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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.Úvod

1.1.   Historický vývoj taxonomie sinic
  
   Sinice (Cyanobacteria) jsou prokaryotní oxyfototrofní organismy, které hrály důležitou roli 
ve vytváření kyslíkaté atmosféry, čímž vlastně umožnily vývoj dnešních životních forem. 
Patří do skupiny gramnegativních bakterií a podle fylogenetických stromů konstruovaných 
s ohledem na dostupné sekvence 16S rRNA se řadí mezi zelené nesirné bakterie a spirochety 
(GUPTA  GRIFFITHS 2002). Oddělení bakteriálních linií, tj. doba existence posledního 
společného předka, se vzhledem k paleontologickým nálezům některých membránových 
sloučenin odhaduje na 4,29 miliard let (SHERIDAN et al. 2003). Nejstarší nálezy sinic 
pocházejí z severozápadní Austrálie a jejich stáří se odhaduje na cca. 3,46 miliard let (SCHOPF 

1993). 
   Přestože sinice jsou Prokaryota, jsou zkoumány tradičně v rámci botaniky společně 
s eukaryontními řasami, se kterými sdílejí mnoho ekologických charakteristik, především roli 
primárních producentů  . Výzkumy v posledních letech přesvědčivě dokázaly, že chloroplasty 
vyšších 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 pojmenování sinic se užívala celá řada různých názvů, jejichž množství dokazuje 
nejednoznačné pojetí jejich postavení mezi ostatními organismy a  odráží zatím ještě zdaleka 
ne ukončenou historii vývoje jejich systému: Myxophyceae, Phycochromophyceae, 
Cyanophyceae, Schizophyceae nebo Cyanobacteria jsou některými z nejčastěji užívaných 
(RIPPKA, 1988).
   První pokusy o klasifikaci sinic sahají do první poloviny 19. století, jako taxonomický 
starting point se uznává však až práce BORNET  FLAHAULT 1885.  Systém se pochopitelně 
měnil a doplňoval podle toho jak  přibývaly informace a jak se měnil názor na taxonomický 
význam jednotlivých znaků. Dnes se ještě hojně používá Geitlerův systém z roku 1932 
(GEITLER 1932), založený především na morfologických a ekologických charakteristikách 
(sinice jsou na Prokaryota dost tvarově rozrůzněny). Tento systém umožňuje rychlé a 
nenáročné určení vzorků (jako jediný z vytvořených), což je zvlášť vhodné pro terénní 
algology, není však dostatečně přesný a neodráží evoluční souvislosti  (CASTENHOLZ 1992). 
DROUET (1968, 1973, 1978, 1981) svůj systém založil na domněnce, že existuje jen malý 
počet genotypů, které se však za odlišných podmínek projevují různě, tj. že vedle nízké 
genotypové variability existuje vysoká fenotypová (existence tzv. ekofenů). Později se 
ukázalo, že podcenil genetickou rozmanitost, a že tento systém je přehnaně zjednodušený 
(ANAGNOSTIDIS  KOMÁREK 1985). Stanierův přístup (STANIER 1978) zdůrazňuje bakteriální 
původ sinic a navrhuje používání bakteriologického kódu nomenklatury. Na jeho základě 
vznikl systém RIPPKA et al.1979, s pěti skupinami definovanými typem dělení, přítomností 
vláken, pravého a nepravého větvení a heterocytů a procentuálním obsahu C+G. Tento systém 
je však založen na popisu sinic z laboratorních kultur, což ale nezachycuje skutečnou 
rozmanitost přírodních populací (ANAGNOSTIDIS  KOMÁREK 1985). Zatím poslední 
důkladnou úpravu systému sinic provedli ANAGNOSTIDIS  KOMÁREK 1985, 1988, 1990 a
KOMÁREK  ANAGNOSTIDIS 1986, 1988. K pojmenování použili botanický kód nomenklatury, 
především kvůli výhodám při určování, zvláště v případě vzorků z přírody (ANAGNOSTIDIS 
KOMÁREK 1985). Klasifikaci založili na všech tehdy dostupných morfologických, 
ekologických, fyziologických, genetických a ultrastrukturálních datech získaných jak prací 
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s kulturami tak s nekultivovanými, v přírodě se vyskytujícími sinicemi (ANAGNOSTIDIS 
KOMÁREK 1985). 
   Mezi nejvýznamnější změny v nazírání na tuto skupinu představuje v poslední době 
zahrnutí „oddělení“ Prochlorofyta do sinic. Tato skupina byla dříve pokládána za samostatnou 
vývojovou linii kvůli přítomnosti chlorofylu b a nepřítomnosti fykobilizomů. Molekulárními 
metodami bylo prokázáno, že tato skupina je  parafyletická a že její zástupci se nacházejí 
roztroušeni v různých skupinách sinic (TURNER et al. 1989; TURNER 1997; LITVAITIS 2002). 
Dokonce byl nalezen kmen Prochlorococcus marinus CCMP 1375 mající funkční geny pro 
- a - podjednotky fykobiliproteinu, podobnému fykoerythrinu mořské sinice rodu 
Synechococcus (HESS et al.1996).
   Přibývá také řada nových rodů a druhů, vzniklých jak důkladnějším zhodnocením a 
rozpadem už známých, tak popisem zcela nových taxonů. Nové druhy jsou popisovány 
z nejrůznějších stanovišt: ze sladkovodního planktonu (BAILEYWATTS  KOMÁREK 1991;
MAGRIN et al. 1997; REKAR  HINDÁK 2002; KOMÁREK et al. 2002), z deštných pralesů 
(KOMÁREK 2003), z moře (ANAGNOSTIDIS  PANTAZIDOU, 1991; WERNER  SANT'ANNA 

2000; MIYASHITA et al. 2003;), z aridních půd (FLECHTNER et al. 2002), z hypersalinních 
stanovišt (ANAGNOSTIDIS  ROUSSOMOUSTAKAKI 1991; NUBEL et al. 2000; ABED et al. 2002)
atd. Všechny nové druhy jsou převážně hodnoceny vzhledem k morfologickým a 
ekologickým charakteristikám, ale objevují se i práce zahrnující molekulární kritéria, hlavně 
sekvence 16S rRNA, tykající se nejčastěji kritického zhodnocení zařazení už popsaných 
taxonů (WILMOTTE et al., 1993).

