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Mikrobiologicky iistav AV CR, oddéleni autotrofnich mikroorganismi

Abstrakt: Presentovana price se zaméfila na taxonomickou revizi problematického zastupce kosmopolitniho
rodu, druh Nostoc commune, jehoZ ubikvitnost je zaraZejici, stejné tak jako jeho morfologicka proménlivost.
Nachazen vSude na svété, patii mezi sinice s nejroziifengjsim arealem vibec. Jiz dlouhou dobu se ale nabizela
moznost, Ze by mohlo jit o blizce piibuzné variety téhoZ druhu, ne-li zastupce odlisnych druhii. Tento &lanek
hleda feSeni pifbuznosti Zivého materidlu pochazejiciho z nékolika lokalit v Ceské kotling (stfedni, zdpadni a
jizni Cechy) a pro ziskéni obrazu variability v jinych geografickych oblastech jsem zpracoval vzorky z antark-
tického Ostrova Krale Jitiho, reprezentujici tak velmi vzdaleny typ lokality s extrémnimi podminkami.

Studie se zabyva variabilitou ultrastruktury, kvalitativnim i kvantitativnim obsahem karotenoidfi a mykospori-
novych aminokyselin, srovninim elektroforetickych paterni totélnich proteinovych extrakti a rozdily aktivit PS
II jednotlivych kmend v zavislosti na teplot8. Ziskané vysledky ukazuji na validnost zafazeni viech kment do
druhu Nostoc commune. 1 piesto, Ze se v detailech kolonie i vlastni buiiky li3f je zjisténa morfologicka variabilita
v mezich plasticity druhu. Vlastni diference tkvi v tloudtce kolonie a v motivu uspofédani vliken v kolonii. Jde
tu vSak nejspiSe o projev adaptace na vn€j§i prostfedi. Mezi zkoumanymi kmeny nebyly nalezeny rozdily
v kvalitativnim obsahu karotent ani xantofylovych barviv. Pouze jejich absolutni mno#stvi se Sasto ménilo,
Pfedeviim u jednoho z antarktickych kmend mnoZstvi karotenoiddi pfevySovalo evropské vzorky i vzorky z
Antarktidy aZ tfikrat. Celkem bylo nalezeno osm druhil mykosporinovych aminokyselin. Ze Ctyf typl produko-
vanych kaZzdym z kmenti (aZ na jeden kmen), sdili antarktické kmeny se stiedoevropskymi pouze dva. Elektrofo-
reza proteinovych extrakti taktéz pfinesla dilezité informace, i kdyZ jeji vysledky lze interpretovat jen s nejvetsi
obezfetnosti. Ty ukazuji pfedevsim na odliSnosti ve slozeni fykobilisomii, respektive piitomnost a mnoZstvi
jednotlivych fykobiliproteini. Rozdily mezi kmeny v aktivitich PSIT nebyly shledény relevantnimi, pouze
nalezend optimalni teplota pro primarni reakce fotosyntézy svédéi o jejich adaptovanost na nizké teploty.

Kli€ova slova: cyanobakteria, karotenoidy, MAA, morfologie, Nostoc commune, PSII, taxonomie, UV-B.

Uvod

Vznik prvnich prokaryot spada do obdobi tésné& po 3.8 .10° let BP (Schopf 1987), jejich fosilie
jsou dokladany nalezy ve wiibec nejstarich horinach. Prvni struktury podobné sinicovym kolo-
niim, takzvanym stromatolitiim, vyristaly v zatokach tehdej¥ich mofi a jsou datovany do polovi-
ny archeanu (3.8 - 2.6 .10” let BP) (Campbell 1982, 1983), aby v dalim v&ku (proterozoikum, 2.6
- 0.58 .10” let BP) bakterialni oxyfototrofové zcela ovladli planetu. Koncem ,,éry sinic® (Schopf
et Walter 1982) se na Zemi vyskytovaly viechny organizaéni typy znamé z recentni doby, véetnd
druhil schopnych asimilovat vzdu$ny kyslik v kyslikaté atmosféie, znamych jak heterocystézni
skupina (monofyleticka skupina sinic zahrnujici fady nostocales a stigonematales) (Lachance
1981, Castenholz 1989, Wilmotte et al. 1993, Wilmotte et al. 1994, Nelissen et al. 1995). Skupina
nostokélnich sinic tedy patii k relativné nejmlad$im v rdmci cyanobakterialni divergence
(Wilmotte 1995).

