifikované
genotypy by pravdépodobné mohly odpovidat rodu Lacustricoccus, avsak proti kterému se

nam nepodaftila vytvofit specificka sonda.

Diilni jezera v Némecku jsou charakterizovana nizkym pH, zvySenou koncentraci zeleza,
hliniku, manganu a NH4-N (amonny dusik) stejn¢ jako nedostatkem organického
1 anorganického uhliku (Werner et al., 2001). Zajimavé je, Ze maji maly objem hypolimnia
a vyrazny vliv spodni vody, ktera je ovlivnéna kyselou drendzi z doli na hnédé uhli (Uhlmann
et al., 2016). Kvalita vody se méni v disledku oxidace, hydrolyzy a srazeni kovi. Jezero
Medard se svym zastoupenim hybridizovanych bunék nejvice podoba némeckym dillnim
jamam. Ve srovnani s jezery Most a Milada, Medard ma nejhorsi kvalitu piitoku (velmi
vysokou koncentraci kovli a vysokou konduktivitu). Ma také velmi komplikovanou
stratifikaci. Nékde u dna je ziejmée silny spodni pritok (Vrzal et al., 2011). Oproti némeckym
lokalitim ma sice vyrazné vyssi pH (pH 8), procento hybridizovanych bun¢k vsak napovida,
ze zde budou jiné dosud neidentifikované genotypy, stejné jako v kyselych némeckych

dualnich jezerech.
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Pikoplanktonni sinice izolované z téchto lokalit byly jak zelené (obsahujici pouze PC), tak
1 Cervené (obsahujici PE). VétSina téchto zatopenych dulnich jam je relativné mladé a stale
velice kyseld (Werner et al., 2001). Pti nizkém pH dochazi k zméndm v potravnim fetézci ve
vodé, coz muze vést ke sniZzeni tvorby kolonii. Jezero Medard vykazuje nejnizsi koncentraci

chlorofylu a ze vSech tii studovanych ceskych dtlnich jam (Konopacova et al. 2021).

Jezero Senftenberg vybocovalo svym slozenim pikoplanktonnich sinic od zbytku
studovanych némeckych dualnich jam. Je to zfejmé tim, Ze se toto jezero zacalo napoustét jiz
od 70. let minulého stoleti a jeho slozeni vody, koncentrace chlorofylu a, sloZeni
fytoplanktonu je podobné jinym jezeriim (Uhlmann et al., 2016). Senftenberg, Milada a Most

obsahovaly jak jednobunécné, tak kolonidlni formy.

VétSina vzorktl byla odebirana v 1ét€ a na podzim, tedy v obdobi, kdy se v ptirod¢ pozoruji
kolonie pikoplanktonnich sinic (Komarkova, 2002a). Na jate byl odebiran pouze Most (M12),
ktery vynikd v rozmanitosti druhli pikoplanktonnich sinic. Podobnost v zastoupeni
jednotlivych kment v ramci podobného ¢asového obdobi ma lokalita Medard, kterd vykazuje
podobné vysledky v ramci dvou vzorki z roku 2020, naopak odbér z roku 2021 uz se lisi

zastoupenim jednotlivych kment pikoplanktonnich sinic.

Nejvyssi procento hybridizace z diilnich jam bylo zaznamenano u lokality Milada (54 %),
ostatni lokality u Zadné sondy neptekrocily hranici 17 %. Tento vysledek nejspiSe znamena
Spatnou volbu pii1 vybéru sond. V lokalitadch dalnich jam se zifejmé vyskytuji prevazné jiné
kmeny pikoplanktonnich sinic (ztejmé Lacustricoccus) nez ty, které by odhalily jiz zminéné
Styfi vybrané sondy. Re$enim by mohla byt dalsi, 1épe navrzena sonda specificka pro dilni
jamy. I pfesto, ze procenta hybridizujicich bun¢k nebyla vyrazné vysoké, neda se o nich mluvit
ani jako o zanedbatelnych procentech. Nejzajimavéjsi vysledky nam odhalila lokalita Milada,
ktera vykazuje podobny trend ve vSech tiech vzorcich. Zastoupeni identifikovanych genotypt
na hladiné (M6) jsou podobné tém z hloubkovych maxim (M7 a M8). Velka podobnost vzorkt
z téchto lokalit mtze byt zptsobena tim, Ze jeji odbery byly provadény v tentyz rok (Cervenec,
fijen) a tudiz se predpoklada stejné druhové slozeni. Ve vzorcich M7 a M8, ukazujicich slozeni
pikoplanktonnich sinic v hloubkovych metalimnetickych maximech, hybridizovalo celkem
30-35 % bunék, nejvice zastoupeny sondy B1.2 a A3.1.

Jezero Most se od ostatnich testovanych dilnich jam jak v CR tak v Némecku ligilo

Cvwr

(Cyanobium). Jezero Most je nejmladsi vzniklé ze vSech tii studovanych dalnich jam. Milada
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a vyssi dusi¢nany (Konopacova et al. 2021). Milada mé nejvyssi koncentrace chlorofylu a

(1-3 ng/l) oproti ostatnim dvéma.

Pocty hybridizujich bun¢k v lokalité Most, potazmo kment pikoplanktonnich sinic se
shoduji 1 v ramci dvou let. V pfipad¢€, Zze odbéry jednotlivych lokalit probihaji v podobném
obdobi tentyz rok, je vétSi pravdépodobnost, ze zastoupeni jednotlivych kment
pikoplanktonnich sinic bude podobné, zatimco vzorky v rizny let se mohou liSit. Ale neni to
podminkou. Mohu se od sebe vyrazné liSit 1 jednotlivé hloubky odebirané v jeden den (Callieri
et al.,, 2013). Dynamika vSech pfirodnich lokalit je nezastavitelnd a je potfeba na ni

pii vyhodnocovani vzorkii v rdmci rizného ¢asového obdobi myslet.