  
1.2. Moderní metody používané v taxonomii sinic

 Od konce 80tých let, z velké části díky vyvinutí metody PCR (SAIKI et al.1988), která 
výrazně usnadnila získávání dostatečného množství DNA, se začínají hojně používat 
molekulární metody v otázkách evolučních vztahů a systematiky sinic. Už první analýzy 
sekvencí 16S rRNA přinesly zjištění, že zástupci řádů Oscillatoriales a Chroococcales (sekce 
I a III podle RIPPKA et al. 1979) jsou mezi sebou promícháni, tj. že vláknitost nebo 
jednobuněčnost v tomto případě neznamená příbuznost a že to nejsou znaky použitelné ke 
klasifikaci (GIOVANNONI et al. 1988). Pak se ukázalo, že Prochlorophyta nejsou 
monofyletická ani od sinic odlišitelná skupina, ale že v rámci sinic představují dvě nebo tři 
nezávislé linie (TURNER 1989; URBACH, ROBERTSON  CHISHOLM 1992). Výsledkem prací 
WILMOTTE  GOLUBIC 1991 a WILMOTTE 1994 byl fylogenetický strom s osmi 
monofyletickými skupinami. V té době sekvencí bylo ještě mnohem méně než dnes, takže 
bylo jasné, že se s jejich přibýváním strom bude modifikovat. Např. řád Pleurocapsales (sekce 
II podle RIPPKA et al. 1979), při prvních analýzách zdánlivě monofyletický, se rozpadá na 
minimálně tři linie (ISHIDA et al., 2001). TURNER 1997 z dostupných sekvencí sestrojil 
fylogenetický strom obsahující 10 jasně vymezených skupin, a přinesl další důkazy o 
nesourodnosti rodů Synechococcus a Leptolyngbya a zjistil, že Chroococcidiopsis thermalis
(sekce II podle RIPPKA et al.1979) je příbuzný heterocytickým sinicím. Použitím variabilních 
oblastí V6, V7 a V8 16S rRNA u 29 kmenů zahrnující všechny hlavní fyletické skupiny byl 
vytvořen strom s 13 oddělenými liniemi. Pseudanabaena limnetica NIVA-CYA 276/6 byla 
ode všech použitých kmenů nejvzdálenější, z rody Planktothrix, Microcystis a Nostoc vyšly 
jako monofyletické, však s určitým stupnem polymorfismu (RUDI et al. 1997). HONDA,
YOKOTA  SUGIYAMA 1999 analýzou 16S rRNA rozlišily sedm hlavních vývojových linií, 
vždycky stabilních, bez ohledu na použitou metodu (Maximum Likelihood nebo Neighbour -
Joining), odpovídajících těm založeným na sekvencí jiných genů (psbA, rbcL, rnpB, rpoC a 
tufA). SEO  YOKOTA 2003 vytvořili stromy založené na 16S rRNA a na dalších, proteiny 
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kodujících genech a zjistili, že DNA sekvence gyrB, rpoC1 a rpoD1 (podjednotky gyrázy a 
DNA-dependentní RNA polymerázy) fylogeneze podporují 16S rRNA fylogenezi, 
v kombinaci se příslušnými sekvencemi amynokyselin dochází však k určitým 
nesrovnalostem. 
   16S rRNA, vlastně celý ribozomální operon, se považuje za obecně velmi výhodný předmět 
fylogenetických analýz, jelikož se nachází u všech organismů, je mozaikou vysoce 
konzervativních a proměnlivějších oblastí a není u něj pozorován horizontální přenos 
(WILMOTTE 1994). Navíc molekula 16S rRNA je u sinic dlouhá cca 1500 bp, což  umožňuje 
dobré statistické zpracování dat (WILMOTTE 1994). Použití na úrovni nižší než rod, tj. na 
úrovni druhů a kmenů, je však omezené kvůli dost konzervativní sekvenci. Ta rozlišuje jen 
mezi dobře vymezenými taxony, selhává však u blízce příbuzných, teprve v nedávné době 
oddělených, a proto je třeba použít např. DNA-DNA hybridizaci (FOX et al. 1992) nebo RFLP 
(TURNER 1997). Meze působnosti a vůbec použitelnost těchto metod a v kombinaci z dalšími -
biochemickými, imunologickými, morfologickými, ekologickými atd. - se musí určit 
kritickým zhodnocením výsledků obdržených jednotlivými způsoby. 
   Analýza 16S rRNA je nejčastěji používaná metoda výzkumu fylogenetických vztahů, ale 
není jediná. Sekvenují se mnohé další geny a užívají se další metody jako je DNA-DNA 
hybridizace (STULP  STAM 1984; KONDO et al. 2000), analýza repetitivních sekvencí (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). Sekvenují a 
analyzují se geny a někdy i primární a sekundární struktura různých enzymů a jejich 
podjednotek, npř. nitrogenázy a nitrogenáza-reduktázy (BENPORATH et al. 1993;
BENPORATH  ZEHR 1994; ZEHR et al. 1997), Rnázy P (SCHON et al. 2002; SEO  YOKOTA 

2003), RNA polymerázy a DNA girázy (SEO  YOKOTA 2003), také se analyzují geny  a 
celé operony  fykobilinů (MANEN  FALQUET 2002),  allozymy (KATO et al. 1991), hli geny, 
které jsou ve velkém množství u mořských sinic adaptovaných na silné osvětlení (BHAYA et 
al. 2002). Přitom se neopomíjejí spacery, převážně v ribozomálním a fykocyaninovém 
operonu (BOLCH et al. 1999; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al. 2001; BOYER et al. 2002; BAURAIN 

et al. 2002). 
   Analýza sekvencí genu Rnázy P u několika kmenů r. Prochlorococcus přinesla výsledky 
podobné jako při zkoumání 16S rRNA. Navíc poukázala na příbuznost kmenů 
přizpůsobených k silnému osvětlení a jasně je odlišila od kmenů žíjících v podmínkách 
slabšího ozáření, a to bez ohledu na geografický původ (SCHON et al. 2002). Podobnost 
mořských kmenů rodu Prochlorococcus a Synechococcus a jejich odlišení od sladkovodních 
druhů rodů Synechocystis a Nostoc ukázala i analýza hli genů, které se u první skupiny 
nacházely ve výrazně větším množství (BHAYA et al. 2002). Tedy detekce těch genů 
umožnuje odvození fyziologických znaků a podmínek v původním prostředí, ale 
taxonomický význam může tato rodina genů mít jen stěží, jelikož selekční tlak v silně 
osvětleném mořském prostředí může opakovaně vyvolávat zmnožení hli genů u různých
skupin.
   V poslední době jsou navíc již k dispozici výsledky ze sekvenování celých genomů několika 
kmenů sinic (viz Tab. 1).
   Z biochemických charakteristik je pro taxonomii používán např. obsah karotenoidů, který 
koreluje s ekologickým a morfologickým popisem zkoumaných kmenů (AAKERMANN et al.
1992; KARSTEN  GARCIA-PICHEL 1996), zatím je ale pořád málo údajů na vytvoření 
obecného závěru. Zastoupení mastných kyselin rovněž vykazuje určitý stupeň korelace 
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s morfologickými vlastnostmi, zdá se však být příliš proměnlivý a nespolehlivý pro širší 
fylogenetické hodnocení (TORNABENE et al. 1985; LI  WATANABE  2001). 

