Jihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich
Prirodovédecka fakulta

Diplomova prace

Cirkadianni rytmy u sekundarni rasy
Chromera velia

Bc. Martina Jonakova

) Skolitel: Doc. Ing. Miroslav Obornik, Ph. D.
Skolitel specialista: Mgr. David Dolezel, Ph. D.

Ceské Budgjovice
2011



Jonakova, M., 2011: Cirkadianni rytmy u sekundarni fasy Chromera velia [Circadian rhythm
of secondary alga Chromera velia; Mgr. Thesis, in Czech] - 49 pages, Faculty of Science, The
University of South Bohemia, Ceské Bud¢jovice, Czech Republic

Anotace

A life cycle of many known algae is influenced by the circadian clock. It seems
probable that also Chromera velia, the closest known photosynthetic relative to Apicomplexa,
uses circadian oscillator. We tested, if fluctuating of zoospore‘s abundance is driven by the
circadian clock. This rhythm is stable even in the constant light condition. Furthermore, three
cryptochrome genes, involved in circadian rhythms, were sequenced and consequently
phylogenetically investigated. Two of them were classified as CRY-DASH, the third is CRY-
DASH-like. The rhythmicity of CRY-DASH expression in C. velia was also investigated. The
level of expression was also tested under constant light and dark condition. It was suggested
that expression of these genes is associated with the circadian oscillator. This is the first study

of the circadian clock in C. velia.
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1. Uvod
1. 1. Obecny mechanismus cirkadiannich hodin

Podminky prostiedi se diky rotaci a obehu nasi planety pravidelné¢ méni. Pro kazdy zivy
organismus je kriticky dulezité, byt na tyto zmény pfipraven, a proto musi védét v jaké fazi
dne 1 roku se nachazi. Mechanismus fungovani vnitinich biologickych ¢asovact Ize ptirovnat
k lidskym hodinovym strojkiim, kde misto ozubenych kol je vyuZivan systém proteinli
exprimovanych ve zpétnovazebnych smyckach. Analogicky k lidskym hodinkdm je cely
systém taktéz resetovatelny, a tudiZz nastavitelny, podle novych podminek prostfedi (shrnuli
McWatters a Devlin, 2011). Postupné byly tzv. cirkadidnni hodiny objevovéany nejen u
zivocichil a rostlin, ale vyzkum probiha u jednobunécnych eukaryot a dokonce 1 u prokaryot
(napf. Synechococcus; Huang a kol., 1993). Nedavno byly cirkadianni rytmy prokazany

i u kvasinek Saccharomyces cerevisiae (Eeldering-Chen a kol., 2010).

b: Clock

ok

Obrazek 1. Schematické znazornéni nékterych rostlinnych cirkadiannich systémi reagujicich na
¢ervené nebo modré svétlo (McWatters a Devlin, 2011).



I kdyz se molekuldrni mechanismus cirkadiannich hodin u jednotlivych taxonii muze
velmi li$it, vS§em jsou spole¢né tii hlavni rysy. Za urcujici pro jakykoli cirkadidnni rytmus se
povazuje: 1) stalost cyklu za konstantnich vnéjSich podminek, ii) schopnost systému se
resetovat vnéjsimi podminkami, zejména podle svétla a tmy, iii) stalost periody za riznych
teplotnich podminek tzv. teplotni kompenzace cirkadidnnich hodin (Biinning, 1973).

Obecné je také mozné si rozdé€lit jednotlivé slozky cirkadidnniho systému na tfi,
vzajemné propojené ¢asti. Kazdy fungujici mechanismus musi mit kontakt s prostiedim, ktery
obvykle zprostfedkovavaji rizné druhy receptort. Informace z vnéjsku prechézi do samotného
vnitiniho oscilatoru, ktery musi mit prosttedky, jak ovliviiovat fyziologii a chovani organismu
(Obr. 1) (shrnuli McWatters a Devlin, 2011).

Mechanismus cirkadiannich hodin je obvykle regulovan na transkripni urovni. Je
zaloZen na sad¢ transkripcnich aktivatort, které jsou zpétnovazebnou smyckou regulovany
sadou transkripnich regulacnich proteinti a to ve stdle stejnych, opakujicich se cyklech
(shrnuli Bass a Takahashi, 2011). Je tedy mozné sledovat cyklovani mRNA slozek
cirkadianniho oscildtoru i gentl, jim ovladanych. Takovou oscilaci je pak mozné méfit pomoci
RT-PCR za pouziti cDNA. M¢li bychom si ale vzdy uvédomovat, Ze rozsah naSich poznatki
je vzdy ovlivnén pouzitymi metodami, které ¢asto odhaleni jakkoli jinak regulovanych metod
vyluuji (Mittag, 1998). Vnitrobunécné pochody mohou napiiklad byt, dle nedavnych
vyzkumt, rytmicky fizeny inezéavisle na transkripci i1 translaci. Vybornym modelem pro
vyzkum eukaryotickych, na transkripci €i translaci nezavislych pochodt, se staly lidské
¢ervené krvinky. Diky absenci jadra zde nemiize dochazet k Zadné expresi genti, a tim odpada
nutnost pouzivat farmakologické inhibitory transkripce, které mohou mit neocekavatelné
vedlejsi ucinky. Jak ukazuji vysledky studie (O’Neill a Reddy, 2011), dokonce i1 Cervené
krvinky podléhaji dennim rytmim. Jejich vysoce konzervovana skupina peroxireduxinii ma
nezastupitelnou twlohu pti kontrole hladiny peroxidu v buinice. Redukci peroxidu se
peroxireduxiny oxiduji a bylo zjisténo, Ze tyto redoxni reakce probihaji trvale. Vzhledem
k tomu, Ze krvinky Ziji vtéle za absence svétla, byla vyzkouSena schopnost systému se
resetovat na zaklad¢ teplotniho kolisani, které napodobovalo denni vykyvy lidské télesné
teploty. Systém se ukdzal jako resetovatelny a dokonce byl schopen se udrzet i za
konstantnich podminek, bez vné&jSich voditek. Pii inkubaci bun¢k pfi rtiznych teplotach se
perioda rovnéZz vyznamné nezmeénila, a tak byla splnéna i tfeti zjiz vySe zmiflovanych
podminek. Ackoli je tento mechanismus oc¢ividné samostatné funk¢ni, pokusy na jadernych
mysich fibroblastech potvrdily, ze u jadernych bunék je cirkadianni cyklus peroxireduxinu

ovlivilovan i zpétnovazebnou, transkripéné-translacni smyckou (O’Neill a Reddy, 2011).



Jednobunécéné organismy ovSem nemusi regulovat svlj cirkadianni systém pouze
vnitrobunéénymi kaskadami. Nepfili§ casto diskutovany zptisob regulace cirkadidnnich rytmi
je 1 mezibunétnd signalizace, kterd upravuje délku cirkadiannich rytmt. Signalni molekuly
mohou byt uvolilovany do média a umoziuji tak synchronné reagovat celé kolonii. Piikladem
muze byt cAMP v hlence Dictyostelium discoideum nebo gonyaulin produkovany obrnénkou
Lingulodinium polyedrum (diive nazyvanou Gonyaulax polyedra) (shrnuli Suzuki a Johnson,
2001).



2. Literarni prehled
2. 1. Cirkadianni rytmy
2. 1. 1. Struény prehled cirkadiannich rytmi u Zivo¢ichu

Schopnost vnimat svétlo je dilezitym predpokladem pro spravné urceni délky dne a je
velice citlivy 1 na slabé svétlo, naptiklad vnitini osvétleni mistnosti, které ma také dopad na
nas denni rytmus (Boivin a kol., 1996).

Obraz okoli se do naseho mozku dostava sitnici. Pro to, aby naSe cirkadianni hodiny
,vedely*, zda je den ¢i noc vSak nepotiebujeme ani Cipky ani tyCinky, které zprostiedkovavaji
okolni obraz mozku. Vlastnim fotoreceptorem naseho oscildtoru jsou gangliové bunky
v sitnici, které zajistuji resetovani naSich hodin, dokonce i kdyz jsou Cipky a tyCinky
nefunkéni (Berson a kol., 2002). Z gangliovych bun¢k je signdl dale pieveden do
suprachiasmatickych jader v ptedni ¢asti hypothalamu, kterd tvoii vlastni centrum naSich
hlavnich biologickych hodin. Tento hlavni oscilator synchronizuje ¢innost mnoha dil¢ich
podiizenych oscilatort ptitomnych v jednotlivych buiikach. Oba tyto druhy oscilatort funguji
na podobném principu a i zde jsou proteinové hladiny vzajemné regulovany zpétnovazebnymi
smyckami (shrnuli Reppert a Weaver, 2002).

Centralni komponentou nasich vnitinich hodin jsou transkripéni faktory BMALI (Brain
and muscle Arnt-like protein) a CLOCK (Circadian locomotor output). Tyto dva faktory se
v heterodimerizované podob¢ vazi na E-box a aktivuji transkripci perl, per2 a per3 (Period 1,
2, 3) a zarovenl dvou kryptochromil cryl a cry2 (Cryptochrome 1, 2). VSech pét proteinli
nasledné opousti jadro a v cytoplasmé jsou kindzami, zejména CK1 &/3 (Casein kinase 1 €/9)
fosforylovany. V této podob¢ se vraceji do jadra, kde reaguji s heterodimerem a inhibuji svou
vlastni transkripci, coz uzavira prvni zpétnovazebnou smycku. Druhd smycka vznika reakci
proteint BMAL1 a CLOCK s hormonalnimi jadernymi receptory Rev-Edba a Rora, které
mohou fidit genovou expresi BMAL1 (shrnul McClung, 2011).

Studium cirkadiannich rytmt u savct mé zasadni medicinsky dopad. Jak dokazuji ¢im
dal tim pocetnéjsi studie na lidech, vnitini oscilator Casto vyznamné ovliviiuje nads Zivot.
Zasadni naruSeni cirkadidnnich rytmt muaze vyustit v rizné druhy psychickych problémi.
S mutacemi gen®l naSich vnitfnich hodin jsou spojovany zavazné poruchy chovani, jako je
napf. bipolarni afektivni porucha. M¢nici se délka dne se muze také donasi psychiky
promitnout jako rtizné formy sezénnich poruch nalad (znamych napft. jako ,,podzimni deprese,

zimni deprese,...”) (Mansour a kol, 2006; Lavebratt a kol., 2010). Se stresovymi situacemi
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jsou také Casto spojeny zmény stravovacich navyku, jak jisté¢ znéa kazdy z vlastni zkuSenosti.
Uzkou propojenost cirkadidnnich rytmii nejen s psychikou, ale i s metabolismem se podafilo
prokazat srovnanim mysi mutantnich v genu clock s divokym typem. Mutantni mysi mély
vetsi spotfebu kalorii, pokud jim byla potrava poskytovana v neomezeném mnozstvi a
odpovidajicim zplisobem poté tloustly. Mysi s nadvahou nésledné trpély poruchami bézné
provazejicimi obezitu, jako naptiklad zvySenou hladinou cukru v krvi (Turek a kol., 2005).

Studujeme-li faktory ovlivilyjici cirkadianni rytmy, je potfeba stanovit za pfirozenych
podminek spolehlivé oscilujici ukazatele, které 1ze snadno méfit. U lidi se nejcastéji sleduji
zmény telesné teploty a kolisani hladin hormonti melatoninu a kortizolu. Kolisani télesné
teploty béhem dne je zndmo uz vice nez 150 let. Méfeni télesné teploty méd mnoho vyhod,
studovaného Cloveka/zvite pfili§ nerusi a levné ziskand data lze okamzité zpracovat. Také
hladiny zminovanych hormonti mohou poskytnout cenné informace a jejich odbér neni drahy
ani slozity. Hladina melatoninu u savcii je pomérné snadno zjistitelna odbérem slin, moc¢i nebo
krve. I hladina kortizolu je snadno méfitelnd ve slinach nebo séru (shrnuli Hofsra a Weerd,
2008).

U hmyzu je nej¢astéji métenym projevem rytmicky pohybova aktivita, kterd se da velice
snadno méfit pomoci infra¢ervené¢ho paprsku prochazejiciho chovnou nadobkou (sklenénou
trubici). InfraCerveny paprsek je napojen na pocitac, ktery zaznamenava Cas, kdy byl pferuSen.
Obdobny systém se pouziva 1 v piipadé krys a mysi, kdy je pocitatové sledovan pohyb
behaciho kolotoc¢e (Sharma, 2003).

Studium podstaty jednotlivych komponent cirkadianniho oscilatoru u Drosophila
melanogaster bylo zahajeno objevem klicového regulatoru dennich rytmi, genu per uz v roce
1971 (Konopka a Benzer, 1971). Dnes je mozné sledovat pribch cirkadidnnich rytml genu
per napojeného na per-luciferazovy reportér (Brandes a kol 1996) i v rdmci jednotlivych tkani.
Kultivaci jednotlivych ¢asti té¢la much (hlavy, hrudi a zadecku) byla zjisténa pritomnost
vlastnich nezavislych cirkadiannich oscilatorti, které jsou schopné fidit cirkadianni rytmicitu
jen v dané casti té€la (Plautza a kol., 1997). SoubéZzné s timto projektem probihala i studie
vnitiniho oscilatoru v kontextu s bunécnou fyziologii. Podafilo se rozebrat priibéh cirkadianni
exprese genu per do jesté vétSich detailt diky vytvofeni bunécné kultury z musich
endokrinnich zlaz (,,prothoracic glands®), kde byla promotérem genu per rovnéz fizena
exprese Per-luciferazového promotéru. Takto cirkadianné tizeny bunéény systém ndm dava
moznost studovat vnitini oscildtor v kontextu s bunécnou fyziologii (Emery a kol., 1997).

