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1.Uvod

1.1 Subaerické sinice

Sinice patii mezi vyvojoveé nejstar§i fotosyntetické organismy. Zajem o tuto skupinu
prokaryotnich organismil v poslednich desetiletich roste, zejména kvuli jejich rychlému Sifeni
a tvorbé vodnich kvétt ve stojatych vodach po celém svéteé v dasledku eutrofizace (HUISMAN
et al., 2018). Ruzné typy sinic maji rizné adaptivni mechanismy, které jsou divodem jejich
uspéchu pii kolonizaci mnoha riznych prostiedi (WHITTON, 2012).

Sinice jsou ekologicky uspésné nejen ve vod€ ale i na sousi, kde jsou schopny rust
na rozmanitych subaerickych stanovistich. Subaericti zastupci se vyskytuji mj. 1 v extrémnich
klimatickych podminkach na substratech, jako jsou kmeny a listy stromu, betonové zdi, obnazené
horniny, povrchy kovovych substrati, a fada dalSich exponovanych umélych struktur
(PANIKKAR & JACKSON, 2014). Svétlo, teplota, dést a vlhkost vzduchu jsou povazovany
za nejvyznamngjsi faktory ovliviyjici rist té€chto organismd. Subaericka a aerofyticka
spoleCenstva sinic jsou Casto 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 vrstvi¢kou vody.

Ve skutecnosti jsou subaericka spoleCenstva sinic tvofena zastupci riznych ekologickych
skupin, jako jsou druhy pfiisné aerické, pro které je charakteristickd shoda mezi podminkami
aerického prostredi a jejich optimalnimi ekologickymi ndroky; semiterestrické (amfibické) druhy
schopné se prizpusobit riznym podminkam vodniho rezimu; a akvatické druhy, které se v tomto
prostfedi vyskytuji pasivné ve své dormantni fazi (neboli ve fazi preckavani nepfiznivych
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 pudy).



1.2. Sinice rodu Gloeocapsa

Sinice rodu Gloeocapsa muzeme nalézt po celém svété. Vyskytuji se jak v suchych tak i
vlhkych prostfedich, nejcastéji je vSak najdeme na kamennych povrsich vystavenych vzduchu
(KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998). Existuji i popsané druhy z vodniho prostiedi,
napiiklad v termdlnich pramenech, ale jejich pfislu§nost do rodu Gloeocapsa musi byt jeste
oveéfena, a proto se jimi v této praci ddle nebudeme zabyvat.

Donedédvna se rod Gloeocapsa fadil do Celedi Microcystaceae
(KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998), piipadn& Chroococcaceae (KOMAREK et al., 2014)
viadu Chroococcales, aktualné navrzené zafazeni v systému je do celedi
Chroococcidiopsidaceae  ve  fylogeneticky vymezeném tadu kokdlnich 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 nahodn€é wusporadanych kulovitych bunék
s modrozelenym homogennim obsahem. Buriky se déli stejnomérné na dvé dcefinné buriky
v riiznych rovinach v po sob& nasledujicich generacich (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS,
1998). Jednotlivé burky, jejich dvojice a celé kolonie jsou vzdy obklopeny vyraznymi slizovymi
membranami. U vét§iny druhtl jsou ve slizovém obalu pfitomna UV-protektivni barviva jako
gloeocapsin a scytonemin (NOVACEK, 1934).

Aerofytické sinice vCetné rodu Gloeocapsa jsou Casto charakterizovany schopnosti stfidani
fazi zivotniho cyklu v zavislosti na stiidani podminek pfiznivych a neptiznivych k jejich rustu.
Na zakladé prace BRANDA (1900) se ve své studii NOVACEK (1934) zabyval Zivotnim cyklem
a piechodem mezi jednotlivymi stadii u druhu Gloeocapsa sanguinea. Zivotni cyklus je zde
rozdélen do dvou fazi: vegetacni, kterd odpovida pfiznivym zivotnim podminkam pfi relativnim
dostatku vlhkosti a svétla a latentni (dormantni), ke které dochdzi v nepfiznivych podminkach
napf. pfi vysychani a s nadmérnym ozafenim. NOVACEK (1934) rozdélil tyto dvé faze
na charakteristicka stadia podle méniciho se uspotadani slizovych obala:

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 Uiplnému rozpusténi vSech diferencovanych oballi. Protoplasty
(buriky) jsou ulozeny v homogenni rosolovité hmoté. Tento stav slouzi k Sifeni, protoze jemny
sliz se mize snadno zachytit na skalnim povrchu. Protoplasty mohou pfechazet na arthrospory
v pfipadé nastupu nepfiznivych podminek. Mizeme se také setkat s nazvem Aphanocapsa
stadium (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998), protoze buitky maji témé&f homogenni
slizovy obal, coz morfologicky odpovida rodu Aphanocapsa. Vyskytuje se na dobte osvétlenych
a vlhkych stanovistich.

Status familiaris simplex: viditeln¢ diferencovana spolecna obalova soustava. Po rozdé€leni
matefské bunky vytvarii dcefinné bunky vlastni slizovy obal, pfiCemz ptuvodni matefsky obal
zustava zachovan. Podobné jako status solutus se pravidelné vyskytuje na vihkych a osvétlenych
stanovistich.

Status familiaris lamellosus: v tomto stavu se obalovd soustava diferencuje tak, ze mladsi
bunécné elementy jsou pod zbytkem vétSiho poctu vrstevnaté usporadanych vnéjsich membran
matetskych bunék. Nachdzime jej ve vrcholné fazi vegetac¢niho cyklu.

Status perdurans: arthrospory v této latentni fazi slouzi k preckani nepfiznivych podminek a
k naslednému rozsifeni. Jsou to dormantni buriky s pevnym a pigmentovanym obalem, které jsou
odolné vici 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 pigmentt (NOVACEK, 1934):

Zbarveni distinktni — pfi kterém je barvivo ulozeno do prostorové oddélené pigmentové
vrstvy o rizné intenzité. Toto usporadani 1ze obvykle pozorovat u arthrospor ve status perdurans
a pripadné v pokroCilém status familiaris lamellosus, tedy spiSe v dormantni fazi cyklu.
Diferencovana pigmentova vrstva chrani pred pusobenim svétla vrstvy, které jsou pod ni ulozené.

Zbarveni difuzni — kdy mizeme pozorovat zbarveni celé masy slizového obalu, pfiCemz
obaly jsou zbarveny téméf nebo zcela rovnomérné. Toto zbarveni je obvykle charakteristické pro
status familiaris simplex a status solutus, ptipadné také pro status familiaris lamellosus, neboli
pro vegetacni (ristovou) Cast zivotniho cyklu.

