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Abstrakt

Komunikace zprostiedkovand chemickymi ldtkami — infochemikéliemi — patii k
nejstarSim a nejvyznamnéj$Sim formadm komunikace na Zemi, kterou vyuzivaji vSechny
organismy. Mezi nejvyznamngéjsi infochemikalie se fadi feromony, které byly objeveny i u
rozsivek. Rozsivky jsou diverzifikovanou skupinou fotosyntetizujicich jednobunécnych

mikroorganism, ktera se vyznamné podili na svétové primarni produkci i globalnich cyklech
kfemiku a uhliku.

Feromony byly potvrzeny u ¢ty druh@t penatnich rozsivek: Seminavis robusta,
Cylindrotheca closterium, Pseudo-nitzschia multistriata a Nanofrustulum trainorii. U druhu S.
robusta jsou znamy i chemické struktury feromont — jedna se o peptidické latky, u ostatnich
druhil nebyly chemické struktury feromonti stale objasnény. Aktivita feromont tohoto druhu je
také ovliviiovana vnéj$imi faktory jako je velikost buiiky, dostupnost kiemiku, nebo ptitomnost
bakterii, které jejich funkci mohou podporovat nebo inhibovat. Tato prace shrnuje dosavadni
poznatky o feromonech rozsivek vcetné jejich struktur a mechanismu pisobeni. Zabyva se také

vnéj§imi vlivy na funkci feromonti.

Kli¢ova slova: rozmnozovani, signalizace, infochemikalie, chemoatrakce, Seminavis

robusta, Cylindrotheca closterium, Pseudo-nitzschia multistriata



Abstract

Communication mediated by chemical substances — infochemicals — is one of the oldest and
most important forms of communication on Earth, used by all organisms. Among the most
important infochemicals are pheromones, which have also been discovered in diatoms. Diatoms
are a diversified group of photosynthesizing unicellular microorganisms that contribute

significantly to global primary production and global silicon and carbon cycles.

Pheromones have been confirmed in four species of pennate diatoms: Seminavis robusta,
Cylindrotheca closterium, Pseudo-nitzschia multistriata and Nanofrustulum trainorii. In S.
robusta the chemical structures of the pheromones are also known — they are peptidic
substances. In the other species the chemical structures of the pheromones are yet to be
elucidated. The activity of the pheromones of this species is also influenced by external factors
such as cell size, silicon availability, or the presence of bacteria that may promote or inhibit
their function. This paper summarizes the current knowledge of diatom pheromones, including

their structures, mechanisms of action, and external influences on their function.

Key words: mating, signalling, infochemicals, chemoattraction, Seminavis robusta,

Cylindrotheca closterium, Pseudo-nitzschia multistriata
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1. Uvod

Komunikace prostfednictvim chemickych signalt je nejstarsi formou komunikace, ktera
je sdilend vSemi organismy, véetn¢ bakterii. Velky vyznam ma chemicka komunikace ve
vodnim prostiedi, kde je zvukova a vizudlni komunikace velmi ztizena fyzikalnimi
podminkami (Bronmark & Hansson, 2000). Miize podéavat informace o pfitomnosti predatora
¢1 patogentl, nebo organismu stejného druhu a jejich fyziologickém stavu (Graff Van Creveld
et al., 2022; Vardi et al., 2006). Identifikaci chemickych latek vyuzivanych ke komunikaci,
jejich biosyntézu, degradaci, recepci, evoluci a vliv na organismy zkouma odvétvi chemické
ekologie (Bergstrom, 2007). Chemické latky zprostfedkujici chemickou komunikaci se
nazyvaji infochemikalie (infochemicals) (Dicke & Sabelis, 1988). Vyznamnymi

infochemikaliemi jsou mimo jiné i feromony.

Feromony definovali Karlson a Liischer (1959) jako chemicky signdl sekretovany v
malych mnozstvich, ktery indukuje specifické chovani nebo fyziologickou zménu v jiném
jedinci stejného druhu. Feromony jsou velmi druhové specifické — mohou to byt naprosto
odlisné chemické latky i u blizce pfibuznych druhi (Symonds & Elgar, 2008). Sexualni
feromony jsou nezbytné pro reprodukci, a tedy i pfeziti daného druhu. Zajistuji totiz
synchronizaci exprese gamet opacnych pohlavi. Mohou ovliviiovat také pohyb gamet nebo
diferenciaci pohlavnich struktur (Sekimoto, 2005) Nejvice studované jsou feromony hmyzu,
které se ptenasi zpravidla vzduchem. Feromony tas jsou pfenaSeny vodou a uZ mnoho let jsou
znamy u zastupct chaluh a zelenych tas (Maier & Miiller, 1986; Pohnert & Boland, 2002;
Sekimoto et al., 1990; Starr et al., 1995; Starr & Jaenicke, 1974).

Nejvice a nejdéle jsou znamy feromony u makroskopickych hnédych fas. Jejich
feromony jsou zpravidla nepolarni uhlovodiky s 8 nebo 10 uhliky a jsou syntetizovany
z mastnych kyselin (Pohnert & Boland, 2002). Prvni byl objeven atrakéni feromon ektokarpen
(Obrazek 1) u druhu Ectocarpus siliculosus (Miiller et al., 1971, citovano dle Frenkel et al.,
2014). Ektokarpen jako atrakéni feromon vyuZivaji i jiné druhy hnédych fas, napiiklad
Ectocarpus fasciculatus, Adenocystis utricularis, nebo Sphacelaria rigidula (Miiller et al.,
1985a; Miiller & Gassmann, 1980). Byly objeveny i dal$i nepolarni uhlovodiky, které u
hnédych fas slouZi jako chemoatraktanty. Jednim z ptikladii je hormosiren (Obrazek 1), ktery
je atrakénim feromonem u mnoha druhi, naptiklad Hormosira banksii, Xiphophora
chondrophylla, Durvillaea antarctica 1 dalSich (Miiller et al., 1985b). U hnédych fas se ¢asto

vyskytuje i jiny typ feromonu zvany ,,release faktor®, ktery vylucuji zpravidla samice a indukuje



vypousténi saméich gamet. Jednd se naptiklad o lamoxiren (Obrazek 1) u zastupct rodu

Laminaria, Release faktor ma ¢asto i chemoatrakéni funkei (Maier & Miiller, 1986).

