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1. Uvod

s

Nejdilezit¢jSi misto ve vodnim ekosystéemu zaujimaji oxygenoiodyntetické
mikroorganismy obsahujici chlorofyl, coZ jstasy a sinice, tzv. fytoplankton. Jde o
primarni producenty fotosyntetického organickéhdikuh Naproti tomu heterotrofni
organismy, coz jsourpdevsim bakterie a zooplankton, organicky uhlikziyaji. Mezi
témito dwma metabolickymi skupinami se nachazi fotohetefoirdakterie, které
vyuZivaji energii ziskanou ze&la a zarov# vyZzaduji zdroj organického uhliku, coz se
jevi jako vyhodnd strategie. Do téteti skupiny pai aerobni anoxygenni fototrofové.

(KoBLIZEK & PRASIL 2002)

1.1  Aerobni anoxygenni fototrofni bakterie

Aerobni anoxygenni fototrofni bakterie (AAP — AeimBnoxygenic Phototrophs) byly
objeveny roku 1978, kdy byla v Tokijském zalivu pavrchutas, v povlacich sinic,
v pisku a v miské vo@ objevena nova skupina bakterii obsahujici baktatarofyl a
(BChl a) (HARASHIMA et al. 1978SHIBA et al. 1979).

Mnoho let se #filo, Ze anoxygenni fotosyntéza je spojena s &ndu
anaerobnimi podminkami, a tudiZz je typickd pro ama@ bakterie (YRKOV &
CsoTonyI 2009). Anaerobni purpurové bakterie jsou nejbli#dgenettti pribuzni
AAP, vyuZivaji téndi stejny fotosynteticky aparat, avSak fotosyntézaPAwyZaduje
naopak aerobni prasdi (YURKOV & BEATTY 1998). Jak jiz ndzev AAP napovida,
jedna se o bakterie, které neprodukuji kyslik k@i nevyuzivaji redukci vody jako
donoru elektronu. DalSi odliSnosti je, Ze AAP netigi Calviriv cyklus a proto
vyZaduji zdroj organického uhliku. Fotosyntézoupycaophkovym zdrojem energie,
mohou uspokojit az 50 % svych energetickychgim{KoBLIZEK & PRASIL 2002).

Existuje tedy pt zakladnich ry§, které AAP odliSuji od anoxygennich fotoftiof
1. vyZaduji pitomnost kysliku pro fotosyntézu, 2.¢te inhibuje syntézu BChB. neni
piitomen Calviiiv cyklus a nejsou schopny asimilovat inorganickiikyit. maji mensi



pocet fotosyntetickych jednotek v hoe, 5. kkteré skupiny obsahuji velké mnozstvi

karotenoid (YURKOV & CsSOTONYI12003,RATHGEBER et al. 2004).

1.1.1 Taxonomie

Patet znamych druln AAP neustale viista. V sodasnosti je popsano 52 dfulr 33
rodech, picemz v poslednichityiech letech bylo objeveno az 18 novych druh
(YURKOV & CSOTONY12009).

VSechny AAP sdadi meziProteobacteria kde se nachazi i nejblizcéipuzné
purpurové nesirné bakterieétéina drulii byla dosud popsana viédk a-proteobakterii,
ale je jiz znam jeden zastupgeroteobakterii -Roseateles depolymeraageden druh
z podtidy y — Congregibacter litoralig Y URKOV & CSOTONYI2003).

a-proteobakterie se dalesld na podskupinya-1 az a-4. Do podskupinyo-1
spadaji druhy fodni, z termalnich praméra kyselych odpadnich vod. Podskupind
obsahuje miské zastupce:Labrenzia, Roseibium Stappia marina a Hoeflea
phototrophica o-3 podskupinu tvih morské a halofilni AAP s typickym rodem
RoseobacterA posledni podskupina-4 zahrnuje hnedgkolik druhi jak z mdskych,
tak i sladkovodnich praosdi — nap. Blastomonas, Citromicrobium, Erythrobacter,
PorphyrobacterY UrRKkov & CsoTONYI12009). (Obr.1)
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Obr. 1: Fylogeneticka analyza hlavnich zastupc AAP na zakladk sekvence 16S
rRNA (Neighbor-joining, Bootstrap 1000) @8LizEk — nepublikovano)



1.1.2 Morfologie

Trida Proteobacteria do niz taxonomicky spadaji AAP, je pojmenovana po
stardeckém bohu Proteovi, ktery @ghrmeénit swvij tvar, steji jako existuje nefgberné
mnoZstvi tzn¢ tvarovanych forem proteobakterii. Neni tedkekvapujici, Zze také
morfologie aerobnich anoxygennich fotofrgé velmi mtiznoroda. Spolsym rysem
vSech AAP je pouze gramnegativni béma stna (YURKOV & BEATTY 1998).

Byly popsany druhy kokélni —-Roseococus, Craurococcus/ejcovité —
Roseobacter, Erythromonagycinkovity tvar burk maji napiklad Erythrobacter,
Roseivivax, Acidiphilium a konéné skupina pleomorfnich drih jako je
Citromicrobium bathiomarinum ktery zaujima &em dleni tvar ,Y*“ nebo rod
Porphyrobactey jez vytv& membranové vyzky, které z¢tSuji jeho povrch, a tak
lépe ziskava Ziviny (YRKOV & CSOTONYI2009).

Raznorodost charakterizuje i agpob Zivota AAP. Existuji jak samostatnéily
s bitiky, tak buiky prisedlé na d& nebo jako povlak purpurovych baktetii sinic
(YURKOV & CsOTONYI12009). Nekteré druhy se naopak shlukuji do kolonii tvaruetgz
(hvézdicovité zice) — Staleya guttiformis, Stappia marin& pripominaji k&t
pampeliSky nebo mozkovy koral — kmeny BL7, BL14, @8 THGEBER et al. 2004KIm
et al. 2006).

Rozmanitost se promita také doagpbu @leni. Bylo pozorovano n&pstjsi
déleni binarni, dale pieni — Porphyrobacter neustonensi@-UERST et al. 1993),
zaSkrcovani Erythrobacter ezovicuriY URKOV & BEATTY 1998)a zvI&stni dleni, [
némz vznikaji ti dceiné buiky — Citromicrobium bathyomarinunfY urkov et al.
1999).

1.2  Fotosyntéza AAP

Fotosyntetické komplexy AAP jsou umisy v cytoplazmatické membréanzZakladni

funkeni jednotkou je reali centrum (RC), které katalyzujessiem indukovany penos
elektrori vedouci ke stabilnimu roZléni ndboj. Stejré jako u nesirnych purpurovych



bakterii se jednd o feofytin-chinonové RC II, ktejé tvaeno proteinovymi
podjednotkami H, M, L — kddované gepufHML, ¢tyfmi molekulami BChla, dwma
molekulami bakteriofeofytinu (BPhe), &ma molekulami ubichinonu, jednoho iontu
nehemového Zeleza a jedné molekuly karotenoidiRoV & BEATTY 1998).

Ke zvySeni Ginnosti sbirdni sstla jsou v cytoplazmatické membrardalsi
pigment-proteinové komplexy — viiii swtloskérna anténa (LH1 — light-harvesting).
Ten zwtSuje povrch pro zachycovaniéwiného zéeni a jelikoZz absorbuje v jinych
vinovych délkach nez RC, daplje tak jeho spektralni rozsah. LH1 se sklada jicko
proteini a a — kddované genpufAB z BChla a karotenoitl. Obklopuje RC a tvid
kruhovy LH1-RC komplex fitomny u vSech AAP (YRkov & CsOTONYI 2009).
AbsorkEni maxima tohoto komplexu jsou 800nm pro RC a 87@nonLH1 (YURKOV &
CsoToNyYI 2003). U rkterych druli je swtloskérny systém rozEen jest o vrejsi
anténu LH2. LH2 mé& podobné sloZeni jako LH1 fitwvoensi kruhy umishé kolem
vngjSiho obvodu LH1 a vzhledem ke @wa ffiznym orientacim BChla ma& dw
absorkini maxima v 800nm a 850nm (¥Kov & CSOTONYI12009).

Charakteristickym znakem AAP fotosyntézy je titgmnost get pro syntézu
enzymu RubisCO, ktery zaujiméddivé postaveni v Calvinéwyklu. AAP tak nejsou
schopny asimilovat COa nevykazuji tedy autotrofnist (YURKOV & BEATTY 1998).

