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SOUHRN

Viry jsou podstatnou a vSudypfitomnou soucasti vodniho prostiedi, ve kterém
se ucastni mnoha dulezitych dé€ji. Koncentrace virovych Castic nalezenych ve vod¢ je velmi
vysoka v moiskych i sladkovodnich ekosystémech. Jejich pravdépodobné nejvyznamnéjsSimi
hostiteli jsou fasy a sinice. Jelikoz jsou tito primarni producenti ekologicky vyznamné
organismy, jejich virové infekce se projevuji globalné. Viry snizuji primarni produkci,
¢imz dochazi k pfesmérovani tokuzivin a tim ke zménam v potravnich fetézcichi kolobézich
organickych latek. Intenzivné je zkouména virova aktivita pfi vyskytu sinicovych vodnich
kvéth v fekach, jezerech, rybnicich a vegetatniho zakalu zplGsobeného pfevazné fasami
Vv motich. ZvySeny pocet viri ve vodnich kvétech a vegetatnim zékalu byl mnohokrat
dokazan a jejich zanik je s viry ¢asto spojovan. Narustajici zajem o viry ve vodnim prostiedi
napovida, ze se jedna o dilezité biologické agens, které ovliviiuji ekologicky vyznamné déje
i hostitele samotné.

V bakalaiské pracibyla piitomnost viri detekovana ve vzorcich obsahujici sinice
a fasy ptvodem z Ceské Republiky a Spojenych stati americkych. Byla vyuzita nested PCR
s primery AVS 1, AVS2 a POL. Sekvence pozitivnich vzorkt byly porovnany s dostupnymi
sekvencemi v databazi GenBank. Ve vzorcich z vodniho prostfedi byl potvrzen vyskyt dvou

virt. Ukézalo se, ze pouzité primery jsou nespecifické, protoze amplifikuji i nevirovou DNA.



SUMMARY

Viruses are ubiquitous and essential part of the aquatic environment where they
are involved in many important processes. The concentration of viral particles found in water
is very high in marine and freshwater ecosystems. Their probably the most important hosts
are algae and cyanobacteria. Since these major producers are ecologically important
organisms, their viral infections manifest themselves globally. Viruses reduce primary
production, thereby redirecting the flow of nutrients and thus it leads to change in food webs
and cycling of organic substances. Viral activity in the presence of cyanobacterial blooms
in rivers, lakes, ponds and harmful algal blooms caused mainly by algea in the oceans
is investigated intensively. Increased number of viruses in water blooms was provided many
times and its demise is often associated with viruses. Growing interest in viruses in the
aquatic environment suggests that they are important biological agents that affect
environmentally important processes as well as their hosts.

In this thesis the viruses were detected in samples containing cyanobacteria and algae
originally from the Czech Republic and the United States. Nested PCR with primers AVS1,
AVS2 and POL was used. Sequences of positive samples were compared with sequences
avaible in the GenBank database. Two viruses were found and it was confirmed that the used

primers are non-specific because they amplify also non-viral DNA.
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1 Uvod

V poslednich 30 letech byl zvySen zajem o viry vyskytujici se ve vodnim prostiedi,
jelikoz se ukazuje, ze vyrazné ovliviiuji ekosystémy slanych i sladkych vod. Vyznamné jsou
pfedev§im viry tfas a sinic. Negativni dopad virina vodni ekosystémy spoc¢ivd hlavné
v usmrcovani bakterii a fytoplanktonu, coz vede ke zménam slozeni v jejich spoleenstvech
a nasledn¢ k naruSeni potravnich fetézct i kolobéhu organickych latek. Bylo zjisténo, ze viry
vyskytujici se ve vodnim prostiedi, jsou schopny ovliviiovat své hostitelské populace
arozsifovat jejich genovou diverzitu pomoci horizontalniho pfenosu gent. VétSina studii
se soustfedi na moiské a oceanské vody, avSak malo informaci je zatim dostupnych
0 viromech sladkovodnich ekosystému.

Tato bakalafska prace se zabyva problematikou virii napadajicich fasy a sinice slanych
i sladkych vod. Cilem prace bylo podat podrobnéjsi poznatky o téchto virech s dirazem

na jejich vyskyt ve sladkych vodach.



2 Cil prace

Cilem této bakalarské prace bylo vypracovat literarni reSerSi na téma viry fas a sinic
se zamé&fenim na sladkovodni ekosystémy. V praktické ¢asti bylo ukolem detekovat viry sinic
a fas ve vzorcich sladkych vod z tzemi Ceské Republiky a Spojenych statti americkych.
Zamérem bylo optimalizovatmetodu vhodnou k izolaci virti ze vzorkd osahujici fasy a sinice,

prokazat jejich piitomnost s vyuzitim PCR reakce a pomoci sekvencovani ur¢it jejich identitu.



3 Literarni prehled

3.1 Viry ve vodnim prostiedi

Voda je nezbytnou podminkou zivota na Zemi, jejiz povrch pokryva ze 71 %.
Vodni prostiedi je bohaté na nejriizn€jsSi makro i1 mikroorganismy a jejich pfirozené
parazity - viry. Viry ve vodnim prostiedi, stejn¢ jako ostatni viry, maji riznou morfologickou
stavbu a ve svém genomu obsahuji jednovlaknovou ¢i dvouvlaknovou DNA nebo RNA.
Vykazuji rizné zivotni strategie, které jsou zavislé na vnitrobunéénych mechanismech
v hostiteli a mohou infikovat ¢leny tfi domén bunééného zivota: Bacteria, Archaea a Eukarya
(Sime - Ngando, 2014).

3.1.1 Objev viru ias a sinic

Prvni dilkkaz, Ze viry mohou napadat primarni producenty ve vodnim prostiedi,
byl podan v praci Safferman et Morris (1963), kteti izolovali podovirus LPP-1 napadajici
vlaknité sinice rodu Lyngbya, Plectonema a Phormidium z Cistirny odpadnich vod v Indian¢,
USA. V nésledujicich letech byla skupina virdi LPP-1 nalezena na mnoha sladkovodnich
stanovistich a byli izolovani a popsani dalsi cyanofagové, naptiklad myovirus AS-1 infikujici
jednobunééné fasy Anacystis a Synechococcus, a siphovirus S-1 napadajici Synechococcus
(Baker et al., 2006). Pozdg&ji byly objeveny i Vviry slakovodnich fas, které byly popsany
v n€kolika publikacich. Mezi prvnimi Lee (1971) izoloval a popsal polyhedrické ¢astice velké
50 az 60 nm z Cervené fasy Sirodotia tenuissima. Pickett-Heaps (1972) podal zpravu o nalezu
polyhedrické castice s primérem 240 nm izolované ze zelené fasy Oedogonium sp.
Nasledoval objev prvniho viru infikujiciho mofskou fasu, ktery izolovali Toth et Wilc (1972)
charakterizovani skupiny virh napadajicich sladkovodni, jednobunéfnouzelenou fasu
Chlorella (Meints et al., 1981). Do sou¢asné doby byly viry izolovany z riznych sinic
a minimalné 44 taxont eukaryotickych fas (Van Etten et al., 1991). Studie spomoci
genetickych markerd a viralniho genu pro DNA polymerazu ukézaly, ze viry fas a sinic jSou

riznorodé a ve vodnim prostiedi vSudyptitomné (Wilson et al., 2009).

10



3.1.2 Vyskyt virt ve vodnim prostredi

Vyskyt virt ve vodnim prostfedi je pfedmétem mnoha studii, které se snazi zjistit
presny pocet virovych ¢astic, jejich biologickou variabilitu a genetickou diverzitu. Viry jsou
bézné povazovany za nejpocetnéjsi biologickou slozku slanych i sladkych vod. Mezi prvnimi
Chen et Suttle (1995) uvedli, Ze obsah virovych ¢astic ve vodé se pohybuje vV rozmezi
10%az 10® ml. Podle prace Fuhrman (1999) litr moiské vody obsahuje zhruba deset miliard
castic.

Koncentrace virt je vyss$i ve sladkych vodach nez ve slanych (Maranger et Bird, 1995)
a obecné stoupa s produktivitou vodniho ekosystému.Weinbauer (2004) uvadi, ze ve slanych
oblastech (10°%-10” mIY) a v usti fek ¢i nékterych velmi produktivnich jezerech miize byt jejich
koncentrace az 10® ml™. Pocet viri ve vodnim prostiedi sezda byt nezavisly na salinité
(Wilhelm et Matteson, 2008), ale je pravdépodobné ovlivnén nékterymi biotickymi faktory,
jako je koncentrace chlorofylu a, obsah biomasy primarnich a sekundarnich producenti
nebo zastoupeni bakterii ve vodé (Alonso et al., 2001; Cochlan et al., 1993, Leff et al., 1999).
Nejvyssi obsah viri ve vodnim prostiedi (9,6 x 108ml™?) byl naméfen ve vodnich kvétech
(Chen et al., 2001). Bylo zjisténo, Ze sezonni vlivy, specielné v jezerech, mnohem vice
ovliviiuji pocet viri ve sladkych vodach nez v motskych (Wilhelm et Matteson, 2008).
Napftiklad v hornim toku feky (Little River) a uméle vytvoieném jezete (Fort Loudon Lake)
v Tennessee, USA, byly pozorovany Sezonni zmény ve vyskytu vird v prubéhu roku 2003.
V obou ptipadech, byla hustota virti vysoka v priubéhu jara a poklesla v chladngjSich mésicich

(Wilhelm et Mateson, 2008).

3.1.3 Vliv viri na hostitelska spolecenstva a jejich genovou diverzitu

Viry kontroluji bakterialni produkci a fytoplankton, ¢imz ovliviji slozeni
spoleCenstev bakterii i primarnich producenti (Berg et al., 1989; Suttle, 1994). Napiiklad lyze
sinic ve vodnim kvé&tu eutrofickych vod vede ke sniZeni biomasy napadenych sinic a je rovnéz
doprovazena zménou ve sloZeni spoleCenstev sinic 1 chemotrofnich bakterii
(Tijdens et al., 2008). Viry jsou tak v jedine¢né pozici, kdy mohou pozménovat vzajemny
pomér riuznych druhi nebo kment v hostitelskych spolecenstvech. Zpusobena infekce
je zavisla na hustoté populace a je taky druhové specificka. Viry difunduji nahodné z hostitele
na hostitele, proto malo zastoupeni hostitelé jsou infikovani viry méné Castonez ti b€zné
se vyskytujici. Ztoho vyplyva, ze pokud je konkrétni druh nebo kmen tvofen hustéjsi

populaci, je vice nachylny k virové infekci (Furman, 1999).
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Kromé zmén ve slozeni hostitelskych spolecenstev jsou viry odpovédné za zvySovani
genové diverzity hostitell. Vzhledem Kk pfitomnosti fagy-kodovanych biologickych funkci
a vyskytu rekombinaci mezi fagy a hostitelskymi geny se predpoklada, ze pfispivaji
i kK vyvojimikrobialnich druhti ve vodnich ekosystémech (Sime-Ngando, 2014). Obecné jsou
viry povazovany za nejveétsi rezervoar genetické diverzity na svété (Suttle, 2005). Existuji
dikazy, ze fag z jednoho prostiedi muze GspéSné napadnout a replikovat se v moiskych
mikroorganismech pochazejicich z riznych prostiedi (Sano et al.,, 2004). Tyto vysledky
podporuji hypotézu, ze se viry pohybuji v celém svét€¢ a piispivaji tak k celosvétovému
genofondu. Viry ve vodnim prostfedimohou ovliviiovatgenovou diverzitu a evoluci svych
hostitelli tim, Zze se ucastni horizontalniho pfenosu genli, pii némz dochazi k vyméné
genetické informace mezi dvéma neptibuznymi organismy.

