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1. Uvod
1.1 Vznik a vyznam fotosyntézy

Fotosyntéza se vyvinula u prokaryotickych organismi péti hlavnich skupin. Bakterie
ze skupin Chlorobi [zelené sirné bakterie], heliobacteria (obsahuji pouze zjednoduseny
fotosystém 1), proteobacteria a Chloroflexi [zelené nesirné bakterie] (obsahuji pouze
zjednoduseny fotosystém 1l) provozuji fotosyntézu, v jejimz dlsledku nedochazi k uvolfiovani
kysliku. Fotosyntéza, pfi které se uvoliiuje kyslik, pfisla na svét az se sinicemi, u kterych se
vyvinuly oba fotosystémy (Xiong, 2007). Nejstarsi fosilni dlkazy o existenci takového
fotosyntetického Zivota na Zemi pochazi z doby pred 2,6 az 2,7 miliardami let, kratce pred
vznikem kysliku na Zemi pred 2,3 miliardami let (Kasting, 2001; Bekker et al., 2004). Tento
déj naprosto vyhubil tehdejsi ekosystém, pro ktery byl kyslik toxicky. Jak s nadsazkou tvrdi
profesorka B. R. Green z UBC ve Vancouveru, dalo by se fict, Ze oxigenni fotosyntéza
zpUsobila nejvétsi environmentalni katastrofu v déjinach Zemé (Green, osobni sdéleni). Na
druhou stranu fotosyntéza dala vzniknout novym formdm Zivota, jejichz preZiti je na ni
zavislé. A ne jenom kvli kysliku, ktery dychaji, ale hlavné kvli Zivindm, které fotosyntetické

organismy produkuji.

1.2 Vznik a evoluce plastidu

1.2.1 Primarni endosymbidza

Dlouho byla fotosyntéza doménou bakterii. Naprostou revoluci v evoluci
fotosyntézy pak zplsobil proces zvany endosymbidza, pfi kterém doslo kinkorporaci
fotosyntetizujictho endosymbionta do hostitelské, eukaryotické bunky, véetné vzajemného
genetického a metabolického propojeni. V pfipadé fotosyntetizujicich organism( na Zemi
doslo ktomuto jevu opakované, ovSem pouze pfi primarni endosymbidze byl onim
symbiontem fotosynteticky prokaryot. Vysledek tohoto procesu, primarni plastid, vznikl
endosymbidozou eukaryotického heterotrofa a sinice pfriblizné pred 1,6 miliardami let

(Hedges et al., 2004; Yoon et al., 2004). Cyanobakteridlni endosymbiont si v prlibéhu evoluce
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ponechal pouze cast genU spojenych s metabolismem, zatimco ostatni geny byly jako
nepotfebné ztraceny, nebo byly presunuty do jadra hostitelské bunky procesem
endosymbiotického genového transferu (Douglas, 1998; Gray, 1999). Timto zpUsobem byl
plvodni genom volné Zijici cyanobakterie o velikosti pfiblizné 3.500 kb zredukovdn aZ na
72 kb dlouhy genom zeleného primarniho plastidu (Ostreococcus tauri) / 165 kb dlouhy
genom cCerveného primarniho plastidu (Cyanidium caldarium) (Martin a Hermann, 1998;
Martin et al., 2005). Vysledkem této endosymbidzy jsou Archaeplastida, ktera se déli na
Chloroplastida = Viridiplantae (zelené fasy a rostliny), Rhodophyta (ruduchy) a Glaucophyta
(Rodriguez-Ezpelenta, 2005). Primarni plastidy jsou obaleny dvémi membrdnami, které
odpovidaji vnitfni a vnéjsSi membrané pohlcené cyanobakterie (Jarvis a Soll, 2001). P{vodné
plastidové geny prenesené endosymbiotickym genovym transferem do jadra eukaryotické
buriky (primarni hostitel) jsou nyni pfekladany v cytoplasmé a jejich produkty jsou diky N-
terminalni cilici sekvenci oznacované jako chloroplastovy transitni peptid, targetovany do
plastidu, kde jsou pouzivany v plastidovém metabolismu (McFadden, 1999; Vesteg et al.,

2009).

1.2.2 Sekundarni endosymbiodza

Primarni endosymbidzou vsak invaze fotosyntézy do eukaryot nekondi. Asi pred 1,3
miliardami let (Yoon et al., 2004) doslo k jevu oznacovanému jako sekundarni endosymbidza,
kdy byla rasa s primarnim plastidem pohlcena heterotrofnim eukaryotem a postupné se
vyvinula ve fotosyntetickou organelu, tzv. sekundarni ¢i komplexni plastid (Archibald a
Keeling, 2002; Palmer, 2003; Keeling, 2004). Béhem sekundarni endosymbidzy doslo
k dalsSimu endosymbiotickému transferu genl eukaryotického symbionta (plastidovych, i
téch z jaddra pohlcené rasy), které byly presunuty do jadra sekundarni hostitelské buriky.
Proto se vyvinul novy protein — targetovaci systém umoziujici jaderné kddované proteiny
transportovat pres 3 — 4 membrany do komplexniho plastidu. Proteiny cilené do
komplexniho plastidu tak maji, kromé transitniho peptidu, téz signalni peptid na N-konci
proteinu, ktery cili protein do endoplasmatického retikula a pfes dvé vnéjsi membrany
komplexniho plastidu. Transitni peptid pak dopravi protein kanonickou drahou pres dvé
vnitfni membrany, které vlastné odpovidaji plvodnim membrandm primdarniho plastidu

(McFadden, 1999).



Sekundarni tfasy se objevuji ve tfech eukaryotickych superskupinach: skupiny
Euglenophyta a Chlorarachniophyta ziskaly plastid pohlcenim zelené fasy (Bhattacharya et
al., 2004; Yoon et al., 2004) v separatnich endosymbidzach. Sekundarni plastid téchto skupin
obsahuje chlorofyl a & b a je ohrani¢en tfemi, resp. ¢tyfmi membranami; Chromista
(Heterokonta = Stramenopila, Haptophyta, Cryptophyta) a Alveolata (Ciliophora, Dinophyta a
Apicomplexa) ziskaly plastid pohlcenim ¢ervené fasy. Jejich plastid, pokud je fotosynteticky,
obsahuje chlorofyl a & c a je obalen ¢&tyfmi, resp. tfemi membrdnami u peridinovych
dinoflagelat (Delwiche, 1999). Vzhledem k hojnému vyskytu heterotrofnich skupin uvnitf
téchto ras se predpoklada, ze ztrata fotosyntézy ¢i celého plastidu byla v evolucni historii

¢astym jevem.

Vysvétleni plvodu téchto fas vede v zdsadé dvémi cestami. Prvni predpoklada, ze
endosymbidza je natolik sloZity proces, Ze musi byt pocet takovych uddlosti v evoluci
extrémné omezen. Tento pohled pochazi z dilny oxfordského profesora Thomase Cavaliera-
Smithe, ktery tvrdi, Ze celd skupina Chromalveolata vznikla diky jediné akvizici
Cervenorasového endosymbionta v evolucni historii eukaryot. Druhd cesta — série
sekundarnich endosymbidz (Falkovski et al., 2004), ¢i plvod fas v tercidrni endosymbidze
(Bodyl, 2005). lJini autofi se vSak domnivaji (Obornik et al., 2009), Ze heterotrofie u
soucasnych alveolatli vznikla dasledkem druhotné ztraty schopnosti fotosyntetizovat.
K tomuto jevu doslo bud' Uplnou ztratou plastidu, nebo ztratou jeho fotosyntetické funkce.
Ke ztraté plastidu vSak mohlo dojit pouze do té doby, neZ prevzala organela nékterou
z esencialnich funkci v bunice a jeji ztrata by se tak stala pro buriku letalni. Plastid mohl byt
navic ztracen pouze tehdy, pokud si hostitelskd burika uchovala schopnost prezivat
heterotrofné. Z toho vyplyva, Ze heterotrofni Chromalveolata musela svého endosymbionta
¢i plastid ztratit kratce po jeho ziskani, tedy v dobé, nez se jejich metabolismy propojily a

staly se navzajem zavislé.

