Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich

Biologicka fakulta

Bakalaiska diplomova prace

Evoluce vybranych enzymi Sikimatové drahy a drahy pro

syntézu hemu u ¢ervenych ras skupiny Florideophyceae

Katetfina Voracova
Skolitel: ing. Miroslav Obornik, PhD.
Ceské Budgjovice 2007



Voracova, K. 2007. Evoluce vybranych enzymu Sikimatové drahy a drahy pro syntézu

hemu u ¢ervenych tas skupiny Florideophyceae. Bakalarska prace, 45 stran

Voracova, K. 2007. Evolution of selected enzymes of the shikimate pathway and the
haem biosynthetic pathway in Rhodophyta (class Florideophyceae). Be. Thesis, 45 pp
Faculty of Biological Science, University of South Bohemia, Czech Republic

Annotation

Diatoms derived their plastid from red algae through the secondary endosymbiosis. Most
of the endosymbiont genes have been transferred from the engulfed alga to the secondary
host nucleus, therefore evolution of these genes corresponds to the evolution of plastids
rather than to the evolution of the host organisms. Similarly, genes coding for
ferrochelatase and DAHP synthase from diatoms are closely related to those from plants
and green algae. Contrary to this, red algal genes do not cluster within this clade. I tried
to amplify and sequence genes coding for ferrochelatase and DAHP synthase from

representatives of the class Florideophyceae to investigate their phylogenetic position.

Tato prace byla financovana z grantovych prostredkti Laboratofe molekularni taxonomie,

¢islo grantu: IAA500220502.

Prohlasuji, ze svoji bakalaiskou diplomovou praci jsem vypracovala samostatné pouze s

pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, Zze v souladu s § 47b zdkona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své bakaldiské diplomové prace, a to v nezkracené podobé elektronickou
cestou ve vefejné piistupné Casti databaze STAG provozované Jihoceskou univerzitou v
Ceskych Budgjovicich na jejich internetovych strankéch.

V Ceskych Budgjovicich, 14. 5. 2007 Katefina Voracova



Podékovani

Na tomto misté bych chtéla podekovat svému Skoliteli Miroslavu Obornikovi za moznost
pracovat na tak zajimavém tématu a za diveéru. A neméné bych chtéla podékovat tplné
vSem z laborky za neziStnou pomoc, cenné rady a skvélou ,,pracovni ndladu. Dik patii
Honzovi, Ze mé nakopl a pomohl se znovu rozjet, Tomikovi za feSeni PCR problému,
Katé za prvni seznameni s laboratorni praxi, Ogarovi za vSechny rady a ochotu a hlavné
Lud’ovi za neuvéfitelnou pomoc ve fini§i. A samoziejmé svoji roding, ktera mi to

vSechno umoznila.



Obsah

UVOD c.coererernensenssnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssassassasses 3
1. CHlE PrACE ccccovuveiiescrerioscsnnicssssnnesssssnesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssassssssasssssens 6

2. COIVENE FASY weuvecrecrernsessessessssessessessesssssssssesssssssessessessessesssssssessessssessssessessessessssessessesss 6
2.1. Cervené £asy — CharaKteriStKA ............o.ov.ovveeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 6
2.2. TaXONOMIE CEIVENYCN FAS ....vevvieieeeieriieieitienieetiesteeeiesttesteestesseessesseesseessesssesseessenseansesssesseesenssesseensenses 7

2.2.1. FIOTIACOPRYCEAR ......cevevtemrinieiieiiicient ettt st et et 9

3. Plastidy — ptivod a typy plastidil c....cceveesseesserssuncsanssensssnssansssnsssnsssssssssssasssssssasssssssasssasss 9
3.1, PriMAINT PLASIAY c.veevveeeeeieeiiiietet ettt sttt e e st testaesteesbessaenseesbesaeenseeseenseenseeneeseenseennens 10
3.2, KOMPIEXNT PIASTIAY ...eveeniiiiiiiiiiiit ettt bttt et sttt she et et esbeebe st e beeneesseens 11

3.2.1. SeKUNAAINT PIASTIAY ...eovieiieieiieiicie sttt ettt sttt e e e e sse e e esae s e esseennenseensennnens 11
3.2.2. Tercidlni @ dalSi Plastidy........cccovirierirrieniee ettt sttt 12
3.3. Transport proteintl do Plastidil .........cccecieiiiiiiiiiiiiiiii et e 13

4. ChromalveolAtOVA TEOTIE c....eeeeeeeeeeeereneeereereeseescerssseessssssssesssosssssessossssssssssssssssssosssssesses 14

5. Metabolické drahy....cccccceicccicssncssnninsnisssnncsssnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 15
5.1, SYNtEZa NEMU ...ttt ettt et e et 15
5.1.1. Pivod gend u hem-syntetické drahy u fotosyntetickych eukaryot..........cccevervenieienieniennnnnn 18

5.2, STKIMALOVA ATARA. .....eoooveeeeeeereeeeee i ess st 18
5.2.1. PUvOd SIKIMALOVE AIANY ..ccvviiieiiiiiieiicieieeietee ettt eb et st beesaenseenseseeeee 21
5.2.2. DAHP SYNTAZA ....couviiiiiiiie ittt ettt ettt et a bt et et eat e et te et eeateenaes 22

L VIALETIAL ... et e e ettt e et e et e e et e e e e e bee e eette e e e abe e e tteeeebaeeeaareeeanes 23
2. Laboratorni metodika: izolace DNA, PCR amplifikace, klonovani, sekvenace..........c..ccccceceereenennnene 23
3. ANALYZA SEKVEIICT ..ouvieiiieiieieeiieetet ettt st ettt abestae s beesbeesaenbessbenseentesneeseenseeneenseensesnnens 27

VYSLEDKY eveeveueeueesesesessesessensssessesssssnsssssssssssssssnssssnsssssssssssssssssassssssssee 34

1. FEIOCRELALAZA . ....uuueeeeeeeeeereneereneneeeeeeeteeeeeeeeeseesssessssssssssssssssssssssssssnssasessaessssesssssssssssssssss 36

2. DAHP SYNEAZA....cuueevrenrcrnicsensneisesssnssssssssssssssssisssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 38
2.1 DAHPS CYD Lo s s e s eee s es s ee e e eseeeesseeseneens 38
2.2 DAHPS CYD 1 oo s s e s e ee s eee e ee e e s seseens 38

ZAVER o.eoeeeeeeeeeeeseeseessessessssessessessessessessessesssnsssessessessesssssessesssnsssessessesaess 1



Uvod

Chromalveolatova teorie predpokladd, ze spolecny eukaryoticky predek skupiny
Chromalveolata, zahrnujici Alveolata a Chromista, pohltil v procesu sekundarni
endosymbiozy Cervenou fasu (Cavalier-Smith 1999). V ramci nejjednodussi interpretace
lze predpokladat, ze metabolické drahy (jejich enzymy) v plastidech budou stejného
puvodu jako tytéz drahy u Cervenych fas. Z tohoto scénaie se vymyka ferochelataza a 3-
deoxy-D-arabino-heptulosonat 7-fostat (DAHP) syntdza. Rozsivky, stejné jako rostliny,
pouzivaji ve svém plastidu ferochelatdzu cyanobakteridlniho (plastidového) pavodu.
Naopak cervené ftasy (Cyanidioschyzon, Porphyra, Galdieria) koduji ferochelatazu
podobnou homologiim z proteobaktérii a prvokit kmene Apikomplexa (Sato et al. 2004,
Obornik a Green 2005). Pivod ferochelatazy u cervenych ftas je pravdépodobné
vysledkem horizontalniho genového transferu (HGT), ktery se udal az po tom, co byli
pfedchiidci téchto ftas pted 1,3 miliardy lety pohlceni v procesu sekundarni
endosymbiozy. Existuje 1 alternativni vysvétleni - v procesu sekundarni endosymbidzy
byly pohlceny fasy jinych skupin nez Cyanidiophyceae (Cyanidioschyzon, Galdieria) a
Bangiophycea (Porphyra), tedy téch se znamym genomem piipadné s dostupnou EST
databazi. A tyto skupiny Cervenych tas hypoteticky mohou obsahovat cyanobakteriani
ferochelatdzu znamou z rostlin a rozsivek (Obornik and Green 2005). U DAHP syntazy,
enzymu Sikimatové drahy, je situace ponékud odlisna. Rostliny, ¢ervené fasy i rozsivky
pouzivaji v plastidu DAHP syntdzu typu II, DAHP syntdza typu [ zndma
z nefotosyntetickych eukaryot a baktérii nevykazuje s typem II sekvencni homologii.
DAHP syntaza rostlin a rozsivek tvoii ve fylogenetickém stromé vysoce podpoifenou
monofyletickou skupinu (Richards et al. 2006), coz rovnéz ukazuje na plastidovy ptvod
tohoto genu u rozsivek. AvSak vzhledem k tomu, Ze sinice maji DAHP syntazu typu I, 1ze
predpokladat, ze pochazi spise z jadra hostitele (fasy). Naproti tomu zastupce ¢ervenych
tas (Cyanidioschyzon merolae) obsahuje dva geny pro DAHP syntazu evidentné rizné¢ho
puvodu. Ovsem podobn¢ jako u ferochelatazy ani jeden z nich se nenachazi v blizkosti

skupiny obsahujici zelené tasy a rozsivky (Richards et al. 2006).



1. Cile prace

Osvojit si techniky souvisejici s izolaci DNA, PCR a sekvenaci a seznamit se s
metodami konstrukce fylogenetickych stromt na zakladé molekularnich dat.

Amplifikovat a osekvenovat geny kodujici ferochelatdizu a DAHP syntdzu u tas
skupiny Florideophyceae a pomoci fylogenetickych analyz zjistit, zda fasy skupiny
Florideophyceae obsahuji ferochelatizu a DAHP syntdzu zndmou z Cervenych fas nebo

jestli pouzivaji formu jako rostliny a rozsivky.

2. Cervené rasy
2.1. Cervené Fasy — charakteristika

Cervené fasy (Rhodophyta, ruduchy) jsou fotosyntetické, eukaryotické
organismy. Vyznacuji se znaky charakteristickymi pro Eukaryota: jadernou membranou,
zpusobem uloZeni genetické informace v bunice, sloZitym systémem vnitifnich membran,
ktery bunku cleni na jednotlivé kompartmenty a v neposledni tfadé také stavbou
cytoplazmatické membrany.

