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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva evoluci genl kédujicich produkci sekundarnich metaboliti sinic rodu
Microcoleus. Teoreticka ¢ast je zaméfena na popis sinic, jejich morfologii a taxonomii. Dale
jsou popisovany sekundarni metabolity z pohledu syntézy, ptisobeni na Zivotni prostiedi a
cloveka a jejich detekce. Praktickd Cast je zaméfena na zjiSténi pfitomnosti jednotlivych
toxickych 1 netoxickych sekundarnich metaboliti v ramci 202 kmend sinice rodu
Microcoleus. Dale se zaméfuje na studium transferu genti a genovych klastri danych
sekundarnich metaboliti a studium fylogeneze sinice rodu Microcoleus v zavislosti na

schopnosti produkovat anatoxin-a.
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SUMMARY

This bachelor's thesis deals with the evolution of genes encoding the production of secondary
metabolites of cyanobacteria of the genus Microcoleus. The theoretical part is focused on the
description of cyanobacteria, their morphology and taxonomy. Furthermore, secondary
metabolites are described from the point of view of synthesis, effects on the environment and
humans, and their detection. The practical part is focused on the detection of the presence of
individual toxic and non-toxic secondary metabolites within 202 strains of cyanobacteria of
the genus Microcoleus. It also focuses on the study of gene transfer and gene clusters of given
secondary metabolites and the study of the phylogeny of the cyanobacteria Microcoleus

depending on the ability to produce anatoxin-a.
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1 UVOD

Tato bakalafska prace se zabyvd sekundarnimi metabolity sinic, zejména témi toxickymi.
Nejcastéji v Cervnu a Cervenci tvori sinice tzv. vodni kvét, zelenou vrstvu na hlading vody,
ktera je bohata na sekundarni metabolity, a pravé i na cyanotoxiny. S produkci cyanotoxind
jsou nejcastéji spojeny planktonni sinice, avSak v poslednich letech se objevuji ptiklady

produkce toxinti také u ptidnich a narostovych sinic, jako je pravé Microcoleus.

Anatoxin-a je akutné toxicky cyanotoxin, spojovany s umrtimi zvifat. Zejména psu, dobytka
a ptaka v ruznych statech po celém svété. Kromé zvitat ohrozuje anatoxin-a i lidské zdravi. Je
to neurotoxin, ktery se nevratné vaze na nikotin-acetylcholinovy receptor a zpusobuje

zvySenou stimulaci svald, coz vede ke kiecim, cyandze a paralyze dychacich svala.

Rekonstrukce fylogeneze a prezence ¢i absence geni pro jednotlivé sekundarni metabolity
V jednotlivych druzich ndm pomiize testovat evolucni historii téchto genti. Urcit, kdy se

Vv evoluci objevily, a jestli doslo k jejich horizontalnimu pfenosu.



2 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je identifikovat geny a genové klastry zodpovédné za produkci
toxinu u sinice rodu Microcoleus. Nasledné rekonstruovat fylogenetické vztahy a popsat, zda
se geny zodpoveédné za tvorbu toxinu vyvinuly jen jednou nebo zda se vyvinuly nékolikrat
a zda si geny pro tvorbu jednotlivych metaboliti pfedavaly anebo se ztratily. Poslednim cilem
je zjisténi potencidlu produkovat toxiny u jednotlivych druhti a kmena sinice rodu

Microcoleus.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Buné¢né usporadani a genom sinic

Sinice jsou starobylé gramnegativni bakterie se schopnosti oxygenni fotosyntézy. Diky této
schopnosti produkovaly sinice dostatecné mnozstvi kysliku pro vyvoj aerobnich forem Zivota.
Jsou dulezitou soucésti kolob&hu dusiku v ptirodé, jelikoZ jsou vyznamnymi fixatory dusiku
(Dvorak et al., 2017). Diky jejich vlastnosti fixovat dusik a uhlik Ziji ¢asto v symbiotickém
vztahu s eukaryotnimi organismy. Pfedstavuji rozmanitou skupinu zijici na mnoha riznych

stanovistich od sladké a slané vody az po poust’ (Mazel et al., 1990).

Sinice mohou byt vlaknité, kolonialni ¢i jednobunétné se zbarvenim zelené, Sed¢, nazloutlé,
hnédozelené nebo tmavé hnédé. Jejich zelené zbarveni je dano obsahem chlorofylu-a,
nachazejicim se v tylakoidech. V tylakoidech jsou obsazeny také dopliikové pigmenty jako
fykocyanin a fykoerythrin, diky kterym maji sinice riznorodé barvy. Jejich bunécna sténa je
stejné jako u gramnegativnich bakterii tvofena peptidoglykanem mureinem. Nemaji jadérko,
mitochondrie, Golgiho aparat, endoplasmatické retikulum a vakuoly. Genetickd informace
sinic je uloZena jednim kruhovym chromozomem v centru protoplastu (Hindak, 2008).
Velikost genomu sinic je rozmanita a pohybuje se od 1,5 do 15 Mbp. Stejné tak je rozmanity
I pomér bazi GC, ktery je od 30 % do 68 % (Gugger et al., 2023).

Sinice se rozmnozuji nepohlavné, tzv binarnim délenim. Tato asexudlni reprodukce zahrnuje
centripetalni déleni, tedy zasSkrcovani od okraje ke stfedu (Hinddk, 2008). Kromé
ptevazujiciho binarniho déleni, kterym se rozmnozuji kokalni sinice se miizeme u vldknitych
sinic setkat s rozmnoZzovanim pomoci hormogonii. Hormogonie jsou kratka pohybliva vlakna,

ktera se mohou piemist'ovat na kratké vzdalenosti (Rippka et el., 1979).

U eukaryotickych organismil probihd rekombinace v rdmci pohlavniho rozmnoZovani, diky
které jsou hranice mezi jednotlivymi druhy definovany. Jak jiz bylo zminéno, sinice se
rozmnozuji vyhradné nepohlavné, tzv binarnim dé€lenim, a tak by se dalo pfedpokladat, ze se
bude jejich genetickd variabilita prab&zné snizovat, avSak diky cetnému horizontalnimu
transferu genli dochédzi k vyssi morfologické, genetické a fyziologické variabilité, nez se

puvodné oc¢ekavalo (Barraclough et al., 2012).

Za genovou variabilitu prokaryot je zodpovédny horizontdlni genovy transfer (HGT).
Cizorodd DNA musi nejprve projit pfes membranu recipientni buiiky, a to pomoci tfi

zakladnich mechanismi, které jsou transdukce, konjugace a transformace (podrobné popsano



v Dubnau, 1999). Jakmile je cizorodd DNA v buiice, dojde pomoci rekombinace k jejimu
zaClenéni do genomu (Arnold et al., 2022). HGT také hraje dilezitou roli ve speciaci
prokaryot. Nejcast&ji k nému dochazi v heterogennich oblastech, které se také nazyvaji
genomické ostrovy a je castéj$i mezi blizkymi liniemi. S vy$§imi genetickymi a
geografickymi rozdily ¢etnost HGT klesa. Homologni rekombinace, diky které se cizoroda
DNA zadletiuje do genomu vede ke vzniku polymorfismt, které mohou byt v populaci

fixovany selekci nebo genetickym driftem (Dvorak et al., 2023).

3.2 Morfologie a taxonomie

Prestoze se jedna o organismy s velkou fenotypovou plasticitou, tak v porovnani
s eukaryotickymi fasami sinice vykazuji nevelkou morfologickou variabilitu (Willis
et Woodhouse, 2020). Oproti jinym prokaryotim vsak vykazuji pomérné velky stupen
morfologické variability (Dvorak et al., 2017).

Hlavni morfologické znaky sinic, mezi které patii velikost bunék, barva, tvar, typ vétveni
aobsah bunky podrobné popsali Komarek a Anagnostidis (2008). Sinice mohou byt
jednobunécéné, kolonidlni nebo vlaknité. V radmci kolonii jednobunéénych sinic se pocet bunék
pohybuje od dvou do né¢kolika tisic v jedné kolonii, pfi¢emz jejich distribuce mize byt
pravidelnd nebo nepravidelna. U vlaknitych sinic rozliSujeme dva typy vétveni — prave
a nepravé (Dvorak et al., 2017). Uspotadani thylakoidi v buiice miize byt radialni, parietalni
nebo nepravidelné a jejich poloha i uspofadani byly diive kli¢ové pro taxonomii, aviak Mare§
et al. (2019) studovali evolu¢ni vzorce thylakoidi u sinic a zjistili, ze uspotadani thylakoidi
neni dostate¢né stabilni a je zatizené konvergenci, a tak nemiize byt vyuZito jako taxonomicky

znak oddélujici fady ani dalsi taxonomické jednotky.

V rdmci morfologie vlaknitych sinic se setkdvdme s dvéma typy specializovanych bunék.
Prvni specializovanou buiikou je akineta. Jedna se o tlustosténnou buiiku az 10x vétsi, nez je
buiika vegetativni zvySujici odolnost sinice v nepiiznivych podminkach (Adams et Duggan,
1999). Schopnost akinety piezit chlad a vysychdni je mnohem vyS$§i nez u vegetativnich
bunék. Metabolické aktivity vegetativni bunky, jako je fixace dusiku a oxidu uhlicitého, je
v akineté velmi nizka, v né€kterych piipadech i zZadna. Naproti tomu respirace je v akineté
zvySena a se stafim se snizuje (shrnuto v Willis et Woodhouse, 2020). Faktorti zodpovédnych

za tvorbu akinety je vice. Hlavnim faktorem je nedostatek svétla, nizka teplota, zvySena



koncentrace siranii nebo nedostatek zivin, napiiklad fosfatu (Wolk 1965, Adams et Duggan,
1999).