Rod Nostoc samotny je dobie a jasné ohranien (Mollenhauer 1988). Vyrista v mikro- i makro-
skopické kolonie. Sférické az ovalné buiiky tvofi uniseridlni vlakna, bun&&né dé&leni probiha
pouze v jedné rovin€ a to viude se stejnou frekvenci, netvofi se takzvané meristematické zony.
Vegetativni buiika na jednom konci hormogonia se pfeméiiuje v heterocyt, ten se také vyviji
serialné na zraléem vlakné, vZdy po uritém, pro druh specifickém, pevné daném poétu vegetativ-
nich bun€k. Diferenciace heterocytii je zdvisld na dostupnosti dusiku, nemusi kni tedy dojit



v prostfedi bohatém na dusikaté latky. Akinety, pokud jsou piitomny, se vytvati apoheterocytic-
ky, to jest odstfedivé smérem k terminalnim metamerickym heterocytim. Jak diferenciace akinet
tak 1 heterocytd je podfizena specifickym procesim zaloZenym na polarnim efektu transkripce
gend (Damerval et al. 1991, Houmard 1994), pro vlaknité sinice charakteristickym. Z hlediska
fotoaklimace patii rod Nostoc do skupiny II (Houmard 1995), je schopny reagovat na zmény
svételnych podminek pouze regulaci syntézy fykoerytrinu. Zastupci rodu Nostoc obyvaji nejriiz-
n&j3i biotopy - od litoralu jezer, bentosu fek aZ po povrchy skal nebo pid. Spoleénou charakteris-
tikou jim jsou komplikované Zivotni cykly. Jsou také velmi citlivé na znei§téni a vyskytuji se
pouze ve sladkych vodach. Zkoumany Nostoc commune je typovym druhem rodu. Sinice tvoii
makroskopické kolonie, jeZ nabyvaji tvari ousek i jinych lalognatych utvari, v idealnich pod-
minkach dordstaji i do stogramovych hmotnosti (Mollenhauer, ustni komunikace). Zachovavaji si
schopnost tvorby heterocyt i akinet. Jeho geografické rozsifeni je kosmopolitni, je nachizen od
vysokeé arktidy po Antarktidu. Vyskytuje se takika viude, kde jsou pro n& vhodné podminky -
pro pomaly rist pfedevSim v mistech snizkym kompetiénim tlakem. Roste na vépenitych
(nejCastgji), ale i na granitickych podkladech.

Za pomoci pouze srovnavaci morfologie jiZ nelze pokryt potteby moderni taxonomie, ta si klade
za cil obsidhnout veskeré dostupné metody. V minulosti byla s ispéchem pouZita izoenzymova
analyza jako nastroj k feSeni vztahil lokalnich populaci (Klein et al. 1973, Schenk et al. 1973),
jako pomocni metoda se osvédéila i elektroforéza bunéénych proteinti (Derbyshire et Whitton
1968, Palinska et Krumbein 1995, Rippka ustni sdéleni). Chemické latky, jejichZ pfitomnost by
sdruzovala skupiny sinic je produkujici (jde hlavné o sekundarni metabolity, Hoffmann, ustni
sdéleni) jsou daliim potencidlnim kritériem piibuznosti. U fas bylo timto konceptem hledani
specifickych fotosyntetickych pigmentil - mimo jiné, stivajici systém chromofyt stoji i na téchto
zékladech. Mykosporinové aminokyseliny jsou ve vodé rozpustné latky, které hraji vyznamnou
roli pfi ochrané proti ozafenosti v oblasti UV-B (Garcia-Pichel et al. 1993, Xiong et al. 1997). U
vyS8ich rostlin pfebiraji tuto ochranou roli karotenoidy a také flavonové glykosidy (Middleton et
Tekamura 1993, Day et al. 1994). Schopnost syntézy MAA je Siroce rozdifena nejen mezi sini-
cemi, pritomnost latek tohoto typu byla zaznamenana i u hub, zelenych fas a dinoflagelatt
(ptehled viz Garcia-Pichel et Castenholz 1993). Existence omezeného poé¢tu (ifindct) téchto
chemickych latek spolu s jejich vyskytem v mnoha kombinacich (Xiong et al. 1996) rovnéz
nabizi moZnou aplikaci v taxonomii.

