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The aim of this study was to design and optimize new PCR primers for detection of potential
cyanobacterial producers of cytotoxic lipopeptides puwainaphycins and minutissamides in
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on preliminary data. The first set of samples consisted of cyanobacterial soil biofilms from
sheep pastures affected by Alveld illness in Norway. The other one contained samples of
planktic cyanobacaterial blooms from Protected Landscape Area Ttebon and its vicinity.
Three different approaches were used for evaluation of the presence of cyanobacterial
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puwainaphycins/minutissamides was proven at both tested localities.
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Uvod

Vyskyt sinic (cyanobakterii) je v dnesni dob¢ stale vice sledovan. Jednim z diivodu je
tvorba vodniho kvétu v eutrofnich vodach, k cemuz vyrazné pfispiva antropogenni ¢innost
(Sivonen, 2009). Dalsim dtvodem jejich celosvétového zkoumani je produkce sekundarnich
metaboliti, které kromé pozitivnich u¢inku (Luesch et al. 2001) vykazuji i toxikologicky

vyznamné u¢inky (Codd et al. 2005).

Monitoringem a detekci sinicovych potencialng toxickych latek (cyanotoxint) v Ceské
republice, konkrétné puwainaphycint a minutissamida (PUW/MIN), se zabyva i piedlozena
diplomova prace. Jde o cyklické lipopeptidy, které svymi cytotoxickymi ucinky plisobi proti
eukaryotnim bunkam in vitro (Hrouzek et al. 2012). Za producenty cyanotoxinit PUW/MIN
byly diive povazovany pouze terestrické sinice (pudni typy), nicméné jejich vyskyt byl
zaznamenan i v planktonnich vzorcich stojatych vod v Ceské republice (Zapomélova
et al. 2009). Ptitomnost sinicovych sekundarnich metabolitti jako jsou zminéné PUW/MIN ve

vodach mize mit do budoucna pro ¢lovéka negativni dopad.

Kromé vyskytu v Ceské republice byla jejich pfitomnost zaznamenana i v uréitych
oblastech v Norsku, kde se dlouhodobé vyskytuje onemocnéni Alveld, smrtelné postihujici
ovce. Jednd se o toxické poskozeni jater, které se projevuje zvySenou fotosenzitivitou
(Mysterud et al. 2016). Ptic¢iny onemocnéni Alveld nejsou doposud objasnény, podle studie
(Radostits a Done, 2007) vsak existuje mozna spojitost mezi projevy onemocnéni
a bioaktivitou sinicovych metabolit. Proto je diplomova prace z ¢asti vénovana monitoringu

a detekci PUW/MIN v jedné z postizenych norskych oblasti.



1 Sinice

Tvofi skupinu gram-negativnich, prokaryotnich mikroskopickych organismi. Patii
mezi jedny z nejstarSich organismu nasi planety (Blank a Sanchez-Baracaldo, 2010). Jsou
schopny oxygenni fotosyntézy, diky které se vyznamné podilely na vzniku kyslikaté atmosféry
(Schirrmeister et al. 2015). Nékteré z nich také maji schopnost fixovat dusik a podilet se tak
na jeho kolob&hu v zivotnim prostiedi (Sivonen, 2009). Vzhledem k dlouhodobé evoluci je
jejich vyskyt minimalné limitovéan, tudiz je lze zpozorovat v Sirokém rozmezi stanovist

(Percival a Williams, 2014).

1.1 Vyskyt sinic

Vzhledem ke své schopnosti adaptovat se, jsou sinice schopny obyvat biotopy
s vysokou salinitou, vysokou nebo nizkou teplotou, mista s vy$si slunecni radiaci nebo
stiidavé vysychajici stanovisté (Whitton a Potts, 2000). Tyto schopnosti dokumentuje jejich
vyskyt v poustich (Lacap-Bugler et al. 2017, Whitton 2012), v symbioze napf. s rostlinami
a houbami, nebo v nérostech na skalach pii moiském pobiezi (Vondraskova et al. 2017). Ve
vodnim prostiedi se vyskytuji v brakickych, motskych i sladkych vodach, kde je 1ze najit
U vodni hladiny, volné rozptylené nebo ptisedlé k sedimentu ¢i jinym substratim (Metcalf
et al. 2018). Ve vodnim prostiedi jsou spolecné s fasami hlavnimi producenty vodniho kvétu
(Sivonen, 2009). Zajimavé je, ze jak v extrémnim prostiedi, tak i v symbiotickych konsorciich
si sinice udrzuji svou schopnost produkce toxickych sekundarnich metaboliti (Cirés

et al. 2017, Kaasalainen et al. 2012).

1.2 Toxicita sinic

Toxicita je charakterizovana jako souhrn neptiznivych u¢ink cizorodych latek, které
poskozuji organismus (Rihova Ambrozova, 2003). Sinice obecné produkuji §iroké spektrum
takovych latek. Jsou to latky, které sinice pro svilij bazalni metabolismus nutné nepotiebuji,
ale pfedpoklada se, ze jim poskytuji kompeti¢ni vyhodu. S vysokou diverzitou podminek
Vv prostiedi souvisi i Siroké spektrum produkovanych sekundarnich metaboliti tj. alkaloidd,
terpenoidi, polyketidi, heterocyklickych sloucenin a peptidd (Kultschar et al. 2018).
Produkované cyanotoxiny ptfedstavuji nebezpeci pro zdravi lidi a cely ekosystém. Alarmujici
je jejich celosvétové rozsifeni ve vodnich zdrojich, slouZzicich jako zasobarny pitné vody
(Leflaive a Ten-Hage 2007). V povrchovych vodach, spole¢né s fasami, dochazi k jejich

akumulaci za vzniku vodniho kvétu, coz negativné ovliviiuje kvalitu pitné vody (Takser
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etal. 2016). Podle biologického ucinku Ize cyanotoxiny rozdélit na: hepatotoxiny,

neurotoxiny, cytotoxiny, drazdivé a gastrointestinalni toxiny (Codd et al. 2005).

1.2.1 Hepatotoxiny

Jsou to latky, které svym u¢inkem postihuji jatra. Mezi hepatotoxiny fadime predevsim

microcystiny a nodulariny.

1.2.1.1 Microcystiny

Microcystiny jsou cyklické peptidy (Obr. 1), produkované planktonnimi sinicemi rodu
Microcystis, Planktothrix, nékterymi zastupci rodu Anabaena (Dolichospermum). Také jsou
produkovany bentickymi sinicemi rodu Oscillatoria a Phormidium, které se vyskytuji na dné
vodnich téles. Z terestrickych sinic sem patii rody Nostoc a Hapalosiphon, které obyvaji vlhka
mista v suchozemském prostiedi (Dittmann et al. 2013). Z klinického hlediska jsou v ur€itych
davkach zdravi nebezpecné. Jejich toxicita spociva v inhibici proteinové fosfatazy 1 a 2A,
¢imz dochazi k naruseni bunéénych pochodt napi. fosforylace proteind, déleni bun¢k a k
apoptoze (Takser et al. 2016). Klinickymi projevy toxického ptisobeni microcystini jsou
podrazdéni kize, zvraceni, hemoragie a v kone¢né fazi i selhani jater a poskozeni centralni
nervove soustavy. Mimo zminénych toxickych ucinkt jsou i silnym tumorovym promotorem,

tudiz neni vyloucené ani rakovinné bujeni po vyssim toxickém poskozeni (Gupta, 2015).
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Obr. 1: Obecna struktura microcystind (pievzato z Fontanillo a Kéhn, 2018).

1.2.1.2 Nodulariny

Stejné jako microcystiny jsou i nodulariny cyklické peptidy (Obr. 2), které jsou
strukturou mirné odlisné. Jsou nejcasteji produkovany sinicemi rodu Nodularia, konkrétné
druhem Nodularia spumigena (Humbert, 2015). Podobné jako microcystiny, i nodulariny

inhibuji proteinovou fosfatazu (Ardoz et al. 2010).


https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Nodularia_spumigena&action=edit&redlink=1
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Obr. 2: Obecna struktura nodularint (pievzato z Fontanillo a Kéhn, 2018).

Celosvétove patii microcystiny a nodulariny mezi nejcastéji se vyskytujici
cyanotoxiny ve vodach s vodnim kvétem. Zpusobem, kterym se nejcastéji dostava cloveék do
kontaktu se zminénymi cyanotoxiny, je kontaminovand voda. V Brazilii v roce 1996 zemielo
76 lidi na nasledky intoxikace hepatotoxiny v pribéhu hemodialyzy, které u pacientti vyvolaly
akutni selhani jater (Azevedo et al. 2002). Udava se, ze toxicka davka byla 19,5krat vyssi, nez
je norma pro bezpecné piti doporuc¢ena svétovou zdravotnickou organizaci WHO (Carmichael
et al. 2001).

1.2.2 Neurotoxiny

Neurotoxiny jsou obecné latky, které negativné ovlivituji ¢innost nervové soustavy.
V ptirodé¢ jsou takové latky produkovany i sinicemi. Sinicové neurotoxiny, které se objevuji

ve sladkych vodach, jsou zejména anatoxin-a, anatoxin-a(s) a saxitoxiny.

1.2.2.1 Anatoxin-a a homoanatoxin-a

Prvni cyanotoxin, ktery byl zafazen do skupiny neurotoxind, byl anatoxin-a (ATX-a)
(Obr. 3). Je produkovan ptevazné sinicemi rodu Anabaena (=Dolichospermum), dale pak rody
Planktothrix, Microcystis, Aphanizomenon, Cuspidothrix, Cylindrospermum, Oscillatoria
a Phormidium (Humbert, 2015). Poprvé byl vyizolovan ze sinice Dolichospermum flos-aquae.
Jde o latku, kterd dokdZe napodobit neurotransmitér acetylcholin (ACh), diky kterému za
normalnich podminek dochazi k pfenosu vzruchu v centrdlni i periferni nervové soustavé.
Toxicita ATX-a spoiva v navazani na stejny cholinergni receptor na postsynaptické
membrané€ nervové buiiky, jako je typické pro ACh. Ve chvili, kdy je za normalnich podminek
ACh zreceptoru hydrolyzovan zpét, dochazi k ukonceni nervového signalu. Ovsem
v ptitomnosti ATX- a K ukonceni signalu nedochazi, tudiz trvala aktivace mize pfejit az ve

stav ohrozujici zivot (Osswald et al. 2013).



Methylovanym homologem ATX-a je homoanatoxin-a (Obr. 3). Poprvé byl
vyizolovan ze sinice Oscillatoria formosa (=Kamptonema formosum). Ma stejny toxicky
ucinek jako ATX-a. K intoxikaci ATX-a’/homoanatoxinem-a doslo napi. v Kanad¢, Francii

a ve Skotsku, kde s nimi piisla do kontaktu zvifata pii pobiezi fek a jezer (Araoz et al. 2010).
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Obr. 3: Struktura neurotoxickych alkaloidt anatoxinu-a a homoanatoxinu-a (pfevzato z Araoz
et al. 2010).

1.2.2.2 Anatoxin-a(s)

Anatoxin-a(s) je fosforylovany cyklicky N-hydroxyguanin (Obr. 4), produkovany
sinicemi rodu Dolichospermum, Aphanizomenon, Lyngbya, a Sphaerospermopsis. Strukturou
se od ATX-a odliSuje, nicméné byl vyizolovan ze stejné sinice Dolichospermum flos-aquae
a vykazoval stejné toxické uc€inky. Jeho toxicita spocivd v inhibici U€inku
acetylcholinesterazy, ktera tak neni schopna degradovat ACh. Nasledkem je neustalé aktivace
cholinergniho receptoru na postsynaptické membrang, ktera mize vést stejné jako u ATX-a
ke smrti (Zegura et al. 2011). Umrti zvifat po intoxikaci anatoxinem-a(s) byla hlasena

napt. v Kanadé nebo Dansku (Araoz et al. 2010).
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Obr. 4: Struktura anatoxinu a(s) (pievzato z Zegura et al. 2011).



1.2.2.3 Saxitoxiny

Saxitoxiny tvoii skupinu karbamatovych alkaloida (Obr. 5). Jejich derivaty obsahujici
jeden nebo dva sulfaty se nazyvaji gonyautoxiny nebo C-toxiny (Zegura et al. 2011). Pivodng
byl izolovan z obrnének. Pti konzumaci motskych zivocichu infikovanych saxitoxiny dochazi
v piimotskych statech k otravé lidi ozna¢ované jako “’paralytic shellfish poisoning” (Patocka,
2004). Pritomnost STX je potvrzena i ve sladkych vodach, kde je produkovan sinicemi rodu
Dolichospermum, Cylindrospermopsis, Aphanizomenom aj. (Araoz et al. 2010). Toxicita STX
spo¢iva v blokovani nervového pienosu navazanim na vné&jsi iontové Na® kanaly. Dochazi

k progresivni paralyze dychacich svalii a ndslednému uduseni. Je zndm4 i blokace Ca?* a K*

iontfl v srde¢ni svaloving, coz vede k arytmii srdce (Zegura et al. 2011).

Obr. 5: Struktura saxitoxinu (pfevzato z Zegura et al. 2011).

1.2.3 Drazdivé a gastrointestinalni toxiny

Do této skupiny cyanotoxint patii napt. lyngbyatoxin (Obr. 6) a aplysiatoxin, které se
vyskytuji v motfskych vodach. V momenté, kdy je €lov€k vystaven témto cyanotoxinim
napf. kontaminovanou stravou, dochézi k t€Zkym dermatitiddm a zanétim gastrointestinalni
dutiny, coz se projevi zvracenim. Hlavnim producentem téchto cyanotoxint je Lyngbya

majuscula (, Merel et al. 2013).

Obr. 6: Struktura lyngbyatoxinu A (pfevzato z Berry, 2008).



1.2.4 Cytotoxiny

Cytototoxiny jsou obecné latky, které zptsobuji nekrézu bunék. Ze sinicovych

cytotoxini jsou nejznamé;jsi cylindrospermopsiny.

1.2.4.1 Cylindrospermopsiny

Podobné¢ jako u vétSiny cyanotoxinti, jsou i cylindrospermopsiny jednou z moznych
hrozeb pro vetejné zdravi. Strukturou se jedna o guanidinové alkaloidy (Obr. 7). Tyto
sekundarni metabolity, produkované n¢kolika druhy sinic, nejcastéji vSak Cylindrospermopsis
raciborskii, dokazi v Zivo¢isnych bunkach inhibovat funkci cytochromu P450 nebo inhibovat
syntézu proteind, ¢imz ve vysledku dochazi k nekroze bunék (Davis et al. 2014). Podle mista
pusobeni jsou postizeny napt. ledviny, jatra, slezina aj. organy. Jednim z dalSich nezddoucich
biologickych ucinkii cylindrospermopsint je genotoxicita, jsou tedy schopné narusit bunky az

na trovni DNA (Codd et al. 2005).

Obr. 7: Struktura cylindrospermopsinu (pievzato z Zegura et al. 2011).

1.3 Dalsi bioaktivni sekundarni metabolity sinic

Kromé vySe zminéné zasadni tlohy v globalnim kolob¢hu prvki a priméarni produkei
je pro sinice charakteristicka produkce rozsahlé palety bioaktivnich chemickych latek. Mnohé
Znich jsou vzhledem ke svym specifickym ucinkim testovany pro budouci vyuziti
v zemédélstvi jako insekticidy nebo herbicidy (Rastogi a Sinha, 2009). Sirokého spektra
produkovanych sekundarnich metabolitd je vyuZivano i jako zdroje novych potencialnich
léciv ve farmakologickém primyslu. Jde ptedevS§im o latky antibakteridlni, fungicidni,
Antifungalni aktivita byla objevena napf. u sinice Tolypothrix tjipananensis. Tato sinice
produkuje karbazoly (tjapazoly), které dokazi potlacit Ustni ¢i genitdlni houbové infekce,

zpusobené kvasinkami Candida albicans (Bonjouklian et al. 1991). Antiparazitarni



I protinadorové ucinky byly potvrzeny naptiklad u sinic rodu Calothrix, které diky svym
pentacyklickym metabolitim dokazi in vitro inhibovat rist Plasmodium falciparum
arakovinnych HeLa bun¢k (Rickards et al. 1999). Cesta od bioaktivniho ucinku in vitro
k zavedeni do klinické praxe je vSak velmi slozita a nakladna. V soucasnosti jedinou latkou
vyvinutou na zaklad¢ sekundarniho metabolitu sinic, kterd je uzivana v medicing, je
monomethyl auristatin E (MMAE) odvozeny od dolastatinu z motskych sinic Symploca
a Lyngbya (Luesch et al. 2001). Ve form¢ konjugatu s protilatkou je vyuzivan pii 1é¢bé
nekterych typa rakoviny (Younes et al. 2012). Svoji pozornost si sinice ziskaly také jako
mozny zdroj biopaliv, a to diky schopnosti rychlého rlstu, nenaro¢nosti na okolni podminky,
pestré produkci uziteCnych metabolitll a relativné malému genomu, ktery je tak dostupné;jsi
genetickému inZenyrstvi (Rajneesh et al. 2017). Krom¢ zminénych u¢inkl se i mezi méné
znamymi nebo zcela novymi sinicovymi sekundarnimi metabolity vyskytuji toxické latky
(cyanotoxiny), které mohou u clovéka vyvolat napt. zvraceni, kozni drazdivost, nervové
poskozeni nebo jaterni onemocnéni. Vysoka mira toxicity muze zpusobit i smrt (Dittmann

etal. 2013).

Patrné nejvyznamnéjsi skupinou bioaktivnich sekundarnich metabolitt sinic jsou latky
odvozené od oligopeptidii (Dittmann et al. 2015). Cést z nich je syntetizovéna klasicky
prostfednictvim ribozomu (Sivonen et al. 2010), nicméné vétSinou se tvoii za pomoci dvou
specialnich enzymatickych komplexii tj. neribozomalnich peptidovych syntetaz (on-ribosomal
peptide synthetases - NRPS) a polyketid-syntaz (polyketide synthases - PKS). Variabilitu
produkovanych metaboliti je$t€¢ zvySuje jejich kombinace do hybridnich komplext
NRPS/PKS. Kombinaci NRPS/PKS vznikaji napt. cyklické lipopeptidy, které jsou hlavnim

predmétem mé diplomové prace.

2 Lipopeptidy

Jedna se o ptirodni latky, které diky svému slozeni maji amfipaticky charakter. Jsou to
nizkomolekularni oligopeptidy, k jejichz peptidovému jadru je pfipojen jeden nebo vice
lipidovych konci. Dle chemického slozeni vykazuji riiznou bioaktivitu (Hamley, 2015). Jsou
produkovany napft. bakteriemi nebo houbami. Lipopeptidy, produkované sinicemi, jsou ve
véde predmétem zkoumani jiz n€kolik desetileti, a stejn¢ jako ostatni lipopeptidy vykazuji

zajimavou bioaktivitu (Swain et al. 2017).



2.1. Bioaktivita lipopeptidi

Lipopeptidy, zejména bakterialni, maji velké uplatnéni v mediciné vzhledem ke svym
antiparazitarnim u¢inktim (Rajneesh et al. 2017). Biosyntéza lipopeptidil predstavuje slozitou
masinérii n¢kolika enzymatickych komplext, kde se ¢innosti jednotlivych domén vytvari
lipopeptidy s obrovskou variabilni strukturou. OdliSnosti ve strukturach lipopeptidi pak

odpovidaji jejich riznorodym ucinkim (Mares et al. 2019).

2.2 Biosyntéza cyklickych lipopeptidi

Pro biosyntézu bakteridlnich lipopeptidi je charakteristické, Ze neprobihd na
ribozomech, tudiz cely mechanismus probiha s pomoci enzymatickych komplexti, vélenénych
do membran téchto mikroorganismu. Jejich produkce je zavisla na aktivaci volné mastné
kyseliny spomoci FAAL (fatty acyl-AMP ligase) a nasledné na spolupraci dvou
enzymatickych komplexa tj. hybridni NRPS/PKS. Cinnost komplexu NRPS/PKS dopliiuji
tzv. tailoring domains”, jejichz ucinkem dochazi k finalnim modifikacim vznikajicich

lipopeptida.
2.2.1 FAAL

U cyklickych lipopeptidi jako jsou puwainaphyciny a minutissamidy dochazi
K propojeni lipidového konce s peptidovym jadrem prostiednictvim FAAL domény (fatty
acyl-AMP ligase). Biosyntéza lipopeptidu za¢ina v momenté, kdy FAAL rozpozna a aktivuje
volnou mastnou kyselinu a pteda ji na prvni thiola¢ni doménu komplexu PKS/NRPS (Mares§
et al. 2019).

2.2.2 NRPS

NRPS je enzymaticky komplex, jehoZ specifickd ¢innost je zodpovédna za tvorbu
strukturné 1 funkéné riznorodych peptidi. Cely mechanismus lze rozdélit do nékolika
funk¢nich modult viz (Obr. 8). Jak je z obrazku patrné, v kazdé modulové ¢asti dochazi
k zaclenéni nového monomeru. Obrovska variabilita vyslednych produktu je zalozena na
zpracovani az 500 riznych monomerti, mezi které patii napt. proteinogenni 1 neproteinogenni

aminokyseliny, hydroxykyseliny, nebo mastné kyseliny (Bloudoff a Schmeing, 2017).



Pro funkci celého enzymatického komplexu je dilezitd pfitomnost tfech hlavnich
domén tj. adenylacni - A, kondenzacéni - C a thiolacni — T nebo také PCP (peptidyl-carrier
protein), které jsou soucasti kazdého modulu (Obr. 8). Dopliujici ¢tvrtou doménou posledniho

modulu je thioesterazova doména (TE) (Strieker et al. 2010).

Module 1 Module 2 Module 3 Module n
[ Initiation | Elongation | Modification | Termination |

Hoj/:—’oj/ )\:s j/ g
2 oj, oj, e

HNT Ry HN™ "R NH;
Ry 0
NH;

2:0
et

Obr. 8: Schéma mechanismu NRPS (ptevzato z Strieker et al. 2010).

K obrovské variabilit¢ vyslednych produktii jesté ptrispiva moznost modifikaci béhem
syntetického procesu. Tyto modifikace jsou zprostiedkovany tzv. tailoring domains. Radime
mezi n€ oxidacni (Ox), aminotransferazovou (AmT), methyltrasferdzovou (MT), epimerizaéni

(E) nebo cyklazovou (Cy) doménu (Hur et al. 2012).

Adenyla¢ni doména (A)

Predstavuje nejdilezitéjsi cast celé biosyntézy. Z obrazku (Obr. 8) je patrna jeji funkce
pfi rozpoznavani nové aminokyseliny a jeji aktivaci pomoci AMP (adenylace). Nasledné
dochdzi k navazdni AK a ostatnich meziproduktii na fosfopanteteinové raménko, které je

soucasti thiolacni domény (Gulick, 2009).

Thiola¢ni doména (PCP)

Thiola¢ni doména je oznacovana jako PCP (peptidyl carrier protein). Jeji nezbytnou
slozkou je fosfopanteteinové raménko, na které je pomoci thiolové vazby upevnén vznikajici
intermediat. Toto ohebné raménko umoziuje piesun intermediatu mezi jednotlivymi
katalytickymi misty syntazy. V PCP doméné také obvykle dochazi k interakci intermediatu

s “tailoring domains*®.
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Kondenzac¢ni doména (C)

Po vSech nezbytnych modifikacich béhem syntetického procesu dochazi k vytvoreni
peptidové vazby mezi dosavadnim meziproduktem a novym monomerem, coz zajistuje

kondenza¢ni doména. (Martinez-Nufiez a Lopez, 2016).

Thioesterazova doména (TE)

Predstavuje cilovy krok pro dokonceni syntézy peptidového jadra cyklickych
lipopeptidl,, nebot’ v kone¢né fazi uvoliiuje vysledny produkt z komplexu a mulze téz

katalyzovat makrocyklizaci produktu (Hur et al. 2012).