Vyzkum genu per ma o to vétsi vyznam, ze je homologicky k jiz zmiiovanému genu per



v savcich. Systém biologického oscilatoru u D. melanogaster je velice podobny jiz vyse

popisovanému systému u savct (Obr. 2) (shrnuli Emery a Reppert, 2004).
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Obriazek 2. Porovnani cirkadianniho oscilitoru u savci (nahofe) a u D. melanogaster (dole) (Emery a
Reppert, 2004)

Centralni komponentou v piipadé oscilatoru D. melanogaster je heterodimer proteind
CLK a CYL (Cycle), ktery pozitivné reguluje expresi genti per a tim (Timeless). Protein Tim
utvoii spolu s proteinem PER heterodimer, ¢imz je zabranéno jejich nasledné degradaci.
Stejné jako v pripadé heterodimeru PER/CRY u savcd, se TIM a PER vraceji do jadra
a dokonc¢i zpétnovazebnou smycku (Core Loop) negativni regulaci aktivity CLK/CYC, ¢imz
snizi svou vlastni expresi (shrnul Dubruille a Emery, 2008).

Druhd zpétnovazebnd smycka (stabilizing loop) zahrnuje -cirkadidnni regulaci
transkripce genu clk , ktera je snizovana regula¢nim proteinem VRI (Vrille) a zvySovana
pozitivnim regulatorem PDP1 (Par domain protein 1). Heterodimer CLK/CYC ma ale rovnéz
funkci pozitivniho reguléatoru, diky schopnosti navazat se na E-box obou regula¢nich proteina

VRI i PDP1 (shrnuli Emery a Reppert, 2004).



2. 1. 2. Struény prehled cirkadiannich rytmi u rostlin

Ackoli jsou vSechny doposud zndmé vnitrobunééné¢ hodiny zaloZené na podobném
principu zpétnovazebnych smycek, rostliny disponuji zcela jinymi komponenty vlastniho
oscilatoru, coz ziejm¢ znamena nezavisly evoluéni ptvod jejich cCasovace. Vzhledem
k autotrofnimu zptisobu obzivy je zifejmé, Ze 1 pro sefizovani svych cirkadiannich rytma bude
mit kli¢ovou ulohu svétlo. Pro rostlinu ma kli¢ovy vyznam zejména svétlo Cervené a
ultraCervené, zachycované fytochromy, a pak také svétlo modré a ultrafialové, na které
reaguje fotolydzam piibuzna skupina fotoreceptorti — kryptochromy. Pfesny mechanismus
jejich G¢inku na cirkadianni oscilator, ale doposud neni znam (shrnuli Lin a Todo, 2005;
McWatters a Devlin, 2011).

Vlastni oscilator rostlin sestdva ze tii navzajem propojenych zpétnovazebnych smycek.
Den pro rostlinu zacind aktivaci dvou transkripcnich faktort CCA1 (Circadian clock
associated 1) a LHY (Late elongated hypocotyl), ktefé potlacuji expresi proteinu TOCI
(Timing of Cab expression 1). Ten je vSak nezbytny pro transkripci jak CCAIl, tak 1 LHY,
takZe po jeho vymizeni se zastavi i exprese téchto dvou proteini. Nedostatek LHY a CCA1
opét umozni expresi TOCI, a tak se smycka uzavie. Druhé smycky se také ucastni CCALl
a LHY, ale tentokrat jsou potlacovani transkrip¢nimi faktory PRR (pseudoresponse regulator)
(Obr. 3). Ve tieti smycce se opét objevuje TOCI, spolu s proteinem GI (Gigantea), kde TOC1
potlacuje GI, ale ten naopak podporuje expresi TOC1 (Obr. 1., ¢ast b) (shrnuli McWatters
a Devlin, 2011; Storchova, 2008).

LHY mRNA

CCA1 mRNA j

LHY protein
CCA1 protein

2

TOC1 protein 1

L TOC1 mRNA

veter 1
1

CONSTANS
mRNA

Obrazek 3. Schematické znazornéni dvou ze tii doposud objasnénych zpétnovazebnych smycek v A.
thaliana (Storchova, 2008)

Cirkadiannim oscilatorem je ovlddana pfimo nebo neptimo transkripce celé fady gend.
Vysledna hladina proteinu, ale viibec nemusi odpovidat tomu, jak byla fizen4 jeho transkripce.

U trojice genu cabl, cab2 a cab3 (Chlorophyl a/b binding protein 1, 2, 3) bylo zjisténo
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cyklovani béhem dne v modelové rostliné Arabidopsis thaliana, ftizené cirkadiannimi
hodinami. Mezi témito blizce pfibuznymi geny byl zjistén zajimavy rozpor. Hladina mRNA
cab2 a cab3 rytmicky klesala a stoupala i v rostlinaich pfesunutych z pravidelného cyklu
den/noc do podminek konstantni tmy, zatimco mnozstvi cabl zustavalo béhem dne téméf
konstantni. Na druhou stranu byla ale u genu cabl, stejné jako u cab2 prokazana cirkadianné
fizend transkripce. Nejpravdépodobnéj§im vysvétlenim je naslednd post-transkripéni uprava,
ktera reguluje stabilitu mRNA a zakryva tak rozdilnou transkripci béhem dne (Millar a Kay,
1991). Zcela opacna situace byla pozorovana na stejné rostliné v piipadé enzymu nitratové
reduktazy. Hladina jeji mRNA sice cykluje zcela pravidelné, ale transkripce probiha ve stejné
mife béhem celého dne. I zde evidentné hraji roli post-transkripéni upravy, které v tomto
ptipadé zprostfedkovavaji oscilaci mRNA (Pilgrim a kol, 1993). Oba tyto vysledky jasné
dokazuji, Ze fizend transkripce neni ani v pfipad¢ rostlin jedinym regula¢nim mechanismem.

Pro rozmnozovéani rostlin je kriticky dulezité védet, v jaké casti roku se nachazeji. Délka
dne je mnohem spolehlivéjSim faktorem, nez proménlivé klimatické podminky, I zde hraje
klicovou roli vnitini oscilator, ktery reguluje transkripci genu co (CONSTANS). Ten je
pravidelné exprimovan brzy navecer, ale bez pfitomnosti svétla je nestabilni a je zdhy
degradovan. Pokud je vSak v dobé exprese CO proteinu stale jest¢ svétlo, znamena to, ze je
dlouhy den a léto, coz je pro A. thaliana vhodna doba pro kveteni. Fotoreceptory PhyA
(phytochrome A) a CRY2 zabrani degradaci a protein CO muize interagovat s promotérem
genu ft (Flowering locus T), ktery vyvola kveteni (shrnul Lagercrantz, 2009).

Teplota ovSem hraje pro cirkadianni rytmus rostliny rovnéz klicovou ulohu.
U A. thaliana bylo objeveno 22 043 gend reagujicich na snizeni teploty, pficemz se jejich
reakce liSila podle denni doby, kdy byly odebirany vzorky (Hannah a kol., 2005). U vétSiny
biochemickych dé&jt plati, Ze ¢im je nizsi teplota, tim bézi reakce pomaleji. Oscilator, jehoz
rychlost by byla zavisla na teploté, by byl k ni¢emu, a proto musi byt vliv teploty n&jak
kompenzovan (shrnuli McWatters a Devlin, 2011). Jak bylo prokazano u A. thaliana, neni ale
schopnost udrzet hodiny bézici konstantni rychlosti za riiznych teplot neomezena. Pti teploté
4°C jsou vnitini rytmy rostliny zavislé jen na vnéjSich voditkach, protoze za konstantniho
svétla pii této teploté veskeré sledované cykly zmizely (Beieniawska a kol., 2008).

Casto opomijenym faktorem pro ovliviiovéani cirkadianniho rytmu rostlin je proménliva
hladina cukru béhem dne. Tato pfirozend oscilace je béhem vyzkumu naruSovéna cukry
pfiddvanymi do média (napf. clanky Anderson a kol., 1994; Millar a Kay, 1991), které
usnadnuji péstovani rostlin a umoziuji je péstovat i v podminkach konstantni tmy. Vzhledem

k tomu, ze ménici se hladiny cukru ovliviiuji expresi az poloviny hodinami fizenych gent,

8



klesa vypovidajici hodnota takovych experimentti. Porovnani ,,divokého* kmene Colorado-0 a
bezSkrobnatého mutanta pgm (phosphoglucomutase) umoznilo zhodnotit, jak velky dopad ma
zménéna hladina cukru a odliSit odpovédi na zménénou hladinu cukrti od odpovédi na jiné
faktory. Ukazalo se, ze vliv hladiny cukrti na expresi je dokonce vyssi nez dopad koncentrace
dusikatych latek, dostatek vody nebo dokonce i dostatek svétla. VEtsi dopad na rostlinu a jeji

transkripci mé ovsem nedostatek cukru nez jeho nadbytek (Blising a kol., 2005).

2. 1. 3. Cirkadianni rytmy u ras

Prvnim jednobunéénym organismem a ziroven prvni fasou, u které se potvrdila
piitomnost cirkadianniho oscilatoru, byla Euglena gracilis (Excavata: Euglenozoa) jiz v roce
1948 (Pohl, 1948). Ackoli jsou cirkadidlni rytmy u fas jiz dlouho studovanym tématem,
doposud je o molekularnim mechanismu fizeni jejich denniho cyklu zndmo jen velmi maélo.
Jednou zftas, u niz byla problematika cirkadiannich rytmd velmi podrobné studovana je
Chlamydomonas reinhardtii (Archaeplastida: Chlorophyta). Usp&$na izolace mutanta
vykazujiciho nepravidelnosti v cirkadiannim rytmu byla provedena jiz v roce 1972 (Bruce,
1972), nicméné k pokrokiim v této problematice dochédzi az v posledni dobé¢, diky stale se
zdokonalujicim metodam molekularni biologie. C. reinhardtii by se, stejné jako v piipadé
rostlin A. thaliana a v ptipad¢ Zivoc¢ichi D. melanogaster, mohla stat modelovym organismem
fas pro studium cirkadidnnich rytmii (Matsuo a kol., 2009).

Klicovym pro studium cirkadidnnich rytmt u fas v redlném case bylo vytvofeni mutanta
s vlozenym genem pro luciferdzu, optimalizovanym pro chloroplastovy genom. Porovnani
rytmu bioluminiscence u takto upravenych kmena C. reinhardtii s vlozenym jadernym genem
pro dlouhou periodu a kmenem bez tohoto genu pfineslo jasny dikaz o jaderném oscilatoru,
fidicim délku chloroplastovych rytmit a umoznilo studium komponent cirkadidnnich rytmi
(Matsuo a kol., 2006).

Velkou revoluci ve vyzkumu cirkadiannich rytmd u C. reinhardtii, a potazmo pro
vyzkum tohoto fenoménu u fas, byla identifikace 30 gend, zplsobujici poruchy cirkadidnniho
rytmu a zejména osekvenovani Sesti z nich. Ukézalo se, Ze n€které identifikované geny maji
homology i v tak vzdalenych organismech jakym je A. thaliana ¢i dokonce D. melanogaster
reinhardtii hledany vytipované kandidatské geny z A. thaliana. Byly nalezeny homologické
sekvence ke genim lux (Lux arrhythmo), ccal a lhy, které jsou klicové pro oscilator
cirkadiannich hodin. Velké ptekvapeni ale bylo nalezeni dvou zcela odlisnych kryptochromt,

z nichz jeden vykazoval podobnost ke kryptochromum D. melanogaster, zatimco druhy byl
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podobny tém, nalezenym v A. thaliana. Mohlo by to znamenat, Ze Chlamydomonas pouziva
velice stary mechanismus cirkadiannich hodin, které vznikly, jesté pfed oddélenim vétvi
rostlin a zivo¢ich (shrnuli Breton a Kay, 2006).

Cirkadianni rytmy se rovnéz dlouhodobé studuji u obrnének (Chromalveolata:
Dinophyta), které patii do stejné skupiny Alveolata, jako je na§ model - Chromera velia.
Vyznamnym modelovym organismem cirkadiannich rytmli se obrnénky staly zejména proto,
ze byly jednim z prvnich ¢tyt eukaryotickych organizmi, u nichz byla zkoumana schopnost
luminiscence, ktera byla dobie pozorovatelna hlavné béhem subjektivni noci, kdy byla 40 - 60
krat siln€jsi nez ve dne. Teprve o vice jak dvacet let pozdéji byla ovSem definitivné vyvracena
moznost, Zze by se aktivita enzymu luciferazy béhem dne sama ménila. Vzhledem k potvrzené
skuteénosti, Ze dinoflagelat L. polyedrum udrzi cirkadianni rytmus luminiscence i za
konstantnich tepelnych i svételnych podminek, se nabizi jen jediné vysvétleni. Zda se
evidentni, ze vnitini mechanismus cirkadiannich hodin musi fidit miru syntézy nebo naopak
miru degradace tohoto enzymu (Hastings a Sweeney, 1957; 1958a; Dunlap a Hastings 1981).