Hlavnim tkolem této prace bylo ovéfit hypotézu, Ze i u makro-morfologicky i ekologicky iden-
tickych kmemi milZe byt na zakladé netradiéniho souboru metod, jeZ byly ale oddélené ovéfené
jako platné a v taxonomii pouZitelné, rozpoznana variabilita studovanych kmeni a Ze je tuto
zjisténou variabilitu moZné pouZit k hodnoceni jejich piibuznosti. Pro tuto studii byly vybrany tfi
lokality v Ceské republice predstavujici tf typy geografickych oblasti. K posouzeni celkové
mozZné plasticity druhu jsem zpracoval i dva kmeny z Ostrova Krale Jitiho v Jiznich Setlendach,
zastupujici tak velmi vzdalenou a izolovanou enklavu. Rod Nostoc z taxonomického hlediska
nalezi, spoleéné s nékterymi skupinami kokalnich sinic, k nejproblematiét&j§im taxonim sinic
viibec. Do dneSni doby bylo popsano vice neZ 200 druhd élenénych do dvou podrodii (Nostoc,
Amorphonostoc) (Komarek et Ananostidis 1989, Komérek 1993). Dosud bylo reevidovano kolem
40 druhti, pfevazné snadno determinovatelnych (nékteré vodni a epifytické). Vétiina ostatnich
typi (pidni, epilithické, epipelické) jsou stale otevienou otazkou. Pfedeviim mezi pldni typy
nejsou vymezeny jasné hranice, sloZité Zivotni cykly a zna¢na morfologicka proménlivost zne-
snadiiuji taxonomickou praci s Zivym materiadlem a ani v pfipadé na prvni pohled dobie definova-
ného druhu, jakym je Nostoc commune, nebylo a jesté dlouho nebude Feeno posledni slovo.

Zkratky: Chl - chlorofyl, DCMU - 3-(3,4 dichlorofenyl)- 1,1 dimetylurea, MAA - mykosporinové aminokyseli-
ny, PAR - fotosynteticky aktivni zafeni (400-700 nm), PMSF - fenylmetylsulfonylfluorid, PSII - fotosystém I,
UV-A - zafeni o vinove délce 315-400 nm, UV-B - zafeni o vlnové délce 280-315 nm,



Materialy a metody

Vzorky sinic

Ihned po odbéru byly kolonie suSeny ve stinu a pti pokojové teplots. Skladovéni suchych lupén-
kovitych stélek v papirovych sa¢cich ve tmé a suchu zajistilo, Ze v nezménéném stavu pietrvaly
dlouhé obdobi klidu. Vzhledem k obtiznosti kultivace t&chto sinic jsem pro experimenty pouZival
revitalizované kolonie, které takto pro3ly obdobim omezené dostupnosti vody; tuto hibernaci
pieZivaji 1 opakované bez nasledkli. Pied zapodetim experimentfi byly kolonie vZdy rozvlhéeny
Zivnym mediem BG 11 (Stanier et al. 1971) a ponechény dvanéct hodin pti 50 uE PAR za poko-
jove teploty ve sklenénych kédinkdch revitalizovat. Kolonie byly pak vytaty a osuseny po dobu
pét minut na filtranim papife. Kmeny pouzité v této studii jsou vyjmenovéany v tabulce 1.

Kmen Lokalita Detaily Datum
_ sbéru
Jizni Cechy | Ceské Budgjovice  kolonie rostouci pfi kraji cesty pri betonovém obrubnika  5.6.1996
Sttedni Cechy ~ Cesky Kras dobfe rostouci kolonie na stezce (vapencovy substrat) 24.4.1996
Zapadni Cechy | Slavkovsky les kolonie na panelové cesté 14,7.1996
Antarktida Ostrov Krale Jittho poloostrov u polami stanice Arctowski 12.1.1996
Antarktida Ostrov Kréle Jitiho nedaleko dinské zékladny 8.2.1996

Tabulka 1. Seznam kment pouZitych v prici

Analyza pigmentii a mykosporinovych aminokyselin

Od kazdého vzorku jsem navazil 200 mg rozvlhéenych kolonii a rozetfel s motskym piskem v 1.5
ml 90 % vodném roztoku acetonu s 1 mg uhliitanovo-hofednatym zasaditym pufrem. Takto
ziskané extrakty jsem centrifugoval pii 4.000 ot. min"' po dobu 10 minut. Supernatant byl poté
odpipetovan a doplnén na 4 ml 90 % acetonem. Dale byly roztoky pigmentii analyzovany na
kapalinovém chromatografu Beckman se dvéma &erpadly typu 114M a programéatorem gradientu
Beckman 420. Elutant byl separovan kolonou Altech non-encapped Spherisorb ODS-1 (5 um, 4,6
mm X 25 cm) a detekovan diodovym polem Waters 900. Extrakce i analyza probihaly pfi labora-
torni teploté, vlastni chromatograficka analyza pak pfi tlaku 12 MPa a s rychlosti pritoku 1
ml.min”. Mobilni fazi byla smé&s acetonitril-metanol-0.1 M Tris HCI pufr, pH 8.0 v poméru
75:12:4 (Gilmore et Yamamoto“1991).

Pro detekci MAA jsem pouZil extrakce v 70 % metanolu pii 45 °C po dobu 2.5 hodiny. Mobilni
fazi pouZitou pfi analyze byla 0.2 % kyselina octové a 4 % vodny roztok metanolu (Xiong et al.
1997). Pro separaci byla pouZita kolona Ulirasphere ODS (5 pm, 4,6 mm x 25 cm), fidici jednot-
kou byl Beckman/Altex 334 HPLC.