2.2.3 PKS

Enzymaticky komplex PKS je tvofen nékolika doménami (Obr. 9), uspofadanymi do
moduld (Ridley et al. 2008). Zodpovidaji za vybér, sparovani a zpracovani intermediatu.
V kazdém modulu je nezbytna ptitomnost tfech domén: acyltrasferdzové (AT), thiolacni (téz
acyl-carrier protein — ACP) a B-keto-acyl syntazy (KS) (Cheng et al. 2009). Aktivitou vSech
zminénych domén dochdzi mezi ACP a vznikajicim intermedidtem k dekarboxylacni
Claisenov¢ kondenzaci za vzniku B-ketoacyl-S-ACP intermediatu (Cheng et al. 2003). Ptitom
AT doména katalyzuje navazani monomeru (v naSem piipadé obvykle malonyl-CoA) na ACP,
vznikajici intermediat je pfedan z ACP ptfedchoziho modulu na KS doménu, ktera katalyzuje
kondenzac¢ni reakci s novym monomerem. Obecny mechanismus je tedy obdobny NRPS. Po
Claisenové kondenzaci se mohou uplatiiovat jesté doplitujici domény které jsou zodpoveédné
za znacnou strukturni variabilitu polyketidovych latek. Patii sem ketoreduktaza, dehydrataza,
enoylreduktdza, mooxygenaza, methyltrasferaza, glykosyltrasferaza, heterocykldza aj. (Ridley

et al. 2008). Jejich pisobenim dochazi ke zménam na f-keto skupiné (Cheng et al. 2003).

loadi dul Herminalmodule (module n)g
e modules n-x

.| | | [ 3
S
|

L “HO

N
.
'- >

b B

Obr. 9: Mechanismus PKS (Pfevzato z Kust, 2019).
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V nésledujici ¢asti zamérné oddélim sinicové lipopeptidy od ostatnich bakteridlnich

lipopeptidt, ¢imz bych chtéla zdlraznit jejich podstatnou roli v Zivotnim prostiedi.

2.3 Bakterialni lipopeptidy

Duvodem, proc¢ bakterie produkuji Siroké spektrum lipopeptidd, je napt. jejich obrana,
regulace plazivého ristu a vytvareni biofilmu. S novymi studiemi se vyzkum zaméiil na
nékteré konkrétni vlastnosti produkovanych lipopeptidli, zejména jejich bioaktivitu
s potencialnim vyuzitim v praxi (Reder-Christ et al. 2012). Doposud nejvice prostudovany

byly lipopeptidy produkované dvéma rody bakterii, Bacillus a Pseudomonas (Hamley, 2015).

Mezi lipopeptidy rodu Pseudomonas, které vykazuji antibakteridlni ucinky patii
viscosin, amphisin, tolaasin a syringomycin. VSechny 4 produkované latky se vzajemné
odlisuji ve struktufe peptidového jadra i délce lipidového fetézce (Hamley, 2015). Obecné
potlacuji gram-pozitivni bakterie, mezi které patii napi. Bacillus megaterium, Staphylococcus
aureus nebo Mycobacterium tuberculosis (Reder-Christ et al. 2012). Jejich antimikrobialni
ucinky zapficinuje, tak jako u vétSiny bioaktivnich lipopeptidil, schopnost permeabilizovat

membranu bun¢k (Geudens e at. 2017).

Ve 40. letech 20. stoleti byla poprvé rozpoznéna antimikrobidlni aktivita u lipopeptidu
polymyxinu (Stansly a Schlosser, 1947), ktery byl produkovan bakterii Paenibacillus (dfive
Bacillus) polymyxa (Satlin a Jenkins, 2017). Od té doby patii polymyxin (colistin) mezi
antibiotika (Atb) vyuZivana v mediciné, s antagonistickym ucinkem proti gram-negativnim
bakterialnim infekcim (Yu et al. 2015). Mezi dalsi zastupce lipopeptidl, které jsou
produkované bakteriemi rodu Bacillus, patfi surfactin, iturin nebo fengycin (Farace
etal. 2015). Zajimavé je, Ze jsou surfactiny vyuzity také napf. v potravinaistvi (Meena
a Kanwar, 2015) nebo kosmetice (Kanlayavattanakul a Lourith, 2010). V potravinaistvi je lze
pouzit jako emulgatory pii zpracovani potravin. Diky svym specifickym Uc¢inkiim jsou
schopné limitovat znehodnocovani jidla mikroby. V zemédélstvi mohou byt vhodnou
variantou pro alternativni ndhradu chemickych pesticidi, jelikoz dokéazi inhibovat riist Sedé

plisn¢ (Botrytis cinerea), ktera postihuje rostlinnou vyrobu (Toral et al. 2018).

S rostouci rezistenci na Atb jsou lipopeptidy s antifungdlnim a antimikrobidlnim
ucinkem velice vhodnym zdrojem pro vyzkum novych 1é¢ivych latek proti multirezistentnim
patogennim kmeniim. Obecné znamym piikladem je daptomycin. Vznika jako fermentacni

produkt bakterie Streptomyces roseosporus. Jeho t¢inky jsou cilené proti gram-pozitivnim
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bakteriim v¢etné multirezistetnich kmend Staphylococcus aureus (MRSA). V roce 2003 byl
daptomycin schvalen jako prvni cyklicky lipopetid, ktery se smél pouzit jako Atb proti

krevnim a koZnim bakterialnim infekcim (Meena a Kanwar, 2015).

2.4 Sinicové lipopeptidy

Také tato skupina lipopeptidi je vV dnesni dobé hojné studovana. S novymi védeckymi
objevy jejich dulezitost stoupa a to jak z hlediska toxikologického, tak i medicinského.
Nekteré z nich mohou v zivotnim prostiedi predstavovat potencialni toxiny. Svym pisobenim
jsou schopné v organismu vyvolat apoptozu bunék, a to prostiednictvim blokace signalnich
drah nebo zménami v aktivité enzymt (Huang a Zimba, 2019). Kromé toxického pusobeni
lipopeptidy ze sinic maji téz antimikrobialni, antifungalni, protirakovinné a imunosupresivni
ucinky (Xue et al. 2018). Takové ucinky vykazuji vzhledem ke své struktuie podobné jako
tomu je u ostatnich bakteridlnich lipopeptidii. Lipofilni cast lipopeptidu
depolarizaci a nekréze bunky (Galica et al. 2017). S pfibyvajicim mnozstvi rezistentnich
bakteridlnich kmenti, které zpisobuji leckdy i zavazna lidskd onemocnéni, jsou sinicové
lipopeptidy ve ve&dé dilezitym pfedmétem zkoumani. Patii mezi né€ napt. hassallidiny,

anabaenolysiny, muscotoxiny, minutissamidy nebo puwainpahyciny.

2.4.1 Hassallidiny

Hassallidiny patii mezi glykosylované lipopeptidy (Obr. 10), které jsou produkovany
sinicemi rodu Hassalia, Anabaena, Aphazinomenom, Tolypothrix aj. (Shishido et al. 2015).
Tyto pomérné Siroce rozsitené latky svymi antifungalnimi G¢inky dokazi potlacit 1 nckteré
lidské houbové patogeny, napt. C. albicans a Aspergillus fumigatus (Neuhof et al. 2005).
S ostatnimi lipopeptidy s antifungélni aktivitou maji spole¢né znaky v chemické struktufe.
Obecné se jedna o peptidové jadro, tvofené osmi aminokyselinami. Déle je struktura tvofena
postrannim fetézcem s 2,3 dihydroxy mastnou kyselinou, a navic se dvémi az tfemi
sacharidovymi jednotkami (napf. mandzou). Bylo zjisténo, ze jako jedny z mala ptirodnich
bakterialnich latek zcela neztraceji svoji bioaktivitu ani v linearni formé (Vestola et al. 2014).

Pro vyuziti v biomedicing je stale zapotiebi jejich dalsi testovani.
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Obr. 10: Struktura hassallidinu A (pfevzato z Neuhof et al. 2005).

2.4.2 Anabaenolysiny

Jsou to cyklické sinicové lipopeptidy (Obr. 11), izolované ze sinic rodu Anabaena.
Svou antifungalni aktivitou pusobi proti C. albicans, Aspergillus flavus a Aspergillus
parasiticus. (Xue et al. 2018). Vykazuji schopnost lyzovat membrany sav¢ich bun¢k bez
poskozeni mitochondrii. Anabaenolysiny cili na cholesterol-dependentni membrany

a vykazuji silné hemolytické G¢inky (Oftedal et al. 2012).

o]
1: Anabaenolysin A, A" saturated Gly| Gly Il
2: Anabaenolysin B, A", A" saturated HN
2a:  impurity in B, A", A" saturated
2b:  impurity in B, A", A" saturated Dﬁ) NH

s NH O

Obr. 11: Struktura anabaenolysinu A a B (ptevzato z Jokela et al. 2012).

2.4.3 Muscotoxiny

Stejné jako u pifedchozich sinicovych lipopeptidi je i pro muscotoxiny charakteristicka
permeabilizace bunéénych membran. Muscotoxiny A, B (Obr. 12) jsou ptitomny v extraktech
z pudni sinice Desmonostoc muscorum (Cheel et al. 2018). Muscotoxin A ma schopnost
permeabilizovat plazmatickou membranu u lidskych rakovinnych HeLa bunék, ¢imz dochéazi
K bunéénému usmrceni. V porovnani s anabaenolysinem A, ktery k naruseni bunécné
membrany vyzaduje ptitomnost cholesterolu (Oftedal et al. 2012), muscotoxin A touto

podminkou limitovan za urcitych podminek neni. Obecné se dé fici, ze muscotoxin na rozdil
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od jinych lipopeptidi nebo syntetickych detergentli naruSuje lipidovou dvojvrstvu tim, Ze
snizuje jeji fluiditu (Tomek et al. 2015). Kromé jiz zminéného nekrotického ucinku
muscotoxinu A proti lidskym rakovinnym bunécnym liniim, vykazuji muscotoxiny znacnou
antifungalni aktivitu proti rostlinnym patogennim houbam Sclerotinia sclerotiorum, tudiz by

jejich bioaktivity mohlo byt vyuzito v zemé&délstvi (Cheel et al. 2018).

5-OH Ahdoa'

NH,

o ¥ NH L-Pro’’
(Gly* H }\/)

ol & 5 G
R=H: L-Pro* N® TO D-allo-lle™
s v R Zic 0 HN
R=CH,: y-MePro* "
~NH ‘

(D-atio-le)  (L-ser’)

Obr. 12: Struktura muscotoxinu A (R=H) a muscotoxinu B (R=CH3) (ptevzato z Tomek
et al. 2015).

2.4.4 Minutissamidy

Chemickym slozenim jde o cyklické dekapeptidy (Obr. 13). Ze sinice
Anabaena minutissima (UTEX 1613) byly izolovany 4 varianty tj. minutissamidy A, B, C, D
(Nagarajan et al. 2013). Ve vSech ¢tyfech typech je struktura peptidového jadra identicka.
Odlisuji se pouze V lipofilnim B-aminokyselinovém zbytku, kde v jednotlivych piipadech
dochdzi k substituci chlorem, oxoskupinou, nebo k hydroxylaci. Nicméné takova odliSnost
pak hraje dulezitou roli v antiproliferativni aktivit¢. Piikladem je 10x vyS$i ucinnost
minutissamidu A V porovnani s minutissamidem B, které se li§i pfitomnosti chléru na
12. uhliku. Minutissamidy byly testovany jako pfirodni bioaktivni latky na bunécné linii
rakovinnych buné¢k tlustého stfeva (HT-29), kde jejich antiproliferativni aktivita byla
potvrzena (Kang et al. 2011). Zajimava je jejich ¢asteéna strukturni podobnost
S puwainaphyciny, coz je v souladu s faktem, Ze maji obé¢ tyto skupiny sinicovych lipopeptidi

podobné vlastnosti.
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Obr. 13: Struktura minutissamidu A (pfevzato z Vinothkumar a Parameswaran, 2013)

2.4.5 Puwainaphyciny

Jsou to cyklické lipopeptidy, produkované sinicemi rodu Anabaena
a Cylindrospermum. Stejné jako u minutissamidli se jedna o f-aminolipopeptidy, jejichz
produkce je zavisld na kombinaci dvou enzymatickych komplexit NRPS/PKS (viz. 2.4.5.1
biosyntéza puwainaphycini). V nedavno publikované studii bylo zjisténo, Ze puwainaphyciny
a minutissamidy spolecné tvofi SirS$i skupinu sinicovych lipopeptidd, které se sice lisi
v nékterych strukturnich detailech (zejména délka fetézce mastné kyseliny), avSak maji
spole¢ny ptuvod (Mares et al. 2019). Tato studie téZ pfinesla poznatky o velkém mnozstvi
novych variant, které vytvaii strukturni kontinuum mezi puwainaphyciny a minutissamidy.
V dalsim textu je ©proto budeme povazovat za souhrnnou skupinu latek

puwainaphyciny/ minutissamidy (PUW/MIN).

Jednotlivé uc¢inky PUW/MIN odpovidaji jednotlivym modifikacim pfidruzené mastné
kyseliny. Asi nejvice prostudovanou aktivitou je cytotoxicky uc¢inek u puwainaphycinti F/G.
Podle studie (Hrouzek et al. 2012) bylo zjisténo, Ze delsim pisobenim puwainaphycinu F/G
na membrany bun&k dochézi k jejich disrupci a nasledné k influxu Ca?* iotd. Na mysich byla
studovana aktivita puwainaphycinu C, ktery u nich vyvolal silny inotropni u¢inek srdecnich

sini (Moore et al. 1989).

2.4.5.1 Biosyntéza PUW/MIN

Pro biosyntézu PUW/MIN je charakteristicki FAAL (fatty acyl-AMP ligazova)
doména, kterd ptredstavuje startovaci jednotku celého procesu kdédovanou proteinem PuwC
nebo Puwl — jedna se o dva alternativni FAAL enzymy, z nichz kazdy je specificky pro jinou

mnozinu mastnych kyselin (Obr. 14). Jeji funkci je aktivovat mastnou kyselinu procesem
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adenylace. Vytvoteny acyl adenylat je pak s pomoci fosfopanteteinového prenasece preveden
na ACP (acyl carrier protein) doménu, kterd je soucésti prvniho enzymatického komplexu
PKS. Aktivovana mastna kyselina je pak pifedana postupné dvéma elongacnim biosyntetickym
modultiim (PuwB, PuwE), které jsou soucasti PKS enzymatického komplexu. Zatimco prvni
modul vytvari redukovany a-methylovany produkt, v rdmci druhého z nich se uplatiuji
aminotrasferiza a monooxygendza za vzniku 3-amino-2-hydroxy-4-methyl-acylu. Stale
v ramci enzymu PuwE je pak meziprodukt pfedan na PCP doménu prvniho NRPS modulu a
prodlouzen o prvni aminokyselinu valin. Pisobenim NRPS enzymi PuwF, G, H, a PUWA je
intermediat dale prodluzovan stejnym zplsobem o rizné aminokyseliny v zavislosti na
substratovych preferencich jednotlivych adenylacnich domén. Obecné plati, Zze u vSech
znamych variant PUW/MIN jsou konzervovdny prvni dv€ aminokyseliny (valin,
dehydrobutyrat) a posledni dvé aminokyseliny (N-methylasparagin, prolin), zatimco pét
aminokyselin mezi nimi je zna¢n¢ variabilnich. V kone¢né fazi prostiednictvim terminalni

thioesterazové domény dochazi k odstépeni vzniklého intermedidtu, ktery je nasledné

cyklizovan (Mares et al. 2014, 2019).
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Obr. 14: Schéma syntézy sinicovych lipopeptidi, konkrétné puwainaphycinu (ptevzato
Z Mares et al. 2019).

2.4.5.2 Vyskyt PUW/MIN v sinicich
Puwainaphyciny A-E byly vyizolovany z terestrické sinice Anabaena sp. BQ-16-1
(Gregson et al. 1992). Z pudni sinice Cylindrospermum alatosporum CCCALA 988 byly

vyizolovany puwainaphyciny F/G (Hrouzek et al. 2012). Ze sinicového kmene Anabaena sp.
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UIC 10035 byly vyizolovany MIN E-L (Kang et al. 2012) a z kmene Anabaena
minutissima UTEX B1613 byly izolovany minutissamidy A-D (Kang et al. 2011).
V nejnovejsi studii byly izolovany dalsi varianty z vySe uvedenych kment a nové
analyzovanych kmena Cylindrospermum spp. CCALA 993, CCALA 994, Anabaena sp.
UHCC-0399 a Symplocastrum muelleri NIVA-CYA 644 (Mares et al. 2019).

Dosud se na zaklad¢ vySe uvedenych dat ptedpokladalo, ze je PUW produkovan téméf
vyhradné terestrickymi sinicemi. Ve studii (Zapomélova et al. 2009) se uvadi, ze by se mohly
puwainaphyciny vyskytovat i ve vodnim prostiedi. Z vysledkt vyplyvalo, Ze je vyskyt PUW
A spojen s vyskytem sinice Sphaerospermopsis reniformis, ktera se sporadicky vyskytuje

vV planktonu eutrofnich vod téZ na izemi CR.

Vzhledem Kk ziejmé nespecifickému cytotoxickému pusobeni PUW/MIN proti
eukaryotnim bunkam je dilezity dalsi prizkum jejich mozného toxického plisobeni vcetné
monitoringu a detekce v zivotnim prostiedi. DuleZitost takového prizkumu potvrzuje vyskyt
sinice Symplocastrum muelleri  NIVA-CYA 644 v oblastech, které jsou zasaZzeny
onemocnénim Alveld (Mysterud et al. 2016). U této sinice byly detekovany podobné
biosyntetické genové klastry a produkce nékterych variant PUW/MIN (Mares et al., 2019).

2.5 Alveld

Alveld je jaterni onemocnéni, které postihuje ovce v zapadnim Norsku. Podobné
onemocnéni se Vyskytuje i na Britskych ostrovech (Ford, 1964). Alveld se v téchto zemich
vyskytuje uz pres sto let a stile nejsou védecky dolozené pravé pfiCiny jeho propuknuti.
Doposud bylo zjisténo, ze vlivem toxického poSkozeni jater dochazi k uvolnéni
phylloerythrinu do krve. Vyslednym klinickym projevem je fotosenzitivita zpiisobena reakci

sluneéniho zafeni s phylloerythrinem v koznich kapilarach (Mysterud et al. 2016).

Podle dosavadnich studii je onemocnéni spojovano s vyskytem rostliny Narthecium
ossifragum na horskych pastvinach. Tato rostlina obsahuje saponiny, latky steroidniho
charakteru. Ptfedpokladalo se, ze pasobenim saponinii v organismu dochazi k vyvoji
zminované¢ho onemocnéni. Nicméné samotny ucinek saponini nebyl prokdzan jako pticina
vzniku jaterni dysfunkce (Tennesen et al. 2013). Proto se vyzkum zaméfil na studium hub,
vyskytujicich se v tésné blizkosti S rostlinami bohatymi na saponiny. Pfedpokladalo se, ze by

k toxickému poskozeni jater dochazelo vlivem synergistického ti¢inku téchto hub spole¢né se
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saponiny. Nicméné ani tato hypotéza, zalozena na spolupiisobeni S jinym mikroorganismem,

nebyla zatim potvrzena (Mysterud et al. 2016).

Béhem rozborti enviromentalnich vzorkii se pozornost pfevedla na sinice, jejichz
sekundarni metabolity jsou také toxické pro jejich bezprostiedni okoli. Byla prokazana
spojitost mezi projevenim pifiznak fotosenzitivity a plisobenim sinicovych metabolita
(Radostits a Done, 2007). Uz podle studie (Tennesen et al. 2013) byl v postizenych oblastech
potvrzen vyskyt sinice Symplocastrum muelleri. Jak uz bylo zminéno, u sinice Symplocastrum
muelleri NIVA-CYA 644 byly detekovany podobné biosyntetické genové klastry
a produkce PUW/MIN (Mare§ et al. 2019). Proto je c¢ast diplomové prace vénovana
problematice s onemocnénim Alveld ve spojitosti s vyskytem puwainaphycinti v postizenych

oblastech.
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3 Cile prace

Cile diplomové prace jsou:

Literarni reserSe problematiky
Design specifickych PCR primert pro detekci genti pro syntézu PUW/MIN
o Optimalizace PCR protokoli
o Testovani na kmenech sinic obsahujicich/neobsahujicich biosyntetické geny
pro PUW/MIN
o Testovani metodiky na enviromentalnich vzorcich
Sbér a zpracovani environmentélnich vzorki sinic:
o Monitoring PUW/MIN v planktonu rybnika na Tiebonisku
o Monitoring PUW/MIN ve vzorcich toxigennich ptidnich biofilma v Norsku
Potvrzeni pfitomnosti PUW/MIN v kmenech a vzorcich sinic pomoci HPLC-HRMS

(analyza ve spolupraci s P. Hrouzkem, MBU Tiebon)
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4 Metodika

4.1 Sbér sinicové biomasy

4.1.1 Enviromentalni vzorky

Pro odbér vzorkd byly zvoleny lokality s podezfenim na moZnou pfitomnost
puwainaphycini. Enviromentalni vzorky byly odebirany z CHKO Ttebonsko a okoli
(Obr. 15), kde byl mozny vyskyt puwainaphycinii zaznamenan podle studie (Zapomé&lova
et al. 2009). Pied odbérem byly na kazdém stanovisti zaznamenany nasledujici Gidaje: datum
a ¢as odbéru, pocasi a GPS soutadnice, pomoci kalibrovaného ptenosného testeru Hanna
98130 (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA) byla zméfena teplota vody, pH,
konduktivita, prihlednost byla stanovena pomoci Secchiho disku. Vzorky planktonu byly na
jednotlivych stanovistich odebirany pomoci planktonni sitky o priméru ok 20 pm. Pro zisk
co nejvyssi koncentrace biomasy se odbér planktonkou nékolikrat opakoval. Z kazdého
stanovi§té byly odebrany dva vzorky do sterilnich plastovych 50 ml centrifugaénich

zkumavek. Zkumavky byly pak v chladicim boxu transportovany do laboratote.

Druhou lokalitou bylo zvoleno prostiedi pastvin v zapadnim Norsku v oblasti Mere og
Romsdal (Obr. 19), kde existuje podezieni na vyskyt onemocnéni Alveld Vv souvislosti
S pfitomnosti sinice Symplocastrum muelleri, kterd puwainaphyciny produkuje. Vzorky
biofilmt byly odebirany do specidlnich plastovych pytlickli s bezpe¢nostnim uzavérem,
tzv. Whirl-pak (Aristotle Corp., Stamford, CT, USA). Byly zaznamenany GPS soufadnice
lokalit, kde byly odbéry provedeny.

4.1.2 Vzorky sinicovych kmeni s geny/ bez genii pro syntézu PUW/MIN

Ze svétovych sbirek sinic bylo ziskano 5 kmeni sinic s geny pro PUW/MIN (Tab. 1),
které poslouzily jako pozitivni kontrola. Dale bylo do analyzy zatazeno 22 kmenu sinic (Tab.
2), které neprodukuji PUW/MIN, ale maji ve svém genomu piibuzny typ predikovanych
genovych klastri pro syntézu lipopeptidi obsahujicich FAAL a PKS/NRPS geny (Galica et
al. 2017). Tyto kmeny poslouzily jako negativni kontrola pro design co nejvice specifickych
PCR primert. Biomasa byla odebirdna do sterilnich mikrozkumavek (1,5 ml) s bezpecnostnim
uzavérem. Sklizena biomasa byla opakované std¢ena a vznikly supernatant byl odebiran. Poté

byla biomasa susSena v eksikatoru 4-7 dni v zavislosti na mnoZstvi sklizené biomasy.
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Tab. 1: Seznam sinicovych kment s geny pro PUW/MIN.

.(k

sinicovy kmen

Cylindrospermum alatosporum CCALA 988

Cylindrospermum moravicum CCALA 993

Cylindrospermum alatosporum CCALA 994

Anabaena minutissima UTEX B1613

gl B~ W N -

Symplocastrum muelleri NIVA-CYA 644

Tab. 2: Seznam testovanych kment sinic, které neprodukuji PUW/MIN.

¢. |oznaceni sinicovy kmen
1|SAG 42.79 Chroococcidiopsis thermalis
2|PCC 7428 Gloeocapsa sp.
3|UTEX LB 1829 Fischerella muscicola
4(PCC 7424 Cyanothece sp.
5|CCALA 34 Calothrix sp.
6PCC 9212 Chlorogloeopsis
7|SAG 22.89 Crinalium epipsammum
8|PCC 7601 Tolypothrix sp.
9|PCC 7110 Scytonema hofmanni

10[PCC 7126 Microchaete sp.

