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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. In
addition 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 diilezitou roli ve
vytvafeni kyslikaté atmosféry, ¢imZ v podstaté umozZnily vyvoj dne$nich Zivotnich forem.
Patfi do sdoba existence posledniho spoleéného predka, se vzhledem k paleontologickym
nalezim nékterych membranovych slou¢enin odhaduje na 4,29 miliard let (SHERIDAN et al.
kupiny gramnegativnich bakterii a podle fylogenetickych stromti konstruovanych s ohledem
na dostupné sekvence 16S rRNA se fadi mezi zelené nesimé bakterie a spirochety (GUPTA &
GRIFFITHS 2002). Oddéleni bakterialnich linii, tj. 2003). Nejstar$i nalezy sinic pochézeji
z severozapadni Australie a jejich stafi se odhaduje na piiblizné 3,46 miliard let (SCHOPF
1993).

Sinice, pfestoZe jsou Prokaryota, jsou tradién& zkoumdny v ramci botaniky spole¢né
S eukaryontmml fasami, se kterymi sdileji mnoho ekologickych charakteristik, predeviim roli
prunarmch producentli . Vyzkumy v poslednich letech pfesvédéivé dokazaly, Ze chloroplasty
vySSich rostlin se vyvinuly endosymbioticky ze sinic (DouGLAaS & TURNER 1991;
BERGSLAND & HASELKORN 1991; DELWICHE et al. 1995; NELISSEN et al. 1995; TURNER et al.
1999).

Pro pojmenovini sinic se uZivala celd fada riiznych ndzvi, jejichz mnoZstvi dokazuje
nejednoznacné pojeti jejich postaveni mezi ostatnimi organismy a odrazi zatim jesté zdaleka
ne ukonenou historii vyvoje jejich systému. Nékterymi znejéastéji uzivanych jsou
Myxophyceae, Phycochromophyceae, Cyanophyceae, Schizophyceae nebo Cyanobacteria
(RippPKA, 1988).

Prvm’ pokusy 0 I(lasiﬁkaci sinic sahaji do prvni poloviny 19. stoleti, jako taxonomic[q'/
ménil a dopliioval podle toho jak pnbyvaly informace a jak se meml nazor na taxonomicky
vyznam jednotlivych znakl. Dnes je jesté hojné pouzivan Geitleriiv systém z roku 1932
(GEITLER 1932), ktery je zaloZen pfedeviim na morfologickych a ekologickych
charakteristikdch (sinice jsou na Prokaryota znaéné tvarové rozriznény). Tento systém
umoZziiuje rychlé a nendro¢né uréeni vzorki (jako jediny z vytvofenych), coZ je zvIast vhodné
pro terénni algology, neodrazi v8ak evoluéni souvislosti (CASTENHOLZ 1992). DROUET (1968,
1973, 1978, 1981) sviij systém zaloZil na domnénce, Ze existuje jen maly podet genotypi,
které se v8ak za odliSnych podminek projevuji riiznég, tj. Ze vedle nizké genotypové variability
existuje vysokd fenotypovd (existence tzv. ekofentl). Pozdgji se ukazalo, 7e podcenil
genetickou rozmanitost, a Ze tento systém je pichnan& zjednoduSeny (ANAGNOSTIDIS &
KOMAREK 1985). Stanier pojeti taxonomie sinic (STANIER 1978) zdfraziiuje jejich bakterialni
plivod a navrhuje pouZzivani bakteriologického kodu nomenklatury. Na jeho zakladé vznikl
systém RIPPKA et al.1979, s péti skupinami definovanymi typem déleni, pfitomnosti vlaken,
pravého a nepravého vétveni a heterocytil a procentudlnim obsahu C+G. Tento systém je viak
zalozen na popisu sinic z laboratornich kultur, jenZ nezachycuje skuteénou
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,
piedevdim kvili vyhodam pii uréovani, zv1a§té v piipadé piirodnich vzorki (ANAGNOSTIDIS
& KOMAREK 1985). Klasifikaci zaloZzili na vSech tehdy dostupnych morfologickych,
ekologickych, fyziologickych, genetickych a ultrastrukturalnich datech ziskanych z kultur tak
z nekultivovanych, v piirodé se vyskytujicich sinic (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1985).
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Mezi nejvyznamnéjsi zmény v nazirani na tuto skupinu v posledni dobé piedstavuje
zahrnuti ,,oddéleni* Prochlorofyta do sinic. Tato skupina byla dfive pokladana za samostatnou
vyvojovou linii pro pfitomnost chlorofylu b a nepfitomnost fykobilizomf. Molekularnimi
metodami bylo prokdzéno, Ze tato skupina je parafyletickd 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 s funkénimi geny pro a- a
B- podjednotky fykobiliproteinu, ktery se podoba fykoerythrinu mofské sinice rodu
Synechococcus (HESS et al.1996).

Ptibyvé také fada novych rodt a druhii, vzniklych podrobnéjsim zhodnocenim a rozpadem
uz znamych anebo popisem zcela novych taxond. Nové /druhy jsou popisovany
z nejriznéjdich stanovidt: ze sladkovodniho planktonu (BAIL@\?!WATTS & KOMAREK 1991,
MAGRIN et al. 1997; REKAR & HINDAK 2002; KOMAREK et al. 2002), z deStnych 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. V3echny nové druhy jsou pievazné hodnoceny vzhledem k morfologickym a
ekologickym charakteristikdm, ale objevuji se i prace zahrnujici molekularni kritéria, hlavné
sekvence 16S rRNA, tykajici se nejéastéji kritického zhodnoceni zafazeni uZ popsanych
taxond (WILMOTTE et al., 1993).

