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1. Въведение 

Представителите на отдел Cyanobacteria (Cyanoprokaryota) са уникални 

организми. Те са единствените прокариоти, които имат способността да 

фотосинтезират. Тази тяхна способност, високата адаптивност и космополитното им 

разпространение ги прави едни от основните първични продуценти на биомаса на 

планетата. Освен това, уникална е и способността на някои от тях (притежаващите 

хетероцисти) да фиксират свободен азот. Затова те са предпочитани симбионти за 

животни, гъби и висши растения. Еволюцията им, започнала преди около 2.5 билиона 

години, дава основание на учените да им отредят водеща роля в теорията за 

ендосимбиозата и да ги свържат с появата на хлоропластите при висшите растения.  

Техният дълъг и сложен еволюционен път (съпътствуван от хоризонтален генен 

трансфер) определя голямото им биологично разнообразие и ги прави трудна за 

класифициране група. Живеейки при различни условия на околната среда, принудени 

да преодоляват стресови фактори от биотичен и абиотичен характер, цианобактериите 

продуцират различни вторични метаболити, които от своя страна имат потенциално 

приложение в редица области на човешката дейност като хранене, медицина и 

агрокултури, но едновременно с това някои от тях са и опасни токсини. 

Цианобактериите имат както положително, така и негативно влияние върху околната 

среда и човека.  

От научна гледна точка, най-проблемните въпроси, свързани с тази група 

организми засягат еволюционните стратегии, оцеляването и диверсификацията на 

цианопрокариотите през дългия период от тяхното съществуване, както и оценката на 

настоящото им разнообразие в природата. Таксономичната класификация е основния 

метод за оценка на биологичното разнообразие на организмите в контекста на 

непрекъснато променящите се знания за еволюционните, генетичните и екологични 

взаимоотношения и фенотипни вариации. Нейните критерии се променят с времето, за 

да отговорят на нуждите на съвремието. Таксономията в днешно време не е просто 

система, намираща място на определени морфологично сходни таксони в 

йерархическата система. Тя има задачата да отразява техните филогенетични и 

еволюционни взаимовръзки и да разкрива тяхната еволюционна история. Това важи с 

пълна сила и за цианобактериите. Класификацията на тази група водорасли се основава 

на две основни номенклатури – Международния кодекс на номенклатурата за 

водорасли, гъби и растения (МКНВГР) и Международния кодекс на номенклатурата на 

прокариотите (МКНП). Класифицирането на Cyanobacteria съгласно МКНВГР се 

базира на факта, че тези организми притежават способност да извършват процеса 

фотосинтеза както при растителните организми. Тяхната прокариотна организация и 

сходството с бактериалния строеж дава основание на микробиолозите да използват 

Международния кодекс за номенклатура на прокариотите (МКНП). Причисляването на 

Cyanobacteria към двете класификационни номенклатури се основава на различни 

принципи и експериментални подходи, което налага намирането на консенсус между 

ботаници и микробиолози по отношение способа на класифицирането на тези 

организми. Приетата модерна таксономия на отдел Cyanobacteria е основана на 

полифазния подход. Той комбинира водещата роля на молекулярно-генетичните 

маркери (рРНК гени, протеин-кодиращи консервативни гени, филогенетични критерии) 

със стабилни цитоморфологични, ултраструктурни, биохимични и екофизиологични 

маркери. Понастоящем, методите на полифазната таксономия са считат от повечето 

учени за най-адекватните и подходящи при таксономичната класификация на отдел 

Cyanobacteria. Класификационната схема, изградена на принципите на полифазната 

таксономия е компромисен вариант, който изглажда различията между микробиолози и 
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ботаници. Правилната таксономична позиция и идентификация на цианопрокариотните 

видове е много важна и за всички бъдещи изследвания, свързани с биологичната 

активност на цианобактериите, тяхното биотехнологично приложение или при 

управлението и мониторинга на водите. 

С появата на филогенетичните анализи, базирани на молекулярно-генетични 

данни, цялата класификация на отдел Cyanobacteria е в процес на реорганизация и 

ревизия. От 2000-та година насам са описани повече от 66 нови рода, 16 от които в 

последните години, както и редица нови видове (Komárek et al., 2014). Оказва се, че 

това е времето на доста радикално и бързо развитие на систематиката и таксономията 

на този отдел. 

Филогенетичните реконструкции в изследванията с таксономична цел се базират 

основно на секвенциите на гена за 16S рРНК. Този ген е част от групата на SSU рРНК 

гените и е в основата на научните изследвания за филогенетичните взаимовръзки при 

Cyanobacteria вече десетилетия наред. Той се оказва ефективен молекулярно-генетичен 

маркер за изясняване на филогенетични връзки между различните родове в рамките на 

разредите, но не е много информативен, когато се прилага на по-ниско таксономично 

ниво, например вид. В последните години, информацията, получена от 16S рРНК се 

допълва от други гени, смятани за подходящи при родово и видово детерминиране, а 

именно rpoC1, rpoB, gyrB, rbcLX, cpcBA-IGS и 16S-23S-ITS.  

Разнообразието от молекулярно-генетични маркери за характеристика на 

цианобактериите наистина е голямо, но това далеч не означава, че търсенето на 

подходящи филогенетични маркери трябва да спре. Напротив, по-големият брой 

генетични маркери би означавал по-точна и прецизна класификация. Въпреки, че в 

последните години усилено се работи по актуализирането и ревизирането на много 

полифилетични родове от отдела, които са богати на видове с неясна таксономия (но 

широко разпространени и важни), все още липсват достатъчно молекулярно-генетични 

данни. Примери за такива „проблемни“ таксони са родовете Aphanocapsa, Aphanothece, 

Chamaesiphon, Chroococcus, Coelosphaerium, Entophysalis, Fischerella, Gloeocapsa, 

Gloeothece, Gomphosphaeria, Hydrococcus, Merismopedia (кокоидни), Hydrocoleum, 

Leibleinia, Lyngbya, Oscillatoria, Phormidium, Plectonema, Schizothrix, Spirulina, 

Symploca, Tapinothrix (нишковидни), Aphanizomenon, Calothrix, Dichothrix, Rivularia, 

Stigonema, Tolypothrix (нишковидни с хетероцисти).  

Затова, настоящата дисертация, чиято основна цел е проучването на нови 

молекулярно-генетични маркери, подходящи както за родово, така и за подродово 

детерминиране на представители на отдел Cyanobacteria, представлява принос към 

полифазната таксономия и филогения на отдела. 

 

2. Литературен обзор 

Литературният обзор включва следните основни раздели: 

2.1. Кратка характеристика на отдел Cyanobacteria 

2.2. Систематика на Cyanobacteria – развитие, съвременни аспекти и проблеми 

2.3. Молекулярни методи в цианобактериалната таксономия. Филогения 

2.4. Геномна ера – секвениране на цели цианопрокариотни геноми 

2.5. Размер, организация и плоидия на цианобактериалните геноми 

 

3. Цел и задачи 

Основна цел на настоящия дисертационен труд е селектиране и валидиране на 

специфични клетъчни макромолекули, подходящи за филогенетични анализи и 

таксономична класификация на близкородствени представители на отдел Cyanobacteria. 
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За постигането на поставената цел бяха формулирани следните задачи: 

 

(1) Проучване на съществуващите бази данни за геномни и протеинни секвенции 

на цианопрокариоти; 

(2) Анализ на наличните пълни геномни секвенции на цианопрокариоти в 

различните бази данни; 

(3) Подбор на специфични клетъчни макромолекули, подходящи за 

филогенетично моделиране и определяне таксономичния статус на близки 

цианобактерии; 

(4) Валидиране на селектираните маркери за филогенетично моделиране на 

близкородствените взаимоотношения между отделни групи цианобактерии чрез 

използване на различни методи за филогенетични анализи; 

(5) Сравнение на новоустановените специфични клетъчни маркери с 

традиционно използваните 16S рРНК генни секвенции за филогенетичен анализ и 

таксономия на цианобактерии; 

(6) Практическо валидиране на новопредложените маркери чрез използване на 

цианобактериални щамове от PACC, поддържана от катедра „Ботаника и МОБ“ към 

Биологически факултет на ПУ „Паисий Хилендарски“. 

 

4. Материали и методи 
 

4.1. Цианопрокариотни щамове и култивиране 

За провеждане на експерименталната част са използвани три алгологично чисти 

култури от род Phormidium, две от род Leptolyngbya, две от род Phormidesmis, две от 

род Nostoc и по една от родовете Synechocystis, Pseudanabaena, Tolypothrix и Anabaena, 

съхранявани в алгологичната колекция (РАCС) на катедра „Ботаника и Методика на 

обучението по биология” при Пловдивски университет „Паисий Хилендарски”.  

Таксономичният статус на изследваните видове е определен въз основа на 

морфологични описания, направени от Komárek & Anagnostidis (2005). 

4.2. Изолиране на ДНК 

Геномната ДНК е екстрахирана от 40 mg прясна цианопрокариотна маса чрез 

използване на екстракционния ксантогенат-SDS (XS) протокол на Tillet & Neilan (2000) 

или протеиназа-К. Концентрацията и чистотата на ДНК са измeрeни с помощта на 

спектрофотометър NanoDrop 2000 UV-VIS (Thermo Scientific). Eкстрахираната ДНК е 

визуализирана върху агарозен гел с помощта на етидиев бромид и UV 

трансилюминация (MiniBis Pro гел документираща система, DNR Bio-Imaging Systems 

Ltd.). 

4.3. Амплификация и секвениране на 16S рДНК и cpcB-IGS-cpcA локуса на 

фикоцианиновия оперон (PC-IGS) 

За амплифициране на 16S рДНК са използвани праймерите pA (5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) и B23S (5’-CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT -3’). 

За амплифициране на IGS-региона и прилежащите флангови кодиращи региони са 

използвани праймерите PCF (5-GGCTGCTTGTTTACGCGACA-3) и PCR (5- 

CCAGTACCACCAGCAACTAA-3) (Neilan et al., 1995). За провеждане на PCR-

реакцията е използван кит PuReTaq™ ReadyToGo Beads (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK), включващ 1.5 U Taq ДНК полимераза, 10 mM Tris-HCl pH 9, 50 

mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTP. Към микса за всяка реакция са добавени 5 pmol 
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от двата праймера, 100 ng геномна ДНК и DEPC-вода до краен обем 25 µl (за IGS ) или 

50 µl (за 16S рДНК). Амплификацията е проведена в ТC-412 thermocycler (Techne, 

Cambridge Ltd., UK) при следните програми:  

(1) За 16S рРНК -предварително денатуриране на ДНК за 5 min при 95°С, 

последвано от 35 цикъла 30 s при 95°С, 30 s при 55°С (хибридизация) и 1.5 min при 

72°С (елонгация). Реакцията завършва с елонгираща стъпка от 5 min при 72°С. 

(2) За cpcBA-IGS региона - предварително денатуриране на ДНК за 5 min при 

94°С, последвано от 40 цикъла 10 s при 94°С, 30 s при 58°С (хибридизация) и 1 min при 

72°С (елонгация). Реакцията завършва с елонгираща стъпка от 5 min при 72°С.  

