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1. Uvod

1.1. Pristupy k taxonomii sinic

Diverzita sinic se projevuje jejich morfologickymi, biochemickymi a fyziologickymi
vlastnostmi, které jim umoziji se piizpusobit a prezit v Sirokém spektru prostiedi. Tato
diverzita je vysledkem dlouhé evoluce. Zkamenéliny podobné sinicim byly zaznamendny
v sedimentech starych asi 3500 miliont let (SCHOPF 1993).

Stejné jako u jinych organismi jsou vlastnosti sinic fenotypovym projevem urcitého
genotypu. Tradi¢né bylo cilem systematiky analyzovat, zpracovat a uspofadat fenotypy.
Z tohoto 1sili vyplyvala snaha rekonstruovat fylogenetickou historii a stanovit piibuznost
avztahy mezi jednotlivymi organismy. Tento piistup ma nékolik objektivnich
limitaci - jednou z nich je obtizné rozliSitelnost vrozenych znakd od znakid indukovanych
Zivotnim prostfedim. Daldi je napi. rozhodnuti, zda stejny fenotyp odrazi blizkou
taxonomickou piibuznost (homologii), nebo je vysledkem konvergentni evoluce (analogie).

JelikoZ ma vétSina prokaryot jednoduchou morfologii, jejich klasifikace je zaloZena
hlavné na vlastnostech které lze zkoumat jen v €istych kulturach, napf. na fyziologickych
kritériich. Oproti tomu jsou sinice relativné velkd a komplexni skupina, u které je mozno
spoléhat i na morfologicka kritéria.

K vlastni taxonomii sinic existuji dva hlavni pfistupy: bakteriologicky (CASTENHOLZ
2001) a botanicky (GEITLER 1932, DESICACHARY 1959, STARMACH 1966). Kazdy z téchto
piistupl ma své vyhody 1 nevyhody. V posledni dobé se upfednostiiuje kombinace
obou - tzv. polyfazicky piistup (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1985, 1988, 1990,
KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1986, 1989, FLECHTNER ET AL. 2002). Syntéza té€chto pfistupt je
ale obtiZzna a dosud neexistuje jednotny nazor na jeji fungovani.

V nasledujicich kapitolach se budu vénovat jednotlivym pfistupim a kritérifim

uzivanym v taxonomii sinic.

1.1.1. Morfologicky pristup

Zikladem morfologického pfistupu jsou vlastnosti pozorovatelné a méfitelné
svételnym mikroskopem: tvar bufiky, rozméry bun€k a vlaken (pro charakterizaci taxonu je
dulezitd velikost bunék, piestoze prekryvajici se rozsahy velikosti miiZou rozliSeni taxonQ
velmi ztiZit nebo znemoZnit), zplisob déleni, polet smérd a thel déleni, tvar kolonie,
piftomnost a kvalita extracelularnich pochev a obalf, diferenciace a uspofadani bunék, tvorba
heterocyth a akinet, pohyblivost, atd.

Na zakladg téchto vlastnosti byla vytvofena taxonomicka klasifikace a bylo ureno
pies 250 druht jednobunéénych sinic (GEITLER 1932). Hlavnim problémem je znaCna
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variabilita morfologickych znaku v zévislosti na podminkéch prosttedi. Velikost bunék a plan
déleni se miZou zménit tak drasticky, Ze ur€eni druhu se stane obtiZnym ¢&i dokonce
nemoZnym (PALINSKA ET AL. 1996). Izolace sinic z jejich pfirozenych stanoviit’ do podminek
laboratornich kultur (typ a mnoZstvi svétla, salinita, mikroprvky, medium, teplota) mize mit
také dramaticky dopad na jejich bufiku a morfologii agregatt (pod mikroskopem jsou béhem
kultivace pozorovany velké zmény). Podle studie provedené na vzorcich zjednoho
antarktického jezera ukézaly kultivované vzorky také nizsi diverzitu nez pfirodni vzorky,
stejn€ jako molekularni metody odhalily daleko vétsi druhovou diverzitu nez bylo znamo
bylo odhadovano na zakladé morfologickych znak. Pfirozené vzorky se lisily
od kultivovanych jak druhovym sloZenim, tak i dominanci jednotlivych druhil a druhovou
bohatosti (TATON ET AL. 2003), coZz miize byt zptisobeno i technickymi limitacemi analyz
uzitych v jednotlivych studiich.

Jak uz bylo zminéno, ve srovndni sorigindlnim materidlem vedou zmény
kultivovanych vzorkd k fenotyplim, které by mohly byt pfidéleny kjinym druhim nebo
dokonce rodim. PALINSKA ET AL. (1996) provedla studii jejiz plivodni izolaty byly urfeny
jako riizné druhy rodu Merismopedia, po Case kultivace v laboratornich podminkach zménily
morfologii agregati a podobaly se rodu Synechocystis. Heterocytdzni Chlorogloeopsis HTF
ve studii WILMOTTE ET AL. (1992) ztratil schopnost tvofit heterocyty mutaci. To bylo
pozorovano i u jinych kment (Nostoc, Anabaena) kultivovanych po dlouhou dobu
za piitomnosti nitrath.

Dal3im piikladem je rod Microcystis. Sinicovy vodni kvét rodu Microcystis je
vaznym ekologickym a zdravotnim problémem kvili jeho schopnosti dominovat v planktonu
a produkovat toxiny, které negativné plsobi na vodni organismy i zvifata a lidi konzumujici
vodu. V celosvétovém méfitku je M. aeruginosa nejb&zngji zaznamendvanym druhem
zplisobujicim hepatotoxicitu a zapach jezer a vodnich nadrzi. Stavajici taxonomie rodu je
primarné zaloZena na morfologickych charakteristikdch (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1986).
Studie provedené na druzich Microcystis aeruginosa, Microcystis ichtyoblabe, Microcystis
novacekii, Microcystis viridis a Microcystis wesenbergii ukazaly, Ze nékteré kmeny si udrzely
zpiisob a charakteristiku tvorby kolonii stale stejnou po dobu kultivace, jiné byly variabilni
a tvofily kolonie podobné i jinym druhfim. Rozlifen{ druhi bylo mnohdy nemozné a zplsob
tvorby kolonii se ukazal jako nedostate¢ny taxonomicky znak (OTSUKA ET AL. 2000).

Morfologicky piistup zahrnuje také neodstranitelnou subjektivni slozku. Pfes mnoZzstvi
limitaci ma morfologicka analyza i znaéné vyhody. MiiZze byt stejné dobfe pouZita pro vzorky
sebrané v terénu jako pro laboratomi kultury, je praktickd a snadno pouzitelnd. Priibézna
pozorovani umoziiuji porovnani a odhadnuti pfirozenych zmén. Morfologickd analyza je také
jedina pouzitelna pro studium fosilii.
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1.1.2. Ultrastruktura

V poslednich desetiletich byla shromazdéna i ultrastrukturalni data uZitim transmisni
a scanovaci elektronové mikroskopie a poskytla novy zdroj uziteénych informaci. Nékteré
novéjsi prace (KOMAREK ET AL. 2004, KOMAREK & KaSTOvsSKY 2003) povaZzuji postaveni
thylakoidit za jeden z velmi dilezitych znakfi, ktery je nutny zahrnout mezi taxonomicka
kritéria.

Nynéjsi systém sinic je umély a vétSina tradiénich fadd (Chroococcales,
Oscillatoriales, Pleurocapsales sensu CASTENHOLZ 2001) se ukazala byt polyfyleticka.
Vladknité a kokdlni kmeny spolu tvofi monofyletické skupiny. Podle préace
KOMAREK & KASTOVSKY (2003) maji kmeny v té€chto monofyletickych vétvich viceméné
shodné postaveni thylakoidl. Z toho vyplyva, Ze molekularni i ultrastrukturalni kritéria si
navzajem odpovidaji a vztahy mezi kokalnimi a vlaknitymi sinicemi jsou mnohdy blizsi, nez
mezi vlaknitymi sinicemi navzajem a kokalnimi sinicemi navzdjem.

V jinych pracech bylo pomoci TEM zkouméno bunééné déleni (jakozto vyznamny
taxonomicky znak), vchlipovani jednotlivych wvrstev thylakoidd a dé&leni jadra
(PORTA ET AL. 2000).

1.1.3. Biochemie

Vedle morfologickych metod se velmi rozvinuly metody biochemické, zkoumajici
fyziologii bunek a jejich produkty (toxiny, mastné kyseliny, pigmenty,...). Ne v8echna tato
kritéria se ale ukdzala pouzitelnd pro taxonomii a rekonstrukei fylogeneze.

Vpraci KANE ET AL. (1997) bylo poukadzino na bliz§i pfibuznost kment
Synechococcus obsahujicich riiznd fotosynteticka barviva, nez mezi kmeny se stejnym
barvivem vzdjemné. Ani obsazena barviva nemusi tedy vzdy nutné odrazet fylogenetické
vztahy (ERNST ET AL. 2002, OTSUKA ET AL. 1998).

Pouziti rozdéleni podle rizného stupné nenasycenych mastnych kyselin vice odpovida
fylogenezi na zakladé nukleotidovych analyz, nez existujicimu déleni podle morfologie.
Dobie odrazi fylogenetickou strukturu napt. fadu Chroococcales (LITVAITIS 2002). Rozdilné
sloZzeni mastnych kyselin pfispélo také k rozdéleni rodu Synechococcus na Cyanobium
a Cyanobacterium (PORTA ET AL. 2000), které bylo piedpokladdno uz v préci
RIPPKA & COHEN-BAZIRE (1983). Kmeny s butikami men§imi nez 3 pm v priméru lze rozlisit
podle rozdilného slozeni mastnych kyselin a lipopolysacharidi i sloZeni bazi DNA.

Do stfedu zajmu ve vyzkumu sinic se dostala také produkce toxinii (OTSUKA ET AL.
1999). NEILAN ET AL. (1997) zjistili sekundarni struktura 16S rRNA a vytvorfili primery
umoZziiujici identifikaci p'cifénciélné toxickych sinic rodu Microcystis pomoci DNA
amplifikace.

Dalsi dilezité vlastnosti jsou fyziologické: napf. absorpéni spektrum in vivo,
chromatické adaptace, pfitomnost fykoerithrinu, tolerance salinity, obsah buiiky a jejich obalt

a poZzadavky na vitaminy (CASTENHOLZ & WATERBURY 1989).
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1.1.4. Ekologie, geografie

Kritéria ekologie a geografického vyskytu byvaji v taxonomii Gasto opomijena
aumnoha laboratornich kultur tyto informace chybi. Zajimavé jsou studie kment rodu
Microcystis izolovanych z riznych ¢asti svéta, kde byla sekvenéni similarita 16S rDNA az
99% (NEILAN ET AL. 1997). Rlizné kmeny rodu Nodularia jsou oproti tomu velmi rozdilné
(BOLCHET AL. 1999),

Vyznamné se ukazalo ekologické hledisko u Halothece, Euhalothece klastru kokalnich
sinic podpofeného molekularnimi analyzami. Tento klastr sdruZuje mnohdy pomérné
morfologicky vzdalené kmeny, které spojuje hlavné jejich ekologicka vlastnost — tolerance
ke zvySen¢ koncentraci soli. Toto pfizplsobeni se stidvd tedy i ddleZitym taxonomickym
znakem.

Pro ekologické studie byly vyvinuty specidlni metody i na bazi molekularnich analyz,
Jednou z nich je i DGGE/TGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis / Temperature
Gradient Gel Electrophoresis). Tyto metody jsou zaloZeny na rozdilnych teplotach tani PCR
amplifikovanych rDNA fragmenti stejné délky (rzné sekvence) a jejich sniZujici se mobilité
v polyakrylamidovém gelu obsahujicim linedrni gradient DNA denaturant (urea + formamid)
nebo linedrni teplotni gradient. Tuto mobilitu sniZuje rozpad dsDNA na ssDNA. Na gelu
vznikaji nespojité prouzky (rGzné teploty tani zpisobuje rtizné sloZeni sekvenci DNA a tim
itizné pozice na gelu), kde pocet prouzki odpovida poétu pfevladajicich druhi ve
spoleCenstvu. Identifikace druhfi se pak provadi sekvenovanim jednotlivych prouzki
a srovnani sekvenci s dostupnou databazi.

Tyto metody umoziiuji studovat zmény spoledenstva v Case, jejich sukeesi, eutrofizaci,
aktivitu jeho €lentt a pomoci specifickych primeri pro amplifikaci sinicové 16S rDNA
i diverzitu sinic v neaxenickych kulturdch (JANSE ET AL.2003).

