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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva sinicemi, které aeha&zeji v biofilmu tufa

stromatolitu pokryvajici dno potoku Westerhéfer @liim Sasku v Rmecku.

O sinicich tohoto potoku jiz byla prace napsanarar AL, 2010), ale pouze pro
jedno odBrové misto (WB 5), a vysledkem této prace bylo $estysétlenych fylotyp
sinic z deviti ziskanych. Moje diplomova prace radikol alespd z ¢asti vyjasnit identitu
téchto fylotyphl a poukazat na dalSi skupiny, které se zde vyskyysledky studie jsou
rozdkleny na d¥ casti. Na¢ast zandtenou na morfologii izold&t které jsem extrahovala ze
smésnych vzork vSech odBrovych mist v tomto potoce, a na fylogenetick@st, kterd
zahrnuje analyzu sekvenci 16S rDNA mych izblat sekvenci ziskanych klonovanim
environmentalni 16S rDNA, a to jak mych z vabngo 2,5 mésicich kultivace, tak takeé
Kathrin I. Mohr (klonovani ihned po odiu), ktera pracovala v labordtdEPSAG ede
mnou na stejném projektu. V morfologickésti prace jsem identifikovala 11 morfotyp
odpovidajicich tradnim rodim Aphanothece, Synechococcus, Cyanothece/Gloeothece,
Leptolyngbya, Pseudanabaena, Limnothrix, Plectonefaormidium, Tolypothrixa
Nostog dva izolaty nebylo mozno jednozm prifadit k Zadnému morfotypu, jedné se o
AH 5 a AH 35. Ve fylogenetickéiasti jsem potvrdila polyfyleticky status riod
Synechococcus, LeptolyngbyaPseudanabaenalU rekterych izolal zastavam stale
nejista, o které rody opravdu jde, protoZerarfologie odpovida ditému rodu, sekvence
izolatu se nachazi na&tvi se sekvencemi s jinym rodovym jménem. To sé tykpiklad
Aphanothece, Cynothece/Gloeothesieizolath AH 5 a AH 35, kterd lezi u rodu
Synechocystjgehoz popis neodpovid&gsre pozorovanému morfotypu. Co se&aysinice
Plectonemaje mozné, Ze se jedna o polyfyleticky rod, pretaikoliv nelezi mij izolat na
vétvi spolu se sekvenéilectonemaz GenBank, ob maji jako sesterskou sekvenci
Leptolyngbya

Odhalila jsem také, Ze sinicova diverzita ve strmiitech v potoce Westerhofer je
velmi podobna diverzit v maskych stromatolitech, tudiz |zequpokladat, Ze na vznik
stromatolifi maji vliv ugité rody/druhy sinic, nezavisle na prigsti, v #imz se nachazeji.

Sinice, které se nenachéazely na nekalcifikovanébgrogém mist WB 1, jsem

povazovala za mozné  kalcifikujici  organismy, coz séykalo  sinic



Microcoleus/Tychonema/Phormidium, Leptolynglfgnechocystikzolaty AH 5 a AH 35
a Synechococcus

Abstract

This diploma thesis is focused on cyanobacteriackvioiccur in the biofilm of the

tufa stromatolite covering the ground of Westerh@feek in Lower Saxony in Germany.

A study of this creek has already been writteRKAT AL, 2010) but only for one
sampling site (WB 5), with six unidentified phylpis of nine obtained as the result of that
study. One of the aims of my diploma thesis isdentify at least some of them, and to
show other groups occurring there. The results yfdiploma thesis are divided into two
parts. Part One — the morphology of isolates obthifnom raw cultures of all sampling
sites in the creek. Part Two — a phylogenetical\stof 16S rDNA of the isolates and the
sequences obtained by cloning of environmental ABSA. The clones were obtained
from Kathrin I. Mohr (who worked on the same projecthe EPSAG laboratory and who
did the cloning immediately after sampling). | aldid cloning, but after 2.5 months of
cultivation. In the morphological part, | identidfiell morphotypes, corresponding to
established generAphanothece, Synechococcus, Cyanothece/Gloeothepglyngbya,
Pseudanabaena, Limnothrix, Plectonema, Phormiditialypothrix,and Nostoc Two of
isolates could not be assigned to any morphotyps.isolate AH 5 and isolate AH 35. In
the phylogenetical part | confirmed the polyphyfygeneraSynechococcus, Leptolyngbya
and Pseudanabaend remain uncertain about some isolates regartieg genera. The
morphology points to one morphotype, but the segeiesf the isolate lies on another
branch with other genera, i&phanothece, Cyanothece/Gloeothameisolates AH 5 and
AH 35, which are on the same branchSgechocystjsbut Synechocystikas a rather
different description from my isolates. The cyamdbaum Plectonemamay be a
polyphyletic genus because it is on two brancheis kaptolyngbwg (it holds for my isolate
and also for the sequence from GenBank).

| also observed that cyanobacterial diversity inrsgatolites in Westerhofer creek is
very similar to marine stromatolites and it is #hg@ossible to assume that the creation of
stromatolites depends on certain genera/speciesyafiobacteria, independent of the

environment.



The cyanobacteria which did not occur in the ndeitad site WB 1, can be
regarded as possibly calcifying organisms, which nceosned cyanobacteria
Microcoleus/Tychonema/Phormidium, Leptolynglfygnechocystisolates AH 5 and AH

35, andSynechococcus
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Uvod

1. Sinice (cyanobakterie, cyanophyta, cyanoprokarya)

Sinice jsou fotosyntetick4 prokaryota, coZz znamer&,nemaji jadro, buétiné
organely s membranami (jako jsou tifad mitochondrie nebo diktyozomy), cytoskelet
ani biciky (ty sice bakterie mohou mit, ale u sinic nehyilgdy objeveny, MUSETH, 2009)

a jsou schopné fotosyntézy. Jedna se o gramnepaivakterie. Sinice jsou znamé
schopnosti tvorby vodnich & a toxini, ale mohou slouzit i jako potravinové didky,
jako nagiklad siniceSpirulina (spravié Arthrospira), nebo se cytotoxiny izolované ze
sinic mohou pouzivat dokonce jako cytotoxicka datika. Sinice mohou obsahovat
aerotopy, coz jsou shluky plynovych ¢amyrki, nachazejici se uviitbuiky, a
napou&nim ¢i vypoustnim plynu pomahaji k pohybu ve vodnim sloupcia(Kia &
VANA, 2005).

1.1. Fotosynteticky aparat

Tylakoidy jsou hlavni strukturou fotosyntetickéhpagatu, uvnit probihd samotna
fotosyntéza, a na povrchu se nachazeji fykobilisovhgich se nachazi fykobiliproteiny —
allofykocyanin, fykocyanin a fykoerytrin, které uuimji sbér swtla v niznych oblastech
barevného spektra. Sinice mohou mit vSechny typyrafyla a také 3-karoten, zeaxantin,
echineon, kantaxantin a xantofyl, specificky pmic@ — myxoxantofyl (KLINA & VANA,
2005).

Ze sinic, které byly pohlceny eukaryotickou nkou (avSak nestraveny), se
vyvinuly plastidy, coZz umoznilo roz&ni fotosyntézy u eukaryotickych organism
(DOUGLAS & TURNER, 1991,DELWICHE ET AL, 1995, TURNERET AL, 1999, KEELING, 2004).
Ktera sinice byla pohlcena se v3ak zatim newR(ER ET AL, 1999). Sinice tedy sty

v historii Zen& zasadni Vvliv.

1.2. Specialni typy buik

Heterocytje specialni biikka, ktera je schopna fixovat dusik ¢lamit vzdusny dusik
do organické slateniny) diky enzymu nitrogenaze, kterd pracuje poaae fFisns
anaerobnich podminek. Bka tedy musi zabranitiistupu vzduchu. Fixace dusiku jsou



schopny i sinice, které heterocyty nefva’y pak vyuZivaji k tomuto procesu noc, kdy je
fotosyntéza minimalni.

Akinety jsou buiky, tvorici se za negiznivych podminek, které se ale liSi ptamé
druhy sinic.Casto byvaji ¥Si neZ vegetativni bilky. Akinety jsou &Zné pro heterocytarni

vlaknité sinice, ale vyskytuji se i u kokalnichisifKALINA & VANA, 2005).

Obr¢. 1 SiniceNostoc— znazor#ini heterocytu a akinet, dfitko 50um.

1.3. Rozmnozovani

B&zre se sinice rozmnozujigtenim burkk, a to jak vlaknité, tak kokalni.

Mohou se ale rozmnoZovat i exosporami, které vinika konci kyjovité biiky, ktera je
prisedla k podkladu. Ty se pak uxiaji do prostedi Chamaesiphon Rozmnozovani
muze probihat pomoci baeoéyiChroococcidiopsis Nékteré viaknité sinice jsou schopny
vytvaret hormogonia — kratk&d pohybliva viakna sloZzen&kolika mélo bugk. Byvaji
bohatd na zasoby dusiku, fosforu i@padré dalSich latek (WiTToN & PoOTTS, 2000).
Hormogonia heterocytarnich sinic byvaji jednodut&i jinych vliaknitych (RPKAET AL,
1979). Hormogonia hraji vyznamnou roli ¥esii sinic kvili schopnosti rychlého pohybu a
odolnosti. Nkteré kolonie vznikaji ze shlukuckolika hormogonii (nap Rivularia) a

nékteré z jednoho hormogonia (rfaplostod (WHITTON & POTTs, 2000).

Obrg. 2 SinicePhormidium— hormogonium, rfitko 20pum.



1.4. Ekologie sinic

Sinice jsou schopné obyvat vSemozné biotopy, atkelodnich nadrzi po oceéany,
pudy, ale také extrémni biotopy, jakymi jsou p@uEBARCIA-PICHEL, 2001), Antarktida
extrémré zasaditych podminkach (mapeptolyngbyav prostedi s pH 13,5). Dlezita je
také jejich schopnost symbidzy. Nejvyznaijsh endosymbidzou je to, Ze sinice daly vznik
chloroplasim eukaryotnich rostlin (KELING, 2004).

Sinice jsou ale také fykobionty (cyanobionty) lii&gfi a rostlin, jako naip rostlin
GunneraneboAzolla Vyznamnym symbiontem je siniééostog a to jak v liSejnicich, tak

v rostlinachGunnerai Azolla(RAI ET AL, 2002).

1.5. Fenoplasticita (pronénlivost znaki vlivem vnéjSich podminek) sinic

Sinice jsou velmi flexibilni organismy, které sekdai @izpasobit i velké zming
prostedi (velka zmina teplot, vihkosti, sstelnosti). Jsou to bakterie schopny laterélniho (=
horizontalniho) genového transferu (HGT) (organisnmtijme gen darce, &oliv neni
jeho potomkem, rive tak ziskat nové, vyhodné vlastnosti). Toto jebfmatické pro
taxonomii sinic (BSTENHOLZ, 1992,RuDI ET AL 1998).

Taxonomie sinic se z historickyclivbda fidi botanickym kédem, jenZe se jedna o
bakterie a il by se tedy pouzivat kdd bakteriologickyTf8IIER, 1978). Tohoto kddu se
drzel RPPKA ET AL (1979), kdyZ vytvEel swij systém, ktery obsahovakipskupin a do
téch se organismy roztbvaly podle pitomnosti vlaken, typu d&tveni, typu dleni,
piitomnosti heterocyt a obsahu bazi C a G. Testovany byly ale kultulgboratdi, a
proto neodpovidaly ptptirodnim podminkam (RAGNOSTIDIS& KOMAREK, 1985).
NejnowjSi urovaci klte napsali KKMAREK & ANAGNOSTIDIS (1989, 1990, 1998) a
ANAGNOSTIDIS& KOMAREK (2005), nicmé# se drzeli botanického kodu.

Co se tye fylogenetickych studii, ribosomalni RNA operoonkrétré usek 16S
rDNA, byl shledan dostateé¢ konzervativnim pro fylogenetické analyzy, ale tupe do
arovre rodu, uteni druhu pomoci 16S rDNA je nerealné @r&vili stupni konzervace
(CASTENHOLZ, 1992, WLMOTE, 1994, STALEY, 2006). Problémem fize ale samadejme
byt také HGT. Dlouho se myslelo, Ze Usek 16S rDNehintimto transferem ovliwm,
nicmére prace MLLERA ET AL (2005) dokazuje, Ze to tak neni a i tento UseakZem
obsahovattast sekvenceirpnesenou z jiného bakterialniho organismu (v topttpads

obsahujeAcarychloris marinacast regionu SSWEscherichia col. Ja jsem se nepodt



do podrobné fylogenetické analyzy mych izoJaale spiSe se zajimala o pozici na
fylogenetickém stromu na udrovni rodu (tzv. morfotypa to hlave pro blizSi uéeni
neidentifikovanych skupin sinic, které jsem ziskdbnovanim srésnych vzork.

V podobnych pracich, jako je ta moje, sermolekularnich analyzach pracuje také pouze
srody (INGBLUT ET AL, 2005, COUSIN & STACKEBRANDT, 2010). Pozice sinic ve
fylogenetickém stromuasto souvisi také s ekologickymi charakteristikdaséehto sinic
(ZWART ET AL, 2002). Od toho by se dhtaké odvijet novy bakterialni systém, o kterém
piSe SALEY (2006).

Studie RiHO KOMARKA z roku 2010ika, Ze sinice maji zvlastni typ vyvoje, tzv.
stagnujici evoluci, coz znamena, Ze jsoucasné sinice morfologicky velmi podobné
puvodnim prekambrickym sinicim. d%e za to #kolik faktori. Jednak ve srovnani
s dalSimi bakteriemi (n&jilad E.coli) dlouha genekai doba a velikost genomu, ktery je u
sinic WtSi, nez u ostatnichebrné zkoumanych bakterii. Sinice m&psto polyploidii, proto
se mutace v jedné alele nemusi na morfologii sipiggevit a navic se mutace objevu;ji
malo (CASTENHOLZ, 1992).

STACKEBRAND & GOEBEL (1994) navrhuji limit pro vymezeni driat®5% identitu
genomové sekvence, coZ je hodnota o 2% mensi, rfag melenych, a géa s utitou
variabilitou uvnit genomu, ale spousta praci stale uziva hladinu @¥&. LEE & BAE,

2002,FOSTERET AL, 2009), steja jako ja ve své praci.

1.6. Systém sinic
Sinice jsou tradiné na zaklad morfologie rozdlovany do c¢tyi radi —

Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales a Stégmiales (KWMAREK & ANAGNOSTIDIS,
1989, 1990, 1998, MAGNOSTIDIS & KOMAREK 2005). Nektefi autdi jeS€ pridavaji fad
Pleurocapsales (n#iglad RPPKA ET AL 1979, CAUDALES ET AL, 2000), kterd obsahuje
sinice, jez se od Chroococcales s.s. odliSuji razowanim baeocyty a tim, Ze jsou
schopny tvéit neprava vlakna (napHyella), nicmért ¢asto je tato skupina zahrnovana do
Chroococcales. Ukazuje se ale, Ze na z&kldglogenetické analyzy jsourady
Chroococcales a Oscillatoriales polyfyletické avo#t tedy d¥ odliSené skupiny
(napiklad VALERIO ET AL, 2009). Také #tSina rodi uvniti Chroococcales je polyfyleticka,
az na rodyMicrocystisa AphanothecgLEE & BAE, 2002). Stejna situace plati také pro
Oscillatoriales a ndjklad samotnéDscillatoria je rozptylena po celém fylogenetickém

stromu pro Oscillatoriales @e & BAE, 2001). Uiadi Nostocales a Stigonematales je vSak



situace jind. Tam fylogenetické studie na zakld®S rDNA naznéuji, Ze jsoutady
monofyletické (WLLMOTE, 1994, TURNER ET AL, 1999, GUGGER & HOFFMANN 2004,
HENSONET AL, 2004). Situace s rody je j&SslozitjSi, pro giklad, rod Phormidiumje
zastoupen na mnoha pozicich ve fylogenetickém stroagFiklad ve studii &P ET AL
(2010) a stejna situace je s rodeaptolyngbyaa dalSimi. Je proto nemozné sinice gdizd
jak podle morfologie, tak podle odpovidajici fylogze a je poeba dalSi revize celého
odckleni (nebo kmene, pouzijeme-li bakteriologické mdedi). Studie SHIRRMEISTERET
AL. ukazuje na to, Ze vlaknitost u sinic vznikla jeélmi brzy a shodné morfologické znaky
se musely vyvinout dkolikrat (nekteré vlaknité sinice se vrétily &pk jednobugcénosti a
naopak) (8HIRRMEISTER ET AL, 2011), coZz by spravné izxeni podle morfologie
v podstat znemozovalo. Na to ukazuje jiz vySe zngimé promichani Oscillatoriales a

Chroococcales.fésto rozdleni podle morfologie uvadim.

Rozdleni sinic podle morfologickych znak

Kokalni sinice

Rad: Chroococcales

Do tohotoiddu paiti kokalni sinice a kokalni sinice tioi kolonie. Nikdy netvti
prava vldkna, ale gkteré druhy tvéi neprava vidknaHyella, Pleurocapsales). Bly
mohou, ale nemusi byt polarizované, neboli Ze togga jednim sgrem (a druhy konec
buiky je nagiklad prichycen k podkladu), a to jak samostatnéky tak se timto sgrem
buinka i cli. Nékteré rody (ale rize se vyskytovati¢ba i jen u dkterych druli) maji
slizovity obal, ktery je dlezity i pro taxonomii. Tento obaliie mit iznou strukturu, tvar,
trvanlivost, vrstveni a fize se liSit i schopnosti srazeni minénaébo barvou. Usgadani
tylakoida je také dlezity morfologicky znak. Utuje se poet a usptadani tylakoid.
Znaky zalozené na tylakoidech (krdnpoitu a pozice v biice) se mohou emit i
v pribéhu roku i v pfibchu burgéného cyklu. Dlezité jsou pojmy centroplasma a
chromatoplasma. Centroplasma je kmiit¢ast buiky, kde se nenachazeji tylakoidy,
zatimco chromatoplasma je&$i cast buiky, kde se tylakoidy nachazeji. Rozmnozovani
probiha dlenim, a to bd’ v jedné Aphanothecg ve dvou Merismopedia nebo tech
rovindch Microcystig. Polarizované &eni je znamé u rodChamaesiphanNanocyty a

baeocyty (Pleurocapsales) vznikaji vicenasobnghendm Stanieria) Velmi casto se



kokalni sinice shlukuji do kolonii. Mohou a nemid®ejt ve slizovité pochy Mohou byt
kulovité, volre plovouci nebo fichycené k podkladu (BMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1989).

VIaknité sinice

VIaknité sinice se mohouétvit a jedna se oidezity morfologicky znak (viz nize).
Existuji 2 typy ¥tveni:

1. Nepravé ¥tveni, kdy se vlakno vychyli ze $mu pavodniho fistu a po pekrateni
néjaké prekazky (heterocyt, nekrotickd tika) pokr&uje v ristu (KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS, 1989).

2. Pravé ¥tveni, kdy kterakoliv bilka mize zn#nit libovolné smer déleni (KOMAREK

& ANAGNOSTIDIS, 1990).

¥

Obr&. 3 Znazorani nepravého a pravéheétveni u sinic. Zde na obrazku rdalypothrix
jako zastupce nepravéhstveni a rodStigonemagako zastupcediveni pravého.

RAd: Oscillatoriales

Jednd se o vldknité sinice, které mohou mit nepvatueni, netvéi ani heterocyty
ani akinety. Nkdy se mohou pohybovaDécillatoria). Dulezitym morfologickym znakem
je casto také konma buika vladkna a jeji tvar, zaSkrceni mezinkami, vyskyt slizovité
pochvy, velikost buk nebo také bufgné inkluze (granulace).

Na posledni bice se mize nachazet kalyptra, coZ jsou zbytky slizové pgchebo
nekrotické buiky, které buku pokryvaji. Tato posledni Bka miZze mit vyraza razny
vzhled nez ostatni iy viakna. Mize byt zaoblend, ale také do&y nebo palikovita.
Vlakna jsou tveena jednodadou busk. (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005)
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RAd Nostocales

Nostocales jsou vlaknité sinice, jejichz vlaknaujsoniseriatni. Maji nepravé
vétveni, coZz znamena, Zzétev vznika bd’ tlakem dvou buék na sebe a tim proniknou
trichomem, neboies nekrotickou hitku ¢i heterocyt. Na vzhled ma velky vliv prostli.
Vlakna jsou bd’ isopolarni (oba konce vildkna se od sebe neliShomdyt oba do Spky
nebo zakotené heterocytentylindrospermurmeboNostog¢ nebo heteropolarni (konce
se od sebe lisi, n#glad tim, Ze se heterocyt nachazi jen na jednontikadakna, nap
Calothrix). Charakteristické znaky pro tuto skupinu jsouaogtiost tvorby heterocyt
které jsou schopné fixovat vzdusny dusikeasta tvorba akinet. Heterocyty mohou mit
jeden nebo dva péry (zalwgi vstupu kysliku ze sousedniitky do heterocytu), coz
zalezi na tom, kde se heterocyt nachazi. Pokudjb@zalni heterocyt, pak gebuje
pouze jeden por, kterym se dotyka daldikyu Pokud lezZi heterocyt upraést vidkna, pak
ma pory dva. Jakasto se heterocyty ve vidkmmbjevuiji, to zalezi na prasdi. Pokud je
v prostedi malo dusiku, pak je heterotwice (jak I1ze nafiklad pozorovat $ srovnani
Nostoc na BG 11 a Z 45/4 mediu)&t¥inou tvdi kolonie, které mohou mit i velké

rozmery (nag. Nostog. Tvori hormogonia (KMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1989).