1.2.3 Terciarni endosymbidza

Plastidy nékterych dinoflageldatd vznikly terciarni endosymbidézou. Tercidrni
endosymbioza probéhla nékolikrat nezavisle na sobé (Saldarriaga et al., 2001), a tak maji
néktefi dinoflagelati terciarni plastid z kryptomonad (Vesk et al., 1996), rozsivek (Chesnick et

al., 1997), nebo jinych heterokont. Dinoflagelati také pravdépodobné prosli dalsi sekundarni
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endosymbiozou a pohltili zelenou mikrofasu ze skupiny prasinophyt (Watanabe et al., 1987;
Obornik et al., 2009).
1.3 Alveolata

Skupina Alveolata je definovanad fylogeneticky a na zakladé pritomnosti
morfologickych znak, jako jsou kortikdlni alveoly (ploché méchyrky pod cytoplasmatickou
membranou). DalSim charakteristickym znakem této skupiny jsou zretelné otvory na povrchu
buniky zvané mikropéry (Patterson, 1999). Na zakladé vyse popsanych morfologickych znakd,
ale i molekularnich analyz, jsou do této skupiny razeny kmeny Ciliophora, Dinophyta a

Apicomplexa (Gajadhar et al., 1991; Wolters, 1991; Fast et al., 2002).

1.3.1 Kmen Ciliophora

Kmen Ciliophora zahrnuje jednobunécné organismy obyvajici riznorodd prostredi.
Témér vsichni ndlevnici se Zivi fagocytdzou a k ptijimani potravy pouzivaji tzv. bunééna usta
(cytostom), ktera mohou byt obklopena ciliemi zvané ordlni kinetidy. Cilie jsou bicikaté
utvary na povrchu bunky vyrastajici z bazalnich télisek (kinetosom), které jsou obklopeny
bunéénou membranou. K osmotické regulaci nalevnici vyuZivaji jednu, nebo vice
kontraktilnich vakuol. Jejich bunika obsahuje dvé jadra. Velké (makronukleus) obsahuje geny
dilezité pro bunécny metabolismus, malé (mikronukleus) mda na starost pohlavni
rozmnozovani. Jadra se déli endomitoticky, coz znamend, Ze v pribéhu déleni je jaderna
membrana zachovana (Perkins et al., 2001). V burice nalevnikli nebyly nalezeny zadné stopy

plastid(i, v jadre vSak bylo objeveno 16 plastidovych gen(i (Bhattacharya et al., 2004).

1.3.2 Kmen Dinophyta

Kmen Dinophyta je velmi rlznoroda skupina jednobunécénych organismd. Zahrnuje
vice nez 4000, prevainé morskych druhd, z nichZ je zhruba polovina Cisté heterotrofnich.
Mohou se Zivit fotoautotrofné, mixotrofné, osmotrofné, fagotrofné nebo paraziticky. Vétsina
obrnének ma dva zretelné biciky, které burice poskytuji pro ni typicky rotacni pohyb (Graham
a Wilcox, 2000). Nékteri dinoflageldti produkuji vysoce toxické latky, které mohou byt
nebezpeéné morské fauné i lidem (Van Dolah, 2000). Podle morfologickych znakd na
povrchu bunky jsou dinoflagelati rozdéleni do dvou skupin. Prvni skupina ma na povrchu
svych bunék celuldzové platy, usporadané do charakteristickych vzort, na zakladé kterych je
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urcovana jejich taxonomie. Druha skupina zahrnuje nahé dinoflagelaty (Fensome et al.,
1993).

Asi polovina viech dinoflagelat(i nese sekundarni plastid pigmentovany chlorofylem
¢ a karotenem peridininem. Peridininovy plastid je obalen tfemi membranami a s ohledem
na pfitomnost plastidovych genl v jaderném genomu heterotrofnich dinoflagelatl (Sanchez-
Puerta, 2007) ma pravdépodobny puvod v ¢ervenych fasach. Genom peridininového plastidu
je redukovany, obsahuje 12-14 genq, které se nachdzeji na minikrouzcich (2-3 kb velké),
pfipominajici plasmidy (Zhang et al., 1999, 2001; Barbrook a Howe, 2000; Barbrook et al,
2001). Zbylé druhy nesou terciarni plastid (Tengs, 2000), sekundarni zeleny plastid
(Lepidodinium spp.) nebo kleptoplastidy (Schnepf a Elbrachter, 1999; Graham a Wilcox,
2000).

Jaderny genom obrnének je obrovsky (3000 — 216 000 Mbp) a tvofi jej vysoky pocet
morfologicky podobnych chromozém( (Loeblich, 1976). | pres jeho velikost obsahuje genom
dinoflagelati 50% unikatnich sekvenci (Allen et al., 1975; Hinnebusch et al., 1980).
V porovnani se vSemi ostatnimi eukaryoty je neobvykld i prfitomnost nukleotidu
hydroxymethyluracilu v DNA (Rae, 1976). DNA je v chromosomech sbalena pomoci DNA
vazajici proteinli, které jsou podobné bakteridlnim , histon-like” proteinim (Rizio, 2003;
Wong et al., 2003). U nékterych druh( vsak byla objevena exprese histonovych proteina:
H2A u Alexandrium tamarense (Hacket et al., 2005), H2A a H4 u Crypthecodinium cohni
(Sanchez-Puerta et al., 2007) a H3 u Pyrocystis lunula (Okamoto a Hastings, 2003). Ty vSak

mohou mit jinou nez DNA vazebnou funkci.

1.3.3 Kmen Apikomplexa

Kmen Apikomplexa je tvofen velkou skupinou jednobunécnych, striktné
parazitickych organismu i volné Zijicich dravc(, obsahujici vice nez 4600 druhtd (Adl et al.,
2005). Zastupci tohoto kmene jsou plvodci mnoha vaznych onemocnéni zvirat a lidi, véetné
malarie, kterd je nejvyznamnéjsi lidskou parazitickou nemoci. Zastupci rodu Plasmodium
kazdoro¢né usmrti 1,1 az 1,3 milionu lidi. Kazdym rokem je evidovano 350 az 500 milionQ
nové nakazenych, dalsi vice nez 1 miliarda lidi je v ohroZeni touto nakazou (Tuteja, 2007).

Nové sem patfi i jednobunééni morsti predatofi rodu Colpodella, ktefi jsou ostatnim
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vytrusovcim pribuzni na zakladé molekularnich analyz (Kuvardina et al.,, 2002) a navic
obsahuji primitivni apikdlni komplex (Leander et al., 2003).