Pomoci DGGE byla zkouména i mikroheterogenita rRNA genil (z ¢isté kultury bylo
ziskano az 10 rtznych prouzkil) coz ma dopad i na uZiti 16S rDNA - jak pro odhad
biodiverzity, tak pro fylogenetické studie (BOYER ET AL. 2001) a oligonukleotidové primery
specifické pro jednotlivé taxony. I tato metoda ma ale spoustu limitaci (MUYZER & SMALLA
1998, MUYZER 1999).

1.1.5. Molekularni pristup

Od 70. let se soustiedila pozornost na sinice pfevedené a udrzované ve sbirkach kultur
(RIPPKA ET AL. 1979). Pied 40ti lety byla zminéna poprvé myslenka, Ze evoluéni zmény jsou
zaznamenany uvniti molekularni struktury organismu a mizou byt studovany srovnavanim
sekvenci makromolekul jako jsou baze nukleovych kyselin a aminokyselin. S vyvojem
techniky a védeckého poznani se stile rozsifuji i moznosti molekularnich analyz. Molekularni
ekologické studie vyrazneé zvysily na$i schopnost objevit a urcit mikroorganismy v pfirodé.
Byly vyvinuty specialni PCR primery pro amplifikaci 16SrDNA ze sinic
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(NUBEL ET AL.1997). Pro spoustu sinic se ale pouZzivaji techniky genetické manipulace
vyvinuté pro jiné, vice studované, heterotrofni bakterie. Napi. nékteré sinice (Synechocystis
sp., Synechococcus sp., Anabaena sp., Plectonema boryanum) byly transformovany pomoci
plasmidt pro Escherichia coli. Metody pro extrakei sinicové DNA jsou velice €asoveé naroéné
a Casto druhové specifické. Spoletné maji tyto metody lyzi buné€k pomoci detergentu
doprovazenou fenolovou extrakei, kterou vznika toxicky odpad. Rozrliznénost metod podle
rodu ¢i druhd je zavisla pravdépodobné na veliké diverzité morfologickych fenotypti sinic (od
jednoduchych jednobunéénych a vldknitych forem az ke kmenim se sloZitou vétvenou
strukturou). Navic nékteré tyto mikroorganismy maji slozité povrchové struktury (,,S-layer®,
pili, fimbrie, slizové pochvy,...), které komplikuji extrakeci DNA. Problém je také s lyzi bunék
vlaknitych kment. MARLI ET AL. (2002) popsal metodu lyze bunék a ziskani DNA z nékolika
sinicovych rodt. Touto metodou lze extrahovat DNA z riiznych kment sinic za méné nez
2 hodiny bez potieby fenolové extrakece a s dostateénym ziskem pro manipulace jako je napf.
PCR.

Ziskani dat sekvenovanim je dilezZité také proto, Ze je dokazano, Ze morfologické
znaky neodrazeji pravou genetickou a fyziologickou divergenci. V taxonomii nejen sinic se
uplatiiuji hlavné nasledujici postupy a analyzy:

1.1.5.1. Srovnani procent DNA basi ("GC komplex™)

Ve studiich tohoto typu se sleduje procentudlni obsah G+C bézi, pficemz odlisny
procentuélni obsah G+C dokazuje, Ze organismy nejsou blizee piibuzné, zatimco stejné nebo
podobné obsahy G+C nefikaji o piibuznosti srovndvanych taxond viibec nic (NEILAN ET AL.
1997, ERNST ET AL. 2002).

1.1.5.2. DNA-DNA hybridizace

Pfi DNA-DNA hybridizaci se paruji homologni neznameé sekvence srovnavanych
organismi. Standardni odchylka typické parovaci hodnoty DNA-DNA hybridizace je 4-8%.
Metoda je velmi uZitetna pii srovnévani blizce pi{buznych organismi, u méné piibuznych
organismi klesd hodnota parovani velmi rychle na neinterpretovatelnou hladinu (OTSUKA ET
AL. 2001).

Na zékladé DNA-DNA hybridizace se provadi studie pro ovéfeni platnosti riznych
druht. Piikladem takové analyzy je prace OTSUKA ET AL. (2001) na nékolika druzich
Microcystis. Viechny reasociaéni hodnoty DNA-DNA hybridizace pfesahovaly mezi
M. aeruginosa a zbyvajicimi &tyfmi druhy 70%, coz postaéuje podle soucasnych kriterii pro
jejich klasifikaci do jednoho druhu. Dalsi dva druhy (Microcystis flos-aquae a Microcystis
pseudofilamentosa) mohou byt uznany podle téchto kriterii za samostatné druhy.
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1.1.5.3. Genomové sekvenovani

V genovych bankach pfibyvaji sekvence jednotlivych genfi i celé osekvenované
genomy ruznych organism@ (napf. SJIOLING & CowaN 2003, NAKAMURA ET AL. 2002).

Celkova kompozice DNA v3ak poskytuje bez informace o lokalizaci t&chto bazi v genomu jen

hruby obraz. Pro rekonstrukei fylogenetickych vztaht se pouZiva vétSinou analyza riiznych
gent, jednim z nejcasté&jSich je gen pro malou podjednotku ribosomélni RNA (16S rDNA), ale
i dalsf geny (nifH, rnpB, psbA, rpoC, rbeL, atpB, isiA, tufA, ¢'° typ sigma faktor).

1.1.5.4. Sekvenovani 16S rDNA

Geny pro ribosomalni RNA (168, 23S, 5S) a pro tRNA jsou v bakteridlni a
archebakterialni ii8i vysoce konzervované, coz je pieduréuje pro vyuZiti v evoluénich studiich
(ERNST ET AL. 2002, NEILAN ET AL. 1997, HONDA ET AL. 1999, WILMOTTE & GOLUBIC 1991).
Struktura rRNA operonid je u bakterii az na vyjimky 16S-23S-5S (GURTLER & STANISICH
1996). U vétSiny bakterii jsou tDNA geny soucasti genové rodiny umoziujici rozriznéni
operontl. Potet rRNA operont je od 1 po 10 (Bacillus subtilis). Mezi jednotlivymi kopiemi
16S genu byly detekovany rozdily v jednotlivych nukleotidech, ale 0 mnoho vétsi variabilita
byla zaznamenana ve spaceru mezi 16S a 23S rDNA (GURTLER & STANISICH 1996). Tato
variabilita je pouzivana k ur€ovani bakterii (PAYNE 2001) a k evoluénim studiim (NELISSEN
ET AL.1996, OTSUKA ET AL. 1999).

rRNA sekvenovani poskytuje vice informaci a fylogenetickych wvztazich nez
DNA-DNA hybridizace nebo samotné uréeni pofadi bazi DNA (i na vys§ich taxonomickych
urovnich). Pokud je nalezena spravna homologie sekvenci (alignment), miZe byt srovnano
velké mnozstvi kmeni, zatimco u DNA-DNA hybridizace je mozné srovnat pouze dva kmeny
najednou. Bylo odhadnuto, Ze kmeny stejného druhu musi mit alespoii 70% podobnost DNA-
DNA hybridizace.

rRNA je universdlni molekula. Podobnd struktura ve vSech Zivych organismech
poukazuje na jeji brzky vznik a relativné malé zmény od jejiho vzniku. Je dulezitd pfi
translaci, coZ ji davd nenahraditelnou funkci v bunééném cyklu. Sekundarni struktura i
nukleotidovd sekvence je velmi konzervovani. Obsahuje ¢asti konzervované piesné
v nékolika fisich a &asti, které se vyvijeji viceméné rychle. rRNA jsou v burice hojné, snadno
extrahovatelné a identifikovatelné. 16S rDNA je dlouha molekula (asi 1500 bp) umoziujici
kombinace mnoha vlastnosti s dostate¢nou statistickou hodnotou vysledk.

Principielni problémy a limitace fylogenetické analyzy 16S rDNA

Jak uZ bylo zminéno, v sinicovém genomu existuje vice kopii rRNA genu. PfestoZe
rozdily mezi rliznymi kopiemi genu jednoho genomu jsou pravdépodobné malé, je o tom jen
nedostateénd dokumentace. Pro sprdvnou analyzu je nutny vhodny alignment sekvenci
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(je nutné srovnavat homologni nukleotidy, problémem jsou adice a delece, ndkteré delece
mohou byt kompenzovany adicemi ve velmi vzdédlenych mistech genomu). Dochazi také
k mnohonasobnym a reversibilnim mutacim (je vyuZivdna korekce v poéitatovych
programech a pouzivaji se konzervované tiseky, kde nejsou tyto mutace tak ¢asté). Otazkou je
také jestli byly gapy v sekvencich deldi neZ jeden nukleotid vytvofeny jedinou adici/deleci,
nebo byla adice/delece kazdého nukleotidu samostatnou udalosti. Mé&l by se také klast diiraz
na sekundédrni strukturu RNA (WILMOTTE ET AL. 1992) (vice konzervované jsou nukleotidy
v ofku nez ve stonku sekundérni struktury, sekvenéni zmény stonku postihuji vétiinou oba
¢leny paru, méla by se tedy brat v potaz zména jen jednoho nukleotidu?). Variabilitu rRNA
pravdépodobné omezuje do jisté miry funkce ribosomu. Zpracovani fylogenetické analyzy
znesnadiiuje i velkd rychlost, kterou probihala evoluce od chvile ziskdni schopnosti
fotosyntézy a jeji nerovnomérnost (WILMOTTE & GOLUBIC 1991).

Soucasny fylogeneticky strom sinic je zaloZen na &asteénych 16S rDNA sekven¢nich
analyzach kment dostupnych v axenickych kulturach (reprezentativni vzorek pouze zlomku
piirozené diverzity sinic). U veét§iny neni znamd historie izolace a mnohdy jsou nespravné
urteny. To bylo jiZ zminéno napf. v pracech KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1989), RUDI ET AL.
(1997), LiTvAITIS (2002), WILMOTTE & GOLUBIC (1991).

K principielnim limitacim je tfeba pfipoCist i ty technické: srovndni 16S rDNA
sekvenci stejného kmene ziskanych od riznych pracovnikt se asto vzajemné lisi vice, nez
rizné kmeny mezi sebou (BITTENCOURT-OLIVEIRA ET AL. 2001).

Je-li 168 rDNA téméf totoZna u rliznych fenotypil, je nepouzitelna na subgenerické
urovni a je nutno najit vice variabilni oblast genomu, ktera lépe objasni fylogenezi (napf. ITS
nebo RFLP (restriction fragment lenght polymorphism), také c- phycocyanin geny (cpcB
a CPCA) a cpcBA-IGS (intergenic spacer) mlize poskytnout dostate¢nou variabilitu a slouzi
k rozliSeni genotypt uvnitf rodli (BITTENCOURT-OLIVEIRA ET AL. 2001).

1.1.5.5. ITS (Internal Transcribed Spacer)

Data z 16S rDNA sekvence nejsou dostatecnd pro rozlieni druhd a proto nejsou
vhodna ani pro studium niZ§ich taxonomickych Grovni (FOX ET AL.1992, GARY ET AL. 1999).
Vysledkem tohoto poznani byl ndarGst vyuZivani vice variabilni 16S - 23S ITS
(GURTLER & STANISICH 1996, BOYER ET AL. 2002, OTSUKA ET AL. 1999). Predpoklada se, Ze
ITS region oddélujici 16S a 23S sekvence rDNA operonu miiZze byt velmi uZiteCny pro
rozliSeni jemnéjSich stupiii systematiky. Konfigurace ITS odrazi vys§i stupeil
fylogenetického clenéni. Bylo zjisténo, Ze 3 spacerové bloky jsou vysoce konzervované,
zatimco jiné jsou velmi variabilni, V nékterych regionech ITS se vyskytuji geny pro tRNA
(0,1 nebo 2) pro Ala, Glu, Ile (BoYER 2001).

Data zITS sekvenci podporuji i teorii vzniku plastidi endosymbiotickou teorii
z jednoho spoleéného piedka (vSechny plastidy kromé vyjimky nalezené u dvou parazitickych
rostlin maji 16S — 23S ITS obsahujici 2 tRNA sekvence (pro Ile a Ala) (BOYER 2001). Nékde

"



Polyfazicky pristup k taxonomii sinic fadu Chroococcales

dochézi ke zmnoZeni A a T. Predpokladé se, Ze tento model ukazuje zplisob rekombinace
aexpanze AT v mezigenovych ISR (Internal Spacer Region). Tento proces reprezentuje
zékladni mechanismus spoleéné evoluce bakterialnich ISR (GURTLER 1999).