Obr¢. 4 RodTolypothrix zndzorgni dvou tym heterocyi, na bazélnim lze pozorovat
jeden pér, na interkalarnim jsou pak viditelné pdwg.

Rad: Stigonematales

Stigonematales jsou pa&rmejvyvinugjsi sinice s komplikovanou stavbou stélky.
Maji heterotrichalni vldkna (jedno hlavni vlaknopastrannimi ¥tvemi), s pravym
vétvenim, tvdi heterocyty a také akinety a hormogonianBujsou schopné dit se ve
vice smérech ,c¢asto tvdéi multiseriatni vlakna. Zajimaveé je, Ze u tohé&mlu se &zko

rozeznava, co je vldkno a co slizovitd pochvagitwopodstat komplex (KOMAREK &
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ANAGNOSTIDIS, 1990). J& jsem ve svych vzorcich nepozorovalan&ésinice zadu
Stigonematales.

2. Stromatolity

Podle MbJzsISET AL, 1996 vznikl Zivot na Zemiipd 3,8 miliardami let. Jednalo se
o malé prokaryotni organismy, které seatg zwtSovat aZ fed 3 miliardami let. Slo o
sinice a dalSi bakterie, sinice peégdzmenily bezkyslikatou atmosféru v atmosféru
s kyslikem a umoznily tim Zivot na sousi.

Prvni stromatolity se zaly na Zemi objevovatijblizné¢ pred 3450 miliony let
(pozdni archaikum) (MsoN & BRUNN, 1977, Lowg, 1980, RIDING, 2000) a nejutSi
rozmach zazily v mesoproterozoiku.ét8ina jich pak vymizela v pbéhu obdobi
fanerozoika (to zmlo pred 540 miliony let). Dnes je mozné naléavpdni stromatolity
jen na rkolika malo lokalitach, nagklad v Shark Bay v Australii a na Bahamach
(SHIRAISHI, 2008).

Vyraz ,stromatolith” (at stroma = ve vrstvachiec lithos = kamen) byl poprvé
pouzit v roce 1908 KLkowskym, ktery jej popsal jako laminovanou bentickou hotni
vzniklou za pomoci mikroly a &koliv to nemohl dokazat, &il, Zze €mi mikroby jsou
nizsi rostliny. Pozgi bylo dokazano, Zze tento velky vliv maji siniceafy. BLACK, 1933,
STAL, 2000). Aby bylo moZné pochopit, jak se mohou mikgamismy podilet na vzniku
stromatolitu, je fieba ¥dét, jak stromatolit vznika. Stromatolit gatdo skupiny tzv.
microbialities, neboli mezi horniny vzniklé za poonenikroorganisni. Microbialities se
déli na 4 skupiny — stromatolity, thrombolity, denlitya leiolity (RIDING, 2000).

Z&kladni rozdily spé@vaji v typu vzniku a vzhledu horniny dmzZ souvisi usp@dani
mikroorganisnd pri vzniku). Stromatolity jsou laminované horninyrdambolity maji na
priafezu chuchvalcovity vzor, dendrolit ma naiff@zu vyrazny stromkovity vzor a leiolit
nema zadny vzor, najiezu je hladky (RING, 2000).
Ale existuje i vice typ stromatoli..
» Skeletalni stromatolit — v €chto stromatolitech tstavaji mikroorganismy, které
meély na jejich vznik vliv, zachované a kalcifikovar@é z toho pochéazi i nazev,
vyskytovaly se v miich v paleozoiku a mesozoikur@al 542 — cca 200 miliony let)

a nekteré sodasné stromatolity z vapenatych paigsou pravdpodobré tohoto

typu.
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e Spojeny (nazn&uje metody vzniku — grain trapping a binding, k#&toéjsou
spojeny) stromatolit  (agglutinated  stromatolite) —  vznikd  grain
trappingem/bindingem, kdy se nabalujzmé velk& zrna pisku, nachazi se Had
v Shark Bay v Australii.

» Stromatolit z jemnych zrnek pisku — miZze vznikat i sr&Zzenim minetél grain
trappingem, vyskytuji se v tropickych oblastechpfn@ndros Island).

e Tufa stromatolit — stromatolit sladkovodnichigvdzié tekoucich vod, ktery je
tvoren kalcifikujicimi a kalcifikovanymi sinicemi, vzka srazenim minendlna a
ve slizovitych pochvach sinic a jinych mikroorganis (RIDING, 2000). Tufa
stromatolit také dokaze vyuzit ke kalcifikaci i $lalorganismy v potoce, jako
napiklad fasy Cladophora, Vaucheriatd.) (GLusic, 1976,PTOIS ET AL, 2001).
V jezerech mohou tyto stromatolity dstat ve vysoké ,§7e“ (EGGLESTON &
DEAN, 1976), v potocich spiSe pokryvaji povrch dna.

» Terestricky stromatolit — tyto stromatolity se nachazi na souSi tdedité (i
procesu vzniku nejsou pouze sinidebakterie, ale i houby a liSejniky RNG,
2000).

2.1. Definice stromatolitu

Definice z roku 1983 popisuje stromatolit takiStromatolity jsou lamelované
horniny, vznik je jash spojen s mikrobialnimi spalenstvimi, které svou morfologii,
fyziologii a uspgadanim v prostoru aase interaguji s fyzikou a chemii pr@sti, aby
vyprodukovala vrstvenou@dlohu, kterd se po#jil stane horninou(KRUMBEIN, 1983)

Dalsi definice z roku 1976 zni takt@edimentujici organicka hornina vznikla
vychytavanim sedimentu, navazovanim sedimentuciysibazenim jako vysledekstu a
metabolické aktivity mikroorganismprevaz@ sinic. (AWRAMIK & MARGULIS in WALTER,
1976).

Nicmére nejstarSi, nejsnazSi aresto stale platnd definice zakladatele slova
stromatolit zni:Stromatolit je lamelovana hornina vznikla za pomaotkroorganisni
(KALKOWSKY, 1908).

WALTER roku 1976 vyslovil nezbytné podminky ke vzniku gmaibialities”.
1) Podminky prosedi musi umafovat ist organism, které se podili na vzniku

»microbialities*.

2) Tyto organismy musiist rychleji, nez jsou likvidovany predatory.

13



3) Rychlost sedimentace nesmi bytilip rychl4, aby organismy stihly povrch
kolonizovat.

4) Destruktivni sily musi chyh nebo byt téréf neznatelné.

Roku 1961 byly objeveny prvni stromatolity v Shaky (zapadni Australie). Tyto
stromatolity jsou jen slabvrstvené pevné vapenaté stromatolity, které jssuapovany za
velmi podobné stromatolim z prekambria. DneSni vapencové stromatolity sai tv
v Polynéskych atolech (kopara) EEARGEET AL, 19944, b) a dalSich vodnich pi@stich.
Zda se, Ze za vrstevnatou strukturtizen pr¢ in situ sraZzeni vapence @ & BROWNE,
1991), protoZe stromatolity, které vzniknou bezrageného vapniku vrstevnatou strukturu

postradaji.

2.2. Vznik stromatolita

e

Je rekolik zptsohi vzniku stromatolii, ale nejdlezitéjSi je ,mineral
precipitation“  (srdZeni, vysrazeni minédl a snim souvisejici ,grain
trapping”“ (vychytavani zrnek). U sinic jélezité vychytavani C@a/nebo HC@ z vody a
fixace CaCQ (PiTois ET AL, 2001) a u ostatnich bakterii amonifikace, denkaifie a
redukce sulfatu. Velky podil na vzniku stromatolimd také EPS — extracelularni
polymericka substance, kterd se nachazi ve sligvipochvach sinic (aléeba i rozsivek
nebo jinych bakterii) a jeddezita proto, Ze poskytuje misto pro nukleaci &itdnu a
usnadiuje vychytavani sedimentu (nabaluje na pochvu zrmpisku) a takto nabaleny
sediment také stabilizuje (NG, 2000).

Rovnice fotosyntetické kalcifikace (86CHERET AL, 1998):

CO; + H,O — [CH.QO] + O,
HCO; — CO; + OH
C&" + HCO;y — CaCQ + H'
H"+ OH — H.0
2HCO5 + C&" — [CH,0] + CaCO; + O3

* Grain trapping — mikroby jednak stabilizujfice utvaeny sediment (ktery bude

tvofit novy stromatolit) a jednak zachycuji na svou tpac dalSi zrnka (BAck,
1933). Trapping jde ruku v ruce s tzv. binding &#) - mikroby navazuji na sebe

zrnka a pak z nich t¥o sediment, aby dalSi mikroorganismylmna ¢em iist
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(RIDING, 2000). Grain trapping jeéasty v sotiasnych odlivovych oblastech (Bck,
1933) a je povazovany za &bivy bod g tvorbé stromatolitu.

* Precipitation — jedna se o upeéwh (cementaci) nachytaného sedimentu ve
stromatolitu. Dojde ke kalcifikaci sinic a zpe¥ celé horniny. Procesu $tka

lithifikace (zkamemini). Tento typ vzniku je d&ny v tufa stromatolitech nebo

dendrolitech (BING, 2000) a vznikaly tak jovodni davné stromatolity (A&RAMIK
& RIDING, 1988).

Obr¢. 5 Maoské stromatolity ve srovnani s tufa stromatolitporoku Westerhofer.

Fotografie = méského  stromatolitu  pochazi  z http://www.crikey-adventure-
tours.com/images/Stromatolites_underwater_md.jpg

2.3. Vrstvy stromatolitu

Na svrchni vrsty se vyskytuji sinice, coz je logické, protoZe ipbuji swétlo.
Neékdy vSak na sinicich fize lezet vrstva rozsivek nebo pisku. A nebo tzytosemin,
ktery produkuji sinice, které se podileji na vzndttomatolitu. Scytonemin je souhrnny
nazev pro karotenoidy, kterymi se sinice chramddpvelkym mnoZstvim stla a tedy
poskozenim butk UV z&enim (&RRCIA-PICHEL & CASTENHOLZ, 1991). Pod sinicovou
vrstvou se nachazi vrstva, ve které chemotrofnamegny rozkladaji zbytky sinic a kde
panuje pisné bezkyslikaté prosedi. Pod touto vrstvou se nachazi vrstva purputovyc
bakterii, casto je ve stromatolitech \itdtenka tiZova vrstva VAN GEMERDEN, 1993).
Nékdy se mezi sinicovou vrstvou a purpurovymi baleemii vyskytuje vrstva oxidovaného
Zeleza ($AL, 1994). Neni znamo, jak tahle vrstva vznika, mohjotd byt zgisobeno
oxidaci g fotosyntéze a nebo bezkyslikatou fotosyntézopavych bakterii. Bkdy,
ziidka, se pod vrstvou purpurovych bakterii nachaztva zelenych bezkyslikatych
fototrofnich bakterii (WbDEL ET AL 1993, EHRENREICH& WIDDEL, 1994). Upl# spodni
vrstva byva zbarvena do Sedatafna diky obsahu FeS (sulfid Zeleznaty) nebo K@Bit)
(WHITTON & POTTS, 2000).
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2.4. Vznik tufa stromatolitu v potoce Westerhofer:

N 1

Srézkova voda proudi skrigu, kde je vysSi tlak COneZ v atmosfi@ a ktery je
tvofen dychanim mikroorganidimv této mdé. Tato voda rozpousti vapenec, ktery je
v pidé obsazen a vznikaji tak vapenaté kationty. Ve ¢hkdly tato voda dorazi na povrch,
CO, se zé&ne rychle uvaiovat do ovzdusSi (prévkvili vyrovnani tlaku ve vod a
v atmosfée). Kdyz se C@ uvolni, z&ne se rovnovdha ullitanu posouvat k
nasyceni CaC® Vznikd usazenina, na které kolonizuji sinice anpoi EPS poméhaji

vytvorit kompaktni horninu. Bkdy je vidt laminace. (8IRAISHI, 2008).

Obr¢. 6 Schematicky pohled na vznik tufa stromatolitpotoce Westerhéfer. Dégva
voda prochazi vdpencovym podloZzim a na vzduchukézmifa. Pohled na laminaci.
Mikroskopicky pohled na povrch tufa stromatolitul&knitymi sinicemi ($1IRAISHI, 2008).

3. Sinice a stromatolity

To, Ze pra¥ sinice maji vliv na tvorbu stromatalit je zpisobeno i kombinaci
vlastnosti sinic. Jsou to jedna z fototrofnich @mylt, a prokaryota se zmam
prizpasobuji vyrazg 1épe nez eukaryota.dkteré sinice jsou schopny vyuzivat jako zdroj
dusiku i dinitrogen (B) (CHARPY ET AL, 2010) a také jim sta nizSi sételna intenzita —
jsou schopné vyuZit&tsi cast setelného spektra (MV LIERE ET AL, 1979). Jsou také
schopné bezkyslikaté fotosyntézy zaloZzené na saliq@HENET AL, 1975). Geologicky
vliv sinic jsem jiz zminila v podkapitole Stromatolity (na str. 12), jedna se hlavo
schopnost srazeni mineka{v tomto gipad hlavre CaCQ). Sinice se podileji jiz na

samotném vzniku stromatali{REID ET AL, 2000,PITOISET AL, 2001), a to vefech fazich.
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1. Kolonizatni faze — prvni osidlujici, kalcifikujici sinice wéi prvotni kolonie a
prvotni biofilm.

2. Rustova faze — dominuje kalcifikujici sinice (ffégpad Phormidium incrustatuin
biomasa se z¥Suje, kolonie se spojuji, biofilm se résta do ky. Dochazi ke
kalcifikaci sinic.

3. Faze rozgeni — kolonie se rozsiji jak horizontal®, tak vertikal, na gilehly
substrat, utvid se stromatolit, dochazi ke grain trappingu a ceaw (RTOISET AL,
2001, DUPRAZ & VISSCHER 2005).

= 7

/ =
%‘ -ru‘:A

e

Obrg&. 7 Vznik stromatolitu. 1 — prvotni kolonizace, aakladni biofilm, b — prvni kolonie
sinic, 2 — horizontalni expanze biofilmu, a — zékiabiofilm, b — horizontalnitst kolonii
sinic, 3 — vertikalni a horizontélni expanze biofil, a — zakladni biofilm, b — vertikalni
rast biofilmu, ¢ — horizontalnitist biofilmu (RTOISET AL, 2001).

Stromatolit se neutvastale steji a vznikaji mezery, které kolonizuji endolitickékiani
sinice. Ty modifikuji sediment a vytiiatenké zkame#ié vrstvy, lamely (RiD ET AL,
2000). Pohyb sinic stromatolitem nenfili8 znamy, ale &které vldknité sinice jsou
schopny po kalcifikaci substratu vertikalniho polydiiky slizovitym pochvam (RD ET
AL., 2000). Redpoklada se, Ze kolonizace dalSich vrstev strdinaje mozna také diky

dalSim sinicim fitomnym v daném prasdi (RTOISET AL, 2001).
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Dnes se vytvi&ji vice sladkovodni stromatolity a souvisi to setnosti, ze
vyskyt kalcifikujicich sinic je vysSi ve sladkovddm prostedi, nez v miském (@®LuBIC,
1973,RIDING, 1991).

Sinice, které tive tvaily stromatolity, byly podobné dnesnim sinic{dscillatoria
a Lyngbya (Oscillatoriales) a nachézely se zde také sinicdopné rodm Nostoc a
ScytonemdNostocales), které se vyskytuji v dneSnich sttolitach (SSHOPF& WALTER,
1982). Podle studie IDTRICH & SIBLER (2010) je schopna kalcifikace i kokalni sinice
SynechococcusVétSina studii zabyvajicich se sinicemi a stromatobe zamsiovala
primérre na kalcifikujici sinice a ne na diverzitu sinidgié se ve stromatolitu nachazeji.
V téchto pracich byly vyhodnoceny jako kalcifikujicingie Phormidium incrustatum
(MERZ-PREB & RIDING, 1999, PiTOIS ET AL, 2001,ARP ET AL, 2010) (pro sladkovodni
stromatolity) a pipadré Schizothrix fasciculatgdpro sladkovodni stromatolity) (RIS ET
AL., 2001) nebdSchizothrixoez druhového deni (pro méské stromatolity) (RID ET AL,
2000,VISSCHERET AL, 2000,DuPrRAZ & VISSCHER 2005),¢i Scytonema mirabilémoiské
stromatolity) (EFARGEET AL, 1994a). V &chto studiich také byly objeveny sinice, které
nepovazuji autio za kalcifikujici:

Sladkovodni stromatolity: neteni zastupci Chroococcaldivularia sp., Tolypothrix sp.
(PIToIS ET AL, 2001), Phormidium (Lyngbya) sp., Aphanocapsa endolithica Hyella
fontana(MERZz-PREIB & RIDING, 1999).

Motské stromatolityPhormidium crossbyanum\phanothece stagnin@EFARGE EL AL,
1994a),Solentiasp. (endoliticka kokalni sinice) @ ET AL, 2000,DUPRAZ AND VISSCHER
2005).

Nicmére byla studovana i sinicRivularia (druhy R. biasolettianaa R. haematitésna
kalcifikaci a byla uéena jako schopna kalcifikacegPrecosTt& FRANKE, 2010)

Studie, které byly za#teny na biofilm stromatolit a sinicovou diverzitu obeénuvadim
v kapitole Diskuze — 1. Sinice spojené se strontgtel potok Westerhofer versus is&é

stromatolity.

4. Predchozi studie

Potok Westerhofer byl pro své zajimavé vlastnostdevan jiz dive (napgiklad

JACOBSON & Usbowskl, 1975,USDOWSKIET AL, 1979), nicméa hlavre z geologického
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hlediska, a prvni &Si studie, kterd byla zaifena také na organismy tam Zijici, je prace
Gernota Arpa a kolektivu, publikovana v roce 20BRK ET AL, 2010), z niZzc¢erpam i
nasledujici informace vtéto podkapitole. Potok Wegfer je umishn 27 km
severovychod® od mesta Gottingen v Dolnim Sasku wikecku, pobliz poh® Harz (viz
piiloha ¢.1). Vodu ziskdva z pramenu z obdolidhiho triasu ze skupiny lasturnatého
vapence. Povodi zabiréilgizng 3,5 knf, potok sdm o sabje Siroky do 2 m a dlouhy 340
m. Potok je vapenato-bikarbonatniho typu, charatteky koncentraci Ca 2-5 mmol/l a
celkovou alkalinitou o hodnotach 4-6 meq/IRFEET AL 2001,SHIRAISHI ET AL 2008). Voda

v potoce je obohacena o €&3,0-5,2 mmol/l), M§" (1,1-1,8 mmol/l), S& (1,8-3,9
mmol/l) a také hodnota stroncia a baria je vySBi.ypramene je 7,0-7,3 a tlak g¢@
vysoky, 10 000-15 000 patm, diky rychlému usiani CQ do ovzdusi se vSak tlak GO
snizi velmi rychle na 800-1100 patm. Snizovani p{eG&pojeno se zvysovanim pH, takze
i kdyZ mé& potok u pramene pH cca 7,3, na koncilpota je to 8,3-8,4. To, Ze dochazi
k vysrdZeni CaC§) je znatelné na ztratach Taa celkové zésaditosti. Snizovani
koncentrace S ukazuje na to, Ze se siran také inkorporuje dorgttolitu. pH a teplota
vody Zistavaji Bhem roku viceménkonstantni. Hydrochemické parametry neukazuji na

sezonni variabilitu.

4.1. Morfologicka ¢ast predchozi studie

V predchozi studii byly zkoumany mikroorganismy pouaeodiErovém mist WB
5. Bylo objeveno 6 sinicovych morfotyp Phormidium incrustatumna povrchu
stromatolitu. Tvei shluky vidken, mezi kterymi se vyskytuji takéknaLyngbyasp. DalSi
morfotyp, Leptolyngbya foveolarunutv&i koberce vlaken aipvazuje hlavé na podzim.
Pseudanabaenap. byla nalezena v hlubgéasti biofilmu. Tam se také nachadiella
fontana V hlubsicasti se také vyskytujgphanothece castagnei

Problém s morfologickou identifikaci sinic sfiea v tom, Ze prakticky neexistuje
jednotna urovaci rirucka. Jedna konkrétni siniceitre byt popsana jednou jakgngbya
phormidiuma podruhé jak&hormidium tergestinunzalezi na pouzité literater Nekteri
autai tak mohou ve stromatolitech identifikovat sin&chizothrixsp., zatimco jini by ji
identifikovali jako Leptolyngbya foveolarumDalSi problém vyvstava, pokud se rody
(popxipack dokonce druhy) neduji podle klte, ale pouze na zaklkagodobnosti sekvenci
z GenBank. Neni totiz vZdycky jasné, jak kteryoaudanou sinici woval, je mozné, ze
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jde o Spatné deni a toto Spatné &eni se pak iebira ze studie na studii. Nicn¥én
sekvenci klonovych bank jiny postup zvolit nejde.

4.2. Molekularni ¢ast predchozi studie

Molekularrg byl studovany biofilm odérového mista WB 5 (RPET AL, 2010).
Z tohoto mista byla osekvenovana parcialni 16S rONA klori a tyto sekvence utvity
9 nezdvislych linii. 6 z nichiatalo neidentifikovanych. Dominovaly linie ,Unidéftd
B* a Tychonemasp. (43% a 31% ze vSech kignNa povrchu biofilmu se objevily linie
Chamaesiphorsp., ,Unidentified D* a ,Unidentified E“. DalSirie ,Unidentified C* a
Pseudanabaenasp. se objevily i pod biofilmem. ,Unidentified Aa ,Unidentified
F* pochézely z vrstvy pod biofilmem @ET AL 2010).

