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Anotace:

The morphology of six selected strains of the oscillatorian cyanobacteria was examined, their DNA exctracted
and the PCR product of 16S rDNA from two strains was obtained. Observed morphological characteristics
imply that the strains belong to three different genera. Further two phylogenetic trees were constructed from all
available 16S rDNA sequences of the oscillatorian cyanobacteria longer than 1000 bp. A few basic evolutionary
lines were defined, in spite of the difficulties concerning e.g. low variability of sequences, and their taxonomical

value was discussed
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1.Uvod

1.1. Historicky vyvoj taxonomie sinic

Sinice (Cyanobacteria) jsou prokaryotni oxyfototrofni organismy, které hraly dilezitou roli
ve vytvareni kyslikaté atmosféry, ¢imz vlastné umoznily vyvoj dneSnich Zivotnich forem.
Patii do skupiny gramnegativnich bakterii a podle fylogenetickych stromi konstruovanych
s ohledem na dostupné sekvence 16S rRNA se fadi mezi zelené nesirné bakterie a spirochety
(GUPTA & GRIFFITHS 2002). Oddéleni bakteridlnich linii, tj. doba existence posledniho
spolecného predka, se vzhledem k paleontologickym néalezim nékterych membranovych
slouc¢enin odhaduje na 4,29 miliard let (SHERIDAN et al. 2003). Nejstar§$i nalezy sinic
pochazeji z severozapadni Australie a jejich stafi se odhaduje na cca. 3,46 miliard let (SCHOPF
1993).

Pfestoze sinice jsou Prokaryota, jsou zkoumdny tradicné v ramci botaniky spolecné
s eukaryontnimi fasami, se kterymi sdileji mnoho ekologickych charakteristik, pfedevsim roli
primarnich producentii . Vyzkumy v poslednich letech presvédCivé dokdzaly, ze chloroplasty
vysSich rostlin se vyvinuly endosymbioticky ze sinic (DOUGLAS & TURNER 1991;
BERGSLAND & HASELKORN 1991; DELWICHE et al. 1995; NELISSEN et al. 1995; TURNER et al.
1999).

Pro pojmenovani sinic se uzivala celd fada rtznych nazvi, jejichz mnozstvi dokazuje
nejednoznacné pojeti jejich postaveni mezi ostatnimi organismy a odrdzi zatim jesté zdaleka
ne ukoncenou historii vyvoje jejich systému: Myxophyceae, Phycochromophyceae,
Cyanophyceae, Schizophyceae nebo Cyanobacteria jsou nékterymi z nejcastéji uzivanych
(RIPPKA, 1988).

Prvni pokusy o klasifikaci sinic sahaji do prvni poloviny 19. stoleti, jako taxonomicky
starting point se uznava vsak az prace BORNET & FLAHAULT 1885. Systém se pochopitelné
ménil a dopliioval podle toho jak pfibyvaly informace a jak se ménil ndzor na taxonomicky
vyznam jednotlivych znakli. Dnes se jeSt¢ hojné pouziva Geitleriv systém zroku 1932
(GEITLER 1932), zaloZzeny predevSim na morfologickych a ekologickych charakteristikach
(sinice jsou na Prokaryota dost tvarové rozriznény). Tento systém umoziuje rychlé a
nenaro¢né urceni vzorkl (jako jediny z vytvofenych), coz je zvlast vhodné pro terénni
algology, neni vSak dostatecné presny a neodrazi evolu¢ni souvislosti (CASTENHOLZ 1992).
DROUET (1968, 1973, 1978, 1981) sviij systém zalozil na domnénce, Ze existuje jen maly
pocet genotypt, které se vSak za odliSnych podminek projevuji rizné, tj. Ze vedle nizké
genotypové variability existuje vysokd fenotypova (existence tzv. ekofentil). Pozdéji se
ukazalo, ze podcenil genetickou rozmanitost, a Ze tento systém je piechnan¢ zjednoduseny
(ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1985). Staniertiv pistup (STANIER 1978) zduraziuje bakteridlni
puvod sinic a navrhuje pouzivani bakteriologického kédu nomenklatury. Na jeho zékladé
vznikl systém RIPPKA et al.1979, s péti skupinami definovanymi typem dé¢leni, pfitomnosti
vlaken, pravého a nepravého vétveni a heterocytl a procentualnim obsahu C+G. Tento systém
je vsSak zalozen na popisu sinic z laboratornich kultur, coz ale nezachycuje skutec¢nou
rozmanitost pfirodnich populaci (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1985). Zatim posledni
dikladnou upravu systému sinic provedli ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1985, 1988, 1990 a
KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1986, 1988. K pojmenovani pouzili botanicky kéd nomenklatury,
ptedevsim kvuli vyhodam pii urovani, zvlasté v ptipad€ vzorkl z ptirody (ANAGNOSTIDIS &
KOMAREK 1985). Klasifikaci zalozili na vSech tehdy dostupnych morfologickych,
ekologickych, fyziologickych, genetickych a ultrastrukturalnich datech ziskanych jak praci
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s kulturami tak s nekultivovanymi, v pfirod¢ se vyskytujicimi sinicemi (ANAGNOSTIDIS &
KOMAREK 1985).

Mezi nejvyznamnéj$i zmény v nazirani na tuto skupinu piedstavuje v posledni dobé
zahrnuti ,,odd€leni* Prochlorofyta do sinic. Tato skupina byla diive pokladana za samostatnou
vyvojovou linii kvili pfitomnosti chlorofylu b a nepfitomnosti fykobilizoml. Molekularnimi
metodami bylo prokazano, ze tato skupina je parafyleticka a Ze jeji zastupci se nachazeji
roztrouseni v riznych skupinach sinic (TURNER et al. 1989; TURNER 1997; LITVAITIS 2002).
Dokonce byl nalezen kmen Prochlorococcus marinus CCMP 1375 majici funkéni geny pro
o- a P- podjednotky fykobiliproteinu, podobnému fykoerythrinu motské sinice rodu
Synechococcus (HESS et al.1996).

Piibyva také fada novych rodi a druhd, vzniklych jak dikladnéj$im zhodnocenim a
rozpadem uz znadmych, tak popisem zcela novych taxont. Nové druhy jsou popisovany
z nejriznéjSich stanovist: ze sladkovodniho planktonu (BAILEYWATTS & KOMAREK 1991;
MAGRIN et al. 1997; REKAR & HINDAK 2002; KOMAREK et al. 2002), z desStnych pralest
(KOMAREK 2003), z mofe (ANAGNOSTIDIS & PANTAZIDOU, 1991; WERNER & SANT'ANNA
2000; MIYASHITA et al. 2003;), z aridnich pid (FLECHTNER et al. 2002), z hypersalinnich
stanoviSt (ANAGNOSTIDIS & ROUSSOMOUSTAKAKI 1991; NUBEL et al. 2000; ABED et al. 2002)
atd. VSechny nové druhy jsou pfevazné hodnoceny vzhledem k morfologickym a
ekologickym charakteristikam, ale objevuji se i prace zahrnujici molekularni kritéria, hlavné
sekvence 16S rRNA, tykajici se nejcastéji kritického zhodnoceni zatfazeni uz popsanych
taxoni (WILMOTTE et al., 1993).

