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1.Uvod
1.1 Sinice

Sinice, dfive znamé jako modrozelené fasy, predstavuji oddé€leni gramnegativnich bakterii
schopnych fotosyntézy doprovazené uvoliiovanim kysliku. Diky témto organismum se v historii
Zemé zménilo kvalitativni slozeni zemské atmosféry, v niz se postupné akumuloval kyslik a
klesalo mnozstvi oxidu uhli¢itého. Jsou to Casto jednobunééné organismy, mohou ale vytvaret
kolonie a vlakna. N¢ktefi vlakniti zastupci maji bufiky znamé jako heterocyty, které se
specializuji na fixaci dusiku, a akinety, které pomahaji buiice pfezit nepiiznivé podminky
(Whitton, 2000).

1.1.1 Vyskyt, diverzita a vyznam sinic

Sinice jsou velmi rozmanité; zfejme¢ pattily mezi jedny z prvnich prikopnickych organismi na
Zemi, a dodnes diky své schopnosti adapatace osidluji Sirokou $kalu stanovist napfi¢ vSemi
zemépisnymi Sitkami (Komadrek, 2002). Nejsou rozsifeny pouze v bé&znych sladkovodnich,
moftskych a suchozemskych ekosystémech, ale také na extrémnich stanovistich jako jsou horké
prameny, hypersalinni lokality, mraziva prostiedi a pousté (Fogg et al. 1975; Perera et al. 2018;
Pushkareva et al. 2018). Casto Ziji ve spojeni s jinymi organismy tvoficimi mikrobialni narosty,
biofilmy a bentické komunity — podobna spolecenstva jsou pievladajicimi a nékdy jedinymi
formami zivota nalezenymi na urcitych extrémnich stanovistich (Hauer et al. 2015). Zkamen¢lé
stromatolity vzniklé¢ asi pied 3,4 miliardami let byly také vytvoreny mikrobidlnim spolecenstvem
s moznym vyskytem sinic jako jejich autotrofni slozkou (Schopf et al. 2002). Ruzné druhy sinic
vykazuji rozdilné adaptace na podminky panujici v misté jejich vyskytu. Napiiklad pocetné
populace pikosinic rodu Prochlorococcus v oligotrofnich oceanech si nemohou dovolit udrzovat
velky genom a velké slozité butiky, protoze zde maji malo zivin. Pomoci horizontalniho pfenosu
genomového materidlu za piispéni cyanofagii podléhaji zrychlené evoluci nékterych casti
genomu (Johnson et al. 2006). Endoliticky zastupce rodu Chroococcidiopsis Zijici jako jediny
obyvatel v extrémné nehostinném prostiedi pousté Atacama poskytuje novy model pro
astrobiologii (Friedmann, 1982; Wierzchos et al. 2015).

Po zavedeni sekvenovani genu pro 16S rRNA byly piekvapivé podobné morfototypy sinic
nalezeny ve vzdalenych pozicich ve fylogenetickych stromech. Proto jsou v souéasnosti
molekularni data povazovana za zékladni kritérium pro sinicovou taxonomii, cilem moderni
(polyfazické) systematiky je ale vytvotit komplexni fylogeneticky systém sinic v kombinaci se

znalostmi jejich morfologie, fyziologie a biochemie (Komarek, 2006). Zakladem pro Kklasifikaci



rodi je obvykle monofyleticka pozice ve fylogenetickém stromu z genu pro 16S rRNA (Johansen
a Casamatta 2005), zatimco klasifikace druhti vychazi (kromé& morfologickych, ekologickych a
jinych parametrl) predevs§im z fylogeneze a nepodobnosti (p-distance) sekvence rRNA ITS
regionu a z jeho piepokladané sekundarni struktury (Osorio-Santos et al. 2014). Klasifikace do
vysSich taxonomickych kategorii jako jsou Celedi nebo tady je dosud prevazné zalozena na
morfologii a vzhledem k nizké vypovidajici hodnoté¢ 16S rRNA genu na této fylogenetické
urovni vyzaduje pouziti multilokusové analyzy (Komarek et al. 2014). U nékterych skupin jako
jsou tenké vlaknité sinice podobné rodu Leptolyngbya jiz zapocala i polyfazicka revize Celedi
(Mai et al. 2018), mezi fady je molekularné podpofena zejména pozice heterocytdéznich sinic
(Nostocales) a dale nékolika menSich izolovanych skupin (Gloeobacterales, Spirulinales,
Chroococcidiopsidales — Mares 2018). Krom¢ vyznamu v globalnich biogeochemickych cyklech
a evoluci Zivota na Zemi maji sinice i v soucasnosti prakticky vyznam pro ¢lovéka. V soucasné
dob¢ ¢lovek vyuziva sinice naptiklad jako zdroj potravy, potravnich doplikid (Gantar, 2008),
potencialni zdroj energie (Liu et al., 2020) a materiali (Gomes Gradissimo et al. 2020). Nékteré
z téchto organismu zijici v symbiotickych systémech, naptiklad s vodni kapradinou r. Azolla,
jsou vyuzivany jako biologicka hnojiva pii péstovani ryze (Jochum et al. 2018). N¢kolik druht
bylo zkoumano pro jejich schopnost velmi efektivné asimilovat solarni energii (Zhou et al. 2016).
Navic jejich relativné jednoducha genomicka struktura umoziiuje vytvofeni kment, které
produkuji biopaliva, pomoci genetického inzenyrstvi (Qiao et al. 2020). Ur¢ité druhy sinic
extrémné akumuluji biomasu v eutrofnich vodach (silny vegetacni zakal, pro ktery se vzilo
oznaceni vodni kvét) a vétSina z t€chto kmenti produkuje toxické latky (cyanotoxiny), které jsou
Skodlivé a nékdy fatalni pro zvifata a lidi (Carmichael et al. 2001) — tato problematika je

rozvedena v dalsich kapitolach.

1.1.2 Vodni kvéty sinic a jejich toxicita

Vodni kvét sinic je pfirodni jev zplisobeny nadmérnym namnoZenim sinic ve vodach (Dong,
2016). Také je mozné fici, ze produkce vodniho kvétu je spontanni nouzova reakce ekosystému
na nadmérné mnoZzstvi zivin, které jsou sinicemi aktivné absorbovany. Po dosazeni kritického
stadia vSak extrémné husté populace sinic odumiraji a v tomto procesu opét uvoliuji absorbované
ziviny a také akumulované sekundarni metabolity, coz vyznamné ovlivituje kvalitu ptivodniho
vodniho prostiedi a pieziti vodnich organismu (Yu et al. 2013).

Ackoli sinice maji pozitivni vliv na globélni biologickou rozmanitost a prostiedi, zejména diky
schopnosti fixace uhliku a dusiku, také zpisobuji zavazné problémy ve sladkovodnich

ekosystémech a pii piiprave pitné vody svou produkci toxint (Carmichael, 1994). VySe zminény
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vodni kvét ve zneCiSténych eutrofnich vodach formuji rody jako naptiklad Microcystis,
Planktothrix, Dolichospermum, Aphanizomenon, Cuspidothrix, Cylindrospermopsis a
Nodularia, které patii mezi nejlépe znamé producenty cyanotoxind (Kaebernick a Neilan, 2001;
Osswald et al. 2007; Fastner et al. 2007; Blahova et al. 2009; Luc et al. 2009; Sinclair, 2008).
Mnoho takovych toxint bylo pojmenovano podle nékterych z téchto rodu, napiiklad microcystin
podle Microcystis, anatoxiny podle Anabaena, ackoli produkce takovych toxinl se neomezuje
pouze na tyto rody, ale probiha i v fadé ostatnich zastupcu (Kust et al. 2020). Jaké faktory
vyvolavaji produkci toxint neni obecné pfili§ znamo, ale ¢asto se spekuluje, Ze produkce toxini
se vyskytuje pfevazné za ticelem obrany a / nebo eliminace konkurence o zdroje. Je vSak také
mozné, Ze primarni funkce cyanotoxini nesouvisi s jejich toxickymi vlastnostmi (Ouellette,
2003; Bar-Yosef et al. 2010). Vzhledem Kk tomu, ze metabolické naklady na produkci jsou
enormni, zda se, Ze tyto slouceniny maji dilezitou biologickou funkci. Naptiklad nedavné studie
zkoumajici produkci microcystini nalezly uzké vazby mezi témito slou¢eninami a urcitymi
fyziologickymi funkcemi, které lze povaZzovat za soucast primarniho metabolismu bufiky —
konkrétné€ ochrana fotosyntetického enzymu RuBisCO (Barchewitz et al. 2019). Spekuluje se o
fad¢ dalsich fyziologickych rolich pro cyanotoxiny, jako je bunééna signalizace, pfijem Zivin,
vychytavani zeleza, udrzovani homeostdzy a ochrana pied oxida¢nim stresem (Neilan et al.
2013). Z chemického hlediska muzeme toxiny produkované cyanotoxiny klasifikovat zejména
jako rozmanité druhy peptidi (véetné lipopeptidid) a alkaloidu. Z toxikologického hlediska
cyanotoxiny rozliSujeme pfedev§im na hepatotoxiny, neurotoxiny a cytotoxiny (Merel et al.

2013).

vvvvvv

latky, které jsou odvozené od oligopeptidi (Welker a Déhren 2006). Mezi tyto latky fadime
slouceniny syntetizované ribozomalné¢ (Martins, 2015) nebo neribozomélné (Dittmann et al.
2012), tzn. pomoci specidlnich enzymatickych komplext bez tucasti ribozomu. Jedna se o
komplexy neribozomalnich peptidovych syntetaz (non-ribosomal peptide synthetases — NRPS) a
polyketid-syntaz (polyketide synthases — PKS). Produkty NRPS/PKS biosyntetickych genovych
klastri se vyznacuji obzvlasté vysokou variabilitou diky kombinaci obou enzymovych
mechanismu, pfitomnosti dal$ich modifikujicich enzymu (tailoring enzymes) a také diky
schopnosti NRPS enzymt pfijimat rozsahly repertoar neproteinogennich aminokyselin. Jednou
z vyznamnych skupin cytotoxickych produkti NRPS/PKS drah u sinic jsou lipopeptidy,
napiiklad puwainaphyciny a minutissamidy (podrobnéji viz nize). Sinice, které produkuji tyto

cyklicke lipopeptidy jsou hlavnim pfedmétem zajmu mé bakalatské prace.