Reprezentativni sekvencghto skupin pouzivam také ve své diplomové préato, a
pro pipadné objasmi tchto neidentifikovanych skupin, coz je jeden # cikto

diplomové prace.

4.3. Popis odBrovych mist

Jelikoz dana odivova mista pro potok Westerhofer byla detagtudovana a
popsana jiz v fedchozi studii, ja jsem tedydieni uz neprovada a ve sveé diplomove
praci pouzivam k popis@thto mist informace ze studieRAET AL, 2010.

WB 1 — toto odBrové misto se nachazi u pramene potoku Westerh@éferge
nejvyssi tlak C@ pohybujici se kolem 12000 patm, neni zde patatéfikace, saturéni
index SI= 0,20 — 0,21 log IAP/KT. pH se pohybuje kolem 7,B3odbkéru vzorki slouzi
plocha od pramene vzdalena 0,5 az 3 m.

(Satur&ni index Slapence= 109 Quapence=

= log(produkt aktivity ioni {Ca®**} x {CO 3%}/ rozpustnost produktu Vépence S| = ukazuje
na vztah mezi vylkkovanim vapence a rozpo&sim uhliitanu, S| v kladnycheislech
zn&i, Ze dochazi k vykovani vapence, souvisi stim, jaké mnozZstvi strolibatza
jednotkuc¢asu gibude, coZz znamenéim vysSi hodnota, tim vice stromatolittiqude).

WB 2 je jiz cast&né kalcifikované odbrové misto. Z&ina 50 meti od pramene a
odkerova plocha saha od 50 metpo 130 metr od pramene. pH se zde pohybuje mezi
hodnotami 7,82 a 8,11, tlak GQ® jiz vyrazr nizSi, 50 m od pramene je to 3631 patm a
po 130 metrech pak 1862 patm. Satofaindex je taktéz vySSi a ukazuje na
pozorovatelnou kalcifikaci. St 0,69 log IAP/KT (po 50 m), 0,96 log IAP/KT (po Q3n).
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WB 3 — odkérové misto charakteristické&iplizné dvoumetrovym vodopadem, kde
je mozno pozorovat inkrustované listy, trsy zelénytéknitychifas Cladophorg, mechy,
ale také jsme zde objevili inkrustovaného slimakalcifikace je zde vyrazna a naznge
to i saturéni index Sl= 1,10 — 1,14 log IAP/KT. Plocha se nachazi 1834 fetii od
prameni&t, pH nabyvd hodnot od 8,25 do 8,30 a pCO2 se stéiaije: 1318 patm (na
183. metru) a 1148 patm (na metru 234.)

WB4 - silné kalcifikované odbrové misto (Sl= 1,07 — 1,10 log IAP/KT),
odkErova plocha saha od 262 m do 295 rinetd pramene, pH je stejné jako na WB 3 —
8,27 — 8,30 a tlak C£se pohybuje o#l096 patm (262.metr) do 1175 patm (295.metr).

WB 5 —jasre kalcifikované, posledni odbové misto, nachazi se na konci potoka,
v rozmezi 308 — 339 métod pramenig&t SI= 1,01 — 1,09 log IAP/KT (hodnoty jsou tedy
mensi nez na WB 4 a WB 3). pH je srovnatelné mitymi misty WB 3 a 4 — pohybuje
se vrozmezi 8,22 az 8,29. Tlak £@a 308. metru je 1096 patm a na 339. metru 1318
patm (ARPET AL, 2010).

Obr¢. 8 Odlgrova mista potoku Westerhofer.
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Material a metody

1. Odhér vzorku

Vzorky jsem odebirala seSkrabovanim biofilmu narpbu stromatolitu pomoci
skalpelu, pidala jsem i kousek svrchni vrstvy stromatolitupmla s vodou z odisového
mista transportovala v 50 ml @l¢Sarstedt s.r.0.), a to &chto datech: 5.3.2010 (vzorek
z pozdni zimy), 26.5.2010 (poz&narni vzorek), 4.8.2010 (letni vzorky), 25.10.2010
(podzimni vzorek). Vzorky jsem sbirala proti&uon proudu, tedy od odbového mista WB

5 az po WB 1. Prvni odb nezahrnoval odivova mista WB 1 a 2.

2. Kultivace vzorka

Za sterilnich podminek jsem vzorky z jednotlivyatibérovych mist rozdila na
tietiny a vhodila poietiné do Erlenmayerovych bgk s tekutym mediem (BG 11, Z, Z
45/4). Pouzivala jsem nejprve 4 druhy medii, éeniedium jsem od druhého cdb jiz
nepouzivala, jelikoZ vdm nerostly jiné sinice, nez v ostatnich mediicl, ldavié v ném
dolre rostly zelendasy a rozsivky, které sinicégguistaly. PouZivala jsem tedy media BG
11 (STANIER ET AL, 1971), Z a Z 45/4 (BSTENHOLZ, 1988). Rozdily mezi BG 11 a Z jsou
minimalni (BG 11 medium dodava vapnik ve feér@aCl - 2H,O, zatimco Z ve forgh
Ca(NGy), " 4H,O, BG 11 medium obsahuje kyselinu citronovou a amomo-ferrum citrat,
zatimco u Z media je Zelezo dodavano ve foRe-EDTA komplexu). Zato medium
Z 45/4 se liSi tim, Ze neobsahuje dusik a tim dhodiuje sinice, které jsou schopné
snaze fixovat vzdusny dusik, tudiz heterocytamicei Ke kultivaci srassnych kultur jsem
pouzivala 50 a 100 ml Erlenmayerovyikg. Jednou jsem zkouSela i rodetéast biofilmu
na stromatolitu na misku s agarovym mediem, niemin negineslo Zadné zajimavé
vysledky, a proto jsem to neopakovala.¢Snmé kultury jsem kultivovala tak dlouho, dokud
neziskaly alespoc¢ast&né sinicovou barvu (neptsi diverzitu biofilmu jsem nachazela ve
smesnych kulturach fiblizné po dvou a il mésici). Nasledd jsemcast narostu iignasela
na misky s agarovym mediem a paloeala tim v izolaci sinic. ZkouSela jsentiepaSet

narosty i dive, nez za 2,5 #sice, nicmé& jsem Zadné vyrazné 2my nepozorovala.
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Smesné vzorky v Erlenmayerovych idéch byly kultivovany v mistnosti s teplotou cca
20°C. Misky s agarovym mediem a izolaty byly kultwany v mistnosti s teplotou 18°C a

swtelnost byla fiblizng 26,5umol fotoni m? s™.

BG 11 ES VA Z45/4
EDTA Fe-EDTA-Komplex | Fe-EDTA-Komplex
Na2C0s3 Na2C03
NaNO3 NaNO3
CaCl2 . 2H20 CaCl2 . 2H20
KNOs3

PGdni extrakt

Ca(NO3)2.4H20

KH2PO4

Kyselina citronova
Ammonium-ferrum citrat

Tabg. 1 SloZzeni medii podle konkrétniho media. Téhaelena barva zia sloweniny,
které maji vSechna media spoia, s¥tle zelend, které slégeniny nEly jen i media
spol&na, jest swtleji zelena zné& sloweniny, které se vyskytovaly jen ve dvou mediich a
bila pole jsou se sl@aninami, které byly unikatni pro dané medium.

3. Izolace sinic

Existuje reékolik zpasohi izolacetas a sinic, nicmé&nnekteré z nich jsem nemohla
pouzit, jelikoZ jsou sinice bakterie, a tak by fiklad pidani antibiotika bylo spiSe na
Skodu Taktéz se dalo velmi Spatizolovat buiky pomoci mikropipety, jelikoz byly hiky
zkratka tak malé, Ze jsem toho nebyla schopna. daké dolé jsem nalezlait nejlepsi
zpasoby izolace, které jsem pak pouzivala po celowgdatkoliv si uvdomuji, Ze jsem
timto mohla pijit o nekteré druhy sinic. PouZivala jsem jednak vypichdviolonii
sterilnim paratkem, kolonii jsem pak ro@da mikrobiologickym zfisobem (jedna linie
protne druhou a tak dale a na konci blarbyt jednotliva kolonie) na novou misku. Také
jsem pouzivala metodu vymy medii podle toho, jakou sinici jsem feliovala. To se
dalo uplatnit hlavéd u rodi Nostoc, Tolypothrixa Calothrix, které jsou sinicemi
heterocytarnimi, a proto bylo mozné jgsfpvat v mediu, kde se ostatnim sinicim rfdda
dole. To, Ze se jim nedito dobre bylo ovSem zasadni pro r@&hlothrix, ktera uhyn

ostatnich sinic ndpzila, a proto jsem jeji izolat neziskala. U rothlypothrix bylo takeé
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potreba pouzit kombinaci tekutého a pevného mediakutébo media, ve kterém rostl
smésny vzorek, jsem nanesla trochu biofilmu na mislagarem, pak jsem pomoci pératka
pieciStovala kolonii roduTolypothrix pri kazdém peatkovani jsem kolonii promyvala
pod tekutym mediem a nakonec jséast fenesla do tekutého media, kde mohla kultura
narist do étSich rozmdr. Ani tak se mi sice nepotil ziskatcist¢ jedndasovou kulturu,
nicmérg byl pcatet jinych sinic tak nizky (v rdmci jednotek jinyddinic), Ze se dala
osekvenovat. ZkouSela jsem také izolaci pouze wté&R mediu, kdy jsem pouzivala well-
plates (obk. 8), ktera ngla 4 fady a kazd&ada néla 6 komirek. Tyto kondirky jsem
naplnila mediem a do prvni napipetovalaésnou kulturu, promyla a s novou pipetou
kousek odebrala do dalSi kérky. Takto jsem to opakovala, dokud jsem nedoSlkareec.

Timto zpisobem se mi nepoti ziskatciste izolaty.

Obr¢. 9 Well-plate.

4. Molekularni metody

U cistych izolafi jsem sekvenovala Usek 16S rDNA.

Podle navodu jsem provedla extrakci DNA. Extrakeem provadla s pomoci kitu
Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek). Ob#ma oproti navodu byla ta, Ze jsem {epted
rozbijenim busk napipetovala do mikrozkumavky Eppendorf 100 pkisyBuffer P,
prisypala skle#né kulicky o priméru priblizné 0,5 mm a po rozbiti bik v pristroji Mini-
Beadbeatd! (Biospec Productspridala jes# 300 pl a 20 pl Proteindzy K, zatimco
v protokolu stoji, Ze mame dat 400 ul Lysis Buffé&r@z po rozbiti butk. Pro vymyvani
DNA jsem pouzila pouze 50 pl Elution Buffer D (a h€0 pl podle navodu) (to jsem
délala pro dosazeni vysSi koncentrace DNA). Zda jgéskala extrahovanou DNA, jsem
zjiStovala jak ndtenim na spektrofotometru firmy IMPLEN, tak pomod¢keroforézy
(0,5% TBA). Hodnoty na spektrofotometru se pohytpwaizolati od cca 10 do 70 ng/
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a u DNA sngsnych vzork kolem 100 az 250 ngl (coz bylo poteba n#edit tak, aby byla
hodnota pod 20 ngl, kterd se ostdcila pri PCR).
Nasledr jsem provadla PCR — master mix viz tabulka2 Pro amplifikaci oblasti

jsem pouzivala primery PCR 1 a PCR 18 (vizda).

| we3 wea wes

Obrg. 10 Fotografie gelu z elektroforézy. L Zhdel¥ik, WB 3, 4 a 5 pak DNA s#snych
vzorku.

10 x PCR-Pufr 5,0 ul
DMSO 1,0 ul
dNTP 2,5 mM 2,0 ul
MgCl, 2,0 ul

Forward primer PCR 1 (10 pmol/ul) (Wilmo#eal, 1993) | 1,0 pl
Reverse primer PCR 18 (10 pmol/ul) (Wilmatteal, 1993)| 1,0 ul

Bioline Taq polymeraza 0,2 ul
HPLC H,0 36,8 pl
DNA 1,0 pl

Tabg. 2 SloZzeni mastermixu pro PCRIPLC H,O je produkt s nazvem Chromanorm
(BDH Prolabo), obsahuje acetonitril (99,9%) a vodu.

Patateini denaturace 98 | 5min
Denaturace 9L | 1 min
Annealing 52C | 45 sec
Elongace 72 | 3min
Finalni elongace TZ | 7 min

Tab¢. 3 Program CyaBiol, programah33 cykli.

Program, ktery jsem pro PCR pouzivala, se jmen@sBiol a jeho hodnoty byly
nastaveny tak, jak je uvedeno v taB. Podle moznosti v labordtgsem pouzivala cyklery
FlexiGene, TouchGene Gradient (Techne) a Bioteahu®r 96 plus (MWG). Po skéani

PCR jsem vzorky oft kontrolovala, zda obsahuji DNA, pomoci elektréfor, a pokud

ano, fecistila jsem je. Recisteéni jsem provada vétSinou s kitem Invisorb DNA CleanUp
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(Invitek), ale rkolikrat jsem pouzila také kit MSB Spin PCRapaaavitek). Vysledky
byly identické.
S pecistetnymi PCR produkty jsem pak prov#id sekvenéni reakci (takk. 5).

Program na termocykleru jsem nastavila na Cycle3u\tabgc. 4).

Patateini denaturace 9€ | 1 min
Denaturace F& | 45 sec
Annealing 50C | 45 sec
Elongace 60C | 3 min
Finalni elongace 6C | 3min

Tab¢. 4 Program Cycle35Mohr. Prograngi35 cykli.

T-Buffer 5x 1l
BigDye (Terminator Ready Reaction Mix) 2 ul
HPLC - HO 2 pl
Primer (0,8 pmol/ul) 2 ul
DNA 3-5ul

Tabg. 5 SloZzeni master mixu pro sekveénigreakci.

Pokud jsem provata sekvenéni reakci poprvé, pouzila jsem pouze Primer PCR 1,
Vv pripact, Ze se mi poddo ziskat parcialni sekvenci s primerem PCR1, jqsooizila
primery PCR 18, 460R, 874R, 874F, 1072R a 1528Rt&lulka¢. 6), abych ziskala celou
sekvenci oblasti 16S r DNA.

Primer Sekvence 55 3' Oblast Pouziti Citace
PCR1  GAGTTTGATCCTGGCTCA 165 _, o Wimotteetal,
sekvenovani 1993
PCR18 TCT GTG TGC CTAGGTATC 165 CR., ~ Wimotteetal,
sekvenovani 1993
460R  CCG TMT TAC CGC GGC TGC  16S sekvenovaW"mfgS;t al.
874R  TCAATTCCT TTGAGTTTCAC  16S sekvenovénwllmfgsget al,
874F GTG AAA CTC AAA GGAATT GA 16S  sekvenovani W"mfggget al,
1072R  GTT GCG CTC GTT GCG GGACT  16S sekvenova\ﬁvi"mfgggt al,
1528R  GGA GGT GATCCAKCCR  16S sekvenovérﬁa;cl'a'gggeét

Tab¢. 6 Seznam pouzitych primepro PCR a sekvenovani Useku 16S rDNA.

26



Po sekvenii PCR jsem provath vysrédZeni dle navodu (vizifpha¢.2), aby byla
moZzna automatickd sekvenace na kapilarovém seloren&BI-3100 Genetic analyser

(Applied Biosystems), kterou provéd Gabriele Curdt-Hollmann.

5. Klonovani 16S rDNA z environmentalni DNA

Klonovani environmentélni DNA je metoda, kter4 sefiva pro zji&ni diverzity
ve snésnych kulturach nebo wipodnich vzorcich na zaklagekvenci.

Ja jsem pouZzivala ke klonovani TOPO TA Cloffikis (Invitrogen). Abych mohla
klonovat, potebovala jsem ziskat extrahovanou DNA ze&smych vzork a nasledd PCR
produkty. Pracovala jsem se &nymi kulturami, neboli nepracoval&@erstw odebranymi
vzorky, ale s kulturami, které byly nejprve dvatd mésice v mediu. Po této délziskala
kultura vyrazg sinicovou barvu. Klonovani jsem tedy provkd3.5.2010, 26.7.2010 a
4.10.2010. Extrakci DNA jsem provéld tak, Ze jsem smichala biofilm jednoho
odkerového mista ze vSech tymedii, poprvé jsem provakh klonovani pro WB 3, 4 a 5.
Podruhé a poeti pak pro vSechna ogtova mista. Extrakci jsem provéld podle navodu,
stejre jako extrakci DNA izoldl. PCR jsem pak takéékhla steji jako u izolati. Pro
klonovani je dlezite, aby PCR produkty bylyerstvé, proto jsem provéld prvni fazi
klonovani ve stejny den jako extrakci DNA. Pouzivglem chemicky kompetentniitky
Escherichia coliTOP10 a metodu transformace One Sh@hemical Transformation.
Princip klonovani DNA spgiva v ligaci PCR produktu se speci&lmpravenym vektorem,
ktery je pak pohlcen hikou E.coli. Kazda biika E.coli pak utvdi vlastni kolonii.
Plasmidovy vektor (v tomtoifpads pCR® 2.1-TOPJ) je dodavan jakoZzto linearni, s 3'
koncem obsahujicim zake&eni T. PCR produkty maji 5' konce s deoxyadenosi(&m
diky Taq polymeraze, proto tthe dojit k navazani PCR produktu na vektor, ktezy s
nasledg uzawe a stava se kruhovym (ligace). Tento kruhovy vekéo pak pohlcen

buikou E.coli (transformace).
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Extrahovana

Buiiky i
3 DNA komplemi DNA s PCR produkty
Elonovam PCR
produktu Hostitel
Navézini PCR (E coli)

Plasmidovy  produktina

vektor plasmidewy .
vektor E‘rem:ls_du
@ - © hostitelské buiiky /

ﬁ et
Ty & T Kultivace kloni
\T—"7  naspecidlnim medin

Izolace jednotlnych l

kolomi

Sekvenovini
Extrakes vloZenych

plasmidu tzekn DNA
@ g- CTGAATCGTA

Obr¢. 11 Grafické znazosmi metody environmentalniho DNA klonovani. Upraveno
prevzato zhttp://wiki.biomine.skelleftea.se/wiki/index.phpkling_vector

K procesu ligace jsem pouZivala protokol firmy megen — TOPO TA Cloniry

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manualsétiap man.pdf SloZeni reakce bylo

nasledujici:
Cerstvy PCR produkt 0,5-4yl
Solny roztok 1l
Voda tolik, kolik zbyva do 5 ul
TOPC’ vektor 1 ul
Celkové mnozZstvi 6 ul

Tab¢. 7 SloZeni reakce pro proces ligadekonovani environmentalni DNA.

ZkouSela jsem pouzivaiznd mnozstvi PCR produktu, nicnd§sem nepozorovala, ze by
mnozstvi PCR produktu hralcgjakou roli. DilezitéjSi byla koncentrace PCR produktu,
kterd& mohla mit maximai 20 ngll. Po smichani s#si jsem ji nechala 30 minut
inkubovat @i pokojové teplot. Nasledovala transformace, kdy jsem 2 pésiniz ligace)

napipetovala do roztoku chemicky kompetentnichékuficoli a nasled& nechala na ledu
inkubovat 30 minut. Po této déljsem na 30 vign buiky vystavila teplotnimu Soku

v termobloku (Eppendorf), ktery byl nastaven naGl2Pokr&ovala jsem podle navodu
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(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manualsétiap man.pdfstrana 10), az na vyjimku

pii ttepani, kdy jsem nastavila 150 rpm a ne 200 rpmsijako v navodu. Na konci jsem
nanesla na vyfaté misky s LAX mediemizna mnozstvi roztoku. Na &wnisky 20 pl, na
dalSi de 30 pl a na posledni 860 pl. Nechala jsemiges noc inkubovatip37°C a rano
zkontrolovala misky, zda se na nich nachazi koloKigalSim krokm jsem pouZzivala
pouze bilé a lehce modré kolonie. To, zda klonyooudbsahovat PCR produkty jsem

zjistovala pomoci metody blue-white screening.

LAX medium (na 1000 m| LB medium (na 1000 ml
Ingredience/medium bidestilované, sterilni | bidestilované, sterilni D)
H20)
Bacto-Trypton 10g 10g
Kvasinkovy extrakt 5¢ 59
NacCl 59 59
Agar 12 g
Ampicilin (konc. 100 mg/ml) 1 mi 1 mi
X-Gal (konc. 40mg/ml) 2 ml

Tab¢. 8 Slozeni LAX a LB media pouZzivanych glonovani.

Po inkubaci jsem jednotlivé bilé a&he modré kolonie fenesla na f@dem vylkiatou
misku s LAX mediem, na kterou jsentedtim narysovala fitku. V kazdém okénku se
nachazela jina kolonie. Takovéto master plates jgpfhnechala inkubovatip37°C pres

noc (16 hodin).
/"\E ~
8 10 \

/11 120 131415 16 17 ‘18\

19120 21| 2223 4|25 26\

™~
4
9

\27 28| 29|30 31| 32| 2B 34}

\35 36| 3738|3940 | M 42/
43 44145 | 48 4748/

P1|49| 50| P2

Obr¢. 12Znazorrgni master plate,ipvzato zhttp://www.fgsc.net/fgn48/Kaminskyj.htm

DalSi den jsem pak kontrolovala, zdaiky opravdu obsahuji vektor s PCR produktem, a

to pomoci plasmid-screening. Jedna se o PCR:(t9p.
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19,6 ul HPLC HO

2,5 ul Puffer 10x

1,0 pl MgC} (50 mM)

0,8 ul dNTP (2,5 mM)

0,1 pul Taq polymeraza (Bioline)

0,25 pl M13F Primer (10 pM)

0,25 pl M13R Primer (10 puM)

Celkem: 24,5 ul + malé mnoZstvi kolonie vypichrutikénka paratkem

Tab¢. 9 SloZzeni master mixu pro plasmid screening fladatpo klonovani).