11 {UTEX B482 Plectonema boryanum

12 {UTEX B2349 Scytonema hofmanni

13| NIES 3754 Fischerella sp.

14| CCALA 39 Chlorogloeopsis fritschii

15| NIES 3756 Nostoc sp.

16 | KORDI 51 Rubidibacter lacunae

17 [PCC 7509 Synechocystis sp.

18| SAG 1449-3 Oscillatoria sp.

19 (UTEX 1830 Hapalosiphon welwitschii

20| SAG 1410-3 Calothrix parietina

21 |NIES 3757 Stanieria sp.

22|PCC 7414 Fischerella sp.

4.2 Mikroskopovani

Po transportu do laboratoie byly enviromentalni vzorky prohlizeny pomoci

mikroskopu Olympus BX51 vybaveném Nomarského DIC pii zvétSeni 100x—400%
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a dokumentovany digitalnim fotoaparatem Olympus DP-72 (Olympus, Tokyo, Japonsko).
Z kazdého odebran¢ho enviromentalniho vzorku byla ptipravena 2 sklicka pro
mikroskopovani. Determinace sinic byla provedena podle (Komarek a Anagnostidis 1999,
2005, a Komarek, 2013) a jejich piitomnost ve vzorcich byla zaznamenana Vv pfilohach ¢. 2,

3,a4.

4.3 Zpracovani a priprava vzorki

4.3.1 Piiprava K izolaci DNA

Zkumavky s odebranymi vzorky planktonu byly centrifugovany (Eppendorf
Centrifuge 5804, Eppendorf, Hamburg, Némecko) pii 5000 g po dobu 15 min tak, aby se
biomasa oddé¢lila od supernatantu. Vznikly supernatant byl opatrné slit. Zbyla ¢ast peletu byla
rozdélena do nékolika mikrozkumavek s bezpecnostnim uzavérem pro naslednou izolaci
DNA/chemické analyzy. Takto ptipravené vzorky byly ulozeny do hluboko-mraziciho boxu
pfi teploté -80°C. Vzorky terestrickych biofilma byly pouze rozdéleny do mikrozkumavek a
zmrazeny pii teploté€ -80 °C. Pro usnadnéni naruSeni bunécnych stén sinic bylo pfed izolaci
kitem Macherey-Nagel (kapitola 4.4) nutné vzorky nejdiive 10x stiidavé zmrazit tekutym
dusikem po dobu 1-3 min a zahtivat na termobloku (Benchmark Research Products,65 °C, 5
min). V piipadé izolace DNA podle protokolu (Yilmaz et al. 2009) aizolace DNA
prostfednictvim kitu (MO-BIO, Ultra clean-microbial DNA isolation kit) (kapitola 4.4), byla
zkumavky se dvéma kovovymi kulickami umistény do laboratorniho mlynu (Mixer Mill
MM200, Retsch, Haan, Némecko) a biomasa rozdrcena tfepanim (30 ot/s, 5 min), ¢imz doslo

K naruseni bunéénych struktur a cilenému uvolnéni buné¢ného obsahu.

4.3.2 Priprava k analyze HPLC-HRMS

Pro pfipravu vzorki na analyzu vysoce uc¢innym kapalinovym chromatografem
s propojenim na hmotnostni spektrometr s vysokym rozlisenim (HPLC-HRMS) bylo nutné
biomasu nejprve lyofilizovat. Vzorky, zmrazené v -80 °C byly piesunuty do kondenzaéni
komory lyofylizatoru o teploté -97°C a tlaku <0.025hPa. Podle vizuélni kontroly, pokud byl
material dostatecné vysusen (<48 hod), byly vzorky z lyofylizatoru pouzity k homogenizaci.
Nasledné byla provedena homogenizace lyofilizované biomasy s moiskym piskem a malym
mnozstvim 70 % methanolu (MetOH). Rozmélnénim biomasy bylo docileno uvolnéni

intracelularniho obsahu. Vyslednd hmota byla kvantitativné pievedena do sklenénych
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zkumavek pomoci 70 % MetOH tak, aby 1 mL MetOH odpovidal 200 mg navazené hmoty
lyofilizované biomasy. Homogenni suspenze se docililo sonikaci zkumavek v ultrazvukové
vané Kraintek K-6LM (Kraintek Czech, s.r.o., Hradec Kralové, CR) po dobu 10 min. Poté
byly zkumavky ponechany po dobu 1 h ve stojanku pii pokojové teploté a nasledné byly
centrifugovany v centrifuze Hettich Universal 320 (Hettich, Kirchlenger, Némecko) 15 min
pfi 5000 rpm. Vysledny supernatant byl pfeveden do sklenéné vialky a uloZen do
hlubokomraziciho boxu. Nasledna analyza vzorki na HPLC-HRMS byla provedena

odbornym tymem Mikrobiologického ustavu v Tteboni pod vedenim Dr. Pavla Hrouzka.

4.3.3. Analyza HPLC-HRMS

Vzorky byly analyzovany na ptitomnost lipopeptidd PUW/MIN pomoci vysokou¢inné
kapalinové chromatografie s propojenim na hmotnostni spektrometr na analytické sestavé
slozené z kapalinového chromatografu Dionex Ultimate 3300 a hmotnostniho spektrometru
s vysokym rozliSenim Bruker Impact HD. Chromatografické podminky byly nastaveny dle
metody popsané v publikaci (Urajové et al. 2016). Peptidova sekvence latky byla ovétena dle
hmotnostniho spektra obdrzeného pfi nizké fragmentaéni energii a pfitomnost 3-amino mastné
kyseliny byla stanovena fragmentaci pii energii vysoké. Vyhodnoceni dat prob&hlo na zakladé

jejich porovnani s jiz publikovanymi vysledky v praci Mares et al. (2019).

4.4 1zolace a testovani kvality DNA

Pro porovnani vytéznosti a kvality genomové DNA byla izolace DNA v roce 2017
provedena 3 riznymi zptisoby. V roce 2018 jiz byla provedena pouze metodou €. 1, ktera byla
vyhodnocena jako nejvhodné&jsi (Obr. 23, Obr. 24). Koncentrace izolované DNA byla
naméfena ve vSech vzorcich prostiednictvim zafizeni Qubit® 3.0 Fluorometr (ThermoFisher
Scientific, Invitrogen, Malaysia). Izolované replikaty DNA enviromentalnich vzorka byly
smichany pro dal$i analyzy. Pfitomnost sinicové DNA byla nasledné testovdna amplifikaci

genu pro 16S rRNA s pouzitim primert 16S378F a 1494R (Tab. 3).
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Tab. 3: Protokol PCR reakce s vyuzitim primerti 16S378F a 1494R pro testovani pritomnosti

sinicové DNA ve vzorcich.

cyklus | pocet
Primery ¢. opakovani teplota [°C] [ ¢as [min]
16S378F 1 1 94 5
16S1494R 40 94 1
2 40 52 1
40 72 2
3 1 72 10

Izola¢ni metody:

1. Izolace pomoci kitu NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko) byla
provedena podle navodu od vyrobce s n¢kolika modifikacemi. Celkova izolace probihala ve
zkumavkach s odebranou biomasou za uéelem omezeni potencialnich ztrat pii prevadéni
biomasy do zkumavek od vyrobce. K biomase byly ptidany mikrokuli¢ky, které byly soucasti
Kitu. Zkumavky byly poté kratce vortexovany (vortex Stuart, P-LAB a.s., 5). V dal$im kroku
byl pouzit extrakéni pufr SL1. Nasledné byly zkumavky horizontalné vortexovany (Vortex-
Genie 2, Mo BIO Laboratories®, Inc, 15 min) a centrifugovany (centrifuga HERMLE Z 233
MK-2, Hermle AG, Gosheim, Némecko) pfi 11000 g po dobu 4 min. Pro vétsi vytézek DNA
z enviromentalnich vzorkl byl vznikly supernatant odebran do novych zkumavek a uchovan
V lednici. Cely proces byl se vzniklym peletem jesté jednou zopakovan. Nasledujici kroky

odpovidaji postupu uvedeném v protokolu, ktery je soucasti kitu.

2. UltraClean Microbial DNA kit (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA, USA): Izolace
probihala pfesn¢ dle protokolu, ktery je soucasti kitu.

3. Protokol pro izolaci sinicové DNA z enviromentalnich vzorku podle (Yilmaz
etal. 2009): Izolace odpovidala postupu uvedenému V puvodni publikaci v modifikaci
S pouzitim extrakéniho xantogenat-SDS pufru s pfidavkem 3 % polyvinylpyrrolidonu
a precipitaci DNA polyetylenglykolem s ptidavkem MgClz. Pied izolaci byl prasek z biomasy
rehydratovan v TE pufru (pH 8). Po izolaci byl pelet DNA promyvan 70 % ethanolem a po

vysus$eni na vzduchu rozpustén ve sterilni destilované vode.
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Vhodnost zvolené izolaéni metody Macherey-Nagel kit byla dale potvrzena
spektrofotometricky na zafizeni Nanodrop (BioSpec-nano, Schimadzu BIOTECH) kde se
pomér Cistoty DNA A260/A280 pohyboval v rozmezi od 1,8-2,1.

Uspé$nost izolace DNA byla dale testovana pomoci rutinni amplifikace genu pro
16S rRNA. Pro amplifikaci byly pouzity standardni primery 16S378F (forward, specificky pro
sinice) a 16S1494R (reverse, univerzalni pro bakterie) podle publikace (Taton et al. 2003).
PCR produkty byly zkontrolovany na 1.5 % agar6zovém gelu po elektroforéze pii 70 V po

dobu 1 h (data nejsou uvedena).

4.5 Design novych primeri a optimalizace vybranych PCR primeri

Design PCR primeru byl proveden v programu Geneious Pro R10 (Biomatters,
Auckland, Novy Zéland, www.geneious.com) pomoci modulu zalozeného na programu
Primer3 (Untergasser et al. 2012), ktery umoznuje téz predikci teploty tani, tvorby dimerti
a vlasenkovych struktur. Design vhodnych primeri byl zalozen na konsensu sekvenci
dostupnych osekvenovanych biosyntetickych gent pro syntézu lipopeptidi PUW/MIN u 6
konkrétnich sinicovych kment (Tab. 4). Sekvence jednotlivych homolognich genti z téchto
kment byly alignovany pomoci programu MAFFT v.7 algoritmem E-INS-i (Katoh a Standley
2013) a vzhledem k vysoké variabilité sekvenci byly konzervované tiseky vhodné pro design

primerQ dale hledany manudlné.

Tab. 4: Piehled sinicovych kmend s geny pro MIN/PUW s piistupovymi cCisly sekvenci
v databazi NCBI.

¢islo sekvence

¢. |sinicovy kmen NCBI

1 | Cylindrospermum alatosporum CCALA 988 |KMO078884
2 | Cylindrospermum moravicum CCALA 993 MH325197
3 [ Cylindrospermum alatosporum CCALA 994 [MH325198
4 | Anabaena minutissima UTEX B1613 MH325199
5 [Anabaena sp. UHCC-0399 MH325200
6

Symplocastrum muelleri NIVA-CYA 644 MH325201

Optimalizace teploty annealingu u PCR primerd, vybranych pro finalni testovani, byla

provedena v termocycleru (Mastercycler pro, Eppendorf,, Hamburk, Némecko). V zavislosti
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na designovaném primeru byl teplotni gradient nastaven individualng, ptiblizn¢ v rozsahu 50-

70 °C (viz. kapitola 5.2.3). Optimalizace zahrnovala pozitivni (Tab. 1) i negativni kontroly.

4.6 PCR testovani primeri

4.6.1 Testovani nové navrzenych PCR primeri na sinicovych kmenech s PUW/MIN

Testovani PCR primert probihalo na vSech uvedenych sinicovych kmenech
s PUW/MIN (Tab.1). Sinicovy kmen Anabaena sp. UHCC-0399 nebylo mozné pro
laboratorni analyzu ziskat. Reakéni smés byla piipravovana v objemu 50 pl nebo 25 ul. Pti
objemu 50 pl obsahovala 21 ul PCR H20 (TopBio, Praha), 25 ul Plain PP Master mixu véetné
Taq polymerazy (TopBio), 1 ul forward primeru 0 koncentraci 10 pM (pfiloha ¢. 1), 1 ul
reverse primeru o stejné koncentraci (pfiloha ¢. 1) a 2 pl DNA sinicovych kment s PUW/MIN

slouzici jako templéat.

4.6.2 Testovani vybranych PCR primerit na enviromentalnich vzorcich

Testovani na enviromentalnich vzorcich vyZzadovalo ob¢asné upravy poméru slozek
v reakéni smési. Vzhledem k niz$im koncentracim DNA bylo jeji mnozstvi v jednotlivych
ptipadech zvyseno na 2-3 pl. Za normalnich okolnosti bylo pfi objemu 25 pl reakéni smési
pouzito 12,5 pl Master mixu v¢etné Taq polymerazy (TopBio), 9,5 ul PCR H20 (TopBio),
1 wl forward primeru (piiloha ¢. 1), 1 pl reverse primeru (ptiloha ¢. 1) o koncentraci 10 pM

a 1 ul DNA. Pro tplnost byla vZdy zahrnuta negativni 1 pozitivni kontrola.

4.6.3 Testovani specificity vybranych PCR primert

Podle vysledkii testovani v predchozich kapitolach 4.6.1 a 4.6.2, byly vybrané PCR
primery dale testovany na vybéru kmend s kompletnim osekvenovanym genomem, které
neprodukuji PUW/MIN. Ze svétovych sbirek bylo ziskdno 22 kment sinic bez gend pro
PUW/MIN, avs§ak obsahujicich pfibuzné PKS/NRPS genové klastry pro syntézu lipopeptida
(Tab. 2).

Zkumavky s reakéni smési byly piesunuty do termocycleru kde probihala PCR reakce
0 objemu 50 uL a slozeni jako v kapitole 4.6.1 v pfedem nastaveném programu. Podle
zvolenych PCR primerd se v programu upravovala délka elongace, teplota 1 doba pro

annealing nebo pocet cykla (Tab. 7), (kapitola 5.2.4).
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4.7 Gelova elektroforéza

Po skoncéeni PCR reakce v termocycleru byly jednotlivé vzorky naneseny na 1 %
agardzovy gel, ktery byl uloZen v elektroforetické aparatute a ponoien v 2X ziedéném TAE
(Tris Acetate EDTA) bufferu. Vzorky byly barveny pomoci interkala¢ni barvy SybrGreen
(SYBR Green | Nucleic Acid Gel Stain, LONZA, Rockland ME, USA). Jako DNA marker
byl zvolen ladder O'GeneRuler (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Elektroforéza probihala pii napéti 80 V po dobu 50 min. Vysledné produkty elektroforézy
byly vizualizovany v UV boxu (Benchtop UV Transilluminator, UVP,BioDoc-It ™ Imaging
System). Nasledn¢ byly odpovidajici PCR produkty piecistény pomoci kitu (Stratec,
Invisorb® Fragment CleanUp, Berlin) a odeslany k oboustranné Sangerové sekvenaci pomoci

stejnych primert (SeqMe, s.r.0., Dobiis, Ceska republika).

4.8 Analyza sekvenci

Ziskané chromatogramy sekvenci byly analyzovany pomoci programu SeqMan 5.06
(DNAStar Inc.) a vysledné sekvence byly ulozeny ve formatu FASTA. Vlastni sekvence byly
analyzovany spoleéné se sekvencemi z databaze NCBI v programu Geneious Pro R10.
Alignment sekvenci byl proveden pomoci pluginu MAFFT (viz vySe) a analyza podobnosti

sekvenci byla provedena na zaklad¢ vypoctu parové p-distance.

5 Vysledky

5.1 Monitoring a detekce sinicovych kmeni s geny pro PUW/MIN

5.1.1 Odbér enviromentalnich vzorku na Tiebonsku

Terénni sbér na Tiebonisku byl proveden na zakladé ptedchoziho monitoringu
s vyskytem sinice Sphaerospermopsis reniformis v podobném regionu (Zapomélova
et al. 2009). Odbéry planktonu byly provedeny v letnich mésicich v roce 2017 ze 22 lokalit
anasledné v roce 2018 ze 35 lokalit ve spolupraci s RNDr. Katefinou Capkovou, Ph.D.,
RNDr. Klarou Rehakovou, Ph.D. a vedoucim diplomové prace RNDr. Janem Maresem, Ph.D.
Lokality terénnich odbérl jsou znazornény na map¢ podle GPS soufadnic (Obr. 15), kde jsou
odbéry odlisn¢ vyznacené v zavislosti na roce, ve kterém byly odebrany. V nésledujici tabulce

(Tab. 5) jsou zaznamenany naméfené vlastnosti vody, GPS soufadnice mista odbéru, datum a
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¢as odbéru a aktualni pocasi pfi odbérech v roce 2017. Pro rok 2018 jsou udaje zaznamenany
v tabulce (Tab. 6).

ODBER ENVIROMENTALNICH VZORKU
v CHKO Trebonsko a okoli v roce 2017 a 2018
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Obr. 15: Mapa odbéra v CHKO Tiebonsko a okoli v roce 2017 a 2018.
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Tab. 5: Vlastnosti vody pii odbérech v CHKO Tiebonisko a okoli 2017.

lokalita- T vodivost | Secchi
¢. | datum | ¢as pocasi rybniky GPS pH | [°C] | [pS/cm] | [cm]
1 13.9. 10:32 | jasno Zablatsky | 49°06'29.6"N 14°40'58.6"E | 7,3 | 14,5 |280 10
2 30.8. | 9:00 | jasno Brilicky 49°00'56.9"N 14°44'44.0"E | 6,2 | 20,5 |[381 18
3 31.8. 11:15 | jasno \%(tji(‘)l;/)(;c 49°01'56.5"N 14°49'51.7"E [ 7,9 [21,2 |178 20
4 14.9. 10:00 | jasno Stanikov 48°58'40.3"N 14°57'16.4"E [ 6,8 [ 17,7 |[110 95
5 ]29.8. |10:56 | jasno Dvofristé 49°04'09.3"N 14°40'33.0"E [ 8,1 | 22,1 | 286 29
6 13.9. 10:20 | jasno Horusicky | 49°09'42.2"N 14°41'404"E | 7,1 | 13,7 |321 20
7 14.9. [10:30 | jasno Hejtman 48°57'36.1"N 14°5623.9"E [ 6,9 [17,2 |103 50> dno
8 7.8. 11:00 | jasno Opatovicky | 48°59'34.5"N 14°46'19.0"E [ 9,5 [ 245 |215 23
9 [17.8. |10:00 | jasno 1s\i(f?ivbyf'ecky' 49°01'42.3"N 14°52'59.9"E | 8,4 | 235 |232 25
10 | 20.7. [9:36 |jasno Pesak 49°07'25.2"N 14°44'31.2"E | 9,3 [ 23,8 [494 25
11 [13.9. |9:44 |oblatno | Laska 49°06'35.8"N 14°45'03.6"E | 6,2 | 14,9 | 220 15
Miletinsky
12 ]20.7. 11:00 | oblaéno | potok 49°02'57.0"N 14°39'59.0"E | 7,9 | 24,3 | 420 25
13 [13.9. 11:02 | jasno Koclifov 49°04'25.4"N 14°42'074"E | 7,4 | 154 [273 30
14 |18.8. 10:45 | jasno Potésil 49°08'44.0"N 14°43'30.9"E | 8,3 | 24,7 [178 10
15 [ 31.38. 12:00 | jasno Zenich 49°01'20.6"N 14°49'59.3"E | 8,6 [ 24,3 [182 16
16 |18.8. |9:00 | jasno RoZmberk | 49°02'53.0"N 14°45'45.8"E | 9,8 | 250 | 207 12
17 | 7.8. 9:30 | jasno Vikovicky | 48°57'55.5"N 14°38'47.2"E | 8,4 | 21,1 | 350 26
18 |29.8. [9:00 |jasno Pesak 11 49°07'31.1"N 14°4426.0"E | 6,2 | 21,7 |180 20
19 ]30.8. [8:00 |jasno Spolsky 48°58'05.2"N 14°42284"E | 7,5 | 20,3 | 224 26
20 |20.7. 12:30 | jasno VySehrad | 49°01'55.1"N 14°50'37.2"E | 9,4 | 254 | 225 40
21 ]129.8. [8:10 |jasno Krajina 49°08'44.0"N 14°43'30.9"E | 5,6 | 20,2 |190 8
22 |117.8. |8:30 |[mlha Svét 49°00'05.6"N 14°46'03.7"E | 9,4 | 22,5 | 247 31
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Tab. 6: Vlastnosti vody CHKO Tieborisko a okoli 2018.

lokalita- T vodivost | Secchi
¢. | datum Cas pocasi rybniky GPS pH | [°C] [uS/cm] | [cm]
1 9.7.2018 9:00 | polojasno | Vyskok 48°57'12.7"N 14°40'08.9"E | 10,2 | 22,0 | 250 0
2 9.7.2018 9:20 | polojasno | Spolsky 48°58'23.3"N 14°42'15.5"E | 9,2 21,5[195 40
3 9.7.2018 | 10:00 | jasno Hiirky 48°57'49.3"N 14°45'23.0"E | 8,8 | 24,0212 25
4 9.7.2018 | 10:15 | jasno Dékanec 48°57'41.1"N 14°45'18.6"E | 8,4 | 22,7 | 147 15
5 9.7.2018 | 11:00 | jasno Opatovicky | 48°59'15.7"N 14°46'36.7"E | 8,3| 23,7 |185 15
6 9.7.2018 | 13:00 | zatazeno | Chodec 48°58'49.2"N 14°46'52.0"E | 8,7 | 24,8 |153 30
7 9.7.2018 | 13:17 | zatazeno Ruda 48°56'58.0"N 14°47'03.9"E | 9,2 | 27,0[122 10
8 9.7.2018 | 13:40 | zatazeno | Jamsky 48°57'25.4"N 14°46'59.7"E | 8,7 | 24,0[178 10
9 9.7.2018 | 14:10 | obla¢no Novy u Cepu | 48°55'18.6"N 14°49'53.4"E | 9,0 25,0112 10
10 10.7.2019 9:00 | zataZeno | Stary vdovec | 49°01'56.5"N 14°49'51.7"E | 9,1 | 22,0|154 15
11 10.7.2018 9:15 | zatazeno | VySehrad 49°01'55.2"N 14°50'37.0"E | 8,8 | 21,8 | 160 25
12 10.7.2018 9:40 | polojasno | Stolec 49°01'59.5"N 14°50'59.5"E | 8,6 | 21,6 | 154 15
13 10.7.2018 | 10:00 | zatazeno | Novy vdovec | 49°01'48.0"N 14°50'01.2"E | 85| 22,1167 35
14 10.7.2018 | 10:30 | destivo Zenich 49°01'20.6"N 14°49'59.3"E | 8,3 | 22,0 [175 40
15 11.7.2018 9:30 | zataZeno | Svét 48°59'42.8"N 14°46'10.6"E | 10,0 | 21,0181 40
16 11.7.2018 | 10:10 | zataZeno | Kaiov 49°02'19.1"N 14°45'06.0"E | 9,0 | 21,0 | 262 30
17 11.7.2018 | 10:30 | zataZeno | RoZmberk 49°02'52.3"N 14°45'40.2"E | 9,3| 21,0[171 15
18 11.7.2018 | 12:45 | zatazeno | Ponédraz 49°07'14.5"N 14°43'07.0"E | 8,9 | 22,6 [ 360 15
19 11.7.2018 | 13:00 | polojasno | Nadéje 49°07'05.3"N 14°44'31.5"E | 9,3| 21,7 |174
20 11.7.2018 | 13:30 | polojasno | Rod 49°07'06.9"N 14°44'37.7"E | 9,4 | 22,0[179
21 11.7.2018 | 14:00 | zatazeno | Vira 49°06'18.4"N 14°44'46.4"E | 9,3 | 21,0[181 15
22 11.7.2018 | 15:15 | destivo Pesak 49°07'25.9"N 14°44'31.1"E | 9,3| 21,7 (176 25
23 11.7.2018 | 14:50 | zatazeno | Cerniény 49°04'41.5"N 14°45'18.9"E | 9,1 | 20,0 | 253 20
24 11.7.2018 | 15:30 | polojasno | Pot&sil 49°04'58.7"N 14°45'42.2"E | 9,5| 21,0[155 10
25 12.7.2018 9:00 | polojasno | Strakaty 49°06'42.4"N 14°45'11.9"E | 8,7 | 19,3 [160 20
26 12.7.2018 9:15 | polojasno | Laska 49°06'44.9"N 14°45'03.2"E | 8,9 | 19,0 [ 162 10
27 12.7.2018 9:50 | jasno Ponédrazka | 49°08'12.1"N 14°41'52.3"E | 8,6 | 20,7 |294 20
28 12.7.2018 | 10:15 | jasno Hlini¥ 49°08'05.2"N 14°41'14.1"E | 8,6 | 19,7 | 286 25
29 12.7.2018 | 10:30 | polojasno | Bosilecky 49°08'53.5"N 14°39'07.8"E | 8,3 | 20,8 | 298 25
30 12.7.2018 | 10:45 | zatazeno Svarcenberk | 49°08'59.6'"N 14°4227.6"E | 8,7| 21,0172 30
31 12.7.2018 | 11:00 | zataZeno | Horusicky 49°09'54.3"N 14°41'32.8"E | 84| 222|334 20
32 12.7.2018 | 12:30 | zataZeno | VIkovsky 49°08'53.4"N 14°43'444"E | 9,0| 215|217 10
33 12.7.2018 | 13:00 | zataZeno Krajina 49°08'44.0"N 14°43'30.9"E | 9,0 | 20,0 | 154 10
34 12.7.2018 | 13:15 | zatazeno | Novy rybnik | 49°08'16.5"N 14°44'06.0"E | 8,6 | 20,0 | 185 15
35 31.8.2018 | 10:30 | polojasno | Opatovicky | 48°59'15.7"N 14°46'36.7"E | 10,2 | 19,0 | 214 15
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5.1.1.1 Vysledky mikroskopovani enviromentalnich vzorkii z Trebonska

V roce 2017 byly vzorky odebrany ze 22 lokalit. Ze 22 terénnich odbéri se ve 5 z nich
potvrdil vyskyt sinice Sphaerospermopsis reniformis (Obr. 16). Tento druh byl identifikovan
Vv rybnicich Pesak (Obr. 18), Vysehrad, Potésil, Rozmberk a Stary vdovec. V lokalité Spolsky
rybnik byl mikroskopicky potvrzen vyskyt Sphaerospermopsis aphanizomenoides (Obr. 17).