_ 0
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Obrazek 1: Priklady feromonii hnédych ras. Prevzato a upraveno z (Frenkel et al., 2014)

Feromony zelenych fas jsou zndmy piedev§im u druht ze skupiny Chlorophyta. U
jednobunééného druhu Chlamydomonas allensworthii je pohlavni rozmnozovani indukovano
nedostatkem dusiku v prostfedi a po indukci za¢nou sami¢i gamety produkovat atrakcni
feromon (Obrazek 2), vici némuz vykazuji sam¢i gamety chemotaxi a usnadiiuje parovani
gamet (Starr et al., 1995). U mnohobunééného druhu Volvox carteri byl objeven indukéni
feromon, ktery produkuji samci kolonie po teplotnim Soku. Tento feromon indukuje
gametogenezi v samcich 1 samicich klonech a mé glykoproteinovou strukturu (Starr & Jaenicke,
1974; Sumper et al., 1993). Indukéni glykoproteiny byly objeveny i u druht Closterium
peracerosum a Closterium ehrenbergii které patii do skupiny Streptophyta (Fukumoto et al.,

1997; Sekimoto et al., 1990).

OH R = COOH: Lurlenic acid
R = CH;OH: Lurlenol

Obrazek 2: Atrakcni feromon druhu Chlamydomonas allensworthii. Prevzato z (Frenkel et al., 2014)
V této praci se budu zabyvat feromony rozsivek, kterymi se od jejich objeveni
v roce 2011 zabyva n&kolik skupin védch. Cilem této prace je predevSim shrnout dosavadni
poznatky o feromonech rozsivek, jelikoz hodné novych poznatkii bylo objeveno v poslednich
nekolika letech a chybi prace ktera by je shrnovala. Znalosti tykajici se feromonti dale posouvaji
lidské védéni o této vyznamné skupiné mikroskopickych fas, kterd je nezbytnym svétovym
primarnim producentem. Chtéla bych také porovnat feromony jednotlivych zkoumanych druhti
rozsivek mezi sebou a s feromony zelenych a makroskopickych hnédych tas z hlediska jejich

chemickych struktur.



2. Rozsivky

Rozsivky (Bacillarophyta) jsou mikroskopické fototrofni organismy, které se hojné
vyskytuji ve slané i sladké vodé. Patii mezi jednu z nejpocetnéjsich skupin fas s poctem druh
odhadovanych na 30 000-100 000 (Mann & Vanormelingen, 2013). Jsou vyznamnymi
primarnimi producenty a hraji velkou roli ve vodnich cyklech uhliku i kfemiku (Yool & Tyrrell,
2003). Jsou charakteristické svou kiemicitou schrankou (frustulou) kterd je tvorena dvéma
¢astmi (téky). Spodni téka (hypotéka) je mensi nez vrchni (epitéka) a zapadéa do ni — jako dno
a viko zndmé Petriho misky. Historicky jsou rozsivky systematicky déleny podle symetrie
frustuly na dvé skupiny — centrické rozsivky, jejichz frustula je radidlné symetricka a penétni
rozsivky s bilateralné soumérnou frustulou, Round et al. (1990) navic rozdélili penatni rozsivky
na dvé taxonomicky stejnocenné skupiny — rafidni penatni, které maji rafe (kanalek v téce,
kterym je vylucovan sliz umoznujici pohyb po povrchu) a arafidni penétni, které rafe nemaji.
Diky molekularnim poznatkiim se zjistilo, ze z téchto tii skupin je monofyletickou pouze
skupina rafidnich penatnich rozsivek, dnes taxonomicky clenéna jako podtiida

Bacillariophycidae (Medlin, 2016).

2.1. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus rozsivek je charakteristicky dlouhou vegetativni fazi (zpravidla mésice,
nékdy roky) a velmi kratkou pohlavni fazi (zpravidla hodiny az dny) (Chepurnov et al., 2004).
Béhem celého zivotniho cyklu jsou buiiky diploidni a jedinou haploidni buiikou jsou gamety.
Pfi mitotickém déleni béhem vegetativni faze zdédi kazda dcefind bunka jednu rodi¢ovskou
téku, ktera se stane jeji novou epitékou. Hypotéka se poté syntetizuje uvniti epiteky zdédéné od
rodice a je tedy vzdy mensi nez epitéka. Jedna ze dvou dcefinych bunék je pii mitotickém déleni
mens$i neZ buiitka matefskd a timto dochazi k postupnému zmenSovani buné¢k v populaci
(Chepurnov et al., 2008). Buiiky se tedy musi po urcit¢ dob¢ navratit k pivodni velikosti —
kdyby se zmenSovaly neustdle, dosdhnou kritické Zivotni velikosti a zemfou (Lewis, 1984;

Round et al., 1990).