1.1.5.6. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Jedna se o dalsi metodu vyuZivajici PCR a separaci gelovou elektroforézou. RAPD
fragmenty DNA jsou amplifikovany uZitim kratkych (cca 10 bp) ndhodnych syntetickych
primert (stejny "forward" i "backward") amplifikujici ze 3- 10 genomovych mist najednou
fragmenty o délce 0,5-5kb. Polymorfismus je detekovdn na gelu pfitomnosti nebo
nepiftomnosti prouzki piisluiné velikosti (WILLIAMS ET AL. 1990).

Metoda ma vyhody v nizkych poZzadavcich na mnoZstvi DNA, nespecifiCnosti
primeru, nizké ceng, ndhodné a pogetné distribuci RAPD mist v genomu. Nevyhodou je mimo
jiné poticba velmi &isté DNA, nizkd reprodukovatelnost a fakt, Ze prouzky na gelu
neodpovidaji lokustim alel a Ze fragmenty stejné velikosti nemusi byt homologni. Metoda je
vyuzitelna pro identifikaci taxonii, posouzeni ptibuznosti a analyzovani smichanych vzorkd
genomu (HADRYS ET AL. 1992).

Polymorfismu PCR amplifikovanych produkti riiznych ¢ésti genomu (RFLP) se
vyuziva i v dalgich studiich (LU ET AL. 1997)

1.1.6. Polyfazicky pristup k taxonomii sinic

Molekularni metody oteviely cestu k zhodnoceni genetické informace, piesto se brzo
ukézalo, Ze 7adna z nich neni univerzalnim fefenim moderni taxonomie a kazdy metodicky
pokrok piinesl i nova zkresleni reality a artefakty. Je tedy nutno je dopliiovat o tradicni
morfologické charakteristiky (WILMOTTE & GoLUBIC 1991).

V posledni dobg& jsou zpracovéavany hlavné studie na zéklad€ polyfazického pristupu
zahrnujici jak tradiéni metody, tak studium biochemie, ultrastruktury, ekologie a moderni
molekularni metody (napf. ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1985, 1983, 1990,
KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1986, 1989, FLECHTNER ET AL. 2002, GARY ET AL. 1999,
MARGHERI ET AL. 2003, RAEID ET AL. 2002, LoKMER 2004, CASAMATTA ET AL. 2005,
RAJANIEMI ET AL. 2005). Pfedpokladd se, Ze vSechny vysledky kombinovaného piistupu
podepiou taxonomii na zdkladé morfologickych a lehce testovatelnych kritériich.

1.2. Taxonomie sinic

Po mnoho let byla taxonomie sinic zaloZena na morfologické variabilité (GEITLER
1932) &mz bylo pojmenovano pfiblizng 1500 druhti v 150 rodech a stle se nachdzeji a uréuji
nové (FLECHTNER ET AL. 2002).

PH rozpracovani systému podle (GEITLER 1932) byla Cyanobacteria rozdé€lena na
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jednobunééné kokdlni formy (Chroococcales), na jednoduché vldknité formy (Oscillatoriales),
vldknité formy schopné tvofit heterocyty a akinety (Nostocales) a na vldknité formy
s heterocyty a akinetami, které jsou schopné se pravé vétvit (Stigonematales)
(ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 1985, 1988, 1990, KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1986, 1989).

Jednou z dal3ich klasifikaci byla Drouetova (DROUET 1981): jeji autor sloucil viechny
sinice na zakladé ekofyziologickych kriterii pouze do deviti rodi. Zakladni mySlenkou byl
maly pocet genotypl, které se projevuji riznymi fenotypy v zavislosti na rfiznych
podminkach prostiedi (to bylo oste kritizovano ze strany klasickych taxonomti i genetickych
studif).

Bakteriologicky pfistup (CASTENHOLZ 2001) uplatfioval hlavné metody molekularni
biologie. Mohl tedy pracovat pouze s laboratornimi kulturami sinic a tento pfistup tedy

nepostihoval celou diverzitu. Rozeznaval pouze 61 rodu sinic.

RIPPKA ET AL. (1979) publikovali taxonomii sinic na zakladé¢ fyziologickych,
morfologickych a genetickych kriterii. Cyanobacteria byla rozdélena do péti sekci hrubé
odpovidajicich ptivodnimu délenf (napf. Chroococcales odpovida sekei I atp. :

Sekece I jednobunééné sinice mnozici se binarnim délenim nebo pucenim
sekce II: jednobunééné sinice mnozici se délenim na vice dcefinych bunék
sekce III: vlaknité sinice netvorici heterocyty s jednou rovinou déleni

sekce TV: vldknité sinice tvotici heterocyty s jednou rovinou déleni

sekce V: vldknité sinice tvofici heterocyty s vice nez jednou rovinou déleni.

Jako 3estd sekce byvaji uznavany Prochlorales (CASTENHOLZ & WATERBURY 1989).
Prochlorales jsou prokaryotni oxygenni fototrofni organismy, které maji (stejn€ jako vySSi
rostliny, fasy a euglenoidi) chloroplasty obsahujici chlorofyl b misto fykobilinoproteini. Diky
pfitomnosti chlorofylu 4 byly potencidlnimi kandidaty na endosymbionty, z kterych vznikly
zelené chloroplasty (LiTvalTis 2002). Vysledky srovnani sekvenci 16S rDNA prokazaly,
7e Prochlorophyta jsou polyfyletickd skupina uvnitf sinic a naznacuji, Ze Zadny z dosud
znamych druhti Prochlorales neni pfimo piibuzny k chloroplastim.

Ptedpoklads se, Ze fenotyp fykobilisom-/chlorofyl b+ vznikl de novo minimalné tiikrat
(1x jako predchiidce chloroplasti, 1-2x jako piedchiidce organismd Prochloron
a Prochlorothrix)(URBACH ET AL. 1992). Parafyletické rozdéleni fiSe Prochlorophyta muZe
tedy odrazet konvergentni evoluci fotosyntetického systému uzivajiciho chlorofyl @ a 5. Podle
16S rDNA analyz patii Prochlorales mezi Cyanobacteria, zatimco nukleotidové sekvence
psbA genu poukazuji na pifbuznost k zelenym chloroplastim (MORDEN & GOLDEN 1989).

Molekulami studie nejen fadu Prochlorales potvrzuji, Ze dosavadni systém sinic je
umé&ly. Nékteré skupiny klasickych systémi se v3ak s molekularnimi studiemi shoduji:
napi. monofylie sinic tvoticich heterocyty je podporovana i analyzou genli pro nitrogendzu
(nifH) (ZEHR ET AL. 1997), RNA genu pro RNéazu P (rnpB) (VIoQUE 1997), fotosystém II
DI protein genu (psbA) (MORDEN & GOLDEN 1989) a genu pro DNA dependentni RNA
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polymerazu (rpoC) (PALENIK & SwiIFT 1996). Tyto geny silné podporuji evoluci vzniku
heterocytt jako jednu udalost po oddéleni této vétve.

Dale se pro rekonstrukci evoluce pouziva napf. gen pro velkou podjednotku
ribuloso-1,5-bisphosphate karboxylazw/oxygenazu (rbcL) (DELWICHE & PALMER 1996),
gen pro beta podjednotku ATPazy (atpB) (DOUGLAS & MURPHY 1994), isiA(LA ROCHE ET
AL. 1996), elonga¢ni faktor Tu (tufA) (DELWICHE ET AL. 1995) a g typ sigma faktorli
(GRUBER & BRYANT 1992).

WILMOTTE & GOLUBIC (1991) sestavili podle 16S rDNA 10 monofyletickych skupin
(ne vZdy se to viak shodovalo s jinymi fylogenetickymi analyzami).

Fylogeneticky strom podle GIOVANNONI ET AL. (1988) rozdéluje 10 hlavnich
vyvojovych linii (z nich 2 obsahuji pouze kokdlni kmeny, 6 vétvi je pouze vlaknitych
a 2 obsahuji jak kokalni, tak vlaknité formy sinic).

Hranice mezi jednobunéénou a vlaknitou organizaci neni vZdy ostra.
Napt. Synechococcus sp. PCC6301 je schopen tvofit kratka vldkna do délky 9 bungk, stejné
jako nékteré jiné sinice po plsobeni mutagent. Vlaknity kmen Pseudanabaena se naopak
miZe stat jednobunéénym (WILMOTTE & GOLUBIC 1991). Jestli se dcefinné buiiky po déleni
separuji nebo ne, zalezi patrné jen na malé genetické zménég, ev. dokonce na zméné
ekologickych podminek.

Prace HONDA ET AL. (1999) ustanovila 7 hlavnich evoluénich linii sinic (zahrnuta
i Prochlorophyta), které jsou stabilni pii vSech pouZitych metodadch (maximum-likelihood,
neighbor-joining: homogenni nebo heterogenni model) a shoduji se i1 s fylogenetickymi
vztahy zaloZenymi na jinych genech (napf. psbA, rbcL, rmpB, rpoC, tufA). I kdyz se nékteré
fenotypové a genotypové vlastnosti vyskytuji paralelné v nékolika liniich, uvnitf jedné linie si
nikdy neodporuji. Rod Synechococcus byl rozdélen do 3 linii, coZ poukazuje na samostatnou
evoluci riiznymi sméry a potfebu reklasifikace do samostatnych taxonomickych jednotek.
Morfologickd kriteria se u tohoto rodu ukazala nedostatend a parafyletiénost rodu byla
dokdzana v mnoha molekularné  fylogenetickych  publikacich  (TURNER 1997,
WILMOTTE & GOLUBIC 1991, ERNST ET AL. 2002, PORTA ET AL. 2000, HONDA ET AL.1999).
Navic tvoii Synechococcus spolu s vlaknitymi sinicemi monofyletické skupiny ve dvou liniich
podlozené vysokou statistickou konfidenéni hodnotou (80 az 100%) coZ pravdépodobné
odrazi konvergentni vyvoj mnohobunééné organizace.

Dalsi vyznamnou fylogenetickou praci publikovali TURNER ET AL. (1997). PouZili
riizné modely rekonstrukce evoluce a na zdkladé€ jejich analyzy bylo podpofeno hluboké
vétveni kmenti Pseudanabaena a Gloeobacter violaceus a monofylie heterocytdznich sinic.
Rody Synechococcus a Lepiolyngbya byly shledédny polyfyletické a nékolik dalsich kmenil
parafyletickeé.
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1.3. Cile prace

Z predchazejici reSerSe vyplyva, Ze kokalni typy sinic jsou ¢asto mnohem vice
piibuzné k vlaknitym kmenim neZ mezi sebou vzdjemné. Typ thylakoidd a jejich umisténi
vbuiice je vice ¢i méné ve shodé sklastry vzniklymi sekvenovianim (KOMAREK
& KASTOVSKY 2003). Nékteré z téchto klastri obsahuji kokalni 1 vlaknité typy. Heterocytdzni
sinice (Nostocales, Stigonematales) maji velmi podobnou ultrastrukturu a tvofi
1 monofyletickou skupinu. Oproti tomu ostatni vlaknité sinice (Oscillatoriales) jsou vice
diversifikované, obzvlasté v postaveni thylakoidi. Velky rozdil v struktufe buiky je
u kokélnich typti (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS 1998, KOMAREK 1999) klasifikovanych
tradi¢né do jednoho patrné umélého fadu Chroococcales.

Piedmétem zajmu této prace jsou kokalni sinice fadu Chroococcales:

e shromazdéni kmenti sinic fadu Chroococcales se zndmou sekvenci 16S rDNA
dostupnych ve sbirkach

o zji§téni jejich ultrastruktury (postaveni thylakoidfl) pomoci transmisni elektronové
mikroskopie

e sestaveni fylogenetického stromu ze sekvenci 16S 1DNA  ziskanych
v GenBank of NCBI

e porovnani dat z takto vzniklého stromu s informacemi ziskanymi elektronovou
mikroskopii

e zhodnoceni teorie, Ze v rdmci stejné skupiny je shodné postaveni thylakoidl, nezavisle
na vlaknité i kokalni struktufe

e kultivace a morfologické zhodnoceni pomoci optické mikroskopie

a 1] =



Polyfazicky pristup k taxonomii sinic fadu Chroococcales

2. Material a metodika

2.1. Kmeny sinic

Kmeny byly zakoupeny ze sbirek MBIC - Japonsko (Marine Biotechnology Institute

Culture collection) a PCC — Francie (Pasteur Culture Collection). Seznam kment je v tab.1.

pznadeni kmene Jnizevsinice ~ |kultivacni medium

IMBIC 10216 Cyanobacterium sp. IBG-l 1+ ASN-IIT (10%,0bj.)