Получените PCR-продукти са анализирани чрез електрофореза в 1.5% агарозен 

гел в 1х Трис-Ацетат-ЕДТА буфер (ТАЕ). Като позиционнен маркер е използван 

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas Life Sciences). Геловете са 

визуализирани с етидиев бромид и UV светлина. След визуализацията, коректните 

PCR-продукти са изрязани от гела, а изолираната ДНК е пречистена с помощта на DNA 

Extraction Kit (Fermentas Life Sciences). Пречистените продукти - 16S рРНК и cpcBA-IGS 

са изпратени за секвениране (MWG Eurofins Operon, Ebersberg, Германия). При 

секвенирането са използвани същите праймери, като тези при амплификацията. 

Секвенциите са депозирани в базата данни на National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) под номера KF770966 Nodosilinea bijugata PACC 8602 (=Phormidium 

bijugatum, =Leptolyngbya bijugata), KF770967 Phormidium molle PACC 8140 

(=Phormidesmis molle), KF770968 Phormidium papyraceum PACC 8600, KF770969 

Phormidium autumnale PACC 5522 и KF770970 Phormidium uncinatum PACC 8693. 

4.4. Амплификация и секвениране на външен мембранен ефлукс протеин 

(Outer Membrane Efflux Protein, ОМЕР) и светлинно-инхибиран протеин (Light-

Repressed Protein, LRP) 

За амплифициране на OMEP-региона са използвани праймерите OMEP-R (5-

TCTCCGGCTGAATCTCAGGA-3) и OMEP-F (5-AGGAAGATTGCTCA CAGCCC-3), а 

за LRP съответно LRP-R (5-TTACGTTAACGGGACGGGGTT-3) и LRP–F (5-

CGCTGTCACCGAAGCTATTCAT-3). Дизайнът на праймерите е направен с помощта 

на опцията Primer-BLAST на NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). За 

провеждане на PCR-реакцията е използван кит PuReTaq™ ReadyToGo Beads (GE 

Healthcare, Buckinghamshire, UK), включващ 1.5 U Taq ДНК полимераза, 10 mM Tris-

HCl pH 9, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTP. Към микса за всяка реакция са 

добавени 10 pmol от двата праймера, 100 ng геномна ДНК и DEPC-вода до краен обем 

25 µl. Амплификацията е проведена в ТC-412 thermocycler (Techne, Cambridge Ltd., UK) 

при следната програма: - предварително денатуриране на ДНК за 5 min при 94°С, 

последвано от 30 цикъла 60 s при 95°С, 60 s при 53°С (хибридизация) и 1 min при 72°С 

(елонгация). Реакцията завършва с елонгираща стъпка от 2 min при 72°С; Получените 

PCR-продукти са анализирани чрез електрофореза в 1.5 % агарозен гел в 1х Трис-

Ацетат-ЕДТА буфер (ТАЕ). Като позиционнен маркер е използван GeneRuler™ 100 bp 

DNA Ladder Plus (Fermentas Life Sciences). Геловете са визуализирани с етидиев бромид 

и UV светлина. След визуализацията коректните PCR-продукти са изрязани от гела, а 

изолираната ДНК е пречистена с помощта на DNA Extraction Kit (Fermentas Life 

Sciences). Пречистените продукти са изпратени за секвениране (MWG Eurofins Operon, 

Ebersberg, Германия). При секвенирането са използвани същите праймери, като тези 

при амплификацията. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/


7 

 

4.5. Филогенетичен анализ за 16S рРНК гена и cpcB-IGS-cpcA локуса на 

фикоцианиновия оперон (PC-IGS) 

Нуклеотидните секвенции на 16S рРНК гена и cpcB-IGS-cpcA локуса на 

фикоцианиновия оперон (PC-IGS), получени при ДНК секвенирането са сравнени с 

други цианопрокариотни секвенции, налични в базата данни на NCBI чрез BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). За целите на филогенетичния анализ са подбрани 

секвенции на идентифицирани и определени до вид представители на родовете 

Leptolyngbya, Nodosilinea, Phormidium и Lyngbya. По този начин не са включени в 

анализа секвенции на онези членове, определени само до родово ниво.  

Многократното сравнение на нуклеотидните секвенции на изследваните видове 

е проведено с помощта на CLUSTAL W, който е част от софтуерния пакет MEGA. 

Филогонетичните дървета са реконструирани с помощта на софтуерния пакет MEGA, 

използвайки алгоритмите minimum evolution (ME), maximum parsimony (MP), maximum 

likelihood (ML) и neighbor-joining (NJ). При всички анализи са използвани 1000 

bootstrap повторения. Нуклеотидните позиции, съдържащи липсващи бази бяха 

елиминирани от пакета данни.  

Gloeobacter violaceus (FR798924) бе използван като външен таксон при 

конструирането на филогенетичните дървета на базата на 16S рРНК генни секвенции. В 

PC-IGS дървото като външен таксон бе използван Cyanobacterium sp. (AJ401183). 

4.6. Филогенетичен анализ на база OMEP, LRP, цианопорин, 5S рРНК и 16S 

рРНК 

След внимателно оценяване на наличните цианобактериални геноми в NCBI 

базата данни (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) бяха подбрани няколко протеини, които 

могат да послужат, като молекулярни маркери за проучване на цианобактериалната 

филогения. 

Филогенетичните анализи бяха извършени чрез използване на 

аминокиселинните секвенции за OMEP от 82 цианобактериални вида/щама с напълно 

секвенирани геноми. Размерът на анализираните ОМЕР цианобактериални секвенции 

варира между 350 и 792 аминокиселини. Множественото сравняване на 

аминокиселинните секвенции беше направено чрез ClustalW програмата от 

филогенетичния софтуер MEGA 7 (Kumar et al., 2016). Minimum evolution (ME), 

maximum parsimony (MP), maximum-likelihood (ML), и neighbor-joining (NJ) 

филогенетичните дървета бяха конструирани използвайки MEGA 7 (Kumar et al., 2016). 

Всички алгоритми бяга изпълнени с 1000 bootstrap повторения. Всички позиции, 

съдържащи липсващи бази и липсващи данни бяха премахнати от набора данни чрез 

опцията “complete deletion”. Еволюционните дистанции са изчислени използвайки 

метода Maximum Composite Likelihood. MЕ дърветата са генерирани чрез алгоритъма 

Close-Neighbor-Interchange (CNI). MP дърветата са конструирани използвайки метода 

Tree-Bisectional-Reconnection (TBR) с търсене на ниво 1 и случайно добавено дърво. За 

ML дърветата беше използван модела General Time Reversible (GTR) със Corrected 

Invariable Sites (I), Gamma Distribution Shape Parameters (G), и Nearest-Neighbor-

Interchange алгоритъм. 

В допълнение бяха направени филогенетичени анализи на базата на 16S рРНК 

секвенции от същите 82 цианобактериални вида/щама. Анализите са извършени по 

същият начин описан по-горе.  

Номерата за достъп на всички използвани цианобактериални ОМЕР и 16S рРНК 

нуклеотидни секвенции са представени във филогенетичните дървета. Pseudomonas 

aeruginosa беше използван, като външен таксон за рутиране на дърветата. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
file:///D:/DOKTORANTI/DzhemalM/AppData/Roaming/Microsoft/Word/OMEP/Материали%20и%20Методи.docx%23_ENREF_1
file:///D:/DOKTORANTI/DzhemalM/AppData/Roaming/Microsoft/Word/OMEP/Материали%20и%20Методи.docx%23_ENREF_1
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При филогенетичните анализи на база LRP бяха използвани 35 

цианобактериални вида/щама с напълно секвенирани геноми. Размерът на 

анализираните LRP цианобактериални секвенции варира между 190 и 220 

аминокиселини. С цел сравняване на топологията на таксоните, филогенетична 

реконструкция бе направена и с 16S рРНК нуклеотидните секвенции на същите щамове 

използване при LRP-филогетичното дърво. Извършените анализи са проведени както за 

ОМЕР. Като външна група за рутиране на дърветата бяха използвани LRP и 16S рРНК 

секвенции от Streptomyces leeuwenhoekii. 

По подобен начин бяха проведени и филогенетичните анализи на база на 

аминокиселинните секвенции за цианопорин. 

След оценка на наличните пълни цианобактериални геноми в геномната база 

данни на NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), за филогентичните реконструкции на 

база 5S рРНК и 16S рРНК бяха избрани 96 нуклеотидни последователности. Номерата 

за достъп на използваните от базата данни секвенции са посочени във филогенетичните 

дървета преди името на цианобактериалния щам. Филогенетичните анализи са 

проведени по описания вече начин с единствената разлика, че като външна група за 

рутиране на дърветата се използват 5S рРНК и 16S рРНК секвенции от Escherichia coli. 

Вторичните структури на 5S рРНК са генерирани с помощта 5S рРНК база данни 

(http://www.combio.pl/rrna/) и анализирани ръчно или чрез LocARNA 

(http://rna.informatik.uni-freiburg.de /). 

 

5. Резултати 
 

5.1. Приложение на гена за 16S рРНК и локосът cpcB-IGS-cpcA като 

молекулярно-генетични маркери за разрешаване таксономичния статус на спорни 

видове 

Едни от най-проблематичните в таксономично отношение нишковидни 

цианопрокариоти са тези от родовете Lyngbya, Phormidium, Plectonema и Leptolyngbya. 

Те се характеризират с голяма хетерогенност и полифилетичност. 

През 1988 година Anagnostidis и Komárek променят таксономията на 

нишковидните цианобактерии предлагайки отделянето на нов род с име Leptolyngbya. 

Към този род те отнасят представители от Phormidium (включително Phormidium 

bijugatum), Lyngbya и Plectonema. 

Последните проучвания и за двата рода показват, че генетичното разнообразие в 

рамките на таксона е по-голямо от морфологичното разнообразие (Casamata et al., 2003; 

Casamatta et al., 2005; Johansen et al., 2008; Komárek and Anagnostidis, 2005). Въпреки 

полифилетичността на род Leptolyngbya, демонстрирана в редица публикации 

(Casamata et al., 2005; Castenholz, 2001; Komárek and Anagnostidis, 2005; Taton et al., 

2003; Turner, 1997; Wilmotte and Herdman, 2001) по това време от рода не са отделени и 

описани нови родове. Род Nodosilinea е единствения нов род, включващ представители 

на Pseudoanabaenaceae в това число и на род Leptolyngbya (Perkerson et al., 2011). В род 

Nodosilinea, под името Nodosilinea bijugata, е отнесен и вида Phormidium bijugatum, 

определен през 1988 г от Anagnostidis и Komárek като Leptolyngbya bijugata.  

За потвърждаване таксономичната позиция на представители на тези спорни 

родове, налични в колекцията PACC, като частен случай са анализирани видовете 

Nodosilinea bijugata (=Phormidium bijugatum = Leptolyngbya bijugata), Phormidesmis 

molle (=Phormidium molle) и Phormidium papyraceum (сходен с Wilmottia murrayi). За 

потвърждаване на филогенетичната позиция на тези таксони на ниво род като маркер 

бе използван генът за 16S рРНК. За проверка на надеждността на фикоцианиновия 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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оперон като молекулярен маркер за разграничаване на близкородствени таксони 

(подродово ниво) бяха използвани генните секвенции за cpcB-IGS-cpcA. С помощта на 

четири различни метода (minimum evolution /ME/, maximum parsimony /MP/, maximum 

likelihood /ML/ и neighbor-joining /NJ/) бяха генерирани филогенетични дървета.  

