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CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe na téma niz8i rostliny a nadrodiny ALDH v
rostlindch na zéklad¢ doporucené literatury.

Hledani geni ALDH pomoci webového rozrani GenBank a Phytozome (a
jinych) s cilem zjiSténi poctu jednotlivych rodin a jednotlivych geni v fasadch
pro zastupce vyvojové vétve Charophyta a kapradinach.

Roztazeni genli do rodin na zdklad¢ shody se zndmymi zéastupci z vysSich
rostlin.

Provedeni fylogenetické analyzy pomoci programu PhyML, pro vybrané rodiny
geni ALDH, konkrétné ALDH2, ALDHS, ALDH7, ALDH 10, ALDHI2,
ALDH21, ALDH22.
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1 UVOD

Nadrodina aldehyddehydrogenas (ALDH) obsahuje mnoho riznych enzymi
katalyzujicich metabolismus aldehydi za pomoci NAD" nebo NADP" jako kofaktoru.
V poslednich letech se vyzkum na na$i katedie v Olomouci zaméfuje na studium
rostlinnych ALDH, a to konkrétn¢ na ALDH2, ALDH7, ALDHI10, ALDHI12 a
ALDH21 (Tylichova et al.,, 2010; Kope¢ny et al, 2011; Kopecny et al., 2013;
Koncitikova et al., 2019).

S rostoucim mnoZzstvim sekvenovanych genomti nizSich rostlin se ndm nabizi
moznost studovat ALDH geny v téchto rostlinach a spole¢né s nimi 1 evoluci téchto
genll spojenou s expanzi rostlin na sous a naptiklad 1 jejich vliv na pteziti rostlin ve
stresovych podminkach jako je zvySena slanost nebo dehydratace. Tato prace se
zamétuje na pritomnost sekvenci ALDH v plné€ sekvenovanych genomech niZSich
rostlin jako jsou ftasy Klebsormidium nitens, Coccomyxa subellipsoidea a
Chromochloris zofingiensis nebo kapradina Azolla filiculoides. Vysledky jsou pak

porovnavany s nalezenymi ALDH rodinami z ptedeslych studii (Brocker et al., 2013).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Mechy

Mechy fadici se mezi Bryophyta jsou malé vytrusné rostliny, které se typicky
vyskytuji ve vlhkych a stinnych lokacich kde rostou ve shlucich. Toto oddéleni nema
jesté plné vyvinuté cévni svazky, a tedy obtiznéji hospodaii s vodou, kterou piijimaji
pfevazné celym povrchem stélky. Také jsou znamé svou znacnou substratovou
specificitou, protoze jejich prichytnd vldkna neumoziuji uplné vyuziti zivin jako u
cévnatych rostlin.

Mechy predstavuji vyznamny mezistupenl v evoluci rostlin, jejich pfechodu od
vodnich rostlin k suchozemskym druhiim a vzniku pro tyto druhy specifickych znak,
rozd¢€lujicich tyto dvé skupiny. Mechy maji vice nez 10 000 druhii a fadi se tedy mezi

jedno z nejpocetnéjSich oddéleni vyssich rostlin.

2.1.1 Zivotni cyklus mechi

Zivotni cyklus mechil se 1isi od semennych rostlin. St¥idaji se zde dvé faze, kdy
haploidni gametofyt, ktery je schopen fotosyntézy, je pravé tou dominantni nad
diploidnim sporofytem, stejné¢ jako u jatrovek nebo hlevikii. Gametofyt pozorujeme od
vykli¢eni haploidni spory, z niZ vznikéd rozvétveny vlaknity prvokli¢ek. Ten obsahuje
vlaknitd chloronemata, bunky, v nichz jsou obsaZeny chloroplasty, tvofené vlakny
s ptiénymi pifehrddkami. Chloronema dale diferencuji na rhizoidy. Prvokli¢ek obsahuje
také kaulonemata, ktera obsahuji zna¢né méné chloroplasti. Z prvoklicku poté vyriistaji
pupeny, které¢ jsou zdkladem pro jednotlivé gametofory. Ty uz se skladaji z
mnohobunéénych prichytnych vlaken (rhizoidy), kterymi se 1i$§i naptiklad od jatrovek,
dale také z lodyZzky (kauloid) a listkii (fyloidy). Na vrcholu stonkli gametoforu se poté
vytvareji pohlavni organy, samici zdrode¢niky nebo sam¢i pelatky. Mechy mohou byt
jednodomé, kdy se na jedné rostlince vyskytuji oba typy pohlavnich organi nebo
dvoudomé, tedy obsahujici pouze sam¢i nebo sami¢i organy na rozdilnych rostlinkéch.
Ve vodnim prostiedi se spermatozoidy z pelatek pomoci bi¢ikli dostavaji k sami¢imu
vajicku v zarodeniku a dochadzi k oplodnéni a néslednému vzniku diploidniho
sporofytu. Sporofyt obsahuje §tét stobolkou, kde produkuji haploidni vytrusy, které
jsou nasledné roznaSeny vétrem.

Nékteré mechy, jako tieba Ctyizoubek prizraény (Tetraphis pellucida), maji

moznost 1 nepohlavniho rozmnozovani, a to pomoci struktur nazyvanych gemy. Ty se



mohou vytvarfet po celé ploSe mechové stélky a kdyz se od rostliny odd€luji, tvoti

totozny klon.

Obr. 1 Metageneze mechii — heteromorficka rodozména. Jednoznacné pirevazuje haploidni
gametofyt. Znazornény je dvoudomy prokel (1, 2). Na ném vyristaji zarode¢niky (3) nebo
pelatky (4) produkujici spermatozoidy (5). Vznika diploidni §tét s tobolkou (6), z néjz se pak
uvolnuji spory tvorici prvoklicky (8). Upraveno dle Jelinek a Zichacek (2011).

2.1.2 Physcomytrella patens

Physcomytrella Patens je zeleny mech, jehoz genom byl plné sekvenovan roku
2008 (Rensing et al., 2008). Tato rostlina je ¢asto pouzivana jako modelovy organismus
pro evoluéni studie, spole¢né se zelenymi tfasami Chlamydomonas reindhartii nebo
semennou rostlinou Arabidopsis thaliana, jelikoZ mechy tvofi mezistupen pi1 pfechodu
od jednobunéénych fotosyntetizujicich organismi k cévnatym suchozemskym rostlindm
(Strobek et al., 2013). Porovnavanim genové funkce v jednotlivych zastupcich nam pak
muze poslouzit k rozeznadni konzervovanych gent v pribéhu evoluce, ale také
k odhaleni novych genli vzniklych adaptaci. P. patens je také vyznamnd pro reverzni
genetiku, kterd mtize byt uzita ke zjisténi funkce genti nebo molekularni evoluce rostlin,

diky svym vyhodnym homolognim rekombinacim (Kammerer and Cove, 1996).



Obr. 2 Physcomitrella patens, jeji gametofor (vlevo) a plné vyvinuty sporofyt (vpravo,
vyznacen Sipkou). Upraveno dle Strobek et al. (2013).

2.2 ﬁasy

Jako fasy je oznaCovana skupina fotosyntetizujicich organismi, které nemusi byt
navzajem piibuzné. Jejich zéastupci zahrnuji organismy od jednoduchych
jednobunéénych ftas, jako naptiklad Chlorella, az po mnohobunécéné fasy, jejichz télo
tvofi stélka. Jedna se pfevdzné o vodni organismy, které neobsahuji bunécna pletiva
typické pro suchozemské rostliny jako je floém nebo xylém, stejné jako rostlinné
organy jako koteny ¢i listy. Neobsahuji ani rhizoidy typické pro mechy. VétSina fas je
autotrofni, diky své schopnosti fotosyntézy, kterou ziskdvaji vznikem chloroplasta
primarni endosymbidzou se sinici ¢i sekundarni symbidzou s jinou fasou. Né&které
zelené tasy, ale také mnohé zlativky a jiné fasy zvolily heterotrofni zplisob vyZivy, nebo
se dokonce jednd o parazity, kdy se spoléhaji na fotosyntézu pro zisk zivin velmi
omezen¢ nebo vitbec. (Figueroa-Martinez et al., 2015)

Skupina fas pojima nékolik tisi, rostliny Archaeplastida, Excavata a Chromista.
Nejrozsahlejsi tiSi jsou Archaeplastida, které obsahuji nejpocetnéj$i oddé€leni
Chlorophyta (zelené ftasy) a Rhodophyta (Cervené ftasy). Mezi nejkomplexnéjsi
sladkovodni tasy se tadi Charophyta, oddéleni zelenych fas, sesterska skupina

Chlorophyt, ktera obsahuje naptiklad rody Klebsormidium, Chlorella nebo Coccomyxa.

2.2.1 Zivotni cyklus Fas
Zivotni cyklus fas se znaéné li§i. Obecné jej ale miizeme rozdélit na pohlavni a

nepohlavni fazi rozmnozovani. Béhem nepohlavni faze se jedinec mnoZzi délenim

4



bunck, pomoci zoospor ¢i aplanospor, znichZ nasledné vyrlstd nové vlakno fasy.
Béhem pohlavni faze se jednd o jedince haploidniho, jeZ tvofi samci nebo samici
gamety, které spolu splynou a vytvofi diploidni zygotu. Pro zaruceni spéSné pohlavni
reprodukce je tvorba gamet regulovana, v tomto procesu nejspiSe hraji dilezitou roli
feromony (Frenkel et al., 2014). Pohlavni rozmnozovani poskytuje vyssi variabilitu, na
druhou stranu nepohlavni rozmnozovani je vyhodnéjs$i z hlediska efektivity.
Charophyta nemusi obsahovat pohyblivé samc¢i pohlavni buiiky, jako tifeba spajivky
(Zygnematophyceae), avsak u nékterych z nich se vyskytuji, naptiklad u paroznatek.

(m)

Obr. 3 Metageneze ias. Nepohlavni rozmnozovani fas znazornéné pomoci zoospor (1), z nich
pak vznika nové vlakno tasy (2). Pohlavni rozmnozovani zajisténé gametami (3), ty se spoji a
vznika planozygota (4) poté zygospora (5). Nakonec vznikd po meiotickém déleni sporofyt
s haploidnimi vlakny (6). Upraveno dle Jelinek a Zichacek (2011).

2.2.2 Charophyta a evoluce

Charophyta jsou skupinou sladkovodnich zelenych fas, o kterych se predpoklada,
ze suchozemské rostliny, ptesnéji Embryophyta, vzesly z této rodiny.

Pted 500 miliony let se u Charophyt vyvinuly nékteré znaky vyssich rostlin, jako
mnohobunéény gametofyt, jehoz bunky jiz byly ohraniCeny bunéCnou sténou a

propojeny plazmodezmaty. U Embryophyt se dale vyvinul diploidni sporofyt pted 470



miliony lety. Pfed 400 miliony let se pak vyvinula prvni semena. Krytosemenné rostliny

(Magnoliophyta) se vyvinuly o 100 miliont let pozdé€ji (Floyd and Bowman, 2007).

Charophyta jsou sesterskou skupinou s Chlorophyta. Spole¢né s Embryophyta se

fadi do skupiny Viridiplantae (zelené rostliny). Jejich spoleCnymi znaky jsou naptiklad

nepiitomnost fykobilinti, dale pfitomnost chlorofylu a, chlorofylu b, pfitomnost

celulozy vbunécnych sténach nebo také vyuziti Skrobu jako zasobni latky. S

Embryophyta vsak sdili také urcité znaky,

kterymi se odliSuji od zastupcit Chlorophyta

a to pritomnosti ur¢itych enzymi, jako Cu/Zn superoxiddismutasa a glykolatoxidasa,

nebo uziti fragmoplastu pii bunééném déleni (Leliaert et al., 2012). Charophyta a

Embryophyta jsou tedy fazeny z evolu¢niho hlediska do jedné skupiny (clade) a to

Streptophyta.

Chlorobionta
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Embryophyta
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Obr. 4 Evolu¢ni strom rostlin. Fylogeneticky strom znazorwujici evoluéni vztah mezi
jednotlivymi oddélenimi od cervenych tas (Rhodobionta) az po krytosemenné rostliny



(Magnobiontha). VyznaCené jsou modelové organismy vyznamné pro dané evolu¢ni vétve
(Strobek et al., 2013).

2.2.2.1 Klebsormidium

Rod Klebsormidium obsahuje vladknité zelené fasy nalezici do odd¢leni
Charophyta. Existuje 20 znamych zéstupcii tohoto rodu. Jejich pojmenovani bylo
zavedeno roku 1972. Ackoliv se vétSina zastupct vyskytuje na sousi, ¢asto ve vlhkych
substratech, existuji také Cisté vodni zastupci. Mnoho rostlin rodu Klebsormidium
syntetizuje  MMA aminokyseliny (mycosporine-like amino acids), které maji
vyznamnou funkci pi1 ochrané organismu proti UV zéfeni. Zastupci tohoto rodu se
rozmnozuji pfevazné¢ fragmentaci nebo pomoci aplanospor. Pohlavné se rozmnozuji
pomoci izogamie, coz znamena, ze splyvajici gamety jsou stejn¢ho tvaru a velikosti
(izogamety) (Fritsch et al, 1935). Sekvenovany genom zastupce tohoto rodu,

Klebsormidium nitens, byl publikovan roku 2014.

<

Obr. 5 Klebsormidium nitens — obrazek ziskan mikroskopem pii 1000 x zvétseni. Cerna linka
predstavuje méfitko (10 pm). Pievzato ze stranky:
http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium/

2.2.2.2 Chlorella

Chlorella je rod fadici se mezi sladkovodni jednobunétné tasy, popsany roku
1890 mikrobiologem M. W. Beijerinck. Vzhledem k ostatnim rostlinam obsahuji
zastupci tohoto rodu velké mnozstvi chlorofylu a také proteinti. Chlorella je tedy takeé
vhodna pro redukci oxidu uhli¢itého a produkci kysliku v uzavieném prostoru jako
naptiklad vesmirné stanice. V ruském experimentu roku 1965 byla péstovana v barelech

pod umélym svétlem (https://www.permanent.com/russian-celss.html). Druhy chlorelly

mizeme od sebe rozliSit jednoduSe sekvencovanim DNA. Mezi hlavni druhy patii

Chlorella vulgaris, Chlorella pyrenoidosa, Chlorella lobophora, Parachlorella kessleri,


http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium/
https://www.permanent.com/russian-celss.html

Heterochlorella luteoviridis, Chloroidium ellipsoideum, Mychonastes homosphaera

nebo Chromochloris zofingiensis (Chlorella zofingiensis).