1.2. Moderni metody pouZivané v taxonomii sinic

Od konce 80-tych let, se zac¢inaji hojné pouZzivat molekuldrni metody v otdzkach evoluénich
vztahll a systematiky sinic. K tomuto doslo diky vyvinuti metody PCR (SAIKI et al.1988),
ktera vyrazné usnadnila ziskavani dostateéného mnoZstvi DNA. Uz prvni analyzy sekvenci
16S rRNA piinesly zjiSténi, Ze zastupci fadd Oscillatoriales a Chroococcales (sekce I a III
podle RIPPKA et al. 1979) jsou mezi sebou promichéni, tj. Ze vlaknitost nebo jednobunéénost
v tomto piipadé neznamend pifbuznost a Ze tyto znaky nejsou pouzitelné ke klasifikaci
(GIOVANNONI et al. 1988). Pak se ukazalo, ze Prochlorophyta nejsou monofyleticka ani od
sinic odlisitelnd skupina, ale Ze v rdmeci sinic pfedstavuji dvé nebo tfi nezévislé linie (TURNER
1989; URBACH et al. 1992). Vysledkem praci WILMOTTE & GOLUBIC 1991 a WILMOTTE 1994
byl fylogeneticky strom s osmi monofyletickymi skupinami. V té dob& bylo mnohem méné
dostupnych sekvenci neZz dnes, takze bylo jasné, Ze se sjejich pfibyvanim strom bude
modifikovat. Napf. fad Pleurocapsales (sekce II podle RIPPKA et al. 1979), pii prvnich
analyzach zdanlivé monofyleticky, se rozpadd na minimélné tii linie (ISHIDA et al., 2001).
TURNER 1997 z dostupnych sekvenci sestrojil fylogeneticky strom obsahujici 10 jasné
vymezenych skupin. Pfinesl dal8i dikazy o nesourodnosti rodd Symnechococcus a
Leptolynghbya a zjistil, Ze Chroococcidiopsis thermalis (sekce II podle RIPPKA et al.1979) je
pifbuzny heterocytickym sinicim. PouZzitim variabilnich oblasti V6, V7 a V8 16S rRNA u 29
kmenti zahrnujici vSechny hlavni fyletické skupiny byl vytvofen strom s 13 oddélenymi
liniemi. Pseudanabaena limnetica NIVA-CYA 276/6 byla ode vSech pouzitych kment
nejvzdalenéj§i, rody Planktothrix, Microcystis a Nostoc vysly jako monofyletické, viak
s uritym stupnem polymorfismu (RUDI et al. 1997). HONDA, YOKOTA & SUGIYAMA 1999
analyzou 16S rRNA rozli§ily sedm hlavnich vyvojovych linif, vZdy stabilnich, bez ohledu na
pouzitou metodu (Maximum Likelihood nebo Neighbour-Joining) a shodujicich se s liniemi
vymezenymi na zakladé sekvenci jinych gend (psbA, rbcl, rnpB, rpoC a tufA). SE0 &
YokoTA 2003 vytvofili stromy zaloZené na 16S rRNA a na dal§ich, proteiny kodujicich
genech. Zjistili, Ze DNA sekvence gyrB, rpoCl a rpoD1 (podjednotky gyrazy a DNA-
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dependentni RNA polymerézy) podporuji 16S rRNA fylogenezi, v kombinaci se piislusnymi
sekvencemi amynokyselin dochazi viak k uréitym nesrovnalostem.

165 rRNA, vlastné cely ribozomalni operon, se obecné povazuje za velmi vyhodny
pfedmét fylogenetickych analyz, jelikoZ se nachazi u viech organismi. Je mozaikou vysoce
konzervativnich a proménlivgjsich oblasti a neni u n& pozorovan horizontalni pienos
(WILMOTTE 1994). Navic molekula 16S rRNA je u sinic dlouha cca 1500 bp, co? umoziuje
dobré statistické zpracovani dat (WILMOTTE 1994). PouZiti na urovni niZ§i ne? rod, tj. na
trovni druhti a kment, je vSak omezené kvili dost konzervativni sekvenci, rozliSujici jen
mezi vzdilengj8imi taxony, selhavd vSak u blizce pifbuznych, teprve v nedavné dobé
oddélenych. Z téchto diivodi je tfeba pouzit napf. DNA-DNA hybridizaci (Fox et al. 1992)
nebo RFLP (TURNER 1997). Meze puisobnosti a pouZitelnost téchto metod samotnych a
v kombinaci z dal8imi - biochemickymi, imunologickymi, morfologickymi, ekologickymi atd.
- se musi urcit kritickym zhodnocenim vysledki ziskanymi jednotlivymi zptisoby.

Analyza 16S rRNA je nejcastéji pouZivana metoda vyzkumu fylogenetickych vztahd, ale
neni jedind. Sekvenuji se mnohé dalsi geny a uZivaji se dali 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; VIT et al. 1997;
Lu et al. 1997; MARGHERI et al. 1999; MARGHER! et al. 2003) a RAPD - random amplified
polymorfic DNA fingerprinting (NISHIHARA et al. 1997; CASAMATTA et al. 2003). Sekvenuj
a analyzuji se geny a n€kdy i primarni a sekundérni struktura rtznych enzymi a jejich
podjednotek, npf. nitrogenizy a nitrogendza-reduktizy (BENPORATH et al. 1993;
BENPORATH & ZEHR 1994; ZEHR et al. 1997), Rnazy P (SCHON et al. 2002; SEO & YOKOTA
2003), RNA polymerizy a DNA girazy (SEO & YOKOTA 2003), také se analyzuji geny a
celé operony fykobilini (MANEN & FALQUET 2002), allozymy (KATO et al. 1991), hli geny,
které jsou ve velkém mnozstvi u moiskych sinic adaptovanych na silné osvétleni (BHAYA et
al. 2002). Pfitom se neopomijeji spacery, pievazné v ribozomdlnim 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 piinesla vysledky
podobné vysledkim analyz 165 rRNA. Navic poukdzala na piibuznost kmend
prizplisobenych k silnému osvétleni a jasn& je odligila od kmenti Zijicich v podminkach
slabdiho ozéfeni, a to bez ohledu na geograficky ptivod (ScHON et al. 2002). Podobnost
mofskych kmenti rodu Prochlorococcus a Synechococcus a jejich odliseni od sladkovodnich
druhid rodd Symechocystis a Nostoc ukazala i analyza hli genf, které se u prvni skupiny
nachdzely ve vyrazné vétSim mnoZzstvi (BHAYA et al. 2002). Tedy detekce téchto gent
umoziuje odvozeni fyziologickych znaki a podminek v plivodnim prostiedi, ale
taxonomicky vyznam muZe tato rodina genl mit jen st&zi, jelikoZ selekéni tlak v silné
osvétleném motském prostfedi mize opakované vyvolavat zmnoZeni Ali genti u réznych
skupin.

V posledni dob& jsou navic jiz kdispozici vysledky ze sekvenovéni celych genomt
nékolika kment sinic (viz Tab. 1).

Z biochemickych charakteristik je v taxonomii pouzivan napf. obsah karotenoidd, ktery
koreluje s ekologickym a morfologickym popisem zkoumanych kmenfi (AAKERMANN et al.
1992; KARSTEN & GARCIA-PICHEL 1996). Zatim je viak stdle nedostatek tidaji na vytvofeni
obecného zdvéru. Zastoupeni mastnych kyselin rovnéZz vykazuje urdity stuped korelace
s morfologickymi vlastnostmi, zdd se ale pfili§ proménlivy a nespolehlivy pro §irsi
fylogenetické hodnoceni (TORNABENE et al. 1985; L1 & WATANABE 2001).

(¥5]
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kmen g:;::;i:l?k number & autor

Gloeabacter violaceus PCC 7421 NC_005125 NACKRITTA EFal "2003
Spackornse g N ¥102 NC 005070 PALENIK et al. 2003
iR R NC_000911 KANEKO et al. 1996
&, Aroehloraroeeds SAR NS_000023 VENTER et al. 2004
Prochiorecoccus marinus subsp. pastoris CCMP1986

(Prochlorocaccus marinus MED4) NC_005072 ROCAP et al. 2003
Prochlorococcus marinus MIT 9313 NC_005071 Hoeap sbal. 003
Prochlorococcus marinus subsp. marinus CCMP1375 NC 005042 DUFRESNE et al. 2003
Hostaosp. LG PLA 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 stanoviité, tj. Ze sladkovodni jsou dobie odliSitelné
od moiskych nebo terestrickych populaci (ZWART et al. 2002). Halofiln{ jednobuné&éné sinice
tvoii podle 16S rRNA jednu dobfe vymezenou monofyletickou skupinu, vzdalenou od
ostatnich, tzv. Halothece cluster a to bez ohledu na geograficky ptivod (GARCIA-PICHEL et al.
1998; MARGHERI et al. 1999; MARGHERI et al. 1999; NUBEL et al. 2000). Srovnanim
tasteénych sekvenci 16S rRNA sedmi kment halofilni sinice Microcoleus chthonoplastes,
z ruznych, navzajem 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
v§ak naopak prokazal nezanedbatelny vyznam geografického plivodu. Napi. U 19 kment
rodu Nodularia, sinice vytvaiejici vodni kvét v rliznych ¢astech svéta, byly prozkoumany
morfologické, toxikologické a molekularni charakteristiky. Sekvence cpcBA-IGS (spacer
fykocyaninového operonu) a nasledny RAPD-PCR ukazaly, Ze kmeny tvoii jasné oddélené
druhy, proménlivé v mistnim a v celosvétovém méfitku (BOLCH et al. 1999).

