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1.Uvod

1.1 Subaerickeé sinice

Sinice patii mezi vyvojové nejstarSi fotosyntetick¢ organismy. Zajem o tuto skupinu
prokaryotnich organismui v poslednich desetiletich roste, zejména kviili jejich rychlému Sifeni
a tvorb¢ vodnich kvéth ve stojatych vodach po celém svéte v disledku eutrofizace (HUISMAN
et al., 2018). Razné typy sinic maji rizné adaptivni mechanismy, které jsou divodem jejich
uspéchu pii kolonizaci mnoha raznych prostfedi (WHITTON, 2012).

Sinice jsou ekologicky uspéSné nejen ve vodé ale i1 na sousi, kde jsou schopny rist
na rozmanitych subaerickych stanovistich. Subaericti zastupci se vyskytuji mj. 1 v extrémnich
klimatickych podminkéach na substratech, jako jsou kmeny a listy stromtl, betonové zdi, obnazené
horniny, povrchy kovovych substrati, a ftada dalSich exponovanych umélych struktur
(PANIKKAR & JACKSON, 2014). Svétlo, teplota, dést’ a vlhkost vzduchu jsou povazovany
zanejvyznamnéjsi faktory ovliviiyjici rhst téchto organisml. Subaerickd a aerofyticka
spoleCenstva sinic jsou ¢asto vystavena vyraznému stresu ve formé periodického nedostatku
vody, rychlych zmén teploty a nadbytku svétla a UV zafeni. Termin aerické neboli vzduSné
(sinice) pochazi z prace PETERSEN (1915), ktery je detailné popsal a definoval jako fasy
ziskavajici vétSinu vody z atmosféry a podléhajici Castému vysychani béhem normalniho
vegetativniho stavu. V soucasné fykologii je pro tyto sinice obvykle pouzivan termin subaerické
sinice. V roce 1975 SCHLICHTING (1975) definoval subaerické sinice jako sinice rostouci
na vzduchu, a to obvykle na povrchu uréitého pevného substratu. V praci NOVACEK (1934)
byly aerické sinice uvedeny jako sinice, jejichz velké ¢asti jsou vystaveny vzduchu a pokryty jen
kapilarni vrstvickou vody.

Ve skutecnosti jsou subaerickd spolecenstva sinic tvofena zéstupci riznych ekologickych
skupin, jako jsou druhy piisné aerické, pro které je charakteristickd shoda mezi podminkami
aerického prostiedi a jejich optimalnimi ekologickymi naroky; semiterestrické (amfibické) druhy
schopné se prizplsobit riznym podminkdm vodniho reZimu; a akvatické druhy, které se v tomto
prostiedi vyskytuji pasivné ve své dormantni fazi (neboli ve fazi ptreckavani nepiiznivych
podminek) (NOVACEK, 1934).

Subaericka spolecenstva sinic je mozné dale ¢lenit podle druhu podkladu na kterém rostou
(NOVACEK, 1934; HAUER et al., 2015) na spolegenstva epilitick4, organofyticka, které rostou
na organickych podkladech (napf. epifyti) a spoleCenstva geofyticka (na povrchu ptdy).



1.2. Sinice rodu Gloeocapsa

Sinice rodu Gloeocapsa muzeme nalézt po celém svété. Vyskytuji se jak v suchych tak i
vlhkych prostredich, nejcastéji je vSak najdeme na kamennych povrsich vystavenych vzduchu
(KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998). Existuji i popsané druhy z vodniho prostiedi,
naptiklad v terméalnich pramenech, ale jejich pfislusnost do rodu Gloeocapsa musi byt jesté
ovérena, a proto se jimi v této préci dale nebudeme zabyvat.

Donedavna se rod Gloeocapsa fadil do celedi Microcystaceae
(KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998), piipadné Chroococcaceae (KOMAREK et al., 2014)
viadu Chroococcales, aktualn¢ navrzené zafazeni v systému je do celedi
Chroococcidiopsidaceae  ve  fylogeneticky ~ vymezeném  fadu  kokalnich  sinic -
Chroococcidiopsidales (STRUNECKY et al., 2023). Typovym druhem tohoto rodu je
Gloeocapsa atrata KUTZING 1843, druh ptivodné nalezeny pod mechy na pénovcovych skalach
nedaleko Bernu v roce 1835 a nasledné popsany Friedrichem Traugottem Kiitzingem v roce 1843
v dile Phycologia generalis oder Anatomie, Physiologie und Systemkunde der Tange
(KUTZING, 1843).

Sinice rodu Gloeocapsa jsou charakteristické tvorbou mikroskopickych az makroskopicky
viditelnych kolonii, které jsou slozeny z ndhodné wuspofddanych kulovitych bunék
s modrozelenym homogennim obsahem. Buiiky se dé€li stejnomérné na dvé dcefinné bunky
v riiznych rovinach v po sobé nasledujicich generacich (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS,
1998). Jednotlivé buiiky, jejich dvojice a celé kolonie jsou vzdy obklopeny vyraznymi slizovymi
membranami. U vétSiny druhti jsou ve slizovém obalu pfitomna UV-protektivni barviva jako
gloeocapsin a scytonemin (NOVACEK, 1934).

Aerofytické sinice véetné rodu Gloeocapsa jsou Casto charakterizovany schopnosti stfidani
fazi Zivotniho cyklu v zavislosti na stfidani podminek ptiznivych a nepfiznivych k jejich ristu.
Na zakladé prace BRANDA (1900) se ve své studii NOVACEK (1934) zabyval Zivotnim cyklem
a prechodem mezi jednotlivymi stadii u druhu Gloeocapsa sanguinea. Zivotni cyklus je zde
rozdélen do dvou fazi: vegetacni, kterd odpovida ptiznivym zivotnim podminkam pii relativnim
dostatku vlhkosti a svétla a latentni (dormantni), ke které dochézi v neptiznivych podminkach
napf. pfi vysychani a s nadmémym ozatenim. NOVACEK (1934) rozdélil tyto dvé faze
na charakteristicka stadia podle méniciho se uspotadani slizovych obalt:

Faze vegetacni: 1. status solutus (Aphanocapsa stadium); 2. status familiaris simplex;

3. status familiaris lamellosus. Faze latentni: status perdurans (arthrospory).



Podle NOVACKA (1934) jsou jednotlivé faze Zivotniho cyklu popséany takto:

Status solutus: dochazi k aplnému rozpusténi vsech diferencovanych obalt. Protoplasty
(buriky) jsou ulozeny v homogenni rosolovité hmoté. Tento stav slouzi k Sifeni, protoze jemny
sliz se muze snadno zachytit na skalnim povrchu. Protoplasty mohou piechazet na arthrospory
Vv piipadé nastupu nepiiznivych podminek. Muzeme se také setkat s ndzvem Aphanocapsa
stadium (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998), protoze buiiky maji téméf homogenni
slizovy obal, coZ morfologicky odpovida rodu Aphanocapsa. Vyskytuje se na dobfe osvétlenych
a vlhkych stanovistich.

Status familiaris simplex: viditeln¢ diferencovana spole¢na obalova soustava. Po rozdéleni
mateiské bunky vytvari dcefinné buriky vlastni slizovy obal, pfi¢emz pavodni mateisky obal
zustava zachovan. Podobné¢ jako status solutus se pravidelné vyskytuje na vlhkych a osvétlenych
stanovistich.

Status familiaris lamellosus: v tomto stavu se obalova soustava diferencuje tak, ze mladsi
bunécné elementy jsou pod zbytkem vétSiho poétu vrstevnaté usporadanych vnéjsich membran
mateiskych bunék. Nachazime jej ve vrcholné fazi vegeta¢niho cyklu.

Status perdurans: arthrospory v této latentni fazi slouzi k piec¢kani neptiznivych podminek a
k naslednému rozsifeni. Jsou to dormantni buriky s pevnym a pigmentovanym obalem, které jsou
odolné vuci nadmérnému svétlu, suchu, vysokym teplotam nebo naopak mrazu.

V slizovém obalu nékterych druht rodu Gloeocapsa mizeme v riznych stadiich Zivotniho
cyklu pozorovat dvé modifikace rozlozeni pigmentti (NOVACEK, 1934):

Zbarveni distinktni — pii kterém je barvivo uloZeno do prostorové oddélené pigmentové
vrstvy o ruzné intenzité. Toto uspotfadani Ize obvykle pozorovat u arthrospor ve status perdurans
a pripadn¢ v pokroCilém status familiaris lamellosus, tedy spise v dormantni fazi cyklu.
Diferencovana pigmentova vrstva chrani pred piasobenim svétla vrstvy, které jsou pod ni ulozené.

Zbarveni difuzni — kdy muzeme pozorovat zbarveni celé masy slizového obalu, piicemz
obaly jsou zbarveny téméf nebo zcela rovnomérné. Toto zbarveni je obvykle charakteristické pro
status familiaris simplex a status solutus, piipadn¢ také pro status familiaris lamellosus, neboli
pro vegetacni (riastovou) ¢ast zivotniho cyklu.

V zavislosti na intenzité svétla se mize také liSit intenzita zbarveni slizovych oball sinic.
Proto kolonie rostouci na oslunénych stanovistich a na povrchu celého narostu zpravidla maji
silné vyvinuta UV-protektivni barviva, zatimco kolonie rostouci ve stinu nebo pod povrchovou
vrstvou narostu jsou vétsinou bezbarvé. Ve slizovych obalech riznych druhti rodu Gloeocapsa
byly zaznamenany pigmenty rtizné barvy (rtizna UV-protektivni barviva) (GOLUBIC, 1965).
Kolonie mohou ziskat pod vlivem silného slune¢niho ozatreni zlutohnédé¢ zbarveni odpovidajici

pravdépodobné pfitomnosti scytoneminu (napt. G. biformis ERCEGOVIC 1925), éervené zbarveni



riaznych odstint (napt. G. novacekii KOMAREK ET ANAGNOSTIDIS 1995, G. ralfsii (HARVEY)
KUTZING 1846, G. sanguinea (AGARDH) KUTZING 1843), a nebo modré, fialové a Cernofialové
zbarveni, kde se piedpoklada obsah gloeocapsinu. Ze skupiny druhd obsahujicich gloeocapsin
byly v Ceské Republice nalezeny tyto taxony: G. alpina (NAGELI) BRAND 1900, G. atrata
KUTzING 1845, G. compacta KUTzING 1845, G. nigrescens NAGELI IN RABENHORST 1857 a G.
violascea (CORDA) RABENHORST 1865 (KASTOVSKY et al., 2010). Tyto druhy se vyskytuji
zejména epiliticky nahornindch se zasaditou reakci, jako jsou vépence a hadce
(KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998; HAUER, 2007). V literatuie je také popsano, Ze
nekteré druhy s obsahem gloeocapsinu jsou schopny ménit barvu v zavislosti na pH prosttedi a

koncentraci Zeleza (JAAG, 1945), viz déle v kapitole 1.3.3.