  Tab. 1 -Úplné genomy sinic dostupné v GenBank

   Také je zajímavé, že se bakterie obecně ve fylogenetických analýzách 16S rRNA seskupují 
do clustrů odpovídajících typu stanoviště, tj. že sladkovodní jsou dobře odlišitelné od 
mořských nebo terestrických populací (ZWART et al. 2002). Halofilní jednobuněčné sinice 
tvoří podle 16S rRNA jednu dobře vymezenou monofyletickou skupinu, vzdálenou od 
ostatních, tzv. Halothece cluster a to bez ohledu na geografický původ (GARCIA-PICHEL et al.
1998; MARGHERI et al. 1999; MARGHERI et al. 1999; NUBEL et al.  2000). Srovnáním 
částečných sekvencí 16S rRNA sedmi kmenů halofilní sinice Microcoleus chthonoplastes, 
z různých, navzájem vzdálených, lokalit se zjistilo, že DGGE (denaturing gel gradient 
electrophoresis) nerozlišuje mezi jednotlivými sekvencemi, tj. že Microcoleus chthonoplastes
je kosmopolitní (GARCIA- PICHEL, PRUFERT-BEBOUT  MUYZER 1996). U jiných rodů sinic se 
však naopak prokázal nezanedbatelný význam geografického původu. Např. U 19 kmenů 
rodu Nodularia, sinice vytvářející vodní květ v různých částech světa, byly prozkoumány 
morfologické, toxikologické a molekulární charakteristiky. Sekvence cpcBA-IGS (spacer 
fykocyaninového operonu) a následný RAPD-PCR ukázaly, že kmeny tvoří jasně oddělené 
druhy, proměnlivé v místním a celosvětovém měřítku (BOLCH et al. 1999).  
   Přes jasné vymezení a postavení řádů Nostocales a Stigonematales,  situace se komplikuje 
na rodové a druhové úrovni. Tak morfologicky odlišné rody Anabaena a Aphanizomenon
nelze rozlišit fylogenetickou analýzou založenou na 16S rRNA, ITS1 (spacer v ribozomálním 
operonu) nebo na rbcLX (RubisCO) a vyšlo najevo, že uvedené rody nejsou monofyletické. 
Kvůli velké podobnosti jejich 16S rRNA sekvence se navrhuje zařazení obou do jednoho 
rodu, bez ohledu na morfologické rozdíly. Navíc některé kmeny Anabaena produkující 
odlišné toxiny byly od sebe odděleny, ale jednotlivé toxické skupiny byly vždy 
monofyletické, bez ohledu na geografický původ, shlukující se však s dalšími netoxickými 
zástupci Anabaena a Aphanizomenon (GUGGER et al. 2002).  Pomocí RFLP 16S-23S ITS 
Aphanizomenon lze odlišit od Anabaena, velmi podobné jí ale byly zástupci rodu Nostoc

kmen 
accesion number v 
GenBank

autor

Gloeobacter violaceus PCC 7421 
NC_005125 NAKAMURA et al. 2003 

Synechococcus 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 et al. 2003

Prochlorococcus marinus subsp. marinus CCMP1375 NC_005042 DUFRESNE et al. 2003

Nostoc sp. PCC 7120 
NC_003272 KANEKO et al. 2001
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(NEILAN et al. 1997). Tomu protiřečí zjištění, že podle úplné sekvence nifD jsou Nostoc a 
Anabaena jasně odlišitelné bez ohledu na použitou metodu hodnocení (HENSON, WATSON 
BARNUM 2002). 