Obr. 6 Chromochloris zofingerensis. Ptevzato z webu:
https://botany.natur.cuni.cz/algo/database/node/1207

2.2.2.3 Coccomyxa

Coccomyxa je rod zelenych tas fadici se do rodiny Coccomyxaceae. Jsou typické
svym elipsovitym tvarem téla a tim, Ze obsahuji jednoduchy chloroplast, ten vSak
neobsahuje pyrenoidy. Jsou to bilkovinna téliska obsahujici RUBISCO vazici oxid
uhli¢ity v temnostni fazi fotosyntézy. Na povrchu pyrenoidu je vétSinou Skrob.

Zastupci tohoto rodu mohou mit rozlicny styl zivota, at uz paraziticky, kdy
parazituji na mekkysich jako napriklad slavky, symbioticky, a to napiiklad se
stopkovytrusnymi ¢i vieckovytrusnymi houbami anebo volné zijici (Darienko et al.,
2015). Coccomyxa jsou po vétsinu svého zivota haploidni a rozmnozuji se prevazné
nepohlavné (Grube et al., 2017). Coccomyxa je idealni jako modelovy organismus a
také je idealni pro experimenty, jelikoZz byl publikovan cely jeji genom v podobé

Coccomyxa subelipsoidea (Blanc et al., 2012, Darienko et al., 2015).


https://botany.natur.cuni.cz/algo/database/node/1207

Obr. 7 Coccomyxa subellipsoidea (C-169)
(The Microbial Culture Collection at NIES, Tsukuba, Japan, via NCBI)

2.3 Kapradiny

Kapradiny jsou podttidou kapradorost patiici mezi vytrusné rostliny. Jedna se o
cévnaté rostliny, to znaci, Ze obsahuji cévni svazky, tkdn¢ uzplsobené pro rozvadéni
zivin po téle rostliny. Kapradiny maji na rozdil od mecht slozité listy zvané megafyly a
nemaji schopnost druhotného tloustnuti ¢ili tloustnuti stonku nebo kofenu zapti¢inéné
¢innosti felogénu nebo lateralniho meristému kambia. Nedavno byl identifikovan gen,
specificky pro kapradiny, ktery zarucuje jejich odolnost viici hmyzu, tento gen byl
nejspiSe ziskan horizontalnim pfenosem genové informace od bakterii (Li et al., 2018).
Oddéleni kapradin obsahuje jednu hlavni tfidu Polypodiopsida, kterd obsahuje pies
10 000 znamych zastupct (Christenhusz et al., 2016). VétSina soucasnych druhti jsou
byliny avsak, kdyz se kapradiny objevily poprvé ve spodnim devonu, asi pired 360
miliony lety, jednalo se o stromovité druhy. Soucasné druhy se vyvinuly az pred 145
miliony lety, béhem obdobi kiidy, spole¢né¢ s kvetoucimi rostlinami. Evolu¢nim

predkem kapradin jsou nejspise Rhyniophyta.

2.3.1 Zivotni cyklus kapradin

V zivotnim cyklu kapradin, na rozdil od mechi, pievlada sporofyt, podobné jako
u semennych rostlin. Z haploidni spory se vyvine fotosyntetizujici prokel. Ten
predstavuje pohlavni generaci neboli gametofyt, ktery obsahuje rozmnozovaci utvary
(gametangia) a produkuje haploidni pohlavni buiiky (gamety). Archegonia tvofi vajicka
a Antheridia tvofi spermatozoidy, nejCastéji se vyskytuji na jednom organismu samci i
sami¢i gametangia. Samc¢i pohyblivé buiiky nasledné oplodni vajicko, které je

pripevnéno k prokelu. Vznika diploidni zygota, ze které nasledné¢ vykli¢i diploidni



sporofyt, ten je vétSinou tvofen velikymi listy vyristajicimi z podzemniho stonku
(oddenku). Na spodni stran& listdi sporofytu se nachazeji vytrusnice (sporangia). Casto
se nachazeji ve shlucich chranénych ostérou. Ve sporangiich vznikaji meidézou
haploidni spory. Za sucha se uvoliiuje voda, ostéra se roztrhne a uvolni spory, proces se

opakuje.
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Obr. 8 Metageneze Kapradin. Z oddenku v zemi vyrustaji velké slozené listy (1), nesouci na
rubu kupky vytrusnic (2, 3). Z uvolnénych spor (4) vykli¢i v tomto pfipadé jednodomy prokel
(5). Spojeni gamet pak vytvori znovu sporofyt (6). Pievzato z Jelinek a Zichacek, 2011).

2.3.2 Azolla filiculoides

Rod Azolla jsou malé vodni kapradiny z ¢eledi nepukalkovitych. Rostliny tohoto
rodu Casto rostou ve shlucich na vodni hladiné a pfipominaji mechové rostlinky, na
spodni strané maji splyvavé kotfeny. Azolla zije v symbidze se sinici Anabaena azollae,
ktera je ukrytd v listech kapradiny (Lhotsky, 2015). Sinice je schopna fixovat dusik,
ktery ziskavd ze vzduchu a vytvafi amonné ionty pomoci specializovanych bunék
heterocyst. Tyto ionty uz muize vyuzit samotna kapradina. Symbidza je tedy vyhodna
pro oba organismy, kdy sinice ziskava vhodné misto pro sviij vyvoj a kapradina dostava
pravidelny ptisun dusiku. Azolla je jednou z nejrychleji rostoucich kapradin a je tedy
vyznamna diky své schopnosti pohlcovat znecCist'ujici latky z ovzdusi. Genom Azolly, o

velikosti pouze 0,75 Giga parta bazi (Gb) (Obermayer et al., 2002), je relativné velmi

10



maly v porovnani s ostatnimi kapradinami, zndmymi pro sviij mohutny genom, jako
naptiklad az 148Gb (Hidalgo et al., 2017). Nejmensi zaznamenany genom se vyskytuje
u sesterského rodu Azolla, v zastupce Salvinia cucullata, ktery ma velikost pouze

0,26Gb (Liet al., 2018).

Obr. 9 Azolla filiculoides. Ptevzato z Li et al. (2018.)

2.4 Aldehyddehydrogenasy
Nadrodina aldehyddehydrogenas (ALDH) je rozmanita skupina prokaryotickych 1

eukaryotickych enzymi, které se podileji na metabolismu aldehydd za pomoci NAD®
nebo NADP" jako kofaktord. V rostlinach se vyskytuje pravé 14 riiznych rodin téchto
enzymu, a to: ALDH2, ALDH3, ALDHS, ALDH6, ALDH7, ALDHI10, ALDHI11,
ALDHI12, ALDHI18, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH24. Zastoupeni
rodin ALDH se li$i u kazdé rostliny, ptfiCemz pievazuje trend, ze u komplexngjSich
rostlin se vyskytuje vEétSi mnozstvi genli. Neékteré rodiny, specificky ALDHIO,
ALDHI12, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH?24, jsou typické pouze pro
rostliny. Ostatni rodiny pak maji zndmé zivo€isné orthology. Pfedpoklada se, ze rodiny
ALDH21, ALDH23 a ALDH24 jsou specifické pro nizs§i rostliny, naopak rodina
ALDH22 se ptevazné vyskytuje az u vySSich rostlinach (Brocker et al., 2013).

2.4.1 Nomenklatura Aldehyddehydrogenas

Nomenklatura neboli systém zatazeni a pojmenovani, nadrodiny ALDH vznikla
vroce 1999 (Vasiliou et al. 1999) a tidi se pravidly Human Gene Nomenclature.
Vsechny sekvence jsou pojmenovany stejnym zdkladem ,,ALDH*, nasledovanym ¢islici
oznacujici pfislusnost do jednotlivych rodin. Toto oznafeni je pak nasledovano
pismenem abecedy, znalicim podrodinu a ptfipadné dalSim Ccislem oznacujicim

jednotlivé geny v dané podrodin€. Roziazeni ALDH se fidi pomoci parového porovnani
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sekvenci aminokyselin. Sekvence, které maji vzajemnou podobnost 40 % a vice, fadime
do stejné rodiny. Pokud je podobnost sekvenci vyssi nez 60 % tadi se také do stejné

podrodiny (Brocker et al., 2013).

2.4.2 Rodina ALDH2

Jedna se o skupinu mitochondrialnich a cytosolickych enzymi s pomérné vysokou
substratovou specificitou. Tyto enzymy jsou aktivni jako homotetramery (Marchitti et
al. 2008). ALDH2 v rostlindich metabolizuji acetaldehyd vytvafeny pii fermentaci
ethanolu. Nasledn€ se touto reakci vytvaii acetat, ktery se vyuziva pii syntéze
koenzymu A pomoci acetyl-CoAsynthasy, tento proces také nazyvame
,pyruvatdehydrogenasovou drahou* (op den Camp and Kuhlemeier 1997; Wei et al.
2009). V Arabidopsis k této reakci ptispiva hlavné ALDH2B4 (Wei et al., 2009). Dalsi
studie také naznacuji, Ze gen ALDH2C4 ma vliv na biosyntézu kyseliny ferulové a

sinapové, které zvySuji pevnost bunécnych stén (Grabber et al. 2000; Nair et al. 2004).

0
o I
| |
o)
o)
| . I -
o 7~
) HO
/4
HO O
acetaldehyd benzaldehyd coniferaldehyd sinapaldehyd
H,0 NAD*
ALDH2
H* NADH 0]
o)
OH
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_./< OH -
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HO
- - = O
kyselina octova  yyselina benzoova  kyselina ferulova by
¢ Kyselina sinapova

AcetylCoA

Obr. 10 Reakce katalyzované pomoci ALDH2. Acetaldehyd se pfeménuje na kyselinu
octovou, ta se pak vyuziva k pfipravé AcetylCoA, benzaldehyd na benzoovou kyselinu,
koniferaldehyd na kyselinu ferulovou, sinapaldehyd na kyselinu sinapovou. Upraveno dle
Koncitikova et al. (2015).
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2.4.3 Rodina ALDH3

Tato rodina enzyml se miize v rostlinach vyskytovat v rozlicnych organelach,
naptiklad v cytosolu, chloroplastu nebo v mitochondriich (Kirch et al. 2004; Jimenez-
Lopez et al. 2010; Stiti et al. 2011). Exprese vétSiny genu z této rodiny je regulovana
kyselinou abscisovou, reagujici na stresové podminky. Tuto rodinu muzeme dale
rozdélit na Sest podrodin ALDH3E, 3F, 3H, 31, 3] a 3K. V Arabidopsis thaliana se
vyskytuji tf1 podrodiny (31, 3H a 3F), kdy mizeme vidét, ze ALDH3I1 naptiklad se
vyskytuje prevazné v listech a svou expresi odpovida na stresové podminky jako
dehydratace, pesticidy, t¢Zké kovy, nebo zvySena salinita, stejné¢ jako ALDH3H1 (Kirch
et al. 2001; Stiti et al. 2011; Sunkar et al. 2003). AvSak ALDH3F1 nereaguje na
stresové podminky vibec jako zbylé dvé podrodiny. Na zékladé téchto zjisténi
v Arabidopsis thaliana bylo vydedukovano, Ze se tato rodina vyvinula nasledkem

specializace urCitych tkéani a organel (Kirch et al. 2004).

2.4.4 Rodina ALDHS5
Rodina ALDHS5 ptedstavuje sukcindtsemialdehyddehydrogenasy (SSALDH),

které katalyzuji pfeménu sukcinidt semialdehydu (SSAL) na sukcinat beéhem
katabolismu y-aminobutyratu (GABA). U savci hraje GABA dilezitou roli jako
neurotransmiter. V rostlinach pomaha pii opylovani, odpuzovani bylozravcl nebo pii
oxidativnim stresu (Fait et al. 2008; Palanivelu et al. 2003). Pro tuto rodinu se
ptedpoklada, Ze se jedna ptevazné o mitochondridlni enzymy (Bouche et al. 2003; Gao
and Han 2009). Mutace ALDHS pak mohou zpusobit nadprodukci meziprodukta
reaktivniho kysliku a bunénou smrt nasledkem svételného i tepelného stresu (Bouche

et al. 2003).

NADH
NAD* OH
O
WO ONO
OH ALDHS5 OH
SSAL H,O H" kyselina jantarova
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Obr. 11 Reakce sukcinatsemialdehyddehydrogenasy (ALDHS), vyuzivajici NAD" jako
koenzym, pfi niz vznika kyselina jantarova. Upraveno dle Kopecna et al. (2015).

2.4.5 Rodina ALDH6

Rodina ALDH6 je skupina enzymt, také zvanych
methylmalonylsemialdehyddehydrogenasy. Usnadiiuji reakce probihajici b&hem
katabolismu valinu a pyrimidinu. Je to jedind rodina ALDH, ktera pfi svych reakcich
uzivd koenzym A jako kofaktor, jelikoZz katalyzuji koenzym A-dependentni reakci
pfemény MMS na propionyl CoA. Mimo to jsou enzymy ALDH6 schopné takeé
metabolizovat malonatsemialdehyd na acetyl-CoA (Marchitti et al. 2008). Je vSak

zapotiebi vice studii, jelikoz piesna funkce této rodiny stéle jesté neni znama.