Horizontalni pfenos gent, kterého se ucastni viry, se oznacuje jako transdukce
(Sime-Ngando, 2014). Podle Rohwer et Thurber (2009) je mozné, ze vice nez 10%* genii
ve svétovych oceanech je pienaseno transdukci z virti do hostitelti kazdy rok. Vétsina studii
zabyvajicich se touto problematikou vyzdvihuje pouze negativni dopad viru, kdy se méni
fyziologie jejich hostiteld. Nicméné virova infekce muZe rozsitit metabolismus, imunitu,
distribuci a evoluci virovych hostitelt v neocekdvanych a potencidlné pozitivnich smérech.
Bylo zjisténo, ze viry ve svém genomu mohou obsahovat i nékteré geny ze svych hostitelt.
rodu Synechococcus a Prochlorococcus, které jsou puvodem z fagh (Rohwer et Thurber,
2009). Dalsim zpisobem pienosu genetické informace zprostiedkovanym viry je uvolnéna
DNA lyzovanych bun¢k, ktera miize byt zakomponovana do jiného organismu piirozenou
transformaci (Fuhrman, 1999). Ve volné piirodé¢ mlze tedy pienos genli pomoci vird

predstavovat dulezity evoluéni mechanismus (Sime-Ngando, 2014).

3.1.4 VIliv viri na vodni ekosystémy

Vétsina virtt ve vodnim prostiedi napada mikroorganismy, jako jsou bakterie a archea
(Weitz et Wilhelm, 2012). Takovymto virim Se V poslednich letech vénuje nejvétsi pozornost,
jelikoz se ukazuje, Ze viry skrz své mikrobidlni hostitele ovliviiuji globalni kolob&h uhliku
a zivin. Umrtnost mikrobti vyvolana viry ma piimy vliv na funkci ekosystému. Lyze bungk
zpusobuje uvolnovani organického uhliku a dalSich zivin zpét do okolniho prostiedi.
Toto pfesmérovani je zndmo jako ,viral shunt“ a oznacuje stav, kdy bun&tny material
uvolnény jako castice nebo rozpusStény organicky materidl neni vyuzivan organismy

na vyssich trofickych trovnich (napt. plankton a ryby), ale je primarné vyuzit heterotrofnimi
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bakteriemi (Weitz et Wilhelm, 2012). Cely proces vede k recyklaci zivin v mikrobialnich
smyckach ataké ovliviluje slozeni heterotrofickych  bakteridlnich  spolecenstev
(Tijdens et al., 2008). Lyze organismi auvoliiovani jejich obsahu do vody ma dalsi
potencialni geochemické uUcinky diky fyzikalnim a chemickym vlastnostem téchto Castic
(Furman, 1999). Ve vétsin¢ sladkovodnich ekosystému je limitujicim faktorem rychlosti
fotosyntetické fixace uhliku fosfor. V anorganické formé je fosfor dostupny pro vétSinu
primarnich producentii a heterotrofii v pelagické vrstvé. Nicméné pokud je tento element
uvoliiovan z mrtvych bunék virovou 1yzi, jeho vétSina je vazana v organickych komplexech,
které vyzaduji pfitomnost enzyml (napi. alkalické fosfytazy) ktomu, aby byl prvek
re-asimilovan (Wilhelm et Matteson, 2008).

Viry vyznamné ovliviluji dominantni primarni producenty fasy a sinice, ktefi jsou
povazovani za zéklad vétSiny vodnich potravnich fetézcil, podporuji rybatstvi po celém svéte,
pomoci fotosyntézy uvolnuji kyslik do atmosféry a vytvaii ozoénovou vrstvu
(Gachon et al., 2010). Potencialni vliv virt na vodni primarni producenty vyplyva
Z pozorovani interakci mezi virem a hostitelem (Bratbak et al., 1993). Bylo zjisténo, Ze
motska voda obohacena o20% koncentrat nativnich vird vede k redukci fytoplanktonové
biomasy o 50 % a snizeni primarni produkce az o 78 % (Suttle et al., 1990). Piesto je zanik

fytoplanktonu zasluhou vird zkouman méné nez zanik bakterii (Gachon et al., 2010).

3.1.5 Rezistence K virové infekci

Hostitelé a patogeny pfetrvavaji v zivotnim prostfedi pfedev§im diky molekuldrnim
zavodlim ve zbrojeni, pficemZ viry mohou mit rizny vliv na své hostitele, od posileni
hostitelského fitness po smrt. Rezistence k virové infekci spoc¢iva v mutacich strukturnich
receptort, snizeni jejich po¢tu nebo ve ztratach receptorovych mist (Sime-Ngando, 2014).
Virové receptory na bunécném povrchu jsou komplexni rodiny proteind, sacharidii nebo
lipidt, které slouzi pro normalni fyziologické funkce bunék a jsou vyuzity viry k jejich
adsorbci. Existuje tzv. ,,Cheshire cat”“ strategie, kdy rezistentni haploidni faze fasy
Emiliana huxleyi nekalcifikuje a je proto ,,neviditelna“ pro viry, narozdil od diploidni faze
(Frada et al., 2008). Podobné jsou chranény fasy patiici mezi prymnesiophyta Phaeocystis
pouchetii, které jsou rezistentni k viriim, jelikoz jsou obklopeny vnéj$im plastém, narozdil od
jednotlivych bun€k (Brussaard et al., 2007).

U bakterii, sinic a archei je znamo, Ze ptredchédzeji virové replikaci ziskdvanim
LHimunitniho* systému slozeného z kratkych fragmentt cizi nukleové kyseliny rozmisténych

do  kratkych ~ vmezefenych  palindromatickych  repetici ~ (CRISPRS) v jejich

13



genomu.CRISPRs spacery maji homologii s mobilnimi genetickymi elementy, jako jsou
bakteriofagy ¢i plazmidy a zajist'uji rezistenci k virové infekci (Horvath et Barrangou, 2010;
Thomas et al., 2011). Celkov¢ lze fici, ze viry nuti hostitelska spoleenstva K rezistenci,
kde vysledkem je koexistence vnimavych a rezistentnich hostitelskych bunék zajisténa

kompromisem mezi konkurenceschopnosti a mortalitou (Sime-Ngando, 2014).

3.1.6 Viry ve slanych vodach

V moiskych vodach jsou viry soucasti virioplanktonu, coz je dynamicka slozka
planktonu, u které se rychle méni pocet Castic v zavislosti na geografické poloze a prostredi.
Ptredpoklada se, ze virioplanktonova spolecenstva obsahuji hlavné bakteriofagy a viry tas
(Wommack et Colwell, 2000). Z toho vyplyva, ze virova infekce vyznamné ovlivitujemoisky
fytoplankton slozeny pifevazné z fas a sinic. Nadmérna eutrofizace slanych vod muze vést
k pfemnozeni fytoplanktonu, které je spojeno se zhorSenim kvality vody, toxicitou nebo
uhynem organismtii. Tento nezadouci jev by mohl byt kontrolovan pomoci specifickych
moiskych virt, které napadaji fytoplankton. Rasa Heterosigma akashiwo rostouci
V pobteznich vodach subarktického a mirného pasu na severni i jizni polokouli ¢asto vytvari
vegetaCni zakal tzv. ,rudy prilive. Jeji pfemnozeni, ackoliv neni nebezpecné pro cloveka,
vede vSak Kk thynu ryb véetné lososa a prazmy V jejich chovech a tim k ekonomickym
ztratam. Nagasaki et al. (1999) v laboratornich podminkach uspésné pouzili klon
Heterosigma akashiwovirus (HaVO01l) kusmrceni ¢ty fas motského fytoplanktonu
(H. akashiwo H93616, Chattonella antiqua, Heterocapsa triquetra, Ditylum brightwellii).
Pii vyuziti HaVO1 na pfirodni vzorky byla pozorovana pouze mald inhibice ristu fas, jejimz
pravdépodobnym vysvétlenim byla pfitomnost rezistentnich bunck, kterd by mohla byt
vyfeSena pripravou dalSich virovych klont. | kdyz je HaV mozné mikrobidlni ¢inidlo,
pokud uvazujeme naklady a bezpecnost, ucinky riznych HaV klont na pfirodni populace
H. akashiwo musi byt posouzeny podrobnéji, nez bude tento virus pouzit k odstranéni
,rudého prilivu“. Dalsi motskou fasou, jejiz pfemnozeni ma ekologické nasledky je Emiliana
huxleyi, patiici mezi Prymnesiophyceae. Tyto fasy tvofici schranky ze Supinek kalcitu jsou
schopné ovlivnit globalni teplotu diky zvySovani Zemského albeda, coz je mira odrazlivosti
povrchu. U Cerstvého snéhu je albedo az 90%, zatimco u oceanu je nizké. Zvyseni odrazu
paprskli v oblasti ocednii ma za nésledek sniZeni jeho teploty, navic zvySend produkce
schranek z Kkalcitu (CaCOz) a jejich nasledné usazovani na dné oceanti vede ke zménam
Vv kolob&éhu uhliku. E. huxleyi zplsobuje masivni vegetacni zakal na moftich, jez je diky

odrazu svétla ze schranek viditelny i ze satelitu. Tento zakal obcas rapidné zmizi,
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coz je davano do spojeni svirovou infekci, ktera se muze na umrtich podilet az 100 %
(Bratbak et al., 1993).

Brum et al. (2013) se ve své praci zabyvali viry a jejich rozsifenim v ramci svétovych
mofi a oceanil (Stfedozemni moie, Rudé mote, Arabské mote, Indicky ocean, Atlanticky
ocean, Pacificky ocean). Zjistili, ze morfologické vlastnosti virt se neméni v souladu
s hloubkou ani lokalitou odbéru vzorku, ale méni se v zavislosti na teplote, salinité vody
a koncentraci kysliku. Viry bez bicika, které se upozorovanych vzorkti nachézely
Vv zastoupeni 51 az 92 %, byly pocetnéjsi. To je v rozporu s diivéjsimi studiemi, které tvrdily,
ze vétSinové zastoupeni maji viry s bic¢ikem (Ackermann, 2007; Wommack et Colwell, 2000).
Spolecné tyto vysledky dokumentuji globalni charakteristiku moiskych virl, jejichz
variabilita je vysvétlena spiSe podminkami prostiedi nez geografickou oblasti vyskytu

a napovidaji, ze viry bez bi¢iku reprezentuji ekologicky dilezity cil.

3.1.7 Viry ve sladkych vodach

Bylo zjisténo, ze viry se vyskytuji v riznych sladkovodnich prostiedich, zahrnujici
feky (Farnell-Jackson et Ward, 2003), oligotrofni jezera (Klut et Stockner, 1990), mezotrofni
jezera (Hennes et Simon, 1995), eutrofni jezera (Fischer et Velimirov, 2002) a dalsi.
Stejné jako viry v moiskych vodach se i viry ve sladkych vodach seskupuji ve virioplanktonu.
Wilhelm et Matteson (2008) tvrdi, Ze tyto viry maji stejny globalni vyznam jako ty motské.
Sladkovodnim virim bylo zatim vénovdno méné pozornostinez viram ve slanych vodach,
nicméné oblasti jejich vyzkumu jsou velmi podobné. Je zkoumana jejich koncentrace ve vodé,
diverzita a jejich vliv na ekosystétm Sdirazem na viry infikujici fytoplankton
(Maranger et Bird, 1995).

Van Etten et al. (1985) dokazali, ze viry fas jsou zastoupeny ve sladkovodnich
ekosystémech ve vysoké koncentraci. Viry infikujici Chlorella-like tasy byly detekovany
ve 37 % sladkovodnich vzorkli. Vzorky vody byly odebirdny po osm mésicli zhruba kazdy
mésic, coz ukazalo kolisani obsahu virovych castic v ¢ase. Leff et al. (1999) studovali
zastoupeni virti V podzemnich vodach Erijského jezera (USA). Zajimavym zjisténim bylo,
7e koncentrace vird byla o dva fady nizsi (1,05 x 10® mIt) nez ve vétsing sladkych vod
(1,1 x 108 mI%), ale byla podobna koncentraci virti ve vétsiné moiskych vod (1,05 x 10" ml).