Pres jasné vymezeni a postaveni fadi Nostocales a Stigonematales, se situace komplikuje
na rodové a druhové trovni. Morfologicky odlisné rody Anabaena a Aphanizomenon nelze
rozliSit fylogenetickou analyzou zaloZenou na 16S rRNA, ITS1 (spacer v ribozomdlnim
operonu) nebo na rbcLX (RubisCO). Vyslo najevo, Ze uvedené rody nejsou monofyletické.
Kvuli velké podobnosti jejich 16S rRNA sekvence se navrhuje zafazeni obou do jednoho
rodu, bez ohledu na morfologické rozdily. Navic byly od sebe oddéleny nékteré kmeny
Anabaena produkujici odli$né toxiny. Jednotlivé toxické skupiny byly vidy monofyletické,
bez ohledu na geograficky piivod, sdruzovaly se vsSak sdalS§imi netoxickymi zastupci
Anabaena a Aphanizomenon (GUGGER et al. 2002). Pomoci RFLP 16S-23S ITS rod
Anabaena lze odlisit od Aphanizomenon, ale ne 1 od zastupct rodu Nostoc (NEILAN et al.
1997). Naproti tomu, Uplné sekvence nifD u rodii Nostoc a Anabaena se jasné li§i bez ohledu
na pouzitou metodu hodnoceni (HENSON, WATSON & BARNUM 2002).
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Samozfejmé je, Ze taxonomie, biologie a detekce sinic zodpovédnych za toxické vodni
kvéty jsou v popfedi zdjmu. To je viditelné i z mnoZstvi dostupnych sekvenci ve srovnani
stody pro ¢lovéka nealgologa nevyznamnymi (Tab. 2). Jednim ztakovych rodd je
Microcystis. RFLP fykocyaninového loku u nékolika toxickych rodé ukazal, Ze to je rod
parafyleticky, prolinajici se s pouZitym kmenem Synechococcus a s vlaknitymi kmeny rodu
Oscillatoria, coZ se ¢astecné liSilo od vysledkd ziskanych analyzou 168 rRNA (NEILAN et al.
1995) a RAPD fingerprintingem (NEILAN 1995). Vysledky Southern blot hybridizace
ur€itych opakovanych sekvenci Microcystis aeruginosa jasn& ukazovaly na vysoky stupeii
polymorfsimu, zroven na odliSeni téchto kmenti od dalsich pouzitych rodii Synechocystis,
Synechococcus a Anabaena (AS%YAMA et al. 1996). Daldi RAPD fingerprinting vysledky
dobfe vymezily druhy M. novaokez M. viridis a M. wesenbergii. M. aeruginosa a M.
ichthyoblabe vykazaly znainou variabilitu (NISHIHARA et al. 1997). Analyza cpcBA spaceru
kment M. aeruginosa z kultivaci a nékterych brazilskych lokalit 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.
Naopak vétSina ostatnich rodfi v Chroococcales je polyfyletickd (LEE & BAE 2002). To samé
je zjidténo pro rody fadu Oscillatoriales a znovu se potvrdilo, ze znaky jako je pfitomnost
slizové pochvy jsou pro spravné uréeni nepouZitelné (LEE & BAE 2001). Také rody
Arthrospira a Spirulina, zajimavé mezi ostatnim i kviili svému ekonomickému vyznamu, jsou
si morfologicky velmi podobné, a¢ nejsou blizce pifbuzné. PouZitd Spirulina méla dokonce
mnohem bliZ k nékterym jednobunéénym sinicim (NELISSEN et al. 1994). Obsah fykobilint je
jeden zvelice variabilnich znakl a to i v rdmci stejného druhu,. MuZe sice korelovat
z molekularnimi znaky, ale nema v§eobecnou pouZitelnost (WILMOTTE et al. 1993).

Dosud vytvofend fylogeneticka schémata vétSinou celkovy obraz evoluce sinic pfilis
nevyjasiiuji. Velké mnoZstvi taxont, které byly diive povaZovany za monofyletické, vychazi
velmi nesourodé a jsou rozptyleni po celém systému (napi. Oscillatoria). Kromé rozpadu
velkych taxonll na mensi rody spolu pfili§ nekoreluje ani postaveni vétsich taxonomickych
celkil - fddy Chroococcales a Oscillatoriales evidentné nejsou monofyletické a jejich zastupei
jsou spolu v téchto schématech promichdni. Caste¢né ale témto schématim odpovida
uspofadani thylakoid. Monofyleticka skupina heterocytickych sinic maji velice podobné
vlnité thylakoidy, ponékud posunuté k okrajim bunék. Jako jejich nejblizii piibuzné se jevi
Oscillatoriaceae, které maji podobny typ thylakoiddlniho uspofaddni. Skupinu s parietalnim
uspofadanim thylakoidl tvofi mnoho kokélnich typd spolu se zastupci vlaknitych sinic éeledi
Pseudanabaenaceae. Charakteristické radialni thylakoidy maji v8echny Phormidiaceae,
kokélni typy, podle molekuldrnich znakl jim pifbuzné, a nékolik dalsich mengich skupin.
Skupina s parietalnimi thylakoidy, vznikld moZnd modifikaci pfedchoziho typu, méa zatim
nejasné taxonomické postaveni, zkomplikované je§té problémy pramenicimi ze Spatného
pojmenovani ptislu§nych kmend (KOMAREK & KASTOVSKY 2003).

Jak je vidét z uvedencho, bude tieba jesté hodné price neZz se dosdhne jednotného a
obecné pouzitelného systému. Kromé zafazovani nové objevenych a prefazovani uz znamych
typli sinic, je nutné i dalSi ovéfovani dosud k tomu pouZivanych metod, tj. jejich mezi
rozliSenf (na urovni fadf, ¢eledi, rodt atd.), taxonomického vyznamu, spolehlivosti a jejich
vzajemnych vztahi.
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POCET POCET
- SEKVENCI GENU SEKVENC| GENU
8D b PRO 165 RRNA || (AP RD PRO 168 RRNA
Z GENBANK | Z GENBANK
Arthrospira 7(23) ! y | Coleodesmium 3
(5]
Q
Geitlerinema 4(5) g Microchaete (nH
(]
=
Halomicronema 1(4) g | Spirirestis 3
(5]
Halospirulina i(h = Tolypothrix 3
Leptolyngbya 21(7) Anabaena 66 (14)
Lyngbya 7(23) Anabaenopsis 3(4)
Microcoleus 41 (30) Aphanizomenon 26 (4)
E Oscillatoria 39 (25) uw | Cyanospira I
=]
E L5
‘L | Phormidium 18 (23) 5 Cylindrospermopsis 26())
=] =
= | Planktothricoides 6 - -2 | Cylindrospermum 3
T @0
& | Plankothrix 74 (13) G Nodularia 32(3)
=]
Plectonema 2(3) E Nostoc 47 (55)
Psendanabaena/ Z . .
g : 3 2
1 inatlinie zromn 8(2),3(2) neidentifikované 2)
Spirulina 6(9) 3
L]
Symploca 5(3) a
= | Calothrix 8(2)
Trichodesmium 7(1) z
-]
Tychonema I (6)
neidentifikované 9(8) } 3
i 3
Chlorogloeopsis 3 i 2
E | Scytonema 6
Fischerella 9 g
B
Hapalosiphon 3 !
Mastigocladopsis 1 neidentifikované 4)
]
= Mastigocladus (3)
a
£ | Nostochapsis 2 . | Acaryochloris 3
o =
a
_En Stiponema 1 E
n ]
Symphyonema 2 a
‘ g
Symphyonemopsis 1 =
g neidentifikované (992)
Umezakia I
Westiellopsis 6 i