1.2.1 Princip bakterialni fotosyntézy

Energeticky tok elektran AAP se velmi podob& procesu ziskavani energie u
anaerobnich anoxygennich bakteriii. Fotosyntézagkajena dopadem a absorpci
fotona swtelného zéeni s¥tloskérnym systémem, tato energie je transportovana do
RC, kde doché&zi k fotooxidaci specialniho paru B&hExcitovany BChla, primarni
donor, se tak stava redirkm cinidlem a gedava elektron BPhergs gidatny BChl.
BPhe dale feda negativé nabitou ¢astici primarnimu akceptoru, coz je molekula
ubichinonu Q. Odtud elektron putujeips nehemové Zelezo na ubichinog. @ento
cyklus se je&t jednou opakuje. Poftipeti druhého elektronu segQIné redukuje a

piijme dva protony z cytoplazmy, déle se odpouta dd, Rifunduje do lipidové



dvojvrstvy, kde uvolni ziskané protony i elektroBrotony jsou transportovany do
periplazmatického prostoru a elektrony jsdaneseny cytochromemzpst na specialni
par BChl a, ktery je tak redukovan do vychoziho stavu. Tinogklickym tokem
elektrori vznika protonovy gradient na cytoplazmatické meinkr kdy se sniZuje
koncentrace protanv cytoplazng a naopak se zvysuje jejich koncentrace v periptazm
Zde probiha fotofosforylace, kdy dochazi k vyrovéwdivgradientu elektrochemického
potencialu protona pomoci ATP syntézy vznika ATP z molekuly ADPoafére&nanu.
Fotofosforylace je u AAP v anaerobnich podminkanfzena (WURKOV & BEATTY
1998,YURKOV & CSOTONY12009,ZuBkov 2009).

Ackoli je princip fotosyntézy AAP v podstatshodny s anaerobni bakterialni
fotosyntézou, existuje ¢kolik predpoklad, prac AAP nejsou schopny fotosyntézy
v negitomnosti kysliku. Napklad mnohonasolinvyssi redoxni potencial primarniho
akceptoru @ u AAP by n#l v podstat znemohovat genos elektroi z Qxn na Q.
Avsak redoxni potencial je kompenzovan vysokou kotraci oxidovaného ubichinonu
pochazejiciho z aerobni respirace. V bezkyslikaggmostedi by ubichinon nebyl
schopen fenasSet elektrony od specialniho paru B@hljelikoz by se nachazel
v redukovaném stavu. Nicm&ntento mechanismus je stalefegmétem studia
(RATHGEBER et al. 2004Y URKOV & CSOTONY12009).

1.2.2 Pigmenty

Hlavnim sw¥tlosbérnym pigmentem u AAP je bakteriochlorofyl (BChl) ¥kov &
CsoTONYI12009). Jedinym typem BChl nalezenym ve vSech d@sysanych druzich
AAP je BChl a s postrannimietzcem tvdenym fytolem stejé jako u nesirnych
purpurovych bakterii (YRkov & BEATTY 1998)(Obr. 2). Typicky je také nizky obsah
BChlav buikach, ve srovnani s nesirnymi purpurovymi bakterienaz desetkrat nizsi
(YURKOV & CSOTONY12003).



Obr. 2: Chemické struktura bakteriochlorofylu a

Rada druli AAP produkuje mnoZzstvi karotendidkteré utuji jejich barevnou
pestrost. Mnohé zéthto karotenoil nemaji s¥tlosbérnou funkci a netastni se
fotosyntézy (KoBLizEK et al. 2003). Jsou uloZeny v cytoplasmmebo vézany
v cytoplasmatické membrarii buné¢né séné (YURKOV & BEATTY 1998,KOBLIZEK et
al. 2003) a jsou pra¥podobré vyuZzity k ochrag reakniho centra fed toxickou
fotooxidaci i aerobni fotosyntéze (\kRkov & BEATTY 1998). SlozZeni karotenaide
druho¥ specifické, ®které druhy obsahuji az 20uznych tygm - nap.
Erythromicrobium ramosumNicmérg vétSinové zastoupeni maji karotenoidy, které
AAP propijcuji vyrazré oranzové odstiny oproti nesirnym purpurovym bakter
(YURKOV & BEATTY 1998).

1.2.3 Syntéza bakteriochlorofylu a a enzym chlorofyliduldaza

Syntéza BChla za&ina z jednoduchych prekurZoglycinu a sukcinyl CoA. Prvotni
kroky této biosyntetické drahy jsou sp&ié s biosyntetickou drahou hemu, vitaminu
B1, a chlorofylu az k poslednimu spétemu meziproduktu protoporfyrinu IX. Syntéza
chlorofylu a BChl dale poketaije oddlerg, a to vioZzenim higiku do tetrapyrolového
jadra pomoci enzymu chelatazy za vzniku magnesitstoporfyrinu IX. Draha déale
pokrauje pres spoléné meziprodukty az k chlorofylida (Chlide a), odkud jiz

pokrauje vlastni syntéza BCla. Biosyntetick& draha BCH je zndzortn na Obr. 3,



véetre meziprodukt a geri kédujicich jednotlivé enzymy (Tab. 1) (Mows &
KRIEGEL2009).

Enzym chlorofylid reduktdza biosyntetické drahytB@ prevadi chlorofylida
na 3-vinyl bakteriochlorofylida, sklada zeit podjednotek X, Y, Z kédovanych geny
bchX,Y,Z Fi jeho disfunkci dochazi k akumulaci chlorofylida a jeho derivét
v buice. Enzym byl identifikovan Rhodobacter capsulatuspol&né s enzymem
protochlorofylid reduktadza, jez ma podobnou funkeénzym chlorofylid reduktaza je
piitomen ve vSech anoxygennich fototrofnich organggmeetné zelenych, sirnych a
nesirnych bakterii na rozdil od oxygennich fotair(BoLLIVAR et al. 1994, W.LOowsS
& KRIEGEL2009).
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Obr. 3: Biosyntetickd dradha bakteriochlorofylu a od protoporfyrinu IX v ¢etné
geni kdédujicich jednotlivé enzymy(WiLLows & KRIEGEL2009)



Tab. 1: Enzymy a geny biosyntetické drahy bakteridalorofylu a od
protoporfyrinu IX (zpracovano dle WLows & KRIEGEL2009)

EC kody
Enzym oznaceni genu enzymu
Magnesium chelataza bchl, bchD, bchH 6.6.1.1
Magnesium protoporfyrin IX: SAM O-metyltransferaza bchM 2.11.11
Magnesium protoporfyrin IX monometyl ester oxidativni
cyklaza bchE, acsF 1.14.13.81
Protochlorofylid reduktaza bchLNB 1.18.-.-
8-vinyl reduktaza bchJ 1.3.1.75
Chlorofylid reduktaza bchX, bchY, bchz 1.18.-.-
3-vinyl bakteriochlorofylid a hydroxylaza bchF
3-hydroxyetyl bakteriochlorofylid a dehydrogenaza bchC
Bakteriochlorofyl syntaza bchG 2.5.1.62
Geranylgeranyl reduktaza bchP

VSechny geny ¢&astnici se biosyntetické drahy BChl jsou azvany
piedponou hch“. Tyto geny jsou v genomu sdruzeny do tzv. fotostyckého
genového klastru, ktery zahrnuje krédrgeni pro biosyntézu BChh také geny pro
syntézu karotenoid podjednotek fotosyntetického aparatu &teré dalSi geny a
regulatory (Obr. 4). Organizace gedo fotosyntetického genového klastru je typické
pro proteobakterie, u oxygennich fotosyntetickychgamisnii se nevyskytuje
(SWINGLEY et al. 2009).

" bchl - bechD | oOrf - Orf - <crtb2 |- ‘crtDi | crtF
uf
PR
. bchC ~  bchX bchyY bchz il -‘
Of - Orf < bchP < bchZ <bchG -~ ppsR < orf* |
bchF. bchN - bchB bchH | bchL | bchmM~

o WEER> of | of -

Orf* - Coenzyme B12-binding protein

Obr. 4: Fotosynteticky genovy klastr — Erythrobacter NAP1 (ZROTALOVA &

KoBLIiZEK — nepublikovano)
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1.2.4 Regulace syntézy pigmént

Hlavnimi faktory ovliviujicimi syntézu pigmeiitjsou gitomnost kysliku a intenzita
slune&niho zd&eni (YURKOV & BEATTY 1998).

Typickym znakem AAP je pttba gitomnosti kysliku, kterd ovliwje syntézu
BChl. Ten je produkovan pouze v aerobnim pemit (HARASHIMA et al. 1980).
Mnozstvi BChl je ovlivino koncentraci kysliku v praedi, gicemz Gzné druhy AAP
uprednosiiuji razné koncentrace kysliku pro maximalni syntézu BChURKOV &
CsoTONY12009).

Z duavodu existence tznych tygi karotenoid se jejich regulace kyslikem
znane lisi. V pripact karotenoid vazanych na regki centra ma koncentrace kysliku
zasadni vliv. Naopak uétsiny karotenoid neltastnicich se fotosyntézy je tento vliv
velmi maly (HARASHIMA et al. 1980).

