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CILE PRACE
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vys§i rostliny zahrnujici zastupce jednodéloznych ¢i dvoudéloznych
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1UvOD

Nadrodina aldehyddehydrogenas (ALDH) piedstavuje rozmanitou skupinu enzymu
podilejicich se na metabolismu aldehyd endogenniho i exogenniho ptivodu za pomoci
NAD* nebo NADP* jako kofaktorti. V poslednich letech probihd na na$i katedie
Vv Olomouci vyzkum zaméfeny predevSim na rostlinné ALDH, konkrétné ALDH2,
ALDH?7, ALDH10, ALDH12 a ALDH21. (Tylichova et al., 2010; Kope¢ny et al., 2011,
Kopec¢ny et al., 2013; Koncitikova et al., 2019).

S rostoucim mnozstvim sekvenovanych rostlinnych genomt se objevuje stale vice
moznosti pro studium rostlinnych ALDH genii a jejich evoluce od vodnich rostlin jako
jsou jednoduché tasy, az po vyssi suchozemské rostliny i vlivu téchto genti na schopnosti
rostliny vypotadat se se stresovymi podminkami. Tato prace se zamétfuje na studium
sekvenci ALDH v rozmanitych rostlinnych zastupcich a tvorbu webového rozhrani, které
uzivateli umozni identifikovat nezndmou sekvenci, pokud tato sekvence nalezi do
nadrodiny ALDH. Zatazeni sekvenci v databazi naseho programu je pak podpoteno

fylogenetickou analyzou.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Aldehyddehydrogenasy

Nadrodina aldehyddehydrogenas (ALDH) piedstavuje rozmanitou skupinu enzymu
vyskytujicich se jak u prokaryotickych, tak i eukaryotickych organismi. ALDH se
podileji na metabolismu aldehydti endogenniho i exogenniho ptivodu za pomoci NAD*
nebo NADP™ jako kofaktoril a zabrafiuji tedy jejich akumulaci. Tyto enzymy jsou také
uzite¢né pii syntéze mnoha dilezitych biomolekul z aldehydovych meziproduktt, jakymi
jsou naptiklad retinova kyselina, folat nebo betain (Marchitti et al., 2008). ALDH
proteiny se mohou vyskytovat v riznych subcelularnich oblastech véetné mitochondrii
nebo cytosolu a vykazuji rozli¢nou substratovou specifitu (Vasiliou et al., 2004).

Zpisob rozfazeni a pojmenovani neboli nomenklatura, téchto enzymut se fidi
pravidly ,,Human Gene Nomenclature* a byla zavedena roku 1999 (Vasiliou et al., 1999).
Nézvy vSech sekvenci obsahuji stejny zéklad ,,ALDH", nasledovany ¢islici oznacujici jeji
ptislusnost do jednotlivych rodin. Nasleduje pismeno abecedy, znacici podrodinu a
ptipadné¢ se dodava dalsi ¢&islice, pomoci které se rozliSuji jednotlivé geny dané
podrodiny. ALDH se tfidi na zakladé parového porovnavani aminokyselinovych
sekvenci. Geny se sekven¢ni podobnosti 40 a vice procent, fadime do stejné rodiny.
Pokud je identita sekvenci vyss§i nebo rovna 60 %, nalezi také do spole¢né podrodiny

(Brocker et al., 2013).

2.2 Rostlinné ALDH

Momentalné existuje 24 znamych rodin aldehyddehydrogenas, mnohé specifické
pouze pro urc¢ité organismy. V rostlindch bylo nalezeno pravé 14 riznych rodin téchto
enzymi, a to: ALDH2, ALDH3, ALDHS5, ALDH6, ALDH7, ALDH10, ALDHI11,
ALDH12, ALDH18, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH24. Zastoupeni
rodin ALDH v rostlinach je rizné, avSak pievazuje trend, Ze komplexngjsi rostliny
obsahuji zpravidla vétsi mnozstvi gent. Ty se pii prechodu z vodniho prostiedi na sous
musely adaptovat vici suchozemskym stresorim a mnoho aldehyddehydrogenas
odpovida pravé na stresové podminky, jakymi jsou zvySend salinita prostiedi,
nepiiméfené teplo a zima nebo tfeba oxidativni stres (Sunkar et al., 2003, Cronk, 2001).
Rodiny ALDH10, ALDH12, ALDH19, ALDH21, ALDH22, ALDH23 a ALDH24, jsou
specifické tim, Ze jsou typické vyhradné pro rostliny, kdy u rodin ALDH21, ALDH23 a
ALDH24 se ptedpoklada, Ze se vyskytuji pouze u niz$ich rostlin. Geny rodiny ALDH22

se pak s nejvétsi pravdépodobnosti vyvinuly az u vyssich rostlin (Brocker et al., 2013).
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2.2.1 Rodina ALDH?2

Jedna se o skupinu rozmanitych mitochondridlnich a cytosolickych enzymi,
srelativné Sirokou substratovou specifitou, které jsou aktivni jako homotetramery
(Marchitti et al., 2008). Tato rodina se momentaln¢ déli do péti podrodin ALDH2A, 2B,
2C, 2D a 2E. Mezi ALDH2A se tadi piedevs§im zivocisné enzymy, kdezto rostlinné
ALDH se déli do zbylych 4 podrodin.

ALDH2 se podileji na metabolismu ethanolu tak, ze Kkatalyzuji oxidaci
acetaldehydu na acetat. Ten se dale vyuziva pii syntéze koenzymu A za pomoci acetyl-
CoAsynthasy, v procesu zvaném pyruvatdehydrogenasovd draha“. V Arabidopsis
obstarava tuto reakci piedevsim ALDH2B4 (Wei et al., 2009). V tabaku byly tyto ALDH
identifikovany v reprodukénich tkanich, kde hraji roli pfi vyvoji pylu (op den Camp and
Kuhlemeier 1997; Wei et al., 2009). Studie genu ALDH2C4 pak naznacuji, ze ma vliv na
biosyntézu kyseliny ferulové a sinapové, latek vyznamnych pro pevnost buné¢nych stén
(Nair et al., 2004). Lidska ALDH2 hraje dulezitou roli v metabolismu neurotoxického
3,4-dihydroxyfenylacetaldehydu (DOPAL). Bylo vypozorovano potla¢ni oxidace
DOPAL za piitomnosti acetaldehydu, tyto substraty tedy soutézi o to, ktery bude
metabolizovan stejnym enzymem (MacKerell et al., 1986).

o]
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J HO
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acetaldehyd benzaldehyd koniferaldehyd sinapaldehyd

H,O NAD™

N
ALDH2
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O
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O OH .
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o
—{ IH -~
OH HO
HO

o]

kyselina oclovd  yycelina benzoova  kyselina ferulova -~
¢ kyselina sinapova
AcetylCoA

Obr. 1 Reakce katalyzované pomoci enzymi ALDH2, které vyuZivaji NAD* jako kofaktor.
Acetaldehyd se pfeménuje na kyselinu octovou, ta se pak vyuziva k ptipravé Acetyl-CoA,
benzaldehyd na kyselinu benzoovou, koniferaldehyd na kyselinu ferulovou, sinapaldehyd na
kyselinu sinapovou. Upraveno dle Kon¢itikova et al., (2015).
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2.2.2 Rodina ALDH3

Tato rodina enzymt se u zivoCichu vyskytuje pievazn¢ v mitochondriich a
cytosolu, kdeZto u rostlin bylo zji$téno, Ze jeji enzymy mohou byt obsazeny V rozli¢nych
organelach, jakymi jsou cytosol, chloroplast nebo endoplazmatické retikulum (Marchitti
et al., 2008; Kirch et al., 2004; Jimenez-Lopez et al., 2010; Stiti et al., 2011). Vétsina
gend této rodiny ma expresi regulovanou pomoci kyseliny abscisove.