V zavislosti na intenzité svétla se mize také lisit intenzita zbarveni slizovych obald sinic.
Proto kolonie rostouci na oslunénych stanovistich a na povrchu celého narostu zpravidla maji
siln€ vyvinuta UV-protektivni barviva, zatimco kolonie rostouci ve stinu nebo pod povrchovou
vrstvou narostu jsou vétSinou bezbarvé. Ve slizovych obalech riznych druht rodu Gloeocapsa
byly zaznamenany pigmenty riizné barvy (rizna UV-protektivni barviva) (GOLUBIC, 1965).
Kolonie mohou ziskat pod vlivem silného slune¢niho ozareni zlutohnédé zbarveni odpovidajici

pravdépodobné pritomnosti scytoneminu (napi. G. biformis ERCEGOVIC 1925), Cervené zbarveni



riznych odstint (napf. 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 predpoklada obsah gloeocapsinu. Ze skupiny druhti 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 na hornindch se zdsaditou reakci, jako jsou védpence a hadce
(KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1998; HAUER, 2007). V literatuie je také popsano, ze
nekteré druhy s obsahem gloeocapsinu jsou schopny meénit barvu v zavislosti na pH prostiedi 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 vcetn€ sinic, nebot’ zpusobuje
zvySenou tvorbu volnych kyslikovych radikall a poskozeni genetické informace
(SINGH et al., 2010). V prosttedich vystavenych pfimému slunecnimu zafeni, jako jsou skalni
povrchy a pidy, musi mit sinice G¢inné mechanismy k omezeni nebo potlaceni skodlivych ucinkt
silného slunec¢niho zafeni, vCetné téch, které zpusobuje zvlasté skodliva oblast UV spektra.
Mechanismy, které tvoii ochranu proti poskozeni zptisobenému UV zafenim, byly u sinic jiz
dfive popsany - jednd se predevSim o negativni fototaxi a syntézu UV-protektivnich latek
(GARCIA-PICHEL et al., 1993).

UV-protektivni latky jsou z hlediska hospodafeni builkky pomérné neefektivni formou
ochrany, protoze pro jejich vyrobu jsou tieba znacné materidlni a energetické investice. Aby litka
mohla byt povazovana za skute¢né¢ UV-protektivni, musi byt splnény dvé hlavni podminky:
slouCenina musi absorbovat UV zafeni s vysokym absorpénim koeficientem a jeji koncentrace
v organismu musi byt dostate¢na k tomu, aby zpusobila podstatnou ochranu proti UV. Existuji i
dalsi kritéria, kterda mohou pomoci stanovit ekologickou roli latky; napfiklad, ze sloucenina
by méla byt syntetizovana specialné béhem citlivych fazi zivotniho cyklu (napftiklad tvorba spor)
a/nebo v piimé reakci na expozici UV zareni (GAO & GARCIA-PICHEL, 2011).

V idealnim ptipad¢€ tedy pfitomnost UV-protektivnich latek pfinadsi ochranné ucinky pied
UV zafenim, a tim pfimo napomaha ke zvySeni ristu nebo Sance na preziti. Naopak, v pripadé
specifické ztraty této latky, naptiklad pti extrakci nebo cilené mutaci, dochazi ke ztraté pasivni
ochrany bunek. Nejvice se u sinic pfiblizil splnéni téchto kritérii scytonemin a dale mykosporiny
a aminokyseliny podobné mykosporinu (MAA), viz nasledujici kapitoly. Piedpoklada se, ze

vyvoj téchto sloucenin hral dulezitou roli ve strategii preziti rannych forem Zzivota na Zemi a
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dosud je nezbytnym predpokladem jejich pfeziti 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 vod¢ rozpustné bezbarvé latky
chranici organismy pied nadbyteCnym UV zarenim. Absorbuji UV-A a UV-B zafeni a rozptyluji
jeho energii ve formé tepla. Silnéj§i 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 aminoslouceninou a v C1 bud’ oxo nebo imino
skupinou. Ptipadny rozdil v absorpci UV spektra je dan zménami na pripojené bocni skupiné a
substituenty dusiku. Nékdy se termin ,,mykosporin“ pouziva pro latky, které maji keton na C1
(také znamé jako oxo-mykosporiny nebo monosubstituované mykosporiny). VétSina MAA je
stabilnich, ale nékteré typy mohou podléhat fotosenzibilizované hydrolyze. MAA se typicky
akumuluji jako rozpusténé latky v cytoplazmé, ale derivaty kovalentné vazané na oligosacharidy
mohou byt vyluCovany i do slizového obalu buiiky. Obsah mykosporinu ¢asto dosahuje nékolika
procent bunécné susiny produkujiciho organismu (GAO & GARCIA-PICHEL, 2011). V jedné z
ranych studii (SIVALINGAM et al., 1976) bylo navrzeno, ze MAA mohou zvySovat G¢innost
fotosyntézy, coz vSak dosud nebylo potvrzeno. MAA jsou pouze slabé fluorescencni, pokud
vubec maji tuto schopnost, a jsou obecné nejhojnéjsi v prostiedi s vysokym ozafenim, kde
svételna energie neni limitujicim faktorem pro fotosyntézu (GAO & GARCIA-PICHEL, 2011).

Mykosporiny byly pavodné detekovany v myceliu bazidiomycet, u kterého byla vyvolana
sporulace expozici UVB zafeni. Vyskytuji se v Siroké Skale organismi obyvajicich jak vodni tak
1 suchozemskeé prostiedi a kromé hub byly zaznamenany napfiiklad u ¢ervenych fas, moiskych
hvézdic, koralt, dinoflagelat a sinic (SINHA, 2008). Zpravy o pfitomnosti MAA v bakteriich
jinych nez sinice jsou nepodlozené a neexistuji zadné zpravy o jejich vyskytu u archaea. Zvirata
nesyntetizuji MAA piimo, ale ziskavaji je ze své stravy nebo od symbiotickych mikroorganismt
(GAO & GARCIA-PICHEL, 2011).

Biosyntéza MAA u sinic probiha obvykle za pomoci 4 enzyma koédovanych v genovém
klastru mysA-D/E. Prvni enzym MysA cyklizuje seduheptuldza-7-fosfit, ktery je intermedidtem
pentézového cyklu. Vysledny intermediét je metylovan O-metyltransferazou (MysB) a zbyvajici
enzymy (ATP-dependentni ligdza MysC, a jeden z dvojice D-Ala-D-Ala ligdza MysD nebo

neribozomalni peptidova syntetaza MysE) propojuje vysledny produkt s uritymi



aminokyselinovymi zbytky podle toho, o jaky konkrétni MAA se jednd (BALSKUS & WALSH,
2010).

o} (o} o] N— CH,COOH N—CH2COOH
OCH3 OCH;3 OCH3 OCH3 (‘:[OCM
HO HO HO HO. HO
CH0H
OH N—=< N— CH2COOH N N
H  “CHOH HO° K ooon H oo
OH OH OH OH OH
4-Deoxygadusol Mycosporine serinol Mycosporine glycine Mycosporine-2-glycine Asterina 330
COOH COOH OH
| | CHs |
N— CHCH,0H NH N—CH _<OH o] N—CH=CCH,0H
OCH3 OCHs OCHj OCHs OCHs
CH20-Gle
HO HO HO HO. | HO CHs
N-—C — CH2CH2COOH N
VRN ”_\COOH H_\coori . o H_<C°°H
OH COOH  on OH OH OH
Shinorine Palythine Porphyra 334 Mycosporine-glutaminol-glucoside Euhalothece 362

Gle = Glucose
Obrazek 1. Chemicka struktura mykosporinu a aminokyselin podobnych mykrosporinu (MAA).
(OREN, 2007).