Geneticka diverzita sladkovodnich vird z celedi Phycodnaviridae byla zkoumana
v praci Short et Short (2008) pomoci PCR a analyzou sekvenci. Ze vzorka ziskanych z feky,
dvou nadrzi (Colorado, USA) a dvou raznych jezer (Ontario, Kanada) bylo ziskano mnozstvi

sekvenci, které byly analyzovany. Bylo zjiSténo, Ze geneticka variabilita vird se 1i§i mezi
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vzorky odebranymi z riznych mist a mezi vzorky odebranymi ze stejnych lokalit v jiny Cas.
Fylogeneticka analyza ukézala, ze ziskané sekvence byly vice podobné sekvencim moiskych
phycodnavirt, které patii do rodu Prasinovirus, nez sladkovodnim phycodnaviram
patticimdo rodu Chlorovirus. Celkové sekvence izolovanych phycodnaviri z této studie
nebyly odlisné od téch ziskanych z motskych phycodnaviri. Baker et al. (2006) vyuzili PCR
na detekci sladkovodnich cyanofagh infikujicich fasy Anabaena a Nostoc. Pouziti
jiz existujicich primert (CPS1/2, CPS1/8, g20D2/CPS2), které¢ byly navrzeny pro detekci
motskych cyanofagu nebylo uspé$né. Proto byly navrzeny nové primery MCPF5 a MCPR5
amplifikujici oblast genu kodujiciho kapsidovy protein (Major Capsid Protein - MCP)
specifické pro sladkovodni cyanofiagy Ze studie vyplyva, ze sladkovodni cyanomyoviry
napadajici vlaknité sinice jsou velmi odliSné od moiskych cyanomyovirli, které infikuji
jednobunééné sinice a ze MCP gen je u skupiny sladkovodni virat Cyanomyoviridae
konzervovan, nicméné v nukleotidové sekvencije dostatecné variabilni, aby mohl slouzit jako
geneticky marker pfi studiu diverzity cyanofagg.

Piestoze sesladkovodni symbiotické fasy Chlorella vyskytuji v symbidze s ruznymi
organismy zivocisné fiSe, byly doposud viry izolovany jen zkment fas, které maji
symbioticky vztah s Paramecium bursaria a Hydra viridis. Bubeck et Pfitzner (2005)
izolovali a popsali dva viry nalezici k phycodnaviraim (Acanthocystis turfacea
Chlorellavirus 1 a Acanthocystis turfacea Chlorellavirus 2) z kmene fasy Chlorella SAG 3.83
izolované ze symbiotického organismu Acanthocystis turfacea. Bylo tim dokazano, Ze nové
phycodnaviry mohou byt izolovany i zkmend, které nemaji symbiézu s P. bursaria
a H. viridis. Ackoliv ma ATCV (Acanthocystis turfacea Chlorella virus) velmi podobnou
morfologii ¢astice s virem PBCV-1 (Paramecium bursaria Chlorella virus 1),
jejich podobnost na tGrovni genomu je pomérné nizka a udaje naznacuji, Zze i kdyz nékteré

geny pochazeji ze stejného piedka, vyvijely se oba viry nezavisle na sobé.
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3.2 Kilasifikace viru ras a sinic

3.2.1 Viry ras

Viry napadajici fasy patii do ¢eledi Phycodnaviridae, ktera obsahuje riznorodé
zastupce obalenych virii ikozahedrického tvaru s dvouvldknovou DNA infikujici motské
I sladkovodni fasy. Tato stara monofyleticka Celed” je ¢lenéna do Sesti rodi (Chlorovirus,
Prasinovirus, Prymnesiovirus, Phaeovirus, Raphidovirus, Coccolithovirus) zahrnujici
konkrétni viry podle toho, jakou skupinu fas napadaji (Wilson et al., 2009).

Viriony phycodnaviri jsou velké vrstvené struktury 100 az 220 nm Vv praméru,
obsahujici genom o velikosti 160 az560 kb. Nesou dsDNA s obsahem G + C part v rozmezi
40 az 50 % (Wilson et al., 2009). Phycodnaviry maji riznou strukturu genomu: nékteré
obsahuji velké nekodujici sekvence, jiné maji regiony s jednovldknovou DNA. Genomy
nékterych zastupct rodi Chlorovirus, Phaeovirus, Coccolithovirus byly osekvenovany
a zjistilo se, ze obsahuji vice nez 1000 unikatnich a jen 14 homolognich genti. Coz znadi,
Ze jejich geneticka variabilita je obrovska (Dunigan et al.,, 2006). Je vSak ziejmé,
ze phycodnaviry tvoii jednu skupinu. Jejich spoleény evolué¢ni piivod se odrazi nejen v jejich
morfologii, ale také v jejich genovém obsahu (Wilson et al., 2009). Genomy zastupct
obsahuji tzv. ,,core geny“, které jsou zodpovédné za hlavni funkce viru, jako napiiklad
replikace DNA, transkripce a slozeni virionu. Tyto ,,core geny“ byly v ramci ¢eledi zdédény
z prapiedka a k velké diverzit¢ zbytku genomu doslo azv pribéhu nasledujici evoluce
za ucelem pieZiti v riznych biotopech.

Zastupci Phycodnaviridae zna¢né ovliviiuji kolobéh uhliku, coz z nich déla dulezité
organismy pro zachovani status quo zivota na planeté. Je pravdépodobné, ze viry infikuji
vSechny fasy a predpoklada se, ze vétSinu z nich budeme moci zafadit mezi phycodnaviry.

Proto je nutné vénovat t¢émto nebunéénym organismim dalsi pozornost (Wilson et al., 2009).

3.2.1.1 Charakteristika rodu Chlorovirus

Chloroviry jsou vsudyptitomné viry, které byly izolovany ze sladkych vod celého
svéta. Zastupci rodu Chlorovirus napadaji malé, jednobunééné zelené fasy rodu Chlorella.
Chloroviry infikuji pouze symbiotické kmeny fas, Casto oznaCované jako Zoochlorellae,
které jsou spojené s prvoky. V soucasné dobé je nejlépe prostudovan chlorovirus
Paramecium bursaria Chlorella virus 1 (PBCV-1), ktery infikuje fasu Chlorella NC64A
(Wilsonet al., 2009). PBCV-1 je Iyticky virus napadajici jednobunééné, endosymbiotické
sladkovodni zelené Chlorella-like tasy (Van Etten et al.,, 2002). Genom PBCV-1
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je linearni 331 kb velky, koduje 366 proteini a polycystronicky gen tRNA pro 11
transferovych RNA (Agarkova et al., 2006). Jeho virion ma glykoproteinovy plast’ obklopeny

lipidovou dvouvrstvou.

3.2.1.2 Charakteristika rodu Prasinovirus

O prasinovirech je pouze malo informaci, pfestoze maji velky globalni a ekologicky
vyznam. Dodnes byly popsany pouze viry napadajici fasu Micromonas pusilla a vyzkum se
prevazné soustiedil na jejich ekologickou roli a genetickou rozmanitost. Bylo zjisténo, ze viry
rodu Prasinovirus mohou denné lyzovat az 25 % z populace fasy (Evans et al., 2003).
Virus napadajici fasu M. pusilla z rodu Prasinovirus byl prvnim virem piifazenym K ¢eledi

Phycodnaviridae. (Mayer et Taylor, 1979).

3.2.1.3 Charakteristika rodu Prymnesiovirus

Hostitelé virt rodu Prymnesiovirus jsou fasy tiidy Prymnesiophyceae.
Jsou to pievazné motské fasy Casto spojovany s vyskytem vegetacniho zakalu. Dosud byly
prymnesioviry izolovany ze zastupct rodu Chrysochromulina a Phaeocystis.
Rod Chrysochromulina je kosmopolitni a tvoii vegetacni zakal, ktery vétSinou neni toxicky,
V pobieznich oblastech. Phaeocystis spp. zpisobuje husty a nepropustny vegetacni zakal.
Po napadeni fas virem dochazi krychlému posunu slozeni bakterialniho spolecenstva
v dasledku masivniho toku uvolnénych Zivin. Rasy rodu Phaeocystis maji dopad na kolobéh
oxidu uhli¢itého a siry, coz v kone¢ném dusledku ovliviiuje klima a virova infekce tento

proces casto zhorsuje (Wilson et al., 2009).

3.2.1.4 Charakteristika rodu Phaeovirus

Zastupci phaeovirli napadaji ekonomicky vyznamné hnédé fasy ttidy Phaeophyceae.
Tyto fasy jsou mnohobunééné a tvofi vlakna. Je znamo, ze phaeoviry infikuji volné plovouci
gamety =zastupci rodu Ectocarpus, Feldmannia, Hincksia, Myriotrichia, a Pilayella
(Wilson et al., 2009). Genom viru je pii infekci integrovan do genomu hostitelské bunky
aviriony se objevuji az v reprodukénich organech napadené fasy (Miiller et al., 1998).

Dobie prozkoumanym zastupcem je Ectocarpus siliculosus virus 1 (ESV-1).
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3.2.1.5 Charakteristika rodu Raphidovirus

Viry tohoto rodu napadaji ekonomicky dutlezitou fasu Heterosigma akashiwo,
Ktera v pobfeznich oblastech zpusobuje rozsahly vegetaéni zakal, ktery svou toxicitou
zapri¢inuje thyn ryb (Nagasaki et al., 1999). Podle této fasy jsou raphidoviry oznacovany

HaV - Heterosigma akashiwo virus (Nagasaki et Yamaguchi, 1997).

3.2.1.6 Charakteristika rodu Coccolithovirus

Rod Coccolithovirus napada skupinu jednobunéénych, kalcifikujicich moiskych fas
skupiny Coccolithophorida. Tato stard skupina ma bohaty fosilni zaznam, protoze se diky
svym zkalcifikovanym schrankdm podilela na tvorbé sedimentu. NejvyznamnéjSim zastupcem
téchto fas je Emiliana huxleyi, jejiz pfemnozeni zpisobuje vegetaéni zakal, ktery
se vyznamné podili na kolob&hu uhliku v pfirodé. Rozsahlé populace obCas nahle zmizi,

coz je dnes jiz pripisovano virové infekci (Wilson et al., 2009).
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3.2.2 Viry sinic

Viry infikujici sinice (cyanofagové) patfi do fadu Caudovirales. Je pravdépodobné,
ze se vyvinuly pifed vice nez tfemi miliardami let, kdyz se sinice odd€lovaly od jinych
prokaryot (Suttle, 2000). Svou morfologickou stavbou pfipominaji bakteriofagy a ve svém
genomu nesou dvouvldknovou DNA. Pojmenovavany a seskupovany byvaji podle spektra
svych hostiteltl (Bancroft et Smith, 1988). Cyanofagy fadime do tii ¢eledi podle morfologie
bi¢iku: Myoviridae maji kontraktilni bicik, ktery je oddéleny od kapsidy krckem;
Podoviridae, jejichZ zastupci maji kratky nekontraktilni bi¢ik a Siphoviridae majici dlouhy
nekontraktilni bicik. Zastupci cyanofagi jsou Siroce rozSifeni a mohou byt izolovani
z motskych i sladkovodnich ekosystémi. V moiskych vodach jsou nejhojnéjsi geneticky
rozmaniti Myoviridae, ktefi infikuji zastupce rodu Synechococcus. Zastupci celedi

Siphoviridae a Podoviridae jsou nejcastéji izolovani ze sladkych vod (Suttle, 2000).

3.3 Metody detekce viri

Studium viruse v poslednich 20 letechstalo popularnim a pokrok v zobrazovacich
a sekvenacnich metodach i bioinformatice nam umoznil poodhalit jejich rozmanity svét
(Weitz et Wilhelm, 2012). Mezi zakladnimetody pfi praci s viry patii metody mikroskopické,
fluorescen¢ni a molekularni. Techniky pouzivané k detekci virGi nam umoznuji zkoumat
V prvni fad& ptitomnost ¢i neptitomnost virovych castic, ale také jejich morfologicky vhled

nebo jejich zastoupeni ve vzorku.