Tab. 2 - Potet sekvenci 165 rDNA delsich a k

rat§ich nez 1000 bp (v zdvorkach)
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POCET POCET
: SEKVENCI GENU | , . SEKVENCI GENU
L RoD pRO 165 RRNA || *AP ROD PRO 168 RRNA
Z GENBANK Z GENBANK
Aphanocapsa 2 Chroococcidiopsis 10 (3)
Aphanothece 2(5) 1 Dermocarpa 6(1)
| wy
Chamaesiphon 1 | % Dermocarpella 1(1)
(¥}
Chroococcus (1) § Myxosarcina 3
=}
Crocosphaera - £ | Pleurocapsa 5¢1)
| =
|
Cyanobacterium 2 © Stanieria 3
Cyanobium 4(2) Xenococcus 2
Cyanothece 7(1) o
o
Dactylococcopsis I g
e S | Prochloron 1
E Gloeabacter 2 §
= ; =
& | Gloeocapsa 5 :
51 ‘
S | Gloeothece 4(4) ‘ 5
B I o
- L5
O | Euhalothece (7 2|8
-t Q
- Q
Halothece 1 I -a E Prochlorococcus 34 (33)
o | =
Johannesbaptistia -(1) 5 "‘é
| = | &
Merismopedia I | 2
=
; i | A=
Microcystis 85 (197) | = 2
(]
(%)
Rhabdoderma 0Y] £
Synechococcus (2) 182 (88) g Prochlorothrix 2(4)
Synechocystis 5(1) 2
a.
Thermosynechococcus -
neidentifikované (6) , neidentifikovang 4

Tab. 2 - pokradovani

1.3. Cile price

e shromézdit co nejpodrobnéjsi piehled o modernich metodach vyzkumu taxonomie
sinic

o vytvofit kolekei nékolika kment problematickych rodt Oscillatoria a Phormidium

e tyto kmeny diikladné zhodnotit po morfologické strance

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

o ze sekvenci 16S rDNA pfistupnych na GenBank vytvofit fylogeneticky strom
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2. Material a metody

2.1. Metody

2.1.1. Kultivace

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

2.1.2. Svételna mikroskopie

K popisu morfologie byl pouzit mikroskop Olympus CX 40. Digitalni fotografie jsou
pofizeny pomoci kamery Olympus DP 10. Na Sesti vybranych kmenech (viz material) byly
zmefeny rozméry bunék - délku a §itku bunék vlakna, resp. koncovych bungk.

2.1.3. Statisticka analyza

1.
2.

3.

Byl vypoéitan pomér §ifky ku délce bunék.

V programu Statistica byla testovana priikaznost vysledki pomoci jednocestné analyzy
variance (Single Factor ANOVA).

Byl proveden post hoc Tukey HSD test.

2.1.4. Izolace DNA

[zolace DNA byla provedena fenol - chloroformovou metodou (SAMBROOK et al. 2001).

1.

2

o

85 1 O LN

Lo

11.
12.

13.

14.
15.

Biomasa byla resuspendovéna v 1 ml NET 50, se sarkosylem (c=3 mg/ml) a pronazou E
(c=0,23 mg/ml).

Do zkumavky Eppendorf byly pfidany sklen&né kuli€ky, nageZ zkumavky byly vlozeny na
minutu do tiepacky (5000/s) kvili desintegraci bunék.

Ziskany roztok byl pfenesen do ¢istych zkumavek Eppendorf a inkubovan hodinu na ledg.
Do pfibliZzné 0,5 ml vzorku byl pfidan 0,5 ml fenolu a smés michdna 10 min jemnym
otacenim stojanu se zkumavkami.

Vzorky byly vloZeny na 10 min do centrifugy (13 000 ot/s).

Po centrifugaci byla horni vodni faze odebrana do &istych zkumavek Eppendorf.

Kroky 4 -6 byly opakovény tiikrat.

Ke vzorkim byl pfiddno po 0,5 ml smési fenolu a chloroformu v poméru 1:1, nacez
ziskana smés byla dlkaldné promichana (10 min).

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

. Po pfeneseni horni vodni faze do &istych zkumavek Eppendorf bylo do kazdé pfidano po

0,5. ml chloroformu a smés promichala.

Vzorky byly vloZeny na 10 minut do centrifugy (13 000 ot/s).

Horni vodni fize byla odebrdna do novych zkumavek Eppendorf a byl zaznamenin
ziskany objem.

Vzorkiim bylo pfidano 1/10 objemu octanu sodného, 2x objem 96% etanolu a 1 pl
glykogenu.

Po promichéni byly vzorky vloZeny na 10 minut do mrazni¢ky na -70°C.

Vzorky byly centrifugovany v chlazené centrifuze 15 minut (14 000 otacek/s).
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16. Tekutina byla odsata a pelet oplachnut v 1 ml 70% etanolu.

17. Centrifugace v chlazené centrifuze byla zopakovana, tentokrat po dobu 5 minut.

18. Tekutina byla odsata a pelet vysuden v sudi¢ce na 31°C.

19. VysuSeny pelet byl rozpustén v 50 pl redestilované vody.

20. Ptitomnost DNA ve vzorcich byla ovéfena gelovou elektroforézou (1% agarézovy gel
s ethidium bromidem; U = 83 V).

21. Ziskana DNA jr uchovavana v mraznidce.

2.1.5.PCR

1. Byly vybrany nejvhodnéj§i primery sohledem na délku sekvence a specifitu pro
cyanobakteridlni 16S rDNA.

primer sekvence 5°-3° cilova sekvence autor
CYA359F | GGG GAATTTTCCGCAATGGG 00 378v16S  NuseLetal
(podle E. coli) 1997
36-45 v 23S
Primer 18 | CTC TGT GTG CCT AGG TAT CC (podle WILMOTTE 1994
Synechococcus)

Tab. 3 -pouité primery

2. Na ledé byla pifipravena smés na PCR v malych zkumavkach Eppendorf.

aqrp | forwed | heckwerd | o s | poRant | TOSE | pwa
primer primer voda
2l 1l Iul 0,5 pl 2,5 pl 17 ul 1l

Tab. 4 -slozen{ smé&si na PCR

3. Do jedné zkumavky Eppendorf nebyla pfidana DNA a byla pouzita v naslednych
reakcich jako kontrola.
4. Nasedaci teplota byla nastavena na 56°C a byl zvolen program s nasledujicimi parametry:
- 5 cyklt: 95°C (5 min), 94°C (1 min), 44°C (1,5 min), 72°C (2 min)
- 25 cykl: 94°C (1 min), 48°C (1,5 min), 72°C (2 min)
- ukondeni: 72°C (10 min)
5. Pritomnost PCR produktii byla ovérena gelovou elektroforézou (viz Izolace DNA)

2.1.6. Fylogeneticka analyza

1. Z GenBanku byly vybrany viechny sekvence 16S rDNA fadu Oscillatoriales del§i 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 (a.n. AF132788).