Rozdil mezi ¢eskymi a némeckymi lokalitami neni na prvni pohled ziejmy. Podivame-li se
na podobnosti zastoupeni jednotlivych sond, mizeme odhalit nékteré zakonitosti. Ve vétsSine
vzorkli némeckych lokalit pievazuje jako nejvyrazn€jsi sonda Al.l., coz je rod
pikoplanktonnich sinic zvany Cyanobium. Ostatni sondy se u némeckych lokalit také vyskytuji
s vyjimkou sondy A2.2 (Regnicoccus), ktera je zanedbatelna. U Ceskych lokalit spiSe pievazuji
sondy B1.2, A3.1 a u lokality Most 1 A2.2. Sonda A1.1 se také vyskytuje u Ceskych lokalit,
Castokrat ale v mensi mife. Dllni jama Medard se nejvice podoba ve slozeni pikoplanktonu

kyselym némeckym lokalitam.
6.2.2 Analyza rybniku

V rybnicich je oproti dilnim jamam kvalita vody naopak velice Spatnd kvuli vysokému
vyskytu kaprovitych ryb a velké zivinové zatézi (Vrba et al., 2018). Rybniky by se daly
charakterizovat jako hypertrofni s velkym obsahem zivin, zejména dusiku a fosforu (Kajgrova
et al.,, 2022). Voda v téchto lokalitich byva alkalickd. HorSi kvalit¢ vody odpovida
1 prithlednost, kterd v nasich lokalitach neptesahla 0,6 m. Ackoli se tvrdi, Ze jsou hypertrofni
vody obecné druhové chudé, dle vyzkumt maji rybniky pestré zastoupeni mikroorganismui

(Simek et al., 2022, Vrba et al., 2018). Tento fakt pozorujeme i u pikoplanktonnich sinic.

Je zde také velké mnozstvi predatorti pikoplanktonnich sinic jako jsou prvoci, virnici
a velky zooplankton (Simek et al., 2022). Zraci tlak je povazovan za nejvétsi diivod tvorby
kolonii pikoplanktonnich sinic v zivinové bohatych vodnich nadrzich (Huber et al., 2017,
Ospina-Serna et al., 2020). Ryby, vyskytujici se v rybnicich, poziraji velky zooplankton, ktery

ve vod¢ nasledné chybi. Dochazi tak k pfemnozeni fas a sinic a vyskytu vodnich kvéti.
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Vysoké teploty, které jsou v soucasnosti v letnim obdobi typické, navic pfispivaji

ke zhorSovani kyslikovych pomérii v rybnicich (Vrba et al., 2018).

V rybnicich dosahuji pikoplanktonni sinice nejvysSich poctli a variability, proto byla
hybridizace provadéna na nejvétsSim poctu vzorkl. Byly pouzity vSechny ctyfi sondy jako

vvvvvv

v nékterych vzorcich Gplné zaclonila vSechny ostatni pouzité sondy (Obr. 16; Obr. P_4).

Dle vysledki lokality Klec hybridizace v souctu vSech sond piekrocila 100 % hranici
0 3 %. Tento maly rozdil ptisuzuji pocetni chybé a nepovazuji za pfili§ zdsadni. Zajimavym
vysledkem je vzorek ze sondy A2.2 (Regnicoccus) ve vzorku Mirka-jezirko, kde hybridizace
vykazovala 96% uCinnost. Takto velka uspéSnost jedné sondy by mohla znamenat
jednodruhové slozeni pikoplanktonnich sinic, coz by odpovidalo i vizudlné. Cely vzorek se
skladal z drobnych tyCinkovitych bun¢k (viz Obr. 17). OvSem matouci jsou sondy A3.1
a Al.1 (Cyanobium), které¢ se zde také ukézaly byt jako velmi uCinné. Ziejm¢e se jedna
o né&jakou kiizenou hybridizaci a hybridizace se sondami A3.1 a Al.1 jsou chybné. Bylo by

potieba udé¢lat dalsi testy.

Pozoruhodné jsou i lokality, v nichZ nebyla pftili§ tsp€sna ani jedna sonda a Gi€innost jejich
hybridizace se nevysplhala nad 3 %. Jde o lokality Kamenak, Kvitkovicky a Usilné. Mam
pro to nasledujici vysvétleni: Lokalita Kamendk (F3) obsahovala vzhledové zvlastni
pikoplanktonni organismy, kdy se bud’ jedna o tpln€ nové pikoplanktonni genotypy, na které
nemame sondy, nebo jde o drobné eukaryotni buiiky, coz se pfi této velikosti bunék muze stat.
Lokalita Kvitkovicky rybnik byla specificka vtom, Ze se vtomto odbéru v rybnice
vyskytovaly v pievaze pouze pikoplanktonni sinice v koloniich typu Merismopedia a to
ve vysokych poctech 2 x 10° b/ml. Nizka hybridizovatelnost na$imi sondami znadi,
ze pikoplanktonni sinice tvorici kolonie typu Merismopedia maji jiny genotyp, nez jsou
obsazeny v nasi sondé. Nizké poéty hybridizovanych bunék na lokalité Usilné Ize vysvétlit
pritomnosti sinicového vodniho kvétu tvofeného rodem Microcystis, ktery mize potlacovat
pikoplanktonnic sinice (Jezberova, nepublikovano). Zde dosahovaly celkové pocty pouze
2 x 10* b/ml. Je mozné, ze se také v této lokalité vyskytuji jiné druhy pikoplanktonnich sinic
nez ty, jaké byly schopné zachytit navrzené sondy. Resenim by mohlo byt pouziti dalsich sond
a testovani jejich ucinnosti. Pro rybniky byl mél byt charakteristicky rod Vulcanococcus

(A4.1) (Jezberova, nepublikovano).
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V néekterych vzorcich se uspeésnost jednotlivych sond jevi jako téméf rovnocenna. Je tomu
tak u lokality Velky Lomnicky. Pikoplanktonni sinice se zde vyskytovaly jen v 1-2 bunécné
formé a jejich pocetnost byla 8 x 10° b/ml. Tento rybnik je o¢ividné sloZen z vice druhii
pikoplanktonnich sinic a je tedy druhové velmi bohaty. Tento fakt byl patrny i vizudlné, kdy
bylo mozné pozorovat rozlicné tvary a velikosti bun¢k. Podobné je tomu tak 1 u lokality Rod
z roku 2017 (F14), kde je zastoupeni jednotlivych sond také velice podobné. Maximalni pocty
pikoplanktonnich sinic byly obdobn& vysoké (9 x 10° b/ml). V tomto piipadé je nejméné
vyraznd sonda A3.1. Dalsi analyza tohoto rybniku Rod byla z1éta 2020 (F13), kdy byla
v rybnice vysoka pfitomnost zooplanktonu (tzn. faze ¢isté vody) a pikoplanktonni sinice byly
hodné zredukovany. Dosahovaly poétl 7 x 10* b/ml a byly pouze v jednobunééné formég.
Sonda A3.1, ktera byla v roce 2017 malo zastoupena, je nyni ta dominantni. Tato zména
druhového slozeni v pribéhu tfi let je velice zajimava. Pikoplanktonni sinice kmene
Cyanobium, odpovidajici sondé¢ Al.1, maji v této lokalit¢ nejspiS dobré podminky pro sviij
vyskyt a jsou schopny tvofit kolonie. V rybnicich, na rozdil od velkych dulnich jezer, neni
piekvapujici, ze by se mohlo druhové slozeni rok od roku kompletné zménit. Pfi¢inou je
rybnikarské hospodaieni, kdy je v rybnice kazdy rok jiné slozeni chovnych ryb a rybniky jsou
pravidelné vypoustény (Kajgrova et al., 2022).