1.2. Moderni metody pouZivané v taxonomii sinic

Od konce 80tych let, z velké ¢asti diky vyvinuti metody PCR (SAIKI et al.1988), ktera
vyrazn¢ usnadnila ziskavani dostatecného mnozstvi DNA, se zacinaji hojné pouzivat
molekularni metody v otdzkach evolu¢nich vztahli a systematiky sinic. Uz prvni analyzy
sekvenci 16S rRNA piinesly zjisténi, Ze zastupci fadt Oscillatoriales a Chroococcales (sekce
I a III podle RIPPKA et al. 1979) jsou mezi sebou promichéni, tj. Ze vladknitost nebo
jednobunécnost v tomto piipadé neznamend piibuznost a Ze to nejsou znaky pouzitelné ke
klasifikaci (GIOVANNONI et al. 1988). Pak se wukazalo, ze Prochlorophyta nejsou
monofyletickd ani od sinic odliSitelnd skupina, ale Ze v ramci sinic pfedstavuji dvé nebo tfi
nezavislé linie (TURNER 1989; URBACH, ROBERTSON & CHISHOLM 1992). Vysledkem praci
WILMOTTE & GOLUBIC 1991 a WILMOTTE 1994 byl fylogeneticky strom s osmi
monofyletickymi skupinami. V t¢ dobé sekvenci bylo jest¢ mnohem méné neZ dnes, takze
bylo jasné, ze se s jejich pribyvanim strom bude modifikovat. Napft. fad Pleurocapsales (sekce
II podle RIPPKA et al. 1979), pii prvnich analyzach zdanlivé monofyleticky, se rozpada na
minimalné tii linie (ISHIDA et al., 2001). TURNER 1997 z dostupnych sekvenci sestrojil
fylogeneticky strom obsahujici 10 jasné vymezenych skupin, a pfinesl dal§i dikazy o
nesourodnosti rodt Synechococcus a Leptolyngbya a zjistil, ze Chroococcidiopsis thermalis
(sekce II podle RIPPKA et al.1979) je piibuzny heterocytickym sinicim. PouZzitim variabilnich
oblasti V6, V7 a V8 16S rRNA u 29 kmenti zahrnujici vSechny hlavni fyletické skupiny byl
vytvoien strom s 13 odd€lenymi liniemi. Pseudanabaena limnetica NIVA-CYA 276/6 byla
ode vsech pouzitych kmenl nejvzdalenéjsi, z rody Planktothrix, Microcystis a Nostoc vysly
jako monofyletické, vSak s urcitym stupnem polymorfismu (RUDI et al. 1997). HONDA,
YOKOTA & SUGIYAMA 1999 analyzou 16S rRNA rozliSily sedm hlavnich vyvojovych linii,
vzdycky stabilnich, bez ohledu na pouzitou metodu (Maximum Likelihood nebo Neighbour -
Joining), odpovidajicich tém zalozenym na sekvenci jinych genil (psbA, rbcL, rnpB, rpoC a
tufA). SEO & YOKOTA 2003 vytvortili stromy zalozené na 16S rRNA a na dalSich, proteiny
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kodujicich genech a zjistili, Ze DNA sekvence gyrB, rpoCl a rpoD1 (podjednotky gyrazy a
DNA-dependentni RNA polymerdzy) fylogeneze podporuji 16S rRNA fylogenezi,
v kombinaci se pfislusSnymi sekvencemi amynokyselin dochdzi vSak k ur€itym
nesrovnalostem.

16S rRNA, vlastné cely ribozomalni operon, se povazuje za obecné velmi vyhodny predmét
fylogenetickych analyz, jelikoZ se nachdzi u vSech organismil, je mozaikou vysoce
konzervativnich a proménlivéjSich oblasti a neni u néj pozorovan horizontalni pienos
(WILMOTTE 1994). Navic molekula 16S rRNA je u sinic dlouha cca 1500 bp, coz umoziuje
dobré statistické zpracovani dat (WILMOTTE 1994). Pouziti na Grovni niz§i nez rod, tj. na
urovni druht a kment, je vSak omezené kvili dost konzervativni sekvenci. Ta rozliSuje jen
mezi dobfe vymezenymi taxony, selhavd vSak u blizce ptfibuznych, teprve v nedavné dobé
oddélenych, a proto je tieba pouzit napt. DNA-DNA hybridizaci (FOX et al. 1992) nebo RFLP
(TURNER 1997). Meze ptsobnosti a viibec pouzitelnost téchto metod a v kombinaci z dal$imi -
biochemickymi, imunologickymi, morfologickymi, ekologickymi atd. - se musi urcit
kritickym zhodnocenim vysledkti obdrzenych jednotlivymi zptsoby.

Analyza 16S rRNA je nejcastéji pouzivana metoda vyzkumu fylogenetickych vztaht, ale
neni jedind. Sekvenuji se mnohé dalSi geny a uzivaji se dalS$i metody jako je DNA-DNA
hybridizace (STULP & STAM 1984; KONDO et al. 2000), analyza repetitivnich sekvenci (MAZEL
et al. 1990; ROUHIAINEN et al. 1995; ASAYAMA et al. 1996; RASMUSSEN & SVENNING 1998),
RFLP - restriction fragment length polymorfism (NEILAN 1995; NEILAN et al. 1995; BOLCH et
al. 1996; VANCOPPENOLLE et al. 1995; NEILAN et al. 1997; LYRA et al. 1997; VITI et al. 1997;
LU et al. 1997; MARGHERI et al. 1999; MARGHERI et al. 2003) a RAPD - random amplified
polymorfic DNA fingerprinting (NISHIHARA et al. 1997; CASAMATTA et al. 2003). Sekvenuji a
analyzuji se geny a nc¢kdy i primdrni a sekundarni struktura riznych enzymt a jejich
podjednotek, npf. nitrogenizy a nitrogenaza-reduktazy (BENPORATH et al. 1993;
BENPORATH & ZEHR 1994; ZEHR et al. 1997), Rnazy P (SCHON et al. 2002; SEO & YOKOTA
2003), RNA polymerazy a DNA girazy (SEO & YOKOTA 2003), také se analyzuji geny a
celé operony fykobilinid (MANEN & FALQUET 2002), allozymy (KATO et al. 1991), hli geny,
které jsou ve velkém mnozstvi u moftskych sinic adaptovanych na silné osvétleni (BHAYA et
al. 2002). Pfitom se neopomijeji spacery, pfevazné v ribozomalnim a fykocyaninovém
operonu (BOLCH et al. 1999; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al. 2001; BOYER et al. 2002; BAURAIN
et al. 2002).