   Samozřejmé je, že sinice zodpovědné za toxické vodní květy, tj. jejich taxonomie, biologie 
a detekce jsou v popředí zájmu, což je viditelné i z množství dostupných sekvencí ve srovnání 
s rody pro člověka nealgologa nevýznamnými (Tab. 2). Microcystis je jedním z takových 
rodů. RFLP fykocyaninového loku u několika toxických rodů ukázal, že to je rod 
parafyletický, prolínající se s použitým kmenem Synechococcus a s vláknitými kmeny rodu 
Oscillatoria, což se částečně lišilo od výsledků získaných analýzou 16S rRNA (NEILAN et al.
1995) a RAPD fingerprintingem (NEILAN 1995).  Výsledky Southern blot hybridizace 
určitých opakovaných sekvencí Microcystis aeruginosa jasně ukazovaly na vysoký stupeň 
polymorfsimu, ale také na odlišení těchto kmenů od dalších použitých rodů Synechocystis, 
Synechococcus a Anabaena (ASAYAMA et al. 1996). Další RAPD fingerprinting výsledky 
dobře vymezily druhy M. novackeii, M. viridis a M. wesenbergii, M. aeruginosa  M. 
ichthyoblabe se zdály být dost variabilní (NISHIHARA et al. 1997). Analýza cpcBA spaceru 
kultivovaných a z Brazilských lokalit získaných kmenů M. aeruginosa taky potvrdila jejich 
polymorfismus a navíc ukázala divergenci mezi brazilskými a kmeny z kultur (BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al. 2001). Podle 16S rRNA rody Microcystis a Aphanothece jsou monofyletické, 
většina ostatních rodů v Chroococcales je polyfyletická (LEE  BAE 2002). To samé je 
zjištěno pro rody řádu Oscillatoriales a ještě jednou se potvrdilo, že znaky jako je přítomnost 
slizové pochvy jsou pro správné určení nepoužitelné (LEE  BAE 2001). Také rody 
Arthrospira a Spirulina, zajímavé mezi ostatním i kvůli svému ekonomickému významu, 
morfologicky velmi podobné, nejsou moc blízko příbuzné. Použitá Spirulina měla dokonce 
mnohem blíž k některým jednobuněčným sinicím (NELISSEN et al. 1994). Obsah fykobilinů je 
jeden z velice variabilních znaků a to i v rámci stejného druhu,. Může sice korelovat 
z molekulárními znaky, ale nemá všeobecnou použitelnost (WILMOTTE et al. 1993). 
   Dosud vytvořená fylogenetická schémata většinou celkový obraz evoluce sinic příliš 
nevyjasňují. Velké množství taxonů, které byly dříve považovány za monofyletické, vychází 
velmi nesourodě a jsou rozptýleni po celém systému (např. Oscillatoria). Kromě rozpadu 
velkých taxonů na menší rody spolu příliš nekoreluje ani postavení větších taxonomických 
celků - řády Chroococcales a Oscillatoriales nejsou evidentně monofyletické a jejich zástupci 
jsou spolu v těchto schématech promícháni. Částečně ale těmto schématům odpovídá 
uspořádání thylakoidů. Monofyletické řády Nostocales a Stigonematales mají velice podobné 
vlnité thylakoidy, poněkud posunuté k okrajům buněk. Jim nejbližší příbuzné se zdají být 
Oscillatoriaceae, které mají stejný podobný typ thylakoidálního uspořádání. Skupinu 
s parietálním uspořádáním thylakoidů tvoří mnoho kokálních typů spolu se zástupci 
vlaknitých sinic čeledi Pseudanabaenaceae. Charakteristické radiální thylakoidy mají všechny 
Phormidiaceae a kokální typy, podle molekulárních znaků jim příbuzné, a  u několik dalších 
menších skupin. Skupina s parietálními thylakoidy, možná vzniklá modifikací předchozího 
typu, má zatím nejasné taxonomické postavení, ještě zkomplikované problémy pramenícími 
ze špatného pojmenování příslušných kmenů  (KOMÁREK  KAŠTOVSKÝ 2003). 
   Jak je vidět z uvedeného, bude třeba ještě hodně práce než se dosáhne jednotného a obecně 
použitelného systému. Kromě zařazování nově objevených a přeřazování už známých typů 
sinic, nutné je i další ověřování dosud k tomu používaných metod, tj. jejich mezí rozlišení (na 
úrovni řádů, čeledí, rodů…), taxonomického významu, spolehlivosti a jejich vzájemných 
vztahů.  
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                Tab. 2 - Počet sekvencí 16S rDNA delších a kratších než 1000 bp (v závorkách)
                                

ŘÁD ROD

POČET

SEKVENCÍ GENU 

PRO 16S RRNA
Z GENBANK

ŘÁD ROD

POČET

SEKVENCÍ GENU 

PRO 16S RRNA
Z GENBANK

Arthrospira 7 (23) Coleodesmium 3

Geitlerinema 4 (5) Microchaete (1)

Halomicronema 1 (4) Spirirestis 3

Halospirulina 3 (1) M
ic

ro
ch

ae
ta

ce
ae

Tolypothrix 3

Leptolyngbya 21 (7) Anabaena 66 (14)

Lyngbya 7 (23) Anabaenopsis 3 (4)

Microcoleus 41 (30) Aphanizomenon 26 (4)

Oscillatoria 39 (25) Cyanospira 1

Phormidium 18 (23) Cylindrospermopsis 26 (1)

Planktothricoides 6 Cylindrospermum 3

Planktothrix 74 (13) Nodularia 32 (3)

Plectonema 2 (3) Nostoc 47 (55)

Pseudanabaena/ 
Limnothrix group

8 (2),3 (2)

N
os

to
ca

ce
ae

neidentifikované (2)

Spirulina 6 (9)

Symploca 5 (3)

Trichodesmium 7 (1)

Tychonema 1 (6)

R
iv

ul
ar

ia
ce

ae

Calothrix 8 (2)

O
sc

il
la

to
ri

al
es

neidentifikované 9 (8)

Chlorogloeopsis 3

Fischerella 9

Hapalosiphon 3 Sc
yt

on
em

at
ac

ea
e

Scytonema 6

Mastigocladopsis 1

N
os

to
ca

le
s

neidentifikované (4)

Mastigocladus (3)

Nostochopsis 2

Stigonema 1

Acaryochloris 3

Symphyonema 2

Symphyonemopsis 1

Umezakia 1

S
ti

go
n

em
at

al
es

Westiellopsis 6

os
ta

tn
í, 

ne
za

řa
ze

né

neidentifikované (992)
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                 Tab. 2 - pokračování

1.3. Cíle práce

 shromáždit co nejpodrobnější přehled o moderních metodách výzkumu taxonomie 
sinic

 vytvořit kolekci několika kmenů problematických rodů Oscillatoria a Phormidium
 tyto kmeny důkladně zhodnotit po morfologické stránce
 izolovat DNA z těchto kmenů a přitom otestovat vhodnou metodiku pro izolaci DNA 

a PCR 
 ze sekvencí 16S rDNA přístupných na GenBank vytvořit fylogenetický strom

ŘÁD ROD

POČET

SEKVENCÍ GENU 

PRO 16S RRNA
Z GENBANK

ŘÁD ROD

POČET

SEKVENCÍ GENU 

PRO 16S RRNA
Z GENBANK

Aphanocapsa 2 Chroococcidiopsis 10 (5)

Aphanothece 2 (5) Dermocarpa 6 (1)

Chamaesiphon 1 Dermocarpella 1 (1)

Chroococcus (1) Myxosarcina 3

Crocosphaera - Pleurocapsa 5 (1)

Cyanobacterium 2 Stanieria 3

Cyanobium 4 (2)

C
h

ro
oc

oc
ca

le
s

Xenococcus 2

Cyanothece 7 (1)

Dactylococcopsis 1

Gloeobacter 2 

Gloeocapsa 5

Pr
oc

hl
or

ac
ea

e

Prochloron 1

Gloeothece 4 (4)

Euhalothece 4 (7)

Halothece 1

Johannesbaptistia - (1)

Merismopedia 1

Pr
oc

hl
or

oc
oc

ca
ce

ae

Prochlorococcus 34 (33)

Microcystis 85 (197) 

Rhabdoderma (1)

Synechococcus (2) 182 (88) 

Synechocystis 5 (1) 

Thermosynechococcus -

Pr
oc

hl
or

ot
ri

ch
ac

ea
e

Prochlorothrix 2 (4)

C
h

ro
oc

oc
ca

le
s

neidentifikované (6)

"
P

ro
ch

lo
ro

p
h

yt
a"

neidentifikované (4)
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2. Materiál a metody

2.1. Metody

2.1.1. Kultivace

   Sinice byly kultivovány v Petriho miskách na 1,5% agaru s kultivačním médiem BG 11 
(STANIER et al. 1971).