6.2.3 Analyza nadrzi

Meso/eutrofnitrofni nadrze a jezera by mohly pfedstavovat jakysi mezistupen mezi
oligotrofnimi diilnimi jdmami a hypertrofnimi rybniky. Voda v eutrofnich nadrzich byva
neutralni ¢i mirn¢ alkalicka. Prithlednost se v naSich lokalitich pohybovala okolo 2—3 m.
V nadrzi Klicava se dle Hejzlar et al. (2022) v letech 2020 a 2021 rapidné zvysila koncentrace
zivin a také chlorofylu. Naopak se v této nddrzi snizila prithlednost vody a pomér C/P.
V nadrzi Zlutice v letech 2020 a 2021 zvysila koncentrace fosforu a chlorofylu. Koncentrace
Zivin jako je fosfor, dusik ¢&i kiemik se zvysila v nadrzi Rimov. Naopak pomér C/P v nadrzi
2022). Sladkovodni nadrze (jako je Rimov) jsou ¥izeny mnoha faktory, které se vzajemnd
ovlivituji. Proto je casto komplikované spojit pfislusSné zmény s konkrétnim faktorem

(Znachor et al., 2018).

Hybridizace provadéna na vzorcich jednotlivych nadrzi ptinesla zajimavé vysledky. Oproti

vvvvvv

52



vetsi. VEtsi variabilita miize byt zptisobena rtiznymi vnéjSimi podminkami v jednotlivych
lokalitach.

V jednotlivych nadrzich nejcastéji dominovaly sondy A3.1 a B1.2 charakteristicka
pro &istsi vody. Ve viech &tyfech vzorcich z Landstejna, Kli¢avy a Zlutice jasné prevazovala
sonda B1.2. Rovnomérnéjsi rozprostieni jednotlivych sond predstavuje jezero Majcz. Stejné
zastoupeni sond vykazuji polska jezera Ro§ a Taltowisko s pievahou sondy A3.1. Vysledky
hybridizaci neprokézaly viditeln¢ spojeni mezi kolonidlnimi formami a typem sondy. Protoze
jsme se sousttedili také na kolonialni typy pikoplanktonnich sinic, vSechny analyzované filtry
byly z obdobi, kdy se v pfirod¢ vyskytuji kolonialni formy pikoplanktonnich sinic, coz je
od Cervence do fijna (napi. Komarkova, 2002a). I piesto bylo mozné najit lokality, kde se
kolonie netvofily — Rimov, Ro$, Szymon a Thol. V nadrzi Rimov se kolonie b&Zné tvoii v 16t&
(Komérkova, 2002a,b), ale vtomto piipadé¢ v dobé odbéru 22.7.2021 zde byly pouze
jednobunécné formy. Ve vSech téchto lokalitdch prevladaly sondy Al.1 (Cyanobium) a A3.1.

6.2.4 Propojeni pouzitych sond s fylogenetickym stromem

Vysledky piinesly zajimavé informace o zastoupeni jednotlivych sond v rameci lokalit dilnich
jam, rybnikt a nadrzi. V nékterych lokalitach byly sondy zastoupeny rovnomérné v jinych
prevazovala konkrétni sonda nad ostatnimi (Obr. 22). Pro lokality dilnich jam byla nejvice
charakteristicka sonda B1.2. Sonda B1.2 zahrnuje pfedevsim cistsi lokality, jako jsou dilni
jamy ¢i nadrze (napft. Klicava, Landstejn). V téchto lokalitach sonda B1.2 také pievazovala.

Kromé sondy B1.2 se v naddrzich v mens$i mife vyskytovaly i sondy A3.1 a Al.1.

Sonda Al.l1 jednozna¢né dominovala v rybnicich (napt. Klec, Rod, Hury, Kondk)
a odhaluje pikoplanktonni sinice rodu Cyanobium (klastr 5.2) (Obr. P_1). Sonda A2.2
reprezentujici Regnicoccus (klastr 5.2) byla nejvice zastoupena u lokality rybnikli — specidlné
u lokality Mirka jezirko. Jinak byla tato sonda zastoupena jen malé mife ve vSech lokalitach.
Sondy A4.1 (odpovidajici rodu Vulcanococcus; klastr 5.2) a A4.4 (rod Lacustricoccus; klastr
5.3) nevykazovaly dostateCnou specifitu, a tudiz nebyly pouzity. Sondy jsou zalozeny
na izolatech z rybniki (A4.1) a ze studovanych dualnich jam (A4.4; napi. Most, Milada,
Medard, Grossraschner See). V ptipad¢€, ze by se podafilo navrhnout obé sondy specifickeé,

krasné€ by se doplnila mozaika zastoupeni jednotlivych sond (Jezberova, osobni komunikace).
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6.3 Uskali vyhodnocovani hybridizaénich signalt

Vyhodnocovani hybridizace probihalo jako porovnéni poctu bunék pii dvou vinovych
délkach. Ne viechny filtry byly vzdy dobie pozorovatelné. Castokrat se zde objevovala mlha
¢1 mala ostrost vzorku. To miize byt zplsobené tim, Ze byly jednotlivé filtry Spatné
rozprostteny na sklicko, podlozni sklicko mohlo byt nedostatecné spojeno s kryci a pfitlaceno
k sob¢. Jednotlivé filtry se tak mohly nedostate¢né narovnat, coz zpisobilo méné kvalitni
obraz. Kvalita jednotlivych filtra je zavisla na celém procesu hybridizace, ktery je pomérné
naro¢ny. Jelikoz byla hybridizace provadéna pies noc, filtry byly ¢asto dlouhou dobu utésnéné
v malé zkumavce na rotoru. To zplsobilo obcasné pomackani jednotlivych filtrii a jejich

obtizné narovnavani.

Velmi zajimava je sila hybridiza¢niho signalu. V nékterych vzorcich byly pikoplanktonni
sinice prokazatelné hybridizujici, v jinych vzorcich jednotlivé buiiky nevykazovaly pfilis silny
svételny signal a buiky jako by svitily pouze z c¢asti. Pod mikroskopem odpovidal
hybridizujici signal zluto-zelené barvé. V ptipad¢, ze bunky nehybridizovaly, nesvitily viibec.
Castokrat ale dochazelo k tomu, Ze buiiky svitily oranzové. Takovyto signdl maze znadit
navazani sondy pouze z malé¢ c¢asti. Také by to mohlo znamenat, Ze sonda funguje Spatné
C1 Castecné.