1.3.2 Scytonemin

Scytonemin je zluty az hnédy, velmi stabilni pigment, ktery se vylucuje a uklada
v extracelularnich polysacharidovych obalech, vyhradné u nekterych sinic (D"AGOSTINO et al.,
2019). Tvoti stabilni ochrannou vrstvu, ktera je ucinna pfi stinéni bunék pred UV-A a modrym
zafenim, neabsorbuje vSak zelené ani Cervené svétlo, které je potfebné pro fotosyntézu. Je
sekunddarnim metabolitem syntetizovanym sinicemi vyhradné v reakci na UV-A zéfeni 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 (Obrizek 2a)
umoziuji silnou absorpci v oblasti UV-A s maximem okolo 370 nm. Bylo také zjisténo, ze jeho
biosyntézu muze pozotivne ovlivnit komplex environmentalnich stresovych faktort jako salinita,
vysychani, teplota a limitace dusikem. Samotny stres neindukuje syntézu scytoneminu, ale miaze
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. Dvé podjednotky spojuje olefinicky atom uhliku (SINHA, 2008).

Jeho ndzev 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-1-yl]-4H-cyklopenta[b]indol-
2-on, molekuldrni vzorec C3cH20N204 (PATHAK, 2020). Pro scytonemin jsou znidmy dva



redoxni stavy: béznéjsi oxidovana zluta forma, ktera byla pojmenovana fuscochlorin a cervena

redukovana forma - fuscorhodin (Obrazek 2a).
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Obrazek 2. a) Struktura redukované a oxidované formy scytoneminu. b) Schéma biosyntézy

scytoneminu. Podle BALSKUS et al. (2011).

Scytonemin Ize snadno detekovat mikroskopickym pozorovanim a byl popsan u vice nez 300
druha sinic. Je bézny u piirodnich populaci, které jsou vystaveny vysokému ozafeni a Casto
soucasné extrémnim podminkam prostfedi, jako je opakované vysychani nebo nizké teploty a
omezeni dostupnosti zivin (NEMECKOVA et al., 2021). Scytonemin dosud nebyl nalezen
v planktonnich populacich, v motskych nebo submerznich sladkovodnich populacich. Jeho
obsah muiZe u péstovanych izolati dosahovat az 5 % susiny bunék (GAO & GARCIA-PICHEL,
2011).

Scytonemin je rozsifen napiic¢ celou linii sinic, coz znamena ze tento pigment mohl byt
produkovan jiz jejich spolecnym piedkem (GARCIA-PICHEL & CASTENHOLZ, 1991).
Vysledky fylogenetickych analyz a molekularniho datovani klastri biosyntetickych gent
scytoneminu naznacuji prekambricky ptuvod tohoto UV-protektivniho pigmentu (GARCIA-
PICHEL et al., 2019; TAMRE & FOURNIER, 2022). Biosyntéza scytoneminu je kédovdna
genovym klastrem sestavajicim ze tfi 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-hydroxyfenylpyruvét. 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 zfejmé 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 prostredi, od
modré a fialové v alkalickych podminkach az po ¢ervenou v kyselém prostiedi (JAAG, 1945).
Srovnani reakce tohoto barviva na prostfedi bylo podrobné experimentalné zaznamenano
napiiklad v diplomové praci DADAKOVA (2017). Autorka ve své studii popsala zménu
barevnych pigmentd od Cervené barvy v kyselém prostiedi (pii pH 4 a pH 5), pres fialovou
v citkumneutralnim prostiedi (pii pH 6 a pH 7), az po modrou v alkalickém prosttedi (pfi pH 8
a pH 9) u druhti 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 malo prozkouman. Prvni (a dosud jedind)
spektroskopickd  charakterizace gloeocapsinu byla provedena pomoci Ramanovy
mikrospektroskopie na koloniich G. alpina a Solentia paulocellulare (STORME et al., 2015), a
pozdéji 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 autorim nepodafilo objasnit (LARA et al., 2022).

Na rozdil od scytoneminti presna chemicka struktura a biosynteticka draha gloeocapsinu
dosud nebyla charakterizovana. Tento nedostatek znalosti je predevSim 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 pfirodnich vzorcich. Diagnéza gloeocapsinu byla dosud
zalozena pouze na vySe uvedené schopnosti pigmentované pochvy sinic ménit barvu spolecné
se zménou pH (PENTECOST & WHITTON, 2012). Na zakladé mapovani pigmentovanych
slizovych oballi oproti cytoplazmé buniek rodu Gloeocapsa pomoci rastrovaci Ramanovy
mikrospektrometrie (STORME et al., 2015) se predpoklada, ze gloeocapsin by mohl byt

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



sekundarni metabolit liSejnikt, ktery je vSak zlutohnédé zbarven a nevykazuje stejné barevné
zmény pii zméné pH jako gloeocapsin (GAUSLAA & USTVEDT, 2003). UV spektrometricka
analyza extraktd z r. Gloeocapsa také ukazala, ze gloeocapsin a parietin sdileji fotoprotektivni
charakteristiky (absorpci UV) (STORME et al., 2015), mohlo by se tedy jednat o derivéat parietinu
liSici se konformaci nebo pritomnosti nékterych funk¢nich skupin. Vzhledem k vyse uvedenym
faktim je také mozné, ze za zménou barvy pigmentovanych slizovych obalt u rodu Gloeocapsa
nestoji pouze jedina chemicka latka, ale smés pigmentd, jejichz spolecna reakce na zménu pH

se takto manifestuje.

1.4. Cile prace

Cilem této prace je vlastnoru¢né odebrat biomasu pfirodnich vzorka s dominantou sinic rodu
Gloeocapsa obsahujicich gloeocapsin (které maji fialovou az ¢ernou barvu), ze kterych budou
nasledné izolovany jednotlivé kolonie. Pro potvrzeni taxonomické identity jednotlivych kolonii
bude provedena mikroskopicka analyza a sekvenace genu pro 16S rRNA. KoneCnym cilem je
ziskat sekvence celého genomu vybranych taxoni s pouzitim amplifikace a sekvenace DNA
z jednotlivych kolonii. Tato data budou v navazujici praci vyuzita k identifikaci gent pro

biosyntézu gloeocapsinu.

2. Metody

2.1 Odbéry vzorku

Odbeér epilitickych narostd sinic byl proveden seskrabem pomoci Cistého noze ze substratu
(obnazené horniny) do Eppendorf zkumavky o objemu 2 ml, a to celkem na tfech raznych
lokalitach v JihoCeském kraji (kapitola 2.1.1). Celkem bylo odebrano 26 vzorki, ve kterych byla
piimo v terénu s pouzitim pifenosného 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 Setrn€ ususeny na filtra¢nim papite a nasledné
skladovany pfi pokojové teplot¢ v papirovych obalkach v plastové krabicce. Kolonie
r. Gloeocapsa 1ze vzhledem k jejich pfirozené adaptaci na periodické vysychdni snadno
skladovat ve vysuSeném stavu, aniz by doslo k poskozeni bunék a pii néasledné praci se vzorky

je 1ze opét rehydratovat pfidanim kapky vody nebo pufru.



2.1.1 Lokality

Podle predchozi studie epilitickych sinic z jiznich Cech (HAUER, 2007) byly vybrany
nasledujici tii lokality se skalnimi vychozy a pfevahou vapencovych a hadcovych substrat, 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 Holubovské hadce

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

nds zajima - Gloeocapsa violascea.
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Obrazek 4. Holubovské hadce, epilitické narosty sinic.