U vsech odebranych vzorkl byly determinovany i ostatni pfitomné druhy sinic (ptiloha ¢. 2).

Obr. 16: Snimky Sphaerospermopsis reniformis ze vzorki rybnik: A) Pesak, B) VySehrad,
C) Rozmberk, D) Potésil 2017, E) Stary vdovec.

Obr. 17: Snimek Sphaerospermopsis aphanizomenoides ze vzorku rybniku Spolsky.
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Obr. 18: Rybnik Pesak, terénni odbér v roce 2017.

5.1.2 Odbér enviromentalnich vzorki v Norsku

Odbéry byly provedeny v fijnu v roce 2017. Lokality pro odbér byly vytipovany dle
vyskytu onemocnéni Alveld (I. Mysterud, osobni sdéleni). Na obrazku (Obr. 19) jsou pomoci

GPS soufadnic vyznaceny dvé lokality, ze kterych bylo odebrano celkem 24 vzorkd.

Lokality odbéru:

®  oblast vyzkumu

o 300 600 km

Marie BARTOVA, JCU - Prirodovédecka fakulta, ArcMap, S-JTSK, Ceské Budgjovice 2019

Obr. 19: Mapa odbéri v Norsku v roce 2017.
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5.1.2.1 Vysledky mikroskopovani enviromentalnich vzorkt z Norska

Po mikroskopickém rozboru bylo pro dal$i analyzy pracovano s 20 vzorky
z ptivodnich 24. Vytazené vzorky neobsahovaly sinicové zastupce. Z vybranych vzorki byl
ve 14 znich potvrzen vyskyt sinice Symplocastrum muelleri (ptiloha ¢. 4). Pfitomnost
Symplocastrum muelleri ve vzorcich je potvrzena na fotografii (Obr. 20). Strukturou se jednalo
o gelové slizy (Obr. 21). Pro uplnost bylo ve vSech vybranych vzorcich z norské odbérové

oblasti (Obr. 22) determinovano celkové zastoupeni sinic (pfiloha ¢. 4).

- '\\

Obr. 20: Snimek Symplocastrum muelleri, z enviromentalnich vzorka, Norsko 2017.

Foto RNDr. Katefina Capkova, Ph.D.
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Obr 22: Terén, kde byly vzorky odebirany, Norsko 2017.

5.2 Molekularni analyzy

5.2.1 Testovani kvality DNA izolované z environmentalnich vzorki

Porovnanim 3 izola¢nich metod DNA (kapitola 4.4) bylo zjisténo, ze nejvhodnéjsi

izola¢ni metodou pro zisk DNA z enviromentalnich vzorkt, byla metoda €. 1 kit NucleoSpin

Soil (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko). Na nasledujicich obrazcich (Obr. 23 a obr. 24) jsou

znazornény zpramérované hodnoty koncentraci DNA, obdrzené slitim replikatt DNA od

kazdého environmentalniho vzorku.

CHKO Trebonsko a okoli 2017
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. ‘|I|
. 1 i

koncentrace [ng/ul]

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

B Macherey- Nagel KIT H MO-BIO KIT

cislo vzorku

Yilmaz et al. 2009

Obr. 23: Porovnani vytéznosti izolaénich metod DNA u vzork” z CHKO Tfebotisko a okoli

2017, méteno fluorometricky na zatizeni Qubit.

* Cislo vzorku viz. (Tab. 5).
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Norsko 2017

50
45
40
35
30
25
20
15
10

koncentrace [ng/ul]

1 2 3 4 7 8 9 10 11 12 13 15 16 17 18 19 21 22 23 24

Cislo vzorku

B Macherey- Nagel KIT  ® MO-BIO KIT Yilmaz et al. 2009

Obr. 24: Porovnani vyt&znosti izolaénich metod DNA u vzorkd' z Norska 2017, méfeno

fluorometricky na zatizeni Qubit.

Ptitomnost DNA ze sinic byla pomoci PCR potvrzena téméf ve vSech vzorcich.
U vzorkl odebranych z CHKO Tieboiisko a okoli byla sinicovd DNA zaznamenéana u vSech
testovanych odbért. U norskych vzorkl se jeji vyskyt nepotvrdil v 5 vzorcich 3, 11, 13, 21
a 23. Absenci sinicové DNA potvrdily i negativni vysledky PCR reakci s navrzenymi primery
pro detekci sinic s geny PUW/MIN (Obr. 37).

5.2.2 Design specifickych PCR primert pro detekci genii pro syntézu PUW/MIN

Celkové bylo v programu Geneious navrzeno 13 part PCR primert (pfiloha ¢. 1). VSechny
navrzené primery byly testovany na kmenech sinic s geny pro PUW/MIN (Obr. 25, 26, 27).
Pro dalsi testovani byly vybrany pary primerd pod ozna¢enim Al, A2, B1 a F1 (jedna se vzdy
o par primerd forward a reverse, napt. A1 = A1f+Alr), které vykazovaly pozitivni vysledky u
vSech uvedenych sinicovych kment s geny pro PUW/MIN. Primery F3 nebyly vybrany pro
dalsi testovani vzhledem ke kratké délce produktu a slabsi amplifikaci. Protokol PCR reakce
je zaznamenan v nasledujici tabulce (Tab. 7). V popisu gelt u vSech obrazka UT = UTEX
B1613, 93 = CCALA 993, 94 = CCALA 994, 88 = CCALA 988, S = NIVA-CYA 644, + -

pozitivni kontrola, - negativni kontrola.

" Cislo vzorku (pfiloha ¢. 4).
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Tab. 7: Protokol PCR reakce pfi testovani primerti na sinicovych kmenech s geny pro
PUW/MIN.

Primery cyklus €. | pocet opakovani | teplota [°C] | ¢as [min]
Al, A2 A3 1 1 95 5
B1, B2, C1 30 95 1
El, E2 2 30 57 0,75
H1, H2 30 72 0,75
F1, F2, F3 3 1 72 10
Ur93 94 88 S + - UT93 94 88 S + -
2
& s

moo»:p\‘ 1000

To0en _y ddﬂ.‘ “- g

m,p .

UT93794788" 5%

UT93 94 88 § + ure3v9488 § + -

Obr. 25: Testovani PCR primert na sinicovych kmenech s PUW/MIN. 1-Al; 2-A2; 3-A3;
4-B2; 5-C1; 6-H2.
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Ur93 94 88 S + - UT93 94 88 § + -

Obr. 26: Testovani PCR primert na sinicovych kmenech s PUW/MIN. 1-B1; 2-E1; 3-E2;
4-H1.

- . . 7008 j j

Obr. 27: Testovani PCR primert na sinicovych kmenech s PUW/MIN. 1-F1; 2-F2; 3-F3.
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5.2.3 Optimalizace vybranych PCR primeri

Teplota annealingu vybranych PCR primeri byla optimalizovana podle nasledujiciho
protokolu (Tab. 8). V popisu geli u viech obrazkit UTEX = UTEX B 1613, C 993 = CCALA
993, C 994 = CCALA 994, C 988 = CCALA 988 a NIVA-CYA = NIVA-CYA 644.

Tab. 8: Protokol optimalizace teploty pro primery Al, A2, B1 a F1.

Primery cyklus ¢. [pocet opakovani |teplota [°C] | ¢as [min]

Al 1 1 94 5

A2 35 94 0,75
) gradient

Bl 35 step 0,75

F1 35 72 15
3 1 72 10

V nasledujicim obrazku (Obr. 28) je zaznamenan vysledny gel optimalizace primert Al, kde

byl gradient step v rozmezi teplot 50,2 — 64 °C.

Obr. 28: Optimalizace teploty annealingu primert Al: 1) 50,2 °C; 2) 54,3 °C; 3) 56 °C; 4) 58
°C; 5) 60 °C; 6) 62 °C; 7) 64 °C.

Na obrazku (Obr. 29) je znazornén gel s pribéhem optimalizace u primera A2. Zde byl
gradient step v rozmezi teplot 50,2 — 64 °C.
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Obr. 29: Optimalizace teploty annealingu primert A2: 1) 50,2 °C; 2) 54,3 °C; 3) 56 °C; 4) 58
°C; 5) 60 °C; 6) 62 °C; 7) 64 °C.

Na obrazku (Obr. 30) je znazornén vysledek optimalizace primert B1, kde byl gradient step v
rozmezi teplot 50,3 — 70 °C.

Obr. 30: Optimalizace teploty annealingu primert B1: 1) 50,3 °C; 2) 55,7 °C; 3) 61 °C;
4) 63,7 °C; 5) 66,1 °C; 6) 68 °C; 7) 70 °C.

Obrazek (Obr. 31) znazornuje prubéh optimalizace primera F1, kde byl gradient step v
rozmezi teplot 55,1 — 60,4 °C.
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Obr. 31: Optimalizace teploty annealingu primert F1: 1) 55,1 °C; 2) 56,2 °C; 3) 57,8 °C;
4) 58,7 °C; 5) 59,6 °C; 6) 60,4 °C.

Teploty u vSech vybranych primert byly optimalizovany na teplotu uvedenou v nasledujici
tabulce (Tab. 9).

Tab. 9: Optimalizovana teplota annealingu u vybranych PCR primert.

annealing-T [°C]
Al 62
A2 62
Bl 63
F1 56

5.2.4 Testovani vybranych PCR primeri na enviromentalnich vzorcich

PCR reakce probihala podle protokolu, zobrazeném v nasledujici tabulce (Tab. 10).
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Tab. 10: Protokol PCR s vybranymi pary primerd Al, A2, B1, F1 na environmentalnich

vzorcich.
cyklus |[pocet teplota cas
Primery | ¢. opakovani [°C] [min]
Al, A2 1 1 94 5
2 35 94 0,75
35 62 0,75
35 72 0,75
3 1 72 10
cyklus [pocet teplota cas
Primery | ¢. opakovani [°C] [min]
Bl 1 1 94 5
2 35 94 0,75
35 63 0,75
35 72 0,75
3 1 72 10
cyklus [pocet teplota cas
Primery | ¢. opakovani [°C] [min]
F1 1 1 94 5
35 94 0,75
2 35 56 0,75
35 72 0,75
3 1 72 10

5.2.4.1 CHKO Tiebonsko a okoli 2017

Celkove bylo v roce 2017 testovano 22 vzorkl z Tiebonska (pfiloha ¢. 2).

Vysledky s vyuzitim primerti Al jsou znazornény na nasledujicim obrazku (Obr. 32).
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Obr. 32: PCR s primery Al, Ttebonsko 2017. "

Pfitomnost sinic s genem pPuwA Vv oznacenych vzorcich (Obr. 32) byla po osekvenovani

potvrzena Vv rybnicich s ¢isly 3, 8, 10, 11, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22 (ptiloha ¢. 2).
Vysledky s vyuZitim primerti A2 jsou znazornény na nasledujicim obrazku (Obr. 33).

1529 354567 Yo 910 12

1000bp &

S00bp

131415 161718192021 22 - +

1000bp 4

500bp

Obr. 33: PCR s primery A2, Tteboiisko 2017.

* Vzorky odeslany k osekvenovani
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Z obrazku (Obr. 33) je patrné, Ze je u primeru A2 velmi slaba amplifikace. Primery A2 nebyly

dale vyuzity pro sekvenacni analyzy.

Vysledky s vyuzitim primerti B1 jsou znazornény na nasledujicim obrazku (Obr. 34).

Obr. 34: PCR s primery B1, Tieboiisko 2017."

Vzhledem ke slabsi amplifikaci primery B1, byly k osekvenovani odeslany pouze vzorky 10
a 11. U obou vyznacenych vzorki byla potvrzena shoda s genem puwB.

Na obrazku (Obr. 35) je znazornén vysledny gel PCR reakce s primery F1.

Obr. 35: PCR s primery F1, Tieboiisko 2017. "

* vzorky odesldny k osekvenovani.
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Vysledky s vyuzitim primerti F1 vykazovaly pfitomnost sinic s genem puwF ve vSech
zminovanych vzorcich (Obr. 35). Vse bylo potvrzeno vysledky ze sekvenovani. Po srovnani

vyslednych geld (Obr. 32, 33, 34, 35) byl pro dalsi analyzy pouzivan pouze par primera F1.

5.2.4.2 CHKO Ttéborisko a okoli 2018

%

V roce 2018 byly vzorky odebrany ze 34 lokalit (ptfiloha €. 3). Pfitomnost sinic
sgenem puwF ve vzorcich, podle PCR reakce sparem primerd Fl, je znazornéna

Vv nasledujicim obrazku (Obr. 36).

Obr. 36: PCR s parem primeri F1, Tiebotisko 2018.*

Z vysledki sekvenovani vyznacenych PCR produkti byl potvrzen vyskyt sinic s geny puwF
ve 12 rybnicich: 1, 5, 11, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 26, 33, 34 (ptiloha ¢. 3). U ostatnich vzorka
odeslanych k sekvenaci nebylo mozné kvuli nedostatecnym datim vysledné sekvence PCR

produktu slozit a potvrdit tak shodu s genem puwF.

5.2.4.3 Norsko

Celkove bylo testovano 20 enviromentalnich vzork z Norska (ptiloha ¢. 4). Vysledky

S pouzitim paru primera F1 jsou zobrazeny na obrazku (Obr. 37).

*Vzorky odeslany k osekvenovani
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Obr. 37: PCR s primery F1, Norsko 2017. "

Z vysledkt sekvenovani vyznacenych PCR produkti (Obr. 37) byl potvrzen vyskyt sinic
s geny pro PUW/MIN v 10 vzorcich.: 1, 2,4, 7, 8, 12, 16, 17, 18, 19 (piiloha ¢. 4). U vzorka

10 a 24 i ptes pozitivni vysledek nebylo mozné vysledné sekvence slozit.

5.2.5 Testovani specificity paru primera F1

Specificita PCR primeri byla pro kontrolu potvrzena testovanim na sinicovych

kmenech s kompletné osekvenovanym genomem, kde chybi geny pro PUW/MIN (Obr. 38).

Testovani specificity probihalo na 22 sinicovych kmenech (Tab. 2).

Obr. 38: Testovani specificity PCR primert F1 na kmenech sinic bez genu pro PUW/MIN.

- negativni kontrola; + pozitivni kontroly.

5.2.6 Vysledky sekvenovani PCR produkti s pouZitim primert F1

5.2.6.1 CHKO Tteborisko a okoli

V roce 2017 bylo zaslano k sekvenaci vSech 22 PCR produktl ziskanych s pouzitim
primerd F1 (Obr. 35). Analyza pomoci BLASTn ukazala u vSech vzorkid ptibuznost ke
znamym producentim PUW/MIN. Nasledny alignment potvrdil homologii s ¢asti sekvence
genu puwF z biosyntetické drahy PUW/MIN viz. (piiloha ¢. 5, 6, 7). I ptes slabsi amplifikaci

" vzorky odeslané k sekvenovani
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vzorku rybnikt 5-Dvofisté, 6-Horusicky, 7-Hejtman, je sekvence z 96 % podobna sinicovému
kmenu CCALA 993, CCALA 994. Stejnou nebo jest¢ vyssi podobnost
(90,5-99,6 %) casti sekvence genu puwF ke kmenim CCALA 993 a 994 vykazovaly vzorky
z rybnikt 10-Pesak, 18-Pesak II, 21-Krajina, 13-Koclif, 12-Miletinsky potok, 2-Bfilicky,
15-Zenich, 9-Stiibfecky, 16 Rozmberk, 1-Zablatsky, 17-Vlkovicky, 11-Laska, 4-Staiikov, 22-
Svét, 3(F)-Stary vdovec. U sinic v rybnicich 19- Spolsky a 3(R)-Stary vdovec byla podobnost
k CCALA 993 a 994 v rozmezi 81,5-85,1 %. Sekvence ze vzorkll 8-Opatovicky rybnik a 14-
Potésil byly podobné vzorkiim odebranych v roce 2018, kde se patrné jednd o jiny genovy
klastr pro PUW/MIN. Jejich podobnost ke kmeni CCALA 993 Dyla
66,9-71,2 %, avsak vzajemna podobnost sekvence byla >90% (pfiloha ¢. 8).

V roce 2018 bylo osekvenovano 19 vzorka z odebranych 34 (Obr. 36). Z vysledkt
sekvenovani bylo mozné pouze u 12 z nich slozit sekvenci a potvrdit shodu s ¢asti sekvence
genu puwF. Pouze u jediného vzorku 14-Zenich byla podobnost ke vzorkiim z roku 2017
a kmeniim CCALA 993, 994 nad 90%. U ostatnich ze zminénych 12 osekvenovanych PCR
produktii se jedna nejspise o jiny typ genového klastru pro PUW/MIN s podobnosti 64-70 %
k sinicovym kmentiim CCALA 993 a CCALA 994. Konkrétn¢ se jedna o rybniky 33-Krajina,
19-Nadé¢je, 34-Novy rybnik, 26-Laska, 20-Rod, 15-Svét, 11-VySehrad, 5-Opatovicky,
17-Rozmberk, 1-Vyskok, 16-Kanov. Kromé vzorku 33-Krajina jsou si zminéné vzorky
spole¢né s vySe zminénymi vzorky 14-Potésil a 8-Opatovicky z pifedchoziho roku svou
sekvenci navzajem podobné v rozmezi 90-100 %. Vzorek 33-Krajina je podobny jen z 80 %

pravdépodobné kvuli hute prectené sekvenci.

Celkové Ize na zaklad¢ analyzy podobnosti usoudit, Ze se v environmetalnich vzorcich
v CHKO Tieboiisko a okoli vyskytuji 2 hlavni skupiny genotypid potencialnich producentt
PUW/MIN.

5.2.6.2 Norsko

Z analyzovanych vzorki odebranych v Norsku v roce 2017 bylo po tspé€sné PCR
zaslano k sekvenaci 12 vzorki z 20 (Obr. 37). Z vysledki sekvenovani bylo mozné pouze u 10
z nich slozit sekvenci a potvrdit shodu s ¢asti sekvence genu puwF. U vzorkd N10 a N24 i
pfes viditelny prouzek nebylo mozné slozit sekvenci kviili nedostatecné kvalité dat. Jednim
z dvodi muze byt vice producenttt PUW/MIN ve vzorku, jejichz sekvence se prekryvaji.
Zajimavosti byla u vzorku N19 podobnost sekvence se sinicovymi kmeny CCALA 993,
CCALA 994 7 vice nez 97 %. Podobnost vykazuje i se sekvencemi rybnikt z roku 2017, kde
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je vzajemna shoda od 80-98 %. Vzorky N2 a N4 jsou v daném useku identické s kmenem
Symplocastrum muelleri (NIVA-CYA 644). U vzorku N12 vychazi podobnost ke kmeni S.
muelleri na 84 %, nicméné mikroskopicky pfitomnost Symplocastrum muelleri (NIVA-CYA
644) nebyla potvrzena. Zde je pravdépodobny vyskyt jiného producenta PUW/MIN. U vzorka
N7, N8, N18 je vzajemna podobnost vice nez z 97 %. Nicméné podobnost s kmenem
Symplocastrum muelleri (NIVA-CY A 644) je pouze ze 70 %. Podobn¢ je tomu u vzorka N1
aN16, které jsou si podobné navzajem z 85 %, nicmén¢ podobnost k sinicovym kmeniim

v¢etné Symplocastrum muelleri byla méné nez 60 %.

5.2.7 Potvrzeni piitomnosti PUW/MIN v kmenech a vzorcich sinic pomoci HPLC-HRMS

(analyza ve spoluprici s P. Hrouzkem, MBU T¥eboii)

Vysledky chemické analytické analyzy vybranych vzorkti rybnikd v roce 2017
a vzorkl odebranych z Norska jsou uvedeny nize (Tab. 11 a 12). Analyza zbyvajicich vzorkt
odebranych z rybnikti v letech 2017 a 2018 dosud probiha a nemohla byt do diplomové prace

zahrnuta.

Tab. 11: Vysledky HPLC-HRMS/MS analyzy vzorkt planktonu CHKO Ttebonsko a okoli
zroku 2017 na obsah lipopeptidi puwainaphycini. V pozitivnich vzorcich je uvedena
produkovana varianta puwainaphycinu, pokud se jedna o variantu dosud neznamou je uvedena

pouze hodnota m/z odpovidajici poméru hmoty a naboje.

Cislo vzorku lokalita Nalezena varianta puwainaphycinu

21 Krajina Puwainaphycin A (1235.7), 1237.7

11 Laska --

22 Svét --

15 Zenich Puwainaphycin A (1235.7), 1237.7, 1249.6, 1223.5
14 Potesil Puwainaphycin A (1235.7), 1237.7, 1249.6, 1223.5
18 Pesak 11 Puwainaphycin A (1235.7), 1237.7

2 Brilicky Puwainaphycin A (1235.7), 1237.7

10 Pesak Puwainaphycin A (1235.7), 1237.7, 1223.5

20 Vysehrad Puwainaphycin A (1235.7), 1237.7, 1223.5

5 Dvofiste Puwainaphycin A (1235.7), 1237.7, 1223.5
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Tab. 12: Vysledky HPLC-HRMS/MS analyzy vzorkli Norska zroku 2017 na obsah
lipopeptidii  puwainaphycinti. V pozitivnich vzorcich je uvedena produkovanad varianta
puwainaphycinu, pokud se jedna o variantu dosud neznamou je uvedena pouze hodnota m/z

odpovidajici poméru hmoty a naboje.