Получените в настоящото изследване 5 секвенции за 16S рРНК на представители 

от нашата колекция (с номера в GenBank KF770966–KF770970) бяха сравнени с 16S 

рРНК секвенции на добре дефинирани представители на родовете Phormidium, Lyngbya, 

Leptolyngbya, Nodosilinea, Phormidesmis и Wilmottia налични в GenBank. 

Филогенетичното дърво, получено от ML анализа е представено на Фигура 1.  

 

Фигура 1. Филогенетично дърво, реконструирано на базата на 16S рРНК генни 

секвенции на представителни видове от родовете Phormidium, Wilmottia, Phormidesmis, 

Leptolyngbya, Nodosilinea и Lyngbya чрез използване на maximum likelihood (ML) 

анализ и прилагане на GTR+I+G еволюционен модел. Числата показват bootstrap 

поддръжката (>50%) от 1000 повторения. Секвенциите, получени в настоящото 

изследване, са обозначени със запълнени кръгове. За рутиране на дървото е използвана 

секвенцията на Gloeobacter violaceus. GenBank номерата за достъп са дадени в скоби.  
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Ясно личат шест добре обособени във филогенетичната реконструкция клади 

(групи), наименовани като Клада 1, Клада 2, Клада 3, Клада 4, Клада 5 и Клада 6.  

Първата клада (Clade 1), включва щамове Phormidium (100% bootstrap стойност), 

които наскоро бяха отделени в нов род Wilmottia, с един единствен вид Wilmottia 

murrayi (Strunecky et al., 2011). Втората клада (Clade 2) включва типични представители 

на Phormidium и е подкрепена с bootstrap стойност от 71%. Разглежданият от нас 

Phormidium papyraceum се позиционира също в тази група (не в Клада 1), въпреки че 

някои автори съобщават, че този вид е морфологично близък до Wilmottia murrayi и 

може да бъде отнесен към род Wilmottia (Strunecky et al., 2011). Третата клада (Clade 3) 

обединява типични представители на род Lyngbya и тази филогенетична позиция се 

поддържа от 100% bootstrap стойност. Включените в нашия анализ други видове 

Lyngbya се позиционираха извън тази клада, което потвърждава полифилетичността на 

този род. 

Клада 4 (Clade 4) се състои от група цианобактериални щамове, които наскоро 

бяха отделени в нов род Nodosilinea (Perkerson et al., 2011). Тази клада е подкрепена от 

bootstrap стойност от 99% (Фигура 1). Нашият щам Nodosilinea bijugata (=Leptolyngbya 

bijugata, =Phormidium bijugatum) също се позиционира в Клада 4.  

Петата клада (Clade 5), поддържана от 100% bootstrap стойност, включва 

щамове, идентифицирани като Leptolyngbya boryana. Тази клада показва близка връзка 

с Клада 6 (Clade 6) – 96% bootstrap стойност.  

В Клада 6 се включват атлантически видове от Phormidium priestleyi и 

цианобактериални щамове от пустинята Атакама в Чили, идентифицирани като 

Phormidesmis sp. Нашият щам Phormidesmis molle (= Phormidium molle) е в отделен клон 

(Фигура 2) и няма специфична филогенетична връзка с щамове от тази клада, 

оформяща групата Phormidesmis. Установява се близка връзка (88% bootstrap стойност) 

между два атлантически щама на Phormidium priestleyi и групата Nodosilinea (Clade 4). 

Анализите показват, че някои щамове идентифицирани, като Phormidium priestleyi 

нямат филогенетична връзка с род Phormidesmis (Clade 6).  

Филогенетичните реконструкции, генерирани с останалите методи (minimum 

evolution /ME/, maximum parsimony /MP/ и nejghbor joining /NJ/) имат сходен профил и 

групиране на отделните клади както при maximum likelihood (ML) анализа. 

За да потвърдим филогенетичната позиция и отделяне на род Nodosilinea, 16S 

рРНК секвенции от 15 щама Nodosilinea бяха сравнени заедно с наличните в GenBank 

16S рРНК генни секвенции от добре характеризирани щамове Leptolyngbya (Фигура 2). 

Щамовете Nodosilinea образуват отделна клада, подкрепена от bootstrap стойност от 

95%, което показва, че тяхното разделяне от род Leptolyngbya и прехвърлянето към нов 

род (Nodosilinea) е уместно (Perkerson et al., 2011). Тази клада, включва и няколко вида 

от Leptolyngbya (Leptolyngbya antarctica, Leptolyngbya saxicola, Leptolyngbya mycoidea, 

Leptolyngbya margaretheana, and Leptolyngbya halophila) изолирани от Антарктида, 

Португалия и Италия.  

Анализирана беше и филогенетичната връзка между род Phormidium и 

новоформираните родове Phormidesmis и Wilmottia, които бяха отделени от род 

Phormidium (Фигура 3). Сравнени бяха всички 16S рРНК генни секвенции от щамове 

Phormidesmis, Wilmottia и добре характеризирани представители от Phormidium, 

налични в GenBank, както и 16S рРНК секвенции, получени за щамовете от PACC. От 

филограмата (Фигура 3) ясно се вижда, че щамовете Wilmottia murrayi. формират 

отделен клон (Clade 1) подкрепени от bootstrap стойност от 100%.  
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Фигура 2. Филогенетично дърво, реконструирано на базата на 16S рРНК генни 

секвенции на представителни видове от Leptolyngbya и Nodosilinea чрез използване на 

ML анализ и прилагане на GTR+I+G еволюционен модел. Числата показват bootstrap 

поддръжката (>50%) от 1000 повторения. Секвенциите, получени в настоящото 

изследване, са обозначени със запълнени кръгове. За рутиране на дървото е използвана 

секвенцията на Gloeobacter violaceus. GenBank номерата за достъп са дадени в скоби. 
 

 

Два щама Wilmottia/Phormidium murrayi (с GenBank номера за достъп GQ504024 

и EU852498) се групират с други видове Phormidium в различни клади. Това вероятно 

се дължи на некоректна идентификация на тези щамове. Щамовете отнесени към род 

Phormidesmis се групират заедно с няколко щама Phormidium priestleyi и щамове 

означени като “Antarctic bacterium” (Clade 2), но без висока статистическа подкрепа. 

Цялата клада е подкрепена от bootstrap стойност от 82%. Други щамове Phormidium. 

priestleyi се групират в Clade 3 с два щама Nodosilinea bijugata и Phormidium persicinum 

с bootstrap стойност от 99%. 
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Фигура 3. Филогенетично дърво, реконструирано на базата на 16S рРНК генни 

секвенции на представителни видове от Phormidium, Wilmottia и Phormidesmis, чрез 

използване на ML анализ и прилагане на GTR+I+G еволюционен модел. Числата 

показват bootstrap поддръжката (>50%) от 1000 повторения. Секвенциите, получени в 

настоящото изследване, са обозначени със запълнени кръгове. За рутиране на дървото е 

използвана секвенцията на Gloeobacter violaceus. GenBank номерата за достъп са дадени 

в скоби. 
 

Нашият щам Phormidesmis molle (= Phormidium molle) отново се групира в 

отделен клон, както във Фигури 2, 3 и 5, извън кладата, формирана от щамовете 

Phormidesmis. Филогенетичните анализи, базирани на 16S рРНК генни секвенции ясно 

показват, че топологията на щамовете, идентифицирани като Phormidesmis, както и 

щамовете. Phormidium priestleyi, предложени за прехвърляне към род Phormidesmis 

(Komárek et al., 2009), няма силна филогенетична подкрепа. Подобно на 

филогенетичните анализи, представени на Фигура 1, нашият щам Phormidium 

papyraceum се групира отново с типични видове Phormidium (Фигура 3), но не с щамове 

Wilmottia. 
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Сравняването на достъпните в базата данни cpcB-IGS-cpcA секвенции на 

щамове от изследваните родове показа формиране на три отделни големи клади 

(Фигура 4). Първата клада (Clade 1) се състои от две подклади, в които се включват 

основно типични щамове от род Phormidium и два щама от род Lyngbya. Тези подклади 

са подкрепени съответно от bootstrap стойности от 100% и 93%. Втората клада (Clade 2) 

също включва две подклади (Leptolyngbya и Phormidium) подкрепени от 100% и 99% 

bootstrap стойности. Повечето от публикуваните cpcB-IGS-cpcA секвенции от щамове 

на PACC (Teneva et al., 2005), включени също в този анализ са групирани в Клада 3 

(Clade 3) с висока bootstrap стойност – 100% (Фигура 4).  

 

Фигура 4. Филогенетично дърво, реконструирано въз основа на наличните PC-IGS 

секвенции на представителни видове от Phormidium, Leptolyngbya, Nodosilinea и 

Lyngbya, чрез използване на ML анализ и прилагане на GTR+I+G еволюционен модел. 

Числата показват bootstrap поддръжката (>50%) от 1000 повторения. За рутиране на 

дървото е използвана секвенцията на Cyanobacterium. GenBank номерата за достъп са 

дадени в скоби. 

 

 

Въпреки че тази клада включва членове на род Phormidium, нащият щам 

Nodosilinea bijugata (=Leptolyngbya bijugata, =Phormidium bijugatum) се позиционира 

тук, но с ниска bootstrap стойност. За съжаление в базата данни не са налични PC-IGS 

секвенции на щамове Phormidesmis и Wilmottia/Phormidium murrayi. Нашият щам 

Phormidesmis molle (=Phormidium molle) (AY466128) се позиционира отделно извън 

основните клади.Проведените филогенетични анализи показват, че цианобактериалния 

вид Nodosilinea bijugata (=Leptolyngbya bijugata, =Phormidium bijugatum) е правилно 
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отнесен към новосформираният род Nodosilinea. Филогенетичните реконструкции, 

базиращи се на 16S рДНК секвенциите потвърждават отделянето на щамовете 

Wilmottia/Phormidium murrayi от род Phormidium в нов род Wilmottia. 

Въпреки, че Phormidium papyraceum е морфологично близък до Wilmottia 

murrayi, той е генетично отделен вид, свързан много по-тясно с типичните щамове 

Phormidium, което означава, че този вид трябва да остане в род Phormidium. 

Филогенетичните анализи показват, че наличните 16S рДНК секвенции на щамовете 

Phormidesmis, както и тези на Phormidium priestleyi се позиционират в различни 

клонове с ниска bootstrap стойност. До момента липсват налични данни за 16S рДНК 

секвенции на вида Phormidium molle. Всичко това предполага, че всички щамове 

Phormidesmis и Phormidium priestleyi трябва да бъдат отнесени към род Phormidium. 

Доказателство за това са и данните от извършените анализи на база 16S рДНК и PC-IGS 

секвенциите на изследваният от нас Phormidesmis molle (=Phormidium molle), които го 

поставят в отделен клон и не показват филогенетична връзка с другите щамове 

Phormidesmis или Phormidium priestleyi. 

