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SOUHRN

Molekuldrni marker je urc¢itd vybrana cast DNA, kterd svou kompozici vypovida
0 ptibuznosti jedincti, populaci, druhii.

Cilem bakalaiské prace bylo srovnat moznosti vyuziti metod zalozenych na
molekularnich markerech - 16S rRNA a AFLP v taxonomii vybranych sinic rodu
Nodularia a rodt ztadu Oscillatoriales - Phormidium, Geitlerinema, Microcoleus.
Dalsim zamérem bylo optimalizovat metodu typu single-cell PCR a navrhnout vhodny
postup pii ziskavani originalnich sekvenci z AFLP fragmenta.

Vramci rodu Nodularia studie srovnava bentické druhy N. sphaerocarpa
s mofskymi a brakickymi druhy N. harveyana a N. moravica. Prokazalo se, ze druh
N. harveyana se odliSuje od ostatnich vybranych druhti rodu Nodularia. Vzhledem
k roz¢lenéni fylogenetickych stroml bylo navrzeno pieklasifikovat kmen Nodularia sp.
(CCAP 1452/6) jako N. harveyana. A Kk piihlédnuti na ptibuznost k N. moravica
piehodnotit kmen N. sphaerocarpa (SAG 50.79) na Nodularia sp.

Analyzy vybranych kment zitadu Oscillatoriales ucinily odlisné zavéry. Byla
potvrzena polyfyletie rodu Phormidium. Ze sekvenci oblasti genu 16S rRNA vyvozuje
studie piibuznost Ph. autumnale a M. vaginatus. Pro nasledné ur¢ovani fylogenetickych
vztaht téchto kment navrhuje studovat sekundarni strukturu segmentu ITS nebo 11 bp
dlouhého insertu na 6. smyc¢ce 16S rRNA. Naproti tomu data ziskana technikou AFLP
ptifazuji K seskupeni Phormidium - Microcoleus navic druhy G. carotinosum
a G. pseudoacutissimum a poukazuji tim na zna¢nou heterogenitu rodu Geitlerinema. Za
jediny dobie definovany druh studie povazuje typovy druh G. splendidum a pro dalsi
studie doporucuje srovnavat druhy rodu Geitlerinema s G. splendidum.

Metoda single-cell PCR byla upravena opakovanym mrazenim vzorkd v tekutém
dusiku. Nékteré PCR produkty byly nasledné osekvenovany a pouzity pro dalsi
fylogenetické studie. Vyuziti této metodiky navic odstrafiuje problémy spojené
S kultivaci sinic.

Dale byla nalezena optimalni metodika pro ziskavani originalnich sekvenci z AFLP
fragmentli, kterd miZze nalézt taktéZ uplatnéni v taxonomickych studich sinic. Ze
ziskanych a nasledné osekvenovanych fragmenti mohou byt navrzeny primery

specifické pro urcity rod nebo druh.



SUMMARY

Molecular marker is a selected part of DNA, whose composition reflects the
relationship among individuals, populations and species.

The thesis aim was to compare the possibilities to use of the methods based on
molecular markers - AFLP and 16S rRNA in the taxonomy of selected cyanobacterial
genera Nodularia and genera of the order Oscillatoriales - Phormidium, Geitlerinema,
Microcoleus. A single-cell PCR method was optimised. Method of original sequences
based on AFLP fragments was improved.

This study compares the benthic species of N. sphaerocarpa with marine and
brackish species of N. harveyana and N. moravica. It was found that the species of
N. harveyana is clearly differentiated from other selected genera of Nodularia. With
respect to the position in phylogenetic tree it is proposed to classify the strain Nodularia
sp. (CCAP 1452/6) as N. harveyana. It is also suggested to label the strain
N. sphaerocarpa (SAG 50.79) with the respect to the relationship to N. moravica and
keep it as Nodularia sp.

The analyses of selected strains of the order Oscillatoriales made different
conclusions. It was confirmed that genus Phormidium is polyphyletic. The sequences of
the 16S rRNA gene concluded the relationship between Ph. autumnale and
M. vaginatus. The study of the secondary structure of ITS segment or 11 bp long insert
at the sixth loop of 16S rRNA will be better for the subsequent determination of
phylogenetic relationships of these strains. In contrast, the data of the AFLP technique
assigned to the group Phormidium - Microcoleus the strains of G. carotinosum and
G. pseudoacutissimum. It adverts to the heterogenity of the genus Geitlerinema.
G. splendidum is only one well-defined species and for further studies it is
recommended to compare the species of the genus Geitlerinema with G. splendidum.

Single-cell PCR was improved by the repeated freezing the samples in the liquid
nitrogen. Then PCR products may be sequenced and used for further phylogenetic
studies. This method eliminates the problems with the cultivation of cyanobacteria.

It was also found an optimal method for obtaining the original sequence from
AFLP fragments, which may find an application in the taxonomy of cyanobacteria as
well. It can be designed the primers specific to a particular genus or species based on

the sequences of obtained fragments.
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1 UvoD

V soucasné dob¢é se v taxonomii sinic uplatiuje tzv. polyfazovy vyzkum,
kombinujici morfologické, molekularni charakteristiky a znalosti ekologie druhti s cilem
revidovat systém sinic. Napti¢ genetickou informaci téchto mikroorganismi se nachazi
celd fada konzervativnich tseka, kterd v pritbéhu evoluce podléhala ¢etnym zménam.
Moderni molekularni metody jsou tyto rozdily schopny detekovat a na zakladé nich
konstruovat fylogenetické stromy a odhalovat vzajemné vztahy sinic. Takové tseky
nazyvame molekularni markery.

Prace je zaméfena na taxonomii vybranych sinic rodu Nodularia a rodu z fadu
Oscillatoriales (Phormidium, Geitlerinema a Microcoleus) z pohledu dvou metod
zalozenych na molekularnich markerech — 16S rRNA a AFLP. Dale hledd vhodny
zpuisob ziskavani originalnich sekvenci z AFLP fragmentti a snazi se optimalizovat

metodu typu single-cell PCR.



2 CIL PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na vyvoj systematiky sinic

2. Optimalizace metodiky izolace DNA z kment sinic v pfiru¢ni sbirce Katedry
botaniky

3. Srovnani moznosti vyuziti sekvence 16S rRNA a metody AFLP v systematice
vybranych druhi sinic

4. Navrzeni vhodného postupu pii ziskavani originalnich sekvenci u vybranych
druhti sinic z AFLP fragmentt

5. Optimalizace metody typu single-cell PCR u vybranych druhi sinic



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 CHARAKTERISTIKA SINIC
Sinice, neboli cyanobakterie, patii do skupiny gram-negativnich eubakterii.

Jejich morfologickd variabilita je pomérné Siroka. Evoluéné se jednd o velmi staré
organismy, které se na Zemi objevily pted 3,2 miliardami let a v prib&hu svého vyvoje
se adaptovaly na vétSinu biotopt. Nachazime je od rovniku az po Gizemi permafrostu.
Sjejich vyvojem je spojen vznik kyslikové atmosféry (KALINA and VANA, 2005).
Jsou znamy také jako producenti Siroké skaly sekundarnich metabolitl, z nichz nékteré
vykazuji prokazatelné toxicitu (APELDOORN et al., 2007).

Jejich stélky jsou jednobunécné nebo vlaknité, v obou piipadech mohou zit
jednotlivé nebo tvoftit kolonie, u n€kterych druhti obalené slizem, ktery byva intenzivné
pigmentovan karotenoidy.

Sinice ochotné vstupuji do symbiotickych interakci. Nejvyznamngjsi je
endosymbidza, ktera dala vzniku chloroplastim fotoautotrofnich rostlin (KALINA et al.,
1995, 2005).

Neni znam piesny pocet taxoni, ale odhaduje se, ze existuje minimalné 200 roda
a n¢kolik tisic druha sinic (KOMAREK and ANAGNOSTIDIS, 1986, 1989; ANAGNOSTIDIS
and KOMAREK, 1988, 1990; KASTOVSKY et al., 2003).

3.1.1 Stavba bunék a specializované struktury
Bunky sinic maji pevnou bunéénou sténu slozenou z peptidoglykanti mureinu

a kyseliny diaminopimelové, které znemoznuji barveni protoplastu podle K. GRAMMA.
Piedstavuji ji Ctyfi vrstvy, pfiCemZ mezi dvéma z nich byla u nékterych sinic nalezena
vrstva klouzavych mikrofibril, umoziujicich charakteristicky drkavy pohyb.

Pod povrchem bunééné stény se nachazi plazmaticka membrana, plnici rizné
funkce jako je aktivni transport iontl, exkrece latek, zahajuje odd€lovani dcefinych
protoplastl pii d€leni bunék a je sidlem dychacich enzymi (KALINA et al., 1995, 2005;
CASTENOHOLZ, 2001).

Pfi pozorovani zivé buiiky pod svételnym mikroskopem lze rozlisit dvé oblasti,
napadnéji zbarvenou chromatoplazmu a svétlejSi centroplazmu (KALINA and VANA,
2005). Chromatoplazma obsahuje ploché vacky - tylakoidy, ve kterych probiha
fotosyntéza. Jejich usporadani je patrné fylogeneticky vyznamné. Membrana tylakoidu
je slozena z chlorofylu a, a- i B- karotent a z xanthofylti (echinenonu, myxoxanthofylu,

zeaxanthinu) (KaStovsky et al., 2003). Povrch tylakoidi pokryvaji polokulovité
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fykobilizomy (obr. 1), jez tvofi doplikovou svétlosbérnou anténu fotosyntetického
aparatu sinic. Zaklad fykobilizomu tvofi modra allofykocyaninové dfefi, na niZ nasedaji
kratké fetizky molekul ¢erveného fykoerytrinu a modrého fykocyaninu. Pomér téchto
dvou pigmentii urcuje vlastni barvu buiiky sinicové, ktera se méni podle slozeni svétla
a vlivem vyzivy. Tuto schopnost oznacujeme jako chromatickd adaptace. Umoziuje

sinicim zit pfi pfezareni, nedostatku svétla, pii ¢astych zménach intenzity ozateni.

Fykoenythrin

Fykocyanin

Allofykocyanin

\“" Ibembrana thylakoidu
Obr. 1 - Struktura fykobilizomu (PANKRATZ and BOWEN 1963)

Ve svétlejsi stiedové oblasti, centroplazmé, se nachazi cytoplazma. V ni je
umisténa velkd kruhovd molekula DNA, ktera je uspofddana v Cetnych smyckach
ptipevnénych k plazmatické membrané pomoci RNA a bilkovin. DNA neni oddélena od
ostatni protoplasmy zZadnou jadernou membréanou a je bez histoproteint. V buiice mize
byt 1 nékolik molekul DNA, coz zavisi na stupni ploidie, kterd je u sinic pomérné
béznym jevem.

V cytoplazmé sinic nalezneme téZ plazmidy, malé kruhové molekuly DNA,
uplatiiujici se pii rekombina¢nim procesu (SEMARI, 2010). Dalsi slozkou cytoplazmy
jsou ribozomy, které se sestavaji z malé a velké podjednotky, z nichz mala obsahuje
16S rRNA, zatimco velkéa 23S rRNA.

V buiice jsou pritomny také karboxyzomy, coz jsou drobna téliska ve tvaru
mnohosténu, Casto pozorovatelna v transmisnim elektronovém mikroskopu. Obsahuji
enzym Rubisco, dillezity v temnostni fazi fotosyntézy.

Zasobnimi  latkami sinic jsou sinicovy S8krob, cyanofycinova zrnka
a polyfosfatova granula (KALINA and VANA, 2005).

Sinice maji n€kolik struktur, které jsou specifické praveé jen pro né (KASTOVSKY
et al., 2003). Jsou to:
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AEROTOPY- vélcovité struktury ve tvaru mnohosténu. Glykoproteinova sténa
aerotopu je propustnd pro vSechny plyny rozpusténé ve vodé, které jej také vypliuji.
Jejich tkolem je sniZovat specifickou hmotnost bunikky a umoziovat sinicim vznaset se
ve vodnim sloupci. Jsou téz jedinou znamou plynem vyplnénou strukturou v zivych
bunkach. Sinicova burika obsahuje az 10 000 aerotop, jez vydrzi tlak az 1000 Pa, kdy
praskaji (OLIVER and GANF, 1999; KALINA and VANA, 2005).

HETEROCYTY - tlustosténné bunky se silnym slizovym obalem velikosti vétsi
nebo srovnatelné s vegetativni burnikou. Jejich obsah se jevi jako homogenni,
fotosystém | v nich vsak funguje. Vznikaji metamorfézou z vegetativnich bunék, a to
pfedevsim v podminkach dusikového hladovéni. Komunikace se sousednimi
vegetativnimi buiikami probihd pomoci pord. ZajiStuji predevSim fixaci vzduSného
dusiku, pfi které dochazi ke $tépeni molekuly dusiku za pomoci enzymu nitrogenazy
Vv anaerobnich podminkadch a nasledné syntéze amonného iontu, ten je dale vazan
vglutamin a vtéto form¢ transportovan do sousednich bun¢k (WoOLK, 1982;

KASTOVSKY et al., 2003; KALINA and VANA, 2005).

AKINETY (ARTROSPORY) - tlustosténné reprodukéni jednotky produkované
nékterymi sinicemi, slouzici k pfeziti nepfiznivych podminek. Je znamo, Zze akinety
rodu Nostoc se dochovaly zivotaschopné ususené v herbati po dobu 86 let. Vznikaji
z jedné nebo vice vegetativnich bunék. Byvaji vétsi nez heterocyty a vegetativni buriky.
Pozname je vétSinou podle jejich hrubé zrnitého obsahu (NICHOLS and ADAMS, 1982;
KASTOVSKY et al., 2003).

Obr. 2 - Heterocyt a akineta (foto HASLER, Anabaena planctonica). A — akineta,
H — heterocyt, VB — vegetativni buiika
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3.1.2 Rozmnozovani
Sinice se rozmnozuji pouze nepohlavnim zpisobem. Jde o déleni bunék,

zacinajici tvorbou pticné prehradky, kterd vristd po celém obvodu bunky ve sméru od
obvodu do nitra bunky. U nékterych roda jako je Synechococcus se buika rozdéli
jednodus$e na dvé dcefiné. U jinych probiha déleni ve dvou (Merismopedia) nebo tiech
na sebe kolmych rovinach jako se déje u rodu Chroococcus. Rod Chamaesiphon se
rozmnozuje exosporami — beocyty. Ty vznikaji na volném konci kyjovité bunky, ktera
opacnym koncem priiseda na pevny podklad. Beocyty jsou drobné, kulovité a uvoliuji
se po protrzeni apikdlni ¢asti bunécéné stény a postupné dortistaji. Vlaknité sinice se
mnozi hormogoniemi, jsou to nékolikabunééné casti vlakna, kterd se oddéluji od
matefského a dortstaji — Phormidium (KOMAREK and ANAGNOSTIDIS, 1986;
ANAGNOSTIDIS and KOMAREK, 1988).

V poslednich letech byla u jednobunéénych sinic prokdzand geneticka
rekombinace pomoci vneseni malé plazmidové molekuly DNA (SEMARY, 2010). Zatim
ovSem pouze V laboratornich podminkach, ale ptedpoklada se, ze podobné to bude
fungovat i v ptirodé. Pak bychom touto cestou mohli vysvétlit ¢etné morfologické

a fyziologické variability sinic (KALINA and VANA, 2005).

3.1.3 Ekologie sinic
Sinice obyvaji nejrozmanitéjsi biotopy na Zemi. Vyskytuji se nejen ve vodnich

nadrzich ve formé vodniho kvétu, ale také ve vzduchu, v pidé, na vlhkych skalach,
v raselinistich, v mofi nebo dokonce na ledovcich (SVEINOHOVA and MARSALEK, 2005).
Maji schopnost pieZzivat v extrémnich podminkach jako jsou pousté, mista
s vulkanickou aktivitou, kde je vysok4 koncentrace rozpusténych soli a nizké pH.
V ptili§ kyselém prostiedi nerostou. Nejvétsi druhové bohatosti dosahuji sinice
v alkalickych oblastech. Sinice rodu Leptolyngbya roste pti pH az 13,5, coz je nejnizsi
hodnota, pfi které je jesté mozny zivot (KALINA and VANA, 2005).

Casto také vstupuji do provazanych symbiotickych vztaht s jinymi organismy.
Nejznaméjs§i  je symbidza s liSejniky, jatrovkami, hleviky, kapradinami
a nahosemennymi rostlinami.