2.1.1.2 Opolenec

Opolenec je piirodni rezervace v okrese Prachatice v jiznich Cechach. Nachazi se v krajing
nizsiho Sumavského podhaii, lokalitu tvoii mensi lesni komplex a drobné louky a skaly na pravé
strané udoli Volyiiky a ma nadmoiskou vysku okolo 620 m.n.m. Z geologickych materialti 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 taxonu zajimavych

pro tuto praci byly na této lokalité¢ nalezeny druhy: Gloeocapsa atrata, G. nigrescens,

G. novacekii a G. violascea.

11



Obrazek 5. Opolenec, epilitické narosty sinic.

2.1.1.3 Borinka

Tato lokalita byla vybrana jako doplikova, protoze se nachazi pobliz Holubovskych hadct
a Skolitel predpokladal, ze se zde také vyskytuji skalni vychozy s narosty sinic. Prirodni rezervace
se nachazi pobliz mésta Kfemze, podél jizniho bfehu Kfemzského potoka. PR Boftinka se nachézi
na hadcovém podkladu a ma nadmoiskou vysku 486 az 515 m.n.m. a soufadnice
48°53°42.027“N, 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

fotografickd dokumentace.

2.2 Mikroskopicka analyza

Mikroskopicky rozbor sinic pfitomnych v odebranych vzorcich (Tabulka 1) byl proveden
pomoci mikroskopu Olympus BX51 vybaveného Nomarského DIC pfi 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 Izolace jednotlivych kolonii

Izolace byla provedena v mistnosti sterilizované pfes noc germicidni UV zéfivkou a
na pracovni ploSe otfené ethanolem, s pouzitim invertovaného mikroskopu Olympus IX71
(Olympus, Tokyo, Japonsko) pfi zvetseni 200x-400x.

Vysu$eny material sinic byl rozdrcen na sterilnim podloznim sklicku v TE pufru (pH 7,2).
Vzhledem k velikosti jednotlivych kolonii bunék byla vybrana metoda izolace s pouzitim tenké
mikrokapilary (MARES et al., 2015). Izolace se provadi tak, e vybranou kolonii separujeme
ze vzorku pomoci kapildry a nasledné promyjeme v alespon 3 az 5 kapkach sterilniho TE pufru
tak, aby v Cisté kapce zustala pouze vybrana kolonie. Izolovana kolonie byla prekryta krycim
sklickem, zkontrolovana jeji pfitomnost a zaroven byla vyfotografovana pod mikroskopem
digitalnim fotoaparatem Olympus DP-72 (Olympus, Tokyo, Japonsko). Poklepdnim pinzety na
kryci sklicko v misté, kde se nachazi kolonie, byla casteCné narusSena jeji sténa, kolonie praskla
a jednotlivé buriky tak byly exponovany vuci okolnimu roztoku. Po odstranéni kryciho sklicka
byla kolonie opét lokalizovana pod mikroskopem a pomoci kapilary spolecné s co nejmensim
objemem pufru prenesena do sterilni PCR zkumavky o objemu 0,2 ml a skladovéana na ledu
behem zpracovani ostatnich kolonii. Po ukonceni prace byly vzorky uchovavany v laboratornim

mrazaku pfi teploté -20°C po dobu nékolika hodin az dni pred dal§im zpracovanim.

2.4 MDA amplifikace genomu

MDA neboli “multiple displacement amplification” je metoda, ktera umozriuje stejnorodou
amplifikace celého genomu izolovanych bunék. 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 prilozeného 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 0 60 pl vystaci na 15 vzorkt. Ve zkumavkach s izolovanymi koloniemi sinic bylo smichano
2,5 wl PBS s piiblizn€ 0,5 pl vzorku a smés kratce stocena ve stolni minicentrifuze. Poté bylo
pfidano 3,5 ul pufru D2, tato lyzacni smeés 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 ukonceni lyze bunék, kratce promichat s pouzitim vortexu a zcentrifugovat. Ke
kazdému vzorku lyzovanych bunék s uvolnénou DNA o objemu 10 pl bylo pfidano 40 pl
polymerazového mixu z pfedchoziho kroku a smés inkubovana pii 30 °C po dobu 10-16 hodin;

amplifikace je nasledné ukoncena denaturacnim krokem po dobu 5 min pfi 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 produkti byla provedena amplifikace
genu pro 16S rRNA pomoci polymerazové retézcové reakce (PCR).

Prace probihala v PCR boxu, ktery byl pfedem sterilizovan UV zafenim. Kazda reakce
sestavala z celkem 25 pl smést, z toho polovinu (12,5 ul) tvoril komeréné dostupny polymerazovy
mix (2xPlain PP Master Mix, Top-Bio, s.r.0., Paha). Na pfipravu master mixu bylo dale pouzito
pomérné na kazdy vzorek 0,6 ul primeru 16S378F a 0,6 pl 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 ul PCR master mixu. Po promichéani
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. [°C] [min] opakovani
1 94 5 1
2 94 1 38
54 1
72 1,5
3 72 10 1

¥ wew

2.6 Precisténi PCR produktu 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 ohievu 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 ul. Poté bylo
do jedné z nich pfidano 2,5 ul primeru 16S378F a do druhé 2,5 pl primeru 16S1494r
o koncentraci 10 pmol/ul. Vysledné vzorky s precisténymi PCR produkty a primery byly
odeslany do spole¢nosti SeqMe (Dobii3, Ceska Repuplika) na sekvenaci templdtu Sangerovou
metodou z obou stran pomoci vySe uvedenych forward a reverse primert.

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

Gloeocapsa.
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2.7 Analyza 16S rRNA sekvenci

Jako zavérecna kontrola uspésSnosti amplifikace genomu z kolonii rodu Gloeocapsa byla
provedena analyza podobnosti ziskanych sekvenci genu pro 16S rRNA v rdmci jednotlivych
vzorku a jejich nasledna zakladni fylogeneticka analyza.

Jako uspésné byly vyhodnoceny vzorky, u kterych se podaftilo ziskat alespon 3 nezavislé
sekvence 16S rRNA genu stejného druhu (morfotypu) rodu Gloeocapsa o vzéjemné
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 ucely 1 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 databdze NCBI (na zédkladé BLAST analyzy), vSemi sekvencemi
dostupnych kmena sinic z fadu Chroococcidiopsidales ptitomnymi v databazi NCBI a delSimi
nez 1000 bp a dal§imi vybranymi sekvencemi sinic na zakladé 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. Pii analyze byl aplikovan substitu¢ni model GTR+I+G a pro stanoveni podpory

vétvi bylo provedeno 500 bootstrapovych pseudoreplikaci.