Druhym typem specializovanych bunék jsou heterocyty. Ty vytvaii prostfedi bez kysliku,
které je vhodné pro fixaci dusiku (Willis et Woodhouse, 2020). Sinice, které jsou schopny
tvofit heterocyty, exprimuji geny pro jejich vyvoj pouze za podminek, kdy dochazi k omezeni
vhodného zdroje dusiku (Adams et Duggan, 1999). Za téchto podminek se za¢nou napiiklad
u druhtt Anabaena a Nostoc po 6 az 12 hodinach tvofit proheterocyty, které jsou viditelné pod

mikroskopem. Po 12 az 20 hodinach heterocyty dozravaji (gl, 2000).

V ramci taxonomie je piesné definovani jednotlivych druhu sinic dlouhodobym problémem.
Plvodné se druhy sinic charakterizovaly podle morfologie, fyziologie a ekologie, ale
poslednich 20 let se vyuzivaji i genetické metody. Diky velkému mnozstvi molekularnich dat
se ukazuje, Ze popis druhu na zakladé¢ morfologie je nespolehlivy, jelikoz neodrazi evoluc¢ni
vztahy. Kombinovat ekofyziologii, morfologii a molekuldrnich data pro soudrznou taxonomii

je slozité a vyzaduje dalsi praci (Willis et Woodhouse, 2020).

Pro fylogenetické vztahy mezi sinicemi je dileZité sekvenovani DNA. Jako univerzalni
molekularni marker pro vSechny bakterie se pouziva ribozomalni RNA, konkrétné¢ mala
podjednotka 16S rRNA. Vyhodou vyuziti téchto genti je odolnost vii¢i horizontalnimu
genovému transferu a evolu¢ni neutralita (Girtler et Stanisich, 1996). Pomoci
fylogenetickych analyz vyuZzivajici ribozomalni RNA byly objasnény néckteré taxonomické
seskupeni, avSak néktefi vyzkumnici povazuji ribozomalni RNA nedostacujici pro feSeni
evolucnich vztahu (Skoupy et al. 2024, Stanojkovi¢ et al. 2024). Zatim neni jasné, zda
seskupovani organismti pomoci fylogenetiky poskytuje vice informaci o ekologii, fyziologii ¢i

zdravotnim riziku (Willis et Woodhouse, 2020).

Na zakladé¢ bunécné diferenciace, zahrnujici specializované bunky jako jsou akinety
a heterocyty, a bunééné komplexnosti, ktera se pohybuje od jednobunéénych vlaken az po
slozité vétvena vlakna, jsou sinice rozdéleny do 5 hlavnich fada, které jsou velmi uzite¢né pro
snadnou identifikaci druhti za pouziti svételného mikroskopu (Rippka et al., 1979).
Jednobunécné sinice jsou rozdéleny na fady Chroococcales a Pleurocapsales. Chroococcales
jsou jednobunééné koky rozmnozujici se pouze binarnim délenim a Pleurocapsales jsou
jednobunécné koky rozmnoZzujici se binarnim a vicendsobnym délenim. Do zbylych 3 fada
jsou rozdéleny vlaknité sinice, a to konkrétné na Oscillatoriales, jejichz vlakna jsou tvofena

pouze vegetativnimi builkami. Dale Nostocales, jejichz filamenta obsahuji heterocysty



I akinety a nakonec Stigonematales, jejichz hlavnim rozdilem od ostatnich fada je pravé
vétveni (Rippka et al., 1979; Kultschar et Llevellyn, 2018; Moya et al., 2020; Willis et
Woodhouse, 2020).

3.3 Microcoleus

Jedna se o polyfyleticky rod (Boyer et al., 2002) sinic popsan roku 1892 M. Gomontem. Je
jednou z dominantnich sinic vyskytujicich se v pidnich krustach, avSak mnoho kmenti bylo
nalezeno mimo jiné i v louzich, na skalach a betonu. Kromé spoleéenstvi sinic se v krustach
vyskytuji i mechy, liSejniky, bakterie, zelené fasy a houby. Tyto ptidni krusty mohou pokryvat
az 40 % zemského povrchu. Pritomnost Microcoleus vaginatus v pudnich krustach ma za
nasledek stabilizaci plidy a zadrZzovani vlhkosti, diky jejich vldkniim, a pfedevs§im slizovitym

obaltm (Belnap, 2001).

Morfologicky se M. vaginatus velmi podoba Ph. autumnale. Je velmi tézké je rozeznat kvuli
stejné velikosti bun€k ¢i pritomnosti zuzujici se kalyptry ve zralych trichomech. Typické
morfologické znaky pro M. vaginatus, diky kterym je lze odlisit od Ph. autumnale je
ptitomnost fascikuldrnich vldken, pfitomnost granuli na pfi¢nych sténach a Sirsi trichomy

(Hasler et al., 2012).

Microcoleus vaginatus je vétsinou stale povazovan za jediny druh v ekologickych studiich
a studiich diverzity. Stanojkovi¢ et al. vSak v roce 2024 rozeznali na zakladé fylogenetické
analyzy svyuzitim 16S rRNA a 16S-23S ITS genti 13 monofyletickych linii (M1-M13)
vrdmci rodu Microcoleus. Predpoklada se, Ze diverzifikace téchto druhti zacala pied 29,6

MW

vzdalenosti. Jednotlivé linie se liSily v poctu kment,, které obsahovaly, pricemz
Vétsina kment se shlukovala podle preference stanovisté a rekonstrukci stanovist predkt
bylo zjisténo, ze predchidci linii pochdzeli pravdépodobné z plidy. Co se tyce vyskytu,
vzdalené pribuzné linie se vyskytovaly spolecné, a naopak se piibuznéjsi linie vyskytovaly od

sebe dal.

Stajnokovi¢ et al. (2024) zjistili srovnanim 201 genomu rodu Microcoleus, ze tento rod
predstavuje globalni kontinuum druhii. M1, M2, M3, M11 a M12 mohou byt povazovany za
rizné druhy, dle biologického konceptu druhd, jelikoz maji riizné evoluéni trajektorie. Tyto

vySe uvedené kmeny maji dle UPCEL (umoziiuje vymezeni v jakékoli fazi speciace pomoci



pravdépodobnosti divergence) (Kollar et al., 2022) vice nez 93% pravdépodobnost, Ze se
stanou samostatnymi oddélenymi druhy. M4, M9 a M10 jsou dle UPCEL v tzv. $edé zoné,
jelikoz jejich procentualni pravdépodobnost stat se oddélenymi druhy je okolo 85%. M5, M6,
M7 a M8 nemohou byt zatim povazovany za oddélené kmeny, jelikoz jsou teprve v brzké

Casti speciace a pravdépodobnost, Ze se stanou samostatnymi kmeny je pouze okolo 73 %.

Skoupy et al. (2024) také srovnali 201 genomt rodu Microcoleus s dalsimi 102 genomy
ziskanymi z NCBI databdze a 8 genomickymi sekvencemi z herbaria. Vysledkem
fylogenetické analyzy téchto 303 genoml bylo slouceni linii M5, M6 a M7 v jednu linii
a 6 novych monofyletickych linii (M14-M21), mezi které patii napiiklad jiz popsany M.

anatoxicus, M. terrestris nebo Phormidium subscufum.

Conklin et al., (2020) izolovali 3 kmeny rodu Microcoleus, které byly odebrany z Russian
River. Byla u nich zjisténa schopnost produkovat anatoxiny a tyto 3 kmeny byly popsany jako

Microcoleus anatoxicus, novy druh rodu Microcoleus se schopnosti produkce anatoxin.

V roce 2021 Tee et al. srovnali 42 genomi sinice rodu Microcoleus, z toho 12 toxickych a 30
netoxickych. Jednalo se ziejmé o M. anatoxicus, ackoliv to nebylo specifikovano podle
oznaceni zkoumanych kmenid. Vysledky ukazaly, ze toxické druhy meély ve srovnani
s netoxickymi druhy primérné o 6,3 Mbp mensi genom a o 44,5 % niZsi koncentraci GC part.
Tyto rozdily ve velikosti genomu mohou napomahat ekologické adaptaci. Mezi velikosti
genomu a frakci/zlomkem paralognich gent nebyla nalezena souvislost. Déle bylo zji§téno, zZe
toxické kmeny rodu Microcoleus maji na rozdil od netoxickych kment praimérné o 7,3 hodin
delsi minimalni dobu replikace. Takto zkracend doba replikace ukazuje na mozny kompromis

mezi ristem a produkei toxinu.

3.4 Sekundarni metabolity

Sekundarni metabolity klasifikujeme jako latky ptirodniho piivodu, které se odliSuji svou
chemickou strukturou a jsou pro urcité organismy specifické. Sekundarni metabolity jsou
produkovany organismy jen za uréitych podminek prostfedi. Sinice produkuji sekundarni
metabolity na zakladé biotického ¢i abiotického stresu, aby jim byla poskytnuta ochrana nebo

i vyhoda v pieziti vici ostatnim kmentim (Kultschar et Llevellyn, 2018).

Reakci sinic na abioticky stres je zména fyziologie, molekuldrniho metabolismu a biochemie,

aby snizily Skodlivé uc¢inky a zvySily mnozstvi energie. Abiotické faktory jako kvalita svétla,



teplotni stres, osmoticky Sok, oxidacni stres ¢i omezeni zivin mize vést také ke zmén¢

morfologie sinic (Singh et Montgomery, 2011).

