Jihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Ptirodovédecka fakulta

Bakalarska prace

CHARAKTERIZACE NOVYCH IZOLATU RODU CHROMERA

(CHROMERIDA: ALVEOLATA)

HALINA STEBLOVA

Skolitel: Miroslav Obornik



Jihogeska univerzita v Ceskych Budéjovicich
Pfirodovédecka fakulta
Bakalarska prace

2011

Steblova, H., 2011: Charakterizace novych izoldtd rodu Chromera (Chromerida: Alveolata).
[Characterization of new isolates within the genus Chromera (Chromerida: Alveolate). Bc. Thesis, in
Czech.] - 25 p., Faculty of Science, The University of South Bohemia, Ceské Budéjovice, Czech

Republic.

Anotace: New isolates of alveolate protists with possible affiliation to the genus Chromera
(Chromerida: Alveolate) were investigated using molecular biology and molecular phylogeny tools to
assume their phylogenetic position and to reveal generic affiliation. According to the data, new

isolates belong to the species Chromera velia.

Prohlasuji, Ze svoji bakaldfskou praci jsem vypracovala samostatné pouze s pouZitim
pramend a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, Zze v souladu s § 47b
zakona €. 111/1998 Sbh. v platném znéni souhlasim se zvefejnénim své bakalarské prace, a to v
nezkracené podobé Prirodovédeckou fakultou. Souhlasim se zvefejnénim elektronickou cestou ve
vefejné pfistupné &asti databaze STAG provozované Jiho€eskou univerzitou v Ceskych Budé&jovicich
na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu
této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s
uvedenym ustanovenim zakona €. 111/1998 Sb. zvefejnény posudky Skolitele a oponentd prace i
zaznam o prabéhu a vysledku obhajoby kvalifikaéni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé

kvalifikaéni prace s databdzi kvalifikanich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem

vysokoskolskych kvalifikacnich praci a systémem na odhalovani plagiata.

29.4. 2011, Ceské Bud&jovice e



Podékovani:

Na tomto misté bych rada podékovala svému Skoliteli Miroslavu Obornikovi, Ze mi umoznil
pracovat ve své laboratoti a také za cenné rady a pripominky. Specidlni podékovani patfi také Dr.
Vancové a Doc. Miroslavu Obornikovi za poskytnuté obrazky. Dale bych chtéla podékovat vsem lidem
z laboratore, predevsim Jarovi a Ogarovi za velikou pomoc, trpélivost a ochotu. Moje nemalé diky

patfi také mym rodicm za jejich psychickou a materialni podporu.



1. UVOM ceevieeiueeetsersetee st st sse st s e sse st s et e e s e s s et s e sae e e se st e e s s et e e s et e Re et et e ae et et e Re e e Re e et e aeete e eaeesetens 1
1.1. Evoluce Plastidu .......eciiiiiiiiiimmnniiiiiniiiiininiiiiiiiieissmsseeiiiieemmmmsseeiiseesssmmsssssssssssns 1

3 R 0 113 ToT o] 11V - O PPTPRt 2

1.2.1. Plastidy OBrnenek .....cc.cciveeeeiiiiieeeiiiiieeieertenceettenneerreeseerennsseeseenssesseansesessnnns 2

R Vo1 e 4 0] s (=3 3

R 200 SV 11 o] = 1 U EURP 3

1.4. CRromera VeliQl .........ccccciiiiiiiiiiiiiiiniiiiiinisinnssnnssnssss s aassaes 4

1.5. RIM 11 (CCIMIP3155) ...evrueuiriueeierereetssssessssesesssessssesssessessassssssssesesssssssnsasssessssssasssssnssens 5

S 1T 1 YA ol e s I 6

A T o T TN 8
| (=1 o | U 9
3.1. Kultivace Materialu ........ccovviiieriiiiiiiiiiietetiiicenrrcc e esaasseees 9

B0 1o ] Tt 0 9

3.3. Polymerazova 7etézova reakce (PCR) ......cccoviirreeeeenniciiriirreenneensseesssesneennesssssssssssssennnnnnnns 9

3.4. Elektroforéza na agarézovém gelu, izolace PCR produktu z gelu ......cccceeervenncrrinnnnennne 10

3.5. Klonovani, transformace, izolace plasmidll ..........eeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 10

B ST T o o L - 11

3.7. Upravy a identifikace SEKVENCI ........ccverereereererieeeeiresseesesseseeeesssssessessessessesessessensens 11

3.8. Priprava datasetl a alignment SEKVENCI ......cceeeeeeeereeereeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeens 11

3.9. Fylogenetické analyzy ......ccccccvveeiiiiiiiiiiiinnuiiiiiniiiiiiimiiimmmmsiieessssmssssssssesses 11

. VYSIEAKY .nieeeeiecccieiieteeii e ceeeeseeeettenas e eeeeseeeenansssssssseseeeennnssssssssssessennnssssssssensessnnnssssnsnnensesnnnnnen 12
4.1. Analyza genu Pro 18S rRNA ......c.cciieeeieittennierttenneeerensseeerenssesssenssssssensssssssnssssssesnssessenns 12

4.2. Analyza genu pro plastidovou 23S rRNA ........cccciiiiiiimmiiiiiiiiiiiessssssssnn 12

5. DISKUZE weeeereeiiiiiiiieneteeiiiiiissree ettt et sas e s s s asa e e s s e s s s aa s s s e e e s s s s s s aa e e e e s s s e s sasanannnes 15
TR |- P 17
7R 1 - Y 18