Luminiscence u L. polyedrum se da rozdélit do dvou typi. Prvnim je blikani, které
probihd po vétSinu subjektivni noci. Druhym typem je kontinualni zateni, které plynule
nahrazuje blikdni ke konci noci. DalSim fyziologickym, cirkadidnné fizenym jevem je
shlukovani bun¢k béhem subjektivniho dne. Téchto dvou vyraznych, pravidelné cyklujicich
jeva bylo vyuzito pfi studii, kterd se snazila zodpovédét otazku, zda mohou byt dva jevy
fizeny dvéma samostatnymi oscilatory. Tim, Ze se nakonec podafilo zkratit periodu agregace,
zatimco bioluminiscenéni perioda zlstala nezménéna, se presvédcivé prokazalo, ze tyto dva
rytmy musi byt fizeny alespon Caste¢né nezavisle na sob¢. Zaroven je ale ze studie zfejmé, ze
se rytmy navzajem ovliviiuji, pfi¢emz shlukovéni je vice ovlivnéno luminiscenci nez je tomu
naopak (Roenneberg a Morse, 1993).

Paraleln¢ s vyzkumem luminiscence se podafilo u L. polyedrum, jako u prvniho
jednobunééného organismu, prokézat cirkadidnné fizené bunécné déleni, které se v naprosté
vétSiné odehrava ke konci dne a na zacatku noci. Teprve pozdé¢ji bylo potvrzeno i u C.
reinhardtii a dalsich druhl (Sweeney a Hastings, 1958b)

Stejné jako pro vétSinu organismu, je i pro L. polyedrum rozhodujicim faktorem pro
resetovani cirkadidnnich hodin svétlo. Jak ovSem potvrdily pokusy s cervenym, modrym
a bilym svétlem v kombinaci s allopurinolem, inhibujicim receptory modrého svétla, je pfi
resetovani denniho rytmu rozhodujici nejen délka dne, ale i svételné spektrum pusobici na
fasu. Vzhledem k rozdilnym posuntim cirkadianniho rytmu u fas vystavenych cervenému

a modrému svétlu a také u fas vystavenych ucinku allopurinolu, se zda pravdépodobné, ze L.
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polyedrum ma dv¢ drahy pro resetovani svych cirkadiannich hodin. Jedna draha reaguje na
modré svétlo a druhd draha pfijima Cervené i modré svétlo (Deng a Roenneberg, 1997).

Nemén¢ zajimava oblast vyzkumu ovSem probihala i na samotném principu cirkadidnni
oscilace - na regulaci exprese cirkadianné fizenych proteint. Jak uz bylo vySe zminéno,
exprese je fizena obvykle na transkripéni Grovni, kdy osciluyje mRNA béhem dne. Nicméné
byly studovany i pfipady regulace fizené translacné (shrnuli Suzuki a Johnson, 2001). Nejlépe
byla transla¢ni regulace prozkoumana pravé u L. polyedrum. Cely bioluminiscen¢ni aparat
této fasy, enzym luciferaza, substrat luciferin i LBP (luciferin binding protein), je ulozen ve
specialnich organelach scintilonech, jejich pocet béhem noci nartsta asi desetkrat. Kromé
samotného naristani poctu scintilont kolisa pravideln¢ béhem dne vnitrobunécna koncentrace
vSech komponent (luciferin, luciferaza, LBP). Piestoze hladina LBP kolisa, mnozstvi lbp
mRNA je konstantni béhem celého dne. Kdy a kolik mRNA bude translatovano je fizeno
cirkadiann¢. Dokonce byl objeven protein, o kterém se soudilo, Ze by mohl byt translaénim
represorem LBP syntézy. K tomuto proteinu CCRT (circadian-controlled translational
regulator) byl pozdgji objeven funkéni homolog u C. reinhardtii pojmenovan CHLAMY 1.
Oba proteiny by se méli specificky vazat na netranslatované UG repetice (shrnuli Suzuki a
Johnson, 2001). Nedavné vyzkumy ale tyto zavéry zpochybiuji. Pivodnim zamérem bylo
charakteristikovat nové objeveny protein CCRT. Ackoli ale byl pouzit stejny postup a za
pouziti stejnych materiald, vysledky se liSily. Ani jedna z mnoha pouzitych metod nedokazala
izolovat protein CCTR, ktery by se specificky vazal na 3° netranslatovanou oblast v Ibp
mRNA. Existuje samoziejme i moznost, Zze rozhodujici roli hrala rozdilnost kmenti. Pro tento
vyzkum byl pouzity novéji izolovany kmen a nebyla ani zcela vylouc¢ena moznost ovlivnéni
vysledktl nasledkem posttranslacni modifikce. Kazdopadné bude potieba se problematikou
regulace syntézy LBP jesté dale zabyvat (Lapointe a Morse, 2008).

Existenci CHLAMY 1 doposud ovSem nikdo nezpochybnil a vyzkumy na tomto
zajimavém proteinu stale pokracuji. Bylo zjisteno, ze CHLAMY 1 se skladd ze dvou
proteinovych podjednotek C1 a C3, o velikosti 51 706 Da a 44 979 Da. C3 podjednotka patii
do velice konzervované skupiny CELF (CUG-binding protein and ETR-3 like factors)
proteinti. Obé podjednotky jsou zfejmé zahrnuty do fizeni cirkadidnniho rezimu fasy.
U mutantt vykazujicich nizsi expresi C1 byly pozorovany nasledné nepravidelnosti az arytmie
v cirkadiannim cyklu. Naopak pfi nadmérné expresi C3 podjednotky se délka subjektivniho
dne posunula asi o hodinu ve srovnani s kontrolou (Iliev a kol., 2006).

Piekvapivé vysledky prinesl teprve nedavno publikovany vyzkum dalsi ze zelenych fas,

Ostreococcus tauri. Jiz diive bylo zjisténo, Ze se této fasy da dobie pouzit pro studium
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cirkadiannich rytm u vysSich rostlin, protoze obsahuje shodny zakladni mechanismus
negativné zpétnovazebné smycky zaloZené na stiidavé expresi CCA1 a TOCI. S vyvinutim
mutantniho kmene, schopného bioluminiscence, jeji moznosti vyuziti pfi studiu cirkadiannich
rytmt jesté vzrostla. Mikroskopickym pozorovanim byla pfitomnost cirkadiannich hodin
rovnéZ potvrzena. Rasa si dokdzala udrzet cyklus i za konstantniho svétla. Bé&hem kultivace za
konstantni tmy vSak, podle ocekdvani, veSkerd exprese genl ustala. Po pfeneseni na svétlo
vSak O. tauri nenastavila sviij vnitini rytmus podle hodiny zacatku sviceni, ale pokracovala
déle ve svém ptredchozim cirkadiannim cyklu. Tyto vysledky zcela jasn¢ naznacuji, ze si je O.
tauri schopna udrzet funkéni casovac i pii absenci jakékoli transkripce. Vzhledem k tomu, ze
genom O. tauri obsahuje nejméné jeden z jiz vySe zmifiovanych peroxiredoxint, bylo mozné
pomoci protilatek stanovit, jak klesala oxidace peroxiredoxinu béhem dne. Pravidelné
cyklovani oxidace se udrzelo i v konstantni tmé za pouziti inhibitoru RNA syntézy a
cytosolické translace. Na druhou stranu, pozorované zmeény oxidace peroxiredoxinli u
mutantnich kmenti, které mély dlouhou periodu vic¢i kontrolnim kmenitim, naznacuji, Ze tato

oscilace je n¢jak napojena na transkripéni ¢i translacni cykly (O’Neill a kol., 2011)

2. 3. Kryptochromy

Kryptochromy patti do velké rodiny receptorii a enzymu s rozlicnymi funkcemi v burice.
Ptedpokladanym piedkem kryptochromi je flavoproteinova skupina fotolyaz, ktera reaguje na
modré svétlo tak, ze za¢ne opravovat poskozeni DNA odstraiiovanim pyrimidinovych dimerti.
Naproti tomu kryptochromy jsou ptevazné proteiny piimo spojené s cirkadidnnimi hodinami
bud’to jako jejich slozka nebo jako fotoreceptor umoziujici resetovani cirkadianniho rytmu.
Zatimco v D. melanogaster hraji roli hlavniho fotoreceptoru, v savéim organismu se podileji
na synchronizaci bunck s vnéjSimi svételnymi podminkami také rodopsin, konopsin a
melanopsin. Na molekularni urovni se da ovsem pro hmyzi i sav¢i kryptochromy shodné fici,
ze reguluji transkripci. U rostlin jsou kryptochromy zésadni pro optimalni vyvoj. Inhibuji
prodluzovani stonku, stimuluji nasazeni listd, reguluji dobu kveteni a kontroluji cirkadidnni
hodiny (shrnuli Cashmore a kol., 1999; Lin a Todo, 2005).

Dlouholeta teze, ze vSechny druhy kryptochromu postradaji fotolyazovou aktivitu, uz
byla ovSem nckolikrat vyvracena. Nejprve byly nalezeny zvlaStni proteiny s regulacni
1 fotolydzovou aktivitou u nékolika druhti hub. Prvni ditkaz o schopnosti vykonavat funkci
obou ¢lent kryptochrom-fotolydzové rodiny byl poskytnut v pifipadé pladni houby
Trichoderma atroviride. U jeji fotolyazy PHR1 bylo pomoci delece tohoto genu prokazano, ze

je nezbytnou soucasti DNA opravného mechanismu, ale zaroven, ze se podili na regulaci
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nekterych genii (Berrocal-Tito a kol., 2007). Podobné objevy nésledovaly u dalSich dvou hub,
vlaknité Aspergillus nidulans (Bayram, 2008) a u rostlinného patogena Cercospora zeae-
maydis (Bluhm a Dunkle, 2008). Dualni funkce nékterych ¢lent kryptochrom-fotolyazové
rodiny se nakonec neomezila jen na houby. Vroce 2009 se ktémto proteinim piipojil
i PtCPF1 (Phaeodactylum tricornutum, Cryptochrome/photolyase family) zrozsivky
P. tricornutum. Tento jaderny protein dokaze absorbovat modré svétlo a dokonce byla
prokazana 6-4 fotolyazova aktivita na dvouvlaknové DNA in vitro. Co se ty¢e vyzkumu
zivych bungk, bylo zjisténo, Ze exprese tohoto PtCPF1 zvySuje mnozstvi piezivSich bunék
vystavenych UV zafenim, coz nepiimo dokazuje schopnost opravy DNA timto enzymem.
Zaroven ovSem byl zjiStén 1 zdsadni vliv na expresi genil v bufice v zavislosti na modrém
svétle, coz odpovida kryptochromové aktivité (Coesel a kol., 2009).

Podobn¢ dopadla charakterizace kryptochromi ze dvou fas rodu Ostrecoccus. Izolované
proteiny aktivné opravuji DNA in vitro a, stejné jako v piipadé PtCPF1 u P. tricornutum, umi
zastavit CLOCK:BMALI1 aktivovanou transkripci v COS buiikach (tato schopnost byla
prokazdna u mnoha kryptochromi obratlovcl). Navic se ale podatilo prokazat cirkadidnni
expresi jednoho z kryptochromti OtCPF1 (O. tauri CPF1), ktera byla potvrzena cyklickymi
vykyvy v mnozstvi proteinu i za absence enviromentalnich voditek (Heijde a kol., 2010).

Ptedpoklada se, ze prvni buniky Zijici na nasi planeté zprvu jesté¢ bez ozonové vrstvy
byly vystavené velmi vysokym davkam UV zafeni. Pro evolu¢né uspéSné organismy muselo
byt zivotné dillezité si s neustadlym poSkozovanim DNA vlivem Skodlivého zatfeni poradit.
DNA fotolyaza mohla byt prvnim enzymem schopnym opravit DNA, kterym disponovaly.
Fylogenetickd analyza napovida, ze pozdéji, nicméné vsak jesté pred rozliSenim eukaryot a
prokaryot, byla nejméné cCtyfikrat duplikovana. Jedna zkopii byla Cpd prokaryoticka
fotolyaza, kterd byla pienesena do eukaryot, kde se pozd€ji vyvinula ve zvifeci a rostlinny
kryptochrom, jiz se zcela jinou funkci (shrnul Todo, 1999).