1.2 Lipopeptidy

Jsou to biologicky aktivni latky, tvofené linearnim nebo cyklickym oligopeptidem obsahujici
lipofilni uhlovodikovy fetézec na N-konci peptidu. Schopnost produkovat lipopeptidy maji
bakterie v¢etné sinic a houby (Kanwar, 2015; Du et al. 2019). V piipadé bakterialnich lipopeptida
se velmi ¢asto jedna o ptirodni antibiotika a biosurfaktanty (Raaijmakers et al. 2010). Sinicové
lipopeptidy také vykazuji zajimavou bioaktivitu, proto jsou objektem védeckého zajmu jiz

nékolik desetileti (Xue et al. 2018).
1.2.1 Bioaktivita lipopeptidi

Lipopeptidy, ve vétsing ptipadi bakterialni, jsou dilezitou skupinou sekundarnich metabolitt
s velkym farmaceutickym potencidlem jako antibakterilni, antifungélni, protinadorové a
antivirové latky. Obecné se svou aktivitou fadi pfevazné mezi cytotoxiny. Mezi nejlépe
prozkoumané bakteridlni lipopeptidy patii naptiklad iturin, surfactin (Zhao et al. 2017) a
daptomycin (Heidary et al. 2018). Pisobenim lipopeptidii obecné nejcastéji dochazi k naruseni
plasmatické membrany v disledku amfifilniho charakteru lipopeptidi. Tyto slouceniny maji na
konci mastnou kyselinu, Ktera se mize zanofit do membrany. Jednotlivé molekuly lipopeptida
nebo jejich micelarni struktury nasledné mohou tvofit pory v membranéch, kudy pak unikaji
vapenaté ionty. Naptiklad, v praci Aranda et al. (2005) autofi prokazali, Ze iturin A zpusobuje
hemolyzu lidskych erytrocytd. Naopak daptomycin efektivné pisobi proti patogennim

grampozitivnim bakteriim a je vyuzivan jako antibiotikum v klinické praxi (Vilhena et al. 2012).
1.2.2 Biosyntéza cyklickych lipopeptidi

Pro syntézu lipopeptidii bunika pouziva enzymatické komplexy NRPS/PKS, pficemz se
aktivitou jednotlivych katalytickych domén vytvati lipopeptidy s obrovskou strukturni
variabilitou (Mare$ et. al. 2019). Pocatek jejich biosyntézy je vazan na aktivaci volné mastné
kyseliny, nejcastéji pomoci enzymatické domény FAAL (fatty acyl-AMP ligase) a teprve
nasledné na spoluplisobeni dvou vyse uvedenych enzymatickych komplext, tj. hybridni

NRPS/PKS (Mares et al. 2014, 2019).



1.2.2.1 Fatty acyl-AMP ligase (FAAL)

Bakterialni enzymy FAAL pochazeji z bazalniho bunééného metabolismu a pravdépodobné se
vyvinuly z acyl-koenzym A (CoA) ligaz (FACL) (Liu et al. 2013). FAAL enzymy, krom¢ syntézy
lipopeptidti, hraji také dilezitou roli pii produkci jinych metabolitli, jako naptiklad olefint.
Pfesny mechanismus vazby na substrat pouzivany FAAL byl experimentdlné¢ prokazan u
Mycobacterium tuberculosis pomoci nékolika homolognich FAAL enzymt a substratu
(mastnych kyselin) jako modeld (Goyal et al. 2012). Biosyntéza puwainaphycint je piikladem
pusobeni FAAL u sinic (Mares et al. 2014). FAAL zde piisobi jako startovni modul biosyntézy,
Kterd zacina aktivaci mastné kyseliny a jejim pfipojenim na multienzymovy komplex
PKS/NRPS. Konkrétné tento enzym provadi selektivni adenylaci (kovalentni ptfipojeni AMP)
ur¢ité mastné kyseliny, dale vaze tento aktivovany adenylat mastné kyseliny a pfenasi jej na
fosfopantetheinové rameno acylového nosného proteinu (ACP), ktery je soucasti PKS, pro
nasledujici zpracovani (Mares et. al. 2014). Analogicky probiha iniciace biosyntézy fady dalSich

lipopeptida u sinic i ostatnich bakterii, napf. iturind (Tsuge et. al. 2001).
1.2.2.2 NRPS

Jak jiZ bylo uvedeno, NRPS jsou velké multimodularni biokatalyzatory, které jsou bunikami
vyuzivany k syntéze strukturné a funkéné riznorodych peptida, které maji velké uplatneni mj. v
mediciné. B€hem syntézy neribozomalnich peptidt, katalytickd doména NRPS vybere, aktivuje
nebo upravi meziprodukty kovalentni reakci tak, aby kontrolovala prodlouZeni fetézce a nakonec

uvolnéni vysledného produktu.

Aby komplex neribozomalni peptidové syntetdzy fungoval spravné, je esencialni aktivita ti
domén: adenylacni - A, kondenzaéni - C a thiola¢ni — T nebo také PCP (peptidyl-carrier protein),
které jsou nezbytnou soucasti kazdého modulu (obr. 6). U posledniho modulu je thioesterazova

doména (TE), ktera vystupuje jako doplnujici doména (Strieker et al. 2010).



(b) Module 1 Module 2 Module 3 Module n
| Initiation | Elongation | Modification |  Termination |

AMP
‘/2 )

aa-AMP

Obr. 6 Struktura NRPS (pievzato z Strieker et al. 2010).
1.2.2.2a Reakéni cyklus peptidylového prenaSece a adenylaéni domény

Adenylaéni doména (A doména) je funkéni podjednotkou enzymu, ktera je vysoce selektivni
vi¢i monomernim stavebni blokim NRP (tj. rizné aminokyseliny a jejich modifikace). Kod
(sekvenéni motiv), ktery zajistuje specifitu A domény, se sklada z 10 aminokyselin, které se
podileji na vazbé vybrané aminokyseliny v substratové kapse enzymu. Kazdd A doména
obsahuje velkou N-terminalni doménu a malou C-terminalni subdoménu, které jsou sprovazany
kratkou peptidovou spojkou (5-10 aminokyselin). Tato organizace A domén je vysoce
konzervativni i v jinych adenylat generujicich enzymech, jako je acetyl-CoA syntaza nebo
luciferaza svétlusek (Gulick, 2009). Enzymaticky cyklus zacina otevienou konformaci domény
A, pii které se subdoména A odvrati od aktivniho mista, aby tato struktura byla schopna vazat
aminokyseliny a ATP. Po ukotveni substratu (aminokyselina, Mg?* a ATP), vznika adenyla¢ni
meziprodukt. Stépeni fosfoesterové vazby se soufasnym aminoacylem, tvorba adenylatu a
uvolnovani pyrofosfatu nasledné vede k uzaviené konformaci. V tomto stavu je aminoacyl-AMP
chranén pted rozpoustédlem. Pak je aktivovana aminokyselina pfenesena na peptidylovy
pfenase¢ (PCP=T-doména), na ktery se vaze thioesterovou kovalentni vazbou (thiola¢ni reakce).
Proces je doprovazen oto¢enim A domény zpét do oteviené konformace. Po obnoveni PCP, po
predani intermediatu ke kondenzaci nebo uvolnéni zenzymového komplexu, thiolaéné-

adenylacni cyklus za¢ina znovu (Strieker et al. 2010).



1.2.2.2b Kondenza¢ni a thioesterazové domény

Biosynteticky cyklus je zakon¢en kondenza¢ni doménou (C). C-doména kazdého NRPS
modulu katalyzuje tvorbu peptidové vazby mezi C-koncem vznikajiciho peptidu (dodaného T-

doménou ptredchoziho modulu) a aminoskupinou nové zabudované aminokyseliny (Strieker et

al. 2010).

Thioesterazové domény jsou nékdy pfipojeny k adenylaénim a thiolaénim biosyntetickym
domenam jako terminalni domény pro celou neribozomalni syntetickou drahu a jsou také Casto
zodpovédné za finalni cyklizaci sekundarnich metabolitd. Uvoliovani produktu se dosahuje
dvéma samostatnymi reakcemi: tvorbou acylového meziproduktu nésledovanou nukleofilni
kondenzacni reakci s vodou nebo nékterou funkéni skupinou samotného peptidu. Zatimco reakce
s vodou vede k formovani linearniho peptidu, reakce vlastnich postrannich skupin peptidu nebo

postrannich fetézcu vede k cyklizaci a tvorbé cyklickych peptida (Strieker et al. 2010).
1.2.2.3 PKS

Polyketidové syntazy (PKS) (obr. 7) jsou multifunk¢éni enzymy odpovédné za biosyntézu
mnoha bioproduktii (napf. erythromycin) (Keatinge-Clay, 2008). PKS jsou klasifikovany do tii
typt: PKS typu I jsou velké multifunkéni proteiny slozené z nékolika funkénich domén a
nachazeji se v bakteriich 1 plisnich, PKS typu II jsou tvofeny samostatnymi katalytickymi
doménami a typicky se nachazeji v bakteriich, PKS typu III jsou jednodussi enzymy, které
katalyzuji tvorbu produktu v jednom aktivnim miste, zejména v rostlinach a bakteriich. PKS typu
I se dale dé€li na iterativni a modularni PKS. Zatimco iterativni PKS katalyzuje cykly prodlouzeni
fetézce s pouzitim stejné sady enzymatickych domén, v rdmci modularni PKS je tvofici se
polyketidovy fetézec smérovan z jednoho modulu do druhého tak, Ze kazdy modul typicky
katalyzuje pouze jeden cyklus prodlouzeni. Iterativni PKS typu I se primarné vyskytuji u hub,

zatimco modularni PKS pifevazuje u bakterii véetné sinic (Nivina et al. 2019).

Kazdy modul obsahuje sadu riiznych domén k provadéni chemické transformace monomeru
béhem jeho zaclenéni. Vysledné metabolity se skladaji z polyketidovych fetézci pomoci
Claisenovy kondenzac¢ni reakce, ktera vytvaii kovalentni vazbu mezi dvéma thioesterovymi
uhliky. Mechanismus biosyntetického cyklu pfipomina pribéh reakci NRPS, startovacimi
elonga¢nim monomerem je zejména malonyl-CoA (Musiol et al. 2012). Zakladnimi doménami
kazdého PKS jsou: acetyltransferaza (AT) - doména odpovédna za aktivaci a pienos stavebnich

bloki vazanych pivodné na CoA na doménu acylového nosného proteinu (ACP), ktera pomoci

7



kondenzace kovalentné thioesterovou vazbou vaze acylovou jednotku, jez se tak stava dostupnou
pro keto-syntadzu (KS), doménu odpovédnou za tvorbu C-C vazby a prodlouzeni vznikajicicho
fetézce. Funkcéné tak zhruba AT doména u PKS odpovidda A doméné¢ u NRPS a podobn¢ ACP
doména ma shodnou fuknci s PCP doménou a KS domeéna analogickou funkci k C doméné.
Obvyklou soucasti aparatu pro syntézu polyketidi jsou dalsi domény, odpoveédné za existenci
Siroké rozmanitosti syntetizovanych pfirodnich produktl, napt. metyltransferazy (MT),
odpovédné za methylaci fetézce, KR domény odpovédné za redukci keto-skupin na hydroxy-
skupiny, oxygendzy odpovédné za piipojeni dalSich hydroxy-skupin, aj. Vysledny produkt je
obvykle uvolnén stejné jako u NRPS pomoci thioesterdzové domény (TE) (Dutta et al. 2014).

terminal module (module n)
loading modult‘e : modules n-x !