Jedna se o velmi rozmanitou rodinu, jejiz zastupce je mozné rozdé€lit do deseti
podrodin. Zivo&isné geny se fadi prevazné mezi podrodiny ALDH3A a ALDH3B, ale
byly anotovany také ALDH3C, 3D a 3G. U rostlin dochazi ke zna¢né divergenci do Sesti
podrodin, jmenovit¢ ALDH3E, 3F, 3H, 31, 3J a 3K. Podrodina ALDH3A obsahuje
dioxinem indukovatelné enzymy, které se pak podili na oxidaci stfedné dlouhych a
dlouhych fetézcu alifatickych i aromatickych aldehydi (Pappa et al., 2003). Geny
podrodiny ALDH3B koduji enzymy, které metabolizuji aldehydy vznikajici pii
peroxidaci lipida. V lidském organismu tuto funkci zastdvd ALDH3B1. Byla
identifikovana také ALDH3B2 s 83 % identitou k prvni sekvenci. Jeji funkce vsak zatim
neni zndma (Marchitti et al., 2010).

Co se tyce rostlinnych zastupc, tak v Arabidopsis thaliana byly identifikovany tii
podrodiny (3F, 3H a 3I), kdy pro gen ALDH3I1 plati, Ze k jeho nejvétsi expresi dochazi
V listech a odpovida na stresové podminky jako dehydratace, pesticidy, té¢Zké kovy nebo
zvySena salinita stejné jako ALDH3HL, jehoZ exprese je vSak obecné nizsi (Kirch et al.,
2004; Jimenez-Lopez et al., 2010; Stiti et al., 2011; Missihoun et al., 2012). ALDH3F1
naopak na stresové podminky viibec nereaguje a jeji exprese je konstitutivni a bylo tedy
vyvozeno, Ze tato podrodina vznikla nejspiSe na zaklad€ specializace urcitych tkani ¢i

organel (Kirch et al., 2004).

2.2.3 Rodina ALDH5

Do rodiny ALDHS tadime sukcinatsemialdehyddehydrogenasy (SSALDH), které
katalyzuji NAD" dependentni pfeménu sukcinat semialdehydu (SSAL) na sukcinat,
jakoZzto soucast katabolismu y-aminobutyratu (GABA). Predpoklada se, ze se jedna o
mitochondrialni proteiny, jelikoz sukcinat se pak zapojuje do cyklu trikarboxylovych
kyselin (Bouche et al., 2003; Gao and Han 2009). Zvifeci ALDH se zpravidla fadi do
podrodiny ALDHSA, naopak vétsina rostlin obsahuje enzymy zafazené do podrodiny
ALDHS5F. Existuje vSak n€kolik vyjimek v podobé fas jako je naptiklad Chlamydomonas



reinhardtii, jejichz genové sekvence se znacné lisi od ostatnich zastupcti podrodiny 5F a
byly zafazeny do podrodiny ALDH5G (Brocker et al., 2013).

GABA hraje dilezitou roli jako neurotransmiter v organismech savct a u rostlin
pomaha pii opylovani, oxidativnim stresu nebo hypoxii (Fait et al., 2008; Palanivelu et
al., 2003). Mutace ALDH5 mohou V rostlinach zptsobovat akumulaci meziproduktti
reaktivnich forem kysliku a bunéénou smrt béhem svételného ¢i tepelného stresu (Bouche
et al., 2003). Naopak u ¢loveéka jsou tyto mutace zodpovédné za y-hydroxymaselnou
acidurii, vzacnou autosomalni chorobu, pfi niz dochazi k neurologickym poskozenim
nebo Kk poSkozeni kognitivnich funkci, nahromadénim GABA, vy-hydroxyméselné
kyseliny nebo SSAL v tkanich ¢i télnich tekutinach (Akaboshi et al., 2003).

NADH
NAD* OH
O\\[/\A OM
O S O
OH ALDH5 OH
SSAL H20 H* kyselina jantarova

Obr. 2 Reakce sukcinatsemialdehyddehydrogenasy (ALDHS5). Z SSAL pfi ni vznika kyselina
jantarova a NAD", jakozto koenzym, se pieméiuje na NADH. Upraveno dle Kope¢na et al.,
(2015)

2.2.4 Rodina ALDH6

Rodina ALDH6 je skupina mitochondrialnich tetramernich enzymut nazyvanych
methylmalonylsemialdehyddehydrogenasy (MMSDH). Ty se ucastni katabolismu valinu
a pyrimidinu a katalyzuji koenzym A - dependentni oxidativni dekarboxylaci
malonatsemialdehydu na acetyl-CoA a také pireménu methylmalonylsemialdehydu
(MMS) na propionyl-CoA. Jednéa se tak o jedinou rodinu aldehyddehydrogenas, ktera
vyuziva koenzym A jako kofaktor (Marchitti et al., 2008). Vsechny doposud zkoumané
rostliny obsahovaly alespon jeden gen nalezejici do rodiny ALDH6 s pomérné velkou
sekvenéni identitou, fadi se tedy do podrodiny ALDH6B. Zivo&isné sekvence se naopak
fadi do podrodiny ALDH6A.

Bylo zjisténo, Ze pii oSetfeni hormony auxinem a giberelinem a také pti zvySené
salinité¢ ¢i dehydrataci dochazi k upregulaci rostlinnych ALDH6 gent (Oguchi et al.,
2004; Zhang et al., 2012). Piesna funkce této rodiny Vv rostlinich vsak stale neni detailné

popsana.



2.2.5 Rodina ALDH7

Rodina  ALDH7  obsahuje  enzymy znamé jako  Al-piperidin-6-
karboxylatdehydrogenasy (P6CDH), a-aminoadipatsemialdehyddehydrogenasy nebo
antiquitiny. Jednd se o velice konzervovanou rodinu. Mira podobnosti sekvenci i
Z evolu¢né velmi vzdalenych druhti je zna¢né vysoka a je tedy velmi pravdépodobné, Ze
1jejich funkce bude konzervovand, a vyznamna pro funkci buiiky. Rodinu ALDH7 délime
do podrodin ALDH7A a ALDH7C pro zivo¢isné a ALDH7B a ALDH7D pro rostlinné
zastupce. Lidska ALDH7A ma pak napiiklad téméf 60% identitu s rostlinnymi geny
z rodiny 7B (Brocker et al., 2013). Lisi se vSak lokalizaci, zatimco u rostlin se vyskytuji
tyto geny pouze v cytosolu, u savci byly nalezeny také v mitochondriich (Wong et al.,
2010).