Druhym faktorem regulace syntézy pigmene intenzita sttla. U AAP i
tlumené swtlo potlatuje syntézu BChl, ktera tedy probiha za tmyv@dem niize byt
ochrana ped reaktivnimi formami kysliku (YRkov & CsSOTONY12009).

Na syntézu pigmettmaji vliv také dalSi faktory jako slanost, teplaiapH
prostedi. AAP ¢asto produkuji #Si mnozstvi BChl pokud se nenachazi v optimalnich
podminkach pro jejichust. JelikoZz maji AAP fevazig heterotrofni metabolismus, na
syntézu pigmeiit uplafuje vliv také mnozstvi organického substratuugRKov &
CsoTONY12009).

1.3 Vyskyt AAP

Po objeveni AAP fevaZovala fedstava, Ze se jednd o neobvyklou skupinu bakterii
vyskytujici se pouze ve specifickych ekologickydkéesh, zejména ve vodach bohatych
na ziviny (YURKOV & BEATTY 1998). Nicmén srostoucim zajmem o AAP a
s intenzitou vyzkumu se zjistilo, Ze vtéto skupibakterii panuje velka druhova
rozmanitost a stéle dochézi k popisu novych dlrahtiznych prostedi. AAP byly
nalezeny prakticky ve vSech ekosystémech, ktengryliejich gitomnost zkoumany.
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AAP byly objeveny nejen v ntekych vodéach, ale téZ ve vodach volného oceéanu
(KoBLizEKk et al. 2003, YRKovV & CsoToNyl 2003, COTTRELL et al. 2006),
v sladkovodnim progedi, eutrofnim i oligotrofnim (MSiN et al. 2008,YURKOV &
CsoToNY12009). Nyni tvei AAP funkéni skupinu bakterii f@edstavujici téré desetinu
mikroorganisni obyvajicich eufotickou zénu &ovych mdi a jsou dlezitou sodasti
moiského kolobhu uhliku (YURKOV & CsOTONY12009).

Vyzkum AAP se souggdil i mimo vodni prosedi a do zdanlw negiznivych
prostedi pro ostatni mikrobialni populaci. V Japonskiybgolovany dva jpdni druhy
Craurococcus roseua Paracraurococcus rubefSaitoH et al. 1998) a nedavno byly
APP objeveny také vignich krustach v Kan&d(CsoTonyi et al. 2010). Atomnost
AAP byla prokazana v hypersalinnich jezerech Alistr@uzuki et al. 1999aSuzuKi
et al. 1999b), v na Ziviny bohatych mikrobialnichrestech (YRkoOv & CSOTONY!I
2003), v kyselych vodach odpadnihailrdho systému a v kyselych termalnich
pramenech v Japonsku ARAO et al. 1996), v termalnich pramenech o tepkEd@°C
v Japonsku a Portugalsku AMADA et al. 1997, RINEY et al. 2003) a iekvapiv i
v blizkosti hlubokomiskych hydrotermalnich vyva v hloubce kolem 2000 m
v Tichém oceanu (Yrkov et al. 1999).

V Ceské republice byly AAP nalezeny dznych sladkovodnich prastich -
v lomu Velka Amerika, v piskoenCep a v Sumavskych jezerech Ple3n€estovo
jezero, kde AAP tvid pies polovinu bakterialni biomasy. Dale pak v mensinozstvi
ve vodnich nadrzich Slapy Rimov, v mezotrofnim jeze Radnice a pisko¥nTu¥.
Mensi mnozstvi bylo nalezenaekach LuZnice a Vitava. (MsiN et al. 2008)

1.4 Genetickda analyza

Ke sledovani vyskytu AAP vifrodnim prostedi se vyuZivatznych metod aifstupi
jako napiklad infratervend mikroskopie, inftervena fluorometrie, pigmentova
analyza HPLC a molekularni fylogenetickd analyza ADNK molekularni analyze
anoxygennich fototrofnich bakteriii wanych prosedich byly hoj# vyuZivany
primery pro gerpufM, kédujici M podjednotku regkiho centra Il, které je typické pro
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vSechny purpurové bakterie. GenfM se v3Sak vyskytuje pouze v proteobakteriich a
fylogeneticka analyza na zaktadohoto genu bohuZel did neodpovida ifbuznosti
podle 16S rRNA (BJA et al. 2002, YTIN et al. 2005) (Obr. 5).

K detekci gitomnosti anoxygennich fototriof v prirodnich vzorcich je
nejvhodrjsi zvolit geny pro enzym chlorofylid reduktdzuenybchXYZ coz je jediny
enzym z unikatni drahy pro BCHd, ktery je gitomny ve vSech anoxygennich
fototrofnich organismech¢etns zelenych, sirnych a nesirnych bakteriich na roedil
oxygennich fototraf a neni v gkterych genomechfiomen v mnoha kopiich jako
genybchF a bchG Analyza X, Y a Z podjednotek chlorofylid redukyaakazala, Ze
pouze Y podjednotka kédovana genkbahY obsahuje konzervativni sekvenci odliSujici
tento protein od ibuznych homololy TudiZz genbchY byl zvolen jako univerzalni

marker pro anoxygenni fotosyntézuuiN et al. 2009).
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Obr. 5: Fylogeneticka analyza hlavnich zastupc AAP na zaklad genu pufM
(Neighbor-joining, Bootstrap 1000) @&LiZEK — nepublikovano)
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. Cile prace

. Navrzeni specifickych primémpro genbchYchlorofylid reduktazy.

. Amplifikace genubchYu vybranych izolovanych kmémAP.

. Genetickd analyzabchY geni u pirozenych spolk&enstev ve vybranych

sladkovodnich lokalitach.
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3. Material a metody

Sledované geny:

Byl analyzovan gemchYkddujici Y podjednotku enzymu chlorofylid reduktakyery

je soutasti biosyntetické drahy bakteriochlorofyu

Lokality:

NavrZzeny set primérbyl testovan $ fylogenetické analyze mikrobialniho sp&dastva
v piirodnich vzorcich horskych jezer v Tyrolskych Alpg&akousko) a jejich zakladni

charakteristiky jsou popsany v tabulce (Tab. 2,. 3b

Tab. 2 Charakteristika lokalit (CuPEROVA et al. 2011)

Nadmorska Maximalni Plocha
vySka Zemépisna Zemépisna hloubka  Rozloha povodi
Nazev (m.n.m.) Sirka délka (m) (ha) (ha)
Vysokohorska jezera
Gossenkollesee (GKS) 2417 4713 1100’ 9,9 1,7 30
Oberer Plenderlesee
(OPL) 2344 47°12° 1102’ 7,5 2,1 97
Jezera na hranici lesa
Drachensee (DRA) 1874 4702 10%56° 24 4,5 188
Jezera pod hranici lesa
Achensee (ACH) 929 4727 1142 133 680 10 500
Piburgersee (PIB) 913 4711 10°53° 24,6 13,4 265

Tab. 3 Charakteristika lokalit (CUPEROVA et al. 2011)

Datum Teplota DOC Chla
Nazev odbéru  (T) pH (mg.L")  (ug.L'™h)
Vysokohorska jezera
Gossenkollesee (GKS) 12.8.2009 12,9 7,24 0,38 1,04
Oberer Plenderlesee
(OPL) 10.8.2009 10 7,08 0,31 0,69
Jezera na hranici lesa
Drachensee (DRA) 11.8.2009 12,6 8,12 0,38 0,69
Jezera pod hranici lesa
Achensee (ACH) 14.8.2009 19,2 8,41 14 1,44
Piburgersee (PIB) 13.8.2009 22,2 8,15 2,3 2,43
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Odbér a filtrace vzorku vody z lokalit:

Voda z lokalit byla odebrana z#& tloubek eufotické zony pomoci Schindler-Patalas
odkéraku. Pro paeby analyzy DNA byl vytveen integralni vzorek vody. Filtrace
vzorki vody na analyzu DNA byla provedena v terénni lab®r u jezera
Gossenkdllesee v co mozna nejrychlej€mse od vzorkovani jezer (max. 3 hodiny).
Voda z jezer o objemu 500 ml byla pomoci vakuovémpy filtrovana na
polykarbonatovy filtr (0,2um; Whatman, USA), ktery byl ulozen v mrazicim b0

°C) a nasledh zpracovan v laboratoMikrobiologického tstavu A¥R Trebai (MBU
Trebai). Odber i filtrace byly provedeny Mgr. Zuzandtuperovou (MBU Tebat).