Je to velka a rozmanita skupina organismi, ¢itajicich cca znamych 5 910 druhi
(http://www.algaebase.org). Centrum diverzity ruduch je pfedev§im v teplych moftich.
Pocet druhti ubyva smérem od rovniku k polim a pouze 150 — 200 druhti z celkového
poctu je sladkovodnich. Vybiraji si zejména stanovisté v litoralni a sublitoralni zoné€,
ovSem diky pigmentim (fykoerytrin) pronikaji i do vétSich hloubek (Kalina 1994). Mezi
zastupci jsou makroskopické fasy i mikroskopické jednobunécné organismy. S rozdily a
riznorodosti mezi cCervenymi fasami se setkdvame jednak v oblasti morfologie,
ultrastruktury ¢i zivotni strategie, tak i na poli molekularnich dat (Saunders and
Hommersand 2004). Co je tedy spojuje? Dilezitym spolecnym znakem jsou predevsim
fotosyntetické pigmenty. Cervené fasy postradaji chlorofyl b a ¢, ale nalezneme u nich
chlorofyl a, malé mnozstvi chlorofylu d (prokazano jen u nékterych skupin), a- a B-
karoten, zeaxantin, lutein a fykobiliny: r-fykocyanin, r-allofykocyanin a r-fykoerytrin.
Fykobiliny jsou lokalizovany ve fykobilizomech, které jsou na povrchu volnych
tylakoidt. Mistem fotosyntézy je primarni plastid s dvojitou membranu (Kalina a Vana

2005). Kromé fotosyntetického aparatu je plastid sidlem celé fady dalSich biochemickych



drah. Hlavni zasobni latkou je florideovy Skrob (a-1,4-glukan), od pravého Skrobu
zelenych ftas se lisi tim, Ze neobsahuje amylozu. Je skladovan v cytoplasmé. DalSimi
dalezitymi urcujicimi znaky typickymi pro tuto skupinu jsou absence biciku a centriol
(Saunders and Hommersand 2004, Kalina a Vana 2005). Pokud mluvime o stavbé bunky
neméli bychom zapomenout na buné¢nou sténu. Jeji zakladni strukturu tvoii pravidelna
sit” celuloznich mikrofibril. Celuléza je ovSem v bunééné sténé obsazena jen nékolika
procenty. Podstatnou slozkou jsou amorfni, vysoce hydrofilni polygalaktany (polymery
galaktosy), jejichz slozky jsou propojeny sulfatovymi miistky. U ne¢kterych druhti dochazi
ke kalcifikaci stény, tj. ukladani kalcitovych nebo aragonitovych krystalt (Kalina 1994).
Pfi mitéze a nasledné cytokinezy, kterd probihd centripetalnim zaSkrcenim protoplastu,
zustava v piehradce otvor s polopropustnou pérovitou zatkou (pit-plug). Stavba pérovych
zatek se li$i u jednotlivych skupin, ¢ehozZ se také pouZziva pro jejich klasifikaci (Kalina a
Vana 2005). Dalsi ultrastrukturalni znaky vyuzivané pii klasifikaci jsou usporadani
tylakoidi a spojeni Golgiho apardtu sendoplazmatickym retikulem, jadernou
membranou, pfipadné mitochondrii. Co se tyka zivotnich strategii, vyvinula se u ruduch
fada adaptaci - nalezneme mezi nimi endolitické, epifitické, parazitické a aerofytické

druhy (Kalina 1994).

2.2. Taxonomie ¢ervenych Fas

Rasy je termin uZivany z ¢&isté praktického diivodu. Zahrnuje totiz skupinu
organismu, které spojuje pfitomnost fotosyntetické organely — plastidu. Tyto organismy
jsou Casto zcela nepifibuzné a mizeme je nalézt rozptylené mezi hlavnimi fiSemi
Eukaryot (Keeling 2004). Do jedné ztéchto fiSi: Plantaec (Archaeplastida) fadime i
Rhodophyta. Jak vyplyva =z fylogenetickych analyz pro jaderné, plastidové a
mitochondridlni geny, jde o jasné definovand samostatnou vyvojovou linie (Yoon et al.
2006).

Tradicné byly cervené ftasy déleny na dvé tfidy: Bangiophyceae a
Florideophyceae (Saunders and Hommersand 2004, Yoon et al. 2006), tfida
Bangiophyceae zahrnovala tyto tady: Bangiales, Cyanidiales, Compsopogonales,

Erythropeltidales, Porphyridiales a Rhodocheatales. Plivodni systém pouzival pfi



klasifikaci zejména samici reprodukéni znaky a stddia vyvoje po oplozeni (Harper and
Saunders 2001). S pfibyvanim informaci a molekuldrnich dat bylo jasné, Ze toto oddéleni
potiebuje revizi. Prvni prace v této oblasti jsou zroku 1994, byly pii nich pouZity
sekvence pro SSU rDNA (Ragan et al. 1994) a rbcL (Freshwater et al. 1994), ob€ shodné
odhalily Bangiophyceae jako parafyletickou skupinu (Saunders and Hommersand 2004).
Dalsim velkym krokem vpied jsou prace: Saunders and Hommersand (2004) a Yoon et
al. (2006), které dostupné poznatky seskupily a shrnuly. Prvni jmenovani autoii vyuzili
pro identifikaci hlavnich linii molekuldrni data a ultrastrukturni znaky (pfedevsim stavbu
porovych zatek a asociace Golgiho aparatu s dalSimi strukturami, viz vySe). Druha
skupina autorli pro stanoveni vztahil v ramci ruduch, zeyména u Bangiophyceae (25 rodd,
48 taxont), pouzila 48 sekvenci pro PSI P700 chl a apoprotein Al (psaA) a rbcL.

Podle soufasného modelu rozliSujeme sedm tfid: Cyanidiophyceae,
Bangiophyceae  (dfive Bangiales vramci  parafyletickych ~ Bangiophyceae),
Compsopogonophyceae, Florideophyceae, Porphyridiophyceae, Rhodellophyceae a
Stylonematophyceae (Yoon et al. 2006).

Na ¢em se Saunders and Hommersand (2004) a Yoon et al. (2006) shoduji je
umisténi Cyanidiophyceae na bazi a na monofylii Florideophyceae a Bangiophyceae
(ptiivodné Bangiales). Vztahy mezi zbylymi tfidami jsou stale nejasné. Srovnani dobie

vystihuje obrazek (Obr. 1).

Phylogany This study Saunders & Traditional view
Hommersand (2004)
Florideophyceaa Florideophyceae Florideophyceaa
{ Bammhywae
Bangiophycaae Bangiophyceas Bangiales
Rhodellophyceas
Rhodellophyceas Porphyridiales (1) Porphyridiales (1)
Paophyridiophycaas Porphyridiales (3) Porphyridiales {3)
Stylinematophyacsae Stylonematales Forphyndiales (£)
Compsopogonales!
Compsopogonophyceae  Compsopogonophyceas ErythropsHidaies!
Rhodochaetales

Cyanidicphyceas _ Cyanidiales

Obr. 1. Taxonomie ¢ervenych fas. Pievzato z Yoon at al. (2006)



2.2.1. Florideophyceae

Ttida Florideophyceae v soucasnosti obsahuje ze vSech cCervenych fas nejvyssi
pocet taxonll — cca 5699 (www.algebase.com). K jejimu zformovani doslo zhruba pied
800 miliony let (Yoon et al. 2004, Yoon et al. 2006). Podle Harper and Saunders (2001),
kteti pouZzili data pro SSU a LSU rDNA, ma tiida Florideophyceae Ctyfi linie. Linie 1
obsahuje pouze ad: Hildenbrandiales, ktery v analyzach vychézi jako nejbazalnéjsi linie
(Harper and Saunders 2001). Linie 2 zahrnuje ftady: Acrochaetiales, Balliales,
Batrachospermales, Corallinales, Nemaliales, Palmariales a Rhodogorgonales. Linie 3 ma
jediny tad: Ahnfeltiales. A linie 4 obsahuje fady: Bonnemaisoniales, Ceramiales,

Gelidiales, Gigartinales, Gracilariales, Halymeniales, Plocamiales a Rhodymeniales.

Box 1. Cervené tasy v béhu Casu

Prvnim relativné dobfe zachovalym nalezem je taxon Bangiomorpha pubescens
(Yoon 2006). Jde o 1200 milion let starou fosilii z nalezist¢ Hunting Formation v Somerset
Island, Kanada. Soucasti nalezu byly také spory, coz by indukovalo existenci sexualniho
procesu. Dalsim dulezitym nalezem bylo nékolik fosilii v oblasti Doushantuo Formation,
Cina (Saunders and Hommersand 2004). Jejich odhadované staii je 600—550 miliond let,
vyznacuji se jiz nékterymi znaky typickymi pro fasy tfidy Florideophyceae. Pokud je tato
interpretace spravna, znamenalo by to, Ze k oddéleni linii Bangiophyceae x Florideophyceae
doslo relativné€ brzo, v Neoproterozoiku nebo jesté diiv (Saunders and Hommersand 2004).
Na zéklad¢ vyse zminénych fosilii a s pouzitim molekuldrnich hodin vyplyva, Ze k vyStépeni
cervenych tas doslo pred 1449-1513 milidny let a jejich radiaci na pét hlavnich linii - pred
1200 miliony let, kratce po vyclenéni (pfed 1350-1416 miliony let) prvni tiidy
Cyanidiophyceae (Yoon et al. 2006). Vystépeni Florideophyceae zhruba pred 800 miliony
let (Yoon et al. 2004).

Podle Yoon et al. (2004) k priméarni endosymbidze doslo pted 1600 miliony lety a k
rozdéleni fylogenetickych linii na Cervené a zelené tasy nékdy pred 1450 miliony let a
sekundarni endosymbidzu u chromalveolat datuje kolem 1255 miliony let zpét.

3. Plastidy — piivod a typy plastidii

Symbiodza je souziti dvou organismt, které mohou byt naprosto systematicky

nepiibuzné. V piipadé endosymbidzy symbiont Zije uvnitf téla nebo buiiky hostitele.



Hostitel tim ziskdva bioenergetickou a biosyntetickou ,tovarnu®. Symbiont naopak
postupné ztraci autonomii a je pfeménén na organelu (Dyall, Brown and Johnson 2004).