3.3.1 Mikroskopické metody

Viry mohou byt vizualizovany pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM),
ktera slouzi k jejich ptimé detekci. Prvni pifimé pocitani virG provedli Torrella et Morita
(1979) ve frakci ze vzorki planktonu shromazdénych z Yaquina Bay, Oregon.
Nejcastéji pouzivanym postupem pii praci s TEM je pfima sedimentace volnych virovych
castic z nefiltrovaného vzorku na médénou sitku potazenou formvarovou folii.
Nicméné ve vzorcich vody, které obsahuji velké mnozstvi ¢astic, Se viry na sit'ce prekryvaji
anemohou byt spocitany (Wommack et Colwell, 2000). V ptipadé, Ze je koncentrace virt
ve vzorku nizka, mizeme K jejich zakoncentrovani pouzit ultracentrifugaci. Pozorovani virQ
pod transmisnim elektronovym mikroskopem je bézné pouzivanopii zjiStovani koncentrace
virt ve vzorcich z moiskych i sladkych vod. Mikroskopické pozorovani nam dava pomérné
ptesné informace o morfologii virovych ¢astic i jejich zastoupeni ve vzorku. Nevyhodou je,

ze pocitani virt pod TEM je zdlouhavé a muze vést k falesné pozitivnim vysledkim
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diky tlomkiim z rozbitych bunék, které mohou vypadat jako virové Castice
(Chen et al., 2001). Dalsi nevyhodou je nutnostdrahého pfistrojového vybaveni zahrnujiciho

transmisni elektronovy mikroskop a ultracentrifugu.

3.3.2 Fluorescen¢ni metody

Fluorescencni metody jsou relativné jednoduché a rychlé. Pro zviditelnéni virt
se Vtomto ptipadé pouzivaji fluorescencni barvy, které se vazou na nukleové kyseliny
ve vzorku, jez je poté pozorovan pod epifluorescencnim mikroskopemnebo je vyhodnocen
pomoci prutokového cytometru. Jako prvni fluorescen¢ni barvivo bylo vyuzito DAPI
(Sieburth, 1988), které se k fluorescencnimu barveni virovych ¢astic pouziva jiz fadu let.
Fluorescence DAPI je slaba, je proto nutné vysoké rozliSeni —mikroskopu,
hlavné pti pozorovani malych virt. Problémem mize byt také autofluorescence chlorofylu
hostitelské burnky, ta se vSak da odstranit pomoci filtru. Kvili nedostatkim DAPI bylo
vyvinuto zelené fluoreskujici barvivo Yo-Pro-1. Poprvé bylo pouzito v praci Hennese et al.
(1995) pii studiu motskych virt. Silngjsi fluorescence tohoto barviva sice zlepsila vizualizaci
vird, ale diky Casové naroénym postupim pii piipravé vzorkl barvivo nepfineslo vyrazné
zlepseni. Zménu prinesly az barviva nové generace SYBR, mezi které patii SYBR Green |,
SYBR Green Il a SYBR Gold. SYBR Green I ma jasngjsi fluorescen¢ni signal nez DAPI,
nicméné tato fluorescence slabne do 30 sekund aje proto nutné pracovat rychle.
Jako nejvhodnéjsi pro pocitani virid se jevi SYBR Gold, které ma stabilngjsi signal
nez SYBR Green |. SYBR barviva se mohou pouzivat i na fixované preparaty, jejich doba
pusobeni na vzorek je kratkd a dnes se diky svym vyhoddm staly nejvyuZivanéj$imi
fluorescen¢nimi barvivy pro detekci vir ve vodnim prostiedi (Chen et al., 2001).

Stejné jako u mikroskopickych mize i u fluorescen¢nich metoddochazet k chybam
zpusobenych ¢lovékem, ktery vyhodnocuje pozorované vzorky. Prace Forterre et al. (2013)
upozoriiuje na problém pocitani virdznacenych fluorescenénimi barvivy. DNA spojena
s ,,membrane-derivated* vezikulami nebo rozbité ¢asti bunék produkuji v nékterych piipadech
fluorescencéni tecky, které mohou byt povazovany za virovou ¢astici. Muze tak dochazet
k nadhodnoceni poctu vird nebo dokonce mohou naznacovat jejich pfitomnost ve vzorcich,

kde se zadné viry nenachazi.
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3.3.3 Molekularni metody

V soucasné dobé pomoci metod molekuldrni biologie a genetiky mizeme dokazovat
ptitomnost ¢i nepfitomnost virti ve vzorcich a analyzovat genetickou diverzitu virti ve vodnim
prostiedi. Jejich vyuzivani umozniloziskat sekvence genomumnohych virt napadajici fasy.
Jako prvni na PCR zalozenou techniku k detekci virh infikujicich eukaryotické fasy vyuzili
Chen et Suttle (1995). Byly navrzeny virové specifické primery AVS1, AVS2 a POL
na zéklad¢ sekvence aminokyselin unikatnich progen kodujici DNA polymerazu. Tento gen
je ve virech napadajicih fasy vysoce konzervativni, proto muzeme diky vyuziti metody
predpokladat jejich detekci. Dalsi dvojice primeru slouzici k detekci a zkoumani diverzity
viri fas je mcp Fwd amcp Rev, které jsou cilené na geny kapsidového proteinu MCP
(Larsen et al., 2008). Bylo také navrzeno nékolik primerit pro cyanofagy, které umoznuji
studovat jejich rozmanitost a vyskyt ve vodnim prostfedi. Napf. primery zpisobujici
amplifikaci sekvence genu kodujiciho protein, ktery zajist'uji skladani virové kapsidy (Capsid
Assembly Protein - CPS) (Weinbauer, 2004).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Pritomnost virt byla zjistovana v 8 jednodruhovych kmenovych kulturach sinic
(vzorky K1-8), které byly izolovanyz pfirodnich vzorkti odebranych z jezer v okoli mésta
Jacksonville statu Florida, USA a v 16 piirodnich smésnych vzorcich (K10-25) odebranych ze
stanovist’ sladkych vod Ceské Republiky (Tabulka 1), které byly poskytnuty
doc. RNDr. Petrem Haslerem, Ph.D. (Katedra Botaniky, Pfirodovédecka fakulta,
Univerzita Palackého, Olomouc).

Tabulka 1: Seznam vzorku a jejich charakteristika

Vzorek | Zemé pivodu Misto odbéru 5;;2:1 Druh vzorku

K1 Florida, USA | M. Lynch Pond,Jacksonville IX/2012 | sinice, rod Geitlerinema
K2 Florida, USA | Oneida Lake, Jacksonville IX/2012 | sinice, rod Geitlerinema
K3 Florida, USA | Eventine Pond,Jacksonville IX/2012 | sinice, rod Arthrospira

K4 Florida, USA | Eventine Pond, Jacksonville IX/2012 | sinice, rod Pseudanabaena
K5 Florida, USA | Eventine Pond, Jacksonville IX/2012 | sinice, rod Pseudanabaena
K6 Florida, USA | Eventine Pond, Jacksonville IX/2012 | sinice, rod Synechococcus
K7 Florida, USA | Crossroad Church,Jacksonville | 1X/2012 | sinice, rod Phormidium
K8 Florida, USA | Waterpond Park, Jacksonville IX/2012 | sinice, rod Phormidium
K10 CR rybnik, Zabteh IX/2014 | smésny fytoplankton

K11 CR rybnik, Li$nice IX/2014 | smésny fytoplankton

K12 CR pavod neznamy IX/2014 | fasa, rod Cladophora

K13 CR pivod neznamy IX/2014 | tasa, rod Spirogyra

K14 CR rybnik Svét, Trebon IX/2014 | smésny fytoplankton

K15 CR rybnik, Opava IX/2014 | smésny fytoplankton

K16 CR rybnik, Slavonik IX/2014 | smésny fytoplankton

K17 CR rybnik, Tel¢ IX/2014 | smésny fytoplankton

K18 CR rybnik & 1, Litultovice IX/2014 | smésny fytoplankton

K19 CR rybnik, Li$nice IX/2014 | smésny fytoplankton

K20 CR rybnik, Stablovice IX/2014 | smésny fytoplankton

23



http://cs.wikipedia.org/wiki/Synechococcus

Tabulka 1: Seznam vzorku a jejich charakteristika (pokrac¢ovani)

Vzorek Zcemé Misto odbéru Daufm Druh vzorku
puvodu odbéru

K21 CR rybnik €. 2, Litultovice IX/2014 smésny fytoplankton

K22 CR feka Morava, Olomouc IX/2014 smésny fytoplankton

K23 CR rybnik, Doubravice IX/2014 smésny fytoplankton

K24 CR rybnik, Ujezd IX/2014 | smésny fytoplankton

K25 CR rybnik, Podoli IX/2014 smésny fytoplankton

4.2 lzolace DNA ze vzorka

Z jednodruhovych kmenovych kultur sinic a piirodnich smésnych vzorki bylo
odebrano 10 ml suspenze, ktera byla piefiltrovana pres filtrs velikosti pord 1,2 pum
(Glass microfibre filters, GF/C, Whatman). Filtrat byl pouzit k zakocentrovani virovych ¢astic
ve vzorcich ultracentrifugaci (rotor Beckman 50Ti, 1 h, 35000 rpm). Pelet byl resuspendovan
v 250 pl destilované vody, nechdn 2 minuty na ledu, 2 minuty vafen pfi teplot¢ 96 °C
azchlazen po dobu 2 minut na ledu. Takto upravené vzorky byly oznaceny K1-8/U a
K10-25/U. Material zachyceny na filtrech ze vzorki byl seSkraban, resuspendovan v 250 pl
destilované vody, nechédn 2 minuty na ledu, 2 minuty vaten pfi teploté 96 °C a zchlazen po
dobu 2 minut na ledu. Takto pfipravené pfipravené vzorky byly oznaceny K1-8/F a K10-25/F.
Vsechny vzorky byly uchovéavany v teploté -80 °C.

4.3 Nested PCR

Nested PCR byla provedena ve dvou krocich za v praci Chen et Suttle (1995).
V prvnim kroku pouziti dvojic degenerovanych primeri AVS1/AVS2 a AVS1/POL
(Tabulka 2), které byly navrzeny byly pouzity primery AVS1 a AVS2. Reakéni smés PCR
reakce byla pfipravena smichanim pufru, hofecnatych ionti, sterilni deionizované vody,
dNTPs, primert a Taq polymerazy ve sterilnim boxu (Tabulka 3). Pfipravena reakéni smés
byla rozpipetovana po 20 pl do PCR zkumavek a bylo ptidano 5 pl vzorku. Zkumavky byly
umistény do termocykléru s nastavenymi podminkami reakce (Tabulka 4). Druhy krok nested
PCR reakce byl proveden podle postupu popsaného vyse s tim rozdilem, ze byly pouzity
primery AVS1/POL a PCR produkty z predesié reakce.
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Tabulka 2: Sekvence primeri AVS1, AVS2, POL

Néazev primeru Sekvence primeru

AVS1 5"-GAR GGI GCI ACI GTI YTA GAY GC- 3~
AVS2 5°-GCI GCR TAI CKY TTY TTI SWR TA- 3°
POL 5°-SWR TCI GTR TCI CCR TA- 3~

Tabulka 3: Reakéni smés PCR pro 1 vzorek s primery AVS1/AVS2, AVS1/POL

Koncentrace _
Reagencie pracovniho Konecna 1 test [ul]
roztoku koncentrace
pufr 10x 1x 2,5
MgCl, 50 mmol/l 1,5 mmol/I 0,8
voda - - 13,625
dNTPs 2 mmol/l 160 umol/l 2
primer F 20 pmol/ul 0,4 umol/I 0,5
primer R 20 pmol/ul 0,4 umol/I 0,5
Taq polymeraza 5U/ul 0,625 Ulreakce 0,125
vzorek - - 5
Objem reakce 25 pl
Tabulka 4: Podminky PCR pro primery AVS1/AVS2, AVS1/POL
Krok Teplota[°C] | Cas | Polet cykli

pocate¢ni denaturace 95 15 min -

denaturace 95 30s

hybridizace 51 30s 35

elongace 72 45s

koneé¢na elongace 72 5 min -

4.4 Elektroforéza v 1% agar6zovém gelu

K vizualizaci PCR produkti byla pouzita horizontalni gelova elektroforéza
v 1% agar6zovém gelu. Na ptipravu gelu bylo navazeno 0,5 g agardzy, ktera byla zalita 50 ml
TAE pufru. Po rozvafeni byla agaréza s pfidavkem 2 ul barviva GoodView pielita
do elektroforetické vani¢ky s umisténymi hiebinky pro tvorbu jamek. Po ztuhnuti gelu byla
elektroforeticka vanicka zalita po rysku 1x TAE pufrem. Do jamek v gelu bylo pipetovano
5 ul vzorku smichaného s 2 pl 0,1 % bromfenolové modii ve 30% vodnim roztoku glycerinu.