IPCC 6307 Cyanobium gracile IBG-ll

[PCC 6308 Synechocystis sp. [BG-11

PCC 6702 ISynechocystis sp. BG-11

PCC 6714 Synechocystis sp. BG-11

PCC 6803 Synechocystis sp. BG-11

PCC 6805 Synechocystis sp. BG-11

PCC 7202 |Cya11obacterium stanieri  |BG-11+ ASN-III (10%,v/v)

PCC 73106 IGloeocapsa sp. BG-11

PCC 7418 ICyanothece sp. ASN-III + Turks Island Salts (4x koncentrované) (1:1,0bj.)
PCC 7424 ICyanothece sp. BG-11

PCC 7430 (Chamaesiphon subglobosus{BG-11¢ + NaNO; (2 mM)

PCC 7941 Microcystis aeruginosa BG-11y + NaNQ; (2 mM) + NaHCO; (10 mM)

|PCC 8105 (Gloeobacter violaceus BG-11

IPCC 8305 Dactylococcopsis sp. ASN-III + Turks Island Salts (4x koncentrované) (1:1,0bj.)
IPCC 8801 ICyanoa‘hece Sp. BG-11

Tab.1. Zakoupené kmeny a media pro jejich kultivaci.

2.2. Media

Pro péstovani sinic bylo vytvofeno mncho riznych medii. JA jsem pouzivala media
doporu¢ena Pasteur Culture Collection (PCC), ze které pochazi i vétina zkoumanych kment.
PCC pouziva pouze 3 standardni media s drobnymi modifikacemi (RIPPKA ET AL. 1979).

Nejbézngjéi medium pro kultivaci sinic je BG-11, uziva se pro kmeny sladkovodni,
pldni nebo termélni a pro ty, které pochazeji z mofského prostiedi, ale nevykazuji poZzadavky
na ionty charakteristické pro mofské druhy (WATERBURY & STANIER 1981). Modifikace
BG-11, (bez nitrat) se pouziva pro dusik fixujici kmeny po pfidani roztoku sterilizovaného
NaHCOj3 (5 mM finalni koncentrace).
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Mofské kmeny (s pozadavky na Na®, CI', Mg**, Ca™) jsou péstovany hlavné na mediu
ASN-III, nebo méné €asto na mediu MN, v kterém je zakladem moiska voda doplnéna
mediem BG-11 o poloviéni koncentraci. VSechny kmeny rostouci na ASN-III mohou byt
péstovany také na MN. Pokud je doporu€eno medium MN pak na mediu ASN-III kmeny
rostou hiife.

SloZeni Turks Island Salts je: NaCl (480 mM), MgS0, 28 mM), MgCl, (27 mM),
KCl (9 mM), CaCl, (10 mM) (Merck Index Ref. 99542).

Pouzitd media jsou v tab.1.

2.3. Podminky kultivace

Kmeny se sbirek PCC a MBIC byly kultivovany ve zkumavkach v kapalnych mediich.
Kultivace je v rezimu 12 hodin svétlo/12 hodin tma pii 22°C.

2.4. Opticka mikroskopie

Fotografie byly snimany na mikroskopu Olympus BXS51 fotoaparatem
Olympus Camedia C-5050 do programu QuickPHOTO MICRO 2.0. Uprava fotografii
(kontrast, jas, ostrost) byla provedena pomoci Adobe Photoshop 5.0. Snimky byly pouzity pro

ovéfeni taxonomického zatfazeni ziskanych kment.

2.5. Transmisni elektronova mikroskopie

Vzorky byly fixovany 2,5% glutaraldehydem v 0,1 M fosfitovém pufru. Postfixace
byla provedena 2% OsOQ,4. Fixovany materidl proSel vzestupnou acetonovou odvodiiovaci
fadou (30, 50, 70, 80, 90, 95 a 100%). Poté byly vzorky postupné prosycovany nizkoviskozni
pryskyfici Spurr (SPURR 1969). Ultratenke fezy byly pfipraveny na mikrotomu Leica ultracut
UCT diamantovym noZem a byly kontrastovany uranyl acetitem a citrdtem olova. Takto
piipravené vzorky byly prohliZzeny transmisnim elektronovym mikroskopem JEOL 1010
pii urychlovacim napé&ti 80kV a snimany CCD TV kamerou Lhesa 72WA, za pouziti
softwarového programu VideoTIP of Tescan.

Fotografie byly upraveny pomoci Adobe Photoshop 5.0.

2.6. Fylogeneticka analyza

Pro fylogenetickou analyzu bylo pouZito celkem 122 sekvenci 16S tDNA ziskané
7 GenBank of NCBI. Z toho 105 sekvenci piisludelo kokélnim sinicim. K témto sekvencim
bylo pfifazeno 16 sekvenci vldknitych sinic ztaxonii u nichz je znama ultrastruktura,
nebo bylo zajimavé jejich postaveni ve vztahu ke kokélnim sinicim. Jako outgroup byl pouZit
Bacillus subtilis. PHstupova &isla k sekvencim v GenBank of NCBI jsou uvedeny v tab.2.
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Alignment byl Zpracovan programem BioEdit v7.0.4. pomoci
ClustalW Multiple alignment. Vysledny alignment byl dopracovan a zhodnocen — pozice
s gapy, nedeterminovatelné, pochybné a nejednoznaéné sekvence byly pfed analyzou
odstranény.

Fylogenetické  stromy byly zpracovany metodou Maximum Likelihood
(FELSENSTEIN 1981) v programu Phyml v2.4.1. Byl pouzit GTR model pro substituci
nukleotidl (napf. LANAVE ET AL. 1984) a provedena neparametrickd bootstrapova analyza
(100 opakovani), bylo pouzito diskrétni gamma rozdgleni se ¢tyfmi kategoriemi.

Prvni strom byl vytvofen pro viechny uvedené sekvence (obr.3). Pro ziskani vy3sich
statistickych hodnot na bazalngjich urovnich fylogenetického stromu byla analyza
zopakovédna sredukovanym pottem kmenit (obr.4). Z dobfe podpofenych skupin bylo
ponechdno pouze n&kolik zastupchi na bazi skupin a byly vyfazeny kratdi, t€zko
reprodukovatelné, sekvence. Tim se zredukoval poéet analyzovanych kmenl na 40 +
outgroup. Z t&chto sekvenci byl vytvofen novy alignment a sestaven novy fylogeneticky
strom metodou Maximum likelihood.

Treti fylogeneticky strom byl vytvofen ze sekvenci 16S rDNA pro kmeny u kterych je
znama ultrastruktura a byl doplnén o schémata postaveni thylakoid® t€chto kment (obr.6).
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cokalni sir e lhs067575 Gloeocapsa sp. KO38CUB
IAF497567 Aphanocapsa feldmani IABOG7578 Gloeocapsa sp. KQ20B5
IAB116658 Aphanothece sacrum IABOG7579 Gloeocapsa sp. KO30D1
AJ000721 Aphanothece sp. ATCC 43922 ABOG7576 Gloeothece sp. SK40
IAB058249 Cyanobacterium sp. MBIC10216 IABOB7577 Gloeothece sp. KO11DG
F132782 Cyanobacterium stanieri |PCC7202 IABO67580 Gloeothece sp. KOB8DGA

AY172837 Cyanobium sp. IAY422695 Gloeothece sp.

AY183115 Cyanobium sp. LBO3 JAJ000724 Halothece sp. MP1 86P605
AY 183114 Cyanobium sp. Y0011 AY 170472 Chamaesiphon subglobosus|PCC 7430
282_775 Cyanothece e_ieruginosa NIVA/ICYA 258/28AJ344558 Chroococcidiopsis cubana |SAG 39.79
AF132032 Cyanothece sp. PCC 7424 AJ344553 Chroococcidiopsis sp. SAG 2024
AF296872 Cyanothece sp. . PCC 7418 AJ344554 Chroococcidiopsis sp. SAG 2025
IAF132771 Cyanothece sp. ATCC 51142 AJ344552 Chroococcidiopsis sp. SAG 2023
J.A8067581 Cyanothece sp. SKTU126 AJ344555 Chroococcidiopsis sp. SAG 2026
AF296873 Cyanothece sp. PCC 8801 IAB074506 Chroococcidiopsis sp. PCC7431
AJO00T11 Déctylococcopsis sp. PCC 8305 Y422693 Chroococcidiopsis sp. Bad Sachsa
IAB058199 Dermocarpa sp. MBIC10001 AB039004 Chroococcidiopsis sp. PCCB712
IAB058202 Dermocarpa sp. MBIC10004 AJ344556 Chroococcidiopsis sp. CCMP1489
IAB058218 Dermocarpa sp. MBIC10056 AJB21832 Chroococcus submarinus  |kopara-BM
IAB058284 Dermocarpa sp. MBIC10765 AJ621836 Johannesbaptistia pellucida |kopara-GC
IAB058285 Dermocarpa sp. MBIC10766 X94705 Merismopedia glauca B1448-1
JABOSSZB? Dermocarpa sp. MBIC10768 IAJ133171 Microcystis aeruginosa PCC 7941
782777 Dermocarpa violacea PCC7301 DB89036 Microcystis holsatica

AJ344559 Dermocarpella incrassata|SAG 29.84 40336 Microcystis holsatica NIES43
AJ000709 Euhalothece sp. MPI 95AH10 AB035550 Microcystis ichtyoblabe

AJO00710 Euhalothece sp. MP1 95AH13 IAB012326 Microcystis sp. 4A3
IAJ000712 Euhalothece sp. MPI 96N303 ABQ12329 Microcystis sp. T1-4
JAJ000713 Euhalothece sp. __|MP1 96N304 AB012330 Microcystis sp. T17-1
AF132791 Gloeobacter PCC8105 AB012327 Microcystis sp. 4B3
INC_005125 Gloeobacter violaceus  [PCC7421 U66194 Microcystis sp. KND9506
ABDBQDC}O Gloeocapsa 158073106 JAM 33174 Microcystis wesenbergii NIES 104

Tab.2. Piistupové kody v GenBank of NCBI pro 16S rDNA vdech pouzitych kment
pro fylogenetickou analyzu. Barevné jsou odliSeny zakoupené kmeny u kterych byla
zjistovana ultrastruktura.
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AJ344562 Myxosarcina sp. PCC 7325 IAF448080 Synechococcus sp. PCC 7502
IAJ344561 Myxosarcina sp. PCC7312 AF448081 Synechococcus sp. PCC 6312
J344564 Pleurocapsa minor SAG 4.99 AF132930 Synechococcus sp. PCC 7942
IABO39007 Pleurocapsa sp. PCC7327 IAB039001 Synechocystis PCCB308
ABO74511 Pleurocapsa sp- PCC 7314 §AB041938 Synechocystis PCCB702
IAB039006 Pleurocapsa sp. PCC7319 'ABO41 937 Synechocystis PCCB714
IX78681 Pleurocapsa sp. IABO415938 Synechocystis PCCB805
AJ621833 Rhabdoderma cf. rubrum |kopara-CH IAY224195 Synechocystis sp. PCC 6803
AB039003 Stanieria cyanosphaera AB011380 Synechocystis trididemni
Uncultured Myxosarcina
IAB039009 Stanieria sp. PCC7301 AY500108 sp.
AFD01477 Synechococcus PCC6307 AF132783 Xenococcus sp. PCC7305
Synechococcus
1782780 leopoliensis PCC 6301 AB074510 _ Xeqocqccuws__s_p.‘ PCC 730_’(’
JA Synechococcus L O I
F317076 rubescens laknite sinice.
IAB015058 Synechococcus sp. PCC7001 IAF317629 Anabaena sp. PCC 7108
Aphanizomenon cf. flos-

AB015059 Synechococcus sp. PCC7003 AJ293128 aquae PMC9501
IAB015060 Synechococcus sp. PCC7117 X84810 Leptolyngbya horyanum

IABO 15061 Synechococcus sp. PCC73108  JAY239599 Leptolyngbya crispata SEV1-1-C1
IABO15062 Synechococcus sp. PCC7335 AY239594 Leptolyngbya sp. SEV5-1-C5
IAF216942 Synechococcus sp. PCCGB716 [AY239591 Leptolyngbya sp. SEV5-5-C6
AF216943 Synechococcus sp. PCC6717 AB039011 Leptolyngbya sp. PCC7375
IAF216944 Synechococcus sp. PCCG904 AYS77536 Nostoc commune EV1-KKi1
JAF216945 Synechococcus sp. PCC7009 IAB003168 Oscillatoria neglecta

AF216946 Synechococcus sp. PCC7902 IAB003164 Oscillatoria rosea

AF216947 Synechococceus sp. PCC7918 IAB003167 Phormidium ambiguum

AF216948 Synechococcus sp. PCC7920 JABDSBZDO Phormidium sp. MBIC10002
IAF216949 Synechococcus sp. PCC7943 IA8003169 Phormidium sp.