Patateni denaturace 2min 98¢ | 1 cyklus
Denaturace 1 min| 9€
Annealing 1min| 5%C |25 cykii
Elongace 1min| 7T
Koneaina elongace 7min 72 | 1cyklus

Tab¢. 10 Phabeh programu M13 Biol, program ¢h25 cykli.

Na cykléru jsem navolila program M13 Biol (t&ab10) a po doéhnuti programu jsem
kontrolovala pomoci elektroforézy, zda se prouZziophybuji nad hodnotou 300 bp. A
s €mi, které to splovaly, jsem pak nasledrprovedla extrakci plasmidové DNA s kitem
Spin Plasmid Mini Two (Invisorb) podle protokolu.uitky jsem jest na tento krok
pripravila inkubaci pes noc vtekutétm LB mediuiip 37°C (150 rpm). Takto
vyextrahovanou DNA uZ bylo moZndipravit rovnou na sekvenovani, nasledovalo tedy
vysrazeni a nasledrsekvenani reakce a samotné sekvenovani.

S klonovanim bylo mnoho probl&émmusela jsem jefasto opakovat a ani tak
nedosahovaly ¢které vysledky uspokojivych hodnot. Nag€jSim problémem bylo to, Ze

na miskdch s LAX mediem nevyrostly Zadné kolonieareelmi malé mnozstvi (1-20).

6. Fylogenetické analyzy

Pro izolaty jsem sekvenovala kompletni Usek 16SADINchromatogramy, které
jsem ziskala, jsem nasledapojila v programu SeqAssemgPPERLE 2004). K ziskanym

sekvencim izoldt jsem pomoci algoritmu BLAST hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/

ALTSCHUL ET AL, 1990) v celosttové databazi sekvenci GenBank vyhledala 15
nejpodobgjSich sekvenci a ty jsem pak stahla ve FASTA fouretgidala ke svému
lokalnimu datasetu sekvenci. Tabulku s 1. nejblsgkvenci z GenBank a 1. nejblizSi

sekvenci z GenBank s rodovym jménem pro tyto iygtékladam v gilozec.3.
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Déle jsem sekvenovakéast Useku 16S rDNA obsaZenou v klonech a ziskaéla ta
596 parcialnich sekvenci klonz nichz 499 bylo programem SegAssem vyhodnocahkm |
sphiujici standardni kvalitativni kritéria. Sekvenovgam 5' konec oblasti 16S rDNA, pro
piiklad oblast 78-621 sekvence z GenBank CyanobaotecCLB-12 (HQ230231.1).
Nicmére jsem g blizSim zkoumani zjistila, Ze pro 94 sekvencogekvenovana jindast
16S rDNA, nez pro zbylych 405 (oblast od baze cta @ béaze cca 1390), pro srovnani
s mou sekvenci nélad sekvencelLeptolyngbya GSE-PSE39-07B (HM018686.1)
z GenBank. Toto nejsem schopna Wbty protoZe sekvence, kterééiy osekvenovany
tento Usek, byly ziznych odirovych mist a dob (krotnbreznovych vzork, kde se tento
jev neobjevil) a jednotliva odibova mista z daného oét jsem sekvenovala dohromady,
proto si myslim, ze k z&né primeru nemohlo dojit. Jakeé je ale jiné w§tbani nejsem
schopnatict. U sekvenci, které byly identické, jsem zanéchzouze jednu z nich, ale
pouze pokud se jednalo o sekvence ze stejnéh&ramdiho mista a doby odtu, a tak mi
pro naslednou analyzu zbylo 331 sekvenci, se kigsgm nésledhpracovala.
Odbirové misto | WB1| WB2| WB3 WB4 WBS?E

Doba od®ru

5.3.2010 X X 23/16| 29/23 49/45 101/84
26.5.2010 47/44| 39/33 41/3%5 12/ 49/10 188/128
4.8.2010 48/47| 49/18 49/12 35/28 29/14 210/119

499/331
Tabg. 11 Paty klond na odirové misto atas odBru. Cislo pred zlomkovougarou je
pocet pavodnich kvalitnich sekvenci¢islo za zlomkem je p®t nakonec pouZitych
sekvenci, které odpovidaly &aku Useku 16S rDNA a nebyly identické s jinymi ze
stejného odérového mista a doby odtu.

K sekvencim mych klah jsem gidala sekvence klan (418 sekvenci), které z mnou
studovaného potokarige ziskala Kathrin I. Mohr a pomoci algoritmu ketiphon v
programu Mothur (8HLOSS ET AL, 2009) jsem cely soubor sekvenci otestovala na mozno
piitomnost chimerickych sekvenci. Objevila jsem 5dvpépodobnych chimér, z toho &v
v mém souboru sekvenci a 52 v souboru Kathrin |hiMd&himerické sekvence jsem
z datového souboru odstranila. Objevila jsem takélk¥ence nesinicovych bakterii (jejich
sekvence se dala vizudlnodliSit od ostatnich sekvenci), 3 sekvence podiaze
z odk¥rovéeho mista WB 5 a jedna z WB2, vSechny pochézelysrpnovych vzork
(18_WB2_aug, 13 WB5 _aug, 31 WB5_ aug, 2. WB5_aug).

Pomoci programu Mothrur jsem sekvence klondélce vice nez 492 bazi sdruzila

do operanich taxonomickych jednotekogerational taxonomic unitsOTUS). Pro
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vymezeni OTUs byla hladina podobnosti 97%, kterai jbakterii charakteristicka pro
druhy (DooLITTLE & PAPKE, 2006,MANTER ET AL, 2010,SEGAWA & TAKEUCHI, 2010). Ri
této hladig se sekvence roglily do 42 OTUs. Mothur vytvd OTUs vectyiech krocich.
VyZzaduje jiz zalignované sekvence, kterym v prvikioku oseka konce tak, aby tilg
sekvence jeden blok. V druhém kroku Mothur @f#o distani matici, ve tetim kroku
utv&i z nejpodobiSich sekvenci klastry a v poslednim kroku vygejeeraprezentativni
sekvenci daného OTU. Krmto reprezentativnim sekvencim jsem pak stahovéla 1
nejblizSich sekvenci z GenBank pomoci algoritmu BIA Reprezentativni sekvence
OTU 23 (20 WB5 march) vySla podle BLAST jako Alphaigobakteria
(nejprav@podobrjSi Rhodobactersp.), toto OTU obsahovalo pouze jednu sekvenci a t
jsem vymazala. Tabulku s 1. nejblizSi sekvenci aBa@k a 1. nejblizSi sekvenci
z GenBank s rodovym jménem pro dana OTtlklfgdam v gilozec.4.

Vytvorila jsem pak dva soubory sekvenci pro dva stroragled pro strom, ktery
obsahuje pouze kompletni sekvence Useku 16S rDNlulhy wetrg kloni a sekvenci
delSich nez 1000 bp.

6.1. Analyzy na zaklad kompletnich sekvenci 16S rDNA

Z GenBank jsem ziskala pro izolaty dohromady 132kvenci, vymazala
redundance, takze zbylo 617 sekvendiidgla jsem sekvence rddEuhalothecea
Halothece dostupné z GenBank (podle dop@mni Prof. Jiiho Komarka), sekvence
z tabulkyc¢islo 1, reprezentujici hlavni sinicové skupiny,d@nku od $HIRRMEISTERET
AL. 2011 (strana 2) a sekvence, které zastupovalyyfyyov clanku ARPET AL, 2010, ot
odstranila redundance, zbylo mi 697 sekvenci, adid&r jsem sekvence kratSi nez 1000
bazi a zbylo 541 sekvencifigala jsem sekvence izotat(o délce cca 1400 bazi) a

v programu SILVA fttp://www.arb-silva.de/alignér/jsem nechala vytwd alignment,

ktery jsem naslednrucné upravila v BioEdit (autor Tom Hall) a GeneDocI¢NOLAS &

NicHOLAS, 1997). Na zaklag tohoto alignmentu jsem odvodila fylogeneticky giro
s pouzitim metody maximum likelihood (ML). Konkrétjsem pouZzila program RAxXML
(verze 7.0.3) (PAMATAKIS ET AL, 2008), substittni model GTR¥+I, a prohledavaci
heuristiku vyuzivajici pgateini proceduruapid bootstrap(100 replikaci). Jako outgroup
stromu slouzila sekvenc&loeobacter violaceu®CC 7421 (BA000045.1), jelikoz G.
violaceus je na zakl&dSirSich fylogenetickych analyz znam coby sinicpregentujici

nejhlubSi ¥tev sinicové fylogeneze (M.LIS ET AL., 1995). Rvodni strom se vSemi
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kompletnimi sekvencemi tak obsahoval 588 sekverakio velky strom by byloékké
vizualizovat, proto aby byl strontehledrjSi, provedla jsem dalSi fylogenetickou analyzu
na redukovaném setu sekvenci, ktery jsem z vycbozétu odvodila nasledujicim
postupem:

V piavodnim stromu jsem nalezla pozice, kde se nachémgp izolaty. Oddchto
sekvenci jsem postupovala hl@jibdo stromu a hledala&tev, kterd by ra podporu
alespa 90%. Kdyz jsem takovowtev nalezla a obsahovala také taxony z GenBankg kte
mely alespa rodové jméno, vytahla jsem a v dalSi analyze pau&echny sekvence z
této wtve. Pokud obsahovala jen sekvence Uncultured dasterium/bacterium clone,
stahla jsem také vSechny sekvence tétwey ale pidala jsem i sekvence s vyjasymi
rodovymi jmény z GenBank, které se nachazely rigbiikdyz nebyla podpora tak vysoka.
Totéz jsem udala také pro sekvence, které byly reprezentativnisastupci
Neidentifikovanych skupin zipdchozi studie (APET AL, 2010). Nasledhjsem sekvence
jes€ proSla v programu BioEdit, a pokud se tam naclyagekvence téut identického
nazvu, kontrolovala jsem j&Stve stromu, zda se nachazeji vedle sebe, a pokad an
promazala jsem je. U sekvenci s nazvy Unidentifigahobacterium/bacterium clone jsem
délala totéz. Vymazala jsem také zastupce skupinyoBgmatales, protoZze Zadna z mych
sekvenci ani ze sekvenci #edchozi studie se nenachézela v této skugimc. Nasleda
jsem no¥ vznikly strom detaily proSla a pekontrolovala, zda odstrami sekvenci hraje
vyznamnou roli na jeho uspadani, ale Zzadné zmy jsem nepozorovala. Strom filpzec.

5.

6.2. Analyzy se vSemi sekvencemi 16S rDNA¢@gtné parcialnich sekvenci
16S rDNA ziskanych klonovanim)

Postup k ziskani Maximum Likelihood stromu byl sfgjs tim rozdilem, Ze jsem
piidala jeS¢ sekvence ziskané klonovanim, které byly kratSi sekvence z GenBank a
izolati. Jednalo se o parcialni sekvence 16S rDNA o d#lbéZzné 500-600 bazi. ®/odni
strom, ktery byl poéitdn se vSemi sekvencemi, obsahoval 1260 sekv@iagio velky
strom neni mozné zobrazit tak, aby se dal rozuéist. Proto jsem provedla Upravy tak,
jako v pedchozim gipac. Co se tye klonovych sekvenci, ty jsem promazavala podle
jednotlivych OTUs a to tak, aby v kazdém OTU zbgdgn zastupce, ktery bude
charakterizovat autorg&dhto sekvenci (pouzéisla oznauji sekvence, jejichZz autorkou je

Kathrin 1. Mohr, ¢islo_odiErové misto_doba odbu zna&i moje sekvence) a také dobu a
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misto odiBru. Pokud tedy jedno OTU zahrnovalo fi&fad rekolik sekvenci z WB5
odebranych v srpnu &kolik sekvenci z WB 5 vieznu, nechala jsem tam jednu sekvenci
Ze srpna a jednu Zdzna.

Timto postupem jsem ziskala soubor 487 sekvenefylde jiz, &koliv Spatrg,
vizualizovat da (floha 6, 7 a 8), dalSi odsti@vani sekvenci jiz nebylo mozné, aby nebyla
sniZzena vyposdni hodnota tohoto stromu.

Vysledky

Prvnim z cili diplomové prace bylo na zakkaaiskanych izoldt identifikovat

zatim neidentifikované skupiny sinic z potoku Wesiéer z gedchozi studie
(Unidentified A — F) (&RPET AL, 2010). Skupinu D jsem diky svému izolatu identifikta.
Skupiny Unidentified A, B a C (stavaji nejisté, ale A a B se nachéazeji v kladu
s Microcoleus/Tychonema/Phormidium, C pak gtvivs Leptolyngbyaa Plectonemg(viz
piilohac. 5). Pro fylotypy Unidentified E a F se mi neptiltaziskat odpovidajici izolaty,
takZe jejich identita stava nezndma. OTUs vyiemé na zéklad sekvenci ziskanych
klonovanim DNA ziskané ze stromatélitednak ihned po odu (Kathrin 1. Mohr) a
jednak po dvou a g meésiéni kultivaci v tekutém mediu, vyt¥idy dalSi skupiny
diskutované v kapitole Vysledky — 2.2. Analyzy seemi sekvencemi 16S rDNA {gtre
parcialnich sekvenci 16S rDNA ziskanych klonovaném) kapitole Diskuze. Také jsem
vyizolovala ze s@snych kultur 11 morfotyjpsinic, které se ve stromatolitech nachézeji.

1. Izolaty

Ze sngsnych kultur jsem vyizolovala 41 izoldt ziskala jak kokalni sinice, tak
vlaknité sinice. Celkem jsem izolovala 11 morfatypkteré jsem pomoci &ovaci
literatury (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1989, 1998, ANAGNOSTIDIS & KOMAREK 2005,

GEITLER, 1932) popsala jako:

Kokalni:

Aphanothece
Synechococcus
Cyanothece/Gloeothece
Izolaty AH 5 a AH 35
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Vlaknité
Leptolynghya
Pseudanabaena
Limnothrix
Phormidium/Tychonema
Plectonema/Pseudophormidium
Tolypothrix
Nostoc

Také jsem izolovala sinic@alothrix, jenze kdykoliv jsem se zbavila ostatnich sinic,
uhynula.Nékteré sinice jsem izolovalagkolikrat, a to i proto, Ze se od sebasto liSily,
napiklad barvou nebo velikosti béik Nicméré se vzdy jednalo o tentyz morfotyp.
Nejvice rozdilnosti jsem objevila u vlaknitych, imato konkrétni izolaty kokalnich sinic
(napiklad SynechococcuRKC 1 a AH 18) vypadaly viceménidenticky. Jednotlivé
izolaty Leptolyngbya, Pseudanabaena, LimnottaiMostocsecasto liSily. A vliv nenglo
medium, nafiklad Pseudanabaenae mohla od druhé vyraztiSit a p‘esto ol rostly na

stejném mediu.

20um

Obr¢. 13 Rod PseudanabaenaNa obou fotografiich jsou 2 typy rodRseudanabaena
které rostly za stejnych podminek, na mediu Z & miichazi z odkrového mista WB 4.
Nicmeére se liSi minimald barvou.

Kazdy z morfotyi ma své vyznamné znaky, na zaklakterych je mozné
morfologické rozliSeni:

1.1. Kokalni morfotypy
AphanothecéNageli, 1849):
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Bunky Siroce ovalné, bustné dtleni binérni, biiky jsou usp#adany nepravidet volre
nebo jsou nahu&té, v lEZné slizovité pochy Kolonie jsou kulovité, modrozelené.
Velikost burgk mych izolati: 2 pm x 1um

Rod je v sotdasné dob povazovan za monofyleticky € & BAE, 2002).

SynechococcudNageli, 1849):
Bunky bud’ osamocené nebo v nepravidelnych shlucich, ktetéoifieslizovité kolonie.

Mohou tvdit i pseudovldkna (coz jsem jednou pozorovalayikBusou podlouhlé, ovalné,
nékdy mohou byt bitky vyrazreé delSi nez Siroké, bétné dleni binarni. Velikost buk:
15-20umx 0,4 - 6 um.

Velikost burgk mych izolati: 3-5 pm x 2-3 um

Rod je jednoznaé polyfyleticky (ROBERTSONET AL, 2001).

Z predchozicasti projektu jsem dostala 6 izaldéa sama jsem vyizolovala jeden. Izolaty
z predchozicasti projektu (RKC 1, 3, 4, 9, 17) pochazely z@&dlych mist WB 2, 3, 4 a 5.
Muj izolat (AH 18) byl z WB 5.
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Obr¢. 15 MorfotypSynechococcusnétitko 20 um.

CyanothecéKomarek, 1976¥loeothecéNageli, 1849)

CyanotheceBunky samotné, &dy po dleni zistavaji po dvou @Ekdy z‘idka mohou byt
ve shluku), bez slizovitého obalu nebo jen s jemmjmalem kolem jednotlivych bk,
keritomizace.

Velikost burgk: 7 — 70 (100) pm X 6 — 52 um

Cyanothecge v sodasné dob neni monofyletické (KMAREK ET AL, 2004).

Gloeothece Tvori malé kolonie, obalené bky nebo skupiny butk, obal je bez barvy.
Obaly produkuji po &leni kazd4 biikka s\ij vlastni.

Velikost burgk: 0,4 — 18 pym x 0,6 — 10 um

Rod Gloeothecenebyl zatimiadre molekularg zkouman, nicméhpodle studie KMAREK
ET AL, 2004 vypada rod jako parafyleticky.

Velikost burgk mych izolati: 3-8 pm x 3-5 um

Ziskala jsem 1 izolat (AH 24), z WB 5.
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Obr¢. 16 Morfotyp Cyanothece/Gloeotheceiitko 20 um.

Izolaty AH 5 a AH 35
Objevila jsem také sinici, kterou jsem nedokazamgpci utovaci literatury ufit a

po kratké e-mailové konzultaci s profesoreifindiKomarkem jsem dosla k nazoru, Ze se
patrré jedna o novy rodéi druh. Sama jsem likky popsala jako ovalné, s binarnim
buréénym clenim, buiky ve shlucich, patghve slizovitych koloniich. Maji velmi vyrazn
striovanou centroplasmu a bargerno-fialovou, gkdy temr¢ Zlutou. Makroskopicky tvio
¢ernou lesklou kolonii, kter&sem obarvi BG 11 medium, na kterém roste, z bilo-
prihledné barvy do st¥le az tma¢ hredé.

Velikost burgk: 6-8 um x 4 um

Vyizolovala jsem dva izolaty, kazdy zjiného obdoliekZze vyskyt této sinice

pravéEpodobré nebude ndhoda (spad do vody, zanesené odjinuaityzmém z pozdh
jarniho a pozdéletniho odBru. Oba izolaty (AH 5, 35) pochazeji z WB 5.

Obrg. 17 1zolaty AH 5 a AH 35, &fitko 20 um.
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1.2. VIaknité morfotypy

LeptolyngbygKomarek & Anagnostidis, 1988):

Vlakna jsou ridka osamocenagtsinou ve shlucich, plovouci nebtighycené k podkladu.
Vladkna jsou ®kdy lehce vinit4, s pevnou, ale tenkou bezbarvoohpou, buiky jsou
cylindrické, isodiametrické a bez plynovychschyiki. Sika vliakna byva 0,5 — 3,5 um.
Tvori hormogonia. Rod je polyfyletickygHIDA ET AL, 2001).

Velikost burgk mych izolati: 2-4 pm x 2-4 um.
1 izolat jsem dostala Zg¢dchoziho projektu (RKC 6, 11), 5 je mych (AH 16, 31, 34,
36). OdiErova mista: WB 3, 4, 5.

Pseudanabaen@ auterborn, 1915):

Vldkna jsou bez pochvy, bky cylindrické se zaoblenymi konci, delSi nez Sé&pk
s plynovymi ngchyiky, vlakno je zaSkrcené u sponezi buikami, rekdy Ize pozorovat
mustky mezi bikami.

Diky sekvenovani vypada tento rod jako polyfylefi¢ksHIDA ET AL 2001).

Velikost burgk: 2 pum x 4 um

Z predchozicasti projektu 1 izolat (RKC 10), ja vytiita 6 vlastnich (AH 3, 4, 7, 9, 14,
32). Odirova mista: WB 2, 3, 4, 5.
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Obr¢. 19 MorfotypPseudanabaenanéiitko 20 um.

Limnothrix (Meffert, 1988):

VlIadkna jsou samostatna nebo itvanalé shluky. Jsou izopolarni, riévend, bez a nebo
nékdy s tenkou bezbarvou pochvou.iBy jsou vyrazg delSi neZ Siroké. Biky mohou
byt zaSkrcené, ale nemuseji. Podle vlivu gramtitmaji nebo nemaji aerotopy.

V souiasné dob je rodLimnothrix polyfyleticky (FERKERSONET AL, 2010).

Sirka vlakna se pohybuje od 1 do 6 um.