2 o 1T 41 TR SURSS 25



1. Uvod

1.1. Evoluce plastidu

V rané evoluci eukaryot, heterotrofni eukaryoticka burka pohltila cyanobakterii a ponechala
si ji vcytoplasmé. Postupem casu se prokaryoticky endosymbiont vzdal své autonomie a stal se
svétlo-pohlcujici, oxid uhli¢ity-fixujici a kyslik-produkujici organelou pfitomnou v soucasnych
fotosyntetizujicich bunkach (Bhattacharya et al., 2007), tzv. plastidem. K tomuto procesu, nazyvaném
primdarni endosymbidza, doslo priblizné pred 1,6 miliardami let (Hedges et al., 2004; Yoon et al.,
2004). Tento primarni plastid je obalen dvéma membrdanami (podobné jako cyanobakterie) a
obsahuje svou vlastni DNA, redukce jeho genomu je vsak znacna. V pribéhu evoluce doslo ke
ztratdm nékterych nepotifebnych genl a k prfesunu urditych genl do jadra hostitelské buriky
(primarni hostitel) procesem endosymbiotického genového transferu (Douglas, 1998; Gray, 1999).
Endosymbiont si ponechal pouze ¢ast genl a plvodni jeho genom o velikosti 3 500 kb byl tedy
zredukovan az na 72 kb dlouhy genom zeleného primarniho plastidu (Ostreococcus tauri) a 165 kb
dlouhy genom cerveného primarniho plastidu (Cyanidium caldarium) (Martin a Herrmann, 1998;
Martin et al. 2005). Proteinové produkty jadernych genl (plvodné kédované v plastidu) jsou vsak pro
plastidovy metabolismus nezbytné, a proto jsou vyrabény v cytoplasmé a posttranslacné cileny do
plastidu diky N-terminalni cilici sekvenci oznacované jako chloroplastovy transitni peptid (McFadden,
1999; Vesteg et al., 2009). Sdileni genetické vybavy déla tedy z endosymbionta organelu, integralni
soucast hostitelské buriky a jejiho metabolismu. Primarni endosymbidza dala tak v pribéhu evoluce
vznik skupiné Archaeplastida, kterd se déli na Chloroplastida, Rhodophyta (ruduchy) a Glaucophyta

(Rodriguez-Ezpelenta et al., 2005).

Tim ovSem evoluce plastidl nekondi. Nékteré rasy totiZ obsahuji tzv. komplexni ¢i sekundarni
plastid, ktery ziskaly sekundarni endosymbidzou asi pred 1,3 miliardami let (Yoon et al., 2004), pfi niZ
heterotrofni eukaryot pohltil fotosyntetickou eukaryotickou fasu, kterd jiz obsahovala primarni
plastid (Archibald a Keeling, 2002; Palmer, 2003; Keeling, 2004). Mnoho plastidovych gend (u
nékterych tas také jadernych gend primarniho hostitele) byly presunuty do jadra sekundarniho
hostitele endosymbiotickym genovym transferem. JelikoZ jsou sekundarni plastidy obaleny 3 — 4
membranami (dvé vnitfni pdvodné primarniho plastidu a 1 - 2 vnéjsi), maji proteiny targetované do
plastidu, kromé transitniho peptidu, také signalni peptid na N-konci, ktery cili protein do
endoplasmatického retikula a dale pres dvé vnéjsi membrany komplexniho plastidu. Transitni peptid
poté dopravi protein kanonickou drahou pres dvé vnitfni membrany plastidu (McFadden, 1999).

Sekundarni endosymbidzy se zucastnily zelené i Cervené fasy. Sekundarni fasy s pohlcenou
zelenou fasou mulzZeme najit ve skupinach Dinophyta, Euglenophyta a Chlorarachniophyta (Yoon et

al., 2004; Bhattacharya et al., 2004) a jejich plastid je pigmentovany chlorofylem a & b. Dalsi skupinu
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tvori Chromalveolata s pohlcenym ruduchovym endosymbiontem, které délime na Chromista
(Heterokonta = Stramenopila, Haptophyta, Cryptophyta) a Alveolata (Ciliophora, Dinophyta a

Apicomplexa), jejichZ plastid, pokud je fotosynteticky, obsahuje, az na vijimky, chlorofyl a & c.

Nékteré druhy obrnének obsahuji plastidy pochazejici z procesu terciarni endosymbidzy. Tyto
ctyfmembranové plastidy vznikly pohlcenim jinych ¢lend skupiny Chromalveolata, jako jsou rozsivky,
Haptophyta i skryténky, tedy organisml jiz obsahujicich sekundarni plastid. Terciarni plastidy
obsahuji obrnénky pigmentované fukoxantinem (endosymbiont ze skupiny Haptophyta), obrnénky
rodu Dinophysis (endosymbiont ze skupiny Cryptophyta) ¢i obrnénky Kryptoperidinium foliaceum a

Durinskia baltica (endosymbiont ze skupiny rozsivky).

1.2. Dinophyta

Dinophyta spolu s Apikomplexa a Ciliophora patti do skupiny Alveolata. Kmen Dinophyta
predstavuje velmi rlznorodou skupinu prevainé morskych bicikatych organism(. Je tvoren vice jak
4000 druhy, které mulzou byt autotrofni, mixotrofni, osmotrofni, fagotrofni i parazitické
(Taylor, 1987). Vyznamné jsou také symbiotické interakce obrnének. Charakteristicky pro obrnénky je
jejich obal, nazyvany amfiesma nebo téka. U mnohych druhl je obal elasticky, lehce rozrusitelny —
takové obrnénky oznadujeme jako nahé. Jiné bicikaté bunky maji na povrchu pevné, presné
usporadané polysacharidové desticky, které tvofi pancit (Kalina a Véana, 2005). Obrnénky jsou
ekologicky velmi vyznamné. Predstavuji jedny z nejdalezitéjSich primarnich producentli na Zemi a
jsou podstatnou sloZzkou fytoplanktonu. Néktefi morsti a brakicti dinoflagelati vSak produkuji toxiny,

které muZou byt nebezpecné pro Zivocichy (van Dolah, 2000).