S premnozenim sinic ve vodach je uzce spojena eutrofizace. K eutrofizaci
dochazi piirozené, ale ve vétsSing piipadi se o ni velice vyznamné zasazuje ¢innost
Cloveka, vychézejici z vypousténi odpadnich vod do vodnich tokl, s pouZivanim
umélych hnojiv na polich, coZ ma za nasledek tvorbu vodniho kvétu (BARTRAM et al.,

1999). Vodni kvét definujeme jako pfemnozenou biomasu sinic, kterou muzeme
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sledovat na hladiné¢ pouhym okem. Mlze mit formu vlocek, jehlicek nebo souvislych
povlaku. Jeho vznik podminuje fada faktord. Jedna se o vysokou koncentraci nutri¢nich
prvkil, zejména dusiku a fosforu, slune¢ni zafeni, vysokou teplotu, pH, znecisténi, obsah
soli, pfitomnost oxidu uhli¢itého a samoziejmé vyhodné&jsi pro jejich tvorbu je stojata
nebo mirn¢ tekouci voda (Duy et al., 2000). Pti takovych, pro sinice pfiznivych,
podminkach pozorujeme na hladiné zelenou pénu, shluky bentosu a ¢asti rostlin. Tyto
rozkladajici se organické zbytky zptisobuji vyCerpani rozpusténého kysliku ve vode¢, coz
ma za nasledek thyny ryb nebo hromadéni sekundarnich metaboliti sinic, z nichz velké
spektrum tvofi toxické latky, cyanotoxiny. Voda je pak nevyuzitelnd v jakémkoli
smyslu (BARTRAM et al., 1999). Cyanotoxiny piedstavuji problém ptedevsim Vv otazce
pitné vody. Bohuzel se téchto latek nelze zbavit béznymi zptlisoby jako je filtrace,
sedimentace, flokulace nebo desinfekce chlorem (APELDOORN et al., 2007). A vzhledem
k vysoké adaptabilité sinic je velice obtizné se vodniho kvétu zbavit (KALINA and
VANA, 2005).

3.1.4 Vyznam sinic
Z tady hledisek mlzeme sinice povazovat za perspektivni skupinu organismd.

Pro svoji schopnost vazat vzduSny dusik se hojné vyuzivaji k péstovani ryze, kde
nahrazuji uméla hnojiva. Uplatnuji se také pti zrani 1é¢ivych bahen. Jsou téz hodnotnym
zdrojem bilkovin. V mnohych statech se péstuje Spirulina jako dopln€k stravy pro svou
lehkou stravitelnost, obsah karotenu a vitaminu Biy. Jeji konzumni mnozstvi v§ak musi
byt omezeno, ukazalo se, ze mize zpusobit hyperalergenni reakce. Sinice jsou zdrojem
fykobiliproteinli, zejména modrého fykocyaninu, jenz se pouziva jako netoxické
barvivo a pfirozeny fluorochrom pfi sledovani metabolickych procest. Vysledkem

¢innosti sinic vznikly stromatolity a travertin (KALINA et al., 1995, 2005).

3.2 TAXONOMIE SINIC

Molekularni metody vnesly do taxonomie sinic nové pohledy na utvareni jejich
systtmu. Tim prvnim je teze, ze by se morfologicka charakteristika méla shodovat
s fylogenetickym postavenim. Problém spociva v tom, ze mnoho osekvenovanych
kmenii bylo nespravné pojmenovano. Je tedy nutné sjednotit nomenklaturu
a zrekonstruovat fylogenetické stromy.

Byla nalezena velka genetickd diversita u morfologicky jednoduchych
vlaknitych sinic a Chroococcales. Nékteré morfologické rozlisovaci znaky (pfitomnost

pochvy, pravé a nepravé vétveni) se ukazaly nekompatibilni s molekularnim
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vyzkumem. Usuzuje se, ze tyto znaky jsou pravdépodobné pouze ekotypickym rysem
konkrétnich kmenti (KOMAREK, 2009). Naproti tomu se v né&kterych znacich jako je
pozice tylakoidi v membrané, typ déleni nebo struktura bunééné stény shodovaly
(TURRICCHIA et al., 2009).

Cela fada druhti byla popsana na zaklad¢ jednoho nebo dvou morfologickych
znakll. Snahou je vytvofit jakousi hierarchii téchto rysu, tak jak jsou dulezité z hlediska
genetiky a aplikovat je do systému. Praci stézuje fakt, Ze jednotlivé charakteristické
znaky maji rozdilnou intenzitu projevu v riznych podminkach prostiedi (KOMAREK,
2009).

Vysledky ziskané z 16S rRNA se vice ¢i méné shoduji s tradicnim systémem,
definovanym na zakladé fenotypickych znaki. V poslednich letech se uplatiuje
molekularni ¢lenéni (95% shoda mezi jedinci je interdruhovd) kombinované alespoii
S jednim autapomorfnim cytomorfologickym znakem. Takto definovany druh pak
ptislusi k jednomu ekotypu (GARCIA-PICHEL et al., 1998).

Moderni vyzkum vede krozdéleni sinic do taxonomickych jednotek, které
budou charakterizovany, jak morfologicky, tak geneticky. Cely systém je postupné
revidovan.

Oddé¢leni Cyanophyta obsahuje jedinou tfidu Cyanophyceae a ta se na zaklad¢
morfologie a podle stavby stélek déli do ¢ty hlavnich fada (KALINA and VANA, 2005):

Rad: Chroococcales

Jednobunécné sinice s kulovitymi, vejCitymi nebo elipsoidnimi bunkami, Ziji
jednotlivé nebo v koloniich, obklopenych homogennim nebo vrstevnatym slizem, buiiky
se déli vjedné nebo v nékolika rovinach, akinety a heterocyty chybi. Rad
Chroococcales se rozdéluje do 7 celedi. Mezi vyznamné zastupce patii rod

Aphanocapsa, Microcystis, Woronichinia (KOMAREK and ANAGNOSTIDIS, 1986, 1998).

Rad: Nostocales

Vlédknité typy sinic. VIdkna pfima nebo nepravé vétvenad ve slizovych, Casto
vrstevnatych a hnédé zbarvenych pochvach. TéméF vzdy tvoii heterocyty a akinety. Ziji
jednotlivé (Anabaena) nebo v koloniich (Nostoc). Rozmnozuji se tvorbou hormogonii.
Rad se rozdéluje do 4 Geledi. Mezi zastupce fadu patii rody Nostoc, Aphanizomenon,

Anabaena (KOMAREK and ANAGNOSTIDIS, 1989).
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Rad: Oscillatoriales

Sinice s vlaknitou stélkou. Jsou nevétvené, nékdy se vyskytuje nepravé vétventi,
tj. volné spojeni vlaken pomoci slizovych pochev. Netvoii heterocyty ani akinety.
Rozmnozuji se hormogoniemi (Phormidium, Oscillatoria). Casto lze pozorovat rtizné
zptsoby pohybu vlaken. Rad se déli do 6 &eledi. Mezi planktonni zastupce fadu patii
rody Planktothrix, Pseudanabaena (ANAGNOSTIDIS and KOMAREK, 1988; KOMAREK and

ANAGNOSTIDIS, 2005).

Rad: Stigonematales

Vladknité sinice s pravym vétvenim, obvykle obklopeny slizem. Vldkna maji
jednu nebo vice fad bun¢k. Obsahuji heterocyty. Piedevsim nérostové druhy na velkych
skalach a kmenech stromi. Rad se v sou¢asné dobé déli na 8 eledi. Mezi zastupce fadu

u nas patii rody Stigonema, Hapalosiphon (ANAGNOSTIDIS and KOMAREK, 1990).

3.2.1 Vybrané rody sinic
Geitlerinema
Sinice nalezici do fadu Oscillatoriales. Trichomy nerozvétvené, isopolarni,

rovné, nékdy mirné stoené, ziidka samostatné, bez heterocyti, akinet i pochev. Bunky
cylindrické, protahlé nebo vice ¢i méné isodiametrické. Obsah bun¢k svétle modro-
zeleny, zlutavé zeleny, olivové-zeleny nebo syté zeleny. Bunééné déleni — pii¢né kolmo
k podélné ose trichomu. Dcefiné bunky dorustaji + do velikosti matetské buiky.

Rozmnozovani i pomoci hormogonii (KOMAREK and ANAGNOSTIDIS, 2005).

Microcoleus
Sinice z tadu Oscillatoriales. Vladkna ve svazcich, rovna, ziidka mirné zakf¥ivena

ve spole¢né slizové pochvé. Buiiky obvykle isodiametrické. Bunééné dé€leni piicné,
dcefiné bunky dortstaji do pavodni velikosti matefské buinky. Reprodukce téz
fragmentaci trichomu, ¢asto pomoci nekrotickych bun€k nebo tvorbou hormogonii

(KOMAREK and ANAGNOSTIDIS, 2005).

Phormidium

Je sinice patiici do tadu Oscillatoriales. Vldkna nerozvétvena, rovna nebo
zakiivena, ziidka samostatna, bez heterocytd a akinet, po dobu vegeta¢niho ristu nebo
za ur¢itych podminek tvoii pochvy. Buiky cylindrické, vice ¢i méné izodiametrické.

Obsah bunék modro-zeleny, ziidka nahnédly ¢i nafialovély. Bunééné piicné déleni

kolmo k podélné ose trichomu, dcetiné buiiky dortistaji + do velikosti mateiské burky.
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Rozmnozuji se i pomoci hormogonii, rozpadem trichomid nebo casto pomoci
nekrotickych bun¢k (KOMAREK and ANAGNOSTIDIS, 2005).
Phormidium zahrnuje mnoho morfotypt s mnozstvim pfechodnych stavi. Pro

v

snadng&jsi identifikaci je rod ¢lenén do 8 skupin (obr. 3; Tab. 1), které jsou rozeznatelné

predevsim diky morfologii apikalniho konce trichomu (KOMAREK and ANAGNOSTIDIS,
2005).
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Obr. 3 - Clenéni rodu Phormidium (KOMAREK and ANAGNOSTIDIS, 2005)

Tabulka 1: Rozdéleni sinic rodu Phormidium dle morfologie (KOMAREK and
ANAGNOSTIDIS, 2005)

. . tlusta
skupina trichom apikalni bunk kalyptra R
P P Y yp bunécna sténa
| postupné ¢i kratké ostie Spicaté, i )
' zuzeni nekdy zakfivené
ostupné zuZovani ,
Il. POSTPNE 2 zakulacené = =
celého trichomu
kratké zuzeni, Casté konicky ztuzené nebo
Il , o7 : - +
ohnuti cylindrické a zakulacené
V. cylindricky zakonceny konické - -
cylindricky po celé ” : :
V. Y b Siroce zakulacené nebo tupé - -+
délce
VI. na konci kratce zizeny sférické i -
VI pozvolné zuZovani na + i
konci
VIII. cylindricky bunky vzdy kratsi nez Sirsi il il

KOMAREK and ANAGNOSTIDIS (1999) usoudili,

7¢ mnoho rodd neni

kosmopolitnich, ale ze maji tizce definovany rozsah rozsiteni, coz potvrdila i studie

Phormidium retzii, kterou provedl CASAMATTA et al. (2003). STRUNECKY et al. (2010)

pfi srovnavani fylogenetickych vztahi mezi sinicemi rodu Phormidium z jiznich a ze

severnich polarnich regiont zjistil, ze vétsi genetickd shoda je u geograficky

ptibuznéjsich nez u morfologicky podobné&jsich. Z rodu Phormidium byl na zakladé

molekularnich studii vy€lenén samostatny rod Phormidesmis, ktery se ukazal byt

ptibuznéjsi Pseudanabaenacea (KOMAREK et al, 2009).
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Nodularia
Tuto sinici fadime do fadu Nostocales. Vldkna samostatnd nebo ve shlucich,

nevétvend, vice ¢i méné¢ piima, zakiivena, stocend nebo nepravidelné spiralovité
stocend. Bunky ovalné, jejich délka nikdy piesahuje Sitku, s (planktonni druhy) nebo
bez (bentické¢ druhy) aerotopli. Obsah bunék nazloutly, bledé olivové-zeleny nebo
modro-zeleny. Trichomy s vice heterocyty téméf pravidelné vzdalenymi od sebe.
Akinety ovalné ¢i kulovité. Rozmnozovani pomoci hormogonii, akinet nebo rozpadem
trichomt (KOMAREK, 1993).

Rod Nodularia posuzujeme na zakladé morfologie bunék vegetativnich, akinet
a heterocytt (obr. 4), na jejich schopnosti tvofit aerotopy, na produkci toxinu nodularinu
a také podle parametrti ultrastrukturalnich znakti a z hlediska ekologickych
charakteristik. Rozd¢lit jej mizeme do dvou zékladnich skupin (Tab. 2). Na planktonni

druhy s aerotopy a na bentické druhy bez aerotopti (KOMAREK et al., 1993).

Tabulka 2: Rozdéleni sinic rodu Nodularia dle morfologické charakteristiky
(HINDAK et al., 2003)

morfotyp velikost bunék (um)
- spumigena 2-4 x 6.8-12
£8 litorea 2-4 x 10-16
% I baltica 1.8-48 x 4.8-7.2
(B}
= crassa 16-5 x 16-21
harveyana 15-25x 4-5
L = turicensis 2-28 X 5-65
< 3 £ | sphaerocarpa 34-6 x 5-7
§¥ & willei 3.8-45 x 8-9.2
s moravica 2-4 x 85-15

Fylogenetické analyzy nékolika rtiznych gend rodu Nodularia se shoduji
s morfologickymi studiemi. Rozdéluji rod na dvé skupiny. Planktonni druhy, které se
vyznacuji svou toxicitou, produkci nodularinu a tvorbou aerotopti. A bentické druhy,
jez nevykazuji toxicitu a aerotopy nevytvari. Studia znesnadiuje fakt, Ze laboratorni
kmeny ztraci schopnost produkovat aerotopy a i1 dal$i znaky typické pro pfirodni kmeny
(LEHTIMAKI et al., 2000; LYRA et al., 2005).
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Obr. 4 - Morfologie rodu Nodularia (HINDAK et al., 2003)

a - ¢ast trichomu s heterocyty; b - ¢ast trichomu s terminalnim heterocytem; c - ¢ast
trichomu s akinetami a heterocytem; d - e - dordstajici fetézce z akinet; f - pucici
akinety s basalnim heterocytem

3.3 MOLEKULARNI STUDIE SINIC

Aplikace molekularni biologie, bioinformatiky a genomiky do svéta
mikrobiologie znamenala revoluci v pohledu na studium spletitosti a rozmanitosti
mikroorganismti. Krok po kroku s pomoci téchto disciplin provadime mapovani
diversity, identifikaci populaci, sekvencovani DNA a odkryvame funkce jednotlivych
genl. Ukazuje se, Ze soucasny taxonomicky systém je Casto fylogeneticky nespravny.
Mnohé sinice skryvaji svou genetickou diversitu za morfologickou jednoduchosti
a jednotlivé taxonomické jednotky tak vznikaji i zanikaji. Vstupujeme do éry expanze
polyfazniho vyzkumu, ktery kombinuje molekularni, bioinformatické, fyziologicke,
ekologické a geografické techniky ke studiu pfirodnich populaci (GARCIA-PICHEL,
2008).
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3.3.1 Izolace DNA u sinic
Zatimco se izolace DNA stava pro fadu organismi rutinou, u sinic se z mnoha

hledisek musi obecné protokoly (KOWALCHUK et al., 2004; OsBORN and SMITH, 2005)
modifikovat podle konkrétniho kmene a nalezi$té. Sinice jsou totiz bohaté na
polysacharidy, polyfenoly a dalsi latky, které Casto interferuji s pouzitymi extrakénimi
¢inidly a enzymy. U bentickych sinic se exopolysacharidy vysrazi pomoci chemickych
aditiv ptidanych do extrakéniho pufru (NUBEL et al., 1999). Rada druhd je obklopena
silnou extracelularni pochvou, jejiz desintegrace vyzaduje dodateény fyzicky treatment
(GARCIA PICHEL et al., 2001). Pozornost je vénovana i hospodaisky vyuzitelnym
druhtim, napt. optimalizace izolace DNA u rodu Arthrospira byla publikovana nedavno
(MoRIN et al., 2010). I nadale se protokoly budou zdokonalovat s cilem ziskat

maximalni a kvalitni vytézek DNA.

3.3.2 PCR

S rozvojem PCR se vyfesil problém zisku malého mnozstvi nukleovych kyselin,
jenz by se uplatnil v dal$im genetickém testovani. Princip reakce spociva ve vytvoreni
mnoha kopii templatové DNA in vitro pomoci termostabilni DNA polymerazy, primert
a oligonukleotidi za soustavného stiidani teplot pfi jednotlivych krocich - denaturaci,
annelingu a extenzi. Tato metoda je dosud jednou z nejpouzivangjSich v molekularnim
vyzkumu a podléha neustalym modifikacim, inovacim a jeji aplikace se rozsituji.

Ke zvySeni presnosti a citlivosti stanoveni se vyuziva nested PCR
(FARNELID et al., 2009). Zahrnuje dvé po sobé nasledujici amplifikaéni reakce.
Templatem prvni reakce je DNA izolovana z testovaného vzorku, templatem druhé
reakce je produkt reakce prvni.

V nékterych ptipadech lze ziskat poZzadované vysledky analyzou RNA. Za timto
ucelem byla vytvofena PCR spojend s reverzni transkripci RT-PCR, pfi niZ je pomoci
reverzni transkriptdsy prepisovana templdtovd mRNA do cDNA, ktera je poté
podrobena PCR. Slouzi pfedevs§im ke studiu genové exprese (STEUNOU et al., 2006).

Existuje samoziejmé fada dalSich alternativ jako je Real-Time PCR (Q-PCR).
Namisto vyizolované DNA se dd pouzit pro amplifikaci 1 jednotlivé vlakno ¢i
samostatna bunka — single cell PCR (BoYER et al., 2002). Nasledny rozvoj
molekularnich technik byl pravdépodobné nejvice signifikantni pro dneSni molekularni

ekology a ma nepostradatelny vyznam v ucelené studii mikroorganismi.
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3.3.3 Molekularni markery sinic
Molekularni markery vyuziva vétSina technik Kk vyzkumu ekologickych

a evolucnich otazek, aplikovatelnych na jedince, populace a spolecenstvi (CARVALHO,
1988).