Obr&. 20 MorfotypLimnothrix, mgtitko 20 pm.
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Phormidium(Kutzing ex Gomont, 1892)chonemgAnagnostidis et Komarek, 1988):
Phormidium Pochva gkdy nebo vzdy, bez&veni, apikalni biikky jsou zaSgiatelé nebo
zakulacené, bez nebo s kalyptrou, itvllormogonia. Nkdy jsou vlakna fichycena
k podkladu nebo mohou valrplavat, mohou byt zviina a na $ku méii 2,5 — 15 um.
Nemaji aerotopy, tvd hormogonia.

Rod je polyfyleticky (OMTEET AL, 2007)

TychonemaBez pochvy, bezdveni, na koncich neztéené, s velkymi granulemi uviit
burgk, snadno réni barvu diky fykobiliim. Sika burék dosahuje 2 az 16 um. Bky
nejsou zaskrcené, bez aeratppskdy s kalyptrou. Zda tvd hormogonia neni jasné.

Rod se jevi jako parafyleticky 1AREK, 2005).

Izolaty RKC 2, 13 a 20 jsou Siroké 8 um. VSechimizblaty jsou z WB 5

Na izolaty, které jsem ziskala Zeplchozicasti projektu sedi oba popisy, nicnién
kulturach lze také pozorovat hormogonia, a protoZzeodu Tychonemaneni jisté, zda
hormogonia tvéi, d& se fedpokladat, Zze jde o rd@hormidium Tychonemaaké netvéi
slizovité pochvy, které bylo mozné ve vzorcich poxat. O roduTychonemajsem
piemyslela i proto, Ze je v geologickych studiictasto uvadna jako soutast
stromatolitového biofilmu (AP ET AL, 2001, SHIRAISHI ET AL, 2008, COUSIN &
STACKEBRANDT, 2010) a proto, Ze vlakna izoléhejsou na koncich zt&ana mohla by to
byt i Tychonema

Phormidium sp.

Obrg&. 21 MorfotypPhormidium/Tychonemangtitko 20 um.
PlectonemdThuret ex Gomont, 1892)

Chomdakovita stélka, fichycena k podkladu, Zluto-Bdé barvy. Vldkna jsou 8-25 pm
Sirok4, nepohyblivA. Nepravéctveni. Heterocyty a akinety chybi. Posledninka je
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zaoblend, fidka s kalyptrou. RozmnoZuji se hormogoniemi. Relyh zatim molekulamh
zkouman.

Muj izolat ma buky 4,5-8 pm Siroke.

Vytvorila jsem 1 izolat (AH 20 RKC 18), z odtoveého mista WB 4.

"V

Plectonema s

Obr¢. 22 MorfotypPlectonemameiitko 20 um.

Tolypothrix(Kitzing ex Bornet et Flahault 1888):

Vlakno je tvdeno jednoufadou busk, tvori chomd&kovité kolonie, vidkna jsou
heteropolarni (bazéalni heterocyt), bazélnich hetigitomtze byt vice nebo jeden. Maji
nepraveé laterdlini dveni, které vznika ie@s jeden nebo vice interkalarnich hetenbcyt
Tento heterocyt ma jeden por, akinety se vyskytig, Zidka, rozmnozuji se pomoci
hormogonii.

Rod Tolypothrixbyl urten jako polyfyleticky (84vONEN ET AL, 2007)

Velikost buiky mych izolati: 10 pm x 10 pm

4 mé vlastni izolaty (AH 41, 43, 46 a 48) z WB 2.
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Obr¢. 23Morfotyp Tolypothrix meritko 20 pm.

Nostoc(Vaucher ex Bornet et Flahault, 1888):

Vlakna jsou tveéena jednoudadou bumgk, vidkna mohou byt kil samostatna nebo tkib
slizovité kolonie, jsou izopolarni, maji heterocytgkinety, nemaji ani pravé ani nepravé
vétveni, rozmnozovani probiha pomoci hormogonii nedmohyblivych hormocyit

VlIdkna mohou byt rovna nebo slazizakroucena.

Nostocje povaZzovan za rod monofyletickyARNIEMI ET AL, 2005)

Vyizolovala jsem 3 kultury (AH 2, 38 a 40) z WB34a 5.

Z toho, ze s&lostocnachazi i na mistWB 1, kde ke kalcifikaci nedochazi, se da usuzovat

ZeNostoctak nehraje Zadnou roli v procesu tvorby stronitgtol

v w7

Obrg&. 24 MorfotypNostog mefitko 20 um.
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Zde je tabulka, ve které je znazémo, pomoci jakych medii se mi pdda vyizolovat

které sinice:

BG 11 Z Z 45/4] Z 45/5 tekuté
Aphanothece

Synechococcus Synechococcus
Cyano/Gloeothece

Izoldty AH 5 a AH 35

Leptolyngbya Leptolyngbya
Pseudanabaena Pseudanabaena
Limnothrix Limnothrix
Phormidium/Tychonema
Plectonema
Tolypothrix
Nostoc

Tabg¢. 12 Seznam sinic, které jsem izolovala nenych typech medii. Stle mode
oznaené izolaty jsou ty, které byly izolovany pouzeedroho typu media, izolaty
oznaené tmavsi modrou jsou ty, které bylo mozné izdlavaice tyg media, v tomto
piipack ze dvou.

Z ni se da v§ist, zeSynechococcus, Leptolyngbya, Pseudanabadnanothrix se daly
izolovat jak z BG 11, tak ze Z media. Ostatni snigfednostiovaly ugitd media.Nostoc

a Tolypothrix heterocytarni sinice, schopné vykerixovat vzdusny dusik, rostly nejlépe
v Z 45/4 mediu,Tolypothrix ale na agarovém mediu nevydrzel a bykba pokraovat

v kultivaci v tekutém mediu.

Sinici Calothrix (Agardh ex Bornet et Flahault, 1886) se mi sicpoaddilo vyizolovat,
nicméré jsem byla blizko a &kolik ,skoro* izolath dokazuji, Ze seCalothrix ve

stromatolitovych krustach objevuje.

Obr¢. 25Morfotyp Calothrix, metitko 100 pm.
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Morfotyp Odbérové misto
WB 1 WB 2 WB 3 WB 4 WB 5

Aphanothece v
Synechococcus \ \ \ \
Cyanothece/Gloeothece N
Izolaty AH 5 a AH 35 \
Leptolyngbya N \ \
Pseudanabaena N N N \
Limnothrix \
Phormidium/Tychonema N
Plectonema \
Tolypothrix N

Nostoc N N \

Tabg.

neizolovala. Vice srovnani morfotyy diskuzi.

Také jsem prohlizela pod &elnym mikroskopem s#sné vzorky a vysledky

pozorovani shrnula do tabulek14 a 15.

13 Ukazuje, na kterych mistech se nachazely tizokieré jsem vyizolovala ze
smésnych kultur. To, Ze jse neziskala izolatyékterych odirovych mist neznamen4, Ze
by se tam nemohly nachazet. Znamena to jen tose&® je z jinych odbovych mist
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Tab¢. 14 Vzorky z doby odbyu 25.10.2010, sasné kultury jsem mikroskopovala v dgb
kdy mely sinicovou barvu, tedy cca 2&sice po odéru. Fajfka znai, ve kterych sisnych
kulturach z daného mista agth se dana sinice nachazi. Zelena barvaizrize jsem

z tohoto mista ziskala izolat sinice (ne konk¥étrtomuto danému odhu, ale obec#).
Cervené ch znd rozdil mezi d¥éma tabulkami, které zde prezentuji. To znamena, ze
nékteré morfotypy jsem pozorovala jen v kulturachjaa, rékteré jen v kulturach zibzna.
Modie jsou zvyrazény morfotypy, které jsem nepozorovala ve vzorcioWg 1, mohly

by proto mit hypoteticky vliv na kalcifikaci a byloy dobré je dale na kalcifikaci testovat.
Kurzivou jsou vyzn&né morfotypy, které jsem ziskala jako izolaty.
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Morfotyp/Odb érové misto WB1| WB2| WB3| WB4 WBS5
Plectonema ch ch ch
Cyanothece/Gloeothece \ \
Pseuandanabaena N V \
Tolypothrix \ \ ch
Calothrix \
Phormidium \ \ ch
Synechococcus \ \ ch
Izolaty AH 5 a AH 35 v \ N
Limnothix \ \ \
Leptolyngbya \ \ \
Nostoc ch ch
Chamaesiphon \ ch
Aphanothece \

Tab¢. 15 Vzorky z odbru v breznu 2010 (5.3.2010). Zde nema zvykadnmorfotypi
smysl, protoZe vzorky byly odebirany pouze z WB=R —

2. Fylogenetické analyzy

2.1. Analyzy na zakla@& kompletnich sekvenci 16S rDNA

Strom, ktery jsem ziskala na zaktadnalyzy kompletnich sekvenci 16S rRNA
genu (piloha ¢. 5), potvrzuje pedchozi studie o polyfyli rad Pseudanabaena,
Phormidium, Synechococcad eptolyngbyanagiklad ISHIDA ET AL, 2001,ROBERSTSON
ET AL, 2001,CASAMATTA ET AL, 2005). Zastupciazeni ke vSenmeéinto rodim se vyskytuji
nagi¢ celym stromem. Parafyleticky je rdychonemaktery se vyskytuje pobliz sekvenci
rodi Phormidiuma Microcoleusv kladu Tychonema/Phormidium/Microcoleus. V tomto
kladu se vyskytuji také 3 izolaty sinic, pomociavaci literatury zéazené do rodu
Phormidium, RKC (RohKultur Cyanobacteria, izolaty vyt¢ené Dorotheou Hause-
Reitner, které jsem dostala k osekvenovani a dasiyzamp, RKC 13, RKC 2Q

Naopak monofyleticky je rodNosto¢ v kladu Nostoc (bootstrapova hodnetai
100%) se nachazi také 3 mé izolaty sinMestoc (AH 2, AH 38 a AH 40) a dalSi
sekvencéNostocz GenBank, najiklad Nostoc flagelliforméMGA0408 (EU178143.1).

Tolypothrixje v tomto stromu parafyleticky, nebse v Tolypothrix kladu nachazi
také siniceColeodesmiunsp. ANT.L52B.5 (AY493596.1), ale také se zde nacmoje
izolaty Tolypothrix AH 41, 43, 46 a 48a sekvenceTolypothrix sp. UAM 357
(HM751846.1). Cely tento klad je podiem 96% hodnotou.
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Mé sekvence izol&tSynechococcus (AH 19, RKC 1, 3, 4, 9, 12, 173e nachazeji
na Wtvi svysokou bootstrapovou hodnotou 100% - pojmweafe jsem tuto &tev
Synechococcus klad, nejblizSi sesterska sekvBgnechococcuBCC 7502 (AF448080.1)
se nachazi natti, ktera spojuje tent®ynechococcua mij Synechococcus klad, s 97%
bootstrapovou hodnotou.

Moje sekvence izolét urcené jakoLimnothrix (AH 1, 8, 11, 12, 30, 33, AH 21
RKC 19), se nachazeji v kladu Pseudanabaena/Limnothrixl@% bootstrapovou
hodnotou, kde se nachazi régrsekvence z GenBank, pojmenovdm@nothrix sp. MR1
(AJ580008.1),Limnothrix redekeiCCAP 1443/1 (AJ580007.1) lamnothrix sp. Sai002
(GU935351.1). Dalsi sekvence rotlimnothrix z GenBank se ve stromu jiZ neobjevuije,
nicmére izolat AH 29 Limnothrix se nachazi také v kladieptolyngbya(vyswtleni viz
diskuze, strana 60).

Vtomto kladu (Pseudanabaena/Limnothrix) se nachdaké sekvence

Pseudanabaena, a to jak moje izolatfAH 3, 4, 9, 14 a 32)tak sekvence z GenBank,
nagiklad Pseudanabaenainima GSE-PSE20-05C (HQ132935.1) neBseudanabaena
PCC7408 (AB039020.1). Toto lze vydht tim, Ze morfologicka podobno&imnothrix a
Pseudanabaeng velmi vysoka a i sekvence 16S rDNA jsou velrodgbné. V tomto
kladu se nachazi j@Ssekvencérthronema gygaxiane TCC 393 (AF218370.1).
DalSi sekvenci izolatu teného jakoPseudanabaena (RKC 10) lze najit rovez
v Leptolyngbya kladu, kde se vyskytuje na jedi@vivs izolatem RKC 11 eptolyngbya
s bootstrapovou hodnotou 98%. A posledni izBkgudanabaena (AH 7) leZi rovreZ na
jedné \tvi s izolatemLeptolyngbyg AH 16), s podporou 100%.

Sekvence izolat Leptolyngbya (AH 29, 31, 36, RKC 6, 11}vori spolu s dalSimi
sekvencemi kladleptolyngbyapodpdeny 92% bootstrapovou hodnotou. V tomto kladu se
vyskytuji také izolaty RKC 1@Pseudanabaena AH 29 Limnothrix ale také sekvence
Phormidium sp. 195-Al12 (EU282429.1). Ze sekvenci raéptolyngbya stazenych
z GenBank, se zde vyskytuji sekvenaptolyngbya margarethearar12 (FR798934.1),
Leptolyngbya sp. N62DM (FJ410906), Leptolyngbya antarctica ANT.LACV6.1
(AY493589.1) a Leptolyngbya foveolarumPMC302.07 (GQ859653.1). DalSi izolat
Leptolyngbya (AH 16) se nachazi na ¢wi 100% podpeené spolu s izoldtem
PseudanabaenaAH 7, nejblizSi sesterska skupina obsahuje selerdraptolyngbya
tenerrima UTCC 77 (AF218368.1), Leptolyngbya foveolarum(FR798945.1) a
Leptolyngbya boryan® TEX 'B 485' (AF132793.1). Posledni izolaptolyngbya (AH 10)
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lezi na jedné &tvi s Uncultured cyanobacterium clone S3.WB (GQ3249), ktery je
v predchozi studii charakterizovan jako Unidentifiedalp s podporou 99%. Tento izolat
tak jednoznén¢ vyjasiuje jednu neidentifikovanou skupinu #egchozi studie (RPET AL,
2010). Sekvenckeptolyngbyaz GenBank pak lezi j@Sha dalSich pozicich ve stromu.

Dalsi izolaty, které jsem pomoci & ucila jako Aphanothecd AH 18, 22, 25 a
27), Plectonema(AH 20 RKC 18),Cyanothece(AH 24) a sinice, kterou jsem nebyla
pomoci kilte schopna dit (Izolaty AH 5 a AH 35), pak lezi mezi nejblizSisekvencemi
z GenBank, které ale newiji jasr¢, zda se opravdu jedna o danou sinici.

Izolaty Aphanothece (AH 18, 22, 25 a 27)se nachdazeji naétwvi podpdené
bootstrapovou hodnotou 100% spolu se sekven8&gmechococcug/H8101 (AF001480),
Prochlorococcus sp. MIT9313 (AF053399),Cyanobium sp. JJ23-1 (AM710371.1),
SynechococcuBRCC6307 (AF001477) &yanobiumsp. PCC6904 (AF216944.1). Jediné
dalSiAphanothecevyskytujici se v tomto stromu, fgphanothecesacrum které ale lezi na
vétvi s izolatem Cyanothece(AH 24). Zadné daldAphanothecenebylo i stahovani
z GenBank mezi 15 nejblizSimi sekvencemi.Jde tgutgwalu oAphanothece Viz diskuze,
strana 61.

Izolat Plectonema (AH 20 RKC 18) leZi na velmi doie podpdené wtvi (99%)
spolu s Uncultured bacterium clone ARDRA0623 (EFIL1). Na sesterskéétvi
tomuto klastru lezi sekvendeeptolyngbya frigidaANT.L52.2 (AY493575.1), s podporou
opét 99%. Zatimco sekvencBlectonemasp. F3 (AF091110.1) z GenBank se nachazi
aplrg jinde vtomto stromu (jevi se jako vzdalesesterska kdtvi, na niz lezi izolaty
Aphanothecg tato sekvence lezi na étvi podpdené 100% jest spolu
s Pseudophormidiumsp. ANT.LPE.3 (AY493587.1) d.eptolyngbyasp. ANT.L52.1
(AY493584.1). Vice viz diskuze, strana 61.

Co se tye izolatu Cyanothece (AH 24), ten lezi spolu #&phanothece sacrum
(AB116658.2) na velmi dab podpdené \tvi (99%). Na sesterské&tvi, kterd ale nema
vyznamnou bootstrapovou podporu (88%), lezi selwe@loeothece sp. SK40
(AB067576.1) a&Cyanothecesp. PCC8801 (AF296873.1). @pvice v diskuzi, strana 61.

Posledni dva izolatyAH 5 a AH 35, jsou sinice, které jsem s pomocéaraciho
klice nebyla schopn& nikamiadit. PoZzadala jsem o konzultaci Prof. Komarkagrami
poradil gidat sekvencélalothecea EuhalotheceV tomto menSim stromu se nenachazi, a
to z toho divodu, Ze tyto sekvence lezely daleko od mych ifolatproto nebyly smito

nijak pribuzné. Naopak, podle tohoto stromu se ukazujeazsesterskééwi, avSak bez
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vyznamné bootstrapové hodnoty, lezi sekve8gaechocysti#CC6308 (AB039001.1).
Nejbliz§i wtev, kterd& ma boostrapovou hodnotu 100% a zahnytgeizolaty, obsahuje
sekvenceCyanobacteriunsp. MBIC10216 (AB058249.1yanobacterium stanief?CC
7202 (AM258981.1), Synechococcussp. PCC 8806 (AF448077.1), Uncultured
cynobacterium clone BK-45-25 (FJ866623.1) a GPEN/(3Q512832) Synechocystisp.
CR_L29 (EF545641) 8ynechocystisp. VNM-13-10 (HQ900668.1). Coz tedy vyrazn
uréeni rodu pomoci fylogenetiky nepomaha. Vice vikdi®, strana 62.

Co se tye pedchozi studie, byly objasné 3 fylotypy z deviti, a to
Pseudanabaena, Tychonem&hamaesiphonFylotyp Pseudanabenéve studii nazyvany
Pseudanabena morphotype, pouzivaji vyraz morfotyp ifes to, Ze nebyla pozorovana
morfologie a vychazeji tedy z fylogenetické ana)yzgél za reprezentativni sekvenci
Uncultured cynobacterium clone DB.NK 1511 (GQ32496Ben lezi na velmi ddk
podpdené \tvi (98%) spolu se sekvenBseudanabaenBCC6802 (AB039016.1) a da se
tedy usuzovat, Ze tazeni v pedchozi studii bylo spravné.

Fylotyp Tychonema(Tychonema morphotype), pro ktery je povazovana za
reprezentativni sekvenciychonemasp. K27 (GQ324965.1), uz je vSak sporny. Ani
v GenBank, ani ¥lanku (ARPET AL, 2010) neni napsano, zda se jednalo o izolat, &e,sp
podle ostatniho textu, usuzuji, Ze Slo o klonovakvenci, kterou uili na zaklad
piibuznosti k roduTychonemaToto ve své praci zpochiji, protoZze & se sekvence
Tychonemasp. K27 nachazi v kladu Tychonema/Phormidium/Mioteus, nelezi na
dohie podpdené tvi se sekvenclychonemaale nejblizSi dote podpdena \tev je ta,
kterd zahrnuje prévvSechny tyto sekvencelychonema, Phormidium Microcoleus.
Predchozi studie byla&thna na souboru 78 sekvenci, takZze je mozeépokladat, Ze
praw tam se stala chyba a podporatve v jejich ¢lanku pro Tychonema vychazi
z nedostatého kvanta sekvenci.

Poslednim vyjasimym fylotypem z pedchozi studie, je fylotygChamaesiphon
(Chamaesiphon morphotype). Reprezentativni sekvence Uncultured cyanobagteri
clone WB7.4 (GQ324971.1) opravdu lezi na stejteispolu se sekven€hamaesiphon
subglobulosu$?CC7430 (AY170472.1), nicmé&nato Wtev neni podpiena, a podpena
100% je az #tev, ktera zahrnuje dalSi Uncultured cyanobactericione B10811G
(HQ189026.1). Podivam-Ili se do stromu s plnynitpm sekvenci, objevim pak, Ze se zde

nachazi velké mnoZzstvi Unidentified cyanobactdy&dferial clone, které maji spolu
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s Chamaesiphorl00% podporu, ale neni jisté, zda se z toho daowstl na to, Ze se
skute&né jedn& o Chamaesiphon klad.

Soutasti moji diplomoveé prace je vy&it onéch 6 Unidentified skupin (A-F).

Reprezentativni sekvence pdmidentified A se nachazeji, spolu s reprezentativni
sekvenci proJnidentified B v kladu Tychonema/Phormidium/Microcoleus (podblia
vySlo i v predchozi studii, ale tam Unidentified B &kgnili z kladu pro Unidentified A).
Jedna z reprezentativnich sekvenci UnidentifiedJAcUltured cyanobacterium clone WB
18.8, GQ324964.1) lezi na debpodpdené ¥tvi (97%) spolu s Uncultured bacterium
Llo_001 (FR667299.1), a na nejbliZzSi sestersitgiyovsem bez vyznamné podpory, lezi
druha reprezentativni sekvence pro Unidentified Usdultured cyanobacterium clone
WBK15, GQ324967). Unidentified B lezi na bazéalni ¢tw kladu
Tychonema/Phormidium/Microcoleus. Da se tedgdpokladat, Ze i kdyZz nedokazi zatim
fici rodova jménagchto Unidentified, bude se paérjednat o sinici tohoto morfotypu.