}
HE .
i

'.
3
0 oD

Obr. 7 (Ptevzato z Kust, 2019)
1.2.2.4 Sinicové lipopeptidy

V posledni dob¢ je tato skupina objektem mnoha studii (Nagarajan et al. 2012; Swain et al.
2017). Svymi G¢inky a strukturou jsou sinicové lipopeptidy podobné ostatnim bakterialnim
lipopeptidim (viz. kapitola 2.1). Kvili pfibyvajicimu mnoZzstvi bakteridlnich kmenti
rezistentnich k antibiotikim (ale i houbovych patogentl), které mohou zpisobit tézka lidska
onemocnéni, jsou i sinicové lipopeptidy objektem zkoumani védct. Na zakladé nedavnych
objevi jsou sinicové lipopeptidy povazovany za slibné z medicinského hlediska jako antifungalni
(Shishido et al. 2015), antimikrobialni a potencialné protirakovinné latky (lwasaki et al. 2014).
Existuje hypotéza, ze i v ptirodé mohou ptedstavovat potencialné nebezpecné toxiny (Bartova,
2019). Ditvod, pro¢€ sinice syntetizuji takové latky, dosud neni uplné jasny, ale svym plisobenim
jsou schopné vyvolat nekrozu bun¢k. Mezi sinicové lipopeptidy fadime napt. hassallidiny,

anabaenolysiny, muscotoxiny, minutissamidy a puwainaphyciny (Merel et al. 2013).



1.2.2.4a Hassallidiny

Hassallidiny (obr. 8) jsou glykosylované cyklické lipopeptidy, produkované sinicemi,
s antifungalnimi u¢inky. Obecna struktura hassallidinu sestava z peptidoveho kruhu s osmi
aminokyselinami s bo¢nimi fetézci tvofenymi jednou dal§i aminokyselinou, mastnou kyselinou
a az tfemi cukernymi skupinami. Hassallidiny jsou pomérné Siroce rozsifené, byly nalezeny u
sinic z rodu Hassallia, Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Nostoc, Planktothrix a
Tolypothrix (Vestola et al. 2014). Hassallidiny maji protiplisiiové G¢inky proti znamym lidskym
patogennim houb&m jako Candida, Aspergillus, Fusarium a Penicillium sp. (Neuhof et al. 2005;
Vestola et al. 2014). Navic je znama aktivita proti lidské leukemii T bunék in vitro (Jurkat ATCC-
TIB-152) (Neuhof et al. 2005). Hassallidiny jsou v sinicich syntetizovany neribozomalni

peptidovou biosyntézou.
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Obr. 8 Struktura hassallidinu (pfevzato z Neuhof et al. 2005)
1.2.2.4b Anabaenolysiny

Anabaenolysiny jsou lipopeptidy produkované sinicemi rodu Anabaena se silnou cytolytickou
aktivitou (Oftedal et al. 2012). Studium anabaenolysinti odhalilo, Ze sestavaji ze dvou glycind,
2-(3-amino-5-oxytetrahydrofuran-2-yl)-2-hydroxyoctové kyseliny a 18 uhliki dlouhé
nenasycené a-hydroxy-p-aminokarboxylové kyseliny (obr. 9). Je znamo, Ze zastupci rodu
Anabaena mohou vyrabét 10 variant anabaenolysind, které se 1isi délkou methylenového fetézce
a stupném nenasyceni hydroxyamino mastné Kkyseliny. Anabaenolysiny jsou schopné
permeabilizovat bunky savct utokem na cholesterol-dependentni membrany bez poSkozeni
mitochondrii a vykazuji velkou hemolytickou u¢innost (Jokela et al. 2012). Biosynteticky aparat

pro anabaenolysiny se sklada z hybridniho NRPS / PKS a jedné nebo dvou desaturdz mastnych



kyselin. Zptisob zaclenéni fetézce mastné kyseliny do anabaenolysinu je nejasny (nebyl zde
identifikovan gen pro FAAL).

Obr. 9 Struktura anabaenolysinu A (pievzato z Jokela et al. 2012).
1.2.2.4¢c Muscotoxiny

Muscotoxiny (obr. 10) pfedstavuji dalsi skupinu sinicovych lipopeptidi, které v§ak dosud byly
nalezeny pouze v jediném kmeni puidni sinice Desmonostoc muscorum CCALA 125. Pro
muscotoxiny je charakteristicky zptisob permeabilizace buné¢nych membrén, kdy, na rozdil od
jinych lipopeptidd, dochazi k naruseni lipidové dvojvrstvy snizenim jeji fluidity (Tomek et al.
2015). Muscotoxin A ma schopnost permeabilizovat plazmatickou membranu napf. u lidskych
rakovinnych HeLa bunék, ¢imZ dochéazi k buné€nému usmrceni (Cheel et al. 2018). Muscotoxiny
take vykazuji zna¢nou antifungalni aktivitu proti fytopatogennim houbdm jako je Sclerotinia
sclerotiorum; tato bioaktivita by mohla byt vyuzita v zeméd¢lstvi (Cheel et al. 2018). Biosyntéza

muscotoxinll je dosud predmétem védeckého zkoumani.
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Obr. 10 Struktura muscotoxinu (ptevzato z Cheel et al. 2018).
1.2.2.4d Minutissamidy

Jsou to cyklické lipodekapeptidy, které zahrnuji zbytek mastné p-aminokyseliny, pomoci které
dochazi k uzavteni oligopeptidového cyklu (obr.11). Minutissamidy byly poprvé nalezeny v
kultuie sinice Anabaena minutissima UTEX 1613 (Kang et al. 2011) a pozdéji v dalSich kmenech
r. Anabaena a Cylindrospermum (Kang et al. 2012, Mares et al. 2019). Celkem bylo popsano 12
strukturnich variant minutissamida (A-L). Minutissamidy E-L vykazovaly antiproliferativni
aktivitu proti bunkam melanomu (MDA-MB-435) a proti rakovinnym bufikam tlustého stieva
(HT-29) (Kang et al. 2012).
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Obr.11 Struktura minutissamidu E (pfevzato z Kang et al. 2012).
1.2.2.4e Puwainaphyciny

Puwainaphyciny jako skupinu latek na zaklad¢ struktury nelze jednoznacné odliSit od
minutissamidt, obé skupiny jsou totiz cyklické lipodekapeptidy obsahujici 3-amino-2-hydroxy-
4-methyl-mastnou kyselinu a 2 konzervovaneé aminokyseliny sousedici z kazdé strany mastné
kyseliny — Val a Dhb (dehydromaselna kyselina) tvoii peptidovy fetézec piimo navazujici na
mastnou aminokyselinu, zatimco Pro a NMeAsn (N-methylasparagin) jsou v ¢asti fetézce
uzavirajici peptidovy cyklus. (obr. 12). Puwainaphyciny byly ptvodné izolovany z riznych
pidnich kmend rodu Cylindrospermum, Anabaena a Symplocastrum (Gregson et al. 1992,
Hrouzek et al. 2012, Mares et al. 2019). Dosud se pfepokladalo, ze puwainaphyciny produkuji
vyhradné ptdni rody sinic, ale v diplomové praci M. Bartové (Bartova, 2019) byla potvrzena
pfitomnost puwainaphycini ve studovanych vzorcich vodniho kvétu sinic z planktonu rybnikt
na uzemi CHKO Tfebonisko. Produkce puwainaphycinii (a minutissamidil) je vysledek
spolupiisobeni dvou enzymatickych komplexti — NRPS a PKS. Jelikoz identifikace producentt
puwainaphycind je hlavnim objektem vyzkumu této bakalaiské prace, a v prvni fazi probihala na
zaklad¢ detekce biosyntetickych gent pro puwainaphycin metodou PCR, v dalSim textu bude
probrana syntéza puwainaphycind detailné. Puwainaphyciny ovliviiuji buné€nou proliferaci a
zivotoschopnost riznych lidskych bunéénych linii a pisobi téz antifungalné (Hrouzek et al. 2012,
Mares et al. 2019). Zejména puwainaphycin F indukuje p¥itok vapniku (Ca?*) do bunék HeLa
v navaznosti ne permeabilizaci plazmatické membrany (Hrouzek et al. 2012). Studie provedena
na bunécném modelu Caco2 stievni epitelové bariéry prokazala téz disruptivni a zanétlivé reakce

na pfitomnost puwainaphycinl a minutissamidii (Hrouzek et al. 2020).
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Obr. 12 Struktura puwainpahycinu F (pfevzato z Hrouzek et al. 2012).
Biosyntéza puwainaphycinii

Na zéaklad¢ vysledka studie Mares et al. (2019) se zda pravdépodobné, ze PuwC/D a Puwl
predstavuji dva alternativni spousStéci moduly (FAAL) schopné iniciovat biosyntézu
puwainaphycinti/minutissamidi. Podobna situace byla dfive popsana pro alternativni spoustéci
moduly NRPS v syntetaze anabaenopeptinu (Rouhiainen et al. 2010). Biosyntéza
puwainaphycinu tedy za¢ina produktem genu puwC nebo puwl (obr. 13). Tento protein obsahuje
konzervovanou katalytickou doménu typickou pro FAAL. Po adenylaci mastné kyseliny
nasleduje jeji ligace (obr. 13) na prvni acyl carrier protein (ACP) kédovany puwD nebo puwl,
intermediat je pak piedan ptimo do PKS (obr. 13). Prvni modul PKS (kédovany puwB) obsahuje
sekvenci domén acyltransferdzy, dehydratazy, methyltransferazy, enoylreduktazy a
ketoreduktazy. Vysledkem spole¢niho pusobeni téchto domén je a-methylovany produkt (obr.
13). Dalsim enzymem (PuwE) je specificky hybrid obsahujici jeden PKS modul,
aminotransferdzovou a monooxygenazovou doménu a koncovy modul NRPS. Modul PKS slouzi
k prodluzeni acylového fetézce. Aminotransferaza a monooxygenaza umisténé mezi PKS a
NRPS moduly katalyzuji modifikaci fetézce na 3-amino-2-hydroxy-4-methyl-acyl typicky pro
tuto skupinu lipopeptida (obr. 13). Terminalni modul NRPS zahrnuje valin aktivujici domenu.
Nasledné se meziprodukt pfenese na jiny enzym NRPS (PuwF), obsahujici dva moduly, pti¢emz
kazdy ptidava jednu aminokyselinu-dehydrothreonin a asparagin / glutamin. Déle nasleduje
katalyza proteinem PuwG, ktery obsahuje tfi moduly NRPS. Prvni dva moduly aktivuji asparagin
a alanin. Posledni modul PuwG zahrnuje epimerizacni doménu konzistentni s vyskytem obou

optickych izomerti (L/D-alanin) v molekuldch puwainaphycinu. Pfidavek threoninu, dalSiho
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¢lena oligopeptidového kruhu, je katalyzovan proteinem PuwH (Obr. 13), ktery obsahuje jeden
modul NRPS. Poslednim enzymem podilejicim se na prodlouzeni peptidylu je PuwA. Ten
obsahuje dva moduly NRPS, prvni ma za tkol aktivaci asparaginu. Piedpoklada se, Ze druhy
modul zac¢leni do koncové ¢asti peptidu prolin a obsahuje téZ terminalni thioesterazovou doménu.
Tato doména odstépi hotovy fetézec puwainaphycinu z peptidyl-nosného proteinu, a provede
jeho cyklizaci (Mares et al. 2019).