Velka $kala genetickych markert nachazi uplatnéni i pfi studiu sinic. EXistuje
n¢kolik variant pro jejich vybér. Jednou z nich je najit pro sinice universalni geny.
Charakteristicky je gen kodujici fykocyaninovy operon (ARZATE-CARDENAS et al.,
2010), dalsim mén¢ specifickym piikladem je gen psbA, koédujici protein D1
fotosystému II (ZEIDNER and BEJA, 2004).

Druhou a zaroven nejbéznéjsi moznosti je pouzit zcela universalni gen
a navrhnout pro sinice specifické PCR primery. V databdzich Ize najit odliSné sekvence
primerti pro rizné skupiny organismil, které bezpochyby nejcastéji vyuzivaji 16S rRNA
a RNA polymerazové geny jako genetické markery. Sada primert navrzend NUBELEM
(1997) pro V3 a V4 regiony 16S rRNA se dd s malymi modifikacemi aplikovat na
vétSinu technik. Tyto primery jsou schopné amplifikovat i plastidovou DNA. Nové
primerové kombinace byly navrzeny i nedavno (DRUGA et. al., 2010). Gen kodujici
gama podjednotku RNA polymerasy (rpoC1l) lze také vyuzit jako molekularni marker
S vyuzitim primert upravenych pro sinice (PALENIK, 1994).

Nekteré markery nejsou specifické pro sinice, ale nabyvaji dalezitosti, nebot’
sinice maji velky vliv na Zivotni prostfedi jako primarni producenti a fixatofi vzdusného

dusiku. To je pfipad zejména nitrogenasového genu nifH (SEVERIN et al., 2010).

3.3.4 Molekularni metody
DGGE (Denaturing Gradient Gel Elektrophoresis) je metoda, ktera umoziuje

detekovat polymorfismus v malych (200 - 700 bp) genomickych restrikénich
fragmentech. Je citliva na pouziti, jak rozstipané isolované DNA, tak i na amplifikované
fragmenty generované PCR. Ty jsou dale separovany v polyakrylamidovém gelu na
zakladé odlisné sekvence (DE BRUIN et al., 2003). Napiiklad KAARDINAAL et al. (2007)
studovali rRNA ITS region pomoci DDGE k posouzeni genotypickych odlisnosti
u Microcystis v zavislosti na koncentraci mikrocystinti ve vodé.

T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) je variantou
RFLP, pfi niz jsou PCR produkty béhem amplifikace fluorescenén€ znaceny. Poté
probiha jejich fragmentace restrikénimi enzymy a analyza na automatickém DNA
sekvenatoru (KUMARI et al., 2009). Tato metoda byla uspé$né pouzita i pro planktonni
sinice (Kim et al., 2004).
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AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism — délkovy polymorfismus
amplifikovanych fragmentl)

Technika AFLP byla vyvinuta holandskou firmou Keygene v roce 1993 a je také
touto spole¢nosti patentové chranéna (VoS et al. 1995). Jedna se o restrik¢ni analyzu na
bazi DNA fingerprintingu, ktera jedine¢né spojuje RFLP a PCR.

AFLP technologie umoziuje analyzovat celkovou genomickou DNA organismut
bez ptfedchozi znalosti konkrétni DNA sekvence. Metoda vynikd vysokou mirou
opakovatelnosti, ma vSak 1 mnoho dalSich vyhod. D4 se zautomatizovat, vysledky jsou
dobte reprodukovatelné a spolehlivé. Ziskané bandy mohou byt izolovany, klonovany
a sekvenovany. Pfi pouziti riznych kombinaci primerti ziskame unikétni sekvence
amplifikovanych fragmentt (WEISING et al. 2005).

Nevyhodou AFLP je vSak pomérné vysoka cena, Casova naro¢nost i pozadavky
na kvalitu DNA a presné reakéni podminky pii restrikci i PCR. Metoda poskytuje také
velké mnozstvi polymorfnich markerti vykazujicich kodominanci.

Diky moznosti detekovat variabilitu na nizkych urovnich lze AFLP pouzit pro
studium procesi v populacich, klont, kultivarti, odliSeni blizkych taxonil, pfi
fytogeografickych a  fylogenetickych  studiich, kanalyze rodicovstvi apod.
(SAVELKOUL et al., 1999; MeuDT and CLARKE, 2007).

Metoda AFLP probiha ve ¢tyfech krocich (obr. 5). Pfi prvnim kroku, restrikci, je
DNA fetézec Stépen dvéma restrikénimi endonukledzami ve specifickych sekvencich
tzv. s presahem, tj. na koncich fragmentii vznikaji jednovlaknové ptesahy nékolika bazi.
Pouzivaji se restriktasy EcoRI (Sestibazovy palindrom) a Msel (ctyfbazovy palindrom).

V druhém kroku, ligaci, dochazi ke komplementdrnimu napojeni tzv. adaptort
na restrikéni mista. Adaptory jsou kratké, syntetické iseky DNA o znamé sekvenci,
které se vazi na konce fragmentli vytvotrenych pfislusnou restrikéni endonukleazou.
Spojeni adaptortd a konct restrikénich fragmentli zajistuje enzym T4 DNA ligasa.

Nasleduje preselektivni amplifikace, klasickd PCR reakce s dvojici primerd,
které maji sekvenci komplementarni k sekvenci adaptori a obsahuji jednu selektivni
bazi navic (C pro Msel a A pro EcoRI). Tato selektivni baze zptisobi, ze vznikne pouze
1/16 restrik¢énich fragmentt.

Preselektované fragmenty vstupuji do posledni faze AFLP, selektivni
amplifikace, kde jsou pouzity stejné primery jako u prvni PCR, ale navic prodlouzené

o tfi selektivni baze (C + dvé ndhodné zvolené baze pro Msel a A+dvé ndhodné
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zvolené baze pro EcoRI). Tim je pocet fragmentd znovu zredukovan (HERBSTOVA,
2008).

Vyhodnoceni lze provést na agardze, polyakrylamidu, nebo automaticky na
sekvenatoru. Vykonnost miizeme mnohonasobné zvysit, pokud pouzijeme multi-color
fluorescencni systém.

Tato metodika nachazi své uplatnéni i v algologii. Naptiklad byla vyuzita pfi
studiu sinice Nostoc commune z Antarktidy (Novis and SMISSEN, 2006) ¢i pii zkoumani

genetické diversity Microcystis aeruginosa (OBERHOLSTER et al., 2005).

Genomicka DNA

] GAATTC TTAA
| CTTAAG AATT
RESTRIKCE EcoRl+ Msel enzymy
LIGACE
Adaptor Eco GAATTC q E/ |
/ G ﬂ, Adaptor Mse
PREAMPLIFIKACE
W
1
GAATTC T
G AATTI
A
AMPLIFIKACE
@Y | v
[l |
SAATTC T
G AATT
(v
ANALYZA GELU =

Obr. 5 - Schéma pribéhu AFLP

3.4 FYLOGENEZE A EVOLUCE SINIC

Tradi¢ni systematické metody, zaloZzené na morfologickych rysech sinic, nam
nic nevypovidaji o evoluci. Nastup sekvenovani DNA a srovnavaci genomiky umoziuje
identifikovat odliSnosti mezi jednotlivymi druhy a identifikovat ty rozdily, které byly
béhem vyvoje pro dany druh klicové. Jsme schopni nejenom zrekonstruovat evoluci
celého kmene, ale 1 vysvétlit jejich genotypickou a metabolickou diversitu, 1 piestoze je
jasné, Ze genetické udalosti jako je horizontdlni transfer, duplikace genii ¢i genova

konverze jsou dilezitymi evolu¢nimi mechanismy (SWINGLEY et al., 2008).
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3.4.1 Sekvenovani
Prvnim  krokem pro hlub§i pochopeni evolucnich, morfologickych

a fyziologickych charakteristik, kterych kazdy organismus doséhl, je poznat sekvence
vSech gent a jejich expresi v ¢ase (DE BRUIN et al., 2003). Cely genom nékterych sinic
byl jiz osekvenovan. A prave jeho relativné malé velikost déla ze sinic idealni objekty
ke zkoumani evolucnich a ekologickych otazek. Napft. bylo zjisténo, ze velikost genomu
Synechocystis PCC6803 je asi 3,8 mB a ptedstavuje 3260 gent. Navic je tento druh
schopen fotosyntézy, jakou zname u vyssich rostlin a je proto vhodnym modelovym
organismem ke studiu genetiky fotosyntézy (IKEUCHI and TABATA, 2001).

Vyhoda sekvenovani DNA tkvi tedy vtom, ze ziskame informaci
0 nejzakladnéjsi struktufe genetického materidlu a relativné lehce i o na této trovni
probihajicich evolu¢nich procesech, které jsme schopni nasledné =zaclenit do
statistickych analyz a evoluci pomérné snadno matematicky modelovat (ZIMA et al.,

2004).

3.4.2 Fylogenetické studie sinic
Krozliseni fylogenetické piibuznosti konkrétnich sinic byla a je vétSinou

pouzivana 16S rRNA. U eubakterii je struktura genu 16S rRNA uspotfadana v komplexu
16S rRNA - (tRNA) - 23S rRNA - 5S rRNA. Pocet kopii tohoto komplexu je razny.
Jedna kopie pro G. violaceus PCC 7421, dv¢ kopie pro Microcystis aeruginosa NIES -
843, ctyfi kopie pro Anabaena sp. PCC 7120. Piedpoklada se, ze béhem evoluce
dochazelo k duplikaci tohoto tiseku (NISHIZAWA et al., 2010).

Fox et al. (1992) vsak zjistili, ze tento marker neni dostacujici k odliSeni tizce
ptibuznych druhi, i pies jejich morfologickou variabilitu. Kompenzaci této
nedostate¢né diversity rRNA je pfiklon mnoha studii k 16S — 23S rRNA ITS regionu
(BROWN et al., 2005). Tento tsek je variabilni, jak v délce, tak v sekvenci. Obsahuje
informace zodpovédné za antiterminaci a za skladani rRNA a koduje dva transferové
RNA geny pro leucin a alanin. ITS slouzi k odliSovani velice blizkych druhd. NICHOLS
et al. (1982) vsak publikovali, Ze u nékterych sinic se vtomto insertu vyskytuji
mnohonasobné rRNA operony, coZ mliZze branit spravné interpretaci danych vysledki.
Postupné je jejich pfitomnost objevovana u mnoha kmenti (BOYER et al., 2001).

Relativné novou metodou, jak ptehledné vyjadiit evolucni a fylogenetické
vztahy mezi organismy je konstrukce fylogenetickych stromi. Pro jejich tvorbu
muzeme zvolit znakovou nebo distan¢ni metodu. Znakové metody pracuji se znaky

nejriznéjs§i povahy — od sloZenych listh az po pfitomnost ur¢ité aminokyseliny
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v konkrétnim genu. Distanéni metody nakladaji s (ne)podobnostmi (vzdalenostmi)
jednotlivych sekvenci (CVRCKOVA, 2006).

Piedpokladem je samoziejm¢ fakt, Ze srovnavame ortologni sekvence a Ze
existuje homologie mezi jednotlivymi nukleotidovymi misty. Zakladem vSech
fylogenetickych analyz je také bezesporu piesné sefazeni sekvenci, které je zavislé na
predbézné znalosti studovanych objektil, coz umoziuje ucinit kvalifikovana rozhodnuti.

(ZIMA et al., 2004).

3.4.3 Vzdalenostni metody
UPGMA metoda nejprve vyhleda taxy, mezi nimiZ je nejmensi rozdil, ty spoji

dvéma vétvemi a uzlem - hypotetickym ptfedkem. Tento segment kombinuje do klastru
na zéklad¢ délek vétvi mezi ostatnimi druhy do té doby, nez nalezne jediny vystup. Je
zaloZena na ptredpokladu, ze stromy jsou aditivni a vSechny taxy jsou stejné vzdalené od
kotene. Jedna se Cisté¢ o analyzu fenotypu, vilbec nebere v potaz napf. rozdilnou délku
evoluce. Tomuto problému se naopak vyhyba pomémé vypocéetné naro¢na metoda
minimalni evoluce. Jeji aproximaci je metoda Neighbor-joining. Algoritmus vychazi
Z konstrukce hvézdicovitého ,,nerozliSeného* stromu., v némz z jedin¢ho centralniho
uzlu — multifurkace vychazeji vétve ke vSem uzlim. Algoritmus postupné spojuje
dvojice uzlu tak, aby vzdy co mozna minimalizoval soucet délek vétvi. Tento princip se
opakuje, dokud neztstane strom obsahujici pouze bifurkace (HALL, 2001; CVRCKOVA,
2006).

3.4.4 Znakové metody
Maximum parsimony je zaloZena na ptedpokladu, Zze nejvice pravdépodobny

strom je ten, ktery vyzaduje nejmenS$i pocet evolucnich zmén k vysvétleni
pozorovanych dat. Zékladni podminkou parsimonie je sdileni spolecnych rysu, které
taxy zdédily od svého pfedka. Nesrovnalosti jsou vysvétlovany reverzi, konvergenci
nebo paralelismem. Tato vysvétleni shrnujeme pod pojmem homoplasie. Lépe je vSak
vyuzit metodu maximum likelihood, ktera maximalizuje pravdépodobnost pozorovat
soubory znak, které odpovidaji vlozenym datiim. VétSinou vygeneruje jen jeden strom,
ten nejvice pravdépodobny. Nevyhodou je vSak ¢asova ndroCnost analyzy. Recentni
variantou maximum likelihood je Bayesianska analyza, ktera vybira fylogenetické
stromy vykazujici nejvétsi pravdépodobnost z vlozenych dat podle ur¢itého modelu.
Vyprodukuje tak vice stroml se zhruba stejnou pravdépodobnosti rozloZzeni dat. Dana

data bychom vSak vzdy m¢li zpracovat vice metodami (HALL, 2001).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 MATERIAL

Sinice byly kultivovany pii konstatni teploté 20°C ve fytotronu pii svételném

rezimu svétlo/tma 12/12.

Tabulka 3: Seznam pouzitych kmenii sinic

Druh Kmen

N. harveyana CCAP 1452/1
N. harveyana SAG 44.85

N. moravica Hindak 2000/15
N. sphaerocarpa Dvorak 2009
N. sphaerocarpa SAG 50.79
Nodularia sp., CCAP 1452/6
G. splendidum 1 Hasler 2007
G. splendidum 2 Hasler 2007
G. pseudoacutissimum Hasler 2007
G. caroninosum Hasler 2007
M. vaginatus 1 Hasler 2007
M. vaginatus 4 Hasler 2007
Ph. formosum 1 Hasler 2007
Ph. formosum 2 Hasler 2007
Ph. formosum 3 Hasler 2007
Ph. formosum 4 Hasler 2007
Ph. autumnale 1 Hasler 2007
Ph. autumnale 3 Hasler 2007
A. divina Hindak 2000
A. divina Hindak 2000

Obr. 6 - Fotografie pouzitych druhu sinic I. - pro reamplifikaci AFLP fragmenti
(Foto: HASLER) - Asterocapsa divina, métitko 10 um
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Obr. 7 - Fotografie pouzitych druhi sinic Il. — kmeny Nodularia pro
fylogenetické a taxonomické analyzy (Foto: HASLER)

A — N. sphaerocarpa (Dvotak 2009), B — N. sphaerocarpa (SAG 50.79),
C — N. harveyana (SAG 44.85), D- N. harveyana (CCAP 1452/1),

E — N. moravica (Hindak 2000/15), F- Nodularia sp. (CCAP 1452/6),
méfitko 10 um
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Obr. 8 - Fotografie pouzitych druhu sinic IIl. — kmeny z iadu
Oscillatoriales pro fylogenetické a taxonomické analyzy (Foto:
HASLER)

A - Geitlerinema pseudoacutissimum, B — Geitlerinema caroninosum,

C — Geitlerinema splendidum, D - Microcoleus vaginatus,

E — Phormidium formosum, F- Phormidium autumnale, méfitko 10 pm
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4.2 Extrakce DNA
Pro extrakci DNA byla modifikovana metodika DOYLE AND DOYLE (1990)

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

100 mg cerstvého materidlu se navazi do 2ml eppendorfek. Po pfidani
sklenénych kuli¢ek se material drti 5 minut pomoci mlynku Retsch Mixer Mill
200 pti 30 otackach za sekundu.

K rozdrcenému materialu se v digestofi pifidda 700 pl roztoku CTAB
s merkaptoetanolem (na 1 ul 2 pl merkaptoetanolu) a zkumavky se inkubuji 30
minut pii 60°C a 1400 rpm na termomixeru. V prvnich minutach inkubace se ke
vzorktim piida PVP.

Poté se prida 500 pl smési chloroform:isoamylalkohol (24:1), zkumavky se
prevrati 2-3krat, 5 minut se inkubuji pfi pokojové teploté¢ a nasledné se
centrifuguji 6 minut pii 13 400 g.

Supernatant se opatrné prenese do novych zkumavek a smicha s 500 pl
vychlazeného isopropanolu. Zkumavky se 2-3krat pievrati a po 30 minut
uchovaji v -20°C. Nasledné se centrifuguji 15 minut pti 13 400 g a 4°C.
Supernant se slije do kadinky, pelet se rozpusti v 400 ul vychlazeného 96%
etanolu a ponechd inkubovat 15 minut na termobloku pii 37°C a 1200 rpm.

Poté se centrifuguje 3 minuty pii 13 400 g, supernatant se slije do kadinky
a pelet se rozpusti v 200 pl vychlazeného 70% etanolu a ponecha 5 minut pfi
pokojové teplotg.