AF216950 Synechococcus sp. PCC9005 IAB035017 Pseudanabaena sp. PCC6903
IAF448071 Synechococcus sp. PCC 8916 IAB039019 Pseudanabaena sp. PCC7403
JAF448072 Synechococcus sp. PCC 8966 )ﬁ(_?'5045 S Spirulina sp.__ __|PCCB313
AF448076 Synechococcus sp. Pcceso7 oGl ‘ B
IAF448077 Synechococcus sp. PCC 8806 IAF233579 Bacillus subtilis

IAF448078 Synechococcus sp. PCC 7336

Tab.2. - pokratovani. Piistupové kddy v GenBank of NCBI pro 16S rDNA vSech pouZitych
kmenl pro fylogenetickou analyzu. Barevné jsou odlideny zakoupené kmeny u kterych
byla zjistovana ultrastruktura.
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3. Vysledky

3.1. Opticka mikroskopie

Jak jiz bylo zmin&no, samotna morfologie sinic je pro identifikaci nedostateéna. Proto

byla optickd mikroskopie pouzita pouze pro zji§t€ni pfipadnych nesrovnalosti. U nékterych

kmenil byla zji§téna ztrata charakteristickych determinaénich znakd, zejména tvaru kolonie

(rod Microcystis sp., Chamaesiphon subglobosus). Vyrazné rozdily od druhu ke kterému byl

kmen pfifazen byly viak zaznamenany pouze u Cyanobacterium sp. MBIC10216. Tyto

rozdily dokumentuje i obr.5 v kapitole 4.1.8. (fotografie kmene ziskana z internetovych

stranek MBIC a fotografie zakoupeného kmene) a byly potvrzeny i transmisni elektronovou

mikroskopii.

Ostatni fotografie kmenfi kokalnich sinic z optického mikroskopu jsou piiloZeny

pouze dokumentaéné na CD.

3.2. Transmisni elektronova mikroskopie

Postaveni thylakoid® zkoumanych kmenti:

Cyanobacterium sp. MBIC10216 — parietalni thylakoidy

Synechococcus sp. PCC6307 — parietalni thylakoidy

Synechocystis sp. PCC6308 — paralelni thylakoidy v celém objemu buiiky
Synechocystis sp. PCC6702 — parietalni thylakoidy

Synechocystis sp. PCC6714 — parietdlni thylakoidy

Synechocystis sp. PCC6803 — parietalni thylakoidy

Synechocystis sp. PCC6805 — parietalni thylakoidy

Cyanobacterium stanieri PCC7202 — paralelni thylakoidy

Cyanothece sp. PCC7418 — parietdlng orientované zvinéné svazky thylakoidil
Microcystis aeruginosa PCC7941 — kratké, rovnob&ziné thylakoidy, ve svaze€cich
kolmych k plazmatické membrané

Dactylococcopsis sp. PCC8305 — parietalng orientované zvlnéné svazky thylakoidd
Cyanothece sp. PCC8801 — tvofi mensi pocet paralelnich svazkii thylakoidii, nékdy
mimé zvinéné

Gloeobacter violaceus PCC8105 — nema thylakoidy

Gloeocapsa sp. PCC73106 — kratké zvInéné thylakoidy ve svazeéeich

Chamaesiphon subglobosus PCC7430 — postaveni thylakoidd tohoto kmene je zavislé
na zptisobu jeho rozmnoZovani — puceni, v mistech oddéleni novych bunék konci
thylakoidy u povrchovych membréan a tim je narusen plivodné mozna parietdlni raz,

u nékterych bunék je prechod az k radialnim thylakoiddm
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Polyfazicky pFistup k taxonomii sinic fadu Chroococcales

Schémata postaveni thylakoidil jsou zndzornény v ramci fylogenetického stromu na obr. 3
a obr.6. Fotografie zhotovené pomoci transmisni elektronové mikroskopie jsou na obr. 1
a obr.2 a ostatni jsou pfiloZeny na CD.

Obr.1. Fotografie ultratenkych Fez( sinicemi zhotovené pomoci TEM. A. Cyanothece sp.
PCC7424, B. Synechocystis sp. PCC 6702, C. Synechocystis sp. PCC6308,
D. Gloeocapsa sp. PCC73106.
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500 nm

Obr.2. Fotografie ultratenkych  tezli  sinicemi  zhotovené pomoci  TEM.
A. Cyanobacterium stanieri PCC7202, B. Chamaesiphon subglobosus PCC7430,
C. Cyanobacterium sp. MBIC10216.

3.3. Fylogeneticka analyza (Maximum Likelihood)

Fylogeneticky strom na obr.3 je vysledkem analyzy sekvenci 168 rDNA kokalnich
a nékolika vlaknitych sinic. Byl sestaven metodou Maximum Likelihood.
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Obr.3. Fylogeneticky strom sestaveny metodou Maximum Likelihood. Zndazornény jsou
pouze bootstrapové podpory nad 50. Hvézdi¢ky oznacuji kmeny zkoumané v této praci

u kterych je schematicky znézorn&né postaveni thylakoidd. Ramecky zndzorfiuji skupiny

popisované v textu pod uvedenymi Cisly. Vykfiénikem je oznaceno schéma postaveni
thylakoidd kmene MBIC 10216, které podle této préce nepfislusi k uvedene sekvenci
16S rDNA.
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3.3.1. Outgroup a kmeny brzo se odvétvujici
(Bacillus subtilis, Gloeobacter sp. PCC7421, Gloeobacter violaceus PCC8105)

Jako outgroup byl pro analyzy pouzit Bacilius subtilis a zakofenéni stromu ukazalo
brzké odStépeni kment rodu Gloeobacter. Tento rod se vyznaduje fadou unikéatnich znak®
(napf. nepfitomnost thylakoidl a fykobilisomt). Bazalni postaveni rodu Gloeobacter v ramci
sinic je uzndno v soucasnych fylogenetickych pracech a cGasto je tento rod pouzit jako
»outgroup® pit sestavovani fylogenetickych vztahti pro Cyanobacteria (napf. TURNER 1997,
HONDA ET AL. 1999).

3.3.2. Skupina 1 (Synechococcus)
(Synechococcus sp. PCC6312, Synechococcus sp. PCC6717, Synechococcus sp. PCC6716)

Do této skupiny spadaji tii zdstupci rodu Synechococcus. Ve fylogenetickém schématu
na obr.3 se zastupci rodu Synechococcus rozélenili minimalné na 3 velké vétve
(skupina 1,2, 8) a nékolik kmenid se vyskytuje i na dal§ich nezavislych mistech
fylogenetického stromu, coZ ukazuje na polyfyleti¢nost tohoto rodu.

Polyfylie rodu Synechococcus byla publikovdna uZ v mnoha pracich (napf. TURNER
1997, WILMOTTE & GOLUBIC 1991, ERNST ET AL. 2002, PORTA ET AL. 2000,
HONDA ET AL.1999). U tohoto rodu se ukéazaly klasické metody uréovani jako nedostateéné a
s pomoci molekuldrni biologie byl rozélenén na rody Synechococcus, Cyanobium,
Cyanobacterium a Cyanothece (RIPPKA & COHEN-BAZIRE 1983).

Skupiny vzniklé analyzou 16S rDNA podporuji i udaje o rozmérech bunék ziskané
o kmenech z PCC. Jednoznacné se vy€lenila skupina 2 (rozméry buniky 0,8-1,2 pm), zatimco
skupina 1 ma rozméry buiiky 1,2-1,5 pm a skupina 8 ma rozméry buriky 1,2-2 pm.

Vnitin{ vztahy skupiny 1 jsou podpofeny 100 % bootstrapem, oproti tomu postaveni
celé skupiny neni ptili§ statisticky podpofeno a napf. na obr.4 se na této bazalni tirovni vétvi
diive Synechococcus sp. PCC7336.

O postaveni thylakoidd v této skupiné jsem nenasla Zadné zdznamy.

3.3.3. Skupina 2 (Synechococcus, Cyanobium)

(Aphanocapsa feldmani, Cyanobium sp., Cyanobium sp. Y0011, Cyanobium sp. LB03,
Synechococcus sp. PCC9005, Synechococcus sp. PCC7001, Synechococcus sp. PCC7920,
Synechococcus sp. PCC8966, Synechococcus sp. PCC8916, Synechococcus sp. PCC7918,
Synechococcus sp. PCC7009, Synechococcus sp. PCC6904, Synechococcus sp. PCC6307,
Synechococcus sp. PCC7943, Synechococcus sp. PCC7942, Microcystis holsatica NIES43,
Synechococcus rubescens, Synechococcus leopoliensis PCC6301,)

Tato skupina je velmi koherentni. Obsahuje kmen Aphanocapsa feldmani a Fadu
kment rodu Syrechococcus a Cyanobium.
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Skupina 2 je rozd€lena na dve vétve, které jsou podpofené 96% bootstrapem a navic je
lze zdlvodnit 1 rozméry bunék (vétev obsahujici kmeny PCC6301, PCC7943 a PCC7942 ma
rozméry 1-1,2 pm, zatimeco druhd vétev ma rozméry pouze 0,8-1 pm).

Z mé prace je znamé parietdlni postaveni thylakoidd u kmene PCC6307 (fotografie viz
CD, schéma na obr3 a obr.6). Vliteratufe jsem mnalezla snimky kmene
Synechococcus sp. PCC7942  (NITTA ET AL. 2005) a Synechococcus leopoliensis
PCC6301(BAULINA ET AL. 2004). Oba tyto kmeny maji také parietalni postaveni thylakoidd.

3.3.4. Skupina 3 (Chroococcidiopsis)

(Chroococcidiopsis sp. SAG2024, Chroococcidiopsis sp. SAG 2025, Chroococcidiopsis sp.
PCC7431, Chroococcidiopsis cubana SAG39.79, Chroococcidiopsis sp. ,Bad Sachsa’,
Chroococcidiopsis sp. SAG2026, Chroococcidiopsis sp. SAG 2023)

Rod Chroococcidiopsis je tradiéné fazen do fadu Pleurocapsales, ktery byl dlouho
uznavany jako monofyleticky (napi. GIOVANNONI ET AL.1988, WILMOTTE & GOLUBIC 1991).
V téchto studiich v3ak bylo pouZito jen nékolik malo kment a hlavnim divodem pro
monofyleti¢nost byl piedpoklad jediného vzniku tvorby baeocytl. Polyfylie byla uznina
vroce 2001 (ISHIDA ET AL. 2001). Pleurocapsales se rozpadaji minimalné na tii linie. Prvni
z nich, podpofenou vysokym bootstrapem, jsou zéastupci rodu Chroococcidiopsis, ktery je
uvadény jako sesterska skupina k sinicim tvofiei heterocyty (FEWER ET AL. 2002).

Postaveni thylakoidd zastupcl skupiny 3 je vice podobné thylakoidim
heterocytéznich sinic, neZ dalS$im kokalnim sinicim, to je podpofeno i jejich blizkym
pfibuzenskym vztahem (FEWER ET AL. 2002). Rod Chroococcidiopsis mé thylakoidy
v kratkych svazecceich s naznakem radialniho sméru (KOMAREK & KASTOVSKY 2003).

3.3.5. Skupina 4 (Nostocales)
(Anabaena sp. PCCT7108, Aphanizomenon cf. flos-aquae PMC9501, Nostoc commune

EV1-KK1)

Monofyleti¢nost skupiny sinic vytvéiejicich heterocyty (Stigonematales a Nostocales)
je podpofena vSemi pracemi publikovanymi na toto téma a skupina je uznana za pfirozenou
i z pohledu molekularni biologie. Proto byly pro analyzu pouZity pouze tii sekvence zastupcii
Nostocales. Postaveni thylakoidld heterocytdéznich sinic je viceméné u vSech shodné:
thylakoidy jsou wvlnité, vétSinou koncentrované v perifernich oblastech, jejich hustota
a distribuce zévisi (stejné jako u vSech sinic) na kvalité a mnoZstvi dopadajiciho svétla
(KOMAREK & KASTOVSKY 2003).

Jako nejbliz§i rod k heterocytéznim sinicim je fazen rod Chroococcidiopsis tvotici
bacocyty (FEWER ET AL. 2002), tato domnénka je podpoiena i podobnym uspofadanim
thylakoidd (KOMAREK & KASTOVSKY 2003).