1.2.1. Plastidy obrnének

Podle predpokladd ziskaly obrnénky chloroplasty vraném obdobi svého vyvoje, pak je
nékolikrat ztratily a opét ziskaly z jinych zdrojd (Schnepf a Elbrachter, 1999). Vétsina fotosyntetickych
dinoflagelatl obsahuje plastid obaleny tfemi membranami, ktery obsahuje chlorofyl a, c2 a také
peridinin jako hlavni fotosynteticky pigment (Dodge, 1975, 1989; lJeffrey, 1989). Tento typ
chloroplastu je povazovan za plvodni. Genomy peridininovych sekundarnich plastid jsou na rozdil
od vSech ostatnich plastidovych genom( organizovanych na cca 100-200 kbp velkych kruhovych
molekuldch DNA (Sugiura, 1992; Gléckner et al. 2000), rozdéleny na sadu minikrouzk(i o velikosti
kolem 2-3 kbp (Howe, 2003). Tyto plastidy jsou tedy znacné redukované a obsahuji pouze 12 — 14
genll (Zhang et al., 1999). Vétsina genetické informace je u téchto obrnének prenesena do jadra.
Nékolik malo skupin fotosyntetickych dinoflagelatd maji plastidy bez peridininu, které jsou sloZzenim
pigmentU a ultrastrukturou podobné plastidiim jinych skupin fas (Tangen a Bjérnland, 1981; Schnepf

a Elbrachter, 1988; Watanabe et al., 1990; Elbrachter a Schnepf, 1996; Hewes et al., 1998). Jeden
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z téchto neobvykle pigmentovanych plastidi obrnének obsahuje chlorofyl a, c1, c2, a také fukoxantin
a jeho derivaty, jako hlavni pigmenty, podobné jako plastidy haptophyt (Tangen a Bjérnland, 1981;
Bjornland a Liaaen-lensen, 1989; Jeffrey, 1989; Suzuki and Ishimaru, 1992; Hansen et al., 2000).
Zatimco peridininovy plastid ma pravdépodobné plvod v ¢ervenych fasach a vznikl sekundarni
endosymbidzou, plastid pigmentovany fukoxantinem pochazi z oddéleni Haptophyta a byl ziskan
terciarni endosymbidzou (Ischida a Green, 2002). Nékteré druhy obrnének obsahuji také sekundarni
zelené plastidy vzniklé pohlcenim zelené fasy (Lepidodinium spp.), nebo kleptoplastidy (Schnepf a

Elbrachter, 1999).

1.3. Apikomplexa

Kmen Apikomplexa tradicné reprezentuje skupinu obligatnich parazitd, ktefi zpUsobuji
mnoho vainych onemocnéni zvifat a lidi, véetné malarie, ktera je nejvice devastujici lidskou nemoci.
Zastupci rodu Plasmodium kaZzdoroc¢né zapficini smrt 1,1 - 1,3 milinG lidi. Déle je pak ro¢né 350 - 500
milion0 jedinch nakaZenych a vice jak miliarda lidi je v ohroZeni touto ndkazou (Tuteja, 2007). Nové
se vSak ktomuto kmeni fadi také mikroskopicti mof¥sti predatofi rodu Colpodella, ktefi obsahuji
apikalni komplex, ale pravdépodobné postradaji plastid (Adl et al., 2005).

V tradi¢nim taxonomickém systému jsou Apikomlexa definovdna na zdkladé pfitomnosti
apikalniho komplexu, souboru organel, rozhodujici pro jejich paraziticky zplsob Zivota, ktery je
umistén v predni casti bunky (Levine et al., 1980). Dalsi specificky znak vétsSiny vytrusovcl je
apikoplast (McFadden et al., 1996; Kohler et al., 1997), zbytkovy nefotosynteticky sekundarni plastid,
umistény obvykle mezi jddrem a apikdlnim komplexem, ktery je nezbytny pro preziti bunky
(Pfefferkorn et al., 1992; Fichera et al., 1995; He et al., 2001), neboft jsou v ném lokalizované nékteré
nezbytné metabolické drahy, véetné syntézy hemu, mastnych kyselin a izoprenoid( (Ralph et al.,

2004).

1.3.1. Apikoplast

S pfichodem elektronové mikroskopie v druhé poloviné 20. stoleti byla v burikach vytrusovc,
kromé jinych vyznamnych bunéénych komponent, odhalena také multimembranova struktura. Kdyz
byla vroce 1974 poprvé izolovdna extrachromozomadlni 35 kb dlouha kruhovitd DNA molekula
z ptac¢iho, malarii zplsobujiciho, parazita Plasmodium lophurae, byl jeji plvod povaZovan za
mitochondrialni (Kilejian, 1974, 1975). Pozdéji vSak byla z riznych druhl rodu Plasmodium izolovana
jind extrachromozomailni linearni DNA o délce neprekracujici 6 kb (Suplick et al., 1988, 1990; Aldritt
et al.,, 1989; Joseph et al.,, 1989; Vaidya et al., 1989; Feagin, 1992), ktera se poté ukazala byt
mitochondrialni. Prvotné izolovand 35 kb dlouhd DNA byla lokalizovana vijiz zminéné
multimembranové struktufe a jeji plivod byl urcen jako plastidovy (McFadden et al., 1996; Kohler et

al., 1997).



Apikoplast byl nalezen u vSech tfi hlavnich skupin vytrusovcd — haemosporidii (Plasmodium a
Leucocytozoon), kokcidii (Toxoplasma a Eimeria) a piroplasmid ( Babesia a Theileria) (Forth a
McFadden, 2003; Obornik et al., 2009), zatimco u rodu Cryptosporidium (Zhu et al., 2000; Xu et al.,
2004) a gregarin (Toso a Omoto, 2007) doslo pravdépodobné ke ztraté plastida. Jako reliktni plastid,
obsahuje apikoplast jeden z nejmensich znamych plastidovych genomd, reprezentujici pouze 18-50 %
genomu obvyklého fotosyntetického plastidu (Obornik et al., 2009). Redukce plastidu byla v pribéhu
své evoluéni historie zplsobend predevsim pfenosem genl z pohlcené fasy do jadra hostitele a také
ztratou fotosyntetické funkce. Ultrastrukturni a molekuldrni data prokazala, Ze tato organela, vznikla
sekunddrni endosymbidézou, tedy pohlcenim fotosyntetického eukaryota nefotosyntetickym
eukaryotem, je obklopena vice jak dvéma membranami (Waller et al.,, 1998). Dnes uZ vime, Ze
apikoplasty jsou obaleny ¢tyfmi membranami (Okamoto a McFadden, 2008). ProtoZe apikoplast
ztratil geny, kodujici fotosyntetické proteiny, které se obvykle pouZivaji k urcovani plastidové
fylogeneze, byly fylogeneticky analyzovany zbylé geny. Strukturni analyzy ribozomalniho operonu a
fylogenetické analyzy rRNA gen(l prokazaly plvod apikoplastu v ¢ervenych rasach (McFadden and
Waller, 1997; Blanchard a Hicks, 1999; Stoebe a Kowallik, 1999; Zhang et al., 2000). Dalsi
fylogenetické analyzy GADPH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), jaderné kédovaném
proteinu, targetovaném do plastidu, prokazaly monofyleticky plvod plastidi skupin Apikomplexa,
Dinoflagellata, Heterokonta a Cryptophyta (Fast et al., 2001; Harper a Keeling, 2003). Avsak az
nedavno objevena fotosynteticka rasa, Chromera velia, izolovand Robertem Moorem z koralu,