Pro savéi ALDH7A byla zjisténa pomérné Siroka substratova specifita, kdy lidska
aldehyddehydrogenasa preferuje substrat o-aminoadipat semialdehyd, stejné jako
napiiklad enzym z kukufice (Zea mays) (Koncitikova et al., 2015). Tyto enzymy se pak
ucastni metabolismu lysinu a katalyzuji pfeménu a-aminoadipovych semialdehydii
(AASAL) na o-aminoadipdt. Mimo to metabolizuji také mnoho aldehydt vzniklych
peroxidaci lipida (Mills et al., 2006).

Genova exprese rostlinnych enzymu zrodiny ALDH7, probiha s nejvétsi
pravdépodobnosti jako odpovéd na stresové faktory, jelikoz byla pozorovéana zvySena
exprese ALDH7B naptiklad pifi dehydrataci, zvySené salinit¢ nebo po ozéfeni
ultrafialovym zafenim (Kotchoni et al., 2006; Rodrigues et al., 2006). Jejich obecna
funkce neni zatim znama, ale pifedpoklada se, Ze mizZe byt obdobna jako u savci, kvili
vysoké konzervovanosti sekvenci. Bylo vSak zjisténo, ze napiiklad ALDH7B v ryzi,
pomaha pii dozravani semen nebo u hrachu (Pisum sativum) je soucasti procesti pro
regulaci turgoru. Rekombinantni ALDH7B je pak schopnd metabolizovat
malondialdehyd (MDA), acetaldehyd nebo glyceraldehyd (Shin et al., 2009).
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Obr. 3 Oxidace o-aminoadipat semialdehydu na a-aminoadipovou Kyselinu. Reakce je
katalyzovana pomoci ALDH7, ktera vyuziva NAD* koenzym. Upraveno dle Kon¢itikova et al.,
(2015).

2.2.6 Rodina ALDH10

Enzymy rodiny ALDH10 nazyvame aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH), 4-
aminobutyraldehyddehydrogenasy, 4-guanidinobutyraldehyddehydrogenasy nebo také
betainaldehyddehydrogenasy (BADH). Jejich hlavni roli je deaktivace m-aminoaldehydi,
jakymi jsou 3-aminopropionaldehyd (APAL) nebo 4-aminobutyraldehyd (ABAL), které
vznikaji béhem katabolismu polyamind rostlinnymi aminooxidasami. Toho je docileno
jejich oxidaci na netoxické metabolity jako B-alanin a y-aminobutyrat (GABA) (Sebela
et al., 2000). Mutace genu pro AMADH mitize zpisobit, Ze zaéne dochazet k acetylaci
volnych ABAL, pti niz vznika 2-acetyl-Di-pyrolin, ktery je aromaticky a dodava vini
nékterym druhtim ryze (Arikit et al., 2011; Bradbury et al., 2008). Gen ALDH10 také
odpovida na stresové podminky, specificky na vys$si sucho, tim, Ze enzym produkuje
osmoprotektivni glycin betain (GB). Ten funguje jako bunéény osmolyt a chaperon, tedy
pomaha udrzovat osmotickou rovnovahu organismu a je vyuzivan také pro stabilizaci
struktury a funkce proteint u n¢kterych rostlin (Allakhverdiev et al., 2008).

Geny této rodiny muzeme déle dé€lit do podrodin ALDH10A, ALDH10B a
ALDH10C, pti¢emz vétsina rostlinnych zastupci se fadi do podrodiny 10A na zakladé
jejich vysoké sekvenéni homologie. Vyjimku tvoti napiiklad sekvence z vinneé révy (Vitis
vinifera), jez byla zafazena do podrodiny ALDH10B a tasa Volvox carteri, kde byl

identifikovan gen, ktery mél nizkou podobnost s ostatnimi z&stupci podrodiny 10A i 10B



a byl tedy zafazen do nové podrodiny 10C (Brocker et al., 2013). Sav¢i genomy pak
ALDH10 neobsahuji. Jejich funkci z velké ¢asti zastavaji ALDHY, jez jsou hlavnimi
producenty GB a y-butyrobetainu savcu (Brocker et al., 2010; Vaz et al., 2000;
Koncitikova et al., 2019).
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Obr. 4 Prehled reakci oxidovanych ALDH10 (AMADH). APAL se pfeméni na -alanin,
ABAL na GABA, ACAPAL na 3-acetamidopropionat, GBAL na 4-guanidinobutyrat, TMABAL
na y-butyrobetain, BAL na glycin betain a DMSPAL na DMSP. Upraveno dle Kopecny et al.,
(2013).

2.2.7 Rodina ALDH11

Rodina gent ALDHI1 je =zastoupena cytosolickymi a nefosforylujicimi
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasami (GAPN). Ty se podili na tzv. glykolytickém
bypassu, reakci specifické pro fotosyntetizujici rostliny a fasy, jeZ umoznuje pieskodit
prvni fosforyla¢ni krok glykolyzy (Plaxton 1996; Valverde et al., 1999). Zde katalyzuji
jednosmérnou oxidaci GAP na 3-fosfoglycerat (3-PG) za piitomnosti NADP* jako
kofaktoru. Tim produkuje také NADPH, ktery se dale vyuziva pfi biosyntéze mannitolu
(Valverde et al., 1999; Gao a Loescher, 2000). Vétsina ALDHI11 se tadi do podrodiny
ALDH11A. Vyjimku tvoti naptiklad Vitis vinifera, kde identifikované enzymy byly
zatazeny do podrodiny ALDH11B (Brocker et al., 2013).
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Obr. 5 NADP* dependentni oxidace glyceraldehyd-3-fosfatu na 3-fosfoglycerat.
Nefosforylujici reakce enzyma rodiny ALDH11.

2.2.8 Rodina ALDH12

A-1-pyrrolin-5-karboxylat dehydrogenasy nebo-li NAD*-dependentni glutamat-y-
semialdehyddehydrogenasy (GSALDH) jsou mitochondrialni enzymy, které nalezi do
rodiny ALDH12. Jejich hlavni funkci v organismu je pfeména glutamat y-semialdehydu
(GSAL) na glutamat, ¢imz se podili na procesu katabolismu prolinu a argininu. Béhem
stresovych podminek jako je sucho nebo zvySend slanost prostfedi, pak dochéazi ke
snizené expresi téchto gend, nejspise z divodu udzeni hladiny prolinu.

Rostlinné GSALDH se vyskytuji u vSech Embryophyt, zelenych tas a Heterokont.
Maji nizkou sekvenéni podobnost (<24%) s zivo¢isSnymi ¢i bakterialnimi sekvencemi,
kter¢ se tak fadi do odlisné rodiny ALDH4. Tyto dv¢ rodiny vSak sdili podobnou funkci,
jelikoz jejich aktivni misto je téméft totozné. Na zakladé fylogenetické analyzy muzeme
soudit, ze se ALDH12 odd¢lily od gentt ALDHA4 jiz pti vyvoji endosymbiotickych predki
rostlinnych zastupci (Korasick et al., 2019).