Analyza sekvenci genu Rnazy P u nékolika kment r. Prochlorococcus ptinesla vysledky
podobné jako pii zkoumani 16S rRNA. Navic poukdzala na piibuznost kmena
ptizpisobenych k silnému osvétleni a jasné je odliSila od kment Zijicich v podminkach
slabsiho ozafeni, a to bez ohledu na geograficky ptivod (SCHON et al. 2002). Podobnost
moftskych kmenti rodu Prochlorococcus a Synechococcus a jejich odlisSeni od sladkovodnich
druhti rodu Synechocystis a Nostoc ukazala i analyza hli genii, které se u prvni skupiny
nachdzely ve vyrazné¢ vétSim mnozstvi (BHAYA et al. 2002). Tedy detekce téch genil
umoznuje odvozeni fyziologickych znakli a podminek v pivodnim prostiedi, ale
taxonomicky vyznam muze tato rodina gent mit jen stézi, jelikoz selekéni tlak v silné
osvétleném motském prosttedi miize opakované vyvolavat zmnozeni Ali geni u rtznych
skupin.

V posledni dob¢ jsou navic jiz k dispozici vysledky ze sekvenovani celych genoml nékolika
kment sinic (viz Tab. 1).

Z biochemickych charakteristik je pro taxonomii pouzivan napfi. obsah karotenoidu, ktery
koreluje s ekologickym a morfologickym popisem zkoumanych kmenli (AAKERMANN et al.
1992; KARSTEN & GARCIA-PICHEL 1996), zatim je ale pofad malo udaji na vytvoreni
obecného zavéru. Zastoupeni mastnych kyselin rovnéz vykazuje urCity stupen korelace
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s morfologickymi vlastnostmi, zdd se vSak byt piili§ proménlivy a nespolehlivy pro Sirsi
fylogenetické hodnoceni (TORNABENE et al. 1985; L1 & WATANABE 2001).

kmen accesion number v autor

GenBank
Gloeobacter violaceus PCC 7421 NC 005125 NAKAMURA et al. 2003
Synechococeus sp. WH 8102 NC_005070 PALENIK et al. 2003
Synechocystis sp. PCC 6803 NC_000911 KANEKO et al. 1996
cf. Prochlorococcus SAR-1 NS_000023 VENTER et al. 2004
Prochlorococcus marinus subsp. pastoris CCMP1986
(Prochlorococcus marinus MED4) NC_005072 Rocap et al. 2003
Prochlorococcus marinus MIT 9313 NC_005071 ROCAP ef al. 2003
Prochlorococcus marinus subsp. marinus CCMP1375 NC_ 005042 DUFRESNE et al. 2003
Nostoc sp. PCC 7120 NC 003272 KANEKO et al. 2001

Tab. 1 -Uplné genomy sinic dostupné v GenBank

Také je zajimavé, ze se bakterie obecné ve fylogenetickych analyzach 16S rRNA seskupuji
do clustri odpovidajicich typu stanovisté, tj. ze sladkovodni jsou dobie odlisitelné od
motskych nebo terestrickych populaci (ZWART et al. 2002). Halofilni jednobunécné sinice
tvotfi podle 16S rRNA jednu dobfe vymezenou monofyletickou skupinu, vzdalenou od
ostatnich, tzv. Halothece cluster a to bez ohledu na geograficky piivod (GARCIA-PICHEL et al.
1998; MARGHERI et al. 1999; MARGHERI et al. 1999; NUBEL et al. 2000). Srovnanim
castecnych sekvenci 16S rRNA sedmi kment halofilni sinice Microcoleus chthonoplastes,
z riznych, navzijem vzdalenych, lokalit se zjistilo, Ze DGGE (denaturing gel gradient
electrophoresis) nerozliSuje mezi jednotlivymi sekvencemi, tj. Ze Microcoleus chthonoplastes
je kosmopolitni (GARCIA- PICHEL, PRUFERT-BEBOUT & MUYZER 1996). U jinych rodi sinic se
vSak naopak prokazal nezanedbatelny vyznam geografického pivodu. Napt. U 19 kment
rodu Nodularia, sinice vytvarejici vodni kvét v riznych castech svéta, byly prozkoumany
morfologické, toxikologické a molekuldrni charakteristiky. Sekvence cpcBA-IGS (spacer
fykocyaninového operonu) a nasledny RAPD-PCR ukazaly, Ze kmeny tvoii jasn¢ odd¢lené
druhy, proménlivé v mistnim a celosvétovém métitku (BOLCH et al. 1999).

Pfes jasné vymezeni a postaveni fadii Nostocales a Stigonematales, situace se komplikuje
na rodové a druhové urovni. Tak morfologicky odlisné rody Anabaena a Aphanizomenon
nelze rozlisit fylogenetickou analyzou zaloZenou na 16S rRNA, ITS1 (spacer v ribozomalnim
operonu) nebo na rbcLX (RubisCO) a vyslo najevo, Ze uvedené rody nejsou monofyletické.
Kwvuli velké podobnosti jejich 16S rRNA sekvence se navrhuje zafazeni obou do jednoho
rodu, bez ohledu na morfologické rozdily. Navic nékteré kmeny Anabaena produkujici
odlisné toxiny byly od sebe odd€leny, ale jednotlivé toxické skupiny byly vzdy
monofyletické, bez ohledu na geograficky ptivod, shlukujici se vSak s dalSimi netoxickymi
zastupci Anabaena a Aphanizomenon (GUGGER et al. 2002). Pomoci RFLP 16S-23S ITS
Aphanizomenon lze odlisit od Anabaena, velmi podobné ji ale byly zastupci rodu Nostoc
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(NEILAN et al. 1997). Tomu protife¢i zjisténi, ze podle uplné sekvence nifD jsou Nostoc a
Anabaena jasné odlisitelné bez ohledu na pouzitou metodu hodnoceni (HENSON, WATSON &
BARNUM 2002).