Z chemického hlediska se jednd nejcastéji o peptidy, polyketidy, alkaloidy a terpenoidy. Tyto
latky funguji jako chemosenzory, ochrana proti predatoriim a hraji naptiklad fotoprotek¢éni
a antioxida¢ni roli a mimo jiné maji i antivirové a antibakteridlni vlastnosti (Kultschar

et Llevellyn, 2018).

Pritomnost vodniho kvétu ve vodach je detegovana vice zpusoby. Jednim z nich je méfeni
koncentrace primarniho fotosyntetického pigmentu chlorofylu a pomoci in situ senzoru
vterénu nebo lze odebrat vzorky pro naslednou laboratorni analyzu. Nedostatkem této
detekce je nemoznost rozliseni mnozstvi sinic od mnozstvi fas ve vodnim kvétu (Merel et al.,
2013). Optimalizaci této metody je kromé chlorofylu-a méteni také koncentrace fykocyaninu,

specifického pigmentu sinic (Brient et al., 2008).

Vétsina prirozené se vyskytujicich sekundarnich metabolith sinic je tvofena neribozomalnimi
peptidy (NRPs), polyketidy nebo hybridnimi peptid-polyketidovymi slozkami (Wenzel
et Muller, 2005; Simm etal.,, 2017). Neribozomalni peptidy jsou tvoieny sekvenci
proteinogennich a neproteinogennich aminokyselin. Jsou syntetizovany multifunk¢nim
enzymovym komplexem zvanym ,,nonribosomal peptide synthetase® (NRPS). Tento komplex
je slozen z vice podjednotek, které se podileji na specifickych enzymatickych reakcich. Kazda
jednotka enzymu NRPS se skladd z adenylacni domény, kterd je zodpovédnd za vybér
substratu a aktivaci PCP (peptide carrier protein). PCP vaze substrat k enzymatickému
komplexu prostiednictvim thioesterové vazby. Dalsi podjednotkou je kondenza¢ni doména,
ktera katalyzuje tvorbu peptidu a jeho prodlouzeni pomoci vazby C-N (Stachelhaus et Walsh,
2000). Dalsi domény jednotky enzymu NRPS jsou zodpovédné napiiklad za metylaci nebo
epimerizaci, kdy dochazi ke zméné L-aminokyselin na D formu (Donatio et al., 2007,
Nikolouli et Mossialos, 2012).

Prvnim krokem syntézy neribozomalnich peptida je aktivace dvou specifickych aminokyselin
pomoci adenyla¢ni domény a transport k PCP. Kondenza¢ni doména poté katalyzuje tvorbu
peptidové vazby za pouziti dvou molekul aminoacyl-PCP s funkci substratii. Tyto reakce se
opakuji, dokud neni vytvoien vysledny produkt (peptid), ktery je uvolnén thioesterazovou
doménou. Vysledny produkt mize byt nasledné modifikovan N-methyltransferazou

a epimerazou (Simm et al., 2017).



Polyketidy jsou sekundarni metabolity pfirodniho pavodu, vznikajici v houbach, bakteriich
a rostlinach. Polyketidy maji uhlikovou kostru a fadime zde polyethery, polyfenoly, polyeny
a makrolidy. Enzym syntetizujici polyketidy nese ndzev polyketid syntaza (PKS), ktery pro
syntézu polyketidd vyuziva jako vychozi produkt acetyl-CoA a malonyl-CoA (Hertweck,
2009; Simm et al., 2017). Polyketid synt&za idi ptipojeni poc¢ateéni molekuly fetézce a také
ovliviiuje jeho vyslednou délku, ¢imz tvoti molekuldrni diverzitu. Enzym PKS je stejné jako
enzym NRPS sloZen vice funk¢énich domén. Jednou z nich je acyltrasferdzova doména, ktera
je zodpovédna za vybér vhodného monomeru, nejcastéji se jednd o malonyl-CoA nebo
methylmalonyl-CoA. Dale je zde ptitomen ACP (acyl carrier protein), ktery vaZze monomer
k enzymatickému komplexu prostiednictvim thioesterové vazby, a nakonec ketosynthasova

doména, ktera prodluzuje polyketidovy fetézec pomoci vazby C-C (Weissman J. K., 2009).

Prvnim krokem syntézy polyketidd je vybér vhodné molekuly acyl-CoA acyltransferazovou
domeénou a transport k ACP. Ketosynthasova doména B-keto skupina mize byt modifikovana
B-ketoreduktazovou doménou. Uvolnéni vysledného produktu je realizovano thioesterazovou

domeénou (Simm et al., 2017).

Role polyketidli v organismech neni ve vSech ptripadech znama, ale piedpoklada se, Ze jsou to
faktory virulence, pigmenty, infochemikalie (feromony) nebo ze ptispivaji k ochran¢ daného
organismu. Polyketidy maji své vyuZiti ve farmakologii, jelikoZ mohou byt zdrojem novych
1é¢iv. Jiz nyni se vyuzivaji jako antibiotika, antiparazitika, imunosupresiva a 1éky snizujici

hladinu cholesterolu (Hertweck, 2009).

3.5 Geosmin

Jedna se o pfirodni sekundarni metabolit, chemicky se jedna o cyklicky seskviterpen, ktery je
zodpovédny za specificky pach vody a ryb. Je produkovidn velkym mnozstvim
mikroorganismi, vcetné sinic a hub. Sinice se vSak povazuji za hlavniho producenta
geosminu a to jak v jezech, tak i vtekoucich vodach a nadrzich (Juttner et Watson, 2007).
Kromé sinic je produkovan také vlaknitymi bakteriemi Streptomyces a Nocardia. Je

detekovan ve velmi nizkych koncentracich az 30 ng-1" (Shin et al., 2022).

Geosmin zastdvd ekologicky vyznamnou roli v ovlivnéni hmyzu. Ovliviiuje chovani
Drosophila melanogaster a Aedes aegypti, pusobenim na jediny glomerulus. Odpuzuje

naptiklad rod Drosophila melanogaster, kdy divodem by mohlo byt zabranéni kladeni vajicek



na nevhodném, napft. plesnivém, ovoci. Specificky pach geosminu naopak piitahuje Aedes
aegypti, a to ziejmé proto, ze signalizuje ptitomnost vlhké pady, kterd je vhodna pro kladeni

vajic¢ek (Scarano et al., 2023).

Zaroubi et al. vroce 2022 studovali vliv geosminu na chovani had’atek. Pfi studii nebyl
prokazan vliv na jejich zdravi, avSak se ukézalo, Ze ovliviluje jejich pohyb. Pfitomnost
geosminu byla spojena Ssse zménami jako jsou linearita drahy, peristalticka rychlost

a periodita pohybu hlavy.

3.6 Cyanotoxiny

Dtivodem, proc jsou nekteré sinice toxické je biosyntéza skodlivych sekundarnich metabolith
(cyanotoxinil). Jejich produkce je spojovdna s tvorbou tzv. vodnich kvéta. Ty jsou tvoreny
vrstvou premnozenych fas a sinic u hladiny. Jejich vznik je podminén teplotou, pH vody,
obsahem kysliku, dusiku a fosforu a dal$imi faktory. Vznikaji pti vyssSich teplotach, zejména
v 1été a také v eutrofickych vodach (Osswald et al., 2007). Vyskyt vodniho kvétu v8ak nemusi
vzdy souviset s toxicitou sinic, jelikoz ne vSechny kmeny cyanotoxiny produkuji a ve vodnim
kvétu spolu koexistuji kmeny produkujici i neprodukujici cyanotoxiny. Navic nékteré kmeny
se schopnosti cyanotoxiny produkovat mohou geny zodpovédné za jejich produkci na zakladé

raznych podminek prostiedi vypinat a zapinat (Merel et al., 2013).

Cyanotoxiny rozdé¢lujeme dle chemické struktury na alkaloidy, cyklické peptidy
a lipopolysacharidy. Déle je mizeme rozd¢lit podle druha sinic, kterymi jsou produkovany
nebo podle mechanismu toxicity a zasazeného orgdnu, a to na neurotoxiny, kam patfi
napiiklad alkaloidy anatoxin-a a homoanatoxin-a. Hepatotoxiny, kam fadime microcystiny
anodulariny (Falconer 1998), cytotoxiny, mezi které patii cylindrospermopsin (Humpage
etal.,, 2000) gastrointestinalni toxiny a dermatotoxiny drazdici kGzi (Merel et al., 2013).
Nékteré cyanotoxiny jako napfiklad saxitoxiny, jsou produkovany i jinymi organismy neZz
sinicemi, kdezto mikrocystiny a anatoxiny jsou vylu¢né produkty sinic (Metcalf et Codd,

2012).

Sinice negativné ovliviiuji vodni ekosystém, jelikoz kolonizuji Sirokou Skalu nik ve vodnim
i suchozemském prostiedi. Cyanotoxiny maji vliv na chemické a fyzikalni vlastnosti vody
apii poziti ohrozuji zdravi ¢lovéka a ostatnich organismi. Lidé mohou byt vystaveni
cyanotoxinim prostiednictvim piimého poziti pfi piti kontaminované vody nebo

konzumovanim kontaminovanych moiskych plodi, napfiklad ryb nebo slavek jedlych.
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Uvazuje se také o mozném vystaveni toxinl prostiednictvim kontaminované vody pouzivané
k zavlazovani zemé&d¢lskych plodin (Abdallah et al., 2021) a poslednim zpusobem intoxikace
je kontakt s kuzi a inhalace (Merel et al., 2013).