definitivné potvrdila plivod apikoplastu (Moore et al., 2008; Janouskovec et al., 2010).

1.4. Chromera velia

Chromera velia je fotosyntetickd fasa izolovana v roce 2001 Robertem Moorem z tvrdého
koralu Plesiastrea versipora z pfistavu v Sydney (Moore et al., 2008). Izolované stadium tvofi volné
Zijici nepohyblivé hnédo-zelené buriky kulovitého tvaru o prlméru 5-7.0 um. Pozdéji vsak bylo
pozorovano také bicikaté stadium. Kulovité buniky se mnozi binarnim délenim, po kterém muze
nasledovat dalsi déleni vedouci k vytvareni velké cysty obsahujici Ctyfi identické dcefiné buriky.
Transformace na vysoce pohyblivé dvoubicikaté staddium zacind pomalym rotujicim pohybem
nepohyblivého kulovitého stadia. Tento proces trva nékolik minut. Pfi nizké hladiné osvétleni dochazi
k transformaci ve velmi malé mite, kdy bic¢ikovci nikdy nepfevysuji 1 % vSech bunék (Obornik et al.,
2011).

C. velia obsahuje nékolik ultrastrukturnich znak( charakteristickych pro alveolata, jako jsou
kortikalni alveoly a mikropéry. V burice dominuje jeden veliky plastid kédnického tvaru, obaleny ¢tyimi

membranami. Uvnitf plastidu, ktery zabira podstatnou ¢ast (60%) bunécného obsahu, jsou tylakoidni

lamely usporadany ve svazcich po tfech. Organela je pigmentovana chlorofylem a, violaxanthinem,
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novou formou svétlosbérného karotenoidu isofukoxantinem a malym mnoZstvim B,B- karotenu.
Chlorofyl ¢ u této fasy chybi. Na zakladé vyse popsanych vlastnosti a fylogenetickych analyz byl
ustanoven novy kmen v rdmci alveolat, nazvany Chromerida (Moore et al., 2008).

Fylogeneticka pozice C. velia byla zkoumana rlznymi pfistupy. Fylogeneze zaloZzend na rRNA
podporuje jeji blizkou pribuznost s heterotrofnimi bicikovci rodu Colpodella (jaderny gen pro ssrRNA)
a vytrusovci (jaderny gen pro IsrRNA, ktery neni dostupny pro colpodelly) (Moore et al., 2008). Navic
byla u této fasy, na rozdil od dinoflagelatd, zjisténa pritomnost genl pro histony H2A a H2B (Rizzo,
2003; Wong et al., 2003; Chan et al., 2006). Protoze maji vSichni ¢lenové skupiny chromalveolata gen
pro GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), plivodné kddovany v plastidu, nahrazeny
(pravdépodobné duplikaci) jaderné kédovanou verzi (Fast et al., 2001; Harper a Keeling, 2003), byly
rovnéz u C. velia analyzovdny oba jaderné kdédované geny pro GAPDH. Vysledky téchto analyz
prokazaly, alespon u plastidové targetované verzi GAPDH, blizkou pfibuznost s homologickou verzi
GAPDH vytrusovcl. Fylogenetickd pozice C. velia na zakladé cytosolické verze GAPDH zlstala
nerozliSend (Obornik et al., 2009). Zatimco jaderné geny C. velia pro ssrRNA, IsrRNA a plastidové
targetovany GAPDH silné podporuiji jeji blizky vztah s vytrusovci, fylogeneze zaloZzena na genu psbA,
ktery neni pfitomen u vytrusovcl, preferuje pfibuznost s plastidem pigmentovanym peridininem
dinoflagelatl (Moore et al.,, 2008). Presvédéivym dlikazem, Ze plastid C. velia a apikoplast maji
spoleény plvod, je také fakt, Ze plastid C. velia pouZivd nekanonicky geneticky kod. Zatimco vsechny
dalsi fotosyntetické plastidy kéduji tryptofan tripletem UGG, plastid C. velia, stejné jako apikoplast
kokcidii, kéduje tryptofan kodény UGG i UGA (Moore et al., 2008; Janouskovec et al., 2010).

1.5. RM 11 (CCMP3155)

CCMP3155 je dalsi fotosyntetickd fasa, plivodné izolovand ztvrdého kordlu Leptastrea
purpurea z Velkého bariérového utesu, kterou fadime do alveolat. Tato fasa osciluje mezi kulovitym a
bic¢ikatym stddiem, ¢imzZ se blizce podoba fase C. velia. Kulovité bunky maji jeden plastid obaleny
¢tyfmi membranami (podobné jako plastid C. velia a vytrusovcu), ve kterém jsou tylakoidy v tripletu
(stejné jako tylakoidy C. velia a dinoflagelat(l) (Moore et al., 2008; Obornik et al., 2011). RM 11 ma
nejpomaleji se vyvijejici plastidovy genom svysokym obsahem genl. Fylogenetické analyzy na
zakladé konkatenovanych datasetd z osmi jadernych gend C. velia a RM 11 prokazaly, Ze obé tyto
rasy jsou blizce pribuzné vytrusovclim, ale prekvapivé tvori dvé odlisné linie. Tento zavér podpofily
také dalsi analyzy, tentokrat plastidovych gend. Plastidové genomy C. velia a RM 11 obsahuji vSechny
geny nalezené bud u apikomplexdi nebo dinoflagelati a také mnoho jinych gen(. Struktura
ribozomalniho superoperonu v plastidu RM 11 (s nékolika vnitfnimi zménami v usporadani a ztratami

genl) potvrzuje jeho plvod v ¢ervenych rasach (Janouskovec et al., 2010).