1.3. UV protektivni latky sinic

Bylo prokazano, ze UV zafeni je Skodlivé pro organismy véetné sinic, nebot zplisobuje
zvySenou tvorbu volnych kyslikovych radikdli a poSkozeni genetické informace
(SINGH et al., 2010). V prostiedich vystavenych pfimému slune¢nimu zafeni, jako jsou skalni
povrchy a piidy, musi mit sinice G¢inné mechanismy k omezeni nebo potlaceni Skodlivych ac¢inki
silného slunecniho zateni, vCetné téch, které zplisobuje zvlaste¢ Skodliva oblast UV spektra.
Mechanismy, které tvofi ochranu proti poSkozeni zplisobenému UV zatfenim, byly u sinic jiz
diive popsany - jedna se piedev§im o negativni fototaxi a syntézu UV-protektivnich latek
(GARCIA-PICHEL et al., 1993).

UV-protektivni latky jsou z hlediska hospodatfeni buiikky pomérné neefektivni formou
ochrany, protoze pro jejich vyrobu jsou tieba znacné materidlni a energetické investice. Aby latka
mohla byt povazovana za skutecné UV-protektivni, musi byt splnény dvé hlavni podminky:
sloucenina musi absorbovat UV zéfeni s vysokym absorpénim koeficientem a jeji koncentrace
V organismu musi byt dostatecna k tomu, aby zptsobila podstatnou ochranu proti UV. Existuji i
dalsi kritéria, kterd mohou pomoci stanovit ekologickou roli latky; naptiklad, Ze sloucenina
by méla byt syntetizovana specialné béhem citlivych fazi zivotniho cyklu (naptiklad tvorba spor)
a/nebo v pfimé reakci na expozici UV zateni (GAO & GARCIA-PICHEL, 2011).

V idealnim ptipadé tedy piitomnost UV-protektivnich latek pfinasi ochranné ucinky pted
UV zafenim, a tim pfimo napomaha ke zvySeni riistu nebo Sance na pieziti. Naopak, v ptipade
specifické ztraty této latky, naptiklad pii extrakci nebo cilené mutaci, dochazi ke ztraté pasivni
ochrany buné¢k. Nejvice se u sinic priblizil splnéni téchto kritérii scytonemin a dale mykosporiny
a aminokyseliny podobné mykosporinu (MAA), viz nésledujici kapitoly. Predpoklada se, ze

vyvoj téchto sloucenin hral dilezitou roli ve strategii pieziti rannych forem Zivota na Zemi a
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dosud je nezbytnym ptedpokladem jejich pieziti na exponovanych a extrémnich stanovistich

(NEMECKOVA et al., 2021).

1.3.1 Mykosporiny a aminokyseliny podobné mykosporinu (MAA)

Mykosporiny a aminokyseliny podobné mykosporinu jsou ve vodé rozpustné bezbarvé latky
chrénici organismy pied nadbyte¢nym UV zafenim. Absorbuji UV-A a UV-B zéfeni a rozptyluji
jeho energii ve formé tepla. Silné€jsi absorpci v UV oblasti spektra maji mezi 310 a 360 nm
(GARCIA-PICHEL & CASTENHOLZ, 1993). Mykosporiny jsou latky, které sdileji 5-hydroxy-
5-hydroxymethyl-cyklohex-1,2-enovy kruh a maji methoxy-substituent na C2 (Obrazek 1;
OREN, 2007). Na C3 jsou substituovany aminoslou¢eninou a v C1 bud’ oxo nebo imino
skupinou. Pfipadny rozdil v absorpci UV spektra je dan zménami na ptipojené boc¢ni skupiné a
substituenty dusiku. Nékdy se termin ,,mykosporin® pouziva pro latky, které maji keton na C1
(také zndmé jako oxo-mykosporiny nebo monosubstituované mykosporiny). Vétsina MAA je
stabilnich, ale n¢které typy mohou podléhat fotosenzibilizované hydrolyze. MAA se typicky
akumuluji jako rozpusténé latky v cytoplazmé, ale derivaty kovalentn€ vazané na oligosacharidy
mohou byt vylu€ovany i do slizového obalu buiiky. Obsah mykosporinu ¢asto dosahuje n€kolika
procent bunééné susiny produkujiciho organismu (GAO & GARCIA-PICHEL, 2011). V jedné z
ranych studii (SIVALINGAM et al., 1976) bylo navrZzeno, Ze MAA mohou zvySovat u¢innost
fotosyntézy, coz vSak dosud nebylo potvrzeno. MAA jsou pouze slabé fluorescenéni, pokud
vibec maji tuto schopnost, a jsou obecné nejhojnéjsi v prostiedi s vysokym ozarenim, kde
svételna energie neni limitujicim faktorem pro fotosyntézu (GAO & GARCIA-PICHEL, 2011).

Mykosporiny byly ptivodné detekovany v myceliu bazidiomycet, u kterého byla vyvolana
sporulace expozici UVB zatfeni. Vyskytuji se v Siroké Skéle organismil obyvajicich jak vodni tak
1 suchozemské prostfedi a kromé hub byly zaznamenany napiiklad u ¢ervenych fas, motskych
hvézdic, korali, dinoflagelatt a sinic (SINHA, 2008). Zpravy o piitomnosti MAA v bakteriich
jinych nez sinice jsou nepodlozené a neexistuji zadné zpravy o jejich vyskytu u archaea. Zvitrata
nesyntetizuji MAA piimo, ale ziskavaji je ze své stravy nebo od symbiotickych mikroorganismil
(GAO & GARCIA-PICHEL, 2011).

Biosyntéza MAA u sinic probiha obvykle za pomoci 4 enzymt kodovanych v genovém
klastru mysA-D/E. Prvni enzym MysA cyklizuje seduheptuldza-7-fosfat, ktery je intermediatem
pent6zoveho cyklu. Vysledny intermediat je metylovan O-metyltransferazou (MysB) a zbyvajici
enzymy (ATP-dependentni ligiza MysC, a jeden z dvojice D-Ala-D-Ala ligiza MysD nebo

neribozomalni peptidova syntetiza MysE) propojuje vysledny produkt s uritymi



aminokyselinovymi zbytky podle toho, o jaky konkrétni MAA se jedna (BALSKUS & WALSH,
2010).
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Obrazek 1. Chemicka struktura mykosporinu a aminokyselin podobnych mykrosporinu (MAA).
(OREN, 2007).

1.3.2 Scytonemin

Scytonemin je Zzluty az hnédy, velmi stabilni pigment, ktery se vyluCuje a uklada
v extracelularnich polysacharidovych obalech, vyhradné u nékterych sinic (D"AGOSTINO et al.,
2019). Tvoii stabilni ochrannou vrstvu, ktera je uéinna pfi stinéni bunék pfed UV-A a modrym
zafenim, neabsorbuje vSak zelené ani Cervené svétlo, které¢ je potiebné pro fotosyntézu. Je
sekundarnim metabolitem syntetizovanym sinicemi vyhradné v reakci na UV-A zafeni o vInové
délce 315-400 nm, ale je schopen absorbovat také UV-C (max = 250 nm) a UV-B (280-320 nm).
Komplexni aromatické struktury s distribuci konjugovanych dvojnych vazeb (Obrazek 2a)
umoziuji silnou absorpci v oblasti UV-A s maximem okolo 370 nm. Bylo také zjisténo, ze jeho
biosyntézu miize pozotivné ovlivnit komplex environmentalnich stresovych faktort jako salinita,
vysychani, teplota a limitace dusikem. Samotny stres neindukuje syntézu scytoneminu, ale mize
zvysit jeho hladinu dosazenou béhem indukce UV-A (GAO & GARCIA-PICHEL, 2011).

Chemicka struktura scytoneminu byla poprvé popsana v roce 1993 (PROTEAU, 1993). Je to
v tucich rozpustny dimer, ktery je slozen z indolovych a fenolickych podjednotek, o molekulové
hmotnosti 544 Da. Dv¢ podjednotky spojuje olefinicky atom uhliku (SINHA, 2008).

Jeho nazev podle IUPAC je 3-[(4-oxocyklohexa-2,5-dien-1-yliden)methyl]-1-[2-0x0-3- [(4-
oxocyklohexa-2,5-dien-1-yliden)methyl]-4H-cyklopenta[b]indol-I-yl]-4H-cyklopenta[b]indol-
2-on, molekularni vzorec CzsH20N204 (PATHAK, 2020). Pro scytonemin jsou znamy dva
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redukovana forma - fuscorhodin (Obrazek 2a).

« ';'_- %
2 Dy o s P

/ '\. | \ ScyA OH
o e e 1D
X 1 L 2
—~ N\ )= ThDP, Mg?*
o Y/ o 4 > HN—7 . |

o) HN— HO” “COLH

HO 5
C ~NcoH

Scytonemin
ScyB I NAD* l ScyC
~“SH l I 0,
L-tryptophan
oxidative
dimerization
Scytonemin iRk

Reduced Scytonemin

Obrazek 2. a) Struktura redukované a oxidované formy scytoneminu. b) Schéma biosyntézy

scytoneminu. Podle BALSKUS et al. (2011).

Scytonemin lze snadno detekovat mikroskopickym pozorovanim a byl popsan u vice nez 300
druhti sinic. Je béZny u piirodnich populaci, které jsou vystaveny vysokému ozéfeni a Casto
soucasné extrémnim podminkdm prostiedi, jako je opakované vysychani nebo nizké teploty a
omezeni dostupnosti zivin (NEMECKOVA et al., 2021). Scytonemin dosud nebyl nalezen
Vv planktonnich populacich, v moiskych nebo submerznich sladkovodnich populacich. Jeho
obsah miize u péstovanych izolati dosahovat az 5 % susSiny bun¢k (GAO & GARCIA-PICHEL,
2011).