Jako standard molekulové vahy byl aplikovan GeneRuler 100 bp plus DNA ladder.
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Elektroforetickd vani¢ka byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného napétia zapnuta na 80 V.
Pocca 40 min byla elektroforetickd separace zastavena, gel byl vizualizovan

UV transiluminatorema dokumentovan pomoci programu GeneSnap.

4.5 Izolace PCR produkti z gelu

PCR produkty byly pied izolaci separovany na 1% agarézovém gelu s ptidavkem
ethidium bromidu (75 ml rozvaifené agardézy v TAE pufru+4 ul ethidium bromidu
0 koncentraci 2,5 mg/1 ml). PCR produkt ptedem smichany se 4 ul 0,1% bromfenolové modii
ve 30% vodném roztoku glycerinu byl pipetovan do dvou jamek po 10 ul. Elektroforeticka
separace probihala asi hodinu pii 80 V. Po ukonceni separace byly PCR produkty vyfiznuty
pomoci sterilnich skalpeli na UV transiluminatorua umistény do pfedem zvazenych sterilnich
zkumavek Eppendorf. Izolace DNA byla provedena s QlAquick Gel Extraction Kitem podle
pokynt vyrobce. Zkumavky s gelem byly znovu zvazeny a byla od nich odectena vaha
prazdné zkumavky. Byl ptidan QG pufr v poméru 3 dily pufru: 1 dil gelu (v/w) a byly
inkubovany 10 min na inkubac¢nim bloku s tfepackou pfi teploté 50 °C. Po rozpusténi gelu a
zvortexovani byl pfidan 1 dil izopropanolu. Do kolonky bylo piepipetovano 700 pl vzorku
(pti objemu nad 700 ul byl krok opakovan), kolonky byly centrifugovany na stolni centrifuze
pii 13000 otackach po dobu 1 min. Filtrat byl odstranén a bylo pfidano 500 ul QG pufru.
Kolonky se centrifugovaly pti 13000 otackach po dobu 1 min, filtrat byl vylit a bylo ptidano
750 pl PE pufru. Kolonky byly centrifugovany pii stejném nastaveni, filtrat byl odstranén
a znovu byly centrifugovany pii stavajicim nastaveni. Poté byly kolonky umistény do novych
1,5ml zkumavek, bylo piidano 30 pl sterilni destilované vody a zkumavky byly
centrifugovany. Koncentrace izolované DNA byla stanovenapomoci fluorimetru. Pokud byl
obsah DNA nizky, byly vzorky zakoncentrovany vysusenim ve SpeedVacu a rozpustény

v mens§im objemu destilované vody. Vzorky byly uchovavany pfi teploté -20 °C.
4.6 Klonovani PCR produktu

4.6.1 Ligace PCR produktu a transformace E. coli bakterii

PCR produkty byly zaklonovany do kompetentnich bakterii Escherichia coli DH5a
pomoci pGem-T Vector System Kitu. Liga¢ni smés byla ptipravena podle Tabulky 5.
Nasledné bylo odebrano 50 ul rozmrazenych kompetentnich bunék E. coli DH5a a smichano

s5ul ligaéni smési. Buiky byly inkubovany na ledu 20 min, poté byla provedena
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transformace teplotnim Sokem: inkubace bunck 45 s pii teploté 42 °C, okamzité umisténi na
led a inkubace minimaln¢ 2 min. Po pfidani 850 pul SOC média byly bunky inkubovany 1,5 h
pti teplot¢ 37 °C na rotacni tfepacce. Transformované builkky byly zakoncentrovany
centrifugaci pti 5000 g po dobu 2 min, bylo odpipetovano 850 ul supernatantu a sediment byl
resuspendovan v cca 50 ul SOC média. Resuspendované bakteridlni buiikky byly rozetfeny
na piipravené Petriho misky obsahujici LB médium s antibiotikem ampicilin
(100 pg ampicilinu/l ml média), na kterém bylo rozetfeno 40 ul X-Gal (20 ug/ul) a 4 ul
IPTG (200 pg/ul). Petriho misky byly inkubovany pies noc pii 37 °C, narlst kolonii byl
vyhodnocen nasledujici den. Pozitivni bilé kolonie byly pieinokulovany na nové LB médium

s ampicilinem a kultivovany pii 37 °C pies noc.

Tabulka 5: Liga¢ni smés pro 1 reakci

Reagencie Mnozstvi [ul]
pPGEM-T liga¢ni pufr 5
ligaza 1
pGEM-T plazmid 0,5
PCR produkt 3,5
destilovana voda doplnit do 10

4.6.2 Testovani pozitivnich kolonii pomoci PCR reakce

Pozitivni bilé kolonie byly otestovany PCR reakci s primery M13F/M13R (Tabulka 6).
Reak¢ni smés byla piipravena podle Tabulky 7 a byla rozpipetovana do PCR mikrozkumavek,
pomoci bambusovych paratek do ni byly pfeneseny transformované bakterie zjednotlivych
kolonii. Zkumavky byly umistény do termocykléru s nastavenym programem (Tabulka 8).
PCR amplifikace byla vyhodnocena elektroforetickou separaci v 1% agar6zovém gelu
v TAE pufru (postup viz kapitola 4.4). Pro kazdy PCR produkt byly vybrany tii bakterialni
kolonie obsahujici inzert, které byly vysuSeny, rozpustény v 10 ul destilované vody,
proc¢istény pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu (postup viz kapitola 4.5) a pouzity

pro sekvenacni znaceni s primery M13F/M13R.

Tabulka 6: Sekvence primera M13F a M13R

Niazev primeru Sekvence primeru
M13F 5°- GTA AAA CGA CGG CCA - 3~
M13R 5°- CAG GAA ACA GCT ATG AC - 3°
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Tabulka 7: Reakéni smé&s PCR pro 1 vzorek s primery M13F/M13R

Koncentrace v .
Reagencie pracovniho Konecna 1 test [ul]
roztoku koncentrace
pufr 10x 1x 2
MgCl, 25 mmol/I 1,5 mmol/I 1,2
voda - - 11,8
dNTPs 2 mmol/I 100 pmol/l 2
M13F 20 pmol/ul 0,2 umol/I 0,2
M13R 20 pmol/pul 0,2 umol/I 0,2
Tag polymeraza 5 Ulul 1 U/reakce 0,2
Objem reakce 20 pl
Tabulka 8: Podminky PCR pro primery M13F/M13R
Krok Teplota [°C] | Cas POéeot
cykli
pocate¢ni denaturace 95 5 min -
denaturace 95 30s
hybridizace 55 30s 25
elongace 72 30s
kone¢na elongace 72 10 min -

4.7 Sekvencovani a sekvenacni analyza

Vzorky byly oznaceny pomoci BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit podle
navodu vyrobce. Byla pfipravena reakéni smés podle Tabulky 6 sprimery AVS1/POL
nebo M13F/M13R, ktera byla rozpipetovana po 4 ul do PCR zkumavek. Mnozstvi piidaného
vzorku bylo vypocitano pro kazdy zvlast’ tak, aby obsahoval mezi 20 az 50 ng DNA.
Oznacené vzorky byly vlozeny do termocyklérus pfedem nastavenymi podminkami reakce
(Tabulka 7).  Sekvencovani vzorki bylo provedeno pracovniky na pracovisti
Ustavu experimentalni botaniky, AV CR, Olomouc.

Sekvence ziskané z genetického analyzatoru byly sestaveny skladanim dvou proti sobé
jdoucich kontigh pomoci programu SeqMan, DNASTAR (Lasergene). Byly odstranény
sekvence vektoru pGem-T, primerd a ziskanésekvence byly porovnany S dostupnymi

sekvencemi v databazi GenBank pomoci programu BLAST (www.ncbi.nih.gov/blast).
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Tabulka 9: Reakéni smés nasekvenaéni znaceni pro 1 vzorek a 1 primer (F/R)

Reagencie Mnozstvi [ul]
pufr (Sequencing Buffer 5x) 1
Terminator BigDye® 1
primer 2
vzorek max 6
destilovana voda doplnit do 10
Objem reakce 10 pl

Tabulka 10: Podminky nastaveni termocykléru pro sekvenac¢ni znaceni

Krok Teplota[°C] | Cas | Pocet cykli
pocate¢ni denaturace 96 1 min -
denaturace 96 10s
hybridizace 50 5s 40
elongace 60 4 min

4.8 Seznam pouzitych chemikalii

Agar (Duchefa, 009007.03)

Agardza (Amresco, 0710)

Ampicilin sodium (Duchefa, A0104)

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies, 4337455)
Bromfenolova modt (Sigma-Aldrich, 114391)

DMF (Serva, 20270)

dNTP Mix 2 mM/1 ml (Fermentas, R0241)

EDTA (Lach-Ner, 30355)

Ethidium bromid (Serva, 21238)

Gene Ruler 100bp plus DNA ladder (Fermentas, SM0321)
Glukdza monohydrat (Duchefa, G0802.1000)

GoodView Nucleic Acid Stain (SBS Genetech Co. Ltd., HGV-I1I)
IPTG (Thermo Scientific, R1171)

KCI (Lachema, 30547)

Kvasni¢ny extrakt (Duchefa, Y1333.0500)

LB Base (Duchefa, 30802)

Ledova kyselina octova (Lach-Ner)
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MgCl2 x 6H20 (Lachema)

MgSO4 x 7H20 (Lachema, 30802)

NaCl (Lachema, 20584)

Pepton (Duchefa, P1328.0500)

pGem-T Vector System Kit (Promega, A3600)
Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen, 11708021)
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, 28706)

TRIS (Serva)

X-Gal (Thermo Scientific)

30% glycerin

4.9 Seznam pouzitych roztoki a jejich sloZeni

ampicilin (100 pg/ul)

ampicilin sodium 1g
destilovana voda 10 ml
LB nédium

LB Base 6,29
agar 459
destilovana voda 250 ml
SOC médium

pepton 20
kvasi¢ny extrakt 0549

1 mol/lI NaCl 1mi

1 mol/l KCI 0,25 ml
2 mol/l Mg#* roztok 1 ml

2 mol/l glukéza 1 mi
destilovana voda do 100 ml
2 mol/l Mg?* roztok

MgCl, x 6H,0 20,33 g
MgSOs4 x 7TH20 24,65 ¢
TAE pufr 5x

TRIS 24,2 g
ledova kyselina octova 571 ml
0,5 mol/l EDTA 10 ml
pH 8 (upraveno pomoci kyseliny octové)

destilovana voda do 1000 ml



TAE pufr 1x
5x TAE pufr

destilovana voda

TNE 10x

TRIS

EDTA

NaCl

pH 7,4 (upraveno pomoci HCI)
destilovana voda

TRIS 1 mol/l

TRIS

pH 7,5 (upraveno pomoci HCI)
destilovana voda

X-Gal (20 pg/ul)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranosid
N,N’-dimethylformamid

4.10 Seznam pouZzitych pristroju

Autoklav PS 20A (Vipo)
Elektroforeticka komtrka HU10 (Scie-Plas)

200 ml
800 ml

12,19
3,790
116,8 g

do 1000 ml

12,19

do 100 ml

20 mg
1ml

Fluorimetr Hoefer DyNA Quant 200 (Amersham Biosciences)
Geneticky analyzator ABIPRISM 3730 (Applied Biosystems)