Polyfazicky pristup k taxonomii sinic fddu Chroococcales

3.3.6. Skupina 5 (Pseudanabaena)
(Pseudanabaena sp. PCC7403, Pseudanabaena sp. PCC6903, Synechococcus sp. PCC7502,
Phormidium ambiguum )

Znamé je parietalni postaveni thylakoidu rodu Pseudanabaena
(Komarek & KaStovsky 2003), u ostatnich kmenti této skupiny pfedpokladam stejné postaveni
thylakoidi. Podle ISHIDA ET AL.(2001) tvofi rod Pseudanabaena kompaktni klastr,

3.3.7. Skupina 6 (Gloeothece, Cyanothece, Gloeocapsa)

(Aphanothece sacrum, Cyanothece sp. PCC8801, Cyanothece sp. SKTU126, Cyanothece sp.
ATCC51142, Gloeothece sp. SK40, Gloeothece sp. KO11DG, Gloeothece sp. KO68DGA,
Gloeocapsa sp. KO38CU6, Gloeocapsa sp. KO30D1, Gloeocapsa sp. KO20BS5)

Tato skupina zahrnuje 4 podobné sladkovodni rody (Aphanothece, Cyanothece,
Gloeothece, Gloeocapsa). Vztahy uvniti skupiny jsou nad ramec této prace.

Je znamé paralelni postaveni u kmene PCC8801 (tvoii mensi pocet paralelnich svazki
thylakoidl, nékdy mirné zvinéné). Podobné postaveni thylakoidl jsem nalezla v literatuie
pro kmen Cyanothece sp. ATCC51142 (SCHNEEGURT ET AL. 1997, REDDY ET AL. 1993).

3.3.8. Skupina 7 (Microcystis)

(Microcystis ichtyoblabe, Microcystis aeruginosa PCC7941,  Microcystis sp. T17-1,
Microcystis sp. 4B3, Microcystis sp. 4A3, Microcystis T1-4, Microcystis sp. KND9506,
Microcystis wesenbergii NIES104)

Microcystis je jako rod na zékladé 16S rDNA velmi dobie vymezen. Problém nastava
a7 na niz§ich nez genovych trovnich a to jak po morfologické strance (hlavné v pribéhu
kultivace, kdy se charakteristiky znaéné méni, zplsob tvorby kolonii neni dostateény
taxonomicky znak), tak po molekuldrni strince. Tento rod je evoluéné mlady a k jeho
rozriznéni dodlo v pomérné kratkém ¢Easovém intervalu. V takovém piipadé je 16S rDNA
nepouzitelna pro hlubsi analyzy a neposkytuje informace na subgenerické dUrovni,
ale umoziuje dobré vymezeni celého rodu. Ten se jevi jako monofyleticky. Problematické
jsou pouze druhy M. holsatica a M. elabens - o nichZ je ovSem jiZ dlouho zndmo, Ze nepatfi
do rodu Microcystis (viz. 4.1.3.).

RozliSeni jednotlivych druhlt rodu Microcystis je diskutabilni i na zaklad€ jinych
molekulamich technik (viz 1.1.1., 1.1.5.2.). Neékteré druhy by mohly byt na zikladé
DNA-DNA hybridizace sjednoceny (OTSUKA ET AL. 2001).

Z této prace znam postaveni thylakoidi Microcystis sp. PCC7941 (thylakoidy kratké,
vzajemné rovnobézné, ve svazeécich kolmych k plazmatické membrang). Tato ultrastruktura
odpovida publikovanému uspofadani thylakoidt u Microcystis aeruginosa PCC7005 (CANINI
ET AL. 2003).

&3
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3.3.9. Skupina 8 (Synechococcus)
(Synechococcus sp. PCC8807, Synechococcus sp. PCC7117, Synechococcus sp. PCC7003,
Synechococcus sp. PCC73109, Rhabdoderma ct. rubrum kopara-CH)

Tato skupina obsahuje dalsi zastupce polytyletického rodu Synechococcus a kmen
Rhabdoderma cf. rubrum. Nejbliz§i sesterskd vétev v této analyze je vlaknity kmen
Oscillatoria rosea, ktery opét demonstruje promichani kmentt tadli Chroococcales
a Oscillatoriales a nepfirozenost téchto taxonu.

Postaveni thylakoidii nenf znamé.

3.3.10. Skupina 9 (Synechocystis)
(Synechocystis sp. PCC6702, Synechocystis sp. PCC6803, Synechocystis sp. PCC6805,
Synechocystis sp. PCC6714, Merismopedia glauca B1448-1)

Vsichni zastupci rodu Synechocystis analyzovani v této praci se vyskytuji ve skuping 9
s vyjimkou kmene Synechocystis sp. PCC6308 a Synechocystis trididemni. Kmeny PCC6702,
PCC6803, PCC6805 a PCC6714 se vyznaduji parietalnim uspofadanim thylakoidd zatimco
kmen PCC6308 m4 jako jediny uspofadani thylakoidli paralelni. Jeho odlidné umisténi
ve fylogenetickém stromu tedy pouze potvrdilo predpoklad, Ze kmeny sjinym typem
thylakoidti netvoii monofyletické skupiny. Kmen PCC6308 se nachdzi ve spolecném klastru
s dal3imi kmeny s paralelnimi thylakoidy (viz 4.1.8.).

Kmeny Synechocystis sp. tvofi monofyletickou skupinu podpofenou 100%
bootstrapem s rodem Merismopedia, tento rod méa také parietdlni postaveni thylakoidd
(KOMAREK & KaSTovsky 2003). Jako dal$i nejbliz§i sesterska skupina z analyzovanych
kmenti se ukazala Spirulina sp. PCC6313 potvrzujici existenci monofyletickych vétvi
obsahujicich jak kokalni, tak vlaknité formy sinic (zfetelné jiZ v praci WILMOTTE & GOLUBIC
1991). Postaveni thylakoid® rodu Spirulina je parietalni (u vSech zastupcii Pseudanabaenaceae
(KOMAREK & CASLAVSKA 1991)), stejné jako dalsich zastupct skupiny 9.

V literatuie jsem si potvrdila parietalni postaveni thylakoidd kmene PCC6803 (LEE ET
AL. 2000).

3.3.11. Skupina 10 (Euhalothece, Halothece)

(Halothece sp. MPI 96P605, Euhalothece sp. MPI 96N304, MPI 96N303, Euhalothece sp.
MPI 95AH10,  Euwhalothece sp. MPI 95AHI13, Aphanothece sp. ATCC 43922,
Dactylococcopsis sp. PCC8305, Cyanothece sp. PCC6714)

Tato monofyleticka skupina sdruzuje halotolerantni jednobunééné sinice. Kmeny jsou
mnohdy morfologicky pomérné vzdalené. Hlavni spoleény znak je jejich ekologie, tedy
piizptisobeni na Zivot v prostiedi se zvySenou koncentraci soli. Velmi zajimave je, Ze se toto
ekologické pfizpfisobeni odrazi i v konzervované sekvenci pro malou podjednotku ribosomu
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aje jednim zvelmi diileZitych taxonomickych kriterii. U jinych rodt nebyva ekologické
kritérium tolik vyznamné a zastupci ¢asto Ziji ve velmi raznych podminkach.

Kmen PCC7418 ma synonymni jméno Aphanothece halophytica, coz také zdiiraziiuje
jeho halofylni vlastnosti.

Jak bylo jiZ zminéno v pracich napf. MARGHERI ET AL. (1999) a GARCIA-PICHEL ET AL.
(1998) ped 100% podpofenym Euhalothece klastrem se odvétvuje Halothece sp. Klastr je
jednoznaéné oddélen od skupiny Cyanothece, do které tyto druhy ndlezi podle
WATERBURY & RippKA (1989).

Postaveni thylakoidd je v této skupiné znamé u PCC8305 a PCC7418. Oba kmeny
maji zvinéné svazky thylakoidl uspofadané parietilné podél bun&éné stény (zvInéni je mozna
zplsobeno fyziologickym stavem bunék pfi tvorbé preparatii).

3.3.12. Skupina 11 (Pleurocapsales)

(Dermocarpella incrassata SAG 29.84, Pleurocapsa sp., Pleurocapsa sp. PCC7314,
Pleurocapsa sp. PCC7319, Pleurocapsa minor SAG 4.99, Xenococcus sp. PCC7307,
Xenococcus sp. PCC7305, Dermocarpa violacea PCC7301 (Stanieria sp. PCC7301),
Dermocarpa sp. MBIC10001, Dermocarpa sp. MBIC10004, Dermocarpa sp. MBIC10768,
Dermocarpa sp. MBIC10056, Dermocarpa sp. MBIC10766, Dermocarpa sp. MBIC10765,
Myxosarcina sp. uncultured, Myxosarcina sp. PCC7325, Myxosarcina sp. PCC7312,
Chroococcidiopsis sp. CCMP1489, Chroococcidiopsis sp. PCC6712, Xenococcus sp.
PCC7305, Stanieria cyanosphaera)

Vétsina rodii fadu Pleurocapsales, u kterych je znama sekvence 16S rDNA nalezi
do tohoto klastru. Vyjimkou je rod Chroococcidiopsis (viz 3.3.4.).

Postaveni thylakoidh zastupcl této skupiny bylo publikovano pro Chroococcidiopsis
sp. a Stanieria cyanosphaera. Thylakoidy jsou ve svazeCcich s naznakem radialniho sméru
(KOMAREK & KaSTovsky 2003). Uvedeny kmen Chroococcidiopsis mlze ale také nalezet
do skupiny 3.

3.3.13. Skupina 12 (Cyanobacterium)
(Cyanobacterium sp. MBIC10216, Cyanobacterium stanieri PCC7202, Synechocystis  sp.
PCC6308, Synechococcus sp. PCC8806)

Cyanobacterium klastr se vyzna€uje paralelnimi thylakoidy a je vysoce podpofeny
bootstrapovou hodnotou. Paralelni postaveni thylakoidi podporuje oddéleni rodu
Cyanobacterium od rodu Synechococcus. Znamé postaveni thylakoidd u ostatnich zastupct
rodu Synechococcus je parietdlni, nebo se vyskytuji v klastrech skmeny se zndmym

parietalnim postavenim thylakoidd.
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3.3.14. Kmeny nezahrnuté do vétsich klastrt

(Oscillatoria  neglecta, Synechococcus sp. PCC7336, Phormidium sp. MBIC10002,
Leptolyngbya sp. PCC7375, Synechococcus sp. PCC7335, Cyanothece aeruginosa
NIVA-CYA 258/2, Synechococcus sp. PCC7902, Chamaesiphon subglobosus PCC7430,
Leptolyngbya sp. SEV5-5-C6, Leptolyngbya boryanum, Phormidium sp., Leptolynghya sp.
SEVS5-1-C5, Leptolyngbya crispata SEV1-1-Cl, Synechocystis trididemni, Gloeothece sp.,
Cyanothece sp. PCC7424, Pleurocapsa sp. PCC7327, Oscillatoria rosea, Spirulina sp.
PCC6312, Gloeocapsa sp. PCC73106, Johannesbaptistia pellucida kopara-GD,
Chroococcus submarinus kopara-BM)

Z této prace zname postaveni thylakoidl pouze u téchto kment:
Chamaesiphon subglobosus PCC7430, Cyanothece sp. PCC7424, Gloeocapsa sp. PCC73106
(viz 3.2.).
stejné jako Pseudanabaenaceae. Phormidiaceae maji thylakoidy radidlni, nékdy zvInéné.
Oscillatoriaceae maji kratké thylakoidy nepravidelné usporfddané v celém objemu buriky,
Cyanothece aeruginosa ma radidlni postaveni thylakoidi (KOMAREK & KASTOVSKY 2003).
Rod Spirulina ma thylakoidy paralelni. Cyanothece je taxon nachazejici se na riznych
mistech fylogenetického stromu a proto lze i u zéastupcl tohoto rodu nalézt riizné typy
postaveni thylakoidi (KOMAREK ET AL. 2004). Chroococcus mé thylakoidy uspofadané
v kratkych svaze&eich nepravidelné aZ radialné (KOMAREK & KASTOVSKY 2003).

O postaveni thylakoidd ostatnich kmeni nebyly nalezeny Zadné zaznamy
(Synechocystis trididemni, Johannesbaptistia pellucida kopara-GD, Gloeothece sp.).