Scytonemin je roz$ifen napfi¢ celou linii sinic, coZ znamend Ze tento pigment mohl byt
produkovan jiz jejich spoleénym piedkem (GARCIA-PICHEL & CASTENHOLZ, 1991).
Vysledky fylogenetickych analyz a molekuldrniho datovéani klastri biosyntetickych genti
scytoneminu naznacuji prekambricky ptivod tohoto UV-protektivniho pigmentu (GARCIA-
PICHEL et al., 2019; TAMRE & FOURNIER, 2022). Biosyntéza scytoneminu je kédovana
genovym klastrem sestavajicim ze téi konzervovanych genti scyA-C (BALSKUS et al., 2011).
Enzym ScyB katalyzuje konverzi L-tryptofanu na 3-indolpyruvat, ktery je nasledné kovalentné
vazan za pomoci ScyA na p-hydroxyfenylpyruvat. Zbyvajici enzym ScyC katalyzuje cyklizaci
vysledného produktu, ktery je monomerem scytoneminu; k dokonceni biosyntézy je nezbytna

jeho oxidativni dimerizace (Obrazek 2b).



1.3.3 Gloeocapsin

Dal$im sinicovym ochrannym pigmentem proti UV zafeni je gloeocapsin, ktery se obvykle
vyskytuje ve slizovych obalech sinic rodu Gloeocapsa (JAAG, 1945) ale také byl ziejmé nalezen
v rodech Solentia, Hyella a Hormathonema (STORME et al.,, 2015). NAGELI a
SCHWENDERER (1877) jako prvni pozorovali a pojmenovali tento pigment podle taxonu
Gloeocapsa.

Definice gloeocapsinu je zalozena na jeho schopnosti ménit barvu podle pH prosttedi, od
modré a fialové v alkalickych podminkach az po ¢ervenou v kyselém prostiredi (JAAG, 1945).
Srovnani reakce tohoto barviva na prostfedi bylo podrobné experimentdlné zaznamenano
naptiklad v diplomové prici DADAKOVA (2017). Autorka ve své studii popsala zménu
barevnych pigmentli od cervené barvy v kyselém prostiedi (pii pH 4 a pH 5), ptes fialovou
v cirkumneutralnim prostiedi (pii pH 6 a pH 7), az po modrou v alkalickém prosttedi (pii pH 8
a pH 9) u druhtt Gloeocapsa alpina a G. atrata. Experiment byl proveden pomoci inkubace
jednotlivych kolonii sinice v pufru o daném pH. Inkubace probihala 12 az 16 hodin pfi teploté
20 °C. Pomoci promyvani jednotlivych kolonii v pufrech od pH 9 do pH 4 a poté zpét do pH 9
bylo také potvrzeno, Ze tato reakce zmény barvy pigmentu je vratna.

Pigment gloeocapsin je vSak jinak velmi mdalo prozkoumén. Prvni (a dosud jedind)
spektroskopickd  charakterizace gloeocapsinu byla provedena pomoci Ramanovy
mikrospektroskopie na koloniich G. alpina a Solentia paulocellulare (STORME et al., 2015), a
pozdé&ji bylo toto méfeni zopakovano v extraktu ze sinice Phormidesmis nigrescens (LARA et
al., 2022) a v piirodnich vzorcich s vysokym zastoupenim rodu Gloeocapsa (NEMECKOVA et
al., 2021). Pokus o charakterizaci extraktu P. nigrescens pomoci kapalinové chromatografie
s propojenim na hmotnostni spektrometr (LC-MS) pfinesl rozporuplna data a strukturu
gloeocapsinu se autoriim nepodafilo objasnit (LARA et al., 2022).

Na rozdil od scytoneminil pfesna chemickd struktura a biosynteticka drdha gloeocapsinu
dosud nebyla charakterizovdna. Tento nedostatek znalosti je pfedevSim dan absenci
kultivovanych kment produkujicich gloeocapsin, a tedy nemoznosti ziskat dostate¢né mnozstvi
purifikovaného pigmentu (GRANT & LOUDA, 2013). Studium gloeocapsinu je tak omezeno
malym mnoZstvim biomasy dostupné v ptirodnich vzorcich. Diagnoza gloeocapsinu byla dosud
zaloZena pouze na vySe uvedené schopnosti pigmentované pochvy sinic ménit barvu spole¢né
se zménou pH (PENTECOST & WHITTON, 2012). Na zikladé¢ mapovani pigmentovanych
slizovych obalti oproti cytoplazmé bunék rodu Gloeocapsa pomoci rastrovaci Ramanovy
mikrospektrometrie (STORME et al., 2015) se pfedpoklada, ze gloeocapsin by mohl byt

derivatem parietinu, nebot’ s nim sdili hlavni peaky Ramanovského spektra. Parietin je



sekundarni metabolit liSejnika, ktery je vSak zlutohnéd¢ zbarven a nevykazuje stejné barevné
zmény pii zméné pH jako gloeocapsin (GAUSLAA & USTVEDT, 2003). UV spektrometricka
analyza extraktl z r. Gloeocapsa také ukazala, ze gloeocapsin a parietin sdileji fotoprotektivni
charakteristiky (absorpci UV) (STORME et al., 2015), mohlo by se tedy jednat o derivat parietinu
lisici se konformaci nebo ptitomnosti nékterych funkcnich skupin. Vzhledem k vyse uvedenym
faktlim je také mozné, Ze za zménou barvy pigmentovanych slizovych obalt u rodu Gloeocapsa
nestoji pouze jedina chemicka latka, ale smés pigmenti, jejichz spolecna reakce na zménu pH

se takto manifestuje.

1.4. Cile prace

Cilem této prace je vlastnorucné odebrat biomasu ptirodnich vzorkid s dominantou sinic rodu
Gloeocapsa obsahujicich gloeocapsin (které maji fialovou az ¢ernou barvu), ze kterych budou
nasledn¢ izolovany jednotlivé kolonie. Pro potvrzeni taxonomické identity jednotlivych kolonii
bude provedena mikroskopicka analyza a sekvenace genu pro 16S rRNA. Koneé¢nym cilem je
ziskat sekvence celého genomu vybranych taxonil s pouzitim amplifikace a sekvenace DNA
Z jednotlivych kolonii. Tato data budou v navazujici praci vyuzita k identifikaci genli pro

biosyntézu gloeocapsinu.

2. Metody

2.1 Odbéry vzorki

Odbér epilitickych nérostl sinic byl proveden seSkrabem pomoci Cistého noze ze substratu
(obnazené horniny) do Eppendorf zkumavky o objemu 2 ml, a to celkem na tfech riiznych
lokalitach v Jihoc¢eském kraji (kapitola 2.1.1). Celkem bylo odebrano 26 vzorki, ve kterych byla
piimo v terénu s pouzitim pfenosného terénniho mikroskopu Newton Nm1 (Newton Microscopes
Ltd.) zaznamenana ptitomnost kolonii rodu Gloeocapsa modré az (Cerno)fialové barvy a pro
dalsi analyzu byly uchovany pouze vzorky, kde byly tyto druhy pfitomny (Tabulka 1).

Vsechny vzorky byly po navratu do laboratote Setrné usuSeny na filtranim papiie a nasledné
skladovany pii pokojové teplot¢ v papirovych obalkdch v plastové krabi¢ce. Kolonie
r. Gloeocapsa lze vzhledem k jejich pfirozené adaptaci na periodické vysychani snadno
skladovat ve vysuSeném stavu, aniZ by doslo k poskozeni bunék a pii ndsledné praci se vzorky

je lze opét rehydratovat piidanim kapky vody nebo pufru.



2.1.1 Lokality

Podle piedchozi studie epilitickych sinic z jiznich Cech (HAUER, 2007) byly vybrany
nasledujici tii lokality se skalnimi vychozy a pievahou vapencovych a hadcovych substrati, kde

autor studie zaznamenal hojny vyskyt cilovych druhti (Obrazek 3).
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Obrazek 3. Umisténi lokalit na mapé jizni ¢asti Ceské Republiky (zdroj: Mapy.cz).
2.1.1.1 Holubovskeé hadce

P#irodni rezervace se nachazi v Jiho¢eském kraji, okrese Cesky Krumlov, mezi obci Holubov
a fekou Vltavou. Geologie jizni a jihovychodni ¢asti, kde byly odebirany vzorky, se sklada
z krystalickych vapencii a serpentinitu (Obrazek 4; CESKA GEOLOGICKA SLUZBA, 1998).
Holubovské hadce maji nadmoiskou vysku okolo 470 m.n.m. Podle studie HAUERA (2007)
ze sinic v této lokalité prevladaji Aphanothece castagnei, Gloeocapsopsis dvorakii a druh, ktery

nas zajima - Gloeocapsa violascea.
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Obrazek 4. Holubovskeé hadce, epilitické narosty sinic.

2.1.1.2 Opolenec

Opolenec je piirodni rezervace v okrese Prachatice v jiznich Cechach. Nachazi se v krajing
niz$iho Sumavského podhiif, lokalitu tvoif mensi lesni komplex a drobné louky a skaly na pravé
stran¢ udoli Volynky a ma nadmotskou vysku okolo 620 m.n.m. Z geologickych materiala zde
prevladaji krystalické vapence (mramor), které jsou uloZeny v kyselych horninach (Obrazek 5)
(CESKA GEOLOGICKA SLUZBA, 1998). Podle studie HAUERA (2007) jsou pro tuto lokalitu
charakteristiCti zastupci sinicové vegetace jako Leptolyngbya sp., Pseudanabaena cf. spelaea,
Chlorogloea microcystoides, Chroococcus spelaeus, Entophysalis atroviolacea, Gloeocapsopsis
dvorakii, Gloeocapsopsis pleurocapsoides, Nostoc cf. microscopicum, Hassallia byssoidea,
Tolypothrix elenkinii, Scytonema crustaceum nebo Stigonema panniforme. Z taxonii zajimavych
pro tuto praci byly na této lokalit¢ nalezeny druhy: Gloeocapsa atrata, G. nigrescens,

G. novacekii a G. violascea.
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Obréazek 5. Opolenec, epilitické néarosty sinic.