Jak bylo jiz zminéno, studie Mares et al. (2019) pifedpoklada, Ze existuje startovaci jednotka
typu Il (Puwl) skladajici se z FAAL enzymu spojeného s ACP. Kmeny druhui Cylindrospermum
spp., Anabaena spp. a Symplocastrum muelleri ve svych biosyntetickych genovych klastrech
rizné kombinuji ptitomnost predpokladané startovaci jednotky typu I (PuwC) i typu Il (Puwl).
Oba enzymy jsou schopny aktivovat vice neZ jednu mastnou kyselinu, mnoZiny preferovanych
substrati se vSak vzajemné lisi délkou fetézce mastné kyseliny. Také se prepoklada, ze draha
zapoCata Puwl vyuziva enzym Puwl, ktery je zodpovédny za hydroxylaci zbytku mastné
kyseliny. Dalsi protein spojeny se startovaci jednotkou II je PuwK, ktery je zospovédny za

halogenaci (chlorinaci) fetézce mastné kyseliny.
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Obr. 13 Biosyntéza puwainaphycina (pievzato z Mares et al. 2014).
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1.3 Metody detekce cyanotoxinii a jejich producenti

Cyanotoxiny, podobné jako ostatni nizkomolekularni latky jsou obvykle detekovany analyticky
v extraktech z ptirodnich vzorka nebo kultur sinic, nejéastéji pomoci kapalinové chromatografie
(liquid chromatography — LC) s napojenim na hmotnostni spektrometrii (mass spectrometry —
MS) (Maizels, 2004; Massey et al. 2020). V ptipad¢ inhibitord protein fosfataz (microcystiny,
nodulariny) existuji téz imunologické a enzymatické testy (Carmichael, 1999). Hojné
vyuzivanou nepiimou metodou je pak detekce vybranych geni pro syntézu cyanotoxini pomoci
molekularnich metod (PCR, qPCR), kterd ukaze na ptitomnost producentii cyanotoxinu ve
studovaném vzorku. Specifické PCR primery a protokoly byly vytvofeny piedev§im pro hojné
studované toxiny jako jsou microcystiny, nodulariny, cylindrospermopsiny, saxitoxiny (Baker et
al. 2013), nebo anatoxiny-a (Legrand et al. 2016). Tuto citlivou metodu je mozné pouzit pro
detekcei cilovych geni dokonce u jednotlivych vlaken ¢i kolonii planktonnich sinic (Lara et al.
2013). Jak jiz bylo zminéno, puwainaphyciny byly pivodné vyizolovany z ptidnich rodi sinic
Anabaena a Cylindrospermum, ale jejich vyskyt byl nahodné zaznamenan pomoci HPLC-MS i
v planktonnich vzorcich stojatych vod v Ceské Republice (Zapomélova et al. 2009) a nasledné
potvrzen ve vzorcich vodniho kvétu z CHKO Ttebonisko (Bartova, 2019) také pomoci PCR.
Jelikoz ptitomnost puwainaphycinli ve vodach mize mit do budoucna pro ¢lovéka negativni
dopad, je dulezité zavést spolehlivé metody, které mohou pomoci pfi detekci téchto potencidlnich

cyanotoxintl.
1.3.1 Specifické PCR primery pro detekci producentii puwainaphycini

Dané primery a optimalizovany PCR protokol jsou vysledkem diplomové prace (Bartova, 2019)
a jejich specificita byla ovétena kromé Sesti puwainaphycin/minutissamid produkujicich kment
téZ na souboru 22 sinicovych kment, které obsahuji v genomu biosyntetické genové klastry pro
jiné lipopeptidy, avSak chybi u nich geny pro puwainaphyciny (tyto kmeny slouzily jako
negativni kontrola). Vybrany par primert je schopen amplifikovat pfiblizné 550 bp dlouhy usek
genu puwF, ktery je soucasti NRPS gent v klastru pro syntézu puwainaphycinu.

1.3.2 HPLC-HRMS/MS detekce puwainaphycini

HPLC je chromatograficka metoda umoznujici rozdélit extrakt na jednotlivé latky na zakladé
afinity analyzovanych molekul ke stacionarni fazi uloZené v chromatografické koloné. Velmi
Castou aplikaci je piimé spojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozlisenim
(HRMS). Kombinace kapalinové chromatografie s elektrosprejovou hmotnostni spektrometrii

byla zkoumdna jako nastroj pro analyzu nejriznéjSich toxini produkovanych sinicemi.
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Zkoumané toxiny zahrnovaly napf. saxitoxin, anatoxin-a, cylindrospermopsin a microcystiny
(Dell’ Aversano et al. 2004; Puddick et al. 2015). S vyuzitim této metody také studie Urajova et
al. (2016) experimentalné potvrdila, Ze kmeny Cylindrospermum alatosporum a Anabaena sp.
jsou zodpoveédné za produkci puwainaphycini F a anabaenolysinti A. Autofi k tomu vyuzili
kombinace vysoké fragmentacni energie pti MS analyze, diky které odstepili z latky diagnosticky
fragment mastné kyseliny, a paralelni analyzy pfi niz§i fragmentacni energii, ktera jim umoznila

stanovit aminokyselinovou sekvenci peptidové ¢asti latky.
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2. Cile prace

Cile této bakalarské prace jsou:

- Literarni reSerSe problematiky potencialné toxickych sinicovych lipopeptidi se zamétenim

na puwainaphyciny.

- Detekce producentli puwainaphycini ve vlastnoru¢né odebranych vzorcich planktonu

pomoci PCR.

- Taxonomicka identifikace téchto producenti pomoci analyzy jednotlivych sinicovych

vlaken a kolonii.
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3. Metodika

3.1 Odbér vzorku

Podle studie Bartova (2019), ktera se zabyvala hledanim potencidlné toxickych lipopeptidi ve
vzorcich vodniho kvétu v CHKO Tiebonsko a okoli, byly zvoleny pro muj vyzkum rybniky, kde
bylo detekovano v letech 2017-2018 nejvétsi mnozstvi puwainaphycint. Pfed odbérem byly na
kazdém stanovisti zaznamenany nasledujici udaje: datum a ¢as odbéru, pocasi a GPS soutradnice,
pomoci kalibrovaného pfenosného testeru Hanna 98130 (Hanna Instruments, Woonsocket, Rl,
USA) byla zmétena teplota vody, pH, a konduktivita, a prithlednost pomoci Secchiho disku.
Vzorky planktonu byly na jednotlivych stanovistich odebirdny pomoci planktonni sitky o
priméru ok 20 um. Pro zisk co nejvyssi koncentrace biomasy se odbér planktonkou opakoval
petkrat. Z kazdého stanovisté byly odebrany tfi vzorky do sterilnich plastovych 50 ml
centrifugacnich zkumavek. Zkumavky byly pak v chladicim boxu transportovany do laboratofe.
Dvé zkumavky s odebranymi vzorky planktonu byly centrifugovany (Eppendorf Centrifuge
5804, Eppendorf, Hamburg, Némecko) pti 5000 g po dobu 15 min tak, aby se biomasa oddélila
od supernatantu. Vznikly supernatant byl opatrné slit. Dale byly tyto vzorky uloZeny do
hlubokomraziciho boxu pfi teplot¢ -80 °C pro naslednou analyzu pomoci vysoce ucinné
kapalinové chromatografie s propojenim na hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim
(HPCL-HRMS), kterou provadéli pracovnici centra ALGATECH (Mikrobiologicky ustav
AVCR) v Tieboni. Posledni vzorek poslouzil k mikroskopickému rozboru a izolaci sinic pro

molekularni analyzu.
3.2 Zpracovani a priprava vzorki
3.2.1 Mikroskopicky rozbor

Po transportu do laboratofe byly enviromentdlni vzorky prohlizeny pomoci mikroskopu
Olympus BX51 vybaveném Nomarského DIC pii zvétSseni 100x-400x a dokumentovany
digitalnim fotoaparatem Olympus DP-72 (Olympus, Tokyo, Japonsko). Determinace sinic byla
provedena podle prirucky Kastovsky et al. (2018) a jejich pfitomnost ve vzorcich byla

zaznamenana do tabulek (pfiloha ¢.1 a €.2)
3.2.2 Izolace jednotlivych vliaken a kolonii sinic

Z taxonii sinic nalezenych pod mikroskopem byli vybrani mozni kandidati na producenty
puwainaphycinu na zaklad¢ jejich dominantniho vyskytu ve vzorcich planktonu pozitivnich na

pfitomnost puwainpahycinii v piedchozi studii Bartova (2019). Izolace byla provedena s
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pouzitim invertovaného mikroskopu Olympus 1X71 (Olympus, Tokyo, Japonsko) vybaveném
Nomarského DIC pti zvétseni 200%-400x%. Jednotliva vlakna nebo kolonie sinic byla separovana
pomoci sklenéné mikrokapilary za sterilnich podminek podle diive publikované metody (Mares
et al. 2015), opakované (desetkrat) omyvana v TE pufru (pH 7,8) a nakonec ulozena s kapkou
tohoto pufru do ptipravené PCR zkumavky o objemu 0,2 ml a zmrazena (-20 °C). Jednotlivé
separované kolonie ¢i vlakna byly téz fotograficky dokumentovany digitalnim fotoaparatem

Olympus DP-72 (Olympus, Tokyo, Japonsko).
3.2.3 Amplifikace celého genomu

Amplifikace celého genomu byla provedena metodou multiple-displacement amplification
(MDA) pomoci kitu REPLI-g Mini Kit od vyrobce Qiagen (Hilden, Némecko) podle navodu od
vyrobce. Po amplifikaci pii 30 °C po dobu 16 hodin byla polymeraza inaktivovana pii 65 °C po
dobu 5 min. Usp&nost MDA a negativni kontrolni vzorek byly ovéfeny gelovou elektroforézou.
Gel byl ptipraven s pouzitim TAE pufru s 1,5% agarosou. Do prvni jamky bylo ptidano 14 pl
ladderu (O'GeneRuler; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), nasledné do kazde jamky
pfeneseno 8 pl vzorku, barveni probéhlo interkalaénim barvivem SybrGreen (SYBR Green |
Nucleic Acid Gel Stain, LONZA, Rockland ME, USA) dle navodu vyrobce. Elektroforéza
probihala po dobu 1,5 hod pfi napéti 80 V. Produkty po elektroforéze byly nésledné

vizualizovany pomoci UV a vyfoceny.
3.2.4 PCR testovani vzorku

Uspésné naamplifikované MDA produkty byly pouzity jako templat pro PCR s vyuzitim
primert pmFF a pmFR podle protokolu optimalizovaného v praci Bartova (2019) pro zjisténi
mozné pritomnosti genu puwF z biosyntetického genového klastru puwainaphycinu. Ve flow-
boxu, ktery byl pfedem sterilizovan UV svétlem, byl nejprve namichan master mix obsahujici
pro kazdy vzorek 25 pul pufru s polymerazou Plain PP Master Mix (Top Bio, Praha), 1 uL kazdého
z primert 0 koncentraci 10 pM a 23 pl sterilni vody. Do PCR zkumavek bylo nasledné pfeneseno
49 pl master mixu a 1 pl templatové DNA. Poté byly vzorky zvortexovany (VortexGenie 2, Mo
BIO Laboratories®, Inc), kratce sto¢eny na stolni mikrocentrifuze a vlozeny do termocykleru
Eppendorf Mastercycler Pro (Eppendorf, Hamburg, Némecko) se zvolenym programem
vhodnym pro dané primery (Tab. 1).
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Tab 1: Program do termocykleru pro PCR s primery pmFF a pmFR.

cyklus ¢. | pocet opakovani | teplota [°C] | ¢as [min]
1 1 94 5
35 94 0,75
2 35 56 0,75
35 72 0,75
3 1 72 10

Po zakonéeni PCR reakce v termocycleru byly vzorky podrobeny elektroforéze stejnym

postupem jako vySe a nasledné vizualizovany pomoci UV a vyfoceny.