2.4.6 Rodina ALDH?7

Enzymy rodiny ALDH7 nazyvame A!-piperidin-6-karboxylatdehydrogenasy
(P6CDH), a-aminoadipatsemialdehyddehydrogenasy nebo antiquitiny. Tato ALDH
rodina je znacn€ konzervovana. Jelikoz je mira podobnosti i mezi ALDH7 z evolu¢né
velmi vzdalenymi druhy velmi vysokad, je znacné pravdépodobné, Ze 1 jejich funkce je
vyznamna pro funkci bunky. Naptiklad lidskd ALDH7A sdili asi 60% identitu
s rostlinnymi zastupci z podrodiny ALDH7B. Také bylo zjisténo, ze ALDH7 z kukufice
(Zea mays) preferuje substrat a-aminoadipat semialdehyd, stejné jako lidska ALDH7A
(Koncitikova et al., 2015).

Genova exprese téchto rostlinnych enzyml odpovidd nejspiSe na stresové
podminky, stejné¢ jako je tomu napiiklad u ALDH3. Napiiklad zvySena exprese
ALDH7B je dtsledkem stresovych podminek jako je dehydratace, ultrafialové zateni,
salinita nebo nizka ¢i ptili§ vysoka teplota (Kotchoni et al. 2006; Rodrigues et al. 2006).
Specifickd funkce ALDH7B je naptiklad v ryzi, kde dilezitd pro dozravani semen.
Rekombinantni ALDH7B byla také schopna metabolizovat MDA, acetaldehyd nebo
glyceraldehyd (Shin et al., 2009). Rozdiln4a je lokalizace téchto enzymi, zatimco u
rostlin se vyskytuji pouze v cytosolu, u savcu byly nalezeny taktéz v mitochondriich

(Wong et al., 2010).
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Obr. 12 Oxidace a-aminoadipat semialdehydu na a-aminoadipovou kyselinu pomoci
ALDH?7 s NAD" koenzymem. Upraveno dle Konéitikové et al. (2015).

2.4.7 Rodina ALDH10

Rodina ALDHI10 obsahuje enzymy znamé jako aminoaldehyddehydrogenasy
(AMADH), 4-aminobutyraldehyddehydrogenasy, 4-
guanidinobutyraldehyddehydrogenasy nebo také betainaldehyddehydrogenasy (BADH).
Tyto enzymy hraji dileZitou roli pfi katabolismu polyamint, kdy deaktivuji reaktivni -
aminoaldehydy jako 3-aminopropionaldehyd (APAL) nebo 4-aminobutyraldehyd
(ABAL), které vznikaji pii oxidaci polyamin@i rostlinnymi aminooxidasami (Sebela et
al. 2000). ALDHI10 pfeménuji tyto aminoaldehydy na netoxické metabolity jako -
alanin a y-aminobutyrat (GABA). Déle ale také produkuji osmoprotektivni glycin betain
(GB) jako odpovéd’ na suché podminky. GB funguje jako vyznamny bunécny osmolyt,
ktery vyrovnavad osmotickou rovnovahu a také chaperon, kdy pomdha stabilizovat
strukturu a funkci proteinii (Allakhverdiev et al. 2008).

U savct se ALDHI10 nevyskytuji, jejich funkci pifevazné nahrazuji ALDH9, které
jsou povazovany za hlavni enzymy syntetizujici GB nebo y-butyrobetain (Brocker et al.

2010; Vaz et al. 2000; Koncitikova et al. 2019).
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Obr. 13 Piehled reakci oxidovanych ALDH10 (AMADH). APAL se pfeméni na B-alanin,
ABAL na GABA, ACAPAL na 3-acetamidopropionat, GBAL na 4-guanidinobutyrat,
TMABAL na y-butyrobetain, BAL na glycin betain a DMSPAL na DMSP. Upraveno dle
Kopec¢ny et al. (2013).

2.4.8 Rodina ALDH11

Genovd rodina ALDHI1 je reprezentovana pifevazné cytosolickymi
nefosforylujicimi glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasami (GAPN). Tyto katalyzuji
jednosmérnou na NADP" dependentni oxidaci GAP na 3-fosfoglycerat (3-PG) a
NADPH (Valverde et al. 1999). Tato reakce je pottebnd pro tzv. glykolyticky bypass,
coz je reakce specifickd pro fotosyntetizujici eukaryotické organismy, ktera dovoluje
pfeskoCit prvni fosforylacni krok glykolyzy na urovni substratu (Plaxton 1996;
Valverde et al. 1999). Tato reakce je mimo jin¢ také hlavnim zdrojem NADPH rostlin,

ta se pak vyuziva pii biosyntéze mannitolu (Gao a Loescher, 2000).
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Obr. 14 Preména glyceraldehyd-3-fosfatu na 3-fosfoglycerat. Nefosforylujici reakce za
pomoci ALDHI11.

2.4.9 Rodina ALDH12

Geny ALDHI2 predstavuji A-1-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasy nebo-li
NAD"-dependentni glutamat-y-semialdehyddehydrogenasy (GSALDH). Vyskytuji se
hojné¢ u Heterokont, zelenych tas Charophyta 1 Chlorophyta, taktéz u vSech
Embryophyt.  Tyto enzymy hraji dilezitou roli v procesu degradace prolinu nebo
argininu na glutamat, kdy nezvratné¢ pretvareji glutamat y-semialdehyd (GSAL) na
glutamat. Exprese téchto genti je snizena jako odpovéd na sucho ¢i zvySenou slanost,
nejspiSe z ditvodu zajiSténi spravné hladiny prolinu. Tato rodina ma velmi nizkou
podobnost k zivo¢isSnym ¢i bakteridlnim GSALDH, které se fadi do rodiny ALDH4.
Pfesto jsou tyto dvé rodiny stdle nejptibuznéj$i v ALDH nadroding, jelikoZ 1 jejich
krystalicka struktura je viceméné stejna, coz zna¢i funkéni podobnost. Fylogeneticka
analyza naznacuje, Ze z ALDH4 vznikly ALDHI2 jesté pted vznikem zelenych fas nebo

piechodem rostlin na sou$ (Korasick et al. 2019).
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Obr. 15 Oxidace GSAL na glutamiat za pomoci NAD" jako kofaktoru. Tato reakce je
soucasti reakce degradace prolinu ¢i argininu v rostlinach. Tato reakce milze byt
zprostiedkovana také ALDH4 v jinych druzich. Upraveno dle Korasick et al. (2019).

2.4.10 Rodina ALDH18

Rodina ALDHI18 obsahuje enzymy A-1-pyrrolin-5-karboxylatsynthasy (P5CS).
Tyto enzymy jsou bifunkéni proteiny, které obsahuji N-koncovou kindsovou doménu a
C-koncovou aldehyddehydrogenasovou doménu. U savci ALDHI18A1 usnadiiuje na
ATP a NADPH dependentni pfeménu glutamatu na prolin-5-karboxylat (P5C), ten je
pak pfeménén na ornitin a uzit pro syntézu prolinu a argininu (Marchitti et al. 2008). U
vétSiny rostlin se zvySuje mnozstvi ALDH18 pfi nedostatku vody, jelikoZ prolin stejné
jako betain funguje jako osmolyt a dokaze vyrovnavat osmotickou rovnovahu

v organismu (Yoshiba et al. 1997).

o o ALDH18 (P5CS)
) i , N\ O
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' \J
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glutamat prolin-5-karboxilat (P5C)

Obr. 16 Reakce katalyzovana ALDH18 u savci. Preména glutamatu na prolin-5-karboxylat
(P5C).

2.4.11 Rodina ALDH21

Tato rodina ALDH obsahuje geny specifické pro nizsi rostliny, to znac¢i zelené
fasy, Bryophyta ¢i kapradiny, nebyly vSak identifikovany v kvetoucich rostlinach.
Exprese genti je zvySena pii dehydrataci. Zastupcem nalezenym v mechu
Physcomitrella patens je tetramerni NADP-dependentni
sukcinatsemialdehyddehydrogenasa (SSALDH), kterd oxiduje v cytosolu sukcinat
semialdehyd na sukcinat. Tato reakce je vyznamna pro dréhu y-aminomdselné kyseliny.
Rodina ALDH21 silné preferuje substrat SSAL spole¢né s NADP" jako koenzymem,
jelikoz NAD" je pro ni velmi Spatny koenzym s aktivitou pouze asi 3% na rozdil od

ALDHS.
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Nejptibuznéjsi rodinou ADLH z funkéniho hlediska je tedy rodina ALDHS. Bylo
zjisténo, ze mechy, ale nejspiSe i1 zelené fasy ¢i kapradiny, které obsahuji ob¢ tyto
rodiny, jsou schopné oxidovat SSAL na sukcinidt nejen v mitochondriich ale 1

v cytosolu, na rozdil od vyssich rostlin (Kopecna et al., 2017).

NADPH
NADP* OH
@) L)
OH ALDH21 OH
SSAL HO H* kyselina jantarova

Obr. 17 Reakce sukcinatsemialdehyddehydrogenasy (ALDH21), vyuZivajici NADP" jako
koenzym, pfi niZ vznika kyselina jantarova. Upraveno dle Kopecna et al. (2015).

2.4.12 Rodina ALDH?22

Rodina ALDH22 byla identifikovdna teprve nedavno a neni o ni ptili§ znamo.
Bylo zjisténo, ze ALDH22A1 ptitomna v kukutici Zea mays, se vyskytuje pfevazné na
plastidech a reaguje zvySenim exprese, na mnoho stresovych podminek jako
dehydratace nebo zvySena salinita (Huang et al. 2008). Toto zvySené mnoZstvi

ALDH22 pak zvySuje odolnost vii¢i témto stresovym podminkam.

2.4.13 Rodina ALDH23 a ALDH24
Rodiny ALDH23 a ALDH24 byly objeveny teprve nedavno, a tedy jejich vyznam

a funkce v rostlinach je doposud neznama. Bylo vS§ak zaznamenano, Ze tyto rodiny jsou
fylogeneticky  ptibuzné, jelikoz naptiklad sekvence = ALDH24  nalezena
v Chlamydomonas reinhardtii sdili ptiblizné¢ 30 % identitu se sekvencemi nékterych
gentl z rodiny ALDH23. Sekvence rodiny ALDH23 byly identifikovany doposud pouze
v nizSich rostlinaich jako naptiklad mech Physcomitrella patens nebo plavuné

Selaginella moellendorffii (Brocker et al., 2013).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

Jako sekvence pro hleddni podobnosti jsme zvolili zaznamy ALDH sekvenci
publikované v Brocker et al. (2013), zaznamenané ve databdzi Phytozome, pfedevSim
ALDH rodiny z kukutice (Zea mays):

ALDH2B2 - GRMZM2G058675, ALDH2BS5 - GRMZM2G125268, ALDH2C1

GRMZM2G071021, ALDH2C2 - GRMZM2G097706, ALDH3EI -
GRMZM2G169458, ALDH3E?2 - GRMZM2G155502, ALDH3H1 -
GRMZM2G103546, ALDH3H2 - GRMZM2G060800, ALDH3H3 -
GRMZM2G118800, ALDHSF2 - GRMZM2G119482, ALDH6BI1 -
GRMZM2G001898, ALDH7B6 - GRMZM2G130440, ALDHI0AS -

GRMZM2G135470, ALDHI10A8
GRMZM2GO016189,  ALDHI12A1
GRMZM2G135341.

Déle sekvence z mechu (Physcomitrella patens): ALDH2B1 - Ppls93 81V,
ALDH2B2 - Ppl1s496 1V6, ALDH3HI1 - Ppls71 128V6, ALDH3H2 - Ppls272 3V6,
ALDH3K1 - Ppls26 253V6, ALDH3K2 - Ppls90 226V6, ALDH3K3 -
Ppls124 90V6, ALDHSF1 - Ppls6 180V6, ALDHSF2 - Ppls279 72V6, ALDH6BI -
Ppl1s27 198V6, ALDH7B4 - Ppls237 29V6, ALDHIOAl - Ppls23 38V6,
ALDHI11A1 - Ppls73 32V6, ALDHI11A2 - Pplsl6 156V6, ALDHI1A3 -
Ppls10 228V6, ALDHI1A4 - Pplsd44d 64V6, ALDHI2A1 - Pplsd4l 177V6,
ALDHI18B1 - Ppls22 40V6, ALDH21Al1 - Pplslll _161V6, ALDH23A1 -
Ppls18 148Veé.

Déle sekvence z husenicku (Arabidopsis thaliana): ALDH2B4 - AT3G48000,
ALDH2B7 - AT1G23800, ALDH2C4 - AT3G24503, ALDH3F1 - AT4G36250,
ALDH3H1 - ATI1G44170, ALDH3I1 - AT4G34240, ALDHSF1 - AT1G79440,
ALDH6B2 - AT2G14170, ALDH7B4 - AT1G54100, ALDHI0A8 - AT1G74920,
ALDHI10A9 - AT3G48170, ALDH11A3 - AT2G24270, ALDH12A1 - AT5G62530,
ALDH22A1 - AT3G66658.