Charakteristickym znakem tohoto kmene je pfitomnost apikalniho komplexu u
invazivnich stadii. Apikalni komplex je bunécény utvar, ktery parazitovi umoZziuje vniknout do
hostitelské bunky (Blackman a Bannister, 2001). DalSim znakem tohoto kmene je pfitomnost
sekundarniho silné redukovaného nefotosyntetického plastidu u témér viech jeho zastupc(.
Plastid je oznaCovan apikoplast (McFadden et al., 1996; Kohler et al., 1997) a jeho
pfitomnost naznacuje, Ze se apicomplexa vyvinula z fotosyntetického predka.

Apikoplast, prvné pozorovany v druhé poloviné 20. stoleti, byl povaZovan za
neznamou a dosti prehlizenou multimembranovou strukturu, nachazejici se mezi jadrem a
apikalnim komplexem. Byl nalezen u v3ech tfi hlavnich linii — haemosporidii (Plasmodium a
Leucocytozoon), kokcidii (Toxoplasma a Eimeria) a piroplasmid (Babesia a Theileria) — kmene
apikomplexa (Forth a McFadden, 2003; Obornik et al., 2009). U nékterych druhi rodu
Colpodella (Wiliams a Keeling, 2003), Gregarina (Obornik et al., 2002; Tosso a Omoto, 2007)
a rodu Cryptosporidium (Zhu et al., 2000) ziejmé doslo k Uplné ztraté plastidu. KdyZ se v roce
1974 poprvé povedlo vyizolovat extrachromozomalni DNA z Plasmodium lophurae, byl
nalezené 35 kb kruhovité molekule DNA pfisuzovdan mitochondridlni ptvod (Kilejian, 1974,
1975). Pozdéji vsak byla z mnoha druhG rodu Plasmodium vyizolovana jina, linearni
extrachromozomalni DNA s délkou do 6 kb (Suplick et al., 1988, 1990; Vaidya et al., 1989;
Aldritt et al., 1989; Joseph et al., 1989), ktera byla identifikovana jako mitochondrialni. Prvné
izolovana 35 kb molekula DNA byla pozdéji lokalizovana v jiz zminéné multimembranové
struktufe, coz vedlo spolu s molekularni fylogenezi k presvédceni o jejim plastidovém
pavodu (McFadden et al.,, 1996; Kohler et al., 1997). ProtoZe Apikomplexa v prlibéhu své
evoluéni historie ztratila geny kédujici fotosyntetické proteiny obvykle pouzivané pro
urcovani plastidové fylogeneze, byly fylogeneticky analyzovany geny, které v apikoplastu
zbyly. Strukturni analyzy ribozomalniho operonu a fylogenetické analyzy gend pro
ribozomalni RNA odhalily pavod apikoplastu v ¢ervenych rasach (McFadden a Waller, 1997;
Blanchard a Hicks, 1999; Stoebe a Kowalik, 1999; Zhang et al.,, 2000). Navic dalsi
fylogenetické analyzy zaloZzené na GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
jaderné kdédovaném proteinu, ktery je targetovan do plastidu, prokazaly monofyleticky

plavod plastid( skupin Apicomplexa, Dinoflagellata, Heterokonta a Cryptohyta (Fast et al.,
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2001; Harper a Keeling, 2003). Nicméné definitivni potvrzeni plivodu apikoplastu prinesla az
neddvno objevena fasa vyizolovana z koralu Pleisiastera purpurea Robertem Mooreem a

pojmenovana C. velia (Moore et al., 2008).

1.4 Chromera velia

Chromera velia je fotosynteticka fasa se sekunddrnim plastidem, ktera reprezentuje
nejblizsSiho zndmého fotosyntetického predka parazitd kmene apicomplexa (Moore et al.,
2008, Obornik et al., 2009). PlGvodné byla jedinym dostupnym stadiem C. velia samostané
Zijici, nepohyblivd hnéda bunka kulovitého tvaru o priméru 5-7 um. Byla vSak popsana
moznost existence, tehdy pozorovaného, ale nezaznamenaného, bicikatého stadia (Moore et
al., 2008). Posledni vyzkumy C. velia, zalozené na svételné a elektronové transmisni a
skenovaci mikroskopii, odhalily dvoubicikaté, vysoce pohyblivé stddium, obsahujici nékteré
bunééné struktury pfipominajici apikdlni komplex. Dale byla popsana transformace kulovité
bunky v bicikatou bunku v exponencialné rostouci kultufe po expozici svétlem (Obornik et
al., 2010). V burice C. velia byla objevena pfitomnost kortikalnich alveold a mikropéru, coz
potvrzuje jeji prislusnost mezi alveolaty (Moore et al. 2008). Buriky C. velia osahuji jediny, za
to veliky plastid kdnického tvaru, ktery je ohrani¢en ¢tyfmi membrdnami. Thylakoidni lamely
jsou usporadany ve svazcich po trech. Plastid je pigmentovan jedinym chlorofylem a,
chlorofyl ¢ chybi. Roli hlavniho karotenoidu plni isofucoxantin a v malém mnozstvi B,B-
karoten. Jedind mitochondrie osahuje tubularni kristy. Na zakladé vySe popsanych vlastnosti
a fylogenetickych analyz (popsany nize) této rfasy byl ustanoven novy kmen v ramci alveolat,
pojmenovany Chromerida (Moore et al., 2008).

Fylogenetickd pozice C. velia byla zkoumana rdznymi pristupy. Fylogeneze zalozena
na genech pro ribozomalni RNA podporuje jeji blizkou pribuznost s jednobunéénymi
predatory rodu Colpodella (jaderny ssrRNA gen) a vytrusovci (jaderny IsrRNA gen; tento gen
neni pro colpodelly dostupny) (Moore et al., 2008). Na rozdil od dinoflagelatd (Rizio, 2003;
Wong et al., 2003; Chan et al., 2006) byla u C. velia zjiSténa pfitomnost regulérnich histonu
H2A a H2B. JelikoZ vSichni ¢lenové skupiny chromalveolata maji nahrazeny, pravdépodobné
duplikaci, plvodné plastidovy gen pro glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenasu (GAPDH)
jaderné kodovanou verzi, byly u C. velia fylogeneticky analyzovdny oba dva jaderné
kéddované geny pro GAPDH (Obornik et al., 2009). Tyto analyzy, alespon u plastidové
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targetované verze GAPDH, prokazaly jeji blizkou pfibuznost s ekvivalentni verzi GAPDH u
vytrusovcu. Pozice cytosolické verze zatim zUstala nejasna. Nejnovéjsi fylogeneticka studie
pozice C. velia na zakladé konkatenovanych datasetli z osmi jadernych gen( dale potvrdila

jeji blizkou pfibuznost se zastupci kmene Apicomplexa (Janouskovec et al., 2010).

1.5 Izolat RM 11 (nepopsana fasa CCMP3135)

RM11 je dalsi fotosynteticka fasa patfici mezi alveolaty, kterd byla vyizolovana
z utesovych koral. Buriky RM11 maji jasné zelenou barvu a stejné jako C. velia osciluji mezi
kulovitym a bicikatym stadiem, které opét blizce pfipomind Apicomplexa rodu Colpodella
(viz. obr. 1). Kulovité staddium obsahuje jediny plastid obklopeny ¢tyfmi membranami
s tylakoidy v tripletu, podobné jako C. velia a obrnének. Fylogenetické analyzy
konkatenovanych datasetll z osmi jadernych genl C. velia a RM11 (sekvence celkové
genomické DNA byly ziskany 454-sekvenovanim) ukazaly, Ze jsou obé fasy blizce pribuzné se
zastupci kmene Apicomplexa a Ze prekvapivé tvori dvé odlisné linie (Janouskovec et al.