ZvétSeni na puvodni velikost miize probihat bud® pohlavnim mnozenim, nebo v
ojedinélych pfipadech nepohlavné (apomixii). Proces zvétSeni se nazyva auxosporulace — ze
zygoty vznikd auxospora, coz je builka kterd se dokdze rozpinat aZ na plvodni velikost
vegetativnich bunék, Z auxospory poté vznikne nova inicidlni burika ktera se dale vegetativné
mnozi (Chepurnov et al., 2004; Lewis, 1984). Pohlavni rozmnoZovani je podminéno hlavné

velikosti — buiika se mize pohlavné mnozit az kdyz dosédhne urcité druhove specifické velikosti



zvang “sexual size treshold” (SST), ktera je vétSinou 30-40 % ptivodni velikosti (Lewis, 1984).
Féze pohlavniho rozmnozovéni se lisi u jednotlivych skupin rozsivek a stale je znama jen u
ne¢kolika malo druhti. Pohlavni faze je totiz velmi kratka oproti vegetativni a neni tedy

jednoduché ji pozorovat v laboratoti (Chepurnov et al., 2008).

Pohlavni rozmnozovani centrickych rozsivek se vyznaCuje oogamii — nepohyblivé
vajecné buiky jsou oplozeny mensimi pohyblivymi spermatickymi buiikami. Jejich pohlavni
cyklus je homotalicky — parované gamety mohou byt odvozeny ze stejnych klonti, pohlavi tedy
neni preduréené a mohou se rozmnozovat intraklonaln¢ i interklonalné (Chepurnov et al., 2004;
Kaczmarska et al., 2013). U centrickych rozsivek je pohlavni rozmnozovani indukovano

vnéj§imi podminkami jako je svétlo a pfitomnost Zivin (Chepurnov & Mann, 2004).

v

Penatni rozsivky maji rozmnozovani mnohem rozmanitéjsi a parovani, gametogeneze a
oplozenti se 1i8i se u jednotlivych skupin (Chepurnov et al., 2004; Round et al., 1990). V¢EtSinou
jsou heterotalické — existuji geneticky urcené “mating types” (MT) a k pohlavnimu
rozmnozovani dojde pouze pii kiizeni MT™ a MT" (Chepurnov & Mann, 2004; Russo et al.,
2018; Vanstechelman et al., 2013). Zpravidla u nich probihd gametangiogamie — nejdiive
dochdzi k parovani bunék opanych MT a nasledné se tvoii gamety které¢ okamzité splyvaji v
zygotu (Chepurnov et al., 2004; Chepurnov & Mann, 2004). VétSina arafidnich penatnich
rozsivek je anizogamni — gamety opacnych MT se morfologicky lisi a vétSina rafidnich
penatnich rozsivek je naopak izogamni — gamety opacnych MT jsou morfologicky
nerozeznatelné (Chepurnov & Mann, 2004; Round et al., 1990). Pohlavni rozmnozovani je u
penatnich rozsivek indukovéano nejen podminkami prostfedi, ale také feromony, které u nich

byly objeveny v roce 2011 (Chepurnov et al., 2004; Sato et al., 2011).

2.2. Chemicka komunikace rozsivek
Evolu¢ni a ekologicky uspéch motskych rozsivek mize byt z velké €asti zasluhou
slozitych mechanismi k rozpoznavani a reagovani na ménici se moiské prostfedi (Smetacek,
2001; Vardi et al., 2006). Moftské prostfedi totizZ neni homogenni, naopak je velmi heterogenni
— tvoii se v ném gradienty Zivin 1 jinych chemickych latek, které vyznamné ovliviuji Zivoty
mikroorganismu (Stocker, 2012). Mezi tyto chemické latky patii také infochemikalie, kterych

se u rozsivek objevuje cela Skala.

Vyznamnymi infochemikaliemi jsou oxylipiny — derivaty mastnych kyselin vzniklé
jejich oxidaci, patfi mezi né naptiklad (2E,4Z/E)-dekadienal (Obrazek 3) (Pohnert & Boland,

2002). Oxylipiny slouzi rozsivkam jako obrana proti spasaCiim, konkrétn¢ narusuji



embryonalni vyvoj klanonozcti (Miralto et al., 1999). Nékteré oxylipiny mohou zaroven
fungovat jako infochemikalie pro ostatni rozsivky v okoli. Oxylipiny totiz vylucuji zranéné
rozsivky a ostatni buiiky v jejich okoli muze relativné malad koncentrace této latky informovat
o pritomnosti stresoru (spasace) v jejich blizkosti (Vardi et al., 2006). Dalsi vyznamnou
infochemikalii je kyselina domoovéa (domoic acid, dale jako DA) (Obrazek 3), kterou produkuji
rozsivky rodd Nitzschia a Pseudo-nitzschia. DA je neurotoxin, ktery je syntetizovan
z isoprenovych jednotek (Ramsey et al.,, 1998). DA je toxickd pro spasaCe rozsivek, ale
kumuluje se v potravnim fetézci a plsobi otravu i ptakt a savcl (Clayden et al., 2005; Olesen
et al., 2022). Zaroven ovSem muze slouzit jako infochemikalie, ktera inhibuje rst kompetujici
rozsivky Skeletonema marinoi (Prince et al., 2013). Mnoho infochemikalii rozsivky vyuzivaji
k udrZzeni mutualistickych vztahti s bakteriemi (Kuhlisch et al., 2024). Mezi n¢ patii naptiklad
kyselina azelaova a kyselina rozmarynova (Obrazek 3), které produkuje Asterionellopsis
glacialis. Tyto latky podporuji rist a pripojeni mutualistickych bakterii a inhibuji oportunistické
bakterie (Shibl et al., 2020) Dalsi infochemikalii je dimethylsulfoniopropionat (dale jako
DMSP) (Obrazek 3). Je to latka ktera je syntetizované z S-methylmethioninu a primarné slouzi
jako osmolyt (Curson et al., 2017). Rozsivky jej pravidelné vypoustéji a mutualistické bakterie
vici nému vykazuji chemotaxi a pro nékteré je i dilezitym zdrojem uhliku a siry (Seymour et

al., 2010).
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Obrdazek 3: Vybrané infochemikalie rozsivek. 1- dekadienal; 2 - kyselina azelaova; 3 - kyselina
rozmarynovd, 4 - kyselina domoovd, 5 - dimethylsulfoniopropiondt