GRMZM2GO013214, ALDHI10A9 -
GRMZM2G090087,  ALDH22A1 -

Ty jsem poté vyuzil pro hledani podobnych sekvenci ve zkoumanych genomech
Klebsormidium nitens, Coccomyxa subellipsoidea, Azolla filiculoides a Chromochloris

zofingerensis.
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Oficidlni stranka projektu Klebsormidium nitens:

http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae _genome project/klebsormidium

/ (release: 171026)

Coccomyxa subellipsoidea phytozome databaze:

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal. html#!info?alias=Org_CsubellipsoideaC_169

Azolla filiculoides, stranka projektu FernBase, software Blast:
https://www.fernbase.org/tools/blast?db_id=34

Chromochloris zofingerensis Phytozome databaze:

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal. html#!info?alias=Org_Czofingiensis_er

3.2 Metody

3.2.1 BLAST
Pro hledani gent ALDH ve zkoumanych rostlindch byl pouzit software BLAST,

pievazné jeho verze blastp (protein-protein blast) a thlastn (protein-translated
nucleotide blast). Software jsem uzZival skrze webové stranky NCBI, Phytozome nebo
samotn¢ stranky jednotlivych projekti sekvenovanych genomt jako Plantmorfogenesis
nebo Fernbase. Program BLAST piijima sekvence ve formatu FASTA, kdy je mozné
zadavat jednotlivé sekvence ru¢né, nebo rovnou cely soubor sekvenci. Nasledné se zvoli

databaze, skrze kterou chceme vyhledavat a software se spusti.
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Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &

1 ) From
To
Or, upload file Vybrat soubor |Soubor nevybran 2) (%)
Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search &

Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database Non-redundant protein sequences (nr) v e 3)
Organism T
Optional exclude 4)
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude Models (XM/XP) -~ Non-redundant RefSeq proteins (WP) '/ Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Entrez Query T Create custom database
Optional Youlil -

Enter an Entrez query to limit search &

Program Selection

Algorithm Quick BLASTP (Accelerated protein-protein BLAST)
® blastp (protein-protein BLAST)
PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST) 5)
PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &

BLAST Search database Non-redundant protein sequences (nr) using Blastp (protein-protein BLAST)

Show results in a new window

Obr. 18 Interface programu BLAST (specificky verze blastp) na webu NCBI. Vzhled se
miize li§it na jednotlivych webovych strankach, princip je vSak vzdy stejny. Program piijima
jednotlivé sekvence ve formatu FASTA (1) nebo lze nahrat i cely soubor sekvenci (2). Nasledné
si miizeme zvolit typ databaze (3) (v tomto ptipadé rtizné typy proteinovych databazi). Zvolime
organismus, jehoz sekvence chceme prohledavat (4). Nakonec muzeme jeSté upfesnit verzi
programu BLAST kterou chceme vyuzit (5).

3.2.1.1 Algoritmus BLAST

Basic Local Alignment Search Tool neboli BLAST je algoritmus pouzivany pro
srovnavani neboli alignment sekvenci nukleotidi nebo aminokyselin z proteint.
Umoziuje tedy srovnani zaddvané sekvence vici urcité databazi zndmych sekvenci a
zjisténi podobnosti téchto sekvenci. Program BLAST byl navrzen vUSA a
spolupracovali na ném Stephen Altschul, Warren Gish, Webb Miller, Eugene Myers, a
David J. Lipman z NIH (National Institutes of Health). Publikovali jej v Journal of
Molecular Biology roku 1990 (Altschul et al., 1990).

3.2.1.2 Princip algoritmu
Pro pribéh BLASTu je tedy potfeba hledand sekvence ve formatu FASTA a
cilovd sekvence nebo databidze ve které hledame. Program pak hledd subsekvence

v databazi, které jsou podobné ¢astem dotazované sekvence. BLAST hleda high-scoring
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segment pary (HSP), pomoci heuristickych algoritmii podobnych Smith-Watermanovu
algoritmu, ktery je sice presnéjsi, ale z divodu své rychlosti nevhodny pro prohledavani
vétSich databazi (Mount, D. W., 2004).

Samotny algoritmus pak probihd v nékolika krocich. Nejprve se ze zadané
sekvence odstrani tzv. ,Jow-complexity regions* a repetice, které by mohli zpomalovat
proces algoritmu a ovlivnit jeho ptesnost pii vyhledavani v databazi. Nasledné se
zadana sekvence rozdé€li na k-prvkové podsekvence, obvykle se jedna o 3-prvkové
sekvence pro proteiny nebo 11-prvkové nukleotidové sekvence, které jsou hledany
v databazi. Podobnost se sekvencemi v databazi se uruje pomoci substitu¢nich matic,
jejichz typy mohou byt IUPAC (identity matrix), ktera se vyuziva pro nukleové
kyseliny, shody maji kladnou konstantni hodnotu, neshody zapornou ¢i nulovou. Pro
proteiny se pak vyuzivaji PAM nebo BLOSUM. Nejlépe hodnocené useky sekvence
pak nazyvame high-scoring pary. Alignment sekvenci, se svou substituéni matici, je
dale rozsifovan, dokud se zvySuje celkovy soucet skore high-scoring pard. Jakmile se

zvySovat piestane, algoritmus konci. (Xiong, J., 2006)

Matice PAM (,,Point Accepted Mutation*)

Tato matice je historicky nejstarS$i matici pro proteiny vytvofena tymem Margaret
Dayhoff vroce 1978, zohlediiuje velmi malé mnozstvi evolu¢nich piedpokladii, byla
vypocitana u piibuznych proteini. PAMI1 byla naptiklad vytvofena pro proteiny
s identitou vétsi nez 85% a je zdkladem pro tvorbu dalSich matic. V soucasnosti se

nejvice vyuzivaji matice PAM30, PAM70 nebo PAM250 (Dayhoff et al., 1978).

Matice BLOSUM (,,BLOcks SUbstitution Matrix‘)

Empirickd matice vytvofena na zdklad€¢ lokalniho pfifazeni konzervativnich
domén v méné piibuznych sekvencich. Na rozdil od matice PAM pracuje I€pe
s evoluéné se lidicimi sekvencemi. Cim vys$si je &islo matice, tim vy$§i byl podil
konzervativnich domén v porovnavanych sekvencich. Algoritmus BLAST vyuziva

matici BLOSUMG62. (Henikoff a Henikoff, 1992)
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Matrix made by matklas from blosum&2.iij

* column uszes minimum score

BLOSUM Clustered Scoring Matrix in 1/2 Bit Units

Elocks Database = /data/blocks 5.0/blocks.dat

Cluster Percentage: >= &2

Entropy = 0.697%, Expected = -0.320%

A R N D C @ E G H I L KM F P 8 T W ¥ ¥V B & X ¥

HoH o

L 4-1-2-2 0-1-1 0-2-1-1-1-1-2-1 1 0-3-2 0-2-1 0 -4
R-1 5 0-2-3 1 0-2 0-3-2 2-1-3-2-1-1-3-2-3-1 0-1-4
-2 ¢ & 1 -3 0 0 0 1-3-3 0-2-3-2 1 0-4-2-3 3 0-1-4
D-2-2 1 -3 0 2-1-1-3-4-1-3-3-1 0-1-4-3-3 4 1-1 -4
c -3 -3-3 -3 4-3-3-1-1-3-1-2-3-1-1-2-2-1-3-3-2 -4
-1 1 o 0-3 5 2-2 0-3-2 1 0-3-1 0-1-2-1-2 0 3-1-4
E-1 ¢ 0 2 -4 2 5-2 0-3-3 1-2-3-1 0-1-3-2-2 1 4-1 -4
c 0-2 0-1-3-2-2 €-2-4-4-2-3-3-2 0-2-2-3-3-1-2-1-4
H-2 ¢ 1-1-3 0 0-2 8-3-3-1-2-1-2-1-2-2 2-3 0 0-1-4

rI-1-3-3-3-1-3-3-4-3 4 2-3 1 0-3-2-1-3-1 3-3-3-1-4
L -1-2-3-4-1-2-3-4-3 2 4-2 2 0-3-2-1-2-1 1-4-3 -1 -4
K-1 2 0¢0-1-3 1 1-2-1-3-2 5-1-3-1 0-1-3-2-2 0 1-1-4
M-1-1-2-3-1 ¢0-2-3-2 1 2-1 5 0-2-1-1-1-1 1-3-1-1-4
F-2-3-3-3-2-3-3-3-1 0 0-3 0 €-4-2-2 1 3-1-3-3-1-4
FP-1-2-2-1-3-1-1-2-2-3-3-1-2-4 7-1-1-4-3-2-2-1-2 -4
s 1-1 1 ¢-1 0 & 0-1-2-2 0-1-2-1 4 1-3-2-2 0 0 0-4
T -1 ¢ -1-1-1-1-2-2-1-1-1-1-2-1 1 53-2-2 0-1-1 0 -4
W-3-3 -4 -4 -2-2-3-2-2-3-2-3-1 1-4-3-211 2-3-4-3 -2 -4
¥ -2-2-2-3i-2-1-2-3 2-1-1-2-1 3-3-2-2 2 7-1-3-2-1-4
v ¢-3-3-3-1-2-2-3-3 3 1-2 1-1-2-2 0-3-1 4-3-2-1-4
BE-2-1 3 4-3 0 1-1 0-3 -4 0-3-3-2 0-1-4-3-3 4 1-1-4
z-1 ¢ 0 1 -3 3 4-2 0-3-3 1-1-3-1 0-1-3-2-2 1 4 -1 -4
x ¢0-1-1-1-2-1-1-1-1-1-1-1-1-1-2 O 0-2-1-1-1-1-1 -4
* -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 1

Obr. 19 Piiklad skorovaci matice BLOSUMG62. Jednotlivé baze jsou ohodnoceny vzhledem
k podobnosti a hodnota za mezeru (*) je -4.

3.2.1.3 Algoritmus FASTA a dynamické programovani

FASTA je podobny algoritmus jako BLAST, oba algoritmy uzivaji heuristické
ptistupy pro rychly alignment sekvenci, kdy hledaji kratké totozné nebo velmi podobné
useky dvou sekvenci. BLAST je ovSem casové efektivnéjsi diky hledani pouze high-
scoring segmentll, pfi¢emz presnost obou algoritmi je srovnatelnd. U téchto metod neni
zaruceno, zZe nalezneme vSechny homology sekvenci, av§ak jsou mnohem rychlejsi nez
algoritmy Needleman-Wunch nebo  Smith-Waterman, uZivajici dynamickeé
programovani (Xiong, J., 2006).

Algoritmus BLAST byl odvozen od algoritmi Needleman-Wunsch a Smith-
Waterman, které vyuzivaji dynamické programovani. Porovnavéa sekvence na lokélni

urovni, stejné jako Smith-Waterman algoritmus.

Needleman-Wunsch algoritmus

Algoritmus Needleman-Wunch porovnava sekvence na globalni trovni, tedy
vysledny alignment sekvenci je stejn¢ dlouhy jako nejdelSi ze zadanych sekvenci. Jeho
princip spociva ve vytvofeni tabulky, kdy na prvnim hornim tadku je zapsana prvni
sekvence o délce m, v podobé jednotlivych bazi a v prvnim levém sloupci je zapsana

24



druhd sekvence o délce n. Vytvoii se tedy tabulka o velikosti ((m+1) x (n+1)). Pro
zvoleni idealniho alignmentu sekvenci je uZito skorovaciho systému, ktery je nejcastéji
zaloZen na substituéni matici. Algoritmus také zaznamenava smér prochazeni tabulky.
Tabulka se vypliiuje podle vzorce:

max ((H(i-1; jy+d), (H(, j-1)+d), (H(-1, j-1) +M(, })))

To znamena, ze maximem je bud’ hodnota skére pole vlevo + hodnota vloZeni mezery
(inzerce), nebo skore pole nahotfe + hodnota vlozeni mezery (delece), nebo skore pole
vlevo nahoie + hodnota shody/neshody znaka dané pozice sekvenci (ptfislusné danému

poli v matici). Cesta priachodu matici se znac¢i Sipkami.

- |-l A& ]2 |[€ @] & | €

0 =4 -8 h-l2-m-16-=.20~*-24
g [ A 3L [P 8 Jesm—marraas
A | 8,071 ds=3ng* B "2 Jab
T |-12] 3Y[ 6 p2 2726 | -5
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Obr. 20 Tabulka ohodnoceni Needleman-Wunsch algoritmu pro fet¢zce ATCGAC a CATAC.
Cervenymi $ipkami je zna¢ené porovnani s nejvyssim skore.

Smith-Waterman algoritmus

Algoritmus Smith-Waterman je modifikaci algoritmu Needleman-Wunsch, kdy
porovnava sekvence na lokalni Grovni, tedy pracuje s celou sekvenci, ale vysledkem
muze byt alignment podsekvenci dané sekvence o riiznych délkach. Vstupem jsou dvé
sekvence, substitu¢ni matice a sank¢éni hodnota mezery. Lisi se od Needleman-Wunch
algoritmu pievazné tim, ze hodnota skore nikdy nebude zaporna. Nejdiive se sestavi
matice o velikosti ((m+1) x (n+1)). Ta se nasledné vyplituje podle vzorce:
max ((H(i-1; jy+d), (H(, j-11+d), (H(-1, j-1) +M(, j)), 0)
Tento vzorec funguje stejné jako u Needleman-Wunch algoritmu, pouze nezachazi do

zapornych hodnot.

25



.| -] aAa|lT1T|lclag]|al|a
- oo o] o] 0| 0] o0
clo o] o0o[s5f1]0]o0
Ao [®5 et | 1%¥2 "5 3
T | o 1V7100.6 1.2 | 1Y 2
Al o5y e 23 P72 l" s
clo| 1Y 2v[n+7-p3"Y 4

Obr. 21 Tabulka ohodnoceni Smith-Watermanova algoritmu pro fet¢zce ATCGAA a CATAC.
Cervenymi $ipkami je zna¢ené porovnani s nejvyssim skore.

3.2.1.4 Program BLAST

BLAST v podob¢ programu lze stdhnout pod nazvem ,blastall”, ten nasledné
funguje lokalné pomoci piikazového tadku nebo lze BLAST uZzivat na webovém
serveru NCBI (The National Center for Biotechnology Information), kde mize kdokoliv
prohledavat databazi se sekvencemi vétSiny osekvenovanych organismi. Jelikoz je
BLAST open-source, bylo vyvinuto mnoho modifikaci pavodniho programu. Tyto

verze se navzajem lisi at’ uz v typu porovnavanych dat nebo zptisobem srovnavani.

Nukleotid-nukleotid BLAST (blastn) — Verze programu, ktera bere jako vstup
sekvenci DNA a prohledava databazi nukleotidovych sekvenci DNA.

Protein-protein BLAST (blastp) — Verze programu, kde vstupem je proteinova

sekvence a hleda se nejpodobnéjsi v dané proteinové databazi.

Position-Specific Iterative BLAST (PSI-BLAST, blastpgp) — Verze programu
vyuzivana k hleddni vzdalené piibuznych proteini. Nejdiive nalezne blizce ptibuzné
proteiny, z nich se nadsledné vytvofi profilova sekvence, ktera obsahuje vyzna¢né znaky
téchto sekvenci. Za pomoci profilové sekvence se prohledava databaze a nalezne se opét
velké mnozstvi sekvenci protein. Z nalezenych sekvenci se vytvoii opét jedna
profilova sekvence a proces se opakuje. PSI-BLAST je ptfesnéjSi nez ostatni verze
BLAST, jelikoz identifikuje 1 znaéné vzdalené evolu¢ni vztahy jednotlivych pfibuznych

proteind.
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Nucleotide 6-frame translation-protein (blastx) — Verze BLAST, ktera
porovnava abstraktni transla¢ni produkty Sesti Ctecich ramcti zadané nukleotidoveé

sekvence oproti proteinové databazi.