Samoziejmé je, Ze sinice zodpoveédné za toxické vodni kvéty, tj. jejich taxonomie, biologie
a detekce jsou v poptedi zajmu, coz je viditelné 1 z mnozstvi dostupnych sekvenci ve srovnani
srody pro Clovéka nealgologa nevyznamnymi (Tab. 2). Microcystis je jednim z takovych
rodii. RFLP fykocyaninového loku u nékolika toxickych rodt ukazal, Ze to je rod
parafyleticky, prolinajici se s pouzitym kmenem Synechococcus a s vlaknitymi kmeny rodu
Oscillatoria, coz se ¢astecné liSilo od vysledkl ziskanych analyzou 16S rRNA (NEILAN et al.
1995) a RAPD fingerprintingem (NEILAN 1995). Vysledky Southern blot hybridizace
urcitych opakovanych sekvenci Microcystis aeruginosa jasné ukazovaly na vysoky stupeni
polymorfsimu, ale také na odliSeni téchto kmend od dalSich pouzitych rodt Synechocystis,
Synechococcus a Anabaena (ASAYAMA et al. 1996). Dalsi RAPD fingerprinting vysledky
dobte vymerzily druhy M. novackeii, M. viridis a M. wesenbergii, M. aeruginosa M.
ichthyoblabe se zdaly byt dost variabilni (NISHIHARA et al. 1997). Analyza cpcBA spaceru
kultivovanych a z Brazilskych lokalit ziskanych kment M. aeruginosa taky potvrdila jejich
polymorfismus a navic ukazala divergenci mezi brazilskymi a kmeny z kultur (BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al. 2001). Podle 16S rRNA rody Microcystis a Aphanothece jsou monofyletické,
vétSina ostatnich rodi v Chroococcales je polyfyleticka (LEE & BAE 2002). To samé je
zjisténo pro rody fadu Oscillatoriales a jest¢ jednou se potvrdilo, Ze znaky jako je pfitomnost
slizové pochvy jsou pro spravné urceni nepouzitelné (LEE & BAE 2001). Také rody
Arthrospira a Spirulina, zajimavé mezi ostatnim 1 kvili svému ekonomickému vyznamu,
morfologicky velmi podobné, nejsou moc blizko piibuzné. Pouzitd Spirulina méla dokonce
mnohem bliz k nékterym jednobunécnym sinicim (NELISSEN et al. 1994). Obsah fykobilinti je
jeden zvelice variabilnich znakdi a to i v rdmci stejného druhu,. Muze sice korelovat
z molekularnimi znaky, ale nema vSeobecnou pouzitelnost (WILMOTTE et al. 1993).

Dosud vytvofena fylogenetickd schémata vétSinou celkovy obraz evoluce sinic pfili§
nevyjasnuji. Velké mnozstvi taxont, které byly diive povazovany za monofyletické, vychazi
velmi nesourodé a jsou rozptyleni po celém systému (napt. Oscillatoria). Kromé rozpadu
velkych taxont na mensi rody spolu pfili§ nekoreluje ani postaveni vétSich taxonomickych
celkti - fady Chroococcales a Oscillatoriales nejsou evidentné monofyletické a jejich zéastupci
jsou spolu v téchto schématech promichani. Caste¢nd ale témto schématim odpovida
uspofadani thylakoidi. Monofyletické fady Nostocales a Stigonematales maji velice podobné
vinité thylakoidy, pon€kud posunuté k okrajim bunék. Jim nejbliz§i ptibuzné se zdaji byt
Oscillatoriaceae, které maji stejny podobny typ thylakoidalniho uspotadani. Skupinu
s parietalnim uspofadanim thylakoidti tvofi mnoho kokalnich typti spolu se zastupci
vlaknitych sinic ¢eledi Pseudanabaenaceae. Charakteristické radidlni thylakoidy maji vS§echny
Phormidiaceae a kokalni typy, podle molekularnich znakl jim pfibuzné, a u nckolik dalSich
mensich skupin. Skupina s parietalnimi thylakoidy, mozné vznikld modifikaci pfedchoziho
typu, ma zatim nejasné taxonomické postaveni, jesté¢ zkomplikované problémy pramenicimi
ze Spatného pojmenovani prisluSnych kmenti (KOMAREK & KASTOVSKY 2003).

Jak je vidét z uvedeného, bude tfeba jesté hodné€ prace nez se dosahne jednotného a obecné
pouzitelného systému. Kromé zatazovani nové objevenych a ptefazovani uz znamych typa
sinic, nutné je i dal§i ovétovani dosud k tomu pouzivanych metod, tj. jejich mezi rozliSeni (na
urovni fada, Celedi, rodi...), taxonomického vyznamu, spolehlivosti a jejich vzajemnych
vztahtl.
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POCET POCET
RAD ROD SEKVENCI GENU RAD ROD SEKVENCI GENU
PRO 16S RRNA PRO 16S RRNA
Z GENBANK Z GENBANK
Arthrospira 7 (23) 9 Coleodesmium 3
o
Q
Geitlerinema 4(5) § Microchaete (1)
=
Halomicronema 1(4) § Spirirestis 3
8
Halospirulina 3(D) = Tolypothrix 3
Leptolyngbya 21(7) Anabaena 66 (14)
Lyngbya 7(23) Anabaenopsis 3(4)
Microcoleus 41 (30) Aphanizomenon 26 (4)
2 Oscillatoria 39 (25) 9 Cyanospira 1
— o
<
‘2 | Phormidium 18 (23) § Cylindrospermopsis 26 (1)
S 2
- 172}
_,g Planktothricoides 6 2 Cylindrospermum 3
o w
Q )
8 Planktothrix 74 (13) § Nodularia 32(3)
)
Plectonema 2(3) g Nostoc 47 (55)
Pseudanabaena/ z . . X
Limnothrix group 8(2),3(2) neidentifikované 2)
Spirulina 6(9) ©
<
o
Symploca 5(3) 2
& | Calothrix 8(2)
Trichodesmium 7(1) E
[~
Tychonema 1 (6)
neidentifikované 9(8) Q
[
Q
Chlorogloeopsis 3 £
£ | Scytonema 6
Fischerella 9 g
I
Hapalosiphon 3 n
Mastigocladopsis 1 neidentifikované 4)
w
% Mastigocladus 3)
=
£ Nostochopsis 2 0 Acaryochloris 3
2 =i
H o
ep | Stigonema 1 3
ﬁ ]
7z ]
]
Symphyonema 2 2
Symphyonemopsis 1 %
% | neidentifikované (992)
Umezakia 1 °
Westiellopsis 6

Tab. 2 - Pocet sekvenci 16S rDNA delsich a kratsich nez 1000 bp (v zavorkach)
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POCET POCET
. SEKVENCI GENU || . . SEKVENCI GENU
RAD ROD PRO 16SRRNA || 4P ROD PRO 168 RRNA
Z GENBANK Z GENBANK
Aphanocapsa 2 Chroococcidiopsis 10 (5)
Aphanothece 2 (5) Dermocarpa 6 (1)
wn
Chamaesiphon 1 % Dermocarpella 1(1)
Q
Chroococcus (1) § Myxosarcina 3
=)
Crocosphaera - £ | Pleurocapsa 5(1)
=
Cyanobacterium 2 © Stanieria 3
Cyanobium 4(2) Xenococcus 2
Cyanothece 7(1) o
]
Dactylococcopsis 1 g
S | Prochloron 1
§ Gloeobacter 2 §
& -
S ~
2 Gloeocapsa 5
o
8 Gloeothece 4 (4)
= 3
O | Euhalothece 4(7) | 8
Halothece 1 -g- § Prochlorococcus 34 (33)
o | =
Johannesbaptistia -(1) E '§
= | &
Merismopedia 1 4
&
Microcystis 85 (197) = 9
[
Q
Rhabdoderma (1) %
=)
Synechococcus (2) 182 (88) g Prochlorothrix 2 (4)
=
Synechocystis 5(1) §
[=%
Thermosynechococcus -
neidentifikované (6) neidentifikované 4)

Tab. 2 - pokraovani

1.3. Cile prace

e shromdazdit co nejpodrobné;jsi prehled o modernich metodach vyzkumu taxonomie
sinic

e vytvorit kolekci n€kolika kment problematickych rodt Oscillatoria a Phormidium

e tyto kmeny dikladné zhodnotit po morfologické strance

e izolovat DNA z téchto kmeni a pfitom otestovat vhodnou metodiku pro izolaci DNA
a PCR

e ze sekvenci 16S rDNA pfistupnych na GenBank vytvoftit fylogeneticky strom

10
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2. Material a metody

2.1. Metody

2.1.1. Kultivace

Sinice byly kultivovany v Petriho miskach na 1,5% agaru s kultivaénim médiem BG 11
(STANIER et al. 1971).