Izolace DNA:

Izolace girodni srésné DNA byla provatha dle Zou et al. 1996:

Do sterilni 2 ml mikrozkumavky vlozime filtr se gamou DNA a pidame 0,25 g
sklerenych kulcek, 500 ul TENP pufru, 500ul fenol-chloroform-isoamylalkoholu
(25:24:1, ROTH), 60ul 25 % SDS a vortexujeme 5 az 10 minut. Dale vzorek
inkubujeme 10 minut ip 60 °C v termo bloku a poté 1 minutu na ledu. \é&or
centrifugujeme p 4 °C (6 minut, 10 000 rpm). Odebereme vrchni thkzinové sterilni
mikrozkumavky, pidame 50Qul fenol-chloroform-isoamylalkoholu (25:24:1) a opst
vzorek frevracime. Poté @p centrifugujeme $ 4 °C (6 minut, 10 000 rpm) a pokud
jsou na rozhrani obou fazi viditelné srazeningdphozi bod opakujeme do UpIného
procisteni. K precisténé fazi gidame 12Qul 3M Na-acetatu, 1 ml 96% etanolu, opétrn
promichame a uloZzime vzorek v mrazicim boxu na ésjni,5 hodiny (precipitace
DNA). Poté vzorek centrifugujemetip4 °C (60-90 minut , 13 000 rpm). Pipetou
opatrré odstranime supernatant, k pelettiddme 850ul 80% etanolu a vzorek
inkubujeme 10 minut na ledu. Opatrpromichame a @p centrifugujeme 4 °C (15
minut, 13 000 rpm). Supernatant odstranime a pgliSime (1 hodinuippokojove
teplo€). Poté pelet rozpustime v 50 PCR vody a extrahovanou DNA uloZime v
hluboko mrazicim boxu (- 80 °C).
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Kizolaci kultur AAP byl pouzit RTP Bacteria DNA N Kit (Invitek,

Némecko).

Navrh reverznich primeri:

Znameé sekvence gerachZvybranych AAP byly ziskany z databaze National t€en
for Biotechnology Information (NCBI) vyhledavaninukieotidovych sekvenci sluzbou
BLASTN byly alignovany pomoci programu ClustalX BQConway Institute UCD
Dublin, Irsko).

Pro alignment byly pouZzity nukleotidové sekveneaupchZtéchto organisn:
Methylobacterium radiotoleran§CP001001)Halorhodospira halophila(CP000544),
Rhodobacter sphaeroidez.4.1. (CP000143)BradyrhizobiumBTAil (NC 009485),
Roseovariussp. TM1035 (ABCL01000003)Jannaschiasp. CCS1 (CP000264),
Roseobacter denitrificangCP000362), Roseobactersp. CCS2 (AAYB01000001),
Roseovarius  sp. 217 (AAMV01000001), Uncultured proteobacterium
DelRiverFos13D03 (AY912081),Roseobacter sp. AzwK3b (ABCR01000004),
Congregibacter litoralis (AAOA01000014), Uncultured proteobacterium
DelRiverFosO6HO03 (AY912082), Uncultured proteobaate eBACred25D05
(AY671989), Marine gamma proteobacterium HTCC208BA\V01000005),
Uncultured marine proteobacterium clone EBACO000@®C (AE008920),
Methylobacterium populi (CP001029), Methylobacterium sp. 4-46 (CP000943),
Dinoroseobacter shibag(CP000830), Uncultured marine proteobacterium elon
EBACO000-60D04 (AE008921), Rhodopseudomonas palustrigNC 005296),
Rhodospirillum centenun{CP000613), Uncultured marine proteobacterium elon
EBACO000-65D09 (AE008919)Rhodobacter capsulatu$Z11165), Rhodospirillum
rubrum (AF018954) Loktanella vestfoldensidAMS01000002) Erythrobacter longus
(AB035570), Erythrobacter sp. NAP1 (AAMWO01000003),Methylocella silvestris
(CP001280), Rubrivivax gelatinusus (AB034704), Roseobacter litoralis
(ABIG01000015).
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Amplifikace genu bchyY, vizualizace a purifikace PCR produktu:

Metoda PCR byla pouzita s nasledujicimi paraméif§:3000 Cycler (Techne, Velka
Britanie), Gvodni denaturace 94°C 4 min., naste@8 cykli: 1 min. denaturaceip
94°C., 1 min. nasedaniips4°C, 2 min. extenze 68°C a zé&tna extenze 10 min.
68°C. Reakni snes obsahovala 10l JumpStart REDTaq ReadyMix PCR Reaction
Mix (Sigma, USA), 0,4 ul 20M primeri forward a reverse, 0,8 templatové DNA a
DEPC HO do objemu 2Qul. Pri uspisné amplifikaci byla PCR reakce opakovana v
objemu 70 pl se zachovanim vSech paraimetrpongru vSech reagencii. Primery
syntetizovala firma Generi Biotech (Hradec Kréalot/éska republika).

Vysledné PCR produkty byl vizualizovany pomoci ragaveé elektroforézy a
UV lampy s parametry: 1% Tris-acetat-EDTA agarosasl obarveny 0,5ug/ml
ethidium bromidem, GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fertas Inc., Kanada),
EC300XL2 (Thermo Scientific, USA) 80 V, 60 min.

PCR produkt byl purifikovan dle navodu pomoci Gdat& PCR Clean-Up Kit
NA1020 (Sigma, USA):
VloZime GenElute Miniprep Binding Column do paliného p&u 2 ml
mikrozkumavek a fidanim 0,5 ml Column Preparation Solution zvySinagbu DNA
k membrag. Poté centrifugujeme (1 min., 12 000 rpm) a oddine eluat. K PCR
produktu pidame Binding Solution v poénu 5:1 a sms peneseme do kolonky.
Centrifugujeme (1 min., 12 000 rpm), odstranimeatla kolonku vioZzime zp do
mikrozkumavky. Fidame 0,5 ml dle navoduekného Wash Solution, centrifugujeme
(Imin., 12 000 rpm), odstranime eluat atoploZime kolonku do mikrozkumavky.
Centrifugujeme bez fani jakékoli latky (2min., 12 000 rpm) a odstraei eluat i
s mikrozkumavkou. Kolonku vloZime do nové 2 ml roikumavky, pidame 50ul
Elution Solution a inkubujeme v 18°C (1 min). K lméni DNA do mikrozkumavky
centrifugujeme (1min., 12 000 rpm) gefistény PCR produkt uloZzime v -20°C.
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Stanoveni koncentrace DNA:

Konetna koncentrace purifikovaného PCR produktu byléfema dle instrukci na
piistroji Quant-iT dsDNA Assay Kit (Invitrogen, USAja zaklad fluorescence a od
roku 2010 na fistroji Nanodrop 2000 Spectrophotometer (ThermeBdic, USA) na

zaklad absorgniho spektra.

Klonovani:

Pfi klonovani bylo postupovano dle instrukci pGEM-mdapGEMT-T Easy Vector
Systems (Promega, USA). Ligd snes obsahovala: 5 pl 2x Rapid Ligation Buffer, 1
ul pGEM-T Easy Vector (50ng), 2 ptggisttného PCR produktu (DRA 93 ng/ul, PIB
115,5 ng/ul), 1 ul T4 DNA Ligase a 1 pl DEPGMHa byla inkubovanaips noc v 7°C
pro zvyseni dinnosti transformace.

Pro vyrobu LB ploten s ampicilinem, IPTG a X-GaldpouZzito 15 g agaru na
11 LB media (10 g Bacto-tryptone, 5 g Bacto-yeastrakt, 5 g NaCl), sis se dale
autoklavovala a nechala zchladnout na 50°C. Médsemozlije po 25 ml do Petriho
misek a poté sefiga do kazdé misky 25 ul 100 pg/ml ampicilinu. Rohnuti média
v miskach rozprogeme po celém povrchu 100 pl 0,1M IPTG a 20 ul 50mgl-Gal,
nechame zaschnout a inkubujeme 30 min3p°C

Transformani protokol byl pouZzit dle dodaného navodu s pooZiBOB media
(2 g Bacto-tryptone, 0,5 g Bacto-yeast extrakt, |I11M NaCl, 0,25 ml 1M KCI, 1 ml
2M Mg®") a vysoce kompetentnich hitknEscherichia coliichemikompetentni DHB
pripraveny Mgr.Cuperovou Zuzanou MBU{Ebai).

Uspsdné zaklonovani insertu do pGEM-T Easy Vector rilrugddujici
sekvenci gendacZ B-galaktosidazy a rekombinantni klony byly identifiény po
vysevu na LB plotny s ampicilinem, IPTG a X-Gal maklad barevné odliSnosti.
Pozitivni kolonie byly peatkovany na plotny sd@slovanymi ntizkami a inkubovany
pies noc v 37°C. Jednotlivé narostlé kolonie bykegdkovany do mikrotitrénich
destéek (30 ul DEPC KO do kazdé koiirky) a ulozeny do -20°C na 30 min.