3. Objev feromonii u rozsivek

Pfitomnost feromont u rozsivek byla ptredpoklddana dlouhou dobu, z diivodu vysoké
uspésnosti pohlavniho rozmnozovani a vyskytu feromont u jinych druhti fas (Chepurnov et al.,
2004; Pohnert & Boland, 2002). Diikaz feromonii piinesli az Sato et al. (2011) u arafidni penatni
rozsivky Nanofrustulum trainorii (dfive nazyvéna Pseudostaurosira trainorii) patfici do
podtiidy Fragilariophyidae. N. trainorii je anizogamni druh a dochazi u n¢j ke gametogamii.
Samci gamety jsou pohyblivé a maji vlaknité struktury pfipominajici bicik, zatimco samici
gamety jsou sférické bez vnéjSich struktur. Piinesli dikazy, Zze vznik samcich gamet je
indukovan nejen SST, ale 1 feromonem ph-1, ktery je produkovan sami¢imi buitkami pod SST.
Samci gamety poté produkuji feromon ph-2, ktery spousti tvorbu samic¢ich gamet. (Obrazek 4)
Dokazali tedy pfitomnost feromontl indukujicich sexualni rozmnozovani (déle jako SIP — sex-
inducing pheromone, dle pojeti autorit Moeys et al., 2016) Autofi dale predpokladaji ptitomnost
atrakéniho feromonu ph-3, diky kterému se sam¢i gamety pohybuji smérem k sami¢im. Dle
jejich pozorovani se sam¢i gamety po uvolnéni z frustuly pohybuji zdanlivé nesmérovanym
pohybem (tzv. random walk) a v blizkosti sami¢i gamety ovSem zméni smér svého pohybu
pfimo k sami¢i gameté. Pfitomnost atrakéniho feromonu u N. frainorii v8ak zatim nebyla

dokazana.
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Obrdzek 4: llustrace zndzornujici feromonoveé interakce N. trainorii. A — samici buriky produkuji
ph-1 (rizovy), ktery indukuje gametogenezi u samcich bunék. B — samci gamety produkuji ph-2 (modry),
ktery indukuje gametogenezi samicich bunek. C — samici gamety produkuji ph-3 (svétle ruzovy), vici
kterému samci gamety vykazuji chemotaxi. Obrazek prevzaty z (Sato et al., 2011)



4. Feromony druhu Seminavis robusta

Seminavis robusta je moiska benticka rozsivka ze skupiny rafidnich penétnich rozsivek,
fadici se do fadu Naviculales (Danielidis & Mann, 2002). Tento druh je snadny na pozorovani
a kultivaci, bunky jsou pomérné¢ velké (maji az 80 um a SST je okolo 50 pum) a snadno rostou
na povrchu Petriho misek. Lze je pozorovat pfimo v pokusnych naddobach pfi relativné malém
zvétSeni (Chepurnov et al., 2008). M4 pomérné kratky zivotni cyklus, v optimalnich
laboratornich podminkach se bunky dé€li kazdych 12 hodin (Gillard et al., 2008) a Zivotni cyklus
muze pfi exponencidlnim ristu trvat par tydnti. Tento druh mé také vysokou toleranci
k inbreedingu, kiizeni mezi sourozeneckymi bunkami je uspéSné a pifinasi zivotaschopné
potomky (Chepurnov et al., 2008). M4 heterotalicky systém rozmnozovani (Chepurnov et al.,
2002), 1ze tedy snadno pozorovat jeji pohlavni rozmnozovéni, které probihd az pti smichani
kultur opacnych MT: Pohlavni rozmnoZovani je synchronni a vysoce ucinné, hlavné diky
feromonim (Gillard et al., 2013; Chepurnov et al., 2002, 2008). Druh S. robusta se stal
modelovym druhem pro vyzkum feromont u rozsivek. Jeho feromonova signalizace je nejvice
prozkoumana a jsou k dispozici i data tykajici se molekularnich mechanisml v souvislosti
s feromony. Toto jsou data, ktera u jinych druht rozsivek, u nichz feromony byly objeveny,

stale chybi.

S. robusta ma jako heterotalicky druh dva opacné MT, které lze rozliSit nejen geneticky
(Vanstechelman et al., 2013), ale i svym chovanim. MT" je migraéni typ a shlukuje se kolem
atrakéniho MT™ (Gillard et al., 2013) ZvySena pohyblivost MT" bunék je podminéna
feromonem SIP, ktery je produkovan MT" buiikami pod SST a na druhou stranu je aktivita MT"
bunék podminéna feromonem SIP”, ktery produkuji MT+ buiikami pod SST. Po aktivaci SIP*
zatnou MT" bufiky produkovat atrakéni feromon, diky némuz jsou pohyblivé MT" bufiky
schopny MT" buiiky lokalizovat muze dojit k parovani a nasledné gametogenezi (Obrazek 5)

(Gillard et al., 2013; Chepurnov et al., 2002; Moeys et al., 2016)
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Obrazek 5: Zivotni cyklus a signalizace S. robusta. Mitotickym délenim se buitky zmensuji. PFi
dosazeni SST produkuje MT" indukcni feromon SIP* (modré trojithelniky). SIP" indukuje (a) tvorbu
atrakcniho feromonu diprolinu (modra kolecka) u MT . Zaroven MT produkuje indukcni feromon SIP
(Cervené trojuihelniky). SIP" indukuje (b) tvorbu diprolinovych receptorii (Cervené pilkruhy) u MT". Po
chemoatrakci (prerusovand Sipka) dochdzi ke gametogenezi a tvorbé zygot. Ze zygot vznikaji auxospory,
které se zvetsi a vytvori inicialni bunky. Obrazek prevzaty z (Frenkel et al., 2014)