3.4. Vysledky metody Maximum Likelihood pro redukovany pocet
kmeni

Pro ziskani vy$Sich statistickych hodnot na bazalngjsich urovnich fylogenetického
stromu bylo ponechéano z dobfe podpofenych skupin pouze nékolik primitivnéjdich zastupct
abyly vyfazeny krat§{ t&zko reprodukovatelné sekvence. Tim se zredukoval pocet
analyzovanych kmenli na 40 + outgroup. Z téchto sekvenci byl vytvofen novy alignment
a sestaven novy fylogeneticky strom metodou Maximum Likelihood. Vysledkem je strom
na obr.4. Statisticky se ale postaveni celych skupin pfili§ nezlepSilo. U nékolika skupin se
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Obr.4. Fylogeneticky strom sestaveny metodou Maximum Likelihood. Oproti obr.3. je
zredukovan pocéet analyzovanych kmend a jsou ponechany jen primitivné&jsi zastupci
z jednotlivych skupin. Zndzornény jsou pouze bootstrapové podpory nad 50. Hvézdicky
oznacuji kmeny zkoumané v této praci. Ramecky znazorfiuji skupiny popisované v textu
pod uvedenymi cisly.
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4. Diskuse

4.1. Diskuse k fylogenetickym stromém

V dnesni dobé se véda votizce taxonomie a fylogeneze stile vice spoléha
na molekularni obory. Hlavni fylogenetické analyzy sinic jsou postavené pravé na zakladé
sekvence 16S rDNA, piestoZe jsou znamé limitace této metody. Kromé principielnich limitaci
zmin&nych v literarni refersi je nutné pfipodist i dalsi. Problémem je hlavné nereprezentativni
vzorek rodid a druhi. Idealni by bylo zpracovat viechny zndmé druhy sinic, u nich vSak zatim
nedokdzeme ziskat sekvenci 16S rDNA. Pro ziskani sekvenci je dulezité ziskat
jednodruhovou kulturu. Nékteré rody &i druhy se ale dosud nepovedlo nikomu izolovat.
Pfi praci s pfirodnimi vzorky (napf. technikou TGGE, DGGE) je sice moZné ziskat sekvenci
jednotlivych slozek vzorku (také vétsinou ne viech), ale neni moZné ji Konfrontovat
s klasickou taxonomii (morfologii, fyziologii, ekologii,...), protoze vzorek je v této fazi
reprezentovan pouze molekulami DNA v agarézovém gelu (prouzkem v uréité pozici
v tepelném & mocovinovém gradientu). Takto ziskanou sekvenci, shromaZzd'ovanou
v GenBank of NCBI pod nazvem ,environmental sample®, je moZné zakomponovat
do fylogenetického schématu na zakladé nékterého genu (tradi¢n€é gen pro 165 tRNA),
ale pokud uz predtim nebyla u tohoto rodu zndma sekvence tohoto genu (ziskana z Cisté
kultury), neni mo#né jej uréit. Takto ziskana sekvence je navic dlouha pouze kolem 500 bp.

Pokusy o pievedeni do laboratornich kultur se dé&ji hlavné u toxikologicky nebo
ekologicky vyznamnych kmend, ¢asto u hojnych druht. Usili o izolaci kmen@ tedy neni
zaméfeno rovnomérné. Proto miZeme v genovych bankach nalézt desitky polozek rodu
Synechococcus a Microcystis, ale u mnoha ostatnich rodd je poloZek minimum nebo naprosto
chybi. Jednim z pfikladi je b&zna sinice rodu Woronichia, ktera dosud nebyla vyizolovéana
do &isté kultury. U problematickych rodu jako je Chamaesiphon je znima sekvence 16S
rDNA pouze u jednoho kmene. Jeho postaveni se vramci fylogenetickych analyz riznych
praci méni a pravddpodobné je tento rod polyfyleticky. Proto by bylo tteba ziskat data
z dalgich kmenf tohoto druhu. Stejny pfipad je i u dalSich rodu.

U velkého mnoZstvi kmend pouZitych pro analyzu neni mozné ziskat vzorek ani
informace o kmenu, z kterého sekvence pochazi. To znemoZiiuje pouziti polyfazického
piistupu k problematice, ktery je nutny také vzhledem k Casté nizkeé bootstrapové podpofe

(méné neZ 50%) na niz§ich Grovnich vétveni fylogenetického stromu.
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Vypovidaci hodnota je omezena i rozdilnou délkou dostupnych sekvenci.
V nésledujici analyze je pro nékteré druhy pouZita pouze &aste€nd sekvence pro malou
podjednotku ribosomu. Tyto kmeny vétinou nebyly programem zatazeny do Zadnych vétsich
klastrd (napi. Cyanothece aeruginosa, Gloeothece sp., Johannesbaptistia pellucida,
Chroococcus submarinus), coZ je mozna zptsobeno pravé délkou analyzované sekvence.

Interpretaci vysledk znesnadfiuyje mnozstvi $patn€ urCenych kmentd, piipadné
nasledna kontaminace kment ve sbirkach, zasilanych zakazniktim (viz 4.1.8.).

Zajimavé je i signifikantng rozdilné postaveni dvou sekvenci ze stejného kmene
Microcystis holsatica NIES43 od riznych pracovniki (R. Kondo, accession number NCBI:
D89036; B.A. Neilan, accession number NCBI: U40336) viz obr.3, skupina 2. Tyto sekvence
se shoduji pouze z 89%. Rozdil byl znatelny i u sekvenci pro kmen PCC7325 ur€enych jako
Stanieria sp. PCC7301 (accession number NCBI: AB039009) nebo Dermocarpa violacea
PCC7301 (accession number NCBI: Z82777), které se shodovaly z 98%.

Diskuse k nékterym skupinim podle obr.3 a skupin uvedenych ve vysledcich:
4.1.1, Outgroup a kmeny brzo se odvétvujici

Ani v jednom z nésledujicich schémat (viz obr.3, 4, 6) se nepotvrdilo od§t€peni kmeni
vytvatejicich klastr s Pseudanabaena sp. PCC6903 diive nez rodu Gloeobacter, které
publikovali WILMOTTE & GOLUBIC (1991), GIOVANNONI ET AL. (1988) a PALINSKA ET AL.
(1996). DHv&jdi odstépeni t&chto kmenfi neni potvrzeno ani vfadé pozdgjSich praci
(napt. HONDA ET AL. 1999, TURNER 1997) a neni ani v souladu s teorii publikovanou autory
KOMAREK & KASTOVSKY (2003), ktefi piedpokladaji, ze buitka typu Gloeobacter
(bez thylakoidi) je primitivn&j§i ve fylogenezi thylakoidd neZ parietélni postaveni thylakoidi

skupiny Pseudanabaenaceae.

4.1.2. Skupina 1 (Synechococcus)

Vzhledem k vysledkim analyzy s redukovanym poétem kment (viz obr.4, kap. 3.4.),
je mozné, 7e skupina 1 je sesterskou ke skupiné &.2, spoletné by pak mohly tvofit
monofyleticky klastr rodu Synechococcus (popt. Cyanobium — viz 4.1.3.). Toto vSak neni
statisticky dokazano. Sesterskou skupinou k takto vzniklému klastru skupiny 1 a 2 jsou
vlaknité sinice rodu Leptolyngbya, Phormidium a Oscillatoria a kmen Synechococcus sp.

PCC7335 (viz obr.4). Seskupeni téchto tfi morfologicky odliSnych kmend v jednom klastru
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poukazuje jednoznaéné na $patnou identifikaci. Pfitomnost kokéalniho kmene PCC7335
v tomto klastru lze zdf@ivodnit faktem, Ze nékteré vlaknité kmeny se v kulturach rozpadaji
na jednotlivé buiiky a jejich urdeni je potom nemozné. Otdzkou tedy je, jestli tento kmen mél
pvodné jednobunéénou organizaci nebo zda se jednd o mutaci vzniklou v prib&hu kultivace.
Dalsi mozna interpretace vyskytu tohoto kokélniho kmene je vznik jednobunééné organizace
zpétné z vldknité nebo mnohonasobny vznik mnohobunééné organizace i vramei jednoho

klastru. Vzdy ale v tomto piipad& vychazi spoleéna vétev pro kokalni a vlaknité formy.

4.1.3. Skupina 2 (Synechococcus, Cyanobium)

Je vysoce pravdépodobné, ze by po taxonomickém piehodnoceni vechny kmeny
skupiny 2 spadaly do rodu Cyanobium. Piikladem je Synechococcus sp. PCC6307, ktery ma
uvedeno i synonymni jméno Cyanobium gracile. Pro potvrzeni této domnénky jsou dileZita
i kritéria klasické taxonomie. V této skuping se nachizi i problematicky kmen Microcystis
holsatica NIES43. Jeho postaveni bylo interpretovano mimo jiné i jako tzv. ,long-branch
attraction® (LITVAITIS 2002). Pravdépodobng se jedna o §patné urceny kmen, moznd o druh

Aphanocapsa holsatica .

4.1.4. Skupina 5 (Pseudanabaena)

Vyie zminéna Pseudanabaena sp. PCC6903 (viz 4.1.1.) se v analyze provedené v této
praci nachédzi v klastru spolu s dal$imi vléknitymi kmeny (Pseudanabaena sp. PCC7403,
Phormidium ambiguum), ale také skokalnim kmenem Synechococcus sp. PCCT7502.
Vzhledem k jeho postaveni v ramei skupiny 5 lze pfedpokladat stejné postaveni thylakoidd
(dosud neni publikovéno). Pfitomnost kokalniho kmene PCC7502 poukazuje na Spatnou
identifikaci. Jak uZ bylo zminéno, je zde moZnost mutace vlaknitych kment ve sbirkach a
jednobuné&énd organizace mize byt pouze artefaktem znemoziujicim determinaci (viz 4.1.2.).
V piipadé kmene PCC7502 se tedy nemusi jednat o Synechococcus sp., ale o chybné uréeny
vlaknity kmen (napf. Pseudanabaena sp.), coZ by podporovalo hypotézu ISHIDA ET AL.(2001),
e rod Pseudanabaena tvoil kompaktni klastr, ktery by nebyl naruSen pfitomnosti jiného
rodu.

Kmen Phormidium ambiguum nachézejici se na bazi skupiny 5 je zéstupcem fady

dalgich §patné uréenych kment. Patrné se jedna o dal$iho zastupce r. Pseudanabaena.
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4.1.5. Skupina 8 (Synechococcus)

Pro kmen Rhabdoderma cf. rubrum kopara-CH je znidma pouze sekvence o 500 bp,
coZ snizuje vypovidaci hodnotu pozice tohoto kmenu ve fylogenetickém stromu. Navic je
u tohoto rodu znama pouze tato jedina sekvence. Pro hlubsi tivahy by bylo nutno ziskat dalsi

kmeny rodu Rhabdoderma.

4,1.6. Skupina 9 (Synechocystis)

Zname postaveni thylakoidli &tyf zpéti analyzovanych kmenli v této skupiné
ipostaveni thylakoidd sesterského kmene Spirulina sp. PCC6313. Ztéto znalosti
piedpokladim, Ze postaveni thylakoidii kmene Merismopedia glauca bude parietalni, stejné

jako u téchto znamych kmeni.

4.1.7. Skupina 11 (Pleurocapsales)

] vskuping 11 se nachdzi zastupci rodu Chroococcidiopsis, vzhledem
k problematickému uréovani Pleurocapsales, mlZe jit o determinacni omyl, coz nelze

posoudit bez dalsi znalosti morfologie a fyziologie jednotlivych kmentl.

4.1.8. Skupina 12 (Cyanobacterium)

Vyskyt Synechocystis sp. PCC6308 v tomto klastru byl diskutovan ve skuping 9,
ve které se nachdzeji viechny ostatni kmeny rodu Symechocystis se znamou sekvenci
16S rRNA. Jiz z paralelniho postaveni thylakoidd kmene PCC6308 bylo predikovano jeho
odlisné postaveni ve fylogenetickém stromu, které bylo potvrzeno.

U kmene PCC8806 neni ultrastruktura zniama. Je ale pravdépodobné, ze
po reklasifikaci rodu Synechococcus na rody Cyanobium, Cyanothece a Cyanobacterium,
by tento kmen spadal taxonomicky do rodu Cyanobacterium (lze usuzovat z postaveni
ve fylogenetickém stromu na zakladé 16S rDNA).

Jedinym problémem se stala v této skupiné ultrastruktura kmene z Japonské sbirky
MBIC. Thylakoidy zakoupeného kmene nazvaného Cyanobacterium sp. MBIC10216 jsou
parietalni. Tuto skute¢nost lze zdivodnit pozd&j§i kontaminaci vzorku jinym kmenem.
Prvnim podkladem pro tuto domnénku je fotografie tohoto kmene ziskana z internetovych

strinek MBIC a jeji srovnani sobdrzenym kmenem. Pro dikaz chei zjistit sekvenci
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168 tIDNA a tu analyzovat fylogenetickymi programy a porovnat se sekvenci uvedenou
v GenBank of NCBI pro tento kmen. Predpokladdm, Ze tato sekvence nebude néleZet
do klastru srodem Cyanobacterium, ale piipadne do klastru s obdobnym parietalnim

postavenim thylakoidi.