Plastid je organela, v niz je lokalizovéan fotosynteticky aparat buiiky a fada dalSich
biochemickych cest - jednd se piedevSim o syntézu slozek rtznych sloucenin napf.
aromatickych aminokyselin, hemu, isoprenoidi a mastnych kyselin (Keeling 2004). Jsou
znamy i nefotosyntetické plastidy, napft. plastid u Apicomplexa (viz nize, Keeling 2004).
Primarni plastid vznikl stejné jako mitochondrie endosymbidzou baktérie (v piipadé
plastidu se jedna o cyanobaktérii) a eukaryotické buiiky. Plastidy sdili s mitochondriemi
také dalSi spolecné znaky: ob€ to jsou semiautonomni organely s vlastnim genomem,
DNA je bez histontll, maji vlastni proteiny-syntetizujici aparat a pfi transkripci je prvni
aminokyselinou fMet (stejn¢ jako u baktérii). To vSechno jsou diikazy, které podporuji
endosymbiotickou teorii (Mereschkowsky 1905 — anglicky pteklad), dnes jiZ pfijimanou
jako fakt. RozliSujeme nékolik typti plastidi:

3.1. Primarni plastidy

Primarni plastidy vznikly procesem oznacovanym jako primarni endosymbioza,
pii kterém eukaryotickd buinka pohltila Gram-negativni fotosyntetickou baktérii,
ptibuznou dne$nim cyanobaktériim. Ma se za to, ze k tomuto procesu doslo jednou
v ddvné historii eukaryot (vyjimka viz pozn.), podle molekularnich hodin zhruba pted
1600 — 1500 milidny let (Yoon et al. 2004). Tento piedek dal vzniknout tfem hlavnim
liniim tiSe Plantae (Archaeplastida): Glaucophyta, cervené fasy a zelené fasy (vcetné
vysSich rostlin). Monofyleticky ptvod plastidi u téchto skupin je podpotfen
fylogenetickymi analyzami pro plastid-kodujici geny, strukturou plastidového genomu a
pritomnosti stejného svétlosbérného proteinového komplexu u Cervenych a zelenych tas
(Keeling 2004). Dilezitym morfologickym znakem primarnich plastidd je dvojita
obalovd membrana. U glaucophyt je jest¢ zachovana prokaryoticka peptidoglykanova
vrstva mezi témito membranami. Béhem procesu endosymbidzy doslo u pohlcené
cyanobaktérie k fadé¢ pfemén. Endosymbiont byl z velké ¢asti redukovan a vétSina jeho
genu byla pfenesena do jadra hostitele nebo ztracena, pouze malé mnozstvi genti bylo

ponechano v genomu plastidu (Stoebe and Maier 2002).
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Je tieba pfipomenout, ze nékteré analyzy postavené zejména na obsahu genl
v organelarnich genomech ¢i jejich poradi tvrdi, ze plastidy mohly vzniknout vickrat
v evoluci a vySe zminéné genomové charakteristiky, které jsou bézné pfijimané jako
dikazy monofylie plastidi, jsou vysledkem konvergentni evoluce.

Pozn: ziejmé druhym piipadem primarni endosymbidzy je améba Paulinella

chromatophora a jeji plastid (Yoon et al. 2006).

3.2. Komplexni plastidy

Neékteré organismy ziskaly komplexni plastidy pohlcenim fotosyntetického
eukaryota, tedy zelené nebo Cervené tasy. Novy plastid ma oproti primarnimu plastidu
vy$§i po¢et membran, obvykle 3 az 4. Proces endosymbidzy, kterym tyto plastidy vznikly
zahrnuje postupnou redukci jadra fasy az jeho Uplnd eliminace a pfenos genll tfasy

(primarni hostitel) do jadra nového (sekundarniho) hostitele.

3.2.1. Sekundarni plastidy

Sekundérni endosymbidzou se plastidy rozsifily do dalSich oddéleni eukaryot.
Eukaryoticka buiika v tomto procesu pohltila eukaryotickou buniku obsahujici primarni
plastid. Sekundéarni plastidy jsou charakterizovany dal$imi membrdnami, takze
v celkovém souctu jsou sekundarni plastidy nejcastéji Ctyf- nebo tfi-membranové. Dvé
vnitini membrany jsou puvodni dvé membrany primarniho plastidu, tfeti je
cytoplazmatickd membréna primarniho hostitele a vnéjSi pak membrana fagotrofni
vakuoly sekundéarniho hostitele (Keeling 2004). U tfimembranovych plastidd doslo
ziejm¢ k redukci z ptivodniho c¢tyfmembranového stavu a to pravdépodobné tieti
membrany (pocitdno zevnitf) (Cavalier-Smith 2000). Jadro primarniho hostitele je
vétsinou uplné redukovano nebo z¢asti zachovano jako tzv. nukleomorf, ten nalezneme u
skrytének a tas ze skupiny Chlorarachniophyta (Gilson and McFadden 2002). Geny, které
byly u primarniho hostitele kodovany v jadie a jejich produkty poté transportovany do
primarniho plastidu, jsou nyni pfesunuty do jadra sekundarniho hostitele (Martin and
Herrmann 1998).

Rozlisujeme sedm taxonomickych skupin, které obsahuji sekundarni plastid - dvé

pohltily zelenou fasu (Euglenida - krasnoocka a Chlorarachniophyta) a zbylé maji plastid
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odvozeny od cervené fasy. U skupiny Glaucophyta neni doposud zndmo, Ze by prosla
procesem sekundarni endosymbiézy (Keeling 2004). Rasy se sekundarnim plastidem jsou
Euglenida  (krdsnoocka), Chlorarachniophyta, Cryptophyta (syn. skryténky,
kryptomonady), Heterokonta, Haptophyta, Dinoflagellata (obrnénky) a Apicomplexa
(vytrusovci).

U skupiny Apicomplexa ztratil plastid svoji fotosyntetickou funkci. Piesto ziistal
zachovan jako misto biosyntézy nékterych esencialnich komponenti (Mazumdar et al.
2006). Zhruba polovina obrnének hosti sekundarni plastid, ktery obsahuje chlorofyl ¢, a
peridinin (pigment, karotenoid) a endosymbiontem byla Cervena fasa (Zhang, Green and
Cavalier-Smith 2000, Fast et al. 2001, Keeling 2004). U obrnének s timto typem plastidu
je plastidovy genom tvofen sadou minikrouzkti. Kazdy minikrouzek koduje jeden gen.
Takto bylo do soucasné doby objeveno pouze 14 genl uloZenych na tomto nezvyklém

genomu (Zhang, Cavalier-Smith, and Green 2002).

3.2.2. Tercialni a dalsi plastidy

Mezi obrnénkami nalezneme mimo jiné také fadu téch, které maji plastid jiného
nez sekundarniho ptvodu. Jsou to tzv. tercialni plastidy, které vznikly pohlcenim fasy
obsahujici sekundarni plastid v procesu oznacovanym jako tercidlni endosymbidza
(Yoon, Hackett, and Bhattacharia 2002a). Obrnénky s tercidlnim plastidem jsou napf.
toxicky Dinophysis acuminata (endosymbiont — skryténka), Karenia brevis, K. mikimotoi
a Karlodinium micrum (endosymbiont — Haptophyta) a Kryptoperidinium foliaceum
(endosymbiont — rozsivka) (Yoon, Hackett, and Bhattacharya 2002). Dalsi proces, ktery
muzeme u obrnének pozorovat je vicenasobna sekundarni endosymbidza, pii niz je
sekundérni plastid nahrazen plastidem ziskanym pohlcenim fasy s primarnim plastidem
(Keeling 2004). Konkrétné jde o Lepidodinium viride a Gymnodinium chlorophorum, kde
endosymbiontem byla zelena fasa (Bodyl 2005). Dalsi typ plastidd, se kterym se miizeme
setkat, jsou kleptochloroplastidy, ¢i docasné plastidy. Nejde o plastidy v klasickém slova
smyslu, jejich pfitomnost v bunice neni trvala. Jsou pfijimany jako soucast potravy a po

n¢jakou dobu ponechany v buiice, kde plni fotosyntetickou funkci (Keeling 2004).
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S kleptoplastidy se kromé obrnének setkdme i u nékterych nalevniki (Minnhagen and

Janson 2006).

V soucasné dobé se predpoklada, ze evoluce fotosyntetickych organel zahrnuje
dvé primarni (pfedek ruduch, zelenych ftas a glaucophyt; plastid u Paulinella
chromatophora), ctyfi sekundarni (u euglen; u Chlorarachniophyta; plastid u
Lepidodium/Gymnodinium a plastid u spole¢né¢ho predka chromalveolat) a tfi tercialni
endosymbiozy (plastid u rodu Karlodinium/Karenia; plastid u rodu Dinophysis a plastid u
rodu Kryptoperidinium).

3.3. Transport proteini do plastidu

VétSina genli endosymbionta byla pfesunuta do jadra hostitele. Tyto jaderné-kodované
plastidové proteiny jsou syntetizovany v cytosolu a poté jsou transportovany do
organely. Kazdy prekurzor ma na svém N-konci adresovou sekvenci neboli transitni
peptid. Primarni plastidy maji dvojitou membrénu s transportnimi kanaly — proteinovy
komplex TOC ve vnéjsi membrané a komplex TIC ve vnitini membrané. Komplexy TOC
a TIC jsou rozpoznavany transitnim peptidem, ktery plastidovy prekurzor bezpecné
dovede do stroma plastidu, kde je odstépen peptidazami. U komplexnich plastidi je
signal pro transport musi mit vic Grovni. Transportni sekvence je opét na N-konci
plastidového prekurzoru, tentokrat je ovSem dvojdilnd. Prvni doména sekvence je
signalni peptid pro import do endoplazmatického retikula (ER). Za ni pak nésleduje
klasicky chloroplastovy transitni peptid. Tato kombinace signélni peptid — transitni peptid
je tadé modifikaci nezbytna pro import proteini do vSech komplexnich plastida.
Transport proteinu do komplexniho plastidu probihd pfes endomembranovy systém
(sekretory pathway) eukaryotické buiikky. Druhd doména je pomérné variabilni a u skupin
s komplexnimi plastidy se ziejm¢ modifikace mechanismu transportu vyvinuly nezavisle

v zavislosti na konkrétni formée plastidu (Ishida 2005).
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4. Chromalveolatova teorie

VyfteSeni vztahti v rdmci eukaryot a zakofenéni vlastniho stromu je stale oteviena
otazka. V souCasnosti mame dva modely pro rozdéleni eukaryot na jednotlivé
fylogenetické linie. Keeling (2005) rozliSuje pét hlavnich fiSi: Plantae, Excavata,
Rhizaria, Unikonta a Chromalveolata (neoficidlni ndzvy). Simpson and Roger (2004)
navic déli Unikonta na dvé samostatné fise: Opisthokonta a Amoebozoa (viz Obr. 2).