2.1.1.3 Borinka

Tato lokalita byla vybrana jako doplitkova, protoze se nachazi pobliz Holubovskych hadct
a Skolitel predpokladal, Ze se zde také vyskytuji skalni vychozy s narosty sinic. Pfirodni rezervace
se nachazi pobliz mésta Kfemze, podél jizniho biehu KfemZského potoka. PR Botinka se nachazi
na hadcovém podkladu a mé& nadmotiskou vySku 486 az 515 m.n.m. a soufadnice
48°53°42.027N, 14°18°31.233“E. Ze zajimavych druht pro tento vyzkum byl odebran pouze
jeden vzorek s dominantou Gloeocapsa novacekii (Tabulka 1) a nebyla zde pofizovana

fotograficka dokumentace.

2.2 Mikroskopické analyza

Mikroskopicky rozbor sinic pfitomnych v odebranych vzorcich (Tabulka 1) byl proveden
pomoci mikroskopu Olympus BX51 vybaveného Nomarského DIC pii zvétseni 100x—400x a
druhy byly dokumentovany digitalnim fotoaparatem Olympus DP-72 (Olympus, Tokyo,
Japonsko) v programu Olympus cell Sens Standard v. 2.1 a determinovany podle klice

KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1998).
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2.3 lzolace jednotlivych kolonii

Izolace byla provedena v mistnosti sterilizované pies noc germicidni UV zéfivkou a
na pracovni plose otiené ethanolem, s pouzitim invertovaného mikroskopu Olympus 1X71
(Olympus, Tokyo, Japonsko) pii zvétseni 200x-400x.

VysuSeny materidl sinic byl rozdrcen na sterilnim podloznim skli¢cku v TE pufru (pH 7,2).
Vzhledem k velikosti jednotlivych kolonii bun¢k byla vybrana metoda izolace s pouzitim tenké
mikrokapilary (MARES et al., 2015). Izolace se provadi tak, Ze vybranou kolonii separujeme
ze vzorku pomoci kapilary a néasledné promyjeme v alespon 3 az 5 kapkach sterilniho TE pufru
tak, aby v ¢isté kapce zustala pouze vybrana kolonie. Izolovana kolonie byla piekryta krycim
sklickem, zkontrolovéna jeji pfitomnost a zarovenn byla vyfotografovana pod mikroskopem
digitalnim fotoaparatem Olympus DP-72 (Olympus, Tokyo, Japonsko). Poklepanim pinzety na
kryci sklicko v mist¢, kde se nachazi kolonie, byla ¢aste¢né naruSena jeji st€na, kolonie praskla
a jednotlivé bunky tak byly exponovany vuci okolnimu roztoku. Po odstranéni kryciho sklicka
byla kolonie opét lokalizovana pod mikroskopem a pomoci kapilary spole¢né s co nejmensim
objemem pufru pienesena do sterilni PCR zkumavky o objemu 0,2 ml a skladovana na ledu
béhem zpracovani ostatnich kolonii. Po ukonc¢eni prace byly vzorky uchovavany v laboratornim

mrazaku pfi teploté -20°C po dobu nékolika hodin az dnti pfed dalSim zpracovanim.

2.4 MDA amplifikace genomu

MDA neboli “multiple displacement amplification” je metoda, kterd umoziiuje stejnorodou
amplifikace celého genomu izolovanych bun¢k. Je k ni zapotiebi velmi malého mnozstvi
startovniho materidlu. Prace probihala v laminarnim boxu (Telstar Clean Air) s veSkerym
nacinim sterilizovanym pomoci germicidni UV zafivky.

Pro amplifikaci byl pouzit postup dle protokolu ptiloZzeného ke kitu REPLI-g Mini od firmy
Qiagen. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok DLB pufru pfidanim 500 pl destilované vody
k lyofilizovanému DLB pufru. Poté byl pfipraven pufr D2 smichanim 55 pl pfipraveného DLB
pufru a 5 pl roztoku DTT (dithiothreithol) o koncentraci 1M. Celkovy objem takto pfipraveného
pufru o 60 pl vystacina 15 vzorka. Ve zkumavkéach s izolovanymi koloniemi sinic bylo smichano
2,5 pul PBS s piiblizné 0,5 pl vzorku a smés kratce stocena ve stolni minicentrifuze. Poté bylo
pfidano 3,5 pl pufru D2, tato lyza¢ni smés byla jemné zvortexovana a inkubovana na ledu po
dobu 10 min. Béhem této doby byl pfipraven polymerazovy mix na ledu smichanim 10 pl
destilované vody, 29 ul REPLI-g Mini Reaction Buffer, a 1 ul REPLI-g Mini DNA Polymerase
(celkem 40 pL pro kazdy vzorek). Po 10 minutach je tfeba dodat do kazdé zkumavky 3,5 ul Stop
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Solution k ukonc¢eni lyze bunék, kratce promichat s pouzitim vortexu a zcentrifugovat. Ke
kazdému vzorku lyzovanych bun¢k s uvolnénou DNA o objemu 10 pl bylo pfidano 40 pl
polymerazového mixu z ptedchoziho kroku a smés inkubovana pii 30 °C po dobu 10-16 hodin;

amplifikace je nasledn¢ ukoncena denaturacnim krokem po dobu 5 min pii 65 °C (Tabulka 2).

Tabulka 2. Program do termocykleru pro MDA*.

Cyklus ¢. Teplota [°C] Cas [min]
1 30 960

2 65 5

stop 4 ]

*teplota vika termocykleru je nastavena na 70°C.

2.5 Amplifikace (PCR) genu pro 16S rRNA

Pro kontrolu kvality uspésné amplifikovanych MDA produktt byla provedena amplifikace
genu pro 16S rRNA pomoci polymerazove fetézcové reakce (PCR).

Prace probihala v PCR boxu, ktery byl pfedem sterilizovan UV zéafenim. Kazda reakce
sestavala z celkem 25 pl smési, z toho polovinu (12,5 pl) tvotil komeréné dostupny polymerazovy
mix (2xPlain PP Master Mix, Top-Bio, s.r.o., Paha). Na pfipravu master mixu bylo dale pouzito
pomérné na kazdy vzorek 0,6 pl primeru 16S378F a 0,6 ul primeru 16S1494r podle TATON et
al. (2003) o koncentraci 10 pmol/ul a 11,3 pl destilované vody. Do zkumavek nakonec pfidame
1 ul MDA produktu obsahujiciho templatovou DNA a 24 pl PCR master mixu. Po promichani
smési byly PCR zkumavky vloZeny do termocykleru a byl vybran nasledujici program (Tabulka
3):
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Tabulka 3. Program do termocykleru pro PCR s primery 16S378F-16S1494r.

cyklus Teplota Cas Pocet
¢. [°C] [min] opakovani
1 94 5 1
2 94 1 38
54 1
72 15
3 72 10 1

o WrwW

2.6 Piecisténi PCR produkta a jejich sekvenace

Uspé&sné amplifikované vzorky po PCR pro 16S rRNA gen byly piecistény pomoci metody
ExoSAP (WATANABE et al., 2010). Do zkumavky s PCR produktem byla pfidana smés
exonukleazy I a termosenzitivni alkalické fosfatazy (Thermo Fisher Scientific) v poméru 1:1
(0,4 wl smési na kazdych 10 pl vzorku). Vysedna smés byla vloZena do termocykleru a byl
spustén program ohifevu na 37 °C po dobu 30 min a denaturace pii 85 °C po dobu 15 min.
Po skonceni programu bylo z kazdého vzorku do dvou zkumavek odpipetovano 7,5 pl. Poté bylo
do jedné z nich ptidano 2,5 pl primeru 16S378F a do druhé 2,5 pl primeru 16S1494r
o0 koncentraci 10 pmol/ul. Vysledné vzorky s ptecisténymi PCR produkty a primery byly
odeslany do spole¢nosti SeqMe (Dobiis, Ceska Repuplika) na sekvenaci templatu Sangerovou
metodou z obou stran pomoci vyse uvedenych forward a reverse primert.

Hruba data ze sekvenatoru byla sloZzena pomoci programu Geneious Prime 2022.2.2.
(Biomatters Ltd., Auckland, Novy Zeland) funkci de novo assembly a na zakladé porovnani
ziskanych dat s databazi GenBank pomoci Nucleotide BLAST (National Center for
Biotechnology Information) bylo zkontrolovano, zda ve vzorcich byly pfitomny sinice rodu

Gloeocapsa.

15



2.7 Analyza 16S rRNA sekvenci

Jako zavére¢na kontrola tspé$nosti amplifikace genomu z kolonii rodu Gloeocapsa byla
provedena analyza podobnosti ziskanych sekvenci genu pro 16S rRNA v ramci jednotlivych
vzorkl a jejich nasledna zakladni fylogeneticka analyza.

Jako uspésné byly vyhodnoceny vzorky, u kterych se podafilo ziskat alespon 3 nezavislé
sekvence 16S rRNA genu stejného druhu (morfotypu) rodu Gloeocapsa o vzajemné
identité > 99%. Podobnost sekvenci byla vyhodnocena funkci Distances v programu
Geneious Prime, ktera vypocte parovou p-distanci na zakladé matice alignovanych sekvenci.
Sekvence pro tyto tcely i pro ucely fylogenetické analyzy byly alignovany algoritmem MAFFT
verze 7 (KATOH & STANDLEY, 2013) a alignment byl manualné zkontrolovan.

Sekvence genu pro 16S rRNA pro fylogenetickou analyzu byly alignovany spolecné
s nejbliz§imi sekvencemi z databaze NCBI (na zdkladé BLAST analyzy), vSemi sekvencemi
dostupnych kmenti sinic z fadu Chroococcidiopsidales pfitomnymi v databazi NCBI a delsimi
neZ 1000 bp a dalsimi vybranymi sekvencemi sinic na zékladg literatury (STRUNECKY et al.,
2023; NEMECKOVA, 2023). Fylogeneticka analyza byla provedena z vytvofeného alignmentu
metodou Maximum Likelihood pomoci RaxML v. 8 (STAMATAKIS, 2014) v programu
Geneious Prime. Pfi analyze byl aplikovan substituéni model GTR+I+G a pro stanoveni podpory

vetvi bylo provedeno 500 bootstrapovych pseudoreplikaci.