Vroce 1996 doslo v Caruaru v Brazilii k vyznamnému piipadu vystaveni c¢loveéka
cyanotoxinim. Na klinice doSlo k intravendzni aplikaci sinicemi kontaminované vody,
v disledku toho zemielo na hemodialyzacni klinice 100 lidi a dalSich 52 potvrdilo vystaveni
hepatotoxickym mikrocystinilm a pozd¢jsi analyza potvrdila pritomnost také cytotoxickych
cylindrospermopsinti. Mezi projevy intoxikace téchto pacientl patfily zavraté, problémy se

zrakem ¢i Selest v usich (Metcalf et al., 2021).

3.6.1 Saxitoxiny a mikrocystiny

Schantz et al. vroce 1957 poprvé popsali saxitoxin u Saxidomus giganteus. Saxitoxiny jsou
skupinou 57 neurotoxickych alkaloidi. Pfestoze byly saxitoxiny studovany pievazné
v moiskych vodach, jiz bylo identifikovano 20 analogi v kmenech pochazejicich ze sladké
vody. Mechanismus jejich ptisobeni spoc¢iva v blokaci sodnych kanall, protoze se reverzibilné
vazou na specifické oblasti saxifilinového proteinu. Reverzibilni vazba zabranuje vzniku
akcniho potencialu v nervech a svalovych vldknech, coz miize vést k paralyze a zastaveé dechu

(Metcalf et Codd, 2012).

Mikrocystiny jsou cyklické peptidy slozené ze 7 aminokyselin. Dnes je diky substitucim
a modifikacim jejich struktury znamo pres 240 ruzné toxickych variant (Spoof et al., 2016).
Z hlediska zasazeného organu se fadi mezi hepatotoxiny, avsak jsou znamy ptipady, kdy méli
lidé pifi expozici mikrocystiny i neurologické piiznaky. Divodem téchto pfiznakl je
molekularni mechanismus mykrocystini, ktery spociva v inhibici  proteinovych
a fosfoproteinovych fosfataz (Codd, 1995). Ty se nachazeji v centralni nervové soustaveé

a jejich inhibice mize vést k rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni (Metcalf et al., 2021).

3.6.2 Anatoxin-a

Anatoxin-a je neurotoxin produkovany n¢kolika kmeny sinic, a to ve sladké i slané vodé
ajejich pritomnost byla potvrzena v 10 evropskych zemich, Asii, Africe, Severni a Jizni

Americe, Novém Zélandu a Nové Kaledonii (Bruno et al., 2016). Piesto, ze neni celosvétoveé
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Casto se vyskytujicim toxinem, povazuje se za zdravotni riziko pro vodni a suchozemské

organismy kvuli jeho vysoké toxicité (Osswald et al., 2007).

Francis (1878) poprvé popsal smrtelné UCinky vodnich kvétd sinic na chovna zvifata
v Australii. Kdyz doslo k velké proliferaci narostovych sinic, které produkuji anatoxin-a
anebo homoanatoxin-a pobliz biehd fek a jezer, doslo k hlaseni umrti divokych i domacich
zvitat napt. v Kanadé (Carmichael et Gorham 1978), k Umrti pst ve Skotsku (Edwards et al.,
1992) a Francii (Gugger et al., 2005). Je zaznamenano mnoho hlaseni otrav zvitat
anatoxinem-a a mikrocystinem, ktera ma vice nez 80 variant s riiznymi stupni toxicity (Hotto
et al. 2007), zejména u psu, ptaki a dobytka. Otrava se projevuje kieCemi, zvracenim
a zastavou dechu (Merel et al., 2013). Piedpoklada se, ze otravy psi jsou zpisobeny dvéma
faktory. Nekteré kmeny sinic produkuji geosmin, coz je sekundarni metabolit majici
specifickou chut’ a produkujici specificky pach, které psi atrahuji. Nej€astéji psi toxiny poziou
olizovanim své srsti po plavani, kdy sinice ulpivaji na jejich srsti. Otravy se vyskytuji
napiiklad také u Plamenaka malych (Phoeniconaias minor), ktefi bézné konzumuji sinice ve
své potravé. Byla prokdzana piitomnost anatoxinu-a a mykrocystinu Vv pefi i ve tkanich
plamenaka malého (Bruno et al., 2016). Kromé& zivodichi negativné ovliviiuje také
fotosyntézu vodnich rostlin v zavislosti na jeho koncentraci. Pokud je koncentrace anatoxinu-
a nizsi nez 10 pg1?, pak je fotosynteticka aktivita stimulovana, pfi vysSich koncentracich je

naopak inhibovana (Zhang et al., 2022).

Devlin et al. poprvé popsali anatoxin-a v roce 1977. Oznacuje se jako ,,very fast dead factor®.
Ma hmotnost 165 Da (Merel et al., 2013) s LDsp 0,25 mg/kg. (Devlin et al., 1977) Z hlediska
chemické struktury se jedna o derivat homotropanového alkaloidu. Vaze nevratné na nikotin
acetylcholinové receptory (nAChR) a je tedy moZznym cholinergnim agonistou. Anatoxin-a
vykazuje vyssi afinitu k NAChR nez acetylcholin. Intoxikace anatoxinem se projevuje
kiecemi, svalovymi fascikulacemi, cyandézou a muze vést i ke smrti v disledku paralyzy

dychacich svald, jelikoz vyvolava nadmérnou stimulaci svali (Carmichael et al., 1979;

Abdallah et al., 2021).

Po navazani anatoxinu-a na nAChR se otevie sodny kanal a dojde k otevieni iontového
kanalu a k pfilivu Na%* iontd do bufiky a odtoku K* iontii ven z buiiky. Tok iontd zptisobi
depolarizaci neuronu, ktera vede ke vzniku nervového impulzu. Za normalni situace, kdy se
na nAChR vaze acetylcholin, je ihned po vyvolani impulsu hydrolyzovan enzymem
acetylcholinesterazou, aby se =zabrdnilo opétovnému navazani na receptor, a tedy

i repolarizaci. Anatoxin-a vsak neni zadnym zpisobem degradovan, a tak dochazi
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K nepfetrzitému Sifeni neuronalnich impulsd, a tedy k nadmérné stimulaci svalii, spojené
mimo jiné napiiklad se zastavami dechu (Carmichael et al., 1979; Osswald et al., 2007;
Metcalf et Codd, 2012). nAChR hraji také dulezitou roli v uvolfiovani katecholaminu
dopaminu, a bylo zjisténo, Ze anatoxin-a ovliviiuje uvolilovani dopaminu v zavislosti na jeho

koncentraci (Bruno et al., 2016).

Anatoxin-a je Vv ptirodé¢ nestabilni a se snadno rozklada, napt. vlivem vyssiho pH. Je
nestabilni pii pH vyssi nez 10 (Van Apeldoorn et al., 2007). Déle je rozkladan ptisobenim
slune¢niho zafeni (fotodegradace) nebo je oxidovan ozonem na méné toxické ¢i netoxické
produkty, jako jsou dihydroanatoxin-a a epoxyanatoxin-a (Osswald et al., 2007, Bruno et al.
2016). Predpoklada se, ze dihydroanatoxin si zachovava 10 % toxicity anatoxinu-a (Bruno et
al., 2016). Puddick et al. (2021) vsak srovnali toxicitu ATX a dhATX z Microcoleus
autumnalis na zaklad¢é odlisného zplsobu poziti a jistili, Ze dhATX je 3x méné toxicky nez
ATX podany injekei, avSak pfi oralnim uziti je dhATX 4x vice toxicky nez ATX. Dalsi cesta
degradace muze byt za pouziti bakterii. Gramnegativni bakterie rodu Pseudomonas jsou

schopny degradovat 2 az 10 pg-ml? anatoxinu-a za den (Osswald et al., 2007).

Jednim z analogii anatoxinu-a je homoanatoxin-a. Vznika metylaci uhliku posledni ketonové
funk¢ni skupiny anatoxinu-a (Van Apeldoorn et al., 2007). Jeho toxicita je stejna jako u
anatoxinu-a (Metcalf et Codd, 2012). Nedavno nové objevenym derivatem homoanatoxinu-a
je 4-hydroxyhomoanatoxin-a, produkovan sinici Raphidiopsis mediterranea (Bruno et al.,
2016). Dalsim analogem anatoxinu-a je anatoxin-a(S) nebo také guanitoxin. Jednd se o
organofosfat, konkrétné N-hydroxyguanidin methyl fosfat ester. Spolu s DNA, RNA a ATP
tvofi jediné pfirodni organofosfaty. Negativné ovliviiuje svalova spojeni, jelikoz nevratné
inhibuje acetylcholinesterazu (AChE), ¢imz blokuje hydrolyzu tohoto neurotransmiteru.
V dusledku toho dojde k akumulaci acetylcholinu, coz vede k nervové hyperexcitabilité

(Mahmood et Carmichael, 1986).