Chromalveolata je velmi diversifikovana skupina organismi zahrnujici organismy
od fotosyntetickych fas az po parazity clovéka. Chromalveolatova teorie o existenci této
fiSe byla ptivodné zalozena na podobnosti plastidii, vyskytujicich se u fady zastupcu této
skupiny (Cavalier-Smith 1999, Harper, Waanders, and Keeling 2005). Monofylii
chromalveolat podporuji analyzy jadernych genti i analyzy jaderné — kodovanych
proteind transportovanych do plastidu (Harper, Waanders and Keeling 2005, Keeling
2005).

ZjednodusSené chromalveolata délime na Alveolata a Chromista. Alveolata jsou
ziejm& monofyleticka skupina (Leander and Keeling 2003, Harper, Waanders, and
Keeling 2005), obsahujici: parazitické vytrusovce (Apicomplexa), ndlevniky (Ciliophora)
a obrnénky (Dinoflagellata). Mezi Chromista fadime Haptophyta, Cryptophyta a
Stramenopila (Heterokonta) (Yoon, Hackett and Bhattacharya 2002). Heterokonta je
skupina organismu, jejichz zastupci jsou jak fotosynteticti, tak druhotné heterotrofni.
Predpoklada se, Ze spolecny predek chromalveolat pohltil v procesu sekundarni
endosymbiozy Cervenou fasu (Cavalier-Smith 1999). Sekundarni plastid byl nasledné
ztracen v nékterych liniich, v jinych byl v mensi ¢i vétsi mife redukovan.

Sekundarni plastid nalezneme u vytrusovci, skupiny Haptophyta, kryptomonad,
rozsivek (Bacillariophyta), chloromonad (Raphidiophyta), Eustigmatophyta, zlativek
(Chrysophyta), hnédych fas (Phaeophyta) a Bolidiophyta. Zajimava situace je u
obrnének, které maji nékolik typl plastidi: sekunddrni plastid (plastid obsahujici
peridinin), tercidlni plastid a novy sekundarni plastid, kterym nahradily pavodni
sekundarni plastid (viz plastidy).

Hypotéza, ze ksekunddrni endosymbiéze u spolecného ptredka skupiny
Chromalveolata doSlo jednou a vétSina plastidit u této skupiny je vysledkem tohoto

procesu (viz vyse) ma fadu zastancti i odpirci. Podle Andrzeje Bodyla (2005) je docela
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dobfe mozné, ze plastidy u Chromista a Alveolata vznikly nezévislymi endosymbidézami
a vétSina mohla navic projit i tercidlni endosymbidzou. Opird se zejména o nasledujici
ptedpoklady: plastidy chromalveolét jsou typové pomérné riznorodé a vyskytuji se ve
vice monofyletickych liniich nez jak je tomu u plastidi pivodem ze zelené fasy; dale
cervené fasy se zdaji byt z né¢jakého diivodu vhodnéjsimi objekty pro proces transformace
v organelu nez zelené fasy a v posledni fad€ je to rliznost mechanismu transportu do

plastidu mezi obrnénkami, vytrusovci a zastupci skupiny Stramenopila.

Whittaker 1969  Margulis & Schwartz 1988 Cavalier-Smith 1998 Adl et al 2005

Protista ————== Protoctista~#gzzz------- Protozoa-gzzzz--"- Amoebozoa
Plantae-==-~"-- Plantae S sa——=Plantae ~_ <~ .~ Chromalveolata
Animalia==<----- Animalia ~ea—==Animalia .~ ~Excavata
Fungi<=-------. Fungi *=——=Fungi ‘x;;Opisthokonta
“~. Chromista *v _~Archaeplastida
* Rhizaria

Obr. 2. Pfehled nazorti na systematiku eukaryot. Pfevzato z Parfrey et al. (2006)

5. Metabolické drahy

Metabolicka draha je sled reakci, které probihaji v bunce za tucasti bio-
katalyzatort. VétSina drah zahrnuje tadi krokli usporadanych v kaskadé na sebe
navazujicich reakci. Drahy jsou mezi sebou propojeny ve slozittm mechanismu
metabolismu buiiky. Jednotlivé enzymy v draze jsou kodovany geny, které¢ mohou mit
rizny puvod. Mosaikovy pivod nékterych metabolickych drah byl napf. popsan u
syntézy hemu (Obornik and Green 2005), Sikimatové drahy (Richards et al. 2006),
syntézy polyamidu (Illingworth et al. 2003) a syntézy tryptofanu (Jiroutova et al. 2007).

5.1. Syntéza hemu

Hem je vyuzivan témef vSemi Zivymi organismy, vyjma nekterych extrémofil a
patogennich baktérii (Dailey et al. 2000). Strukturou je to tetrapyrol porfinu (cyklicka
sloucCenina slozend ze ¢ty pyrolovych kruhll) snavazanym iontem Zzeleza. Tvofri

prostetickou skupinu (slozka, ktera tvofi soucast aktivniho jadra enzymu a je

15



nezbytna pro aktivitu enzymu) v mnoha dilezitych enzymech. Hem je zdkladnim pilifem
aerobniho zivota, je pfenaSeCem kysliku v hemoglobinu a jako redoxni slozka u
cytochromti (hemproteiny, které se ucastni prenosu elektronti v dychacim fetézci a
v tylakoidni membran€) umoznil vyssi vyuziti energie ze substratu diky vys$Simu poctu
elektron-transportnich fetézct (Dailey 1997).

Dréaha syntézy hemu je esencidlni metabolicka draha, ktera zajistuje prekursory
pro syntézu cytochromt, fotosyntetickych pigmentt (chlorofyl, fykobiliny) a centralni
strukturu vitaminu B, tvofenou ¢tyfmi pyrolovymi kruhy. Ne vSechny organismy dokazi
hem syntetizovat a musi jej proto piijimat v potravé (Rao et al. 2005). Prvni studie o této
draze jsou ze cCtyficatych let dvacatého stoleti a posledni enzym této drdhy byl
identifikovan az v Sedesatych letech (Dailey et al. 2000).

Prvnim krokem dréhy je syntéza kyseliny 5-aminolevulinatové (ALA). Existuji
dvé cesty syntézy ALA - prvni je Cs draha s glutamatem jako prekurzorem. Druha draha
s prekurzory glycinem a sukcinylem koenzymem A (sukcinyl CoA) katalyzovana ALA
syntazou (obr. 3). Syntézu ALA ptes Cs drahu nalezneme u fotosyntetickych eukaryot a
prokaryot (neni v alfa-proteobakteriich). Naopak nefotosynteticka eukaryota (zvifata,
apikomplexa, houby) a alfa-proteobaktérie tvoii ALA pomoci ALA syntazy (Obornik and
Green 2005). Je ziejmé, ze nefotosyntetickd eukaryota maji tuto cestu syntézy ALA
pfevzatou od a-proteobaktérii, jez daly vzniknout mitochondrii (Obornik and Green
2005). Dalsi kroky od ALA k protoporphyrinogenu IX jsou katalyzovany Sesti enzymy a
mezi organismy se nijak zasadné nelisi (Obornik and Green 2005). Biosyntéza hemu viz

(Obr. 3 a Obr. 4).
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Obr. 3. Dva rtizné zpuisoby syntézy ALA. Pievzato z Panek and O’Brian (2002)
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Obr. 4. Hem-syntetickd dréha: od ALA po hem. Pfevzato z Panek and O Brian (2002)
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Posledni krok syntézy hemu je katalyzovan ferochelatdzou (E.C. 4.99.1.1,
protoheme ferolyaza). Tento enzym katalyzuje pfipojeni dvojmocného zeleza k
protoporphyrinu IX za vzniku protohemu (hemu) a poprvé byl identifikovan v ptacich
erytrocytech roku 1956 (Dailey 2000).

5.1.1. Plvod genii u hem—syntetické drahy u fotosyntetickych eukaryot

Mistem biosyntézy je u nefotosyntetickych eukaryot cytosol a mitochondrie
(Ralph et al. 2004). U fotosyntetickych eukaryot probih4 syntéza v plastidu (Cornah,
Terry, and Smith 2003), malé mnozstvi ferochelatazové aktivity bylo ovSem zjisténo 1
v mitochondrii (Papenbrock and Grimm 2001). U fotosyntetickych eukaryot je piivod této
dréhy mosaikovy (Obornik and Green 2005). VéEtSina genidl pro enzymy hem-syntetické
dréhy pochazi z cyanobaktérie a do jadra eukaryota se presunula endosymbiotickym
genovym trasferem (EGT). Vyjimkou je porphobilinogen deamindza (PBG deaminéza),
ktera ma a-proteobakterialni (pravdépodobné mitochondrialni) pivod a glutamyl-tRNA
syntaza (zajistuje konverzi L-glutamatu na glutamyl-tRNA), ktera piredstavuje
pravdépodobné piivodni eukaryotickou formu (Obornik and Green 2005). Zajimava
situace je u ferochelatazy. Rozsivky (Thalassiosira pseudonata a Phaeodactylum
tricornutum), které ziskaly plastid endosymbidézou ruduchy, a rostliny maji gen pro
ferochelatazu, ktery odpovida homologlim u cyanobaktérii. Naopak ferochelataza ruduch
(Porphyra yezoensis, Galdieria sulfuraria a Cyanidioschyzon merolae) odpovida
homologiim u proteobaktérii a zastupct vytrusoveu (Plasmodium falciparum, P. yoelii a

Toxoplasma gondii) (Obornik and Green 2005).