4. V programu PAUP byl metodou Maximum parsimony vytvofen consensus tree z 5521
nejlepsich stromf.
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3. Vysledky

3.1. Morfologie a statistick4 analyza

Kmeny se jasné lisily pomérem &itky ku délce viech, véetng koncovych bunék (Grafy 1 a 2,
Tab. 7 a 9). Jen mezi kmeny P. animale Hindak 1967/39 a P. animale Growther 1459/-6
rozdil prikazny nebyl (Tab. 8), coz také plati pro pomer Sifky 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). Krom& P. animale Hinddk 1963/108 a P. animale Growther
1459/-6 se viechny lisily barvou vldken a kultur (Pfiloha 1). Vsechny mély slizovou pochvu,
kromé O. limosa (byla ale pozorovéna u starych odumirajicich vlaken) a vsechny tvofily
hormogonia (Tab. 6).

rod a druh kmen stanovisté sliz hormogonia

Pkfrrmulium AG ex GOM, Growther 1459/-6 2 + +
animale

Phormidium | , & . GoM, Klabouchova 1987/1 piida # +
animale

Phormidium |, oy GOM, Hindak 1967/39 piida + .
animale

Phormidium 1, o GoM, Hindak 1963/108 piida + .
animale

g;f;‘;‘g’“’"“ KUTZ ex GOM, Koch 1970/Gott 74.79 | sklenik (pida?) |  + +
Qsc:[latorm ) rybnik o +
limosa

Tab. 6 -Zakladn{ charakteristika jednotlivych kment

Pomér Sifce ku délce

1= Min-Max
1 25%-75%
= O Median value
OLIMOSA OSANCTA  PHANIG  PHANIH108 PHANI39 PHANIK
kmen

Graf 1 -Pomér 3ffce ku délce bunék (podet méFeni pro kazdy kmen = 100)
s
l
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5. Na zdkladé alignmentu a consensus tree byly vyloudeny 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 nejvhodnéjich metod pro molekuldmi analyzu bylo vybrino 6 sinic rodd
Phormidium a Oscillatoria. Viechny pouZité kmeny, kromé Oscillatoria limosa, pochézeji 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"
SAUG 1459-6 (1982) sub "Oscillatoria animalis"
UTEX 1309 (1978) sub "Oscillatoria animalis"

UK, London, University College

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

dolina Luznice, luéni piida

Phormidium animale (AG. ex GOM.)JANAGN. et KOM. str. HINDAK
1967/39
Orig. det. sub "Microcoleus vaginatus"

Sol.: No. 1

Rumunsko, Brasov, piida

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 Géttingen, sklenik

Oscillatoria limosa

Mladohaklovsky rybnik

Tab. 5 -seznam vybranych kmend
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Single factor pocet stupiitt | rezidualni étverec hvb hladi
ANOVA valnosti odchylky chyba DF, CMYS a F . ?‘ﬂi”a
Main effect DF, MSe N Signifikance
rozdil pomérd gitky a
dellcs bitisk 5 201,3482 594 0,337448 |596,6786 0,000
Tab. 7 - ANOVA pro pomér ifce ku délce bungk (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 §ifce ku délce bunék (podet méfeni pro kazdy kmen = 100)
Pomér Sifce ku délce koncovych bunék
5,5
4,5 —g
3,5
m]
g 257t o
15} - -
[m] [m] T
0.5t o
_T— Min-Max
1 25%-75%
0,5

OLIMOSA OSANCTA

PHANIG

kmen

PHANIH108

PHANIH39

PHANIK

0  Median value

Graf 2 -Pomeér §ifce ku délce koncovych bunék (pocet méfeni pro kazdy kmen = 100)
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Single factor ANOVA pacet stupﬁu rezidualni Ctverec chyba hladina
Main effect volnosti eyl chyba DF. MSe signifikance
DF, MSe il
rozdil pomért $itky a
délky koncovych 5 98,27908 594 0,141637 |693,8806 0,000
bunék
Tab. 9 — ANOVA pro pomér iifce ku délce koncovych bun&k (poget méteni pro kazdy kmen = 100)
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 | 0526619 0,000152
PhaniK 0,000020 0,000020 0,000021 | 0,000020 0,000152

Tab. 10 -Tukey HSD test pro pomér ifce ku délce koncovych bungk (pocet mefeni pro kazdy kmen = 100)

3.2 Izolace DNA

Ze vSech kmenti byla Gspésné vyizolovana DNA chloroform- fenolovou metodou.

33PCR

PCR produkt byl uspésné ziskan ze kment Oscillatoria sancta KUTZ ex GOM, Koch 1970/Gétt
74.79 a Phormidium animale AG ex GOM, Hindak 1967/39, z ostatnich dosud ziskan nebyl.

3.4. Fylogeneticka analyza

Vysledkem parsimonialni analyzy je fylogeneticky strom (piiloha 2), strom ziskany metodou
Maximum likelihood je v piiloze 3.




Ana Lokmer - Polyfazicky pfistup k taxonomii sinic

4. Diskuze

4.1 Morfologie

Zkoumané kmeny rodit Oscillatoria a Phormidium se priikazn& 1i§i rozméry bungk, jejich
taxonomicke oddéleni je po strénce morfologické opravnéné. Blizsi pohled na zastupce rodu
Phormidivm odhaluje daldi rozdily. P. animale AG ex GOM, Klabouchova 1987/1 ma totiz
vyrazn€ uz8i vlakna nez zbyvajici kmeny (mezi 1,5-2 um na rozdil od ostatnich se sitkou
vlaken mezi 3-4 um) a mezi bunikami jsou patrna zakrceni bun&&né stény. Navic nebyly pii
tvofeni hormogonii nepozorovany nekrotické buiiky. Tento kmen se odliSuje i makroskopicky
v kultufe - zatimco ostatni vytvareji kompaktni povlaky s viditelnou vlaknitou strukturou, P.
animale AG ex GOM, Klabouchovéa 1987/1 vytvafi vicemén& homogenni zeleny povlak bez
zfetelnych vlaken. Zjidténé charakteristiky zafazuji tento kmen do rodu Geitlerinema
(ANAGNOSTIDIS 1989).

4.2 Izolace DNA

Uspéina izolace DNA je diilezita pfedevsim kvili druhu O. limosa. Tento druh skoro nelze
kultivovat a proto jeSté nenf dostupnd ani jedna z né&j pochazejici sekvence 16S rDNA. Ani
v tomto piipadé se kultivace nepodafila, ale DNA izolovana z derstvého terénniho vzorku
umoziiyje dal$i molekularni analyzy bez ohledu na neexistenci f4dného kmene.