3.6.3 Dalsi potencialné toxické metabolity

Sinice také produkuji sekundarni metabolity, konkrétné cyklické neribozomalni oligopeptidy,
které pusobi jako inhibitory proteas, konkrétné trypsinu, chymotrypsinu ¢i elastazy
a proteinovych fosfatdz (Lenz et al., 2019). Mezi takové sekundarni metabolity patii
cyanopeptoliny, a anabaenopeptiny. Cyanopeptoliny jsou produkovany naptiiklad kmeny

Nostoc, Microcystis a Anabaena (Mazur-Marzec et al., 2018). Vétsina z nich neinhibuje
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endopeptidasy, ale exopeptidasy, konkrétné enzym karboxypeptidazu A (CPA), ktery hraje
vyznamnou roli v regulaci fibrinolyzy (Chlipala et al., 2011). Vroce 2018 Lenz et al.
studovali tfi varianty anabaenopeptinu (AP-A, AP-B, AP-F) a cyanopeptolini (CYP-1007,
CYP-1020, CYP-1041) na modelovém organismu Caenorhabditis elegans. Vysledkem této
studie bylo zjisténi, Ze za pouziti AP a CYP o koncentraci 10g:1?, coz je hodnota 100x niZsi
nez jejich béznd koncentrace v pfirodé, vykazovaly anabaenopeptiny nejvyssi toxicitu.
Nésledovaly cyanopeptoliny, které vykazovaly toxicitu srovnatelnou s microcystiny a
nejméné toxicky byl Microginin 690. Toxické efekty zahrnovaly sniZeni reprodukce, rastu,
zpozdéni lihnuti ¢i sniZzeni Zzivotnosti. Fakt, ze APs vykazovaly vys$i toxicitu nez
microcystiny, které jsou povazovany za jedny z nejvice toxickych cyanotoxint, je ukazatelem,
ze je pusobeni téchto cyanopeptidi na zivotni prostiedi a zdravi Clovéka potifeba dale

studovat.

3.6.4 Metody analyzy cyanotoxinii

Toxiny lze jednoduse a rychle detekovat metodou ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay). Pritomnost toxind je potvrzena barevnou reakci, pficemz intenzita zbarveni je nepfimo
umérna mnozstvi toxinu. Nedostatkem této metody je nemoznost identifikace jednotlivych
tfid toxint. Vysledkem je vZdy celkova koncentrace urcité tfidy toxind napt. mikrocystint.
Pro kazdou tfidu toxinl je tfeba pouzit jinou sadu a pfipadné€ upravit pH vzorku, aby
odpovidalo pozadavkiim daného testu (Lawton et al., 2021). ELISA je pouZzivana ¢asto jen
jako screeningova metoda a je nutné potvrdit piitomnost toxinu a zkontrolovat falesné
negativni vysledky pomoci instrumentalnich metod jako HPLC nebo LC/MS (Gaget et al.,
2017).

Nejpouzivangjsi fyzikalné-chemickou metodou pro detekci anatoxinu-a je vysokotlaka
kapalinovd chromatografie (HPLC) s UV detekci nebo fotodiodovym polem (PDA), které
poskytuje absorpéni spektrum v rozmezi 200 az 600 nm (Lawton et al., 2021). Tato metoda je
vhodna pro stanoveni saxitoxinu, anatoxinu-a, mikrocystint, nodularint
a cylindrospermopsinu (Metcalf et Codd, 2012). Pro lepsi separaci analyti je aplikovana
gradientova eluce, diky které se v prabéhu chromatografie méni podil rozpoustédla. Provedeni
chromatografie je pro HPLC-PDA a LC-MS/MS stejné. Dilezity je vSak vybér vhodné
kolony, jelikoZ se spolu s anatoxinem-a vyskytuje ve vzorku i fenylalanin, ktery mé obdobny

retencni ¢as a hmotnost jako anatoxin-a. Vzorky jsou na vhodné koloné (napi. UPLC C18)
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separovany pii teploté 40° C. Jako mobilni faze se pouziva voda nebo acetonitril, okyselené
0,1% kyselinou mravenci. Podil organického rozpoustédla se v pribéhu chromatografie za
pouziti UPLC zvySuje z 2 % az na 35 % béhem 5 minut. Absorpéni maximum anatoxinu-a je
pti 227 nm. Déle je pro detekci anatoxinu-a vhodna jiz zminénd metoda ELISA, diky které
zname vysledek za méné nez 2 hodiny v rozsahu koncentrace 0,15 az 0,5 ug-1"* (Lawton et al.,
2021). Srovnani jednotlivych metod pro dalsi specifické cyanotoxiny je popsano v Gaget et
al. (2017).
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4 MATERIAL AMETODY

4.1 Biologicky material

Z celkem 202 vzorkt kmenG Microcoleus, jejichz genomy byly sekvenovany a nasledné
pouzity pro analyzu pfitomnosti genti a genovych klastrii pro syntézu sekundarnich metabolitl
pochézelo 40 z Ceské republiky, 30 z Polska, 29 ze Svédska, 23 z Floridy (USA), 21 z Recka,
12 z Antarktidy, 11z Mauricia, 8 z Norska, 7 zArizony (USA), 5 ze Spicberki,
5z Chorvatska, 4 z Montany (USA), 4 z Australie a 3 z Ladakh (Indie). Vzorky byly
odebrany z pudy, louze a mechu. Seznam jednotlivych kment s mistem vyskytu, nalezi§tém
a cislem je uveden v Tabulce ¢. 1 v priloze. Osm vzorkd bylo ziskano z herbare Natural
History Museum (Londyn, Spojené Kralovstvi). Ty byly extrahovany dle protokolu Kistler

(2012) a umistény ve zkumavce pro nasledné analyzy.

4.2 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.2.1 Sekvenace genomi

Sekvence celych genomil, které byly analyzovany v této praci byly generovany v publikaci
Stanojkovi¢ et al. (2024), kde je podrobné vysvétlena strategie sekvenovani. Ve zkratce bylo
pro sekvenaci genomu pouzito 100 mg Cerstvé biomasy. Extrakce genomické DNA byla
provedena pomoci UltraClean Microbial DNA Isolation Kit (MOBIO, Carlsbad, CA, USA).
1,5% agarézovy gel obarveny ethidium bromidem byl vyuzit spolu s NanoDrop 1,000
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) pro zjisténi kvality a koncentrace DNA.
Velikost jednotlivych fragmenti DNA byla analyzovana za pouziti Agilent 5,400 fragment
analyzer systém (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, United States). Sekvenacni
knihovny byly ptipraveny pomoci Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina, San Diego,
CA, USA). Vzorky byly komeréné sekvenovany pomoci Illumina NovaSeq 6000 platformé
(Novogene, Spojené kralovstvi) jako parové usporadani 2x150 part bazi. Do databaze NCBI
pro BioProject PRINA849373 bylo piedlozeno 9 celogenomovych sekvenci a kratké
nezpracované fragmenty byly filtrovany a ofiznuty pomoci Trimmomatic v0.39 (Bolger et al.,
2014) S parametry ILLUMINACLIP:2:30:10, LEADING:3, TRAILING:3,
SLIDINGWINDOW:4:15 a MINLEN:50. Jednotlivé genomy byly sestaveny pomoci SPAdes
genomic assembler v3.13.1 (Bankevich et al., 2012). Nasledné byly odstranény kontaminace
pomoci MaxBin v2.2.4 (Wu et al., 2016). Pomoci softwaru CheckM v1.14.5 (Seemann, 2014)

byla hodnocena uroven kontaminace vysledné sekvence genomu kazdému kmenu.
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4.2.2 Fylogeneticka analyza

Pro fylogenomickou analyzu bylo pouzito 202 celogenomovych sekvenci. Seznam
jednotlivych kment je v pfiloze. Pro odvozeni matice sekvenci a pro zkoumani evolu¢ni
historie sinic byl vyuzit Orthofinder v2.3.1 (Emms and Kelly, 2019). Poté byla provedena ML
fylogeneticka rekonstrukce v IQ-TREE s pouzitim modelu JTT + F + I + G4. Kmen M2_D5

byl pouzit jako nevztazna skupina. Z Obrazku €. 1 a 2 byl vsak dodatecné smazan.

Proteinové sekvence genii pro geosmin byly extrahovany zantiSMASH pro jednotlivé
genomy. LM strom byl zrekonstruovdn pomoci IQ-TREE na zadkladé matice vytvoiené
pomoci algoritmu Muscle (Edgar 2004) a ModelFinder byl pouzit k ziskani nejvhodnéjsiho
modelu (JTT + F + | + G4). Topologie byla testovana s 2000 replikaty.

4.2.3 AntiSMASH analyza

Pro zji$téni piitomnosti sekundarnich metaboliti byla vyuzita in silico analyza pomoci
antiSMASH. AntiSMASH analyzuje nahrand genomicka data zkoumaneho organismu
pouzitim algoritmli pro detekci genii a genovych klastrii, které jsou spojeny se sekundarnimi
metabolity. Biosyntetické genové klastry obvykle obsahuji vSechny geny pro biosyntézu

ptirodnich produktti. Vysledky jsou zobrazeny pomoci webového rozhrani.