Inkubator TH30 + SM30 (Edmund Buhler GmbH)
Minicentrifuga Spectrafuge Mini (Labnet)
Rotaéni tiepacka Multi Bio RS-24 (Biosan)
SpeedVac SPD 111V (ThermoSavant)

Sterilni box PV-100 Telstar (Progen Scientific)
Stolni centrifuga Biofuge Pico (Heraeus)
Termocyklér T100 (BIO-RAD)
Ultracentrifuga Himac CP 90WX (Hitachi)
UV transiluminator G:Box (Syngene)

UV transiluminator UVT-14L (Herolab)

Vahy EK-200G (A&D)

Vortex TTS 2 Yellowline (Maneko)
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Zatizeni pro inkubaci a ttepani Mixing block MB-102 (Bioer)
Zdroj stejnosmérného napéti Power Station 300 (Labnet)
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S5 Vysledky

5.1 Detekce vira ve vzorcich

Osm jednodruhovych kmenovych kultur sinic a 16 pfirodnich smésnych vzorki bylo
testovano na ptitomnost vird pomoci nested PCR s virové specifickymi primery AVS1, AVS2
a POL. PCR produkty byly ziskany u vzorka K1/U, K7/U, K8/U, K12/U, K14/U, K21/U,
K22/U a K25/U. Na rozdil od o¢ekavaného jednoho PCR produktu, ktery vytvofil pouze
vzorek K1/U, byly zikany PCR produkty rizné velikosti (Obrazek 1, 2, 3), coz svédci
o nespecifické amplifikaci. Zbylé vzorky byly negativni. Viry byly detekovany pouze
ve vzorcich oznacenych ,,U*, to je v peletech po ultracentrifugaci. Ze vzorki ozancenych ,,F*,
které ptedstavovaly bunénou frakci zachycenou na filtru, ani v jednom ptipadé nebyly
ziskany PCR produkty. Ziskané PCR produkty byly izolovany, klonovany a sekvenvany.

Celkem bylo izolovéno a pro sekvenovani pifipraveno 21 PCR produktl rizné délky
(Tabulka 12). Ze vzorku K1/U byl ziskan produkt B1 s pfibliznou velikosti 870 bp. Ze vzorku
K7/U byly ziskany produkty B2 s délkou asi 1200 bp a B3 s ptibliznou velikosti 500 bp.
Ze vzorku K8/U byly izolovany vSechny tfi vzniklé produkty: B4 s piibliznou velikosti 1500
bp, B5 o velikosti asi 650 bp a B6 s ptibliznou velikosti 390 bp. U vzorkuK12/U byl ziskan
produkt B7 o velikosti zhruba 590 bp, produkt B8 s piibliznou velikosti 490 bp, produkt B9
s pfibliznou velikosti 340 bp a B10 o délce asi 290 bp. U vzorku K14/U byly izolovany
produkty B11 s délkou asi 450 bp a B12 s pribliznou velikosti 400 bp. U vzorku K18/U byly
vyfezany produkty B13 s délkou asi 490 bp, B14 s ptibliznou velikosti 380 bp a B15
o velikosti asi 290 bp. U vzorku K21/U byly vytezany produkty B16 s ptibliznou velikosti
PCR produkt B18 s velikosti asi 500 bp. U vzorku K25/U byly vytezany produkty B19
s velikosti asi 500 bp, B20 s pfibliznou velikosti 420 bp a B21 o délce zhruba 380 bp.
ProtoZze mnoZstvi DNA ve vyizolovanych produktech bylo nizké pro sekvenacni znaceni,
byly vS§echny  produkty B1-21  reamplifikovany pomoci primert =~ AVS1/POL.
Reamplifikované PCR produkty byly opét izolovany =z gelu, procistény a o0znaceny

pro sekvencovani.
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Obrazek 1: PCR produkty vzorki K1/U, K7/U, K8/U

456 "7 8 9 1011 12 13 14 15

3000 bp —»

1000 bp —»
500 bp ——»

1 — Gene Ruler 100 bp plus DNA ladder; 2 — vzorek K1/F; 3 — vzorek K2/F; 4 — vzorek K3/F; 5 — vzorek K4/F;
6 — vzorek K5/F;7 — vzorek K1/U (produkt B1); 8 — vzorek K2/U, 9 — vzorek K3/U; 10 — vzorek K4/U;
11 — vzorek K5/U, 12 — vzorek K6/U;13 — vzorek K7/U (produkty B2, B3); 14 — vzorek K8/U (produktyB4, B5,
B6), 15 — vzorek K6/F

Obrazek 2: PCR produkty vzorki K12/U, K14/U

1 — Gene Ruler 100 bp plus DNA ladder; 2 — vzorek K10/U; 3 — vzorek K11/U; 4 — vzorek K12/U (produkt B7,
B8, B9, B10); 5 — vzorek K13/U; 6 — vzorek K14/U (produkt B11, B12), 7 — vzorek K15/U, 8 — vzorek K16/U
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Obrazek 3: PCR produkty vzorkt K18/U, K21/U, K22/U, K25/U

3000 bp —»

1000 bp —>

500 bp —

1 — Gene Ruler 100 bp plus DNA ladder; 2 — vzorek K18/U (produkt B13, B14, B15); 3 — vzorek K19/U;
4 — vzorek K20/U; 5 — vzorek K21/U (produkt B16, B17); 6 — vzorek K22/U (produkt B18); 7 — vzorek K23/U;
8 — vzorek K24/U; 9 — vzorek K25/U (produkt, B20, B21); 10 vzorek K16/F, 11 — vzorek K17/F

Tabulka 12: PCR produkty pozitivnich vzorku a jejich pfiblizna velikost

B13
B14

B15 B16
B17

Vzorek | Produkt | Délka produktu [bp]
K1/U B1 870
B2 1200
K7/U
B3 500
B4 1500
K8/U B5 650
B6 390
B7 590
B8 490
K12/U
B9 340
B10 290
B11 450
K14/U
B12 400
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Tabulka 12: PCR produkty pozitivnich vzorku a jejich pfiblizna velikost (pokracovani)

Vzorek | Produkt | Délka produktu [bp]
B13 490
K18/U B14 380
B15 290
K2UU B16 490
B17 350
K22/U B18 500
B19 500
K25/U B20 420
B21 380

Pro sekvenacni znaceni s primery AVS1/POL byly nejdtive piipraveny PCR produkty
B1-12. Pii jejich pfimém sekvenovani byla sekvence ziskana pouze z produktu B11.
Sekvence byla dlouha 457 nt. Vystupy piimého sekvenovani PCR produktd B1-10 a B12
nebyly citelné, coz svédci o nespecifické anebo smésné amplifikaci. PCR produkty B1-10
aB12 byly proto klonovany a tfi klony pro kazdy produkt byly osekvenovany s primery
M13F/M13R. Produkt B1 byl pii praci ztracen. Navic byly pro sekvena¢ni znaéeni s primery
AVS1/POL pripraveny nerozklonované zbylé PCR produkty B13-21.

Na zékladé podobnosti ziskanych sekvenci se sekvencemi dostupnymi v databazi
GenBank byla ptitomnost vira (Phycodnaviridae, Mycobacteriophage) potvrzena ve vzorku
K12/U (produkt B9, B10) a ve vzorku K14/U (produkt B11). Vzorek K12 obsahoval smésny
fytoplankton s ptevahou fasy rodu Cladophora a byl odebran na blize neuréeném misté
ze stojaté vody v CR. Vzorek K14 obsahoval smésny fytoplankton a byl odebran z rybniku
Svét v CR. Ostatni vzorky obsahovaly smésné produkty a vykazovaly podobnost $ riiznymi
sekvencemi odlisnych organismi. Nicméné i ptes velkou podobnost sekvenci bylo piekryti
ve vétsing pripadi velmi nizké (10-35 %), coz neumoznilo prukaznou identifikaci ziskanych
sekvenci. Za potvrzenou povazujeme piitomnost nckterych bakterii: gram-pozitivni
Amphibacillus xylanus, Hydrogenophaga sp., gram-negativni, earobni a vSudypiitomna
bakterie Variovorax paradoxus, Acidovorax ebreus a gram-negativni Alicycliphilus
denitrificans nachazejici se v odpadnich vodach a pude.

Nasleduje rozpis sekvenci ziskanych z jednotlivych PCR produkti a jejich klonu,

které byly porovnany s databazi GenBank pomoci programu BLAST. Struény souhrn
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ziskanych sekvenci, jejich piifazeni ke vzorkim a nejpodobnéjsi sekvence je uveden
v Tabulce 13. Nékteré sekvence byly necitelné a nejsou proto uvedeny.

Ze vzorku K14/U (smesny fytoplankton zrybniku Svét, CR) produktu B1l byla
ziskdna sekvence dlouhda 457 nt. Pfi porovnani se sekvencemi dostupnymi V databazi
GenBank pomoci algoritmu BLAST vykazovala 81% identitu s genem pro DNA polymerazu
klonu phycodnaviru 399-P7.13. Druha nejvétsi podobnost byla nalezena s genem pro DNA
polymerazu klonu phycodnaviru CRb-38, se kterou vykazovala sekvence 79% podobnost.
V poradi tieti nejpodobnéjsi sekvence byla pro gen DNA polymerazy klonu phycodnaviru
CRDb-12, se kterou méla porovnavana sekvence 79% identitu.