V  Wew

3.2.5 Precisténi PCR produkti a sekvenace

Pozitivni vzorky po PCR byly pfecistény pomoci kitu Monarch Nucleic Acid Purification od
vyrobce New England Biolabs (Ipswich, Massachusetts, USA). Po pie¢isténi byly vzorky s PCR
produkty odeslany do spole¢nosti SeqMe (Dobiis, Ceska Repuplika) k sekvenovani Sangerovou
metodou z obou stran pomoci stejnych primerd, které byly pouzity pti PCR. Surova data ze
sekvenatoru byla slozena v programu Geneious Prime (Biomatters Ltd., Auckland, New
Zealand). Na zdkladé analyzy ziskanych sekvenci v programu BLAST (NCBI) byla zjisténa

ptibuznost ziskanych PCR produkti ke znAmym sekvencim genu puwF.
3.2.6 Ziskani sekvence genu pro 16S rRNA a 16S-23S ITS Useku rRNA

Abychom mohli ur¢it fylogenetickou pozici sinic, jejichZ vldkna byla vyizolovana, byla zvolena
metoda PCR a klonovani k ziskani ¢aste¢né sekvence genu pro 16S rRNA a kompletni sekvence
useku 16S-23S ITS rRNA. Klonovani bylo nezbytné z divodu ptitomnosti nékolika odlinych
kopii rRNA operonu ve studovanych genomech. Amplifikace tohoto Useku byla provedena ze
stejnych vzorku jako amplifikace genu puwF, s pouzitim PCR protokolu podle Boyer et al.
(2001) a primerd 16S378F a 23S30R (Taton et al. 2003). PCR protokol zahrnoval inkubaéni
kroky uvedené v Tab. 2. Néasledné klonovani probihalo s vyuzitim kitu pGEM-T-Easy od
vyrobce Promega (Madison, Wisconsin, USA) podle pfilozeného manualu. Kolonie E. coli
obsahujici plazmid s pozadovanym insertem byly pievedeny do 3 ml kultury a péstovany na
ttepatce VWR 89027-702 (VWR, Pennsylvania, USA) pies noc (LB médium, 37 °C, 200 rpm).
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Kultury byly sklizeny a plazmid vyizolovan pomoci kitu NucleoSpin Plasmid (Macherey Nagel,
Diren, Némecko) podle navodu vyrobce. Plazmidy byly pfipraveny k sekvenaci a odeslany do
spole¢nosti SeqMe (Dobiis, Ceska Repuplika) na Sangerovo sekvenovani pomoci univerzanich
plazmidovych primert T7 a SP6 a vnitiniho primeru cyano6r (Mares et al. 2013). Po obdrzeni
vysledkl byly sekvence opét skladany pomoci programu Geneious Prime (Biomatters Ltd.,
Auckland, New Zealand) a uspésnost sekvenace ovéfena pomoci programu BLAST. Pro dalsi
analyzy byly pouzity pouze vzorky, u kterych se zdafilo osekvenovat alespon 2 klony, pficemz
vSechny klony byly pfifazeny ke stejnému taxonu (na zékladé BLAST). Ostatni vzorky, u kterych
byla ziskdna pouze sekvence jednoho klonu nebo klony obsahovaly sekvence rtiznych druhi,

nebyly povazovany za prukazné.

Tab 1: Program do termocykleru pro PCR s primery 16S378F a 23S30R.

cyklus ¢. | pocet opakovani | teplota [°C] | éas [min]
1 1 94 5
38 94 1
2 38 54 1
38 72 1,5
3 1 72 10

3.2.7. Alignment a analyza podobnosti sekvenci

Alignment ziskanych nukleotidovych sekvenci (puwF, gen pro 16S rRNA a ITS usek) byl
provadén pomoci algoritmu MAFFT v. 7 (Katoh a Standley, 2013) v programu Geneious Prime,
pficemz bylo vzdy pouzito zékladni nastaveni algoritmu. Do alignmentu genu puwF byly
zahrnuty pouze sekvence ziskané v této praci a sekvence ziskané v praci Bartova (2019), aby
bylo mozné zjistit jejich vzajemnou podobnost. Sekvence genu pro 16S rRNA pro fylogenetickou
analyzu byly alignovany spole¢né s nejbliz§imi sekvencemi z databdze NCBI (na zakladé
BLAST analyzy), vSemi sekvencemi Aphanizomenon gracile ptitomnymi v databdzi NCBI a
delsimi nez 1000 bp, dal§imi vybranymi sekvencemi heterocytdznich sinic na zaklad¢ literatury

(Kust et al. 2015, Kozlikova-Zapomélova et al. 2016) a outgroup sekvencemi neheterocytoznich
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sinic (Gloeobacter violaceus PCC 7421, Trichodesmium erythraeum 1IMS-101). Alignment pro
fylogenetickou analyzu celého tseku 16S+ITS rRNA byl vytvoren z podskupiny sekvenci
pfedchoziho alignmentu tak, Z¢ do né€ho byly zahrnuty pouze sekvence ze skupiny
Dolichospermum/Aphanizomenon obsahujici cely tento Usek a vlastni sekvence. Posledni
alignment obsahoval pouze sekvence ITS Useku A. gracile pro analyzu jejich podobnosti.
Nekvalitni sekvence a sekvence kontaminant (Planktothrix agardhii a Cuspidothrix
issatschenkoi) nebyli pouzity pro fylogenetickou analyzu. Vysledny alignment byl nasledné
manualné zkontrolovan a byly vymazany nejednozna¢né alignované pozice s gapy a Useky na
zacatku a konci alignmentu, kde chybély data u vétSiny sekvenci. Podobnosti sekvenci byly

vypocteny jako jejich parova p-distance v programu Geneious Prime.
3.2.8. Fylogenetickéa analyza

Fylogeneticka analyza sekvenci genu pro 16S rRNA a spojeného alignmentu 16S+ITS rRNA
byla provedena z vytvotenych alignmentt metodou Maximum Likelihood pomoci RaxML v. 8
(Stamatakis, 2014) v programu Geneious Prime. Pfi analyze byl aplikovan substitu¢ni model

GTR+I+G a pro stanoveni podpory vétvi bylo provedeno 1000 bootstrapovych pseudoreplikaci.
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4. Vysledky

4.1 Rok 2019
4.1.1 Odbér vzorkii sinicové biomasy

Terénni sbér na Tiebonsku byl proveden na zakladé ptedchozi studie Bartova (2019), ktera se
zabyvala hledanim potencialné toxickych lipopeptidii ve vzorcich vodniho kvétu. Odbéry byly
provedeny v obdobi mezi ¢ervencem a zatim 2019 celkem na 5 lokalitach. V nasledujici tabulce
(Tab. 3) jsou zaznamenany namétené vlastnosti vody, GPS soufadnice mista odbéru, datum a ¢as

odbéru a aktudlni pocasi pii odbérech v roce 2019. Odbéry byly provadény opakované, coz je

také zaznamenano v Tab. 3.

Tab. 3: Parametry odbérovych lokalit v roce 2019.

teplota | vodivost | Secchi

datum | ¢as pocasi rybnik GPS pH | [°C] [uS/cm] | [em]
49°06'32.1"N

15.07 | 10:30 | jasno Laska 14°44'48.2"E | 8.8 | 19 307 15
49°07'01.3"N

15.07 | 10:00 | jasno Nadgje 14°44'27.1"E | 9.4 | 22,7 142 15
48°59'12.2"N

08.07 | 10:00 | jasno Opatovicky r. | 14°46'41.1"E | 8.3 | 23,5 215 20
49°02'53.6"N

08.07 | 9:00 | jsano Rozmberk 14°45'50.5"E | 9.3 22,7 175 15
48°59'53.1"N

08.07 | 9:30 | jasno Svét 14°46'22.4"E | 9.4 | 21,6 183 15
49°06'26.7"N

16.08 | 11:45 | jasno Laska 14°45'00.4"E | 7.2 | 195 302 20
49°07'05.9"N

16.08 | 11:15 | jasno Nadgje 14°44'41.4"E | 8.4 22,4 144 15
48°59'35.7"N

13.08 | 10:45 | zataZeno | Opatovicky r. | 14°46'16.5"E | 9.5 | 20 220 15
48°59'43.5"N

13.08 | 10:15 | zatazeno | Svét 14°46'11.1"E | 9.1 | 21,2 179 15
49°06'45.7"N

07.09 | 12:00 | jasno Laska 14°45'00.4"E | 7.6 | 19 298 20
49°07'07.6"N

07.09 | 11:30 | jasno Nadgje 14°45'02.3"E | 7.2 19,4 137 15
48°59'16.4"N

18.09 | 10:00 | jasno Opatovicky r. | 14°46'35.8"E | 9.4 | 19,1 220 20
49°00'06.5"N

18.09 | 9:45 | jasno Svét 14°45'57.8"E | 9.7 | 19,8 186 20
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4.1.2 Mikroskopovani vzorki a izolace potencialnich producenti puwainaphycinu

Kazdy vzorek z 5 lokalit byl nasledné¢ podroben mikroskopickému rozboru. U vSech
odebranych vzorkl byly determinovéany piitomné druhy sinic a zaznamenany do pftilohy €. 1.

Nejcastéji se vyskytovaly sinice rodu Microcystis (Obr. 14-16), Planktothrix a Aphanizomenon.

Obr.14 M. aeruginosa z rybnika Svét.

Obr.15 M. ichthyoblabe z rybnika Laska.
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Obr. 16 M. wesenbergii z Opatovickyho rybnika.

Za nejvhodnéjsi kandidaty na zakladé predchozcih tidaji (Bartova 2019) a aktualniho slozeni
vzorkid byly povazovany sinice rodu Microcystis (M. aeruginosa, M. ichthyoblabe, M.
wesenbergii). Jednotlivé kolonie téchto druhii byly vyizolovany pro analyzu MDA, PCR pro gen
puwF a, v pripad¢ pozitivniho vysledku, sekvenaci genomového useku pro 16S rRNA+ITS.

Celkem bylo izolovano 25 kolonii M. aeruginosa, 25 kolonii M. ichthyoblabe a 10 kolonii M.
wesenbergii.
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4.1.3 Amplifikace genomu (MDA) a PCR genu puwF

Amplifikaci genomu jsme Usp&$né zvysili mnoZstvi DNA u vSech izolovanych vzorkd, coz bylo
potvrzeno gelovou elektroforézou. Dale byla u kazdého vzorku provedena PCR genu puwF. Z 60

testovanych vzorku pouze 2 prokazaly pozitivni vysledek (Obr.17).