Kryptochromy byly dlouho zndmy pouze u eukaryot a az v poslednich letech se mnozi
objevy kryptochromt také u bakterii a dokonce i u archebakterii; seznam bakterii
a archebakterii, u kterych byly objeveny kryptochromy uvadi naptf. Goosen a Moolenaar,
(2007). Nutno ovsem fici, Ze u vétSiny téchto kryptochromti nebyla doposud zjisténa funkce.
Vzhledem k velice neusporadanému vyskytu u jednotlivych fylogenetickych skupin bakterii a
archebakterii, se da predpokladat, ze byl kryptochrom mezi prokaryoty Sifen laterdlnim
genovym transferem. Prvnim bakteridlnim kryptochromem, kde byl kromé fotolydzové
aktivity i1 jasné prokazan vliv na expresi proteinti v buiice, byl CRY B u a-proteobakterie

Rhodobacter sphaeroides (Hendrischk a kol., 2009).
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Dosavadni fylogenetické analyzy rozclenily kryptochromy na Zivocisné a rostlinné
(shrnuli Lin a Todo, 2005). Rostlinné se dale déli na CRY 1 a CRY 2, zejména funkéné, na
zaklad¢é riznych odpovédi na rizné intenzity svétla. Stejné tak u Zivocichl mlizeme nalézt
nejmén¢ dvé dobie rozlisitelné skupiny, které se exprimuji v rdznych tkanich a jsou

targetovany do riiznych organel (shrnul Todo, 1999).
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Obrazek 4. Tercialni struktura CRY-DASH proteinu v bakterii Synechosystis sp. (Lin a Todo, 2005)

S objevem kryptochromu v bakterii Synechocystis (Obr. 4), piibyla jesté nova skupina
CRY - DASH (Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, Homo), ktera je na zaklad¢
fylogenetickych analyz vyrazné vyclenénd z ptedchozich dvou skupin. Tato skupina také
prolomila dlouho uznavané presvédceni, ze se kryptochromy vyskytuji pouze u eukaryot a
posunula pfedpokladany vznik tohoto proteinu do dob, kdy jesté nebyla rozliSena prokaryota a
eukaryota. CRY - DASH se odliSuje od ostatnich rovnéz strukturné. Na rozdil od vétSiny
kryptochromt, které maji dvé oblasti - aminokoncovou PHR oblast, na kterou se vazi
chromofory, a pak karboxylovou doménu rtiznych velikosti, protein CRY - DASH tuto druhou
doménu postradd. Pravé tato doména je klicovd pro interakci s dalSimi komponenty
cirkadidnnich rytmi u octomilky, zatimco u drépatky je zde kodovana lokalizace do jadra. O
pfesném mechanismu funkce kryptochromt se vsak zatim mizeme jen dohadovat na zakladé
objasnéného principu opravné fotolydzové reakce (shrnuli Lin a Todo, 2005; Coesel a kol.,

2009).
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2. 4. Chromera velia

C. velia, spolu s piibuznou tasou Vitrella brasiccaformis, jsou jedinymi doposud
znamymi zastupci noveé vzniklého kmene Chromerida (Moore a kol., 2008; Obornik a kol.,
2011b). Spolu s kmeny Ciliophora, Dinophyta a Apicomplexa tvoii nadkmen Alveolata.
Spoleénym rysem celé skupiny jsou ploché méchyiky pod cytoplasmatickou membranou,
nazvané kortikalni alveoli. Jinak ale jde o skupinu velice pestrou, zahrnujici jak parazitické,
tak volnég zijici organismy s riznymi zplisoby vyzivy (Patterson, 1999).

Nazev Chromera je sloZenina dvou anglickych slov ,,chromophore® a ,,meront“. Slovo
velia pochazi z ital$tiny a znamena utajena (Moore a kol., 2008). C. velia byla nalezena
v sydneyském piistavu pii hledani vnitrobunécnych symbionti koralu Plesiastrea versipora
(Faviidae) a vSeobecné se piedpoklada, Zze jde o jeho symbionta, ackoli to jesté nebylo
potvrzeno (Obornik a kol., 2011a). Na kultivaci je nenaroc¢nd, vyzaduje pouze jednoduché
médium na bazi moiské vody (f/2) a dostatek svétla (viz. Materidly a metody). Daii se ji pii
teplotach 22-31°C, ale pteziva 1 10°C chlad (Obornik a kol., 2011a) a i déle nez rok trvajici
absolutni tmu (Obornik, osobni sdéleni).

Dobie rozlisitelnd jsou tii zivotni stadia, vSechny jsou pravdépodobné vegetativni:
kokoidni, bi¢ikaté a cystické. O dominantnim stadiu v kultufe rozhoduje predevsim jeji stari a
podminky péstovani. Po inokulaci nové kultury pievladd za dobrych podminek v kultuie
kokovitd podoba chromery, buiiky o velikosti 5,1 — 9,5 um, které se mnozi délenim. Po
nékolika dnech se v kultufe objevuji vysoce pohyblivi bi¢ikovci (zoospory), jejichz mnozstvi
vrcholi pti kultivaéni teploté 26°C, obvykle 5. — 7. den, podle intenzity svétla. Transformace
do bicikatého stadia zac¢ind pomalym otdCenim jinak nepohyblivé kokoidni buiniky. Samotna
proména trva jen n€kolik minut. Bi¢ikovei maji protahly tvar s délkou 4,9 — 7,3 um a Sitkou
2,7 — 4,8 um. Jsou opatieni dvéma nestejn¢ dlouhymi bi¢iky, jejichz bazalni téliska jsou vici
sob¢é v thlu cca 90°. Ve svételném mikroskopu je obvykle mnozné dobie vidét pouze vétsi
z obou biciki, diky elektronové mikroskopii ale zndme podobu 1 mensiho z bicikt, ktery je
navic na bazi opatien prstovitym vybézkem. Toto stadium slouZzi pravdépodobné k rozsifovani
kolonie na nova uzemi, i kdyz je zde také teorie, zalozend na pozorovani kultur, Ze bicik
umoziuje bunce uniknout z piili§ silného svétla (Obornik a kol., 2011a).

Ve staciondrni fazi kultury nebo pii neptfiznivych podminkach nejcastéji narazime na
cystické stddium. Toto stddium vznikd opakovanym délenim kokovitych bunck, jehoz
vysledkem je vacek obsahujici Ctyfi buniky, obalené spole¢nou membranou a usporadané do
Ctyfsténu, takze je mozné najednou vidét vzdy jen tii buniky. Tento utvar ma zpravidla 7,9 —

12,1 um v priméru (Obornik a kol., 2011a).
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Nejzajimavéjsi strukturou na chromeie je plastid. To, Ze byl ziskan sekundarni nebo
terciarni endosymbidzou, naznaCuje uZ samotnd ptitomnost Ctyf obalujicich membran.
Obsahuje tylakoidy fazené po tiech. Jako jedind z alveolat, kam fylogeneticky patii, ma
plastid pigmentovany chlorofylem a, ale nikoli c. Dalsi pfitomné pigmenty jsou violaxantin,
bézny B,B-karoten a i doposud nezndmy druh karotenoidu, identifikovany jako novy izomer
isofukoxantinu. Velikost plastidového genomu je 121,2 kb, nicméné doposud neni jasné, zda
jde stejné jako v piipadé piibuzné, nedavno popsané, chromeridni fasy Vitrella brasicaformis,
o kruhovou molekulu, nebo zda je DNA uloZena v linedrni podobé. Dal§im zajimavym
morfologickym rysem chromery je neobvyklé kodovani tryptofanu v chloroplastu. Misto
bézné¢ho UGG pouziva kodon UGA, kanonicky znacici stop kodon. Pozoruhodné je, Ze stejné
kédovani tryptofanu pouzivaji i kokcidie ve svém apikoplastu, coz je ve shodé s teorii o
spolecném  fotosyntetizujicim  pfedkovi dnes vyhradné heterotrofnich vytrusovca
(Apicomplexa) a autotrofnich chromerid. Pfibuznost fotosyntetizujici chromery
s parazitickymi vytrusovci potvrzuje 1 podobné uspoiadani ribozomalniho superoperonu, ktery
je sice v ptipad€é chromery rozlamany, ale konzervované potadi shodnych genil je snadno

porovnatelné (Moore a kol., 2008; Janouskovec a kol., 2010; Obornik a kol. 2011a, b).

2. 5. Pro¢ pravé Chromera velia?

Az do roku 1991 se véfilo, ze pouze rostliny a fasy mohou mit tfi rizné genomy —
jaderny, mitochondridlni a plastidovy. K naprostému piekvapeni odborné vetejnosti nebyla
z krevni¢ky (Plasmodium sp.), zpusobujici velice zavazné lidské onemocnéni, malarii,
izolovana pouze linedrni mitochondrialni DNA, ale jest¢ jedna kruhova DNA, nezndmého
pivodu (Wilson a kol., 1991). Jesté tentyZ rok stejny tym publikoval zjisténi, Ze neznama
DNA koduje RNA polymerazu velice podobnou té, kterou pouzivaji prokaryota, a kterd je
kédovana i v genomu chloroplasti (Gardner a kol.,, 1991). Rovnéz uspotadani geni
piipominalo chloroplast. O rok pozdé¢ji fylogeneticka analyza naznacila, Ze by mohlo jit
skute¢né¢ o plastidovou DNA nového typu nefotosyntetického plastidu, ktery se vyvinul
z plastidu fotosyntetického predka (Howe, 1992). Konecné, vyzkumné skupiny vedené
Davidem Roosem (University of Pennsylvania) a Geoffreym McFaddenem (University of
Melbourne) nezavisle na sobé lokalizovaly kruhovou plastidovou DNA v multimembranové
struktufe v bunice krevnicky a spolu s dalsi fylogenetickou studii definitivné zatadily novou
organelu mezi plastidy (McFadden a kol., 1996; Kohler a kol., 1997). Tento veliky objev dal
novy smér vyvinu léka proti malarii. Vzhledem k tomu, ze sav¢i buiiky zddnou podobnou

organelu nemaji, mohlo by se jednat o idealni cil budoucich 1é¢iv (Ralph a kol., 2001).
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Ptekvapujici u tohoto nového plastidu, pojmenovaného jako apikoplast, je zejména
velikost jeho genomu. Délka pouhych 35 kb, kodujici jen asi 25 genli, byla zprvu
vysvétlovana ztrdtou schopnosti fotosyntézy. Jenomze i v porovndni s velikosti plastomil
jinych organismu, které sekundarné ztratily schopnost fotosyntézy, jako napt. Astasia longa
(73 kb, 50 genu) nebo Epifagus virginiana (70 kb, 42 genil), je genom apikoplastu velice
maly. Na druhou stranu pfibuzné obrnénky obsahuji jest¢ mnohem mensi plastom (koduje jen
12-14 genli, kazdy gen na jedné kruhové molekule), ackoli jsou tyto organismy
fotosyntetizujici. V blastomu obrnének jsou kodované jen fotosystémové proteiny, které byly
u krevnicky zredukovany kvili chybéjici fotosyntéze. Z tohoto diivodu bylo dlouho nemozné
fylogeneticky porovnat tyto dva druhy plastomti (Wolfe a kol., 1992; Gockel a kol., 1994;
Wilson a kol., 1996; Janouskovec a kol., 2010). Zlom pfinesl aZ jedinecny mezi¢lanek mezi
dinoflagelaty a vytrusovci, nové izolovana C. velia (Moore a kol., 2008).

Prvotni fylogenetickou analyzu dvou jadernych genii (mala a velkd podjednotka rDNA)
a dvou plastidovych genti (PSB A a mala plastidovd podjednotka), rychle nasledovana dalsi,
podrobné;jsi, zalozena na dalSich osmi jadernych genech. Tyto studie presvédciveé prokdzaly
spoleny puvod apikoplastu, plastidu dinoflageldt a obou chromeridi. Na zakladé¢
publikovanych vysledkd byl jediny spolecny piedek obou plastidii pravdépodobné ziskan
sekundarni endosymbidzou z Cervené fasy, ¢imz byl podan dalsi dikaz o evolu¢nim vztahu
plastidii zminovanych organismli (Moore a kol., 2008; Janouskovec a kol., 2010). Jedine¢nym
fylogenetickym postavenim vSak vyjimecnost této fasy nekon¢i. Nedavno byla publikovana
studie zabyvajici se tetrapyrolovou drahou chromery. Jeji ojedin¢la draha mezi vSemi
fotosyntetickymi organismy se nejvice podoba pravé té, kterou pouzivaji pro syntézu hemu
paraziti¢ti vytrusovci. Vzhledem ke své fotosyntetické aktivité¢ navic chromera stejnou drahu
pouziva i pro syntézu chlorofylu a je tak jedinym zndmym fotoautotrofem, ktery syntetizuje
chlorofyl z glycinu a succinylu-CoA (Kofeny a kol, 2011).