2010).

Obr. 1: RM 11. Cystické stadium, shluk kulovitych bunék, bicikaté stadium.

RM24, 25 a 26 jsou dalsi fotosynteticti alveolati vyizolovani z Gtesovych kordld, ktefi
se podobaji RM11 (viz. obr. 2) a stejné jako RM11 osciluji mezi kulovitym a bicikatym

stadiem. Morfologicky ani fylogeneticky vSak zatim nebyli blize prozkoumani.

Obr. 2: RM24, RM25, RM26
-13-



1.6 Biosyntéza nukleotidli — mozny cil antiparazitické chemoterapie

V pfipadé rychle se délicich bunék parazitickych protozoi, jako jsou zastupci kmene
Apicomplexa, je zfejma jejich potreba konstantniho pfijmu nukleotid(. Ty jsou dUlezité pro
replikaci DNA, jeji naslednou transkripci do RNA, ale i pro syntézu dalSich soudasti a
kofaktorl rliznych metabolickych drah. Jelikoz tito parazité nemaji metabolické drahy pro
syntézu purinQ a pirimidin( de novo, spoléhaji se na prijem nukleotidi pfimo od hostitele.
Ptijaté nukleotidy si vS8ak musi interkonvergovat pro svou potiebu (Hyde, 2007). Proto je
zfejmé, Ze selektivni inhibice enzymd, Uucastnicich se této premény, nabizi mnoho
potencionalnich cil(i pro antiparazitickou chemoterapii. Fylogenetické analyzy tti gent druhu
Cryptosporidium parvum: uridine kinase-uracil phosphoribosiltransferazy, tymidine a inosin
monophosphatedehydrogendzy navic odhalily, Ze geny pro tyto enzymy byly pravdépodobné
ziskany lateralnim genovym transferem z proteobakterii (Stripen et al., 2004). Proto je zde
moznost, Ze podobnym mechanismem ziskaly své enzymy Ucastnici se biosyntézy nukleotid(
i ostatni rody kmene Apicomplexa, zejména rod Plasmodium. JelikoZ horizontdlni transfer
podobnych genl nebyl zatim prokazan u Zadnych jinych eukaryot, véetné obratlovc( a tedy i
Clovéka, je ziejmé, Ze léCiva zamérend proti témto enzymim by znamenala velky pokrok

v cilené antiparazitické chemoterapii.
1.6.1 Uridin fosforylaza

Prikladem enzymu, proti kterému by mohla byt cilena antiparazitické 1é¢ba je uridin
fosforylaza (viz. kap. 5). Vsavéich bunkach jsou pirimidiny syntetizovany de novo.
Nezanedbatelné mnozstvi pirimidinu je ale ziskdvano i z degradovanych nukleovych kyselin.
Jednim z enzym, ucastnici se této recyklace je uridin fosforylaza (UP). Tento enzym se
v burikdch vétsiny savcl vyskytuje ve dvou formdach (UP1 a UP2) (Pizzorno et al., 2002;

Johansson, 2003) a metabolizuje reverzibilni fosforylaci uridinu na uracil.
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2. Cile prace

e Molekularni charakterizace nového kmene fotosyntetickych alveolatl vyizolovanych

z kordall na zakladé fylogenetickych analyz protein kédujicich gend.

e Molekularni charakterizace C. velia na zakladé fylogenetickych analyz genu pro uridin

fosforylazu.
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3. Metody
3.1 Kultivace materialu

Bunécné kultury druhu Chromera velia a kultury RM 11, 24, 25, 26 byly péstovany
v kultiva¢nich nadobach v f/2 médiu pfi 26°C v termostatu Lovibond (Liebher) s 12 : 12

hodinovym svételnym cyklem.
3.2 Izolace DNA

Buniky byly seSkrabany ze stén kultivacni nadoby, prevedeny do 1,5 ml
mikrozkumavky a zcentrifugovany (13.000 rpm, 5 min.). Supernatant byl odstranén, k peletu
bylo ptidano 50 ul lyza¢niho pufru a malé mnozZstvi homogeniza¢niho pisku. Poté byl pelet
homogenizovan plastovym homogenizatorem. K homogenatu bylo pfidano 250 ul lyza¢niho
pufru a 300 ul proteinazy K (20 mg / ml). Lyze probihala pfi 56°C po dobu 4-6 hodin. Lyzat byl
centrifugovan (13.000 rpm, 5 min.), supernatant preveden do nové mikrozkumavky a pelet
odstranén. Pak byla provedena fenol — chloroformova extrakce DNA (Sambrook a Russel,
2001). K supernatantu (cca 600 pl) bylo pridano stejné mnozstvi fenolu a smés byla 5 minut
promichavdna prevracenim. Pak byla smés zcentrifugovana (14.000 rpm, 5 min., 4°C). Vznikla
vodni faze byla prevedena do Cisté mikrozkumavky a cely postup byl opakovan do doby, kdy
bylo rozhrani mezi vodnou a organickou fazi Uplné cisté. Poté byla k extrakci pouzita smés
fenolu : chloroformu v poméru 1 : 1 a nakonec samotny chloroform. DNA ve vzniklé vodni
fazi byla precipitovdna 96% etanolem v poméru 1 : 3 a uloZzena do -20°C na 3 hodiny. Po
nasledné centrifugaci (14.000 rpm, 10 min., 4°C) byl etanol odstranén a vznikly pelet

vysusen. DNA byla resuspendovana v 50 ul ddH,0 a uloZena v -20°C.
3.3 Izolace RNA a syntéza cDNA

Bunky byly seSkrabany ze stén kultivaéni nadoby, prevedeny do 1,5 ml
mikrozkumavky a zcentrifugovany (13000 rpm, 5 min.). Supernatant byl odstranén, pelet byl
za pouziti tekutého N, v mikrozkumavkach hluboce zmrazen a homogenizovdn na ledu
plastovym homogenizatorem. Homogenat byl smichan s Tri-Reagentem v mnozstvi 1ml TR /
50-100 mg bunék. RNA byla vyizolovana podle navodu vyrobce (Molecular Research Center,

Inc.), resuspendovana v50 pl DEPC ddH,0 (Ambion) a jeji koncentrace zméfena na
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spektrofotometru Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). RNA byla skladovana v -80°C. Syntéza
cDNA byla provedena za pouziti Super Script® Il reverzni transkriptazy a nahodnych

hexamer( podle ndvodu vyrobce (Invitrogen).
3.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PoZadované geny byly ziskdny metodou polymerazové retézové reakce (ddle jen
PCR). Reakéni smés méla, az na rlizné pary primer(, vzdy stejné sloZzeni: 2 ul 10x Tag PCR
pufru (Top-Bio); 1,6 ul 2,5 mM DTP mix (Top-Bio); 0,5 ul (25 pmol) kazdého z primer(; 1,25U
Tag DNA polymerazy (Top-Bio); 1 pl DNA / cDNA (50 — 200 ng/ul); ddH,0 do 20 pul. Objem
reakéni smési mohl byt podle potieby proporciondlné upraven. PCR programy se liSily
v zavislosti na amplifikovaném genu (teplotami nasedani primert). Obecné se vsak program
skladal z: 5 minut pocatecni denaturace pti 95°C; 35 cykll po: 1 minuta denaturace pfi 94°C,
1 minuta nasedani primer( pfi Tm = XX°C, 1 minuta prodluzovani primert pti 72°C; 10 minut

zavérecného prodluzovani primera.