4.2.4 Analyza toxinu ve vybranych kmenech

Toxiny byly extrahovany ze suSenych vlaken ptidanim 200 pl 0,1% kyseliny octové.
Nasledovaly dva cykly zmrazeni a rozmrazeni a nasledné ptisobeni ultrazvukem po dobu 10
minut (popsadno Vv Fastner et al., 2023). Analyza anatoxinu byla provedena v Némecku
(Umwelt Bundesamt, Worlitzer Platz 1) pomoci LC-MS/MS na HPLC systému Agilent 2900
(Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) spojeném s hmotnostnim spektrometrem API

5500 QTrap (AB Sciex, Framingham, MA, USA) vybavenym turbo-iontovym sprejem.
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5 VYSLEDKY

Mezi sekundarni metabolity, které se dle vysledki zantiSMASH analyzy nachazely
ujednotlivych druhti, patfily kromé cyanotoxini jako jsou anabaenopeptiny, anatoxin-a,
cyanopeptiny a cyanopeptoliny také netoxické metabolity s antibiotickymi i
antimykotickymi ucinky. Témito netoxickymi sekundarnimi metabolity jsme vyjma geosminu
v této praci dale nezabyvali. U 9 kment sinice rodu Microcoleus byla pomoci antiSMASH
analyzy zjisténa pritomnost anatoxinu-a. Konkrétné se jedna o kmeny AT13 A6, AT13 A5,
F8D3, F8_D2, F8_D1, F8_C1, F8C3, S13 D1 a S13_C3. Kmen F8 D2 jsme jiz neméli
k dispozici, ale zbylych 8 kment bylo poslano do Némecka (Umwelt Bundesamt, Worlitzer
Platz 1) na zmeéfeni presné koncentrace anatoxinu-a a jeho derivati (dihydroanatoxin-
a homoanatoxin-a) pomoci LC/MSMS. Anatoxin-a a jeho derivaty byly detekovany pouze u 4
z 8 analyzovanych kment, a to konkrétné u F8D3, F8 DI, F8 C1 a F8C3. Tyto vzorky
pochazeji z Floridy a byly odebrany z ptdy. U téchto 4 kment prokazatelné obsahujicich
anatoxin-a byla dle antiSMASH 40% pravdépodobnost vyskytu genového klastru pro
biosyntézu anatoxinu-a. U kmenu AT13_ A6, AT13 A5, S13_ D1 a S13_C3 byla tato hodnota
pouze 20 %. Jednotlivé hodnoty koncentraci anatoxinu-a a jeho derivati jsou uvedeny
v Tabulce ¢. 2. U 52 kmend sinice rodu Microcoleus byla zjisténa pfitomnost genového
klastru pro cyanopeptolin, u 62 piitomnost genového klastru pro cyanopeptin, u 76
pfitomnost anabaenopeptinu a u 43 pifitomnost geosminu. Sekunddrni metabolity se
nenachdzely vzdy jen u jedné skupiny, ale i u mnoha neptibuznych linii. PfestoZe by se mohlo
predpokladat, ze dany metabolit bude produkovat cely druh, je u sinic vidét, Ze se geny Casto
bud’to objevi nebo ztrati. Konkrétni druhy a pfitomnost gent pro dané sekundarni metabolity

jsou zndzornény na Obrazku €. 1.

Topologie stromu byla testovana ve Stanojkovi¢ et al., (2024). Tii metody pro ziskani
konzistentni topologie stromu jsou na zakladé kodujicich sekvenci (nukleotidové a proteinoveé
sekvence ortologil, koalescencni metoda ASTRAL III) a druhé dva zpisoby na zdkladé vSech
polymorfismit v celém genomu vcetné repetic (vSechny polymorfismy a odfiltrovani pozic

s rekombinaci). Vsechny ptistupy vygenerovaly konzistentni topologii.
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Obrazek €. 1: Fylogeneticky strom 202
kmenti rodu Microcoleus a pfitomnost
cyanotoxini a geosminu u jednotlivych
kmend zrekonstruovany na zakladé¢
aminokyselinovych
analyzy maximalni pravdépodobnosti.
Usecka zobrazuje substituci na pozici.

Hodnoty ultrafast bootstrap jsou >99 %

jsou oznaceny *.
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Tabulka ¢. 2: Koncentrace anatoxinu-a, dihydroanatoxinu-a a homoanatoxinu-a zmétfené
pomoci LC-MS/MS

vzorek  Nazev kmene Anatoxin-a Dihydroanatoxin-a Homoanatoxin-a
[ng-g* DW] [ng-g* DW] [ng-g* DW]
1 AT13 A6 n.d. n.d. n.d.
2 AT13 A5 n.d. n.d. n.d.
3 F8D3 0,64 0,10 31,16
4 F8_D1 2,79 0,15 43,93
5 S13 D1 n.d. n.d. n.d.
6 F8C3 8,19 0,08 60,83
7 F8_C1 2,02 0,34 70,83
8 S13 C3 n.d. n.d. n.d.

n.d. — nedetekovano

DW (dry weight) — suSena biomasa

Ze sekundarnich metabolitd, kterymi se tato prace zabyv4, je geosmin tim
nejprozkoumanéjSim. Proto jsem se rozhodla pozorovat evolu¢ni cestu genu pravé pro
geosmin. Z vyslednych dat z antiSMASH analyzy byl sestaven fylogeneticky strom rodu
Microcoleus, u kterych je gen pro geosmin piitomen. Byly nalezeny 2 varianty genu pro
geosmin (A, B), pfi¢emz nékteré kmeny obsahovaly oba paralogni geny. Konkrétné BROC3,
F10_Al, F10_B2, F10 B4, F10_BS5, F10 B6, F10 DI a N3 _A4. Na Obrazku ¢. 2 mizeme
vidét, ze jeden paralogni gen (A) nasleduje vétveni fylogenetického stromu na Obrazku €. 1.
a kmeny obsahujici tento paralog jsou dle Skoupy et al., (2024) monofyletickou linii M9
(Obrazek ¢. 3). Vyjimkou je kmen N3 A4, ktery tvoii samostatnou monofyletickou linii M13.
Druhy, vétsi, paralogni gen (B) také nasleduje toto vétveni vyjma 4 kmenud. Paralogni gen
B se nachazi u monofyletickych M2, M4, M9. Avsak konkrétné kmeny N3 A4, BROC3,
POL7_Al a MOSTCS se v ramci fylogenetického stromu nachazeji vzdalené. Kmen N3 A4
je jedinym zéstupcem linie M13, BROC3 je jednim z kmend linie M9 a POL7 Al
a MOSTCS patii do linie M10.
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Obrazek ¢. 2: Fylogeneticky strom 43 kmend Microcoleus, u k_ter}'/ch je pfitomen gen pro
geosmin, zrekonstruovany na zakladé aminokyselinovych sekvenci pomoci analyzy
maximalni pravdépodobnosti. Usetka zobrazuje substituci na pozici. Hodnoty ultrafast
bootstrap >99 % jsou oznadeny *. A a B zobrazuji dva paralogni geny. Cervené zvyraznéné

kmeny oznacuji mozny vyskyt HGT.

V Tabulce ¢. 3 vidime 13 monofyletickych linii Microcoleus (M1-M13), rozdélenych dle
Stanojkovi¢ et al. (2024) a u nich pfitomné genové klastry pro jednotlivé sekundarni
metabolity. Po¢et kment v jednotlivych liniich se pohybuje od 1 do 81. V jedné linii ne
vSechny kmeny obsahuji geny pro dany sekundarni metabolit. Napiiklad linie M1 se sklada ze
4 kmenu a vSechny obsahuji geny pro anabaenopeptin a cyanopeptin. Naproti tomu se
naptiklad linie M9 skldda z 9 kment, avSak gen pro geosmin ma jen 8 kmend, gen pro
anabaenopeptin ma jen 7 kmend a gen pro cyanopeptin ma jen 1 kmen. V Tabulce ¢. 3 Ize
také vidét, ze nckteré linie obsahuji genové klastry pro vSechny nami vybrané metabolity
(M4), naproti tomu linie M11 a M12 obsahuji genové klastry pouze pro jeden vybrany

metabolit.
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Obrazek ¢. 3: Fylogeneticky strom rodu Microcoleus rozdéleného na 13 monofyletickych linii
(M1-M13) zrekonstruovany na zakladé aminokyselinovych sekvenci pomoci analyzy
maximalni pravdépodobnosti. Usetka zobrazuje substituci na pozici. Hodnoty ultrafast

bootstrap >99 % jsou oznaceny *.

Tabulka ¢. 3: Vyskyt geni pro jednotlivé sekundarni metabolity u rodu Microcoleus

Druh Anatoxin-a  Geosmin Cyanorﬁ)eptoli Anabaenopeptin Cyangpepti
M1 - - - 4/4 4/4
M2 - 12/12 - 8/12 2/12
M3 - - - - 2/2
M4 5/17 11/17 8/17 9/17 6/17
M5 - - 29/84 23/84 19/84
M6 - - 7/31 15/31 13/31
M7 - - 3/5 1/5 4/5
M8 - - 317 717 4[7
M9 - 8/9 - 7/9 1/9
M10 - 7/8 2/8 1/8 6/8
M1l - 4/11 - - -
M12 - - - 1/6 -
M13 - 1/1 - 11 1/1

xly — pocet kment obsahujicich geny pro dané metabolity/celkovy po¢et kmeni dané linie
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6 DISKUSE

Jednim z cild mé bakalatské prace bylo zjistit, zda jsou kromé vodnich druht sinic schopné
produkovat toxické sekundarni metabolity (zejmena anatoxin-a) i pudni druhy. V roce 2023
Bauer et al., zkoumali 34 vzorkd sinic z odebranych z Némeckych jezer. Bentické druhy sinic
byly detekovany ve 12 vzorcich a prevladaly zde Oscillatoriales a Nostocales. V téchto 34
vzorcich byly detekovdny anatoxiny, microcystiny a saxitoxiny, pficemz anatoxiny byly
detekovany nejcastéji pravé v bentickych vzorcich. Z 202 analyzovanych vzorkd narostové
sinice rodu Microcoleus se mi podafilo potvrdit schopnost produkce anatoxinu-a celkem

U 4 kmenu.