2.8 Analyza genomu

Byla provedena sekvenace draftu celého genomu u ¢tyt vybranych vzorku (3.1, 7.8, 8.6 a
20.11) na platform¢ Illumina HiSeq pomoci metody Paired End o délce ¢teni 250 bp
(1.2 Gbp/vzorek). Paired-end sekvenovani umoznuje sekvenovat oba konce fragmentu DNA; v
ptipadé, Ze jsou pouzity kratké fragmenty, je sekvenovan dopfedny i zpétny fetézec, coz zvysuje
ptesnost sekvenovani a delku spojité sekvenovaného Useku. Sekvenaci provedla firma SeqMe,
s.r.0. (Dobii§). Vyslednd data byla zbavena sekvenci adaptord pomoci programu BBDUK
(BUSHNELL, 2014) a nasledné slozena pomoci SPAdes 3.12 s pouzitim single cell option
(BANKEVICH et al., 2012). Nasledn¢ byl proveden manualni binning ziskanych contigti o délce
>1000 bp na zakladé¢ vysledku hromadné analyzy BLASTp vSech kodovanych proteind.
Kodované proteiny byly v celém genomu predikovany pomoci programu Prokka v. 1.12
(SEEMANN, 2014) a jejich peptidové sekvence blastovany pomoci nastroje USEARCH v. 11
(EDGAR, 2010). Jako cilove contigy byly ponechany ty, u kterych vysledky analyzy ukazaly

taxonomické zatazeni nejpodobnéjSich sekvenci mezi sinice (databdze NCBI RefSeq) a jejich

16



procentualni zastoupeni GC bazi piiblizn€ odpovidalo o¢ekdvanému zastoupeni v celém genomu.
Odhadovana kompletnost a dalsi parametry vyslednych genomt byly ziskdny pomoci programu
CheckM v. 1.1.6 (PARKS et al., 2015).

3. Vysledky

3.1 Terénni odbér vzorka

Byl proveden terénni shér epilitickych narostu sinic na trech lokalitach: PR Opolenec (8. 7.
2021), PR Holubovské hadce a PR Botinka (9. 7. 2021). V Tabulce 1 jsou zaznamenany lokality,
podlozi a pozorované druhy. Celkem bylo odebrano 26 piirodnich vzorkt a k dalsi analyze

ponechéano 13 vzorkt s dominantou rodu Gloeocapsa.

Tabulka 1. Seznam a popis odbérovych lokalit.

¢. vzorku lokalita podlozi nalezené druhy r. Gloeocapsa

3 Opolenec vapenec Gloeocapsa novacekii

Gloeocapsa alpina

4 Gloeocapsa novacekii

Gloeocapsa sp.

5 Gloeocapsa sp.
6 Gloeocapsa novacekii
7 Gloeocapsa novacekii

Gloeocapsa cf. compacta

8 Gloeocapsa violascea

Gloeocapsa sp.

9 Gloeocapsa spp.

10 Gloeocapsa biformis

Gloeocapsa sp.
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14

15

20

22

26

3.2 Mikroskopicky rozbor vzorkii a izolace potencialnich producentii gloeocapsinu.

Po pozorovani vSech vzorkli pod mikroskopem byly vybrany vzorky s nejvétSim poctem

kolonii rodu Gloeocapsa obsahujicich modry az (Sedo)fialovy pigment. Z téchto vzorkl byly

Holubovské hadce

Bofinka

hadec
(ptimés

vapence)

hadec

Gloeocapsa spp.

Gloeocapsa sp.

Gloeocapsa novacekii
Gloeocapsa atrata

Gloeocapsa novacekii

Gloeocapsa sp.
Gloeocapsa novacekii

izolovany jednotlivé kolonie a byla provedena jejich fotodokumentace.

3.2.1 Gloeocapsa alpina

Ziskané nérosty tvorily mikroskopické kolonie, makroskopicky sdruzené do nepravidelné
nebo granulované ¢erné masy. Kolonie byly tvofeny z modrozelenych bunék o velikosti
4az8 um v pruméru, obalenych Sirokym modrym nebo Sedomodrym slizovym obalem

s lamelami a jemnou granulaci. Pro dal$i analyzu byl vybran vzorek ¢. 3 (Obréazek 6) z lokality

Opolenec, z povrchu obnazeného skalniho vychozu pobliz Sudslavické jeskyné.
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Obréazek 6. Izolované kolonie Gloeocapsa alpina ze vzorku ¢. 3 (Opolenec). Svétle fialova barva
odpovida pH pufru (7,2). A- vzorek 3.1; B- vzorek 3.2; C- vzorek 3.3; D- vzorek 3.4; E- vzorek
3.5; F- vzorek 3.6; G- vzorek 3.7; H- vzorek 3.8. M¢titko = 10 um.

3.2.2 Gloeocapsa novacekii

Pozorované narosty s dominanci tohoto druhu byly obvykle granuléarni slizovité biofilmy
cervenofialové az Cerné barvy na povrchu obnazenych skalnich vychozi. Kolonie mikro- az
makroskopické, rezavé cervené, slozené ze subkolonii, obéas s bezbarvou vrstvou slizu pii
povrchu kolonie. Buiky kulovité, olivové zelené az modrozelené 4-9 um v praméru. Druh
se vyskytoval hojné na vSech navstivenych lokalitdch a od ostatnich druhid se lisil stabilnim
cihlové Cervenym zbarvenim slizovych obali. Pro dal$i analyzu byl vybran vzorek &. 7
(Obrazek 9) z lokality Opolenec pobliz Sudslavické jeskyné. Jednalo se o srovnavaci material
blizce ptibuzné sinice, ktera vSak neprodukuje modry/fialovy pigment reagujici barevné na

zménu pH.
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Obréazek 9. 1zolované kolonie Gloeocapsa novacekii ze vzorku ¢. 7 (Opolenec). A- vzorek 7.1;
B- vzorek 7.2; C- vzorek 7.3; D- vzorek 7.4; E- vzorek 7.5; F- vzorek 7.6; G- vzorek 7.7; H-
vzorek 7.8, 1- vzorek 7.9, J- vzorek 7.10. Mé&fitko = 10 um.

3.2.3 Gloeocapsa violascea

Odebrané narosty tvoiily makroskopicky cerny granulovany biofilm na povrchu obnazené
vapencove skaly (vzorek €. 8, Opolenec, pobliz Sudslavické jeskyn€). Kolonie tmaveé
Sedofialové, bunky svétle modrozelené, 3-6 um v priméru. Oproti pfedchozim druhim byla
velikost bunék v primeéru o néco nizsi, barva slizu nebyla modrava ale spiSe ¢ernofialova a sliz

byl obvykle hustéji vyplnén buitkami (Obrazek 7).
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Obréazek 7. Izolované kolonie Gloeocapsa violascea ze vzorku ¢. 8 (Opolenec). Svétle fialova
barva odpovida pH pufru (7,2). A- vzorek 8.1; B- vzorek 8.2; C- vzorek 8.3; D- vzorek 8.4; E-
vzorek 8.6; F- vzorek 8.7; G- vzorek 8.8; H- vzorek 8.9, I- vzorek 8.10, J- vzorek 8.11. Mé&fitko
=10 um.

3.2.4 Gloeocapsa atrata
Nalezené kolonie byly soucasti souvislého vlaknitého ¢erného narostu sinic na povrchu
hadcové skaly porostlé mechy (vzorek ¢. 20, Holubovské hadce). Kolonie spiSe nepravidelného

tvaru, vétSich rozméra a Cernavého zbarveni, zejména pii okraji kolonie (Obrazek 8a, 8b). Bunky

nepravidelné rozmisténé v celé hmot¢ kolonie, o priméru 3—6 pum.
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Obréazek 8a. Izolované kolonie Gloeocapsa atrata ze vzorku ¢. 20 (Holubovské hadce). Svétle
fialovy odstin odpovida pH pufru (7,2). A- vzorek 20.1; B- vzorek 20.2; C- vzorek 20.3; D-
vzorek 20.4; E- vzorek 20.5; F- vzorek 20.6; G- vzorek 20.7; H- vzorek 20.8, I- vzorek 20.9.

Meéfitko = 10 pm.
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Obréazek 8b. 1zolované kolonie Gloeocapsa atrata ze vzorku ¢. 20 (Holubovské hadce). Svétle
fialovy odstin odpovida pH pufru (7,2). J- vzorek 20.10, K- vzorek 20.11, L- vzorek 20.12, M-
vzorek 20.13, N- vzorek 20.14, O- vzorek 20.15, P- vzorek 20.16. M¢titko = 10 um.

3.3 Amplifikace genomu pomoci MDA a PCR genu pro 16S rRNA

Amplifikace genomu uspésné zvysila mnozstvi DNA u vétsiny izolovanych kolonii, coz bylo
potvrzeno gelovou elektroforézou (pfitomnost fragmentit DNA o velikosti > 10 kbp na gelu
u jednotlivych vzorkt). Z 52 analyzovanych kolonii byl pozitivni vysledek pozorovan u 31
kolonii - Obrazky 10, 11 a 12.
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Obréazek 10. Vysledky MDA pro vzorek ¢. 8. (Gloeocapsa violascea, Opolenec). K - negativni
kontrola. Posledni vzorek - GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fisher Scientific).
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Obréazek 11. Vysledky MDA pro vzorek ¢. 3 (Gloeocapsa alpina, Opolenec) - spodni fada
jamek; ¢. 20 (Gloeocapsa atrata, Holubovske hadce) - horni fada jamek. K - negativni kontrola
spole¢na pro vSechny vzorky. Posledni vzorek v horni fad¢ - GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Fisher Scientific).
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Obréazek 12. Vysledky MDA pro vzorek ¢. 7 (Gloeocapsa novacekii, Opolenec) - jamky 7.1 az
7.10; a vzorek ¢. 20 (Gloeocapsa atrata, Holubovské hadce) - jamky 20.9. az20.16. K - negativni
kontrola spole¢na pro vSechny vzorky. Posledni vzorek v kazdé fadé - GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Fisher Scientific). Amplifikace vzorku €. 10 se zdafila pouze u jediné kolonie, a proto

neni v bakalarské praci dale uvadén.