Gen pro psbA byl ziskdn z cDNA pomoci primerl psbA_U140Forw a psbAL1_Rew
(Janouskovec, 2008). Gen pro GAPDH byl ziskan z cDNA pomoci primerli GAPDH1 a GAPDH2
(Harper and Keeling, 2003). Gen pro histon H2B byl ziskdn z cDNA pomoci primer( H2B1 a
H2B2 (Chrudimsky, 2007). Gen pro aktin byl ziskdn z cDNA pomoci primerd RMACctF a
RMACtR, které byly navrzeny na zdakladé aligmentl ziskanych z dostupnych sekvenci v

elektronickych databazich: GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a JGI Eukaryotic

Genomics (http://genome.jgipsf.org/). Srovnavaci PCR (kontrola pfitomnosti inzertu

v plasmidu, viz. kap. 3.6) byla provadéna v 10 pl reakéni smési, PCR programem o 20 cyklech,
za pouziti primer M13f a M13r (prehled sekvenci pouzitych primer( a jejich nasedacich

teplot je v tabulce 1).
3.5 Amplifikace genu pro uridin fosforylazu

V ramci jiného projektu bylo ziskano 132 Mbp sekvenci ze 454 sekvenovani genomu C. velia.
Sekvence genu pro uridin fosforylazu Plasmodia faliciparum byla pomoci programu BLAST
porovnana se ziskanymi sekvencemi. Homologie vysledného kontigu byla poté ovéfena

pomoci NCBI BlastSearch (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Podle tohoto kontigu byly

navrzeny primery (prehled v tabulce 1) pro 5° a 3’'RACE - metodu Rapid Amplification of
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c¢DNA Ends, umoznujici uplnou amplifikaci gen véetné 5" a 3" koncd. 5" a 3'RACE byla

provedena pomoci FirstChoice ® RLM-RACE Kitu podle ndvodu vyronce (Ambion)

Tabulka 1: Pfehled sekvenci a nasedacich teplot pouzitych primer(.

Primery pouzité k amplifikaci genti z RM 11-26

Gen Primery Sekvence primera (5°-3) Tm
psbA_U140Forw ACCGTYTYTAYATCGGTTGGTTCGG

psbA 45°C
psbAL1_Rev CRTGCATWACTTCCATWCC
GAPDH1 CCAAGGTCGGNATHAAYGGNTTYGG

GAPDH 56°C
GAPDH2 CGAGTAGCCCCAYTCRTTRTCRTACCA
H2B1 GTBYTSAARCARGTNCAYCCNGANACKGG

Histon H2B 60°C
H2B2 ACKGCRTGYTTNGCNARTTCKCCKGG
RMACctF1 CATGTACGTGGCCATCCA

Aktin 52°C
RMACctR1 GCCACCACCTTGATCTTCAT

sekvenacni M13f GTAAAACGACGGCCAG

53°C
primery M13r CAGGAAACAGCTATGAC

Primery pouZité v RACE amplifikaci genu pro uridin fosforylazu

Gen Primery Sekvence primera (5°-3°) Tm
UP1r CTTAGCTCCTGCCTTGATCAGCTC

Uridine uP2r CTCTGATAATGACCTTAGCTCCTGC

phosphorylase | UP3r CCTGCTCTGATAATGACCTTAGCTC

5" RACE UP4r TCACCGCCGCTGTAGCAATCACAATC
UP5r TCGGGATCATCAACCTCGTCGC 58°C
UP3R1f CATCTGCCTTGCCAGCGTGC

Uridine
UP3R2f CGCAAGCTGTCTAGTCTGTG

phosphorylase
UP3R3f GAGTTGAAGTTCAACCGAGAG

3" RACE
UP3R4f GTGTGCACAGACAACTGAAAG
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3.6 Elektroforéza v agarézovém gelu, izolace PCR produktu z gelu

Fragmenty DNA ziskané pomoci PCR byly rozdéleny pomoci elektroforézy v 1% (w/v)
agardozovém gelu (Serwa, 100 mg/100 ml 1x TAE) s obsahem 0,1 ul Gel Red (Biotio) / 10 ml
gelu. K uréeni velikosti DNA fragment(l byl pouzit molekuldrni marker: 1kb plus DNA ladder
(New England Biolabs, Inc.). Produkty byly vizualizovany na UV transluminatoru (TFX-35.M
Vilber Lourmat). Fotodokumentace gell byla provedena digitalnim fotoaparatem (Kodak) a

softwarem Kodak Digital science 1D verze 3.0.2.

Prouzky gelu obsahujici PCR produkty byly vyfiznuty a vlozeny do 1,5 ml
mikrozkumavky. DNA byla z gelu izolovdana pomoci QIAquick® Gel Extaction Kit a QIAEX® Il

Gel extraction kit podle navodu vyrobce (Qaigen).
3.7 Molekularni klonovani, transformace, izolace plasmidu

PCR produkty byly zaklonovany do plasmidu pGEM® T-Easy vector podle navodu
vyrobce (Promega). K ligacni reakci bylo pfidano 50 pl kompetentnich bunék E.coli XL1 a
smés byla ponechdana 30 minut na ledu. Poté byla provedena transformace bakterii
tepelnym Sokem (45 sekund, 42°C) nasledovana opétovnym zchlazenim na ledu (2 minuty).
K transformovanym bunkam bylo pfidano 250 ul SOC, a pak byly tfepany 1 hodinu pfi 200
rpm a 37°C. Nakonec byly transformované burky naneseny na agarové misky (LB agar, Roth)
s ampicilinem, oSetfené 40 pl X-galu a 4 ul IPTG. Misky byly ulozeny do termoboxu (37°C). Po
16 hodinach byly vybrany bilé kolonie a provedena srovnavaci PCR. Bakterialni kolonie
obsahujici PCR inzert byly preneseny do zkumavek s 3 ml LB média (Roth) a 12 ul ampicilinu

(12,5 pg/ml) a 12 — 14 hodin inkubovany v 37°C pfi 200 rpm.

Plasmidovd DNA byla izolovana pomoci QlAprep®Spin Miniprep Kit podle navodu

vyrobce (Promega).
3.8 Sekvenovani

Plasmidova DNA o koncentraci 250 — 300 ng/ul byla sekvenovéana laboratofi
genomiky za pouziti primert M13f a M13r. Sekvenacni reakce byla analyzovana pfristrojem

ABI 3130 (AppliedBiosystems).
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3.9 Analyza a upravy sekvenci

Hrubé sekvence byly analyzovany v programu Sequence Scanner 1.0 (Applied
Biosystems) a dale upravovany programy SeqMan Il a EditSeq z programového baliku
DNASTAR (DNASTAR, Inc.). Vysledné sekvence byly identifikovany pomoci NCBI BlastSearch
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3.10 Priprava datasetti a alignment sekvenci

Sekvence genl byly ziskany ze serverl NCBI GeneBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a JGI Eucaryotic Genomics

(http://genome.jgipsf.org/euk cur.html). Aminokyselinové sekvence byly alignovany v

programu MAFTT (Katoh et al., 2005) GENAFPAIR modelem a ddle upraveny v programu
BioEdit (Hall 1999). Nukleotidové sekvence byly v programu BioEdit pfeloZzeny do
aminokyselinovych a alignovany Clusta W algoritmem. Zalignované sekvence byly pfeloZzeny

zpét na nukleotidy a dale upraveny pro fylogenetické analyzy.
3.11 Fylogenetické analyzy