Освен споменатите по-горе новоотделени родове (Nodosilinea, Phormidesmis и 

Wilmottia), през последните години от род Phormidium и род Leptolyngbya бяха 

отделени още няколко нови рода (Komárek, 2016). За съжаление, потвърждаването на 

тяхната самостоятелност на база филогенетични анализи с подходящи молекулярно-

генетични маркери липсва. Причината за това е, че няма универсални молекулярно-

генетични маркери, които могат да бъдат прилагани за всички разреди на отдел 

Cyanobacteria за подродово ниво. Вземайки предвид това, както и факта, че cpcB-IGS-

cpcA маркера поставя в една клада не толкова близки цианобактериални видове 

(Фигура 4, Clade 3), и тази топология се поддържа от 100 % bootstrap стойност, ясно 

личи необходимостта от търсенето на нови и достатъчно надеждни молекулярно-

генетични маркери за филогенетично базирана таксономична класификация на отдел 

Cyanobacteria на родово и подродово ниво.  

За да отговорим на тази необходимост и в търсене на нови молекулярно-

генетични маркери бяха проведени биоинформатични анализи с наличните в базите 

данни пълни цианобактериални геномни секвенции използвайки софтуерните програми 

IMG ER, Prodigal, MAFFT и Mesquite. В резултат на тези анализи като кандидати за 

подходящи молекулярно-генетични маркери бяха селектирани няколко 

цианобактериални клетъчни протеини – външен мембранен ефлукс протеин (Outer 

Membrane Efflux Protein, ОМЕР), светлинно-инхибиран протеин (Light-Repressed 

Protein, LRP), цианопорин (cyanoporine). 

5.2. Приложение на външен мембранен ефлукс протеин (Outer Membrane 

Efflux Protein, ОМЕР) като нов молекулярно-генетичен маркер 

Данните за структурата и функциите на OMEP протеините в цианобактериите са 

много оскъдни. Тези протеини образуват тримерни канали, които служат за експорт на 

различни субстрати. Всеки член на това протеиново семейство се състои от повтарящи 

се алфа-спирали и бета-листове. Тримерният канал, който образуват е изграден от 12 

бета-листа преминаващи през външната мембрана и дълги алфа-спирали преминаващи 

през периплазматичното пространство (Johnson and Church, 1999). 

OMEP протеините участват в транспорта както на различни малки молекули, 

така и на големи протеини и токсини директно от вътрешността на клетката през двете 

мембрани към екстрацелуларното пространство (Hahn et al., 2012; Huang et al., 2004). 

Доказано е, че те са необходими за образуването на хетероцисти (Moslavac et al., 2007). 

Ефлукс протеините на външната мембрана при грам-отрицателните бактерии и 

цианопрокариотите, заедно с тези на цитоплазматичната мембрана (inner membrane 



15 

 

efflux proteins /IEPs/) и периплазматичните ефлукс протеини (periplasmic efflux proteins 

/PEPs/) участват в изграждането на ефлукс помпи (Johnson and Church, 1999). 

Периплазматичните ефлукс протеини служат за свързване на протеините на 

плазмалемата и външната мембрана. Много от тези протеини имат в N-края си участък, 

изграден от хидрофобни остатъци, с които се свързват към цитоплазмената мембрана 

(Felmlee et al., 1985). 

На базата на аминокиселинни секвенции за ОМЕР и прилагайки отново същите 

четири метода за филогенетичен анализ (minimum evolution /ME/, maximum parsimony 

/MP/, maximum-likelihood /ML/ и neighbor-joining /NJ/) бяха анализирани 82 

цианобактериални щама с напълно секвенирани геноми. Филогенетичното дърво, 

получено с помощта на ML метода е показано на Фигура 5.  

Както може да се види от фигурата, повечето цианобактериални видове/щамове 

принадлежащи към различни родове са групирани в различни клади, подкрепени с 

високи bootstrap стойности. Пет щама на Crocosphaera watsonii са групирани в кладата 

Crocosphaera watsonii Clade (Фигура 5, потъмнено), която е подкрепена с bootstrap 

стойност от 99%. Тази клада е показана отделно на Фигура 6А. Другите по-големи 

клади са Microcystis aeruginosa Clade и Prochlorococcus marinus Clade (Фигура 5, 

потъмнено). Първата клада е подкрепена също с 99% bootstrap стойност и съдържа 9 

щама Microcystis aeruginosa (Фигура 6В). Втората клада включва 11 щама 

Prochlorococcus marinus (66% bootstrap стойност) (Фигура 6С). Разликата между 

щамовете, групирани във всяка една от двете клади е, че те са изолирани от различни 

географски райони. Един от щамовете на Prochlorococcus marinus (MIT 9313) е 

позициониран в друга група заедно с един щам Synechococcus sp. (RS9916) и 3 други 

щама Prochlorococcus (MIT 0701, MIT 0701, MIT 0701). Тази топология е подкрепена 

съответно от 53% и 99% bootstrap стойности (Фигура 5). Важно е да се отбележи, че 

всички щамове Synechococcus са групирани заедно в една клада (54% bootstrap 

стойност). Тази клада включва също и един щам от Prochlorococcus marinus (MIT 9303), 

въпреки че bootstrap стойността не е значима. 

Другите цианобактериални видове/щамове (с малко изключения) са също 

групирани според тяхната таксономична принадлежност към съответния род. Например 

Stanieria (99% bootstrap), Leptolyngbya (98% bootstrap), Fischerella (99% bootstrap), 

Calothrix (99% bootstrap), Pseudanabaena (96% bootstrap), Arhrospira (96% bootstrap). 

Четири щама Cyanothece са групирани в две отделни клади с bootstrap стойност от 99% 

и 78%. Видовете от тези две клади имат различно географско разпространение. 

Някои от цианобактериалните видове, които принадлежат към различни родове 

са групирани заедно. Тази топология се поддържа от висока bootstrap стойност (99%): 

Microcoleus vaginatus FGP-2 и Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112, Nostoc sp. PCC 7107 и 

Tolypothrix sp. PCC 760, Cylindrospermopsis raciborskii CS-505 и Raphidiopsis brookii D9, 

Anabaena variabilis ATCC 29413 и Nostoc sp. NIES-3756. Възможно е някои от тези 

щамове да са погрешно идентифицирани на базата на тяхната морфология.  

За Cylindrospermopsis raciborskii CS-505 и Raphidiopsis brookii D9 е доказано, че 

тези два вида имат различна морфология, различно географско разпространение 

(Австралия и Бразилия), произвеждат различни цианотоксини, но имат много подобни 

геноми и образуват монофилетична група (Stucken et al., 2010). Обяснението е, че 

техните геноми са много малки (3.9 Mb за Cylindrospermopsis raciborskii CS-505 и 3.2 

Mb за Raphidiopsis brookii D9) в сравнение с други нишковидни видове и вероятно 

способността на Raphidiopsis brookii D9 да формира същински хетероцисти е вторично 

загубена заедно със способността за N2-фиксация (Stucken et al., 2010).  
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Използвайки neighbor-joining (NJ) метода за филогенетичен анализ, базиран на 

същите ОМЕР секвенции, се получиха сходни резултати. Сходни са и филогенетичните 

дървета, получени чрез методите minimum evolution (ME) и maximum parsimony (MP).  
 

 

Фигура 5. Филогенетичен анализ, проведен на базата на OMEP аминокиселинни 

секвенции чрез прилагането на метода Maximum-Likelihood (ML) и еволюционния 

модел GTR+I+G. Числата показват bootstrap поддръжката (> 50%) от 1000 повторения. 

За рутиране на дървото като външна група е използвана OMEP секвенцията за 

Pseudomonas аeruginosa. Номерата за достъп в GenBank са дадени преди името на вида. 

Анализът включва 83 аминокиселинни секвенции. 
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Фигура 6. Експортирани поддървета от основното филогенетично дърво, получено 

чрез Maximum-Likelihood (ML) анализ на базата на OMEP аминокиселинни секвенции 

(Фигура 4). (A) - Crocosphaera watsonii clade; (B) - Microcystis aeruginosa clade; (C) - 

Prochlorococcus marinus. 

 

 

Тъй като секвенцията за 16S рРНК е най-често използвания молекулярен маркер 

за изясняване на цианобактетриалната филогения и таксономична класификация на 

щамове с неизяснен статус, ние конструирахме филогенетични дървета, базирани на 

16S рРНК секвенции, получени от същите цианобактериални геноми, използвани за 

ОМЕР филогенетичните анализи прилагайки същите методи.  

На Фигура 7 е показано ML филогенетичното дърво базирано на 16S рРНК 

секвенции за анализираните цианобактериални видове/щамове. Тъй като 

филогенетичните дървета, получени при прилагане на другите методи (ME, MP, NJ) 

показват подобно групиране, те не са представени. Подобно на дърветата, получени на 

базата на ОМЕР секвенции, представителите на родовете Synechococcus и 

Prochlorococcus формират големи сестрински клади, но с много ниски bootstrap 

стойности (Фигура 7). За разлика от филогенетичните дървета, генерирани от ОМЕР 

секвенциите, тук кладите Microcystis aeruginosa и Crocosphaera watsonii не са 

позиционирани в отделни клонове (Фигура 7). Те са смесени с други цианобактериални 

видове. 

Другите клади включват различни цианобактериални видове с ниски стойности 

на статистическа подкрепа. Сравнявайки двете филогенетични реконструкции на база 

ОМЕР с филогенетичното дърво, генерирано на база 16S е ясно, че ОМЕР е по-

подходящ маркер за изясняване на филогенетичните връзки при цианобактериите на 

родово и видово ниво, отколкото консервативните 16S рРНК генни секвенции. 
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Фигура 7. Maximum-Likelihood (ML) филогенетично дърво конструирано на базата на 

16S rRNA генни секвенции. Дървото е генерирано чрез прилагане на еволюционния 

модел GTR+I+G. Анализът включва 83 нуклеотидни секвенции за същите 

видове/щамове както на Фигура 5. 
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5.3. Приложение на светлинно-инхибиран протеин (Light-Repressed Protein, 

LRP) като нов молекулярно-генетичен маркер 

Светлинно-инхибираният протеин (Light-Repressed Protein, LRP) е известен още 

като RaiA (Ribosome-associated inhibitor A), протеин Y (PY), YfiA или SpotY. Този 

протеин е слабо проучен и на този етап за него се знае, че функцията му е свързана с 

реакциите на стрес от ниски температури при цианобактериите. Свързва се с голямата 

рибозомна субчастица и блокира процеса на транслация като взаимодейства с 

аминоацил-тРНК свързващ участък (А-участък) на рибозомата (Agafonov and Spirin, 

2004; Fujisawa et al., 2010; Tan et al., 1994). Счита се, че по този начин протеина 

съдейства за намаляване на грешките при транслация (Agafonov and Spirin, 2004). 

Структурно, LRP наподобява на двойно-верижен РНК-свързващ участък (dsRBD). 

Филогенетичното дърво генерирано на база LRP секвенции с помощта на ML 

метода показва групиране на цианобактериалните щамове в шест основни клади 

(Фигура 8).  

 

Фигура 8. Филогенетичен анализ, проведен на базата на LRP аминокиселинни 

секвенции чрез прилагането на метода Maximum-Likelihood (ML) и еволюционния 

модел GTR+I+G. Числата показват bootstrap поддръжката от 1000 повторения. За 

рутиране на дървото е използвана LRP секвенцията за Streptomyces leeuwenhoekii. 