Ze vzorku K12/U (smésny fytoplankton z blize neuréeného mista odbéru, CR)
produktu B9 byly ziskany sekvence ze 3 klont. Z klonu | byla ziskana sekvence dlouha
215 nt, ktera vykazovala nejvétsi 67% podobnost s virem Mycobacteriophage Daenerys
(KF017005.1). Druha nejvétsi podobnost byla zjisténa s virem Mycobacterium phage
YungJamal (KJ829260.1), ktera se sekvenci vykazovala 81% identitu. Na tfetim misté byla
sekvence viru Mycobacterium phage Dylan (KF024730.1), ktera vykazovala shodu 81 %.
Zklonu II byla ziskdna sekvence dlouhd 457 nt. Pfi porovnani programem BLAST byla
nalezena nejpodobnéjsi  sekvence kamutu — Triticum  turgidum subsp. turanicum
(GQ451817.1) sidentitou 100 %. Na druhém misté byla sekvence pro mRNA domény
transkripcniho faktoru GGM6 Gnetum gnemon (AJ132212.2) vykazujici 100% podobnost.
Treti nejpodobngjsi sekvence byla zexpresniho vektoru pCMH411 (AY122058.1),
ktera vykazovala 99% podobnost. Z klonu III byla ziskdna sekvence o velikosti 546 nt.
Nejpodobnéjsi sekvence byla sekvence proteinu lamy alpaka — Vicugna pacos (JN122622.1),
ktera vykazovala 100% identitu. Druh4 nejpodobnéjsi sekvence byla sekvence klonovaciho
vektoru pDuExAc6 (GU370778.1), ktera vykazovala 99% shodu. V pofadi tfeti nejpodobné;jsi
byla sekvence rostlinného vektoru pDuExP (EF565883.1) se shodou 99 %. Z produktu B10
vzorku K12/U byly ziskany 3 klony. Zklonu I byla ziskana sekvence dlouhd 194 nt.
Nejvyssi 73% podobnost vykazovala sekvence viru Mycobacterium phage 32HC
(KJ028219.1). Na druhém misté byla sekvence bakterie Achromobacter xylosoxidans
(CP002287.1) se 72% identitou. Tteti v pofadi byla sekvence viru Mycobacteriophage
Daenerys (KF017005.1) s podobnosti 80 %. Zklonu II byla ziskana sekvence 378 nt,
ktera pti porovnani s databazi GenBank vykazovala nejvétsi podobnost se sekvenci proteinu
lamyalpaka — Vicugna pacos (JN122622.1) se 100% identitou. Druha nejpodobnéjsi byla
sekvence  klonovaciho  vektoru pDuExAc6 (GU370778.1) sidentitou 99 %.
Tteti nejpodobnéjsi byla skevence rostlinného vektoru pDuEXP (EF565883.1) s 99% shodou.
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Zklonu IIl byla ziskana sekvence dlouhd 79 nt vykazujici nejvétsi 93% podobnost
s chromosomem 1 bakterie Burkholderia sp. (CP000151.1). Na druhém misté nejvetsi
podobnost vykazovala sekvence predpokladaného genu mysi domaci — Mus musculus
(XR_397657.2) sidentitou 96 %. TretiVv pofadi byla sekvence predpokladaného genu
Mus musculus (XR_883736.1) s identitou 96 %. U vzorku K12/A produktu B7 byly ziskany
sekvence ze tii kolonii. Z klonu I byla porovnavana sekvenci sdélkou 382 nt, ktera
vykazovala 100% podobnost s mRNA hypotetické proteinu topolu chlupatoplodého
Populus trichocarpa (XM _002298229.1). Nadruhém misté byla sekvence bakterie
Frankia sp. (CP000820.1) vykazujici shodu 85 %. Na tfetim misté byla sekvence hrabose
prériového Microtus ochrogaster (XM_005351586.1) s podobnosti 94 %. Z klonu 1l byla
ziskana sekvence dlouha 585 nt vykazujici 80% shodu s bakterii Runella slithyformis
(CP002859.1). Druha nejpodobngjsi byla sekvence mRNA  hypotetické proteinu
Populus trichocarpa (XM_002298229.1) se shodou 100 %. Tieti v pofadi byla sekvence
s podobnosti 80 % bakterie Amycolatopsis japonica (CP008953.1). Z kolonie Il byla
izolovana sekvence velka 405 nt. Nejvyssi 100% podobnost vykazovala se sekvenci mRNA
hypotetické proteinu stromu Populus trichocarpa (XM_002298229.1). Druha nejpodobné&;jsi
byla sekvence bakterie Streptomyces albulus (XM _00229829.1) vykazujici 86% shodu. Tieti
nejpodobngjsi sekvence byla sekvence bakterie Frankia sp. (CP000820.1) se shodou 85 %.
Vzorek K12/U produkt B8 poskytl sekvence ze tii kolonii. Z klonu I byla ziskana sekvence
s délkou 696 nt. Nejvétsi podobnost vykazovala sekvence pravdépodobné 3-hydroxyacyl-
CoA dehydrogenazy antilopy tibetské — Pantholops hogsonii (XM_005977915.1) s identitou
84 %. Na druhém misté byla sekvence pidni bakterie Comamonas testosteroni (CP006704.1)
s 82% podobnosti. Treti v potadi byla sekvence bakterie Delftia sp. (CP002735.1)
s podobnosti 82 %. Z kolonu II byla ziskana sekvence dlouha 608 nt vykazujici 77% shodu
se sekvenci bakterie Hydrogenophaga sp. (FR720598.2). Druha nejpodobnéjsi sekvence byla
sekvence proteinu Vicugna Pacos (JN122622.1), ktera vykazovala identitu 100 %.
Tteti nejpodobnéjsi sekvence byla sekvence klonovaciho vektoru pDuExAc6 (GU370778.1)
s 99% identitou. Z klonu III byla ziskana sekvence 499 nt dlouha. Nejvyssi 84% podobnost
mela s pravdépodobnou  3-hydroxyacyl-CoA  dehydrogenazou Pantholops hogsonii
(XM_005977915.1). Druha v potadi byla sekvence pudni bakterie Comamonas testosteroni
(CP006704.1) s podobnosti 83 %. Dalsi byla sekvence bakterie Delftia sp. (CP002735.1)
s identitou 83 %.

U vzorku K7/U (sinice z rodu Phormidium, Florida, USA) produktu B2 byly ziskany

sekvence ze dvou klond, které byly porovnany s databazi GenBank programem BLAST.
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Z klonu 1 byla izolovana sekvence dlouha 1164 nt, ktera pii porovnani s databazi vykazovala
nejvetsi podobnost s bakterii Variovorax paradoxus (CP002417.1) shodujici se v 71 %.
Druha nejpodobnéjsi sekvence byla z bakterie Alcycliphilus denitrificans (CP002449.1)
se 71% shodou. Tieti v pofadi byla sekvence bakterie Acidovorax ebreus (CP001392.1)
s identitou 71 %. Z klonu II byla ziskana sekvence dlouha 622 nt. Nejpodobnéjsi sekvence
byla sekvence bakterie Variovorax paradoxus (CP002417.1) se shodou 70 %.
Dalsi nejpodobnéjsi  sekvence pochazela z bakterie Acidovorax sp. (CP003872.1)
a vykazovala 70% podobnost. Tieti nejpodobné&jsi byla sekvence chromozomu B4 bakterie
Variovorax paradoxus (CP003911.1) s podobnosti 70 %. Vzorek K7/U produkt B3 poskytl
sekvence ze tii klont. Z klonu I byla ziskana sekvence dlouha 564 nt vykazujici nejvetsi
94% shodou s bakterii  Acidovorax ebreus (CP001392.1) a sidentitou 71 %.
Druha nejpodbné&jsi  byla sekvence vykazujici 94% shodu s bakterii Alicycliphilus
denitrificans (CP002449.1). Tteti nejpodobnéjsi sekvence byla z bakterie Acidovorax avenae
subsp. avenae (CP00252.1) a vykazovala identitu 92 %. Z Klonu II byla ziksana sekvence
dlouha 544 nt. Nejvice podobna ji byla sekvence bakterie Alicycliphilus denitrificans
(CP002449.1) vykazujici shodu 94 %. Dalsi nejpodobné&jsi sekvence pochazela z bakterie
Acidovorax ebreus (CP001392.1) a vykazovala 94% identitu. Tieti v potfadi byla sekvence
vykazujici 93% podobnost s bakterii Alicycliphilus denitrificans (CP002657.1). Z klonu 11l
byla ziskana sekvence dlouhd 589 nt. Nejvétsi 94% shoda byla nalezena s bakterii
Alicycliphilus denitrificans (CP002449.1). Druhd nejvétsi podobnost byla s bakterii
Acidovorax ebreus (CP001392.1) vykazujici 94% identitu. Dalsi nejpodobnéjsi sekvence byla
s bakterii Alicycliphilus denitrificans (CP002657.1) vykazujici 93% podobnost.

Ze vzorku K8/U (sinice z rodu Phormidium, Florida, USA) produktu B4 byla ziskana
sekvence z klonu | dlouha 373 nt, ktera vykazovala nejvyssi 79% podobnost s bakterii
Haliscomenobacter hydrosis (CP002691.1). Druha nejpodobnéjsi byla sekvence archea
Methanothermobacter marburgensis (CP001710.1) s identitou 73 %. Tieti nejpodobng&jsi
sekvence pochazela z chromozomu 7 §impanze ucenlivého — Pan trologlodytes (AC193513.3)
a vykazovala identitu 100 %. Z produktu B5 vzorku K8/U byla ziskana sekvence klonu I
s délkou 247 nt vykazujici nejvyssi 88% podobnost s krevni¢kou Schistosoma margrebowiei
(LL880782.1). Dalsi nejpodobn&jsi byla sekvence Angiostrongylus costariensis
(LK939734.1) s 89% identitou. Tteti nejpodobnéjsi sekvence byla Schistosoma curassoni
(LMO078873.1) s 85% podobnosti. Z produktu B6, vzorku K8/U byly ziskany tfi klony.
Z klonu | byla ziskana sekvence 364 nt dlouha, ktera byla porovnana s databazi sekvenci

GenBank. Nejvyssi 85% podobnost vykazovala sekvence motské bakterie Myxococcus fulvus
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(CP002830.1). Na druhém misté byla sekvence bakterie Myxococcus xanthus (CP000113.1)
vykazujici shodu 85 9%. Treti nejpodobnéjsi sekvenci byla sekvence BAC klonu
Homo sapiens (AC018890.13). Sekvence z klonu II byla dlouha 234 nt a vykazovala nejvyssi
86% podobnost se sekvenci mRNA kinesinu tézkého fetézce trubénky Salpingoeca sp.
(XM_004991046.1). Druha nejpodobnéjsi sekvence byla z plazmidu pRmeGR4c bakterie
Sinorhizobium melioti (CP003936.1) s podobnosti 91 %. Tteti nejpodobné&jsi sekvence
pochazela z bakterie Pseudomonas cremoricolorata (CP009455.1) a vykazovala 85% identitu.
Sekvence z klonu 11l byla dlouha 124 nt a vykazovala 84% podobnost s mRNA hypotetického
proteinu bakterie Capsaspora owczarzaki (XM_004365943.1). Dalsi nejpodobnéjsi sekvence
byla sekvence bakterie Thermus sp. (CP003126.1) a vykazovala 78% identitu.
Tteti nejpodobnéjsi sekvence byla mRNA proteinu fasy Volvox carteri (XM_002955380.1).

Ze vzorku K14/U (smésny fytoplnakton zrybniku Svét, CR) produktu B12 byly
ziskany sekvence ze dvou klonii o velikosti 473 nt a 479 nt, které vykazovaly identitickou
shodu u prvnich tfi nejpodobnéjsich sekvenci. Nejvyssi 87% podobnost byla u obou klona
zjisténa s Mycobacterium sp. (CP009914.1), 83% shoda byla zjisténa s jakem divokym — Bos
mutus (XM_005904871.1) a 83% shoda se sekvenci Bos mutus (XM:005226882.1).

U vzorku K18/U (smesny fytoplankton zrybniku &. 1 v Litultovicich, CR) byla
ziskana sekvence z produktu B13 dlouha 221 nt. Pti porovnani s databazi GenBank ukazala
83% podobnost s motolici jaterni — Fasciola hepatica (LM668941.1). Dalsi nejvyssi
93% podobnost byla zjisténas tasemnici détskou — Hymenolepis nana (LM398010.1).
Na tfetim misté byla sekvence okonovce nilského — Oreochromis niloticus (XR_266747.1)
vykazujici 86% identitu.

U vzorku K21/U (smesny fytoplankton z rybniku ¢. 2 v Litultovicich, CR) produktu
B16 byla ziskéna sekvence dlouha 198 nt, kterd pfi porovnéni s databazi dostupnych sekvenci
vykazovala nejvyssi 87% podobnost se tfemi riznymi geny pro trichohyalin koc¢kodana
zeleného Chlorocerebus sabaeus (XM_008018109.1; XM_008018108.1; XM_008018107.1).

Ze vzorku K25/U (smésny fytoplankton z rybniku v Podoli, CR) byly ziskany skvence
z prodiktt B19 a B22. U produktu B19 byla s databazi GenBank pomoci programu BLAST
porovnavana sekvence dlouhd 365 nt vykazujici nejvyssi 84% podobnost se sekvenci tézkého
fetézce aligatora ¢inského — Alligator sinensis (JQ479335.1). Druha nejvyssi podobnost 85 %
byla se sekvenci mRNA hypotetického proteinu  Dictyostelium  purpureum
(XM_003291111.1). Treti nejvyssi shoda byla smotolici jaterni — Fasciola hepatica
(LM656993.1) vykazujici 89% shodu. Z produktu B21 byla ziskana sekvence o velikosti
106 nt, ktera vykazovala nejvyssi 93% shodu smRNA globulinu blahovi¢niku
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Eucalyptus grandis. Druha nejvyssi podobnost 86 % byla nalezena s mRNA ataxinu
Diaphorina citri (XM_010026098.1). Tteti sekvence v potadi s 86% podobnosti pochazela
z bakterie Streptomyces hygroscopicus subsp. jinggangensis (CP003720.1).