20



Naslednym rozmrznutim jsme ziskali templat prétewi pozitivity pomoci kontrolni
PCR reakce s primery pro pouzity vektor — T7-pramdi’- TAA TAC GAC TCA
CTATAG GG -3 a SP6 5- GAT TTA GGT GAC ACT ATAG3'.

PCR reakce byla pouzita s nasledujici paramet:3000 Cycler (Techne,
Velka Britanie), uvodni denaturace 94°C 4 min. led® 32 cykki: 1 min. denaturace
pii 94°C., 45 s nasedantipgl5°C, 1,5 min. extenze 72°C a Zétna extenze 10 min.
72°C. Reakni snts obsahovala fl 10x PCR pufr bez MgGJ 8 pl 25mM MgCj 0,2
ul Tag DNA Polymeraza (5U/ul ), 5 pl 2,5mM dNTPS8® ul 2@M primeri T7 a
SP6, 5ul templatové DNA a DEPC #D do objemu 5Qul.

Sekvenovani:

Pro sekvenni reakci bylo teba 10 ul kazdého PCR produktu o koncentraci 5@250
ng/ul a 2 pl 10 pmol kazdého primeru na jeden Wwofeitomaticka sekvenovani byla
zpracovana spoteostmi StarSEQ (Bimecko), Stedisko sekvenovani DNA fp

Mikrobiologickém tstavu AWCR Praha a Macrogen (Soul, Korea).

Zpracovani sekvengnich dat:

VSechny obdrzené sekvence bylyém& kontrolovany v programu Chromas 1.5
(Technelysium, Australie), nepouzitelna sekwsmadata byla odstr&na a vybrané
sekvence byly porovnany s databazi NCBI vyhledawanukleotidovych sekvenci
sluzbou BLASTN zda se jedna o sekvendgébywné podjednotce Y chlorofylid
reduktazy. Webovou utilitou EMBOSS-transeq  (httpwiv.ebi.ac.uk/Tools
/emboss/transeg/index.html) bylo &e&no, zda jsou sekvencerefpzitelné do
aminokyselin bez chyb. Pomoci programu ClustalX.2.@Conway Institute UCD
Dublin, Irsko) byly spojeny sekvence ziskané fodvar reverse primery, vysledné
sekvence byly felozeny do sekvence aminokyselin proéiawni jejich spravnosti
webovou utilitou EMBOSS-transeq a porovnany se Zmansekvencemi z databaze
NCBI proteinovym vyhledavanim BLASTP.
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Fylogenetick& analyza:

Upravena sekvemi data byla pevedena do sekvence aminokyselin v programu
EMBOSS-transeq a v programu ClustalX 2.0.9 (Conwwayitute UCD Dublin, Irsko)
byl proveden alignment a nésleédyl vytvoren jeden fylogeneticky stromy z
izolovanych kme@n AAP a jiz znamych proteinovych sekvenci AAP zislan
z databaze NCBI a druhy z proteinovych sekvenchtklDRA a PIB a jiz znamych
proteinovych sekvenci AAP ziskanych z databaze N@Blla pouzita klastrovaci
metoda Neighbor-joining s ékovaci metodou Boostrap (1 000). Ziskana data bjlia d
upravena a vizualizovana v programech NJPlot Wi(PERRIERE & Gouy 1996) a
TreeView 1.6.6 (Roderic D. M. Page, Velka Britanie)

Pro fylogenetickou analyzu izotaAAP byly pouZzity tyto proteinové sekvence
podjednotky Y z databaze NCBRhodobacterSW2 (ZP 5842945)Roseobacter
AzwK-3b (ZP 01902778)RoseovariusTM1035 (ZP 01879051Roseovariu17 (ZP
01034628),Roseobacter litoralisOch149 (ZP 02142890Roseobacter denitrificans
OCh114 (YP 680531)l.oktanella vestfoldensiSKA53 (ZP 01002374)Jannaschia
CCS1 (YP 508120)Dinoroseobacter shiba®FL12 (YP 001534852)Rhodobacter
sphaeroides241 (YP 353336),Rhodobacter capsulatu§B1003 (YP 003576860),
Rhodocista centene8W (YP 002298297)Rhodopseudomonas palustBssA53 (YP
780260), Citromicrobium bathyomarinumJL354 (ZP 06861175), Rubrivivax
gelatinosus(AA093117), ErythrobacterNAP1 (ZP 01041662)Erythrobacter longus
(BAA96511), Rhodomicrobium  vannieli ATCC17100 (YP  004010600),
BradyrhizobiumBTAIl (YP 001242252)Methylobacterium radiotolerandCM2831
(YP 001755484),Hoeflea phototrophicaDFL43 (ZP 02167518),Congregibacter
litoralis KT71 (ZP 01104366)GammaproteobacteriuniTCC2080 (ZP 01626205),
Allochromatium vinosum DSM180 (YP 003444503),Rhodospirillum rubrum
ATCC11170 (YP 428061}jalorhodospira halophileSL1 (YP 001003175).

Pro fylogenetickou analyzu km&rDRA a PIB byly pouZzity tyto proteinové
sekvence podjednotky Y z databaze NCBI: Hypothkepeoatein GOS Venter 1106120
(EDE57947), Hypothetical protein GOS Venter 4099&DI157219), Hypothetical
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protein GOS Venter 1682787 (EDJ50967), Unculturedotgmbacterium

DelRiverFosO6H03 (AAX48205), Uncultured proteobactea eBACred25D05

(AAT90311), Uncultured proteobacterium DelRiverFaBD3 (AAX48168),

Uncultured marine proteobacterium eBAC65D09 (AALZ8B Uncultured marine
proteobacterium eBAC60D04 (AAM48654), Uncultured rim@ proteobacterium
eBAC29C02 (AAM48599), BetaproteobacteriumVAO1l, Rhodobacter SW2 (ZP

05842945),RoseovariusTM1035 (ZP 01879051)Roseobacter denitrifican®Ch114

(YP 680531),Loktanella vestfoldensiSKA53 (ZP 01002374)JannaschiaCCS1 (YP

508120),Dinoroseobacter shiba®FL12 (YP 001534852)Rhodobacter sphaeroides
241 (YP 353336),Rhodobacter capsulatu$B1003 (YP 003576860)Rhodocista

centeneaSW (YP 002298297)Rhodopseudomonas palustigsA53 (YP 780260),

Citromicrobium bathyomarinumJL354 (ZP 06861175),Rubrivivax gelatinosus
(AAO93117), Erythrobacter NAP1 (ZP 01041662),Rhodomicrobium vannielii
ATCC17100 (YP 004010600), Bradyrhizobium BTAIi1 (YP 001242252),

Methylobacterium radiotolerangCM2831 (YP 001755484)%ioeflea phototrophica
DFL43 (ZP 02167518)Congregibacter litoraliskKT71 (ZP 01104366)Allochromatium

vinosumDSM180 (YP 003444503Rhodospirillum rubrumnATCC11170 (YP 428061),
Halorhodospira halophileSL1 (YP 001003175).
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4. Vysledky

4.1 Testovani publikovanych prinier

Pro genbchY chlorofylid reduktazy byl v roce 2009 publikovaawnh primeti Yutin a
kolektivem: bchY_fwd 5- CCN CAR WSN ATG TGY CCN GCTTY - 3" a
bchY_rev 5- GGR TCN RCN GGR AAN ATY TCN CC - 3'.alikost PCR produktu
amlifikovaného &mito primery je 510 bp (¥TIN et al. 2009). Tyto primery byly
testovany PCR s teplotou nasedani 52°C na vlastriyfotanych izolovanych kmenech
AAP: NAP1 Erythrobacter sp., BS110Roseobactersp., B11 Roseobacter VAO1
Betaproteobacterium Chep-kr Rhodobacterales Zelen-kr Rhodobacterales
Amplifikaci t¢émito primery jsme ziskali poZzadovany PCR produk@ach testovanych
kmeni, nicmér u kmeri BS110 Roseobactersp., B1ll Roseobacter,Chep-kr
RhodobacteralesZelen-krRhodobacteralegsme ziskali ¥tSi mnozstvi nespecifickych

produkti, predevsim vyrazny pas o velikostildizné 400 bp.