2.8 Analyza genomu

Byla provedena sekvenace draftu celého genomu u ¢tyt vybranych vzorka (3.1, 7.8, 8.6 a
20.11) na platformé Illumina HiSeq pomoci metody Paired End o délce cteni 250 bp
(1.2 Gbp/vzorek). Paired-end sekvenovani umoziuje sekvenovat oba konce fragmentu DNA; v
ptipadé, zZe jsou pouzity kratké fragmenty, je sekvenovan doptedny i zpétny fetézec, coz zvysuje
presnost sekvenovani a délku spojité sekvenovaného useku. Sekvenaci provedla firma SeqMe,
s.r.o. (Dobfis). Vysledna data byla zbavena sekvenci adaptori pomoci programu BBDUK
(BUSHNELL, 2014) a nasledné slozena pomoci SPAdes 3.12 s pouzitim single cell option
(BANKEVICH et al., 2012). Nasledné byl proveden manualni binning ziskanych contigti o délce
>1000 bp na zakladé vysledku hromadné analyzy BLASTp vsSech koédovanych proteind.
Kédované 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 cilové contigy byly ponechdny ty, u kterych vysledky analyzy ukdzaly

taxonomické zarazeni nejpodobnéjSich sekvenci mezi sinice (databaze NCBI RefSeq) a jejich
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procentualni zastoupeni GC bazi ptiblizn€ odpovidalo o¢ekavanému zastoupeni v celém genomu.
Odhadovana kompletnost a dalsi parametry vyslednych genomu byly ziskdny pomoci programu

CheckM v. 1.1.6 (PARKS et al., 2015).

3. Vysledky

3.1 Terénni odbér vzorku

Byl proveden terénni sbér epilitickych narostl sinic na tfech lokalitach: PR Opolenec (8. 7.
2021), PR Holubovské hadce a PR Bofinka (9. 7. 2021). V Tabulce 1 jsou zaznamendny lokality,
podloZi a pozorované druhy. Celkem bylo odebrano 26 pfirodnich vzorka a k dalsi analyze

ponechano 13 vzorkd 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 Gloeocapsa spp.

15 Gloeocapsa sp.

20 Holubovské hadce hadec Gloeocapsa novacekii
(pfimés Gloeocapsa atrata
vapence)

22 Gloeocapsa novacekii

26 Borinka hadec Gloeocapsa sp.

Gloeocapsa novacekii

3.2 Mikroskopicky rozbor vzorku a izolace potencialnich producentu gloeocapsinu.

Po pozorovani vSech vzorki pod mikroskopem byly vybrany vzorky s nejvétsim poctem
kolonii rodu Gloeocapsa obsahujicich modry az (Sedo)fialovy pigment. Z téchto vzorka byly

izolovany jednotlivé kolonie a byla provedena jejich fotodokumentace.

3.2.1 Gloeocapsa alpina

Ziskané ndrosty tvoftily mikroskopické kolonie, makroskopicky sdruzené do nepravidelné
nebo granulované cerné masy. Kolonie byly tvoreny z modrozelenych bunék o velikosti
4az8 um v praméru, obalenych Sirokym modrym nebo Sedomodrym slizovym obalem
s lamelami a jemnou granulaci. Pro dalsi analyzu byl vybran vzorek €. 3 (Obrazek 6) z lokality

Opolenec, z povrchu obnazeného skalniho vychozu pobliz Sudslavické jeskyné.
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Obrazek 6. Izolované kolonie Gloeocapsa alpina ze vzorku €. 3 (Opolenec). Svétle fialova barva
odpovidé 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. Méfitko = 10 um.

3.2.2 Gloeocapsa novacekii

Pozorované ndrosty s dominanci tohoto druhu byly obvykle granuldrni slizovité biofilmy
Cervenofialové az Cerné barvy na povrchu obnazenych skalnich vychozii. Kolonie mikro- az
makroskopické, rezavé Cervené, slozené ze subkolonii, obCas s bezbarvou vrstvou slizu pii
povrchu kolonie. Bunky kulovité, olivové zelené az modrozelené 4-9 pm v praiméru. Druh
se vyskytoval hojné na vSech navstivenych lokalitach a od ostatnich druht se lisil stabilnim
cihlové Cervenym zbarvenim slizovych obald. Pro dalsi analyzu byl vybran vzorek ¢. 7
(Obrazek 9) z lokality Opolenec pobliz Sudslavické jeskyné. Jednalo se o srovnavaci material
blizce pfibuzné sinice, ktera vSak neprodukuje modry/fialovy pigment reagujici barevné na

zménu pH.
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Obrazek 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, I- vzorek 7.9, J- vzorek 7.10. M¢éfitko = 10 pum.

3.2.3 Gloeocapsa violascea

Odebrané narosty tvorily makroskopicky Cerny granulovany biofilm na povrchu obnazené
vapencové skaly (vzorek ¢. 8, Opolenec, pobliz Sudslavické jeskyn¢). Kolonie tmavé
Sedofialové, bunky svétle modrozelené, 3—6 um v priméru. Oproti pfedchozim druhiim byla
velikost bunék v priméru o né€co nizsi, barva slizu nebyla modrava ale spiSe Cernofialova a sliz

byl obvykle hustéji vyplnén burikami (Obrazek 7).
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Obrazek 7. 1zolované kolonie Gloeocapsa violascea ze vzorku €. 8 (Opolenec). Svétle fialova
barva odpovidd 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. Méritko

=10 pm.
3.2.4 Gloeocapsa atrata

Nalezené kolonie byly soucasti souvislého vlaknitého cerného narostu sinic na povrchu
hadcové skaly porostlé mechy (vzorek ¢. 20, Holubovské hadce). Kolonie spise nepravidelného

tvaru, vétsich rozmért a Cernavého zbarveni, zejmeéna pii okraji kolonie (Obrazek 8a, 8b). Buiiky

nepravidelné rozmisténé v celé hmoté kolonie, o priméru 3—6 pum.
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Obrazek 8a. Izolované kolonie Gloeocapsa atrata ze vzorku ¢. 20 (Holubovské hadce). Svétle
fialovy odstin odpovidd 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 pum.
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Obrazek 8b. Izolované 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. Méfitko = 10 um.

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

Amplifikace genomu Uspé$né zvysila mnozstvi DNA u vétSiny izolovanych kolonif, coz bylo
potvrzeno gelovou elektroforézou (pfitomnost fragmentd DNA o velikosti > 10 kbp na gelu
u jednotlivych vzorkll). Z 52 analyzovanych kolonii byl pozitivni vysledek pozorovan u 31

kolonii - Obrazky 10, 11 a 12.
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Obrazek 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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Obrazek 11. Vysledky MDA pro vzorek ¢. 3 (Gloeocapsa alpina, Opolenec) - spodni fada
jamek; €. 20 (Gloeocapsa atrata, Holubovské hadce) - horni fada jamek. K - negativni kontrola
spolecna pro vSechny vzorky. Posledni vzorek v horni fadé - GeneRuler 1 kb DNA Ladder

(Fisher Scientific).
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Obrazek 12. Vysledky MDA pro vzorek ¢. 7 (Gloeocapsa novacekii, Opolenec) - jamky 7.1 az
7.10; avzorek €. 20 (Gloeocapsa atrata, Holubovské hadce) - jamky 20.9. az 20.16. 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 uspéSnych kolonii
provedena PCR pro fragment 16S rRNA genu. Dukazem uspésné amplifikace byl viditelny
prouzek o délce cca 1100 bp na gelu u 28 kolonii, coz potvrdilo pfitomnost DNA sinic (Obrazky
13, 14, a 15).
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Obrazek 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).
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Obrazek 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 az 20.5. K - PCR produkt z negativni kontroly pfislusné MDA, K1 - negativni
kontrola PCR. Posledni vzorek - GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fisher Scientific).
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Obrazek 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).
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3.4 Sekvenace a BLAST analyza genu pro 16S rRNA