1.6. lzolaty CT 11, CT 24

Izolaty CT 11, CT 24 byly ziskany béhem precistovani kultur RM 11 a RM 24 (CCMP3155) na
f/2 agarovych miskach s antibiotiky. Tyto izolaty tvofily hnédé zbarvené kolonie, na rozdil od zelenych
kolonii RM 11 a RM 24. Pomoci svételného mikroskopu bylo zjiSténo, ze kolonie CT 11 a CT 24 jsou
tvoreny jednobunécnymi organizmy, morfologicky velmi podobnymi fase C. velia. Izolaty CT 11 a CT

24 maiji na rozdil od C. velia hire viditelna akumulacni téliska (viz. Obr. 1).

Obr. 1: Srovnani izolattl CT 11, CT 24 (vlevo) a C. velia (vpravo). Sipkami jsou ozna¢ena akumulaéni

téliska.

Obr. 2: Srovnani izolatl CT 11, CT 24 (vlevo) a C. velia (vpravo). Akumulaéni téliska — transmisni

elektronovd mikroskopie.

Dalsi studie odhalily, Ze stejné staré kultury CT 11 a CT 24 tvofi, v porovnani s kulturami C. velia,

znatelné méné zdsobnich vakuol a denznich granuli. Jejich plastid je proto vice zfetelny (viz. Obr. 3).



Obr. 3: Porovnani stejné starych kultur izolatl CT 11, CT 24 (vlevo) a C. velia (vpravo).



2. Cile prace

Osvojit si techniky souvisejici sizolaci DNA, PCR a sekvenaci a seznamit se s metodami

konstrukce fylogenetickych stromU na zakladé molekularnich dat.

Na zakladé wvyse popsanych morfologickych znakli molekularné a fylogeneticky

charakterizovat izolaty CT 11 a CT 24 a urdit jejich pribuzensky vztah s C. velia.



3. Metody

3.1. Kultivace materialu
Bunécéné kultury druhu Chromera velia, CT 11 a CT 24, byly péstovany vf/2 médiu
v kultivacnich nadobach pti 26 °C v kultivaénim boxu Lovibond (Liebher) se svételnym cyklem

12h/12h (svétlo/tma) a intenzitou svétla 113 umol/ m?s.

3.2. Izolace DNA

Ze stén kultivacni nadoby byly bunky setfeny, vloZzeny do zkumavky (50 ml) a zcentrifugovany
(600 rpm, 6 min.). Supernatant byl odstranén, burky byly prevedeny do mikrozkumavky (1,5 ml) a
zcentrifugovany (13.000 rpm, 2 min). Supernatant byl poté znovu odstranén, k peletu bylo pfidano
50 pl lyzacniho pufru a malé mnoistvi homogenizacniho pisku a smés byla nasledné
homogenizovana. Pak bylo do mikrozkumavky s homogenatem ptidano 250 pl lyzaéniho pufru a 300
ul proteindzy K (30 mg/ml). Lyze probihala 4 — 6 hodin pfi 56 "C. Smés byla dale centrifugovana
(13.000 rpm, 5 min.) a supernatant preveden do nové mikrozkumavky. Poté byla provedena fenol —
chloroformova extrakce DNA (Sambrook a Russel, 2001). K supernatantu (cca 600 pul) bylo ptidano
stejné mnoizstvi fenolu, smés byla po dobu 5 minut promichdvana, pak zcentrifugovdna (14.000 rpm,
5 min., 4°C) a vznikld vodni faze pfevedena do Cisté mikrozkumavky. Tento postup byl dvakrat
opakovan. Poté byla provedena extrakce pomoci fenolu a chloroformu v poméru 1 : 1 a nakonec
samotného chloroformu. Ke vzniklé vodni fazi byl pfidan 96 % etanol v poméru 1 : 3 a smés byla
uloZena na 3 hodiny do -20°C. Nakonec byla tato smés zcentrifugovana (14.000 rpm, 10 min., 4°C),
etanol byl odstranén a pelet vysusen. Vyizolovand DNA byla resuspendovéna v 50 pl ddH,0 a uloZena

v-20°C.

3.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Potfebné geny byly amplifikovany metodou polymerazové retézové reakce (PCR). SloZeni
reakéni smési bylo kromé rliznych pard primerG vidy stejné, a sice: 5 pl Ex Taq pufru; 4 pl 2,5 mM
DTP mix (TaKaRa); 0,25 Ex Taq™ HS polymerazy (TaKaRa); 2 pl kazdého z obou primerd, 1 pl DNA (50-
100 ng/ul); ddH,0 do 50 pl. Objem reakcéni smési byl podle potfeby proporcionalné obmérovan
v zavislosti na poctu reakci. Smés byla vlozena do termocykleru, PCR program byl upraven v zavislosti
na teploté nasedani primer0. PCR se vidy skladala z: 5 minut pocatecni denaturace pri 94°C; 30 cyklU
po: 1 minuta denaturace pfi 94 °C, 1 minuta nasedani primerd pfi Tm = XX °C, doba prodluZovani
primerd byla stanovena podle velikosti budouciho produktu (1 min/1 kbp) pfi 72 °C; 10 minut

zavérec¢ného prodluzovani primerd.



Tab. 1: Sekvence a nasedaci teploty primert pouzitych pfi PCR.