Dale se opétovné centrifuguje 3 minuty pii 13 400 g a supernatant opét slije do
kadinky a pelet se nechd vyschnout pti 37°C na termobloku do doby nez jde
pelet oddélit od stény.

VysusSeny pelet se rozpusti v 200 pl TE pufru a ponechd 30 minut na termobloku

pti 37°C a 600 rpm.

9) Nasledné se vzorek kratce centrifuguje.
10) Vyizolovana DNA se uchova pii -20°C a nasledné v -80°C.
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4.3 AFLP

Metodika dle KITNER et al. (2008).

A) Restrikce

Pro jeden vzorek

Deionizovana voda 12,81 ul
EcoRlI buffer 2,00 ul
EcoRI enzym 0,07 ul
Msel enzym 0,12 ul
DNA 5,00 pl
Celkovy objem 20,00 pul

Smés inkubujeme 2 hodiny 30 minut pti 37°C.

B) Ligace

Pro jeden vzorek

Deionizovana voda 3,00 pul
Ligase buffer 0,50 ul
EcoRI adapter 0,50 wl
Msel adapter 0,50 wl
Ligase enzym 0,50 ul
DNA po restrikci 5,00 pl
Celkovy objem 10,00 pnl

Smés inkubujeme 3 hodiny pti 37°C.

C) Preamplifikace
Pro jeden vzorek

Deionizovana voda 11,85 pl Tabulka 4: Podminky preamplifikace AFLP
Buffer 4,50 ul Aktivace goTaq polymerazy | 94°C 3 min
dNTP 0,50 pl Amplifikace — 20 cyklu

EcoA primer 0,50 pl Denaturace 94°C 30s
Msel primer 0,50 pl Annealing 56°C 1 min
go Taq polymerase 0,15 ul Extenze 72°C 1:45min
Ligase coctail 2,00 pl Konec¢na extenze 72°C 5 min
Celkovy objem 20,00 pul
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D) Amplifi
) Amplifikace Tabulka 5: Podminky amplifikace AFLP

Pro jeden vzorek Aktivace goTaq polymerazy | 94°C 3:30 min
Deionizovand voda 3,74 ul Amplifikace — 16 cykli
Buffer 2,00 ul Denaturace 94°C  30s
dNTP 0,20 pl Annealing 60°C 30s
EcoA primer 1,00 Extenze 72°C  1min
Msel primer 1,00 ul Amplifikace — 1 cyklus
go Taqg polymerase 0,06 pl Denaturace 94°C 305
7x fedény , 2,00 pl Annealing 56°C 30s
preamplifikat _
Celkovy objem 10,00 pl Extenze f22C 1 min
Konecna extenze 72°C 1 min

Tabulka 6: Sekvence pouzivanych primera metodou AFLP

Sekvence primeru Sekvence primeru
EcoRI Msel
AGC CAAC
AGC CAAT
AGC CGAT
ACC CAAC
ACC CAAT
ACC CGAT
ACT CGAC
ACG CAAC
ACG CCT
ATC CGAT
ACA CGAT

Zpracovani PCR produkti
1) Ob¢ skla se dukladné omyji vodou, velké sklo i saponatem a vydrhnou
kartaCkem, poté se oplachnou deionizovanou vodou a osusi papirovym
ruénikem.
2) Velké sklo se osetfi na plose, ktera se bude dotykat gelu, 3krat deionizovanou

vodou a otfe se papirovym rucnikem. V digestofi se na n¢j nanese 1 ml kyseliny
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3)

octové a 3 pl silanu a rozetou se papirovym ru¢nikem. Sklo se ponecha 5 minut
stat. Poté se otfe 4krat 96% etanolem a pokazdé osusi papirovym ru¢nikem.

Malé¢ sklo se oSetii na ploSe, kterd se bude dotykat gelu, 96% etanolem a poté
piipravkem pro odpuzovani vody Rain-X, ten se rozetfe papirovym ubrouskem

a necha 5 minut schnout.

4) Na osetfenou plochu do krajui velkého skla se umisti spacery a na n¢ se polozi

5)

6)

mensi sklo oSetfenou plochou dold. V misté spacert se skla na kazdé strané
sepnou Klipsy.

Gel se pripravi smisenim 70 ml 6% zéasobniho roztoku akrylamidu, 467 pul 10%
roztoku peroxodisiranu amonné¢ho a 46,7 ul N, N, N, N -
tetramethylethylendiaminu. Roztok se dobfe promicha, nasaje do injek¢ni
stiikacky a pomalu se vypousti mezi skla, zarovenn se na sklo druhou rukou
poklepava, aby se piedeslo vzniku bublin v gelu.

Kdyz je vyplnén cely prostor mezi skly gelem, vsune se mezi skla v misté, kde
se plnil tento prostor gelem, hiebinek rovnou stranou asi 1 cm hluboko. V misté

hiebinku se skla sepnou klipsy a gel se necha hodinu polymerizovat.

7) Po utuhnuti gelu se odstrani vSechny klipsy a skla se dikladné¢ omyji od vSech

zbytkti polyakrylamidu, osusSi papirovym ruénikem a pevné upevni pomoci
Sroubovacich tchytii do elektroforetick¢é komirky hranou s hiebinkem nahoru

a kratSim sklem k hlinikové desce.

8) Katodovy i anodovy prostor se zalije 0,5x TBE pufrem, opatrné¢ se vytahne

hiebinek a vznikla mezera mezi skly se dobfe vycisti proudem pufru z injekéni
stiikacky. Katodovy i anodovy prostor se uzavie, nasadi elektrody a na zdroji
stejnosmérného elektrického proudu se jako limitni faktor nastavi hodnota
vykonu 75 W (hodnoty elektrického napéti iproudu jsou nastaveny na
maximum: 2200 V /120 mA). Za téchto podminek se necha gel predehiat asi

30 minut.

9) P&t minut pfed nanesenim vzorkl se vzorky vzniklé smisenim 1 objemového

dilu PCR produktu a 1/2 dilu nanaseciho pufru vlozi na 4 minuty do termobloku
vytemperovaného na 95 °C. Poté se ihned vlozi do ledu, aby se zabranilo

renaturaci.

10) Béhem denaturace se vypne zdroj stejnosmérného elektrického proudu, otevie

katodovy prostor a znovu dobfe vycisti proudem pufru z injekéni stikacky
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mezera pro hiebinek od zbytkl polyakrylamidu. Do této mezery mezi skla se
vsune hiebinek zoubky asi 1 mm hluboko do gelu.

11) Poté se nanaseji po 4 ul jednotlivé denaturované vzorky pipetou do mezer mezi
zoubky hiebinku. Na vSechny vzorky se pouzivaji stejné Spicky, které se mezi
nandSenim rozdilnych vzorki proCisti nasavanim a vypusténim pufru
z katodového prostoru pipetou. Po napipetovani vSech vzorkll se katodovy
prostor uzavie a na zdroji stejnosmérného elektrického proudu se jako limitni
faktor nastavi hodnota vykonu 65 W (hodnoty elektrického napéti i proudu jsou
nastaveny na maximum: 2200 V / 120 mA).

12) Cas separace vzorki zavisi na délkach rozdélovanych PCR produkti. Orientaéné
je mozné se fidit pomoci barviv v nanaSecim pufru, jimiz jsou bromfenolova
a xylenova modf, ktera ukazuji prabéh elektroforézy. Obvykla doba separace
vzorkd je 1,5 az 2 hodiny.

13)Po uplynuti casu elektroforetického déleni vzorki se vypne zdroj
stejnosmérného elektrického proudu, odpoji obé elektrody a pufr se necha
z katodové ¢asti pretéct do sbérného prostoru, povoli se Srouby uchytu skel a gel
se skly se vyjme a polozi do vodorovné polohy mens$im sklem nahoru.
Z prostoru mezi skly se opatrn€ vytahne hiebinek i oba spacery a skla se od sebe
odpaci Cepeli noze, ktera je obalena vrstvou izolepy, aby se piedeslo odstipnuti
skla.

14) Vétsi sklo s prilepenym gelem se gelem nahoru ulozi do fotomisky, umisti na
ttepacku a zalije fix/stop roztokem. Doba plsobeni fix/stop roztoku na gel je
pfiblizn€ 20 minut a orientané se stanovi dostateCny cas pisobeni vymytim
modrého pruhu xylenové modte z gelu do roztoku.

15)Fix/stop roztok se slije zpét do banky a sklo s gelem se promyje 4krat
deionizovanou vodou. Pak nasleduje péti minutové promyti gelu na tfepaéce
v 1% roztoku HNOs, vyliti tohoto roztoku a promyti gelu 4krat deionizovanou
vodou.

16) Sklo s gelem se umisti na tiepacku do 0,1 % roztoku AgNOs, do kterého se tésné
pfed pouZzitim piida 1,2 ml formaldehydu a tento roztok se necha na gel piisobit
alespoil 30 minut.

17)Na konci doby barveni se pfipravi fotomiska s deionizovanou vodou a druha

fotomiska s vychlazenou vyvojkou.
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18) Po 30 minutach se sklo s gelem na 5 vtefin ponoti do misky s deionizovanou
vodou, nechd okapat a premisti do fotomisky s vyvojkou na tiepacce, kde se
sleduje vyvijeni hnédocernych prouzkii PCR produkti.

19)Kdyz jsou prouzky dostatecné zietelné a je$té nez zacne vystupovat tmavé
pozadi, se vyvijeni zbarveni zastavi pfilitim fix/stop roztoku uchovaného
z kroku 15. Roztok se necha plisobit na gel zhruba 2 minuty.

20) Sklo s gelem se poté ponofi asi na 2 minuty do deionizované vody a necha susit
1 hodinu v susarn¢ pii 60 °C. Po vysuSeni se sklo popiSe a vyhodnoti na

negatoskopu.

4.4 Extrakce DNA z AFLP fragmentii
Byly pouzity dva postupy pro srovnani

UltraClean™15 DNA Purification Kit (Elisabeth Pharmacon) - modifikovano

1) Ostrym skalpelem se vypreparuje pozadovany band a po determinaci jeho vahy
se ptida ptislusné mnozstvi TE pufru (na 0,1 g gelu 100 pl pufru).

2) Smés se ponecha inkubovat 30 minut pii 50°C, poté se zcentrifuguje 1 minutu
pii 11 200 g. Nasledné se ptida roztok Ultra Salt (na 0,1 g gelu 300 pl roztoku),
vzorek se resuspenduje vortexovanim az do homogenity.

3) Dale se ptida 6 ul roztoku Ultra Bind a za obcasného pievraceni se vzorek
inkubuje 5 minut pii pokojové teploté. Po kratké centrifugaci se supernatant
odstrani a pelet se resuspenduje V1 ml Ultra Wash vortexovanim po dobu 10
sekund.

4) Poté se vzorek kratce zcentrifuguje, supernatant odstrani a vzorek se opé&tovné
kratce centrifuguje. Spi¢kou se odstrani veskeré stopy roztoku Ultra Wash.

5) Pelet se resuspenduje v 12 ul TE pufru, opatrné propipetuje a inkubuje 5 minut
pfi pokojové teploté.

6) Nasledné se vzorek centrifuguje 1 minutu na 11 200 g a supernatant se pienese

do nové zkumavky. Tim je ziskana genomickd DNA, ktera se pouzije pro PCR.

D-TUBE ™Dialyzers: Mini, midi, maxi, and D-TUBE 96™ (Novagen)
1) D-Tube dialyzer se naplni deionizovanou vodou az po okraj. Po 5 minutach se
voda odstrani a napipetuje se 250 ul 0,5x TBE pufru. Do takto pfipravenych tub

se vkladaji ostrym skalpelem vyfezané pozadované bandy.
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2) Tuba se vlozi do pfilozeného stojanku a ten do elektroforetické komurky s 0,5x
TBE pufrem tak, aby byly membrany tub kolmo k roviné postupu elektrického
proudu. Po zapojeni elektrod se nastavi napéti 100 V na dobu 30 minut.

3) Poté se vzorky na 2 minuty vystavi reverzni polarité.

4) Obsah D-tuby se propipetuje a pienese do nové eppendorf. Nasledné se
centrifuguje 1 minutu pfi maximalni rychlosti. Supernatant se pienese do nové

zkumavKky a tim je ziskdna genomickd DNA, ktera se pouzije pro PCR.

Po izolaci genomické DNA z fragmentu se provede PCR se stejnymi primerovymi
kombinacemi, které¢ byly pouzity pii amplifikaci AFLP (Tab. 5). Tyto PCR produkty
jsou dale precistény pomoci GenElute PCR Clean-UP Kit (SIGMA). A nasledné je
zmétena jejich koncentrace pomoci nanodropu ND 1000.

Po nasledném naneseni na 1,8% agar6zovy gel jsou bandy slabé detekovatelné.
Proto se piistoupi k zaklonovani fragmentit DNA do bakterii.

Zaklonovani bylo provedeno podle protokolu pGEM® —T and pGEM®-T easy
vectors (Promega)

1) Nejprve se provede ligacni reakce. Napipetuje se pfisluSny mix (viz nize), ktery

nechame hodinu inkubovat pfi pokojové teploté.

Pro jeden vzorek
2x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 5 ul

pGEM-T Vector (50ng) 1 ul
PCR product (dle koncentrace na 25ng) |
T4 DNA Ligase 1 ul
Nuclease free water to final volume 10 pl

2) Mezitim se piipravi misky s LB médiem a ampicilinem, na které se ve sterilnim
boxu rozette 40 ul XGAL a 4 pl IPTG

3) Ligacni smés se kratce zcentrifuguje, propipetuje a 2 ul se pienesou do 1,5ml
mikrozkumavky a ptidd se 50 pul kompetentnich bunék. Smés se lehce promicha
a ponecha 20 minut inkubovat na ledu.

4) Poté se mikrozkumavka pienese na 45 sekund do 42°C teplé vodni 1azné a ihned
se vlozi do ledu.

5) Ve sterilnim boxu se ke smési pfida 950 pl SOC média, propipetuje se a necha

inkubovat v termostatu na tfepacce pii 37°C 1,5 hodiny.
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6) Nakonec se 150 pl této smési napipetuje na pripravené Petriho misky s LB

médiem a vSe se necha inkubovat pfes noc.

7) Druhy den se hodnoti uspé$nost transformace — modro-bila selekce.

8) Usp&sné natransformované kolonie se druhy den pienesou do 2 ml tekutého LB

média s ampicilinem a ponechaji se v termostatu na tfepacce pii 37°C.

9) Asi po 4 hodinach jsou dostatecné narostlé k izolaci vektort.

Izolace vektori byla provedena podle protokolu QuickLyse Miniprep Kitu

(QIAGEN). Z izolovanych vektort byla provedena PCR se stejnymi primery.

Pro jeden vzorek

Tabulka 7: Reakéni podminky PCR

Aktivace goTaq polymerazy | 94°C 4 min
Amplifikace — 35 cykla

Denaturace 94°C 2 min
Annealing 56°C 1 min
Extenze 72°C 1 min
Konecna extenze 72°C 4 min

Deionizovana voda 12,3 ul
Buffer 5x 5,0 ul
dNTP 2 mmol 2,5ul
MgCl, 1,0 ul
M13 Forward Primer 1,0 ul
M13 Reverse Primer 1,0 ul
go Tag polymerase 0,2 ul
BSA 1,0 ul
DNA 1,0 ul
Celkovy objem 25,0 ul

4.5 16SrRNA

Pro amplifikaci byl pouzit FastStart PCR Master Kit (Roche Applied Science)

Pro jeden vzorek

Master mix, 2x 5ul
Forward primer 3 uM 1l
Reverse primer 3 uM 1l
Deionizovana voda 2ul
DNA 1l
Celkovy objem 10 pul

Tabulka 8: Reakéni podminky PCR

Aktivace goTaq polymerdzy | 95°C 4 min
Amplifikace — 30 cykla

Denaturace 95°C 30s
Annealing 50°C 30s
Extenze 72°C 45s
Konec¢na extenze 72°C 7 min
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4.6 Single cell PCR
Pro amplifikaci byl pouzit FastStart PCR Master Kit (Roche Applied Science).

Metodika byla modifikovana podle BOYER et al. (2002).
1) Do PCR zkumavky se napipetuje 9 ul deionizované vody a vlozi se jedno vlakno
sinice.
2) Zkumavka se zalije tekutym dusikem a po roztati se intenzivné vortexuje, tento
krok opakujeme 3krat.

3) Ptipravi se reakéni smés a probiha PCR.