Obsah celkovych karotenoidi v acetonovych extraktech i in vivo absorbé&nich spekter byl stano-
vovan v dvoupaprskovém spektrofotometru Shimadzu UV 2000.

Elektroforéza totalnich proteini

1 g rozvlhéenych kolonii jsem v tfeci misce rozetfel s 3,1 ml pufru (25 mM Tris, pH 7,5, 1 mM
kyselina kapronovéd, 1 mM aminobenzamidin, 100 pm PMSF), poté 6 minut drtil s balotinou
velikosti 12, s piidavkem 2 ml pufru. Homogenat jsem pak piefiltroval pfes sit’ s oky @ 40um a
splachl 1 ml pufru. Zbytky bunéénych stén, které proily sitkou jsem odcentrifugoval (4 minuty
pfi 4.000 ot. min™). Tuto suspenzi jsem zfedil p&tkrat a proteiny v ni rozpusténé jsem zdenaturo-
val 80 % acetonem. Kone¢nou fazi separace byla centrifugace (5 minut pfi 5.000 ot. min™), po
které byl odstranén supernatant, obsahujici lipidické frakce. Posléze nasledovala 10-ti minutova
relaxace pii -20 °C, nafedéni proteinti na obsah 3 pg chl-a na vzorek a opét centrifugace (10
minut pii 6.000 ot. min™). Poté jsem vzorky zbavil acetonu vyfoukanim dusikem. Usazené bilko-
viny jsem rozpustil v 12 pl resuspendaéniho pufru (150 mM Tris/HCI, pH 6.8, 1 M sachardza, 5



% SDS, 5 % dithiothreitol) (Komenda & Masojidek 1995), pak ponechal 1 hodinu relaxovat. Pro
vlastni elektroforézu jsem pouZil denaturujici polyakrylamidovy gel se 7 M mod&ovinou o linear-
nim hustotnim gradientu 12-20 % (Laemmli 1970). Gely jsem barvil Coomassie blue po dobu 12
hodin.

Elektronova mikroskopie

Rozvlhéene kolonie jsem fixoval 2.5 % glutaraldehydem ve 0.2 M fosfatovém pufru, pH 7.2 po
dobu 12 hodin pfi 10 °C. Pak vzorky prosly trojndsobnym promyvanim v promyvacim pufru (0,1
M fosfatovy pufru, 0.02 M glukosa), vZdy po pil hoding pti 10 °C. Po nasledné 2 hodinové post-
fixaci v 2 % 0s0, ve fosfitovém pufiu byly vzorky opét tiikrat promyvany ve fosfatovém pro-
myvacim pufru. Pak prosly sestupnou acetonovou odvodiiovaci fadou (15, 25, 35, 50, 70, 80, 90,
100 %), s periodou vymény 15 minut. Poté jsem pievedl fixovany a odvodnény material do niz-
ko-viskézni pryskyfice spurr (Spurr 1969). Ultratenké fezy jsem piipravil na ultramikrotonu
REICHERT-JUNG Ultracut E, na sklen&ném lamaném nozi. Rezy jsem zachycoval na médénych
hexagonalnich sitkach a pak stinoval uranyl acetdtem po dobu 15 minut, pak omyval redestilova-
nou vodou. Barveni citritem olova pak trvalo 30 minut, po kterém nésledovalo op&tovné promyti
redestilovanou vodou a sitky s fezy byly poté osuSeny pii laboratorni teploté. Takto piipravené
vzorky jsem prohliZel pomoci transmisniho elektronového mikroskopu PHILIPS-420 pii urychlo-
vacim napéti 60 kV,

Svételna mikroskopie

Pro rutinni praci a méfeni rozméri bungk jsem pouZival svételny mikroskop Zeiss - Docuval
osazeny fazovym a Nomarskiho interferenénim kontrastem a s GF-planapochromatickymi objek-
tivy. Mikrofotografie ziskané pomoci mikroskopu Nikon Labophot-2 a binokularni lupy Nikon
pak slouZily jako podklad a dokumentace pro detailngjsi studie. PouZitym fotografickym mediem
byl Fujichrome 100DIN a BW Fopaman 100DIN a BW Fopaman 50DIN.

Méfeni indukované fluorescence a rychlosti vyvoje kysliku

Fluorescenéni odpovéd’ fotosystému II bez aplikace DCMU jsem métil dvoumoduladnim fluori-
metrem (Nedbal et Trtilek 1995). Pfistroj dovoluje uZivatelem definované &asovéni jednotlivych
udalosti (zablesk, méfeni). Dva 100 kHz A/D pfevodniky umoZiiuji méieni signalii kadych 10
s, dvojice méfeni nasledujicich tésné po sobé miize byt rozdélena minimalng 100 ns. V celém
systému byla kontrolovana teplota podle potieby (2-30 °C).