Nucleotide 6-frame translation-nucleotide 6-frame translation (tblastx) —
Verze programu, kterd porovnava Sest ¢tecich ramcl dotazované nukleotidové sekvence
vici Sesti ¢tecim rameiim sekvenci v zadané nukleotidové databazi. Takto je algoritmus

schopen nalézt vzdalené vztahy mezi sekvencemi za cenu rychlosti prohledavani.

Protein-nucleotide 6-frame translation (tblastn) — Verze programu ktera
porovnava proteinovou sekvenci vici nukleotidové databazi v Sesti Ctecich ramcich

sekvenci této databaze.

3.2.1.5 Vyuziti BLASTu

BLAST je vyznamny pro mnoho procesll, vyuziva se naptiklad pfi identifikaci
druhi, kdy pomoci BLASTu mizeme zjistit pravdépodobnost identity druhi nebo
nalézt druhy homologni, pokud pracujeme s DNA nezndmého druhu. Dale se vyuZiva
pi1 lokalizaci domén v sekvenci proteinu, stanoveni fylogeneze a vytvofeni
fylogenetickych stromt, ackoli fylogeneze zaloZena pouze na BLAST nemusi byt vzdy
pfesnd, nebo DNA mapovani, kdy v databdzi zndmého druhu hledame pozici urcitého

genu na chromozomu.

3.2.2 MUSCLE

Pro nalezené sekvence programem BLAST jsem pak provedl multiple alignment

pomoci softwaru MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Program opé&t

pfijimé sekvence ve formatu FASTA, zadané sekvence pak porovnava mezi sebou.
MUTltiple Sequence Comparison by Log-Expectation (MUSCLE) je software slouzici
k mnohocetnému porovnani sekvenci proteinli nebo nukleotidii. Tento algoritmus
publikoval poprvé Robert C. Edgar v roce 2004 v Nucleic Acids Research (Edgar R. C.,
2004).
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OUTPUT FORMAT: 3)
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STEP 3 - Submit your job
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|

Obr. 19 Interface programu MUSCLE. Je mozné zadat sekvence jednotlivé ve formatu
FASTA (1), nebo jako cely soubor (2). Zvoli se vystupni format (3) a spusti se algoritmus.

Samotny algoritmus funguje ve tfech etapach. Nejdiive se vytvori konceptudlni
multiple alignment, ktery neni velmi piesny, to je vSak kompenzovéano rychlosti jeho
vytvoreni. Nasledné se vyuZzije Kimurova dvouparametrova vzdalenost, kterd opravuje
porovnani, kdy bere v potaz transitni a transverzni substituci purinu. Zptesni se odhad
konceptualniho alignmentu a vznikne novy multiple alignment. Posledni faze algoritmu
jesté vice zptesni alignment vznikly v druhé etapé za cenu zvySené Casové slozitosti.
MUSCLE se Casto vyuziva misto znaméjSiho softwaru Clustal, jelikoz tvofi vétSinou
presnéjsi alignmenty a jeho proces je také rychlejsi (Edgar R. C., 2004). Jedna se o
globalni pfifazeni, sekvence by tedy mély byt piiblizné stejné¢ dlouhé a evolucné
ptibuzné.

Podobnym softwarem vyuzivanym pro multiple alignment je T-coffee, jehoz
hlavni vyhodou je naptiklad moZnost porovnavat spolecné proteinové i RNA sekvence a
je také rychlejsi a presnéj$i nez MUSCLE, pokud se nejedna o porovnavani piili§
evoluéné vzdalenych sekvenci (Notredame et al,, 2000). MAFFT je dal$i multiple
alignment software, ktery vyuziva pti svém algoritmu rychlou Furierovu transformaci
pro sefazeni sekvenci a je nejvyhodnéjs$i pii vyuziti pro velmi velky pocet
porovnavanych sekvenci (Katoh et al., 2002).

Vystupem programu MUSCLE je automaticky format CLUSTAL, podle
stejnojmenného programu, je téZ oznacovany jako ,,interleaved®. Sekvence jsou zapsany

jako pftifazeni pod sebou a jejich nazvy maji pfesné¢ danou délku svych nazvi. Jako
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vystup mizeme zvolit i jiné formaty, jako jsou naptiklad FASTA nebo PHYLIP 3.2, na
rozdil od CLUSTAL jsou oznaCovany jako ,sequential“. Sekvence jsou zapsany
oddélené i s nové vzniklymi mezerami z ptitazeni. Pro dalsi praci se sekvencemi jsem

uzival format FASTA.

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

azALDH5-2  ----- MIRDRAARGTSAQGRGRSRRGSPLERKTATSRSLTFPCLVSWSGLTRPSRVSPRE
AZRIDHS -3 2 =  meeme et e e e e e e e R e s S e e e S i e e e i
k1ALDHSF ---MNVKQARIILGFRQLFCHRSAGATSIASQTSGARYRSSCVVPSNIQDVHSTLHSRCG
VVALDHS5F3 ~  ------- MAKFLFDYYFQYNFQNRP----- THLASWHYNSVMTYGSQLLFIVSEGFSRFG
azALDH5-1 MMMVFYSRRGWDFGLLVQKESACVPHPDLIHSSSFFLTAAAAAVPALNPSSTPPLSSSST
PPALDHSA = m - mmmmm e e e eeemm oo
PpALDHS5B =~ — - mmmmmmm oo ee e e o -
SMALDHS5F1 = mmmmm oo m e e e e -
VAV VH D L o e et e
OSALDH5 = = = === --memcmmmmmm e e MAMAMAMRRAAALGARHILAA
SbALDH5F1 = = === -mmmmmmmmmm e e e oo MAMAMMTLRRAVALGARHIPAV
ZmALDHS = mmmmmmmm oo MAMAMMAMRRAVALGARHIPAA
AtALDHS5F1 = —--mmmmmmmmm e MVIGAAARVAIGGCRKLIS
VVALDHS5F1 = =  —------mccmmmmcmmcccmmmemmemmmme e e e MGLLRSSCSALCH
PtALDH5F1 9  ------ccccccmcccccmc e cc e e m e e e MTLGRIALARIPATRCKIHSLFS
COALDH5G = =  =------mcmmmemmmememeeeemee e e e MAGLHRLSLTLSLHRQMMLTSIS----
chALDHS5F = = —---mmmmmmmmmmmme e MLAAAGAGHLLAAGTLVGSQHLLAH
azALDH5-2 = ------- RRGHKERPRIAPRPFEDRLRDHSDAQAEILDLGVVIEAVFRAFAALAGLLDAT
azALDH5-3 = = -------mememeeeeeeo QDFLIAVTRSKVFNRGIPMDIVKDASLFRE----AFYSDGA
k1ALDHSF SGGGGAGKRDLIGRFTQRTFHLTPTCQMALDSGSSNSVPKLKDPSLLKD----LGLIGGK
VVALDHS5F3 ~  ----------- FHNLLLICHFYRQNFLIQISMDPQSAIAQVKRAGLFRT----QGLIGGK
azALDH5-1 VMQASLSKLRTLHHASKAITTGFAQLRYLSTPSDEAVIHKIKEAGLLQS----KGLIGGK
PpALDH5A = =  ==--c-mmmmmmmmmmmmmmmmmeeeeeo MGFAQVGAMVQLKNMGLFKT----QGLINGE
PpALDH5B = =  =------c--mcmmmmcccmcmmmemceme oo MVQLNEAGLFKS----QGLIGDK
SmALDH5F1 = =  -------mememmmmmmeeeee- MATIASAGASQAVLDKINNAGLLRA----KGLISGE
VVALDHS5F2 = = == --mmmmmmmmmmmmccmmmeee e e MEAQSVITRFQNSGVFRT----QGLIGGK
OsALDHS = =—-------mmmme--- SSTSSSGVLLRRHMSVDAGAAMEKVRAAGLLRT - ---QGLIGGK
SbALDH5F1 ~  ----------------- AAASSRIVPLRHMSAGAGAAVEKIRAAGLLRT----QGLIAGK
ZmALDHS = ---mmmm-mmmeoo--- AASSFRVVSLRHMSADAGAAMEKIRAAGLLRT----QGLIAGQ
AtALDHSF1 = --------------- SHTSLLLVSSQCRQMSMDAQSVSEKLRSSGLLRT----QGLIGGK
VVALDHS5F1 ~  ------------ GPRTASVLRPSAVLTRQISMDTQNLVARLNSSGLLRS----QCLIGGK
PtALDH5F1 = = ----------- APHSSSSTNRTSPPLSRHMSMKSENLVSKLTSSGLLKT----QGLIDGK
cOALDH5G =  --------mm-oe--- RLQQFVGTQAFHVTA-AEELLNKVHDKDLVKT----LGFINGE
chALDHSF  ----------- ALRWGMRAASSAQPEPMEMRI-AEDLTSRVTDKDLLHT - ---CGFVGGK
azALDH5-2 ERGDFGGDQAGVDSDHAIFEFLGNPEDFRDVARVE -IGRQAELGVVGHGNDLFLGVELEQ
azALDH5-3 WHKG-GADVIQVT---------- NPATGKVIGTVPKATTEQTRAAIEAAHAAFPDWAARP

Obr. 20 Priklad vystupu formatu Clustal programu MUSCLE pro zde zkoumané ALDHS.
Jednotlivé sekvence maji pfedpony podle rostlin, ze kterych byly ziskany. Pouzité zkratky: az —
Azolla filiculoides , kI — Klebsormidium nitens , Vv — Vitis vinifrea (vinna réva), Pp —
Physcomitrella patens, sm — Selaginella moellendorffii, os — Oriza sativa (ryze), sb — Sorghum
bicolor (Cirok), At — Arabidopsis thaliana (huseni¢ek rolni), Pt — Populus trichocarpa (topol),
Zm — Zea mays (kukutice), co — coccomyxa subellipsoidea, ch — Chromochloris zofingiensis.
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>azALDH5-2

————— MIRDRAARGTSAQGRGRSRRGSPLERKTATSRSLTFPCLVSWSGLTRPSRVSPRE
------- RRGHKERPRIAPRPFEDRLRDHSDAQAEILDLGVVIEAVFRAFAALAGLLDAT
ERGDFGGDQAGVDSDHAIFEFLGNPEDFRDVARVE - IGRQAELGVVGHGNDLFLGVELEQ
RRDGAEGFLAGDLHLSGDAG---==-=======-=----------mmmmm oo o — - ED
GRLEEQAALRIRLAADRHSGALGHGIGDVFLDLVDGGAGDQRTGIDAGRKAVADLHRRHL
GGQLFGEGIIDAGLDIEAVGA----DAGLAVVTVFGDHRAFDGGIKIGVVKDDERRIAAQ
FQAELHDLVGALAHQDLADTGRAGKGQLADLVILGELLADRRRILRSDDVENAGGQAGAF
GQQRQRQRRQRCLGGGLGDHGAAGGHGRRELAGQHGVGEVPRGDRGDDADRL LDDDDALV
RLVAGNGVAIDALGFLAEPLDIGGAIEHLALGLGHRLAH--------------~ FHGQDG
-GEVIGIGDHQVVELAQHGGAFLAGL-----------~ LGPDFLRGVGG==~=~—=====
----------------------- IDGAGGLCAVHVGQRGDDSTIGRIGDIKGLAAVALGN
PFARDQRLVSSQRRVLELGQQSFGNRHGSGLRSAFAQCVFENIHRFGKHCILDGDRRQEA
DDIAIDAAGQEDQPLGQRLFAHLVGEIGIRGLGARNRLQALLEAVAERHGPFVEALFLDD
VEHGIAGSDADRVAAIGAAEAAGAGRIHDVGAAGDGSD--------=---=-----------

>azALDH5-3

------------------- QDFLIAVTRSKVFNRGIPMDIVKDASLFRE----AFYSDGA
WHKG-GADVIQVT---------- NPATGKVIGTVPKATTEQTRAAIEAAHAAFPDWAARP
AKERSATLRKW=~==ci= so= comaman sossmssmmmamas e sms sms s e e e EE
LIVENADDLGRLLTAEQ----- GKPFAEARGEI-LYGAAFFEWFAEDAKRISGET----I
PAPTRDKRMLVIRQPIGVCSAITPWNFPMAMIP----- RKAGPAIAAGCT------- MV-
------------------------------- VVTGAAGVVGEELVTNPLV----------
———————— RKITFTG-------STEVGRELMAKAAKTIKKVSLELGGNAPLIVFDD----
----- ASLETAVQGALASKFRNMG---QTCVCANRIYVQ-------------------DG
IYDAFVERFAEVVSAMKVGDGFEEGVL----------~ 0GP--LIDEAA--~~~~=~~=-
----------------------- VAKVEDHVRDAL - EGGARIVTG--GKRHAL - ----GG
TFYEPTVLADATQSMKIAREETFGP-------------- VAPIIRF------------ D
EKEVIRLANDTEFGLSAYFFTRDL--------=-------------- ARTWRVAEAL----

-EAGQMGINTGIT- - - -AFEGAPFGGVKQSGIGREGSHHGIDEYPSLESDIDEIGAEDSG
DLGPAGRDYVNALARGLEVIKVFTRFTPKMTLSEVSQATGMTRATVRRFLLTLAHEGYVE
ISAKHFSLRPKILELGFSALSSMDLWDVVQPVINDLSEKLGESCFSAVLDGDSVIYVARA
TPNRRVNVGISIGSRVPAHCVSTGRVLLAALPEEQLHQY

>k1ALDHSF
---MNVKQARIILGFRQLFCHRSAGATSIASQTSGARYRSSCVVPSNIQDVHSTLHSRCG
SGGGGAGKRDLIGRFTQRTFHLTPTCQMALDSGSSNSVPKLKDPSLLKD----LGLIGGK

WVGAHDGKTMPVH- - - - - - - - - - NPATGEVVAEVPLMGAQETAEAIAAADEAFQTWSKTT
AKHRSOQULKKW-~——~--=--c-—s--cron-mrmer— e ne s o oe - e —mm s YD
LMLANKEDLAVLMTVEQ----- GKPLAEARGEI-EYGASFVEWFAEEAKRMYGDV----I
PAARPDNRILVLKQPVGVIAAITPWNFPVAMAT - ---- RKLAPALAAGCT------- AVL

Obr. 21 Vystup programu MUSCLE ve formatu FASTA. Na rozdil od formatu Clustal jsou
vzdy zapsané celé sekvence postupné za sebou.
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3.2.3 Gblocks

Nasledné byly v programu Gblocks odstranény vétsi mezery a také useky s nizkou
podobnosti porovnavanych sekvenci, diky tomu mohla byt provedena piesnéjsi
fylogenetickd analyza. Tento program pfijima sekvence ve formatu FASTA. Webovy
interface je k dispozici na adrese:

http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks server.html

Gblocks Server

Paste an alignment in NBRF/PIR or FASTA format:

1)

Or upload an alignment file: 2)
Vybrat soubor | Soubor nevybran

Type of sequence:

DNA || Protein ‘® || Codons 3)

Options for a less stringent selection:
Allow smaller final blocks
Allow gap positions within the final blocks 4)
Allow less strict flanking positions

Options for a more stringent selection:
Do not allow many contiguous nonconserved positions

Get Blocks || Clear

The software and its accompanying documentation are provided as is, without guarantee of support or maintenance.