5.2. Sikimatova driha

Sikimétova draha slouzi k syntéze aromatickych aminokyselin a piedstavuje tak

vvvvvv

rostlin, hub, apikomplex (Campbell et al. 2004, Elandalloussi et al. 2005), u zvifat
pritomna neni (Roberts et al. 2002). Toho se vyuziva pii konstrukci fady herbicidd,

antibiotik a vakcin. Syntézu aromatickych aminokyselin mizeme rozdélit na dvé casti.
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Prvni je spoletna pro vSechny tfi aromatické aminokyseliny a zacind kondenzaci
fosfoenolpyruvatu (PEP, meziprodukt glykolyzy) a erythrosa-4-fosfatu (EP, meziprodukt
regeneracni faze pentézového cyklu) a pres fadu krok tusti ve spolecny prekurzor
aromatickych aminokyselin - chorismat. Chorismat je nezbytny nejen pro biosyntézu
aromatickych AK (fenylalaninu, tryptofanu a tyrosinu), ale ucastni se také dalSich
metabolickych drah (Obr. 5). Druhd cast syntetické drahy od chorismatu se vétvi a je

specifickd pro danou aminokyselinu.

vitarnin K
biosynthe sis
Coo 'seap /
/I;Jio_ S— wOH CooT
z O CHs O CHp

E)H isochorismate
chorismate \

; folate
anthranilate
biosynthe sis

arornatic
arnino acids

biosynthe sis

Obr. 5. Chorismat jako prekurzor nékterych biochemickym drah. Pievzato z
(http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/reaction/misc/shikim.html)

Syntéza chorismatu zahrnuje sedm krokti (obr. 6), pfiCemz jednotlivé
meziprodukty mohou slouzit jako prekurzory v biosyntéze jinych sloucenin. Prvnim
krokem je kondenzace fosfoenolpyruvatu (PEP) a erythrosa-4-fosfatu (EP) za vzniku
DAHP (2-dehydro-3-deoxy-7-fosfo-D-arabino-heptonat). Tato reakce je katalyzovana
enzymem DAHP syntazou (3-deoxy-7-fosfoheptulonat syntaza, EC 2.5.1.54). Nasledujici
kroky jsou katalyzovany enzymy v tomto pofadi: 3-dehydroquinat syntdza (4roB), 3-
dehydroquinat dehydrataza (2 isoenzymy AroD a DHQaza II), Sikimat 5-dehydrogenaza
(AroE), sikimat kindza (AroL/K), 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat syntdza (4rod) a
chorismat syntaza (4roC). Pouzité zkratky enzymi jsou odvozeny od systému u E. coli

(4ro-).
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Obr. 6. Sikimatova draha - syntéza chorismatu, pfevzato z
(http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/reaction/misc/shikim.html)
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Pouzité zkratky v Obr. 6

Enzymy
EC 2.5.1.54 DAHP syntaza
EC4.234 3-dehydroquinate syntaza
EC 1.1.99.25 quinate dehydrogenaza (pyrroloquinoline-quinone)
EC1.1.1.24 quinate dehydrogenaza
EC1.1.1.282 quinate/shikimate dehydrogendza
EC4.2.1.10 3-dehydroquinate dehydrataza
EC 1.1.1.25 shikimate dehydrogenaza
EC2.7.1.71 shikimate kinaza
EC 2.5.1.19 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferaza
EC4.2.3.5 chorismat syntaza

5.2.1. Pivod sikimatové drahy

Enzymy jsou kodovany v jadie a biosyntéza probiha bud v cytosolu nebo
v plastidu (u fotosyntetickych eukaryot). VétSina rostlinnych Sikimatovych enzymii ma
na N-konci transportni peptid pro transport do plastidu. Z toho se odvozuje, ze biosyntéza
probihd v plastidu, to ovSem bylo experimentalné prokézano jen u nékterych enzymi
drahy (Richards et al. 2006).

Cytosolicka verze drahy pfedstavuje zifejm¢ puvodni eukaryotickou formu
(Richards et al. 2006). Dtlezitym rysem je spojeni péti enzymu do funkéniho pentameru
AROM. Tato forma se nachazi u hub (vieckovytrusné houby a stopkovytrusné houby) a
byla identifikovéana také u chromalveolat: Toxoplasma gondii — vytrusovei (Campbell et
al. 2004), Tetrahymena thermophila — Ciliata, Phytophthora ramorum a P. sojae —
Oomycota (Richards et al. 2006). Monofylie AROM genil je podpoiena fylogenetickymi
analyzami (Campbell et al. 2004, Richards et al. 2006). Redukované AROM geny byly
nalezeny u rozsivky (Chromalveolata) — Thalassiosira pseudonata a u houby spajivé
(Zygomycota, Unikonta) — Rhizopus oryzae (Richards et al. 2006). V ptipadé rozsivky
jsou ortologem k AROM geniim zflizované geny AroDE, u houby to jsou geny AroBD.
Kromé hypotézy, ze jde o plivodni eukaryotickou formu biosyntézy, ktera byla béhem
vyvoje u fady eukaryotickych linii ztracena nebo nahrazena, nabizi Richards et al. (2006)
i alternativni vysvétleni: AROM geny mohly vzniknout u jedné eukaryotické skupiny a

pak se intraeukaryotickym genovym transferem rozsifit do dalSich skupin.

21



Eugleny maji zfejm¢ ob¢ formy biosyntézy — cytosolickou 1 plastidovou, které
pouzivaji podle kultiva¢nich podminek. Organismy rostouci ve tmé realizuji syntézu
v cytosolu, naopak organismy vystavené slunecnimu zéafeni vykazuji syntézu
lokalizovanou v plastidu (Reinbothe et al. 1994).

Vétsina baktérii ma funkéné separované geny, avsak u nékterych miizeme nalézt i
funkéné spojené geny (Richards et al. 2006). Enzymy kodované jako samostatné
polypeptidy maji také rostliny, vyjimkou jsou geny AroD a AroE, u kterych doslo k fuzi
(Richards et al. 2006). Zfazované geny AroDE u rostlin jsou ziejmé proteobakteridlniho
puvodu a nejednd se tedy o homolog k pentameru AROM (Richards et al. 2006).

Fotosyntetickéd eukaryota maji mosaikovy ptivod gent. Pestoze je pravdépodobné
cela draha lokalizovand v plastidu, cyanobakteridlni ptivod vykazuji jen dva geny
(AroL/K, AroC). Tti geny (AroB, ) maji proteobakterialni charakter. Zbyvajici dva geny
(AroE a AroD), u nichz doslo k fazi, maji odliSny plivod u rostlin a u rozsivek (viz vyse).
Rozsivky si tedy ziejmé ponechaly ¢ast pivodni eukaryotické drahy, avSak u rostlin uz

byly vSechny geny nahrazeny homology prokaryotického ptivodu.

5.2.2. DAHP syntaza

DAHP syntaza (DAHPs) existuje ve dvou pravdépodobné nepiibuznych formach
—mensi typ I (Arol) a typ II (Aroll). Sekvenéni shoda genii je <10% , coz indukuje jejich
evolucné nezavisly ptivod (Herrmann and Weaver 1999). Objevil se ovSem i ndzor, Ze by
snad mohli mit spole¢ného velmi vzdalen¢ho piedka diky nékterym shodnym
krystalografickym rysim (Webby et al. 2005). Typ I se navic déli na dvé rodiny (a a B)
(Gosset, Bonner, and Jensen 2001). VétSina organismii ma DAHP syntdzu ve vice
kopiich, napt E.coli — tii paralogy (Arol-a) (Gosset, Bonner, and Jensen 2001). U
proteobaktérii, hub a fasovek miizeme nalézt obé formy genu a nékteré proteobaktérie,
houby i fasovky maji dokonce ob¢ formy soucasné. Cyanobaktérie maji zfejme pouze
typ I, kdezto u fotosyntetickych eukaryot byl identifikovan zatim jen typ II (Richards et
al. 2006). U DAHP syntazy typu I tvoti houby a fasovky monofyletickou skupinu uvnitf
ziejmeé polyfyletickych proteobaktérii a cyanobaktérii (Richards et al. 2006).
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Richards et al. (2006) u DAHPs II identifikoval dvé¢ linie eukaryot. Jedna zahrnuje
pouze rostliny a rozsivky. Druha zahrnuje houby, Chromalveolata (Toxoplasma,
Tetrahymena, Phytophora) a na bazi této skupiny se nachazi zastupce Cervenych fas —
Cyanidioschyzon merolae. Proteobakterie netvofi monofyletickou skupinu a dochazelo u
nich ziejmé k castému HGT. Pravé homology Aroll u chromalveolat a hub podle
Richards et al. (2006) pravdépodobné piedstavuji pivodni eukaryotni formu genu.
Zatimco fotosyntetickd eukaryota — rostliny a rozsivka (Thalassiosira) ziskaly
protobakteridlni formu Aroll pravdépodobné diky HGT. C.merolae jako zastupce
cervenych fas ma dva paralogy genu pro DAHPs, znichz jeden se nachazi na bazi
skupiny zahrnujici houby a chromalveoldta a druhy nalezneme mezi proteobakteriemi

(Richards et al. 2006).

Material a metody

1. Material
Pro izolaci DNA z fas byly pouzity tito zastupci oddéleni Florideaophyceae:

e Hildenbrandia rivularis (Hildenbrandiales)

e Lemanea fluviatis (Batrachospermales)

e Batrachospermum sp. (Batrachospermales)

e Laurencia obtusa (Ceramiales)

e Pleurocapsa cuprea (klasifikovana jako sinice, ale podle pigment a morfologie

jde ztejme o druh pfibuzny Hildenbrandiaceae, Lenka Caisova - ustni sdéleni)

2. Laboratorni metodika: izolace DNA, PCR amplifikace, klonovani, sekvenace

Izolace DNA

Vzorky ziskanych taxonua fas byly uchovavany v 75% etanolu. Genomova DNA
byla extrahovdna podle protokolu: DNA Isolation Protocol for Red Seaweed
(Rhodophyta) (Wattier, Prodohl, and Maggs 2000) s drobnymi upravami v postupu.

Postup: vysuSené vzorky jsem rozdrtila, pfidala extrakéni pufr, SDS a proteinazu

K a umistila na cca 16 hodin do tiepacky (pii tomto kroku jsme rozrusili silnou bunéénou

23



stétnu a purifikovali DNA degradaci kontaminujicich proteinil). Vzorky jsem
zcentrifugovala a odsala supernatant, ktery jsem nechala stat 30 minut na ledu. Poté jsem
vzorky opét zcentrifugovala a odsala supernatant, tento krok jsem opakovala jesté jednou
(timto krokem jsme se zbavily bunécnych zbytkii a tlusté polysacharidové stény).
Nasledné jsem DNA srazela ethanolem, ptipadné jsem pouzila izolacni kit podle navodu
vyrobce (JETQUICK Tissue DNA Spin Kit). Izolovana DNA byla uskladnéna pii teplote
—20 °C.