Obr.5. A. Fotografie Cyanobacterium sp. MBIC10216 ziskana z internetovych stranek

MBIC, mé&fitko 10um, B. fotografie Gidajné stejného zakoupeného kmene, méfitko 2pm.

4.1.9. Kmeny nezahrnuté do vétsich klastri

Mimo hlavni klastry podpofené vysokou bootstrapovou hodnotou se nachazeji hlavné
kmeny, u kterych je zndma sekvence &asto jen u jednoho zastupce daného rodu. Neni tedy
mozné diskutovat jejich vzajemné postaveni a tento jeden kmen miiZe reprezentovat celou
skupinu stejng jako miZze byt pouze chybné uréeny, nebo neadekvatné zafazeny
do fylogenetického schématu. Casto se mimo hlavni klastry nachazi kmeny se sekvenci
16S rDNA krat$i nez 1000 bp (Gloeothece sp., Johannesbaptistia pellucida, Chroococcus
submarinus). Mize to znamenat, Ze informace obsazena v takové sekvenci neni dostatecna
pro zafazeni, ale tyto kmeny jsou navic vétSinou jedinymi zastupci  rodu
(napt. Johannesbaptistia pellucida, Chroococcus submarinus) nebo druhu (Cyanothece
aeruginosa).

Tyto kmeny mohou byt uméle sdruZoviny jako sesterské taxony diky
tzv. ,long branch attraction®. Je to nedostatek fylogenetickych programi, ve kterych nebylo
moZné tento jev odfiltrovat. Velkd odliSnost od ostatnich kmenG v analyze se stavd
spoleénym znakem pro takto vzdalené kmeny a tim se dostévaji v analyze k sobé. Vlastni
umisténi téchto vzdalendjsich kment mtze byt pak téméf nahodné.

O n&kterych uvedenych kmenech bylo diskutovdno v pfedchédzejicich kapitolach
(Oscillatoria  neglecta, Synechococcus sp. PCC7336, Phormidium  sp. MBIC10002,
Leptolyngbya sp. PCC7375, Synechococcus sp. PCC7335 (viz 4.1.2,, 3.3.2), Cyanothece
aeruginosa NIVA-CYA 258/2 (viz 4.1.), Gloeothece sp. (viz vyse), Oscillatoria roseaq,
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Spirulina sp. PCC6312 (viz 3.3.9., 3.3.10.), Gloeocapsa sp. PCC73106 (viz 4.2.),
Johannesbaptistia pellucida kopara-GD, Chroococcus submarinus kopara-BM (viz 4.1.)).

Postaveni kmene Synechococcus sp. PCC7902 neni piili§ statisticky podpofeno, bylo
by tfeba nalézt dalsi jemu piibuzné kmeny.

Chamaesiphon subglobosus PCC7430 (viz také 4.1.) je pravdépodobné velmi blizkym
piibuznym k sinicim tvofici heterocyty stejné jako skupina 3 (rod Chroococcidiopsis). Tato
domné&nka neni v rozporu ani s postavenim thylakoidi.

Drobnou ucelenou skupinu tvofi kmeny Leptolyngbya sp. SEV5-5-C6, Leptolyngbya
boryanum, Phormidium sp., Leptolyngbya sp. SEV5-1-C5, Leptolyngbya crispata SEV1-1-Cl

Domnivam se, Ze Phormidium sp. je pouze §patné ureny kmen Leptolyngbya sp.
(vzhledem k jeho postaveni mezi dalsimi tfemi zastupci rodu Leptolyngbya).

Kmen Synechocystis trididemni (viz také 3.3.10.) miZe patfit do jiného rodu. Jeho
postaveni je v rimci analyzy nestabilni a méni se pfi pouZiti jiného datasetu. V tom piipadé se
objevuje na bazi skupiny 12. U tohoto kmene doSlo pravdépodobné k v&tSsimu poétu mutaci
(tvofi tzv. ,,long branch®) a jeho postaveni je nejednoznacné.

Tieti vétev Pleurocapsales je reprezentovana pouze jednim zastupcem Pleurocapsa sp.
PCC 7327. Postaveni tohoto kmene nelze interpretovat bez znalosti jeho morfologie,
7ivotniho cyklu a ekologie. Jeho sesterskou skupinu tvoii Cyanothece sp. PCC7424, u které je
znamé paralelni postaveni thylakoidd. NejbliZ§i pfibuzné kmeny u kterych je zndmé postaveni
thylakoid (obr.6) jsou kmeny PCC8801 a ATCC51142. Oba tyto kmeny maji paralelni
svazky thylakoidd.

4.2, Strom s redukovanym poctem kmeni (obr.4)

Struktura stromu se oproti stromu sestavenému ze viech sekvenci (viz obr.3) vyrazné
nezménila. Vyznamnéj§i byly pouze zmény na bazi, kdy se dfive odvétvuje kmen
Synechococcus sp. PCC7336. Tento kmen ma pomé&rmé dlouhou vétev, coZ znamend, Ze se lisi
v&t§im poétem mutaci od ostatnich kmenl v analyze. U takovych kment je nékdy problém
spravného zafazeni do schématu. Jeho postaveni na bazi, odvétvujici se hned za rodem
Gloeobacter nemusi byt tedy signifikantni. Jeho primitivnost by se mohla projevit v postaveni
thylakoidti, které je oviem neznamé. Timto pfeskupenim se staly skupiny 1 a 2 sesterskymi
(obg tyto vétve obsahuji rod Synechococcus a v tomto piipadé by bylo moZné je spojit v jednu
monofyletickou skupinu).

Gloeocapsa sp. PCC73106 se vyskytuje v tomto stromu (obr.4) na bazi skupin 6 a 7,

coz se zda pravdépodobngj§i (skupina 6 obsahuje ostatni zéstupce rodu Gloeocapsa, zatimco
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jeji nepfili§ statisticky podpofené postaveni na obr.3 na bazi skupiny 12 (klastr rodu
Cyanobacterium) nemélo ani morfologické opodstatnéni). Ani toto postaveni vSak neni dobie
podpofeno hodnotou bootstrapu.

Postaveni skupin 8-12 ma minimalni podporu i piitomto datasetu, proto neni

adekvatni o ném diskutovat.

4.3. Vyc¢lenéni rodu Cyanobium, Cyanobacterium

Ve sbirkach se nachazi spousta kmenti, o kterych se vi, Ze jsou §patné pojmenovany,
presto zlstavaji stard jména v platnosti, maximalné se ptida i synonymni oznaceni daného
kmene. Piikladem je Microcystis holsatica NIES43, o kterém se vi, Ze neni zdstupcem rodu
Microcystis, nebo Synechococcus sp. PCC6307, ktery je typovym kmenem Cyanobium
gracile, avSak i na hlavnich strankach PCC je stidle veden pod ndzvem Synechococcus sp.
Pro ujasnéni taxonomie je tfeba tyto kmeny pfejmenovat a staré ndzvy nepouZivat.

Timto zplsobem je tfeba vyclenit rod Cyanobium a Cyanobacterium alespoii
pro kmeny se znamou sekvenci 16S rDNA. Tyto rody jsou jednoznacné vymezené v ramci
fylogenetického stromu a jsou odlisitelné i na zakladé morfologie, ultrastruktury
a GC komplexu.

Jak bylo jiz zminéno, rozpada se rod Synechococcus na nékolik vétvi (skupina 1, 2, 8,
skupina 2 se navic s vysokou bootstrapovou podporou rozpada na dva klastry — ,,horni* (2a)
a,spodni“ (2b) viz obr.3). Pro nékteré kmeny zPCC jsou uvedeny informace
o GC komplexu: Skupina 1 obsahuje GC z 50,2-53,6 %, skupina 2a z 66,6 — 71,3%, skupina
2b z 55 — 55,1 % a skupina 8 z 48,5 — 49,3%. Rozpéti GC komplexu jednotlivych skupin se
nepfekryva a vymezuje tedy tyto skupiny jednoznadné. Procenta GC nejsou viak zndma
u viech zastupct a je mozné, ze k pfekryvu v ramci nékterych skupin dojde pii vét§im poctu
vzorkd.

Skupina 2a je vymezena velkym obsahem GC, lze ji bez problému odlisit i velikosti
bunék (viz 3.3.3), ktera se také nepiekryva s dalimi skupinami. Navic tato skupina obsahuje
i typovy kmen Cyanobium gracile PCC6307. Proto by se vSechny kmeny skupiny 2a mély
piefadit do rodu Cyanobium (vyjimkou je Aphanocapsa holsatica, kterda mlZe byt pouze
sesterskou skupinou a nezname jeji morfologické vlastnosti, a Microcystis holsatica NIES43,
pro ktery existuji dvé sekvence spadajici do riiznych skupin).

Stejné by se méla vyclenit skupina 12 jako rod Cyanobacterium. Tyto kmeny jsou
jednozna¢én& vymezeny analyzou 16S rDNA i ultrastrukturou. Kmeny Synechocysiis sp.

PCC6308 a Synechococcus sp. PCC8806, by mély byt piejmenovany na Cyanobacterium sp.
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Obr.6. Fylogeneticky strom sestaveny metodou Maximum Likelihood pro kmeny
u kterych je znamé postaveni thylakoidd (schematicky znazorné&no). Vykfiénikem je
oznaéeno schéma postaveni thylakoidd kmene MBIC 10216, které podle této prace
neprisludi k uvedené sekvenci 165 rDNA.
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4.4. Postaveni thylakoidl v ramci fylogenetického stromu

Postaveni thylakoidt v ramei fylogenetického stromu bylo shrnutu na obr.6, kde jsou
znazornény pouze kmeny, u kterych je zndmd ultrastruktura. Je zde vid€t, Ze parietalni
postaveni thylakoidt je primitivni. Ztohoto schématu pfedpokladam, Ze nevzniklo
opakovang, ale pravd&podobné se zachovalo i u nékterych odvozen€jSich skupin.

Paralelni uspofadani thylakoidii moznd vzniklo vicekrdt, ale bootstrapovd podpora
na nizgich trovnich neni prilkaznd, proto nemiZu jist& tvrdit, Ze tyto skupiny nejsou sesterske
a neukazuji jednotny vznik a pozdgjsi vyvoj tohoto znaku do vice linii.

Svazetkovité uspofddani krat§ich thylakoidi a neuspofddané thylakoidy

heterocytdznich kment jsou vzajemné piibuzné.

5. Zaver

e Dosavadni taxonomie vyssich celki a nékterych rodd sinic je nepfirozend. PouZivané
taxony tvoii mnoho polyfyletickych a parafyletickych skupin.

e Rozdéleni sinic podle bunééné organizace (kokalni x vlaknité) je umélé (v systému jsou
monofyletické skupiny obsahujici oba typy bunécné organizace).

o Vliknity typ sinic se v evoluci vyvinul nékolikrat nezvisle na sobé.

e Klastry vzniklé analyzou 16S rDNA &asto neodpovidaji tradiénim taxonfim, ale vzajemné
si odpovid4 postaveni thylakoid(t v ramei jednoho klastru. Postaveni thylakoidi je v ramci
jednoho klastru nezévisle na tom, jedna-li se o vlaknité €i kokalni kmeny.

o Ngkteré typy uspotadani thylakoidd vznikly pravdépodobng v evoluci vicekrat. Parietélni
thylakoidy jsou primitivni, zachovaly se v nékolika evoluéné vzdalenych skupinach.
Paralelni thylakoidy se mohly vyvinout n€kolikrat.

o Nézvy kmentl ve sbirkach &asto neodpovidaji skutenosti (kmeny jsou bud’ Spatné uréene,
vzorky jsou kontaminované, nebo nejsou zafazeny do novéjsich taxonti odpovidajicich
nové nomenklatuie).

e Mely by se prejmenovat kmeny ve sbirkach, u kterych se vi o 3patném uréeni a star¢
nazvy nepouzivat. Kmeny navrzené touto praci by se mély pfefadit k patficnym rodim
(Cyanobium, Cyanobacterium).

e Samotné sekvenovani je zdrojem nepiesnosti (sekvence od riznych autord se mohou

znadné lidit a tim je ovlivnéno postaveni kment v ramei fylogenetického stromu).
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