Vysledna data ze sekvenatoru byla slozena z forward a reverse fetézci a byla provedena
kontrola spravného Cteni bazi. Zpracované vzorky jsou zaznamendny v Tabulkach 4, 5, 6, a 7.
Sekvence ziskané z téchto vzorktl byly podrobeny porovnani s databazi NCBI pomoci online
aplikace BLASTn se zakladnim nastavenim. Za pozitivni byl povazovan vysledek s nejlepSimi
hity sekvenci z fadu Chroococcidiopsidales. Z celkovych 28 vzorkd bylo pro dalsi analyzy
vybrano 16 vzorkl, u kterych byla ziskana dostatecné dlouha a kvalitni sekvence, zaroven
odpovidajici zafazeni do tohoto fadu. Mezi sekvencemi nebyly zaznamenany kontaminace z tfidy
sinic, pouze obCasna 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 - Cisla sekvenac¢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 | 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 - Cisla sekvenacnich
reakci primerem 16S1494r; C - Cisla sekvenacnich reakci primerem 16S378F. Zelené zvyraznéné

vzorky obsahovaly kvalitni ¢teni sekvence r. Gloeocapsa a byly vybrany pro dal$i analyzu.

C.kolonie |73 |75 |76 |77 |78 |79 [7.10
R 1 2 3 4 5 6 7
C 12 [13 (14 [15 [16 |17 |18

Tabulka 6. Vysledky sekvenace vzorku ¢. 8 (Gloeocapsa violascea). R - Cisla sekvenacnich
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 | 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 - Cisla sekvenacnich 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 |203 |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 vzorka byla vytvorena tabulka podobnosti (Tabulka 8), potvrzujici

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

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

Tabulka 8. Homogenita sekvenci v rdmci 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 [ 99.3 | 92.0 | 945 | 94.0 | 94.6 | 94.8 | 947 | 94.0 | 949 | 93.6
3.6_alpina 993 | - 100 | 922 | 946 | 942 | 943 | 952 | 95.1 [ 944 | 949 | 939
3.7 _alpina 99.3 | 100 | - 9221946942 | 944|952 | 952 | 944 | 949|939
7.3_novacekii 92.0 922|922 | - 100 | 100 | 98.4 | 100 | 983 | 924 | 91.4 | 91.8
7.5_novacekii 94.5 [ 94.6 | 94.6 | 100 | - 100 | 98.9 | 100 | 98.9 | 945 [ 94.2 | 93.8
7.8_novacekii 94.0 [ 942 | 942 | 100 | 100 | - 98.8 | 100 | 98.8 | 94.0 | 942|939
8.3_violascea 94.6 | 943 | 944 | 98.4 | 98.9 | 98.8 | - 99.1 | 99.7 | 95.0 | 94.9 | 94.5
8.4 violascea 948 1952 | 952 | 100 | 100 | 100 | 99.1 | - 99.0 | 94.7 | 942 | 94.0
8.8_violascea 94,7 [ 95.1 | 952 | 98.3 | 989 | 98.8 | 99.7 | 99.0 | - 95.0 | 94.9 | 945
20.1_ atrata 94.0 | 944 | 944 | 924 | 945 94.0 | 95.0 | 94.7 | 95.0 | - 100 | 100
20.9_atrata 949 (949 | 949 | 91.4 | 942 | 942 | 949 | 942 | 949 | 100 - 100
20.11_ atrata 936 {939 | 939|918 | 938|939 | 945|940 | 945 | 100 100 | -
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3.6 Fylogeneticka analyza

Abych dale potvrdila spravnost a reprodukovatelnost probéhlé amplifikace genomu (MDA)
a sekvenacnich dat z PCR produkt 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 zakladé fylogenetické analyzy
mozné zaradit do fadu Chroococcidiopsidales a do blizké pfibuznosti existujicich sekvenci rodu
Gloeocapsa (Obrazek 16). Sekvence typového druhu G. atrata ze vzorku €. 20 vytvorily
sesterskou linii k existujicim sekvencim G. atrata, vzajemna ptibuznost téchto dvou subklastri
vSak nebyla dostatecné siln€ potvrzena bootstrapovou analyzou (bootstrap <50 %). Sekvence G.
alpina ze vzorku €. 3 vytvorily skupinu v jedné z blizkych vedlejsich linii. Ostatni sekvence, G.
violascea ze vzorku €. 8 a G. novacekii ze vzorku €. 7, se ocitly uvnitt dobfe podporené vétve
(bootstrap = 96 %) zahrnujici fadu predchozich sekvenci druhti G. novacekii, G. alpina a
G. ralfsii. Druhy unvitf tohoto klastru velmi podobnych sekvenci v§ak nebyly vzajemné dobte
oddéleny. VSechny vySe uvedené sekvence byly uvniti statisticky nepodpofené avsak
monofyletické linie (Gloeocapsa klastr A), kterou pro ucely této prace budeme povazovat za
odpovidajici rodu Gloeocapsa (Obrazek 16). Dalsi dva druhy, sekvenované v piedchozich
studich a tradi¢né spadajici do r. Gloeocapsa, se ve vypocteném stromu nachdzely mimo tuto
linii. Jednalo se zejména o druh G. biformis, ktery vytvofil dobfe podpofeny klastr
(“Gloeocapsa” Kklastr B; bootstrap = 99 %) spolecné s rodem Aliterella a kmenem
“Synechocystis” sp. PCC 7609. Druh G. compacta (“Gloeocapsa” Kklastr C) se ocitl v Sirsi linii
spolecné s dalSimi rody jako napft. Sinocapsa, Chroogloeocystis a nékteré druhy r.

Gloeocapsopsis, aviak bez statistické podpory.

29



Gloeobacter kilaueensis JS1 (NR_121745)
100 Gloeobacter violaceus Man-clon1 (MG652769)
Gloeobacter violacets PCC 7421 (NR_074282)

0.07 substitutions/site

El

Anthocerotibacter panamensis strain C109 (NR_172653)
Aegeococcus thureti TAU-MAC 2015 (NR_172600)

101 -
‘{—_Aegeococcus anagnostidisi TAU-MAC 0815 %KY744508)
0

Thermostichus bigranulatus Rupite (MG207960)
Gloeomargarita fithophora Alchichica-D10 (JQ733894)
Acaryochloris marina MBIC11017 (CP000828)
100, Thermosynechococcus vulcanus NIES-2134 (AP018202)
Thermosynechococcus vestitus BP-1 (MF191714)
’aa__— Leptolyngbyales/Oculatellales (14 sekvenci)
Microcystaceae (6 sekvenci) .
Geminobacterium atlanticum LEGE 07459 (KR676352)
Geminocystis herdmanii PCC 6308 (AB039001)
100 "Gloeocapsopsis crepidinum” Fr3_4
"Gloeocapsopsis crepidinum” Fr3 "2 2
Foliisarcina bertiogensis CENA333 (KT731153)
Chroococcopsis Oglganiea SAG 12.99 (KM019987)
Chroococcus turgidus CCIBt3508 (MF072352)
Lhroococeus subviolaceus CCIBE3549 (MF072353) ... ... ..
Aliterella shaanxiensis FACHB-2203 (MH02'3§§7)
Aliterella compacta PJ105 (MZ160912)
&2 Aliterefla atlantica CENA595 (JYONOT)
Aliterella gigantea PJ102 (MZ160909)
50 Alitereila chasmolithica PJ S15 (MN243145)
5| - Aliterella antarctica CENA408 (NR_151904)
"Synechocystis" sp. PCC 7509 (ALVU02)
Gloeocapsa biformis 1_13D
"Chiorogloea" sp. CCALA 965 (PVWNO01)