4.1. Atrakcni feromon

Atrakénim feromonem u S. robusta je (S,S)-2,5,-diketopiperazin (Obrazek 6), dale
oznacovany jako diprolin (Gillard et al., 2013). MT" buiky vii¢i nému vykazuji chemotaxi -
pohyb smérem ke zdroji feromonu a chemokinezi — zrychleni pohybu v blizkosti feromonu
(Bondoc et al., 2016a). Podobné propojeni chemotaxe a chemokineze bylo do t¢ doby zndmo u
bakterii (Garren et al., 2014), u mikroskopickych tas se jednd o prvni nalez. Zptisob pohybu
MT" bungk v piitomnosti atrakéniho feromonu je popisovan jako ,,biased random walk® —
pohybuji se smérem ke zdroji feromonu, ale neobraci se k nému, - chybi u nich angularni

orientace (Bondoc et al., 2016a).

Receptory diprolinu maji pomérné nizkou specifitu. Biologicky aktivni je krome
ptirodné syntetizovaného (S,S)-diprolinu také (R,R)- a (S.R)-diprolin (Gillard et al., 2013;
Lembke et al., 2018). Toto je pro feromony velmi netypické, protoze napiiklad u hmyzu jsou
feromonové interakce zaloZeny zpravidla na stereospecifité¢ (Mori, 2007). Receptory diprolinu
jsou s nejveétsi pravdépodobnosti zalozeny na hydrofobnich interakcich s vedlej$imi uhlikovymi

kruhy, protoze kromé diprolinu je biologicky aktivni také strukturné podobnd latka odvozena



od kyseliny pipekolové (Obrazek 6), ktera ma kruhy Sesti¢lenné (Lembke et al., 2018). Takto
nizkd specifita ovSem mize otevirat velky prostor pro interferenci feromonové signalizace.
Diketopiperaziny jsou totiz Castymi metabolity, v mofich je produkuji také bakterie a

mikroskopické houby (Borthwick, 2012)
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Obrazek 6: Chemické strukturni vzorce biologicky aktivni chemoatraktanty u druhu S. robusta.
1 - prirodné syntetizovany diprolin. MT buiiky syntetizuji diprolin v konfiguraci (S,S)-1, aktivni je ale i
v ostatnich konfiguracich. 2 - Uméle syntetizovany diketopiperazin odvozeny od kyseliny pipekolové. Je
aktivni ve vSech konfiguracich. Obrazek prevzaty z (Lembke et al., 2018)

4.2. Indukcni feromony
Indukéni feromony produkuji vSechny butiky po piekroceni SST a zastavuji bunéény
cyklus opaéného MT v G1 fazi (Gillard et al., 2013; Moeys et al., 2016). V G1 fazi totiz dochazi
mimo jiné k expresi gentl spoustéjicich meidzu (Bilcke et al., 2021; Chepurnov et al., 2002;

Pawlowski et al., 2007).
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Obrazek 7: Indukcni feromon SIP. prerusovanou carou je vyznacena disulfidovd vazba a
sulfatovany [-hydroxylovany zbytek kyseliny asparagové. Obrazek prevzaty z (Klapper et al., 2021)



SIP* je produkovan MT" buikami pod SST. Jednd se o komplexni peptid s
makrocyklickou disulfidovou vazbou a sulfatovanym B-hydroxylovanym zbytkem kyseliny
asparagové na C-konci (Obrazek 7). Tento feromon vykazuje velmi vysokou aktivitu a je tedy
produkovan ve velmi malych koncentracich (jedna buiika za 5 dni vyprodukuje asi
150 - 400 amol SIP") (Klapper et al., 2023). SIP* v MT" buiikach kromé zastaveni cyklu v G1
fazi spousti expresi gend kodujicich diprolin (Bilcke et al., 2021; Moeys et al., 2016)

SIP" je produkovan MT- bunkami pod SST ve velmi malych koncentracich (jedna buiika za 5
dni vyprodukuje asi 200 amol SIP"). Jeho produkci ovSem zvySuje pFitomnost SIP", tim je
zajisténo snizeni nakladt na produkci SIP™ pii nepfitomnosti MT". Struktura SIP™ byla zatim
zjisténa jen Casteéné. Z vyzkumu je jasné, ze se jednd o peptidickou strukturu se sumarnim
vzorcem CeoHgsN16034S3. Navrzena struktura SIP™ (Obrazek 8) ovSem stdle neni potvrzena
(Klapper, 2024). SIP" podmifiuje atrakci MT" k diprolinu (Moeys et al., 2016), je to s nejvétsi
pravdépodobnosti kviili tomu, Ze SIP” spousti expresi geni tvotici diprolinové receptory (Bilcke

et al., 2021)
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Obrdazek 8: Navrzend nepotvrzend struktura indukcniho feromonu SIP. Obrdzek prevzaty z
(Klapper, 2024)