Potencionalni problémy s vyhodnocovanim hybridizace mohou nastat v souvislosti
s autofluorescenci chlorofylu pikoplanktonnich sinic. Autofluorescence je chapana jako
excitace chlorofylu a vyzafeni v podobé fluorescence. Autofluorescence muze zpusobovat
problémy ve fluorescencni mikroskopii, kde je potteba detekovat fluorescen¢ni signaly. Pokud
jsou tyto signaly slabé, miize dochazet k tomu, Ze se zviditelni 1 jiné struktury nez jen ty, které
nas v daném vzorku zajimaji. Tim padem muze dochéazet k nepiesnému vyhodnocovani
hybdridiza¢nich signali a potazmo celkového poctu hybridizujicich bunék pikoplanktonnich
sinic.

Pfi vyhodnocovani hybridizace prostiednictvim mikroskopu dochazelo k tomu,
7e hybridizovaly i jiné struktury neZ pouze buiiky pikoplanktonnich sinic. Re$enim takovychto
situaci spojenym s vyhodnocovanim hybridizujicich bunék pikoplanktonnich sinic je peclivé
mikroskopovani a porovnavani jednotlivych bunék pii riznych vinovych délkach. Vyhodu
v tomto piipad¢ predstavuje vlastni pocitani bun¢k pod mikroskopem. Mikroskopy, které sami
automaticky vyhodnocuji silu hybridiza¢niho signalu a potazmo hybridizujici buikky mohou

v téchto ptipadech zaznamenat opravdu nepiesné a zkreslené vysledky.
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6.4 Shrnuti a zhodnoceni cill

Zéaveérem bych rada shrnula cile magisterské prace a jejich naplnéni. V ramci teoretické ¢asti
se podaftilo vytvofit velmi podrobnou literarni reSersi na téma pikoplanktonnich sinic a jejich
diversity. Informace z této literarni reSerSe budou nasledné¢ dilezité pro dalsi vyzkumy

ohledné¢ diversity pikoplanktonnich sinic.

V praktické ¢asti, ktera byla souéasti grantu $kolitelky J. Jezberové (GACR, 19-232618S),
jsem se zaméfila na testovani CARD-FISH metody pro pikoplanktonni sinice. Tato metoda
vysledky o funk¢nosti riznych sond. Prace v ramci metodiky také obsahuje podrobny navod
pro CARD-FISH metodu a miize nyni slouzit jako uzite¢ny navod. Prostfednictvim metody
CARD-FISH byl v ramci prace také vyhodnocen PIZO 1. pokus ¢i analyza ptirodnich lokalit,
které pfinesly zajimavé vysledky. VEtim, ze bude tato prace uzitecna do budoucna pii dalsich

vyzkumech.
Zhodnoceni hypotéz:

Hypotéza 1 (Viivem predace se jednobunécné pikoplanktonni buiiky shlukuji do kolonii.)
byla potvrzena ¢astecné, jelikoz vznikaly nepravé kolonie tvoiené spolu s bakteriemi, ale ne

ty prave.

Hypotéza 2 (Neéekteré genotypy jsou prednostné konzumovany oproti jinym genotypum.)
byla potvrzena. V pokusu PIZO I. byly vyrazné¢ konzumovany vSechny pikoplanktonni sinice,

ale ptfednostné ty identifikované sondou A3.1.

Hypotéza 3 (V prostredi o ruzné trofické urovni nalezneme odlisné genotypy
pikoplanktonnich sinic.) byla potvrzena. Dulni jamy, rybniky a nadrze se od sebe liSily

v zastoupeni 4 sledovanych genotypii pikoplanktonnich sinic.
Hypotéza 4 (Pikoplanktonni sinice vyskytujici se v koloniich jsou zastoupeny stejnymi
genotypy jako ty, které se vyskytuji ve volné vodé samostatné (v jednobunécné i dvoubunécné

forme).) byla potvrzena. Pozorované vzorky obsahovaly jak jednobunécné pikoplanktonni

sinice, tak 1 kolonie zna¢ené stejnou sondou.
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Tab. P_I: Udaje k ptirodnim lokalitam

SKUPINA | NAZEV CELY NAZEV DATUM ODBERU | HLOUBKA (m) | FISH FILTR (ml)
daini jdmy M1 | Geierswalder See 09.09.2019 0,5 10
dllni jamy M2 | Grossraschner See 09.09.2019 0,5 10
diini jamy | M3 Medard 14.07.2020 0,5 15
diini jdmy | M4 Medard 03.09.2020 9 15
dilni jamy | M5 Medard 17.08.2021 0,5 12
diini jdmy | M6 Milada 28.07.2020 0,5 20
dlini jdmy | M7 Milada 28.07.2020 14 4
diini jdmy | M8 Milada 06.10.2020 16 10
dilni jamy | M9 Most 05.08.2020 0,5 12
dilni jamy | M10 Most 05.08.2020 16 5
diini jdmy | M11 Most 30.09.2020 14 6
dilni jamy | M12 Most 08.03.2021 0,5 15
dlini jdmy | M13 Most 16.09.2021 0,5 8
dilni jamy | M14 Most 16.09.2021 10 8
dilini jdmy | M15 Partwitzer See 09.09.2019 0,5 10
dlini jAmy | M16 | Senftenberger See 09.09.2019 0,5 10