2.1.2. Svételna mikroskopie

Byl pouzit mikroskop Olympus CX 40 a digitalni fotografie jsou pofizeny pomoci kamery
Olympus DP 10. Na Sesti vybranych kmenech (viz material) jsem zméfila rozméry bunck -
délku a Sitku bunék vlakna, resp. koncovych bunék.

2.1.3. Statisticka analyza

1.
2.

3.

Vypocitala jsem pomér sitky ku délce bunék.

V programu Statistica jsem priikaznost vysledkli testovala pomoci jednocestné analyzy
variance (Single Factor ANOVA).

Provedla jsem post hoc Tukey HSD test.

2.1.4. Izolace DNA

Izolaci DNA jsem provedla fenol - chloroformovou metodou (SAMBROOK et al. 2001).

1.

2.

e 4

°

Biomasu jsem resuspendovala v 1 ml NET 50, se sarkosylem (c=3 mg/ml) a pronazou E
(c=0,23 mg/ml).

Do zkumavky Eppendorf jsem ptidala sklenéné kuli¢ky a vlozila je na minutu do tfepacky
(5000) kvuli desintegraci bunék.

Ziskany roztok jsem pienesla do ¢istych zkumavek Eppendorf a inkubovala jsem jej
hodinu na ledé¢.

Do pfiblizn€ 0,5 ml vzorku jsem pfidala 0,5 ml fenolu a michala smés 10 min jemnym
otaCenim stojanu se zkumavkami.

Vzorky jsem vloZzila na 10 min do centrifugy (13 000 ot/s).

Po centrifugaci jsem horni vodni fazi odebrala do Cistych zkumavek Eppendorf.

Kroky 4 -6 jsem opakovala tiikrat.

Ke vzorkim jsem ptidala po 0,5 ml smési fenolu a chloroformu v poméru 1:1 a dobte je
promichala (10 min).

Nasledovala centrifugace (13 000 ot/s) po dobu 10 minut.

. Po pfeneseni horni vodni faze do ¢istych zkumavek Eppendorf jsem do kazdé ptidala po

0,5. ml chloroformu a smés promichala.

11
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11. Vzorky jsem vlozila na 10 minut do centrifugy (13 000 ot/s).

12. Odebrala jsem horni vodni fazi do novych zkumavek Eppendorf a zaznamenala ziskany
objem.

13. Vzorklim jsem ptidala 1/10 objemu octanu sodného, 2x objem 96% etanolu a 1 pl
glykogenu.

14. Po promichani jsem vzorky vlozila na 10 minut do mrazni¢ky na -70°C.

15. Vzorky jsem centrifugovala v chlazené centrifuze 15 minut (14 000 otacek/s).

16. Odsala jsem tekutinu a pelet oplachla v 1 ml 70% etanolu.

17. Opakovala jsem centrifugaci v chlazené centrifuze, tentokrat po dobu 5 minut.

18. Odséla jsem tekutinu a pelet nechala vysusit v suSic¢ce na 31°C.

19. Vysuseny pelet jsem rozpustila v 50 pl redestilované vody.

20. Ovéftila jsem pfitomnost DNA ve vzorcich gelovou elektroforézou (1% agarézovy gel
s ethidium bromidem; U =83 V).

21. Ziskanou DNA uchovavam v mraznicce.

2.1.5. PCR

1. Vybrala jsem nejvhodnéjsi primery sohledem na délku sekvence a specifitu pro
cyanobakterialni 16S rDNA.

primer sekvence 5°-3° cilova sekvence autor
359-378 v 16S NUBEL et al.
CYA359F | GGG GAA TTT TCC GCA ATG GG (podle E. coli) 1997
36-45 v 23S
Primer 18 | CTC TGT GTG CCT AGG TAT CC (podle WILMOTTE 1994
Synechococcus)

Tab. 3 -pouzité primery

2. Pfipravila jsem na led¢ smés na PCR v malych zkumavkéach Eppendorf.

dNTP forward | backward | 1 NAp | peR pufe | FedOSt DNA
primer primer voda
2ul 1wl 1wl 0,5 ul 2,5 ul 17 ul 1wl

Tab. 4 -sloZeni smési na PCR

3. Do jedné zkumavky Eppendorf nebyla pfiddna DNA a byla pouzita v naslednych
reakcich jako kontrola.
4. Nastavila jsem nasedaci teplotu na 56°C a zvolila program s nasledujicimi parametry:
- 5cykla: 95°C (5 min), 94°C (1 min), 44°C (1,5 min), 72°C (2 min)
- 25 cyklt: 94°C (1 min), 48°C (1,5 min), 72°C (2 min)
- ukonceni: 72°C (10 min)
5. Ptitomnost PCR produkti byla ovéfena gelovou elektroforézou (viz Izolace DNA)

2.1.6. Fylogeneticka analyza

12
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1. Z GenBanku jsem vybrala vSechny sekvence 16S rDNA tadu Oscillatoriales delsi nez
1000 bp (223 sekvence).

2. Alignment sekvenci byl generovan v programu ClustalX.

3. Jako outgroup byly pouzity sekvence z Nostoc PCC 9709 (a.n. AF027654) a Fischerella
muscicola PCC 7414 (an. AF132788).

4. V programu PAUP byl metodou Maximum parsimony vytvofen consensus tree z 5521
nejlepsSich stromd.

5. Na zéklad¢ alignmentu a consensus tree byly vylouCeny sekvence navzajem si velmi
podobné a ze zbyvajicich 67 sekvenci byl znovu vytvofen alignment.

6. V programu Treepuzzle byl ztéchto sekvenci vytvofen fylogeneticky strom metodou
Maximum likelihood a provedena bootstrap analyza.

2.2. Material

Pro testovani nejvhodnéjSich metod pro molekularni analyzu jsem vybrala 6 sinic rodd
Phormidium a Oscillatoria. Vsechny pouzité kmeny, kromé Oscillatoria limosa, pochazeji ze
sbirky autotrofnich mikroorganismu BU AV CR v Tteboni.

kmen misto sbéru

Phormidium animale (AG. ex GOM.)ANAGN. et KOM. str.