Dale byla s pouzitim MDA produktu jako templatu u kazdé ze 31 uUspéSnych kolonii
provedena PCR pro fragment 16S rRNA genu. Dikazem uspésné amplifikace byl viditelny
prouzek o délce cca 1100 bp na gelu u 28 kolonii, coZ potvrdilo ptitomnost DNA sinic (Obrazky
13, 14, a 15).
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F e g e s 1000
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Obréazek 13. Vysledek PCR pro 16S rRNA gen (primery 16S378F-16S1494r), vzorek ¢. 8.
(Gloeocapsa violascea, Opolenec). K - PCR produkt z negativni kontroly piislusné MDA, K1 -
negativni kontrola PCR. Posledni vzorek - GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fisher Scientific).

25



——— S =
3.1 3.2 3.3 34 3.5 K1 20.1 20.2 20.3 20.4 20.5 K

: ..
= ,-l leIH . 10000
) 3000

“nenn Nenun

- s 1000

500

- —

20,3 PCR

Obréazek 14. Vysledek PCR pro 16S rRNA gen (primery 16S378F-16S1494r), vzorek ¢. 3
(Gloeocapsa alpina, Opolenec) - jamky 3.1. az 3.5; vzorek ¢. 20 (Gloeocapsa atrata, Holubovské
hadce) - jamky 20.1 az20.5. K - PCR produkt z negativni kontroly ptislusné MDA, K1 - negativni
kontrola PCR. Posledni vzorek - GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fisher Scientific).
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Obréazek 15. Vysledek PCR pro 16S rRNA gen (primery 16S378F-16S1494r), vzorek ¢. 7
(Gloeocapsa novacekii, Opolenec) - jamky 7.3 az 7.10; vzorek ¢. 20 (Gloeocapsa atrata,
Holubovské hadce) - jamky 20.9. az 20.13. K - negativni kontrola PCR. Posledni vzorek -
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fisher Scientific).

26



3.4 Sekvenace a BLAST analyza genu pro 16S rRNA

Vysledné data ze sekvenatoru byla slozena z forward a reverse fetézcli a byla provedena
kontrola spravného ¢teni bazi. Zpracované vzorky jsou zaznamenany v Tabulkach 4, 5, 6, a 7.
Sekvence ziskané z téchto vzorkli byly podrobeny porovnani s databazi NCBI pomoci online
aplikace BLASTn se zdkladnim nastavenim. Za pozitivni byl povazovan vysledek s nejlepSimi
hity sekvenci z fadu Chroococcidiopsidales. Z celkovych 28 vzorkli bylo pro dalsi analyzy
vybrano 16 vzorku, u kterych byla ziskana dostatecné dlouha a kvalitni sekvence, zaroven
odpovidajici zafazeni do tohoto fadu. Mezi sekvencemi nebyly zaznamenany kontaminace z tfidy
sinic, pouze ob¢asna kontaminace heterotrofnimi bakteriemi. Nékteré vzorky byly vyfazeny z

duvodu kratké sekvence nebo sekvence s horsi kvalitou ¢teni.

Tabulka 4. Vysledky sekvenace vzorku ¢. 3 (Gloeocapsa alpina). R - ¢isla sekvenaénich reakci
primerem 16S1494r; C - Cisla sekvenacnich reakci primerem 16S378F. Zelené zvyraznéné

vzorky obsahovaly kvalitni ¢teni sekvence r. Gloeocapsa a byly vybrany pro dalsi analyzu.

C.kolonie | 3.1 [32 [34 [36 [3.7
R 1 2 3 4 5
C 1 2 3 4 5

Tabulka 5. Vysledky sekvenace vzorku ¢. 7 (Gloeocapsa novacekii). R - ¢isla sekvenaénich
reakci primerem 16S1494r; C - ¢isla sekvenacénich reakei primerem 16S378F. Zelené zvyraznéné

vzorky obsahovaly kvalitni ¢teni sekvence r. Gloeocapsa a byly vybrany pro dalsi analyzu.

C.kolonie |73 [75 |76 |77 |78 |79 [7.10
R 1 - 3 4 5 6 7
C 12 |13 14 [15 |16 |17 |18

Tabulka 6. Vysledky sekvenace vzorku ¢. 8 (Gloeocapsa violascea). R - ¢isla sekvenacénich
reakci primerem 16S1494r; C - ¢isla sekvenacnich reakei primerem 16S378F. Zelené zvyraznéné

vzorky obsahovaly kvalitni ¢teni sekvence r. Gloeocapsa a byly vybrany pro dalsi analyzu.

C.kolonie [ 8.1 [83 [84 [85 [86 [88 [89
R 2A |4A |5A |6A |TA |9A 10A
C 2B (4B |5B |6B |7B |9B 10B
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Tabulka 7. Vysledky sekvenace vzorku ¢. 20 (Gloeocapsa atrata). R - ¢isla sekvena¢nich reakci

primerem 16S1494r; C - Cisla sekvenacnich reakci primerem 16S378F. Zelené zvyraznéné

vzorky obsahovaly kvalitni ¢teni sekvence r. Gloeocapsa a byly vybrany pro dalsi analyzu.

C. kolonie |20.1 |20.2 |20.3 |204 |20.5 |20.9 |20.11|20.12|20.13
R 6 7 8 9 10 8 9 10 11
C 6 7 8 9 10 19 20 21 22

3.5 Homogenita sekvenci 16S rRNA v ramci vzorku (morfotypu)

Ze sekvenci vybranych vzorkil byla vytvofena tabulka podobnosti (Tabulka 8), potvrzujici

homogenitu sekvenci jednotlivych kolonii v ramci daného vzorku a morfotypu (100 minus

parova p-distance v alignované sekvenci 16S rRNA genu > 99).

Tabulka 8. Homogenita sekvenci v ramci daného vzorku a morfotypu (je uvedeno v %).

3.1 36 (37 |73 |75 |78 |83 |84 |88 |201 |209|20.11

3.1_alpina - 99.3 [ 993 | 92.0 | 945 | 94.0 | 94.6 | 948 | 94.7 | 940 | 94.9 | 93.6
3.6_alpina 99.3 | - 100 [ 922 | 946 | 942 | 943 | 952 | 95.1 | 944 | 949 | 93.9
3.7_alpina 99.3 | 100 | - 922 | 946 (942 | 944 | 952 | 952 (944 | 949|939
7.3_novacekii 9201922 922 | - 100 | 100 | 984 | 100 | 98.3 | 924 | 914|918
7.5_novacekii 945 [ 946 | 94.6 | 100 | - 100 | 989 | 100 | 98.9 | 945 | 94.2 | 93.8
7.8_novacekii 94.0 | 942 | 942 | 100 | 100 | - 98.8 | 100 | 98.8 | 940 | 94.2 | 93.9
8.3 violascea 946 | 943 | 944 | 98.4 | 989 | 98.8 | - 99.1 | 99.7 | 95.0 | 94.9 | 94.5
8.4_violascea 948 [ 952 | 952 | 100 | 100 | 100 | 99.1 | - 99.0 [ 947 | 942 | 94.0
8.8 _violascea 94,7 1 95.1 | 952 | 983 | 98.9 | 98.8 | 99.7 | 99.0 | - 95.0 | 94.9 | 94.5
20.1_ atrata 94.0 (944 | 944 | 924 | 945|940 | 95.0 | 94.7 | 95.0 | - 100 | 100
20.9 atrata 94.9 [ 949 | 949 | 914 | 942 | 942 | 949 | 94.2 | 949 | 100 - 100
20.11_ atrata 936 939|939 | 91.8 | 93.8|939 | 945 |94.0 | 945 | 100 100 | -
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3.6 Fylogenetickéa analyza

Abych déle potvrdila spravnost a reprodukovatelnost prob¢hlé amplifikace genomu (MDA)
a sekvenacnich dat z PCR produktt ziskanych z kolonii r. Gloeocapsa, byla nezbytna jejich
fylogeneticka analyza s pouzitim alignmentu 16S rRNA genu.

Ziskané sekvence fragmentu genu pro 16S rRNA bylo na zaklad¢ fylogenetické analyzy
mozné zatadit do fadu Chroococcidiopsidales a do blizké ptibuznosti existujicich sekvenci rodu
Gloeocapsa (Obrazek 16). Sekvence typového druhu G. atrata ze vzorku ¢. 20 vytvofily
sesterskou linii k existujicim sekvencim G. atrata, vzajemna piibuznost téchto dvou subklastri
vSak nebyla dostate¢n¢ silné potvrzena bootstrapovou analyzou (bootstrap <50 %). Sekvence G.
alpina ze vzorku ¢. 3 vytvotily skupinu v jedné z blizkych vedlejsich linii. Ostatni sekvence, G.
violascea ze vzorku ¢. 8 a G. novacekii ze vzorku ¢. 7, se ocitly uvnitié dobie podpotené vétve
(bootstrap = 96 %) zahrnujici fadu ptedchozich sekvenci druhid G. novacekii, G. alpina a
G. ralfsii. Druhy unvitf tohoto klastru velmi podobnych sekvenci v§ak nebyly vzajemné dobie
oddéleny. Vsechny vyse uvedené sekvence byly uvniti statisticky nepodpoiené avsak
monofyleticke linie (Gloeocapsa klastr A), kterou pro tcely této prace budeme povazovat za
odpovidajici rodu Gloeocapsa (Obrazek 16). Dalsi dva druhy, sekvenované v ptedchozich
studich a tradién¢ spadajici do r. Gloeocapsa, se ve vypofteném stromu nachazely mimo tuto
linii. Jednalo sezejména o druh G. biformis, ktery vytvofil dobie podpoieny klastr
(“Gloeocapsa” klastr B; bootstrap = 99 %) spole¢né s rodem Aliterella a kmenem
“Synechocystis” sp. PCC 7609. Druh G. compacta (“Gloeocapsa” klastr C) se ocitl v $irsi linii
spole¢né s dalSimi rody jako napfi.Sinocapsa, Chroogloeocystis a nékteré druhy r.