Produkce kysliku byla zjisténa méfenim v koncentraéni Clarkové elektrod® pii kontrolované
teploté 2-30 °C a pii svétle 25-1000 pE PAR zajistovanym dvéma poli svétlo emitujicich diod
(LED) HLMP8104.

Vysledky

Morfologie a ultrastruktura

Kolonie vSech zkoumanych kment se v makroskopické struktuie neliSily, pouze barva odliovala
jednoznaéné antarktické typy na zdkladé jejich velmi tmavé pigmentace. Tloustka stélky se rlizni
podle toho, je-li jiZ pfekryta jinym svym lupenitym vyb&Zzkem, nebo je vystavena piimo povéir-
nostnim podminkdm. Vlastni kolonie sestava, kromé& vlastnich vlaken sinice, z muko- a glykopo-
lysacharidd a jim pfibuznych latek sekretovanych Zivymi buiikami. Mimo ty jsou v kolonii
akcesoricky pfitomny i butiky mrtvé. Nosna gelovita substance je pokryta takzvanou kiirou
(kortex), jeZ miiZe byt rizné silna. Kortex je periferni ¢ast kolonie, obvykle siln&ji pigmentovana
extracelularnimi barvivy sinic (napiiklad scytoneminem). V této oblasti jsou vldkna uspofddana
do né&kolika vistev tak, aby vznikl zapoj s funkei filtru. KaZdé ma zde i sviij slizovy obal konzis-
tence odlisné od zbytku kolonie (soudé dle rozdilného indexu lomu), do nghoZ vlikno vyluduje
mnozstvi barviva.
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Obrazek 1. Nostoc commune,

kmen 5. (antarkticky).

Podet vrstev vlaken v kortex a tim i jeji tloust'ka zévisi na vn&jgich podminkach. Zptsob uloZeni
vlaken je zivisly na jejich hustoté a primémé délce, tyto charakteristiky se oviem méni
s vyvojovym stiddiem. Ve zralé kolonii dochézi ale jen k minimalnim zm&ném, stagnuje v jednom
obdobi vyvojové faze. Tehdy se jen ziidka méni procentudlni zastoupeni heterocyt, nékdy i
akinet - pak se i rozpad4 matefské vlékno. Nové vlakna se v dospélé kolonii tvoii jen za zvlast-
nich podminek (vétSinou v piipadé€ vytvateni hormogonii, nebo v obdobi riistu kolonie).
Zkoumané vzorky lze rozdélit na tfi typy. Do prvni skupiny zarazup izolaty ze stfednich a jiZnich
Cech, se slabou kortex, ve zralém stavu jsou vlikna v kolonii nepiili§ husté usporadana. Maxi-
mAalng pét vlidken leZi nad sebou, primémy pocet bungk mezi heterocyty je 41. Tloustka listu .
kolonie se pohybuje kolem 100 um. Drubi skupina je reprezentovana izolatem ze zapadnich
Cech. Kolonie jsou v priifezu tenéi (50 pm), s vlakny maximalné ve &tyfech vrstvach nad sebou
(obvykle tfi), vlakna jsou t€snéji uloZend. Primémy podet bunék mezi heterocyty je 41, jako u
prvniho typu. Kolonie nemaji kortex. Tfetim typem jsou kmeny z Antarktidy, s velmi silnou
stélkou 150 pim, silné pigmentovanou. Cela kolonie je velmi heterogenni co se tyée délky viaken
(poctu jejich bunék) i co do podtu zaznamenanych vyvojovych stadii, pfitomnych v jediny oka-



. 4}5_ - P
‘ g_\“};.\a-:.i‘_,hr‘b

V&L
Fafs

Obrézek 2. Nostoc commune, a, b, d - kmen z jiznich Cech, c, e, f - kmen ze Slavkovského lesa

mzik v téZe kolonii. Je to velmi dynamicky systém, navic obsahujici symbionty - drobne rozsivky
1 sinice (Chroococcidiopsis sp.), celé kolonie antarktickych zdstupcii svou stavbou piesné odpo-
vidaji kortex stredoevropskych.