GROWTHER/1459-6

Sol.: No. 1
Coll.: CCAP 1459/6 (1976,1982) sub "Oscillatoria animalis" UK, London, University College
SAUG 1459-6 (1982) sub "Oscillatoria animalis"
UTEX 1309 (1978) sub "Oscillatoria animalis"

Phormidium animale (AG. ex GOM.)ANAGN. et KOM. str.
KLABOUCHOVA 1987/1 dolina Luznice, lu¢ni ptida
Sol.: No. 1

Phormidium animale (AG. ex GOM.)ANAGN. et KOM. str. HINDAK
1967/39

Orig. det. sub "Microcoleus vaginatus"
Sol.: No. 1

Rumunsko, Brasov, pida

Phormidium animale (AG. ex GOM.)ANAGN. et KOM. str. HINDAK
1963/108

Orig. det. sub "Oscillatoria formosa"

Sol.: No. 1

Italie, krater Vesuvu, pida

Oscillatoria sancta KUTZ. ex GOM. str. KOCH 1970/Gott. 74.79
Sol.: No. 1
Coll.: SAUG 74.79 (1982)

Némecko, Botanicka zahrada Univerzity
v Gottingen, sklenik

Oscillatoria limosa Mladohaklovsky rybnik

Tab. 5 -seznam vybranych kment
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3. Vysledky

3.1. Morfologie a statisticka analyza

Kmeny se jasné liSily pomérem $itky ku délce vSech, tedy i koncovych bunék (Grafy 1 a 2,
Tab. 7 a 9). Jen mezi kmeny P. animale Hinddk 1967/39 a P. animale Growther 1459/-6
rozdil prikazny nebyl (Tab. 8), coz také plati pro pomér Sitky ku délce koncovych bunék
mezi P. animale Hindak 1963/108 a P. animale Growther 1459/-6, mezi P. animale Hindak
1963/108 a P. animale Growther 1459/- 6 a mezi P. animale Hindak 1963/108 a P. animale
Hindak 1963/108 (Tab. 10). Kromé& P. animale Hindédk 1963/108 a P. animale Growther
1459/-6 se vsechny lisily barvou vldken a kultur (viz Apendix - fotodokumentace). VSechny
mély slizovou pochvu, kromé O. limosa (byla ale pozorovéna u starych odumirajicich vlaken)
a vSechny tvofily hormogonia (Tab. 6).

rod a druh kmen stanoviste sliz hormogonia
Phormidium |, 5 x GOM, Growther 1459/-6 9 + +
animale
Phormidium 1, ; ox GOM, Klabouchova 1987/1 piida + +
animale
Phormidium |, ; o« GOM, Hindék 1967/39 piida + +
animale
Phormidium 1, ; ox GOM, Hindék 1963/108 piida + +
animale
Sasrfé'tfto”a KUTZ ex GOM, Koch 1970/Gott 74.79 | sklenik (pida?) |+ +
Qsmllatorla ) rybnik i +
limosa
Tab. 6 -Zakladni charakteristika jednotlivych kmend
Pomér Sifce ku délce

8

7

6

5

4

[m]
IS O
= 3
, - -
0 _T— Min-Max

OLIMOSA  OSANCTA PHANIG PHANIH108  PHANI39 PHANIK

kmen

L1 25%-75%

O  Median value
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Graf 1 -Pomér Sifce ku délce bunék (pocet méteni pro kazdy kmen = 100)

Single factor pocet stupiit | rezidudlni Ctverec chyba hladina
ANOVA volnosti odchylky chyba DF, MySe F sionifikance
Main effect DF, MSe £
rozdil pomeri Sifky a 5 201,3482 594 0,337448 |596,6786| 0,000
délky bunék
Tab. 7 -ANOVA pro pomér §iice ku délce bunék (pocet méfeni pro kazdy kmen = 100)
General MANOVA . . . . .
Tukey HSD test Olimosa Osancta PhaniG | PhaniH108 | PhaniH39 PhaniK
Olimosa 0,28102 0,000020 | 0,000020 0,000020 0,000020
Osancta 0,028102 0,000020 | 0,000020 0,000020 0,000020
PhaniG 0,000020 0,000020 0,000022 0,994995 0,000021
PhaniH108 0,000020 0,000020 0,000022 0,000020 0,000020
PhaniH39 0,000020 0,000020 0,994995 | 0,000020 0,000028
PhaniK 0,000020 0,000020 0,000021 | 0,000020 0,000028
Tab. 8 -Tukey HSD test pro pomeér $iice ku délce bunék (pocet méfeni pro kazdy kmen = 100)
Pomeér Sifce ku délce koncovych bunék
5,5
4,5 —T
3,5
a
c 2,5 o
1,5 o -
I:T: o T
0,5 o
_T— Min-Max
L1 25%-75%
-0,5

OLIMOSA OSANCTA

PHANIG PHANIH108

kmen

PHANIH39

PHANIK

O Median value
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Graf 2 -Pomér Sifce ku délce koncovych bun¢k (pocet méteni pro kazdy kmen = 100)

. pocet stupiit | rezidudlni Ctverec .
DF, MSe &

rozdil poméri Sitky a
délky koncovych 5 98,27908 594 0,141637 |693,8806 0,000
bunck

Tab. 9 — ANOVA pro pomér $itce ku délce koncovych bunék (pocet méteni pro kazdy kmen = 100)

General MANOV A . . . . .
Tukey HSD test Olimosa Osancta PhaniG | PhaniH108 | PhaniH39 PhaniK

Olimosa 0,000020 0,000020 | 0,000020 0,000020 0,000020
Osancta 0,000020 0,000020 | 0,000020 0,000020 0,000020
PhaniG 0,000020 0,000020 0,984413 0,908061 0,000021
PhaniH108 0,000020 0,000020 0,984413 0,526619 0,000020
PhaniH39 0,000020 0,000020 0,908061 | 0,526619 0,000152
PhaniK 0,000020 0,000020 0,000021 | 0,000020 0,000152

Tab. 10 -Tukey HSD test pro pomeér Sifce ku délce koncovych bunck (pocet méfeni pro kazdy kmen = 100)

3.2 Izolace DNA

Ze vSech kment byla uspésné vyizolovana DNA chloroform- fenolovou metodou.

3.3 PCR

PCR produkt byl tisp&§né ziskan ze kmenti Oscillatoria sancta KUTZ ex GOM, Koch 1970/Gétt

74.79 a Phormidium animale AG ex GOM, Hindak 1967/39, z ostatnich dosud nebyl.