NH,
%]'/ l\_//\\\’/”o

glutamat-y-semialdehyd (GSAL)

- NAD*
X
ALDH12

H* == NADH
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0 %r/K_/\ _o
o o~
glutamat

Obr. 6 Oxidace GSAL, p¥i niz vznika glutamat a NADH. Tato reakce, v nékterych
organismech téz zprostiedkovana rodinou ALDH4, je soucasti rostlinnych drah pro degradaci
prolinu a argininu. Upraveno dle Korasick et al., (2019).
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2.2.9 Rodina ALDH18

Rodinu ALDHI18 tvoii A-1-pyrrolin-5-karboxylatsynthasy (P5CS). Jednad se o
bifunkéni mitochondridlni enzymy. Obsahuji dvé domény, aldehyddehydrogenasovou na
C-konci a kinasovou na N-konci. ALDH18A1 identifikovana v genomu savcu, K jejiz
vysoké expresi dochazi napiiklad ve slinivce ¢i ledvinach, zprostfedkovava pieménu
glutaméatu na pyrrolin-5-karboxylat (P5C) za ptitomnosti ATP a NADPH. P5C je dale
pfeménén na ornithin, ktery se vyuziva pii biosyntéze prolinu a argininu (Marchitti et al.,
2008). Poskozeni geni ALDH18A1 pak muze vést k mnoha metabolickym ¢i
neurologickym  problémtm, jakymi jsou napfiklad hypoprolinemie nebo
hypoornithinemie (Baumgartner et al., 2005). Rostlinné ALDH18 jsou pomérné
konzervované a reaguji na dehydrataci organismu. Jejich upregulace zrychluje syntézu
prolinu a jeho akumulaci, ktery pak stejné jako naptiklad betain, slouzi k udrzovani

osmotické rovnovahy organismu (Yoshiba et al., 1997).

o O ALDH18 (P5CS)
- - > N\ O
OL/\KJ\ 0 / | N
‘ v
NH,, NADP* NADPH OH
ATP ADP
glutamat prolin-5-karboxilat (P5C)

Obr. 7 Reakce, kterou katalyzuje savéi ALDH18. Za piitomnosti NADP* a ATP dochazi k
pieméné glutamatu na pyrrolin-5-karboxylat (P5C).

2.2.10 Rodina ALDH19

Enzymy rodiny ALDH19 byly identifikovany v rostlinach a bakteriich. Jsou znamé
také jako y-glutamylfosfatreduktasy podobné lidskym ALDH18A1 (Vasiliou et al.,
2013). Jedna se o proteiny indukované osmotickym stresem, katalyzujici pfeménu L-
glutamatu na L-glutamat-5-semialdehyd a fosfat, ¢imz se podileji na biosyntéze L-prolinu
z L-glutaméatu (Garcia-Rios et al., 1997). Sekvence ALDH19 v genomu Solanum
lycopersicum, jediném doposud zkoumaném rostlinném zastupci, ktery tuto rodinu
obsahuje, se sklada ze dvou ORF, které koduji doménu pro y-glutamylkinasu a y-

glutamylfosfatreduktasu. Tyto ORF piipominaji uspotadanim napiiklad polycistronické
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operony v prokaryotach. Porovnani této sekvence s glutamylfosfatreduktasou z bakterie
Leuconostoc lactis ukazalo, ze se jedna o totozné sekvence. Je tedy pravdépodobné, ze
rostlinny zastupce této rodiny vznikl horizontalnim genovym pfenosem z bakterie

Leuconostoc, do genomu Solanum lycopersicum (Stiti et al., 2021).

2.2.11 Rodina ALDH21

Rodina ALDH21, vyskytujici se pouze v ur¢itych niz$ich rostlinach, jako jsou
zelené fasy, Bryophyta, plavuné anebo kapradiny, obsahuje cytosolické tetramerni
enzymy znamé téz jako sukcinatsemialdehyddehydrogenasy (SSALDH). Tyto enzymy
vyuzivaji NADP" jako koenzym a maji silnou preferenci pro sukcinat semialdehyd
(SSAL) jakozto substrat. Ugastni se tedy metabolismu y-aminomaselné kyseliny, kdy
oxiduji SSAL na sukcinat. Pomahaji také rostlinam zvladat stresové podminky jako je
sucho ¢i zvySena salinita prostiedi (Yang et al., 2015).

Funkéné nejptibuzngjsi rodinou téchto ALDH je ALDHS, jejiz enzymy vyuzivaji
NAD" jako koenzym. Aktivita ALDH21 s timto koenzymem je vSak pouze 3 %. Rostliny
obsahujici ob&é zminéné rodiny jsou pak schopny oxidovat SSAL na sukcinat v cytosolu
1 mitochondriich. Pficemz vyssi rostliny, které zpravidla postradaji rodinu ALDH21 mayji

tuto funk¢énost pouze v mitochondriich (Kopec¢na et al., 2017).

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

Obr. 8 Sukcinatsemialdehyddehydrogenasa (ALDH21), pfeménujici SSAL na kyselinu
jantarovou. Tato reakce vyuzivd NADP* jako koenzym na rozdil od ALDH5. Upraveno dle
Kopecna et al., (2015).
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2.2.12 Rodina ALDH22, ALDH23 a ALDH24
Tyto rodiny rostlinnych ALDH byly identifikovany relativné nedavno a jejich

podrobna funkce neni zatim zndma. ALDH22A1, jejiz pfitomnost byla zjisténa v kukufici
Zea mays, reaguje vyssi expresi na stresové podminky, jako nedostatek vody ¢i zvySena
salinita prostiedi (Huang et al., 2008). ZvySena piitomnost téchto enzymu v organismu
pak pomaha rostlin¢ ptekonat neptiznivé podminky.

Geny rodiny ALDH23 byly doposud identifikovany pouze v nizsich rostlinnach
jako jsou naptiklad mech Physcomitrella patens nebo plavuné Selaginella moellendorffii.
Jejich funkce je nezndma stejné jako funkce enzymu z rodiny ALDH24. Byla vSak
zjisténa sekvenéni identita az 30% mezi geny ALDH24 ztasy Chlamydomonas

reinhardtii a vétsinou zastupci z rodiny ALDH23 (Brocker et al., 2013).

2.3 Zivodisné a jiné ALDH

Vétsina rostlinnych ALDH ma taktéz zivo¢i$né orthology. Rodinami specifickymi
pro zivocisnou fisi jsou vSak ALDH1, ALDH4, ALDHS8, ALDH9 a ALDH16. Mnoh¢
zivo€isné ALDH pak mohou vykazovat vlastnosti mimo své enzymatické funkce.
Nekteré se nachazeji v rohovce a ¢ofce oka saveu v podobé krystalint, zde pak slouzi
K rozli¢énym Géelim. V prvni fadé pohlcuji ultrafialové (UV) zafeni, ¢imz chrani oko pied
oxidativnim poskozenim. Pfispivaji také k jeho transparentnosti, zvySenim pfenosu svétla
a jeho lomu na sitnici. Dale mohou také vazat hormony a jiné malé molekuly, jako jsou
androgeny, cholesterol nebo acetaminofen (Estey et al., 2007; Lassen et al., 2006;
Marchitti et al., 2008).