Pro jeden vzorek Tabulka 9: Reakéni podminky PCR
o AktivacegoTaq polymerazy | 95°C 4 min

Deionizovana voda 9,0 ul

) Denaturace 95°C 45s
Forward primer 3 uM 0,5 ul

. Annealing 57°C 45s
Reverse primer 3 uM 0,5 ul

) Extenze 72°C 2:15 hod

PCR fast master mix 10,0 ul
Vidkno Konecna extenze 72°C 5 min
Celkovy objem 20,0 pl

Tabulka 10: Sekvence pouZivanych primeri pro 16S rRNA (prevzato od NUBEL et
al. (1997))

Nazev primeru Sekvence primeru
CYA106F CGG ACG GGT GAG TAACGCGTG A
CYA359F GGG GAATTT TCC GCA ATG GG

CYAT8IR (a) GAC TACTGG GGT ATCTAATCCCATT

CYAT81R (b) GAC TAC AGG GGT ATCTAATCCCTTT

Tabulka 11: Sekvence pouzivanych primera pro single cell PCR (pfevzato od
NUBEL et al. (1997); BOYER et al. (2002))

Nazev primeru Sekvence primeru

Reverse primer GGG GAATTT TCC GCA ATG GG

Forward primer CTCTGT GTG CCT AGG TAT CC
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4.7 Tvorba fylogenetickych stromii
AFLP fragmenty byly hodnoceny vizudlné. Na zéklad¢ ziskanych dat

(1 = pritomnost, 0 = nepfitomnost bandu) byla v programu MS Excell vytvofena binarni
matice, jez byla déale pouzita pro statistick¢é vyhodnoceni pomoci programu FreeTree
(PAVLICEK et al., 1999; metoda UPGMA a NJ, Jaccard similarity coefficient) a
konstrukci dendrogramu v programu TreeView (PAGE, 1996). Pro ovéfeni spravnosti
dendrogramu byla provedena bootstrap analyza (FELSENSTEIN, 1985) pomoci programu
FreeTree (1000 replikact).

PCR produkty ziskané z oblasti 16S rRNA genu byly osekvenovany. Sekvence
byly upraveny a poskladany v programu BioEdit (HALL, 1999). Ze ziskanych dat byl
vytvoien programem Clustal W (LARKIN et al., 2007) multiple sequenced alignment.
Ten byl dale pomoci programu PAUP* (SwoOFFORD, 2001) zpracovan metodou
Neighbour-joining a UPGMA.
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4.8 PouZzité chemikdlie
- Agar6za, Serva, USA
- Akrylamid, Merck, Germany
- Ampicilin, Sigma, Germany
- Bromfenolova modf, Serva, USA
- B-merkaptoetanol, Sigma, Germany
- Deionizovana voda
- Deoxyribonukleosidtrifosfaty (10 mmol/l kazdy, 200 ul),C1141, Promega, USA
- Dusi¢nan stiibrny, Lach:ner, Neratovice
- Ethanol 96% roztok, Lach:ner, Neratovice
- Etidium Bromid, Carl Roth, Germany
- Ethylendiaminotetraoctova kyselina — EDTA, Sigma, Germany
- Formaldehyd, Lach:ner, Neratovice
- Formamid, Sigma, Germany
- go Taq polymeraza (5U/ul), M3171, Promega, USA
- Hydroxid sodny, Lach:ner, Neratovice
- Chlorid sodny, Lach:ner, Neratovice
- Chloroform, Lach:ner, Neratovice
- IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), Sigma, Germany
- Isoamylalkohol, Lach:ner, Neratovice
- Isopropanol, Lach:ner, Neratovice
- Kyselina borita, Sigma, Germany
- Kyselina dusi¢nd, Lach:ner, Neratovice
- Kyselina octova, Lach:ner, Neratovice
- 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan, Serva, USA
- Mocovina, Lach:ner, Neratovice
- N,N'— methylenbisakrylamid, Sigma, Germany
- N,N,N',N' - tetramethyetylendiamin (TEMED), Merck, Germany
- Peroxodisiran amonny, Merck, Germany
- PVP, Sigma, Germany
- Rain-X Repelent, Turtle Wax, USA
- Tekuty dusik
- Thiosiran sodny, Lachema, CZ
- Trishydroxymethylaminomethan — Tris, Sigma, Germany
- Uhli¢itan sodny, Lach:ner, Neratovice
- X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranoside), Roche, Switzerland
- Xylenova modf , Applichem, Germany
- 6x orange Loading dye, Fermentas, Canada
- 100 bp ladder, GeneRuler™, Fermentas, Canada

39



4.9 PouZité roztoky

CTAB
- 49gCTAB
- 20mlI TRIS
- 8mIEDTA
- 16,36 g NaCl
- 400 pl p-merkaptoetanolu
- do 200 ml doplnit deionizovanou vodou
- filtrovat ptes 0,22um MILEX GV filter unit s PVDF membréanou

Dusi¢nan stiibrny AgNO; — 0,1% roztok
- 29 AgNO;
- doplnit deionizovanou H,O na 2000 ml
- pted pouzitim ptidat 3 ml formaldehydu

EDTA 0,5 mol/l, pH 8
- 9,305 ml EDTA rozpustit ve 40 ml deionizované vody
- upravit pH pomoci NaOH na 8
- doplnit neionizovanou vodou na 50 ml

Fix/stop roztok
- 165 ml 98% kyseliny octové
- doplnit deionizovanou H,0 na 1500 ml

Kyseliny dusi¢na HNO;— 1% roztok
- 18 ml 65% HNO;
- objem doplnit deionizovanou H,O na 1200 ml

LB médium

- 2 g Bacto®-Tryptone

- 1 g Bacto®-Yeast extract

- 1gNaCl

- upravit pH pomoci NaOH na 7

- ptidat 3 g agaru

- autokldvovat

- ptidat 2 ml zasobniho roztoku ampicilinu 100 ng/10 ml

Nanaseci pufr pro elektroforézu
- 0,125 g bromfenolové modie
- 0,125 g xylenové modie
- 25 ml deionizované vody
- 100 ml formamidu

Peroxodisiran amonny (NH;),S;0g — 10% roztok
- 1 g peroxodisiranu amonného (NHy4),S,0s
- rozpustit v 10 ml deionizované H,O
- uchovavat v mikrozkumavkach po 400 ul v—20 °C
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Polyakrylamidovy 6% gel:
- 70 ml zasobniho roztoku akrylamidu
- 467 ul 10% roztoku peroxodisiranu amonného (NHy),S,0s
- 46,7 ul N, N, N', N’ - tetramethylethylendiaminu

SOC médium

- 2 g Bacto®-Tryptone

- 0,5 g Bacto®-Yeast extract

- 1 ml 1 mol/l NaCl

- 0,25 ml 1 mol/l KCI

- rozpustit v 97 ml deionizované vody a autoklavovat

- po vychladnuti pfidat 1 ml 2 mol/l Mg®* (20,33 g MgCl, . 6 H,0 a 24,65 g
Mg,SO, . 7 H,0 rozpustit ve 100 ml deionizované vody)

- 1 ml 2 mol/l glukézy

TBE pufr — 10 x zasobni roztok
- 108 g Tris
- 55 g kyseliny borité¢ H3BO3
- rozpustit v 900 ml deionizované vody
- 40 ml roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
- doplnit deionizovanou vodou na 1 |

TE pufr
- 2 ml zésobniho roztoku Tris 1 mol/l, pH 8,0
- 400 pl zasobniho roztoku Na,EDTA 0,5 mol/l, pH 8,0
- rozpustit ve 100 ml deionizované vody, poté doplnit na 200 ml

TRIS 1 mol/l, pH 8
- 6,055 ml EDTA rozpustit ve 40 ml deionizované vody
- upravit pH pomoci NaOH na 8
- doplnit deionizovanou vodou na 50 ml

VyVO_] ka (pred pozitim vychladit)
45 g uhli¢itanu sodného Na,CO3
- objem doplnit deionizovanou H,O na 1500 ml
- ulozit ve 4 °C
- pted pouzitim ptidat 2,25 ml formaldehydu a 300 pl 1% roztoku thiosiranu
sodného NayS,0;
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4.10 PouZité pristroje

- Centrifuga 5415D, Eppendorf, Germany

- Cyklér XP, Bioer, China

- Cyklér PTC 200, MJ Research, USA

- Digestot Merci, CZ

- Digitalni kamera Kodak Edas 290, Eastman Kodak, USA
- Elektroforeticka komirka HF33, Hoefer, USA

- Hlubokomrazici box Advantage QLT1385V 12, Queue Systems, Columbia
- Chladnicka Liebherr, Germany

- Laboratorni vahy PM 2000, Mettler-Toledo, CZ

- Laminarni box PV-100, Telstar, Spain

- Magneticka michacka, Big-squid Ikamag, IKa, Germany

- Mikropipeta 0,5-10 pul (osmikanalova), HTL, Poland

- Mikropipety 0,3-1000 pul, Eppendorf, Germany

- Mikropipety 0,3-1000 pl, ThermoScientic, USA

- Mikrovlnna trouba 3203, ETA, CZ

- Minicentrifuga — MCF 2360, LMS, Germany

- Mlynek Mixer Mill 200, Retsch, Germany

- Mraznic¢ka, Liebherr, Germany

- Nanodrop ND-1000, nanodrop technologies, USA

- Negastop — Ella NHQ1 R, Ella Legros, France

- pH metr 3320, P-LAB, CZ

- Susarna HS62A, Chirana, CZ

- Termomixér Mixing Block MB-102, JNetDirect Biosciences, USA
- Termostat BT 120, Chirana, CZ

- Transiluminator UVT 20M, Herolab, Germany

- T-REX, Thermo-Scientific Owl separation System, Rochester, USA
- Ttepacka GFL, Helago, CZ

- Vodni lazen GFL 1003, Helago, CZ

- Vortex — Minishaker, MS2, IKA, Germany

- Vyrobnik deionizované vody CDP 8800, Aquatec, USA

- Vyrobnik ledu Icematic F100 Compact, Castel Mac, Italy
- Zdroj elektrického napéti, Minis 300, Major Science, USA
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5 VYSLEDKY

5.1 Fylogenetické studie sinic
Dva odlisné molekularni postupy byly vyuzity ke studiu fylogenetické

ptibuznosti Sesti kment sinic rodu Nodularia a dvanacti kmena epipelickych vlaknitych
sinic z tadu Oscillatoriales (Sesti kmend sinic rodu Phormidium, dvou kment rodu
Microcoleus a ¢tyf kmenti rodu Geitlerinema) (Tab. 3). Hlavnim cilem studie bylo
posoudit citlivost a moznosti aplikace zvolenych metod v taxonomii sinic.

Prvni ovéfenou metodou byla analyza konzervativniho molekularniho markeru -
16S rRNA (kapitola 4.5), nasledna sekvenace PCR produktu a tvorba fylogenetického
stromu (kapitola 4.7). Druhou byla technika AFLP (kapitola 4.3), vizualni a statistické
hodnoceni piibuznosti separovanych produkti a konstrukce fylogenetického stromu
(kapitola 4.7).

5.1.1 Fylogeneticka studie sinic rodu Nodularia
Vysledky ziskané sekvenaci oblasti 16S rRNA genu po vytvofeni

fylogenetického stromu (obr. 9) rozdélily studované kmeny rodu Nodularia zietelné
na dve¢ hlavni skupiny.

Prvni skupina zahrnuje kmeny ze slanych vod - N. harveyana (CCAP1452/1;
SAG 44.85) a blize neuréeny kmen Nodularia sp. (CCAP 1452/6). Z bootstrapové
analyzy je patrna vzajemna podobnost mezi zkoumanymi kmeny v ramci tohoto klastru.

Druhou skupinu piedstavuji bentické kmeny N. sphaerocarpa (SAG 50.79;
Dvorak 2009) a N. moravica (Hindak 2000/15). Kmen N. sphaerocarpa (SAG 50.79)
vykazuje piibuznost N. moravica (Hindak 2000/15) (bootsrap 64).

TytézZ kmeny Nodularia byly podrobeny analyze AFLP s pouzitim
11 primerovych kombinaci, které poskytly 711 fragmentt, jez byly z 99,43%
polymorfni (Tab. 12). Statisticka analyza (obr. 10) téchto vysledkt se shoduje s
vysledky sekvenace oblasti genu 16S rRNA (obr. 9), jedinym rozdilem je spojeni
N. sphaerocarpa (Dvoiak 2009) a Nodularia sp. (CCAP 1452/6).

Spole¢né seskupeni N. moravica a N. sphaerocarpa podporuje teorii
signifikantni divergence N. moravica od ostatnich druh rodu Nodularia. Navic se
N. harveyana ukazuje byt monofyletickym druhem, coz potvrdila molekularni

I morfologicka studia.

43



Phormidium autumnale

—— Nodularia sphaerocarpa (Dvotak 2009)

Nodularia sphaerocarpa (SAG 50.79)

2|

Nodularia meravica (Hindak 2000/15)

—— Nodularia sp. (CCAP 1452/6)

82
Nodularia harveyana (SAG 44.85)

Nodularia harveyana (CCAP 1452/1)

Obr. 9: Fylogeneticky strom zaloZeny na sekvencich 16S rRNA (délka 421 bp)
nékolika kmend Nodularia konstruovany UPGMA metodou s Phormidium
autumnale jako outgroup a s hodnotami bootstrap analyzy uvnitf
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96

100

79

0.1

Nodularia moravica (Hindak 2000/15)

Nodularia sphaerocarpa (SAG 50.79)

Nodularia harveyana (CCAP 1452/1)

Nodularia harveyana (SAG 44.85)

Nodularia sphaerocarpa (Dvotak 2009)

Nodularia sp. (CCAP 1452/6)

Obr.10 - UPGMA dendrogram (Jaccard's similarity coefficient) zaloZeny na 711
AFLP fragmentech s hodnotami bootstrap analyzy uvnitr
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Tabulka 12: Seznam pouzitych primerid, po¢tu hodnocenych a polymorfnich

bandd metodou AFLP u rodu Nodularia

Sekvence primeru Sekvence primeru Pocet Pocet polymorfnich
EcoRl Msel bandu bandl
AGC CAAC 77 77
AGC CAAT 86 85
AGC CGAT 65 65
ACC CAAC 74 72
ACC CAAT 50 50
ACC CGAT 77 76
ACT CGAC 67 67
ACG CAAC 48 48
ACG CCT 53 53
ATC CGAT 72 72
ACA CGAT 42 42

Tabulka 13: Seznam pouzitych primertd, po¢tu hodnocenych a polymorfnich

bandi metodou AFLP u rodd Phormidium, Microcoleus a Geitlerinema

Sekvence primeru Sekvence primeru Pocet Pocet polymorfnich
EcoRl Msel bandil bandil
AGC CAAT 25 9
AGC CGAT 110 86
ACC CGAT 38 14
ACG CAAC 68 60
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5.1.2 Fylogeneticka studie sinic rodt z radu Oscillatoriales
Analyzou sekvenci v oblasti 16S rRNA genu (obr. 11) bylo zjisténo, Ze

studované kmeny vlaknitych epipelickych sinic se dé€li do tii zakladnich linii.

Prvni linii reprezentuje druh Ph. formosum, ktery je morfologicky odlisny od
druhu Ph. autumnale.

Druha linie je smési druhti Ph. autumnale a M. vaginatus, jez maji piekryvné
morfologické znaky. Zminéné druhy byva casto obtizné od sebe navzajem odlisit.
Ph. autumnale a M. vaginatus se v ramci skupiny ¢.2 od sebe lisi na zakladé 16S rRNA
jen nepatrné (bootstrap 81).

Tteti linii prezentuji kmeny rodu Geitlerinema. Tento rod vSak neni podle naSich
dosavadnich vysledkii dobfe definovanym rodem. Typovy druh G. splendidum se
vyrazn¢ lisi od dalSich studovanych druhd G. carotinosum a G. pseudoacutissimum.

Hodnocenim dat, které byly zalozeny na technice AFLP (obr. 12), bylo
dosazeno ponékud odlisnych zavérd nez pii hodnoceni ziskanych sekvenci v oblasti
16S rRNA genu. Byla zjisténa vétsi heterogenita v DNA studovanych druhti. Zda se, Ze
zastupci rodi Geitlerinema, Microcoleus a Phormidium vykazuji vysokou miru
podobnosti DNA, coz je patrné ze vzajemného promichani druhli v zobrazeném
dendrogramu (obr. 12). Tento vysledek podtrhuje znamy fakt, ze rody Phormidium-
Microcoleus maji mnoho shodnych znaku, jak molekularnich, tak morfologickych.
Zajimavym vysledkem je pfislusnost G. carotinosum a G. pseudoacutissimum do
skupiny Phormidium-Microcoleus, coz pfiblizn¢ odpovida dosud zjisténym vysledkt
z podrobngjsich studii 16S rRNA genu a ITS oblasti (HASLER et al., in prep.). Jedinym
spolehlivé definovanym druhem se zda byt G. splendidum, ktery je typovym druhem
rodu Geitlerinema. Pro dalsi genetické a taxonomické studie navrhuji srovnavat
sekvence druhii rodu Geitlerinema s G. splendidum. Zminény rod vykazuje znamky
silné heterogenity. Jak je v soucasné dob& definovan, mizeme jej povazovat za

polyfyleticky a zfejmé dojde k jeho budoucimu rozdéleni nebo pteskupeni.
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Gloeobacter violaceus PCC 8105

’7 Phormidium formosum 1

L Phormidium formosum 3

65 1
Phormidium formosum 2
o
| Phormidium formosum 4
54
Phormidium autumnale 1
69
Phormidium autumnale 3 2

81

- Microcoleus vaginatus 1

100

Microcoleus vaginatus 4

| Geitlerinema splendidum 1

100 3a

‘ Geitlerinema splendidum 2

Geitlerinema pseudoacutissimum

100 3b

L Geitlerinema carotinosum

Obr.11 - Fylogeneticky strom zaloZeny na sekvencich 16S rRNA (délka 421 bp)
vybranych kmena sinic z fadu Oscillatoriales konstruovany NJ metodou s
Gloeobacter jako outgroup a hodnotami bootstrap analyzy uvniti
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Phormidium autumnale 1

Geitlerinema pseudoacutissimum

'Y

27

Geitlerinema carotinosum

Microcoleus vaginatus 1

95

Microcoleus vaginatus 4

13

Phormidium formosum 2

100

Phormidium formosum 4

Phormidium autumnale 3

100

H 25

Phormidium formosum 1

89

Phormidium formosum 3

Geitlerinema splendidum 1

100

01 Geitlerinema splendidum 2

Obr.12 — NJ dendrogram (Jaccard’s similarity coefficient) zaloZeny na AFLP
fragmentech s hodnotami bootstrap analyzy uvniti
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1500bp

500bp

5.2 Single cell PCR

Sest kmenti rodu Nodularia (Tab. 3) bylo podrobeno analyze metodou single cell

PCR (kapitola 4.6). Hlavnim cilem prace byla optimalizace tohoto postupu.