Cislo vzorku- Norsko Nalezena varianta puwainaphycinu
2 Puwainaphycin A (1235.7)

3 -
4
7

Puwainaphycin A (1235.7)

10 --

11 --

12 1274.7

13 --

15 1235.7 (Puwainaphycin A), Puw 1249.7

19 --
21 --
22 --
23 --
24 1235.7 (Puwainaphycin A)
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6 Diskuze

Jednim z cili piedlozené diplomové prace byl design novych PCR primert pro detekcei
sinicovych druht s geny pro PUW/MIN v environmentalnich vzorcich. Vyuziti PCR je jednou
ze zdkladnich a nejbéznéjSich metod pro stanoveni pfitomnosti producentli cyanotoxini
v prostfedi. PCR protokoly pro detekci toxigennich sinic jsou bézné dostupné napt. pro
producenty microcystini a nodularin (Rantala et al. 2004, Jungblut et al. 2006),
cylindrospermopsinu (Mazmouz et al. 2010), nebo anatoxinu-a (Rantala-Ylinen et al. 2011).
Pro cytotoxické lipopeptidy PUW/MIN vSak podobna metoda dosud chybéla. Vzhledem
k prekvapivé vysoké variabilité v konsensu sinicovych kment s biosyntetickou drahou pro
PUW/MIN, byly v programu Geneious konzervované tseky, vhodné pro design primerQ
hledany manualn¢ (kapitola 4.5). Z navrzenych 13 primert byly po prvotnim testovani na
stejnych sinicovych kmenech s geny pro PUW/MIN vybrany 4 vhodné pary primerut tj. Al,
A2, Bl a F1. Po optimalizaci byl vybran pouze jediny par primert F1, ktery amplifikuje
priblizné 550 bp dlouhy usek genu puwF (jeden z NRPS genl v klastru pro syntézu
PUW/MIN). Tento par primerti vykazoval pozitivni vysledky pfi testovani na stejnych
environmentalnich vzorcich, jako pti PCR reakci s ostatnimi primery Al, A2 a B1. Navic se
ptitomnost genu pro PUW/MIN potvrdila i v dalSich vzorcich, k ¢emuz u PCR reakce se
zminovanymi primery Al, A2 a Bl nedoslo (Obr. 32, 33, 34), primery F1 tedy vykazuji vyssi
senzitivitu. Vhodnost designovaného paru primera potvrdil kromé vysledku sekvenovani PCR
produktu i test specificity, ve kterém byly primery F1 testovany na kmenech sinic s kompletné
osekvenovanym genomem bez genli pro PUW/MIN, avSak obsahujicich biosyntetické drahy

pro lipopeptidy (Obr. 38) predikované v publikaci Galica et al. (2017).

V souvislosti s testovanim PCR primert na environmentalnich vzorcich bylo dulezité
zvolit vhodnou izola¢ni metodu genomové DNA (kapitola 4.4). Jako nejvhodnéjsi byla
vybrana izolacni metoda kitem NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko)
vzhledem K vy$§im naméfenym hodnotam koncentrace DNA (Obr. 23, 24) v porovnani
S ostatnimi metodami. Vhodnost vybrané izola¢ni metody byla dale potvrzena vysledky
amplifikace PCR reakci. U ostatnich izola¢nich metod nebylo pii predbéznych testech
dosazeno v mnoha piipadech pozitivhich vysledkil na rozdil od vybraného izola¢niho kitu
(kapitola 5.2.1). Tyto predbézné PCR analyzy pouze potvrdily vysledky méfeni koncentrace

DNA a proto je v diplomové praci neuvadim.
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Na zakladé¢ nové detekéni metody s vyuzitim primerd F1, byla pozornost dale
vénovana problematice vyskytu cyanobakteridlnich sinicovych lipopeptidii V zivotnim
prostiedi. Jak uz bylo v reSer$ni ¢asti zminéno, jednim z divodi pro monitoring a detekci
PUW/MIN v CHKO Tieboiisko a okoli byl jiz diive zaznamenany pravdépodobny vyskyt
puwainaphycinu A (PUW A) ve dvou lokalitach z této oblasti — rybniku Pesak a rybniku
Vysehrad (Zapomélova et al. 2009). Zajimavé je, ze v minulosti byl tento konkrétni
sekundarni metabolit nalezen pouze u jediného sinicového kmene, Anabaena sp. BQ-16-1,
ktery patii mezi terestrické sinice (Gregson et al. 1992). Také ostatni publikované studie
nalezly lipopeptidy ze skupiny PUW/MIN vyhradné v kmenech terestrickych (ptidnich) sinic
(Hrouzek et al. 2012, Kang et al. 2011, 2012, Mares et al. 2019). Nedavna studie zaméfend na
bioinformatickou predikci riznych typt lipopeptidovych genovych klastrii v sinicich
poukazala na jejich zvySenou frekvenci V sinicich tvoficich biofilmy (Galica et al. 2017).
Vysledky studie (Zapomélova et al. 2009) nicméné naznaluji, Ze piitomnost
puwainaphycinu A mize byt spojena S vyskytem planktonni sinice Sphaerospermopsis

reniformis, ktera se sporadicky vyskytuje v planktonu eutrofnich vod téZ na tizemi CR.

Monitoringem CHKO Ttebonsko a okoli vroce 2017 byla ptitomnost druhu S.
reniformis po mikroskopickém rozboru potvrzena v 5 lokalitach: rybnik Pesak, Vysehrad,
Pot&sil, Rozmberk a Stary vdovec. V téchto 5 lokalitach spole¢né s rybniky Krajina, Zenich,
Bftilicky a Dvorist¢ byl HPLC-HRMS analyzou potvrzen vyskyt puwainaphycinu A
(Tab. 11). Nicméné vzhledem Kk tomu, Ze nebyla sinice Sphaerospermopsis reniformis
V rybnicich Krajina, Zenich, Bfilicky a Dvofisté mikroskopicky potvrzena, je mozné, ze by
mohl byt puwainaphycin A produkovan také jinymi sinicovymi druhy. Z vysledkit PCR
a sekvenacéni analyzy vzorkl z terénnich odbéri v CHKO Tiebonsko a okoli v roce 2017
a 2018 je patrné, ze sekvence puwF tvotily dvé pomérné odlisné hlavni skupiny (ptilohy ¢. 5—
7). Prvni z nich obsahovala vétSinu vzorkt z r. 2017 a vzorek z rybniku Zenich z roku 2018,
druha pak vétsinu vzorki z r. 2018 a dva vzorky (Opatovicky, Potésil) z roku 2017. Podobnost
v genu puwF okolo 60-70 % mezi témito dvéma skupinami sekvenci je zhruba na Grovni
podobnosti mezi kmeny rodt Cylindrospermum a Anabaena uvedené ve studii Mares et al.
(2019). Takovy vysledek naznacuje, ze se ve studovanych vzorcich planktonu patrné jednalo
o nejmén¢ dva rizné producenty PUW/MIN, bud’ populace stejného druhu, nebo rizné druhy
sinic. Genotypova variabilita populaci planktonnich sinic co se tyfe genud pro toxické
sekundarni metabolity je znamym fenoménem, napi. v piipadé producentli microcystini

(Kurmayer et al. 2004, Lara et al. 2013).
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PCR produkt genu puwF byl v letech 2017 a 2018 ziskan i z fady dalSich lokalit, kde
se druh S. reniformis nevyskytoval (Obr. 35 a 36). Z vysledkii mikroskopické analyzy
environmentalnich vzorki CHKO Trtebonsko a okoli (pfilohy ¢. 2 a 3) bylo po srovnani S
vysledky molekularnich metod odvozeno, Zze by se mezi potencialni sinicové producenty
PUW/MIN ze skupiny 1 (2017 + Zenich 2018) mohly fadit napi. druhy Microcystis
aeruginosa a Woronichinia neageliana, které byly pfitomny v naprosté vétSiné vzorki
pozitivnich pfi PCR. U druhé skupiny (2018 + Opatovicky a Potesil 2018) vychazi jako
nejpravdépodobnéjsi producent PUW/MIN Microcystis ichtyoblabe. Nicméné nelze zcela
vyloucit, ze nebyla S. reniformis mikroskopicky zachycena napt. z divodu fidkého vyskytu v
morfologicky dobfe vyvinutych vlaken v mikroskopovaném vzorku. V budoucnu bude
nezbytné pokusit se o izolaci potencidlnich producentii do kultury, aby byla potvrzena jejich

skute¢na identita.

Pii mikroskopické analyze byl dale sledovan piibuzny druh Sphaerospermopsis
aphanizomenoides (Zapomélova et al. 2009). Tato sinice byla dfive monitoringem
zaznamenana ve stfedni Moravé (Horecka a Komarek, 1979). Od roku 2004 byl jeji vyskyt
zaznamenan v nékolika dalsich lokalitich v Ceské republice (Zapomélova et al. 2009,
KaStovsky et al. 2010). Monitoringem v CHKO Tieboiisko a okoli 2017 byla mikroskopicky
detekovédna pouze v rybniku Spolsky viz. (kapitola 5.1.1.1). Z dosazenych vysledkli nelze
potvrdit moznou souvislost s vyskytem PUW/MIN, vzhledem k absenci téchto latek v rybnice

Spolsky (Tab. 11).

Dal§im z davodd pro detekci a monitoring PUW/MIN v Zivotnim prostfedi je
mnohalety vyskyt onemocnéni Alveld v norskych oblastech, kde dochazi k intoxikaci
anaslednému umrti ovci ze zatim neznamych pficin (Mysterud et al. 2016). Jak zminéna
studie uvadi, doposud bylo onemocnéni spojovano s vys$sim piijmem saponind V potraveé ovci.
Rostlina Narthecium ossifragum obsahuje saponiny a v mistni flofe postiZzené oblasti je hojné
zastoupena. Nicmén€ nebylo potvrzeno, Ze by pfijem samotnych saponinli zpisobil
onemocnéni. Studium se tedy pfesunulo na mikroorganismy, které jsou soucasti tamniho
terénu. Ve studii (Radostits a Done, 2007) byla potvrzena souvislost mezi vyskytem sinic
a priznaky onemocnéni. V odborném ¢lanku (Tennesen et al. 2013) byl dokonce potvrzen
vyskyt sinice Symplocastrum muelleri v toxigennich ptdnich biofilmech. Kmen S. muelleri
NIVA-CYA 644 izolovany z téchto lokalit je producentem PUW/MIN a je znamo, Ze tyto
lipopeptidy jsou cytototoxické (Mares et al. 2019). Proto bylo cilem monitoringu a detekce

potvrzeni piitomnosti sinicovych zastupcli s ekotoxikologickym potencidlem v jedné
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z postizenych oblasti (Obr. 19). Z vysledktit mikroskopického rozboru byl vyskyt sinice
Symplocastrum muelleri potvrzen ve 14 z 20 analyzovanych vzorki (pfiloha ¢. 4).
Molekularnimi metodami byla v souvislosti s vysledky ze sekvenovani detekovana podobnost
s geny pro PUW/MIN v 10 vzorcich ze zminénych 14 vzorka (kapitola 5.2.4.3), u kterych
byla, kromé vzorku ¢. 12 a 17, pritomnost Symplocastrum muelleri mikroskopicky potvrzena
(vzorek €. 1, 2, 4, 7, 8, 16, 18, 19). Kontrolni analyzou na HPLC-HRMS na pfitomnost
PUW/MIN ve vsech testovanych 20 vzorcich bez vzorku ¢. 1 (ztrata vzorku), byl vyskyt PUW
A zaznamenan ve 4 vzorcich (vzorky €. 2, 4, 15, 24) (Tab. 12). Zatim neznama varianta
PUW/MIN byla zaznamenéna ve vzorku €. 12 (Tab. 12). Po porovnani s vysledky u ostatnich
detekénich metod vychazi, ze producentem PUW A ve vzorcich ¢. 2 a 4 je S nejvetsi
pravdépodobnosti Symplocastrum muelleri. Tento fakt potvrzuje i 100% podobnost sekvenci
PCR produktti s kmenem NIVA-CY A 644 (ptiloha ¢. 8). U vzorku (€. 1, 7, 8, 16, 18, 19), kde
byla molekularné potvrzena pritomnost gentt PUW/MIN a zaroven byla potvrzena pfitomnost
Symplocastrum muelleri mikroskopicky bez pozitivnich vysledkit HPLC-HRMS analyzy, lze
usoudit, Ze nemusel byt dany sekundarni metabolit produkovan ipfes ptfitomnost jeho
producenta. Nicméné srovnanim podobnosti osekvenovanych PCR produktd (€. 1, 7, 8, 16,
18, 19) s kmenem NIVA-CYA 644 vychazi podobnost v rozmezi pouze 58-71 % (piiloha ¢.
8). Dalsi vysledky molekuldrni metody s navrzenymi primery F1 navic potvrdily pfitomnost
gentt pro PUW/MIN ve vzorcich €. 12 a 17 (ptiloha €. 4). Jak uz bylo vy$e zminéno (Tab. 12),
u vzorku ¢. 12 se i HPLC-HRMS analyzou potvrdila pfitomnost zatim nezndmé formy
PUW/MIN. Podobnost osekvenovaného PCR produktu (¢. 12) s kmenem NIVA-CYA 644 je
V tomto piipadé téméf 85 %. Nicméné mikroskopicky nebyla pfitomnost Symplocastrum
muelleri zachycena. Nemuzeme tedy s jistotou tvrdit, Zze iVtomto pfipadé¢ se jednd o
potencialniho producenta Symplocastrum muelleri. Jak ztabulky (Tab. 12) vyplyva,
ptitomnost PUW A byla navic analyzou HPLC-HRMS zaznamenana u vzorku ¢. 24 a ¢. 15.
Vzhledem k tomu, ze u vzorku ¢. 15 nevySel pozitivni vysledek u PCR reakce s primery F1
(Obr. 37) a zaroven pii mikroskopickém rozboru nebyla zaznamenana piitomnost
Symplocastrum muelleri (ptiloha ¢. 4), je mozné, ze vyskyt PUW A pietrvaval i bez
pfitomnosti svého producenta (viz. dale). V ptipad¢ analyzy vzorku €. 24 nebylo mozné slozit
sekvenci i pies pozitivni vysledek PCR reakce (Obr. 37), tudiz nebylo mozné potvrdit
podobnost s geny PUW/MIN u sinicového kmene NIVA-CYA 644.

MoZnym diivodem odlisné detekce u jednotlivych metod, zejména V ptipad¢ vzorkl

biofilmi, je znand heterogenita environmentalniho vzorku. Je tedy mozné, Ze ¢ast vzorku
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pouzitd pro extrakci DNA a pro HPLC-HRMS analyzu se vzdjemné liSily slozenim
a relativnim zastoupenim jednotlivych druht sinic. Je tfeba vzit v tvahu i fakt, Ze izolovana
DNA je smési zZ raznych mikroorganismi, které jsou soucasti odebraného vzorku. Tato smés
DNA pak muze hrat dilezitou roli pii PCR reakci a predevs§im pii sekvenovani, kde mize byt
zachyceno nékolik riznych producenti PUW/MIN V ramci jednoho vzorku. To ma za
nasledek prekryvani sekvenci a tudiz neschopnost vyslednou sekvenci slozit a potvrdit tak
podobnost s biosyntetickou drahou sinicovych kmenti s PUW/MIN. Stejné jako u ostatnich
environmentalnich vzorkd z CHKO Tiebonska a okoli, i u vzorki Norska do$lo k situacim,
kdy vysledné sekvence PCR produktu nebylo mozné slozit. Nebylo tedy mozné potvrdit
ptibuznost ke zndmym producentim PUW/MIN u vsech vzniklych PCR produkti pomoci
BLASTN (kapitola 5.2.6.2). Moznym feSenim do budoucna je vytvoteni a sekvenace knihovny

klont ze ziskanych PCR produktd.

Dalsim faktorem je znac¢nad chemicka stabilita lipopeptidi ze skupiny PUW/MIN
(P. Hrouzek, tstni sdéleni). V nékterych piipadech muze dojit k situaci, kdy produkujici sinice
jiz odumfe a neni mikroskopicky ve vzorku zachycena, avSak produkovand latka je dosud
pritomna. Naproti tomu u nékterych vzorkii byl zachycen PCR produkt, ale nebyla detekovana
ptitomnost ptisluSnych produktt. K takové situaci miize dojit vlivem podminek v prostiedi
napt. zménou pocasi. Pfikladem vlivu pocasi na produkci sekundérnich sinicovych lipopeptidii
jsou vysledky studie (Bldhova et al. 2007), kde je vyssi koncentrace microcystinti
zaznamenana v obdobi letnich mésicti. Rozdilné teplotni podminky a terminy odbértt mohly
mit 1 vnasem piipadé vliv na vyskyt potencidlnich producentl a jejich aktivitu produkce
PUW/MIN. U sinicovych sekundarnich metabolitti je vcelku bézné, Ze je gen pro biosyntézu
detekovan (PCR metodou), ale neni exprimovan, tudiZz pak neni mozné zachytit pfitomnost
produkti pomoci HPLC-HRMS (Kurmayer et al. 2004). Tento problém je mozné z Vétsi Casti

eliminovat pouzitim real-time PCR pro detekci exprese téchto gent (Kurmayer et al. 2003).

Pfitomnost sinicovych sekundarnich metaboliti jako jsou zminéné puwainaphyciny
a minutissamidy ve vodach mize mit do budoucna pro ¢loveéka negativni dopad. Vzhledem
k ztejmé nespecifickému cytotoxickému pasobeni PUW/MIN proti eukaryotnim buiikdm
(Hrouzek et al. 2012) je dilezity dalsi prizkum jejich mozného toxického plisobeni véetné
monitoringu a detekce v zivotnim prostredi. Dulezitost takového prizkumu potvrzuje vyskyt
sinice  Symplocastrum muelleri NIVA-CYA 644 v oblastech, které jsou zasazeny
onemocnénim Alveld (Mysterud et al. 2016). Zatim nelze vyloucit, Ze pfitomnost
puwainaphycinli, minutissamidti nebo jinych toxickych sinicovych lipopeptidi je jednou
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z moznych pfi¢in onemocnéni Alveld. Jednou z nepotvrzenych hypotéz je pravé mozné
spolupiisobeni saponint spolecné s cytotoxickym ucinkem sinicovych lipopeptidii. Pfitomnost
podobnych toxickych sinicovych latek ve vodach pak otevira prostor k feSeni, jak zamezit
intoxikaci zivoc¢icht a jak takovému problému piedejit napf. véasnou detekci a monitoringem.
Z vysledkt diplomové prace je ziejmé, Ze jsou puwainaphyciny rozsifeny v planktonu
eutrofnich vod v CR, kdy z 54 odebranych vzorki (odbéry v roce 2017 i 2018), byla potvrzena
ptitomnost genu pro PUW/MIN ve 32 z nich (59 %) metodou s vyuzitim PCR primert F1. Ve
studii (Blahova et al. 2007) byl proveden monitoring microcystintl na uzemi CR, kde bdhem
roku 2004 bylo testovano 206 planktonnich vzorkt. U 145 z nich (70 %) byla zaznamenana
meéfitelna koncentrace tohoto toxinu. Byla také potvrzena pozitivni korelace mezi
dominantnim zastoupenim Microcystis sp. a tomu odpovidajici koncentraci mycrocystint. Jak
je z ptilohy (pfiloha ¢. 2, 3) patrné, vyskyt sinic rodu Microcystis byl témét ve vsech
odebranych vzorcich. Zajimava je jejich pfitomnost i ve vzorcich, kde je detekovéana
pfitomnost genit PUW/MIN bez vyskytu Sphaerospermopsis reniformis nebo
Sphaerospermopsis aphanizomenoides. Vzhledem k tomuto zjisténi nelze vylouéit hypotézu,
Ze pravé zastupci rodu Microcystis mohou byt dalsi potencialni producenti puwainaphycinu

V naSich vodach.
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7 Z.avér

Vhodnou metodou pro izolaci sinicové DNA z environmentalnich vzorkt byla zvolena
izolace kitem NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko) s n¢kolika
modifikacemi.

Pro detekci sinic s geny pro PUW/MIN byly Gspésné designovany a testovany primery
F1 a byl vytvoren optimalizovany PCR protokol.

Pomoci PCR na environmentalnich vzorcich byla potvrzena piitomnost potencidlnich
sinicovych producentt PUW/MIN v 59 % vzorki vodnich kvéth z CHKO Tiebonsko
a okoli.

Pomoci PCR na environmentdlnich vzorcich byla potvrzena hojna ptitomnost
potencialnich sinicovych producenti PUW/MIN ve vzorcich z Norska z oblasti
postizené ov¢i nemoci Alveld.

Piitomnost PUW/MIN byla potvrzena metodou HPLC-HRMS ve studovanych
vzorcich z planktonu rybniki a biofilmii z Norskych pastvin. Tim byla potvrzena
specificita zvolené¢ho PCR protokolu pro producenty PUW/MIN.

Vzhledem K pfitomnosti a zfejmé hojnému vyskytu puwainpahycinu A v eutrofnich
vodach v Ceské republice jsou prib&zny monitoring avéasna detekce dilezité

Z hlediska ochrany vetejného zdravi.
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9 Prilohy

Piiloha &. 1: Sekvence designovanych PCR primert.”

Gen
Primer |PUW Sekvence primeru (5‘—3¢) Tm [°C] bp
AlF AAGCCGCGCACCTTCAC 61,1
AlLR puwA |CSCCGGTGAGTTTTGATGT 57,7-58,8 661
A2 F GCACCGCCAGCTTTGAKAATC 60,3-62,5
A2 R puwA |GGATGTACCCTTTGAGCAA 54,8 632
A3 F CCCCATYGACCAACCATCA 57,3-59,4
A3 R puwA |AGTCGGACWGTGAGTTTTGT 57 738
B1F GCCGAGTTAACWTTATTGGGG 57
B1R puwB |ACGGCTGCTTGATATCCC 56,8 683
B2F CAACAACAAACMTGGGAACGCTT 61-62,5
B2 R puwB |GCTAAATAATCCACCARTGCCG 58,1-59,7 749
ClF GGTGAAATYTGGGTATCTGGTG 57,3-58,5
Cl1R puwC |TGAATTTTGCCRCTGGATGT 55,8-58,7 470
E1F AAACAGTGCCAAMCAGAAAA 54,4-56,3
E1R puwt |CGYACCCCTTCCATCAA 52,7-56,7 519
E2F AGCTTGTAYTATTTCGGCAACTA 56,3-57,9
E2R puwE |ACCCATTTCTCCRGCTTTGATATA 57,7-59,9 552
F1F GATGCACCMCCMHTRTTAGAACT 56,6-64,1
FI1R puwF |CATCGACARRGTTAWATCAAAC 51,5-55,7 558
F2F TTKAGTTTCCAYCATGC 46,3-52,0
F2R puwF |TTTCTCCRTCWGCATYTTC 50,9-54,9 464
F3F TGGCAGCAGATWAAYA 47,9-51,8
F3R puwF |GCCCAATCTTTRAAGGA 48,3-51,2 335
H1F CGCTGTTTGTKTGGGAAAA 55,0-57,0
H1R puwH |ATTCMCCACTGTAGCGACT 56,1-58,0 624
H2 F AGTCGCTACAGTGGKGAAT 56,1-58,0
H2 R puwH [TCTGGGTCAAGRGGGAGATA 56,5-59,0 848

* vybrané PCR primery
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Piiloha &. 2: Seznam sinicovych druhfi ve vzorcich CHKO Tteboiisko a okoli 2017.%; ©
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ych druhii ve vzorcich CHKO Tieboiisko a okoli 2018.1°
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32. Vlkovicky
33. Krajina
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Piiloha &. 4: Seznam sinicovych druhii ve vzorcich Norsko 2017. 1 ©
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https://www.google.com/search?q=gloeocapsopsis+magma&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi59IuEzJrhAhUJzqQKHaAUDH8QkeECCCooAA

Ptiloha ¢. 4: Alignment ziskanych sekvenci genu puwF z environmentélnich vzorkli ve srovnani se zndmymi producenty PUW/MIN. 988 -
CCALA 988; 993 - CCALA 993; 994 - CCALA 994; UTEX - UTEX B1613; UHCC - UHCC-0399; NIVA - NIVA-CYA 644; R - vzorky
Z planktonu rybnikti; N - vzorky biofilmt z Norska, 17 - vzorky odebrané v roce 2017; 18 - vzorky odebrané v roce 2018. U vzorku 3R17 se

sekvence ziskana forward (F) a reverse (R) primerem liSily.