Obr. 17 Vysledek PCR pro gen puwF u vzorkd kolonii rodu Microcystis. Vzorky M.
ichthyoblabe (dole) a M. aeruginosa (nahoie) z Opatovického rybnika, 11.07.2019. Vzorky 13*
a 15* obsahovaly PCR produkt o o¢ekavané délce.

Ostatni vzorky prokazaly negativni vysledek — nebyl zde zaznamenan PCR produkt o
ocekavané délce. (Obr. 18).
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K- Ladder

Ladder

Obr. 18 Vysledek PCR pro gen puwF u vzorkd kolonii rodu Microcystis. Vzorky M.
wesenbergii (nahote) a M. aeruginosa (dole) z rybnika Nadg&je, 12.10.2019.

4.1.4 Sekvenace genu puwF

Pozitivni vzorky M. ichthyoblabe z Opatovického rybnika byly usp&$né osekvenovany. Na
zékladé analyzy pomoci BLAST byla potvrzena blizka ptibuznost ziskanych sekvenci ke genu
puwF ze znamych padnich producentt puwainaphycinu. Nejbliz§i pfibuznou sekvenci z databaze
NCBI byla sekvence genu puwF z kmene Anabaena sp. UHCC-0399 (MH325200.1, 89.37%
podobnost).

4.1.5 Sekvenace Useku genu pro 16S rRNA a 16S-23S ITS rRNA

PuwF-pozitivni vzorky ziskané z kolonii M. ichthyoblabe z Opatovického rybnika byly
podrobeny amplifikaci genomového Useku pro 16S rRNA a 16S-23S ITS, klonovani a sekvenaci

zaklonovanych inserti. Ziskané sekvence vSak na zdklad¢ analyzy pomoci BLAST nebyly
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piibuzné sekvencim rodu Microcystis. Jednotlivé klony obsahovaly sekvence jinych druht sinic,
nejcastéji Aphanizomenon gracile (4 klony), dale také Cuspidothrix issatschenkoi (3 klony),
Dolichospermum viguieri (2 klony), Dolichospermum flos-aquae (2 klony) a Planktothrix
agardhii (3 klony). Potencialni producent puwainaphycinu tak nemohl byt na zakladé vysledki
urcen, tyto vysledky poukazovaly na pravdépodobnou kontaminaci vzorkt kolonii Microcystis

vyse uvedenymi druhy sinic (viz téZ Diskuze).
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4.2 Rok 2020
4.2.1 Odbér vzorku

V piedchozim roce nebyl mezi 60 vzorky r. Microcystis nalezen zadny potencialni producent
puwainaphycinti. Na zaklad¢ vyskytu dalSich hojnych druht sinic a také rozboru dvou
kontaminovanych vzorkd r. Microcystis, které byly faleSné pozitivni pii PCR pro gen puwF, jsme
vytipovali nové kandidatni druhy sinic pro rok 2020: Aphanizomenon gracile, Cuspidothrix
issatschenkoi, Dolichospermum viguieri, Dolichospermum flosa-quae a Planktothrix agardii. Na
zaklad¢ predchozich udajiu o vyskytu téchto druhli ve zvolené oblasti (Bartova 2019) bylo
zvoleno 8 lokalit pro terenni odbér vzorkt. V tabulce (Tab. 4) jsou zaznamenany naméfené
vlastnosti vody, GPS soutradnice mista odbéru, datum a ¢as odbéru a aktualni pocasi pii odbérech

v roce 2020. Odbéry byly provadény opét opakovang.
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Tab. 4: Vlastnosti vody pii odbérech v CHKO Tieborisko a okoli 2020.

teplota | vodivost | Secchi

datum | ¢as pocasi rybnik GPS pH [°C] [uS/cm] | [em]
48°59'12.2"N

05.07 11:10 | jasno Opatovicky r. | 14°46'41.1"E | 8.2 22.5 206 10
49°03'05.7"N

05.07 | 10:15 | jasno Rozmberk 14°46'56.5"E | 9.1 214 194 10
48°59'53.1"N

05.07 | 10:45 | jasno Svét 14°46'22.4"E | 8.62 | 20.3 235 10
49°06'45.7"N

14.07 | 12:30 | jasno Laska 14°45'00.4"E | 8.92 | 23.4 312 15
49°07'05.9"N

14.07 | 13:10 | jasno Nadéje 14°44'A1.4"E | 9.61 | 22 143 15
49°01'55.1"N

27.07 | 11:00 | jasno VySehrad 14°50'37.2"E | 9,5 25,6 230 45
48°57'11.7"N

27.07 | 11:45 | jasno Vyskok 14°39'33.6"E | 10.4 | 24 210 30
49°08'16.5"N

27.07 | 12:30 | jasno Novy r. 14°44'06.0"E | 8.1 20 195 20
48°59'35.7"N

07.08 | 10:45 | zatazeno | Opatovicky r. | 14°46'16.5"E | 8.36 | 25 221 15
49°02'53.6"N

07.08 | 9:30 zatazeno | Rozmberk 14°45'50.5"E | 9.32 | 23 203 20
49°06'45.7"N

07.08 | 11:30 | zatazeno | Laska 14°45'00.4"E | 8.88 | 21.7 314 15
49°07'07.6"N

07.08 12:00 | zatazeno | Nadéje 14°45'02.3"E | 9.43 | 21,6 143 15
48°59'43.5"N

07.08 | 10:10 | zatazeno | Svét 14°46'11.1"E | 9.02 | 22.1 219 15
48°59'16.4"N

04.09 | 10:45 | obla¢no | Opatovickyr. | 14°46'35.8"E | 8.21 | 19.2 223 15
49°02'53.6"N

04.09 10:00 | obla¢no | Rozmberk 14°45'50.5"E | 8.54 | 20.1 214 15
49°06'45.7"N

04.09 | 11:30 | obla¢no | Laska 14°45'00.4"E | 8.8 19,5 307 20

4.2.2 Mikroskopovani vzorki a izolace potencialnich producenti puwainaphycinu

Kazdy vzorek z 8 lokalit byl zmikroskopovan. U v§ech odebranych vzorkl byly determinovany

pfitomné druhy sinic a zaznamenany do pfilohy ¢. 2. Dominantni slozku pfedstavovaly sinice

z rodd Planktothrix, Aphanizomenon a Dolichospermum (Obr. 19-20).
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Obr. 19 A. gracile z rybnika Laska.

Obr. 20 D. flos-aquae z rybnika Rozmberk.

Po mikroskopovani probéehla izolace vlaken potencialnich producentli puwainaphycint stejnym

zpusobem jako u kolonii Microcystis v roce 2019: 11 vlaken sinice Planktothrix agardhii, 40
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vldken Aphanizomenon gracile, 30 vlédken Cuspidothrix issatschenkoi, 5 vlaken
Dolichospermum flos-aquae a 10 vldken Dolichospermum viguieri.

4.2.3 Amplifikace genomu (MDA) a PCR genu puwF

Amplifikace genomu probéhla stejné€ jako v pfedchozim roce uspésné u vsech vzorku. Nasledna
PCR analyza neprokazala pfitomnost genu puwF u analyzovanych vlaken P. agardhii (Obr. 21)
z Rozmberku a Opatovického rybnika, D. flos-aquae, ani D. viguieri z rybnika Léaska (Obr. 22
a23).

ladder R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8 R9 R10 O1 K-

Obr. 21 Vysledek PCR pro gen puwF u vzorka vlaken rodu Planktothrix. Vzorky P. agardhii
z rybnika Rozmberk (R) a Opatovického rybnika (O), 16.07.2020.

tadder O1 02 03 OS5 K- tadder

Obr. 22 Vysledek PCR pro gen puwF u vzorka vlaken rodu Dolichospermum. VVzorky D. flos-
aquae z Opatovickyho rybnika (01-05), 01.10.2020

32



Ladder K-

Obr. 23 Vysledek PCR pro gen puwF u vzorkt vlaken rodu Dolichospermum. Vzorky D.
viguieri z rybnika Léska, 17.10.2020

Vlakna Cuspidothrix issatschenkoi byla vyizolovana z rybniku Laska. Jak je vidét na Obr. 24,
udvou vzorkt (L21 a L 25) byl ziskan pomérné slaby PCR produkt odpovidajici délkou cilovému

fragmentu puwF.

Ladder L11 L12 L13 L14 L1S L16 L20 L21 K-

Ladder L23 L24 L25 L26 L27 28 L29 L30 K-

Obr. 24 Vysledek PCR pro gen puwF u vzorkd vlaken rodu Cuspidothrix. Vzorky C.
issatschenkoi z rybnika Laska, 18.10.2020.Vzorky L21 a L25 obsahovaly PCR produkt o

ocekavané délce.
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Vlakna sinice Aphanizomenon gracile byla izolovana ze vzorki planktonu Opatovického
rybnika, rybnika Laska a Rozmberk. Vysledek PCR a nasledné gelové elektroforézy (Obr. 25 -
28) ukazal ptitomnost PCR produktu o o¢ekavané délce u nékterych vldken A. gracile ze vsech
3 studovanych rybniki.

Ladder L1 L2 L3 L17 L18 L19 L20 K- Ladder

Obr. 25 Vysledek PCR pro gen puwF u vzorki vlaken rodu Aphanizomenon. VVzorky A. gracile
z rybnika Léska, 12.10.2020. Vzorek L3 obsahoval PCR produkt o o¢ekavané délce.

ladder L4 LS L6 L7 L8 L9 L10 O1 02 03 OS5 L2 L3 K- Ladder

Obr. 26 Vysledek PCR pro gen puwF u vzorki vlaken rodu Aphanizomenon. VVzorky A. gracile
z rybnika Laska (L2-L10), 12.10.2020. Vzorek L4, L5, L7 a L9 obsahovaly PCR produkt o

o¢ekavané délce.