4.3. PCR

Ziskény byly PCR produkty ze kment Oscillatoria sancta KUTZ ex GOM, Koch 1970/Gott
7479 a Phormidium animale AG ex GOM, Hinddk 1967/39 pomoci specifickych
cyanobakteridlnich primert. Neptitomnost PCR produkti u ostatnich kmenii mize mit vice
piiCin. DNA se ¢asto shlukuje v nékterych &astech zkumavky, takZe se snadno mbize stat, ze
v odebraném mikrolitru vzorku DNA zrovna nebyla. Navic PCR u ostatnich kmeni nebyl
proveden soulasné s Oscillatoria sancta KUTZ ex GOM, Koch 1970/Gott 74.79 a
Phormidium animale AG ex GOM, Hindék 1967/39. Mohlo se tedy jednat o n&jakou jinou
chybu, napf. neti¢innou polymerdzu. Stéle probihajici prace se nyni soustied’uji na tento
problém.

4.4 Fylogeneticka analyza

Mnozstvi sekvenci 16S rDNA sinic v GenBank se zvétsuje kazdym dnem, nejvice jich v§ak
pochézi z nékolika pro ¢lovéka vyznamnych taxont (at’ uz z hlediska toxikologického nebo
komeréniho). Jind vyznamna skupina sekvenci pak pochéazi z téch sinic, které lze snadno
kultivovat. Takovych sekvenci jsou desitky (Tab. 2), zatimco mnohé rody nebyly
osekvenovany viibec, coz znatné ovliviiuje i vysledky fylogenetickych analyz. Z toho
vyplyva potieba sekvenace zastupcl taxonomicky problematickych skupin. Nékteré z téchto
druhfi nejsou viibec vzacné, v piirodé se snadno nachéze;ji, ale kviili obtiZzim pii kultivaci jsou
dosud molekularné nezkoumdny - napf. Oscillatoria. Navic znatny podil dostupnych
sekvenci tvoii kratké, méné nez 1000 bp dlouhé tseky 16S rRNA genu, ¢imzZ je vypovidaci
hodnota omezena. Nezanedbatelny problém spoéiva také v piipadném nespravném
taxonomickém zafazeni sekvenovanych sinic, coz je ve sbirkdch pomérng Zastym jevem
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(osobné mém zkuSenosti s nespravné uréenymi kmeny ze sbirky v Tieboni). Do interpretace
evoluCnich vztahd to pochopitelné vnasi dodatedny zmatek (opét viz rod Oscillatoria,
Phormidium atd.). Proto je k vyjasnéni taxonomického postaveni jednotlivych kmenti nutné
také dikladné morfologické zhodnoceni, vétinou jsou viak dostupné informace tykajici se
morfologickych charakteristik sinic v kulturach nepogetné a &asto nejsou k dispozici viibec.

4.3.1. Analyza fylogenetického stromu vytvofeného metodou Maximum parsimony

Tento fylogeneticky strom byl vytvofen ze viech sekvenci 16S rDNA sinic fadu
Oscillatoriales dostupnych v GenBank. Na prvni pohled je patrné, Ze mnoho rodu tohoto #adu
neni zastoupeno viibec a znacny podil stivajicich sekvenci pochézi z nékolika mala taxont
(rody Microcoleus, Planktothrix...).

Vétev A je tvofena prislusniky ¢eledi Pseudanabaenaceae (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK
1988), vyznatujicimi se parietilnim uspofadédnim thylakoidd a je rozdélena do dvou skupin.
Prvni skupinu tvoff rody Pseudanabaena, Limnothrix a kmeny nékolika dalsich rodd. Mezi
nimi jsou Phormidium mucicola a Oscillatoria limnetica, které jsou uz piefazeny do rodu
Pseudanabaena (KOMAREK & KAaSTOVSKY 2003), a Oscillatoria sp. UTCC 393 a
Phormidium sp. E 18, o kterych nemam Z4dné informace, ale pravdépodobné se jedna o
chybné uréené kmeny. Druhou skupinu tvofi zastupci rodu Leprolyngbya s kratkymi butikami,
Plectonema boryanum, uz pfejmenovana na Leptolyngbya boryanum a nékolik dalsich kment
Phormidium a Oscillatoria. Uz prvni fylogenetické analyzy ukézaly, Ze tyto dva rody jsou
parafyletické (GIOVANNONI et al. 1988, WILMOTTE & GOLUBIC 1991). Opét zde vystupuje u
zminény problém nesprdvného taxonomického zafazeni kmentfi ve sbirkich, takZe je vysoce
pravdépodobné, Ze zminéné kmeny patti do n&jakého rodu z eledi Pseudanabaenaceae - tuto
hypotézu ale nelze ovéfit. Fakt Ze zéstupci Pseudanabaena, Limnothrix a ostatni jsou
navzajem v této vétvi promichani, mize mit vice pficin. Viechny sekvence jsou si velmi
podobné, tedy jejich informaéni hodnota neni vysoka. K tomu se piipojuje i skuteénost, ze
obecné 16S rDNA nemd velkou rozlisovaci schopnost a jeji vyznam spoéiva predeviim
v odliSeni vysSich taxonomickych jednotek (Fox et al. 1992), a ne druhti nebo tak blizce
piibuznych rodi. Navic rod Pseudanabaena vz ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988 rozdélili
do tfech podrodii. Avsak jakékoliv Elenéni na zdkladé morfologie a dal$ich podobnych
charakteristik nemusi pfesné odraZzet evoludni vzdalenost mezi taxony zji§ténou
molekuldrnimi metodami. Kmeny patfici do rznych podrodd Pseudanabaena miizou byt
molekularné navzajem vzdéleny stejné jako od n&jakého blizce pifbuzného rodu.

Vétev B tvofi predev8im rod Microcoleus, zastoupen druhem Microcoleus vaginatus.
Vedle ngj je umisténa Tychonema bourrellyi a n&které daldi kmeny problematickych rodi
Phormidium a Oscillatoria. Na bazi tohoto clusteru se nachdzeji monofyletické
Trichodesmium. Cela vétev je ale polytomickd a st€z lze zni vyéist néco jiného nez
soudrznost rodu Trichodesmium a uniformitu sekvenci u Microcoleus vaginatus. Oviem 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 nejvétdi pravdépodobnosti rovnéZz polyfyleticky. Vétsina kmenl této
vétve patfi do celedi Phormidiaceae (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988), mezi ostatnim
typické radialnim uspofdddnim thylakoidt. Opét predpokladam, Ze nékolik malo piislugnika
jinych &eledi (napt. Oscillatoria sancta PCC 7515) do této skupiny spadaji jen diky
determinaénimu omylu.

Rod Planktothrix (vétev C) tvofi jednu velkou skupinu, ktera se rozpada na druhy P.
mougeotii, P. pseudagarhii a na polytomickou vétev se zastupci P. agardhii a P. rubescens.
Od nich se odli§uje Planktothrix/Planktothricoides raciborskii. Ten také tvoii sourodou
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skupinu, nachazejici se vak v blizkosti kmenfi Microcoleus vaginatus (vétev B). Oddéleni
tohoto druhu do zvlastniho rodu Planktohtricoides bylo podle této analyzy zcela opravnéné,
Dal$im jasné vymezenym rodem je Symploca, také patiici do &eledi Phormidiaceae. Diive
byla zahmovéna do rodu Lyngbya (BOURRELY 1970a, b), pozdé&ji pak od néj byla znovu
oddélena (ANAGNOSTIDIS & ROUSSOMOUSTAKAKI, 1985). Sousedni vétev obsadilo prave
nékolik kmenti Lyngbya, dost mozné chybné uréené.