rybniky F1l Buchhammer 15.09.2020 0,5 20
rybniky F2 Hlry-néves 30.09.2020 0,5 20
rybniky F3 Kamendk 30.09.2020 0,5 10
rybniky F4 Klec 23.08.2019 0,5 15
rybniky FS Kondk-Lomnice 30.09.2020 0,5 20
rybniky F6 | KRALOVSKY RYB 4 30.09.2020 0,5 30
rybniky F7 Kvitkovicky 20.08.2019 0,5 20
rybniky F8 Lusk 15.09.2020 0,5 20
rybniky F9 Mirka jezirko 30.09.2020 0,5 5
rybniky F10 Mrhal (Jivno) 30.09.2020 0,5 20
rybniky F11 Prostfedni Koupé 15.09.2020 0,5 15
rybniky F12 Punéocha 30.09.2020 0,5 10
rybniky F13 Rod 03.07.2020 0,5 16
rybniky F14 Rod 17.08.2017 0,5 5
rybniky F15 Sirotél horni 15.09.2020 0,5 20
rybniky F16 Samonicky Dolni 15.09.2020 0,5 2
rybniky F17 Stilec 30.09.2020 0,5 10
rybniky F18 Usilné 30.09.2020 0,5 20
rybniky F19 Velky Lomnicky 30.09.2020 0,5 10
rybniky F20 Vydymaé 30.09.2020 0,5 5
rybniky F21 Zvile 17.06.2020 0,5 10
nadrie RL1 Klicava 01.07.2020 0,5 6
nadrie RL2 Kliéava 01.09.2020 0,5 15
nadrie RL3 Landitejn 02.07.2020 0,5 8
nadrie RL4 Landitejn 30.07.2020 0,5 6
nadrie RLS Landitejn 10.09.2020 0,5 15
nadrie RL6 Landitejn 21.10.2020 0,5 40
nadrie RL7 Majcz 01.09.2020 5 15
nadrie RL8 Rod 31.08.2020 5 15
nadrie RLS Rimov 22.07.2021 0,5 15
nadrie RL10 Slapy 11.08.2020 3 20
nadrie RL11 Szymon 02.09.2020 1 15
nadrie RL12 Tattowisko 02.09.2020 5 5
nadrie RL13 Thol 2018 0,5 5
nadrie RL14 Vrchlice 22.07.2021 0,5 15
nadrie RL1S Vrchlice 12.08.2021 0,5 15
nadrie RL16 Zlutice 11.08.2020 0,5 20
nadrie RL17 Kuc 01.09.2020 5 5
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Tab. P_II: Informace o charakteristice ptirodnich lokalit

NAZEV CELY NAZEV HLOUBKA | DATUM ODBERU| TEPLOTA | pH |vODIVOST|ALKALITA| SRP | TP [NO3-N| TN [CHLOROFYL|PRUHLEDNOST (Zs)
c (uS/cm) | mmol/i | g/l | me/i | mg/i [me/i| g/ metr
M1 | Geierswalder See 0,5 09.09.2019 19,0 5,50
M2 | Grossraschner See 0,5 09.09.2019 19,0 5,55
M3 Medard 0,5 14.07.2020 20,2 8,40 1227 1,58 0,80 0,01 [ 0,95 | 154 0,86 5,20
M4 Medard 9 03.09.2020 19,8 8,30 1285 1,59 1,10) 0,01 | 098 | 1,52 1,10 6,80
M5 Medard 0,5 17.08.2021 20,3 8,20 1330 1,66 0,10 0,01 | 0,86 | 0,96 1,05 4,60
M6 Milada 0,5 28.07.2020 22,7 8,98 1244 1,20 | 16,00 | 0,00 3,21
M7 Milada 14 28.07.2020 6,7 7,81 1235 2,70 | 28,30 | 0,05 16,85
M8 Milada 16 06.10.2020 16,9 9,11 1234 090 7,90 | 0,04 6,54
M9 Most 0,5 05.08.2020 10,3 8,18 649 2,00| 810 | 028 1,90
M10 Most 16 05.08.2020 5,9 7,99 649 0,90 | 13,00 | 0,56 6,72
M11 Most 14 30.09.2020 17,2 8,89 646 1,00 | 8,10 | 0,53 1,54
M12 Most 0,5 08.03.2021
M13 Most 0,5 16.09.2021 19,0 1,90 0,28 3,17
M14 Most 10 16.09.2021 19,0 1,60 0,41 4,55
M15 Partwitzer See 0,5 09.09.2019 20,0 5,60
M16 | Senftenberger See 0,5 09.09.2019 21,0 6,76
F1 Buchhammer 0,5 15.09.2020 17,8 6,61 227 1,00 0,20 1,80 69,00 0,30
F2 Hlry-naves 0,5 30.09.2020 18,0
F3 Kamendk 0,5 30.09.2020 19,0
F4 Klec 0,5 23.08.2019 21,5 8,90 201 1,10 0,25
F5 Kofdk-Lomnice 0,5 30.09.2020 21,0
F6 | KRALOVSKYRYB4| 0,5 30.09.2020 19,0
F7 Kvitkovicky 0,5 20.08.2019 21,2 8,79 398 2,74 0,57 2,92 94,00 0,30
F8 Lusk 0,5 15.09.2020 20,8 7,64 440 3,30 0,56 3,20 230,00 0,45
F9 Mirka jezirko 0,5 30.09.2020 19,0
F10 Mrhal (Jivno) 0,5 30.09.2020 19,0
F11 Prostfedni Koupé 0,5 15.09.2020 20,3 6,64 322 2,70 0,63 2,30 120,00 0,30
F12 Punéocha 0,5 30.09.2020 19,0
F13 Rod 0,5 03.07.2020 23,2 9,50 222 1,32 0,01 0,26 [ 0,00 4,40 0,25
F14 Rod 0,5 17.08.2017 22,0 9,30 193 1,03 0,34 5,86 326,40 0,20
F15 Sirotél horni 0,5 15.09.2020 20,8 6,83 484 3,90 0,17 1,30 35,00 0,60
F16 Samonicky Dolni 0,5 15.09.2020 22,2 6,60 602 2,70 0,46 4,70 120,00 0,20
F17 Stilec 0,5 30.09.2020 19,0
F18 Usilné 0,5 30.09.2020 19,0
F19 Velky Lomnicky 0,5 30.09.2020 19,0
F20 Vydymaé 0,5 30.09.2020 19,0
F21 2Zvile 0,5 17.06.2020 19,0
RL1 Klicava 0,5 01.07.2020 22,6 8,80 486 1,93 2,10 | 22,40 | 0,07 7,23 3,00
RL2 Klicava 0,5 01.09.2020 20,6 8,80 504 2,02 0,60 | 14,30 | 0,01 3,51 5,80
RL3 Landitejn 0,5 02.07.2020 22,4 7,60 76 1,20 | 15,10 | 0,06 5,02 2,80
RL4 Landitejn 0,5 30.07.2020 23,2 8,80 78 3,30 | 18,30 | 0,09 9,74 2,20
RLS Landitejn 0,5 10.09.2020 19,1 7,10 75 3,70 | 17,50 | 0,08 7,52 2,80
RL6 Landitejn 0,5 21.10.2020 11,0 6,50 75 3,90 | 24,40 | 0,12 17,08 3,10
RL7 Majcz 5 01.09.2020 20,2 8,00 272 2,35 1,40 0,00 2,28 3,00
RL8 Ros 5 31.08.2020 20,1 8,00 273 2,41 1,50 0,00 4,55 1,80
RL9 Rimov 0,5 22.07.2021 23,4 7,70 121 11,10 40,50 | 0,70 3,98 2,60
RL10 Slapy 3 11.08.2020 22,3 9,13 225 1,04 0,10 (21,10 ( 0,71 | 0,81 25,23 1,60
RL11 Szymon 1 02.09.2020 17,2 8,06 319 2,46 1,80 0,00 10,59 1,70
RL12 Tattowisko 5 02.09.2020 19,0 8,01 332 2,68 1,30 0,00 8,04 1,80
RL13 Thol 0,5 2018 0,00
RL14 Vrchlice 0,5 22,07.2021 22,8 8,80 418 2,50 | 33,90 | 5,02 6,07 3,00
RL1S Vrchlice 0,5 12.08.2021 23,4 9,10 398 3,30 | 15,30 | 4,29 7,97 2,60
RL16 Zlutice 0,5 11.08.2020 21,7 8,40 256 1,18 1,20 | 24,20 | 0,81 13,55 1,70
RL17 Kuc 5 01.09.2020 20,1 8,18 183 1,55 2,20 0,00 3,10 2,50