Gloeocapsopsis, avsak bez statistické podpory.
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Gloeobacter kilaueensis JS1 (NR_121745)
100} Gloeobacter violaceus Man-clon1 (MG652769)
Gloeobacter violaceus PCC 7421 (NR_074282)
Anthaocerotibacter panamensis strain G109 (NR_172653)
100 —Aegeococcus thureti TAU-MAC 2015 (NR_172600)
Aegeococcus anagnostidisi TAU-MAC 0815 (KY744808)
100 Thermostichus bigranulatus Rupite (MG207960
—  Gloeomargarifa lithophora Alchichica-D10 (JQ733894)
Acaryochloris marina MBIC11017 (CP000828)
—| 10, 1ermosynechococcus vulcanus NIES-2134 (AP018202)
Thermosynechococcus vestifus BP-1 (MF191714)

&——— Leptolyngbyales/Oculatellales (14 sekvenci)
Microcystaceae (6 sekvenci) .

eminobacterium atlanticum LEGE 07459 (KR676352) .
Geminocystis herdmanii PCC 6308 (AB039001) = Shchunina

"Gloeocapsopsis crepidinum® Fr3 2 2 = Dadakova (2 01 7)
Chroococcopsis giganiea SAG 12.99 (KM019967) m Némeckova (2023)

¢l )
Aliterefla compacta PJ105 (MZ160912)
5 Aliterefia atlantica CENA595 (JYONOT) CH ROOCOCCIDIOPSIDALES
Aliterella gigantea PJ102 (MZ160909)
=0 Aliterella chasmolithica PJ $15 (MN243145)
Aliterelia antarctica CENA408 (NR_151904)
"Synechocyslis" sp. PCC 7508 (ALVU02)
Gloeocapsa biformis 1_13D
“GthforogloeaL?p. C'CALHAG?AGS (PVYWNO1) " "
loeacapsa bifarmis 1_
Gloeocapsa biformis 1_1A G’oeocapsa
100f Gloeocapsa biformis 1_14B
Gloeocapsa biformis 1_2A kIaStr B
Glogocapsa biformis 1_1C
Glogocapsa biformis 1_3B
Uncultured Chroococcidiopsis sp. clone NA1_11 (FJ805941)
7| 7;~Uncultured bacterium clone YZ911 (KF037577)
Uncultured bacterium clone YZ904 (KF037570)
Uncultured Chroococcidiopsis sp. clone AS3_2 (FJ805928)
Uncultured Chroococcidiopsis sp. clone QB82 (FJ780635)
Uncultured Chroococcidiopsis sp. clone AR1_3 (FJ805852)
Gloeocapsa alpina 6_10C
LGloeocapsa alpina 6_11B
Gloeocapsa alpina 6_10A
Gloeocapsa violascea 8.8
Gloeocapsa alpina 6_11A
| Gloeocapsa ralfsii 2_7C
| Gloeocapsa ralfsii 2_7B
Gloeocapsa ralfsii 2_18_MDA
Gloeocapsa ralfsii 2_3A
Gloeocapsa aipina 6_4A
Gloeocapsa alpina 6_5
Gloeocapsa alpina 6_8
Gloeocapsa alpina 6_6
Gloeocapsa alpina 6_7
| Gloeocapsa alpina 6_9
| Glosocapsa alpina 6_3C
L Gloeocapsa alpina 6_3B
Gloeocapsa novacekif 4 _24A
| Gloeocapsa novacekii 4_18B
Gloeocapsa novacekii 4_11_MDA
Gloeocapsa novacekii4_13_ MDA
Gloeocapsa violascea 8.3

|
&

Gloeocapsa novacekii 4 _24B

[G.'oeocapsa novacekii 4_19D Gloeo cap 5a
Gloeocapsa novacekii 4_6_MDA

Gloeocapsa novacekii 4_9_MDA klastr A
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Obrazek 16. Fylogeneticky strom sinic vypocteny na zakladé alignmentu genu pro 16S rRNA
se zamétenim na fad Chroococcidiopsidales. Sekvence ziskané v této praci (vyznaceny fialove)
spadaji do fadu Chroococcidiopsidales, do statisticky nepodpotfené¢ho fylogenetického klastru
zahrnujiciho typovy druh Gloeocapsa atrata a dale druhy G. alpina, G. violascea, G. novacekii
a G. ralfsii (Gloeocapsa klastr A). Druhy G. biformis (klastr B) a G. compacta (klastr C)
sekvenované v predchozich studiich (DADAKOVA, 2017; NEMECKOVA, 2023) podle
rekonstrukce spadaji do vedlejsich linii v ramci Chroococcidiopsidales, oddélena pozice klastru
C (G. compacta) vsak nebyla statisticky podpoiena. Vypocteno metodou Maximum Likelihood,

¢isla pobliz uzlt uvadéji hodnotu bootstrapu >50 % (500 pseudoreplikaci).

3.7 Sekvenace draftu genomu u vybranych vzorki

Byla provedena sekvenace draftu celého genomu na platform¢ Illumina u ¢tyf vybranych
vzorkt zastupujicich 4 razné druhy rodu Gloeocapsa. Vysledné parametry ziskanych
genomovych sekvenci shrnuje Tabulka 9. Ve vzorku ¢islo 3.1 byla osekvenovana jenom mala
¢ast genomu, jak ukazuje jeho odhadovana kompletnost 12,93 %. MoZnou pfi¢inou mohla byt
amplifikace jen ¢asti genomu nebo degradace DNA béhem laboratorniho zpracovani. Zbylé tii
vzorky vykazovaly kompletnost vétsi nez 94,5 % a délka jejich genomu byla v rozmezi 6,7 aZ 8
Mbp. Procentudlni zastoupeni GC bazi v genomu bylo v rozmezi 46,1 az 48,4 %. Pocet contigti
se pohyboval v rozmezi 296 az 433 a délka nejdelSiho contigu byla v rozmezi 61 az 427 kpb, coz

ukazuje na pomé&rn¢ kvalitné slozené genomy.

Tabulka 9. Vysledek sekvenace draftu genomu vybranych vzorkd na platformé Illumina.

C. vzorku Druh Délka genomu Podet Nejdelsi GC (%) | Kompletnost
(bp) contigi contig (bp) (%)
3.1 G. alpina 1 150 008 296 61 147 472 12,93
7.8 G. novacekii 7 591 940 433 302 426 48.4 97,67
8.8 G. violascea 7993 741 342 426 871 47,6 99,56
20.11 G. atrata 6 714 639 438 190 245 46,1 94,55
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4. Diskuze

Hlavnim cilem této prace bylo ziskat sekvence celého genomu vybranych taxonti z rodu
Gloeocapsa. V navazujici studii budou tato data vyuzita jednak pro taxonomické ucely s vyuzitim
moderni fylogenomické analyzy (STRUNECKY et al., 2023), predevsim ale pii pokusu
0 identifikaci gent pro biosyntézu hypotetické UV-protektivni latky gloeocapsinu (LARA et al.,
2022).

V terénni ¢asti prace jsem se odebirala vzorky na tiech lokalitach, kde pievladaji vapencové
a hadcové substraty. Dvé lokality (PR Opolenec, PR Holubovské hadce) byly vybrany podle
predchozich studii sinicové mikroflory z jiznich Cech (HAUER, 2007), jedna lokalita v blizkosti
(PR Botinka) byla doplnéna na zéklad¢ doporuceni Skolitele. Celkem bylo odebrano 26 vzorka
epilitickych narostt, ve kterych byly nalezeny kolonie sinic r. Gloeocapsa s cervenym az ¢ernym
zbarvenim. Celkové byly nalezeny a déle analyzovany cCtyfi druhy zajimavé pro tuto praci:
Gloeocapsa alpina, G. novacekii, G. atrata a G. violascea.

Pii porovnani se seznamem nalezenych druht na studovanych lokalitach PR Holubovské
hadce a PR Opolenec v praci HAUER (2007) byly nalezeny rozdily. Na vapencich lokality
Opolenec bylo v moji préaci odebréno celkem 10 vzorka s pfevahou kolonii Gloeocapsa alpina,
G. novacekii, G. violascea, G. cf. compacta a neurcenych bezbarvych kolonii (Gloeocapsa sp.).
HAUER (2007) na této lokalit¢ také zaznamenal druhy G. violascea a G. novacekii,
nezaznamenal v8ak druhy G. alpina, G. biformis a G. cf. compacta, ale naopak nalezl G. atrata
a G. nigrescens, které mnou nalezeny nebyly. Na serpentinitovém substratu Holubovskych hadcu
mnou byly odebrany vzorky sdominantou Gloeocapsa atrata a G. novacekii, coz se lisi
od vysledki ptredchozi prace, kdy na této lokalité byly pozorovany pouze kolonie G. violascea
(HAUER, 2007). Zjisténé rozdily v seznamu nalezenych druht 1ze pfisoudit zejména nahodnym
faktorim pii vybéru mikrostanovist’ k odbéru vzorkt. Zastoupeni druhii v epilitickych narostech
se maze velmi ligit i v ramci prostorové blizkych mikrostanovist (VONDRASKOVA et al.,
2017) ataké v prubéhu vegetacéni sezony a mezi jednotlivymi roky v disledku opakované sezonni
sukcese (ROUSH & GARCIA-PICHEL, 2020). Vsechny nalezené druhy r. Gloeocapsa jsou
podle dostupné literatury na vhodnych substratech Siroce rozsiteny (KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS, 1998; HAUER et al., 2015).

Z biotopii s hadcovym podkladem na tzemi Ceske Republiky je nejprozkumanejsim
Mohelenské hadcova step. Fykologicky vyzkum této lokality zahajil Rudolf Dvoiak (DVORAK,
1931), poté Frantisek Novacek (NOVACEK, 1934) a revizi pozdgji provedl HAUER (2007).
Nésledn¢ byla v praci HAUER (2008) porovnana data v letech 2004 — 2006 s historickymi udaji
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zminénych publikaci. Za celou dobu vyzkumu Mohelenské hadcové stepi zde bylo pozorovano

celkem 10 druht rodu Gloeocapsa.

Amplifikace celého genomu jednotlivych kolonii byla provedena metodou multiple-
displacement amplification (MDA). V piedchozich studiich, jako naptiklad LARA et al. (2013)
nebo POKORNY et al. (2023), tato metoda prokazala vysokou efektivitu amplifikace
z jednotlivych kolonii sinic. MDA metoda byla zvolena, aby bylo mozné s minimalni chybovosti
ziskat kompletni genomovou DNA pro dalsi praci bez nutnosti kultivace sinic. Obsah a
taxonomicka identita sinicové DNA ve vzorcich byly potvrzeny amplifikaci genu pro 16S rRNA
specifickymi primery pro sinice (TATON et al., 2003) a jejich naslednou fylogenetickou
analyzou.