4.2 Navrh primed a jejich testovani

Vzhledem k tomu, Ze sekvence amplifikované pomadilikovanych primei byly
ponerné kratké, gistoupili jsme k navrhu vlastnich univerzgich reverznich primér
pro genbchY. Jelikoz se genychX, bchYa bchZ nachazi v jednom operonu, bylo
mozné navrhnout reverzni primery nagtku genutbchZ(Obr. 6). Zndmé nukleotidové
sekvence genibochZ vybranych AAP byly ziskany z databdze NCBI a aligmy.
Nejvyhovujici konzervované oblasti vhodné pro nawizeverzniho primeru geitnechY
byly nalezeny na p@itku sekvence kodujici podjednotku Z a byly tedyrbany fi
degenerované reverzni primery: bchZ_rev 5'- ATV AACY TGM ARN CCY TT —
3’, bchZ_rev2 5’- ART ABC CSC CNG CNC KRT CRW GRT35 bchZ_rev3 5'-
TTY TCR CAR CCS ACV GGD - 3. (Obr. 7)
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bchX behY > bohZ puflL pufM

Obr. 6: Geny bchX, bchY a bchz v operonu chlorofylil reduktazy biosyntetické

drahy BChl a a schématické znazoréni navrhu primer @

K nalezeni optimalnich podminek amplifikace bylpvé navrzené primery
testovany pomoci gradientové PCR. Postupgly owieny vSechny nové primery
bchZ_rev, bchZ _rev2, bchZ rev3 v kombinaci fiwel publikovanym primerem
bchY_fwd (YUTIN et al. 2009). Reaki smés obsahovala 1Ql JumpStart REDTaq
ReadyMix PCR Reaction Mix (Sigma), 20M primeri forward a reverse, 0,pl
templatové DNA a DEPC # do objemu 2Qul. Parametry PCR byly nasledujici:
avodni denaturace 94°C 4 min., nasked®d cykii: denaturace 94°C 1 min., teplota
nasedani byla zvolena od 43°C do 60°C po krocich,48°C vzhledem k paraméin
pouzitych primeil, extenze 68°C 2 min. a zfre¢na extenze 68°C 10 minfiptroj MJ
Mini Personal Thermal Cycler (BIO-RAD). Pro gradiewou PCR byly pouZzity izolaty
AAP: Chep-krRhodobacteralesCOL2P RoseobacterSL25 Roseovariussp., BS110
Roseobacter sp., NAP1 Erythrobacter sp., F6-06 Rhodobacter Rhodobacter.
sphaeroides

NejwetSi usgdnost byla prokazdna u kombinace publikovaného eim
bchY_fwd (YUTIN et al. 2009) a navrzeného primeru bchZ_rev2 stepl nasedani
primeri 54°C. Velikost amplifikovaného PCR produktu je #4500 bp, ktery zahrnuje
témet kompletni sekvenci gerachY pro podjednotku Y chlorofylid reduktazy na rozdil

od 510 bp amplifikovanych publikovanymi primery.{O8)
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Obr. 8: Gradientova PCR
Kmen NAP1 Erythrobacter sp. s kombinaci primér bchY_fwd a bchZ rev2
s rozsahem teplot nasedani 43-56°C, GeneRuler DNkA Ladder (Fermentas Inc.,

Kanada).
4.2 Amplifikace genu bchY u vybranych kinAP

Po zvoleni nejvhodijSi kombinace primérbchY_fwd 5'- CCN CAR WSN ATG TGY
CCN GCN TTY — 3" abchZ rev2 5'- ART ABC CSC CNG CXKRT CRW GRT -3
a optimalnich podminek PCR reakce byla testovanalifikace genbchY u 18

vybranych izolai AAP: B09 RoseobacterB11 RoseobacterBS110Roseobactesp.,

COL2P Roseobacter CV44 Citromicrobium sp., EL38 Staleya guttiformis FII-052

Rhodobacter Kach a-4 proteobacterium NAP1 Erythrobacter sp., Rhodobacter
sphaeroides S03 Roseobactersp., SL25Roseovariussp., SYOP2Roseobactersp.,

Cepl0la-4 proteobacterium VA-01 BetaproteobacteriumWM2 Rhodobacterales
Dor-3,5Roseinatronobactesp., Zhun-kiRoseobacter(Obr. 9, Obr. 10)
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Obr. 9: Amplifikace genu bchY u vybranych kmeni AAP
Pouzité primery bchY_fwd a bchZ_rev2, GeneRuleb DRNA Ladder (Fermentas Inc.,

Kanada)

e 7 L i m_a*xr :

Obr. 10: Reamplifikace genubchY u vybranych kmeni AAP
Pouzité primery bchY_fwd a bchZ_rev2, GeneRuleb DRNA Ladder (Fermentas Inc.,

Kanada)

Amplifikace u izolat AAP byla provedena opakovara 14 PCR produlito
koncentraci vyssi nez 50 mpd/byly ctyiikrat odeslany na sekvenaciigemz nejlepsi
sekvenani data byla ziskana z poslednich dvou sekvenaspal&nosti Macrogen
(Soul, Korea), ktera byla dale pouzita pro fylogak®u analyzu. Ostatni n&ps

zdailé sekvence byly pouzity pouze pro kontréldoplreni.
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4.3 Amplifikace genu bchY #Ziwdni snésné DNA

Kombinace primar bchY_fwd a bchZ_rev2 a optimalni podminky PCR oeakyly
pouzity také pro amplifikaci genachY z prirodni snésné DNA z gti jezer Tyrolskych
Alp (Tab. 2, Tab. 3). Amplifikace byla net§ma pouze u jezera Gossenkollesee
(GKS). Pro nasledné klonovani byla zvolena jezeracBensee (DRA), nachazejici se
na hranici lesa, a Piburgersee (PIB), lezici pahilf lesa — subalpinské jezero. PCR
produkty pouzité na klonovanidhy koncentraci DRA 93 ng/ul a PIB 115,5 ng/ul. 78
bilych pozitivnich kolonii z Drachensee a 63 kolanPiburgersee byloreatkovany na
plotny s @islovanymi niizkami a na sekvenaci bylo odeslano 17 pozitivrkidna

Z jezera Drachensee a 23 pozitivnich klarjezera Piburgersee.

4.4 Fylogeneticka analyza

Pouzitelna sekverai data byla dale zpracovana a byly ziskéast€éné nukleotidove
sekvence genbchYu tchto Sesti kmein AAP: 1305 bp VAO1Betaproteobacterium
594 bp Dor3,5Roseinatronobactesp., 1290 bp COL2MRoseobacter1278 bp SO3
Roseobactesp., 879 bp SYOPRoseobactesp., 702 bp SL2Roseovariusp. Ziskana
data byla po fekladu do aminokyselin pouzita k fylogenetické smal izolovanych
kmeni AAP srovnanim s proteinovymi sekvencemi podjedpotk chlorofylid
reduktazy vybranych AAP ziskanych z databaze NQBibr. 11)

29



bchY

627

1 —
=

42

2BS

0.05

VAO01 betaproteobacterium

Rubrivivax gelatinosus (AAO9311)

Rhodopseudomonas palustris BisAS53 (YP_780260)

42

Rhodocista centenea SW (YP_002298297)

Erythrobacter longus (BAA96511)

Erythrobacter NAP1 (ZP_01041662)

Citromicrobium bathyomarinum JL354 (ZP_06861175)

Rhodomicrobium vannielit ATCC17100 (YP_004010600)
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Bradyrhizobium BTAil (YP_001242252)

Mtb. radiotolerans JCM2831 (YP_001755484)

Rhodospirillum rubrum ATCC11170 (YP_428061)

Allochromatium vinosum DSMI180 (YP_003444503)
Roseobacter AzwK-3b (ZP_01902778)

Roseovarius TM1035 (ZP_01879051)

SYOP2 Roseobacter sp.

Dinoroseobacter shibae DFL12 (YP_001534852)

Jannaschia CCS1 (YP_508120)

S SO3 Rosebacter sp.

Roseobacter denitrificans OCh114 (YP_680531)

COL2P Roseobacter

Rhodbacter capsulatus SB1003 (YP_003576860)

Rhodobacter sphaeroides 241 (YP_353336)

520
699
343
516
847
B0 63
155
i 829
803
788 ||37
19

Rhodobacter SW2 (ZP_05842945)

Dor3,5 Roseinatronobacter sp.

Loktanella vestfoldensis SKAS53 (ZP_01002374)

Hoeflea phototrophica DFL43 (ZP_02167518)

Halorhodospira halophila SL1 (YP_001003175)

Congregibacter litoralis KT71 (ZP_01104366)

Gammaproteobacterium HTCC2080 (ZP_01626205)

Obr. 11: Fylogeneticka analyza vybranych izolovanych kmenu AAP na zakladé
genu behY (Neighbor-joining, Bootstrap 1000)
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Ze sekvenénich dat pirodni smésné DNA bylo ziskano 1l1léast&nych
nukleotidovych sekvenci 1332-1341 bp zjezera Deashe a 18casténych
nukleotidovych sekvenci 1332-1377 bp z jezera Bimsee. Tato data byldghozena
do aminokyselin a pouzita k fylogenetické analyzé&opini smésné DNA horskych
jezer srovnanim s proteinovymi sekvencemi podjddnot chlorofylid reduktazy

vybranych AAP ziskanych z databaze NCBI. (Obr. 12)
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Obr. 12: Fylogenetickd analvza pfirodond smésné DNA na ziklade genu hehY

Uncultured proteobacteriem DelRiverFosOeHD

Uncultured merine protecbacterum eBATSIDRG

Vmculiured prategbacierium DelRiverFos | 3043

I Uncultured profechacteriom sBA Cred 25005

Bil Unecultured marine protesbacteriom eBACIH002
-l Uncultured manire profecbectzrion eBACGSIY

U

o=

| @-2

-3

Veorky z lokalit Drachensee (DRA) a Piburgerses (PIB) (Neighbor-joining, Bootstrap 10007
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5. Diskuze

Cilem této prace byl navrh specifickymi primery ggenbchY chlorofylid reduktazy
biosyntetické drahy bakteriochlorofyla a pouZiti tohoto genu jako molekularniho
markeru pro detekci aerobnich anoxygennich fotbteofpro fylogenetickou analyzu
vybranych izolovanych km&nAAP a mikrobialniho spotenstva vybranych lokalit.