Номерата за достъп в GenBank са дадени преди името на вида. Анализът включва 35 

аминокиселинни секвенции. 
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Клада 1 (Clade 1) обединява щамове Microcystis с основен представител 

Microcystis aeruginosa и се поддържа от 98% bootstrap стойност. Два щама Cyanothece 

оформят Клада 2 (Clade 2). Това позициониране има висока статистическа подкрепа от 

99%. В Клада 3, поддържана от 99% bootstrap стойност се групират щамове 

Synechocystis. Клада 4 (Clade 4) и Клада 5 (Clade 5), обединяващи съответно щамове 

Synechococcus и щамове Prochlorococcus са сестрински групи. Тази топология, 

поддържана от 94% bootstrap стойност е резонна, предвид принадлежността на род 

Synechococcus и род Prochlorococcus към разред Synechococcales. Клада 6 (Clade 6) 

включва представители на род Lyngbya и род Arthrospira, и двата отнасящи се към 

разред Oscillatoriales. Статистическата поддръжка на това позициониране е 72% за 

кладата и 99% за щамовете Arthrospira. Сравнително ниската поддръжка на кладата 

вероятно отразява принадлежността на двата рода към различни семейства.  

Филогенетичното дърво получено с помощта на NJ метода показва много сходна 

топология с ML дървото. Единствената по-съществена разлика е оформянето на още 

една клада (Clade 7), в която се групират Thermosynechococcus elongatus, Tolypothrix sp. 

и Nostoc sp. Статистическата поддръжка на кладата е 79%, а тази между Tolypothrix sp. 

и Nostoc sp. - 99%, което би могло да означава или голямо сходство в секвенциите, или 

неправилна идинтификация на щамовете. При филогенетичната реконструкция на база 

LRP секвенциите впечетление прави монофилетичността и изчистената топология на 

всички щамове в рамките на кладата, както и ясното отдиференциране на кладите, 

съставени предимно от представители на определен род от отдел Cyanobacteria. Това ни 

дава онование да предложим LRP като подходящ молекулярно-генетичен маркер както 

за родово, така и за подродово ниво. 

Близки са и филогенетичните реконструкции, получени на база LRP секвенциите 

чрез прилагане на другите два филогенетични методи за анализ – minimum evolution 

(ME) и maximum parsimony (MP). 

При филогенетичната реконструкция на база 16S рРНК генни секвенции 

(Фигура 9) на същите представители, използвани за генериране на LRP дърветата и при 

използване на ML метода, впечетление прави групирането на щамове от род 

Prochlorococcus заедно с щамове от род Synechococcus със статистическа поддръжка от 

97%. Представителите на род Cyanothece (разред Oscillatoriales) пък се групират заедно 

с щамове Microcystis aeruginosa.  

От друга страна, щамовете Microcystis aeruginosa, които при използване на LRP 

секвенциите се групират в ясна монофилетична клада (Фигура 8), в 16S рРНК 

филогенетичното дърво са позиционирани в няколко различни клади (Фигура 9). При 

това сравнение се налага изводът, че позиционирането на цианопрокариотните щамове 

е по-ясно и изчистено при използване на LRP като филогенетичен маркер отколкото 

16S рРНК. 

5.4. Приложение на протеина цианопорин като нов молекулярно-генетичен 

маркер 

Порините при Грам-негативните бактерии са изградени от 3 субединици 

(хомотримерни), като всяка субединица има молекулна маса от 30 - 40 kDa. За разлика 

от тях, цианобактериалните порини (цианопорини) са по-големи и са изградени само от 

една мономерна единица с молекулна маса 50–70 kDa. 

Цианопорините се характеризират със силно консервативен N-краен участък, 

изграден от 120 аминокиселини, известен като SLH (surface layer homolog). С помощта 

на консервативния SLH участък, тези протеини се свързват с пептидогликаните или 

други полимери на вторичната клетъчна стена, като по този начин стабилизират 

клетъчната стена. Предполага се, че функцията на цианопорините е да осигуряват 
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транспорта на малки молекули и захари от околната среда към интрацелуларното 

пространство. Най-добре са характеризирани цианопорините от генома на Synechocystis 

sp. strain PCC 6803 – SomA и SomB (Nakamura et al., 1998; Huang et al., 2004). 

 

 

Фигура 9. Maximum-Likelihood (ML) филогенетично дърво конструирано на базата на 

16S rRNA генни секвенции. Дървото е генерирано чрез прилагане на еволюционния 

модел GTR+I+G. Анализът включва 35 нуклеотидни секвенции за същите 

видове/щамове както на Фигура 8. 

 

 

Проведените филогенетични анализи на базата на наличните аминокиселинни 

секвенции в базите данни за цианопорин, показаха липса на ясно отдиференцирани 

клади и смесване на представители от различни родове и разреди в общи клади.  

На Фигура 10 е представено филогенетичното дърво, генерирано на база на 

аминокиселинни секвенции за цианопорин чрез метода Maximum-Likelihood (ML). От 

дървото се вижда, че представители на един и същи род се отнасят към различни клади, 

както и че представители на различни цианобактериални родове се поддържат с високи 

bootstrap стойности – например Leptolyngbya и Stanieria (92%), Cyanobacterium и 

Stanieria (99%), Anabaena и Calothrix (84%). Сходни са и дърветата, генерирани от 

другите методи за филогенетични анализи – ME, MP и NJ (данните не са представени). 
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Фигура 10. Филогенетичен анализ, проведен на базата на аминокиселинни секвенции 

за цианопорин чрез прилагането на метода Maximum-Likelihood (ML) и 

еволюционния модел GTR+I+G. Числата показват bootstrap поддръжката от 1000 

повторения. За рутиране на дървото е използвана секвенцията на порин за Pseudomonas 

aeruginosa. Номерата за достъп в GenBank са дадени преди името на вида. Анализът 

включва 22 аминокиселинни секвенции. 

 

 

5.5. Практическо валидиране на новопредложените молекулярно-генетични 

маркери чрез използване на цианобактериални щамове от PACC 

За да се тества приложимостта на селектираните нови молекулярно-генетични 

маркери бяха направени специфични PCR праймери за амплификация на генните 

участъци, кодиращи OMEP и LRP. 

За целта беше изолирана ДНК от няколко цианопрокариотни щама, 

принадлежащи към различни родове на отдела. Използваните цианобактериални 

щамове са от водорасловата колекцията на Пловдивски университет (PACC). При 

условията, описани в раздел „Материали и методи“, бяха амплифицирани изследваните 

участъци. Проведена бе гел-електрофореза с цел визуализиране на PCR-продукта. 

Резултатите са показани на Фигура 11. От фигурата се вижда, че маркерите работят и 

могат успешно да се използват за подобни анализи. Дължината на амплифицирания 

участък за OMEP е около 1200-1600 bp и варира според родовата принадлежност, а за 

LRP около 500-600 bp, което съответства на теоретично очакваното.  

Някои от PCR-продуктите бяха изолирани от гела и изпратени за секвениране. 

При директно секвениране на PCR-продукт бе получена LRP секвенцията на Nostoc 

linkia PACC 5085. Получената секвенция беше добавена към филогенетичния анализ, за 

да се провери таксономичната позиция на щама. От Фигура 12 се вижда, че Nostoc 

linkia PACC 5085 се позиционира извън оформените клади поради принадлежността му 

към род Nostoc, който род не е представен в дървото с други щамове заради липса на 

такива секвенции в базите данни. 
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Фигура 11. Амплифицирани PCR-продукти и визуализирани с етидиев бромид в 1.5% 

агарозен гел.  

Първи ред – ОМЕР PCR-продукт: М – маркер, 1 – Phormidesmis molle PACC 8140, 2 – 

Tolypothrix tenuis PACC 5497, 3 – Phormidium uncinatum PACC 8693, 4 – Phormidium 

autumnale PACC 5527, 5 – Anabaena bornetiana PACC 8775, 6 – Nostoc linckia PACC 

5085, 7 – Pseudanabaena galeata PACC 5411, 8 – Nostoc punctiforme PACC 8646, 9 – 

Phormidium autumnale PACC 5527.  

Втори ред – LRP PCR-продукт: М – маркер, 1 – Leptolyngbya nostocorum PACC 5476, 

2 – Nostoc punctiforme PACC 8646, 3 – Nostoc linckia PACC 5085, 4 – Pseudanabaena 

galeata PACC 5411, 5 – Synechocystis parvula PACC 8627, 6 – Phormidesmis molle PACC 

5088. 

 

 

За провеждането на по-задълбочени филогенетични анализи на базата на 

новопредложените маркери е необходимо да има достатъчен брой секвенции за тези 

протеини (FMEP и LRP) в базите данни. За съжаление, на този етап такива секвенции 

могат да бъдат взети само за цианопрокариотните щамове, чиито геноми са напълно 

секвенирани. Другата възможност е в бъдеще да се секвенират специфично тези 

участъци от генома, както се прави за останалите маркери, които се използват за 

филогенетични анализи. 

 

5.6. Приложение на 5S рРНК и нейната вторична структура за 

филогенетични анализи на цианопрокариотни представители  

Всички еукариотни и прокариотни рибозоми са изградени от рибозомални 

рибонуклеинови киселини и рибозомални протеини (Ban et al., 2000). Бактериалните 

рибозоми (70S), в това число и на цианобактериите, се състоят от голяма и малка 

рибозомнa субединица. Малката рибозомна субединица (30S) е изградена от 16S рРНК 

(1542 нуклеотида) и 21 рибозомални протеина. Голямата рибозомна субединица (50S) 

съдържа 34 различни протеини (L1-L34), 23S рРНК (2904 нуклеотида) и 5S рРНК (Ban 

et al., 1999; Clemons et al., 1999). 5S рРНК има дължина от около 120 нуклеотида и 

молекулно тегло от около 40000 Da и е структурен и функционален елемент на 

голямата рибозомна субединица. Тя е високо консервативна. В прокариотните 

рибозоми, 5S рРНК се свързва към няколко рибозомални протеина – L5, L18 и L25.  
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При прокариотите, тя се синтезира като част от единичен дълъг транскипт 

заедно с 16S и 23S рибозомните РНК-и и взаимодейства с рибозомалните протеини 

(Barciszewska et al., 2001). През годините, проучванията свързани с 5S рРНК се 

фокусират върху анализите на секвенции и тяхното приложение за решаване на 

проблеми от молекулярната еволюция. Размерът и разпространението на 5S рРНК, 

позволяват лесно секвениране, което я прави идеален кандидат за филогенетичен 

маркер. Това води до бързото акумулиране на голям брой секвенции от различни 

организми, принадлежащи към различни таксономични групи. Въпреки многото 

години проучвания, много малко се знае в детайли за структурата и функциите на 5S 

рРНК.  

 

Фигура 12. Филогенетичен анализ на базата на LRP аминокиселинни секвенции чрез 

прилагането на метода Maximum-Likelihood (ML) и еволюционния модел GTR+I+G. 