2.1.2. Světelná mikroskopie

   Byl použit mikroskop Olympus CX 40 a digitální  fotografie jsou pořízeny pomocí kamery 
Olympus DP 10. Na šesti vybraných kmenech (viz materiál) jsem změřila rozměry buněk -
délku a šířku buněk vlákna, resp. koncových buněk.

2.1.3. Statistická analýza

1. Vypočítala jsem poměr šířky ku délce buněk.
2. V programu Statistica jsem průkaznost výsledků testovala pomocí jednocestné analýzý 

variance (Single Factor ANOVA).
3. Provedla jsem post hoc Tukey HSD test. 

2.1.4. Izolace DNA

   Izolaci DNA jsem provedla fenol - chloroformovou metodou (SAMBROOK et al. 2001).
1. Biomasu jsem resuspendovala v 1 ml NET 50, se sarkosylem (c=3 mg/ml) a pronázou E 

(c=0,23 mg/ml).
2. Do zkumavky Eppendorf jsem přidala skleněné kuličky a vložila je na minutu do třepačky 

(5000)  kvůli desintegraci buněk.
3. Získaný roztok jsem přenesla do čistých zkumavek Eppendorf a inkubovala jsem jej 

hodinu na ledě.
4. Do přibližně 0,5 ml vzorku jsem přidala 0,5 ml fenolu a míchala směs 10 min jemným 

otáčením stojanu se zkumavkami.
5. Vzorky jsem vložila na 10 min do centrifugy (13 000 ot/s).
6. Po centrifugaci jsem horní vodní fázi odebrala do čistých zkumavek Eppendorf. 
7. Kroky 4 -6 jsem opakovala třikrát. 
8. Ke vzorkům jsem přidala po 0,5 ml směsi fenolu a chloroformu v poměru 1:1 a dobře je 

promíchala (10 min).
9. Následovala centrifugace (13 000 ot/s) po dobu 10 minut.
10. Po přenesení horní vodní fáze do čistých zkumavek Eppendorf jsem do každé přidala po 

0,5. ml chloroformu a směs promíchala.
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11. Vzorky jsem vložila na 10 minut do centrifugy (13 000 ot/s).
12. Odebrala jsem horní vodní fázi do nových zkumavek Eppendorf a zaznamenala získaný 

objem.
13. Vzorkům jsem přidala 1/10 objemu octanu sodného, 2x objem 96% etanolu a 1 μl 

glykogenu.
14. Po promíchání jsem vzorky vložila na 10 minut do mrazničky na -70°C.
15. Vzorky jsem centrifugovala v chlazené centrifuze 15 minut (14 000 otáček/s).
16. Odsála jsem tekutinu a pelet opláchla v 1 ml 70% etanolu.
17. Opakovala jsem centrifugaci v chlazené centrifuze, tentokrát po dobu 5 minut.
18. Odsála jsem tekutinu a pelet nechala vysušit v sušičce na 31°C.
19. Vysušený pelet jsem rozpustila v 50 μl redestilované vody.
20. Ověřila jsem přítomnost DNA ve vzorcích gelovou elektroforézou (1% agarózový gel 

s ethidium bromidem; U = 83 V).
21. Získanou DNA uchovávám v mrazničce.

2.1.5. PCR

1. Vybrala jsem nejvhodnější primery s ohledem na délku sekvence a specifitu pro 
cyanobakteriální 16S rDNA.

primer sekvence 5‘-3‘ cílová sekvence autor

CYA359F GGG GAA TTT TCC GCA ATG GG
359-378 v 16S
(podle E. coli)

NUBEL et al. 
1997

Primer 18 CTC TGT GTG CCT AGG TAT CC
36-45 v 23S 

(podle 
Synechococcus)

WILMOTTE 1994

  
  Tab. 3 -použité primery

2. Připravila jsem na ledě směs na PCR v malých zkumavkách Eppendorf. 

dNTP
forward 
primer

backward 
primer

Taq DNAP PCR pufr
redest. 
voda

DNA

2 μl 1 μl 1 μl 0,5 μl 2,5 μl 17 μl 1 μl

     
  Tab. 4 -složení směsi na PCR

3. Do jedné zkumavky Eppendorf nebyla přidána DNA a byla použita v následných     
reakcích jako kontrola.

4. Nastavila jsem nasedací teplotu na 56°C a zvolila program s následujícími parametry:
- 5 cyklů: 95°C (5 min), 94°C (1 min), 44°C (1,5 min), 72°C (2 min)
- 25 cyklů: 94°C (1 min), 48°C (1,5 min), 72°C (2 min)
- ukončení: 72°C (10 min)

5. Přítomnost PCR produktů byla ověřena gelovou elektroforézou (viz Izolace DNA)

2.1.6. Fylogenetická analýza
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1. Z GenBanku jsem vybrala všechny sekvence 16S rDNA řádu Oscillatoriales delší než 
1000 bp (223 sekvence).

2. Alignment sekvencí byl generován v programu ClustalX.
3. Jako outgroup byly použity sekvence z Nostoc PCC 9709 (a.n. AF027654) a Fischerella 

muscicola PCC 7414 (a.n. AF132788).
4. V programu PAUP byl metodou Maximum parsimony vytvořen consensus tree z 5521 

nejlepších stromů.
5. Na základě alignmentu  a  consensus tree byly vyloučeny sekvence navzájem si velmi 

podobné a ze zbývajících 67 sekvencí byl znovu vytvořen alignment.
6. V programu Treepuzzle byl z těchto sekvencí vytvořen fylogenetický strom metodou 

Maximum likelihood a provedena bootstrap analýza.