Aminokyselinové datasety byly analyzovany metodou maximum likelihood (ML)
v programu PHYML 3.0 (Guidon et al., 2005) modelem LG a gama distribuci ve ctyfech
kategoriich, vSechny parametry byly odhadovany z datasetli a podpofeny bootstrapovou
analyzou vSech odvozenych stromU (100 replikaci). VSechny datasety byly dale analyzovany
metodou baesianské interference (BI) v program MrBayes 3.1.2 (Ronquist and Huelsenbeck
2003) modelem WAG podpora u Bl byla vyjddiena pomoci pravdépodobnosti (posterior
probability) z 2.000.000 generaci. Prvnich 250.000 generaci bylo z rekonstrukce topologie

vylouceno.
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4. Vysledky

4.1 Fylogeneticka pozice RM11-26

Na zakladé fylogenetickych analyz tfi jaderné kédovanych genl pro aktin, histon
H2B a GAPDH a plastidového genu psbA jsem se pokusil uréit fylogenetickou pozici izolatt

RM11 (CCMP3155), RM24, RM25 a RM26.

4.1.1 Analyza genu pro aktin

Sekvence genu pro aktin o délce 912 bp byly shodné u vSech Ctyr izolatl. Sestavil
jsem AA dataset s rlznymi zastupci Alveolatli a Stramenopil a proved| fylogenetickou analyzu
metodou maximum likelyhood (ML) a baesidnské interference (BI) (viz. obr. 3). Vysledna
topologie je vSak diky nizkému rozlisSeni této analyzy nejasna. RM11 spolu s ostatnimi izolaty
sedi na bazi dinoflagelati. Tato topologie je ale, stejné jako cely zbytek stromu, malo

podporena.

Karlodinium venificum
Karenia brevis
Amphidinium carterae || Dinophyta
Heterocapsa triquetra
Akashiwo sanguinea
Oxyrrhis marina
Perkinsus marinus

RM24
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RM26

70/0.98

Theileria parva
Theileria anulata
Babesia gibsoni
Babesia bovis
— P.'asmod.fum fafciparum A pi com pI exa
Plasmodium yoeli yoeli
Toxoplasma gondii
BTN |: Cryptosporidium gali
Cryptosporidium muris

Gregarina polymorpha
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g__ Phaeodactylum trikornutum tramenopila
Es] Nannochloropsis gaditana

Tt DUL— Nyctotherus ovalis
Metopus palaeformis
SR Tetrahymena thermopila
Paramecium caudatum

Ciliophora

1

Obr. 3: Aktin. Fylogeneticky strom ML za pouZiti programu PHYML 3.0 (model LG, gama distribuci ve ¢tyfech
kategoriich, vsechny parametry byly odhadovany z datasetud). Statistickd podpora je vyjadiena v poradi:
bootstrapova analyza/posterior probability.
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4.1.2 Analyza genu H2B

Ziskal jsem sekvence genu H2B o délce 178 bp. Presto Ze jde o velmi kratky a
konzervovany gen, provedl jsem na ném zaloZzenou fylogenetickou analyzu. Metodami ML, BI
a programem AsaturA (Bootstrapova analyza = 1000 replikaci) (viz. obr. 4, 5 a 6) . Dva ze tfi
stromO (AA ML strom, AsaturA strom) vykazuji topologii RM11 a spol., jako sesterskou
skupinu se skupinou Apicomplexa, pozice C. velia je ale nerozliSend. S ohledem na délku
genu jsem provedl| téZ analyzu z nukleotidového datasetu (viz. obr. 7). Bootstrapova analyza

ukazala slabou podporu ziskané topologie.
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— Toxoplasma gondii
Perkinsus marinus

ggr Cryptosporidium muris
Cryptosporidium hominis
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Phaeodactylum tricornutum | Stramenopila

— Phytophthora infestans
Zea mays
Ricinus communis
Arabidopsis thaliana Viridiplantae
Physcomitrella patens
Chlamydomonas reinhardtii
Ostreococcus lucimarinus
Ciona intestinalis
Homo sapiens I Metazoa
Drosophila melanogaster
Schizosaccharomyces pombe

Aspergillus flavus I houby
Ustilago maydis

Chromera velia
100 _81|: Tetrahyn?ena thermophyla I Ciliophora
Paramecium caudatum
Bigelowiella natans
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gs[ Trypanoso cruzi

| 58] Trypanosoma brucei
Leishania major

— Leishmania Braziliensis

Kinetoplastida
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Obr. 4: Histon H2B. Fylogeneticky strom ML za pouziti programu PHYML 3.0 (model LG, gama distribuci ve
Ctyfech kategoriich, vSechny parametry byly odhadovany z datasetll). Statistickd podpora je vyjadrena
bootstrapovou analyzou.
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Obr. 5: Histon H2B. Fylogeneticky strom za pouZiti programu AsaturA (Substitution matrix = LG, Poison
correction, cutoff value = 2.784). Statisticka podpora je vyjadiena bootstrapovou analyzou.
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Obr. 6: Histon H2B. Fylogeneticky strom Bl za pouziti programu MrBayes (mode WAG) Statisticka podpora je
vyjadiena hodnotou posterior probability.
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Obr. 7: Histon H2B. Fylogeneticky strom ML za pouZiti programu PHYML 3.0 (model GTR, gama distribuci ve
Ctyfech kategoriich, vSechny parametry byly odhadovany z dataset(). Statistickd podpora je vyjadiena
bootstrapovou analyzou.

4.1.3 Analyza GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

Sekvence genu pro GAPDH o délce 966 bp jsem prevedl do aminokyselinového kédu
a porovnal je s dostupnymi sekvencemi téhoZz genu na Blast Search. V ramci toho jsem si
potvrdil, Ze mnou amplifikované sekvence odpovidaji jaderné kodované, plastidové
targetované verzi genu. Vychozi dataset obsahoval sekvence tohoto genu z ostatnich
sekundarnich a terciarnich ras véetné C. velia. Jako outgroop jsem pouzil cytosolické verze
genu pro GAPDH. Fylogenetickou analyzu jsem provedl metodou ML a BI (viz. obr. 8).
Fylogenetickd analyza odhalila variabilitu mezi izolaty RM11 a RM26 / RM24 a RM25 coz
naznacuje, ze by mohlo jit o dva samostané druhy. Jejich AA sekvence se lisi ve dvou
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aminokyselinach. Vsechny ctyfi izolaty pak spolu s C. velia tvori sesterskou skupinu
pfibuznou s obrnénkami s tercidlnim plastidem. Zjisténa topologie odpovida té z nedavno

publikovaného review (Obornik et al., 2009).
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Obr. 8: GAPDH. Fylogeneticky strom ML za poufZiti programu PHYML 3.0 (model LG, gama distribuci ve ¢tyfech
kategoriich, vsechny parametry byly odhadovany z datasetd). Statistickd podpora je vyjadiena v poradi:
bootstrapova analyza/posteriori probability.