Видът от PACC (Nostoc linckia), чиято LRP-секвенция беше получена чрез директно 

секвениране е представен с потъмнен шрифт във филогенетичното дърво. Числата 

показват bootstrap поддръжката от 1000 повторения. За рутиране на дървото е 

използвана LRP секвенцията за Streptomyces leeuwenhoekii. Номерата за достъп в 

GenBank са дадени преди името на вида. 
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Досега, генът за 5S рРНК не е използван за филогенетични анализи на 

цианобактерии. С цел да установим възможността за използване на 5S рРНК като 

допълнителен молекулярен маркер за филогенетични анализи на цианобактерии, ние 

конструирахме филогенетични дървета за 96 цианобактериални щама. Тези 

филогенетични реконструкции са на база 5S рРНК и 16S рРНК секвенции, извлечени от 

наличните цели геномни цианобактериални секвенции чрез използване на maximum-

likelihood (ML)и  neighbor-joining (NJ) алгоритми. 

Тъй като ML и NJ филогенетичните дървета са много сходни, тук са представени 

само ML дърветата. Фигура 13 показва рутираното ML дърво конструирано на базата 

на генни секвенции за 5S рРНК. Както може да се види от фигурата, 

цианобактериалните щамове са групирани в 10 по-големи клади. Клада 1 (обозначена 

като клада  Prochlorococcus/Synechococcus) включва 13 щама Prochlorococcus и 6 щама 

Synechococcus. В дървото те са представени по този начин за да се опрости и да се 

намалят показаните щамове на фигурата, тъй като тази клада се състои само от няколко 

щама Prochlorococcus marinus и Synechococcus с висока bootstrap стойност от 59%.  

Други основни клади (клада 2 и клада 10 ) са съставени от различни 

цианобактериални родове - Microcystis, Cyanothece, Synechocystis, Cyanobacterium, 

Leptolyngbya, Spirulina, Stanieria и др., които принадлежат към различни разреди 

(Chroococcales, Oscillatoriales, Synechococcales, Pleurocapsales). 

В тези клади само няколко щама се поддържат от високи bootstrap стойности. 

Тук се включват два щама Microcystis aeruginosa, два щама Cyanothece и 5 щама 

Synechocystis PCC 6803, представени на Фигура 13 като клада Synechocystis PCC 6803. 

Представителите на Oscillatoriales са групирани в 2 отделни клади (Клада 3 и Клада 7).  

Клада 4 включва щамове, които принадлежат към разред Nostocales. Щамовете 

Synechococcales са групирани в Клада 5 и Клада 6 смесени с някои Nostocales. 

Останалите малки клади (Клади 8 и 9) включват различни цианобактерии, които може 

би се нуждаят от ревизия. 

За сравнение, Фигура 14 показва рутирано ML дърво, направено на базата на 16S 

рРНК секвенции за същите цианобактериални щамове, като във Фигура 13. 16S рРНК е 

приета като водещ маркер в таксономията на прокариотите на ниво род и надрод. Това 

е причината да сравним филогенетичните реконструкции на база 5S рРНК и 16S рРНК. 

Между тези две дървета има подобие, но те не са еднакви (Фигура 13, Фигура 14). 

Сходството се свързва с клади Prochlorococcus/Synechococcus (99% bootstrap стойност) 

и Synechocystis PCC 6803 (100% bootstrap стойност), които включват подщамове на тези 

цианобактерии, както и за Nostocales (Клада 4), които са групирани в отделна клада, 

поддържана от bootstrap стойност 74% (Фигура 14).  

Някои от другите цианобактериални видове са групирани в по-малки отделни 

клади, представляващи разредите Oscillatoriales, Synechococcales или Chroococcales 

(Фигура 14), но не както се групират във филогенетичното дърво на база 5S рРНК 

(Фигура 13).  

Сравнявайки топологията на 5S рРНК и 16S рРНК дърветата, може да се види, 

че кладите в 5S рРНК дървото са групирани много по-добре от тези в 16S рРНК 

дървото. Трябва да се отбележи, че в 16S рРНК дървото различните цианобактериални 

щамове, които принадлежат към различни разреди (Synechococcales, Oscillatoriales, 

Chroococcales) са групирани в една клада с bootstrap стойност 99% (Фигура 14, 

стрелка).  
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gi|218244892:2481330-2481447 Cyanothece sp. PCC 8801

gi|257057919:2483376-2483493 Cyanothece sp. PCC 8802

gi|284928601:117-233 Candidatus Atelocyanobacteriumthalassa

gi|667665922:96201-96318 Cyanobacterium endosymbiont of Epithemia turgida isolate EtSB

gi|307149945:1624689-1624806 Cyanothece sp. PCC 7822

gi|434396591:447963-448080 Stanieria cyanosphaera PCC 7437

gi|428768415:252679-252795 Cyanobacterium aponinum PCC 10605

gi|482909120:1245765-1245881 Geminocystis herdmanii PCC 6308

Synechocystis PCC 6803 clade

gi|554634310:2728253-2728368 Gloeobacter kilaueensis JS1

gi|428303693:3226845-3226963 Crinalium epipsammum PCC 9333

gi|428308377:30559-30676_Microcoleus_sp._PCC_7113

gi|86604733:1106587-1106704 Synechococcus sp. JA-3-3Ab

gi|748156187:5056820-5056937 Lyngbya confervoides BDU141951

gi|158333233:1405559-1405675Acaryochloris marina MBIC11017

gi|482909604:1905510-1905626 Synechococcus sp. PCC 7336

gi|428216284:1758602-1758718 Pseudanabaena sp. PCC 7367

gi|428220140:1846558-1846674 Synechococcus sp. PCC 7502

gi|113473942:6712130-6712246 Trichodesmium erythraeum IMS101

gi|890654500:757623-757739Arthrospira sp. PCC 8005

gb|CM002803.1|:31475-31590 Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8

gi|37519569:1567799-1567915 Gloeobacter violaceus PCC 7421

gi|428774686:178773-178889 Halothece sp. PCC 7418

gi|485067310:50334-50451 Oscillatoria formosa PCC 6407

gi|484104632:2081488-2081605 Oscillatoria sp. PCC 10802

gb|CP006270.1|:1246265-1246381 Synechococcus sp. KORDI-49

gi|33864539:1870758-1870874 Synechococcus sp. WH 8102

gi|752804855:2533210-2533326 Synechococcus sp. KORDI-100

gi|427701340:1580364-1580480 Cyanobium gracile PCC 6307

gi|482909171:1448751-1448867 Nodosilinea nodulosa PCC 7104

gi|56750010:1047190-1047307 Synechococcus elongatus PCC 6301

gi|440679730:1317342-1317459Anabaena cylindrica PCC 7122

gi|414075311:952426-952543Anabaena sp. 90 chromosome chANA01

gi|434384225:891240-891357 Chamaesiphon minutus PCC 6605

gi|427727289:2134310-2134427 Nostoc sp. PCC 7524

gi|22297544:2330963-2331083 Thermosynechococcus elongatus BP-1

gi|571026788:1633999-1634115 Thermosynechococcus sp. NK55

gi|411121062:457893-458009 Oscillatoriales cyanobacterium JSC-12

gi|81298811:573572-573689 Synechococcus elongatus PCC 7942

gi|749200542:608885-609002 Synechococcus sp. UTEX2973

gi|220905643:537916-538032 Cyanothece sp. PCC 7425

gi|428223461:240927-241043 Geitlerinema sp. PCC 7407

gi|427711179:189367-189483 Synechococcus sp. PCC 6312

gi|451991795|ref|NR 075347.1|Anabaena variabilis ATCC 29413

gi|17227497:2382094-2382211 Nostoc sp. PCC 7120

gi|427705465:206720-206837 Nostoc sp. PCC 7107

gi|485099237|ref|NR 102628.1| Rivularia sp. PCC 7116

gi|428296779:1876996-1877113 Calothrix sp. PCC 6303

gi|427715354:1918358-1918475 Calothrix sp. PCC 7507

gi|298489614:835624-835741 Nostoc azollae 0708

gi|434402184:284451-284568 Cylindrospermum stagnale PCC 7417

gi|451992015|ref|NR 075567.1| Nostoc punctiforme PCC 73102

gi|428778395:891218-891334 Dactylococcopsis salina PCC 8305

gi|428315182:571572-571689 Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112

gi|428200461:444864-444980 Pleurocapsa sp. PCC 7327

gi|86607503:1452489-1452605 Synechococcus sp. JA-2-3Ba(2-13)

gi|428210537:2201352-2201469 Oscillatoria acuminata PCC 6304

gi|652398801:667369-667485 Planktothrix mougeotii NIVA-CYA405

gi|652391755:218068-218184 Planktothrix rubescens NIVA-CYA407

gi|209522626:47995-48111Arthrospira maxima CS-328 ctg9

gi|423061881:1298013-1298129Arthrospira platensis C1

gi|479126419:2630885-2631001Arthrospira platensis NIES-39

gi|428205073:5564632-5564749 Chroococcidiopsis thermalis PCC 7203

gi|434390831:4792920-4793037 Gloeocapsa sp. PCC 7428

gi|482909235:603-720 Spirulina subsalsa PCC 9445

gi|749298705:1160142-1160259 Synechocystis sp. PCC 6714

gi|485099249|ref|NR 102640.1| Cyanobacterium stanieri PCC 7202

gi|427722021:1679428-1679545 Leptolyngbya sp. PCC 7376

gi|170076636:1466236-1466353 Synechococcus sp. PCC 7002

gi|172034917:3955679-3955796 Cyanothece sp. ATCC 51142

gi|218437013:1333615-1333732 Cyanothece sp. PCC 7424

gi|166362741:1890590-1890707 Microcystis aeruginosa NIES-843

gi|817701460:4807-4924 Microcystis aeruginosa NIES-2549

Prochlorococcus/Synechococcus clade

gi|507148446Escherichia coli str. K-12
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Фигура 13. Филогенетичен анализ на базата на 5S рРНК генни секвенции проведен 

чрез метода Maximum-Likelihood (ML). Филогенетичното дърво е генерирано чрез 

прилагане на еволюционния модел GTR+I+G. Числата показват статистическата 

bootstrap подръжка (> 50%) от 1000 повторения. За рутиране на дървото е използвана 

5S рРНК секвенция на Escherichia coli K-12. Номерата за достъп в GenBank са дадени 