Z navrzenych univerzalnich reverznich prither publikovanych primér byla
vybrana nejvhod¥)Si kombinace publikovaného primeru bchY_fwdifyn et al. 2009)

a reverzniho primeru bchZ_rev2 pro podjednotku ¢yemu chlorofylid reduktazy
biosyntetické drahy bakteriochlorofylu a byl ziskan vhodny univerzalni marker pro
detekci aerobnich anoxygennich fotolrafprirodnich vzork vody. GenybchX, bchya
bchZ chlorofylid reduktazy jsodazeny za sebou v jednom operonu, tudiz mohl byt
primer bchZ_rev2 navrZzen na d&ku genubchZ. Timto byl amplifikovan Usek o
velikosti asi 1400 bp a ziskdna sekvence pro Y gabjtku chlorofylid reduktazy ve
srovnani svelikosti 510 bp PCR produktu ziskan&moplifikaci s pouzitim
publikovanych primer bchY_fwd a bchY_rev (¥TIN et al. 2009).

Novy set primak byl testovan na vybranych izolovanych kmenech AAP
z raiznych prostedi, coZ potvrzuje jeho schopnost detekce AAP agksich i maskych
vod. Kombinace primérfungovala u fiblizné dvou tetin izolati, predevSim prax-3
proteobakterie @-proteobakterie. Neugph amplifikace u ostatnich skupin mohl byt
zpiasoben primerem bchY_fwd, ktery byl velmi degenergva byl navrzen iigdevSim
pro maské anoxygenni fototrofni bakterie ¥in et al. 2009). Nukleotidové sekvence
sekvenované s pouzitim tohoto primeru vykazovalikésrennoZzstvi chyb a to i u dat
sekvenovanych firmou Macrogen (Soul, Korea), kraukazala jako nejspolehdjgi
ze vSech vyzkousenych spétesti.

Fylogenetickd analyza spolehlivpfitadila kmeny COL2P Roseobacter
(Stredozemni mie), Dor-3,5Roseinatronobactesp. (jezero Doroninskoe, Burjatsko),
S03 Roseobactersp. (Jizni Ocean), SL2Roseovariussp. (Great Salt lake, Utah),
SYOP2Roseobactesp. (pobezi Australie) mezi mgké a-3 proteobakterie a VA-01
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Betaproteobacterium(lom Velka Amerika) mezi B-proteobakterie. Ve srovnani
s analyzou podle gemufM jsou Zetelrgji odliSitelné jednotlivé skupiny proteobakterii.
Funikinost navrzeného setu prinfiertbyla owiena také na mikrobialnich
spole&enstvech v firodnich vzorcich &i horskych jezer Gdssenkollesee (GKS),
Oberer Plenderlesee (OPL), Drachensee (DRA), Ade(ACH) a Piburgersee (PIB)
(Rakousko). Neusggna amplifikace u jezera GKS je zajimava, jelikokoho jezera
byla Mgr. Cuperovou provedena analyza pomocitig@uifL a pufM a spoléenstvo
obsahovalo fedevSim zastupc&phingobium- a-4 proteobakterie. Je mozné, Ze
navrzené primery tuto skupinu nebyly schopny arikglifat, jelikoZz sekvence genu
bchZ, které jsme pouzili pro navrh primigru #chto organism nejsou k dispozici. Na
zaklad uspmsné amplifikace genibchY z jezer DRA, ACH a PIB a zhodnoceni
fyzikalnich a chemickych vlastnosti jezer, bylo préslednou fylogenetickou analyzu
zvoleno jezero DRA nachazejici se na hranici leB&Bgako subalpinské jezero.

Fylogenetick& analyza horskych mikrobidlnich spetestev ukazala, ze z 96 %
byly amplifikovany B-proteobakterie a pouze jedns2 proteobakterie. Zde setie
jedna o novou sladkovodni skupinu AfFproteobakterii, u kterych je dosud popsan
pouze sladkovodni druliRoseateles depolymerafSuvyama et al. 1999). Vzorky
z alpskych jezer také vykazujitipuznost se sladkovodnim kmenem Uncultured
proteobacterium DelRiverFos06H03 (Delaware riveBA), coz potvrzuje fitomnost
B-proteobakterii ve sladkovodnim priesti (WAIDNER & KIRCHMAN 2005). DalSim
piibuznym kmenem se ukazal Venter 1106120, jehozomidtEru neni v databazi
NCBI piesré specifikovano. Jedna ziskana sekvence PIB76 sealzkfako vzdalen
piibuzna druhudoeflea phototrophicgeZ pati doa-2 proteobakterii.

Tato prace zitaziuje vhodnost pouziti jednotnych molekularnich maikgro
odhaleni heterogenity mikrobialnich populaci jakapldék tradicnich metod jako je
infracervena mikroskopie, inft@rvenda fluorometrie, pigmentova analyza HPLC. Také
vyzdvihuje nutnost dalSiho studigigomnosti AAP v tiznych girodnich lokalitach

k odhaleni rozmanité fylogenetickélpuznosti.
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6. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo navrzeni specifatkyprimefi pro gen bchY
chlorofylid reduktdzy biosyntetické drahy baktehtmrofylu a a pouziti tohoto genu
jako molekularnino markeru pro detekci aerobnicoxggennich fototraf. Tento cil
byl splren, byly navrzenyit degenerované univerzalni reverzni primery bchy, re
bchY_rev2 a bchY_rev3 a na zakiagejich testovani na vybranych izolovanych
kmenech AAP byl vybran nejvhodsi set primei: publikovany bchY_fwd (YTIN et
al. 2009) a bchZ_rev2.

DalSim cilem byla amplifikace genochY u vybranych izolovanych kmén
AAP. Pomoci navrzenych primebyl tento gen usggre amplifikovan u 14 z 18 AAP
kmeni a ziskané sekvence byly pouzity pro fylogenetickoalyzu.

Poslednim cilem této prace byla genetickd anabaay gemi u pirozenych
spole&enstev ve vybranych sladkovodnich lokalitach. GaY byl amplifikovan
navrzenym setem primierv piirodnich vzorcich dvou horskych jezer v Tyrolskych
Alpach (Rakousko). Po zaklonovani bylo ziskano akleotidovych sekvenci z jezera
Drachensee a 18 sekvenci zjezera Piburgerseeé kidy nasledé& pouZzity pro
fylogenetickou analyzu mikrobiélniho sp&émstva &chto jezer, kteraifradila ziskané

sekvence d@-proteobakteri.

35



5. Seznam pouzitych zdrog

BEJA, O.,Suzuki, M.T., HEIDELBERG, J.F.,NELSON, W.C.,PRESTON C.M.,HAMADA, T.,
EISEN, J.A.,FRASER C.M., DELONG, E.F. (2002) Unsuspected diversity among marine
aerobic anoxygenic phototrophs. Nature 415: 630-633

BOLLIVAR, D.W., Suzuki, J.Y.,BEATTY, J.T.,DOBROWOLSK|, J.M., BAUER, C.E. (1994)
Directed mutational analysis of bacteriochlorophgllbiosynthesis in Rhodobacter
capsulatus. J Mol Biol 237: 622-640.

COTTRELL, M.T., MANNINO, A., KIRCHMAN, D.L. (2006) Aerobic anoxygenic
phototrophic bakteria in the Midatlantic Bight atite North Pacifik Gyre. Appl Env
Microbiol 72: 687-703.

CsoToNyl, J.T., SWIDERSKI, J., STACKEBRANDT, E., YURKOvV, V. (2010) A new
environment for aerobic anoxygenic phototrophic téaa: biological soil crusts.
Environ Microbiol Rep 2: 651-656.

CUPEROVA, Z., SOMMARUGA, R., HOJEROVA E., KOBLiZEK, M. (2011) Aerobic

anoxygenic photoheterotrophic bacteria in Alpineeka- rukopis

FUERST, J.A., HAWKINS, J.A., HOLME, A., SLY, L.I., MOORE C.J.,STACKEBRANDT, E.
(1993) Porphyrobacter neustonensis gen. nov, sp, an aerobic bacteriochlorophyll-

synthesizing budding bacterium from fresh watetr JISyst Bacteriol 43: 125-134.