Vzorky byly analyzovény v duplikdtech pro pfipadnou absenci vldkna ve vzorku,
kterou mizeme pozorovat v jamkach 5, 10 a 12 (Obr. 13).
Metodu se podafilo tGspésné¢ optimalizovat. Misto tradicniho chlazeni vzorkl

v mrazni¢ce byly vzorky opakované konzervovany tekutym dusikem.

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
e SRy =

-

e
-
-

Obr.13 - 1,8% agaro6zovy gel ukazujici PCR produkty generované single cell PCR
L — 100 bp ladder, GeneRuler™, Fermentas; 1, 2 - N. harveyana (CCAP 1452/1);

3, 4 - N. harveyana (SAG 44.85); 5, 6 - Nodularia sp. (CCAP 1452/6);

7, 8 - N. shaerocarpa (Dvorak 2009); 9, 10 - N. moravica (Hindak 2000/15);

11, 12 - N. shaerocarpa (SAG 50.79)

Po precisténi mohou byt PCR produkty osekvenovany, ziskana data pouzita ke
konstrukei fylogenetického stromu a k dalsimu studiu fylogenetické a taxonomické

ptibuznosti sinic.
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5.3 Reamplifikace AFLP fragmentii

Dvé kultury typového kmene Asterocapsa divina (Tab. 3) byly podrobeny
AFLP, produkty byly separovany a vizualizovany v 6% polyakrylamidovém gelu
(kapitola 4.3). Po vyvolani se gel nechal oschnout a byla provedena izolace DNA ze
ctyf AFLP fragmentd (kapitola 4.4), vybranych z gelu na zaklad¢ své intensity. Cilem
bylo navrhnout a optimalizovat postup ziskavani originalnich sekvenci z AFLP
fragmentu. Bylo vyuzito dvou riznych metod. Nasledné byla provedena reamplifikace
ziskaného useku DNA.

Protokol kitu UltraClean™15 DNA Purification Kit (Elisabeth Pharmacon)
musel byt nejprve modifikovan pro polyakrylamidové gely - byl vyuzit jiny extrakéni
pufr, nemohla byt dodrzena stanovena mnozstvi pouzivanych chemikalii k parametrum
fragmentu, nékteré kroky musely byt vynechany, nebot’ bylo pracovano s nepatrnym
objemem a hrozila ztrata vzorku. Tato metoda nepodala uspokojivé vysledky pro nizky
objem i vytézek nukleové kyseliny.

Naproti tomu aplikace kitu D-TUBE™ Dialyzers: Mini, midi, maxi, and
D-TUBE 96™ (Novagen) pfinesla pozitivni vysledky. Poskytla jak vysoké objemy
izolované DNA, tak je ¢asové€ nenarocna.

Vzhledem k nizké koncentraci DNA izolované z fragmentu musely byt produkty
reamplifikace precistény a zaklonovany do bakterii, kde byly zmnoZeny a DNA
fragmentu byla opét vyizolovana.

Po zmnoZeni DNA v bakteriich a jeji reamplifikaci byly produkty naneseny na
agar6zovy gel (Obr. 14).

Tato DNA muze byt dale po precisténi vyuzita na sekvenace a k dalsimu studiu

fylogenetickych a taxonomickych vztahti sinic.
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500 bp

300 bp

Obr.14 - 15% agarézovy gel ukazujici PCR produkty po reamplifikaci
originalnich sekvenci z AFLP fragmenti

L - 100 bp ladder, GeneRuler™ Fermentas; 1 - AFLP fragment 1 Asterocapsa divina;

2 - AFLP fragment 2 Asterocapsa divina; 3 - AFLP fragment 3 Asterocapsa divina;

4 - AFLP fragment 4 Asterocapsa divina
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6 DISKUSE

Sinice zaujimaji kli¢ové postaveni v mnoha ekosystémech. Jednak diky
produkci kysliku a schopnosti fixovat vzdusny dusik, ale pfedev§im se na né obraci
pozornost pro tvorbu toxickych sekundarnich metabolitd. Schopnost pfesné a rychle
determinovat jednotlivé druhy sinic a mapovat jejich fylogeneticky vyvoj nachazi
mnoho dillezitych uplatnéni. A to nejen pii studiu jejich biodiverzity, ale i pti vyzkumu
bioaktivnich slozek, které mohou mit potencidlni terapeutické vyuziti (TENEVA et al.,
2005).

Rod Nodularia ptedstavuji vlaknité sinice rodu Nostocales.

Morfologicka studia rozliSuji druhy N. spherocarpa, N. harveyana
a N. moravica. N. harveyana se odliSuje v Sifce trichomu, tvaru a poctu akinet (2-4),
navic se jedna o kmeny pivodem ze slanych vod. N. sphaerocarpa tvoii sférické
akinety, proménlivé ve svém poctu (KOMAREK et al., 1993). HINDAK et al. (2003)
vycleniuje samostatny druh N. moravica, odlisujici se od obou téchto druhti morfologii
bunck a ekologii.

Kladistické analyzy oblasti 16S rRNA genu i AFLP shodné separuji studované
kmeny Nodularia. N. harveyana se jasné odliSuje od ostatnich sinic rodu Nodularia.
Tutéz rozdilnost na zékladé studia parcidlnich sekvenci 16S rRNA zaznamenala i studie
Lopes et al. (2010). N. harveyana se ukazuje byti monofyletickym druhem.

Kmen Nodularia sp. (CCAP 1452/6) na zaklad¢ analyzy 16S rRNA nalezi ke
klastru kment N. harveyana, data ziskana z AFLP vSak tento kmen fadi
k N. shaerocarpa (SAG 44.85). Vzhledem k tomu, ze udaje generované AFLP nemohou
byt porovnavany s databazi, navrhuji na zakladé vysledk 16S rRNA urcit Nodularia
sp. jako N. harveyana.

Vztahy v ramci druhtt N. sphaerocarpa stile jest€é nejsou jednoznacné.
Diskutuji to i ptedchozi studie (LAAMANEN et al., 2001; LYRA et al., 2005). Identicky
kmen N. sphaerocarpa z termalnich pramenu (PCC 7804, Dax, Francie), ktery studoval
BoLscH et al. (1999) vykazoval stejné nesrovnalosti v nukleotidové sekvenci cpcBA-
IGS, proto je na misté polemizovat s ur¢enim kmene jako N. shaerocarpa (SAG 50.79)
a radéji jej ponechat jako Nodularia sp. Obé metody prokazaly jednoznacnou piibuznost
N. shaerocarpa (SAG 50.79) s N. moravica (Hindak 2000/15). Tyto druhy se vsak

fyziologicky, morfologicky i geneticky odlisuji. Druh N. moravica definovali HINDAK
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et al. vroce 2003 a dosud jesté nebyl sekvenovan a zkouman na molekularni urovni.
Zvolené molekularni postupy potvrdily platnost tohoto druhu.

Rody Geitlerinema, Microcoleus a Phormidium sdileji mnozstvi spole¢nych
fenotypovych i genotypovych znaki, které¢ se mohou prekryvat a jejich rozeznani mize
byt obtizné.

Kladistickd analyza zvolenych molekularnich markerG potvrdila, Ze rod
Phormidium piedstavuje polyfyletickou skupinu. Toto tvrzeni souhlasi s vysledky,
kterych dosahli TENEVA et al. (2005). Nedala vSak odpovéd’ na vnitini roztfidéni tohoto
rodu. Fylogeneticky strom konstruovany na zakladé dat ze sekvenace oblasti genu
16S rRNA prifadil kmeny Ph. autumnale ke kmeniim M. vaginatus. Tato topologie je
podporovana praci STRUNECKEHO et al. (2010), ktefi u Ph. autumnale detekovali 11 bp
dlouhy insert na 6. smyéce 16S rRNA, jenz popsali jiz diive GARCIA-PICHEL
et al.(2001) ¢i BoYER et al. (2002) u M. vaginatus, a jez se zda byt specificky praveé pro
rod Microcoleus. Kmeny Ph. autumnale v jejich studii vytvotily samostatny klastr od
ostatnich druhd rodu Phormidium. PALINSKA and MARQUARDT (2008) téz prokazali, ze
druh Ph. autumnale neni zcela fylogeneticky koherentni k rodu Phormidium a vyzaduje
revizi. Dva kmeny Ph. autumnale se v jejich studii geneticky odlisuji od ostatnich
zkoumanych Ph. autumnale a vytvorily klastr s kmeny rodu Microcoleus a Tychonema
bourellyi.

Tak jednoznacnou piibuznost druhti Ph. autumnale a M. vaginatus, jakou
podaly vysledky oblasti 16S rRNA genu, vSak analyza AFLP nepotvrdila. Poukazuje
spise na ptibuznost M. vaginatus s kmeny G. carotinosum a G. pseudoacutissimum, coz
pfiblizn€ odpovida dosud zjisténym vysledkiim z podrobnéjsich studii 16S rRNA genu
a ITS oblasti (HASLER et al., in prep.). Podle GUNDLAPALLY and GARCIA- PICHELLA
(2006) je druh M. vaginatus striktn¢ monofyleticky, na coz usuzuji i ja.

Analyza 16S rRNA provedena KIRKWOODEM et al. (2008) klasifikovala rod
Geitlerinema jako monofyleticky. Moje studie vSak pfinesla jiny pohled, podle né¢hoz
vykazuje rod Geitlerinema zna¢nou heterogenitu. Z vysledkii obou molekularnich
metod je patrné, Ze jedinym spolehlivé definovanym druhem je typovy druh
G. splendidum. Piiklanim se tedy k hypotéze, ktera poklada rod Geitlerinema za
polyfyletickou skupinu. Stejné¢ tak WoobD et al. (2002) studovali 16S rRNA na 10
rodech z fadu Oscillatoriales a pravé rod Geitlerinema rozclenila ziskana data do tfi
riznych klastrd. Nasledn¢ preklasifikovali dva kmeny Geitlerinema na Phormidium.

BITTENCOURT-OLIVIERA et al. (2007, 2009) publikovali vysokou sekven¢ni
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I morfologickou podobnost mezi druhy G. amphibium a G. unigraduatum na zakladé
vice molekularnich metod a potvrdil hypotézu, Ze se mize jednat z pohledu genetické
informace o stejné druhy. Ma studie i studie provedena MARGHERI et al. (2003)
dochazeji k myslence, ze sohledem na rozmanitost je rod Geitlerinema "doc¢asny"
a vyzaduje preklasifikovani ¢i roz¢lenéni do vice druhti.

Systém sinic provazi neustdly vyvoj a i pres pokrok, ktery do n&j vnasi
molekularni fylogenetika, neni dosud dofeSen. Lze tedy ocekavat, ze v Klasifikaci
cyanobacterii bude dochazet k ¢etnym zménam.

Single-cell PCR piedstavuje revoluéni metodu v analyze DNA. Jeji postup byl
optimalizovan pro molekularni studie sinic. Tradi¢ni chlazeni vzorkd v mraznicce bylo
nahrazeno jejich opakovanym mrazenim v tekutém dusiku. Vyuziti amplifikace DNA
z jednotlivych bun€k odstrafiuje komplikace s kultivaci sinic. V dne$ni dob& Ize
kultivovat jen velmi malé mnozstvi druht, pfiblizné 3% (HASLER, Gstni sdéleni).

Podafila se najit vhodnad a optimalizovana metodika ziskdvani origindlnich
sekvenci z AFLP fragmentd pomoci komeréniho Kitu. Tuto metodiku povazuji za
vhodny néstroj ve studiu DNA sinic, u kterych PCR reakce neprobihd s bézné
pouzivanymi primery. Ze ziskanych AFLP fragmentd lze pak navrhovat specifické

primery pro dany druh nebo rod.
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7 ZAVER

Néplni prace bylo posuzovani taxonomie sinic rodtt Nodularia a vybranych rodi
ztadu Oscillatoriales (Phormidium, Microcoleus, Geitlerinema) dvéma metodami
postavenymi na molekularnich markerech — 16S rRNA a AFLP. Dale optimalizace
metody typu single-cell PCR a nalezeni vhodného postupu pro ziskavani originalnich
sekvenci z AFLP fragmentt.

Studie prokdzala korelaci mezi molekularnimi a  morfologickymi
charakteristikami sinic rodu Nodularia. Moisky druh N. harveyana je odlisny od
ostatnich sladkovodnich a bentickych sinic druhti N. sphaerocarpa a N. moravica.
K pfihlédnuti na data poskytnuta analyzou oblasti genu 16S rRNA navrhuje revizi
kmene Nodularia sp. (CCAP 1452/6). Pravdépodobné se jedna o N. harveyana.
S ohledem na piibuznost k N. moravica pieklasifikovat také kmen N. sphaerocarpa
(SAG 50.79) na Nodularia sp.

Zvolené metody v pfipadé¢ vybranych kmend zitadu Oscilatorialles ukazaly
ponékud odlisné vysledky. Bylo potvrzeno, Ze rod Phormidium vykazuje znamky
polyfyletie. Sekvence v oblasti genu 16S rRNA prokazala vysokou miru podobnosti
DNA mezi Ph. autumnale a M. vaginatus. Pro piesnéjsi porozuméni vztah mezi témito
druhy by vsak bylo vyhodng&jsi studium segmentu ITS a jeho sekundarni struktury, popt.
identifikace ptitomnosti 11 bp dlouhého insertu na 6. smyc¢ce 16S rRNA typického pro
M. vaginatus. Podle dat AFLP analyzy nalezi ke skupiné¢ Phormidium-Microcoleus
navic druhy G. carotinosum a G. pseudoacutissmum, coz poukazuje na zna¢nou
heterogenitu rodu Geitlerinema. Jedinym dobfe definovanym druhem v ramci
studovanych kmend Geitlerinema se zda byt typovy druh G. splendidum. Pro nasledné
fylogenetické studie navrhuji tedy srovnavat sekvence druhti rodu Geitlerinema
s G. splendidum.

Uspé&sné se podafilo nalézt postup pro ziskavani originalnich sekvenci z AFLP
fragmentt,, coz mize vést k naslednému studiu taxonomie a fylogeneze sinic. Podle
ziskanych sekvenci fragmenti mohou byt navrzeny primery specifické pro dany druh ¢i
rod.

Optimalizace single cell PCR spocivala v zaméné chlazeni vzorkll v mraznicce
za chlazeni vzorkl v tekutém dusiku. Metoda po sekvenci PCR produktu mutze dale

nalézt vyuziti v dal$im srovnavani fylogenetickych vztaht sinic.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
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AFLP

bp

CTAB
DGGE

DNA
EDTA

ITS

PCR

PVP
Q-PCR

RFLP

rRNA

RT-PCR

TRIS
UPGMA

adenin

polymorfizmus délky amplifikovanych fragmentd
(Amplified Fragment Length Polymorphism)
paru bazi (base pair)

cytosin

cetyltrimethylammonium bromid

gelova elektroforéza v denaturacnim gelu
(denaturing gradient gel elektrophoresis)
deoxyribonukleova kyselina
ethylendiaminotetraoctova kyselina

guanin

vnitini transkribovatelny spacer

(internal transcribed spacer)

polymerésova fetézova reakce

(polymerase chain reaction)
polyvinylpyrolidon

kvantitativni polymerdzova fetézova reakce
(quantitative polymerase chain reaction)
polymorfismus délky restrikénich fragmenti
(Restriction Fragment Length Polymorphism)
ribozomova ribonukleotidova kyselina
reverzni transkripce PCR

(Reverse Transcription PCR)

thymin
2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
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This paper focuses on the morphology, taxonomy and ecology of the widespread cyanobacteria of
the genus Nodularia Mertens ex Bornet & Flahault. In this study the benthic strain of N. sphaero-
carpa, isolated from a sand-pit near Olomouc (Czech Republic), is compared with brackish and sea-
water strains. Changes in morphology and growth parameters (biomass and chlorophyll a) recorded
in varying salinity gradients were studied and a 16S rRNA sequencing and AFLP analysis con-
ducted. Morphological and ecophysiological characteristics found were in congruence with molec-
ular data. Three major subgroups of the benthic Nodularia (N. sphaerocarpa, N. moravica and
N. harvevana ) were found using the polyphasic approach. The results of both the molecular and
morphological study clearly separated N. moravica and N. sphaerocarpa, as freshwater species
prefering a low salinity and the N. harveyana strains originating from a marine environment prefer-
ring a high salinity.