V soucasné dobé je taxonomie rodu Gloeocapsa zalozena vyhradné na kombinaci hlavnich
uréovacich morfologickych znakl (barva a struktura slizovych oballl, velikost bunék atd.) a
ekologie vyskytu (preferovany substrat, vodni nebo suchozemské prostiedi apod.).
V mezinarodni védecké literatuie dosud nebyla publikovana prace obsahujici molekularni data
pro r. Gloeocapsa. K porovnani jsou dostupné jsou pouze dvé studie - diplomova prace
DADAKOVA (2017) a disertaéni praice NEMECKOVA (2023), které pouzivaly stejnou
metodiku sekvenace z jednotlivych bunck ¢i kolonii. V datab4dzi NCBI miizeme najit n¢kolik
sekvenci, které jsou ozna¢eny jako Gloeocapsa sp. (napi. Gloeocapsa sp. PCC 73106,
Gloeocapsa sp. PCC 7428), zadna z nich vSak nespada do blizké piibuznosti nasich sekvenci
typového druhu G. atrata (Obrazek 16; DADAKOVA, 2017), a patrné se jedna o chybné
taxonomické zatrazeni.

Srovname-li fylogenetickou pozici typového druhu G. atrata (ktery definuje pozici celého
rodu) v praci DADAKOVA (2017) a v této bakalaiské praci, ponékud se lisi. V 16S rRNA
stromu vpraci DADAKOVA (2017) G. atrata vytvorila samostatnou linii, zatimco
podle Obrazku 16 je mozné, ze tvoii monofyletickou linii s vétSinou ostatnich druhti rodu
Gleoocapsa. Ani jedna z analyz vSak neposkytla dostate¢nou statistickou podporu vétvi.
Fylogeneticka analyza provedena pouze na zakladé genu pro 16S rRNA neni ¢asto dostate¢né
informativni a v sou¢asné taxonomii sinic se jiz nedoporucuje (STRUNECKY et al., 2023). Pro
spolehlivé rozieSeni této otazky by bylo vhodné zkonstruovat fylogeneticky strom na zakladé
sekvence vétsiho poctu gent, idealn¢ s pouzitim genoma pro r. Gloeocapsa ziskanych v této
praci a genomu z fadu Chroococcidiopsidales dostupnych v databazi NCBI. Tato analyza jiz
nebyla do mé bakalafské prace zatazena, protoZze mym cilem nebylo podrobné feSeni taxonomie

rodu Gloeocapsa. Piedchozi vysledky analyzy na zakladé tii lokust, 16S rRNA, rpoC1 a rbcLX,
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naznacuji, e by vétsina rodu Gleoocapsa mohla byt monofyletickd (DADAKOVA, 2017), tak
jako v Obréazku 16 (Gloeocapsa klastr A).

Soucasti tohoto klastru jsou dale sekvence morfologicky definovanych druhti G. alpina, G.
novacekii, G. violascea a G. ralfsii. RozliSeni jednotlivych druht v klastru Gloeocapsa A nebylo
na zakladé¢ fragmentu 16S rRNA genu mozné, protoze tento gen neni na urovni druhu dostatecné
informativni. Pro odliSeni ptibuznych druhti by bylo tieba pouzit analyzu Useku rRNA ITS
(OSORIO-SANTOS et al., 2014; DVORAK et al., 2015), ktera nebyla v ramci této préace
sekvenovana, protoze prace nebyla taxonomicky zamétena. DADAKOVA (2017) ve své
diplomové praci konstatovala, ze druhy v tomto klastru na zaklad¢ analyzy rRNA ITS vzijemné
odlisit 1ze. Je vSak otazkou, jestli je pozice morfologicky definovanych druhti stabilni. P¥ikladem
je odlisna pozice druhu G. alpina sekvenovaného z riznych lokalit v rdamci Gloeocapsa Klastru
A (Obrézek 16).

Dalsim druhem, ktery byl sekvenovan v predchozi studii (DADAKOVA, 2017) a tradi¢né
spada do r. Gloeocapsa, je G. biformis, ktery vytvotil viastni oddéleny klastr ,,Gloeocapsa“ B
v §irsi fylogenetické linii obsahujici rod Aliterella a kmen “Synechocystis” sp. PCC 7609. Tento
vysledek se shoduje s vysledky DADAKOVE (2017) a podporuje jeji hypotézu, ze se jedna o
zastupce jiného rodu sinic.

Pii analyze fylogenetického stromecku (Obrazek 16) je dale vidét, ze sekvence
,,Gloeocapsa“ sp. PCC 7428 spada do dalsi oddélené fylogenetické linie nepfibuzné typovému
druhu G. atrata. V jeho okoli se také nachazeji sekvence Gloeocapsa compacta a Gloeocapsopsis
pleurocapsoides z epilitickych narostii na Sicilii (NEMECKOVA, 2023). Ve fylogenetickém
strome¢ku NEMECKOVE (2023) viak tyto druhy klastrovaly do hlavni linie r. Gloeocapsa.
Vzhledem k nizké podpote vétvi v obou fylogenetickych stromech nelze rozhodnout, ktera
hypotéza je spravna, a k vyfeseni této otazky bude nezbytna multilokusova analyza.

Co se tyka morfologicky podobného rodu Gloeocapsopsis (KOMAREK, 1993), dospéla
jsem k podobnému vysledku jako DADAKOVA (2017). Podle vysledku fylogenetické analyzy
je tento rod ziejmé také polyfyleticky (Obrazek 16). Podle souc¢asného pojeti (JUNG et al., 2021)
se typovy druh Gloeocapsopsis crepidinum ve stromu nach&zi v ptibuznosti genomu
,Gloeocapsa“ sp. PCC 7428 (CP003646). G. pleurocapsoides se zda byt blizce piibuzna
ke Gloeocapsa compacta a dalsi sekvence materialu ,,Gloeocapsopsis crepidinum* dokonce
spadaji do Geledi Pleurocapsaceae (Obrazek 16; DADAKOVA, 2017). Tyto otazky musi

zodpoveédét budouci studie zaméfena na rod Gloeocapsopsis.

V ramci genomu z fadu Chroococcidiopsidales se procentualni zastoupeni GC bazi (GC%)

u mych vzorkd r. Gloeocapsa se rovna 46,1 az 48,4 %, coz je o nékolik procent vyse nez u
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ostatnich zastupct z NCBI databaze, ktefi byli zahrnuti do fylogenetické analyzy, jako Aliterella
antlantica CENAS595 (42,6 %), Gloeocapsopsis dulcis AABL (42,4 %), nebo Gloeocapsopsis
crepidinum LEGE 06123 (41,7 %). Specifickd pro rod Gloeocapsa je také délka genomu —
uspésné vzorky r. Gloeocapsa z této prace maji délku 6,7-7,9 Mbp, u genomu uvedenych vyse
se délka pohybuje kolem 5,2 Mbp: Aliterella antlantica CENA595 = 5,012 Mbp, Gloeocapsopsis
dulcis AAB1= 5,271 Mbp, Gloeocapsopsis crepidinum LEGE 06123 = 5,315 Mbp.

Pro sekvenaci genomu byl kromé druht s pfedpokadanym obsahem gloeocapsinu (G. alpina,
G. atrata, G. violascea) také vybran druh G. novacekii, ktery ma i pii vy$§im pH stabiln¢ ¢ervené
zbarveni slizovych obalt (DADAKOVA, 2017) a piedpokladdame tak, Ze neprodukuje
gloeocapsin. Jeho zafazeni do studie by mohlo v budoucnu vyrazné¢ pomoci pii hledéani
biosyntetickych gent specifickych pro gloeocapsin, protoze by v jeho genomu mély tyto geny
oproti blizce piibuznym fialovym zastupcim (Obrazek 16; DADAKOVA, 2017;
NEMECKOVA, 2023) chybét. Identita erveného pigmentu G. novacekii sice také neni znama,
ale predpokladame, Ze i v piipadé¢ pritomnosti podobného pigmentu se bude biosynteticka draha
specificky lisit od gloeocapsinu, ktery barevné reaguje na zménu pH.

Podobny typ barevné zmény v zavislosti na pH v pfirodé vykazuji zejména rostlinné
pigmenty antokyany (KHOO et al., 2017). Jedna se o flavonoidni latky produkovaneé rostlinami
a jejich biosyntéza je odvozena of fenylpropanoidni drahy specifické pro rostliny (MANNINO
et al., 2021; DE VRIES et al., 2021). Sou¢asna hypotéza o chemické struktute gloeocapsinu je
zalozend na méfeni pomoci Ramanovy spektroskopie a predpokladd, Ze se jednd o derivat
parietinu (STORME et al., 2015; LARA et al., 2022).

Parietin (v literatufe také nazyvany physcion) je derivatem emodinu methylovaného na
hydroxylové skupiné C3, byl izolovan z mnoha suchozemskych a moiskych zdroji (QI et al.,
2022). Jeho biosyntéza je v soucasné dobé predmétem badani — antrachinonovy skelet je
v houbach produkovan polyketidovymi syntetdzami (PKS) (YUAN et al., 2023), v zavéru
biosyntézy dochazi k methylaci C-6 hydroxylove skupiny emodinu O-methyltransferazou, coz
bylo nedavno popsano u houby Aspergillus terreus (YAO et al., 2023). Parietin vykazuje silné

bioaktivni vlastnosti jako induktor apoptézy, ma antineoplastické, hepatoprotektivni,
Vzhledem k jeho bioaktivité¢ a moznym farmakologickym aplikacim je dobrym ptikladem, pro¢

je uzite¢né studovat UV-protektivni latky nebo barviva piirodniho pavodu, véetné gloeocapsinu
(XUN et al., 2019; HONG et al., 2008).
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5. Zavér
¢ Byly odebrany piirodni vzorky s dominantou r. Gloeocapsa obsahujici gloeocapsin (které maji
fialovou az ¢ernou barvu).
e Byla provedena mikroskopickd analyza a sekvenace genu pro 16S rRNA a potvrzena
taxonomicka identita jednotlivych kolonii.
¢ Byly ziskany sekvence celeho genomu tii vybranych taxont (Gloeocapsa atrata, G. violascea
a G. novacekii) s pouzitim amplifikace a sekvenace DNA z jednotlivych kolonii. Tato data

budou v navazujici praci vyuzita k identifikaci genti pro biosyntézu gloeocapsinu.
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