2.2. Materiál

   Pro testování nejvhodnějších metod pro molekulární analýzu jsem vybrala 6 sinic rodů 
Phormidium a Oscillatoria. Všechny použité kmeny, kromě Oscillatoria limosa, pocházejí ze 
sbírky autotrofních mikroorganismu BÚ AV ČR v Třeboni.  

kmen místo sběru

Phormidium animale (AG. ex GOM.)ANAGN. et KOM. str. 
GROWTHER/1459-6
Sol.: No. 1 
    Coll.: CCAP 1459/6 (1976,1982) sub "Oscillatoria animalis"
    SAUG 1459-6 (1982) sub "Oscillatoria animalis"
    UTEX 1309 (1978) sub "Oscillatoria animalis"

UK, London, University College

Phormidium animale (AG. ex GOM.)ANAGN. et KOM. str. 
KLABOUCHOVÁ 1987/1
   Sol.: No. 1

dolina Lužnice, luční půda

Phormidium animale (AG. ex GOM.)ANAGN. et KOM. str. HINDÁK 
1967/39
Orig. det. sub "Microcoleus vaginatus"
 Sol.: No. 1

Rumunsko, Brašov, půda

Phormidium animale (AG. ex GOM.)ANAGN. et KOM. str. HINDÁK 
1963/108
Orig. det. sub "Oscillatoria formosa"
Sol.: No. 1

Itálie, kráter Vesuvu, půda

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

Německo, Botanická zahrada Univerzity 
v Göttingen, skleník

Oscillatoria limosa Mladohaklovský rybník

   
Tab. 5 -seznam vybraných kmenů    
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3. Výsledky

3.1. Morfologie a statistická analýza

    Kmeny se jasně lišily poměrem šířky ku délce všech, tedy i koncových buněk (Grafy 1 a 2, 
Tab. 7 a 9). Jen mezi kmeny P. animale Hindák 1967/39 a P. animale Growther 1459/-6 
rozdíl průkazný nebyl (Tab. 8), což také platí pro poměr šířky ku délce koncových buněk 
mezi  P. animale Hindák 1963/108 a P. animale Growther 1459/-6, mezi P. animale Hindák 
1963/108 a P. animale Growther 1459/- 6 a mezi P. animale Hindák 1963/108 a P. animale
Hindák 1963/108 (Tab. 10). Kromě P. animale Hindák 1963/108 a P. animale Growther 
1459/-6 se všechny lišily barvou vláken a kultur (viz Apendix - fotodokumentace). Všechny 
měly slizovou pochvu, kromě O. limosa (byla ale pozorována u starých odumírajících vláken) 
a všechny tvořily hormogonia (Tab. 6).

Tab. 6 -Základní charakteristika jednotlivých kmenů

rod a druh kmen stanoviště sliz hormogonia

 Phormidium   
 animale

 AG ex GOM, Growther 1459/-6 ? + +

 Phormidium   
 animale

 AG ex GOM, Klabouchová 1987/1 půda + +

 Phormidium   
 animale

 AG ex GOM, Hindák 1967/39 půda + +

 Phormidium   
 animale

 AG ex GOM, Hindák 1963/108 půda + +

 Oscillatoria
 sancta

 KÜTZ ex GOM, Koch 1970/Gött 74.79 skleník (půda?) + +

 Oscillatoria 
 limosa

- rybník +- +

Min-Max

25%-75%

Median value

Poměr šířce ku délce

kmen

µm

-1

0

1

2

3

4

5

6

7

8

OLIMOSA OSANCTA PHANIG PHANIH108 PHANI39 PHANIK
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Graf 1 -Poměr šířce ku délce buněk (počet měření pro každý kmen = 100)

Single factor 
ANOVA

Main effect

počet stupňů 
volnosti

DFe

reziduální čtverec 
odchylky

MSe
chyba DFe

chyba
MSe

F
hladina 

signifikance

rozdíl poměrů šířky a 
délky buněk 

5 201,3482 594 0,337448 596,6786 0,000

Tab. 7 -ANOVA pro poměr šířce ku délce buněk (počet měření pro každý kmen = 100)

Tab. 8 -Tukey HSD test pro poměr šířce ku délce buněk (počet měření pro každý 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

Min-Max

25%-75%

Median value

Poměr šířce ku délce koncových buněk

kmen

µm

-0,5

0,5

1,5

2,5

3,5

4,5

5,5

OLIMOSA OSANCTA PHANIG PHANIH108 PHANIH39 PHANIK
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Graf 2 -Poměr šířce ku délce koncových buněk (počet měření pro každý kmen = 100)

Single factor ANOVA
Main effect

počet stupňů 
volnosti

DFe

reziduální čtverec 
odchylky

MSe
chyba DFe

chyba
MSe

F
hladina 

signifikance

rozdíl poměrů šířky a 
délky koncových 
buněk 

5 98,27908 594 0,141637 693,8806 0,000

Tab. 9 – ANOVA pro poměr šířce ku délce koncových buněk (počet měření pro každý kmen = 100)

Tab. 10 -Tukey HSD test pro poměr šířce ku délce koncových buněk (počet měření pro každý kmen = 100)

3.2 Izolace DNA 

Ze všech kmenů byla úspěšně vyizolována DNA chloroform- fenolovou metodou.

3.3 PCR

PCR produkt byl úspěšně získán ze kmenů Oscillatoria sancta KÜTZ ex GOM, Koch 1970/Gött 
74.79 a Phormidium animale AG ex GOM, Hindák 1967/39, z ostatních dosud nebyl.

3.4. Fylogenetická analýza

Výsledkem parsimoniální analýzy je fylogenetický strom (příloha 2), strom získaný metodou 
Maximum likelihood  je v příloze 3. 

General MANOVA
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
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4. Diskuze

4.1 Morfologie

   Zkoumané kmeny rodů Oscillatoria a Phormidium se průkazně liší rozměry buněk, jejich 
taxonomické oddělení je po stránce morfologické oprávněné. Bližší pohled na zástupce rodu 
Phormidium odhaluje další rozdíly. P. animale AG ex GOM, Klabouchová 1987/1 má totiž 
výrazně užší vlákna než zbývající kmeny (mezi 1,5-2 μm na rozdíl od ostatních se šířkou 
vláken mezi 3-4 μm) a mezi buňkami jsou patrná zaškrcení buněčné stěny. Navíc jsem 
nepozorovala nekrotické buňky při tvoření hormogonií a tento kmen se odlišuje i 
makroskopicky v kultuře -zatím co ostatní vytvářejí kompaktní povlaky s viditelnou vláknitou 
strukturou, P. animale AG ex GOM, Klabouchová 1987/1 vytváří víceméně homogenní 
zelený povlak bez zřetelných vláken. Zjištěné charakteristiky zařazují tento kmen do rodu 
Geitlerinema (ANAGNOSTIDIS 1989).