Keywords: AFLP, cyanobacteria, ecology, morphology, Nodularia, salinity, 16S rRNA

Introduction

The genus Nodularia Mertens ex Bornet & Flahault is a widespread group of ecologically
and morphologically complicated species, which usually occur in brackish coastal waters
and freshwater alkaline water bodies. This genus rarely occurs in the Czech Republic
being represented exclusively by bentic species (KaStovsky et al. 2010). Previous identifi-
cation was primarily based on the width of the filament. Based on Geitler’s species con-
cept (Geitler 1932), two main groups of species are recognized; the N. harveyana group
(filaments narrower than 8 wm) and the N. spumigena group (filaments wider than 8 pum).
Before the 1980s a great number of species, forms and varieties were described. After this
date several taxonomic revisions were made and many taxa were combined (e.g. Nordin &
Stein 1980, Komarek et al. 1993). The number of species varies depending on the authors.
Komarek et al. (1993) and Hindak et al. (2003) classified Nodularia species, using the
presence of gas vesicles as the main diacritical feature, with filament width secondary.
Following this treatment Nodularia species were divided into a benthic group without gas
vesicles (N. harveyana, N. moravica, N. sphaerocarpa, N. turicensis, N. willei) and
a planktonic water bloom forming group with gas vesicles (N. baltica, N. crassa,
N. litorea, N. spumigena). However, the occurrence of gas vesicles is not a stable feature
and gas vesicles can disappear under unfavourable conditions (Poulickova et al. 2004).
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The taxonomically important character should be the ability to form gas vesicles and not
their actual presence (Komarek et al. 1993).

Current identification of Nodularia species 1s based on the morphology of vegetative
cells, heterocytes, akinetes, ecology and molecular biology (Laamanen et al. 2001, Lyra et
al. 2005). Cell size can be variable and can overlap among different species (for detail see
Komarek et al. 1993, their Fig. 2), however, in combination with the other features all
Nodularia species are identifiable. The taxonomic position of N. sphaerocarpa is still
unclear. Numerous authors consider this species to be a variety of N. harveyana (e.g.
Geitler 1932, Elenkin 1938, Starmach 1966, Kondrateva 1968, Bourrelly 1970, Nordin &
Stein 1980), whereas others classify it as a separate species (Komarek et al. 1993, Hindak
et al. 2003).

The aims of this study are: (i) to evaluate the relationship of morphology, ecophysio-
logy and molecular variability in the taxonomic classification within the genus Nodularia
and (ii) to evaluate the taxonomic position of N. moravica and N. sphaerocarpa.

Material and methods

A benthic population of N. sphaerocarpa was obtained from a eutrophic sandpit near
Olomouc (Czech Republic; 49°34'3.775"N; 17°14'58.131"E) in 2007 (pH 8.03, conduc-
tivity 1040 pS/cm, salinity 0.7%c) using the sampling methods published in Spackova et
al. (2009). Samples of bottom sandy sediments were incubated under standard laboratory
conditions (temperature t = 15+1 °C, illumination 20 umol-ms"', photoperiod L/D 16/8
hrs) and studied using a Zeiss Axiolmager light microscope (AxioCam HRc 13MPx,
objectives Planapochromat 100/1.4, Oil, DIC, EC Plan-Nefluar 40/1.3, Oil, DIC). A strain
of N. sphaerocarpa was isolated in liquid Bristol-Bold (BB) medium (Bold 1949). Several
strains including those of N. harveyana (strain CCAP 1452/1, origin: marine; SAG 44.85,
origin: salt marsh), N. moravica (strain Hindak 2000/15; Institute of Botany, Slovak Acad-
emy of Sciences, origin: freshwater, benthic), N. sphaerocarpa (strain SAG 50.79, origin:
thermal water) and Nodularia sp. (strain CCAP 1452/6, origin: marine) were used for
comparing with the above strain of N. sphaerocarpa (strain Dvorak 2009, origin: freshwa-
ter, benthic; Table 1).

Experimental growth in salinity gradient

The liquid medium BB was adjusted with sodium chloride to a final salinity gradient as
follows: 10, 20, 30, 40, 50, 60 and 70%.. Serological plates (12 wells) were filled with
3.5 ml of culture media and 100 ul of Nodularia inoculum (3000 cells per ml) added to
each well, with three replicates of each salinity. The plates were kept at the same culture
conditions as incubated natural material of N. sphaerocarpa. Cultures were maintained for
30 days and regularly checked using an inverted microscope, the Zeiss Axiovert 40C. Dur-
ing the following 30 days, the number of vegetative cells, heterocytes, akinetes and vege-
tative cells between heterocytes were counted in a Biirker chamber. Morphological param-
eters (cell length and width) were measured for one hundred filaments per sample. The
growth of cultures was evaluated using the chlorophyll-a concentration method of Vernon
(1960).
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Table 1. — List and characterization of the Nodularia strains used in this study.
Strain name and designation ~ Locality/Habitat Reference GeneBank
access no.

N. harveyana, CCAP 1452/1 no data/marine this study HQ394172

N. harveyana, SAG 44.85 Lincolnshire, near Gibraltar/salt marsh this study HQ394175

N. moravica, Hindak 2000/15 Podivin, Czech Republic/freshwater, benthic, this study HQ394173
sand-pit lake

N. sphaerocarpa, Dvorak 2009 Olomouc, Czech Republic/freshwater, benthic, this study HQ394177

N. sphaerocarpa, SAG 50.79 Dax, France/thermal water this study HQ394174

Nodularia sp., CCAP 1452/6  Dunstaffnage Bay, Oban, UK /marine, this study HQ394176
intertidal sediment

N. harveyana, BECID29 Gulf of Finland, Baltic Sea/littoral zone, rock Lyra et al. 2005  AJ781146
surface

N. harveyana, Hiibel 1983/300 Hiddensee, Baltic Sea/benthic microbial mat Lyraetal. 2005 AJ781142

N. harveyana, Bo53 Boiensdorf/shallow coastal water Lyraetal. 2005 AJ781143

N. harveyana, BECID27 Gulf of Finland, Baltic Sea /littoral zone, plant Lyra et al. 2005  AJ781145
surface

N. sphaerocarpa, BECID35  Gulf of Bothnia, Baltic Sea/littoral zone, mat- Lyra etal. 2005 AJ781149
like colony

N. sphaerocarpa, BECID36  Gulf of Finland, Baltic Sea/littoral pool, rock Lyra et al. 2005 AJ781147
surface

N. sphaerocarpa, Fil9 Fihrdorf, Isle of Poel/shallow coastal water ~ Lyra et al. 2005  AJ781144

N. sphaerocarpa, Hiibel 296  no data Lyraetal. 2005 AJ781141

N. sphaerocarpa, PCC 73104  Spotted lake, Canada/alkaline soil Lyra et al. 2005 AJ781139

N. sphaerocarpa, Upl6a Gulf of Finland, Baltic Sea/plankton Lyraetal. 2005 AJ781140

N. sphaerocarpa, UTEX B 2092 Osoyoos, Canada/alkaline soil Lyraetal 2005 AJ781151

N. spumigena, AV1 Gulf of Finland, Baltic Sea/plankton Lyra et al. 2005  AJ781136

N. spumigena, F81 Gulf of Finland, Baltic Sea/plankton Lyraetal. 2005 AJ781137

N. spumigena, PCC 9350 Gulf of Finland, Baltic Sea/plankton Lyraetal. 2005 AJ781131

N. spumigena, UTEX B 2093 San de Fuca, Whidbey Island, WA, USA/pond Lyra et al. 2005 AJ781148

Statistical analyses

Morphological variability was analysed using one-way ANOVA (NCSS software; Hintze
2006). Polynomial correlation was made on significance level of o = 0.05. Hierarchical
clustering was based on Ward’s minimum variance method (NCSS software).

DNA extraction, amplification and sequencing

DNA extraction was performed using the protocol of Doyle & Doyle (1990). The integrity
and quality of DNA was checked on 1.8% agarose gel. Concentrations of DNA samples
were assessed by a NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Delaware, USA). The PCRs with 16S rRNA primers CYA106F, CYA359F, CYA781R(a)
and CYA78IR(b) (Niibel et al. 1997) were performed using a FastStart PCR Master Kit
(Roche) following the PCR protocol of Niibel et al. (1997). The PCR products were
checked by agarose electrophoresis, purified using GeneElute PCR Clean up Kit (Sigma-
Aldrich Co., USA) or cloned into the pPGEM®-T vector (Promega Corporation, Madison,
USA) and sequenced.
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Table 2. — List of primer sets used in the reactions with the total number of scored and polymorphic bands.

Amplification Primer Sets Sequences Number of bands ~ Number of polymorphic bands
EcoRI primer E-CAG / Msel primer M-CAAC 77 77
EcoRI primer E-CAG / Msel primer M-CAAT 86 85
EcoRI primer E-CAG / Msel primer M-CGAT 65 65
EcoRI primer E-ACC / Msel primer M-CAAC 74 72
EcoRI primer E-ACC / Msel primer M-CAAT 50 50
EcoRI primer E-ACC / Msel primer M-CGAT 77 76
EcoRI primer E-ATC / Msel primer M-CGAT 72 72
EcoRI primer E-ACA / Msel primer M-CGAT 42 42
IEcoRI primer E-ACT / Msel primer M-CGAT 67 67
EcoRI primer E-ACG / Msel primer M-CAAC 48 48
EcoRI primer E-ACG / Msel primer M-CTT 53 53

Total number of bands: 711
Polymorphic bands: 99.43%

AFLP analysis

The original procedure published by Vos et al. (1995) with the modification proposed by
Kitner et al. (2008) was used for AFLP analysis of six Nodularia strains. In total eleven
selective primer combinations were chosen to generate the AFLP profiles (Table 2). Prod-
ucts of amplification were separated on a 6%, 0.4 mm thick denaturing polyacrylamide gel
(0.5x TBE buffer) using the T-REX (Thermo Scientifis Owl Separation Systems, Roches-
ter, NY, USA) sequencing gel electrophoresis apparatus. Subsequent silver staining was
used for visualizing the AFLP patterns.

Phylogenetic analyses

The 16S rRNA sequences of selected Nodularia strains (see Table 1 for access numbers)
obtained above and from EMBL Nucleotide Sequence Database were aligned with ClustalW2
(EMBL Sequence Analysing tool; available from http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/).
The phylogenic tree was obtained using Bayesian MCMC (Markov chain Monte Carlo)
analysis, which also enables a molecular clock analysis (Drummond & Rambaut 2007).
The 95% confidence interval for the divergence of Nodularia isolates was inferred by an
analysis with BEAST 1.4.2. (available from http://beast.bio.ed.ac.uk). The analysis was
run for 10M generations and the burn-in was set to 100K generations. Then program
Tree Annotator summarized a tree sample from BEAST annotating it with posterior proba-
bilities, HPD node heights and rates. This tree was viewed in the program FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). Minimum evolution and maximum likelihood
bootstrap analysis was carried out using PAUP* (Swofford 2001). Visualized AFLP gels
were scored for presence (1) or absence (0) of bands. The binary matrix was constructed
from primary data and subjected to FreeTree for cluster analysis (Pavlicek et al. 1999;
method UPGMA, Jaccard similarity coefficient). The resulting cluster was visualized in
TreeView (Page 1996). To validate how consistently the AFLP data support given isolate
bipartitions, bootstrap analysis was carried out using 1000 replicates (Felsenstein 1985).
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Results
Investigation of natural population of Nodularia sphaerocarpa

The morphology of N. sphaerocarpa accords with the description in Komarek et al.
(1993) and differences between the species studied are compared in Table 3. Nodularia
sphaerocarpa was initially observed in December 2007 when it formed an important part
of the benthic cyanobacterial assemblages (25%) on the surface of sandy bottom sedi-
ments. Filaments were usually straight, bent or occasionally wavy, attenuated or not, 5-8
um wide (Figs 1-5). Sheaths were colourless and diffluent. Cells without gas vesicles
were short, barrel-shaped, 2-5 X 5-7 um. Heterocytes were elliptical, rectangularly-
rounded or barrel-shaped, 5-9 x 610 um. Akinetes were spherical or elliptical, 6-10 um
in diameter, with wart-like incrustations on their surface (Figs 6-9) and often in chains
(more than four cells). Occasionally, short hormogonia (up to 20 cells), which had germi-
nated from akinetes, were found.

Table 3. — Comparison of the morphology of the Nodularia species included in this study.

N. sphaerocarpa N. moravica N. harveyana N. spumigena
Vegetative cells 2-5%x5-7 2-6x7-15 1.5-3.5x4-5 2-56%x68-12
Heterocytes 5-9 x 610 4-11 x 8.5-11 3-6 x 4-7 2-5x9-13.7
Akinetes 610 in diam. 6-10 % 8-12 4-8 x 5-7 5.7-15x 8-12
Gas vesicles not present not present not present present
Habitat periphytic, benthic, alkaline littoral periphytic, benthic,  planktonic, marine

alkaline waters saline or mineral

water

Reference this study Hindéak et al. 2003 Komarek et al. 1993 Komairek et al. 1993

Effect of salinity on morphology of Nodularia strains

Five strains of Nodularia, from culture collections, were compared with the isolate (Table
1, Figs 10-43). Growth and filament shape were variable and depended on salinity.
Nodularia sphaerocarpa (both strains), N. harveyana (both strains) and Nodularia sp.
were mostly long and straight (Figs 1-30) or slightly bent. Short filaments and
hormogonia of N. sphaerocarpa (strain Dvorak 2009) were recorded in standard BB
medium (Fig. 10).

Growth of N. sphaerocarpa (strain Dvofak 2009) was best when the salinity was
10-20%¢ (Table 4) and inhibited when it was 40%0, whereas the second strain (SAG 50.79)
grew well only in basic BB medium and at a salinity of 10%¢ (1920000 cells per ml).
Nodularia moravica (Hindak 2000/15) grew well in media with salinities of up to 40%o
(with the highest abundance of 4,138,000 cells per ml at 10%o salinity). Strain N. harveyana
(CCAP 1452/1) grew in basic BB medium with salinities up to 50%e, but the growth was
similar over the entire range. Strains of N. harveyana (SAG 44.85) and Nodularia sp.
(CCAP 1452/6) grew in basal BB medium with salinities up to a 40%c and N. harveyana
and Nodularia sp. grew best at salinities of 30%c and 10%o, respectively (Table 4). Growth
parameters (abundance and chlorophyll-a ) were significantly correlated with gradient of
salinity, except for strain N. harveyana CCAP 1452/1 (Table 5).
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Table 4. — Culture growth parameters on salinity gradient: abundances {thousands-ml_l) of vegetative cells,
heterocytes, akinetes and the chlorophyll a concentration (ug»l_]) of Nodularia species when kept at particular
salinities; n.d. — no data (no akinetes appeared or strain was not growing); salinity gradient: BBM — Bristol-Bold
medium without addition of NaCl (= 0%e) and salinity range (10-50%¢).

Species (strain) Abundance Salinity
BBM 10%¢ 20%0 30%¢ 40%¢ 50%0
N. sphaerocarpa cells 2904 13737 18205 2558 n.d.
(strain Dvofak 2009) heterocytes 149 290 349 49 n.d.
akinetes 4 27 37 4 n.d.
total cells 3058 14053 18592 2611 n.d.
chlorophyl a 11.89 31.39 22.63 572 n.d.
N. sphaerocarpa cells 5893 1920 n.d. n.d. n.d.
(SAG 50.79) heterocytes 209 43 n.d. n.d. n.d.
akinetes n.d. 130 n.d. n.d. n.d.
total cells 6102 2093 n.d. n.d. n.d.
chlorophyl a 3743 8.89 n.d. n.d. n.d.
N. moravica cells 3222 4138 3940 3247 320
(strain Hindak 2000/15) heterocytes 471 347 273 210 27
akinetes n.d. n.d. n.d. n.d. 63
total cells 3693 4484 4213 3457 410
chlorophyl a 110.62 76.58 54.10 13.08 3.43
N. harveyana cells 19653 13871 13113 12573 19431 10071
(CCAP 1452/1) heterocytes 1327 809 847 740 870 542
total cells 20980 14680 13960 13313 20306 10613
chlorophyl a 25.02 40.90 40.37 31.66 52.96 16.00
N. harveyana cells 3849 2960 0422 9600 3871
(SAG 44.85) heterocytes 658 596 556 756 191
total cells 4507 3556 6978 10369 4076
chlorophyl a 19.56 19.94 17.91 15.24 5.97
Nodularia sp. cells 15607 18853 8044 10449 4787
(CCAP 1452/6) heterocytes 747 900 434 716 223
total cells 16353 19753 8529 11164 5010
chlorophyl a 49.07 32.54 24.54 16.90 10.31

Table 5. — Coefficient of determination (rz) of the correlation between the growth parameters and salinity. Salinity
ranges as in Table 4; the strain N. harveyana CCAP 1452/1 growth of which was not significantly correlated with
salinity is not shown. * significance level 0.05.