S objevem bicikatého stadia chromery byla brzy zjisténa i1 periodicka preména
kokoidnich stadii na bicikata, jejichz pocet vrcholi Sest hodin po rozsviceni, ale klesa az tém¢t
k nule jesté pred zhasnutim (Obornik a kol., 2011a). Toto rytmické chovani, vyvolalo dalsi
otazky ohledné tohoto organismu, jez ma pro nas pfichystana jist¢ jesté mnoha piekvapeni. Je
mozné, aby chromera méla cirkadianni hodiny? Vyzkumy dinoflagelati dospély
k rozporuplnym vysledkiim (viz kapitola 2. 1. 3. Cirkadidnni rytmy u fas), studie podobného
chovani u vytrusovell témét chybi (Dolnik a kol., 2011). Identifikace gent cirkadiannich
hodin a jejich fylogenetické zafazeni by navic mohlo upfesnit nejasné postaveni chromery na

samé hrané definic rostlin a Zivoc¢ichu.
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3. Cile prace

o Nalézt v genomu C. velia homology ke znamym geniim, které kodujici proteiny
podilejici se na cirkadiannim fizeni organismu.

o) Zjistit cyklické chovani u C. velia a ovéfit, zda je skuteéné tizené cirkadiannimi

rytmy a nikoli faktory prostiedi.
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4. Materialy a metody
4. 1. Kultivace C. velia

Byla pouzita kultura C. velia CCMP2878 (Provasoli-Guillard National for Marine
Algae and Microbiota, Maine, USA). Chromera byla péstovana v plastovych kultiva¢nich
nadobéch na tkatiové kultury (300cm?, Techno Plastic Products) v um&lé motské vods, pH 8
[35 g stl ,,Tropic Marine* (Wartenberg, Némecko), 1 ml NaNOs;, 1 ml Na,HPO, . H0, 1 ml
NaSiO; . 9H,0 a 20 ml Guillard’s (f/2) marine water enrichment solution 50x (Sigma-
Aldrich) doplnéno do 1 1 destilované vody a nasledné zfiltrovano na 22um milipore filtru].
Kultivace probihala v termostatech [TS 606/2 Var (WTW); I30BLL (Percival Scientific)] pii
teploté¢ 26°C. Svételné podminky byly upravovany podle ucelu péstovani (viz 4. 2.
Pozorovani bi¢ikatych stadii v pribéhu dne a 4. 10. Odbér vzorkt a ptiprava cDNA pro PCR
vredlném case). Pro méfeni intenzity osvétleni byly vyuzivany fotometry Traceable®
(Fisher Scientific) a HD 2102.1 (Delta OHM). Pro odbéry vzorktu byly pouzity dva az tii

tydny staré kultury ve fazi rastu, kde se dala predpokladat vydatna exprese gend.

4. 2. Pozorovani bi¢ikatych stadii v pribéhu dne

Kultivace prob&hla v malych kultiva¢nich lahvich (25¢m?, Techno Plastic Products)
vobjemu 15 ml a vdennim rezimu 12:12 pii teploté 26°C a osvétleni v rozmezi 16-
22 pmol.m™.s” (Photosynthetically Active Radiation, PAR) a 1100-1600 Lux (celkové
mnozstvi svétla). U tyden starych kultur se objevila bicikatd stadia. Dvé lahve byly
ponechany v téchto svételnych podminkach, pét jich bylo pieneseno jesté pred rozsvicenim
do konstantni tmy a pét jich bylo pfeneseno pred zhasnutim do konstantniho svétla.
Pozorovéani probihalo tfi dny, vzdy od casu rozsviceni, kazdou hodinu, celkem 12
pozorovani kazdy den (Obr. 5). VSech deset lahvi bylo pravidelné stfidano kvili zabranéni
ptilisSného vlivu osviceni z mikroskopu. Pro pozorovani byl pouzit opticky reverzni
mikroskop (CARLZEISS) pii zvétSeni 40x. Kultura byla pozorovana v jediném néhodné
vybraném poli po dobu dvou minut, kdy byli s€itani vSichni bicikovci, kteti se dostali do

pole mikroskopu.
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Obrazek 5. Schematické znazornéni ¢asi pozorovani

4. 3. Izolace cDNA

Za ucelem ziskani cDNA pro PCR — RACE byly chromery péstovany ve svételném
rezimu 12 : 12. Kvili neznalosti doby exprese hledanych genti byly vzorky odebirany v ¢ase
rozsviceni, Ctyfi hodiny po rozsviceni, Ctyfi hodiny pfed zhasnutim a v ¢ase zhasnuti.
Kultura chromery byla uvolnéna ze stén kultiva¢ni nddoby a silné protfepana. Bylo odebrano
15 ml a vzorek byl nasledné centrifugovan (10 min, 4°C, 6000 rpm) kvili pfevedeni kultury
do mensiho objemu. Posléze byl pelet rozsuspendovan v 1 ml supernatantu a opét
centrifugovan 1 min pii 10 000 rpm a pokojové teploté. Aby mohli byt vzorky zpracovany
najednou, byly uchovéavany pii -80°C. Pelet byl poté rychle zmrazen v tekutém dusiku a
roztfistén pomoci plastového homogenizatoru. Do kazdého vzorku bylo poté ptidano 400 pl
vody oSetfené proti nukledzam a 50 ul BAN (MRC). Po promichani byl vzorek 5 minut
inkubovan pti pokojové teploté a nasledné byl centrifugovan (4°C, 15 minut, 14 000 rpm).
Opatrné byl odebran supernatant a ptidano 400 pl ledové vychlazeného 75% etanolu. Po
jemném promichani byl opét ponechan 5 min. srazet pii pokojové teploté a opét byl za
stejnych podminek vzorek centrifugovan. Pelet byl rozsuspendovan v 500 pl ledového 75%
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etanolu, opét centrifugovan a celé pomyti jesté jednou zopakovéno. Kvuli dokonalému
odstranéni etanolu byl po druhém promyti samotny pelet jeSt€¢ jednou centrifugovan a
odstranény i malé zbytky etanolu. Promyty, suchy pelet byl nasledné rozpustén v 10 pl vody
zbavené nukleaz.

Koncentrace ziskané RNA byla spektrofotometricky zméfena na ptistroji Nanodrop
1000 (Thermo scientific) a poté byla RNA okamzit¢ piepsana na cDNA nebo byla
skladovana pfi -80°C. cDNA byla nasledné ziskana za pouZiti reverzni transkriptazy Super
Script ® III, nukleotidd DTP mix (Top Bio), ndhodnych DNA hexanukleotidii (Generi
Biotech) a inhibitoru nukleaz RNAsin (Promega). Protoze se ukézalo, Zze hledané geny jsou
pritomné ve vSech ctyfech vzorcich, byly jednotlivé vzorky cDNA pro potieby 3’RACE
smichany ve stejném poméru a na 5’RACE byla pfipravovana cDNA jen z jediného denniho
odbéru chromery. V tomto ptipadé byl pouzit kit FirstChoice® RLM-RACE (Ambion) dle

pokynt vyrobce pro standardni reakci.

4. 4. Kandidatské geny, BLAST a navrZeni primeru

Jako kandidatské geny byly vybirany sekvence kodujici klicové proteiny cirkadiannich
oscilatort rostlin i zvifat. Z modelové rostliny A. thaliana byly hledany homology ke gentim
lux, toc, ztl (Zeitlupe), ccal, lhy a kryptochromim 1 a 2. Jako kandidatské geny zvitecich
cirkadiannich proteinti byly vybrany tim, per, cry z D. melanogaster a cryl a cry2 z koralu
Acropora millepora. Homology byly rovnéz hledany v ptipadé fytochromi (phy), kde byl
zkouman fytochrom ze smrku ztepilého (Picea abies) a fytochrom z bakterie Stackebrandtia
nassauensis (Actinobacteria).

Vybrané sekvence byly nasledné porovnany v programu BLAST s ¢astecnou,
doposud nepublikovanou, sekvenci genomu C. velia ziskanou 454 sekvenovanim. Byly
vybrany homologni sekvence s vysokou shodou a nalezen jejich pfislusny kontig ve
454 sekvenci. V ptipad¢ kryptochromti se opakovaly shodné kontigy a proto byly vSechny
dale zpracovavany dohromady, jako homology nespecifikovaného kryptochromu. Podobna
situace nastala i v ptipadé piibuznych gen ccal a lhy u A. thaliana. Nékteré kontigy
kryptochromt se nasledné podatilo slozit v programu SeqMan II (DNASTAR). Nasledné byl
vybran nejlepsi Cteci ramec v programu EditSeq (DNASTAR) a ve stejném programu byla
sekvence pfepsdna na aminokyseliny. Nasledn¢ byly tyto sekvence porovnany se vSemi
sekvencemi dostupnymi v elektronické databazi NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) a byla
odhadnuta pozice exonu. Z tohoto exonu byly nasledné navrhovény primery, vzdy tfi pro

3’RACE a tii1 pro 5’RACE.
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Tabulka 1. Prehled primeri pouZitych pro PCR-RACE

Primery pro PCR-RACE

Gen Nazev | Sekvence 5'-3'
CCAI/LHY F1 GAGCACAAGCGCTTCCTTGAAGC
F2 GCAGCTTTACGGAAAGAACTGGAC
F3 CACGTACAGCCACGCAGGTTC
R1 CTGCATGGCTTCAAGGAAGCG
R2 GCACCATCGTCCAGTTCTTTCC
R3 CACTGTGCCCTTCTGCATACTC
CRY-DASH 1 FIBM |CTGTATGCGAGAGCTGAAGGCTAC
F2BM | CGTCTTTCTTGGCGTTGGACTGTC
F3BM | CGCCGACTGGTTTGAGCATC
FIDB |CCAAGCAGACAAAGACTTACGACCC
F2DB | GGTGTCCAGAATTGAAGCGAGTGC
F3DB | CGTGCAGGAGATTTCACAGTGTCG
CRY-DASH 2 Flcl CTGAGTGGTTTGAGTCCCAATTGC

F2cl CGAGAGGACAGGCGTTTCAATATC
F3cl CAGAGGGCAAGTTCGTGAAGC
Rlcl CAATTGGGACTCAAACCACTCAGC
R2cl CAATCCCGGTGGCGTAATTC

R3cl GACACCAGAGCTTCACGAACTTGC
FIDNU | GAAGAGCGCGTGTCGAATGACTC
F2DNU | CCTACTGGCTCGTGTTTGAATTGC
F3DNU | GATTTGTGGTGGGAGAAGCCAGAC

CRY-DASH-like

F1Con2 | GCCTTGGAAGAGCGCAGTTTC
F2Con2 | CGTCTGTGTGTGAGCGCGAATC
F3Con2 | CAGTTTGAAGTCAGCAGTGTCTTTGC
R1Con2 | CTCGCACAGCCTCTATCTGAAAC
R2Con2 | CAGATTCGCGCTCACACACAGAC
R3Con2 | CGCAAAGACACTGCTGACTTCAAAC

4. 5. PCR-RACE (Polymerase Chain Reaction - Rapid Amplification of cDNA Ends)

Pro amplifikaci zbyvajicich isekli DNA sekvence byla pouzita PCR-RACE za pouziti

techniky nested PCR. Pro zvySeni pravdépodobnosti zachyceni specifické reakce byly

namisto obvyklych vnéjSich a vnitfnich primert pouzity celkem tii specifické primery

(Tab. 1.) a dva nespecifické primery (Tab. 2) od vyrobce z kit FirstChoice® RLM-RACE

(Ambion®). Reakéni smési pro 3‘RACE byly namichany podle nésledujiciho rozpisu:

Vnéjsi reakee:

Vnitini reakce:

R1 — Primer F1 + 3’RACE Outer Primer (Ambion®) + cDNA
R2 — Primer F2 + 3’ RACE Outer Primer (Ambion®) + cDNA
R3 — Primer F2 + 3’RACE Inner Primer (Ambion®) + R1
R4 — Primer F3 + 3’RACE Inner Primer (Ambion®) + R1
R5 — Primer F3 + 3’RACE Inner Primer (Ambion®) + R2

22



Pro reakci 5’RACE byly pouze vyménény nespecifické primery pro 3° RACE za
prislusné pro 5’RACE - 5’RACE Inner/Outer Primer (Ambion®). V ptipad¢ specifickych
primerd byly nahrazeny F1-3 primery za R1-3, s tim, Ze jsou Cislované v opacném potadi

(tzn. F1— R3).

Tabulka 2. Nespecifické primery z FirstChoice® RLM-RACE kitu (Ambion)

Nespecifické primery

Nazev Sekvence 5' - 3'

5' RACE Outer Primer | GCTGATGGCGATGAATGAACACTG

5'RACE Inner Primer | CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG
3' RACE Outer Primer | GCGAGCACAGAATTAATACGACT

3' RACE Inner Primer | CGCGGATCCGAATTAATACGACTCACTATAGG

Reakéni smés pro vngjsi reakei obsahovala (1 reakce, 25 pl):

10x PCR Buffer (Takara) 2,5 ul
ddH,0O 19,05 pl
dNTP mix (Takara) 2 ul
Specif. Primer (25pmol) 0,5 ul
3‘RACE Outer Primer (25pmol) 0,5 ul
cDNA 0,3 ul
Taq HS polymeraza (Takara) 0,15 ul

Do vnitini reakce byly zménény primery (viz. rozpis reak¢nich smési vyse) a namisto
cDNA bylo pfidano 1,5 pl vngjsi reakce. MnoZstvi ddH,O bylo také upraveno na doplnéni
do 25 pl reakéni smési.

PCR program zacinal vzdy shodné pocate¢na denaturaci na 95°C po dobu 1 min.
nasledovalo 30 cykli denaturace 95°C, 30 s. Nasedaci teplota primeru byla u vné¢jSich reakci
shodné 55°C. Vnitini reakce probihala za postupné se snizujici teploty (touchdown PCR) pfii
65°C — 55°C podobu 30 s, 20 cykll snizovani teploty po 0,5°C pii kazdém cyklu a nésledné
probihalo 10 cykla pii 55°C. Nasledné byla smés ohtata na 72°C, kdy byly prodluzovany
pomoci polymerazy useky DNA. Cas byl zavisly na délce o¢ekavaného fragmentu, byla
po¢itina 1 min na 1 kb DNA. Program byl ukoncen jednim cyklem zéavére¢ného

prodluzovani fragmentti po dobu 10 min. Specifické pouzité primery jsou v tabulce 1.