HANADA, S., KAWASE, Y., HIRAISHI, A., TAKAISHI, S., MATSUURA, K., SHIMADA, K.,
NAGASHIMA, K.V.P. (1997) Porphyrobacter tepidarius sp. nov., meoderately
thermophilic aerobic photosynthetic bacterium itdafrom hot spring. Int J Syst
Bacteriol 47: 408-413.

36



HARASHIMA, K., SHIBA, T., TOTSUKA, T., SiMIDU, U., TAGA, N. (1978) Occurence of
bacteriochlorophylh in strain of an aerobic heterotrophic bakteriungrié Biol Chem
42:1627-1628.

HARASHIMA, K., HAYASAKI, J.,IKORI, T., SHIBA, T. (1980) Q-stymulated synthesis of
bacteriochlorophyll and carotenoids in marine b@atePlant Cell Physiol 21: 1283-
1294.

KM, B.C., PARK, J.R.,BAE, J.-W., RHEE, S.-K., KImM, K.-H., OH, J.-W., PARK, Y.H.
(2006) Stappia marina sp. nov., a marine bactersatated from the Yellow Sea. Int J
Syst Evol Microbiol 56: 75-79.

KoBLiZEK, M., BEJA, O., BIDIGARE, R.R., CHRISTENSEN S., BENETIZ-NELSON, B.,
VETRIANI, C., KOLBER, M.K., FALKOwsKI, P.G., KOLBER, Z.S. (2003) Isolation and
characterization of Erythrobacter sp. Strains ftomupper ocean. Arch Microbiol 180:
327-338.

KoBLiZEK, M., PRASIL, O. (2002) Fototrofni bakterie. Vesmir 81: 505-507.
MASIN, M., NEDOMA, J., PECHAR, L., KoBLIiZEK, M. (2008) Distribution of aerobic
anoxigenic phototrophs on temperature freshwatstegsys. Environ Microbiol 10:

1988-1996.

PERRIERE G., Gouy, M. (1996) An on-line retrieval system for biologicsequence
banks. Biochimie 78: 364-369.

RAINEY, F.A., SILvA, J., NOBRE M.F., SiLvA M.T., DA CosTA, M.S. (2003)

Porphyrobacter cryptus sp. nov.,, a novel slightihermophilic, aerobic,

bacteriochlorophyll a-containing species. Int Jt&ol Microbiol 53: 35-41.

37



RATHGEBER, C., BEATTY, J.T.,YURKOV, V. (2004) Aerobic phototrophic bakteria: new
evidence for the diversity, ecological importanced aapplied potential of this

previously overlooked group. Photosynth Res 81:-123.

SAITOH, S., SUzUKI, T., NISHIMURA, Y. (1998) Propsal of Craurococcus roseus gen.
nov., sp. nov. and Paracraurococcus ruber gen., ngy. nov., novel aerobic

bacteriochlorophyll a-containing bakteria from stnk J Syst Bacteriol 48: 1043-1047.

SHIBA, T., SIMIDU, U., TAGA, N. (1979) Distribution of aerobic bacteria which conta
bacteriochlorophyll a. Appl Environ Microbiol 38345.

SUYAMA, T., SHIGEMATSU, T., TAKAICHI S.,NODASAKA, Y., FUJIKAWA, S.,HOSOYA, H.,
TOKIWA, Y., KANAGAWA, T., HANADA, S. (1999) Roseateles depolymerans gen. nov.,
sp. nov., a new bacteriochlorophyll a-containindigatte aerobe belonging to tie
subclass of the Proteobacteria. Int J Syst Ba¢t4@0449-457.

Suzukl, T., MUROGA, Y., TAKAHAMA , M., NISHIMURA, Y. (1999a) Roseivivax
halodurans gen. nov., sp. nov. and Roseivivax blgi@ins sp. nov., an aerobic
bacteriochlorophyll-containing bacteria isolatednfra saline lake. Int J Syst Bacteriol
49: 629-634.

Suzukl, T., MUROGA, Y., TAKAHAMA, M., SHIBA, T., NISHIMURA, Y. (1999b)
Rubrimonas cliftonensis gen. nov., sp. nov., amlaerbacteriochlorophyll-containing
bakteria isolated from a saline lake. Int J SysttBaol 49: 201-205.

SWINGLEY, W.D., BLANKENSHIP, R.E., RAYMOND, J. (2009) Evolutionary relationship
among purple photosynthetic bakteria and the origiproteobacterial photosynthetic
systéme. In: Hunter, C.N., Daldal, F., ThurnauerCM Beatty, J.T. (eds) The purple
phototrophic bacteria. Springer Science + Busihdsgdia B.V., pp. 17-29.

38



WAIDNER, L.A., KIRCHMAN, D.L. (2005) Aerobic anoxygenic photosynthesis gearas

operons in uncultured bacteria in the Delaware Rizaviron Microbiol 7: 1896-1908.

Waka0o, N., Yokol, N., IsoyAmMA, N., HIRAISHI, A., SHIMADA, K., KOBAYASHI, M.,
KISE, H., IWAKI, M., ITOH, S., TAKAICHI, S., SAMURAJ, Y. (1996) Discovery of natural
photosynthesis using Zn-containing bacteriochloytipfin an aerobic bacterium
Aciciphilium rubrum. Plant Cell Physiol 37: 889-893

WiLLows, R.D., KRIEGEL, A.M. (2009) Biosynthesis of bacteriochlorophylls parple
bacteia. In: Hunter, C.N., Daldal, F., Thurnauer.CM Beatty, J.T. (eds) The purple
phototrophic bacteria. Springer Science + Busihsgdia B.V., pp. 57-79.

YURKOV, V., BEATTY, J.T. (1998) Aerobic anoxygenic phototrophic baeteMicrobiol
Mol Biol Rev 62: 695-724.

YURKov, V., CsoTonyl, J.T. (2003) Aerobic anoxygenic phototrophs and }eav
metalloid reducers from extreme environments. bndlai S.G. (ed) Recent Research
Developments in Bakteriology 1: 247-300. Transwdétksearch Network, Trivandrum.

YURKOV, V., CSOTONY|, J.T. (2009) New light on Arobic Anoxygenic Photgihs. In:
Hunter, C.N., Daldal, F., Thurnauer, M.C., Beatltyl. (eds) The purple phototrophic
bacteria. Springer Science + Business Media B.¥. 3ft-55.

YURKOV, V., KRIEGER S., STACKEBRANDT, E., BEATTY, J.T. (1999) Citromicrobium
bathiomarinum, a novel aerobic bacterium isolatesinf deep-sea hydrothermal vent
plume waters that contains photosynthetic pigmeotemn complexes. J Bacteriol 181:
4517-4525.

YUTIN, N., Suzuki, M.T., BEJA, O. (2005) Novel primers reveal wider diversity amgon
marine aerobic anoxygenic phototrophs. Appl Envivtiarobiol 71: 8958-8962.

39



YUTIN, N., Suzuki, M.T., ROSENBERG M., ROTEM, D., MADIGAN M.T., SULING, J.,
IMHOFF, J.F., BEJA, O. (2009) BchY-based degenerate primers targetypkts of
anoxygenic photosynthetic bacteria in a single P&shl Environ Microbiol 75: 7556-
7559.

ZHou, J., BRUNS, M.A., TIEDJE, J.M. (1996) DNA recovery from soils of diverse
composition. Appl Environ Microbiol 62: 316-322.

ZuBkov, L.Y. (2009) Photoheterotrophy in marine prokaryoteslahtPRes 31: 933-
938.

40



6. Seznam zkratek

AAP — aerobic anoxygenic phototrophs, tj. aerolmuixggenni fototrofové
ACH — Achensee (Rakousko)

ATP — adenosin trifosfat

BChl — bakteriochlorofyl

BPhe — bakteriofeofytin

Chlide — chlorofylid

DEPC - diethylpyrokarbonét

dNTP - deoxyribonukleotid trifosfat

DOC - disolved organic carbon, tj. rozpimst organicky uhlik
DRA — Drachensee (Rakousko)

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

GKS — Gossenkollesee (Rakousko)

IPTG — isopropyp-D-1-thiogalaktopyranosid

LB — lysogeny broth nebo Luria-Bertani medium

LH — light-harvesting, tj. sstloskérna anténa

NCBI — National Center for Biotechnology Informatio

OPL — Oberer Plenderlesee (Rakousko)

PIB — Piburgersee (Rakousko)

PCR - polymerase chain reaction, tj. polymerazewova reakce
RC — reakni centrum

X-Gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- beta-D-galakispnosid
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