5. Feromony Cylindrotheca closterium

Druh Cylindrotheca closterium se tadi do skupiny penatnich rozsivek s kanalkovym

typem rafe, konkrétné¢ do tadu Bacillariales. Obyva benticka 1 planktonni stanovisté
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v moftskych, brakickych i sladkovodnich oblastech a vyskytuje se dokonce uvnitt moitského
ledu (Von Quillfeldt et al., 2003). Tento druh se snadno kultivuje v laboratoti a lehce se
uchovava kryoprezervaci. Pro své Siroké ekologické rozsifeni i snadnou kultivaci je tento druh
modelem v mnoha ekofyziologickych biochemickych i molekularnich studiich (napt. Aratjo et
al., 2008; McLachlan et al., 2009; Medlin & Mann, 2007). M4 heterotalicky systém
rozmnozovani, lze rozeznat motilni MT" a atrakéni MT" (Vanormelingen et al., 2013, Klapper
et al., 2021) Pohlavni rozmnoZovani je pomérn¢ kratké (prvni inicialni bunky se objevuji uz 24

hodin po smichani opa¢nych MT)

MT" buiiky po zmenSeni na SST zacnou produkovat atrakéni feromon, vici kterému
MT" buiiky pod SST vykazuji chemokinezi — v pFitomnosti tohoto feromonu se MT" butiky
zrychli az 2,7krat (Klapper et al., 2021). Piesné pozorovani chemotaxe a chemokineze, jako u
S. robusta (Bondoc et al., 2016a) zatim nebylo provedeno. Tento atrakéni feromon zaroven
zpusobuje zastaveni buné&ného cyklu MT v G1 fazi — ma tedy dvoji funkci (Klapper, 2024).
MT" bunikky kromé atrakéniho feromonu vylucuji dalsi feromon pii sparovani opacnych MT,
ktery v MT" indukuje gametogenezi. Tento chemicky signal je nestabilni a vydrzi v médiu jen

kratkou dobu (Klapper, 2024; Klapper et al., 2021).

U feromonti C. closterium se zatim nepodafilo objasnit jejich chemickou strukturu.
Klapper (2024) ve své praci, kde se o toto pokousela, navrhuje dal$i postupy ke zjisténi
chemické podstaty téchto latek. véetné ortogondlni separace pomoci vylucovaci chromatografie

a vyuziti NMR metabolomiky.

6. Feromony Pseudo-nitzschia multistriata

Pseudo-nitzschia multistrata je planktonni motsk4d rozsivka s dobie popsanym
heterotalickym rozmnoZovacim cyklem fadici se do fadu Bacillariales. Pfitomnost feromont
byla zjiSténa pokusy s populacemi opacnych MT, které byly oddéleny filtrem, ktery umoznil
prachod pouze chemickym latkdm, nikoli bunkam. I pfes tento filtr doSlo v obou populacich
k zastaveni buné¢ného cyklu v G1 fazi, coz dokazuje pfitomnost indukénich chemickych latek

(Basu et al., 2017).

V kultufe oba MT aktivné vyhleddvaji partnera prostiednictvim ftady zdanlivé
nahodnych pohybti (Scalco et al., 2016). Ani jeden MT nesekretuje atrakéni feromony, u druhu
P multistrata tedy nedochéazi k chemotaxi (Marotta et al., 2022). Oba MT ovSem produkuji
feromony s jinymi funkcemi. Pfi spole¢né kultivaci si oba MT zac¢nou postupné vyménovat
chemické signaly, pfi¢emz buitky MT" jsou piisobenim feromontt MT" sexualizovany — jejich
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bunéény cyklus se zastavi v Gl fazi. V reakci na to MT™ zvy$i mnozstvi vyluCovanych
sexualnich signald, aby podpofily sexualizaci MT". Odpovéd MT" na chemické signaly je
mnohonasobné mensi, nez odpovéd’ u MT™ (Marotta et al., 2022). U bunék MT" také probiha
meiodza asi o 30 minut diive (Scalco et al., 2016). MT" tedy vykazuje mnohem vétsi zménu
genové exprese, i vy$§i produkei metaboliti oproti MT" (Basu et al., 2017; Fiorini et al., 2020;

Annunziata et al., 2022).

Chemicka podstata feromont u P. multistriata stale neni objasnéna, Marotta et al.
(2022) ovSem na zéakladé experimentti piedpokladaji, ze¢ MT" feromony nebudou proteiny,
protoze neztratily svou biologickou aktivitu pii zahfati. MT" feromony jsou mensi nez 10 kDa
a autofi ptedpokladaji, ze se bude jednat bud’ o mensi peptidické molekuly, nebo chemické latky
vzniklé¢ sekundarni cestou. U MT™ feromont naopak ptedpokladaji proteinovou strukturu,

protoze zahtatim svou biologickou aktivitu ztratily.

7. Vnéjsi vlivy na pohlavni rozmnoZovani

Pohlavni rozmnozovani mize byt snadno ovlivnéno biotickymi i abiotickymi faktory.
Jelikoz feromony hraji velkou roli v pohlavnim rozmnoZovani rozsivek, vlivem téchto faktora
muze byt ovlivnéna jejich biologicka aktivita. Toto muize vést ke zpomaleni ¢i naruSeni

mnozeni, ale miize rozmnozovani i podpofit.

7.1. Velikost bunék
Jak bylo zminéno vySe, pohlavni rozmnoZovani je podminéno SST, ktera je druhové
specificka (Geitler, 1935). Po ptekroceni SST se totiz vyrazné zméni genova exprese, ktera se
1i8i u jednotlivych MT, které jsou béhem vegetativniho mnoZeni prakticky nerozeznatelné.
Zacnou se exprimovat hlavné geny kodujici feromony, ¢i feromonové receptory, dale také geny

pripravujici buitku na meiotické déleni (Basu et al., 2017; BeliSova et al., 2024)