4.1.4 Analyza psbA genu (photosystem Il subunit D1)

Amplifikaci cDNA jsem ziskal sekvence genu psbA o délce 829 bp (RM11, RM26) a
839 bp (RM24, RM25). Dataset, ktery jsem pouzil pro fylogenetickou analyzu, dale obsahoval
sekvence psbA jednotlivych linii fotosyntetickych tfas véetné C. velia. Fylogenetickou analyzu
jsem provedl metodou ML a Bl (viz. obr. 9). Z analyzy vyplyvd, Ze izoldty RM11 a RM26 tvori
sesterskou skupinu s C. velia pribuznou srozsivkami. lzolaty RM24 a RM25 tvofi

samostatnou vétev vramci zelenych fas, ktera ovSem neni statisticky podporend. Tato
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topologie

naznacuje, Ze izolaty RM24 a RM25 obsahuji zeleny plastid, nebo jejich kultury

kontaminovala néjakd nespecifikovand zelena rasa.
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Obr. 9: psbA. Fylogeneticky strom ML za pouZiti programu PHYML 3.0 (model LG, gama distribuci ve ¢tyfech

kategoriich,

vsechny parametry byly odhadovany z datasetld). Statistickd podpora je vyjadrena v poradi:

bootstrapova analyza/posteriori probability.
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4.2 Fylogeneticka pozice C. velia na zakladé analyz genu pro UP

Caste¢nou sekvenci genu pro UP jsem ziskal ze 454 sekvenci. Cely gen pak metodou
RACE. 5" RACE sekvenci o délce 397 bp jsem spolu se sekvenci, podle které jsme navrhnul
primery (217 bp), jsem v programu SeqMan spojil se sekvenci 3° RACE o délce 602 bp.
Spojena sekvence (978 bp) obsahovala 738 bp dlouhy kédovany Usek, ktery jsem preved| do
aminokyselin. Vyslednou AA sekvenci jsem identifikoval pomoci Blast Search. Tato
identifikace odhalila v moji sekvenci dvé odliSné proteinové domény, které se v ramci deseti
aminokyselin sekvenéné prekryvaly (viz. obr. 10). Prvni doména odpovidala PNP_UDP_1
superrodiné, do které patfi gen uridine phosphorylase (UP). Druhd doména odpovidala
ribozomdlni L14 superrodiné, pticemZ odpovidajici kus sekvence vykazoval podobnost
s ribozomalnim proteinem L23. Na zdkladé tohoto zjisténi jsem sestavil dva nezdvislé
datasety pro oba geny. Do datasetu s genem pro L23 jsem zahrnul homologni sekvenci
RM11, kterou se mi podafrilo ziskat ze 454 sekvenacnich dat. Homologni sekvenci genu pro
UP z RM11 se mi stejnym zplisobem ziskat nepodafilo.

! % 5 7% 100 125 150 175 w

Query seq,

Superfanilies 3 Ribosomal _L14 superfamily )
( PNP_UDP_1 superfamily {

Obr. 10: Rozvrieni proteinovych domén v sekvenci ziskaného genu pro uridine phosphorylasu (zdroj
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/).

Fylogenetické analyzy obou gen( jsem provedl metodami ML a BI (viz. obr. 11 a 12).
Analyza genu pro UP odhalila 1) pozici C. velia na bazi skupiny Apicomplexa a 2) Ze stejné
jako apicomplexa ziskala tento gen laterdlnim genovym transferem z bakterii. Dale jsem
zjistil, Ze tento gen je naprosto odliSny od toho v Zivocisich. Analyza genu pro L23 odhalila
pozici C. velia na bazi skupiny Dinoflagellata, zatim co pozice RM11 je spolu s Oxyrrhis marina

na bazi skupiny Apicomplexa. Pozice RM11 vSak neni statisticky podporena.
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Obr. 11: Uridin fosforylaza. Fylogeneticky strom ML za pouZiti programu PHYML 3.0 (model LG, gama distribuci
ve Ctyfech kategoriich, vSechny parametry byly odhadovany z datasetu). Statistickd podpora je vyjadrena
v poradi: bootstrapova analyza/posteriori probability.
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Obr. 12: ribozomalni protein L23. Fylogen

Trichomonas vaginalis

eticky strom ML za pouZiti programu PHYML 3.0 (model LG, gama

distribuci ve Cétyfech kategoriich, vSechny parametry byly odhadovany z datasetl). Statistickd podpora je
vyjadiena v poradi: bootstrapova analyza/posteriori probability.
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5. Diskuze
5.1 Fylogeneticka pozice izolatd RM11, 24, 25, 26

RM11, 24, 25 a 26, nové objeveni fotosyntetiCti alveolati, byli stejné jako C. velia
vyizolovani z korall Robertem Moorem. Na rozdil od C. velia, u které byly provedeny
fylogenetické analyzy nékolika genli (Moore et al., 2008; Obornik et al., 2009; Janouskovec et
al.,, 2010), je fylogenetickd pozice téchto izolatll nezndma. Kratce pred sepsdanim mé
diplomové prace byl pfipraven k vydani ¢lanek popisujici vysledky analyz provedenych na
kompletné osekvenovanych plastidovych genomech C. velia a RM11 (CCMP3155)
(Janouskovec et al., 2010). Tyto analyzy odhalily, Ze RM11 mda ve svém plastidu
nekonzervovanéjsi geny ze vSech sekundarnich plastidd, zatim co C. velia je ma naopak
extrémné odvozené. Byl také potvrzen spolecny plvod plastidi RM11 a C. velia a ostatnich
chromalveoldt na zakladé analyzy ribozomalniho operonu v plastidu. Fylogenetické analyzy
na zakladé konkatenovanych plastidovych gen( naznacuji, Ze izolat RM11 je blize pfibuzny
vytrusovcim, nez C. velia. Na druhou stranu, analyza jadernych genl upfednostnuje v této
pozici fasu C. velia (Janouskovec et al., 2010). Stejnou pozici ukazuje i drivéjsi fylogeneticka
analyza C. velia a RM11 na zakladé jaderného genu pro rRNA (viz. obr 13).

V této praci jsem se primarné zabyval pravé uréenim fylogenetické pozice nové
objevenych fotosyntetickych alveoldtl a to na zadkladé analyz tfi jadernych (gen pro aktin,
histon H2B a GAPDH) a jednoho plastidového genu, kédujiciho fotosynteticky protein, psbA.
Geny pro aktin byly u vsech ¢tyf kmenQ sekvencné totozné. Jejich fylogenetickd analyza
odhalila velmi malo podpofenou topologii, podle které vSechny tyto izolaty patfi na bazi
kmenu Dinoflagellata (viz. obr. 3). Z toho vyplyva, Ze ackoliv jde o pomérné dlouhy gen, jeho
vysokd konzervovanost napfi¢ celou superskupinou Chromalveolata neumoznuje zjistit
statisticky divéryhodnou pozici studovanych izolatd.

Stejné jako v pripadé genu pro aktin byly geny pro histon H2B sekvencéné totozné u
vSech studovanych izolatd podobnych RM11 (RM24, 25, 26). Tento gen byl ze vSech izolat(
amplifikovan hlavné s cilem ovérit, zda RM11 podobné kmeny obsahuji regulérni histony a
jestli jsou tyto stejného plivodu jako u C. velia (Obornik et al., 2009). | pfes to, Ze histon H2B
je extrémné maly, byla na jeho zakladé provedena fylogenetické analyza. Dva ze cCtyf

vytvorenych strom( odhalily, ze RM11-26 tvofi sesterskou skupinu k parazitm kmene
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Apicomplexa, pozice C. velia vSak zUstala nepodporena. Jak uzZ bylo feceno, geny C. velia jsou
hodné odvozené, ¢imZz mulze byt fylogenetickd analyza ovlivnéna. V sekvenci histonu z
RM11-26 bylo pak diky evoluc¢ni konzervovanosti nalezeno dostatek informace k urceni
fylogenetické pozice (viz. obr. 4, 5). Tyto vysledky jsou v souladu srecentni analyzou
plastidovych a jadernych gent z C. velia a CCMP3155 (Janouskovec et al., 2010).