1,988
2,993
3.004
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ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCGATTCAGACCTTC- --CGGGEETAGCAGTCGAGAGTT TCTGCTTCC - - - CATAGAGT TAACAGAGAAACTCAAACGCCTAAGTCAACAGTCAGGAGTCACACTGTT TATGACTCTGGAAGCGGCGT T TGTCACCTTAT TACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCAATTCAAACCTTC- -~ CGTGGTAGCAGTCGCGAGTT TCTATTACC CCTAGAATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTCTATTTATGACTCT CGAAGCAGCGT TTGTCAGCTTATTACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCGACCAGCAATTCAAACCTTC- --CGEGEETAGCAGTCGAGAGTT TCTATTACC- - - CCTAGAAT TGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACT T TATT TATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTAT TACATCGT TACAGCG
CCCTACCGACAGACCCCGCCCAGCCATTCAGACCT TC- - -CGGEGTAGTAGTCGAGATTT TCCCTTACC - - -TCTGGAAT TGACCGAACAACTCAATCGCCTCAGTCAGAAGT TTGGGETGACGCTGTTCATCGACT TTAGAAGCAGCCT T TGTCACCTTACTGCATCGTTACAGTG
CCCCACCGACAGACCCCGCCCAGCCATTCAAACAT TC- -~ CGGGGTAGTAGTCGAGAT TT TCCCTTACC TCTGGAAT TGACCGAACAACTCAATCGCCTCAGTCAGAAGT TTGGGETGACGCTGTTCATGACCTTAGAAGCAGCCT T TGTCACCTTACTGCATCGT TACAGTG
ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCAAT TCAAACCTTC- --CETGETAGCAGTCGCGAGTT TCTATTACC CCTAGAAT TGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAAT CAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTAT TACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCOWCCAGCAATTCAAACCTTC- --CGTGGTAGCAGTCGCGAGTT TCTATTACC CCTAGAATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT TTGTCAGCTTATTACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCOWCCAGCAAT TCAAACCTTC- --CGTGGTAGCAGTCGCGAGTT TCTATTACC CCTAGAATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGC AATCAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTATTACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCOWCCAGCAAT TCAAACCTTC- --CETGGTAGCAGTCGGGAGTT TCTATTACC CCTAGAAT TGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAAT CAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTAT TACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCAATTCAAACCTTC- -~ CGTGGTAGCAGTCGAGAGTT TCTATTACC CCTAGAATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTY TATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT TTGTCAGCTTATTACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCAATTCAAACCTTC- --CGKGGTAGCAGTCGMGAGTT TCTATTACC CCTAGAATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGC AATCAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTATTACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCAATTCAAACCTTC- --CGKGGTAGCAGTCGCGAGTT TCTATTACC CCTRGAATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT TTGTCAGCTTATTACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCAATTCAAACCTTC- -~ CGKGGTAGCAGTCGMGAGTT TCTATTACC CCTAGAATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT TTGTCAGCTTAT TACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCAAT TCAAACCTTC- --CGKGGTAGCAGTCGMGAGTT TCTCTTACC CCTAGAATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACT T TATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTAT TACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCGCACAGCAATTCAAACCTTC- --CGKGGTAGCAGTCGMGAGTT TCTATTACC CCTAGGATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT TTGTCAGCTTATTACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCAATTCAGACCTGC - - - CGCGETAGCAGTYKMGAKTTWMYMYTRYC - - - SMTRGAAT TGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTCTATT TATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTAT TACATCGT TMCAGCG
ACCTACAGATAGACCCCOWCCAGCAATTCAAACCTTC- - -CGAGGTAGCAGTGGCGAAGT TGATATACCTGTCKAAGRAWT GACAGAAAAACTCRAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTY TATT TATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTAT TACATCGT TACAGCG

AAGTTTGATTAACCTGTCNGATAAT TGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACT T TATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTATTACATCGT TACAGCG
ACCTACAGATAGACCCCOWCCAGCAATTCAAACCGTTACACGKGGTAGCAGTGEGMGAGTT TCTATTACCTGTCTAGAAAT TGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTCTATT TATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTAT TACATCGTTACAGCG
RCCKACAGATAGACCCCGROCAGCAATTCAAACCT TY - --CGKGGTAGCAGTCGAGAT TT TCTGTTACC- - -CCTAGAAT TGACAGAAAAACTCAAACGCCTCAGTCAGCAATCAGGCGTTACCCTGTTCATGACTCTGGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTAT TACATCGT TACAGCG
ANCTACAGATAGACCCNNGTCAGCAATCAGANNNCTT- --CGTGTRGCTARTYKTGAKTTAACYMTRYC GATRGAATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT TTGTCAGCTTATTACATCGT TACAGCG

TASC CCTRGAATTGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGC AATCAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCARCTTAT TACMTCGT TACMGCG

CETCAGCAKTCNNARNCCT TC- -~ CGWGGTARCMGTCKNGAGTT TCTATTACC - - -CCTAGAAT TGACAGAAAAACTCAAACGCCTAARTCAGCAAT CAGGARTCACTCTAT TTATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAACT TAT TACATCGT TACMGCG
AMTTGACTNAAAAACTCAAACGCCTAARTCAGCAAT CAGGAGTCACTCTATTTATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAACTTATTACATCGTTACMGCG

GAAGNTGCAGCGGCTAAT TTGAT T TAMCCTGTCGATGAAT TGACTNAAAAACT TAANCGCCTAAGTCAGCANT CAGGAATCTCTCTAT T TATGACTCTCGAANCAGCGT T TGTCAACTTATTACCTCGTTACCGCG

ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCAATTCAAACCT TC- - -MGWGGTAGCAGTCGMGAGTT TCTTTTACC - - - CMWAGAAT TGACAGAAMAACTCAAAS KY CTAAGTCARCAATCRGGAGTCACT T TATT TATGACTYTMGAAGCAGCRT T TGTSASMTTRT TRCATCGT TACAGYG
ACCTACAGGT TGACCCCGKTCAGCAATTCAGACTT T T- - -MGAGGTAGCAGTCGMGAGTT TCTTTTACC CAAAGAATTGACAGAAMAACTCAAASKTCTMAGTCARCARTCRGGAGTCACY TTATTTATGACTYTMCAAGCAGCRT TTGTSACMTTRT TRCAYCGYTACAGYG
ACCCCNAGAT TGAACCCGKTCAGCAATTCAGACT T TT- - -AGAGGTAGCAGTCGMGAGTTCCTTYTACC -~ - CAAAGAAT TGACAGAACAACTCAAWS KTCTMAGTCARCARTCRGGARTY ACT T TATTTATGACTYTMCAAGCAGCRT T TGTSACMTTRT TRCAYCGYTACAGYG
TTTTCCCCTACC- - -TCTGAACT TGATT GAACAACTCWACGT TCTCAGYCARAAGT TKGGAGY GACCCTETTCATGACCTTACAAGCAGCCT TTGTSACMT TGCTGCAY CGYTAYASTG

ACCCACAGATAAACCCCGTCCGSATETWCAGACTTTT- -~ AGAGGCGATCGCTTGGMKTTCCATYTGCG AMAAGAMT TGAGT GAACAACTTAAWS KTCTCAGTCARCARTCRGGARY TACY T TATTTATGACYTTACAAGCAGCAT T TGTSACATTRYTGCAYCGYTACASYG
ACCCACCGATAMAACCCCGTCCGGCTETACAGACT T TT- -~ AGAGGCGATCGCTTGGCTTTCCATCTGYG AMAAGACT TGAGT GAACAACTTAATGT TCTCAGYCAACAGTCGGGAACTACCT TATTTATGACCTTACAAGCAGCAT T TGTGACMT TGCTGCACCGCTACACTG
ACCCACCGATAAMCCCCGTCOGECTETACAGACTT T T- - - AGAGGCGATCGCT TGECT TTCCATCTGCG - - -~ AAAAGACT TGAGT GAACAACTTAATGT TCTCAGCCAACAGTCGGGAACTACCT TATT TATGACCTTACAAGCAGCAT T TGTGACATTGCTGCACCGCTACACTG
ACCCACCGATAAMACCCCGTCCGGCTETACAGACTT T T - -~ AGAGGCGATCGCT TGECT TTCCATCTGCG - - - AAAAGACT TGAGT GAACAACTTAATGT TCTCAGCCAACAGTCGGGAACTACCT TATT TATGACCTTACAAGCAGCAT T TGTGACATTGCTGCACCGCTACACTG
ACCCACCGATAAACCCCGTCCGGCTETACAGACT T T T- -~ AGAGGCGATCGCTTGGCTTTCCATCTGCG AMAAGACT TGAGT GAACAACTTAATGT TCTCAGCCAACAGTCGGGAACTACCT TATTTATGACCTTACAAGCAGCAT T TGTGACATTGCTGCACCGCTACACTG
ACCCACCGATAAACCCCGTCOGGCTETACAGACTT T T- -~ AGAGGCGATCGCTTGGCTTTCCATCTGCG AMAAGACTTGAGT GAACAACTTAATGT TCTCAGCCAACAGTCGGGAACTACCT TATTTATGACCTTACAAGCAGCAT T TGTGACATTGCTGCACCGCTACACTG
ACCCACCGATAMCCCCETCCGGCTETACAGACTT T T- -~ AGAGGCGATCGCT TGGCT TTCCATCTGCG - - ~AAAAGACT TGAGT GAACAACTTAATGT TCTCAGCCAACAGTCGGGAACTACCT TATT TATGACCTTACAAGCAGCAT T TGTGACATTGCTGCACCGCTACACTG
ACCCACCGATAMMCCCCETCCGGCTETACAGACT T T T- -~ AGAGGCGATCTCT TGGECT TTCCATCTGLG- - ~AMAAAGACT TGAGTGAACAACTTAATGT TCTCAGCCAACAGTCGGGAACTACCT TATT TATGACCTTACAAGCAGCAT T TGTGACATTGCTGCACCGCTACACTG
ACCCACCGATAAACCCCGTCOGGCTETACAGACTT T T- -~ AGAGGCGATCGCTTGGCTTTCCATCTGCG AMAAGACTTGAGT GAACAACTTAATGT TCTCAGCCAACAGTCGGGAACTACCT TATTTATGACCTTACAAGCAGCAT T TGTGACATTGCTGCACCGCTACACTG
ACCCACCGATAMMCCCCGTCOCGGCTGTACAGACT T T T- - -AGAGGCGATCGC T TGGCT TTCCATCTGCG AMAAGACT TGAGTGAACAACTTAATGT TCTCAGCCAACAGTCGGGAASTACCT TATTTATGACCTTACAAGCAGCAT T TGTGACATTGCTGCACCGCTACACTG
ACCCACCGATAMMCCCCETCCGECTETACAGACT T TT- -~ AGAGGCGATCGCT TGECT TTCCATCTGLG - - ~AMAAAGACT TGAGTGAACAACTTAATGT TCTCAGCCAACAGTCGGGAACTACCT TATT TATGACCTTACAAGCAGCAT T TGTGACATTGCTGCACCGCTACACTG

ACCAACAGACAMACCGCGTCCTGCTATTCAGACCT TC- - - AAAGGTAGCAGTATT TCAGAAGCGATCGC -~ ~CACTAACT TGAGTGAGAAACTTAAGCT TTTCTCACAAAAGTCGGGAGTCACCCTATTTATGACT TTGCAGGCGGCTT T TGCTACTTTACTCCACCGTTACAGCG
ACCAACAGACAAACCGCGTCCTGCTAT TCAGACCTTC- -~ AMAGGTAGCAGTATT TCAGAAGCGATCGC CACTAACT TGAGT GAGAAACTTAAGCT TTTCTCACAAAAGTCGGGAGTCACCCTATTTATGACT TTGCAGGCGGCTT T TGCTACTT TACTCCACCGT TACAGCG
ACCAACAGACAAACCGCGTCCTGCTATTCAGACCTTC - -~ AMAGGTAGCAGTATT TCAGAAGCGATCGC - - ~CACTAACT TGAGT GAGAAACTTAAGCT TTTCTCACAAAAGTCGGGAGTCACCCTATT TATGACT TTGCAGGCGGCTT T TGCTACTTTACTCCACCGTTACAGCG
GCCAACAGACAAASCGCGTCCTCCTATTCAGACAT TC- —-AMAGGTAGCAGCGTT TGT TACGCGATCGC -~ - CCCTAACCTRAGTGAGAAACTTAAGCT TCTCTC GCAAAGAGCGGGAGTCACCCTATTCATGACT TTGCAGGCAGCTT T TGCGAGCTTAATTCATCGT TACAGCG
CCCCACTGACAARCCACGCCCTCCGGTTATGACTT TC- - -CACGGTGETAGCATT TMTGMTGMTCTYGA CTGSGAGYTGACGCAGAAACTCAAAACGYTCAGTCAAAAGTCAGEWETCACCCTETTTATGACWCTGTATGCTGCTT T TGCTACTT TACTGTATCGT TACAGCA
A CTGSGAGCTGACGCAGAAACTCAAAACGYTCAGTCAAAAGTCAGEWETCACCCTGTTTATGACACTGTATGCTGCTT T TGCTACTT TACTGTATCGT TACAGCA

CCCCACTGACAARCCACGCCCTCCGGTTATGACTT TC- -~ CACGGTGGTAGCATT TCTGCTGMTCT TGA- - -CTGCGAGCTGACGCAGAAACTCAAAACGCTGAGTCAAAAGTCAGGTGTCACCCTGT I TATGACACTGTATGCTGCTT T TGCTACTTTACTGTATCGT TACAGCA
ACCTACAGATAGACCCCGTCCAGCAATTCAAACCTTC- --CETGETAGCAGTCGCGAGTT TCTATTACC - - - CCTAGAAT TGACAGAAAAACTCAAACGCCTAAGTCAGCAATCAGGAGTCACTCTATT TATGACTCTCGAAGCAGCGT T TGTCAGCTTAT TACATCGT TACAGCG
ACCCTAYGACCGACCGCGCAAAGCAGTACAAACTTTC- - - CGGEGTGGAAGCGTACCATT TGAAATCGA - - - CGCCCAAMTGACCCAGCAAT TAAAAACCCTCAGCCAGGAATCAGGGETGACGCTGTTTACGACCGGACTCGCAGCTT T TGTCACCTTGCTGT TTCGCTACAGTG
CTAAMAAACCTCAGCCGARAAMATAATATAACTCT T T TTATGACATTATTAKSAGCTT TGGCTACCCTCT TAGGTCGCTATAGTA

SCCAACSGACTATCCCCGTCCAGCCAYTCAAACCT TT- -~ ARAGGAGAGAAAACMYATTT TAKTYTTAA - - -TCAACASTTAACTACTAAACTAAAAAACCTCAGCAGAGAAAATAAGATCACTCTCTTTATGACACTATTAGCAGCCT T TACTATCCTCTTGAGTCGCTATAGTC
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Ptiloha ¢. 5: Alignment pokracovani.

190 200 210 220 230 240 250 260 70 280 230 300 31 320 330 340 350 360
GTCAAGAAGACATCCTCATAGGTACTCCCATTGCCAACCGCAATCAACGAGAAATCGAATCCTTAATTGGCTT T I T TGTCAATACCT TGGTACTGCGAACAAATCTAGCCGGAAATCCCAGTT T TGCAGAAT TAT TAAAGCAAGT GCGACAAGTAGCGC TAGATGCCTACACGCACCAGG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACTT TGGTACTGCGAACAMAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T IGTCAATACT T TGGTACTGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGC TAGATGCCTACACCCACCAAG
GTCAGACAGATATTCTTATTGGTAGCCCGATAGC TAACCGCGATCGCCCAGAAATAGATACAT TAATTGGCTT T T T TGTCAACACAT TGGTAT TGCGATCGCGT T TAGAAAATAATCCCCCAT T TGCAGAAT TACTGCAACAAGT CAAGCAAGTGGCGTTAGATGCCTACGCGCACCAAG
GTCAGACAGATATTCTTATTGGETAGCCCGATAGC TAACCGCGATCGCCCAGAGATAGATACACTAATCGGCTT T TT TATCAATACAT TGGTAT TGCGATCGCGT T TAGAAAATAATCCCCCAT TCATCGAAT TACTGCAACAAGT CAAGCAAGTGGCGT TAGATGCCTACGCGCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACT T TGGTRCTGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACTT TGGTRCTGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T TTGCAGAAT TATTAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGLACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T I T ITGTCAATACTT TGGTRCTGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGC TAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACT T TGGTGCTGCGAACAMAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACT T TGGTGY TGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACTT TGGTGT TGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGTT TTGCAGAAT TATTAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGLACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T I T TGTCAATACTT TGGTGT TGCGAACAAAT TTAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACT T TGGTRY TRCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACTT TGGTAY TGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TATTAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T I T ITGTCAATACTT TGGTGT TGCGAACAAAT TTAGCCGGAAATCCCAGTT T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACT T TGGTRY TRCGAACAMAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T ITGTCAATACT T TGGTRY TGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACTT TGGTGT TGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGTT TTGCAGAAT TATTAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGLACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T ITGTCAATACTT TGGTGY TGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGC TAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAGACATACT TATAGGTACTCCCATTGCCAACCGCAATCAMC GAGAAATCGAATCCCTGATTGGCTT T T T TGTCAATACT T TGGTACTGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TATTARAACAAGT GCGRCAAGTAGCCCTAGATGCCTACACTCACCAGG
GACAAGAAGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACTT TGGTRY TGCGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGTT T TGCAGAAT TATTAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGCTAGATGCCTACACCCACCAAG
GACAAGAAKACATCCTCATCGGOWCGCCMATTGCCMACCGCMATCMCCGARAAATCRAATCCCTCATTGGSTT T T T TGTCMATACTT TGGTWS TGCRAAMAWAT T TAK CCGGAAATCCCAGTT T TGCMRAAT TATTAGAACMAGT GCGACAAGTARCGCTAGATGCCTACWCCCMC CAAG
GACAAGAAKACATCCTCWTCGGCWCGCCMATTGCCMACCGCMATCMCCGARAAATCRAAWCCCTCAWTGGCTT T T T TGGCMATACT T TGGTWS TGCRAACAMAT T TAK CCGGAAATCCCARTT T TGCARAAT TAT TAGAACMAGT GCGACAAGTARCGCTAGATGCCTACWCCCMC CAAG
GACAAGAMKACATCCTCWTC GGEWCGCCMATTGCCMACCGSMATCMCC SARAAATCRAAWCCCTCAWTGGCTT T T T TGGCMATACT T TGGTRGTGCRAACAAAT T TAKCCGGAAATCCCART T T TGCMRAAT TAT TAGAACCARTGCGACAAGTARCGCTAGATGCCTACWCCCCCCAAG
GACAAGAAKAAATCCTCTTCGGSWCGCCMATTGCCMACCS SMATCMCC SARAAATCRAATCCCTCAWTGGCTT T T T TGGCMATACTT TGGTRGTGCAAAMAAAT T TAK CCGGAAATCCCARTT TTGCAGAAT TATTAGAACCARTGCGACAAGTARCGCTAGATGCCTACWCCCCCCAAG
GWCARGAWGACATTCTYATY GGCACKCCMATTGCCAACCGCAATCRCCGAGAAATMGAATCCY TCATYGGCTT T T T TGTCAATACWT TGGTRY TGMGAAMT AAWT TAGC CGGAAATCCCAGT T T TTCAGAAT TATAAAAC AAAGT ¥VGAACAAGTAGCNC TAGATGCST TAYRCCCATCAG
GTCARGAWGATATTCTYATY GGCACKCCMATY GCCAACCGCAATCRCCRAGAAATMGAATCCYTCATYGGCTT T T T TGTCAATACATTGGTGT TGAGAANAMAAAGAGCCGGAAACCCCAMAAT TYTCAGAATAT TAAAAC AAAGT TAAACAAGTAGCNCTAGAAGCSTACACTCATCAGG
GTCARGAWGATATTCTYATY GGY ACKCCMATY GCCAACCGCAATCRCCRAGAAWT AGAATCMY TMATYGGCTT T T T TGTCAATACWT TGGTGT TGAGAAATAAAGTTRCCGGAAACCCCAAAT TY GCAGAAT TATAAMAC AAAGT TAAACAAGTAGCCCTWEAGCSTACACCTCATCAGG
GTCAGAMNGATATTCTTATTGGTACTCCCATYGCYAACCGCRAY CGCCYAGAAATARAT TCAYTAATTGGCTT T T T TGTCAATACAT TGGTAT TGAGAACGCGKTTANC AAMAAACCCCTCCTTTCATAKAT TACTGACT CAAGT CAAGCAAGTGGCCHNT TGAATGCCATGCTCCTCARG
GTCAGGATGATATTCT TATY GGTACTCCCATYGCCAACCGCAAY CRCCRAGAAT TAGAACCMT TMATYGGCTT T T T TGTCAATACATTGGTGT TGAGAAATAAAGT TACCAATAACCCCAAAT TYTCAGAAT TAT TGAMT CAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGYTATGCTCATCAGG
GTCAGGATGATATTCTTATTGGTACTCCCATCGOCCAACCGCAACCGCCAAGAAT TAGAACCATTAATCGGCTT T T T TGTCAATACATTGGTGT TGAGAAAT AAAGTTACCAATAACCCCAAAT TCTCAGAAT TACTGACT CAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGYTATGCTCATCARG
GTCAGGATGATATTCTTATTGGTACTCCCATCGCCAACCGCAACCGCCAAGAAT TAGAACCAT TAATCGGCTT T T T TGTCAATACAT TGGTGT TGAGAAATAAAGTTACCAATAACCCCAAAT TCTCAGAAT TACTGACT CAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGCTATGCTCATCAGG
GTCAGGATGATATTCTTAT TGGTACTCCCATCGLCAACCGCAACCGCCAAGAAT TAGAACCAT TAATCGGCTT T T T TGTCAATACAT TGGTGT TGAGAAATAAAGT TACCAATAACCCCAAAT TCTCAGAAT TACTGACTCAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGCTATGCTCATCAGG
GTCAGGATGATATTCT TATTGGTACTCCCATCGCCAACCGCAACCGCCAAGAAT TAGAMCCAT TAATCGGCTT T T T TGTCAATACATIGGTGT TGAGAAATAAAGT TACCAATAACCCCAAAT TCTCAGAAT TACTGACTCAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGCTATGCTCATCAGG
GTCAGGATGATATTCTTATTGGTACTCCCATCGCCAACCGCAACCGCCAAGAAT TAGAACCAT TAATCGGCTT T T T TGTCAATACATIGGTGT TGAGAAAT AAAGTTACCAATAACCCCAAAT TCTCAGAAT TACTGACTCAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGCTATGCTCATCAGG
GTCAGGATGATATTCTTATTGGTACTCCCATCGCCAACCGCAACCGCCAAGAAT TAGAACCAT TAATCGGCTT T T T TGTCAATACAT TGGTGT TGAGAAATAAAGTTACCAATAACCCCAAAT TCTCAGAAT TACTGACTCAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGCTATGCTCATCAGG
GTCAGGATGATATTCT TATTGGTACTCCCATCGCCAACCGCAACCGCCAAGAAT TAGAACCAT TAATCGGCTT T T T TGTCAATACATIGGTGT TGAGAAATAAAGT TACCAATAACCCCAAAT TCTCAGAAT TACTGACTCAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGCTATGCTCATCAGG
GTCAGGATGATATTCTTATTGGTACTCCCATCGCCAACCGCAACCGCCAAGAAT TAGAACCATTAATCGGCTT T T T TGTCAATACATTGGTGT TGAGAAAT AAAGTTACCAATAACCCCAAAT TCTCAGAAT TACTGACTCAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGCTATGCTCATCAGG
GTCAGGATGATATTCTTATTGGTACTCCCATCGCCAACCGCAACCGCCAAGAAT TAGAACCAT TAATCGGCTT T T T TGTCAATACAT TGGTGT TGAGAAATAAAGTTACCAATAACCCCAAAT TCTCAGAAT TACTGACT CAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGCTATGCTCATCAGG
GTCAGGATGATATTCTTAT TGGTACTCCCATCGLCAACCGCAACCGCCAAGAAT TAGAACCAT TAATCGGCTT T T T TGTCAATACAT TGGTGT TGAGAAATAAAGT TACCAATAACCCCAAAT TCTCAGAAT TACTGACTCAAGT TAAACAAGTAGCCCTTGATGGCTATGCTCATCAGG