SRP = rozpustény reaktivni fosfor
TP = celkovy fosfor

NO3-N = dusi¢nanovy dusik

TN = celkovy dusik
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Tab. P_III: Vysledky hybridizace PIZO I. pro sondu Al.1

PROBA | SKUPINA | NAZEV DEN FILTR [VARIANTA| FITC CHLA FovV %PICO | PRUMER
All PIZO I. P01 D8 0,2 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P02 D8 0,2 A 45 202 7 22% 22%
All PIZO I. P03 D8 0,2 B 34 164 20 21%

All PIZO I. P04 D8 0,2 C X X X

All PIZO I. P05 D8 1 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P06 D8 1 A 130 371 15,5 32% 33%
All PIZO I. P07 D8 1 B 67 254 17 26%

All PIZO I. P08 D8 1 C 94 238 22 39%

All PIZO I. POS D8 5 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P10 D8 5 A 93 241 23 39% 3%%
All PIZO I. P11 D8 5 B 128 416 11 31%

All PIZO I. P12 D8 5 C 101 213 30 47%

All PIZO I. P13 D8 20 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P14 D8 20 A 48 87 23 55% 42%
All PIZO I. P15 D8 20 B 32 112 24 29%

All PIZO I. P16 D8 20 C 87 203 26 43%

All PIZO I. P17 D8 200 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P18 D8 200 A 68 137 31 50% 44%
All PIZO I. P19 D8 200 B 21 77 20 27%

All PIZO I. P20 D8 200 C 36 66 20 55%

All PIZO I. P21 D8 UNF 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P22 D8 UNF A 10 20 20 50% 46%
All PIZO I. P23 D8 UNF B 58 130 30 45%

All PIZO I. P24 D8 UNF C 10 23 21 43%

All PIZO I. P25 DO 0,2 A 86 477 6 18%

All PIZO I. P26 DO 1 A 136 365 7 37%

All PIZO I. P27 DO 5 A 37 363 9 10%

All PIZO I. P28 DO 20 A 24 400 6 6%

All PIZO I. P29 DO 200 A 41 302 15 14%

All PIZO I. P30 DO UNF A 104 375 8 28%

All PIZO I. P79 D4 0,2 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P80 D4 0,2 A 67 415 13 16% 20%
All PIZO I. P81 D4 0,2 B 72 443 7 16%

All PIZO I. P82 D4 0,2 C 109 403 8 27%

All PIZO I. P83 D4 1 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P84 D4 1 A 51 417 10 12% 16%
All PIZO I. P85 D4 1 B 101 424 7 24%

All PIZO I. P86 D4 1 C 49 431 11 11%

All PIZO I. P87 D4 5 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P88 D4 5 A 77 375 14 21% 17%
All PIZO I. P89 D4 5 B 24 130 30 18%

All PIZO I. P30 D4 5 C 23 200 26 12%

All PIZO I. P91 D4 20 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P92 D4 20 A 37 184 28 20% 17%
All PIZO I. P33 D4 20 B 50 278 30 18%

All PIZO I. PS4 D4 20 C 47 344 18 14%

All PIZO I. P35 D4 200 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P36 D4 200 A 40 312 22 13% 14%
All PIZO I. Pg7 D4 200 B 41 302 34 14%

All PIZO I. P38 D4 200 C 52 323 30 16%

All PIZO I. P99 D4 UNF 0 0 0 0 0 0
All PIZO I. P100 D4 UNF A 10 45 21 22% 16%
All PIZO I. P101 D4 UNF B 13 88 21 15%

All PIZO I. P102 D4 UNF C 11 100 20 11%
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Tab. P_IV: Vysledky hybridizace PIZO I. pro sondu A3.1

PROBA SKUPINA NAZEV DEN FILTR VARIANTA FITC CHLA FOv %PICO PRUMER
A3.1 PIZO 1. P01 D8 0,2 0 0 0 0 0 0
A3.1 PIZO I. P02 D8 0,2 A 82 202 8 41% 50%
A3l PIZO 1. P03 D8 0,2 B 203 403 22 50%