PCR amplifikace

Geny pro ferochelatdzu i DAHP syntazu byly amplifikovany metodou PCR s
navrzenymi primery (viz. tabulka). Primery byly navrzeny na zaklad€¢ aligmenti
ziskanych z dostupnych sekvenci v elektronickych databazich: databaze GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), databaze JGI Eukaryotic Genomics (http://genome.jgi-
psf.org/euk curl.html), Porphyra EST Database (Kazusa), Galdireria sulphuraria
database (http://genomics.msu.edu/galdieria/), Cyanidioschizon merolae Genome Project
(http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp/).

1. PCR amplifikace

Reakéni smés byla pripravena pro celkovy objem 50 pl a obsahovala: 5 pl 10 x
PCR pufru (10mM Tris-HCI, pH 8.5, 50 mM KCl), 2.0 ul 2.5 mM dNTP, 0.4 ul DNA
polymerazy, 1 pl 25 uM ,forward“ primeru, 1 pl 25 pM ,reverse* primeru, 1.0 pl
templatové DNA a zbytek do celkového objemu 50 pl byl doplnén sterilni destilovanou
vodou. Amplifikace probihala za nasledujicich podminek: pocate¢ni denaturace pii 94
°C, 5 minut, nésledovalo 35 cykli (denaturace: 94 °C — 1 min, annealing: 45 °C — 1 min,
72 °C — 2 min), na zavér probihala syntéza DNA pii 72 °C, 10 minut. Amplifikacni
program jsem obménovala riznou teplotou annealingu (hybridizace primerti) a u reakéni
smési jsem pouzila hot¢ikovy gradient.

2. Uneven PCR amplifikace (Chen and Wu 1997)

Reakéni smés byla pripravena pro celkovy objem 50 pl: 5 pl 10 x PCR pufru
(10mM Tris-HCL, pH 8.5, 50 mM KCl), 2.0 ul 2.5 mM dNTP, 0.4 ul DNA polymerazy, 1
ul 25 uM prvniho ,,specifického® primeru, 0.2 pl 25 pM ,,ndhodného* primeru, 1.0 pl
templatové DNA a zbytek do celkového objemu 50 pl byl doplnén sterilni destilovanou

24



vodou. Amplifikaéni program mél tyto kroky: pocate¢ni denaturace pii 94 °C, 5 minut,
nasledovalo 20 cykli (94 °C — 1 min, 55 °C — 1 min, 72 °C — 3 min, 94 °C - 1 min, 40 °C
— 1 min, 72 °C — 3min), elongace 72 °C — 10 min.

Poté jsem pfipravila reakéni smés, kde jsem jako templatovou DNA pouzila PCR
reakéni smés z predchoziho cyklu. Celkovy objem reakéni smeési byl opét 50 ul: 5 ul 10 x
PCR pufru (10mM Tris-HCL, pH 8.5, 50 mM KCl), 2.0 pl 2.5 mM dNTP, 0.4 ul DNA
polymerazy, 1 ul 25 pM druhého ,specifického® primeru, 0.2 pl 25 pM ,,ndhodného*
primeru, 1.0 pl templatové DNA a zbytek do celkového objemu 50 pl byl doplnén sterilni
destilovanou vodou. Amplifika¢ni program byl stejny jako u pfedchozi reakéni smési.

Produkty PCR byly elektroforeticky rozdéleny na 1% agarézovém gelu a
vizualizovany na UV transiluminatoru (TFX-35.M Vilber Lourmat). Velikost produktu
byla odvozena podle DNA Ladder: 2-Log Ladder (BioLabs, New England).
Fotodokumentace byla provedena digitalnim fotopfistrojem a pocitaCovym programem
Kodak Digital Science 1D. V elektroforetickém rozdéleni bylo pouZzito 20.0 ul PCR
smési, PCR produkty odpovidajici velikosti byly z gelu vytiznuty a pteiStény pomoci
kitu QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) — podle navodu vyrobce. Ziskané
precisténé PCR produkty byly uskladnény pfi teploté —20°C.

Navrzené primery (viz tabulka)

Zda sekvence pouzité v aligmentu pro navrzeni primerd jsou ve spravném Ctecim
ramci jsem piekontrolovala v programu Editseq (DNASTAR). Sekvence byly docasné
pfevedeny do aminokyselin a alignovany v programu MegAlign (DNASTAR) metodou
ClustalW. V ptfipad¢ ferochelatdzy jsem navrhla primery zvlast' podle vysSich rostlin,
zelenych fas, cyanobaktérii a rozsivek a zvlast’ podle dostupnych sekvenci ervenych fas
(Porphyra yezoensis, Cyanidioschyzon merolae, Galdieria sulfuraria). Pro DAHP
syntdzu jsem navrhla tyto sady primert: ,rostlinny typ* (vysSi rostliny, rozsivky),
Lwuniversalni typ* (Cervené tasy, Arabidopsis thaliana, Bradyrhizobium japonicum), ,,typ
eukaryota® (C. merolae 2, houby, Apicomlexa) a na zaklad¢ ziskané castecné sekvence

genu rovnéz specifické primery.
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Typ primeru (Ferochelatiza)

Sekvence primeru

typ Cervené fasy | PCR forward ATGCADTWYNGBGANCC

typ Cervené fasy | PCR reverse AYTGNGCVCGRTAGCAG

typ Cervené fasy | PCR forward CCNTAYCTNCAYRTNGTNCCNGCNTTYTAYGAYC
typ Cervené fasy | PCR reverse YTGNGCNCGRTARCARTTNCGRTTNGC

typ Cervené fasy | PCR forwardl |CAYRTHGTNCCNGCNTTYTAYGAYCAT

typ ¢ervené fasy | PCR forward2 |AGYTTYCAYGGNGTNCCNGARAARCA

typ Cervené fasy | PCR reverse TGNGCSCGRTARCARTTSCGRTTNGC

rostlinny typ PCR forward GGYAYCCM TTYACDGAGGA

rostlinny typ PCR reverse GGHACDCCRTGDGCRCWGA

rostlinny typ PCR forward AAYCTNTTNKCNGAYCCNGANATHAT

rostlinny typ PCR reverse CCNATHAGYTTYGTNWSYGARCAYATHGARAC
Typ primeru (DAHPs) Sekvence primeru

rostlinny typ PCR forward GAYSRHGSYCATDTNGA

rostlinny typ PCR reverse CDCCDRKGCAYTCDGTSAC

universalni typ PCR forwardl | TGGDBVWSBGAYMSVATGCACGGMAAYAC
universalni typ PCR forward2 | AGRCAGCYMGAYSRTGSCCATGTCGA

typ eukaryota PCR forwardl | ATNGCNGGNCARTWYGCVAARCCNCG

typ eukaryota PCR forward2 | TNCARGGHGGNGACTGYGCCGARNYSTT

specifické PCR reverse GATAGCGGCTGGATAGATCCTA

specifické PCR reverse GCAGGTAGAATATCGGTGAACG

specifické PCR reverse TCGCAATAGGTGTKGTAGCGGTC

specifické PCR reverse CCTTGATGGTGTTTCCGTGCAT
Rostl+Cyanobac | PCR forward CYGGYCARTTYGCMAARCCNM
Rostl+Cyanobac | PCR forward GGWMGMATGGCYGGYCARTTYGCMAARCC
Rostl+Cyanobac | PCR forward GGWMGMATGGCYGGYCARTTYG
Rostl+Cyanobac | PCR forward GGHGGNGAYTGYGCYGA

Rostl+Cyanobac | PCR forward CCBMTBGTKTTYGCNGGNGA

"ndhodny" primer | oba sméry | ANNAWATTCCA

Tabulka: primery pouzité pii PCR amplifikaci
Pouzité zkratky: Rostl = rostliny, rozsivky; Cyanobac = cyanobaktérie

Klonovani PCR produktu

Vyizolované fragmenty DNA byly zaklonovany pomoci kitu (TOPO TA Cloning

Kit, Invitrogen) podle navodu vyrobce. PouZila jsem klonovaci TOPO® vektor a

kompetentni bunky E. coli DH5a. Pozitivni kolonie byly pfeockovany do LB média (s

pfidanym ampicilinem - 12 pl) a kultivovany v tiepacce (200 rpm) pfi teploté 37°C po

dobu 12 — 16 hodin. Pro izolaci plasmidové DNA z bakteridlni kultury byl pouzit kit
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QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN). Piitomnost fragmentu DNA v plasmidu byla

ovefena pomoci restrikéni analyzy.

Sekvenovani

Sekvenacni reakce byla provedena v laboratofi Genomiky. Produkty sekvenacni
reakce byly analyzovany v pfistroji ABI 3130 (Applied Bioystems). Koncentrace
plasmidové DNA odpovidala 300 ng/ul, a byl pouzit sekvenacni primer M13 forward a
M13 reverse (TOPO TA Cloning Kit).

3. Analyza sekvenci

Sekvence byly ziskany z databazi — NCBI GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), JGI  Eukaryotic = Genomics (http://genome.jgi-
psf.org/euk curl.html), Protist EST Database (PEP,
http://www.bch.umontreal.ca/pepdb/pep.html), Porphyra EST Database (Kazusa),
Galdireria sulphuraria database (http://genomics.msu.edu/galdieria/), The Leishmania
Friedlin Genome Project (http://www.sanger.ac.uk/Projects/L._major/). Zékladni
alignment byl sestaven programem MAFFT 5.8 (Katoh et al. 2005), ktery byl nasledné
rucn¢ upraven v programu BioEdit (Hall 1999). Na zakladé¢ Akaike information criterion
programem Prottest (Abascal et al. 2005), byl zvolen WAG+I+G aminokyselinovy
evolucni model jako nejvhodnéjsi pro vSechny datasety. Analyza metodou maximum
likelihood (ML) byla provedena pomoci programu PHYML 2.4.4. (Guindon and Gascuel
2003). Byla provedena analyza pomoci Bayesidnské fylogeneze (BI) a programu
MrBayes 3.1.2 (Ronquist and Huelsenbeck 2003). Statistickd podpora ML stromti byla
vyjadiena bootstrapovou analyzou (100 opakovani), podpora u BI byla vyjadiena pomoci
pravdépodobnosti (posterior probability) z 500,000 generaci. Prvnich 100,000 generaci
bylo z rekonstrukce topologie vylouceno.