COWAAAWCCCCT TATTCTCAWAAT TT T TGAATCAAGT TAMACAAGTAGCCCTTGATGGCTATGCTCATCATG
GTCAGGATGACATTCCGATCGGCACTCCCATTGC TAACCGTAACCGGAAAGAAATAGAACCCT TAATTGGATT T T T TGTCAATACT T TAGTCCTGCGTACCCGCATCGAAAATCAGT TGAGT T TCTCACAAT TACTCAAACAGGT ACAACAAGTAACTCTGEAAGCTTACGAATATCAAG
GTCAGGATGACATTCCGATCGGCACTCCCATTGC TAACCGTAACCGGAAAGAAATAGAACCCTTAATTGGATT T T T TGTCAATACTT TAGTCCTGCGTACCCGCATCGAAAATCAGTTGAGT T TCTCACAAT TACTCAAACAGGT ACAACAAGTAACTCTGGAAGCTTACGAATATCAAG
GTCAGGATGACAT TCCGATCGGCACTCCCATTGCTAACCGTAACCGGAAAGAAATAGAACCCT TAATTGGATT T T T TGTCAATACT T TAGTCCTGCGTACCCGCATCGAAAATCAGT TGAGT T TCTCACAAT TACTCAAACAGGT ACAACAAGTAACTCTGGAAGCTTACGAATATCAAG
GTCAGAACGATATTCTTATCGGCACTCCCATTGE TAACCGCAACCGCCOCGAAATAGAAACACTCATTGGATT T T T TGTCAATACT T TAGTGCTGCGTACCCGT T TGLAAGGGAATCCTAGT T T TT TGGAAT TACTTAAACAGGT ACAGCAGGTAACTCTGEAAGCTTACGAACACCAAG
ATCGRGATGATATAAGTATCGGCTGCCCTCTAGCCAATCGCACCCGATCKGAAATCTCACCACTAATCGGGCT T T T TGTCAATACCGTAGTGT TGCGTACCCAY ATATAWGGGAATCTGAGTT T TTCAGAAT TACTCRAACAGGT GCAAGAGGTGACTCTCAACGCTYTAGCWCACCAAG
ATCGRGATGATATAAGTATCGGCTGCCCTCTAGCCAATCGCACCCGATCKGAAATCTCACCACTAATCGGGCT T T T TGTCAATACCGTAGTGT TGCGTACCCAY ATATMTGGGAATCTGAGT T T TTCAGAAT TACTCAAACAGGT GCAAGAGGTGACTCTCAACGCTY TAGCWCACCAAG
ATCGAGATGATATAAGTATCGGCTGCCCTCTAGCCAATCGCACCCGATCTGAAATCTCACCACTAATCGGGCT T T T TGTCAATACCGTAGTGT TGCGTACCCATATATMTGGGAATCTGAGT T T TTCAGAAT TACTCAAACAGGT GCAAGAGGTGACTCTCAACGCTCTAGCACACCAAG
GACAAGAMGACATCCTCATCGGCACGCCAATTGCCAACCGCAATCACCGAGAAATCGAATCCCTCATTGGCTT T T T TGTCAATACT T TGGTRY TGSGAACAAAT T TAGCCGGAAATCCCAGT T T TGCAGAAT TAT TAAAACAAGT GCGACAAGTAGCGY TAGATGCCTACACCCACCAAG
GTCAGTCGGATATTCTGGTCGGT TCTCCCATTGCCAACCGTCACTACCGTGAGACTGAATCACTGATTGGCTT T T T TGTCAATACCATAGT TT TGCGGACACAAATCCCCAACAATCCCAGTT TCAAAGAAT TACTCCATCAAGTCCGGCAAGTGGCACTGEAGGCTTATACT CACCAAG
ACCAAGAAGATCTAGTAATAGGT TCCCCTATTGC TAACCGGAACCGTAAGGAAATAGAAGGC T TAATAGGCTT T T T TGTCAATCCCCTGCCCCTGAGAATAAAACTAAGCARAACTCAKAGTT T TWCCGAACTCCTTGCCTCAGT AAAAAAAGTSTETT TAGAAGCATATAATCATCAAG
ACCAAGAAGATCTAGTAATAGGT TCACCCATTGC TAACCGGAACCGCAAGGAAATAGAAGGC T TAATAGGCTT T T T TGTMAATACTT TACCCCTCAGAATAAAACTAAC AAMAACTCAAACTT T TACTGAACTCCTGTCCTCAAC AAAAAAAGTATETT TAGAAGCMT ATAATCATCAAA
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Ptiloha ¢. 6: Alignment pokracovani.

WU AW =
c
I
I}
M

370 38D 350 0 410 420 430 440 450 460 470 480 450 500 510 520
ATGTGCCCT T TGAGCAGGTAGT TGAGGCACTGCAACCAGCGCGGAATCT TAGCCATACACCACTGT TCCAAGTGCTGT I TGCCTTGCAGAATGCCCCAGTGGGAGAGT TGGAATT GCCGGGGCTGAGAT TGAMACCGT TACCAATAGAGGCAGTCACCTCCAA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGAGACACTACAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGAAT TGGAACTACCGGGECTGAGGT TGAAACCGT TACCAATTGAGGCAGTCACCTCCAA
ATGTGCCCT T TGAGCAGGTGGET TGAGACACTACAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGAAT TGGAACTACCGGGGCTGAGGT TGAMACCGT TACCAATTGAGGCAGTCACCTCCAA
AAGTCCCCTTTGAGCAGATAGTAGACATACTACAACTTAAGCGGAATCT CAGCCACACACCTT TAT TTCAGGTGATGT T TGCCCTGCAAAACGCGCCGATGGETAAT T TGGAGTTACCAGGGTTGCTGT TGTCGCAGT TACCAATAGAGGCTATCACCTCCAA
AAGTCCCCT T TGAGCAGATAGTAGACATACTACAACT TAAGCGTAATCTCAGCCATACACCTT TAT TTCAGGTGATGT T TGCCCTGCAAAATGCGCCGATGGGCAAT T TGGAATTACCAGGGTTGCAGT TGTCGCAGT TACCAATAGAGGCTAT TACCTCCAA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGARACACTRCAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGAATTGGAM
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGARACACTRCAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGAATTGGAM
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGARACACTRCAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGAATTGGAM
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGAGACACTACAACCAGCRCGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGWGAWT TGGA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGAGACACTACAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGAAT TGGAAYTACCGGGGCTGARGT TGAAACCGT TRCCAATTGAGGCAGTCACCTCCAA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGAGACACTACAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGAAT TGGAACTACCGGGECTGAGGT TGAAACCGT TACCAATTGRGGCAGTCACCTCCAA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGAGACACTACAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCMCCGATGGGWGAWT TGGAA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGARACACTRCAACCAGCRCGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGAAT TGGAAYTACCGGGGCTGARGY TGAAAY CKTTRCCAATKGAGGCWGTCACCTCCAA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGARACMCTACAACCAGCACGGAATY T TAGCCMTACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGAAT TGGAAYTACCGGGEYTGARGY TGAAACCGT TRCCAATKGRGGOWGTCACCTCCAA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGAGACACTACAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGAAT TGGAACTACCGGGECTGAGGT TGAAACCGT TACCAATTGAGGCAGTCACCTCCAA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGARACACTRCAACCAGCRCGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGEAGAWT TGGAAYTACT
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGAGACACTACAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCCCCGRTGGGAGRRT TGGAACTACCGGGGCTGAGGT TGAAACCGT TACCAATTGAGGCAGTCACCTCCAA
ATGTGCCCT I TGAGCAGGTGGET TGAGACACTACAACCAGCACGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT ICCAGGTGATGTITCATCTTGCAAGATGCCCCGCCOGEAGAAT TGGAACTACCGGEGCTGAGGWTGAAACCGT TACCAATTGAGGCA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGAGACACTACAACCAGCACGGAATY T TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCARAATGCMCCGATGGGWGAWT TGGAA
ATGTRCCCT T TGAGCAGGTAGT TGAGRCACTRCAACCAGCGCGGAATCTGAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTITCATCTTGCAAAATGCCCCGATGGGAGART TRGAACTACCGGGGCTGAAGT TGAAACCGT TRCCAATTGAGGCWGTCACCTCCAA
ATGTGCCCTTTGAGCAGGTGGET TGARRCACTRCAACCAGCRCGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCAAAATGCMCCGATGGGWGAWT TGGAA
ATGTGCCCTTTGARCARGTGGET TGAAACMCTWCMACCMRCAMGGAATCT TARCCMTACSCCGCTGT TCCMGGGEATGTTCATCTTGCMAAAWGCCCCGATGGGRGAAT TGGAAMTACCRGGGSTGAAG
ATGTGCCCTTTGARCARGTGGT TGAAACACTWCMACCMRCAMGGAATCT TAACCATACSCCGCTGT TCCMGGGEATGETTCATCTTGCMAAAWGCCCCGATGGGAGAAT TGGAAMMTACCSGGG
AAGTGCCCTTTGAACARGTGGT TGAAACCCTTCMACCMRCAMGGAATCT TARCCCTAGSCCGCTGT TCCMGGGGATGTTCATCTTGCMAAATGCCCCGATGGGAGAAT TGGAAMMTACCSGGGSTGAGGT TGARACCST T TGCMMNTGGRGCAGTCMC CTCCMA
AAGTGCCCTTTGAACARGTGGT TGAAACCCTTCMACCMRCAMGGAATCT TAACCCTAGSCCGCTGT TCCMGGGEATGETTCATCTTGCMAAATGCCCCGATGGEAKAATTGGAAATACCGGGGCTGARGT TGAAACCCWT TGCMATTGGRGCATGCMCCTGC
ATGTRCCCT T TGAGNAGGTGGGTGAGAGCWTACAACCAGCACGGAATTT T TACCCTTRCRCGSTRNTY CAGGTGATGTTCAT TYTSCAAAATGACGCACCWGGAKAATRGAACTAMTCG
ATGTNCCCTTMNGAGCAGGTGETAGAAGNCY TACAANCAGCACGCAAATT TACCCATGCACGSTNNATCCAGGTGATGNTC
ATTNGCCCTTTGAGCAAGTGGETAGAAGC T TNACAANCAGCACGCAAATT TAGTCATGCACGSNTATNY CAGGTGATGTTYATT
ANAYMCCCTTTWAGCAAGTGEWAGAARNTCTMCAACCAGAACGCAATCTCAKCCNTGCACCTT TAT TTCARGTGATGTT TAT TCT SCARAACGCNCCKATGGGTAAT T TAYAATTACCMGGETTGCAK T T TGTCCCSTTGSCTAKMGARGMTGTCACTGCCAA
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGTAGAAGCT T TGCAACCAGAACGCAAATT TAGTCATGCACCTT TAT TTCAGGTGATGTYNATTCT
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCT T TGCAACCAGAAY GCAAAYT TAGTCATGCACCK T TAT TTCAGGTGATGTT TAT TCTCCARAACGCMCCTATGGGTAAT T TAGAATTACCAGGGTTAAGTT T TGYCCOWT TGGCTAGTGAAAATGTCACTGCCAA
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCT T TGCAACCAGAACGCAAACT TAGTCATGCACCTT TAT TTCAGGTGATGTT TAT TCTCCAGAACGCACCTATGGGTAAT T TAGAATTACCAGGGTTAAGTT T TGTCCCAT TGGCTAGTGAAAATGTCACTGCCAA
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCT T TGCAACCAGAACGCAAACT TAGTCATGCACCTT TAT TTCAGGTGATGT T TAT TCTCCAGAACGCACCTATGGGTAAT T TAGAATTACCAGGGTTAAGTT TTGTCCCAT TGGCTAGTGAAAATGTCACTGCCAA
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCT T TGCAACCAGAACGCAAACT TAGTCATGCACCTT TAT TTCAGGTGATGTT TAT TCTCCAGAACGCACCTATGGGTAAT T TAGAATTACCAGGGTTAAGTT T TGTCCCAT TGGCTAGTGAAAATGTCACTGCCAA
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCT T TGCAACCAGAACGCAAACT TAGTCATGCACCTT TAT TTCAGGTGATGT T TAT TCTCCAGAACGCACCTATGGGTAAT T TAGAATTACCAGGGTTAAGTT TTGTCCCAT TGGCTAGTGAAAATGTCACTGCCAA
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCT T TGCAACCAGAACGCAAACT TAGTCATGCACCTT TAT TTCAGGTGATGTT TAT TCTCCAGAACGCACCTATGGGTAAT T TAGAATTACCAGGGTTAAGTT TKGTCCCATTGGCTAGTGAAAATGTCACTGCCAA
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCT T TGCAACCAGAACGCAAACT TAGTCATGCACCTT TAT TTCAGGTGATGTT TAT TCTCCARAACGCMCCTATGGGTAAT T TARAATTACCAGGGTTAAGTT T TGTCCCAT TGGCTAKTGAAAATGTCACTGCCAA
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCT T TGCAACCAGAACGCAAACT TAGTCATGCACCTT TAT TTCAGGTGATGT T TAT TCTCCAGAACGCACCTATGGGTAAT T TAGAATTACCAGGGTTAAGTT TTGTCCCAT TGGCTAGTGAAAATGTCACTGCCAA
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGTAGAAGCT T TGCAACCAGAACGCAAAY T TAGTCATGCACCTT TAT TTCAGGTGATGT T TAT TCTCCAGAACGCACCTATGGGTAAT T TAGAATTACCAGGGTTAAGTT TTGTCCCAT TGGCTAGTGAAAATGTCACTGCCAA
ATGTACCCTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCT T TGCAACCAGAACGCAAAYT TAGTCATGCACCTT TAT TTCAGGTGATGTT TAT TCTCCAGAACGCACCTATGGGTAAT T TAGAATTACCAGGGTTAAGTT T TGTCCCAT TGGCTAGTGAAAATGTCACTGCCAA
ATGAAGCCT T TGAGCWWK TGGTAKAAGCT T TGCWWCCARAACS CAAACT TAWK CATGCMCCTT TAT TTCAGGTGATGT T TAT TCTCCAGAACGCACCTATGGGTAAT T TAGAATTACCAGGGWTAAGTT T TGTCCCAT TGGCTAGWGAAAATGTCACTGCCAM
ATGTGCCGT T TGAACAAGTAGTAGAAGTCT TGCAGGTGGAACGCAATCT GAGCCACAGTCCCCTAT TTCAGGTGATGT T TGCATTGCAAAATGCACCGATGGGACACT TAGAATTACCCGGT TTAACCATCACACTCCTAGAGATAAAAACTGTAACGGCGAA
ATGTGCCGT T TGAACAAGTAGTAGAAGTCT TGCAGGTGGAACGCAATCTGAGCCACAGTCCCCTAT TTCAGGTGATGT T TGCATTGCAAAATGCACCGATGGGACACT TAGAATTACCCGGT TTAACCATCACACTCCTAGAGATAAAAACTGTAACGGC GAA
ATGTGCCGT T TGAACAAGTAGTAGAAGTCT TGCAGGTGGAACGCAATCT GAGCCACAGTCCCCTAT TTCAGGTGATGT T TGCATTGCAAAATGCACCGATGGGACACT TAGAATTACCCGGT TTAACCATCACACTCCTAGAGATAAAAACTGTAACGGCGAA
ATGTGCCGT T TGAGCAAGTGGETAGAAGTCT TGCAGGCGGAACGCAATCT TAGTCACAGTCCCCTAT TTCAGGTGATGT T TGCATTGCAGAATGCACCGATGGGACAAT TRGAATTGCCTGS TTTAACCMT TACKCCCCTRCAAATAGAAACTGTRACGGCGAA
ATGTACCGTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCCT TACAGCCRGAACGRAATYTCAGCCACAGCCCCCTAT TCCARGTAATGT T TGCGTTGCAAAATGCACCGATGGEGAAAT TGGAACTGCCAGGAATGACT
ATGTACCGT T TGAGCAAGTGGETAGAAGCCT TACAGCCRGAACGRAATCTCAGCCACAGCCCCCTATTCCAGGTAATG
ATGTACCGTTTGAGCAAGTGGETAGAAGCCT TACAGCCAGAACGAAATCTCAGCCACAGCCCCCTAT TCCAGGTAATGTT TGCGTTGCAAAATGCACCGATGGGGAAAT TGGAACT GCCAGGAATGACTCTARMTCTCCTACAGATAGAAACTGGAACTGCGAA
ATGTGCCCT T TGAGCAGGTGGET TGARRCACTRCAACCAGCRCGGAATCT TAGCCATACGCCGCTGT TCCAGGTGATGTTCATCTTGCARAATGCMC CGATGGGWGAWT TGGAA
ATGTCCCCTTTGATCTCGTGGETCGAAGGAT TGCAGCCAGAGCGT TCCMT CAGTCACAGTCCGT TGT TCCAAGTGATGTTCGAT TATACTACAGNNGAGT CARAACAGTGGGAATTACCAGGTCTAGAK T T TGACCCASTEGAAACARARAATGCGATCGCARA
ATACACCCTTCGAGCAAGTAGTAGAAGCACTGCAACCAGGAAGAACCCTCAGTCATAGTCCTCTGT ITCAGGKAATGKTTGT T TTACAAAATGCTTCCTCGGAAAGC TCGGAAAT AGAAGGCTTAAMAATCCAGCCTCTAKAAATAGAC AATGA
ACCTGCCTTATGAAMRAATAGTAGAAGCCCTGMAACCAGAAAGAAACCT GGG T TATAATCCTCTGT TTCAAGTAATGTT TGTKTTAGAAAATGCTTCYTGGGAAAGCYAT GAAATAGAAGGCTTAAAAATCCAGCCTCTAGAAATAGACAATRAAACAGCY AL
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Ptiloha ¢&. 7: Podobnost (100 minus p-distance v %) osekvenovanych PCR produkt. *