Reprezentativni sekvence ptnidentified C, Uncultured cyanobacterium clone
WB1.10 (GQ324968), lezi na velmi debpodpdené tvi (100%) spolu s Uncultured
bacterium clone 20B9 (DQ366018.1) a Uncultured opacterium clone RJ094
(DQ181682.1). DalSi vyznamny bootstrap (99%) sehaéaic na ¥tvi, kter4 zahrnuje
sekvence kolem mého izolaRlectonemgAH 20 RKC 18), nachazi se zde také sekvence
Leptolyngbya frigida ANT.L52.2 (AY493575.1), Leptolyngbya sp. CENA103
(EF088339.1) aleptolyngbya antarcticaANT.LWA.1 (AY493604.1). O izolatu
Plectonemase zmiiuji vice v diskuzi, strana 61, ale d4 gedpokladat, Ze jde o sekvenci
blizkou roduLeptolyngbyaproto bych ufila Unidentified C do rodiLeptolyngbya

Skupina Unidentified D je ukazkovym gkladem toho, jak ®mla tato cast
diplomové prace dopadnout. Paitta se mi ziskat izolat, ktery ma sekvenci tak tdiz
piibuznou skupi&é Unidentified, Ze lezi na jedné&tvi, s vysokou bootstrapovou hodnotou
99%. Jedna se o izoldteptolyngbyaAH 10. Unidentifed D se nachazi v blizkosti
Unidentified C, na sesterskétvi, ackoliv bez vyznamné bootstrapové hodnotied®o se
da pgedpokladat, Ze by se tedy v obaiippdech mohlo jednat o ragptolyngbyamozna
by Slo o jiny druh.

SkupinyUnidentified E aUnidentified F se nachazeji ro¢i pobliz sebe, ale ¢p
bez vyznam§si bootstrapové hodnoty.
Pobliz skupiny Unidentified E (Uncultured cyanolgsittm clone WB17.4, GQ324963.1)

nelezi zadna sekvence, se kterou b§lamvyznamnou podporu. Vystupuje zde jako
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sesterska k Unidentified F (Ucultured cyanobactariclone DB.BC325, GQ423969.1),
kterd leZzi na jednééwi s Uncultured cyanobacterium RBE1CI-123 (EF118L.08 a to
s vysokym bootstrapem (100%). Toto je identicke ioji diplomovou praci i fedchozi
studi.

V blizkosti €chto Unidentified se vSak nenachazi zaddé&w se sluSnou bootstrapovou
hodnotou, ktera by mohla alespoapowdét, o jaky rod by se mohlo jednat.

2.2. Analyzy se vSemi sekvencemi 16S rDNA¢@iné parcialnich sekvenci
16S rDNA ziskanych klonovanim)

OTU 1 obsahuje klonové sekvence Kathrin 1. Mohr a makvence z odiyu
v bfeznu z mist WB 3, 4 a 5, véwviu z mist WB 1, 2, 3 a v #& mist WB 1 a 4. ¥tev,
kterd tyto sekvence spojuje, nema vyznamnou bemstou hodnotu, ale hned dalgter
ma bootstrapovou hodnotu 96%. Cely klastr obsahjef sekvence Uncultured
cynobacterium clone WB1.10 (GQ324968.1), nebolidégntified C a dalSi Uncultured
cyanobacterium/bacterium clone (AK4DE1_09H, GQ3%/0%B02, DQ181686.1, Fr094,
AY151727.1). Zadné sekvence s rodovym jménem, Kigrénohly identitu tohoto klastru
OTU 1 vyjasnit, se zde nenachazeji.

OTU 2 zahrnuje pouze sekvence Kathrin I. Mohr a seséewtev, ovSem bez
slusné bootstrapové hodnoty, obsahuje sekvéticrocoleus rushforthiiUTCC 296
(AF218377.1), na vzdal&jsi vétvi, opét bez podpory, lezi sekventgchonema bourrellyi
CCAP 1459/11B (AB045897.1) dychonema tenus&SAG 4.82 (GQ324973.1). Bez
podpory jsou vSechny dalSétve.

Vétev s ¢tSinou sekvencOTU 3 je sesterska k té, kterd obsahuje OTU 2. Mezi
OTU 3 se vyskytuje také jedna sekvence na dloghé,\se sekvenci @TU 6 (sekvence
zkwtna, WB 1). Mezi sekvencemi OTU 3 se nachazi seateerncultured
cyanobacterium clone WB18.8 (GQ324964.1), repregemti sekvence pro Unidentified
A a sekvence Uncultured bacterium clone Llo_0016@F299.1), tudiz je @b t¢Zkéfici,
jaky rod by mohl charakterizovat OTU 3.

OTU 3 obsahuje sekvence Kathrin I. Mohr a moje seke z bezna (WB 3, 4), z kitna
(WB 1, 3, 5) a ze srpna (WB 1, 2, 5)kkteré sekvence Kathrin I. Mohr, piai do OTU 3
se objevu;ji také jeStmimo klastr OTU 3, nadtvi, k niZ jsou sesterské sekvence izilat

Phormidiuma sekvenc#icrocoleus, Phormidiura Tychonema GenBank a OTU 2 a 3.
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OTU 4 obsahuje pouze klony Kathrin I. Mohr a nachazinaewtvi sama, je
sesterska k OTU 7 a k OTU 5 a Uncultured cyanobaateclone WB10.1 (GQ324970.1)
(Unidentified B).

OTU 5 obsahuje row¥ pouze klony Kathrin I. Mohr a je sesterska s Utuced
cyanobacterium clone WB10.1 (GQ324970.1) (UnidexdiB) a OTU 4. Toto vSe ovSem
bez vyznamné bootstrapové hodnoty.

OTU 7 je sloZzeno ze sekvenci Kathrin 1. Mohr a lezi rdvivs Uncultured
cyanobacterium clone WB17.4 (GQ324963.1), tatétew je podpeena 100%
bootstrapovou hodnotou. OTU 7 je sesterské k OTU 4.

Pro OTU 4, 5 a 7 plati, Ze Zadn& dalstev aZ ke ktenu stromu nema vyznamnou
bootstrapovou hodnotu, tudiz anigghto OTUs neni mozniéci, o jaky rod sinic se jedna.

OTU 8 lezi na ¥tvi podpaené 84% spolu s OTU 30. Je k OTU 30 sesterskéra tvo
klastr sekvenci Kathrin I. Mohr a sekvenci z WB kv&tna a srpna. DalSi sekvence
v tomto klastru jsou ag Uncultured bacterium/cyanobacterium clone (nc@2®2cl,
JF233169.1 a B108204C, HQ189035.Q)U 30, sesterské k tomuto OTU 8, obsahuje
sekvence z WB 1 (K¥en), a lezi na tétoéwi samo. Takze pro @bopst plati, Ze Zzadneé
objasréni rodu neni mozné.

OTU 9 obsahujici sekvence Kathrin I. Mohr lezi naigopodpdené tvi (100%)
spolu se sekven@eitlerinema carotinosurAlCB 37 (AY423710.1).

OTU 10, které obsahuje moje sekvencereama z WB 5, lezi na¢wi podpdaené
93% se sekvendilicrocoleus paludosuSAG 1449-1a (EF654090.1).

OTU 11 lezi na 100% podggené ¥tvi spolu s mymi izolaty AH Pseudanabaena
a AH 16LeptolyngbyaKlonové sekvence jsou moje gelana (WB 5), kétna (WB 1, 2) a
srpna (WB 1, 2). Sifhlédnutim k diskuzi (strana 60) pak toto OTUiZa obsahovat rody
jak Leptolyngbyatak Pseudanabaena

SekvenceOTU 12 leZi na ¥tvi dobre podpdené (98%) spolu ©®TU 14. Na
sesterské &tvi, se kterou ma podporu 100%, l€2TU 13. V celé této ¥tvi neni zadna
sekvence s rodovym jménem, a o které rody by miithlak zistava nejisté.

OTU 12 obsahuje moje sekvence u &dlbych mist WB 1 (k¥ten a srpen) a WB 3
(bfezen) a klony Kathrin 1. Mohr. OTU 13 zahrnuje pewsekvence Kathrin I. Mohr a
OTU 14 pak pouze moje sekvence ztka (WB 1).

OTU 15 se nachazi naétwi (100%) spolu s mymi izolatyTolypothrix se

sekvencemtolypothrix sp. UAM 357 (HM751846.1) &€oleodesmiunsp. ANT.L52B.5
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(AY493596.1), ale také naétwi s mym izoldtemNostoca sekvenciNostocz GenBank
(Nostocsp. SAG 39.87, DQ185252.1). Tat&tev ma ale podporu 85%. A dalSi sekvence
se nachazi nacwi sesterské katvi s rodemNostoc Nejblizsi wtev, se kterou ma tato
vétev vyznamnou podporu (95%) pak zahrnuje t&k@&U 16, které lezi na velmi
podpdené ¥tvi (100%) spolu se sekvendbstocsp. CENA105 (EF088340.1)

OTU 15 obsahuje klony Kathrin I. Mohr, moje z¢kva (WB 2) a srpna (WB 1, 2).

OTU 16 obsahuje moji sekvenci z WB 5ieina.

OTU 17 lezi na ¥tvi s bootstrapovou podporou 100% spolu se sekwvence
Unidentified D — Uncultured cyanobacterium cloneV8B (GQ324972.1) a mym izolatem
AH 10 Leptolyngbya Jednd se tedy (siiplédnutim k diskuzi, strana 60) o rod
Leptolyngbya

SekvenceOTU 18 se nachazeji na 2 sesterskyaitvich. Jedna &tev obsahuje
sekvencelLimnothrix a Pseudanabaenaa to jak mych izoldt tak sekvenci z GenBank,
napiklad Limnothrix redekeiCCAP 1443/1 (AJ580007.1pseudanabaena minimaSE-
PSE20-05C (HQ132935.1), ale takéthronema gygaxian&d TCC 393 (AF218370.1) a
Oscillatoria limneticaMR1 (AJ007908.1). Tato&ev obsahuje klony Kathrin I. Mohr a
moje z lfezna (WB 4, 5) a 28(WB 1, 4, 5). Druha &tev je sesterska k tétatvi bez
podpory, obsahuje sekvence z WB 5ezma a je sesterska &vi, na které leZOTU 19,
které obsahuje také sekvenci z WB Sezma.

OTU 20 lezi na podpiené ¥tvi (100%) spolu s OTU 21, OTU 20 jeXTU 21
sesterské. V OTU 20 se nachazi sekvence Uncultayadiobacterium clone WB7.4
(GQ324971.1) ziedchozi studie a sekvencthamaesiphon subglobulos#®&CC 7430
(AY170472.1). DalSi sekvence jsou Uncultured -cyawbérium/bacterium clone
z GenBank. OTU 20 obsahuje sekvence od KathrindhiVe moje z kétna (WB 4) a
srpna (WB 1, 5). V idealnimifpact by se tato #tev dala povazovat, spolu s OTU 21, za
rod Chamaesiphanale protoZze samotn&tev OTU 20 nema vyznamnou bootstrapovou
podporu, nejsem si timtodemim jista.

OTU 21 obsahuje dvsekvence Kathrin I. Mohr.

OTU 22 je skupina sekvenci okolo izoldAH 5 a AH 35. Dobra podpora, 100%,
se nachézi nawi, ktera k tmto sekvencimiprazuje sekvenc8ynechocystisp. CR_L29
(EF545641.1), SynechocystisPCC6308 (AB039001.1) aCyanobacterium stanieri
PCC7202 (AF132782.1). OTU 22 obsahuje pouze molwesee klo, a to pouze
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z odiErového mista WB 5 (zibzna a srpna), coz odpovida i izétatAH 5 a 35, které
jsem jinde, nez ve WB 5 neobjevila.

OTU 23 obsahovalo 1 sekveneiproteobakterie, pravgpodobré Rhodobactesp.,
proto bylo smazano.

OTU 24 obsahovalo taktéz jednu sekvenci, ktera se nakharzaeit OTU 22, Slo
rovnéz o klon z WB 5 z fezna. Sekvenci neuvadim ve stromu s 487 sekvenpeotgze
jde podle n§ 0 zastupce OTU 22.

OTU 25 obsahuje 2 sekvence Kathrin I. Mohr, nejbliz8fev s ¥tSi podporou
(100%) zahrnuje sekvend@eurocapsasp. SCyano22 (DQ058854.1)xrmocapsasp.
MBIC10768 (AB058287.1)Myxosarcinasp. PCC 7325 (AJ344562.1permocarpella
incrassata (AJ344559.1),Pleurocapsasp. CALU 1126 (DQ293994.1). Jedna se tedy
S nejvySSi prawgpodobnosti o kokalni sinici typu Pleurocapsales.

Samotné sekvenc®TU 26 lezi na ¥tvi se 100% podporou, nicmé&rdale ve
stromu se nenachazgétev s vyznamnou podporou. Sesterské sekvence k 28 [sou
Uncultured bacterium clone MIZ36 (AB179527.1)aptolyngbya frigidaANT.L53B.2
(AY493576.1),Pseudanabaena tremuldTCC 471 (AF218371.1) BRhormidiumsp. SAG
37.90 (EF654082.1), nelze protici, o jaky rod se vtomtoifpad jedna. Sekvence
v OTU 26 jsou moje klony ze srpna z WB 1.

SekvenceOTU 27 lezi na ¥tvi s podporou 100%, spolu s izolatgptolyngbya
Limnothrix (viz diskuze, strana 60)Rseudanabaena sekvencemieptolyngbyanag. L.
margaretheanalT12, FR798934,1)0scillatoria sp. (AJ133106.1) &hormidium (nag.
Phormidiumsp. SAG 61.90, EU624415.1) z GenBank. Jedna sestaditosti o vlaknitou
Oscillatorialni sinici, pravépbodobré morfotypulLeptolyngbya
Sekvence klom, které obsahuje, jsou od Kathrin I. Mohr a moj@ezna (WB 5), z kétna
(WB 1) a ze srpna (WB 1, 2).

OTU 28 lezi na nepodgené ¥tvi spolu sAphanocapsa muscicol&P3-03
(FR798916.1) aAcaryochlorissp. JJ8A6 (AM710387.1).uRle tedy pravépodobrg o
kokalni sinici. OTU 28 obsahuje sekvenci 2tha z WB 2.

OTU 29 obsahuje sekvence od Kathrin I. Mohr a sekvendéBzl ze srpna. Lezi
na \Wtvi s mér vyznamnou podporou 87% spolu se sekvenddmrmidium priestleyi
ANT.LACV5.1 (AY493586.1), Pseudophormidiumsp. ANT.LPE.3 (AY493587.1),
Leptolyngbyasp. ANT.L52.1 (AY493584.1) Rlectonemasp. F3 (AF091110.1). Bude se

tedy jednat o vlaknitou sinici oscillatorialniho rfatypu.
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OTU 31 se nachézi nacé¢twi se 100% boostrapem spolu s mymi izolaty
pojmenovanymi Aphanothecea se sekvencemi z GenBank Synechococcugnapg.
Synechococcusp. PCC 7920, AF216948.Brochlorococcusp. MIT9313 (AF053399) a
Cyanobium(nag. Cyanobiunsp. JJ23-1, AM710371.1)ufele tedy o kokalni sinici. Toto
OTU obsahuje moje klony zézna z WB 4 a 5.

OTU 32 se nachazi na podfsmé tvi 93% spolu s Uncultured cyanobacterium
clone DB.NK1511 (GQ324966.1) Rseudanabaen®CC6802 (AB039016.1). Jedna se
tedy velmi pravépodobr o rodPseudanabaena@bsahuje moje klony z ktna (WB 1) a
ze srpna (WB 2, 5).

OTU 33 lezi na ¥tvi s podporou 100% spolu s Uncultured bacteriuronel
Be 091 (FR667473.1), jedna se o 3 sekvence Kathviohr.

OTU 34 obsahuje 2 sekvence od Kathrin I. Mohr a lezi vaudmistech. Jedna na
vétvi s podporou 100% spolu s mymi izol&ynechococcus sekvencSynechococcusp.
PCC 7502 (AF448080.1). Jde tedgjme o rodSynechococcus\ druhacéast na ¥tvi bez
vyznamné podpory a to jako sesterska k OTU 33 aaryma podpora hlogp ve stromu
neni.

OTU 35 (moje klony z bezna — WB 4, 5; z kina — WB 2, 3, 5; ze srpna — WB 2,
4, 5) lezi na ¥tvi sesterské KOTU 36 (moje klony z bezna z WB 4), ofi bez tSi
podpory, nenachazi se uwvnitadna sekvence, ktera by mohla pomodiiturod, na
sesterské &tvi, bez podpory, lezi sekven€alothrix sp. KVSF5 (EU022730.1). Na druhé
sesterské &tvi lezi OTU 38 a 39, a to ¢p bez podpory, nicmé& se mezi dmito
sekvencemi objevuji rodieptolyngbya Proto neni moZznéci, o jaky rod se u OTU 35
nebo OTU 36 jedna.

ZatoOTU 37 (klony z lfeznaz WB 3 a 5, z ktha z WB 2, 4 a ze srpnaz WB 3 a
5) ma na sesterské¢tvi s podporou 95% se sekvemgptolyngbya antarctica
ANT.LWA.1 (AY493604.1) a da se protdqalpokladat, Zze se jedna o rod Leptolyngbya.

Jak jiz bylofe¢eno,0OTU 38 aOTU 39 leZi na sesterské&twi k OTU 35 a 36.

OTU 38, obsahujici klony ztezna z WB 5, z kitna z WB 1, 2, 3 a ze srpna z WB 1, 2, 3,
lezi na ¥tvi spolu s izolatemPlectonemaa na ¥tvi se sekvencieptolyngbya frigida
ANT.L52.2 (AY493575.1), to vSe sice bez vyznamnédpory, flesto bych usuzovala, ze
se bude jednat o vldknitou sinici podobnou ragptolyngbya OTU 39 obsahuje klony
z kvétna z WB5 a ze srpna zWB 4 a lezi na sestergké k OTU 38, na nejblizsi
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sesterské &tvi leZi Uncultured bacterium clone 074 (HM24093%lna vzdale$)Si pak
Leptolyngbyasp. VP3-07 (FR798933.1). @oez podpory.

OTU 40 se nachazi naétvi podpdené 100% spolu s Uncultured bacterium clone

CM73 (EF580987.1). Na sestersk#w, bez podpory, se nachazi reprezentativni seteven
pro Unidentified F — Uncultured cyanobacterium e€dbB.BC325 (GQ324969.1). Toto
OTU obsahuje sekvence Kathrin I. Mohr a moje zeap\WB 2.
Vzdalert sesterska kdtvi, na niz lezi OTU 40, jedtev, na které 1eZOTU 41. Se slabsi
podporou (85%) lezi natwi s Uncultured bacterium clone VB13 (FJ790541SEkvence,
kterd by mohla ukazovat na mozny rod, se ani u QMY ani OTU 41 neobjevuje.
Obsahuje moje sekvence z WB 1 .

OTU 42 (klony Kathrin I. Mohr) lezi na &tvi s podporou 100% s Uncultured
bacterium clone OTU46 (GU451377.1). Tatbev je sesterska ketvi, na niz lezi OTU 31.
OTU 42 bude prawpodobré kokalni sinice.

OTU| Bootstrap > 90 % Pra¥godobny morfotyp
1 X
2 ne Microcoleus/Tychonema
3 X
4 X
5 X
6 X
7 X
8 X
9 ano Geitlerinema
10 ano Microcoleus
11 ano Leptolyngbya/Pseudanabaena
12 X
13 X
14 X
15 ano Tolypothrix, Coleodesmium/Nostoc
16 ano Nostoc
17 ano Leptolyngbya
18 ano Limnothrix/Pseudanabaena
19 X
20 ne Chamaesiphon
21 X
22 ano Synechocystis/Cyanobacterium
23 odstratina,Rhodobacter
24 patri zastupce OTU 22
25 ano Pleurocapsa/Myxosarcina/Dermocapsa/Dermocarpella
26 X
27 ano Leptolyngbya/Pseudanabaena/Oscillatoria/Phormidium
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28 ne kokalni sinice

29 ne vlaknita Oscillatorialni sinice
30 X

31 ano Aphanothece/Synechococcus/Cyanobium
32 ano Pseudanabaena

33 X

34 ano Synechococcus

35 X

36 X

37 ano Leptolyngbya

38 ne cf Leptolyngbya

39 X

40 X

41 X

42 ne kokalni sinice

Tab¢. 16 Redpokladané morfotypy OTUs. x 2fiaze Zadna sekvence s rodovym nazvem
nebyla gitomna na ¥tvi, kde se nachazelo OTU. Zetewzn&né buiky zn&i, ktera
rodova jména bych pro dand OTUs mohla pouzit (sivdistrapova podpora, pouze jedno
rodoveé jméno).

Diskuze

Typ studie, jakou jseméthla, neni nic nového, ovSem pro potok Westerhtikr
podrobna studie jeStdélana nebyla. Pro zji&i vétSi diverzity doportuji spojit praci
zavislou na kulturach a na kulturach nezvislourikégrl WARD ET AL (1998). Timto
zpisobem byla &ana studie na nmiekych stromatolitech &STERAET AL (2009) nebo
BURNS ET AL (2004), a dalSich autbma jinych biotopech (najklad JUNGBLUT ET AL,
2005).