3.4. Fylogeneticka analyza

Vysledkem parsimonidlni analyzy je fylogeneticky strom (pfiloha 2), strom ziskany metodou
Maximum likelihood je v ptiloze 3.
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4. Diskuze

4.1 Morfologie

Zkoumané kmeny roda Oscillatoria a Phormidium se prukazné lisi rozméry bunék, jejich
taxonomické oddéleni je po strance morfologické opravnéné. Blizsi pohled na zastupce rodu
Phormidium odhaluje dalsi rozdily. P. animale AG ex GOM, Klabouchova 1987/1 ma totiz
vyrazné uzsi vladkna nez zbyvajici kmeny (mezi 1,5-2 um na rozdil od ostatnich se Sitkou
vlaken mezi 3-4 um) a mezi buikami jsou patrna zaSkrceni bunécéné stény. Navic jsem
nepozorovala nekrotické bunky pifi tvofeni hormogonii a tento kmen se odliSuje i
makroskopicky v kultufe -zatim co ostatni vytvareji kompaktni povlaky s viditelnou vlaknitou
strukturou, P. animale AG ex GOM, Klabouchova 1987/1 vytvaii viceméné homogenni
zeleny povlak bez zfetelnych vldken. Zjisténé charakteristiky zatfazuji tento kmen do rodu
Geitlerinema (ANAGNOSTIDIS 1989).

4.2 1zolace DNA

Uspésna izolace DNA je dillezita predev§im kvili druhu O. limosa. Tento druh skoro nelze
kultivovat a proto jest¢ neni dostupna ani jedna z n¢j pochéazejici sekvence 16S rDNA. M¢ se
kultivace také nepodaftila, ale DNA izolovana z erstvého terénniho vzorku umoznuje dalsi
molekularni analyzy bez ohledu na neexistenci fddného kmene.

4.3. PCR

Ziskany byly PCR produkty ze kmenti Oscillatoria sancta KUTZ ex GOM, Koch 1970/Gétt
74.79 a Phormidium animale AG ex GOM, Hinddk 1967/39 pomoci specifickych
cyanobakteridlnich primert. Nepfitomnost PCR produktli u ostatnich kmenli miize mit vice
pri¢in. DNA se Casto shlukuje v n¢kterych ¢astech zkumavky, takze se snadno muze stat, ze
v odebraném mikrolitru vzorku DNA zrovna nebyla. Navic PCR u ostatnich kmenti nebyl
proveden soucdasné s Oscillatoria sancta KUTZ ex GOM, Koch 1970/Gétt 74.79 a
Phormidium animale AG ex GOM, Hinddk 1967/39. Mohlo se tedy jednat o né&jakou jinou
chybu, napt. neucinnou polymerazu. Stale probihajici prace se soustfed’uji nyni na tento
problém.

4.4 Fylogeneticka analyza

Mnozstvi sekvenci 16S rDNA sinic v GenBank se denn¢ zvétSuje, nejvice jich vSak pochazi
znékolika pro c¢loveéka vyznamnych taxont (at’ uz zhlediska toxikologického nebo
komer¢niho). Jind vyznamna skupina sekvenci pak pochazi z téch sinic, které lze snadno
kultivovat. Takovych sekvenci jsou desitky (Tab. 2), zatimco mnohé rody nebyly
osekvenovany vilbec, coz znacné ovliviluje 1 vysledky fylogenetickych analyz. Z toho
vyplyva potieba sekvenovat taxonomicky problematické taxony. Nékteré z téchto druhi
nejsou viibec vzacné, v prirod¢ se snadno nachazeji, ale kvtli obtizim pfi kultivaci jsou dosud
molekularné nezkoumany - napt. Oscillatoria. Navic znacny podil dostupnych sekvenci tvofi
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kratké, mén¢ nez 1000 bp dlouhé useky 16S rRNA genu, ¢imz je vypovidaci hodnota
omezena. Nezanedbatelny problém spociva také v pfipadném nespravném taxonomickém
zafazeni sekvenovanych sinic, coz je ve sbirkach obvyklym a ¢astym jevem (osobné¢ mam
zkuSenosti s nespravné ur¢enymi kmeny ze sbirky v Tieboni). Do interpretace evolucnich
vztahll to pochopitelné¢ vnasi dodate¢ny zmatek (opét viz rod Oscillatoria, Phormidium atd.).
Proto je k vyjasnéni taxonomického postaveni jednotlivych kmenl nutné také dikladné
morfologické zhodnoceni, vétSinou jsou vSak dostupné informace tykajici se morfologickych
charakteristik sinic v kulturdch nepocetné a ¢asto nejsou k dispozici viibec.

4.3.1. Analyza fylogenetického stromu vytvoreného metodou Maximum parsimony

Tento fylogeneticky strom byl vytvofen ze vSech sekvenci 16S rDNA sinic fadu
Oscillatoriales dostupnych v GenBank. Na prvni pohled je patrné, Ze mnoho rodii tohoto fadu
neni zastoupeno vubec a znacny podil stavajicich sekvenci pochazi z né¢kolika mala taxona
(rody Microcoleus, Planktothrix...).

Vétev A je tvorena prisluSniky Celedi Pseudanabaenaceae (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK
1988), vyznacujicimi se parietdlnim uspoiadanim thylakoida a je rozdélena do dvou skupin.
Prvni skupinu tvoii rody Pseudanabaena, Limnothrix a kmeny né€kolika dalSich rodd. Mezi
nimi jsou Phormidium mucicola a Oscillatoria limnetica, které jsou uz prefazeny do rodu
Pseudanabaena (KOMAREK & KASTOVSKY 2003), a Oscillatoria sp. UTCC 393 a
Phormidium sp. E 18, o kterych nemam zadné informace, ale pravdépodobné se jednd o
chybné ur¢ené kmeny. Druhou skupinu tvofi zastupci rodu Leptolyngbya s kratkymi buiikami,
Plectonema boryanum, uz prejmenovana na Leptolyngbya boryanum a n¢kolik dalSich kment
Phormidium a Oscillatoria. Uz prvni fylogenetické analyzy ukazaly, ze tyto dva rody jsou
parafyletické (GIOVANNONI et al. 1988, WILMOTTE & GOLUBIC 1991). Opét zde vystupuje uz
zminény problém nespravného taxonomického zatazeni kmenti ve sbirkdch, takze je
pravdépodobnost, Ze zminéné kmeny patii do néjakého rodu z celedi Pseudanabaenaceae, dost
vysoka - ale tato hypotéza nejde ovérit. Fakt ze zastupci Pseudanabaena, Limnothrix a ostatni
jsou navzajem v této vétvi promichéni, mize mit vice pfi¢in. VSechny sekvence jsou si velmi
podobné, tedy jejich informacni hodnota neni vysoka. K tomu se pfipojuje 1 skute¢nost, ze
obecné¢ 16S rDNA nemd velkou rozliSovaci schopnost a jeji vyznam spociva piedev§im
v odliSeni vyssich taxonomickych jednotek (FOX et al. 1992), a ne druhii nebo tak blizce
ptibuznych rodt. Navic rod Pseudanabaena vz ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988 rozdélili
do tfech podrodi a jakékoliv Clenéni na zdkladé¢ morfologie a dalSich podobnych
charakteristik nemusi presné¢ odrazet evolucni vzdéalenost mezi taxony zjiSténou
molekuldrnimi metodami. Kmeny patfici do riznych podrodi Pseudanabaena miizou byt
molekularné navzajem stejné¢ vzdaleny jako od néjakého blizce ptibuzného rodu.