преди името на всеки щам. В анализът са включени 96 нуклеотидни секвенции. 
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gi|444303892| Microcystis aeruginosa NIES-843

gi|817701460:24-1512 Microcystis aeruginosa NIES-2549

gi|749298705:1155232-1156722 Synechocystis sp. PCC 6714

gi|444303889| Synechocystis sp. PCC 6803

gi|3242112| Cyanothece sp. PCC 7424

gi|14625363| Pleurocapsa PCC7327

gi|444303894| Cyanothece sp. ATCC 51142

gi|12656369| Cyanothece sp. PCC 8801

gi|485099059| Leptolyngbya sp. PCC 7376

gi|3242319| Synechococcus sp. PCC 7002

gi|485099070| Microcoleus sp. PCC 7113

gi|336245563| Trichodesmium erythraeum IMS101

gi|145279697| Oscillatoria sp. PCC 6407

gi|23978201| Oscillatoria sp. PCC 7112

gi|88792645| Arthrospira platensis NIES-39

gi|15028802| Arthrospira sp. PCC8005

gi|485099063| Gloeocapsa sp. PCC 7428

gi|485099067| Chroococcidiopsis thermalis PCC 7203

gi|485099068| Dactylococcopsis salina PCC 8305

gi|12656368| Halothece sp. PCC 7418

gi|485099064| Crinalium epipsammum PCC 9333

gi|302032135| Oscillatoriales cyanobacterium JSC-12

gi|485099046| Cyanobacterium aponinum strain PCC 10605

gi|485099053| Cyanobacterium stanieri PCC 7202

gi|482909120:1974045-1975520 Geminocystis herdmanii PCC 6308

gb|CM002803.1|:1570077-1571542 Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8

gi|664803841| Calothrix sp. PCC 6303

gi|485099062|Chamaesiphon minutus strain PCC 6605

gi|118025275| Calothrix sp. PCC 7507

gi|118025274| Rivularia sp. PCC 7116

gi|444303895| Nostoc punctiforme PCC 73102

gi|6522632| Anabaena sp. 90

gi|485099060| Anabaena cylindrica strain PCC7122

gi|444303837| Nostoc azollae 0708

gi|485099065| Cylindrospermum stagnale PCC 7417

gi|60100906| Anabaena variabilis ATCC 29413

gi|671389936| Nostoc sp. PCC 7120

gi|444303983| Acaryochloris marina MBIC11017

gi|758939973| Nodosilinea nodulosa PCC 7104

gi|482909235:3866777-3868222 Spirulina subsalsa PCC 9445

gi|485099071| Stanieria cyanosphaera PCC 7437

gi|485099051| Geitlerinema sp. PCC 7407

gi|5771435| Synechococcus elongatus PCC 7942

gi|749200542:603937-605218 Synechococcus sp. UTEX2973

gi|444303887| Synechococcus elongatus PCC 6301

Prochlorococcus/Synechococcus clade

gi|485099066| Oscillatoria acuminata PCC 6304

gi|22023609| Synechococcus sp. PCC 6312

gi|444303905| Thermosynechococcus elongatus BP-1

gi|14625374| Pseudanabaena PCC7367

gi|22023608| Synechococcus sp. PCC 7502

gi|22023606| Synechococcus sp. PCC 7336

gi|444303860| Gloeobacter violaceus PCC 7421

gi|659364859| Gloeobacter kilaueensis JS1

gb|AY884052.1| Synechococcus sp. JA-3-3Ab

gi|86607503:1447564-1449029 Synechococcus sp. JA-2-3Ba(2-13)

gi|220905643| Cyanothece sp. PCC 7425

gi|752804855:2537120-2538497 Synechococcus sp. KORDI-100

gi|33864539:2081767-2083045 Synechococcus sp. WH 8102

gi|748156187:5060361-5061390 Lyngbya confervoides BDU141951

gi|571026788:1638228-1639718 Thermosynechococcus sp. NK55

gi|484104632:2085309-2086768 Oscillatoria sp. PCC 10802

gi|284928601:3520-4963 Candidatus Atelocyanobacterium thalassa isolate ALOHA

gi|257057919:2486885-2488330 Cyanothece sp. PCC 8802

gi|667665922:99783-101170 Cyanobacterium endosymbiont of Epithemia turgida isolate EtSB

gi|423061881:1247753-1249203 Arthrospira platensis C1

gi|652391755:709676-711055 Planktothrix rubescens NIVA-CYA 407

gi|427705465:546652-548090 Nostoc sp. PCC 7107

gi|427727289:2137917-2139354 Nostoc sp. PCC 7524

Synechocystis PCC 6803 clade

gi|507147997| Escherichia coli str. K-12
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Фигура 14. Филогенетичен анализ на базата на 16S рРНК генни секвенции проведен 

чрез метода Maximum-Likelihood (ML). Филогенетичното дърво е генерирано чрез 

прилагане на еволюционния модел GTR+I+G. Числата показват статистическата 

bootstrap подръжка (> 50%) от 1000 повторения. За рутиране на дървото е използвана 

5S рРНК секвенция на Escherichia coli K-12. Номерата за достъп в GenBank са дадени 

преди името на всеки щам. В анализът са включени 96 нуклеотидни секвенции. 
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Допълнително бяха анализирани вторичните структури на използваните 5S 

рРНК. На Фигура 15 са показани 5S вторичните структури на цианобактериални 

щамове от основните клади, които са характерни за дадените групи. По-голямата част 

от 5S РНК структурите, генерирани със софтуера съдържат 155 нуклеотиди (Фигура 

15). Анализирайки няколко вторични структури от щамове Prochlorococcus (Клада 1, 

Фигура 13) ние установихме, че позиция U20 (loop A), двойките A31-U84 и U32-A83 (helix 

II), U60 (loop C) и двойката U101-A122 (helix IV) са специфични за род Prochlorococcus 

(Фигура 15А), като повечето от тях (с изключение на двойката A31-U84) са споделени с 

род Synechococcus (Клада 1 и Клада 6, Фигура 13). Също така, в допълнение на тези 

специфични особености, род Synechococcus има специфична позиция A112  в loop D 

(Фигура 15Е). Родовете Microcystis (Фигура 15В, Клада 2, Фигура 13) и Synechocystis 

(Фигура 15G, Клада 10, Фигура 13) имат общи специфични нуклеотиди в loop А (U23), 

helix II (двойките U31-A84 и A33-U82) и helix IV (U104-A119). Щамовете Synechocystis имат 

една по-специфична позиция (C63) в loop С (Фигура 15G). Въпреки, че Arthrospira 

platensis (Клада 3, Фигура 13) и Oscillatoria formosa (Клада 7, Фигура 13) са групирани 

в две различни клади (Фигура 13), те се отнасят към Oscillatoriales и имат подобни 

вторични структури за 5S РНК (Фигура 15С и Фигура 15F). Техните общи специфични 

позиции са A44, A71 (в helix III) и двойката A96-A127 (в helix V).  
 

 

Фигура 15. Предполагаеми вторични структури на 5S рРНК-и. (А)Prochlorococcus 

marinus, (B) Microcystis aeruginosa, (C) Arthrospira platensis, (D) Nostoc punctiforme, (E) 

Synechococcus sp. WH 8102, (F) Oscillatoria formosa PCC 6407, (G) Synechocystis sp. PCC 

6803 и (H) Cyanothece sp. PCC 8801. 

 

 



29 

 

Позициите C112 и A113 в loop D са специфични само за род Oscillatoria (Фигура 

15F). Цианобактериите от род Nostoc (Клада 4, Фигура 13) са имат специфични позиции 

A71 и G72 (Фигура 13D), докато щамовете Cyanothece (Клада 10, Фигура 13) имат 

специфични нуклеотиди в loop B (C37), helix III (C71 и A72) и helix IV (двойката U105-

A118) (Фигура 15H). 

Тези данни показват, че специфичните позиции във вторичните структури на 5S 

РНК може да бъдат използвани като допълнителни маркери за разграничаване на 

цианобактериални щамове на родово и надродово ниво. 

 

6. Дискусия 

В настоящето изследване, ние направихме филогенетични анализи на базата на 

16S рРНК гена и cpcB-IGS-cpcA региона на фикоцианиновия оперон на някои 

нишковидни цианобактерии със спорна таксономия. Тези анализи бяха проведени с цел 

проучване на приложимостта на cpcB-IGS-cpcA като молекулярно-генетичен маркер за 

родово и подродово детерминиране на проблемни таксони. Правилното определяне на 

отделни видове изисква генетични, морфологични и екологични връзки. Нашите 

филогенетични анализи подкрепят таксономичното разделяне на род Nodosilinea от 

полифилетичния род Leptolyngbya (Perkerson et al., 2011). Изследваните щамове 

Nodosilinea винаги формират тясно свързани генетични групи, подкрепени с висока 

bootstrap стойност. На базата на морфологични и ултраструктурни характеристики 

Lyngbya bijugata (= P. bijugatum) беше прехвърлен в род Nodosilinea (Nodosilinea 

bijugata) въпреки, че изследвания щам е различен от другите щамове Nodosilinea по 

отношение на 16S-23S генните секвенции и вторичната структура (Perkerson et al., 

2011). Въз основа на 16S рРНК секвенции, бе потвърдено, че този вид принадлежи към 

род Nodosilinea.  

В групата Nodosilinea се позиционират някои щамове Leptolyngbya (изолирани 

от Италия и Португалия), включително L. margaretheana, L. mycoidea и L. halophila 

(Фигура 1). Perkerson и колеги предполагат, че L. margaretheana също трябва да бъде 

отнесен към Nodosilinea (Perkerson et al., 2011). Към тези видове в групата се 

позиционират още L. antarctica и L. saxicola. Всички щамове Leptolyngbya, групирани в 

кладата Nodosilinea споделят 98% подобие по отношение на гена за 16S рРНК. Може би 

в бъдеще, тези видове ще бъдат класифицирани като видове Nodosilinea. 

Проведените филогенетични анализи потвърдиха монофилетичността на групата 

Wilmottia, което е в съответствие с други изследвания (Strunecky et al., 2011). Всички 

щамове Wilmottia/Phormidium murrayi се групират в една клада със статистическа 

поддръжка от 100% (Clade 1, Фигури 1 и 3). Strunecky et al. отбелязват, че Phormidium 

papyraceum е морфологично подобен на Wilmottia murrayi и може да бъде генетично 

идентичен с Wilmottia (Strunecky et al., 2011). Филогенетичните анализи показаха, че 

този вид е включен в групата на Phormidium заедно с няколко щама Phormidium 

autumnale и Phormidium uncinatum (Фигури 1 и 3). Заключението от тази филогения, е 

че Phormidium papyraceum не принадлежи към род Wilmottia.  

Род Phormidesmis беше отделен от род Phormidium на базата на комбинирани 

молекулярни (16S рРНК генни секвенции) и фенотипни анализи на тропически видове 

Phormidium molle (Turicchia et al., 2009). За съжаление, използваната 16S рРНК 

секвенция на типовия вид включен във филогенетичните анализи, проведени от 

авторите не е налична в публичните бази данни. В проведените от нас филогенетични 

анализи бяха включени всички налични 16S рРНК генни секвенции от щамове 

означени като Phormidesmis и в допълнение 16S рРНК секвенция от нашия щам, 

идентифициран като Phormidium molle. Резултатите показват, че щамовете 
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Phormidesmis и някои щамове Phormidium priestleyi формират отделна клада, различна 

от типичните видове Phormidium, но без висока bootstrap стойност (Фигури 1 и 3). От 

друга страна, тези щамове Phormidesmis се групират в сестринска клада до Leptolyngbya 

(Фигура 1). Тази топология се поддържа от 96% bootstrap стойност.  

Въпреки, че няколко щама Phormidium priestleyi се групират заедно с 

Phormidesmis, нашите филогенетични анализи показват, че други щамове на 

Phormidium priestleyi са смесени с Phormidium и Nodosilinea. Освен щамовете 

Phormidium priestleyi, на базата на морфологични белези няколко щама Phormidium 

също са отнесени към род Phormidesmis, включително Phormidium macedonicum Čhado 

1959 (Komárek et al., 2009). За този вид е дадено, че по морфологини белези е сходен на 

Wilmottia murrayi (Strunecky et al., 2011).  