V USA v roce 2020 Conklin et al. popsali novy druh sinice rodu Microcoleus, ktery
produkoval AT X a dhAT X, zvany Microcoleus anatoxicus. Piedpokladalo se, Ze pouze tento
druh bude ATX produkovat, avSak tato prace potvrdila pfitomnost genového klastru pro AT X
a produkci ATX 1 u dalSich kmena. Tyto 4 kmeny (F8D3, F8 DI, F8 C1 a F8C3) by dle
Skoupy et al., 2024 mohly tvofit spolu s dalsimi 13 kmeny novy druh (zatim popsany jako
M4).

Nejvyss§i ndmi naméfena koncentrace anatoxinu-a pomoci LS/MSMS byla 8,19 pg-g?
anejnizsi koncentrace byla 0,64 pg-g™. Vroce 2020 Conklin et al. méfili koncentraci ATX
a dhATX u tii vzorkd sinice Microcoleus anatoxicus odebranych z feky v Severni Kalifornii,
kdy nejvyssi hodnota koncentrace ATX byla 0,66 ug-g™* a nejnizsi 0,06 ug-g? v zavislosti na
mésici (bfezen a Cervenec) u stejného kmene. Nami nejvys$si naméfena koncentrace dhATX
byla 0,34 pg-g’ a nejnizsi nejnizsi koncentrace byla 0,08 pg-g?. Conklin et al. (2020)
namé&fili nejvySsi hodnotu koncentrace dhATX v zavislosti na mésici (bfezen a Cervenec)
879,7 ug-g? a nejnizsi hodnotu koncentrace 331,2 pg-g?. Jejich vzorky produkovaly vyrazné

vice dhATX nez naSe vzorky, a naopak mnohem méné ATX ve srovnani s nagimi kmeny.

Cyanopeptoliny jsou velkou skupinou NRPs. Jejich produkce je potvrzena u kment sinic
Microcystis (Tooming-Klunderud et al., 2007), Planktothrix (Rounge et al., 2007) a Anabaena
(Rouhiainen et al., 2000). Dle nasich vysledki, by mohly mit nékteré kmeny Microcoleus

schopnost nékterou variantu cyanopeptolinti produkovat.

Anabaenopeptiny jsou bioaktivnimi NRPs produkovany napiiklad Anabaena, Microcystis,
Nostoc, Lyngbya a Planktothrix (Monteiro et al., 2021). Saeed et al. (2024) sekvenovali

genom sinice Microcoleus, jehoz izolaty pochazely z Irdku. Genomy byly analyzovany

24



pomoci AntiSMASH, stejn¢ jako v této praci, a vysledkem analyzy byla zjiSténa piitomnost

4 biosyntetickych genovych klastrt, pfi¢emz jeden z nich byl pravé pro anabaenopeptin.

Cyanopeptiny jsou zatim nejméné prozkoumanymi sekundarnimi metabolity, kterymi se tato
bakalafska prace zabyva. Konkrétné u Microcoleus zatim nebyla popsana pfitomnost
genového klastru pro cyanopeptiny. Avsak u jinych druhl byla jejich ptitomnost jiz diive
zminéna. Brito et al. (2020) studovali mimo jiné i produkty biosyntetickych genovych klastri
pomoci AntiSMASH u sinice Hyella patelloides. Vysledkem byla pfitomnost mnoho riznych
genovych klastra, véetné toho pro cyanopeptin. AvSak naptiklad McKindles et al. 2022
studovali izolaty Planktothrix agardhii a u vSech 20 analyzovanych kmena byla ptitomna
varianta genového klastru pro cyanopeptin. Mimo jiné obsahovalo 17 kment i genovy klastr

pro anabaenopeptin, ten byl vSak vysoce modifikovan a rozpadl se na 6 odlisnych variant.

V roce 2015 Wang et al. zkoumali produkci geosminu u rodu Anabaena ucrainica. Srovnanim
topologii stromii pro gen pro syntézu geosminu a pro gen 16S rDNA zjistili, Ze se
pravdépodobné geny pro syntézu geosminu nevyvijely spole¢né, ale mohlo dojit k HGT mezi
riznymi skupinami, coz naznacuji i nase vysledky. Kmeny BROC3 a N3 A4 obsahuji ob¢
varianty genu pro geosmin, pficemz jednu z nich ziskaly pravdépodobné pravé diky HGT
akmeny POL7 Al a MOSTCS5 timto zptisobem mohly ziskat jednu variantu genu pro

geosmin.
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7 ZAVER

Byla potvrzena schopnost pudni sinice rodu Microcoleus produkovat vysoce toxicky
sekundarni metabolit ATX a jeho varianty dhATX a HANTX, které mohou za ¢etnd Gmrti
zvitat po celém svété. Pivodné se myslelo, ze pouze M. anatoxicus bude produkce anatoxinu
schopny. Dale byla zjisténa pravdépodobnost produkce geosminu u 43 kment, a variant
anabaenopeptini u 76 kmenti, cyanopeptolinii u 52 kmenti a cyanopeptinii u 62 kment. Tyto
biosyntetické genové klastry zkoumané pomoci AntiSMASH by mohly byt potencidlnim

zdrojem pro nové biologicky aktivni slouc¢eniny produkované sinici Microcoleus.

Byla sledovana evoluce genu pro syntézu geosminu, pii které lze z vysledného
fylogenetického stromu teoreticky uréit, ze v minulosti do§lo k horizontalnimu genovému
transferu u 4 kment rodu Microcoleus, pficemz horizontalnim transferem ziskaly 2 kmeny
jednu variantu genu pro geosmin a ziskaly tim tedy schopnost jej produkovat a 2 kmeny

ziskaly horizontalnim transferem druhou variantu genu pro geosmin.

Poslednim krokem bylo zjisténi, které monofyletické linie sinice rodu Microcoleus dle
Skoupy et al. (2022) obsahuji vybrané geny pro sekundarni metabolity. Kmeny monofyletické
linie M4 obsahuji geny pro vSechny nami zkoumané metabolity, a jako jediné obsahuji gen

prave pro AT X. Naproti tomu kmen linie M13 obsahuje pouze geny pro anabaenopeptin.
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9 PRILOHY

Tabulka 1: Seznam analyzovanych kment, jejich ¢islo, vyskyt ve svéte a nalezisté

Kmen Databazové ¢islo Zemé puvodu Habitat
A003_D6 JAUBWAO000000000 Antarktida puda
A006_D1 JAUBVZ000000000 Antarktida mech
A2_C2 JAUBVY000000000 Antarktida mech
A2 C3 JAUBYVX000000000 Antarktida mech
A2_C5 JAUBVWO000000000 Antarktida mech
A2 D2 JAUBYVV000000000 Antarktida mech
A2 _D3 JAUBVU000000000 Antarktida mech
A2 D5 JAUBVT000000000 Antarktida mech
A6_C5 JAUBYVS000000000 Antarktida mech
A6_C6 JAUBYVR000000000 Antarktida mech
A6_D1 JAUBVQ000000000 Antarktida mech
A6_D4 JAUBVP000000000 Antarktida mech
AR_TQ3_B6 JAUBVJ000000000 Arizona (USA) puda
ARI1_Al JAUBVO000000000 Arizona (USA) puda
ARI1_A2 JAUPTI1000000000 Arizona (USA) puda
ARI1_A3 JAUBVN000000000 Arizona (USA) puda
ARI1_A4 JAUBVMO000000000 Arizona (USA) puda
ARI1_A5 JAUBVL000000000 Arizona (USA) pada
ARI1_B5 JAUBVK000000000 Arizona (USA) puda
AT10_A2 JAUBVI000000000 Recko puda
AT10_D2 JAUPTH000000000 Recko puda
AT13_A5 JAUBVH000000000 Recko puda
AT13A6 JAUBVG000000000 Recko puda
AT3_A2 JAUBVF000000000 Recko puda
AT3 D2 JAUBVE000000000 Recko pada
AT8_A3 JAUBVD000000000 Recko puda
AT8_A4 JAUBVC000000000 Recko puda
AT8 Bl JAUBVB000000000 Recko puda
AT8 B2 JAUBVA000000000 Recko piida
AT8 B4 JAUBUZ000000000 Recko puda




AT8_B5 JAUBUY000000000 Recko puda
AT8_B6 JAUBUX000000000 Recko puda
AT9_A2 JAUBUWO000000000 Recko puda
AT9 A5 JAUBUV000000000 Recko piida
AT9 B4 JAUBUU000000000 Recko piida
AT9 B5 JAUBUTO000000000 Recko puda
AT9b_C2 JAUBUS000000000 Recko puda
AT9b_C3 JAUBURO000000000 Recko puda
AT9b C4 JAUBUQO00000000 Recko puda
AT9b_C5 JAUBUP000000000 Recko puda
Aus8_D1 JAUBUOO000000000 Austrélie puda
Aus8_D?2 JAUBUNO00000000 Australie puda
Aus8_D3 JAUBUMO000000000 Australie puda
Aus8_D4 JAUBULO000000000 Australie puda
B13 B4 JAUBUKO000000000 Ceska republika louze
B13_B6 JAUBUJ000000000 Ceska republika louze
B3_A4 JAUBUIO000000000 Ceska republika louze
B3_C5 JAUBUHO000000000 Ceska republika louze
B3_D2 JAUBUGO000000000 Ceska republika louze
B3_D3 JAUBUF000000000 Ceska republika louze
B3 _D7* JAUBUEO00000000 Ceska republika louze
B4 C1 JAUBUC000000000 Ceska republika louze
B4_C2 JAUBUB000000000 Ceska republika louze
B4 C3 JAUBUAO000000000 Ceska republika louze
B4 _C5 JAUBTZ000000000 Ceska republika louze
B4 D4 JAUBT X000000000 Ceska republika puda
B4b_D2 JAUBUDO000000000 Ceska republika louze
B4-D1 JAUBTY000000000 Ceska republika louze
B5_C4 JAUBTWO000000000 Ceska republika louze
B5_D4 JAUBTYV000000000 Ceska republika louze
B6_Al JAUBTUO000000000 Ceska republika louze
B7_D4 JAUBTTO000000000 Ceska republika louze
B9 D4 JAUBTS000000000 Ceska republika louze
BRO_C5 JAUBTRO000000000 Ceska republika louze