Vétev B tvoti predevsim rod Microcoleus, zastoupen druhem Microcoleus vaginatus. Vedle
n¢j je umisténa Tychonema bourrellyi a nékteré dalSi kmeny problematickych roda
Phormidium a  Oscillatoria. Na bazi tohoto clusteru se nachdzeji monofyletické
Trichodesmium. Celd vétev je ale polytomickd a stézi lze zni vycCist néco jiného nez
soudrznost rodu Trichodesmium a uniformitu sekvenci u Microcoleus vaginatus. OvSem uz
spravné vymezeni rodu Microcoleus je sporné, jelikoz se Microcoleus chthonoplastes ve
stromu nachazi v jiné pozici (vedle kmend Symploca a Lyngbya, ve vétvi C). Rod
Microcoleus bude z nejvétsi pravdépodobnosti rovnéz polyfyleticky rod. VéEtSina kment této
vétve patii do Celedi Phormidiaceae (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988), mezi ostatnim
typické radidlnim uspofadanim thylakoidt. Opét predpokladdm, ze nékolik malo prisluSnika
jinych celedi (napt. Oscillatoria sancta PCC 7515) do této skupiny spadaji jen diky
determina¢nimu omylu.
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Rod Planktothrix (vétev C) tvoii jednu velkou skupinu a rozpada se na druhy P. mougeotii,

P. pseudagarhii a na polytomickou vétev se zastupci P. agardhii a P. rubescens. Od nich se
odliSuje Planktothrix/Planktothricoides raciborskii. Ten také tvoifi sourodou skupinu,
nachdzejici se vSak v blizkosti kmenli Microcoleus vaginatus (vétev B). Oddé€leni tohoto
druhu do zvléastniho rodu Planktohtricoides bylo podle této analyzy pln¢€ opravnéné.
Dal8im jasné¢ vymezenym rodem je Symploca, také patiici do Celedi Phormidiaceae. Diive
byla zahrnovéna do rodu Lyngbya (BOURRELY 1970a, b), pozdéji pak od né&j byla znovu
oddélena (ANAGNOSTIDIS & ROUSSOMOUSTAKAKI, 1985). Sousedni vétev obsadilo prave
nékolik kment Lyngbya, dost mozné chybné urcené.

Ve vétvi C se nachazeji jeste Oscillatoria spongeliae, symbiont moiské houby Dysidea spp.
(THACKER & STARNES 2003), a Oscillatoria corallinae. Tvoti kompaktni skupinu, kterd se
vSak nachazi mezi vétvemi obsazenymi Celedi Phormidiaceae. Popis morfologie Oscillatoria
spongeliae se v publikaci THACKER & STARNES 2003 nevyskytuje, popsand morfologie
Oscillatoria corallinae (NELISSEN et al. 1996) rozméry bun¢k neodpovidd modernimu pojeti
rodu, tedy Cleny celé této skupiny jsou urCité¢ chybné pojmenovany a s nejvetsi
pravdépodobnosti spadaji pravé do Phormidiaceae.

Zbyvajici vétve obsadily jasné vymezené rody Arthrospira, Geitlerinema a skupina
zahrnujici kmeny Spirulina a Halospirulina.

Podrobny pohled na ziskany fylogeneticky strom a na slozeni pouzitych sekvenci odhaluje
skuteCnost, ze vétSina kment patii do celedi Phormidiaceae a Pseudanabaenaceae, zatimco
ostatni Celedi (Borziaceae, Homeotrichaceae, Oscillatoriaceac a Schizotrichaceae podle
ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988) nejsou zastoupeny skoro vibec (tézko fici které z kment
nesoucich jména rodii téchto Celedi tam skutecné patii; mohly by k nim patfit 1 nékteré
neur¢ené kmeny z terénnich vzorkd, ze kterych byly sice ziskdny sekvence 16S rDNA, nebyla
vSak popsana morfologie). Napadna je roztrouSenost kment roda Oscillatoria, Phormidium,
Lyngbya a Leptolyngbya (kromé téch s kratkymi bunikami) po celém stromu, bud’ kvili
chybnému urceni jednotlivych kment anebo z divodu neodpovidajicich taxonomickych
definici zminénych rodt. Pficina asi ¢aste¢né spociva v obou skutecnostech.

4.3.2. Analyza fylogenetického stromu vytvoreného metodou Maximum likelihood

Tento fylogeneticky strom byl vytvoren ze sekvenci, které zbyly po vylouceni navzajem si
velmi podobnych sekvenci a po pouziti jen jednoho zastupce ztakovych skupin (napf.
Microcoleus vaginatus nebo jasné rody jako je Arthrospira atd.). Uz zminéna malé variabilita
zakryla viak skoro jakékoliv trendy. Celed” Pseudanabaenaceae tvofi jedinou vyrazngjsi
skupinu, opét se dvémi podskupinami: jedna kolem rodu Pseudanabaena, druha se zastupci
rodu Leptolyngbya. Ptestoze jinak neni patrny zadny trend mezi skupinami, vétSinou se na
konci vétvi sdruzuji kmeny s velice malo odlisSnymi sekvencemi a v nékterych ptipadech jsou
podporovany dost vysokymi hodnotami bootstrapti (napt. Oscillatoria sp. CYA 128/R a
Planktothrix rubescens NIVACYA 1). Pred provedenim dalSich fylogenetickych analyz je
tteba takové sekvence vyloucit, pak se snad objevi jasnéjSi obraz evolu¢nich vztahti mezi
vlaknitymi sinicemi na trovni SirSich taxonomickych skupin.

19



Ana Lokmer - Polyfazicky pfistup k taxonomii sinic

5. Zavér

Byla prozkoumdna morfologie vybranych kment zftadu Oscillatoriales patticich dle
piedchoziho urceni do rodt Oscillatoria a Phormidium.. Byla vyizolovana jejich DNA a ze
dvou kment byl ziskan 16S rDNA PCR produkt. Zjisténé morfologické charakteristiky
odd€luji zkoumané kmeny do tfi riznych rodi — kmeny Phormidium animale, Growther
1459/-6, P. animale, Hinddk 1967/39 a P. animale, Hinddk 1963/108 patii do rodu
Phormidium, Oscillatoria sancta Koch 1970/Go6tt 74.79 a Oscillatoria limosa do rodu
Oscillatoria a P. animale, Klabouchova 1987/1 do rodu Geitlerinema. Dale byly
shromdzdény vSechny dostupné sekvence 16S rDNA zastupct Oscillatoriales delsi nez 1000
bp a z nich byly vytvoteny fylogenetické stromy. Fylogenetickou analyzu vSak zkomplikovala
maléd variabilita mezi pouzitymi sekvencemi, nedostupnost morfologickych dat o
sekvenovanych kmenech a jejich Casté nespravné taxonomické zatazeni. Presto se podafilo
definovat nékolik zédkladnich vyvojovych vétvi a nastinit jejich taxonomickou validitu.
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