Kromé SST je ovSem u rozsivek dilezitd kritickd minimalni velikost, kdy by dalsi
vegetativni déleni vedlo k buné&&né smrti. U druhu Seminavis robusta bylo zjisténo, ze MT"
bunky blizici se k této kritick¢é minimalni velikosti vykazuji chemoatrakci vic¢i atrakénimu
feromonu diprolinu 1 bez piedchozi indukce feromonem SIP". U té€chto bunék dochazi k k self-
primingu, kdy nepotfebuji SIP~ pro tvorbu diprolinovych receptorti (Bondoc et al., 2019a).
Ptesny mechanismus self-primingu zatim neni znamy, stejné¢ jako mechanismus, jakym
rozsivky rozeznavaji svou vlastni velikost. Je ale zfeymé, ze pravé kriticka minimalni velikost
ovlivituje UspéSnost rozmnozovani. Self-priming totiz ilustruje piipad, kdy je naruSena
feromonova kaskada, kterd je u vétSich bun¢k nutna k indukci pohlavniho rozmnozovani, ale
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ptesto je rozmnozovani uspesné — lze tak vysvétlit vyssi uspésnost mnozeni u malych bunék
(Chepurnov et al., 2002). Mechanismus self-primingu nebyl zatim objeven u jiného druhu

rozsivky, ale Ize se domnivat ze podobné mechanismy u nich existovat budou.

7.2. Dostupnost zivin
Dostupnost zivin v prostiedi je vyznamnym faktorem ovliviiujicim nejen pohlavni
rozmnozovani. Dulezitou zivinou je pro rozsivky kiemik (Si), ktery je pro né limitujicim
faktorem pro déleni i rozmnozovani, kvili tvorbé novych kiemicitych schranek (Martin-

Jézéquel et al., 2000).

Bondoc et al. (2019a) provedli vyzkum chovani bentické Seminavis robusta v zévislosti na
pritomnosti Si v médiu. Pfirozenym prostfedim S. robusta je totiz bentos — rozmanité zivotnim
prostiedim s velmi silnymi fluktuujicimi gradienty zivin. Bentické rozsivky tedy ¢asto vykazuji
chemotaxi ¢i chemokinezi vii¢i zdroji Zivin, diky nimz mohou reagovat na fluktuujici vlastnosti
prosttedi. Buiiky S. robusta se spojenim chemotaxe a chemokineze nepohybuji jen pii hledani
partnera, ale také pii hledani Si, ¢i fosforu (P) kdyz jej maji nedostatek (Bondocet al., 2016b;
Bondoc et al., 2019b). Bondoc et al. (2019a) ve svém vyzkumu sledovali stfedné velké bunky
(asi 40 pm, pod SST, ale mohou se jesté délit vegetativné) a malé bunky (mensi nez 27 pm u
nichZz by déleni vedlo k bunécné smrti) v prostfedi se zdrojem Si a atrakéniho feromonu
diprolinu. Porovnavali chovani bun€k s dostatkem Si a s nedostatkem Si v tomto prostiedi.
Z vyzkumu vyplyva, Ze sttedné velké buiiky jsou pfitahovany k feromonu pouze pii pfedchozi
indukci SIP a za dostatku Si, v jinych ptipadech radéji vyhledavaji zdroj Si. U malych bun¢k
ovSem dochdzi k vyhledavani zdroje feromonu i bez indukce SIP, dochazi u nich tedy k self-
primingu. K tomuto jevu ovSem nedojde, pokud mé buiika nedostatek Si — tehdy je tfeba
k vytvoteni diprolinovych receptori SIP z prostfedi. Pokud je mal4 buiika s nedostatkem Si
indukovana SIP, pohybuje se ke zdroji diprolinu, pokud ovSem neni indukovéana pohybuje se

ke zdroji Si.

Dostupnost zdroje Si, tedy vyznamné ovliviiuje recepci atrakéniho feromonu a buiiky, které
nemaji dostatek zivin nevyhleddvaji aktivné partnera na mnoZeni. Podobna studie by mohla byt
provedena u druhu Cylindrotheca closterium, u néjz se také vyskytuje atrakéni feromon,

protoze lze predpokladat, Ze pro tento druh bude Si stejné€ limitujicim.

7.3. Interakce s bakteriemi
Rozsivky a bakterie se vyskytuji ve stejnych habitatech uz vice nez 200 miliont let, coz

v prubehu evoluce vedlo k rozvoji jejich vzajemnych interakci (Amin et al., 2012). Bakterie
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ovlivituji u rozsivek produkci feromont i pohlavni rozmnozovani obecné (Cirri et al., 2018;
Cirri et al., 2019). Feromony jsou c¢asto cilem interferencnich strategii. Organismy k sobé
mohou diky feromonu pfivést predatora, nebo kompetitofi mohou produkovat latku podobnou

feromonu za ucelem Spatné navést organismus hledajici partnera (Haynes & Yeargan, 1999).

S druhem Seminavis robusta byly provedeny dvé studie (Cirri et al., 2018; Cirri et al.,
2019), ve kterych byl sledovan vliv bakterii izolovanych z kultury S. robusta (Maribacter sp.,
Roseovarius sp., Croceibacter sp., Marinobacter sp.) na rozmnozovani rozsivky. Pro porovnani
byla pouzita axenicka kultura S. robusta (Cista kultura bez jinych mikroorganismu. Pii vysoké
koncentraci bakterii (v poméru rozsivky:bakterie 1:1000, coz odpovidd asi 10° bun&k/ml)
vSechny vySe zminéné druhy bakterii upln€ inhibuji pohlavni rozmnozovani, nedochdzi ani

k parovani MT (Cirri et al., 2018).