4.2 Izolace DNA

   Úspěšná izolace DNA je důležitá především kvůli druhu O. limosa. Tento druh skoro nelze 
kultivovat a proto ještě není dostupná ani jedna z něj pocházející sekvence 16S rDNA. Mě se 
kultivace také nepodařila, ale DNA izolována z čerstvého terénního vzorku umožňuje další 
molekulární analýzy bez ohledu na neexistenci řádného kmene.  

4.3. PCR

Získány byly PCR produkty ze kmenů Oscillatoria sancta KÜTZ ex GOM, Koch 1970/Gött 
74.79 a Phormidium animale AG ex GOM, Hindák 1967/39 pomocí specifických 
cyanobakteriálních primerů. Nepřítomnost PCR produktů u ostatních kmenů může mít více 
příčin. DNA se často shlukuje v některých částech zkumavky, takže se snadno může stát, že 
v odebraném mikrolitru vzorku DNA zrovna nebyla. Navíc PCR u ostatních kmenů nebyl 
proveden současně s Oscillatoria sancta KÜTZ ex GOM, Koch 1970/Gött 74.79 a 
Phormidium animale AG ex GOM, Hindák 1967/39. Mohlo se tedy jednat o nějakou jinou 
chybu, např. neúčinnou polymerázu. Stále probíhající práce se soustřeďují nyní na tento 
problém.
   

4.4 Fylogenetická analýza

   Množství sekvencí 16S rDNA sinic v GenBank se denně zvětšuje, nejvíce jich však pochází 
z několika pro člověka významných taxonů (ať už z hlediska toxikologického nebo 
komerčního). Jiná významná skupina sekvencí pak pochází z těch sinic, které lze snadno 
kultivovat. Takových sekvencí jsou desítky (Tab. 2), zatímco mnohé rody nebyly 
osekvenovány vůbec, což značně ovlivňuje i výsledky fylogenetických analýz. Z toho 
vyplývá potřeba sekvenovat taxonomicky problematické taxony. Některé z těchto druhů 
nejsou vůbec vzácné, v přírodě se snadno nacházejí, ale kvůli obtížím při kultivaci jsou dosud 
molekulárně nezkoumány -  např. Oscillatoria. Navíc značný podíl dostupných sekvencí tvoří 
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krátké, méně než 1000 bp dlouhé úseky 16S rRNA genu, čímž je vypovídací hodnota 
omezena. Nezanedbatelný problém spočívá také v případném nesprávném taxonomickém 
zařazení sekvenovaných sinic, což je ve sbírkách obvyklým a častým jevem (osobně mám 
zkušenosti s nesprávně určenými kmeny ze sbírky v Třeboni). Do interpretace evolučních 
vztahů to pochopitelně vnáší dodatečný zmatek (opět viz rod Oscillatoria, Phormidium atd.). 
Proto je k vyjasnění taxonomického postavení jednotlivých kmenů nutné také důkladné 
morfologické zhodnocení, většinou jsou však dostupné informace týkající se morfologických 
charakteristik sinic v kulturách nepočetné a často nejsou k dispozici vůbec. 

4.3.1. Analýza fylogenetického stromu vytvořeného metodou Maximum parsimony

   Tento fylogenetický strom byl vytvořen ze všech sekvencí 16S rDNA sinic řádu 
Oscillatoriales dostupných v GenBank. Na první pohled je patrné, že mnoho rodů tohoto řádu 
není zastoupeno vůbec a značný podíl stávajících sekvencí pochází z několika mála taxonů 
(rody Microcoleus, Planktothrix…). 
   Větev A je tvořena příslušníky čeledi Pseudanabaenaceae (ANAGNOSTIDIS  KOMÁREK