Obr. 22 Interface programu Gblocks. Je mozné zadat sekvence jednotlivé ve formatu FASTA
(1), nebo jako cely soubor (2). Dale zvolime, o jaké sekvence se jedna (3). Nakonec se mizeme
jesté vybrat, zda chceme ponechat urCité mezery mezi sekvencemi nebo ticba méné piesné
porovnani, a tedy eliminovat pouze naprosto nepodobné ¢asti sekvenci (4).
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http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html

Gblocks 0.91b Results

Processed file: ALDHS-MUSCLE.fas

Number of sequences: 17

Alignment assumed to be: Protein

New number of positions: 367 (selected positions are underlined in blue)

azALDH5-2
azALDH5-3
k1ALDHSF
VVALDH5F3
azALDH5-1
PpALDHSA
PpALDHSB
SmALDHS5F1
VVALDHS5F2
OsALDH5
SbALDHSF1
ZmALDHS
AtALDH5F1
VVALDH5F1
PtALDHSF1
coALDH5G
chALDHSF

SKP
SKP
P
KP
GKP
P
GKP
P
GKP
GKP
GKP
GKP
P
P

azALDH5-2
azALDH5-3
k1ALDHSF

VVALDH5F3
azALDH5-1
PpALDHSA
PpALDHSB

SmALDHSF1
VVALDH5F2 /
OsALDHS5 GVVGAVARMNNFP LA
SbALDHSF1 GVVGAIRIUNFP

ZmALDHS GVVGAIRIUNFP

AtALDH5F1 GVVGAIREENNFP LA
VVALDH5F1 GVVGAIRIUNFP [ A
PtALDHSF1 GVVGAIRIUNFP

coALDH5G ( :
chALDHSF

azALDH5-2 FQAELHDLVGALAHQDLADTGRAGKGQLADL hLADRRRJR.DDlENAGGQAGAF
SANEEES sosocoscoccocccoscosssosoocoooo cverFllvTip M- - - - - -

Obr. 23 Vystup programu Gblocks. Modrymi ¢arami jsou oznaceny Casti sekvenci s nejvetsi
podobnosti, a tedy ty casti, které zistavaji ve vysledném souboru. Vysledny soubor programu
Gblocks je opét FASTA, obsahujici v§ak pouze ¢asti sekvenci s vyssi podobnosti.
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3.2.4 PhyML

Na zkracenych a upravenych sekvencich nakonec byla provedena fylogeneticka
analyza pomoci softwaru PhyML. Phylogenetic estimation using Maximum Likelihood
(PhyML) je software, ktery urCuje maximum likelihood fylogeneze na zakladé
alignmentu sekvenci nukleotidii nebo aminokyselin. Jako vstup pfijimd program pouze
sekvence ve formatu PHYLIP. Hlavni vyhodou tohoto softwaru je jeho velky vybér
substituénich modelli, od velmi rychlych metod az po pomalejsi, ale mnohonasobné
piesnéjSi metody. NejnovéjSim substitunim modelem je model LG, ktery je
momentalné taktéz nejvyuzivangj$i. Oproti starSim modelim jako je WAG nebo JTT

byla zjiSténa zvySena piesnost v 90 % porovnavanych sekvenci. (http://www.atgc-

montpellier. fr/models/index.php?model=Ilg)

Pro svou analyzu jsem vyuzival AIC (Akaike Information Criterion), ktery
automaticky vybere vhodny model pro zadané sekvence, na zaklad¢ urcité penalizacni
hodnoty, pro pocet parametrt, aby ztrata dat pii fylogenezi byla minimalni. Druhou
moznosti automatického vybéru substitu¢nich modelti je BIC (Bayesian Information
Criterion), ktery funguje na zna¢n¢ podobném principu jako AIC, pouze vyuziva vySsi
penaliza¢ni hodnoty. PhyML mimo jiné také vyuzivd dvou metod pro ohodnoceni
jednotlivych vétvi fylogenetickych stromli v daném statistickém rdmci, a to takzvany
bootstraping (obr. 25) nebo test priblizného poméru pravdépodobnosti (the approximate

likelihood ratio test).

33


http://www.atgc-montpellier.fr/models/index.php?model=lg

PhyML online execution
Sequences

(PHYLIP format)

Data Type

Selection criterion

Substitution model
Equilibrium frequencies

Transition / transversion ratio
(DNA models)

Proportion of invariable sites
Number of substitution rate categories

Gamma shape parameter

Starting tree(s)
Type of tree improvement

Number of random starting tree

Fast likelihood-based method 4)
Perform bootstrap

Name of your analysis
Your email

Please confirm your email

Obr. 24 Interface programu PhyML. Piijma soubory pouze ve formatu PHYLIP (1). Dale
zvolime, o jaké sekvence se jedna (DNA/Aminokyseliny) (2). Mizeme si vybrat rizné
substitu¢ni modely a nastavit si je podle nasich preferenci. Pro své sekvence jsem vSak vyuzival
pouze automaticky vybrany model dle AIC (3). Nakonec muZeme zvolit ohodnoceni
jednotlivych vétvi fylogenetickych stromd. Vyuzival jsem bootstraping o poc¢tu 100 bootstrapti.

4)

Input Data
Vybrat soubor | Soubor nevybréan 1)

Substitution Model
Automatic model selection by SMS

© AIC (Akaike Information Criterion)

Set by user
LG
Tree Searching
Vybrat soubor | Soubor nevybran
NNI v
Branch Support

Use aLRT or aBayes to save computing time

100

Execute & email results

90

Example (AA file)

File © f
(from Phylogenetic Handbook)

2) DNA

® Amino-Acids

BIC (Bayesian Information Criterion) 3)

model empirical

fixed estimated

fixed estimated

fixed estimated
File ® BIONJ
yes ® no

yes ® no

yes @ no

kralik

Clovék

ptak

Zaba

X ® X ®
o L o &L
i o TP . RN
FLSTL S > PSS s
W@t &S S NSEECAN O U
ryba 1 6| 00 00 O O ryba 110:0:0:01:0
zaba 1.0 1 0 0 O zaba 110:1110:01:0
ptak 1t 1|1 1[0 0 ptak 1111131131010
kralik A0 KRN ARl R Ed] B kralik 1Ti1 13143141
Covek 1 1 1 1 1 1 Glovek 1:i1 i1 :14+1141
pavouk 0 0 0 O 0 O pavouk 0:i0:0:i0:i0:%0
NN N
4l 4“03(‘0(:*‘09 &&F’@o’f\(\o” &
GHHT LS 5)
c}b}fa{}‘o‘mie'q\@\@g\ ‘0‘}»&\\\&\\@(}\4’7\‘(\@
ryba 000000 000000 91
Z4ba 000000 000001
ptak 00 01 1 1 011101 68
krdlik 111111 111111
Clovek 11111 1 194 A
pavouk 0 0 0 0 0 O 0./0..0.0.0:0 all
strom 1 strom 2

Obr. 25 Princip bootstrapingu. Jednotlivé sekvence z rostlin si miizeme predstavit jako
zivocCichy s uréitymi znaky (1). Jednotlivé znaky se pak rozdéli (2) a nasledné nahodné vytahuji
(3) a skladaji dohromady pro vytvoreni ,,pseudomatic® (tyto maji stejny pocet druhd a znakd,
nékteré znaky se vSak mohou opakovat) (4). Téchto matic, a tedy i stromil se vytvoii zadany
pocet (v nasem pripadé 100) a ve vysledném stromé je pak zaznamenano kolika procentualné

ryba

pavouk

byly jednotlivé znaky zastoupeny dohromady ve v§ech pseudomaticich (5).
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4 VYSLEDKY
4.1 Prehled nalezenych geni

Zkoumal jsem genomy ftas Klebsormidium nitens, Coccomyxa subellipsoidea,
Chromochloris zofingiensis a kapradiny Azolla filiculoides. Vysledkem je nalezeni 13
ALDH geni u tasy Klebsormidium nitens, 10 ALDH geni u tasy Coccomyxa
subellipsoidea a pouze 9 ALDH genti u Chromochloris zofingiensis, naopak u kapradiny
bylo nalezeno uz 26 ALDH genil. Potvrzuje se tedy predpokladany trend, ze ALDH

nadrodina expandovala s pfechodem rostlin z mofe na sous (viz Tab. 1).

Tab 1. Souhrnny pocet ALDH gent v Arabidopsis thaliana (huseni¢ek rolni), Zea mays
(kukutice setd), Physcomitrella patens (Cepenka odstala), Selaginella moellendorffii podle
(Brocker et al. 2013) a pocet ALDH v zastupcich Azolla filiculoides (Azola americka),
Klebsormidium nitens, Coccomyxa subellipsoidea, Chromochloris zofingiensis zkoumanych
v této bakalarské praci. Velikost genomu je udavana v mega parech bazi (Mb).

Druh Oddéleni Velikost Pocet Pocet genti
genomu chromozomu ALDH
(Mb)

Arabidopsis thaliana Krytosemenné 135 5 16
rostliny

Zea mays Krytosemenné 3000 10 22
rostliny

Physcomitrella patens Mechy 480 27 21

Selaginella moellendorffii Plavun¢ 100 27 24

Azolla filiculoides Kapradiny 750 22 26

Klebsormidium nitens Rasy 104 6 13
(Charophyta)

Coccomyxa subellipsoidea Rasy 49 20 10
(Charophyta)

Chromochloris zofingiensis Rasy 58 19 9
(Charophyta)

4.2 Geny ALDH pritomné v rase Klebsormidium nitens

V tase Klebsormidium nitens byly identifikovany vSechny rostlinné rodiny
ALDH, piicemz kazdd obsahovala pravé jednoho zéastupce. Vyjimkou byly rodiny
ALDH?2, kterd obsahovala dva geny a rodina ALDH24, ktera v této fase identifikovdna
nebyla.
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Tab. 2 Geny ALDH pritomné v iFase Klebsormidium nitens. Genom organismu byl
prohledavan skrze webovou databazi NCBI a web projektu Plantmorphogenesis. V tabulce
zaznaceny jsou ID jednotlivych proteind z t€chto databazi kddovanych pfislusnymi geny.

Rodina ALDH Nazev genu NCBI protein ID  Plantmorphogenesis Pocet
ID aminokyselin
Rodina 2 ALDH2BI1 GAQ84628.1 kfl00198 0100 vl1. 495
ALDH2F1 GAQ83917.1 kfl00168 0120 vl. 573
Rodina 3 ALDH3LI GAQ82469.1 kfl00112 0130 vl. 478
Rodina 5 ALDHSF1 GAQ91062.1 kfl00722 0010 vl1. 580
Rodina 6 ALDHG6BI GAQ92677.1 kfl01091_0010 vl1. 564
Rodina 7 ALDH7BI GAQ80312.1 kfl00051_0130 vl. 521
Rodina 10 ALDHI10A1 GAQ87015.1 kfl00325 0190 vl. 544
Rodina 11 ALDHI1A1 GAQ90687.1 kfl00674 0010 vl1. 497
Rodina 12 ALDHI2A1 GAQ87509.1 kfl00358 0030 vl. 535
Rodina 18 ALDHI18BI GAQ89957.1 kfl00582 0010 vl. 746
Rodina 21 ALDH21A1 GAQ88729.1 kfl00454 0140 vl. 575
Rodina 22 ALDH22A1 GAQ84711.1 kf100202_0060 v1. 621
Rodina 23 ALDH23A41 GAQ77842.1 kfl00004_0420 vl1. 496
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4.3 Geny ALDH pritomné v Fase Coccomyxa subellipsoidea

V tase Coccomyxa subellipsoidea byly identifikovany vSechny rostlinné rodiny
ALDH kromé rodin ALDH3, ALDH7 a rodin ALDH23 a ADLH24. VSechny nalezené
rodiny byly zastoupeny pravé jednim genem, vyjimkou byla rodina ALDH2, ktera

obsahovala pravé dva zastupce.

Tab. 4 ALDH geny piitomné v Fase Coccomyxa subellipsoidea, jejiz genom byl prohledan
skrze webovou databazi NCBI a web Phytozome, kde je mozZzné zjistit i pocet exontl. V tabulce
zaznaceny jsou ID jednotlivych proteini ztéchto databazi kddovanych prislusnymi geny.
Znaceni ,,-“ znamena chybgéjici sekvence.