Primery pouzité pfi polymerazové retézové reakci pro geny z izolati CT 11, CT 24

Gen Primery Sekvence primert (5' - 3) Tm

18SChF CGCTTCTCT GAT ACT GACTGA CTACATG
18S rRNA 50°C
18SChR ACG CTCTCT TCA AGA GAATCG AGCAC

pLSU1F CTGAATCATCTTAGTACTCAAAG
23S rRNA 48 °C
pLR3100 |TTTTCYYACTTATATGCTTTCAGYA

M13f GTAAAACGACGGCCAG
Sekvenacni primery 53°C
M13r CAGGAAACAGCTATGAC

3.4. Elektroforéza na agarézovém gelu, izolace PCR produktu z gelu

K separaci molekul DNA, ziskanych metodou PCR, byla pouzita elektroforéza na 1 % (w/v)
agardozovém gelu (Serwa, 100 mg/100 ml 1xTAE), ke kterému bylo pfidano 0,1 ul Gel Red (Biotio) /10
ml gelu. Pro zjisténi velikosti fragmentli DNA byl pouZit molekuldrni marker: 1kb plus DNA ladder
(New England Biolabs, Inc.). Produkty byly zviditelnény na UV-transluminatoru (TFX-35.M Vilber
Lourmat). Fotodokumentace gell byla pofizena digitalnim fotoaparatem (Kodak) a softwarem Kodak
Digital Science 1D verze 3.0.2.

Prouzky gelu obsahujici DNA urcité velikosti byly vyfiznuty, vioZzeny do 1,5 ml mikrozkumavky
a rozpustény. Nukleova kyselina byla z gelu izolovdna pomoci DNeasy Plant Mini Kit podle navodu

vyrobce (QIAGEN).

3.5. Klonovani, transformace, izolace plasmidut
Ligacni reakce byla provedena pomoci plasmidu pGEM® T-Easy vector, do kterého byly PCR

produkty zaklonovany podle navodu vyrobce (Promega).

K ligani smési bylo pfiddano 50ul kompetentnich bunék E. coli XL1 a poté 30 minut
ponechdno na ledu. Destabilizace cytoplazmatickych membran byla provedena tepelnym Sokem (45
sekund, 42 °C) a naslednym zchlazenim na ledu po dobu 2 minut. K transformovanym burnkam bylo
pak pridano 250 pl SOC a smés byla tfepana 1 hodinu pfi 200 rpm v 37°C. Na Petriho misky s agarem
(LB agar, Roth) a ampicilinem bylo rozetfeno 40 pl X-galu, 4 ul IPTG, a poté 150 pl bakterii. Misky byly
uloZzeny v termoboxu pfi 37 °C po dobu 16 hodin. Po kultivaci byly vybrany bilé kolonie a provedena
srovndvaci PCR. Bakteridlni kolonie, obsahujici plasmid s PCR inzertem, byly preneseny do zkumavky
s 3 ml LB média (Roth), ke kterému bylo pfidano 12 pl ampicilinu. Nasledna inkubace probihala 12-14
hodin v 37°C pti 200 rpm.
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Izolace plasmid( byla provedena pomoci QlAprep®Spin Miniprep Kit podle navodu vyrobce

(Promega).

3.6. Sekvenovani
Plasmidova DNA o koncentraci 250-300 ng/ul byla sekvenovéana za pouzitim primert M13f a
M13r v laboratofi genomiky. Sekvenacni reakce byla analyzovana pristrojem ABI 3130 (Applied

Biosystems).

3.7. Upravy a identifikace sekvenci
Ziskané sekvence byly analyzovany v programu Sequence Scanner 1.0 (Applied Biosystems).
Sekvence vektoru byly odstranény pomoci programu VecScreen

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html). Sekvence inzertu byly upraveny

programem DNASTAR - SegMan Il (DNASTAR, Inc.) a identifikovany pomoci NCBI BlastSearch

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.8. Priprava datasetl a alighment sekvenci
Sekvence genll pro  pripravu  datasetd  byly ziskdny zNCBI  GeneBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Poté byly tyto sekvence spolu s mymi nové ziskanymi sekvencemi

alignovany v programu Muscle (Edgar, 2004) a vysledné alignmenty editovany programem SeaView

(Gouy et al., 2010).

3.9. Fylogenetické analyzy

Fylogenetické analyzy byly provedeny metodou maximalni vérohodnosti (maximum
likelihood, déle jen ML) pomoci programu RAxML 7.2.8 (Stamatakis, 2006). Pro vypocty byla pouZita
GTR substitu¢ni matice s gama korekci (4 kategorie). Nejvérohodnéjsi topologie byla vybrana ze
stovky nezavislych opakovani, z nichz kazdé zacinalo znahodnénou pocatecni topologii. Robustnost
vétveni byla urcena jednak pomoci neparametrické bootstrap analyzy za vyuZziti ML (RAXML, 500
opakovani) a maximum parsimony [DNAPARS (Felsenstein, 1989), 500 opakovani]. Bayesianska
posterior probability, jako dalsi forma odhadu robustnosti, byla vypoctena pomoci PhyloBayes 3.2
(Lartillot et al., 2009). Pro analyzu byla pouZita kombinace CAT admixture modelu (respektive jeho
empirickd varianta C20, kde je pocet kategorii omezen na 20) s GTR substituéni matici. Vysledna
posterior probability byla vypoctena ze dvou nezavislych markovovych retézcli (Monte Carlo Markov
Chain, MCMC), které bézely soubéziné, dokud jejich maximalni rozdil neklesl pod 0.2 a efektivni

vzorek odhadovanych parametri nepresahl 200.
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4. Vysledky

Pomoci PCR jsem amplifikovala geny pro 18S rRNA a 23S rRNA ze dvou novych izolatll CT 11 a
CT 24. Ziskané sekvence téchto genl jsem pouzila pro fylogenetické analyzy scilem urdit

fylogenetickou pozici CT 11 a CT 24.