23



4. 6. Elektroforéza na agarézovém gelu

Produkty smichané s ,Jloading buffer 10x* (Takara) byly elektroforeticky rozdeleny
na 1% agar6ézovém gelu obsahujicim 1x Gel Red (Biotio). Jako elektroforeticky pufr byl
pouzit 1x TAE (40mM Tris-acetat, ImM EDTA; Sambrook and Russel, 2001). K urceni
velikosti fragmentti byly pouzity molekularni markery Marker 2-Log DNA ladder (New
England BioLabs®, Inc.), GeneRuler'™ 1kb Plus DNA Ladder (Fermentas) nebo
MassRuler™ DNA Ladder, Low Range (Fermentas). Produkty byly detekovany na UV
transiluminatoru (TFX-35.M Vilber Lourmat). Vysledny gel byl vyfotografovan digitalni
kamerou (Kodak) a zpracované softwarem Kodak Digital science 1D verze 3.0.2. PCR
produkty ocekéavané velikosti byly z gelu vyfiznuty a precistény pomoci kitu QIAqiuck Gel
Extraction Kit (QIAGEN), podle navodu vyrobce.

4. 7. Molekularni klonovani, izolace plasmidu, testovani pritomnosti inzertu

Vycistény fragment DNA byl vloZen do plasmidového vektoru za pouziti pGEM®-T-
Easy Vector Systém (Promega) a T4 DNA ligazy (Promega) dle navodu vyrobce. K vektoru
jsem pridala 5-20 ng vyc¢isténé cDNA. Ligace prob¢hla za pokojové teploty po dobu 1
hodiny. K takto pfipravenym plasmidim bylo pfiddno 50 pl kompetentnich bunék
Escherichia coli, kmen XL1 blue a vzorek byl ponechan 30 minut na ledu. Plasmidy byly
vloZzeny do kompetentnich buné¢k pomoci tepelného Soku vloZzenim na 45 sekund do vodni
lazné (42°C) a naslednym ochlazenim na ledu, nejméné 2 minuty. K buitkdm bylo poté
pridano médium SOC, pH 7 (2% Bacto-Tryptone, 0,5% bakteridlné-kvasnicovy extrakt,
0,05% NaCl, 2,5mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOQO4, 20 mM glukéza) a nasledné byly
kultivovany pfi tiepani (200 rpm) a 37°C. 100 pl takto pfipraveného bunééného roztoku bylo
naneseno na vytemperované agarové misky (LB — Agar, Roth; 50 ug Ampicilinu) oSetfené
40 ul X-galu (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside) a 4 ul IPTG (Isopropyl-B-D-
thio-galactoside) kvali modro-bilé¢ selekci (Sambrook and Russel, 2001). Misky byly
inkubovany pfti 37°C pies noc. Z narostlych kolonii bun¢k byly vybrany bilé, které byly dale
kultivovany na novych miskach a u nichz byla testovana pfitomnost inzertu pomoci PCR.
Reakéni smés se v tomto piipad¢ skladala pouze z PPP Master mixu (Top Bio) 1x, (25 pmol)
M13 primert (Tab. 3) a bun¢k z vybrané kolonie. Byl pouzit jiz vySe zmiilovany PCR
program, ovSem s nasedaci teplotou 53°C. PCR fragmenty byly vyhodnoceny po rozdéleni
na 1% agarovém gelu (viz 4. 6. Elektroforéza na agar6zovém gelu). Kolonie, kde byla
pritomnost inzertu potvrzena kontrolni PCR, byly pfeneseny do tekutého LB média s 50 pg
Ampicilinu (Roth) a kultivovany pfi tiepani (200 rpm) a 37°C pies noc. Kultrury byly
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nasledn¢ zhomogenizovany a plasmidova DNA byly vyizolovana pomoci QIAprep®Spin
Miniprep Kit (QUIAGEN) podle nadvodu vyrobce.

Tabulka 3.

Plasmidové primery
MI13F | GTAAAACGACGGCCAG
MI13R | CAGGAAACAGCTATGAC

4. 8. Sekvenovani

Plasmidovda DNA o celkové hmotnosti cca 150 ng na vzorek (7 pl), byla sekvenovana
v Laboratoti genomiky (BC AV CR, Ustav molekularni biologie rostlin). Sekvenaéni reakce
byla provedena v piistroji ABI PRISM 3130x1 (Applied Biosystems). Ziskané osekvenované
fragmenty genu byly postupné asemblovany spolu s pivodnim usekem exonu do jediné
konsensualni sekvence pomoci programu SeqMan a vysledna sekvence byla identifikovana
za pouziti internetové databaze NCBI. Pro potvrzeni existence takové sekvence v C. velia
byla ud€lana zavérecna kontrolni PCR, kdy byly navrzeny primery cca 100-150 bazi od obou
koncii znamého useku (Tab. 4) a pouzit byl jiz vySe zminovany program (viz. 4. 4 PCR-
RACE) s nasedaci teplotou primert 55°C. Nasledn¢ byl produkt elektroforeticky rozdélen na
1% agar6zovém gelu (viz. 4. 6. Elektroforéza na agar6zovém gelu) a velikost produktu byla

porovnana s ocekavanou velikosti.

Tabulka 4. Primery pro amplifikaci celych znamych tsekii kryptochromi

Kontrolni primery
Ccal/Lhy F1 | GCGTTTTGAAGTTGTCAGAGGTG
R1|GTTCGGGCGTAACTGTAGGTC

CRY DASH 1 F1 | GTCGATGCCTGTATGCGAGAGC
R1|GATGGTGTCAGTGACTGGTTC
R2 | GATGCGACACTGTGAAATCTCC

CRY DASH 2 F1 | GAGCTAGAGAGAACGCACGGATC
R1|GCCTGTTCCTCATCAGACATCAGC

CRY DASH-like |F1 | GATGCAGAACGCAAGGAAGC
R1|GTCTCCTCAGAGCCTCCGTTTC

4. 9. Fylogenetické analyzy
Zaklad datasetu byl laskavé poskytnut Dr. Richardem Pokornym (fylogeneticka
analyza na zéklad¢ tohoto datasetu publikovana — Chavez a kol., 2011). Tento dataset byl
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dale rozsifovan sekvencemi pievazné ze skupiny chromalveolat piistupnych v databazich
NCBI a JGI (http://www.jgi.doe.gov). Vybrané sekvence genii kryptochromo-fotolydzové
rodiny byly alignovany pomoci programu MUSCLE (Edgar, 2004). Nejednoznacné sefazené
useky byly pro dalsi analyzy vyfazeny pomoci SeaView 4 (Gouy a kol., 2010).
Fylogeneticka pfisluSnost fotolyaz z C. velia byla analyzovana metodou maximalni
vérohodnosti (maximum likelihood, déale jen ML) v programu RAXML 7.2.8 (Stamatakis,
2006) za pouziti LG substitu¢ni matice. Vysledna topologie byla programem vybrana z 50
nezéavislych opakovani. Duvéryhodnost vétveni byla ur€ena pomoci neparametrické
bootstrap analyzy (RAXML, 500 opakovani) a bayesianskych posterior probability hodnot.
Ty byly ziskdny za pouziti programu Phylobayes 3.2 (Lartillot a kol., 2009). Pro
bayesianskou analyzu byla pouZita tzv. CAT admixture model (Lartillot a Philippe, 2004),
respektive jeho empirickd varianta, v niz je pocet kategorii omezen na 40, v kombinaci s LG
substituéni matici. Vysledné hodnoty byly vypoclteny porovnanim dvou nezavislych
markovovych fetézct, které bézely soubézné¢, dokud jejich maximalni rozdil neklesl pod 0.2

a efektivni vzorek odhadovanych parametri neptesahl 100.

4. 10. Odbér vzorkii a priprava cDNA pro PCR v realném ¢ase (RT-PCR)

Pro piipravu vzorkih na RT-PCR byla pouzita C. velia kultivovana ve velkych
plastovych kultivaénich nadobach na tkatiové kultury (300 cm?, Techno Plastic Products) 11
dni pii intenzitd svétla 60-70 pmol.m™>.s’ (4200-4700 Lux). Poté byla kultura
homogenizovéana a rozd&lena do 45 malych kultivaénich nadobach (25 cm? Techno Plastic
Products) po 15 ml, kde byly ponechany nasledujici 2 dny pii rezimu 12 : 12 a stejné
intenzité svétla.

Sada 15-ti lahvicek byla ponechéna jako kontrola pfi stejném svételném rezimu a pfi
stejné intenzité svétla i nasledujici dny. Odbéry vzorkl probihaly soubézné s odbéry vzorkt
kultivovanych v konstantni tmé (Obr. 6).

15 lahvicek bylo 3. den, kratce po zhasnuti svétla, v termostatu zabaleno do hlinikové
folie a preneseno do neosvétleného termoboxu a ndsledné kultivovdno pii stale stejné
teploté. Odbéry byly zahajeny hned nasledujici den (Obr. 6).

Poslednich 15 vzorki bylo kratce po rozsviceni svétla v termostatu preneseno do
jiného, s konstantnim osvétlenim o intenzité 32-39 pmol.m™.s™ (2400 — 2900 Lux). Odbéry
byly zahéjeny ten samy den vecer, s dvanactihodinovym posunem vici ptedchozim dvéma

vzorkdm (Obr. 6).
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Obrazek 6. Schematické znazornéni odbéru

Pro izolaci RNA byla vzdy v dany Cas odebrana jedna lahvicka, centrifugaci byl
preveden vzorek do mensiho objemu a vytvoien suchy pelet dle vySe zmifiovaného postupu
(viz. 4. 3. Izolace cDNA). Pelet byl nasledné zmrazen pti -80°C. 1zolace RNA byla nésledné
provadéna u vzorkl shroméazdénych za cely den najednou za pouziti RNeasy® Plant Mini
Kit 50 (QUIAGEN) dle navodu vyrobce pro rostlinné buiiky. Kvili citlivosti RT-PCR i na
mald mnozstvi genomové DNA byla RNA vycistétna pomoci RNAse Free DNA setu
(QUIAGEN). Nasledna syntéza cDNA prob¢hla stejnym zpiisobem jako v ptipadé syntézy
cDNA pro 3° PCR — RACE (viz 4. 3. Izolace cDNA).

4.11. RT-PCR

Pro zjisténi kolisdni mnoZstvi transkriptii sledovanych geni v pribéhu dne byla
pouzita metoda PCR vredlném case (RT-PCR). Reakce probihaly v 96-ti jamkové
mikrodestiéce (Bio-Rad Hard-Shell®), kazd4 reakce obsahovala 6 pl IQ™ SYBR® Green
Supermix 2x (Bio-Rad), 2,5 ul ddH,0O, 0,5 pl (25 pmoléarni) smési obou primerd F1 + R1
(Tab.5) a 3ul 15x ztedéné cDNA (dle pokynl vyrobce Bio-Rad). Byla vzdy pouzita i
negativni kontrola reakéni smési bez ptidané cDNA, pouze doplnéna prisluSnym mnozstvim
ddH,0. PCR probihala na piistroji C 1000™ Thermal Cycler (Bio Rad). Program za¢inal
pocatecni denaturaci (94°C, 3 min) nasledovalo 39 cykli opakujici se denaturace (94°C,
30 s), nasedani primert (58°C, 35 s), prodluzovani primert (72°C, 40 s) a zakoncen byl 40
sekundami zavérecného prodluzovani produkti. Fluorescence byla méfena na konci kazdého

cyklu pfi teploté 72°C. Nasledné byla provedena melting analyza v teplotnim rozmezi 65 -
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95°C s méfenim fluorescence po kazdém 0,5°C. Data byla vyhodnocena v programu CFX
Manager™ Data Analysis Quick Quide, ktery vypogital treshold v exponencialni fazi riistu
ktivek, a cyklus (Cp), kdy byl tento treshold pfekonan, byl pouzit jako vychozi hodnota pro
dalsi vypocty. Ziskana data byla nasledné zpracovana v Microsoft Office Excel metodou tzv.
relativni kvantifikace, kdy je porovndvana zména genové exprese sledovan¢ho genu oproti
tzv. housekeeping genu neboli genu, jehoz exprese se béhem dne neméni. V piipadé C. velia

byl zvolen jako housekeeping gen B-tubulin. Vypocet probihal podle nésledujiciho vzorce:

— Cp Tub Cp CRY
R = Eref / Etarget

R...relativni zména exprese
E...efektivita reakce, nasem piipadé vzdy rovno 2
Cp...cyklus kdy byl prekrocen stanoveny treshold

Tabulka 5. Seznama primeri pro sledované geny kryptochromu a referen¢ni gen p-tubulin

Primery pro RT-PCR

B-TUBULIN |[F1 | CAGACACGGACGCTACTTGA
R1 | GGGGGAATATCGCAGACA
CRY DASH 1 |F1 | CAACATTCCCAAGCAGACAAA
R1 | TCCTCCGGCATCAACCA

CRY DASH 2 |F1 | CAACAGAGGGAGGCAGAATG
R1|CAATCCCGGTGGCGTAAT
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5. Vysledky
5. 1. Pozorovani cirkadianni rytmicity bi¢ikatych stadii

Na zaklad¢ ptedchozich pozorovani (Obornik a kol., 2011a) jsme chtéli ovéfit teorii,
zda jsou rytmicky se objevujici bicikovci indukovani pouze svétlenym rezimem, nebo zda
vznikaji na pokyn vnitinich hodin. VSem kulturam byl nejprve nastaven rezim v cyklu 12:12,
kdy se svitilo od 8:00 — 20:00 a poté byly (vyjma dvou kontrolnich vzorki) pfeneseny do
podminek konstantniho svétla nebo tmy. Prvni den byla pozorovana bicikata stadia pouze u
chromer kultivovanych v konstantni tmé béhem subjektivniho dne (Obr. 7). U kontrolnich
kultur se vyrazny narast biCikovcl objevil dvé hodiny po rozsviceni. V podminkach
konstantni tmy se biCikovci zacali objevovat az patou hodinu subjektivniho dne. Pokles
nasledujici hodinu (14:00) je pravdépodobné zplisoben neptesnosti v mefeni, nebo vadnym
vzorkem, protoze nésledujici hodiny pocet bicikovcii rovnomérné klesal a dvé hodiny pted
koncem subjektivniho dne jiz nebyli pozorovani zadni bic¢ikovci. Cyklus je dobfe patrny i
v konstantnich podminkach tmy, pouze je ve srovnani s kontrolou o dvé az tfi hodiny

posunuty.