.
&
§

Glogocapsa biformis 1 1C
Glogocapsa biformis 1_3B

Uncultured Chroococcidiopsis sp. clone NA1_11 (FJ805941)
78] 71~-Uncultured bacterium clone Y2911 (KF037577)

Uncultured Chroococcidiopsis sp. clone AS3_2 (FJ805926)
Uncultured Chroococcidiopsis sp. clone QB2 (FJ790635)
Uncultured Chroococcidiopsis sp. clone AR1_3 (FJ805852)
Gloeocapsa alpina 6_10C
LGioeocapsa alpina 6_11B
Gloeocapsa alpina 6_10A
Gloeocapsa violascea 8.8
Gloeocapsa alpina 6_11A
. |- Gloeocapsa ralfsii 2_7C
| Gloeocapsa ralfsii 278
Gloeocapsa ralfsii 2_18_MDA
Gloeocapsa raifsii 2_3A
Gloeocapsa alpina 6_4A
Gloeocapsa alpina 6_5
Glosocapsa alpina 6_8
Gloeocapsa alpina 6_6
Gloeocapsa alpina 6_7
Gloeocapsa alpina 6_9
| Gloeocapsa alpina 6_3C
L Gloeocapsa aipina 6_3B
Gloeocapsa novacekii 4_24A
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Gloeocapsa novacekii 419D
Gioeocapsa novacekii 4_6_MDA
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Gioeocapsa novacekii4_18C
Gloeocapsa novacekii 4_18A
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Gloeocapsa novacekii 4_198
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Obrazek 16. Fylogeneticky strom sinic vypocteny na zakladé alignmentu genu pro 16S rRNA
se zamérenim na rad Chroococcidiopsidales. Sekvence ziskané v této praci (vyznaceny fialove)
spadaji do fadu Chroococcidiopsidales, do statisticky nepodpotfeného 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, oddélend pozice klastru
C (G. compacta) vsak nebyla statisticky podpofena. Vypocteno metodou Maximum Likelihood,

Cisla pobliz uzli uvadéji hodnotu bootstrapu >50 % (500 pseudoreplikaci).

3.7 Sekvenace draftu genomu u vybranych vzorku

Byla provedena sekvenace draftu celého genomu na platformé Illumina u ¢tyf vybranych
vzorkt zastupujicich 4 rizné druhy rodu Gloeocapsa. Vysledné parametry ziskanych
genomovych sekvenci shrnuje Tabulka 9. Ve vzorku ¢islo 3.1 byla osekvenovdna jenom mala
cast genomu, jak ukazuje jeho odhadovana kompletnost 12,93 %. Moznou pii¢inou mohla byt
amplifikace jen ¢asti genomu nebo degradace DNA bé&hem laboratorniho zpracovani. Zbylé tii
vzorky vykazovaly kompletnost vetsi 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 %. PocCet contigt
se pohyboval v rozmezi 296 az 433 a délka nejdelsiho contigu byla v rozmezi 61 az 427 kpb, coz

ukazuje na pomérné kvalitné slozené genomy.

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

C. vzorku Druh Délka genomu Pocet Nejdelsi GC (%) | Kompletnost
(bp) contigu contig (bp) (%)
3.1 G. alpina 1150 008 296 61 147 47,2 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 taxont z rodu
Gloeocapsa. V navazujici studii budou tato data vyuzita jednak pro taxonomickeé ucely s vyuzitim
moderni fylogenomické analyzy (STRUNECKY et al., 2023), predevim ale pii pokusu
o identifikaci gent pro biosyntézu hypotetické UV-protektivni latky gloecocapsinu (LARA et al.,
2022).

V terénni Casti prace jsem se odebirala vzorky na tfech lokalitach, kde prevladaji vapencové
a hadcové substraty. Dvé lokality (PR Opolenec, PR Holubovské hadce) byly vybrany podle
predchozich studii sinicové mikrofléry z jiznich Cech (HAUER, 2007), jedna lokalita v blizkosti
(PR Borinka) byla doplnéna na zakladé doporuceni skolitele. Celkem bylo odebrano 26 vzorka
epilitickych narostt, ve kterych byly nalezeny kolonie sinic r. Gloeocapsa s Cervenym az Cernym
zbarvenim. Celkové byly nalezeny a dale analyzovany cCtyfi druhy zajimavé pro tuto praci:
Gloeocapsa alpina, G. novacekii, G. atrata a G. violascea.

Pti porovnani se seznamem nalezenych druhi na studovanych lokalitich PR Holubovské
hadce a PR Opolenec v prici HAUER (2007) byly nalezeny rozdily. Na vépencich lokality
Opolenec bylo v moji praci odebrano celkem 10 vzorku s prevahou kolonii Gloeocapsa alpina,
G. novacekii, G. violascea, G. cf. compacta a neurenych bezbarvych kolonii (Gloeocapsa sp.).
HAUER (2007) na této lokalité¢ také zaznamenal druhy G. violascea a G. novacekii,
nezaznamenal vSak 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 hadct
mnou byly odebrany vzorky s dominantou Gloeocapsa atrata a G. novacekii, coz se lisi
od vysledkt predchozi prace, kdy na této lokalité byly pozorovany pouze kolonie G. violascea
(HAUER, 2007). Zjisténé rozdily v seznamu nalezenych druht l1ze pfisoudit zejména ndhodnym
faktorim pii vybéru mikrostanovist k odbéru vzorkt. Zastoupeni druht v epilitickych narostech
se mize velmi li§it i v ramci prostorové blizkych mikrostanoviit (VONDRASKOVA et al.,
2017) ataké v prubéhu vegetacni sezony a mezi jednotlivymi roky v disledku opakované sezénni
sukcese (ROUSH & GARCIA-PICHEL, 2020). VSechny nalezené druhy r. Gloeocapsa jsou
podle dostupné literatury na vhodnych substratech §iroce rozsifeny (KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS, 1998; HAUER et al., 2015).

Z biotopti s hadcovym podkladem na tzemi Ceske Republiky je nejprozkumanejsim
Mohelensk4 hadcovi step. Fykologicky vyzkum této lokality zahajil Rudolf Dvoiak (DVORAK,
1931), poté Frantisek Novacek (NOVACEK, 1934) a revizi pozd&ji provedl HAUER (2007).
Nésledné byla v praci HAUER (2008) porovnana data v letech 2004 — 2006 s historickymi ddaji
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zminénych publikaci. Za celou dobu vyzkumu Mohelenské hadcové stepi zde bylo pozorovano

celkem 10 druhti rodu Gloeocapsa.