Zbyl¢é rodiny ALDH, a to konkrétné¢ ALDH13, ALDH14, ALDH15, ALDHI17 a
ALDH20, jsou pomérn¢ neprozkoumané a jejich presna funkce neni ve vét§iné ptipada

zndma. Jedna se o rodiny vyskytujici se u kvasinek a hub ¢i ménavek a diplomonad.

2.3.1 Rodina ALDH1

Prvni rodina ALDH je specificka pro Zivo€isné genomy a obecné se déli do tii
nejvétsich podrodin, ALDH1A, ALDH1B a ALDHIL. Podrodina ALDH1A obsahuje
enzymy, které se podileji na pfemén¢ retinalaldehydu na kyselinu retinovou (RA) a jsou
tedy dtlezité pro regulaci signalizace této kyseliny. Ta pak ovliviiuje napiiklad funkci
vitaminu A1, potfebného pro rist organismu (Vasiliou et al., 1999). Tyto enzymy maji

vysokou afinitu jak k all-trans retinalu, tak i 9-cis retinalu (G. Duester, 2000).
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Mitochondrialni enzymy nalezejici do podrodiny ALDHIB maji vysokou
podobnost s rodinou ALDH2, kdy mohou dosahovat az 75% identity sekvenci. Tyto
proteiny, se taktéz podileji na metabolismu acetaldehydu, avSak s niz$i afinitou a
aktivitou nez pravé ALDH z rodiny 2 (Stagos et al., 2010). Tato podrodina je zastoupena
u savcd, avSak u ryb ¢i ptaki tyto geny chybi (Jackson et al., 2011). Lidskd ALDH1B1
pak muze také slouzit jako biomarker pro rakovinu tlustého stfeva. (Chen et al., 2011).

Podrodina ALDH1L obsahuje mitochondrialni i cytosolické enzymy. Cytosolicka
ALDHI1L1 funguje pfedevs§sim jako 10-FTHFdehydrogenasa (FDH) a pfeménuje 10-
formyltetrahydrofolat (10-FTHF) na tetrahydrofolat (Tsybovsky a Krupenko, 2011). Gen
ALDH1L2 je velmi podobny ALDH1L1 a koduje mitochondridlni FDH, s podobnou
funkci. Na rozdil od ALDHILI1 vSak nemetabolizuje pouze kratké aldehydy (Strickland
etal., 2011).
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Obr. 9 Reakce katalyzované enzymy rodin ALDH1A a ALDH1L. Dochézi k preméné all-
trans retinalu na kyselinu retinovou za pomoci NAD* nebo NADP* jako kofaktoru (1). ALDH1L1
je soucasti metabolismu metanolu, kde pfeménuje 10-formyltetrahydrofolat na tetrahydrofolat a
vyuziva NADP* jako kofaktor (2). Upraveno dle Seung-Hye et al., (2016) a Marchitti et al.,
(2008).

2.3.2 Rodina ALDH4

Rodina ALDH4 obsahuje mitochondrialni enzymy znamé jako pyrrolin-5-
karboxylat dehydrogenasy (P5CDH) nebo také glutamat-y-semialdehyd dehydrogenasy,
které katalyzuji jednosmérnou NAD* dependentni pfeménu pyrrolin-5-karboxylatu (P5C)
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na glutamat a zabranuji tedy jeho zvySené akumulaci (Forte-McRobbie a Pietruszko,
1986).

ALDHA4AL oxiduje kratké a stiedné dlouhé alifatické aldehydy, které vznikaji pti
peroxidaci lipida (Farres et al., 1988). Mimo to se podili také na degradaci prolinu a hraje
roli pfi oxidativnim stresu, jelikoz v laboratornich podminkach bylo dokazano, ze buiiky
se zvySenou produkei tohoto enzymu, vytvareji niz§i mnozstvi reaktivnich forem kysliku
(ROS) béhem stresovych podminek, jako je naptiklad ozafeni UV zafenim. Pi poSkozeni
DNA déale dochazi k upregulaci exprese tohoto genu, a hraje tedy ur€itou roli také pii
reparac¢nich mechanismech DNA (Yoon et al., 2004).

Lidska ALDH4AL1 je aktivni jako homodimer a K jeji expresi dochazi ptevazné
V jatrech, kosterni svaloving nebo ledvinach. (Hu et al., 1996) Mutace tohoto genu mutize

zpiisobit hyperprolinémii a zvySenou koncentraci P5C v télnich tekutinach (Geraghty et

al., 1998).
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Obr. 10 Reakce savéi ALDH4. Pfreména pyrrolin-5-karboxylatu (P5C) na glutamat, za uziti
NAD? jako kofaktoru.

2.3.3 Rodina ALDHS8

Tato rodina obsahuje cytosolické enzymy naleZejici do jedné podrodiny ALDHS8A,
znamé taktéz jako 2-aminomukonét-6-semialdehyddehydrogenasy (AMSHD), které hraji
roli v kynureninové draze, coz je primarni proces pro degradaci tryptofanu u savci. Zde
katalyzuji NAD" dependentni oxidaci 2-aminomukonat semialdehydu (2-AMS) na 2-
aminomukonat (2-AM). Meziprodukty této drahy se vyuzivaji pfi imunitnich procesech
a mohou byt spojeny i s neurodegenerativnimi chorobami (Davis et al., 2018).

Tyto enzymy se také podileji na tvorbé kyseliny retinové oxidaci retinalu. Mimo to
metabolizuji alifatické aldehydy jako tfeba acetaldehyd, decanal nebo octanal a jejich
aktivita roste s délkou fetézce daného aldehydu. Jsou vSak aktivni i pro metabolické

aldehydy jako sukcinatsemialdehyd a glutaraldehyd. K expresi geni ALDH8 dochazi
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ptrevazné v jatrech a ledvinéch, ale mirna exprese probiha také v mozku a jinych organech
(Lin a Napoli, 2000).

AMSDH (ALDHS)
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COOH NH,
2-aminomukonit semialdehyd (2-AMS) 2-aminomukonat (2-AM)
O ]
HOMCH3
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Obr. 11 Reakce kynureninové drahy zprostiedkovana AMSDH (ALDHS). 2-aminomukonat
semialdehydu (2-AMS) se pfeménuje na 2-aminomukonat (2-AM), ten je pak dale metabolizovan
na acetoacetat. Upraveno dle Davis et al., (2018).

2.3.4 Rodina ALDH9
Zastupci rodiny ALDHY jsou tetramerni enzymy fadici se do podrodiny ALDH9A.

K expresi jejich genti dochazi u cEloveéka V jatrech, kosterni svaloving, ledvinach a
v mozku (Lin et al., 1996). Podili se na alternativni biosyntéze GABA, kdy katalyzuji
oxidaci y-aminobutyraldehydu na GABA, mimo to také slouzi k oxidaci betain aldehydu,
y-trimethylaminobutyraldehydu a acetaldehydu (Kurys et al., 1989; Chern a Pietruszko,
1995; Vaz et al., 2000). ALDH9A hraji také uritou roli v metabolismu aldehydi
odvozenych od katecholaminu, jako je naptiklad toxicky DOPAL (Marchitti et al., 2007).