Obrazek 3. Nostoc commune, ultrastruktura trichomu, A- zvétSeno 19.000 krat, B- zvétieno 35.000 krat

Predmétem zkoumani elekronové mikroskopie byl predeviim zpiisob uloZeni tylakoidd. Ten byl
shledan identickym u viech zkoumanych sinic. Tylakoidy byly pozorovany na elektronmikrosko-
pickych snimcich rozptylené po celém objemu bungk, jak je to u nostokélnich sinic obvyklé
(Komarek et Anagnostidis 1989). Jsou mistng nahuténé, ndkdy usporadany ve zdanlivé pseudo-
radialni symetrii, ve vétSin€ piipadii ale nerovnom&ms rozmistény na periférii butiky. Vyslovené
parietilni tylakoidalni vzorek nebyl pozorovan. U prevazné vét§iny aktivnich bunék jsem zazna-
menal nejvySe jeden centrilni karboxysom a nékolik inkluzi zasobnich latek. Jak polyfosfitova
zma tak i inkluze cyanofycinu byla naakumulovani v obdobi relativni hojnosti; tehdy, kdyz
stoupnou teploty nad prahovou hodnotu a voda zagne byt dostupna nejen ve formé vzdugné vih-
kosti. Pfitommost asimilatl zji§téna u viech organismfi ukazuje na jejich ptipravenost odolavat
nepliznivym podminkam.

Pigmenty L

Viechny kmeny obsahovaly shodné karoteny a xantofyly, pouze jejich absolutni mnoZstvi se
ménilo, jak je patrno z chromatogrami na obrdzku 4. V extrémnim piipad, u antarktického
kmene (kmen & 5) suma karotenoidi pfevySovala ostatni vzorky a¥ ttikrat (tabulka 2.). Tento
organismus vykazoval také neobvykle vysoky obsah chlorofylu-a, zfejmé v reakci na sniZenou
koncentraci svétla; vétSina ho byla absorbovéana pravé produkovanymi xantofyly. Nalezené pig-
menty se shodovaly s daty uvadénymi v jiZ dfive publikovanych pracich (Garcia-Pichel et Cas-
tenholz 1991,Vincent et Quesada 1994, Quesada 1995, Castenholz 1995). Kromé scytoneminu,
extracelularniho pigmentu Siroce roziffeného mezi vldknitymi sinicemi jsem zaznamenal i celou
fadu unikétnich karotenoidi (obrazek 9). Daldi zkouméni vyZaduje naptikiad ptitomnost okeno-
nu, coZ je karotenoid b&Zné se vyskytujici v purpurovych baktériich.

Kmen 1 2 3 4 5
2 karotenoidd [ug. 1] [4.04 11.69 9.66 7.93 29.29
Chla [ug. 1] 19.41 31.76 40.03 23.1 57.27

Tabulka 2. Obsah vech karotenoid a chlorofylu-a ve zkoumanych kmenech
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Mykosporinové aminokyseliny

U zkoumanych vzorki j jsem nalezl celkem osm typli MAA, pfi¢em? kazdy z kmenti obsahoval
pouze ¢tyfi typy, kmen z Ceského Krasu pouze tfi. Dva typy (typ VI a VII) sdili vechny studo-
vané izolaty. Aminokyselinu palythin, kterd byla izolovéana z N. commune pochazejiciho z Ciny
(Scherer ct al. 1988) jsem detekoval pouze v jednom vzorku z Antarktidy (tabulka 3.). Populace
§mic ze sttedni Evropy tvoii na zéklad€ ziskanych informaci skupinu odlidujici se od dvou kmenti
z Ostrova Krale Jiiiho. V obou skupindch sdili kmeny navzajem po tfech typech aminokyselin,
zaroveii se v pfitomnosti vyjimetnych MAA obé& skupiny nepiekryvaji. Podle naméfenych dat je
zfejmé, Ze maxima absorpénich spekter MAA produkovanych antarktickymi kmeny se vyskytuji
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prevazne v kritkovinné oblasti UV-B, to jest pod 300 nm, zatimco MAA sinic pochézejici
z Ceské kotliny absorbuji v oblasti UV-B aZ kratkovlnné UV-A (v tomto pfipadé od 300-330
nm). To se jevi jako prostfedek odstinéni zafeni kritickych vinovych délek, jehoZ mnoZstvi je
v oblastech Antarktidy vy$§i neZ v Evropé (Madronich 1992).

MAA Kmen I 11 11 v Vv V1 Vil IX
shinorin porphyra asterina  palythin = mycosporin-
Gly
Jizni Cechy l [ L] ° °
Stiedni Cechy ° ° ®
Zapadni Cechy | . . o .
Antarktida ° ° ° °
Antarktida R o . .