Growth N. sphaerocarpa  N.moravica  N. sphaerocarpa  N. harveyana Nodularia sp.

parameters (strain Dvoiik (strain Hindak (SAG 50.79) (SAG 44.85) (CCAP 1452/6)
2009) 2000/15)

Vegetative cells 0.949%* 0.987* 0394 0.214 0.711%

Heterocyles 0.930* 0.972%* 0.549 0.694* 0.649*

Total cells 0.949%* 0.979* 0.369 0.241 0.710*

Chlorophyll-a 0.948* 0.984* 0.980* 0.440 0.993*
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Figs 1-18. — Morphological variability of Nodularia sphaerocarpa. 1-9 seminatural population of N. sphaero-
carpa from a sand pit at Olomouc: 1-5 filaments; 6-9 akinetes; 10-18 changes in the filaments recorded at differ-
ent salinities. 10-13 strain Dvorak 2009: 10 standard BB medium; 11 salinity 10%e; 12 salinity 20%¢; 13 salinity
30%¢; 14-18 strain SAG 50.79: 14-15 standard BB medium; 15 hormogonia production; 16-18 salinity 10%ec.
Scale bars 10 um (1-5, 10-18; 6-9)
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Figs 19-43. — Morphological variability of Nodularia harveyana and Nodularia moravica. 19-24 strain CCAP
1452/1: 19 standard BB medium; 20 salinity 10%¢; 21 salinity 20%o; 22 salinity 30%e; 23 salinity 40%c; 24 salinity
50%¢; 25-30 strain SAG 44.85: 25-26 standard BB medium; 27 salinity 10%c; 28 salinity 20%c; 29 salinity 30%¢;
30 salinity 40%¢; 31-36 strain CCAP 1452/6: 31 standard BB medium; 32 salinity 10 %c; 33 salinity 20%c; 34
salinity 30%c; 35-36 salinity 40%c; 37-43 strain Hindak 2000/15: 37 standard BB medium; 38 salinity 10%c¢; 39
salinity 20%¢; 40 akinete formation in standard BB medium; 41-43 salinity 10 and 30%c. Scale bar 10 pm.
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Nodularia sp. (CCAP1452/6)

N. harveyana (SAG 44.85)

N. harveyana (CCAP 1452/1)

—— N. moravica (Hindik 2000/15)

N. sphaerocarpa (SAG 50.79)

N. sphaerocarpa (Dvoiik 2009)
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Fig. 44. — Hierarchical clustering based on morphology of vegetative cells and heterocytes (Ward’s minimum
variance method).

Vegetative cells were always wider than long. Barrel-shaped cells occurred occasion-
ally. Cell morphology was significantly influenced by the salinity gradient (Table 6). Hier-
archical clustering analysis based on cell morphology clearly separated the marine group
of N. harveyana and Nodularia sp. from the freshwater group of N. sphaerocarpa and
N. moravica. Nodularia moravica was also slightly separated from N. sphaerocarpa (Fig. 44).
There was no significant influence of salinity on cell size within the N. harveyana group.
A wide variation in cell dimensions was observed in N. moravica, but without any general
trend relative to salinity. Cells, akinetes and heterocytes seemed to be wider at the higher
salinities in N. sphaerocarpa (Table 6). Cells and heterocytes were the widest in a medium
adjusted to a salinity of 30%ec. Cell dimensions of the strain (SAG 50.79) of N. sphaero-
carpa were similar to those of strain Dvorék 2009. There were no significant differences in
cell dimensions in the standard medium with a salinity of 10%¢ (except for that of the
heterocytes). Cells of N. moravica were wider than long, occasionally barrel-shaped or
elliptical. Cell and heterocyte width in the N. harveyana group were not as variable as in
N. sphaerocarpa and N. moravica. Cells and heterocytes were always wider than long and
the minimum and maximum values were similar (for details see Table 6).

Within the first 10 days of the experiment vegetative cells and heterocytes were
observed in cultures of all strains. No akinetes were formed by N. harveyana and
Nodularia sp. After 20 days akinetes occurred in the cultures of N. sphaerocarpa and
N. moravica, particularly at salinities between 10-30%. and sporadically in the basic BB
medium. Akinetes of N. sphaerocarpa (strain Dvorak 2009) were not of the same shape as
in the natural population and were usually wider than long and lacked wart-like
incrustations on their surfaces (Figs 11-13). Low salinities stimulated N. sphaerocarpa to
produce short hormogonia from filaments by means of necridic cells (Fig. 10). Akinetes of
N. sphaerocarpa (SAG 50.79) occurred in long chains (0-10%¢ salinity) and those in stan-
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Table 6. — Changes in morphology of Nodularia strains kept at different salinities. Salinity gradient as in Table 4;
n.d.— no data. Effects of salinity on the length (um) and width (um) of each cell type were tested using one-way
Anova; * significance level 0.05-0.01; #* significance level < (.01, n = 100 cells for each salinity.

Vegetative cells Heterocytes Akinetes Cells HTC-
Length Width Length Width Length Width HIC
Nodularia sphaerocarpa BBM 2.51+0.64 6.90£0.58  4.96+0.77 7.54+0.81  5.67£0.71 9.43%1.15 317
(strain Dvoidk 2009)  10%o 2.40+0.70 8.02+0.73  4.98x0.90 9.06=1.00  5.03x1.31 10.00+0.81 95«15
20%o 2.51+0.62 7.57#0.67  5.29x0.90 9.28+0.96  6.09£0.94 9.81£1.29  69+20
30%o 2.24+0.46 9.19£1.02  6.08x1.29 11.06x1.44 5.73x0.64 10.89+1.53 7031
F 3. 83 141.71%* 25.15%*%  160.04%*
t’ 0.50 0.74 0.69 0.93
Neodularia sphaerocarpa BBM 3.2840.92 6.97x047  6.43x1.16 8.75x0.88  9.77x1.76 10.56x1.31 1747
(SAG 50.79) 10%0 2.93+0.76 7.13x0.94  5.62+1.80 7.92+0.95  7.96x1.42 10.40+0.98  23+4
F 2.64 0.70 3.32 7.78%%
Nodularia moravica BBM 3.13+0.85 9.81+x0.65  5.48+1.03 9.67+0.60 n.d. n.d. 13+4
(strain Hindak 2000/15) 10%e 3.00+0.89 8.90+0.60  4.52+0.68 9.16=0.64 n.d. n.d.. 135
20%o 3.58+£0.92 7.71x0.59  5.29+0.78 8.26x0.68  8.00+0.00 12.00+0.00 9+3
30%¢ 3.06£0.89 7.00+£0.68 5.55¢0.76 8.03x0.60 nd.. n.d.. 11+4
40%e 3.81£0.75 8.69+1.25  6.06+1.18 10.00£0.63  7.32+2.04 9.84+1.60 1448
F 3.88%* 69.05%% 10.317%+* 47.78%*
r 0.39 0.36 0.38 0.01
Nodularia harveyana 0%q 2.29+0.59 5.42+0.51 5.16x£0.58 5.93x0.44 n.d. n.d. 18+6
(CCAP 1452/1) 10%c¢ 2.29+0.46 529+046  458x0.81 5.61x0.50 n.d. n.d. 17+5
20%e 2.29+0.46 5.16+0.27  4.90+0.83 5.55+0.57 n.d. n.d. 15+4
30%e¢ 2.58+0.50 4.90£0.60  4.74x0.58 5.45x0.57 n.d. n.d. 135
40%e 2.09+0.65 5.00£0.51 477092 5.58+0.62 n.d. n.d. 17+6
50%a 2.45+0.63 5.37+0.49  5.09+0.88 6.27+0.65 n.d. n.d. 1547
F 2.73% 6.89%* 2.38* 9.22%%
i’ 0.02 0.13 0.01 0.07
Nodularia harveyana 0% 2.44+0.62 5.25+0.57  5.03+0.53 5.53+0.88 n.d. n.d. 12+6
(SAG 44.85) 10%e¢ 2.06+0.56 5.19£0.40  4.94+0.80 5.62+0.61 n.d. n.d. 1749
20%o¢ 2.03x1.18 5.1920.57  4.72x0.77 5.81x0.64 n.d. n.d. 155
30%e 2.16+0.37 5.16£0.37  4.60+0.71 5.88+0.55 n.d. n.d. 1447
40%o 2.16+0.57 5.31x047  4.69+0.78 5.91+0.47 n.d. n.d. 11+4
F 1.61 0.63 2.03 2.06
i’ 0.20 0.06 0.79 0.93
Nodularia sp. 0%q 2.06+0.57 4.87+0.50  5.13x0.62 6.10+0.60 n.d. n.d. 269
(CCAP 1452/6) 10%e¢ 2.06+0.68 5.26+0.68  3.94x0.81 5.94+0.73 n.d. n.d. 22+8
20%¢ 2.00£0.63 4.98+0.48 4.19+0.75 5.58%0.50 n.d. n.d. 2449
30%0 1.68+0.60 5.39+0.56  3.58+0.81 6.03+0.60 n.d. n.d. 2612
40%¢ 1.94+0.57 5.16£045  3.71x0.94 6.00+0.77 n.d. n.d. 25+12
F 2.13 4.68%%* 18.73%** 3.04*
r’ 0.39 0.29 0.68 0.01
Pooled data F 17.26%%  233.43%* 20.13**  200.98%*

dard medium were more spherical than in the 10%¢ medium (Figs 16—18). Germination
was observed in the standard BB medium (Fig. 15). Akinetes of N. moravica occurred
throughout the whole salinity gradient and were the widest of all of the cultivated strains
(Table 6). Their shape changed from flatly elliptical to round (Figs 41-43). Unlike in

74
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61/57/-
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N. spumigena AJ781136
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N. spumigena AJ781137
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0.004

Fig. 45. = Phylogram of single tree generated from Bayesian MCMC (Markov chain Monte Carlo) analysis based
on 168 rRNA sequences (length = 421bp) and with Phormidium autumnale as the outgroup. Labelled branches
indicate Bayesian posterior probabilities = 95%. Bootstrap support values (= 50%) are shown above the branches
(posterior probability from Bayesian analysis/minimum evolution/maximum likelihood). Strains studied are in
bold.

N. sphaerocarpa, the content of the akinetes was less granulated, rather fine granulated to
nearly homogenous and pale brown or green-brown. Akinetes of Nodularia moravica ger-
minated to produce hormogonia in media with salinities of between 10 and 20%e.

Analysis of 16S rRNA gene sequences

The 16S rRNA sequences from the Nodularia strains studied were compared with those
available from the GenBank and one Phormidium isolate (outgroup). Following Lyra et al.
(2005), only well-defined sequences were used. This analysis clearly divided the genus
Nodularia into two major groups: N. harveyana and a group represented by N. moravica,
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N. moravica (Hindak 2000/15)

96
N. sphaerocarpa (SAG 50.79)
100 N. harveyana (CCAP 1452/1)
79
N. harveyana (SAG 44.85)
—193
N. sphaerocarpa (Dvoiik 2009)
— 74

0 Nodularia sp. (CCAP 1452/6)

0.

Fig. 46.— UPGMA analysis dendrogram (Jaccard’s similarity coefficient) based on 711 AFLP fragments. Signifi-
cant values of bootstrap analysis are shown on branches.

N. spumigena and N. sphaerocarpa (Fig. 45). The N. harveyana clade included the strains
CCAP 1452/1 and SAG 44.85 (N. harveyana) and strain CCAP 1452/6 (Nodularia sp.).
There was not a high degree of similarity within the N. harveyana clade.

The second group is represented by N. moravica, N. spumigena and N. sphaerocarpa
and its inner separation is supported by high bootstrap values (Fig. 45). The most dissimi-
lar group inside this clade is N. moravica, which is separate from the N. sphaerocarpa and
N. spumigena groups.

AFLP analysis

In total six Nodularia spp. strains were analysed using eleven AFLP primer combinations,
which generated 711 unambiguously scored fragments, of which 99.4% were polymor-
phic. The statistical analysis (Fig. 46) supported the results of the 16S rRNA sequencing
(Fig. 45). The only difference was the co-segregation of Nodularia sp. (CCAP 1452/6)
strain together with N. sphaerocarpa. Nevertheless, the co-segregation of N. moravica and
N. sphaerocarpa support the theory that N. moravica has diverged significantly from other
Nodularia species. Moreover, N. harveyana is considered to be a monophyletic species
clearly diagnosed both by molecular and morphological characters.
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Discussion

Cyanobacteria play a key role in the functioning of many ecosystems and because they
produce toxins they are potentially harmful organisms. Despite their importance, however,
many aspects of their biodiversity and ecology are poorly understood. Routine species
identification, mostly using morphology-based classifications, may not provide sufficient
taxonomic resolution as cyanobacteria with similar or identical morphology can differ
significanly in their physiology. In recent years, the analysis of 16S rRNA gene sequences
has demonstrated that the morphological classification of cyanobacteria in some cases
corresponds to phylogenetically coherent taxa (Garcia-Pichel et al. 1996), whereas in
other cases the traditional classification greatly underestimates extant diversity (Ferris et
al. 1996). For example, in bacteriology, the tolerance and requirements for high salt con-
centrations and high temperatures are recognized as important phenotypic properties that
are correlated with phylogeny (Imhoff et al. 1998).

The genus Nodularia consists of apoheterocytic nostocalean cyanobacteria, for which
filament and cell morphology can be used for intraspecific taxonomy (e.g. Geitler 1932,
Kondrateva 1968, Nordin & Stein 1980, Komarek et al. 1993). Altogether 28 species,
varietes and forms were revised by Nordin & Stein (1980) and only N. harveyana and
N. spumigena were considered as valid species. They hypothesized that the other morpho-
logical species may only be a result of adaptation to growth conditions, e.g. salinity and
pH values, which are the most important factors influencing the distribution of Nodularia.
Thus these authors do not consider cell and heterocyte dimensions and morphology in
general to be reliable taxonomic characters.

However, hierarchical cluster analysis based on morphological data of five Nodularia
strains clearly separated the species N. sphaerocarpa, N. harveyana and N. moravica.
While N. harveyana differs in trichome width, shape and number of chained akinetes
(2—4), N. sphaerocarpa forms spherical akinetes and has chains of high numbers of
akinetes (Komarek et al. 1993). These features were probably overlooked by previous
authors (Geitler 1932, Elenkin 1938, Starmach 1966, Kondrateva 1968, Bourrelly 1970,
Nordin & Stein 1980). Similarly, N. moravica differs from both of the species mentioned
above (Hindak et al. 2003) in terms of its morphology (vegetative cells, heterocytes and
akinetes) and ecology.

The classification based on morphology accords with molecular data. Nodularia harve-
yana is clearly separated from other Nodularia species. Although the validity of N. sphaero-
carpa is confirmed by molecular studies (Bolch et al. 1999, Laamanen et al. 2001, Lyra et
al. 2005) itis heterogeneous. Nodularia sphaerocarpa (strain Dvorak 2009) belongs to the
main cluster of N. sphaerocarpa, however, N. sphaerocarpa (SAG 50.79) is separated
from this group and has a high similarity with N. moravica. An identical strain of
N. sphaerocarpa from a thermal spring (strain PCC 7804; Dax, France) studied by Bolch
et al. (1999) has the same dissimilarities in the nucleotide sequences of its cpcBA-IGS as
N. sphaerocarpa. However, the position of strain PCC 7804 is closer to N. sphaerocarpa
than the other species included in his study.

Nodularia moravica was described by Hindak et al. (2003) and currently there are no
molecular studies on this species. This author provided us with the type strain of N. moravica
(Hindak 2000/15) for DNA analysis. The molecular, morphological and ecophysiological
data support the claim of Hindak et al. (2003) that N. moravica differs significantly from
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the other Nodularia species. The taxonomic position and/or determination of the
thermophilic N. sphaerocarpa (SAG 50.79) strain remains unresolved and it is proposed
to keep this strain as Nodularia sp.

A similar situation exists for N. harveyana, whose separation from other species was
supported by morphology and 16S rRNA sequences. Strain Nodularia sp. CCAP 1452/6
belongs to the N. harveyana cluster, although it was not supported by AFLP profiles, due
to the fact that the few strains tested could not be compared with database data. Based on
the 16S rRNA sequencing results it is proposed to identify Nodularia sp. CCAP 1452/6 as
N. harveyana.

Nordin & Stein (1980) studied Nodularia isolates kept in various salinity and pH gradi-
ents and concluded that although this genus can tolerate low salinities and pH values, it
does not have the features of a “true freshwater” species. Warr et al. (1984) record a nega-
tive influence of increasing salinity on the growth of N. harveyana. The results presented
here support the idea that halotolerance in Nodularia is species-specific. Unlike species
isolated from marine environments (N. harveyana) those from freshwater (N.
sphaerocarpa, N. moravica) grew better at low salinities. The highest range of salinities
tolerated by species in the study was recorded for N. harveyana and Nodularia sp. and the
narrowest for N. sphaerocarpa isolated from thermal water. However, its extremely nar-
row range compared to that for N. sphaerocarpa (strain Dvorak 2009) may be because of
the age of the culture and the length of time it was maintained under laboratory conditions.

The dependence of the growth rate of genetically variable strains on salinity and spe-
cies-specific halotolerance is also reported for Spirulina spp. by Niibel et al. (2000). Their
data do not support the traditional opinion that a few closely related species of
cyanobacteria with Spirulina morphology have a broad ecological euryvalence and ubiq-
uitous distribution (Anagnostidis & Golubi¢ 1966). Three of the isolates originated from
hypersaline water and were similar in their high halotolerance and broad euryhalinity.
Phylogenetic analysis placed them in a monophyletic cluster apart from all the other spe-
cies (Niibel et al. 2000).

The ecophysiological characteristics of Nodularia strains studied support the hypothe-
sis, that ecologically distinct organisms thriving in different habitats have different physio-
logical capabilities and different evolutionary histories, which are reflected in their genetic
divergence.
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Souhrn

Studie se zabyva morfologii, taxonomii a ekofyziologii sinic rodu Nodularia, ktery zahrnuje sladkovodni, brakic-
ké i moiské zastupce. Experimentalni prace spo¢ivala v hodnoceni morfologické variability a ristovych paramet-
ru v gradientu salinity. Ekofyziologické a morfologické charakteristiky velmi dobfe koresponduji s vsledky mo-
lekulirnich metod (16S rRNA, AFLP) a mohou vysvétlit rozdéleni bentickych druhii rodu Nodularia na dva slad-
kovodni druhy (N. sphaerocarpa a N. moravica) a jeden moisky (N. harveyana).
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