Kvili vysoké afinité téchto enzymi vuci y-aminobutyraldehydu, DOPAL i
acetaldehydu, mohou jejich substraty soupefit o to, ktery z nich bude metabolizovéan a
nasledné tedy ovliviiovat GABA cyklus nebo také dopaminové drahy a vyvoj mozku. U
modelové ryby, byla pozorovana vyvojova regulace ALDH9AL a také jeji downregulace
pfi zvySené koncentraci ethanolu béhem embryogeneze. Tento enzym musi tedy hrat také

urcitou roli v teratogennich G¢incich ethanolu (Wang et al., 2007).
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Obr. 12 Alternativni biosyntéza GABA pomoci ALDH9. Dochéazi k NAD* dependentni oxidaci
y-aminobutyraldehydu na y-aminobutarat (GABA). Upraveno dle Marchitti et al., (2008).

2.3.5 Rodiny ALDH13, ALDH14 a ALDH15

Tyto rodiny jsou zatim pomérné neprozkoumané. Rodina ALDH13 obsahuje pouze
jeden enzym nalezen u organismu Entamoeba histolytica, ktery se podili na metabolismu
acetaldehydl a podoba se savéim ALDH3 (Samuelson et al., 1992). Rodiny ALDH14 a
ALDH15 obsahuji enzymy z kvasinek a hub (Sophos a Vasiliou, 2003). Mezi ALDH14
patii mitochondrialni enzymy podobné mikrosomalni ALDH3A2 (Jackson et al., 2011).
Geny z rodiny ALDHI15 jsou podobné rostlinnym ALDH21 a zifejmé hraji urCitou roli

Vv ochran¢ proti oxidativnimu stresu (Brocker et al., 2013).

2.3.6 Rodina ALDH16

Rodina ALDHI16 byla objevena pomérné nedavno. Prvné byla sekvenovana
ALDH16A1 zlidské cDNA sekvenéni knihovny konsorciem Mammalian Gene
Collection (MGC) (Strausberg et al., 2002). Orthologni geny byly nasledné
identifikovany v ostatnich organismech jako jsou §impanz, mys nebo ryba (Danio rerio).
K expresi enzymi této rodiny dochazi v mnoha tkanich napiiklad v srdci, plicich nebo
ledvinach (Shmueli et al., 2003) a na zakladé podobnosti se déli do 4 podrodin, 16A
(savci), 16B (obojzivelnici), 16C (bakterie) and 16D (ryby) (Vasiliou et al., 2013).

ALDH16A1 je pomérné specificky zastupce nadrodiny ALDH, jelikoz na rozdil od
vSech ostatnich, obsahuje dvé ALDH domény. Déle také obsahuje 4 transmembranové
domeny a jednu coil-coil doménu. Aktivni misto ALDH16 pak u mnoha obojzivelnikt a
bakterii obsahuje katalyticky cystein (Cys-302), ktery se v§ak nevyskytuje u savci ¢i ryb,
jejichz ALDHI16 jsou tak obecné povazovany za pseudoenzymy (Vasiliou et al., 2013).

Funkce a vyznam téchto enzymt jsou stale nejasné. Bylo vSak zjiSténo, Ze mutace
ALDH16A1 souvisi s nemoci zndmou jako ,,dna“ a také s hladinou kyseliny mocové
Vv krevnim séru. Na zaklad¢ molekuldrniho modelovani totiz vyplynulo, Ze ALDHI16A1
muze interagovat s hypoxantin-guanin fosforibosyltransferasou (HPRT1), enzymem

souvisejicim praveé s touto nemoci (Vasiliou et al., 2013).
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2.3.7 Rodiny ALDH17 a ALDH20

Rodina ALDH17 obsahuje geny nalezené v Drosophila melanogaster, které koduji
enzymy pravdépodobné vyuzivané pro katalyzu, podobné¢ jako napiiklad u rodiny
ALDH4 (P5CDH) (Vasiliou et al., 2013). Rodina ALDH20 obsahuje proteiny nalezené
pouze u diplomonad a ménavek, jako jsou naptiklad Giardia lamblia a Entamoeba
histolytica. Kromé¢ ALDH domény obsahuji tyto multidoménové proteiny také

alkoholdehydrogendzovou doménu (Sophos a Vasiliou, 2003).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

Databdzi programu PAFF tvoii ALDH sekvence z tficeti organismu roztiidéné do
tabulek dle jednotlivych rodin. Zakladem jsou sekvence Huseni¢eku rolniho (Arabidopsis
thaliana), kukufice (Zea mays) a také lidské ALDH, vici nimZ program testuje, zda je
uzivatelska sekvence skute¢né z nadrodiny ALDH. Rostlinné sekvence z Arabidopsis
thaliana, tasy Chlamydomonas reinhardtii a Volvox carteri, plavun¢ Selaginella
moellindorffii, ryze Oryza sativa, mechu Physcomitrella patens, topolu Populus
trichocarpa, ¢iroku Sorghum bicolor, vinné révy Vitis vinifera a kukufice Zea mays, byly
nalezeny skrze databdze NCBI a Phytozome, na zaklad¢ informaci publikovanych

v Brocker et al., (2013).

Tab. 1 Proteiny nadrodiny ALDH p¥itomné v Arabidopsis thaliana. Tabulka obsahuje ID
jednotlivych sekvenci zaznamenanych v databazich NCBI a Phytozome. Upraveno dle Brocker
etal., (2013).

Family Gene name  NCBI gene IV Other names/aliases NCBI protein ID Phytozome ID  Chrm  Exon # AA#
Family 2 ALDH2B4 823955 ALDH2; ALDHZA: ALDH2B4 NP_190383.1 AT3G48000 3 11 538
ALDH2B7 838991 ALDH2B: F508.35; FSO8_35 NP_564204.1 AT1G23800 1 11 534
ALDH2C4 822042 ALDHIA: REF1 NP_566749.1 AT3G24503 3 9 501
Family 3~ ALDH3FI 829782 F23E13.140; F23E13_140 NP_195348.2 AT4G36250 4 9 484
ALDH3HI 841020 ALDH4; T7023.15; TTO23_15 NP_175081.1 AT1G44170 1 10 484
ALDH3II 820573 ALDH3: FIOMI10.10; FIOMI0_10  NP_567962.1 AT4G34240 4 11 550
Family 5 ALDHSFI 844282 SSADH: SSADHI NP_178062.1 AT1GT79440 1 20 528
Family 6 ALDH6B2 815903 T22C12.10; T22C12_10 NP_179032.1 AT2G1417T0 2 19 607
Family 7 ALDH7B4 841849 F1511.19; F1511_19 NP_175812.1 AT1G54100 1 14 508
Family 10 ALDHI0AS 843831 F25A4.11; F25A4_11 NP_001185399.1 ATI1GT74920 1 15 496
ALDHIDA9 823972 - NP_190400.1 AT3G48170 3 15 503
Family 11 ALDHITA3 816962 F27D4.18; F2TD4_18: NP-GAPDH NP_001189589.1 AT2G24270 2 9 496
Family 12 ALDHI2ZA1 836373 K19B1.14: K19B1_14; PSCDH NP_568955.1 AT5G62530 5 16 556
Family 18 ALDHISBI 8183566 ATPSCS; PSCS1: T517.10; TSI7_10 NP_181510.1 AT2G39800 2 20 717
ALDHISB2 824727 PSCS2 NP_1911202 AT3G55610 3 20 726
Family 22 ALDH22A1 819849 T8E24.4; TRE24_4 NP_974242.1 AT3G66658 3 14 596
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Tab. 2 ALDH geny pritomné v kukufici Zea mays, jez byly nalezeny pomoci webovych

databazi NCBI a Phytozome. Upraveno dle Brocker et al., (2013).