Ladder R1 R2 R3 R4 RS5 R6 R8 R9 R10 R7 K-

Ladder R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17 R19 R20 K-

Obr. 27 Vysledek PCR pro gen puwF u vzorki vlaken rodu Aphanizomenon. VVzorky A. gracile
Z rybnika Rozmberk, 19.10.2020.Vzorky R8, R12, R13, R15, R17 a R20 obsahovaly PCR

produkt o o¢ekavané délce.

ladder 011 012 013 014 015 016 017 018 019 020 K-

Ladder O21 022 023 024 025 026 027 028 029 030 K-

Obr. 28 Vysledek PCR pro gen puwF u vzroki vlaken rodu Aphanizomenon. VVzorky A. gracile
z Opatovickyho rybnika, 20.10.2020. Vzorky O11, 015, 017, 019, 021, 022, 023, 025, 027 a
028 obsahovaly PCR produkt o o¢ekavané délce.
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4.2.4 Sekvenace genu puwkF

Pozitivni vzorky PCR produkti genu puwF z vlaken A. gracile a C. issatschenkoi byly
precistény a poslany na Sangerovo sekvenovani. Ziskané sekvence u vzorka L21 a L25 (C.
issatschenkoi) nebyly uspésné slozeny, protoze byly pfili$ kratké a chromatogram obsahoval
prekryvajici se signaly — pfitomnost genu puwF tak nebylo mozné u tohoto druhu definitivné
potvrdit. Podobna situace nastala také u nékolika vzorkd vlaken A. gracile (L3, L7, R8, R15,
015, 022). U tspésné slozenych sekvenci byla na zakladé analyzy v programu BLAST (NCBI)
potvrzena piibuznost ke zndmym sekvencim genu puwF. Jednalo se ve vSech ptipadech o vzorky
vldken A. gracile, a to z rybniktit Rozmberk (vzorky R13, R17, R20), Laska (L4, L5, L9) a
Opatovicky rybnik (011, O17, O11, 017, 021, 025, 027, 0O28) (piiloha ¢. 5). Sekvence
pozitivnich PCR produktti genu puwF z vldken A. gracile a sekvence PCR produkti genu puwF
neznamych producentt z roku 2017/18 z vyzkumu Bartova (2019) byly porovnany a ve vysledku
byla vytvofena tabulka podobnosti (ptiloha ¢. 4). Sekvence genu puwF ziskané z vlaken A,
gracile vykazovaly vysokou podobnost (96-100 %) k sekvencim ziskanym M. Bartovou
z rybnikd Opatovicky rybnik a Potésil z roku 2017, a také z rybniki Nadéje, Novy rybnik, Laska,
Rod, Svét, VySehrad, Rozmberk, Vyskok a Opatovicky rybnik z roku 2018.

4.2.5 Sekvenace genu pro 16S rRNA a navazujiciho 16S-23S ITS Useku

Vzorky A. gracile zrybnika Laska, Rozmberk a Opatovického rybnika, které prokazaly
ptitomnost genu puwF, byly podrobeny klonovéani a sekvenaci genomového Useku rRNA operonu
(16S+ITS oblast), aby byla potvrzena jejich taxonomicka identita pomoci fylogenetické analyzy.
Analyza sekvenci pomoci BLAST (NCBI) potvrdila jejich homologii se sekvencemi rodu
Aphanizomenon u vétsiny vzorkl. Pro fylogenetickou analyzu byly pouZity pouze vzorky

s konzistentnimi vysledky sekvenovani (viz. Metody).
4.2.6 Sestaveni fylogenetickych stromu

Jelikoz jednim zcili této bakalafské prace byla taxonomicka identifikace nezndmého
producenta toxickych lipopeptidii ve vodnim kvétu sinic, byly pro zafazeni ziskanych sekvenci
na urovni rodu a druhu sestaveny fylogenetické stromy na zéklad¢ alignmentu 16S rRNA genu

(Obr. 29) a 16s + ITSs rRNA oblasti (Obr. 30).
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Obr. 29 Fylogeneticky strom heterocyt6znich sinic na zakladé alignmentu genu pro 16S rRNA.
Vsechny sekvence A. gracile spadaji do rodového klastru Aphanizomenon/Dolichospermum

Vypocteno metodou Maximum Likelihood, ¢isla pobliz uzli uvadé€ji hodnotu bootstrapu >50%

O — Opatovicky rybnik; R — Rozmberk, L — Laska; nové ziskané sekvence jsou uvedeny tuénym
fontem.
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Ziskané sekvence genu pro 16S rRNA bylo na zadklad¢ fylogenetické analyzy mozné
jednoznaéné zatadit do rodového klastru Dolichospermum/Aphanizomenon. Vétsina sekvenci

zZ tohoto klastru nemohla byt zatazena do nésledujiciho stromu, protoze neobsahovaly sekvenci

useku ITS (Obr. 30).

Analyza zahrnujici téz usek ITS ukdazala, ze ziskané sekvence tvoii monofyleticky klastr a jsou

piibuzné sekvenci A. gracile SC8-3 z databédze NCBI.
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L Aphanizomenon gracile L4 (1)

Aphanizomenon gracile L4 (3)
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61 Dolichospermum planctonicum 19-1 (EF638709)
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Aphanizomenon flos-aquae CCAP 1401/7 (HE975013)
Dolichospermum lemmermannii 29-2 (EF634475)
93 Dolichospermum sp. UHCC 0315A (CP043056)
{ Dolichospermum lemmermannii 05-0 (EU586730)
Dolichospermum flos-aquae CCAP 1403/13F (CP051206)
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Obr.30 Fylogeneticky strom Kklastru Dolichospermum/Aphanizomenon na zakladé alignmentu
16S+ITS rRNA. Vypocteno metodou Maximum Likelihood, ¢isla pobliz uzli uvadéji hodnotu
bootstrapu >50%. O — Opatovicky rybnik; R — Rozmberk, L — Laska; zeleny ramecek — sekvence

A. gracile ziskané v této studii.

Sekvence A. gracile ziskané pii vyzkumu byly porovnany mezi sebou a ve vysledku byla
vytvoiena tabulka podobnosti na zéklad¢ analyzy p-distance ITS tseku (ptiloha ¢.3). Tato
tabulka ukazuje, ze sekvence patii do stejného druhu (viz Diskuze), coz podporuje i klastrovani

sekvenci ve vyse uvedenych fylogenetickych stromech.
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5. Diskuze

Jednim z cilti piedlozené bakalaiské prace byla molekularni detekce producentt toxickych
lipopeptidi ve vzorcich planktonu. Pouziti PCR je nejbéznéj$i a nejvhodnéjsi metoda pro
stanoveni pfitomnosti producentti cyanotoxini ve vzorcich vodniho kvétu. Protokoly pro detekci
toxickych microcystinti, saxitoxintl, nodularint a cylindrospermopsinti jsou volné dostupné (Al-
Tebrineh et al. 2012). Metody, které by se vénovaly detekci potencidlné toxickych lipopeptidi
puwainaphycind, ale nebyly dosud publikovany. Do dne$ni doby byly geny pro syntézu
puwainaphycini nalezeny jen u pudnich sinic rodu Cylindrospermum, Anabaena a
Symplocastrum (Gregson et al. 1992, Hrouzek et al. 2012, Mares et al. 2019), ale studie Bartova
(2019) a Zapomélova et al. (2009) ukéazaly na pfitomnost puwainpahycini ve vzorcich planktona
z oblasti CHKO Tiebonisko. Abychom potvrdili pfitomnost producentii toxickych
puwainaphycinll a abychom nésledné identifikovali konkrétniho producenta téchto lipopeptidi,
bylo dulezité zvolit vhodnou metodu amplifikace genomické DNA z izolovanych vldken a PCR

metodu z pouzitim vhodnych primeri pro detekci genii pro syntézu sinicovych lipopeptidu.

Amplifikace celého genomu byla provedena metodou multiple-displacement amplification
(MDA). Tato metoda prokézala svou vysokou efektivitu naptiklad ve studiich Lara et al. (2013)
a Grinberg et al. (2011). MDA metoda byla zvolena, aby bylo mozné u vzorka ziskanych
Z jednotlivych kolonii nebo vldken sinic ziskat kompletni genomovou DNA pro dalsi analyzy.
Tim se tato prace 1i$i od pfedchoziho vyzkumu (Bartova 2019), ktery se zabyval analyzou smésné
DNA z celého fytoplanktonniho spolecenstva. Proto v ptedchozi studii chybéla moznost rozlisit
konkrétniho producenta studovanych latek. Studie Zapomélova et al. (2009) se zabyvala
vyskytem sinic Sphaerospermopsis reniformis a Sphaerospermopsis aphanizomenoides na tzemi
Ceské Republiky a navrhla moznou p¥itomnost puwainaphycinu v téchto druzich na zakladé
analyzy HPLC-MS. V této studii se uvadi, Ze by se mohly puwainaphyciny vyskytovat ve
fytoplanktonu, ale konkrétni producent nebyl potvrzen pomoci detekce genti zodpovédnych za
syntézu puwainaphycinu, které nebyly v té dob¢ jesté znamy (Mare$ et al. 2014). Analyza
jednotlivych vlaken/kolonii umoziuje provést morfologickou identifikaci pod mikroskopem a
nasledné, ze stejného vlakna, ziskat DNA a potvrdit u ného jak vyskyt sledovaného genu (puwF),
tak fylogenetickou pozici (na zékladé sekvence 16S+ITS rRNA).

Pro potvrzeni pfitomnosti genu pro syntézu puwainaphycinii v roce 2019-2021 byla vyuZita
PCR s primery podle pfedchozi studie Bartova (2019), které prokazaly vysokou efektivitu a
specificitu. Pomoci tohoto PCR protokolu byly odhaleny geny pro syntézu puwainaphycina ve
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vzorcich, které obsahovaly vlakna sinice Aphanizomenon gracile a Cuspidothrix issatschenkoi
(Obr. 25-29). U vlaken C. issatschenkoi se nasledné nezdatilo PCR produkt genu puwF
osekvenovat (kvalita ani délka sekvenci nebyla dostate¢nd). Nemuzeme tedy s jistotou
rozhodnout, zda by tato sinice mohla byt producentem puwainaphycint anebo se jednalo o
nespecificky PCR produkt o podobné délce. Tato otdzka bude jednim z pfedméti navazujicicho

vyzkumu.

Analyza sekvenci puwF zbyvajicich vzorku jasné ukazala, Ze sekvence ziskané z vlaken A.
gracile vykazovaly vysokou podobnost (96-100%) ke skupin¢ sekvence ziskanych M. Bartovou
(ptiloha ¢. 4). Na zaklad¢ toho porovnani lze predpkladat, Ze se jednalo o téhoz producenta, A.
gracile. Tuto hypotézu podporuje fakt, ze M. Bartova zaznamenala ve vzorcich planktonu
z rybnika Rozmberk z roku 2018 a Opatovického rybnika z roku 2017 a 2018, kde byly
zaznamenany velmi podobné sekvence puwF, pfedpokladaného producenta A. gracile. Ostatni
rybniky, u kterych Bartové nalezla podobnou sekvenci puwF, vsak tento druh neobsahovaly. U
nékterych z nich se vyskytoval dalsi mozny producent C. issatschenkoi (Potésil, Novy rybnik,
Vysehrad), ¢asto také ptibuzny druh Aphanizomenon klebahnii (Nadéje, Laska, VySehrad) a ve
vSech rybnicich byly pfitomny sinice zrodového Klastru Dolichospermum/Aphanizomenon.
Dalsi vyzkum by se mél zaméfit na tyto taxony a pokusit se u nich prokazat geny pro syntézu
puwainaphycint. Jelikoz M. Bartova nasla také druhou skupinu sekvenci puwF odlisnou od
sekvenci ziskanych v této praci, da se predpokladat, ze v planktonu mohou byt i mén¢ ptibuzné

sinice taktéz produkujici puwainaphyciny.