1988), vyznačujícími se parietálním uspořádáním thylakoidů a je rozdělena do dvou skupin. 
První skupinu tvoří rody Pseudanabaena, Limnothrix a kmeny několika dalších rodů. Mezi 
nimi jsou Phormidium mucicola a Oscillatoria limnetica, které jsou už přeřazeny do rodu 
Pseudanabaena (KOMÁREK  KAŠTOVSKÝ 2003), a Oscillatoria sp. UTCC 393 a 
Phormidium sp. E 18, o kterých nemám žádné informace, ale pravděpodobně se jedná o 
chybně určené kmeny. Druhou skupinu tvoří zástupci rodu Leptolyngbya s krátkými buňkami, 
Plectonema boryanum, už přejmenována na Leptolyngbya boryanum a několik dalších kmenů 
Phormidium a  Oscillatoria. Už první fylogenetické analýzy ukázaly, že tyto dva rody jsou 
parafyletické (GIOVANNONI et al. 1988, WILMOTTE  GOLUBIC 1991). Opět zde  vystupuje už 
zmíněný problém nesprávného taxonomického zařazení kmenů ve sbírkách, takže je 
pravděpodobnost, že zmíněné kmeny patří do nějakého rodu z čeledi Pseudanabaenaceae, dost 
vysoká - ale tato hypotéza nejde ověřit. Fakt že zástupci Pseudanabaena, Limnothrix a ostatní 
jsou navzájem v této větvi promícháni, může mít více příčin. Všechny sekvence jsou si velmi 
podobné, tedy jejich informační hodnota není vysoká. K tomu se připojuje i skutečnost, že 
obecně 16S rDNA nemá velkou rozlišovací schopnost a její význam spočívá především 
v odlišení vyšších taxonomických jednotek (FOX et al. 1992), a ne druhů nebo tak blízce 
příbuzných rodů. Navíc rod Pseudanabaena už  ANAGNOSTIDIS  KOMÁREK 1988 rozdělili 
do třech podrodů a jakékoliv členění na základě morfologie a dalších podobných 
charakteristik nemusí přesně odrážet evoluční vzdálenost mezi taxony zjištěnou 
molekulárními metodami. Kmeny patřící do různých podrodů Pseudanabaena můžou být 
molekulárně navzájem stejně vzdáleny jako od nějakého blízce příbuzného rodu. 
   Větev B tvoří především rod Microcoleus, zastoupen druhem Microcoleus vaginatus. Vedle 
něj je umístěna Tychonema bourrellyi a některé další kmeny problematických rodů 
Phormidium a  Oscillatoria. Na bázi tohoto clusteru se nacházejí monofyletické 
Trichodesmium. Celá větev je ale polytomická a stěží lze z ní vyčíst něco jiného než 
soudržnost rodu Trichodesmium a uniformitu sekvencí u Microcoleus vaginatus. Ovšem už 
správné vymezení rodu Microcoleus  je sporné, jelikož se Microcoleus chthonoplastes  ve 
stromu nachází v jiné pozici (vedle kmenů Symploca a Lyngbya, ve větvi C). Rod 
Microcoleus bude z největší pravděpodobností rovněž polyfyletický rod. Většina kmenů této 
větve patří do čeledi Phormidiaceae (ANAGNOSTIDIS  KOMÁREK 1988), mezi ostatním 
typické radiálním uspořádáním thylakoidů. Opět předpokládám, že několik málo příslušníků 
jiných čeledí (např. Oscillatoria sancta PCC 7515) do této skupiny spadají jen díky 
determinačnímu omylu.
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   Rod Planktothrix (větev C) tvoří jednu velkou skupinu a rozpadá se na druhy P. mougeotii, 
P. pseudagarhii a na polytomickou větev se zástupci  P. agardhii a P. rubescens. Od nich se 
odlišuje Planktothrix/Planktothricoides raciborskii. Ten také tvoří sourodou skupinu, 
nacházející se však v blízkosti kmenů Microcoleus vaginatus (větev B). Oddělení tohoto 
druhu do zvláštního rodu Planktohtricoides bylo podle této analýzy plně oprávněné. 
Dalším jasně vymezeným rodem je Symploca, také patřící do čeledi Phormidiaceae. Dříve 
byla zahrnována do rodu Lyngbya (BOURRELY 1970a, b), později pak od něj byla znovu 
oddělena (ANAGNOSTIDIS  ROUSSOMOUSTAKAKI, 1985). Sousední větev obsadilo právě 
několik kmenů Lyngbya, dost možné chybně určené. 
   Ve větvi C se nacházejí ještě Oscillatoria spongeliae, symbiont mořské houby Dysidea spp. 
(THACKER  STARNES 2003), a Oscillatoria corallinae. Tvoří kompaktní skupinu, která se 
však nachází mezi větvemi obsazenými čeledi Phormidiaceae. Popis morfologie Oscillatoria 
spongeliae se v publikaci THACKER  STARNES 2003 nevyskytuje, popsaná morfologie 
Oscillatoria corallinae (NELISSEN et al. 1996) rozměry buněk neodpovídá modernímu pojetí 
rodu, tedy členy celé této skupiny jsou určitě chybně pojmenovány a s největší 
pravděpodobností spadají právě do Phormidiaceae.
   Zbývající větve obsadily jasně vymezené rody Arthrospira, Geitlerinema a skupina 
zahrnující kmeny Spirulina a Halospirulina.
 Podrobný pohled na získaný fylogenetický strom a na složení použitých sekvencí odhaluje 
skutečnost, že většina kmenů patří do čeledí Phormidiaceae a Pseudanabaenaceae, zatímco 
ostatní čeledi (Borziaceae, Homeotrichaceae, Oscillatoriaceae a Schizotrichaceae podle 
ANAGNOSTIDIS  KOMÁREK 1988) nejsou zastoupeny skoro vůbec (těžko říci které z kmenů 
nesoucích jména rodů těchto čeledí tam skutečně patří; mohly by k ním patřit i některé 
neurčené kmeny z terénních vzorků, ze kterých byly sice získány sekvence 16S rDNA, nebyla 
však popsána morfologie). Nápadná je roztroušenost kmenů rodů Oscillatoria, Phormidium, 
Lyngbya a Leptolyngbya (kromě těch s krátkými buňkami) po celém stromu, buď kvůli 
chybnému určení jednotlivých kmenů anebo z důvodu neodpovídajících taxonomických 
definicí zmíněných rodů. Příčina asi částečně spočívá v obou skutečnostech. 

4.3.2. Analýza fylogenetického stromu vytvořeného metodou Maximum likelihood

   Tento fylogenetický strom byl vytvořen ze sekvencí, které zbyly po vyloučení navzájem si 
velmi podobných sekvencí a po použití jen jednoho zástupce z takových skupin (např. 
Microcoleus vaginatus nebo jasné rody jako je Arthrospira atd.). Už zmíněná malá variabilita 
zakryla však skoro jakékoliv trendy. Čeleď Pseudanabaenaceae tvoří jedinou výraznější 
skupinu, opět se dvěmi podskupinami: jedna kolem rodu Pseudanabaena, druhá se zástupci 
rodu Leptolyngbya. Přestože jinak není patrný žádný trend mezi skupinami, většinou se na 
konci větví sdružují kmeny s velice málo odlišnými sekvencemi a v některých případech jsou 
podporovány dost vysokými hodnotami bootstrapů (např. Oscillatoria sp. CYA 128/R a 
Planktothrix rubescens NIVACYA 1). Před provedením dalších fylogenetických analýz je 
třeba takové sekvence vyloučit, pak se snad objeví jasnější obraz evolučních vztahů mezi 
vláknitými sinicemi na úrovni širších taxonomických skupin. 
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5. Závěr

   Byla prozkoumána morfologie vybraných kmenů z řádu Oscillatoriales patřících dle 
předchozího určení do rodů Oscillatoria a Phormidium.. Byla vyizolována jejich DNA a ze 
dvou kmenů byl získán 16S rDNA PCR produkt. Zjištěné morfologické charakteristiky 
oddělují zkoumané kmeny do tří různých rodů – kmeny Phormidium animale, Growther 
1459/-6, P. animale, Hindák 1967/39 a P. animale, Hindák 1963/108 patří do rodu 
Phormidium, Oscillatoria sancta Koch 1970/Gött 74.79 a Oscillatoria limosa do rodu 
Oscillatoria a P. animale, Klabouchová 1987/1 do rodu Geitlerinema. Dále byly 
shromážděny všechny dostupné sekvence 16S rDNA zástupců Oscillatoriales delší než 1000 
bp a z nich byly vytvořeny fylogenetické stromy. Fylogenetickou analýzu však zkomplikovala 
malá variabilita mezi použitými sekvencemi, nedostupnost morfologických dat o 
sekvenovaných kmenech a jejich časté nesprávné taxonomické zařazení.  Přesto se podařilo 
definovat několik základních vývojových větví a nastínit jejich taxonomickou validitu.
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