1. den
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Obrazek 7. Mnoizstvi pozorovanych bi¢ikovei béhem dne u C. velia, 1. den pozorovani

Druhy den byly pozorovany kultury péstované jak v konstantni tmé¢, tak v konstantnim
svétle (Obr.8). Vzhledem k nepfiznivym podminkam pro fotosyntetizujici organismus
v konstantni tmé C. velia pieZivala nejspiSe v pouze v nepohyblivych stadiich a po cely den
nebyli bicikovci vitbec pozorovani. Kultura rostouci v podminkach konstantniho svétla v§ak
vykazovala podobné casové rozpéti, kdy se v kultufe objevovali bicikovei, jako

v kontrolnich  kulturdich. Maximalni pocet bic¢ikove byl u kultury v konstantnich
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v

podminkach nizS§i nez u kontrolnich kultur, pravdépodobné kvuli nepftiliS optimalnim

svételnym podminkdm (podminky konstantniho svétla), na které bicikovei vzdy vyrazné

reaguji.
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Obrazek 8. Mnozstvi pozorovanych bi¢ikovci béhem dne u C. velia, 2. den pozorovani

Tteti den se jiz objevovali bicikovei sporadicky i u kultury drzené v konstantnim svétle
(Obr. 9). Z tak malého mnozstvi bi¢ikovci nebylo mozné spolehlivé urcit Casové ohraniceni

vyskytu bi¢ikovel v kultufe.
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Obrazek 9. MnoZstvi pozorovanych bi¢ikovci béhem dne u C. velia, 3. den pozorovani
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5.2 Hledani homologi kandidatskych gent u C.velia

Ze vsech zkoumanych kandidatskych gent (lux, toc, ztl, ccal, lhy, cryl, cry2, tim, per,
phy; podrobné&ji viz kapitola 4. 4. Kandidatské geny, BLAST a navrzeni primerd) byly
nalezeny signifikantni vysledky jen pro homology kryptochromti a jeden spole¢ny kontig pro
blizce piibuzné geny ccal a lhy. Po poskladani piekryvajicich se sekvenci a odstranéni
introntd bylo ziskano Sest kratkych sekvenci (174-240 bazi) homolognich ke kryptochormim
a jedna sekvence homologni s geny ccal a Ihy (115 bazi). Sekvenci podobnou CCA1/LHY
se podatilo pomoci 3° a 5° PCR-RACE prodlouzit na 1799 bazi. Konrolni PCR s primery
navrzenymi u obou konci, ale zadny transkript podobné velikosti neukdzala ani po pouziti
postupné snizované nasedaci teploty primertt (Touchdown PCR). TblastX v internetové
databazi NCBI potvrdil podobnost sriznymi geny CCAl a LHY pouze v oblasti
odpovidajici plvodni kratké sekvenci. Sekvence proto nebyla dale pouzita pro
fylogenetickou analyzu.

Ze ctyt kratkych sekvenci se podatfilo prodluzovanim pomoci PCR-RACE a
skladanim v programu SeqMan vytvofit tfi ¢aste¢né sekvence kryptochroml nazvané CRY-
DASH 1, o délce 757 bazi piepisovanych na 176 kédujicich aminokyselin a CRY DASH 2 o
délce 1750 bazi kodujici 560 aminokyselin. CRY-DASH-like bylo prodlouzeno na 1187
bazi, znichz ale byla ziskana pouze 211 aminokyselin dlouhd proteinovd sekvence.
Existence téchto sekvenci v cDNA chromery byla potvrzena kontrolni PCR, kdy byly
vysledné reakce vizualizovany elektroforézou na agar6zovém gelu. Na rozdil od stejné
reakce sprimery pro CCAl byly vtomto pfipadé skutecné amplifikovany tuseky

odpovidajicich velikosti.

5. 3. Fylogenetické postaveni homologii CRY u C. velia

Vsechny analyzované kryptochromy byly zatazeny do skupiny CRY-DASH. Podpora
vSech bazélnich vétvi skupiny CRY-DASH je vSak slabd. CRY-DASH 1 byl vyhodnocen
jako blizce ptibuzny CRY-DASH v C. reinhardtii, tedy piekvapivé blize k zelenym fasam
(Obr. 10). Z tohoto diivodu byla ud€lana dalsi fylogeneticka analyza s velmi zredukovanym
datasetem ostatnich skupin kryptochromo-fotolydzové rodiny a naopak rozsifenym
datasetem o Cleny skupiny CRY-DASH, vcetné dalSich sekvenci zelenych tas (Obr. 10).
Tato nova analyza skute¢n¢ prokazala, ze CRY-DASH 1 je mnohem blize ptibuzny
homologlim ze zelenych fas nez CRY-DASH proteinim chromalveoldt. CRY-DASH 2 byl
naopak nejprve fylogeneticky pfifazen na bazi skupiny zivociSnych CRY-DASH gent

(Obr.10). V podrobnéjsim fylogenetickém stromé bylo toto postaveni upfesnéno a podle
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téchto vysledkti (Obr. 11) se CRY-DASH 2 nachdzi na samém pomezi kryptochromt
basidiomykot a zivocichli. CRY-DASH-like byl fylogeneticky pfifazen na bazi celého CRY-
DASH kladu, ale po piidani dalSich sekvenci do datasetu se jeho pozice zménila a byl
presunut jesté vice na bazi celého fylogenetického stromu. Vzhledem k tomu, ze tedy neni

jisté, zda tento protein skute¢né patii do CRY-DASH skupiny, byl z druh¢ analyzy vytazen.
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Obrazek 10. Fylogeneticka analyza CRY-DASH 1, 2 a CRY-DASH-like vramci zastupci celé
kroptochromo-fotolyazové rodiny. Fylogeneze vypocitana na zakladé 320 aminokyselin. Statisticka
podpora je vyjadiena v poradi: bootstrapova analyza/posteriori probability. Vypsiany pouze
bootstrapové analyzy > 50 a posteriori probability > 0, 90 (jinak Np = Neni podpora). Pokud se topologie
v piipadé bayesianské analyzy a ML liSily je uzel oznacen Jt = Jina topologie. CPD = Cryptochrome-
photolyase family.
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Obrazek 11. Fylogeneticka analyza CRY-DASH 1 a 2 vramci rozsSifeného datasetu zastupci CRY-

DASH skupiny. Fylogeneze vypo¢i

tana na zakladé 320 aminokyselin. Statisticka podpora je vyjadi‘ena v

poiadi: bootstrapova analyza/posteriori probability. Vypsany pouze bootstrapové analyzy > 50 a

posteriori probability > 0, 90 (jinak Np =

Neni podpora). Pokud se topologie v piipadé bayesianské

analyzy a ML lisily je uzel oznacen Jt = Jina topologie. CPD = Cryptochrome-photolyase family.
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5. 4. Rytmicka exprese kryptochromi u C.velia v pFirozeném dennim reZimu (LD
12:12)
Vsechny kultury C. velia byly opét péstovany v podminkach 12:12 (svétlo o 8:00 do

20:00) a pomoci PCR vredlném case bylo sledovano relativni zvySovani mnoZstvi
transkripti ve vzorcich. Z grafi (Obr. 12, 13) je patrné, ze ke zvySovani exprese dochazelo
nejméné dvé hodiny pied rozsvicenim a v c¢ase rozsviceni byla hladina RNA obou
kryptochromt nejvyssi. Ve 14 hodin uz byl tento gen exprimovan jen velice malo a v 16
klesla exprese téméf na nulu. Ztoho je patrné, ze pocatek exprese nebyl iniciovan

rozsvicenim, ale pravdépodobné vnitinim oscilatorem.
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Obrizek 12. Exprese CRY-DASH 1 béhem dne v kultui‘e péstované v podminkach 12:12
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Obrazek 13. Exprese CRY-DASH 2 béhem dne v kultui‘e péstované v podminkach 12:12
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5. 5. Rytmicita exprese kryptochromii u C. velia v konstantnich podminkach

Aby byla vyloucena piimd indukce exprese kryptochromi pouze svétlem, byl tentokrat
sledovan pribéh exprese na kulturach péstovanych v konstantnich podminkach -
konstantnim svétle a konstantni tmé. V piipadé vzorku kultivovanych v konstantni tmé (Obr.
14, 15) je patrné zvySeni exprese jeste pied zaCatkem subjektivniho dne, ale vrchol exprese

nastava pozd¢ji, druhou az tfeti hodinu subjektivniho dne.
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Obrazek 14. Exprese CRY-DASH 1 béhem dne v kultufe péstované v podminkach konstantni tmy
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Obrizek 15. Exprese CRY-DASH 2 béhem dne v kultui‘e péstované v podminkach konstantni tmy

Podobny trend lze pozorovat i v piipad¢ vzorkl kultivovanych na konstantnim svétle

(Obr. 16, 17). Nartst exprese je patrny uz ve Ctyfi hodiny, vyrazné pak stoupa v Sest hodin.
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Vrchol exprese nastava opét pozdé¢ji, kolem desaté az dvanacté hodiny s pozvolnym

poklesem po cely subjektivni den.
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Obrazek 16. Exprese CRY-DASH 1 béhem dne v kultui'e péstované v podminkach konstantniho svétla
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Obrizek 17. Exprese CRY-DASH 2 béhem dne v kultui‘'e péstované v podminkach konstantniho svétla

Vzhledem k tomu, Ze vSechny reakce pro pribéh exprese jednoho genu ve vSech
svételnych podminkach byly d€lany ze stejného vychoziho roztoku reagencii (,,Master
mixu‘), je moZné je navzajem porovnat (Obr. 18, 19). U CRY-DASH 2 je patrné, Ze exprese
v pfirozenych podminkéch je vysokd a indukce svétlem je pro normdlni prabch exprese
dilezita. Bez vnéjsich voditek hladina transkriptu vyrazné klesa, i kdyz kiivka exprese ma

velice podobny ¢asovy priabéh. U CRY-DASH 1 je rozdil mezi obéma vzorky, kterym se
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dostavalo svétlo velice maly, 1 kdyz exprese v konstantnich podminkach je mirné¢ posunuta.