4.1. Analyza genu pro 18S rRNA

Zjistila jsem, Ze geny pro 18S rRNA amplifikované z izolatl CT 11 a CT 24 se navzdjem
sekvencné nelisi. Jelikoz mym primarnim cilem bylo srovnani téchto izolatl s C. velia, porovnala jsem
ziskané sekvence se sekvenci 185 rRNA C. velia. Z tohoto srovnani vyplynulo, Ze oba izolaty a C. velia
se v tomto genu vyrazné sekvencné nelisi. Variabilita byla pouze ve tfech nukleotidech. Z dostupnych
sekvenci genu pro 18S rRNA C. velia v databazi GenBank jsem ale zjistila, Ze to odpovida
vnitrodruhové variabilité C. velia. Presto jsem sestavila dataset skladajici se ze sekvenci 185 rRNA
raznych zastupcl skupiny Alveolata a provedla fylogenetickou analyzu metodami maximum
likelihood (ML-RaXML), maximum parsimony (MP-DNAPARS) a bayesianské fylogenetiky pomoci
programu PhyloBayes 3.2 (viz. Obr. 4). Ze ziskaného fylogenetického stromu vyplyva, Ze i pfes malou
sekvencni variabilitu tvori CT 11, CT 24 sesterskou skupinu ke klasické C. velia izolované ze
Sydneyského pfistavu. Tato topologie je navic velmi robustni (oba bootstrapy 100 %, posteriror

probability 1,0).

4.2. Analyza genu pro plastidovou 23S rRNA

Stejné jako v pripadé genu pro 18S rRNA, se izolaty CT 11 a CT 24 navzajem sekvencné nelisi
ani v genu pro 23S rRNA. Podobny vysledek ukazalo i srovnani izolatd s C. velia. Celd sekvencni
variabilita mezi CT 11, CT 24 a C. velia v rdmci tohoto genu spocivala v substituci dvou nukleotid( a ve
tfech delecich (pravdépodobné) v sekvencich izolatl CT 11 a CT 24. Znovu jsem sestavila dataset
skladajici se ze sekvenci 23S rRNA rlznych zastupcl skupiny Alveolata a Stramenopila a provedla
fylogenetickou analyzu metodami maximum likelihood (ML-RaXML), maximum parsimony (MP-
DNAPARS) a bayesianské fylogenetiky pomoci programu PhyloBayes 3.2 (viz. Obr. 5). Vysledna, opét
velmi robustni topologie (oba bootstrapy 100 %, posteriror probability 1,0) znovu fadi izolaty CT 11 a

CT 24 jako sesterskou skupinu k fase C. velia izolované ze Sydneyského pfistavu.

-12 -



Ascogregarina taiwanensis
) /7%%99%1 i Ascogregarina culicis
877610977 Uncultured alveolate clone BOLA184
' e ()11ri0CY S11S lkIrOSCITHA
Meattesia geminata

Monocystis agills
Uncultured alveolate clone CCAS
SynC{sns mirabilis

Uncultured eukaryote clone CCI31
Uncultured eukaryote clone CCA38

18-

Selenidium terebellae

Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium baileyr

Cryptosporidium serpentis

7475 Uncultured alveolate clone BOLASG6
Neospora caninum

Tooplasma gondi

Sarcocystis muris

94/98/0.9

Eimeria tenella
Lankesterella minima

APICOMPLEXA

Theileria parva
Cytauxzoon felis
Babesia bigemina

Adelina bambaroonidae

Hepatozoon catesbianae

Rhytidocystis polygordliae

Tridacna hemolymph aFicompIexan

uncultured eukaryotic clone D5P0IC09 ¢
== uncultured eukaryotic clone D2P03D02 )
60/851 uncuttured alveolate clone BOLA176 w=
58/58)- 801 uncultured eukaryotic clone D5P10G04 -
Colpodella tetrahymenae o
Cryptosporidium struthionis W
97/-0.99 Colpodella sp. ATCC50594 ]
unculture eukaryatic clone Elev_18S_5171 0
Colpodellidae sp. HEP GQ411073.1 0
971099 Voromores porica 4
Colpodellapontica
Itmé Iveolate PAF8AU2004 8
B uncultured alveolate
83/86 — Chomeayele
izolat CT11
izolat CT24
RM(1
Gymnodinium fuscum
SI EProrooentrum micans DINOPHYTA
Hematodinium sp. MF-2000 :
ST
Trohocdna meveios s
0.1

Obr. 4: ML fylogeneticky strom vytvoreny programem RAxML 7.2.8. (model GTR, substitu¢ni matice
s gama korekci ve 4 kategoriich) na zakladé sekvenci genu pro 18S rRNA (1218 znakd). Statisticka
podpora je vyjadrend v poradi: ML, MP bootstrapova podpora/posterior probability). Zvyraznéné

vétve znaci 100% bootstrapy a posterior probability 1,0.

-13 -



Heterocapsa pygmaea

89/dv/at Heterocapsa sp.

Heterocapsa niei |S
Heterocapsatriquetra E
Heterocapsa rotundata %
Protoceratium reticulatum Z
rAmphfdinfum operculatum a
LAmphfdim'um carterae
100/93/)- Plasmodium knowlesii
53/78/1.00
100/94/1.00F Plasmodium fragile q
-162/0.98] L Plasmodium vivax ﬁ
99/99/1.00 Plasmodium falciparum EI
L Plasmodium berghei E
Eimeria tenella 8
Eimeria sp. ﬂ-.
100/99/0.96 6717710991 q

Toxoplasma gondii
I:Neospora caninum
— _w[m
izolat CT24

Chromera velia

RM11 (CCMP3155)

100/99/1 .oo_[ Durinskia baltica

100/100/1.00| * Kryptoperidinium foliaceum

69/92/1.00 8o/dt1.ool~ Phaeodactylum tricornutum

— Odontella sinesis

L Thalassiosira pseudonana

55/dt/-

Heterosigma akashiwo
TR Aureococcus anofagefferens
Emiliania huxleyi

Gracilaria tenuistipitata

Cyanidioschyzoon merolae
100

Obr. 5: MP fylogeneticky strom vytvoreny programem DNAPARS (model GTR, substitu¢ni matice
s gama korekci ve 4 kategoriich) na zakladé sekvenci genu pro 23S rRNA (1977 znaku).Statisticka
podpora je vyjadfend v poradi: MP, ML bootstrapova podpora/posterior probability). Zvyraznéné

vétve znaci 100% bootstrapy a posterior probability 1,0.
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5. Diskuze

V této praci jsem se snazila porovnat nové ziskané izolaty CT 11 a CT 24 s tasou Chromera
velia. Bylo zjiSténo, ze izolaty sdili s C. velia spole¢né morfologické znaky, nicméné v nékterych
znacich, popsanych v ivodu mé préce, se naopak odlisuji. Z tohoto dlivodu jsem se pokusila odhalit
pfibuzensky vztah novych izolatl s fasou C. velia na zdkladé molekularnich a fylogenetickych analyz
genU pro 18S rRNA a 23S rRNA. PrestoZe topologie ziskané fylogenetickymi analyzami naznacuji, Ze
nové izolaty jsou sesterskou skupinou klasické C. velia, byla pozorovana variabilita v sekvenovanych
genech pomérné nizka.