BRO_C3 JAUBTQO000000000 Ceska republika puda
C2_C3 JAUBTG000000000 Ceska republika puda
C2_C6 JAUBTP000000000 Ceska republika puda
C2_D2 JAUBTO000000000 Ceska republika puda
CzZ3 B2 JAUBTNO00000000 Ceska republika puda
CZ3 B4 JAUBTMO000000000 Ceska republika puda
D2 _18a B4 JAUBTL000000000 Svédsko louze
D2_18a D3 JAUBTKO000000000 Svédsko louze
D2_B6 JAUBTJ000000000 Ceska republika louze
D3 18 C1 JAUBTHO000000000 Svédsko louze
D3_18 C4 JAUBTF000000000 Svédsko louze
D3_18a_C4 JAUBTI000000000 Svédsko louze
D3_18C2 JAUBTG000000000 Svédsko louze
D3_18cC1 JAUBTEO000000000 Svédsko louze
F10_Al JAUBTDO000000000 Florida (USA) puda
F10_A2 JAUBTC000000000 Florida (USA) puda
F10_B2 JAUBTB000000000 Florida (USA) puda
F10_B4 JAUBTAO000000000 Florida (USA) puda
F10_B5 JAUBDY000000000 Florida (USA) puda
F10_B6 JAUBSZ000000000 Florida (USA) puda
F10_C6 JAUBSY000000000 Florida (USA) pada
F10 D1 JAUBTF000000000 Florida (USA) puda
F4_D5 JAUBSX000000000 Florida (USA) puda
F6_B3 JAUBSWO000000000 Florida (USA) puda
F6_B4 JAUBSV000000000 Florida (USA) puda
F6_B5 JAUBSU000000000 Florida (USA) puda
F6_B6 JAUBST000000000 Florida (USA) puda
F6_C1 JAUBSS000000000 Florida (USA) puda
F6_C2 JAUBSR000000000 Florida (USA) puda
F8_A4 JAUBSQO000000000 Florida (USA) puda
F8_C1 JAUBSP000000000 Florida (USA) puda
F8_C2 JAUBSO000000000 Florida (USA) puda
F8_C3 JAUBSNO000000000 Florida (USA) puda
F8_C4 JAUBSMO000000000 Florida (USA) puda



F8_C5 JAUBSL000000000 Florida (USA) puda
F8_D1 JAUBSKO000000000 Florida (USA) puda
F8_D2 JAUBSJ000000000 Florida (USA) puda
F8_D3 JAUBSI000000000 Florida (USA) puda
K1 B1 JAUBSHO000000000 Ceska republika puada
K1_B6 JAUBSG000000000 Ceska republika puda
K4_B3 JAUBSF000000000 Ceska republika puda
K4 _C2 JAUBSE000000000 Ceska republika puda
K5_D4 JAUBSD000000000 Ceska republika pida
LAD1 D1 JAUBSC000000000 Ladakh (India) puda
LAD1 D3 JAUBSB000000000 Ladakh (India) puda
LAD1_D5 JAUBSA000000000 Ladakh (India) puda
M2_A5 JAUBRZ000000000 Mauricius louze
M2_B4 JAUBRY000000000 Mauricius louze
M2_B5 JAUBRX000000000 Mauricius louze
M2_C2 JAUBRWO000000000 Mauricius louze
M2_C4 JAUBRYV000000000 Mauricius louze
M2_C5 JAUBRUO000000000 Mauricius louze
M2_C6 JAUBRT000000000 Mauricius louze
M2 D1 JAUBRS000000000 Mauricius louze
M2_D2 JAUBRR000000000 Mauricius louze
M2 D4 JAUBRQO000000000 Mauricius louze
M2_D5 JAUBRP000000000 Mauricius louze
MON1_C1 JAUBRO000000000 Montana (USA) puda
MON1_C5 JAUBRNO000000000 Montana (USA) puda
MON1_D5 JAUBRMO000000000 Montana (USA) puda
MONZ2_D6 JAUBRL000000000 Montana (USA) puda
MOST_C5 JAUBRKO000000000 Ceska republika louze
N3_A4 JAUBRJ000000000 Norsko puda
N9_Al JAUBRI000000000 Norsko louze
N9_A2 JAUBRH000000000 Norsko louze
N9_A3 JAUBRG000000000 Norsko louze
N9 A4 JAUBRF000000000 Norsko louze
N9 B1 JAUBRE000000000 Norsko louze




N9 B2 JAUBRDO000000000 Norsko louze
N9 B4 JAUBRC000000000 Norsko louze
Poll_B3 JAUBQG000000000 Polsko puda
POL1_C1 JAUBQF000000000 Polsko puada
Poll_C5 JAUBQEO000000000 Polsko puda
Pol10_C6 JAUBRBO000000000 Polsko puda
Pol10_D4 JAUBRAO000000000 Polsko puda
Pol10_D6 JAUBQZ000000000 Polsko puda
Polll C1 JAUBQY000000000 Polsko puada
Pol11C2 JAUBQX000000000 Polsko puda
Pol11C3 JAUBQWO000000000 Ceska republika puda
Pol12_A4 JAUBQV000000000 Polsko puda
Pol12_A5 JAUBQUO000000000 Polsko puda
Pol12_A6 JAUBQT000000000 Polsko puda
Pol12_B3 JAUBQS000000000 Polsko puda
Poll12_B4 JAUBQR000000000 Polsko puda
Pol12_B5 JAUBQQO000000000 Polsko puda
Pol14_C2 JAUBQP000000000 Polsko puda
Poll4_C4 JAUBQO000000000 Polsko puda
Poll4_C6 JAUBQNO000000000 Polsko puda
Poll4 D4 JAUBQMO000000000 Polsko pada
Pol14_D5 JAUBQLO000000000 Polsko puda
Pol14_D6 JAUBQKO000000000 Polsko puda
POL17_C1 JAUBQJ000000000 Polsko puda
Poll7_C2 JAUBQI000000000 Polsko puda
Poll7_C6 JAUBQHO000000000 Polsko puda
POL7_Al JAUBQDO000000000 Ceska republika louze
POL7_B1 JAUBQCO000000000 Polsko puda
POL7_B2 JAUBQB000000000 Polsko puda
Pol8_C1 JAUBQAO000000000 Polsko puda
Pol8_C2 JAUBPZ000000000 Polsko puda
Pol8_C6 JAUBPY000000000 Polsko puda
Pol8 D1 JAUBPX000000000 Polsko puda
Pol8_D6 JAUBPWO000000000 Polsko puda




S1 D4 JAUBPP000000000 Svédsko puda
S11 D4 JAUBPV000000000 Svédsko puda
S13 B4 JAUBPUO00000000 Svédsko puda
S13_C3 JAUBPT000000000 Svédsko puda
S13_C4 JAUBPS000000000 Svédsko pida
S13_C5 JAUBPR000000000 Svédsko puda
S13 D1 JAUBPQO000000000 Svédsko puda
S28_C3 JAUBPO000000000 Svédsko louze
S36a_B3 JAUBPNO000000000 Svédsko puda
S36a_D1 JAUBPMO000000000 Svédsko puda
S36a_D3 JAUBPL000000000 Svédsko puda
S36b_A2 JAUBPKO000000000 Svédsko puda
S36b_A3 JAUBPJO00000000 Svédsko puda
S36b_A4 JAUBPI000000000 Svédsko puda
S36b_B5 JAUBPH000000000 Svédsko puda
S36bC1 JAUBPG000000000 Svédsko puda
SVA1l_Al JAUBPF000000000 Spicberky puda
SVAl_A4 JAUBPEO00000000 Spicberky puda
SVAl _B1 JAUBPDO000000000 Spicberky puda
SVAl B3 JAUBPC000000000 Spicberky pida
SVAl B4 JAUBPB000000000 Svédsko pida
SVAl B6 JAUBPA000000000 Spicberky pida
T2_B6 JAUBOZ000000000 Ceska republika louze
T3_A4d JAUBOY000000000 Ceska republika louze
T3 _B1 JAUBOX000000000 Ceska republika louze
T3 B2 JAUBOWO000000000 Ceska republika louze
T3 D1 JAUBOYV000000000 Ceska republika louze
wl_18aA5 JAUPTEO000000000 Svédsko puda
w2_18aC4 JAUBOUO000000000 Svédsko puda
w2_18aC6 JAUBOTO000000000 Svédsko puda
w2_18bC1 JAUBOS000000000 Svédsko puda
Z1 Al JAUBORO000000000 Chorvatsko louze
Z1 B2 JAUBOQO000000000 Chorvatsko louze
Z1 B5 JAUBOP000000000 Chorvatsko louze



Z1 C3 JAUBOO000000000 Chorvatsko louze

Z1 C4 JAUBONO00000000 Chorvatsko louze
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