A3l PIZO 1. P04 D8 0,2 C 202 334 13 60%

A3.1 PIZO 1. P05 D8 1 0 0 0 0 0 0
A3l PIZO 1. P06 D8 1 A 32 301 18 11% 17%
A3l PIZO 1. P07 D8 1 B 91 301 12 30%

A3l PIZO 1. P08 D8 1 C 39 419 19 9%

A3.1 PIZO 1. P09 D8 5 0 0 0 0 0 0
A3.1 PIZO 1. P10 D8 5 A 7 165 21 4% 2%
A3l PIZO 1. P11 D8 5 B 1 225 11 0%

A3l PIZO 1. P12 D8 5 C 1 101 20 1%

A3.1 PIZO 1. P13 D8 20 0 0 0 0 0 0
A3.1 PIZO 1. P14 D8 20 A 7 86 22 8% 8%
A3l PIZO I. P15 D8 20 B 10 135 20 7%

A3l PIZO 1. P16 D8 20 C 10 107 21 9%

A3l PIZO 1. P17 D8 200 0 0 0 0 0 0
A3.1 PIZO 1. P18 D8 200 A 16 122 20 13% 9%
A3.1 PIZO 1. P19 D8 200 B 7 111 21 6%

A3l PIZO 1. P20 D8 200 C 5 82 20 6%

A3l PIZO 1. P21 D8 UNF 0 0 0 0 0 0
A3.1 PIZO 1. P22 D8 UNF A 3 61 20 5% 6%
A3.1 PIZO 1. P23 D8 UNF B 6 67 20 9%

A3.1 PIZO 1. P24 D8 UNF C 2 45 20 4%

A3l PIZO 1. P25 DO 0,2 A 109 498 6 22%

A3.1 PIZO 1. P26 DO 1 A 95 536 9 18%

A3.1 PIZO 1. P27 DO 5 A 67 344 10 19%

A3l PIZO 1. P28 DO 20 A 68 343 6 20%

A3l PIZO 1. P29 DO 200 A 40 307 16 13%

A3l PIZO 1. P30 DO UNF A 81 385 6 21%

A3.1 PIZO 1. P79 D4 0,2 0 0 0 0 0 0
A3.1 PIZO 1. P80 D4 0,2 A 24 454 17 5% 12%
A3l PIZO 1. P81 D4 0,2 B 61 398 5 15%

A3l PIZO 1. P82 D4 0,2 C 43 304 8 14%

A3.1 PIZO 1. P83 D4 1 0 0 0 0 0 0
A3.1 PIZO 1. P84 D4 1 A 38 421 12 9% 8%
A3l PIZO I. P85 D4 1 B 24 301 13 8%

A3l PIZO 1. P86 D4 1 C 22 335 8 7%

A3.1 PIZO 1. P87 D4 5 0 0 0 0 0 0
A3.1 PIZO 1. P88 D4 5 A 24 317 15 8% 6%
A3.1 PIZO I. P89 D4 5 B 8 200 25 4%

A3l PIZO 1. P90 D4 5 C 12 181 29 7%

A3l PIZO 1. P91 D4 20 0 0 0 0 0 0
A3.1 PIZO 1. P92 D4 20 A 17 412 41 4% 8%
A3.1 PIZO 1. P93 D4 20 B 14 160 27 9%

A3l PIZO 1. P94 D4 20 C 35 340 26 10%

A3l PIZO 1. P95 D4 200 0 0 0 0 0 0
A3l PIZO 1. P96 D4 200 A 21 415 18 5% 9%
A3.1 PIZO 1. P97 D4 200 B 22 185 31 12%

A3.1 PIZO I. P98 D4 200 C 29 308 25 9%

A3l PIZO 1. P99 D4 UNF 0 0 0 0 0 0
A3l PIZO 1. P100 D4 UNF A 5 56 20 9% 8%
A3.1 PIZO 1. P101 D4 UNF B 11 105 22 10%

A3l PIZO 1. P102 D4 UNF C 2 35 23 6%
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Tab. P_V: Vysledky hybridizace pro ptirodni lokality