1. Sinice spojené se stromatolity — potok Westerheif

versus maské stromatolity

Podle dostupnych studii maji vliv na vznik stronfiitojak kokalni, tak vlaknité
sinice. Pafi mezi r¢ Microcoleus chthonoplaste®scillatoria limosa(nékdy pojmenovana
jako Lyngbyasp.) Calothrix, Scytonema, Synechococcus, Spirulimdjz8thrix a také
Aphanothece (WHITTON & PoTTs, 2000). Moje sekvence morfot§p Limnothrix
Pseudanabaenaa OTU 18 se nachazeji ve fylogenetickém stromuvé@i spolu
sOscillatoria limnetica sama jsem ve sfsnych vzorcich pozorovalaCalothrix,

vyizolovala siniciSynechococcusAphanothece
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Ve stromatolitech ze Shark Bay (Australie) byly elgny tyto sinice:
Synechococcus, Xenococcus, Microcoleus, Leptolgghilectonema, Symploca,
Cyanothece, PleurocapsaNostoc(BURNS& NEILAN, 2004). Ogt priklad toho, Ze miské
a sladkovodni stromatolity se co do sinicovychirggrazreé nelisi. SiniceSynechococcus,
Leptolyngbya, Plectonema Nostoc jsem objevila také. Sekvence OTU 25 pak byly
piibuzné k sekvenciPleurocapsa z GenBank a sekvence izolatu pojmenovaného
Phormidiumlezi na jedné &tvi s rodemMicrocoleus

Studie zroku 1994 (EFARGE ET AL, 1994a, b) popisuje soéasne jezerni
stromatolity z Francouzské Polynésie a popissf@lik druhi sinic, které se zde vyskytuji.
Jako kalcifikujici u€uji pouze rodScytonema mirabilenicmér® nachazi se zde také
Aphanothece stagnina Phormidium crossbyanum Microcoleus chthonoplastes
Aphanocapsa littoralis Aphanocapsa montanaAphanothece nidulansGloeocapsa
decorticansa Synechococcus elongatuslicméré o tchto tvrdi, Ze se na kalcifikaci
nepodili. Ja& rodScytonemanepozorovala v Zddném vzorku, zato jsem pozorokady
Aphanotheca Phormidium

Studie BSTER ET AL (2009), zkoumajici stromatolity utesu Highborne na
Bahamach, uvadi jako kalcifikujici sinicschizothrix gebeleinii dale izolovali rody
Leptolyngbya Symploca AphanocapsaHydrocoleum Phormidiuma Hyella. Ja osob&
jsem rodHyella nepozorovala ani ve sisnych kulturach, coz ovSemdwe byt tim, ze
jsem zkoumala hlawnbiofilm a ve studii RPET AL, 2010, ktera se potokem Westerhofer

zabyvala, se piSe, Hyella fontanabyla pozorovana vestSich hloubkach stromatolitu.

2. Klonovani environmentalni DNA — vyhody a nevyhod

Klonovani environmentalni DNA bylo pouZzito ¥kolika studiich, napklad ve
studii WARD ET AL, 1998, kde diky této metédobjevili ve stromatolitech v termalnich
potocichSynechococcusf. lividus. Autori také tvrdi, Ze klonovani Useku 16S rDNA ma
nedostatky i proto, Ze 16S rDNA &igpouze k nazrizni ekologickych jet.

V dalSi studii (RADORET AL 2008) bylo provéaého taktéz klonovani useku 16S
rDNA smeésnych vzorki, a to proto, aby odhalila diverzitu sinic ve slahynokadech ve
vysoké nadmiské vySce v Salar de Huasco (severni Chile). Anaigir piitok a nelké
laguny. Z 268 klof vytvorili 78 fylotypu, které zahrnovaly Oscillatoriales, Pleurocapsales,
Chroococcales a Nostocales. Jakibyzné sekvence z GenBank (podle BLASTu)
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vychazely sekvence z Antarktidy. Obijevili, Ze spgausekvenci ale vyslo nesinicovych

bakterialnich, i kdyZz pouzili primery specifickéopsinice. Nesinicové sekvence v této
studii nepouzili, a to i fes to, Ze nadkterych mistech to bylo az 92% vSech sekvenci.
Taktéz tvrdi, Ze klonovanim odhalili 59% celkoveisove diverzity.

O diverzig organisni Zijicich pod kemenem vtun@ ve stednim Tibetu
pojednavaclanek WONG ET AL (2010). 73% z toho tvd sinice, ale objevili i dalSi
organismy fasy, houby, dalSi skupiny bakterii a mechy). Klandvprovadli zvlag pro
Archea, bakterie a eukaryota. Ze ziskanych klpak spolu s nejblizSimitfpuznymi z
GenBank sestavili fylogenetické stromy pro jednvétlskupiny a odhalovali tak diverzitu.
Ze sinic objevili Chroococcidiopsis, Phormidiutike, Leptolyngbya, Nostoc a

Oscillatoria.

Klonovani environmentélni DNA je celketasto pouzZivanou metodou pro zjisit
diverzity ze smisnych vzork (COTTRELL & KIRCHMAN, 2000, WILKINSON ET AL, 2002,
BURNSET AL, 2004,FOSTERET AL, 2009,ARPET AL, 2010 a dalsi). Je to jedna z metod, jak
odhalit i organismy, které neni mozné pozorovatsv&elném mikroskopu pro jejich
nizkou abundanci ve vzorku nebo proto, Ze neni Ea&yio organismy izolovat (BFLEET
AL., 2005).

Klonovani neukazuje na skdteu ani relativni abundanci dnishnékteré rody se
vibec nemuseji objevit, jiné jsou naopak nadhodnacBnavisi to s metodou PCR, kdy
nékteré primery nemusi nasednout na vSechny sekvgu@dovanych organism
(COTTRELL & KIRCHMAN, 2000).

Klonovani nize byt problematické také proto, Ze se jim n&kio vibec zjistit, o
jaky rod nebo dokoncéad se jedna. Velmiasto se objevuji v GenBank jako nejblizsi
piibuzné sekvence Uncultured cyanobacterium/bacteciane.

Problémy se objevuji uzébem samotného procesu klonovani. Tato metoda je
velmi drah& a otazkouigtava, zda jsou vysledky v pém cenal/vysledek uspokojivé.
Urcila jsem si hranici 50 klaihna 1 klonovou banku (klonova banka = v tomigpacd
jedno odBrové misto na dany odh celkem tedy 13 klonovych bank). Nicnéétoho
nékdy nebylo mozné dosahnoutélera odisrova mista obsahovala 100-200 kiona
jedno klonovani, u jinych jsem musela klonovarkaiikrat opakovat, a f@sto jsem
doséahlaiieba pouze 12 kidn
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Presto je tato metoda v stasné dob jedna z mala, ktera nam uniiofe alespa
z¢asti nahlédnout do skuwee diverzity v daném vzorku. Jak je vidno z mych
fylogenetickych strorin, kdybych neprovada klonovani a éstala pouze u izolovani sinic,
byla by diverzita zn&n¢ omezena na 11 morfotgp Diky klonovani jsem odhalila dalSi
sekvence ngfX stromem, které se v potoku Westerhofer vyskytugnad je jen otazkou
¢asu, nez alesponékteré z nich budou objasmy diky zwtSovani objemu sekvenci

v GenBank.

3. Fylogeneticka analyza + morfologie — izolaty

Co se tye izolati Phormidium, RKC 2, 13 a 20QlezZi spoléné na dolbe podpoené
vétvi (97%), nicmén dalsi vyznamna podpora (100%) lezi az wtviy kterd zahrnuje
sekvence roil Tychonema, Microcoleua Phormidium TudiZ neni moZnéici, o ktery
Z &chto druli se opravdu jedna.

Morfologie izolatuLimnothrix (AH 29), lezici v kladu Leptolyngbya je sporny.
Z fotografii vyplyva, Ze se jedna spiSe o sini@ptolyngbya Tuto chybu je mozno
vyswtlit tak, Ze ve chvili, kdy izolat vznikal, mohl& &imnothrix na misce nachazet, ale
Leptolyngbyaji pak prerostla a &oliv pii mikroskopovani byla nafocerizeptolyngbya
napis na misce — AH 29mnothrix zastal.

Izolat Pseudanabaena RKC 10, vyskytujici se v kladu Leptolyngbya je pak také
nejisty. A¢ ¢asté&né odpovida morfologii rodiPseudanabaenavyskytuje se u ni slizovita
pochva, coz spiSe ukazuje haptolyngbya Klad Leptolyngbya pak paténzahrnuje
sekvence pouze rodieptolyngbya

V piipact izolatu AH 7 — Pseudanabaena jde s vysokou jistotou o rod
Pseudanabaena umistni sinice ve fylogenetickém stromu odpovida prolyfylii
tohoto rodu.

Izolat Leptolyngbya AH 16 neni morfologicky sporny. Biky prakticky nejsou
zaskrcené, fistky nejsou pozorovatelné, je evidentpiitomna slizovitd pochva. |
Leptolyngbyaje rod polyfyleticky (EHIDA ET AL, 2001), tudiZ je pozice tohoto izolatu
s vysokou pravébodobnosti spravna.

Izolat AH 10 — Leptolyngbya svou morfologiicast&né pripominaPseudanabaena
buiky jsou dobe viditelné, jemi zasSkrcené. Nistky mezi biikami ale chybi nebo nejsou
viditelné a na &kterych mistech je viditelnd slizovitd pochvakaliv jen velmi mélo.
Praw piitomnost slizovité pochvy v kombinaci s nepozorelmtmi mistky me vedla
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k rozhodnuti, Ze se jedna o izoldteptolyngbya Proto sekvenci Uncultured
cyanobacterium S3.WB (GQ324972.1) (UnidentifiedpDpisuji jako rod_eptolyngbya

Izolaty Aphanothece (AH 18, 22, 25, 27se vyskytuji pohromadse sekvencemi
Synechococcus, ProchlorococcasCyanobium Rod Prochlorococcusbych vylowila,
protoze se jedna o rrekou pikoplanktonni sinici. Ro&ynechoccupovazuji v tomto
piipadt za nepravébodobny, protoze rozény burgk rodu Synechococcubyvaji &tsi, a
navic jsem sama pozorovala ve svych vzorcich $yhechococcuss moje izolaty
Aphanothecese od nich vyraznliSi. Velikost burk i popis roduCyanobiumodpovida
mym izolatim Aphanothece nicméré v urkovaci literatiie se piSe, Ze netkioshluky
(KOMAREK, 1998), zatimco moje izolaty je tkipatkoliv jsem nepozorovala slizovité obaly
kolem danych kolonii. Nicménv popisu roduiAphanothecee piSe, Ze kolonie mohou mit
obaly rozplyvave. \im, Ze blizSi studie odbornika na sinice by moldgtd problém
vyjasnit, ja toho vSak nebyla schopna.

Pozice izolatuPlectonema (AH 20 RKC 18) ve fylogenetickém stromu iwie mit
tii vyswétleni. Jednim je, Ze jsemétveni v dané kultte objevila pouze ip jednom
mikroskopovani, ale zato opako¥ama vice mistech skka. Tato sinice se nemusi vzdy
vétvit a proto jsem mohlaipdpokladat, Ze jde stdle o monosinicovou kultufaménrs
nékolik ptvodre nepozorovanych vidken sinideeptolyngbyamohlo gernist pivodni
kulturu roduPlectonemanez dosSlo k sekvenovani. V tomigact by byla pozice blizka
Leptolyngbya frigidaANT.L52.2 (AY493575.1), s bootstrapem 99%, pochelpd. AvSak
druhd moznost je zajim&egi, a to proto, Ze také sekvence z GenB&tkctonemasp. F3
(AF091110.1), lezi na sesterskétw s velmi dobrou bootstrapovou podporou (100%)
spolu sLeptolyngbyasp. ANT.L52.1 (AY493584.1). Z toho se da usuzovattaké rod
Plectonemge polyfyleticky a je blizceiffbuzny k rodu_eptolyngbyaDalSim vys¥étlenim
by mohlo také byt, Ze ony rodiyeptolyngbya(jak ANT.L52.2, tak ANT.L52.1) byly
Spatré urcené, a to proto, Ze nebylo pozorovarétveni. Resto by vSak tento rodigtal
polyfyleticky, nebd se ol vétve nachazeji daleko od sebe.
podporou (99%) v mém fylogenetickém stromu je uwedsiniceAphanothece sacrum
(AB116658.1). Vélanku RUJISHIRO ET AL, 2004, kde fimo tuto sinici popisuji, uvadi
velikost kolem 6um. Také podle sninikv tomto ¢lanku vyplyva, Ze totcAphanothece
sacrumtvoii kolonie rékolika malo bukk a pozice ve fylogenetickém stromu je pobliz

Cyanothecea GloeotheceV mé praci to vychazi stgjna jelikoz ma njj izolat stejné
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rozmeéry a tvai podobné kolonie, fiedpokladam, Ze se jedna o stejny druh. Otadzkou vSak
zistava, zda zazeni Aphanothece sacrumdo rodu Aphanotheceje spravne, jelikoz
Aphanothecdy nelo podle utovaci literatury (KMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998) tvdit
mnohobui¢né kolonie. Cyanothece za které jsem tento izolat povazovala, pakZen
tvorit buiky téchto roznéri, ale i vyrazg vétSi, nicmég netvai slizovité kolonie. Mij
prvni predpoklad vychézel z toho, Ze jseiingrvnim mikroskopovani neobjevila tky ve
slizovitych koloniich. Rodzloeothecgrovnéz pribuzny, slizovité kolonie tvd a rozngry

by opt odpovidaly (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998). Je pdebna dalSi revizedive, na
které se tyto organismy nachazeji, ale fiidpd snimek z
http://www1.ci.uc.pt/pessoal/nunogdias/algario/glbece.htmse vyrazg podoba mému

izolatu a dava tusit, Ze by z hlediska morfologiehto jit skuténé o Gloeothece

Obr¢. 26 Fotografie Gloeothece z
http://wwwl.ci.uc.pt/pessoal/nunogdias/algario/glbece.htm.

Poslednim izolatem, jehoZz pozici na fylogenetick&&namu budu nyni diskutovat,
je AH 5 a AH 35. Jak jsem jiz napsala, nebyla jsem schopn& pomtovaci literatury
uréit, o jaky rod se jedna. Tento izolat lezi na olpodpdené tvi spolu s dalSimi
sinicemi. Nejbliz se nachazi sekver®@gnechocystigdale pak sekvenc8ynechococcua
Cyanobacterium stanierPopis rodusynechocystiby opravdu mohl odpovidat morfologii
zatim neidentifikované sinice, ale tato sinice nemi vyrazré striovanou centroplasmu,
zatimco v KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998 se piSe, Ze centroplasma je spiSe hladka,
ztidka s globulemi. Morfologie je takécasti podobna kokélnim sinicirhlalothece a
Euhalothece jejichz sekvence jsem na radu Profiihti Komarka pouzila ip tvorbé
prvniho fylogenetického stromu, nicniése tyto sekvence nachazely daleko od idofdd
5 a AH 35, proto jsem jefpodstraiovani zahrnula mezi ty, jejichZtippmnost by nic
dalSiho nevysstlila. Nebyla jsem schopna kvalitniho barveni, ake zaklad odstupu

burék od sebe myslim, Ze maji slizovity obal. To tedjuduje, Ze by se mohlo jednat o
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rod CyanobacteriumprotozZe ten nikdy nema slizovity obal@MAREK & ANAGNOSTIDIS,
1998). Tato sinice také barvi agarové medium ddanv KOMAREK, 1992 jsem objevila,
Ze rod SynechocystisniZze mit slizovity obal, ktery se obarvuje. Je tedgzne, aby
pigmentace pronikla i do agarového media? Jak jgeaminila vySe, je pdeba vyrazné
revize kokalnich sinic, v s¢asné situaci nejsem schopfiéi, zda se jedna skute® o
Synechocystia ponechavam proto pojmenovatdhto izolafi Izolaty AH 5 a AH 35.

4. Fylogeneticka analyza — Unidentified z¥edchozi

studie

Sekvence, které byly wedchozi studii vybrany za reprezentativni pro skypi
Unidentified A — F, jsem pouzila i ve své fylogenké analyze a dosla k tomu, Ze skupiny
Unidentified A, B, C, E a F nejsem schopnditudo rodu ani s pouzitim&siho souboru
sekvenci, a je proto peba sekvenci vice r@da druli sinic. Nicmég sekvence
Z Unidentified A a B lezi na&wvi podpdené 100% s rodyrychonema, Microcoleua
Phormidium Unidentified C leZi na&vi podpdaené 99% s roderheptolyngbyaa mym
izolatem pojmenovanycRlectonemgvice viz vyse), da se tedyqupokladat, Ze se jedna
o Leptolyngbyalnidentified E a F lezi opravdu bez podpory a ldigkkvence s rodovym
jménem.Skupinu Unidentified D charakterizuji jakoeptolyngbya protoze lezi na&tvi
s bootstrapem 100% s mym izolatem AHLEptolyngbya

5. OTUs k uréeni kalcifikace

Na zaklad vyskytu jednotlivych OTUs mohu uvazovat, kteréicgnby mohly mit
vliv na kalcifikaci, a to tak, ze tyto OTUs se ndbu vyskytovat na WB 1, kde neprobiha
kalcifikace. Prvni odérové misto, kde je kalcifikace pozorovatelna, je \&BBudu tedy
vychazet z toho, Ze pokud se OTU objevi pouze r#&rodych mistech WB 2 — 5, je
mozné, Ze by tyto sinice mohly mit na kalcifikativvPokud objevim v klastru s danym,
mozna kalcifikujicim OTU sinici, kde je uvedeno oo@ jméno, pak se v tabulce objevi i
dané rodové jmeéno. Jelikoz Kathrin I. Mohr klon@/ah&sné vzorky, které smichala ze
vSech odbrovych mist dohromady, neni mozné vychazet z jegiekvenci. Proto OTUS,

ktera obsahuji pouze jeji klony vynecham.
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Odbkérové misto Podpora Kalcifi-
OoTuU Biezen| Kvéten| Srpen VEtSi nez Rod v klastru kace
80%
1 3,4,5 1,2,3 1,4 ano X ne
3 3,4 | 1,3,51,2,5 ne X ne
6 1 ne X ne
8 1 1 ne X ne
10 5 ano ano
11 5 1,2 4 ano Pseudanabaena, Leptolyngbyae
12 3 1 1 ne X ne
14 1 ne X ne
5 12 ano Tolypothrix, Coleodesmium| ne
15 Nostoc
16 5 ano Nostoc ano
17 3,4 3 2,3 ano ano
18 4,5 1,4,5 ne Limnothrix, Pseudanabaena ne
19 ne X ano
20 4 1,5 ne Chamaesiphon ne
22 5 5 ano ano
24 5 ne ano
26 1 ne X ne
Leptolyngbya,
27 g 1 1.2 ne Pseudangbagng, BlghormidiL m "€
28 2 ne Aphanocapsa, Acaryochlol ano
29 1 ne Phormidium ne
30 1 ne X ne
31 4,5 ne ano
32 1 2,5 ne Pseudanabaena ne
35 4,5 12,3,5/2,4,5 ne X ano
36 4 ne X ano
37 3,5 2,4 3,5 ano ano
38 5 1,2,3/1,2,3 ne Plectonema, Leptolyngbya ne
39 5 4 ne X ano
40 2 ano X ano
41 1 ano X ne

Tabg. 17 Tabulka znazaujici sinice, které by mohly kalcifikovat. Prvniospec znéi
¢islo OTU, druhy, fieti actvrty odbirova mista, biky zabarvené zel€érznai mista, kde
se vyskytuji jen ta odibova mista, kde probiha kalcifikace, paty sloupkazuje, zda je
klastr, kde se nachazi dané OTUs, pddpodostat&nou bootstrapovou podporou. 6.
sloupec zn& rody, které se nachézely mezi jednotlivymi seloegni danych OTUs. Ty
rody, které jsou ozri@né levandulovou barvou mohou regkalcifikovat, 7. sloupec ziig
zda je, podle odisového mista, mozné, aby sinice kalcifikovalaétievzeleg ozna&ena
odpowd ano.

Rod Microcoleusse nachazi ve stromatolitech a byva povazovaimnaa, ktera je

schopné kalcifikace (RPET AL, 2010). Rod_eptolyngbyase nachazi jak ve sladkovodnich,
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tak mdskych stromatolitech ({BrRNS& NEILAN, 2004)a je tedy mozné, Ze dité druhy by
na kalcifikaci mohly mit vliv (maji slizovitou poehr). RodSynechocystjsieboli sekvence
blizké mym izoldim AH 5 a AH 35, se nachazely pouze na WB 5, pozleoysem
slizovité kolonie, takze diky produkci EPS by naikzstromatolitu vliv mit mohly. Co se
ty¢e rodi Aphanothece, Synechococcas Cyanobium u rodu Synechococcusyla
kalcifikace skutén¢ pozorovana, proto je i v tomtdipact mozné, Ze sinice z této skupiny
se na kalcifikaci mohou podilet. Z moznosti kalmfrat jsem vylodila sinici Nostog
protoZze jeden z mych izofatpochazi i zWB 1. Co se &g rodi Aphanocapsaa
Acaryochloris oba tvdi slizovité obaly, moznost, Ze se na kalcifikacdipeji, existuje,
nicmeére jediny klon z této ¥tve pochézi z WB2, které jeSheni sili kalcifikované, na

jinych mistech se nenachazi a o kalcifik&chto rodi jsem se nedetla.
Zavér

Jak vyplyva ztéto diplomové prace, diverzita sinie stromatolitech a na
stromatolitech je velik4, a je geba dalSiho zkoumani, aby byla odhalena komgletn
K tomu, abychom mohiiici, které sinice opravdu hraji roli v kalcifikagé poteba dalSich
studii, které se pr&vna kalcifikaci sinic zagti. Nicméré se da pedpokladat, Ze by tuto
roli mohly hrat tizné druhy rod Synechococcus, Synechocystis, Leptolyngbya,
Phormidium/Microcoleusle mozné, Ze svou roli bude hrat i &yhechocystis

Dale je poteba zaniit se na fylogenetiku sinic a najit nejlepsiigpb, jak tyto
organismyclenit a zjistit, nakolik nize morfologie odpovidat fylogenetickému rétsshi,
zda existuje alesmon¢jaky morfologicky znak, ktery by sinice jednozna vymezoval
v souladu s fylogenetikou. Ktomu bude d{ispoteba sekvenovani dalSich U8gek
sinicového genomul.