Uplné absence svétla, ale vyrazné expresi tohoto proteinu snizuje.
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Obrazek 18. Porovnani exprese genu CRY-DASH 1 ve vSech svétlenych podminkach véetné hodnot
relativni zmény exprese vii€i ,,housekeeping* genu p-TUB.
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Obrazek 19. Porovnani exprese genu CRY-DASH 2 ve vSech svétlenych podminkach véetné hodnot
relativni zmény exprese vicfi ,,housekeeping* genu p-TUB.
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6. Diskuze
6. 1. Cirkadianné Fizené chovani u ras

Pfi studiu cirkadianniho chovani u C. velia byly v této praci zvoleny dva odlisné
ptistupy. Jako prvni pfistup bylo zvoleno pozorovani projevi zivotniho cyklu C. velia
(abundance bicikatych stadii v kultufe), za pomoci optické techniky. Nemnoho fas ndm dava
ptilezitost sledovat rytmicitu tak vyrazného fenotypového projevu. Rytmickd a snadno
pozorovatelna fluorescence napi. u fasy L. polyedrum byla zakladem pro jedny z prvnich
studii cirkadianniho chovani u obrnének (Hastings a Sweeney, 1957; 1958). Bicikata stadia
chromery (zoospory) jsou dobie rozpoznatelna nejen diky vysoké pohyblivosti, ale i diky
mensi velikosti, protahlému tvaru a i diky vétSimu ze dvou biciki, ktery je i v optickém
mikroskopu dobte viditelny. Bicikata stddia tak lze rozpoznat i ve fixované kultufe. Toho
bylo vyuZzito v neddvné studii nasi laboratofe (Obornik a kol. 2011a), kdy byly pravidelné
odebirané vzorky kultury péstované v podminkach 12:12. Odbéry s ptitomnymi bicikovci
byly fixovany formaldehydem a bicikovei nésledné spocitdni v Biirkerové komiirce.
Vysledny graf ukazal, Ze narast bicikovell nastal velmi ndhle, Sest hodin po rozsviceni, kdy
také zaroven jejich mnozstvi vrcholilo. V nasledujicich ctyfech hodinach jejich pocet opét
rychle klesal a v ¢ase zhasnuti jiz opét bic¢ikovci nebyli pozorovani (Obornik a kol. 2011a;
D. Lai, osobni sd¢leni). Tato kiivka vyskytu bicikatych stadii se ptilisS neshoduje s casovym
rozpétim, kdy se objevovala tato pohybliva stddia pfi mém pozorovani (Obr. 7-9), kde byl
zaznamenan narust jejich poctu jiz dvé hodiny po rozsviceni a posledni pozorovaci den
jejich pocet vyrazné stoupl jiz po jedné hodin€ na svétle. Celkové byly mnou sledované
kultury, péstované v podminkach 12:12 posunuté vice smérem k zacatku svételné ¢asti dne,
co se tyCe vyskytu bicikatych stadii, oproti vySe zmifované studii. Urcité rozdily mohla
zapficinit rozdilnd metodika ur€ovani poctu bicikovct v kultute, ale také napiiklad Castéjsi
méteni v ptipadé mé prace. Zasadni vliv ale zfejmé budou mit rozdilné svételné podminky,
které objevovani se bicikovcli velmi ovliviiuji. Doposud nikdy ovSem nebylo sledovano
chovani bicikoved v podminkach konstantniho svétla nebo tmy. I kdyz bicikata stadia
z kultury pfi konstantnich svételnych podminkach rychle mizi, je ze ziskanych vysledkt
v prvnich dvou dnech méfeni zfejmé, ze se v tomto ptipad¢ nejednd o chovani indukované
svétlem, ale Ze musi byt fizeno vnitinim oscilatorem, ktery udrzi rytmus i bez vnéjSich
voditek.

Podobna studie cirkadiannich rytmt probéhla i s fasou Symbiodinium sp. ze skupiny
obrnének. Stejné jako C. velia Zije symbiotickym zptsobem zivota s uréitymi druhy korald

(napf. Heteroxenia fuscenscens, ze kterého byla izolovana). U této fasy byla taktéz
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pozorovana pravidelna pfeména nckterych jedincti v bicikovce, ktera trvala jen asi osm
hodin a jest¢ ptfed zhasnutim ustala. Pii zmén¢ svételného rezimu se zdalo, ze ptipadné
cirkadianni hodiny se zcela pfesné resetovaly a opét nastolily pravidelny rezim. Pfitomnost
jakéhokoli oscilatoru ovSem vyvratilo chovani fasy bez enviromentalnich voditek. Ve
dvaceti¢tythodinové tmé nebo svétle nahle cyklovani ustalo. Je tedy jasné, ze Symbiodinium,
na rozdil od C. velia, ma pfeménu v bicikata stadia fizenou pouze podle svétla. Pokusy
v pritomnosti kousku koralu rovnéz vyvratily moznost, Zze by bicikata stadia mohla byt
ovliviiovana svym hostitelem (Yacobovitch a kol., 2004).

Druhym zvolenym pfistupem byla molekularni analyza vnitfnich cykli vybranych
genit za pomoci RT-PCR. Doposud nikdy nebyl studovan denni pribéh exprese
kryptochromit DASH u fas. Vyhodnoceni relativni exprese CRY-DASH 1 a 2 ukazalo, Ze
exprese obou kryptochromti ma jediny vrchol a to za usvitu, na rozdil napt. od exprese CRY-
DASH v lilku rajéeti (Solanum lycopersicum). Méteni exprese cry-dash genu v této vyssi
rostliné za podminek Sestnactihodinového dne a osmihodinové noci odhalilo dva vrcholy
exprese, a to za soumraku a za usvitu (Facella a kol., 2006), coZ mize naznacovat rozdilné
funkce proteinu CRY-DASH v mechanismu cirkadiannich hodin u fas a u vysSich rostlin.
Nové poznatky zptisobu zapojeni CRY-DASH proteinti do soukoli cirkadianniho oscilatoru
vneslo porovnani nékolika rostlin S. lycopersicum se zménénou expresi CRY1 a CRY2 vuci
divokému typu. Byla zjisténa zménéna exprese genu cry-dash, ¢imz se zda, Ze tyto dva
ptibuzné proteiny maji pravdépodobné regulacni ulohu vici kryptochromu DASH (Facella a
kol., 2006). Bohuzel nebyla studovana exprese divokého typu pii konstantnich svételnych
podminkach. Z mych vysledkd v ptipadé C. velia ovSem vyplyva, Ze oba studované
kryptochromy v C.velia jsou napojené na cirkadianni hodiny a jejich exprese neni
indukovand pouze svétlem. Piesto je v pfipadé CRY-DASH 2 znatelné, Ze maximalni
hladina transkriptu je dosaZena pouze pfi stiidani svételnych podminek dne a noci, i kdyz
Casové rozpéti exprese je v kulturach péstovanych v konstantnich podminkadch bez

vyznamné zmény.

6. 2. Fylogeneticka analyza skupiny proteini CRY-DASH

Vétsina fylogenetickych studii (napi. Brudlera a kol., 2003; Bayram a kol, 2008;
Heijde a kol, 2010) ¢leni kryptochromo-fotolydzovou rodinu na pét skupin. Fotolydzy jsou
rozdélené na CPD I, CPD II skupinu a 6-4 fotolyazy. Posledné zmiflovana skupina fotolyaz
je prekvapivé soucasti vétve zvifecich kryptochromt, takze byva ve fylogenetickych

stromech zafazovana spolu snimi do jediné skupiny. V tomto piipad¢ je rozliSeni na
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kryptochormy a fotolyazy mozné pouze podle jejich funkce v organismu. Jako blizce
ptibuznda CPD 1 fotolydzam je zpravila uvadénd skupina rostlinnych kryptochromi.
Nejnovéji objevenou skupinou jsou kryptochromy DASH (Brudler a kol., 2003), které¢ byly
doposud objeveny u celé fady euykaryot, ale i u prokaryot.

Toto zakladni rozdéleni do péti hlavnich kladi potvrzuje 1 moje fylogeneticka analyza,
kam byly navic, kvili blizké ptibuznosti s C. velia (Janouskovec a kol., 2010), zafazeny
cetné sekvence kryptochromi z rozsivek, v€etné nedavno studovaného PtCPF1 rozsivky P.
tricornutum, ktera se zda byt funkéné na pomezi mezi 6-4 fotolyazami a kryptochromy
(Coesel a kol., 2009). Ze by se mohlo jednat o chybgjici mezi¢lanek mezi funkéné
odliSenymi fotolydzami a kryptochromy dokazuje nejen studie autorti ¢lanku, ale i mnohem
komplexnéjsi fylogenetické analyza v této praci (Obr. 10). 6-4 fotolyazy se zde ukazuji spise
jako evolucné star$i skupina vic¢i odvozenéjSim zvifecim kryptochromiim a skupiné CPF
nékterych chromalveolati. Ani jeden z objevenych kryptochromd u C. velia se nicméné
nezda byt pfibuzny k této vétvi kryptochromo-fotolyazové rodiny. VSechny tti sekvence byly
fylogeneticky piifazeny ke kladu CRY-DASH (Obr. 10).

Na zéklad¢ doposud pomérné kratké aminokyselinové sekvence byl ke CRY-DASH 1
z chromery pfifazen jako nejptibuznéjsi z pouzitych sekvenci CRY-DASH z C. reinhardtii,
coz bylo necekané¢, vzhledem k doposud uvadénému fylogenetickému postaveni chromery
vici znamym fasam (Moore a kol., 2008). Proto byla udélana druhd fylogenetickd analyza
(Obr. 10) blize zaméfena na fylogenezi CRY-DASH. Pfidané sekvence zelenych fas
potvrdily vysledky prvniho fylogenetického stromu (Obr. 10), navic podpotené bootstrapy.
K této topologii se nabizi n¢kolik moznych vysvétleni. Zda se pravdépodobné, ze ptivodné
existovaly v hnédych i v zelenych fasach dva duplikaty tohoto cry-dash genu ze spoleéného
predka. V prubéhu evoluce byla jedna kopie u obou skupin ztracena. U C. velia by v tomto
pripadé¢ mohlo dojit ke ztrat¢ stejného duplikatu jako u zelenych tas. Jako vysvétleni by
samoziejm¢e piipadal v tivahu 1 lateralni pfenos tohoto genu piimo ze zelenych tas.

Teorii ztracené¢ho duplikatu podporuje i1 blizké postaveni chromaleveolat, které jsou
sesterskou skupinou vici kladu zelenych fas. V této skupiné chromalveoldt je nékolik
doposud blize necharakterizovanych ¢lent kryptochromo-fotolydzové rodiny z dalSich fas a
také gen CRY-DASH z obrnénky Karenia brevis. Tento zajimavy protein se stal viibec
prvnim charakterizovanym receptorem modrého svétla u obrnének a zdé se, Ze se jednéd o
jediny pfitomny fotoreceptor této fasy. O jeho pfesném zapojeni v cirkadidnnim fizeni
organismu se mizeme ale jen dohadovat. Imunolokalizace ukazala, Ze v piipadé K. brevis je

protein lokolalizovany do chloroplastu (Brunelle a kol., 2007). Stejna lokalizace byla
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prokazana i v ptipadé CRY-DASH vyssi rostliny A. thaliana, kde byla navic zjisténa i
lokalizace do mitochondrie. U CRY-DASH z A. thaliana i z Synechocystis byla navic
zjisténa schopnost vazat DNA a prokazéana schopnost potlacovat transkripci n€kterych genti
(Brudler a kol., 2003; Kleine a kol., 2003).

Jak moc je skupina kryptochromii DASH zaroven odlisnd od jiz diive znamych
rostlinych a zivoc¢iSnych kryptochromt, prokézala studie, kde byla ovéfovana schopnost
fotolyazoveé aktivity. U proteinii CRY-DASH byla objevena svétlem indukovana schopnost
opravovat pyrimidinové dimery na jednovldknové DNA (Selby a Sancar, 2006).

Nesmirné zajimavé je i1 postaveni dalsiho z objevenych kryptochromti, CRY-DASH 2,
vramci této skupiny. Fylogeneticky byl zafazen na bézi zivocisné vétve v prvni
fylogenetické analyze (Obr. 10), ale diky rozSifenému datasetu se ukdzalo, ze se CRY-
DASH 2 nachazi spiSe mezi houbami (Basidiomycota) a zivocichy (Obr. 11). Oba vysledky
je mozné vysvétlit evoluénim pivodem C. velia, ktera vznikla, stejné jako piibuzné
obrnénky, nejspise sekundarni endosymbiozou heterotrofniho organismu a eukaryotického
autotrofa. Nékteré geny tak mohou byt diky heterotrofnim ptedkovi blize k homologtiim hub
a zivoc¢ichii (Armbrust a kol., 2004; Moore a kol. 2008; Janouskovec a kol., 2010; Allen a
kol., 2011).

Posledni, z ¢astecné osekvenovanych kryptochromt, je nazvany CRY-DASH-like,
pravé proto, Ze byl fylogeneticky zafazen na samou bazi celého CRY-DASH kladu
(Obr. 10). Béhem rozsifovani datasetu se jeho postaveni pfesunulo a byl topologicky zatazen
na bazi celého kladu zivocisnych kryptochromii, 6-4 fotolyaz a CRY-DASH gent. Pokud se
nejednd o artefakt, zpasobeny pfili§ kratkou testovanou sekvenci, mohlo by to znamenat, ze
CRY-DASH like protein z C.velia je spojnici mezi touto skupinou a ostatnimi ¢leny
kryptochromo-fotolyazové rodiny. Vzhledem k tomu, Ze se zatim ned4 urcit, zda se skutec¢né

jedna o CRY-DASH protein, byl z druhé fylogenetické analyzy vytazen.
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7. Zavér
V této praci se podafilo prokazat, ze u C. velia neni rytmicky vyskyt bicikovci

indukovan svétlem a je ziejmé fizen vnitinim oscilatorem. Pfitomnost vnitfnich
cirkadiannich hodin dale naznacuje exprese nejméné tii riznych kryptochromt, které byly
fylogeneticky zatazeny do skupiny CRY-DASH. Piesnou funkci téchto kryptochromi v C.
velia nicméné bude potieba dale studovat. Pfitomnost jinych fotoreceptori se nepodaiilo
prokézat, ackoli byly hledané homology bakteridlnich a rostlinnych fytochromt. U dvou
nalezenych kryptochromi DASH byla sledovana relativni exprese béhem dne a byla zjisténa
stejnd rytmicita 1 v ptipadé cDNA izolované zchromer kultivovanych v podminkach
konstantniho svétla 1 tmy. Je tedy zfejmé, Ze rytmus exprese neni zavisly na stiidani

podminek svétla a tmy. Toto je prvni studie cirkadianniho rytmu u C.velia.
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