Tabulka 3. Mykosporinové aminokyseliny nalezené ve studovanych kmenech
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Obrazek 7. Fluorescenéni odpovéd’ na single-
turnover saturacni zablesk kmene z Antarktidy

Diskuse

Elektroforéza proteinii

Z analyzy elektroforéz proteinovych extrakti vyply-
va, Ze viechny vzorky (s vyjimkou kmene z jiZnich a
sttednich Cech) se navzajem li¥, je tfeba upozornit
pfedeviim na odliSnosti ve sloZeni fykobilisomd,
respektive pfitomnost a mnoZstvi jednotlivych fyko-
biliproteini (obrazek 9). Interpretace ostatnich roz-
dili je ptili§ nejista, a tak bude nezbytné hodnotit tuto
zjit€nou diferenci jen jako podobnost & rozdilnost
na zakladé celkového vzhledu elektroforézy. Porov-
nani vzorkli elektroforetickych proteinii z kmenu
v aktivnim stavu (s dostatkem vody a fotosyntetizuji-
ci pii 1500 puE PAR a teploté vzduchu 23 °C) a orga-
nismu z téZe populace odebraného z ledu uprostied
zimni sezény (vyschlé kolonie, 15 LE PAR, -10 °C)
ukazuje obrazek 6. Na zakladé takto pouZité metody
Ize konstatovat, Ze se oba vzorky (aktivni i dormant-
ni) neli8i. Rozdily v expresi genid jako odraz urdité
Casti vyvojového cyklu jsou pravdépodobné setieny
nebo je nelze timto experimentem podchytit. Dale je
ziejmé, Ze existuje velkd podobnost mezi izolaty
z jiZznich a stfednich Cech. Naproti tomu oba antark-
tické vzorky a vzorek ze zapadnich Cech se 1i#i na-
padné jeden od druhého.

Fotosyntéza

Zkoumané kmeny se neliily vyznamné v rychlosti
produkce kysliku. Dokonce i v zavislosti rychlosti
primarnich procest fotosyntézy na teploté se stfedo-
evropské kmeny a kmeny z Antarktidy neliSily. Nale-
zené optimum 10 °C bylo zcela ve shodé s hodnotami
predpokladanymi na zakladé charakteristik stanovist.
Dekonvoluce kiivky poklesu fluorescence ukizala tii
exponencialni procesy. Nejrychlej$i z nich reprezen-
tujici Q, reoxidaci je na teploté nezavisly, optimalni
teplota byla odvozena z tfeti komponenty kiivky -
reoxidace plastochinonu (obrazek 7). Rychlost vyvinu
kysliku byla taktéz nejvétsi pti 10 °C (20uM O, .
mM(chl-a)”.s™?).

Zaméfeni se na objekt ve smyslu jediného vlakna a pozorovani osudi tohoto jedince je koncep-
tem, ktery dovoli odhlédnout od veskerého irelevantniho Sumu, ktery tolikrat zastitiuje podstatu
toho, co dnes chapeme jako diagnozu druhu. Vime, %e sdruZovani vlaken do svazkii, produkce
extracelularnich slizii, stejné tak i chromatické adaptace (fotoaklimace) jsou reakci na vngjsi
podminky, i kdyZ dosud zname jen nékolik takovych receptorti, které jsou zodpovédné za patfis-
nou reakci (Houmard 1995). Mnoho charakteristik je tedy nesporné zavadgjicich. Pro hodnoceni
vztahli mezi populacemi sinic (druhy v tizkém slova smyslu) je nutné piihlédnout i k historii
jejich parentélnich lokalit (Mollenhauer 1988). I charakter ptedelych populaci jednoznaéné
uréuje budouci tvaf spoledenstva. To je piistup, ktery jsem uplatiioval pfi taxonomickém zpraco-

vani kmeni,
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Zatazeni vSech studovanych kmend do druhu N. com-
105 kDa mune by bylo, uréitym zpiisobem, pfijeti koncepce-
Siroce pojatych druhi. Pak by bylo nutné piijmout

| Seka hypotézu, Ze zji§ténd morfologickd variabilita je
49 kDa v mezich plasticity takto zp&tn& Siroce definovaného
druhu. Neni ale jisté, zda by byl N. commune piivodem