Nicmére tato diplomova prace objage morfotypy/rody, které se ve

sladkovodnich tufa stromatolitu v potoku Westerhafgskytuji, s pouzitim metod, které

byly v podobnych studiich vyuzity.

Praha, 3.5.2011 Alena Hod&ova
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Prilohy

Gottingen

Westerhofer creek

Priloha ¢. 1 Mapa Nmecka, Sipka ukazuje na pozici potoku Westerhi@edzorno
mesto Gottingen.
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Precipitation of sequencing products in 1.5 ml tube

Put 10 pl HPLC KO and 30 ul EtOH (100%) for each sequencing approat.5
ml Eppendorf tubes.

Add 10 pul of sequencing product.

Vortex the samples and incubate each approactOfarié at room temperature.
Centrifuge the samples for 20 min at 13000 rpnoahT temperature (keep tube
direction in mind, DNA pellet is mostly not visih)le

Remove the supernatant completely with a pipette

Wash the DNA by addition od 125 pl EtOH (70%) taleaample.

Centrifuge the samples for 10 min at 13000 rpnoairr temperature.

Remove the supernatant completely with a pipette.

Dry the DNA pellet for 1 min at 95°C in pre-heatéérmoblock. Control that the
samples are really dry (no residual EtOH shouldibible!). If there is residual
alcohol dry for some further seconds...

For sample resuspension add 12 ul HIDI (highly digied formamide) to each
sample.

Heat each sample for 2 min at 95 °C in the predukttitermo block for
denaturation. Cool down on ice for at least 30 (fonlow signalling: up to 2 hours
for a better resuspendation)

Add short centrifugation step before you storedhmmples at 4°C in the
refrigerator.

(20 pl of the sample will be transfered to a 96hpédte and used for
electrophoresis).

Prilohac. 2 Postup p piesrdZzeni DNA fed samotnou sekvenaci.
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Priloha ¢. 4 Tabulka znazatwijici, které sekvence z GenBank byly nejblizSi pro

k

ém pa
kvence, kter

7

ehazicislo OTU, ve druh

n&

im sloupci

e

kvence OTUs. V prvn
kvence, kterd byla nejblizSi, v 5. sloupek prvni nejbl

ivni se

reprezentat

a

izSi se

s

prvni se

v

. Sloupce 3 a 6 obsahuggsoorcisla z GenBank a sloupce 4 a

7z

é jméno

7

obsahovala rodov

kvencemi.

-

ymi se

7 procentudlni podobnost s m
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.2 violaceus PCC 7421
L— AF132774.1 Synechococcus sp. P1
AB039018.1 PCC 7367
AY862014.1 Uncultured cyanobacterium clone QLBB013
I AL clone DBNK1511 PSeudanabaena morphotype
100 98 AB039016.1 PCC 6802
- 82 \B003165.1 idium mucicola IAM M-221
L 57 l-— FR667391.1 Uncultured bacterium clone Be_009
/AF448080.1 Synechococcus sp. PCC 7502

RKC12 Synechococcus

RKC4 Synechococcus
] et e Synechococcus clade
RKC17 —

AH19 Synechococcus
RKC3 Synechococcus

100

€9~ AF132773.1 Synechococcus sp. C9

[~ BA000039.2 Thermosynechococcus elongatus BP-1
100 ® AF132772.1 Synechococeus lividus C1
'AJ133106.1 Oscillatoria sp.
100
T AY493587.1 idium sp. ANT.LPE.3
Ll—.- AY493584.1 Leptolyngbya sp. ANT.L52.1
AF091110.1 sp.F3
AJ007907.1 ix hollandica
€9~ NC_006576.1 Synechococcus elongatus PCC 6301
AF001480.1 Synechococcus WH8101
9 — AF053399.1 sp. MIT9313
100 L AM710371.1 p. J23-1
AH18 Aphanothece
AF001477.1 Synechococcus PCC 6307
'AF216944.1 Cyanobium sp. PCC 6904
100
uTCC 474 T
i enmcmaneeins - Tychonema/Phormidium/
1 wekis Uniaentr .
8672991 Uncutrod bacrum o Lo Gt Microcoleus clade
1 clone we1s.8Unidentified A S C 2(
100
.1 Uncultured ium clone DOL146
HM751846.1 Tolypothrix sp. UAM 357
N GQ397073.1 Uncultured bacterium cone AKADE2_ 016,
96 — Coleodesmium sp. ANT.L52B.5 ) s
(s Toypotis , Tolypothrix clade
go[AHe Tolypothrix  —————— —
'AH41 Tolypothrix
10 clone we17.4 Unidentified E
— .1 L ium clone DB.BC325 |Jnidentified F
100 L— EF111085.1 Uncultured cyanobacterium clone RBE1CI-123
4|_* AY493579.1 Phormidium priestieyi ANT.L52.6
AH16 Leptolyngbya
- 100 —3 AH7 Pseudanabaena
o = AF218368.1 Leptolyngbya tenerrima UTCC 77
L | 100 ._';?798945.1 Leptolyngbya foveolarum VP1-08
k4 100 AF132793.1 Leptolyngbya boryana UTEX 'B 485'
- y HQ189072.1 Uncultured cyanobacterium clone B107202C B
AH10 Leptolyngbya
GQ324972.1 cone sawe  Unidentified D
‘- 'AY493604.1 Leptolyngbya antarctica ANT.LWA.1
GQ324968.1 Uncultured cyanobacterium clone WB1.10  Unidentified C
700 DQ366018.1 Uncultured bacterium clone 2089
[ ] 95— DQ181682.1 Uncultured cyanobacterium clone Rj094
Q- 1L sp. CENA103
59 AY493575.1 Leptolyngbya frigida ANT.L52.2
CE) AH20 RKC18 Plectonema ——
99 VEF451617.1 Uncultured bacterium clone ARDRA0623
[— HQ189026.1 Uncultured ium clone B10811G
700 AY170472.1 Chamaesiphon subglobosus PCC 7430
|_.': 6Q324971.1 Uncultured eyanobacterium clone wa7.4 Chamaesiphon morphotype
AB067576.1 sp. Skd0

AF296873.1 Cyanothece sp. PCC 8801

]
99
EU499305.1 sp. PCC 6909/1
94 —|91 | AJO00711.1 D is sp. PCC 8305
AM710384.1 C) sp. JUCM
] 98 DQ363254.1 Mi ! inosa strain 038
NC_000911.1 is sp. PCC 6803 !
1 Cy ium sp. MBIC10216
—I r AM258981.1 C: ium stanieri PCC 7202
100 L&- AF448077.1 Synechococcus sp. PCC 8806
100 FJ866623.1 Uncultured cyanobacterium clone BK-45-25

Priloha ¢. 5 ML strom, kompletni sekvence Useku 16S rDNAssiteni model GTR¥+I, a prohledavaci heuristiku vyuzivajicigaeeini procedururapid bootstrap(100 replikaci), 13759
opakovani. Na stromu jsou zvyr&mny klady, obahujici moje sekvence, jedngev obsahujici pouze moje sekvence neni zvyreznPro zvyrazimi polyfyletismu rod Synechococcus,
Pseudanabaena, Phormidiuan_eptolyngbyasem pouzila zn&ky ukazujici, kde se sekvencghito rodi vyskytuji. ProSynechococcu&erveny geskrtnuty kruh, prd’seudanabaenaelenou

Sipku, proPhormidiummodrou h¥zdu a proLeptolyngbyaerné kolgko. Sekvence zipdchozi studie jsou zvyraamé tienym fialovym pismem, vedle je napsano o jakou agikse jedna.

Moje izolaty jsou zvyrazgné tinym pismem. Zobrazené jsou bootstrapové hodnoty@&d, nad 90 % jsou hodnotyétsené.
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0.1

BA000045.2 violaceus PCC 7421

AF132774.1 sp.P1
AB039018.1 PCC7367
391 otuss B
FR667473.1 Uncultured bacterium clone Be_091
%  — oTuss ¥
AB039016.1 PCC6802 -
— GQ324966.1 Uncultured cyanobacterium clone DBNK1511 - PSeudanabaena morphotype

93
96
u
AB039019.1 PCC7403 gene for 165 rRNA
- 4| I_ /AF448080.1 Synechococcus sp. PCC 7502
33

100

RKC12 Synechococcus
99 RKC4 Synechococcus
RKC1 Synechococcus OT U 3 4
RKCS Synechococcus
Ah19 Synechococcus

RKC3 Synechococcus
RKC17 Synechococcus

18 WB5 march otu1s M
-:|_ DQ521473.1 Uncultured bacterium clone ANTLV1_B04
10 WB5 march otu19 W

GU935358.1 Pseudanabaena sp. Sai012
AH14 Pseudanabaena

AH3 Pseudanabaena
d AH4 Pseudanabaena
400 oruis W
- AH1 Limnothrix
AH9 Pseudanabaena
AH8 Limnothrix
AH12 Limnothrix
'AH30 Limnothrix
'AH33 Limnothrix
AH11 Limnothrix

'AJ007908.1 Oscillatoria limnetica MR1

82 AJ580008.1 Limnothrix sp. Mr1
‘AB039020.1 Pseudanabaena PCC7408
AM259269.1 Pseudanabaena sp. 1tu24s9
'AJ580007.1 Limnothrix redekei CCAP 1443/1
AF218370.1 Arthronema gygaxiana UTCC 393
15 WB5 august

AH32 Pseudanabaena
HQ132935.1 Pseudanabaena minima GSE-PSE20-05C

DQ521500.1] Uncultured bacterium clone ANTLV1_H09
GU935351.1 Limnothrix sp. Sai002
1001 GU935355.1 Pseudanabaena sp. Sai008
AH21 RKC19 Limnothrix
5 WBS march
1 WB4 march
24 WB4 august
26 WB1 august
9 WB5 august
EU873540.1 ! is sp. HICR111A
[ BA000039.2 Thermosynechococcus elongatus BP-1
100 L— AF132772.1 Synechococcus lividus C1
NC_011884.1 Cyanothece sp. PCC 7425
AM710386.1 Acary sp. JT-5
FJ902633.1 Uncultured cyanobacterium clone VERDEAGS

1 WB2 may
FR798916.1 Aphanocapsa muscicola VP3-03 O T U 2 8

AM710387.1 Acaryochloris sp. JJ8AG
[ AF0S1110.1 Plocionema sp. F3
AY493584.1 Leptolyngbya sp. ANT.L52.1
AY493587.1 sp. ANT.LPE.3
FN811215.1 Uncultured cyanobacterium clone UMAB-cl-31

AY493586.1 Phormidium priestleyi ANT.LACV5.1 O T U 2 9 [
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——29 I
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27 WB5 march
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RKC6 Leptolyngbya
=
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48 WB5 march
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1 WB1 may
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43 WB1 may
b= 46 WB1 august
S— GQ441307.1 Uncultured bacterium clone GBII-35
GQ859653.1 Leptolyngbya foveolarum PMC302.07

GQ859653.1 Leptolyngbya foveolarum PMC302.07
EU282429.1 Phormidium sp. 195-A12

— o I .
100 FR667516.1 Uncultured bacterium clone GBe_043
EF438248.1 Uncultured cyanobacterium clone G1-1_58
100 I
J -
98 1 EF032660.1 Uncultured cyanabacterium clone SepB-3 -
GQ397093.1 Uncultured bacterium clone AK4DE2_09E
OTU 12
FR667351.1 Uncultured bacterium clone Llo_053 v - *i
|
HM346185.1 L sp. Bn48
r DQ471441.1 tBTRCCn 301
100 L AF132773.1 sp.C9

| AF132793.1 Leptolyngbya boryana UTEX 'B 485'
VFR798945.1 Leptolyngbya foveolarum VP1-08
5WB1 may otu4t
FJ790541.1 Uncultured bacterium clone Vb13
GQ324969.1 Uncultured cyanobacterium clone DB.BC325 |Jnidentified F
EF111085.1 Uncultured cyanobacterium clone RBE1CI-123

r 27
- OTU 40|
EF580987.1 Uncultured bacterium clone Cm73
AY493582.1 priestleyi ANT.L61.2
42 WB1 may [ ]
EU340177.1 Uncultured bacterium clone 2\SC\37

23 WB2 may

34 WB4 august O T U 1 1 [ ]
11 WBS march
AH7 Pseudabaena

26 WBS march u
AH16 Leptolyngbya

L Viz dalSi strana

Priloha¢. 6 ML strom 1¢ast, sekvence delSi nez 1000 bp plus sekvenceoenvimtalni DNA, Useku 16S, ziskané klonovanim. @ubsi model GTR¥+I, a prohledavaci heuristiku vyuzivajici
pocateini procedururapid bootstrap(100 replikaci), 13759 opakovani. Sekvence enwi@mtalni DNA, Useku 16S, ziskané klonovanim jsoyraaréné barvami podle jednotlivych OTUs.
Sekvence zigdchozi studie jsou ozéeny tinym pismem a fialovou barvou. Sekvence mych idgEdu ozn&ené ténym pismem. Zobrazené jsou bootstrapové hodnoty8fgkb, nad 90 %
jsou hodnoty z#tSené.
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AB179527.1 Uncultured bacterium clone MIZ36

T oTu2e6 |

AY493576.1 Leptolyngbya frigida ANT.L53B.2
E AF218371.1 Pseudanabaena tremula UTCC 471
EF654082.1 Phormidium sp. SAG 37.90

AH10 Leptolyngbya :
12 WB2 august m
100 28 WB3 may ]
GQ324972.1 Uncultured cyanobacterium clone S3.WB |Jnidentified D OT U 1 7 u
100 V32 u
4 WB4 march :
3 Wb3 march n
2 WB3 august [
DQ181679.1 Uncultured cyanobacterium clone Rj034
= AY493604.1 Leptolyngbya antarctica ANT.LWA.1
99 HQ188985.1 Uncultured cyanobacterium clone B10907B
95 41 WB5 march
39 WB2 may
14 WB5 august
12 WB3 august O T U 3 7 I
21 WB3 march
6 WB3 march
10 WB4 may I
AY151727.1 Uncultured Antarctic cyanobacterium clone Fr094
HQ188993.1 Uncultured cyanobacterium clone B10912H -
99 DQ181686.1 Uncultured cyanobacterium clone H-B02 n
96 l i 1 ]
GQ324968.1 Uncultured cyanobacterium clone WB1.10 |Jnidentified C u
8 WB1 august :
35 WB5 march ™
96 &= 12 WB3 may ™
GQ397056.1 Uncultured bacterium clone AK4DE1_09H O 1 u
—Y I I l u
pr— 206 \WB1 may -
92 [ ]
100 _I 6 WB1 may u
— 97132 WB1 august m
31 WB2 may ]
T00 3 WB4 march :
23 WB4 august -
22 WB3 march -
EU022730.1 Calothrix sp. KVSF5
20 WB4 march 36 OTU 36 I
JF081726.1 Uncultured bacterium clone ncd897a10c1 I
Viz pfedchozi 9 WB5 march
strana 100 30 WB2 may
P 47 WB2 august
25 WB4 march I l '
+_24 WB2 may O 3 5 I
_— 27 WB5 may

3 WB3 may
20 WB4 august
28 WB5 august I
820 26 WB5 august
FR798933.1 Leptolyngbya sp. VP3-07
HM240939.1 Uncultured bacterium clone 074

™ 29 WB5 may OT U 39
100 35 wB4 august

AY493575.1 Leptolyngbya frigida ANT.L52.2

19 WB5 march

= 10 WB3 august

= 33 WB2 may

19 WB1 august

EF451617.1 Uncultured bacterium clone ARDRA0623

2 WB2 august
10 WB1 may
20 WB3 may

34 WB2 may
13 WB3 may

16 WB1 may
148 WB2 august
AH20 RKC18 Plectonema

Viz dalSi strana

Priloha¢. 7 ML strom 2¢ast, sekvence delSi nez 1000 bp plus sekvenceoenvimtalni DNA, Useku 16S, ziskané klonovanim. @ubsi model GTR¥+I, a prohledavaci heuristiku vyuzivajici
pocateini procedururapid bootstrap(100 replikaci), 13759 opakovani. Sekvence enwi@mtalni DNA, Useku 16S, ziskané klonovanim jsoyraaréné barvami podle jednotlivych OTUs.
Sekvence zigdchozi studie jsou ozéeny tinym pismem a fialovou barvou. Sekvence mych idgEdu ozn&ené ténym pismem. Zobrazené jsou bootstrapové hodnoty8fekb, nad 90 %
jsou hodnoty z§tSené.
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pr—— 28 OTU 21
FJ849213.1 Uncultured bacterium clone EpiUMA31
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123
FR667342.1 Uncultured bacterium clone Llo_044
98
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100

HQ189004.1 Uncultured cyanobacterium clone B109212A
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100 16
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901272
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Viz prfedchozi 23 WB1 may
93 V271

strana
AY069954.1 Scytonema sp. U-3-3

—r— AM230700.1 Calothrix sp. PCC 7103
E AJ133181.1 Nodularia sp. PCC 7804
100 AM711554.1 Nodularia harveyana, strain Lukesova 18/94
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u
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AH38 Nostoc n
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| |
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DQ185252.1 Nostoc sp. SAG 39.87
u
o7 |
93
HM751846.1 Tolypothrix sp. UAM 357
100 FN811234.1 Uncultured cyanobacterium clone UMAB-cl-50 n
100! AY493596.1 Coleodesmium sp. ANT.L52B.5

59 ™

'AH48 Tolypothrix
92 AH41 Tolypothrix n
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l 403
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EF654090.1 Microcoleus paludosus SAG 1449-1a [ ]

HM240938.1 Uncultured bacterium clone 073 O T U 1 O ]
|

AH24 Cyanothece

AB116658.2 Aphanothece sacrum

AB067577.1 Gloeothece sp. KO11DG

'AF296873.1 Cyanothece sp. PCC 8801

NC_000911.1 Synechocystis sp. PCC 6803

EU499305.1 Gloeothece sp. PCC 6909/1
| I DQ363254.1 Microcystis aeruginosa strain 038
100 AM710384.1 Chroococcus sp. JJCM

I DQO058854.1 Pleurocapsa sp. Scyano22
153 OTU 25 I

o7 |_| l_ AB058287.1 Dermocarpa sp. MBIC10768
100 AJ344562.1 ina sp. PCC 7325
| : AJ344559.1 Dermocarpella incrassata SAG 29.84
93 DQ293994.1 Pleurocapsa sp. CALU 1126

X63141.1 Prochloron sp.

AF132782.1 Cyanobacterium stanieri PCC 7202
AB039001.1 Synechocystis PCC 6308

100 [ EF545641.1 is sp. CR_L29

8 e 12 WB5 august

1 rAH35 Neidentifikovana sinice
15 WBS5 march
AH5 Neidentifikovana sinice

21 WB5 march
29 WB5 august
EU078515.1 Planktothrix agardhii LMECYA 153E

EF654087.1 Phormidium animale SAG 1459-6
_I— [ AF013030.1 Trichodesmium erythraeum
|

100 AF132933.1 Oscil ia sancta PCC 7515
DQ521468.1 ium clone ANTLV1_A05

15 O0TU5 |
GQ324970.1 Uncultured cyanobacterium clone WB10.1 Jnidentified B
2 0TU4

700 !)GQ32496341 Uncultured cyanobacterium clone WB17.4 Unidentified E
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s  OTU3 |

RKC20 Phormidium

EF654074.1 Microcoleus vaginatus SAG 2211

AB094351.2 Phormidium sp. Ku003

EF654081.1 Phormidium autumnale SAG 35.90

6Q324965.1 Tychonema sp. K27 Tychonema?
AB045897.1 Tychonema bourrellyi CCAP 1459/11B

Eﬂ GQ324973.1 Tychonema tenue SAG 4.82

AF218377.1 Microcoleus rushforthii UTCC 296
— OTU 2
302

36

358

FJ866617.1 Uncultured cyanobacterium clone AM-20-36

4 WB1 may

42 WB1 august
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|—35

29 WB3 may

347
5 WB2 august
15 WB5 may
21 WB1 may

27 WBS august

FR667299.1 Uncultured bacterium clone Llo_001
7 WB4 march

10 WB3 march

Priloha¢. 8 ML strom 3¢ast, sekvence delSi nez 1000 bp plus sekvenceoenvimtalni DNA, Useku 16S, ziskané klonovanim. @ubsai model GTR¥+I, a prohledavaci heuristiku vyuzivajici
pocateini procedururapid bootstrap(100 replikaci), 13759 opakovani. Sekvence enwi@mtalni DNA, Useku 16S, ziskané klonovanim jsoyraaréné barvami podle jednotlivych OTUs.
Sekvence zigdchozi studie jsou ozéeny tinym pismem a fialovou barvou. Sekvence mych idgEdu ozn&ené ténym pismem. Zobrazené jsou bootstrapové hodnoty8fekb, nad 90 %

jsou hodnoty z§tSené.
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