Studované genomy obsahuji nékolik odlisnych kopii rRNA operonu, a proto bylo nezbytnym
krokem pro sekvenaci 16S+ITS rRNA useku klonovani PCR produktii do plazmidu. Do plazmidu
byly zaklonovany vSechny vzorky, u kterych se podtvrdila ptitomnost genu puwF (ptiloha €. 5).
Z diivodu mozné kontaminace V prib¢hu izolace jednotlivych vladken a klonovani PCR produktt
se u n¢kterych vzorkl nezdatilo ziskat alespon 2-3 klony s konzistentni sekvenci 16S rRNA (L5,
L9, R12, R13, R17- 1; R20, O27- 2; O11, 017, O19- 0) a nebyly tak zatazeny do fylogenetické
analyzy. Nedostate¢na separace jednotlivych vlaken ¢i kolonii sinic z environmentalnich vzorkd,
nedostatecna dezinfekce pracovniho prostoru a pomucek anebo kontaminace chemikalii pro PCR
byly moZznym zdrojem téchto problému, které by mély byt v navazujici praci odstranény
peclivejsi praci v laboratofi. Na druhou stranu, diky neuplné separaci kolonii Microcystis pii
prvnich pokusech o izolaci kolonii v roce 2019 jsme ziskali po klonovani data, kterd nas navedla

na stopu skute¢ného producenta puwainaphycint (A. gracile).

40



Nevétvené heterocytdzni planktonni sinice se symetrickymi izopolarnimi vldkny byly diive
fazeny do rodu Anabaena, ale na zakladé pfitomnosti aerotopt v bunkach a fylogenetické pozice
byly oddé€leny do zvlastniho rodu Dolichospermum (Wacklin et al. (2009). Ukazalo se vSak, Ze
do stejného fylogenetického klastru spada také vétSina izolath morfologicky definovaného rodu
Aphanizomenon. Nékteré dalsi planktonni druhy r. Anabaena byly pozdé&ji pomoci polyfazické
taxonomické analyzy oddéleny do dalsich rodt jako je Sphaerospermopsis (Zapomélova et al.
2009) a Chrysosporum (Zapom¢lova et al. 2012). Z Obr. 30 je ziejmé, ze veskeré sekvence A.
gracile zahrnuté do 16S rRNA fylogenetického stromu, at’ uz nové ziskané nebo pievzaté
zZNCBI, patii do stejného rodového klastru Dolichospermum/Aphanizomenon. Piestoze
fylogenetickd informace ziskand na zaklad¢ tohoto genu neni dostatecnd pro presné rozliseni
druhti uvnitf tohoto klastru, sekvence A. gracile ziskané v této praci klastrovaly velmi blizko
nékterym sekvencim A. gracile z NCBI (Obr. 30). S ohledem na vyse uvedené vysledky mizeme
usuzovat, ze sekvence ziskané v pribé¢hu této studie jednoznaéné patii do rodového klastru
Dolichospermum/ Aphanizomenon a strom podporuje jejich pfedchozi identifikaci na zakladé
morfologie vlaken jako A. gracile. V dalsim 16S+ITS rRNA stromu (Obr. 31) Ize dobie vidét,
7ze studované sekvence vytvaii monofyleticky klastr vramci rodta Dolichospermum/
Aphanizomenon. Vypocet podobnosti rRNA ITS sekvenci osekvenovanych vzorki (pfiloha €. 3),
ukazuje, ze ziskané sekvence mély podobnost v rozmezi 97-100 % (p-distance 0-3 %).
V soucasné taxonomii sinic jsou takto nizké hodnoty p-distance v ITS Useku obvykle
povazovany za dalsi silny podplrny dikaz ptislusnosti ke stejnému druhu (napt. Osorio-Santos
et al. 2014, Mares et al. 2019). Na zaklad¢ polyfazického taxonomického hodnoceni pomoci
morfologie a sekvence genu pro 16S rRNA a navazujiciho useku ITS tedy mizeme jednoznaéné

identifikovat studovana vlakna sinic jako A. gracile.

Aphanizomenon gracile je celosvétové rozsifeny sladkovodni druh sinice (Komarek et al.
2013). Je to znamy producent cylindrospermopsint (Kokocinski et al. 2013) a saxitoxinl
(Yilmaz et al. 2018), ale dosud nebyl povazovan za producenta cytotoxickych puwainaphycind
(Gregson et al. 1992, Hrouzek et al. 2012, Mares et al. 2019). Pfitomnost puwainaphycini ve
sladkych vodach miiZze mit do budoucna pro ¢loveéka negativni dopad. Puwainaphyciny vykazuji
nespecifické cytotoxické pusobeni proti eukaryotnim buitkam (Hrouzek et al. 2012), proto je
dilezity dalsi prizkum jejich mozného toxického plisobeni véetné monitoringu a detekce v
zivotnim prostiedi. Je také zajimavé, Ze hlavni varianty puwainaphycinu nalezené ve vzorcich
sinic z CHKO Tiebonsko (Bartova 2019), kde se jako producent vyskytoval A. gracile, jsou
stejné jako u kmene Symplocastrum muelleri NIVA-CYA 644. Tento kmen byl izolovan ze
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sinicovych biofilmti v Norsku (Mysterud et al. 2016) a existuje hypotéza, ze jim produkované
puwainaphyciny by mohly hrat roli ve smrtelném onemocneni ovci nazyvaném Alveld (Mares et
al. 2019). Pro dalsi studium téchto souvislosti bude nezbytné izolovat Cisté kmeny A. gracile ze
studovanych lokalit a potvrdit u nich produkci konkrétnich variant puwainaphycinu pomoci
HPLC-MS.

Jak jiz bylo zminéno, studie Bartovad 2019 objevila dva typy sekvenci genu puwF na
studovanych lokalitdch, ale soucasna studie potvrdila identitu pouze jednoho producenta.
Skute¢ny rozsah schopnosti produkovat puwainaphyciny u planktonnich sinic tak ziistava
otazkou. Analogicky naptiklad u microcystini jsou i po mnoha letech vyzkumu stale nachazeny
novi producenti a nové varianty toxinu z ne¢ekanych prostiedi (Kust et al. 2018). Proto se jako
nasledujici krok ve vyzkumu nabizi pokracovani v hledani dalSich producent puwainaphycinti
ve vodnich kvétech sinic. Dal§im dulezitym krokem bude analyticky potvrdit, ze Aphanizomenon
gracile (poptipadé dalsi druhy) produkuje puwainaphycin. Dosahnout tohoto cile je mozné
izolaci kmene A. gracile do laboratorni kultury a jeho nasledna analyza napf. metodami HPLC-
HRMS. Stale také neni zndmo, jaka je skute¢na koncentrace puwainaphycinti ve vodé v prib&hu
sezony vodniho kvétu. Pro dal$i monitoring bude zasadni, zda se puwainaphyciny v biomase
sinic a ve volné vod¢ vyskytuji v nebezpecnych koncentracich, jako je tomu u nékterych z

ostatnich cyanotoxint (Nishiwaki-Matsushima et al. 1992; Wood et al. 2007; Clark et al. 1999).
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6. Zavér

Pomoci PCR byla detekovana ptitomnost producenti puwainaphycinli ve vlastnoru¢né
odebranych vzorcich planktonu.

Pomoci analyzy jednotlivych sinicovych vlaken a kolonii polyfazickym piistupem byl
taxonomicky identifikovan pravdépodobny producent toxickych lipopeptidi jako
Aphanizomenon gracile.

Vzhledem k vyskytu puwainaphycinti a jejich sinicovych producentu v eutrofnich
vodach v Ceské republice lze z hlediska ochrany zdravi preventivné doporudit

pribézny monitoring vyskytu puwainpahycinli ve vodnim kvétu sinic.
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8. Prilohy

Piiloha ¢. 1: Seznam sinicovych druhu ve vzorcich CHKO Ttebonsko a okoli v roce 2019.
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Ptiloha €. 2: Seznam sinicovych druhtli ve vzorcich CHKO Ttebortisko a okoli v roce 2020.
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Ptiloha ¢. 3: Podobnost (v % = 100 — p-distance) osekvenovanych tusekd rRNA ITS regionu u

A.gracile.

R20 | 028 |R13 |R17 | 025 |L5 |L4 |0O19 |L9 |R12 |017 |O11 |[021 | 027
R20 99.2 | 98.5|199.4 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.6 | 99.06 | 98.3 | 98.1 | 97.2
028 | 99.2 98.4 | 99.5 [ 99.4 | 99.4 | 99.4 | 99.4 | 99.4 | 99.7 | 99.2 | 98.3 | 98.38 | 97.3
R13 | 98.5 | 98.4 98.6 | 98.6 | 98.6 | 98.6 | 98.6 | 98.6 | 98.8 | 98.3 | 98.3 | 97.8 | 97.3
R17 | 99.4 | 99.5 | 98.6 99.7 | 99.6 |98.3 |98.4 |97.2
025 1 99.3 | 99.4 | 98.6 99.7 | 99.6 |98.3 (984 |973
L5 99.3 | 99.4 | 98.6 99.7 | 99.6 |98.3 (984 |973
L4 99.3 | 99.4 | 98.6 99.7 | 99.6 |98.3 (984 |973
019 | 99.3 | 99.4 | 98.6 99.7 | 99.6 |98.3 (98.4 |973
L9 99.3 | 99.4 | 98.6 99.7 | 99.6 |98.3 (984 |973
R12 | 99.6 | 99.7 | 98.8 | 99.7 | 99.7 | 99.7 | 99.7 | 99.7 | 99.7 99.4 | 983 |99.1 |975
017 | 99 99.2 | 98.3 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.4 98.3 | 98.2 | 97
011 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 98.3 98.3 |98
021 | 98.1 | 98.3 | 97.8 | 98.4 | 98.4 | 98.4 | 98.4 | 98.4 | 98.4 | 99.1 | 98.2 | 98.3 97
027 1 97.2 | 973|973 |97.2 973|973 |973 |97.3 | 973 | 97.5 |97 98 97

97-97.99 %; 98-98.99%; 99599199 %; M}l %
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Piiloha ¢. 4: : Podobnost (v % = 100 — p-distance) osekvenovanych PCR produkti puwF z roku 2017/18 (Bartové 2019) a 2019-2020 (tato studie).
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Piiloha ¢. 5: Vysledek analyzy BLASTn ziskanych sekvenci puwF. Ke vzorkiim je uvedena nejlépe
skorujici sekvence z databaze NR a jeji identita k vlozené sekvenci.

Vzorek* Nejblizsi sekvence z databaze NCBI Identita (%)

L4 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 89.39
cluster

L5 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 89.39
cluster

L9 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 89.35
cluster

R12 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 88.13
cluster

R13 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 87.62
cluster

R17 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 88.89
cluster

R20 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 88.32
cluster

011 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 88
cluster

017 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 88.27
cluster

019 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 89.35
cluster

021 Anabaena sp. UHCC-0399 puw. and min. lipopeptide gene | 86.58
cluster

025 Anabaena sp. UHCC-0399 Puw. and min. lipopeptide gene | 89.39
cluster

027 Anabaena sp. UHCC-0399 Puw. and min. lipopeptide gene | 85.65
cluster

028 Anabaena sp. UHCC-0399 Puw. and min. lipopeptide gene | 88.27
cluster

*vzorky L3, L7, L 21, L 25, R8, R15, O15 a O 22 se nezdafilo osekvenovat.

61