V pfipadé genu pro GAPDH se ukazala prekvapiva sekvencni odliSnost mezi geny z
RM11 a RM26 na jedné strané a RM24, RM25 na strané druhé. A¢ byly sekvence stejné
dlouhé, jejich translace in silico odhalila, Ze se liSi ve dvou aminokyselinach. Fylogeneticka
analyza ddle prokazala, Ze vSechny izolaty tvoti spolecné s C. velia sesterskou skupinu sedici
mezi obrnénkami s tercidarnim plastidem z haptophyt a vytrusovcem Toxoplasma gondii,
presné tak, jak jiz bylo dfive referovano pro C. velia (Obornik et al., 2009).

Ze sekvenci genu psbA vyslo najevo, Ze na rozdil od C. velia, jejiz plastid pouziva
nekanonicky geneticky kod (UGA kdéduje tryptofan) (Moore et al., 2008), vSechny cCtyfi izolaty
RM11 (CCMP3155), RM24, RM25, RM26 pouzivaji univerzalni geneticky kdéd. To je v souladu
se zjisténim Janouskovce et al., 2010 u kmene RM11. Analyza psbA genu pak odhalila dalsi
sekvencni nesrovnalosti vramci RM11 a RM26 na jedné strané a RM24, RM25 na strané
druhé. Z provedené fylogenetické analyzy pak vyplynulo, Ze izoldty RM11 a RM26 jsou
pribuznou skupinou s rozsivkami a Ze izolaty RM24 a RM25 tvori samostatnou vétev v ramci
zelenych fas (viz. obr 9). Tato skute¢nost mlze byt vysvétlena dvojim zplsobem. Nabizi se
moznost, Zze RM24 a RM25 obsahuiji zeleny plastid, ktery nahradil pavodni ¢erveny. Analogie
k tomuto hypotetickému jevu existuje u blizkych obrnének, kde druhy jako Lepidodinium
viride a Lepidodinium chlorophorum obsahuji sekundarni plastid wvznikly pohlcenim
prasinophyta (Watanabe et al., 1987). JelikozZ ale existuje mozZnost, Ze kultury téchto izolatd
mohly byt kontaminovany nékterou ze zelenych fas, je potfeba ovérit genetickou
homogenitu izolatd RM24-25, popfipadé analyzou pigmentl odhalit, zda kultura obsahuje

pouze pigmenty fas odpovidajici vysledklim fylogenetické analyzy.
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Obr. 13: Maximum likelihood fylogeneticky strom (loglk = -13786.16268) ziskany ze sekvenci SSU rRNA genu.
Strom byl vytvofen GTR modelem pro substituci nukleotidd s diskrétni gama distribuci v 8+1 kategoriich.
Vsechny parametry (gamma shape = 0.442; pinvar = 0.235) byly odhadnuty z datasetu. Alignment obsahoval
1285 nukleotidovych pozic. Hodnoty nad vétvemi udavaji ML bootstrapové podpory (model HKY85, hodnoty
pinvar a ti/tv koeficientu byly odhadnuty z datasetu, jedna kategorie pozic, 500 opakovani). Strom byl vytvofen
v programu PhyML a bootstrapovy dataset pomoci SeqBoot (Phylip) (Obornik, nepublikovano).

5.2 Fylogeneticka pozice C. velia na zakladé analyz genu pro UP

Druhym cilem mé prace bylo ziskat, osekvenovat a fylogeneticky analyzovat gen pro
uridin fosforylazu z C. velia. Uridin fosforylaza se v bunkach parazitd kmenu Apicomplexa
Ucastni interkonverze nukleotidl pfijatych z napadené burky (Hyde, 2007). Tento gen byl
vybradn, protoze mulze byt potencionalnim cilem antiparazitické |écby. Navic existuje
moznost, Ze by parazité kmene Apicomplexa tento gen, podobné jako jiné geny ucastnici se
interkonverze nukleotidd, mohly ziskat laterdlnim genovym transferem z bakterii (Stripen et
al., 2004), ¢imz se lisi od svych hostiteld.

Po ziskani kompletni sekvence genu pro uridin fosforyldzu vyslo najevo, Ze tento gen
je zfuzovan a z ¢asti nahrazen genem pro ribozomalni protein L23. Fylogenetické analyzy pak
odhalily, Ze v pfipadé UP C. velia lezi na bazi skupiny Apicomplexa, zatim co v pfipadé L23

-33-



tvofi bazi skupiny Dinoflagellata (viz. obr 11, 12) a dale ukazaly, Ze vSechna Apicomplexa
véetné jejich fotosyntetickych predchldcli RM11-26 obsahuji uridin fosforyldzu velmi

odlisnou od téch u Zivocichd.
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6. Zavér

Vtéto praci byly molekularné a fylogeneticky charakterizovany nové kmeny
fotosyntetickych alveolatd (RM11-CCMP3155, RM24, RM25, RM26) na zakladé analyz ¢ty
genl: aktin, histon H2B, GAPDH a psbA. Z analyz vyplyva, Ze RM11-26 jsou ptibuzné
parazitim kmene Apicomplexa. Tento pribuzensky vztah se zda byt pevnéjsi, nez v pripadé
C. velia, ktera obsahuje vysoce divergentni geny. Kmeny RM11-26 nepouzivaji, na rozdil od
C. velia, nekanonicky kod pro tryptophan u plastidové kédovanych proteint. Fylogeneticka
analyza na zdkladé fotosyntetického proteinu psbA ukazuje moZnost, Ze by RM24 a RM25
mohly obsahovat zelené sekundarni plastidy. Je zde v3ak i alternativni moZnost kontaminace

kultury, kterd neni na rozdil od C. velia axenickd, nespecifikovanou zelenou fasou.

Dale byla uréena fylogenetickd pozice dalSiho fotosyntetického alveolata C. velia na
zakladé analyz genu pro uridin fosforyldzu. Ukazalo se, Ze vSechna Apicomplexa i jejich
fotosynteticti predchidci RM11-26 obsahuji uridin fosforyldzu velmi odliSnou od téch
u Zivocicht, tedy potencidlnich ¢i skute¢nych hostitelich. Lze predpokladat, Ze pokud by byl
tento gen inhibovan specifickych inhibitorem, nemusel by tento inhibitor fungovat na savci

homolog.

Fotosynteticti alveolati RM11-26 reprezentuji separatni vétev od C. velia, ktera je vsak také

pfibuzna parazitickym prvokim kmene Apicomplexa.
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8. Prilohy

f2 médium: 35 g Marine Tropic Salt + 20 ml Marine Watter Solution / 11; pH 8,0

Lyzacni pufr (Wattier et al., 2000): 100 mM Tris-HCL; 50 mM EDTA; 500 mM NaCl + 0,4 pl
SDS (20% w/v)

SOC médium: 2% bacto-tryptone; 0,5% bacto-yeast extract; 0,05% NaCl; 2,5 mM, KCl, 10
mM MgClI2; 10 mM Mg SO4; 20 mM glukdza; pH 7,0

TAE (50x): 242 g Tris; 57,1 ml kyselina octovd; 100 ml 0,5M EDTA (ph 8,0); doplnit do 1l
destilované H,0
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