1 2 3 @ [5 [6 [7 [ [3 [0 16 |17 |18 |18 [20 |21 [22 |23 [24 |25 |26 |27 |28 |29 [30 |31 (32 |33 |38 |35 [36 |37 [38 |39 (40 [&L [42 |43 |84 45 |46 (|47 48 (48 |50 |51 |52
988 '90,3] 90,3| 75,4] 73,5] 90,0| 89,8 89,8| 89,7] 90,0 88,0] 88,0| 86,7| B7,2| 89,9] 85,1| 84,0| B2,9] 82,1| 75,8| 78,9| 79,0 75,8| 66,7| 71,1| 67,5 67,8 67.8] 61,8) 67,8 61.8| 67,6] 67,8 67,7| 67,7 64,7] 67,6 67,6| 67,6 68,1] 66,6] 68,2| 65,7 89,7 62,8) 61,9] 59,1
993 30,3 99,2] 75,8] 74,7] 99,7] 99,6] 99,6] 99,1 89,1 96,9] 96,5| 96,2| 96,1| 93,8| 93,0| 93,6| 91,8] 90,5] 83,7| 85,2| 81,8 78,3| 67,3] 71,2 67,1] 66,9] 66,9] 66,9] 66,9 66,9 66,9] 66,9] 66,8] 66,8] 65,7 66,1 66,1 66,1 68,0] 65,7| 68,0] 64,7|98,7] 62,9] 60,7] 58,2,
994 30,3[ 99,2 76,0] 74,9] 98,8 98,9] 98,9] 98,7| 98,9 98,4] [ 98,6 96,5] 96,3 96,4] 95,8] 93,9] 92,5/ 93,4] 91,2| 90,3| 83,5] 85,1| 81,3 78,4 67,1| 71,2| 67,1 66,3 663 66| 66| 66| 66| 663] 66,8] 66,8| 65,7] 65,7 657 657 68,5] 65,5 67,7] 64,5 97,8] 63,1 60,5/ 57,8
UTEX | 75,4] 75.8] 76,0 96,1 75,6] 75,6] 75.6] 76,1] 75.8] 75,9] 76,2[ 75,7] 75.8 75,5] 73,6[ 71,9] 73,9] 76,8] 72,1[ 71,4] 70,5] 69,2[ 64,4] 68,9 70,3[ 68,0[ 78,2[ 69,4 68,8] 68,8] 68.8] 68,8] 68,8 65,8[68,7] 688|687 687|653 651 651 651|667 644]642] 630|758 61,8]57,6] 56,5
UHCC__ | 73,5| 74,7 74,9] 96,0 74,5| 74,5] 74,5| 74,7] 74,8] 74,8 75,1| 74,7| 74.8 74,0] 72,5] 71,0] 72,7 75,9] 71,2 70,8[ 69,3 68,3 63,5 67.9] 69,1| 67.1| 77,8 68,7| 68,4| 68,4] 68,4 68,4 68,4| 65,4 68,3 68,4| 68,3| 68,3 64,5 63| 63,9| 63,9] 66,5 64,0] 63,3| 62,8| 74,6 63,2 58,0| 56,7,
10R17 | 90,099,7] 98,8 75,6] 74,5 99,6[ 99,6] 99,0[ 99,2[ 99,2[ 98,3[ 99,1[ 98,6 97,0] 95,3] 95,8] 95,9 93,3 93,0 92,0] 91,8] 91,6 84,4] 85,6] 81,9] 784 67,7[ 71.6[ 681| 67.9] 67.8] 67,9] 67,9]67,8]67,8] 679 67,8/ 67,8681 630 680 68,0[71,1]660]681]662|88,7] 64,7] 62,8 59,7
18R17 | 89,8| 99,6 98,9| 75.6] 74,5/ 99,8 99,6 99,0] 99,1[ 99,1| 96,8/ 99,0[ 98,5 96,9| 95,9] 95,8[ 95,9] 93,4| 93,0 94,0[ 91,7[ 91,6( 84,4 85,5[ 81,9| 78,3 67,7| 71.4| 68,0| 67,8 67,8] 67,8] 67,8| 61.7| 67,7| 67,8 67,7 67,7|66,1 679 67,9| 67,9 710| 66,0] 68,1| 66,2|98,6| 64,7 62,8] 59,6,
21R17 | 89,8]99,6] 98,3] 75,6 74,5/ 99,6/ 99,6 99,0/ 99,1] 99,1| 98,8/ 99,0[ 98,5 96,9] 95,9] 95,8] 95,9] 93,4] 93,0 94,0] 91,7[ 91,5( 84,4 85,5/ 81,9| 78,3 67,7| 71,4 68,0| 67.8] 67.8] 67,8] 67,8| 67.7| 67,7] 67,8/ 67,7|67,7|68,1| 67.9] 67,9 67,9 71,0] 66,0] 68,1| 66,2|98,6] 64,7] 62,8] 59,6,
13R17 | 89,7)99,1] 98,7] 76,1] 74,7] 99,0] 99,0[ 99,0 99,1] 99,0] 98,8[ 98,7 98,1 96,6] 95,6] 95,8] 95,0 93,3] 93,0[93,6] 91,3[ 91,1 83,9] 85,4 81,7[ 78,2[ 67,5] 71,4 68,2| 68,0 68,0] 68,0] 68,0]67,9]67,9] 68,0[67,9(67967,7] 67.4] 67.4| 67,4 70,5 658] 68,1] 66,0|98,4 64,4] 62,2[ 59,0
12R17 | 90,0]99,1] 98,3] 75,5 74,8] 99,2] 99,1[ 99,1 99,1 99,2] 99,0] 98,3 98,1 96,8| 96,0| 96,3| 96,2| 93,6| 92,9] 93,4| 91,4] 90,3( 83,6] 85,4| 82,3| 78,8 67,8| 71,7| 67,5 67,3 67,3| 67,3] 67,3| 6,3| 67,3 67,3 67,3 67,3 66,0 658] 658] 659] 69,0] 658] 68,2| 64,7|98,4] 63,4 60,5 58,0
2R17__ | 90,0]99,3]98,9] 75,5] 74,8] 99,2] 99,1[ 99,1[ 99,0 39,2 99,4 98,3[ 98,0 96,9] 96,3] 96,5] 95,3] 93,4] 92,9]93,4| 91,5[ 90,7[ 83,8[ 85,2 82,3[ 78,8 67,2[ 71,7[ 67,3 67.2] 67.2| 67,2] 67,2]67,2[67,2] 67,2[67,1[671]655] 658] 658| 658|68,8]66,1] 685] 650]98,5] 63,2] 60,4] 57,9
15R17 | 89,4] 99,0] 98,4 76,2| 75,1| 98,8] 98,8| 98,8] 98,8 99,0/ 95,4 98,7] 98,2 96,8| 95,8| 96,0] 96,4| 92,7| 92,9]93,5| 91,1[ 91,1[ 84,0[ 85,3| 82,2 78,6] 68,1| 71,6 684| 68,3 68,3 68,3 68,3]68,1| 68,0] 683|681 681|684 67,6] 67,6] 67,6] 70,6] 66,4] 68,6] 66,5|98,5] 64,7 62,2] 59,1
9R17 | 89,8] 98,4 98,1| 75,7| 74,7| 99,1 99,0| 99,0] 98,7| 98,3| 98,3 98,7 97,5 96,9| 95,3] 95,1| 95,7| 93,2| 92,8[ 93,4 | 91,4 89,8[ 83,2[ 84,9 81,8[ 78,3 67,3| 71.4| 67,2| 67,0 67,0] 67,0 67,0| 67,0] 67,0] 67,0] 66,9] 669|659 66| 66,0 66,0 69,1] 656 68,0| 64,6|98,4] 63,5 60,7| 58,3,
16R17 | 89,3|98,1| 98,1 75,8| 74.8| 98,6| 98,5| 98,5| 98,1| 98,1| 98,0 98,2 97,6 96,4| 95,3| 95,3| 95,3| 92,8| 92,4| 93,3| 91,0[ 90,1| 83,4 85.7| 82,3 78.8 67,8| 717 67.3| 67.1| 671 67.1| 67,1]67.1|67.1] 67.1|67,1[67.1]655] 659] 659| 659|689]656|67.8 645|977 62.7] 60.3] 58,0
1R17 | 89,5]98,8] 98,6] 75,5 74.7| 98,6] 98,6] 98,6] 98,5] 98,7] 99,1[ 98,7] 97,9] 97 4 96,3| 96,1| 96,4] 95,7| 93,1 92,7|93,1| 90,8 90,3( 83,5] 84,5/ 81,9] 78,4 67,1| 71,0{ 66,9| 66,7] 66,7 66,7| 66,7] 66,7| 66,7| 66,7| 66,6] 66,6| 65,7 653| 653| 65,3| 68,3] 65| 68,2| 64,9|97,8| 63,5 60,5] 57,4
SR17__ | 88,9] 96,9] 96,5 75,5 74,0[ 97,0] 96,9] 96,9] 96,6] 96,8] 96,9 96,8] 96,9] 96,4] 96,3 94,3| 94,6] 94,1 91,5/ 92,8] 92,9 89,6[ 91,1[ 83,6 83,0 80,5[ 77,3 67,8[ 71,4 68,7 68,4] e8.4| 68,4| 68,4[68,3]68,3] 68,4|683]68,3[68,7] 682 682] 682]70,6] 66,1677 66,3[96,3] 64,4 62,0/ 58,6
6R17 | 88,0] 96,5 96,3 73,6] 72,5] 95,8] 95,9] 95,9] 95,6] 96,0] 96,3] 95,8] 95,3| 95,3 96,1| 94,3 96,6] 95,3 91,0] 91,0] 91,5| 88,2| 89,8| 83,9] 83,0] 80,5] 77,1| 65,3| 70,8| 66,8 66,6] 66,6 66,6] 66,6] 66,6] 66,6] 66,6] 66,5 66,5] 65,3] 650 659 6539] 68,2] 65,6] 67,4] 64,7] 95,1] 63,0] 60,5 57,4
7R17__ | 86,7] 96,2] 96,4 71,8] 71,0] 95,8] 95,8] 95,8] 95,8] 96,3] 96,5] 96,0] 95,1| 95,3| 96,4 94,6 96,6 96,2| 90,2] 94,3] 90,9] 90,4] 89,5| B5,4] 82,5 80,7 77,6| 64,7 72,5 66,6| 66,4 66| 664 66| 66,5 66,6] 66,4| 66,3] 66,3 63,4 63,7 63,7 63,7] 67.9] 66,5] 67,7] 65,6|95,0] 62,9] 60,4] 56,8
17817 | 87,2]96,1] 95,8 73,8] 72,7] 95,8] 95,3] 95,3] 96,0] 96,2| 96,3] 96,4] 95,7] 95,3[ 95,7[ 94,1[ 95,3[ 96,2 90,4] 91,2[ 91,8 88,2[ 90,3] 84,7 83,0] 80,6[ 77,2 67,2[ 70,4[ 67.2] 67,1 67.1] 671 67,1[67.0[66,7] 671|671 67,1|684] 66,3 663 66,3 69,5] 64,3 67,8] 64,9]95,5] 63,6/ 62,0/ 58,0
14R18 | 89,9|93,8)93,9] 76,8] 75,9| 93,3| 93,4| 93,4] 93,3] 93,6[ 93,4 92,7] 93,2| 92,8 93,1[ 91,5[ 91,0[ 90,2[ 90,4 88,2 88,6] 86,2| 85,4| 79,4| 80,7| 79,2| 76,3| 69,5| 71,4| 67,7| 67.7| 67,7| 67,7 67,7 67,1 67,7 67.1| 67,6 67,6/ 65,7| 65,1| 65,7| 65,7 68,5 65,3| 67.4] 64,2|92,7| 64,1| 61,7| 59,0
aR17 | 85,1[93,0[ 92,5/ 72,1 71,2| 93,0 93,0| 93,0] 93,0| 92,9) 92,9| 92,9 92,8 92,4| 92,7| 92,8| 91,0 94,3[ 51,2[ BB .2 92,7| 86,2| 91,0] 83,9| 79,6| 77,8 73.8] 67,7| 70.1| 67,5 67.3| 67,3 67.3| 67,3 67.2|672| 673|672 67.2| 68,9 651 651 651|67.7] 64,7 68,0] 64,9]92,7] 62.3| 62,6/ 57.3
11R17 | 84,0]93,6] 93,4 71,4] 70,8] 94,0] 94,0 94,0] 93,6] 93,4] 93,4 93,5 93,4| 93,3] 93,1[92,9] 91,5/ 90,9] 91,8 88,6[ 92,7 93,6| 92,1] 89,0/ 79,5| 77,0 74,6/ 65,9] 69,7] 66,2] 65,9] 659 659 659]6539|66,0] 659] 65,7 65,7| 64,6] 65,5 655 65,5| 68,9] 66,6] 65,7] 66,6)93,0] 63,2] 60,2| 57,3
22R17_| 82,9]91,8] 91,2 70,5] 69,3] 91,8] 91,7 91,7| 91,3 91,4 91,5[91,1[ 91,4] 91,0[ 90,8| 89,6[ 88,2 90,4] 88,2[ 86,2| 86,2[93.6 93,0] 86,5] 78,2[ 75,4 72,7] 65,1[ 67,9] 64,6| 64,4| 64.4] 64,4 64,4] 64,4 64,3| 64.4] 64,3] 64,3| 66,0] 63,6 63,6] 63,6| 66,4] 63,0] 64,8] 62,9] 90,9] 61,2 59,9| 55,8
3RF17 | 82,1]90,6] 90,3 69,2] 68,3] 91,6] 91,6[ 91,6] 91,1[ 90,3 90,7 91,1[ 89,8] 90,1 90,3[ 91,1[ 89,8] 89,5 90,9] 85,4] 91,0[92,1[ 93,0 91,7] 78,1] 75,1 72,3] 64,1[ 69,1] 65,0 64,6 64,6 64,6 64,6648 64,8] 64,6]64,5 64,5]61,2] 64,1] 64,1] 64,1 66,7] 66,0 65,0 63,7]90,6] 60,3 57.8] 56,4
20RF17 | 75,8| 83,7] 83,5] 64,4] 63,5] 84,4| 84,3] 84,4] 83,9] 83,6] 83,8] 84,0] 83,2 83,4] B3,5| 83,6] 83,9| 86,4| 84,7| 79,3] 83,9 89,0| 86,5] 91,7 73,2] 70,3] 68,2| 60,4] 63,7 61,0 60,7| 60,7] 60,7 60,7 60,8 61,0] 60,7| 60,6] 60,6] 59,8] 59,1] 59,1] 59,1| 62,1] 61,0] 62,0] 59,2] 83,5] 56,8| 56,9 54,0
19R17 | 78,9] 85,2] 85,1] 68,3] 67,9] 85,86] 85,5] 85,5] 85,4] 85,4] 85,2| 85,3] B4,9] 85,7 B4,5] 83,0[ 83,0 82,5[ 83,0] 80,7[ 79,6] 79,5[ 78,2| 78,1[ 73,2 82,2 79,7] 65,4 73,2] 68,4] 68,1 681 68,1| 68,1[680] 682 68,1682 68,2]58,2] 63,4] 63,4] 634|653 60,6642 60,4]84,8] 60,1 57,5558
3RR17 | 79,0] 81,8] 81,9 70,3] 69,1| 81,8] 81,9] 81,9] 81,7| 82,3| 82,3 82,2| B1,8] 82,4] B1,9] 80,5] 80,5] 80,7| B0,6] 79,2| 77,8| 77,0] 75,8 75,1] 70,3 82,2] 85,9] 70,3 78,4] 75,1] 76| 76,2] 76,2] 76,2| 76,1 76,0] 76,2| 76,3] 76,3] 72,8] 655 65,5 65,5] 66,0] 61,1] 64,1] 60,9 819] 63,0] 61,1| 58,1
20RR17 | 75,8 78,3] 78,4 68,0] 67,1| 78,4] 78,3| 78,3| 78,2| 78,8] 78,8 78,6| 78,3| 78,8 78,4] 77.3[ 77,1 73,6 77,2| 76,3| 74,8| 74,6 72,7| 72,3 68,2| 79,7] 85,3 71,7[81,7] 80,0] 798| 79,9 79,3 79,9 79,8[79,7| 79.9] 80,0] 80,0] 74,3| 64,0] 64,0] 64,0 65,5 59,9] 63,3] 59,8 78,4] 62,2| 60,8 57,4
33R18 | 66,7| 67,3| 67,1] 78,2| 77.8| 67.7| 67,7| 67.7| 67,5| 67.4| 67,2| 68,1| 67.3| 67.8( 67.1| 67.8( 65,4 64.7| 67,2 69.5| 67,7| 65.9| 65,1 64,1[ 60,4| 65,4 70.3| 71,7 77,1|80,0] s0,6] 80,6 80,6| 80,6805 80,6] 806|80,4/80,5)77.8] 63,5 635| 63,566,2|60,6| 60,8 60,0]67,9 61,2 57,8/ 565
18R17 | 71,1]71,2]71,2] 69,4] 68,7 71,6] 71,8 71,8 71,8 71,7 71,7 71,6] 71,4 71,7] 71,0] 71,4 70,8] 72,5[ 70,4] 71,4] 70,1[ 69,7 67.9] 69,1 64,7| 73,2] 78,4 8L,7| 77,1 94,3] 94,7 94,7] 94,7] 94,7| 94,5/ 94,8 94,7]94,7)94,8[88,1| 67,5 67,5 67,5678 62,2]64,2]62,0]716] 64,3] 63,2 59,7
19R18 | 67,5)67,1] 67,1 68,8] 68,4] 68,1] 68,0] 68,0] 68,2] 67,5] 67,3] 68,4] 67,2] 67.3] 66,9] 68,7| 66,8] 66,6] 67,2 67,7| 67,5] 66,2| 64,6 65,0] 61,0| 68,4| 76,1 80,0] 80,0 94,3 o8,8| 98,8] 9838 98,898,698 9838[987[98,8]90,6] 67,5 675 67,5 67.0]63,1]64,1]62,3]68,4] 62,8 62,1[596
34R18 | 67,8 66,9] 66,9 68,8] 68,4] 67,9] 67,8] 67,8] 68,0] 67,3] 67,2| 68,3| 67,0] 67,1] 66,7] 68,4] 66,6] 66,4] 67,1] 67,7| 67,3] 65,3| 64,4| 64,6 60,7| 68,1] 76,2| 79,9] 80,56| 94,7| 988 100,0] 100,0] 100,0] 99,8] 95,4| 100,0] 99,8]99,8] 92,3| 67,4] 67,4] 67,4 67,0] 62,9 64,0] 62,2] 68,4] 62,8| 61,9] 59,8
26R18 | 67,8 66,9] 66,3] 68,8| 68,4] 67,9] 67,8| 67,8] 68,0| 67,3| 67,2| 68,3] 67,0| 67,1] 66,7| 68,4] 66,6] 66,4| 67,1] 67,7| 67,3] 65,9] 64,4| 64,6] 60,7| 68,1] 76,2| 79,9] 80,6] 94,7 98,8 [ 00,0 100,0] 100,0] 99,8]99,4| 100,0]99,8]99,8[ 92,3| 67.4] 67.4] 67,4 67,0] 62,9] 64,0 62,2] 68,4] 62,8| 61,9] 59,6
20R18 | 67,3] 66,9] 66,3] 68,8] 68,3] 67.9] 67.8] 67.8] 68,0] 67,3] 67,2] 68,3] 67,0] 67,1] 66,7| 68,4] 66,6] 66,4] 67,1 67,7| 67,3 65,9 64,4 64,6] 60,7| 68,1] 76,2 79,9] 80,6 94,7 98,8] 100,0] 100,0 100,0] 99,8] 99,4 100,0[93,8[99,8[92,3| 67.4] 67.4] 67.4[67.0[ 62,9 64,0 62,2| 68 4] 62,8] 61,9] 59,6|
15R18 | 67,8| 66,9] 66,9] 68,8| 68,4] 67,9] 67,8| 67,8| 68,0| 67,3| 67,2| 68,3| 67,0| 67,1| 66,7| 68,4| 66,6] 66,4| 67,1 67.7| 67,3 65,9| 64,3| 64,6 60,7| 68,1| 76,2 79,9] 80,6 94,7| 98,8 100,0 100,0[/100,0 99,8]99,4| 100,0[99,8]99.9[ 92,3 67.3] 67.4] 67.4|67.0|62,9| 64,0] 62,2 68,4| 62,8| 61,9 59,6
11R18 | 67,8| 66,9] 66,9] 68,8| 68.4| 67.8] 67,7| 67,7| 67,9| 67,3] 67,2| 68,1| 67.0| 67.1| 66,7| 68.3| 66,6| 66.5| 67,0 67.7| 67,2 65.9| 64,4 64,8| 60,8| 68,0| 76,1 79,8 80,5/ 94,5/ 98,6] 99,8 99,8 99,8 95E 99,2| 99,8/ 99,6/ 99.7|92,1| 67,3 673 67.3 66,8 62,8/ 64,0 621|683 62,6 6L9] 59,8
8R17 | 67,5] 66,9 66,9 68,7| 68,3] 67,8] 67.7| 67.7| 67,9] 67,3] 67,2| 68,0 67,0| 67,1] 66,7| 68,3] 66,6] 66,6| 66,7| 67,7| 67,2| 66,0| 64,3| 64,8] 61,0] 68,2| 76,0] 79,7| 80,6] 94,4| 98,4| 99,4 90,4] 99.4| 99,4[E53 99,4]99,299,3]91,5| 67.3] 67,3] 67,3 66,6 62,6 64,0] 62,0 68,0] 62,5] 62,1] 59,6
SR18 | 67,8 66,9] 66,9] 68,8] 68.4] 67.9] 67.8] 67.8] 68,0| 67,3| 67,2| 68,3] 67,0] 67,1] 66,7| 68,4] 66,6] 66,4] 67,1] 67,7| 67,3] 65,9] 64,4| 64,6 60,7| 68,1] 76,2| 79,9] 80,6 94,7] 98,8 100,0] 100,0[ 100,0] 100,0] 95,8[ 95,4 99,8]99,9[92,3| 67.3] 67,4] 67,4 67,0] 62,9] 64,0] 62,2] 68,4| 62,8| 61.9] 59,6
17R18 | 67,7| 66,8] 66,8] 68,7| 68,3] 67,8] 67,7| 67,7| 67,3] 67,3] 67,1] 68,1[ 66,9] 67,1] 66,5] 68,3] 66,5] 66,3] 67,1] 67,6] 67,2 65,7| 64,3 64,5] 60,6] 68,2] 76,3 80,0] 80,4] 94,7] 98,7] 99,8] 99,8] 99,8] 99,8] 99,6/ 95,2[ 958 99,8[92,1] 67,3] 67,3] 67,3]66,9)62,9] 63,8] 62,1] 68,3] 62,7| 61,8 59,5
1R18 | 67,7| 66,8| 66,8 68,7] 68,3| 67.8] 67,7] 67.7] 67,3] 67,3] 67,1| 68,1| 66,3] 67,1] 66,5] 68,3] 66,5] 66,3] 67,1| 67,6] 67,2| 65,7| 64,3] 64,5] 60,6] 68,2| 76,3 80,0 80,5/ 94,8] 98,8] 99,8 89,8] 99,9] 99,9)89,7] 99,3 99,9)998 92,1 67.3] 67,3 67,3] 66,9 62,9 63,8] 62,1 68,3] 62,7] 61,8] 59,5
16R18 | 64,7| 65,7] 65,7 65,3] 64,5] 68.1] 68,1] 68,1] 67,7| 66,0] 65,5] 68,4] 65,9] 65,5] 65,7| 68,7] 65,3] 63,4] 68,4 65,7| 68,9 64,6] 66,0| 61,2 59,8] 58,2 72,4| 74.4] 77,8] 88,1[ 90,6] 923| 92,3 92,3] 923[92,1| 915 923[921[81 619 619 61,9]630]62,0[61,4] 61,1689 59,4] 56,9 54,1
NIVA_ | 67,6| 66,1 65,7| 65,1| 63,9] 68,0] 67,9] 67,9] 67,3] 65,9] 65,8| 67,6| 66,0 65,9| 65,3| 68,2| 65,9| 63,7| 66,3] 65,7| 65,1 655| 63,6 64,1| 59,1| 63,4 65,5| 64,0 63,5 67,5| 67,5| 674 67.4] 61.4] 674|673 67,3| 67,4673 67,3|619 100,0[100,0] 84,9] 71,3] 71,5 71,1| 67,6] 60,3| 59,8| 58,3
2N 67,6| 66,1] 65,7 65,1 53,9| 68,0 67.9] 67,9| 57,4| 65,9 65,8 67,6 66,0] 65 9| 65,3 68,2 65,9 63,7 66,3| 65,7| 65,1| 55,5| 63,6 64.1| 59,1| 63,4 65,5| 64,0 63,5| 67.5| 675| 674| 74| 74| s7.4|67.3[67.3] 674|673 673|610 1000 100,0| 84,9 71,3| 71,5] 71,1 67,6] 60,3] 59,8 58,3
aN 67,6| 66,1 65,7| 65,1 63,3| 68,0| 67,9] 67.9] 67,4] 65,9 65,8| 67.,6| 66,0| 65,9| 65,3| 68,2| 65,9 63,7| 66,3 65.7| 65,1 65,5 63,6 64,1| 59,1 63,4| 65,5| 64,0 63,5/ 67,5| 67,5| 67.4| 67.4] 674| 674|67.3]673| 67.4] 67,3 67,3 61,9| 100,0[700,0 84,9] 71,3 71,5| 71,1| 67,6 60,3( 59,8] 58,3]
12N 68,1] 68,9 68,5] 66,7 66,5 71,1] 71,0/ 71,0] 70,5] 69,0] 68,8] 70,6] 69,1] 68,9] 68,3 70,6] 68,2] 67,9] 69,5] 68,5] 67,7| 68,9] 66,4| 66,7 62,1 65,3] 66,0 65,5] 66,2| 67,8] 67,0] 67,0] 67,0] 67,0 67,0] 66,8] 66,6] 67,0 66,9 66,9) 63,0] 84,9] 84,9] 84,9 71,7] 72,0/ 71,8[ 70,7 62,0/ 59,3/ 56,9
7N 66,6 65,7] 65,5] 64,4 64,0] 66,0] 66,0] 66,0] 65,8] 65,8] 66,1| 66,4] 65,6 65,6] 65,9] 66,1] 65,6] 66,5] 64,9] 65,3 64,7| 66,6] 63,0] 66,0] 61,0] 60,6] 61,1 59,9] 60,6] 62,2] 63,1 62,9] 62.9] 629| 629] 628626 62,9]629]62,9]62,0] 71,3 71,3 713[7L7 97,7]97,7| 65.8] 61,2| 59,7] 54,4
8N 58,2| 68,0] 67,7] 64,2 63,3| 68,1| 68,1| 68,1| 68,1| 68,2| 68,5| 68,6] 68,0] 67,8| 68,2] 67,7| 67,4] 67,7| 67,8] 67,4] 68,0] 65,7| 64,8] 65,0] 62,0] 64,2] 64,1 63,3 60,8 64,2) 64,1] 64,0] 64,0] 64,0] 64,0 64,0] 64,0] 64,0 63,8 63,8| 61,8] 71,5] 71,5] 71,5 72,0) 007, 98,5] 68,0] 64,9] 60,5] 554
18N 65,7] 64,7] 64,5] 63,0| 62,8( 66,2| 66,2| 66,2| 66,0( 64,7| 65,0( 66,5] 64,6] 64,5] 64,9] 66,3| 64,7| 65,6] 64,9] 64,2[ 64,9] 66,6] 62,9] 63,7| 59,2| 60,4| 60,3] 59,8] 60,0] 62,0] 62,3 62,2| 62,2] 62,2 62,2]62,1[62,0 62,2]62,1[62,1[6L,1] 71,1] 71,1] 71,1 71,8]97,7[ 98,5 66,0[ 60,5] 59,9[ 54,9
19N 89,7|98,7]97,8] 75,8 74,598,7| 98,6] 98,6] 98,4 98 2| 98 598 5] 98,4 97,7[ 97,8] 96,3 95,1 95,0] 85,5] 92,7[ 92,7[93,0[ 90,5] 90,6] 83,5| 84,8] 81,3] 78.4] 67,3 71,6] 68,4] 684| 684] 684] 684|683| 68,0 684[683] 683|683 67.6] 67,6] 67.6]70,7] 658] 68,0[ 66,0 64,7] 62,6/ 59,5
17N 62,8] 62,9] 63,1] 61,8 63,2| 64,7| 64,7| 64,7| 64,4] 63,3] 63,2| 64,7| 63,5| 62,7| 63,5| 64,4| 63,0| 62,9] 63,6| 64,1] 62,3| 63,2| 61,2| 60,3| 56,8| 60,1| 63,0| 62,2| 61,2| 64,3| 62,8] 62,8| 62,8] 62,8 62,8| 62,6 62,5 62,8| 62,7 62,7|59,4] 60,3 60,3| 60,3| 62,0] 61,2| 64,9] 60,5] 64,7 59,2[ 544
16N 61,9] 60,7| 60,5] 57,6 58,0| 62.8| 62,8| 62,8] 62,2| 60,5] 60,4| 62,2| 60,7| 60,3 60,5] 62,0] 60,5] 60,4| 62,0 61,7| 62,6 60,2 59,9| 57,4 56,9| 57.5 61,1| 60,8] 57,8| 63,2| 62,1 619| 61,9] 619 619| 619|621 61,9)61,8]61,8[56,9| 59,8] 59.8] 59,8)59.3]59,7|60,5] 59,9 62,6] 59,2 85,6
iN 59,1| 58,2| 57,8] 56,5 56,7| 59,7| 59,6] 59,6] 59,0( 58,0] 57,9] 59,1| 58,3| 58.,0] 57,4| 58,6] 57,4| 56.8| 58,0| 59,0] 57,3 57,3| 55,8] 56,4] 54,0| 55,8 58,1| 57,4] 56,5] 59,7| 59,6 59,6] 59.6] 59,6 59,6]59.6] 59,6] 59,6] 59,5) 59,5|54,1] 58,3] 58,3| 58,3|56,9) 54,4 55,4] 54,9 59,5/ 54,4] 856

*

Cisla od 1-50 odpovidaji poradi sinicovych kmen( véetné testovanych vzorkd v prvnim sloupci tabulky.
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