Croceibacter sp., Marinobacter sp. a Maribacter sp. v poméru 1:500 inhibuji tvorbu
gamet, ale nijak neovliviiuji parovani MT (Cirri et al., 2018). Bakterie totiZ nijak neinterferu;ji
s efekty SIP (Cirri et al., 2019)-Maribacter sp. také inhibuje gametogenezi a auxosporulaci
S. robusta az do poméru 1:100 (Cirri et al., 2018). Snizuje také produkci diprolinu u MT" bungk.
(Cirri et al., 2019). Roseovarius sp. pii pomérech mensich nez 1:1000 neinhibuje pohlavni
rozmnozovani vilbec. Naopak za pfitomnosti tohoto bakteridlniho druhu vznika vice auxospor,

nez v axenické kultufe (Cirri et al., 2018). ZvySuje syntézu diprolinu u MT" (Cirri et al., 2019).

Vsechny testované bakterialni druhy také degraduji diprolin, ktery je jinak ve vodnim
prostiedi stabilni a nedegraduje se (Cirri et al., 2018; Gillard et al., 2013). V kultufe bakteriii s
MT" bunkami koncentrace diprolinu kolisa béhem dne, MT~ produkuji diprolin nejvice nékolik
prvnich hodin po osvétleni a poté jeho koncentrace postupné klesa (Gillard et al., 2013).
Bakterie tedy diprolin degraduji pouze kdyz nemaji k dispozici jiny zdroj uhliku (Cirri et al.,
2018).

U téchto druhti se jedna o chemicky zprostfedkované interakce, bakterie a rozsivka tedy
nemusi byt v ptimém kontaktu (Cirri et al., 2018). JelikoZ inhibice rozmnozovani také zavisi
na koncentraci bakterii v médiu rozsivek je otdzkou, jak ucinné jsou tyto inhibice v jejich
pfirozeném prostfedi — mofském bentosu. Koncentrace mikroorganismi se v takto rozmanitém
prostiedi velmi t€Zko mé&fi. Barranguet et al. (2005) odhaduji, Ze bakterie tvoii 20 % biomasy
bentosu a pokud je tento odhad spravny jsou zkoumané koncentrace az 10° bun&k/ml

dosazitelné i v ptirodé.
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8. Zavér

Od doby kdy byl predlozen ditkaz existence feromont u rozsivek ub¢hlo vice nez deset
let (Sato et al., 2011). Pfestoze bylo provedeno mnoho studii zkoumajicich feromony u nékolika
druhli rozsivek, je poznani v této oblasti teprve v pocatcich. Stale chybi jasné chemické
struktury u feromont Cylindrotheca closterium 1 Pseudo-nitzschia multistriata. Nelze tedy
s jistotou fici, jestli se podobaji feromoniim druhu Seminavis robusta, ani do jaké miry jsou
podobné feromoniim chaluh ¢i zelenych fas. Zjisténi chemické struktury feromont a jejich
biosyntézy druhii C. closterium a P. multistriata by také mohlo umoznit najit podobnosti v fadu

Bacillariales (penatni rozsivky s kanalkovym typem rafe), do kterého se oba druhy fadi.

Druhu Nanofrustulum trainorii, u n¢jz byly feromony rozsivek poprvé detekovany se
od té doby nikdo z ohledu feromont nevénoval. Nejsou tedy zndmy chemické struktury
feromond u tohoto druhu, ani mechanismy jejich fungovani. Jelikoz N. trainorii patii do jiné
podtidy, nez ostatni druhy se zndmymi feromony mohlo by byt zajimavé jakym zpisobem se

1181 mechanismy feromonové signalizace, ¢i jejich struktury.

V tuto chvili lze predpoklddat, Ze feromony rafidnich rozsivek (podttidy
Bacillariophycidae) jsou peptidické latky, odvozeny od aminokyselin, jelikoz podobné
struktury jsou predpokladany i u druhii u nichz nebyla ptesna struktura feromont objasnéna
(Gillard et al., 2013; Klapper, 2024;. Klapper et al., 2023; Marotta et al., 2022). Svou strukturou
se feromony 1i8i od jinych zndmych infochemikalii, které rozsivky vyuZzivaji. Zaroven jsou
jedny z méla infochemikalii, které maji striktn¢ infochemickou funkci, narozdil od latek jako

je DMSP nebo kyselina domoova (Graff Van Creveld et al., 2022; Kuhlisch et al., 2024).

Feromony rozsivek se také vyrazné odlisuji od feromoni hnédych fas, které stejné jako
rozsivky patti do skupiny Heterokontophyta. Feromony hnédych fas jsou hydrofobnimi
uhlovodiky odvozenymi od mastnych kyselin a li§i se tedy nejen svou biosyntézou, ale i
polaritou (Maier & Miiller, 1986; Pohnert & Boland, 2002). Zatim zndmé feromony rozsivek
se také 1isi od feromont zelenych fas, kterymi jsou hlavné glykoproteiny (Frenkel et al., 2014;

Sekimoto et al., 1990; Starr & Jaenicke, 1974).

Co se tyce interference, ¢i vnéjSich vlivli na feromonovou signalizaci rozsivek, jsou
velké mezery ve vyzkumu 1 po vice jak 10 letech, kdy byly jejich feromony objeveny. Studie
byly provedeny jen u druhu S. robusta a nelze tedy zatim vyvodit zadné obecné zavery.
Nedostatecny vyzkum v této oblasti miiZze byt samoziejmé podminén i neznalosti chemickych

struktur feromonti u jinych druhti. Dle mého nazoru by ov§em mohla byt velmi pfinosna studie
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zabyvajici se chemoatrakci druhu C. closterium za nedostatku zivin, pfedevsim kiemiku
(podobna studii, kterou u S. robusta provedli Bondoc et al., 2019a). Vzhledem k tomu, ze
takova studie byla provedena u S. robusta, bylo by mozné porovnat vysledky a zjistit jakym
zpusobem je v ohledu pohlavniho rozmnozovani kiemik limitujici 1 pro rozsivky, pattici do

jiného fadu.
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