Al.l A2.2 A3.1 B1.2
NAZEV| FITC | CHLA | FOV psPICO| FITC | CHLA| FOV [%PICO| FITC [ CHLA| FOV [%PICO| FITC [ CHLA| FOV [PICO
M1 16 | 485 | 10 | 3% 5 [431] 10 | 1% 9 | 409 [ 11 | 2% | 13 | 444 | 15 | 3%
M2 25 | 402 | 25 | 6% 2 | 403 ) 43 [ 0% | 13 [ 403 | 19 | 3% 2 [435] 35 [ 0%
M3 8 | 416 | 30 | 2% 1 [488 | 37 | 0% | 10 | 404 | 33 | 2% 4 404 | 31 | 1%
M4 1 100 | 26 | 1% 0O | 308 53 | 0% 5 [150 | 38 | 3% 1 | 409 | 86 | 0%
M5 19 | 408 | 61 | 5% 2 204 ) 71 [ 1% 1 | 114 | 24 | 1% 1 141 | 60 | 1%
M6 23 | 400 | 37 | 6% | 16 | 401 [ 67 | 4% | 60 | 407 | 34 | 15% | 220 | 405 | 67 [ 54%
M7 27 | 405 | 27 | 7% 9 | 419 52 | 2% | 41 | 439 | 26 | 9% | 71 [ 410 | 27 [17%
M8 6 [115 | 57 [ 5% 0 102 ( 58 | 0% 8 80 | 29 | 10% | 48 | 409 [ 80 | 12%
M9 3 [201) 36 [ 1% 2 | 405 ) 60 [ 0% | 41 (403 | 53 [10% | O | 127 | 61 | 0%
M10 5 [417 | 33 [ 1% | 42 (413 | 39 |10% | 11 | 403 [ 37 | 3% 7 [400 | 39 [ 2%
M11 2 (428 | 30 [ 0% | 10 [ 412 | 27 | 2% 9 401 23 | 2% 6 | 405 | 80 | 1%
M12 | 21 | 400 | 70 | 5% | 66 | 402 | 69 | 16% | 24 | 404 | 56 | 6% | 30 [ 407 | 42 [ 7%
M13 3 111 | 48 | 3% 2 [ 100 ) 9 [ 2% | 11 [ 116 | 61 | 9% 0 79 | 80 [ 0%
M14 2 [ 401 | 42 | 0% | 17 | 400 | 104 | 4% 4 | 423 | 43 | 1% | 35 | 405 | 73 | 9%
M15 1 110 | 35 | 1% 1 | 303 56 | 0% [ 13 | 405 | 74 | 3% | 10 [ 302 | 85 [ 3%
M16 | 53 | 402 | 27 |13% | 1 | 406 | 23 | 0% | 20 | 415 | 31 | 5% | 24 | 404 | 32 | 6%
F1 15 | 403 | 29 | 4% 1 [417 | 17 | 0% | 51 | 403 | 31 |13% [ 27 | 411 | 20 | 7%
F2 [ 231 | 409 36 |56% | 2 |301) 54 | 1% 3 [208 ] 50 [ 1% 1 | 127 | 48 | 1%
F3 1 [239 | 70 | 0% 2 [300) 78 [ 1% 2 [410 ] 46 | 0% 1 | 300 44 | 0%
F4 [ 213 | 408 | 58 |52% | 71 | 402 | 61 [18% | 4 (319 | 87 | 1% | 133 | 418 | 93 | 32%
F5 [ 196 | 403 | 69 |49% | 17 [ 400 | 56 | 4% | 11 [ 405 | 64 | 3% 9 | 321 | 80 | 3%
F6 [ 123 | 415 | 90 |30% | 24 | 402 | 89 | 6% | 34 | 409 | 118 | 8% 9 | 400 | 124 | 2%
F7 6 [408 | 46 [ 1% 4 | 300 (105 ) 1% | 12 | 412 | 74 | 3% 2 (400 ) 78 [ 1%
F8 40 | 400 | 65 [10% | S [409 | 89 [ 2% | 72 (406 | 48 | 18% | 26 | 404 | 59 | 6%
F9 84 (419 | 29 [20% | 399 | 417 | 18 | 96% [ 198 | 418 [ 18 | 47% | 2 | 402 | 16 | 0%
F10 | 10 [ 311 | 110 | 3% | 38 (400 | 88 |10% | 7 | 401|112 | 2% [ 40 | 413 [ 56 | 10%
F11 | 85 [ 409 | 26 (21% | 6 |414 | 30 | 1% | 82 | 410 | 36 | 20% | 34 | 420 | 27 | 8%
F12 | 47 [403 | 78 [(12% | 3 | 305|100 | 1% | 15 | 402 | 99 | 4% | 34 | 407 | 66 | 8%
F13 | 29 [ 405 | 128 | 7% 9 401 (112 | 2% | 80 | 406 | 133 [20% | O [ 251 | 74 [ 0%
F14 | 50 [ 408 | 49 [12% | 45 | 407 | 42 | 11% | 22 | 429 | 38 | 5% | 38 | 408 | 54 | 9%
F15 1 [305| 63 | 0% | 18 | 400 [ 101 | 5% 2 | 305 | 46 | 1% | 42 | 407 | 46 [ 10%
F16 | 42 [422 | 20 (10% | 3 [412 | 24 | 1% 3 [434 ) 19 | 1% | 79 | 411 | 29 | 1%
F17 | 138 [ 424 | 21 (33% | 5 |[409| 41 | 1% | 10 | 443 | 40 | 2% | 30 | 413 | 31 | 7%
F18 2 150 | 60 | 1% 3 104 | 92 | 3% 6 | 223 | 101 | 3% 3 [129 | 58 [ 2%
F19 | 72 [ 404 | 23 [18% | 67 [ 407 | 23 | 16% | 67 | 437 | 29 | 15% [ 109 | 405 [ 26 | 27%
F20 | 81 [436 | 32 (19% | 3 (400 | 29 | 1% | 32 | 412 | 30 | 8% [ 65 | 417 [ 27 | 16%
F21 0O | 400 | 39 | 0% 1 | 402 [ 48 | 0% 0O | 324 42 | 0% | 25 | 403 | 36 | 6%
RL1 | 12 [ 414 | 32 | 3% 6 | 410 | 29 | 1% | 132 [ 444 | 31 [(30% | 73 | 402 | 40 | 18%
RL2 | 20 [ 422 | 18 [ 5% 6 | 400 | 41 | 2% | 29 [411 | 19 | 7% | 113 | 400 | 42 | 28%
RL3 | 13 [417 | 46 [ 3% | 42 (408 | 45 |10% | 16 | 300 | 64 | 5% [ 99 | 404 | 47 | 25%
RL4 | 24 (400 | 69 [ 6% | 14 (412 | 36 | 3% | 27 | 412 | 23 | 7% [ 157 | 402 | 69 | 39%
RLS | 18 | 414 | 40 | 4% 8 | 401 ( 41 | 2% | 51 | 409 | 26 [ 12% | 131 | 402 | 66 [ 33%
RL6 | 22 [ 401 | 55 [ 5% 2 [301) 73 [ 1% | 10 [414 | 42 | 2% | 91 | 421 | 61 | 22%
RL7 | 49 [ 400 | 41 [12% | 27 (449 | 48 | 6% | 50 | 413 | 29 | 12% | 70 | 412 [ 53 | 17%
RL8 | 19 [ 400 | 72 [ 5% | 11 | 410 | 58 | 3% | 77 | 401 | 57 | 19% | 6 | 401 | 52 | 1%
RLS | 33 [ 201 | 89 [16% | 3 133 | 69 | 2% | 159 | 402 | 41 [40% | O [ 110 | 60 ( 0%
RL10 | 11 | 200 | 105 | 6% 1 | 205 40 | O% | 18 | 402 | 42 | 4% | 27 [ 301 ) 145 [ 9%
RL11 | 93 | 421 | 65 | 22% | 27 | 400 | 59 | 7% | 160 | 400 | 59 [40% | 14 [ 408 | 49 [ 3%
RL12 | 9 | 400 | 129 | 2% 6 [303 ) 95 [ 2% | 59 (414 | 84 [14% | 2 | 308 | 79 | 1%
RL13 | 40 | 426 | 73 | 9% 8 | 407 [ 61 | 2% | 15 | 400 | 37 | 4% 3 [400 | 56 [ 1%
RL14 | 89 | 401 | 22 | 22% | 9 | 410 32 | 2% | 14 | 409 | 26 | 3% | 22 [ 420 | 34 | 5%
RL1S | 47 | 402 | 101 | 12% | 10 | 400 [ 66 | 3% 9 | 400 [ 39 | 2% 6 | 401 | 50 | 1%
RL16 | 4 | 402 | 73 | 1% 6 [ 411 | 64 | 1% | 59 [ 400 | 24 [ 15% | 179 | 406 | 67 | 44%
RL17 | 4 | 421 | 59 | 1% 6 [430) 32 [ 1% | 19 (408 | 21 | 5% | 17 | 419 | 49 | 4%
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Seznam obrazku:

Aphanothece
Dactylococcopsis salina PCC 8305 (NC_019780)
Merismopedia punctata PMC260.06 (GQ859638)
Merismopedia glauca 0BB39S01 (AJ781044)
Woronichinia naegeliana OLE35S01 (A)781043)
Snowella
Limnothrix

Synechococcus sp. PCC 7335

Thermosynechoccoccus
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Leptococcus
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Ca. Synechococcus spongiarum SH4
Synechococcus sp. RSCCF101
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Obr. P_1: Fylogeneticky strom pikoplaktonnich sinic s dirazem na sladkovodni komplex

Synechococcus/Cyanobium

[Strom byl rekonstruovan pocitan metodou maximum likelihood (PhyML) na zékladé téméf kompletni 16S
rDNA z 152 kment z nasi sbirky (genomové sekvenovanych) a 151 referen¢nich kmenti z GenBank.
Pro vétsi prehlednost byly jednotlivé vétve zkolabovany na zakladé navrzenych sond pro CARD-FISH.
Odpovidajici rody jsou oznacené podle Salazar et al. (2020). Hvézdicky vyznacuji skupiny, na které byly
cilené sondy vyuzité¢ v této studii a barevné odpovidaji grafim. V hranatych zavorkach u skupin jsou

uvedeny pocty kment z nasi sbirky na HBU, které jsou genomové sekvenované.]
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Obr. P_2: Porovnani hybridizujicich bun€k mezi hladinou a hloubkou (hladina: 0,5 m,

hloubka: 9-16 m)
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Obr. P_3: Souhrnny graf vysledkt hybridizace u dtlnich jam
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Obr. P_4: Souhrnny graf vysledkt hybridizace u rybnikt
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Obr. P_5: Souhrnny graf vysledkt hybridizace u nadrzi
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