Ve vétvi C se nachézeji jest€ Oscillatoria spongeliae, symbiont moiské houby Dysidea
spp. (THACKER & STARNES 2003), a Oscillatoria corallinae. Tvofi kompaktni skupinu, ktera
se vSak nachdzi mezi vétvemi obsazenymi &eledi Phormidiaceae. Popis morfologie
Oscillatoria spongeliae se v publikaci THACKER & STARNES 2003 nevyskytuje, popsani
morfologie Oscillatoria corallinae (NELISSEN et al. 1996) neodpovidd rozméry bungk
modernfmu pojeti rodu, tedy ¢leny celé této skupiny jsou uréité chybné pojmenoviny a s
nejvetsi pravdépodobnosti spadaji pravé do Phormidiaceae.

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

Podrobny pohled na ziskany fylogeneticky strom a na sloZeni pouZitych sekvenci odhaluje
skuteénost, ze vét§ina kment patfi do &eledi Phormidiaceae a Pseudanabaenaceae, zatimco
ostatni Celedi (Borziaceae, Homeotrichaceae, Oscillatoriaceae a Schizotrichaceae podle
ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1988) nejsou zastoupeny skoro viibec (t&Zko fici které z kment
nesoucich jména rodh téchto ¢eledi tam skuteéné patii; mohly by k nim pattit i n&které
neurfené kmeny z terénnich vzork, ze kterych byly sice ziskany sekvence 16S rDNA, nebyla
vSak popsana morfologie). Napadna je roztrouenost kmentl rodt Oscillatoria, Phormidium,
Lyngbya a Leptolyngbya (kromé téch s kratkymi buiikami) po celém stromu, coZ miize byt
zpiisobeno chybnym urdenim jednotlivych kment anebo neodpovidajicimi taxonomickymi
definicemi zminénych rodi. Pii¢ina asi ¢astedné spociva v obou zminénych skuteénostech.

4.3.2. Analyza fylogenetického stromu vytvoieného metodou Maximum likelihood

Tento fylogeneticky strom byl vytvofen ze sekvenci, které zbyly po vylouceni navzajem si
velmi podobnych sekvenci a po pouziti jen jednoho zéstupce ztakovych skupin (napf.
Microcoleus vaginatus nebo jasné rody jako je Arthrospira atd.). UZ zminéna mal4 variabilita
zakryla viak skoro jakékoliv trendy. Celed® Pseudanabaenaceae tvoii jedinou vyrazngjsi
skupinu, opét se dvémi podskupinami: jedna kolem rodu Pseudanabaena, druha se zéstupci
rodu Leptolyngbya. Piestoze jinak neni patrny zadny trend mezi skupinami, vétsinou se na
konci vétvi sdruzuji kmeny s velice malo odlinymi sekvencemi a v nékterych pfipadech jsou
podporovany dost vysokymi hodnotami bootstraptt (napi. Oscillaroria sp. CYA 128/R a
Planktothrix rubescens NIVACYA 1). Pied provedenim dalSich fylogenetickych analyz je
tieba takové sekvence vylouéit, pak se snad objevi jasné&jsi obraz evoludnich vztahli mezi
vlaknitymi sinicemi na trovni §ir§ich taxonomickych skupin.
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5. Zavér

Byla prozkouména morfologie vybranych kment zfidu Oscillatoriales patficich dle
pfedchoziho uréeni do rodt Oscillatoria a Phormidium.. Byla vyizolovana jejich DNA a ze
dvou kment byl ziskdn 16S rDNA PCR produkt. Zjiiténé morfologické charakteristiky
oddéluyji zkoumané kmeny do t¥ rliznych rod@ — kmeny Phormidium animale, Growther
1459/-6, P. animale, Hindak 1967/39 a P. animale, Hindik 1963/108 patii do rodu
Phormidium, Oscillatoria sancta Koch 1970/Gétt 74.79 a Oscillatoria limosa do rodu
Oscillatoria a P. animale, Klabouchovad 1987/1 do rodu Geitlerinema. Dale byly
shromazdény viechny dostupné sekvence 16S rDNA zastupcti Oscillatoriales deldi nez 1000
bp a z nich byly vytvofeny fylogenetické stromy. Fylogenetickou analyzu viak zkomplikovala
mald variabilita mezi pouZitymi sekvencemi, nedostupnost morfologickych dat o
sekvenovanych kmenech a jejich Casté nespravné taxonomické zatazeni. Pfesto se podafilo
definovat n€kolik zakladnich vyvojovych vétvi a nastinit jejich taxonomickou validitu.
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1, 2 - Phormidium animale AG. ex GOM.,, GROWT[—!ER/1459-6
3, 4 - Phormidium animale AG. ex GOM., . HINDAK 1967/39
5, 6 - Phormidium animale AG. ex GOM., HINDAK 1963/108
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7, 8 - Phormidium animale AG. ex GOM., KLABOUCHOVA 1987/1
9, 10 - Oscillatoria sancta KUTZ. ex GOM., KOCH 1970/Gott. 74.79
11, 12 - Oscillatoria limosa
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Priloha 2A

Leptolyngbya sp. SEV5-5-6
Leptolyngbya sp. SVIMK-52
Leptolyngbya sp. SV1-MK-49
Leptolyngbya crispata. SEV1-1-C1
Leptolyngbya cirspata SEV4-3-C6
Leptolyngbya sp. SEV4-3-C2
Leptolyngbya sp. SEV4-3-C1
Leptolyngbya sp. SEV5-3-C19
Leptolyngbya sp. SEV5-3-C2
Leptolyngbya sp. SEV5-3-C28
Leptolyngbya sp. SEV5-1-C5
Leptolyngbya foveolarum Komarek 1964/112
Leptolyngbya boryana PCC 73110
Phormidium molle UTCC 77
Phormidium tenue UTCC 473
Oscillatoria sp. M-117
Phormidiwm sp. M-99
Plectonema boryanum UTEX 485
Leptolyngbya sp. CNP1-B1-4
Leptolyngbya sp. CNP1-Z1-C2
Pseudanabaena sp. PCC 7367
Phormidium sp. E 18

Oscillatoria sp. UTCC 393
Oscillatoria limnetica MR 1
Limnothrix sp. MR 18
Pseudanabaena sp. PCC 7408
Limnothrix redekei CCAP 1443/1
Limnothrix redekei NIVACYA 227
Pseudanabaena sp. PCC 6903
Pseudanabaena sp. PCC 7402
Pseudanabaena sp. PCC 6802
Phormidium mucicola M-221
Pseudanabaena sp. PCC 7403
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Phormidium sp, ETS-03

Oscillatoria terebriformis OH-93-ot
Planktothricoides raciborskii NSLA 4
Planktothricoides raciborskii NSLA 3
Planktothricoides raciborskii T1-6-2
Planktothricoides raciborskii NIES 207
Planktothricoides raciborskii INBaOR
Planktothricoides raciborskii OR1-1
Oscillatoria princeps NIVACYA 150
Oscillaroria sp. 1-24-Osc

Leptolyngbya sp. CNP1-B3-C%
Leptolynghbya sp. VRUC 135 Albertano 198
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Microcoleus steenstrupii

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Micracoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Lyngbya sp. UTCC 315