Pro vychozi dataset pro ferochelatazu, ktery obsahoval 137 aminokyselinovych
(AA) sekvenci, byla spocitana analyza ML. Na zakladé vysledku byly ponechany
v alignmentu zastupci hlavnich monofyletickych skupin a zkraceny alignment (102

sekvenci) byl pouzit pro novou ML a BI analyzu (Obr. 7).
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Vychozi dataset pro DAHP syntdzu I obsahoval 350 AA sekvenci a pro DAHP
syntazu II 168 AA sekvenci. Oba byly analyzovany v programu AsaturA (Van de Peer et
al. 2002). Na zaklad¢ vysledku byly v zédkladnich datasetech ponechani zastupci hlavnich
linii a odstranény piili§ kratké netplné sekvence. Nové alignmenty obsahovaly 136
sekvenci (DAHPs 1), 72 sekvenci (DAHPs II), tyto jsem pro kontrolu analyzovala
metodou ML (Obr. 8 — DAHPs 1, jako outgroup jsem pouzila zastupce Archaebacteria).
Novy alignment u DAHPs I z ptedchoziho kroku jsem omezila na rodinu Arol-a a plus tfi
zastupce Arol-B, které jsem pouzila jako outgroup. Tento dataset (66 sekvenci) jsem
analyzovala metodou ML i BI (Obr. 9). Pro dataset jen se cleny DAHPs rodiny alfa (63
sekvenci) byla opét pouzita analyza metodou ML, jako outgroup byli pouziti zastupci
aktinobaktérii (Obr. 10). Fylogeneticka analyza nového alignmentu pro DAHPs II byla
provedena metodami ML a BI (Obr. 11).

Statistické podpory u jednotlivych stromi jsem uvadéla jen u hlavnich skupin a

pro zastupce, ktefi se tykali mé prace.

Cilem této prace tedy bylo ziskat sekvence genii pro ferochelatizu a DAHPs u
zastupcu tfidy Florideophyceae a pomoci fylogenetické analyzy, zjistit zda tyto geny
odpovidaji homologiim u rozsivek a tim se vyjadfit k hypotéze o potencidlnim plivodu

rozsivkového plastidu praveé z Cervenych tas této tridy.
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Obr. 7. Ferochelataza. Fylogeneticky strom ML za pouziti programu PHYML 2.4.4. (pocet kategorii=4,
Loglk=-40229.98945, gamma shape parameter=1.576, PINVAR=0.025). Statistickd podpora je vyjadiena
v poradi: bootsrapova analyza/posterior probability. Oznaceni * = podpora < 35, tam kde se topologie ML a

BI neshoduji podpora BI = - .
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Obr.11. Maximum likelihood strom pro DAHPs typu II. (pocet kategorii=4, Loglk=-30087.42823, gamma
shape parameter=1.429, PINVAR=0.089). Hodnoty nad/pod vétvemi jsou statistické podpory bootstrapova
analyza/posterior probability). Hodnoty < 25 =* .
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Vysledky

Gen pro ferochelatazu se mi amplifikovat a osekvenovat nepodafilo. U DAHPs se
mi podafilo osekvenovat cca 300 nukleotidi dlouhy 3' konec genu u druht —
Batrachospermum sp. a Lemanea fluviatis (3 rizné sekvence u Lemanea fluviatis a 3
razné sekvence u Batrachospermum sp.). Jako uspé$nd se ukazala byt amplifikace
metodou uneven PCR s ,universalnimi* primery (viz tabulka) pfi nasedaci teploté
primera 55 °C.

Ferochelataza

U vSechny analyzovanych taxoni byl nalezen pouze jeden gen kodujici
ferochelatazu. Fylogenetickd analyza odhalila nékolik hlavnich linii. Topologie
fylogenetickych stromit ML a BI (Obr. 7) se zasadné nelisi, jako outgroup v obou
pfipadech byly pouZity zastupci skupiny Archae. Hlavni linie: linie 1: fotosynteticka
eukaryota (Glaucophyta, rostliny, zelené fasy, rozsivky a Haptophyta) a cyanobaktérie;
linie 2: alfa-proteobaktérie; linie 3: nefotosynteticka eukaryota z riiznych taxonomickych
skupin (Opisthokonta, Oomycota, Jakobidae, Ciliata); linie 4: delta-proteobaktérie; linie
5: proteobaktérie, ruduchy, vytrusovci, Euglena, Leishmania a Naegleria; linie 6:

Firmicuta; linie 7: aktinobaktérie.

DAHP syntaza
Fylogenetické analyzy odhalily, ze oba typy DAHPs (Arol a Aroll) maji krom¢

hub a oomycet také Paviova lutheri (Haptophyta) a Acanthamoeba castelani, Physarum
polycephalum (Amoebozoa), Amoebidium parasiticum (Opisthokonta). V ptipadé
DAHPs typu I byly jasné identifikovany dvé rodiny alfa/beta (Obr. 8). Ob¢ rodiny
DAHPs I maji zastupci sinic, proteobakterii a aktinobakterii. V ramci rodiny alfa byly
identifikovany navic zastupci hub, oomycet, amoebozoi, haptofyt, skryténka a
krasnoocko (Obr. 9, Obr. 10). Naproti tomu DAHPs I rodiny beta je typicka pro
Firmicuta a Archaea. U hub, oomycet a proteobacterii bylo identifikovano v ramci
DAHPs I rodiny alfa vice paralogti a tyto taxony netvoii monofyletické skupiny. Rovnéz

sinice ve fylogenetickém stromé netvoii monofyletickou skupinu. Firmicuta,
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aktinobaktérie a proteobaktéri také netvoti v ramci DAHP I rodiny beta monofyletické
skupiny.

DAHPs typu II (Obr. 11) byla identifikovana (kromé vySe zminénych taxonii
vlastnicich oba typy) u rostlin, zelenych a Cervenych fas, ciliati, trubénky, vytrusovce,
obrnénky a zastupce Glaucophyta. Gen pro DAHP syntdzu typu Aroll byl nalezen rovnéz
u zastupce skupiny Chlorarachniophyta — Bigelowiella natans a zastupce skupiny
Amoebozoa - Physarium parasiticum. V obou ptipadech se vSak jednalo o velmi malé
fragmenty a proto nebyly zatazen do fylogenetickych analyz. U nékterych rostlin bylo
nalezeno vice paralogli (nejvice 8 u Physcomitrella patens). Dva paralogy jsem nasla u
rozsivky Thalassiosira pseudonana, vétSiny Cervenych fas a nékterych hub. Pouze jediny
zastupce deltaproteobaktérii mél ve svém genomu DAHP syntazu typu II. Jednu z dobie
podpofenych vétvi tvoti zastupci rostlin, zelenych fas a rozsivek, pficemz na bazi této
linie se se slabou statistickou podporou nachazi ¢tyti ¢astecné sekvence ziskané
z Cervenych fas skupiny Floridiophyceae (3 sekvence Lemanea fluviatis a 1 sekvence
Batrachospermum sp.). Dalsi dvé sekvence Batrachospermum sp. se nachazi v blizkosti
alfaproteobakterii, respektive gammaproteobakterii. Ostatni Cervené fasy jsou ve dvou
riznych liniich. Ani jedna z nich neni s dobrou statistickou podporou sesterska k nékteré

z hlavnich dobte podpotenych linii.
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Diskuse

1. Ferochelataza

Z vysledkii publikace Obornik and Green  (2005) vyplyva, Ze gen pro
ferochelatazu u rostlin, zelenych fas a rozsivek je pfibuzny homologlim u sinic. To
naznacuje plastidovy (sinicovy) pivod genu u téchto fotosyntetickych eukaryot. Oproti
tomu ferochelatdza Cervenych fas je ve vySe zminéném fylogenetickém stromé bliz
ferochelataze proteobaktérii a vytrusovci. Mym cilem tedy bylo osekvenovat gen pro
ferochelatazu u Cervenych fas jinych skupin nez je doposud znamo, tj. Cyanidioschyzon
merolae (Cyanidiophyceae), Porphyra yezoensis (Bangiophyceae), Galdieria sulphuraria
(Cyanidiophyceae). To se mi nepodafilo, takze jsem dataset vzhledem k pouzitym
taxoniim v praci Obornik and Green (2005) rozsifila o sekvence dalSich taxont, které
byly dostupné v riznych elektronickych databazich. Soubor fotosyntetickych eukaryot se
tak obohatil o druhy: Euglena gracilis (Euglenida), Cyanophora paradoxa (Glaucophyta)
a Isochrysis galbana (Haptophyta).