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

V soucasné dobé je taxonomie rodu Gloeocapsa zalozena vyhradné na kombinaci hlavnich
ur¢ovacich morfologickych znakt (barva a struktura slizovych obalt, velikost bunék atd.) a
ekologie vyskytu (preferovany substrat, vodni nebo suchozemské prostredi apod.).
V mezinarodni védecké literatufe dosud nebyla publikovana prace obsahujici molekularni data
pro r. Gloeocapsa. K porovnani jsou dostupné jsou pouze dvé studie - diplomovd price
DADAKOVA (2017) a disertaéni prace NEMECKOVA (2023), které pouzivaly stejnou
metodiku sekvenace z jednotlivych bunék ¢i kolonii. V databazi NCBI muazeme najit nékolik
sekvenci, které jsou oznaCeny jako Gloeocapsa sp. (napt. Gloeocapsa sp. PCC 73106,
Gloeocapsa sp. PCC 7428), zadna z nich vSak nespada do blizké pfibuznosti nasich sekvenci
typového druhu G. atrata (Obrizek 16; DADAKOVA, 2017), a patmé se jedna o chybné
taxonomické zarazeni.

Srovname-li fylogenetickou pozici typového druhu G. atrata (ktery definuje pozici celého
rodu) v praci DADAKOVA (2017) a v této bakalaiské praci, pondkud se 1isi. V 16S rRNA
stromu v prici DADAKOVA (2017) G. atrata vytvofila 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.
Fylogenetickd analyza provedend pouze na zakladé genu pro 16S rRNA neni Casto dostatecné
informativni a v souasné taxonomii sinic se jiz nedoporu¢uje (STRUNECKY et al., 2023). Pro
spolehlivé rozfeseni této otdzky by bylo vhodné zkonstruovat fylogeneticky strom na zakladé
sekvence vétsiho poctu gend, idealné s pouzitim genomu pro r. Gloeocapsa ziskanych v této
praci a genomu z fadu Chroococcidiopsidales dostupnych v databdazi NCBI. Tato analyza jiz
nebyla do mé bakalarské prace zarazena, protoze mym cilem nebylo podrobné feSeni taxonomie

rodu Gloeocapsa. Ptedchozi vysledky analyzy na zakladé tii lokusua, 16S rRNA, rpoCl a rbcLX,
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naznaluji, ze by vétsina rodu Gleoocapsa mohla byt monofyleticki (DADAKOVA, 2017), tak
jako v Obrazku 16 (Gloeocapsa klastr A).

Soucasti tohoto klastru jsou dale sekvence morfologicky definovanych druha 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 pfibuznych druhti by bylo tfeba pouzit analyzu dseku rRNA ITS
(OSORIO-SANTOS et al., 2014; DVORAK et al., 2015), kterd nebyla v ramci této price
sekvenovana, protoze price nebyla taxonomicky zaméfena. DADAKOVA (2017) ve své
diplomové praci konstatovala, ze druhy v tomto klastru na zaklad¢ analyzy rRNA ITS vz4jemné
odlisit Ize. Je vSak otazkou, jestli je pozice morfologicky definovanych druha stabilni. Piikladem
je odlisna pozice druhu G. alpina sekvenovaného z riznych lokalit v ramci Gloeocapsa klastru
A (Obrazek 16).

Dal§im druhem, ktery byl sekvenovan v predchozi studii (DADAKOVA, 2017) a tradiéné
spada do r. Gloeocapsa, je G. biformis, ktery vytvoril vlastni oddé€leny 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 jednd o
zastupce jiného rodu sinic.

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

Co se tykd morfologicky podobného rodu Gloeocapsopsis (KOMAREK, 1993), dospéla
jsem k podobnému vysledku jako DADAKOVA (2017). Podle vysledku fylogenetické analyzy
je tento rod zfejme také polyfyleticky (Obrazek 16). Podle soucasného pojeti (JUNG et al., 2021)
se typovy druh Gloeocapsopsis crepidinum ve stromu nachdzi v pifibuznosti genomu
,Gloeocapsa®“ sp. PCC 7428 (CP003646). G. pleurocapsoides se zda byt blizce ptibuzna
ke Gloeocapsa compacta a dalsi sekvence materialu , Gloeocapsopsis crepidinum’ dokonce
spadaji do Geledi Pleurocapsaceae (Obrazek 16; DADAKOVA, 2017). Tyto otizky musi

zodpoveédét budouci studie zamétena na rod Gloeocapsopsis.

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

u mych vzorka r. Gloeocapsa se rovna 46,1 az 48.4 %, coz je o n€kolik procent vySe nez u

34



ostatnich zastupcti z NCBI databaze, ktefi byli zahrnuti do fylogenetické analyzy, jako Aliterella
antlantica CENAS595 (42,6 %), Gloeocapsopsis dulcis AAB1 (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 genomt uvedenych vyse
se délka pohybuje kolem 5,2 Mbp: Aliterella antlantica CENAS95 = 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 pti vy$s§im pH stabiln¢ Cervené
zbarveni slizovych obald (DADAKOVA, 2017) a piedpokladame tak, Ze neprodukuje
gloeocapsin. Jeho zatfazeni do studie by mohlo v budoucnu vyrazn€ pomoci pfi hledéani
biosyntetickych gent specifickych pro gloeocapsin, protoze by v jeho genomu mély tyto geny
DADAKOVA, 2017;
NEMECKOVA, 2023) chybét. Identita Serveného pigmentu G. novacekii sice také neni zndma,

>

oproti blizce pribuznym fialovym zastupcim (Obrazek 16;

ale predpokladame, ze 1 v pripadé€ pfitomnosti podobného pigmentu se bude biosynteticka draha
specificky lisit od gloeocapsinu, ktery barevné reaguje na zménu pH.

Podobny typ barevné zmeény v zavislosti na pH v pfirodé vykazuji zejména rostlinné
pigmenty antokyany (KHOO et al., 2017). Jedn4 se o flavonoidni latky produkované rostlinami
a jejich biosyntéza je odvozend of fenylpropanoidni drahy specifické pro rostliny (MANNINO
et al., 2021; DE VRIES et al., 2021). Soucasna hypotéza o chemické strukture gloeocapsinu je
zalozend na méfeni pomoci Ramanovy spektroskopie a predpoklada, ze se jedna o derivat
parietinu (STORME et al., 2015; LARA et al., 2022).

Parietin (v literature také nazyvany physcion) je derivitem emodinu methylovaného na
hydroxylové skupiné C3, byl izolovan z mnoha suchozemskych a moftskych zdroju (QI et al.,
2022). Jeho biosyntéza je v soucasné dobé predmétem badani — antrachinonovy skelet je
v houbich produkovidn polyketidovymi syntetizami (PKS) (YUAN et al., 2023), v zavéru
biosyntézy dochdzi k methylaci C-6 hydroxylové skupiny emodinu O-methyltransferdzou, coz
bylo neddvno popsdno u houby Aspergillus terreus (YAO et al., 2023). Parietin vykazuje silné
bioaktivni vlastnosti jako induktor apoptézy, md antineoplastické, hepatoprotektivni,
Vzhledem k jeho bioaktivité¢ a moznym farmakologickym aplikacim je dobrym piikladem, pro¢
je uzitecné studovat UV-protektivni latky nebo barviva piirodniho pivodu, vcetné gloeocapsinu

(XUN et al., 2019; HONG et al., 2008).
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5. Zavér
¢ Byly odebrany pfirodni 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
taxonomickd identita jednotlivych kolonii.
¢ Byly ziskany sekvence celého genomu tii vybranych taxonti (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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