Family Gene name  NCBI gene ID  Other names/aliases NCBI protein ID  Phytozome 1D Chrm Exon# AA#
Family 2 ALDH2B2 732806 ALDH2BI1" ZmALDH2ZB1; rf2a NP_001105891.1  GRMZM2GO58675 9 11 549
ALDH2BS 542567 ALDH2B6"; ZmALDH2BS; rf2b: NP_001105576.1  GRMZM2G125268 4 9 550
acl82825.4
ALDH2C1 541913 ALDH2C2" ZmALDH2Cla; rf2c NP_001105046.1  GRMZM2G071021 3 7 503
ALDH2C2 541914 ALDH2C3" ALDHRF2D; rf2d; f2d1;  NP_001105047.1 GRMZM2G097706 3 8 511
ALDHS: ZmALDH2C1b
ALDH2C4  No entry f2e No entry GRMZM2G380438G & g 324°
RMZM2G407949
ALDH2CS  No entry rf2f No entry GEMZM2G122172 6* g 516
Family 3 ALDH3E! 100280692 ZmALDH3EI NP_001147083.1 GRMZM2G169458 5 10 485
ALDH3E2 100284774 ZmALDH3E2 NP_001151141.1  GRMZM2G155502 10 9 489
ALDH3HI 100285809 ZmALDH3HI NP_001152171.1  GRMZM2G103546 10 10 491
ALDH3H2 100281700 ZmALDH3H2 NP_001148092.1  GRMZM2G060300 4 10 481
ALDH3H3 100382449 ZmALDH3H3 NP_001168661.1  GRMZM2G118300 2 10 478
Family 5 ALDHSFI 100280779 ZmALDHSF1 NP_001147173.1 GRMZM2G128114 5 20 493
ALDHSF2 100284047 ZmALDHSF2 NP_001150417.1  GRMZM2G119482 4 20 527
Family 6  ALDH6BI 100274311 ZmALDH6B1 NP_001142146.1  GRMZM2GO00 1398 7 13 537
Family 7 ALDH7B6 100282748 ZmALDHTB6 NP_001149126.1  GRMZM2G130440 2 14 509
Family 10 ALDHI0AS 541949 ZmALDHI0AS; AMADH2 ACS74868.1 GRMZM2G135470 10 15 506
ALDHI0OAR 100302679 ZmALDHI0AR; AMADHIa ACS74867.1 GEMZM2G013214 4 15 505
GRMZM2G146754
ALDHI0A9  No entry ZmALDHI10A9; AMADHIb AEP63091.1 GRMZM2G016189 1 15 506
Family 11 ALDHIIA3 542583 ZmALDHI11A3 NP_001105589.1 GRMZM2G035268 4 9 408
Family 12 ALDHI2A]  No entry ZmALDHI12A1 AALTO108.1 GRMZM2G0920087 6 15 549
Family 18 ALDHISB2 100280719 ZmALDHI18B2 NP_001147111.1  GRMZM2G028535 8 21 731
ALDHISBI  No entry ZmALDHI18B1 ACR33941.1 GRMZM2G375504 8 20 717
Family 22 ALDH22A] 100125658 ZmALDH22A1; AC212124.5 NP_001106059.1 GRMZM2G135341 7 15 593

Déle databdze programu obsahuje také sekvence z fas Ostreococcus lucimarinus,
Chlorella variabilis, Auxenochlorella protothecoides, Chara braunii, mechu Sphagnum
fallax, smrku Picea sitchensis, rostliny Amborella trichopoda, vochy Zostera marina a
Spenatu Spinacia oleracea, taktéz ulozené v databazich NCBI a Phytozome, jez byly
publikovény ve Stiti et al., (2021).

Pro nalezeni sekvenci nadrodiny ALDH v genomech fas Coccomyxa subellipsoidea
a Chromochloris zofingiensis, jabloné¢ Malus domestica, broskvoné Prunus persica a
rajcete Solanum lycopersicum bylo vyuzito programu BLAST poskytovaného serverem
Phytozome.

ALDH sekvence z kapradin Azolla filiculoides a Salvinia cucullata, byly vyhledany
skrze software BLAST na serveru FernBase:
https://www.fernbase.org/tools/blast?db_id=34.

Sekvence z fasy Klebsormidium nitens, byly identifikovany pomoci oficialniho
webu genomového projektu:
http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium
/ (release: 171026)
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Databaze obsahuje také lidské (Homo sapiens), ptac¢i (Gallus gallus) a rybi (Danio
rerio) sekvcence, jez byly nalezeny pomoci softwaru Blast na serveru NCBI, na zakladé

informaci vydanych v Jackson et al., (2011).

Tab. 3 Geny ALDH obsaZeny Vv lidském genomu. Zaznamenano je jejich ID v databdzi NCBI
a také oznaceni jednotlivych sekvenci s pfedponou Hum v databazi programu PAFF.

Rodina ALDH  Nazev genu NCBI protein ID Oznaceni sekvenci v Pocet
databazi aminokyselin
Rodina 1 ALDH1A1 NP_000680.2 HumALDH1A1 501
ALDH1A2 NP_003879.2 HumALDH1A2 518
ALDH1A3 NP_000684.2 HumALDH1A3 512
ALDH1B1 NP_000683.3 HumALDH1B1 517
ALDH1L1 NP_036322.2 HumALDH1L1 902
ALDH1L2 NP_001029345.2 HumALDH1L2 923
Rodina 2 ALDH2A1 NP_000681.2 HumALDH2A1 517
Rodina 3 ALDH3A1 NP_000682.3 HumALDH3A1 453
ALDH3A2 NP_000373.1 HumALDH3A2 485
ALDH3B1 NP_000685.1 HumALDH3B1 468
ALDH3B2 NP_001026786.2 HumALDH3B2 385
Rodina 4 ALDH4A1 NP_003739.2 HumALDH4A1 563
Rodina 5 ALDH5A1 NP_001071.1 HumALDH5A1 535
Rodina 6 ALDHG6A1 NP_005580.1 HumALDH6A1 535
Rodina 7 ALDH7A1 NP_001173.2 HumALDH7A1 539
Rodina 8 ALDHB8A1 NP_072090.1 HumALDH8A1 487
Rodina 9 ALDH9A1 NP_000687.3 HumALDH9A1 518
Rodina 16 ALDH16A1 NP_699160.2 HumALDH16A1 802
Rodina 18 ALDH18A1 NP_002851.2 HumALDH18A1 795
3.2 Metody
3.2.1 BLAST

Pro vytvofeni sekvencni databaze ALDH gend pro webové rozhrani, byly
prohledavany rostlinné genomy pomoci softwaru BLAST. Jednalo se pfevazné o verze
blastp (protein-protein blast) a tblastn (protein-translated nucleotide blast). Z velké ¢asti
jsem uzival tento software skrze weby NCBI (The National Center for Biotechnology
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Information) a Phytozome, ale vyuzil jsem také stranek Fernbase nebo Sol Genomic
Network, coz jsou stranky genomovych projektl pro kapradiny a uzitkové rostliny jako

napiiklad raj¢e (Solanum lycopersicum).