Topologie fylogenetického stromu (BI i ML) se z¢asti shoduje s topologii ML
fylogenetického stromu publikovaného Obornik and Green (2005), navic se tu objevuji
samostatné linie delta-proteobaktérii a alfa-proteobaktérii. Zajimava situace je u linie 5,
kde jsou vedle proteobaktérii rtiznych skupin i skupiny, jejichz zéastupci patii do tii
taxonomicky neptfibuznych samostanych vyvojovych linii (Plasmodium, Toxoplasma —
Apicomplexa; Leishmania — Excavata; Rhodophyta; Euglena, Naegleria — Excavata).
Zde byl pravdépodobné piivodni eukaryoticky gen nahrazen genem z proteobakterii.
Mechanismem pienosu byl ziejmé horizontalni genovy transfer (HGT). Topologie obou
fylogenetickych stromil naznacuje, ze k HGT zfejm¢ doslo u kazdé skupiny nezévisle.
Ponékud diskutabilni je pozice E. gracilis, ktera se v obou stromech nachdzi bliz k
rodu Naegleria nez k parazitim rodu Leishmania, se kterou patii taxonomicky spole¢né
do oddéleni Kinetoplastida (bi¢ivky). Ovsem tyto topologie nejsou pfili§ podpofené a
k HGT u Excavata mohlo dojit jednou, stejn¢ jako vicekrat. Navic vétve vedouci k obéma
taxonim (E. gracilis a N. gruberi) jsou dosti dlouh¢ a jejich sesterska pozice mize byt
dana nedostateCnym zastoupenim proteobakterii. U vytrusovcel a ruduch je situace

ponékud komplikovanéjsi. Vzhledem k tomu, Ze vytrusovci a rozsivky (Chromalveolata)
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maji plastid piivodem z Cervené fasy, scénaii je hned nékolik. U obou skupin mohlo
zcela nezavisle dojit k HGT a nahrazeni genu pro ferochelatizu homologem z
proteobaktérii az poté, co predek chromalveolat pohltil v procesu sekundarni
endosymbiozy Cervenou fasu. Tato Cervend fasa mohla mit gen cyanobakteridlniho
puvodu, a tento gen si ze sekunddrni plastidu vyptjcily i rozsivky. Dal§i moznost je, ze
ferochelataza piivodem ze sinic byla u ruduch nahrazena proteobakteridlnim genem u
fylogenetickych linii vedoucich k Porphyra yezoensis (Bangiophycea), Cyanidioschyzon
merolae a Galdieria sulphuraria (Cyanidiophyceae), ale ne u cCervené fasy, kterou
spolecny predek chromalveolat pohltil béhem sekundarni endosymbidzy. U vytrusovca
pak k HGT doslo az po sekundéarni endosymbidze. Ptipadné sekundarni endosymbidzy u
chromalveolat byly dvé. Na zdklad¢ statistickych podpor se totiz neda vyvratit sesterské
postaveni vytrusovcl a Cervenych tfas. Navic vétev vedouci k vytrusoveiim je pomérné
dlouha a jejich postaveni proto dost nejisté. Vytrusovci proto mohli pohltit ervenou fasu
patfici k liniim vedoucich k Porphyra yezoensis (Bangiophycea), Cyanidioschyzon
merolae a Galdieria sulphuraria (Cyanidiophyceae), u nichz mohl byt ptivodni gen
nahrazen proteobakteridlnim diky HGT jesté pfed timto pohlcenim. Kdezto Heterokonta
pohltily jinou tfidu Cervenych fas nez Cyanidiophyceae a Bangiophycea a tato tiida,
stejn¢ jako rozsivky a Haptophyta, stdle pouziva ferochelatdzu pltivodem ze sinic.

Bohuzel amplifikovat ferochelatdzu ruduch se mi nepodafilo. Tudiz nemohu
potvrdit ani vyvratit hypotézu, zda pfedek chromalveoldt pohltil v procesu sekundarni
endosymbiodzy jiné Cervené fasy nez ze skupin Cyanidiophyceae a Bangiophyceae nebo
se vyjadrit k hypotéze, ze sekundarni endosymbidzy u chromalveolat byly dvé. Hlavnim
problémem bylo ziejmée to, ze ferrochelatdza je pomérné malo konzervativni gen. Tudiz
navrzené primery nebyly dost specifické a amplifikovaly se nespecifické produkty nebo
vubec nic. Nepomohla ani optimalizace nasedaci teploty primerti a koncentrace hotc¢iku

(pro zvySeni hybridiza¢ni schopnosti primeri) v reakci PCR.
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2. DAHP syntaza

Situace u DAHP syntdzy je pon€kud odlisna, existuje ve dvou formach Arol a

Aroll a fada organismli ma navic vice paralogt.

2.1. DAHPs typ 1

V souladu s Gosset, Bonner, and Jensen (2001) se mi podaftilo identifikovat dvé
rodiny u Arol — a a B. V ramci obou rodin ocividné dochézelo k ¢astému HGT, coz u
baktérii neni neobvykly proces (Andersson 2005). Piinosem této prace bylo nalezeni
DAHPs I u dalSich eukaryot - vzhledem k datasetu Richards et al. (2006). N¢ktera
z téchto eukaryot maji rovnéz DAHPs typu II, coz je v souladu s hypotézou Richards et
al. (2006), ze spolecny ptredek eukaryot m¢l obé verze DAHPs. Zajimavym vysledkem je
nalezeni DAHPs typu I u skryténky a zastupce Haptophyta, coZ jsou organismy se

sekundarnim plastidem piivodem z ervené tasy.

2.2. DAHPs typ 11

Stejné jako u Richards et al. (2006) tvofi rostliny a rozsivky dobfe podpofenou
monofyletickou linii, navic spolu s dalsim druhem rozsivky a zastupci zelenych fas, jez
ve vyse zminéné praci nebyly zahrnuty. Dataset byl rovnéz obohacen o dalsi ¢ervené fasy
(Porphyra yezoensis, Galdieria sulphuraria, Griffithsia japonica). Jejich postaveni ve
fylogenetickém stromé rovnéz odpovida pozici obou sekvenci jediného druhu zahrnutého
v praci Richards et al. (2006) — Cyanidioschyzon merolae. Dale byly navic ziskany
sekvence dalSich eukaryot, znichZz mé nejvice zajimali ty druhy, které maji plastid
puvodem z Cervené fasy: obrnénka Heterocapsa triquetra a zéastupce haptofyt Paviova
lutheri. Monofyletické postaveni rostlin, zelenych fas a rozsivek ukazuje na spole¢ny
(plastidovy) ptivod tohoto genu u téchto fotosyntetickych eukaryot. U sinic vS§ak DAHPs
typu II nebyla nalezena, coz by mohlo znamenat, Ze spole¢ny ptedek fiSe Plantae ziskal
DAHPs typu II pomoci HGT z jinych baktérii. A tento gen byl potom pfenesen rovnéz do
genomu rozsivek po sekundarni endosymbidze. Dalsi moznosti je, Ze cyanobaktérie
puvodné obsahovaly oba paralogy, tj. DAHP I i II, pficemz DAHP II byla béhem evoluce

ztracena. To by ovSem znamenalo, ze DAHP syntdza u fotosyntetickych eukaryot
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nepochazi z proteobakterii, jak se zda z publikovanych analyz, nybrz byla ziskdna
endosymbiotickych transferem ze sinic, které samy pozd¢ji tento gen ztratily. V obou
ptipadech se z navrzené¢ho scénafe vymykaji Cervené tasy jejichz geny pro DAHP
syntazu neodpovidaji homologlim rostlin, zelenych fas a rozsivek. To by se dalo vysvétlit
podobné jako u ferochelatazy tim, ze Cervena fasa, kterd byla pohlcena v procesu
sekundarni endosymbidézy mohla mit DAHPs stejného ptvodu jako u zelenych tas a
rostlin a ta nésledné ptesla i do genomu sekundarniho hostitele — rozsivky. U ostatnich
cervenych fas zahrnutych do analyzy mohl byt tento gen nahrazen homologem z jinych
baktérii pomoci HGT, nebo si ponechali svlj plivodni eukaryoticky gen. Ziskana
topologie vSak muZe byt téZ znacné ovlivnéna moznym vyskytem paralogli vzniklych
duplikaci genu pro DAHP syntazu v prabéhu evoluce. V ptipadé DAHP syntazy je
existence ruznych paralogii zna¢né pravdépodobnd, protoze u nékterych rostlin je
pfitomno az 8 rliznych kopii tohoto genu. N&které paralogy mohly byt v priibéhu evoluce
ztraceny, coZ se mohlo odrazit v pfitomnosti ¢i absenci konkrétniho genu v riznych
taxonech.

Mym tkolem bylo zjistit, zda Cervené tfasy z jinych skupin kdéduji DAHP syntazu
podobnou té u ostatnich Cervenych fas, nebo jestli u nich nenaleznu gen ptibuzny
genum rozsivek, rostlin a zelenych fas. Podafilo se mi osekvenovat pouze ¢ast tohoto
genu u dvou druhi tfidy Floridiophyceae, pficemz u kazdého z nich jsem ziskala tfi rizné
sekvence. N¢které ze ziskanych sekvenci skute¢né tvoii monofyletickou skupinu se
zelenymi fasami, rostlinami a rozsivkami, i kdyz s prakticky zadnou statistickou
podporou. To by podporovalo hypotézu, ze nékteii dnes zijici zastupci Cervenych fas si
stale ponechali gen pro DAHPs ptibuzny tém z rostlin, zelenych fas a rozsivek. Nové
zahrnuté taxony fotosyntetickych eukaryot, které maji sekundéarni plastid ruduchového
puvodu — Pavlova lutheri a Heterocapsa triquetra se nachdzeji spolu
s nefotosyntetickymi eukaryoty v jedné skupiné. Tato skupina pravdépodobné
reprezentuje puvodni eukaryotické geny. To, ze geny hub, nédlevniki a Toxoplasma
gondii predstavuji ziejmé ptivodni eukaryotické geny bylo rovnéz diskutovano Richards
et al. (2006). Jeden z paralogl C. merolae a G. sulphuraria a sekvence G. japonica tvofi
monofyletickou skupinu na bazi této linie, cozZ by mohlo znamenat, Ze si tyto fasy rovnéz

ponechaly sviij ptivodni jaderny gen pro DAHPs. Tato pozice vSak neni téméf viibec
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statisticky podpotfena. O ptavodu druhého paralogu u C. merolae a G. sulphuraria, jez
tvoti monofyletickou skupinu s obéma paralogy P. yezoensis a zastupcem Glaucophyta -
Glaucocystis nostochinearum, lze na zékladé vysledkt fylogenetickych analyz tézko
usuzovat. Muze se jednat o gen spoleCny pro skupinu Plantae, ktery byl ovsem u

zelenych fas a tedy i rostlin druhotn¢ ztracen.
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Zaveér

Amplifikace a osekvenovani genu pro ferochelatdzu u ruduch se mi nezdafilo.
Rozhodné chci pokracovat v usili, navrhnout nové sady primerd a zaméfit se na
amplifikaci metodou uneven PCR, ktera se ukazala byt uspé$na v pripadé DAHPs.
Piinosem této prace je tedy alespon obohaceni datasetu o dalsi druhy dostupné z riznych
elektronickych databazich a jeho analyza.

U DAHPs se situace vyvijela o néco optimisticteji, podatilo se mi ziskat castecné
sekvence genu u dvou druht ruduch tfidy Florideophyceae. Vysledky fylogenetickych
analyz ovSem piinesly spi§ nez uspokojivé odpovédi fadu novych otazek. Kazdopadné
toto téma je stale oteviené¢ a mym prvoradym cilem bude osekvenovat zbyvajici ¢ast genu

u obou Cervenych fas a nésledn¢ ziskané data pouzit v nové analyze.
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