Tabulka 13: Identifikace ziskanych sekvenci pomoci algoritmu BLAST

Vzorek | Produkt | Klon Nalezeny organismus Shoda [%] | Prekryti [%] ﬁcjreﬁ;:eorn
| Variovorax paradoxus 71 95 CP002417.1
82 1 Variovorax paradoxus 70 93 CP002417.1
K7/U | Acidovorax ebreus 94 82 CP001392.1
B3 1 Alicycliphilus denitrificans 94 91 CP002449.1
I Alicycliphilus denitrificans 94 84 CP002449.1
B4 | Haliscomenobacter hydrosis 73 78 CP002691.1
B5 | Schistosoma margrebowiei 88 16 LL880782.1
K8/U | Myxococcus fulvus 85 11 CP002830.1
B6 1 Salpingoeca sp. 86 19 XM_004991046.1
Il Capsaspora owczarzaki 84 29 XM_004365943.1
| Populus trichocarpa 100 6 XM_002298229.1
B7 1 Runella slithyformis 80 15 CP002859.1
1 Populus trichocarpa 100 6 XM_002298229.1
| Pantholops hogsonii 84 30 XM_005977915.1
B8 1 Hydrogenophaga sp. 77 60 FR720598.2
Il Pantholops hogsonii 84 41 XM_005977915.1
K12/U | Mycobacteriophage Daenerys 67 89 KF017005.1
B9 I Triticum turgidum 100 17 GQ451817.1
1l Vicugna pacos 100 25 JN122622.1
| Mycobacterium phage 32HC 73 42 KJ028219.1
B10 1 Vicugna pacos 100 26 JN122622.1
Il Burkholderia sp. 93 35 CP000151.1
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Tabulka 13: Identifikace ziskanych sekvenci pomoci algoritmu BLAST (pokrac¢ovani)

Vzorek | Produkt |Klon Nalezeny organismus Shoda [%] Piekryti [%] ﬁ\’]cjﬁ:;;orn
Bl1 - Phycodnavirus 81 96 KF008032.1
K14/U B12 | Mycobacterium sp. 87 8 CP009914.1
1 Mycobacterium sp. 87 8 CP009914.1
B13 - Fasciola hepatica 83 18 LM668941.1
K18/U B14 - - - - -
B15 - - - - -
KLU B16 - Chlorocerebus sabaeus 87 19 XM_008018109.1
B17 - - - - -
K22/U B18 - - - - -
B19 - Aligator sinensis 84 13 JQ479335.1
K25/U B20 - - - - -
B21 - Eucalyptus grandi 93 25 XM_010026098.1
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6 Diskuze

Viry jsou podstatnou soucasti vodniho prostfedi, ve kterém se ucastni mnoha
biologickych-chemickych a ekologickych d&ju. Jejich vliv na vodni ekosystém a organismy,
hlavné mikroorganismy, je Vv poslednich letech intenzivné zkouman. Klicovym zajmem
veétSiny studii je zjistit pfesny pocet virovych Castic ve vodé€, dale je zkouman vliv virt
na kolobéh latek ve vodnich ekosystémech, zvySovani genové diverzity virovych hostitelt
pomoci horizontalniho pfenosu gent, rezistence k virové infekci nebo umrtnost bakterii
a fytoplanktonu zapftic¢inéna viry.

Klicovym cilem této prace bylo zjistit, zda vzorky obsahujici fasy a sinice odebrané
ze stojatych sladkych vod CR a USA jsou infikovany viry a o jaké viry se jedna.
Pro experimenty bylo pouzito celkem 24 vzorku (8 jednodruhovych kmenovych kultur sinic
a 16 ptirodnich vzork se smésnym fytoplanktonem). Nejdiive byla izolovana DNA, které
byla amplifikovana pomoci nested PCR, ziskané produkty byly osekvenovani a porovnany
s dostupnymi sekvencemi v databazi GenBank programem BLAST. Viry byly nalezeny pouze
ve dvou vzorcich: vzorek K12 (smésny fytoplankton neznamého ptivodu s obsahem tasy rodu
Cladophora, CR) vykazoval shodu s mykobakteriofagy a u vzorku K14 (smésny fytoplankton
z rybniku Svét, Tfeboii, CR) byl potvrzen nélez blize neuréeného phycodnaviru.

Mykobakteriofagové jsou viry napadajici mikrobialni hostitele. VSichni dosud
charakterizovani zastupci patii do fadu Caudovirales, maji dsDNA a tadi se do morfotypu
Siphoviridae nebo Myoviridae. Jejich genomova variabilita je obrovska, doposud bylo
izolovano vice nez 3600 mykobakteriofagi, znichz bylo zhruba 600 osekvenovano
arozdéleno do 21 klastrii a dalSich subklastrt (Franceschelli et al., 2014). Vzorek K12/U,
produkt B9 vykazoval 67% podobnost s Mycobacteriophage Daenerysa produkt B10
ze stejného vzorku K12/U vykazoval 73% podobnost s Mycobacterium phage 32HC.
Oba nalezené viry byly teprve nedavno popsany a informace o nich jsou sporadické.
Mycobacterium phage Daenerys se nachazi vpiadé a byl izolovan z bakterie
Mycobacterium smegmatis. Jeho genom byl publikovan Megan Schlegemilch v roce 2012
na databazi GenBank, virus patii do celedi Siphoviridae, klastru F, subklastru F1
(www.phagesdb.org/phages/Daenerys/). Mycobacterium phage 32HC byl poprvé popsan
v praci Franceschelli et al. (2014) a patii do celedi Siphoviridae. Mycobakteriofagové
nenapadaji fasy a sinice, narozdil od phycodnaviri. Jejich nalez ve vzorcich sveédci

pravdépodobné 0 kontaminaci vody zptsobené splachem z pudy.
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Vzorek K14/U wvykazoval 81% shodu sgenem DNA polymerazy klonu
phycodnaviru 399-P7.13, jehoz sekvenci publikovali Rozon et Short (2013). Vir byl spolu
s dal§imi izolovan ze zatoky Quinte v Kanadé. Celed” Phycodnaviridae pod sebou zahrnuje
viry napadajici sladkovodni a motské fasy. Jedna se pravdépodobné o prvni diikaz nalezu virt
fas z ¢eledi Phycodnaviridae na ¢eském tizemi.

Nalez pouze jednoho viru napadajici fasy ve 24 vzorcich mize mit vice vysvétleni.
Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi hypotéza, ze pouzité¢ degenerované primery AVS1, AVS2,
POL jsou vysoce nespecifické a amplifikuji i nevirové segmenty DNA, prevazné bakteridlni.
Vyse zminéné primery byly navrzeny ve studii Chen et Suttle (1995) pro amplifikaci
aidentifikaci genu DNA polymerazy (pol) virt, které napadaji tii rody microalgae
(Chlorophyceae, Prasinophyceae, Prymnesiophyceae). Virové specifické primery AVSI,
AVS2 byly navrzeny na zakladé skupiny aminokyselin specifické pro pol geny vira PBCV-1
a NY-2A napadajicich endosymbiotické Chlorella-like fasy a viru MpV-SP1 napadajici
fotosyntetického bicikovce Micromonas pusilla. Nested primer POL byl navrzen na zakladé
vysoce konzervativni sekvence aminokyselin YGDTDS nalezené ve vétSiné genli kodujicich
DNA polymerazu zrodiny B. Studie potvrdila, ze nested PCR suvedenymi primery
je vhodnou metodou pro detekci virti napadajicich vySe vyjmenované rody fas a jim pribuzné
a naopak prokazala, Ze pro viry napadajici rody Phaeophyceae (hnedé motské fasy) a jim
ptibuzné tato metoda vhodna neni. Teorii o nespicificnosti primeri potvrzuje délka PCR
produkti vzniklych amplifikaci DNA s primery AVS1/POL, ktera by méla byt ~700 bp
(Chen et Suttle, 1995; Short et Short, 2008). PCR produkty vzniklé u pozitivnich vzorki
pouzitych v této praci vytvarely na agar6zovém gelu ,zebiik® a mély délku mezi
200 az 1500 bp. Délku okolo 700 bp mél zizolovanych produktli pouze vzorek KS8/U
(sinice, Florida), u kterého nebyl zadny vir dokazan. Vzorek navic pochazel z jednokmenové
kultury sinice, proto by u n¢j primery nemély fungovat. Chen et Suttle (1995) uvadi, ze jejich
metoda je vhodné pro viry napadajici motské microalgae a Ze specifita primert je zachovana,
ikdyz jsou vysoce degenerované. Vzorky pouzité v této praci byly vyhradné sladkovodni,
coz mohlo vysledky také ovlivnit. Nicméné v jinych studiich virti sladkovodnich fas byl jejich
postup uspésné zopakovan (Clasen et Suttle, 2009; Rozon et Short, 2013; Short et Short,
2008). Nejen podle téchto praci jsou tedy primery AVSI1, AVS2 a POL navrZzeny vhodné
pro identifikaci vétSiny virt napadajicich sladkovodni i mofské fasy a problém, ktery nastal
V této préci, nebyl spésné vysvetlen.

Dal8im divodem, pro¢ viry nebyly izolovany z vice vzorkl, by mohly byt nevhodné

zvolené primery v zavislosti na druhu zkoumanych vzorkd. Vzorky pouzité v této praci
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zahrnovaly pievazné jednokmenové kultury sinic rtznych rodi a smésny fytoplankton,
u kterého nebylo zjisténo, co piesné obsahuje. Je tedy mozné, Ze vybrané primery urcené
k detekci vir fas nebyly vhodné zvoleny a moznym feSim aspon pro jednokmenové kultury
sinic by bylo vyuziti primert uréenych pro detekci vira sinic.

Posledni vysvétleni zahrnuje zmény v obsahu vird ve vodnim prostiedi. Jak jiz bylo
uvedeno Vv literarni resersi, koncentace vird ve vodnim prostiedi neni vzdy stejna a méni se.
| kdyz je vSeobecné piijmanym faktem, ze viry jsou ve vod¢ nejhojnéjSimi biologickymi
zastupci, mohl byt obsah virti v konkrétnim misté a ¢ase odbéru nizky nebo se zde viry viibec

vyskytovaly.
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[ Zavér

V praci byla vypracovéana literarni reSerSe na téma viry fas a sinic se zaméfenim
nasladké vody. V experimentalni ¢asti byla testovana pfitomnost vird ve 24 vzorcich
obsahujicich fasy a sinice pochazejicich ze sladkovodnich rybniki a feky Ceské Republiky
a jezer statu Florida, USA. Byla pouzita nested PCR s virové specifickymi primery AVSI,
AVS2 a POL slouzicimi k amplifikaci virového genu pro DNA polymerazua nasledn¢ byla
provedena sekvenac¢ni analyza. Prokazan byl nalez vira ve dvou vzorcich, z toho jeden virus
pochazel z ¢eledi Phycodnaviridae, jejiz zastupci napadaji fasy. Druhy nalezeny virus patfil
do fadu Caudovirales, jehoz zastupci mohou zpusobovat infekce sinic. V nasem piipadé

se v8ak jednalo o virus napadajici mykobakterie (mykobakteriofag).

46



8 Seznam pouzitych zkratek

ATCV
BAC
BLAST
bp

C

CPS
CRISPRs
DAPI
DNA
dNTPs
dsDNA
ESV-1

G

HaV
HaV01
LB médium
MCP
MpV-SP1
MRNA
nt
PBCV-1
PCR
RNA
rpm

sp.

spp.
subsp.
TEM
tRNA
Yo-Pro-1

Acanthocystis turfacea Chlorella virus

bacterial artificial chromosome

basic local alignment search tool

par bazi (base pair)

cytosin

capsid assembly protein

clustered regularly interspaced short palindromic repeats
4'6-diamidino-2-phenylindol

deoxiribonukleové kyselina

deoxyribonukleozid trifosfaty

dvouvlaknova deoxiribonkleova kyselina (double stranded)
Ectocarpus siliculosusvirus 1

guanin

Heterosigma akashiwovirus

Heterosigma akashiwovirus klon 1

Lauria-Bertrani médium

major capsid protein

Micromonas pusillavirus SP1

mediatorova ribonukleova kyselina

nukleotidy

Paramecium bursaria Chlorellavirus 1

polymeréazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
ribonukleova kyselina

pocet otacek za minutu

druh (species)

druhy (species)

poddruh (subspecies)

transmisni elektronova mikroskopie

transferova ribonukleova kyselina
{4-[3-methyl-2,3-dihydro-(benzo-1,3-0xazol)-2-methylmethyledene]-1

(3'-trimethylammoniumpropyl)-quinoliniumdiiodid}
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