Fotosynteticka fasa Chromera velia byla plvodné izolovana ztvrdého koralu Plesiastrea
versipora v pristavu v Sydney (Moore et al., 2008). Teplota vody v této oblasti se pohybuje okolo
20°C. Izolaty CT 11 a CT 24 byly ziskany z kultur RM 11 a RM 24 (CCMP3155), které byly izolovany
z tvrdého kordlu Leptastrea purpurea z Velkého bariérového utesu. V této oblasti dosahuje teplota
vody aZz 26 °C. Da se tedy predpokladat, Ze se nové izolaty vyvijely v jiném potencidlnim hostiteli a
prostiedi vyrazné odliSném od toho, kde se vyvijela pavodné izolovana C. velia. Proto je potreba
zvazit, zda morfologické znaky, ve kterych se izolaty CT 11, CT 24 lisi od C. velia, mohou byt pfimym
disledkem odlisnych podminek, a zda jsou, spolu s rozdily v sekvenovanych genech, dostateénym
dlvodem k jejich klasifikaci v ramci nového druhu ¢i nikoliv.

Geny pro ribozomalni RNA, zejména pak mald jaderna podjednotka (SSU/18S rRNA), jsou
oznacovany za zlaty standard molekularni fylogenetiky jiz od jejich pocatka (Field et al., 1988; Woese
et al., 1990; Chenuil, 2006). Byly pouzity v nescetnych pracich jako zaklad pro popis novych druh, ¢i
naopak slouceni nékolika druhd, popsanych na zakladé morfologické variability, do druhu jednoho
(Blasco-Costa et al., 2010; Heger et al., 2010; Poulickova, 2010; Borovicka et al., 2011; Gomez et al.,
2011). Mnou ziskané vysledky variability v sekvencich genl pro ribozomalni RNA (jak pro jadernou,
tak plastidovou) mé, dle mého nazoru, neopravniuji prohlasit nové izolaty za validni druh, odlisny od
C. velia. V posledni dobé se totiz objevuji data ukazujici odliSnou variabilitu rRNA na druhové Grovni
u rlznych linii eukaryot a polemizuji srozliSenim, které jsou ribozomalni RNA geny schopny
poskytnou, zejména jedna-li se o blizce pfibuzné druhy (napf. Weisse, 2008). Studie dvou morfotypU
dinoflagelatl Scrippsiella hangoei a Peridinium aciculiferum, s odliSnou morfologii i biologii, ukazala,
Ze se geny pro rRNA sekvencné nelisi (Logares et al., 2007). Vysledky publikované v této praci, stejné
jako v dalSich publikacich (Casamatta et al., 2003; Bensch et al., 2004) naznacuji, Ze rlizné selek¢ni
tlaky, zpUsobené rozdilnym prostfedim, na vyvijejici-se populace mikroorganism(, mohou hrat
vyznamnou roli a Ze identické sekvence genli pro rRNA, v pripadé jednobunécénych organism,
nemusi zakonité znamenat, Ze jde o jeden druh. Na druhou stranu ani morfologické rozdily, které
jsem u téchto fas nalezla, nejsou natolik zasadni, aby mohly vést k popsani nového druhu. Navic se

dle informaci dostupnych k izolovanym rasam zda (Obornik, osobni sdéleni), Ze C. velia byla izolovana
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také z koralu Leptastrea purpurea a ze tento koral funguje jako spolecny hostitel C. velia a CCMP3155
(RM 11). Existence dvou rznych hostitelll C. velia a RM 11 tedy nemusi byt viibec zasadni.

Abychom mohli s jistotou Fici, zda jsou izolaty CT 11 a CT 24 samostatnym druhem, bude
nutné osekvenovat dalsi, pokud mozno variabilnéjsi gen. Jako idedlni se jevi mezigenové mezerniky
ITS. Bylo by také vhodné, pokusit se izolovat jednotlivé genetické linie ze sbirkového kmene C. velia a
podivat se, zda se tyto izolaty liSi morfologicky a zda jsou tyto morfologické odliSnosti stabilni.
S informacemi, které mam k dispozici, nemohu, dle mého nazoru, otazku druhové pftislusnosti izolatd

CT 11 a CT 24 definitivné rozhodnout.
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6. Zavér

Vtéto praci jsem se zabyvala dvéma novymi liniemi jednobunécénych fotosyntetickych
organismu (CT 11 a CT 24) izolovanych z kultur alveoldta CCMP3155. Mym cilem bylo odhalit vztah
téchto izolatll s fasou Chromera velia na zakladé molekularnich a fylogenetickych analyz gend pro

jadernou 18S rRNA a plastidovou 23S rRNA.

Fylogenetické analyzy ukazaly pfislusnost izolat( CT 11 a CT 24 do rodu Chromera. Srovnanim
variability v sekvencich studovanych genl téchto izolatll a C. velia jsem dospéla k zavéru, Ze se

s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o linie C. velia.
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8. Prilohy
f/2 médium: 35 g Marine Tropic Salt +20 ml Marine Watter Solution / 1 | ddH,0; pH = 8,0
TAE (50x): 242 g Tris + 100 ml 0,5M EDTA (pH = 8,0) + 57,1 ml kyseliny octové; doplnit do 1 | ddH,0

SOC médium: 0,5 % bacto-yeast extract; 2 % bacto-tryptone; 0,05 % NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl,;
10 mM MgSO;,; 20 mM glukdza; pH = 7,0
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