Rodina ALDH  Nazev genu  NCBI protein ID Phytozome Pocet Pocet
ID exonii  aminokyselin
Rodina 2 ALDH2BI1 XP _005642981.1 31641 12 486
ALDH2B2  XP _005642984.1 54894 14 565
Rodina 5 ALDHSF1 XP_005651730.1 34715 12 537
Rodina 6 ALDHG6BI XP_005647038.1 29754 13 544
Rodina 10 ALDHI1041 XP_005645499.1 37718 8 498
Rodina 11 ALDHI141 XP_005650540.1 52649 15 496
Rodina 12 ALDHI241 XP_005643005.1 54900 11 542
Rodina 18 ALDHISE]I  XP_005645012.1 - - 778
Rodina 21 ALDH2141 XP_005644523.1 19137 10 500
Rodina 22 ALDH22B1  XP _005650418.1 12562 9 517
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4.4 Geny ALDH pritomné v kapradiné Azolla filiculoides

V kapradin€ Azolla filiculoides byly identifikovany vSechny rostlinné rodiny
ALDH, krom¢ rodin ALDH23 a ALDH?24.

Tab. 6 Geny ALDH piitomné v kapradiné Azolla filiculoides, jejiz genom byl prohledan
skrze webové rozhrani projektu Ferbase. V tabulce jsou zaznaCeny poCty nukleotidd i
aminokyselin po prepisu sekvence, jelikoz jsem vyuzival tblastn i blastp.

Rodina ALDH Nazev genu FernBase protein ID Pocet Pocet
nukleotidl aminokyselin
Rodina 2 ALDH2BI1 Azfi s0021.g015740 1533 510
ALDH?2B?2 Azfi s0083.g038897 1494 497
ALDH2C1 Azfi s0078.2038198 1398 465
ALDH2C?2 Azfi s0049.2030778 1407 468
ALDH2F1 Azfi s0002.g004343 1440 480
Rodina 3 ALDH3LI Azfi s0011.g012726 1557 518
ALDH3L?2 Azfi s0109.g045319 1374 457
ALDH3L3 Azfi s0587.2078563 1551 516
ALDH3L4 Azfi s0036.2025798 1278 425
ALDH3LS5 Azfi s0636.2080483 1722 573
Rodina 5 ALDHS5H]I Azfi s0033.2025123 2019 672
ALDH5H?2 Azfi s0002.g003146 2544 733
ALDH5H3 Azfi s0002.g003388 3168 636
Rodina 6 ALDH6B1 Azfi s0012.2012829 1704 567
ALDHG6C1 Azfi s0002.2003326 1728 576
Rodina 7 ALDH7BI1 Azfi s0068.2036288 1494 497
Rodina 10 ALDHI10A1 Azfi s0092.g043158 1395 464
Rodina 11 ALDHI1I1AI Azfi s0160.g054025 1641 546
ALDHI1A42 Azfi s0003.2007703 1377 458
ALDHII1A3 Azfi s0006.2010360 2835 644
Rodina 12 ALDHI2A1 Azfi s0027.g023626 1716 571
Rodina 18 ALDHI18BI Azfi s1111.g097729 2217 738
ALDHI8B2 Azfi s0157.g053821 2265 754
ALDHI18B3 Azfi s0022.g015914 2229 742
Rodina 21 ALDH2I1A1 Azfi s0412.g068547 3423 1140
Rodina 22 ALDH22A41 Azfi s0022.g016122 1101 366

Mnoho rodin obsahovalo velké mnozstvi ALDH geni. Rodiny ALDH2 a ALDH3
obsahovaly 5 zastupct, ALDHS, ALDHI11 a ALDH18 obsahovaly 3 zastupce a rodina
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ALDHSG6 byla zastoupena dvéma geny. Zbyl¢é identifikované rodiny mély pravé jednoho

zastupce.

Tab. 7 Tabulka podobnosti ALDH sekvenci z Azolla filiculoides s mechem Physcomytrella patens
(Cepenka odstala), kukuiici Zea mays (kukuftice seta) a Arabidopsis thaliana (husenitek rolni).
PpALDH zna¢i proteinové sekvence z mechu Physcomytrella patens, ZmALDH znadi proteiny
z jednodé€lozné (monokot) kukufice, AtALDH znaci sekvence z dvoudélozné (dikot) Arabidopsis. Znaceni

- znamena chybé¢jici sekvence.

Rodina ALDH Nazev genu Nejpodobnéjsi  Podobnost ~ Nejpodobnéjsi  Nejpodobnéjsi  Podobnost k
ALDH z mechu k mechu ALDH v ALDH v monokotim
(%) kukutici Arabidopsis /dikottim
(%)
Rodina 2 ALDH2BI PpALDH2B 60 ZmALDH2-4 AtALDH2B4 62 /62
ALDH2B2 PpALDH2B 57 ZmALDH2-4 AtALDH2C4 58 /56
ALDH2C1 PpALDH2B 59 ZmALDH2-4 AtALDH2C4 63 /61
ALDH2C2 PpALDH2B 57 ZmALDH2-3 AtALDH2C4 61/57
ALDH2F] PpALDH2A 42 ZmALDH2-1 AtALDH2B4 43 /42
Rodina 3 ALDH3LI PpALDH3B 51 ZmALDH3-1 AtALDH3HI1 51/50
ALDH3L?2 PpALDH3A 51 ZmALDH3-4 AtALDH3HI1 49 /49
ALDH3L3 PpALDH3B 49 ZmALDH3-1 AtALDH3HI1 48 /48
ALDH3L4 PpALDH3D 53 ZmALDH3-5 AtALDH3HI1 52 /53
ALDH3LS5 PpALDH3B 41 ZmALDH3-1 AtALDH3HI1 51/49
Rodina 5 ALDHS5H]I PpALDH5B 54 ZmALDH5 AtALDHS5F1 54 /53
ALDHS5H?2 PpALDH5A 54 ZmALDH5 AtALDHS5F1 53 /53
ALDHS5H3 PpALDH5A 52 ZmALDH5 AtALDHS5F1 51/54
Rodina 6 ALDH6BI PpALDH6B 78 ZmALDH6 AtALDH6B2 71 /71
ALDH6C1 PpALDH6B 48 ZmALDH6 AtALDH6B2 48 /48
Rodina 7 ALDH7BI PpALDH7B 74 ZmALDH7 AtALDH7B4 72 /73
Rodina 10 ALDHI10A1 PpALDHI10A 73 ZmAL10-1B AtALDHI0A9 73 /75
Rodina 11 ALDHI1A1 PpALDHI11B 70 ZmALDHI11 AtALDHI1A3 74 /75
ALDHI1A42 PpALDHII1C 73 ZmALDHI11 AtALDHI1A3 78 /77
ALDHI1A3 PpALDHI11D 72 ZmALDHI11 AtALDHI1A3 751775
Rodina 12 ALDHI2A1 PpALDHI2A1 70 ZmALDHI12 AtALDHI2A1 69 /67
Rodina 18 ALDHI8B1 PpALDHI18BI 69 ZmALDHI18B1 AtALDHI18BI 67 /66
ALDHI18B2 PpALDHI18BI 71 ZmALDHI18B1 AtALDHI18BI 67 /67
ALDHI18B3 PpALDHI18BI 70 ZmALDHI18B1 AtALDHI18BI 69 /68
Rodina 21 ALDH21A1 PpALDH21 57 - - 0/0
Rodina 22 ALDH22A1 - 0 ZmALDH22 AtALDH22A1 65 /65

41



4.5 Geny ALDH pritomné v Fase Chromochloris zofingiensis

V tase Chromochloris zofingiensis jsem identifikoval nejméné rodin rostlinnych
ALDH. Chybély rodiny ALDH3, ALDH7, ALDH21, ALDH23 a ALDH24. Nalezené
rodiny byly pfevazné zastoupeny pouze jednim genem, kromé rodiny ALDH2, ktera

obsahovala dva zastupce.

Tab. 8 Geny ALDH pritomné v iase Chromochloris zofingiensis, jejiz genom byl prohledan
skrze webovou databazi Phytozome. V tabulce jsou zazna¢eny kromé ID téchto proteind taktéz
exony zaznamenané v této databazi.

Rodina ALDH Nazev genu Phytozome ID Pocet Pocet
exonll aminokyselin
Rodina 2 ALDH2BI Cz03g20090.t1 8 479
ALDH2F1 Cz11g04290.t1 13 490
Rodina 5 ALDHS5HI Cz05g02090.t1 11 559
Rodina 6 ALDHG6BI Cz12g20220.t1 9 524
Rodina 10 ALDHI10A1 Cz03g10210.t1 10 498
Rodina 11 ALDHI1A1 Cz06g05120.t1 6 497
Rodina 12 ALDHI2A1 Cz05g18170.t1 9 501
Rodina 18 ALDHIS8E] Cz04g39260.t1 6 438
Rodina 22 ALDH22B1 Cz09g10170.t1 12 613
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4.6 Fylogeneticka analyza

Fylogeneticka analyza byla provedena pouze pro vybrané rodiny ALDH gent, a to
konkrétn¢ rodiny ALDH2, ALDHS5, ALDH7, ALDHI10, ALDHI12, ALDH2I1 a
ALDH22. U kazdého stromu je uvedeno vzdalenostni métitko, které znaci miru
odlisnosti jednotlivych sekvenci.

V rodiné ALDH21 se vSichni nalezeni zastupci fadili do jedné podrodiny na
zaklad¢€ podobnosti, graf fylogenetického stromu tedy nezndzoriiuje ptiliSné odchylky.
V rodiné ALDH22 se u tasy Coccomyxa a Chromochloris vyskytla nova podrodina
ALDH22B, coz mizeme pozorovat na fylogenetickém stromé& této rodiny, jejich

jednozna¢nym vychylenim vzhledem k ostatnim zastupctim (Obr. 26).
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Obr. 26 Fylogenetické stromy pro rodiny ALDH21 a ALDH22 s ohodnocenim vétvi
pomoci bootstrapingu. Nalezené sekvence jsem porovnaval se sekvencemi anotovanymi
v Brocker et al., 2013. M¢titko odpovida odliSnosti sekvenci (métitko 0,1 zna¢i miru odli§nosti
sekvenci 10%). Pouzité zkratky: Ch — Chromochloris zofingiensis, Az — Azolla filiculoides, Co -
Coccomyxa subellipsoidea, K1 - Klebsormidium nitens, At — Arabidopsis thaliana (Huseni¢ek
rolni), Zm — Zea mays (Kukufice seta), Pp — Physcomitrella patens, Os — Oriza sativa (Ryze
setd), Sm - Selaginella moellendorffii, Sb — Sorghum bicolor (Cirok dvoubarevny), Pt - Populus
trichocarpa (Topol chlupatoplody), Vv — Vitis vinifrea (Vinna réva).
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Pro rodinu ALDHI12 jsou vSechny sekvence zna¢né konzervované, a tedy zadny
ALDH gen pfiili§ nevystupuje z fylogenetického stromu. Lze vidét naptiklad Ze
monokoty (ryze, Cirok, kukufice) a dikoty (réva, husenicek, topol) se paruji k sobé
uvnitt stromu (Obr. 27).
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Obr. 27 Fylogeneticky strom pro rodinu ALDHI12 sohodnocenim vétvi pomoci
bootstrapingu. Nalezené sekvence jsem porovnaval se sekvencemi anotovanymi v Brocker et
al., 2013. Meéritko odpovida odlisnosti sekvenci (métitko 0,05 znaéi miru odlisnosti sekvenci
5%). Pouzité zkratky: Ch — Chromochloris zofingiensis, Az — Azolla filiculoides, Co -
Coccomyxa subellipsoidea, K1 - Klebsormidium nitens, At — Arabidopsis thaliana (Huseni¢ek
rolni), Zm — Zea mays (Kukufice seta), Pp — Physcomitrella patens, Os — Oriza sativa (Ryze
setd), Sm - Selaginella moellendorffii, Sb — Sorghum bicolor (Cirok dvoubarevny), Pt - Populus
trichocarpa (Topol chlupatoplody), Vv — Vitis vinifrea (Vinna réva).
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Sekvence rodiny ALDH10 byly také zna¢né konzervované a fadili se vétSina do
podrodiny ALDHI10A, a tedy ve fylogenetickém stromé Zadny gen ALDH ptili§
nevystupuje, kromé zastupce z vinné révy tfadiciho se do podrodiny ALDH10B (Obr.
28).
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Obr. 28 Fylogeneticky strom pro rodinu ALDHI10 sohodnocenim vétvi pomoci
bootstrapingu. Nalezené sekvence jsem porovnaval se sekvencemi anotovanymi v Brocker et
al., 2013. Mc¢ritko odpovida odlisnosti sekvenci (métitko 0,1 znac¢i miru odliSnosti sekvenci
10%). Pouzité zkratky: Ch — Chromochloris zofingiensis, Az — Azolla filiculoides, Co -
Coccomyxa subellipsoidea, K1 - Klebsormidium nitens, At — Arabidopsis thaliana (Huseni¢ek
rolni), Zm — Zea mays (Kukufice seta), Pp — Physcomitrella patens, Os — Oriza sativa (Ryze
setd), Sm - Selaginella moellendorffii, Sb — Sorghum bicolor (Cirok dvoubarevny), Pt - Populus
trichocarpa (Topol chlupatoplody), Vv — Vitis vinifrea (Vinna réva).
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Rodina ALDH7 je velmi konzervovana, a tedy se vétSina sekvenci fadi do jediné
podrodiny ALDH7B. Na fylogenetickém strom¢ mizeme pozorovat jednoho zastupce

podrodiny ALDH7D z vinné révy, ktery se jednozna¢né lisi od ostatnich (Obr. 29).
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Obr. 29 Fylogeneticky strom pro rodinu ALDH7 s ohodnocenim vétvi pomoci
bootstrapingu. Nalezené sekvence jsem porovnaval se sekvencemi anotovanymi v Brocker et
al., 2013. Meéritko odpovida odlisnosti sekvenci (métitko 0,05 zna¢i miru odlisnosti sekvenci
5%). Pouzité zkratky: Az — Azolla filiculoides, K1 — Klebsormidium nitens, At — Arabidopsis
thaliana (Husenicek rolni), Zm — Zea mays (Kukufice setd), Pp — Physcomitrella patens, Os —
Oriza sativa (Ryze setd), Sm - Selaginella moellendorffii, Sb — Sorghum bicolor (Cirok
dvoubarevny), Pt - Populus trichocarpa (Topol chlupatoplody), Vv — Vitis vinifrea (Vinna
réva).
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Fylogeneticky strom pro rodinu ALDHS znazoriiuje vysokou podobnost vétSiny
zastupcli této rodiny, jeden zastupce zkapradiny Azolla vSak vykazuje znacnou
odliSnost oproti ostatnim sekvencim, a tedy vystupuje z fylogenetického stromu (Obr.
30). Jednoznaéné tedy mizeme fict, Ze se jedna o zastupce odlisné podrodiny, nez u

ostatnich sekvenci.
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Obr. 30 Fylogeneticky strom pro rodinu ALDHS5 (vpravo s ohodnocenim vétvi
bootstrapingem). Nalezené sekvence jsem porovnaval se sekvencemi anotovanymi v Brocker
et al. (2013). Méritko odpovida odlisnosti sekvenci (méfitko 0,1 znac¢i miru odli§nosti sekvenci
10%). Pouzité zkratky: Ch — Chromochloris zofingiensis, Az — Azolla filiculoides, Co -
Coccomyxa subellipsoidea, K1 - Klebsormidium nitens, At — Arabidopsis thaliana (Huseni¢ek
rolni), Zm — Zea mays (Kukufice seta), Pp — Physcomitrella patens, Os — Oriza sativa (Ryze
setd), Sm - Selaginella moellendorffii, Sb — Sorghum bicolor (Cirok dvoubarevny), Pt - Populus
trichocarpa (Topol chlupatoplody), Vv — Vitis vinifrea (Vinna réva).