33.3 kDa z Cech schopen plodného ristu v antarktickych pod-

minkach a to ve stejné ,,formé&* jako antarktické typy (to
Jje predpoklad identity) a naopak. To vie ve smyslu
28.6kDa zminéné plasticity genotypu. Na zaklad& zjisténych
informaci (absorpéni spektra, MAA analyza, fotosynté-
za) lze odpovédét pouze tolik, Ze by jisté preZil tamni
podminky, alespofi po nékolik sezén. Byl-li by viak
v dlouhodobém mértitku schopen odolat tlaku domécich,
adaptovanych sinic, 1ze zjistit jen dlouhodobym mani-
19.4 kDa pulaénim pokusem. Ale ani po dlouhotrvajicim pokusu
nedostaneme jednoznadné vysledky svéd&ici ve pro-
spéch trvalé a lisp&iné koexistence. Pak se tedy ubire;j-
me jinym smérem. Je obecné piijimino tvrzeni, Ze
sinice jsou posly divné minulosti, zdob, kdy byly
a b c d e doslova pany této planety si zachovaly mnohé vlastnos-
Obrdzek 8. Elektroforéza proteinovych tj pro sinice (obecnd, s mnoha vyjimkami) typické, jako
extraktd p&ti kmend druhu Nostoc commune, jsou odolnost proti nedostatku vody (Friedmann 1964,
Pk g B - SR pon ol ob dl, 1981, Polis ik Brledimana, 1981}
Cechy, d - jiZni Cechy, e - stfedni Cechy - * . : ’ A
odolnost viici UV-B zafeni (Garcia-Pichel et al. 1993,
Garcia-Pichel et Castenholz. 1993, Castenholz 1995). Tyto prastaré klidové inovace je stavi do
pozice pritkopniki na stanovistich, kde se neuchyti mnohem agresivngjsi organismy, kuptikladu
zelene fasy. Pak by si méli zachovat tak diileZité metabolické pochody vedouci kuptikladu
k sekreci jakéhosi hypotetického primarniho souboru MAA. Pod tlakem specidlnich Zivotnich
podminek ziistaly v Antarktidé pouze ty populace N. commune, které jsou schopny odstinit svétlo
vinovych délek pro funkce organismu kritickych (UV-B pod 300 nm), zatimco kmeny z Cech
tuto vyhodu nemaji. MoZnost, Ze by nékteré z produkovanych MAA mohly byt ptehlédnuty je
mélo pravd&podobna, protoze MAA jsou pfitomny v cytosolu i vazany na glykoproteiny slizu
(Ehling-Schulz et al.1995) neustéle, i kdyZ v malych koncentracich (Xiong et al. 1996, 1997).
Pozastavenihodné variabilita v rémci kmenti z Cech ale ukazuje, Ze i na tak malém tizemi , jakym
je Ceské republika existuji (minimaln&) dvé populace N. commune, které se lidi ve schopnosti
syntetizovat tyto chemické latky. O jejich metabolickych drahach zatim nevime nic. Snad pozdéji
budeme moci rozhodnout, které z MAA jsou geneticky odvozené&j§i a jaké jsou jejich prekurzory,
je-li vytvotfeni takové genealogie mozna. Na zikladé zjisténych dat se zd4, Ze si sinice spise
zachovaly schopnost reagovat na ménici se prostfedi, neZ Ze by fakticky obsahovaly cely
»produkéni potencial. Zminény potencial vak tkvi ve schopnosti stavét na Sasem ovéfenych
zakladech a s t€mito zéklady tvoiivé pracovat. Tyto procesy miizeme ale sledovat jen u téch
znak, které jsou pod selekénim tlakem. Na p¥ikladu karotenoidd, které hraji dileZitou roli p¥i
ochrané proti fotoinhibici (Hirschberg et Chamovitz 1995) 1ze dokumentovat jejich zjevng neut-
ralni charakter. Ve vSech kmenech jsem nalezl shodné karoteny a xantofyly, pouze jejich absolut-
ni mnoZstvi se ménilo, zfejmé opét v zavislosti na pfedchozi historii izolatu. Nejsou prostiedkem
selekce v pozitivnim smyslu, jejich nepiitomnost, tak jako chyba v zasadni struktufe fotosystému
€1 ve funkei kliového enzymu znamen4 pro organismus smrt.

: fykobiliproteiny
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Obrazek 9. Absorpéni spektra nékterych karotenoidii extrahovanych ze sinice Nostoc commune - scytonemin,
canthaxanthin, echinenon, lycopen, ockenon, myxoxanthofyl.

PovaZujeme-li za jeden z diikazi na nichZ stoji definice druhu absenci produkce akinet, aniZ
bychom doposud znali jeho molekularni pozadi, tak je tomu u druhu N. pruniforme, je pak nasna-
de zvaZeni zjisténych vysledkl analyzy MAA. Dalsi pouZité metody nemaji bohuzel dostate¢nou
vypovidaci hodnotu, aby jednoznaéné roziesily rozpory mezi fenotypovou podobnosti a genetic-
kymi rozdily, jeZ uvedena prace nalezla. Zji§téni struktury nukleoidu metodou barveni nukleo-
vych kyselin DAPI je jako taxonomické kritérium (Cepék et al. 1991, Cepdk 1993) pro tuto praci
nepouZitelna. Tak jako uloZeni tylakoidi je i struktura nukleoidu v odvozenéjsich skupinach sinic
uniformni. Zpisob uloZeni tylakoidd na tomto pfipadé potvrdil pouZitelnost metody pfinejmen-
§im na mezidruhové trovni. V budoucnu je tieba vzit v ivahu soudasné trendy v pojimani druhu
u sinic zaloZené na syntéze dat molekularné biologickych i fenotypickych a ekologickych
(Wilmotte et Golubi¢ 1991, Castenholz 1992, Wilmotte 1995). Jedin& tento piistup miiZe pfinést
tolik ocekavané vysledky.
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