Microcoleus vaginatus

Oscillatoria sp. PCC 7112

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Micraocoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus
Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus
Microcoleus vaginatus
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Microcoleus vaginatus

Oscillatoria sp. E 17

Oscillatoria sp. Ant-G 16

Pharmidium subfuscum UTCC 474
Lyngbya sp. UTCC 296

Tychonema bourrellyi CCAP 1459/11B
Phormiditm sp. Ant-Orange
Phormidinm sp. Ant-Lunch
Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus
Microcoleus vaginatus

Microcoleus vaginatus
Oscillatoria sancta PCC 7515

Trichodesmium thiebautii puff
Trichodesmium NIBB 1067
Oscillatoria acuminata PCC 6304
Oscillatoria sp. Ant-Salz
Oscillatoria sp. Ant-Gi17
Phormidium sp. Ant-Brack-3
Pharmidium sp. Ant-Brack-2
Oscillatoria priestlvii UTCC 476
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Getiferinema sp. MBIC 10006
Getlerinema sp. PCC 7105
Getilerinema sp. PCC 7105
(sctllatoria sp. UTCC 487
Oxscillatoria taetevirens Baja-Ose-|
Oscillatoria roseaM-220

Spirnling sp. PCC 9313
Halospirulina tapeticola CCC Baja-95 C1.2
Halospiruling sp. CCC Baja-95 CL.3
Halospirulina sp. MPIS 3
Arthrospira sp. PCC 8005
Arthrespira fusiformis Ethi-B2
Arthrespira maxima Ethi-A2
Arthrospira sp. PCC 7345
Arthrospira sp. FACHB 438
Arthrospira sp. OUDQDS 6
Arthraspira sp. FACHB 439
Lynghya lieronymusii var. Hieronymusii CN4-23
Lyngbyva aestuarii PCC 7419
Lyngbya sp. PCC 7419

Planktothrix agardiii C1-17
Planktothrix agardhii NIES 595
Planktothrix agardhii NIES 594
Planktothrix agardiui 145915
Planktothrix agardhii NIES 396
Planktothrix agardhii NIES 205
Planktothrix agardiii NIES 204
Planktothrix agardhii C1-12
Planktothrix agardhii CCAP 1459/21
sellatoria sp

(scillatorta sp. CYA 126
Oscillatoria sp.

Planktothrix agardhii IAM M-244
erllatoria sp. CYA 127
Planktothrix rubescens BC-Pla 9316
Ciscillatorua sp

Ciscillatora sp

Planktothrix rubescens BC-Pla 9401
Planktothrix rubescens BC-Pla 9303
Planktothrix agardhii CCAP 1459/23
Planktothrix agardhii CCAP 145%/11A
Planktothrix rubescens NIES 610
Planktothrix agardhii CCAP 1459/16
Planktothrix rubescens CCAP 1459/22
Planktothrix rubescens NIVACYA |
Planktothrix agardhii CYA 18
Planktothrix agardhii CCAP 1459/36
Planktothrix sp. UVFP |
Planktothrix mougeotii TK5-1
Planktothrix mougeotii TK4-5
Planktothrix mougeotii TK2-4
Planktothrix mougeotii TK1-5
Planktothrix pseudagardhii T1-8-4
Plankiothrix pseudagardhii T19-6-6
Plankiothrix pseudagardhii T19-6-8
Planktothrix psendagardhii CW4-5
Osciffatoria coraflmae CJ1 SAGE.92
Oscillatoria spongeliae

Oscillatoria spongeliae

Oscillatoria spongeliae

Osctllatoria spongeliae

Oscillatoria spongeliae

Oseillatora spongeliae

Oseillatora spongeliae

Oseillatora spongelace

Oseillatoria spongelioe

Oseillatoria spongeliac

Oscillatoria spongeliae

Oscillatora spongeliace

{setllatorta spongeliae

Lynghya sp, VP 417b

Lynghya sp. NIH 309

Lyngbya sp. VP 417a

CyanoMat 32

Microcoleus sp. PCC 7420
Symploca sp. PCC 8002

Symploca sp. VP 642a

Symploca sp. VP 642b

Symploca sp. VP 642¢

Geitlerinema carotinesum AICB 37
Phormidngn snervayn UTCC 473
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Oscillatoria limnetica MR1
Pseudanabaena sp. PCC7408
7011 Limnothrix sp. MR1
Limnothriv redekei NIVA CYA 227
B34 | Phormidium sp. E18
53 L Oscillatoria sp. UTCC393
86 — Phormidium mucicola M-221
54 Pseudanabaena sp. PCC7403
Pseudanabaena sp. PCC6802
Pseudanabaena sp. PCCT367
Leptolyngbya boryana PCC73110
64 [{Plecmnema boryanum UTEX 485

59 Phormidium sp. M-99
27 Oscillatoria sp. M-117
Leptolyngbya foveolarum Komarek 1964/112
65 Leptolyngbya sp. VRUC 135 Albertano 1985/1
[ Oscillatoria sp. J-24-Osc
Phormidium gutumnale UTCC471

64 Lyngbya sp.UTCC296
80 L Tychonema bourrelivi CCAP 1459/11B
62 Phornidium subfiscum UTCC474

|68[ Oscillatoria sp. PCC 7112
Lynghya sp. UTCC313

70

57 Lyngbya sp. PCC7419

_L__ Oscillatoria sp. Ant-SOS
65 Oscillatoria neglecta M-82
UVFP2
L Oscillatoria sp.
74 LPP
61 QSSCicya
53 Plectonema sp. F3

L Phormidium sp. MBIC10002
3. Oscillatoria sp. CYA128/R

9
HPlankmthrix rubescens NIVACYAI
60 Oscillatoria sp.
81 L Planktothrix mougeotii TK4-5

Phormidium ambigutim M-71

66
35 UVFP3
Oscillatoria princeps NIVACYA150

95 ¢ Pharmidium sp. MBIC10003
62 MBIC1002
L_LPM
92  Oscillatoria priestleyii UTCC476
L Oscillatoria acuminata PCC 6304

75 Symploca sp. PCC8002
—{ = Lyngbya sp.VP417b
__80_|:_—Lyngbya sp. PCC7419
Arthrospira maxima Ethi-A2

Phormidium nurrayii UTCCATS

84 {———
Geitlerinema carotinosum AICB37

__ﬂ:f’lankmmricoides raciborskii NSLA3
Phormidium sp. ETS-05

§7—— Trichodesmium sp. NIBB 1067

L Oscillatoria sancta PCCT515

__92_:— Halomicronema excentricum TFEP1
MBIC100ABO
Planktothrix sp. UVFP1

Halospirulina tapeticola 'CCC Baja-95 Cl.2

Geitlerinema sp. PCC7105

Planktothrix sp. FP1
Leptolyngbya sp. PCCT7375
Phormidium sp. MBIC10070
Spirulina sp. PCC6313

Oscillatoria rosea M-220

Oscillatoria corallinae CY1 SAGR8.92
Microcoleus sp. PCC 7420

Phormidium autumnale UTEX1580

Nostoc sp. PCC 9709 Tree puzzle
Fischerella muscicola PCC 7414 Method: Maximum likelihood
Model of nucleotides substintion: GTR
0.1 Number of categories: 8

Discrete ganmamodel: Yes
Gamma shape parameter: 0.15
Log Lk=-15 452.91