Nakonec rostlinna rodina ALDH2, jejiz zastupci se vyskytuji v hojném poctu u
suchozemskych rostlin se déli na hlavni podrodiny ALDH2B, ALDH2C a ALDH2D.
Nekteré z nalezenych sekvenci vSak nespadaly do zddné z téchto rodin, kviili své nizké
identité. Radily se tedy do nové podrodiny ALDH2F, kterd je jasné vidét na
fylogenetickém stromé (Obr. 31).
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Mgtitko odpovida odliSnosti sekvenci (méfitko 0,1 znac¢i miru odliSnosti sekvenci
10%). Pouzité zkratky: Ch — Chromochloris zofingiensis, Az — Azolla filiculoides, Co -
Coccomyxa subellipsoidea, K1 - Klebsormidium nitens, At — Arabidopsis thaliana (Huseni¢ek
rolni), Zm — Zea mays (Kukufice seta), Pp — Physcomitrella patens, Os — Oriza sativa (Ryze
setd), Sm - Selaginella moellendorffii, Sb — Sorghum bicolor (Cirok dvoubarevny), Pt - Populus
trichocarpa (Topol chlupatoplody), Vv — Vitis vinifrea (Vinna réva).
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5 DISKUZE
Ve zkoumanych fasach jsem identifikoval vzdy dva zastupce rodiny ALDH2. U

Coccomyxa se jednalo o mitochondridlni ALDH2B, metabolizujici acetaldehydy, avSak
u zbylych dvou tas byla pouze jedna z nalezenych sekvenci podobna z vice jak 60%
referencni ALDH2B, a tedy jsou zde ALDH2F, které se svou odli$nosti tvofi novou
podrodinu, nejspiSe tedy doSlo k diversifikaci sekvenci ALDH. To mohlo byt
zpusobeno adaptaci na specificky substrat a tato funkce pak nejspiSe jiz nebyla potieba
u vétSiny suchozemskych rostlin, a tedy tato rodina vymizela. U kapradiny bylo
nalezeno vice, a to 5 sekvenci ALDH2, coZ je typické pro suchozemské rostliny. Byla
nalezena mitochondrialni ALDH2B 1 cytosolickd ALDH2C podrodina, ale také jedna
nepiili§ podobna sekvence ALDH ftadici se tedy do nové podrodiny ALDH2F.

Podle poctu exontl, ktery jsem zjistil pouze u tas Chromochloris a Coccomyxa,
jelikoz jsem jejich genom zkoumal skrze server Phytozome, mizeme vidét, Ze
Coccomyxa obsahuje vice exonll v sekvenci rodiny ALDH2B nez vyssi rostliny jako
Arabidopsis, Physcomitrella nebo kukufice, které maji zastupce rodiny ALDH2B
maximalné o 12 exonech. Chromochloris vSak obsahuje pouze 8 exonil v této sekvenci,
coZ je pomérné bézné.

Rodina ALDH3 je velmi evoluéné zachovala rodina, velmi rozSifend a
diverzifikovana u suchozemskych rostlin. Bylo identifikovano 5 genli u kapradiny
Azolla, nemély vSak vysokou identitu s Zzadnou doposud identifikovanou rodinou
ALDH3, jsou tedy fazeny do nové rodiny ALDH3L. Co se tyce fas, byl identifikovan
gen ALDH3 pouze u tasy Klebsormidium, u zbylych dvou zastupcl geny této rodiny
chybély. Toto zjiSténi naznacuje, ze teorie, Ze tato rodina expandovala a diverzifikovala,
az béhem adaptace vodnich rostlin na sou$ (Brocker et al., 2013), bude nejspisSe
pravdiva.

V kazdém zkoumaném zéstupci se pak vyskytovala alespoil jedna sekvence
ALDHS5, coZ neni ptekvapenim, vzhledem k tomu, Ze hraji dlileZitou roli v metabolismu
GABA, tzv. ,,GABA shunt®“. V tase Klebsormidium a Coccomyxa méli zastupci této
rodiny vysokou identitu k ostatnim zndmym, a tedy byli zafazeni do rodiny ALDHSF. U
tasy Chromochloris a kapradiny Azolla nebyla identita se znamymi zastupci pftilis
vysoka a fadim je tedy do nové rodiny ALDHS5H.

Na druhou stranu pocet exoni Chromochloris a Coccomyxy byl témét stejny,

ackoli se 1i§i v podrodinach. V obou piipadech pak byl zna¢né nizsi, nez je obvyklé u
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ortologli znamych z vysSich rostlin, které témét pro kazdou sekvenci z rodiny ALDHS
obsahovali kolem 20 exonti. Mzeme tedy fict, Ze s nejvétsi pravdépodobnosti maji fasy
delsi exonové sekvence ALDHS nez vyssi rostliny.

Vsechny zkoumané rostliny obsahovaly alespoii jednoho zéstupce rodiny
ALDH6. Tito zastupci méli vysokou identitu sreferenénimi sekvencemi z vysSich
rostlin (vétsi nez 60 %) a spadaji tedy do stejné podrodiny ALDH6B. Genom kapradiny
obsahoval 2 sekvence ALDHG6, avSak druha sekvence méla identitu pouze asi 50 % a
nefadi se tedy do stejné podrodiny, fadim tuto rodinu tedy do nové podrodiny
ALDH6C.

Pocet exonti vyssich rostlin rodiny ALDH6 se znacné lisi u jednotlivych zastupcu,
od Arabidopsis s 19 exony az po Physcomytrellu se svymi 4 exony. Pocet exonil
ALDHG6 tas se nejvice ptiblizil exonlim v kukufici, u které byla nalezena sekvence o 13
exonech.

Rodina ALDH?7 je velmi konzervovana stejné jako mnoho dalSich rodin ALDH
v rostlinach, proto bylo ptekvapenim, ze v tase Coccomyxa a Chromochloris nebyla
identifikovana Zadna sekvence spadajici do této rodiny. Podobné nebyly tyto ALDH
nalezeny ani naptiklad v Chlamydomonas reinhardtii zkoumané v predeslé publikované
studii, kdy nebylo jasné, zda tyto geny zmizely piicinou evolu¢niho tlaku, ¢i delece
genll v téchto zastupcich (Brocker et al.,, 2013). Nalezené ALDH7 v kapradiné¢ a
Klebsormidiu vSak mély ob& velmi vysokou identitu, a to vice jak 70% a tedy se
jednoznaéné fadi do zndmé rodiny ALDH7B.

VétSina identifikovanych sekvenci spadajicich do rodiny ALDH10 ma vysokou
miru homologie sekvenci, a tedy je fadime do stejné podrodiny, ALDHI0A. V genomu
kazdé ze zkoumanych rostlin byla nalezena pravé jedna sekvence ALDH10. U vysSich
rostlin je pocet exonl pomérné uniformni, vétSina obsahuje sekvence o 15 exonech.
V mnou zkoumanych tfasach bylo identifikovano 8 a 10 exonll coz je nejspiSe typicke
pro fasy, jelikoz miZeme pozorovat napiiklad 11 exonl u tasy Chlamydomonas
reindhartii z ptedchozi studie (Brocker et al., 2013).

Zastupci rodiny ALDHI11 byli identifikovani ve vSech zkoumanych rostlinach,
kazdy s vysokou homologii sekvence (podobnost >70 %) a vSichni se fadi do stejné
podrodiny, ALDHI11A, podobné& jako u témét vSech predesle zkoumanych rostlin. Pocet
exoni fasy Coccomyxa je znatné vysoky vzhledem ke vSem ostatnim znamym

zastupclim této rodiny, které doposud dosahovaly maximalné 11 exonli, miize se tedy
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jednat o to, Ze exony této fasy jsou krat$i nez u ostatnich rostlin, nebo je sekvence fasy
Coccomyxa nécim specificka.

Rodina ALDHI12 je siln¢ konzervovana, v kazdé rostliné se vyskytoval pravé
jeden gen ztéto rodiny s podobnosti >60 %, vSechny tedy fadime do podrodiny
ALDHI12A. Vzhledem k této mife podobnosti sekvenci, existuje nejspise silny evoluéni
tlak pro to, aby sekvence této rodiny zistala stale stejna. Pocet exonil fas viceméné
odpovida zndmému zastupci Chlamydomonas reindhartii, vy$$i rostliny obsahuji
vétSinou vice, a to kolem 15 exoni v sekvenci ALDHI12.

ALDHI18 jsou siln¢€ konzervovang, a tedy ptitomné taktéz v kazdé ze zkoumanych
rostlin. Sekvence z kapradiny Azolla a tasy Klebsormidium sdili podobnost vétsi nez
60% s referencnimi sekvencemi. U zbylych fas tomu tak vSak neni a jejich podobnost je
ptiblizné 50%. Proto se rozdéluji na dvé podrodiny, znamou ALDH18B a novou rodinu
ALDHI18E. Vétsina vysSich rostlin obsahuje v sekvencich ALDHI18 kolem 20 exoni a
ackoli fasa Chlamydomonas reindhartii obsahuje méné a to 16, tyto pocty se neshoduji
s vysledky z Chromochloris, ktera obsahovala pouze 6 exond v sekvenci ALDH18.

Rodina ALDH21 byla nalezena téméf u kazdé zkoumané rostliny, coZ neni
ptekvapive, jelikoZ je znamo, Ze se tato rodina vyskytuje prevazné€ u niz$ich rostlin, a
tedy vysledky tento trend nevyvraceji. Podobné se hovofi o rodiné ALDH23, ta vSak
byla identifikovdna pouze u zéastupce Klebsormidium nitens (Tab. 2). PoCet exonu
zastupce rodiny ALDH21 nalezeny v Coccomyxa byl 10 exontll, coz je podobné jako u
tasy Chlamydomonas reindhartii nebo plavuné Selaginella, kde byly identifikovano 8
exontl.

Ptekvapivy je nalez rodiny ALDH22 ve vSech zéstupcich, jelikoz se u této rodiny
doposud predpokladalo, Ze se vyskytuje pouze u vysSich rostlin, a tedy by se v fasach
neméla vyskytovat. Vysledky této prace vSak svéd¢i o opaku. O této rodiné neni pftilis
znamo, ale co se tyCe poctu exonil, vétSina zastupcii této rodiny u vysSich rostlin
obsahovala 14 exonid. V této praci zkoumané ftasy obsahovali odlisné podrodiny
ALDH22 a to ALDH22B, které obsahovaly 12 exoni u Coccomyxy a 9 exonll u

Chromochloris.
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6 ZAVER

Identifikoval jsem 13 gentt ALDH v genomu tasy Klebsormidium nitens, dale 10
gentt ALDH v genomu tfasy Coccomyxa subellipsoidea a pouze 9 geni ALDH v fase
Chromochloris zofingiensis. Naproti tomu v genomu kapradiny Azolla filiculoides bylo
identifikovano 26 gent ALDH. Miizeme tedy pozorovat zna¢ny ndrust poctu ALDH
genli u suchozemskych rostlin oproti vodnim rostlindm jako jsou naptiklad fasy.
Specialné rodiny ALDH2 a ALDH3 expandovaly zna¢né s pfechodem rostlin na sous,
coZ muzeme pozorovat jak u Azolla filiculoides tak i u v minulosti zkoumaného mechu
Physcomytrella Patens (Brocker et al. 2013).

Mimo identifikace jednotlivych zastupci rodin ALDH, byly tito zastupci také
rozdéleni do rodin a podrodin, pficemz jsem pomoci fylogenetické analyzy byl schopen
ur€it nové podrodiny, které nemély dostacujici identitu, aby naleZely do jiZ zndmych
podrodin. Tyto rodiny byly pojmenovany ALDH2F, ALDH3L, ALDHSH, ALDH6C a
ALDH22B.

Jedna se pouze o Cast celkové analyzy. Pokud bych mél zjistit dalsi detaily, musel
bych ovétit subcelularni lokalizaci, nalézt krystalovou strukturu kazdé rodiny a pro ty
co doposud nemaji tuto strukturu zjisténou, bych musel vytvofit modely téchto struktur.
Déle bych mohl pomoci softwaru weblogo zjistil konzervovanost aktivniho mista, tyto

vysledky bych nasledné koreloval s vysledky z novych podrodin.
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