Във всички проведени филогенетични анализи, нашият щам Phormidesmis molle 

(=Phormidium molle) се групира отделно от щамове Phormidium или Phormidesmis. От 

друга страна, морфологичният анализ показа, че този щам има всички морфологични 

характеристики (според описанието на Komárek and Anagnostidis, 2005) да бъде 

класифициран като Phormidium molle. Съгласно тези данни, Phormidium molle трябва да 

бъде определен като криптичен вид (Komárek, 2006; Komarek, 2010; Johansen & 

Casamatta, 2005). Странно е, че когато се сравни неговата 16S рРНК секвенция с всички 

налични секвенции в GenBank, анализът показва 98% подобие с Tolypothrix sp. 

(Nostocales). От друга страна, секвенцията за cpcB-IGS-cpcA има 85% подобие с 

фикоцианиновия оперон на Tolypothrix sp. и 100% подобие с щамовете на  Phormidium. 

autumnale. Тъй като не се наблюдават фалшиви разклонения и хетероцисти (характерни 

за Nostocales), възможно обяснение на този феномен е хоризонтален обмен на 

генетична информация (Rudi et al., 1998). Тъй като на този етап броят на наличните 16S 

рРНК секвенции за щамове Phormidesmis е ограничен и техните генетични връзки са 

все още неясни, според нас е твърде рано да се отделят в отделен род (Phormidesmis) на 

базата на морфологични и ултраструктурни белези, които могат да варират в 

зависимост от факторите на средата. 

В търсенето на нови маркери, ние проверихме приложимостта на три клетъчни 

протеина (ОМЕР, LRP и цианопорин) като молекулярни маркери за анализиране на 

еволюционните връзки и таксономична класификация на цианобактериите. 

Сравнявайки филогенетични дървета, базирани на ОМЕР и LRP амино киселинни 

секвенции, и 16S рДНК нуклеотидни секвенции чрез четири филогенетични методи 

(ME, MP, ML и NJ) за различни цианобактериални вида/щама, доказахме, че ОМЕР и 

LRP могат да бъдат полезни молекулярни маркер за изясняване на цианобактериалната 

филогения и за таксономична идентификация на цианобактериални родове и видове. 

Анализите показаха, че протеина цианопорин не е подходящ за изследване на 

родствените взаимоотношения между цианобактериални представители или за тяхната 

таксономична класификация. 

Въпреки, че понастоящем 16S рДНК е основния ген, който се използва в 

прокариотната систематика, той представлява само една малка част от 

цианобактериалната филогения и много често различни организми, имащи много 

подобни или дори идентични 16S рДНК секвенции, могат да имат много повече 

разлики в останалата част на генома (Kampfer and Glaeser, 2012; Swingley et al., 2008). С 

увеличаване на броя на напълно секвенираните цианобактериални геноми, все по-често 

за филогенетични анализи се използва метода на конкатенация (обединяване на 

секвенциите за няколко гена/протеина). Наскоро бяха конструирани няколко 

филогенетични дървета на базата на обединени секвенции за няколко консервативни 

протеини (Gupta and Mathews, 2010; Howard-Azzeh et al., 2014; Shih et al., 2013). По този 

начин бяха определени специфични маркерни протеини за повечето големи 
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цианобактериални клади (Gupta and Mathews, 2010). За съжаление, по-голямата част от 

тези маркерни протеини са с неизвестни функции. Освен това, метода на конкатенация 

може да доведе до “свръхинтерпретация” на филогенетичното диференциране на 

близкородствени видове и следователно до статистическо противоречие (Kampfer and 

Glaeser, 2012). По този начин, използването на подбраните гени/протеини трябва да 

бъдат доказвани за всеки нов изследван таксон, тъй като някои от цианобактериалните 

видове може да не съдържат тези гени/протеини. Ето защо, за определянето на 

филогенетичните връзки и таксономичната класификация на близкородствени 

организми на родово и видово ниво за предпочитане е използването на индивидуалния 

подход, базиран на един специфичен протеин или на няколко протеина, а не метода на 

конкатенация. В настоящия дисертационен труд, ние доказахме, че ОМЕР и LRP са 

много полезни маркери за такива анализи. 

Нашите анализи показват, че ОМЕР и LRP са подходящи маркери за новата 

филогенетично-базирана система за таксономия и класификация на цианобактерии на 

родово и видово ниво, защото топологията на филогенетичните дървета представя 

монофилетични таксони с относително малко на брой видове и високи bootstrap 

стойности. Не е за пренебрегване и факта, че всички цианобактерии притежават тези 

протеини.  

В допълнение на клетъчните протеини OMEP и LRP, нашите анализи ясно 

демонстрират, че 5S рРНК също може да бъде използвана като допълнителен 

молекулярно-генетичен маркер за изясняване на филогенетични връзки в рамките на 

отдел Cyanobacteria. От представените филогенетични дървета за 5S рРНК и 16S рРНК 

(Фигури 13 и 14) се вижда, че близкородствени цианобактериални щамове от един 

род/вид, например Microcystis aeruginosa, Synechocystis sp., Synechococcus sp. или 

Arthrospira sp винаги се групират заедно подкрепени с високи bootstrap стойности. По-

доброто групиране на близкородствени щамове при използване на 5S рРНК в сравнение 

с 16S рРНК и факта, че във филогенетичното дърво (построено на база 16S рРНК) в 

една клада (Фигура 14, стрелка) се групират представители от различни разреди 

(Synechococcales, Oscillatoriales, Chroococcales) с висока статистическа подкрепа (99%), 

поставя въпроса дали новата класификация предложена от Komárek et al. (2014) е 

уместна. Ако вземем предвид по-старата класификация на цианобактериите (преди 

ревизията направена от Komárek et al., 2014), повечето от тези видове се отнасят към 

разред Chroococcales.  

Въпреки демонстрираното приложение на 5S рРНК като добър молекулярно-

генетичен маркер за цианопрокариотите, неговото практическо използване на този етап 

е все още ограничено поради факта, че много трудно могат да се направят универсални 

праймери за амплификация на този участък, които да са приложими за всички 

цианопрокариоти. Затова ние го предлагаме като допълнителен молекулярен маркер за 

филогенетични анализи на цианобактерии с напълно секвенирани геноми.  

Проблемът с повечето налични цианобактериални геноми е, че много от 

секвенираните щамове не са идентифицирани до видово ниво и те са подбрани 

случайно на базата на различни критерии (икономическо значение, достъпни като 

култура/изолати, роля за околната среда и т.н.). За правилната класификация и 

систематика на цианобактериите, от съществено значение е да бъдат секвенирани 

геномите на типовите видове за отделните родове, които могат да бъдат използвани 

като референтни секвенции при полифазната таксономия. За съжаление, в днешно 

време малко геномни проекти са базирани и фокусирани върху този подход. С 

увеличаване броя на напълно секвенираните геноми за типови цианобактериални 

видове, проблемите с тяхната таксономична позиция и еволюционни връзки ще бъдат 

решени. 
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7. ИЗВОДИ 

Въз основа на обобщение на резултатите от проведените изследвания могат да 

се направят следните по-важни изводи: 

  

1. Проведените филогенетични анализи на базата на 16S рДНК секвенции 

потвърждават, че отделянето на род Nodosilinea от полифилетичния род 

Leptolyngbya и род Wilmottia от полифилетичния род Phormidium е уместно. 

2. Филогенетичните реконструкции, направени на база на срсB-IGS-срсA локуса на 

фикоцианиновия оперон и генния участък за 16S рРНК потвърждават 

принадлежността на вида Leptolyngbya bijugata (=Phormidium bijugatum) към 

новоотделения род Nodosilinea (Nodosilinea bijugata). 

3. Настоящето изследване показва, че въпреки морфологичното сходство на 

Phormidium papyraceum с Wilmottia murrayi, тези видове значително се 

различават в генетично отношение и следователно на този етап Phormidium 

papyraceum трябва да запази своята принадлежност към род Phormidium.  

4. Позиционирането на Phormidesmis molle (=Phormidium molle) в отделен клон без 

родствена връзка с другите щамове Phormidesmis и Phormidium priestley доказва, 

че този вид трябва да остане към род Phormidium. 

5. Външният мембранен ефлукс протеин (ОМЕР) е подходящ нов молекулярно-

генетичен маркер за изясняване на филогенетичните връзки при 

цианобактериите на родово и видово ниво. 

6. Светлинно-инхибираният протеин (LRP) също е подходящ молекулярно-

генетичен маркер за филогенетични анализи и таксономия при 

цианопрокариотите както за родово, така и за подродово ниво. 

7. Цианопоринът не е подходящ маркер за филогенетични анализи и таксономия на 

цианопрокариотни представители. 

8. Генът за 5S рРНК може да бъде използван като допълнителен молекулярен 

маркер за филогенетични анализи на цианобактерии с напълно секвенирани 

геноми.  

9. Специфичните позиции във вторичните структури на 5S РНК може да бъдат 

използвани като допълнителни маркери за разграничаване на цианобактериални 

щамове на родово и надродово ниво. 
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Приноси на дисертационния труд 

Оригинални научни приноси 
 

 За първи път са проведени филогенетични анализи при цианопрокариоти на 

базата на външния мембранен ефлукс протеин (ОМЕР) и се демонстрира, че 

този протеин може да се използва като нов молекулярно-генетичен маркер за 

изясняване на филогенетичните връзки при цианобактериите на родово и видово 

ниво.  

 За първи път са проведени филогенетични анализи при цианопрокариоти на 

базата на светлинно-инхибираният протеин (LRP) и този протеин също се 

предлага като нов подходящ молекулярно-генетичен маркер за полифазна 

таксономия на цианобактериите на родово и подродово ниво.  

 За първи път се използва генът за 5S рРНК като маркер за филогенетични 

анализи при цианопрокариоти и се доказва неговото приложение като 

допълнителен молекулярен маркер за полифазна таксономия на цианобактерии с 

напълно секвенирани геноми.  

 За първи път е установено, че специфичните позиции във вторичните 

структури на 5S РНК могат да бъдат използвани като допълнителни маркери 

за разграничаване на цианобактериални щамове на родово и надродово ниво. 

 

Научни приноси с потвърдителен характер 
 

 Проведените изследвания потвърждават, че отделянето на род Nodosilinea и род 

Wilmottia от полифилетичните родове Leptolyngbya и Phormidium е коректно. 

 Проведените филогенетични изследвания на база на срсB-IGS-срсA локуса на 

фикоцианиновия оперон и генния участък за 16S рРНК потвърждават 

принадлежността на вида Leptolyngbya bijugata (=Phormidium bijugatum) към 

новоотделения род Nodosilinea (Nodosilinea bijugata). 

 Потвърдена е самостоятелността на вида Phormidium papyraceum, като се 

доказва, че в генетично отношение той се различава от Wilmottia murrayi 

въпреки морфологичното сходство на двата вида. 
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 Филогенетичните анализи потвърждават принадлежността на Phormidesmis 

molle PACC 8140 (= Phormidium molle PACC 8140) към род  Phormidium.  

 

Научно-приложни приноси 
 

 Направено е практическо валидиране на ОМЕР и LRP като работещи 

молекулярно-генетични маркери, които могат да се използват за 

филогенетични анализи и полифазна таксономия при цианобактерии.  

 Предложено е използването на специфични позиции във вторичните 

структури на 5S РНК като допълнителни маркери за разграничаване на 

цианобактериални щамове на родово и надродово ниво. 
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