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ ciear Query subrange @

1) fom [ |

2)

©r, upload file Vybrat soubor | Soubor nevybran 3) (2]

Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search (2]
OJ Align two or more sequences @ 4)

Choose Search Set

Database | Non-redundant protein sequences (nr) v |@ 5)

Organism

o | |0 excuce 6)
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown 9

Exclude (] Models (XM/XP) (] Non-redundant RefSeq proteins (WP) (] Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Program Selection

Algorithm () Quick BLASTP (Accelerated protein-protein BLAST)
@ blastp (protein-protein BLAST)
() PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST) 7)
() PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
(_) DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm (2]

BLAST Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)

D Show results in a new window

Obr. 13 Rozhrani protein-protein BLASTu na strdnkéch NCBI. Rizné webové implementace
BLAST se mohou graficky lisit, principialné vSak funguji stejné. Software pfijima proteinové
sekvence (1), kdy samotny alignment Ize omezit jen na zvolenou ¢ast (2). Je mozné také nahrat
sekvence v podobé souboru ve formatu FASTA (3). Kromé volby databaze, vici niz chceme
blastovat (5), nabizi program moznost vlastniho porovnavani sekvenci (4). Po zvoleni databaze
mizeme specifikovat organismus, jehoz genom bude prohledavan (6). Nakonec existuje vybér
alternativnich verzi BLAST, které je mozno vyuzit mimo zakladni blastp (7).

3.2.1.1 Program BLAST

BLAST neboli Basic Local Alignment Search Tool je program, ktery piijima
jednotlivé sekvence nebo rovnou celé soubory sekvenci ve formatu FASTA. Dale
vétSinou obsahuje moznost vybrat si databdzi, viici které chceme vyhledavat a dalsi
volitelne parametry. Vystup mize program poskytovat v rozli¢nych formatech, jako je
textovy soubor, ale i HTML nebo XML format. Webovy NCBI BLAST vyuziva HTML
forméatu, kde udava sekvence z databaze setazené podle skore podobnosti a také
umoziuje uzivateli si prohlédnout samotny alignment neboli srovnani vstupnich a
databazovych sekvenci.
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BLAST je tedy mozné uzivat skrze webovy server NCBI, kde jsou k nalezeni
genomove¢ databaze vétSiny osekvenovanych organismi, proti nimz lze nésledné
prohledavat. Dostupny je také zdarma ke stazeni v podob¢ aplikace, pro uzivatele, ktefi
si chtéji naptiklad vytvofit vlastni databazi, ve které budou dale hledat podobné sekvence.
Tato aplikace funguje lokalné skrze prikazovy fadek. Jelikoz je BLAST open-source, tak
béhem let bylo vytvofeno mnoho modifikaci zakladniho programu, které umoziuji praci

s rozdilnymi sekvencemi, ale i riizné zptisoby porovnavani.

aldehyde dehydrogenase [Coccomyxa subellipsoidea C-169]
Sequence ID: XP_005642981.1 Length: 486 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 6 to 481 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
636 bits(1641) 0.0 Compositional matrix adjust. 303/477(64%) 370/477(77%) 1/477(0%)

Query 59  QLLINGNFVDSASGKTFPTLDPRTGEVIAHVAEGDAEDINRAVKAARTAFDEGPWPKMSA 118
QLLING F D++ GKTF T+DPRTGE + VAE AED++RAVKAAR AFD GPWP+MS
Sbjct 6 QLLINGKFEDASGGKTFETMDPRTGEPLMTVAEAQAEDVDRAVKAARQAFDHGPWPRMSG 65

Query 119 YERSRVLLRFADLVEKHSEELASLETWDNGKPYQQSLTAEIPMFARLFRYYAGWADKIHG 178
+R ++ + A L+EK++EELA+LE+ DNGK Y + + ++PM RYYAGWADKI+G
Sbjct 66 RQRGNIMHKLATLMEKNTEELATLESLDNGKAYSAAFSIDVPMAVEHLRYYAGWADKIYG 125
Query 179 LTIPADGNYQVHTLHEPIGVAGQITPWNFPLLMFAWKVGPALACGNTIVLKTAEQTPLTA 238
TIP DG Q +TL EP+GV GQIIPWNFP+LM AWK+GPALA GNTIV+K AEQTPL+A
Sbjct 126 QTIPTDGKMQAYTLKEPLGVVGQIIPWNFPILMQAWKLGPALAAGNTIVMKVAEQTPLSA 185
Query 239 FYAGKLFLEAGLPPGVLNIVSGFGATAGAALASHMDVDKLAFTGSTDTGKVILGLAANSN 298
G+L LEAGLPPGVLNI+ G G AGAALASH +DK+AFTGST+ GK+I+ AA N
Sbjct 186 LRVGELALEAGLPPGVLNIIPGDGPVAGAALASHKGIDKIAFTGSTEVGKIIMRQAAE-N 244
Query 299 LKPVTLELGGKSPFIVFEDADIDKAVELAHFALFFNQGQCCCAGSRTFVHEKVYDEFVEK 358
+ PVTLELGGKS I+ DAD+D+AV AH ALFFN GQCC AGSRTFVHE +YDEFV +
Sbjct 245 VIPVTLELGGKSACIICPDADLDEAVRGAHEALFFNHGQCCTAGSRTFVHESIYDEFVAR 304
Query 359 SKARALKRVVGDPFRKGIEQGPQIDLKQFEKVMKYIKSGIESNATLECGGDQIGDKGYFI 418
+ A R VGDPF + +QGPQ+ +Q++K+M I +G+E A LE GG + G++GYF+
Sbjct 305 AAKLASGRRVGDPFDRATQQGPQVSQEQYDKIMGLISTGVEQGAKLETGGKRHGERGYFV 364
Query 419 QPTVFSNVKDDMLIAQDEIFGPVQSILKFSDVDEVIKRANETKYGLAAGVFTKNLDTANR 478
QPTVFSNY DDM TIA DEIFGPVQSILK+S VDEVI+RAN T+YGLAAGVFT+NL AN
Sbjct 365 QPTVFSNVTDDMTIATDEIFGPVQSILKWSTVDEVIRRANNTEYGLAAGVFTQNLAMANT 424
Query 479 VSRALKAGTVWVNCFDVFDAAIPFGGYKMSGNGREKGIYSLNNYLQIKAVVTALNKP 535

+SRALKAGTVWVN ++ FDA +PFGGYK SG GREKG +L++Y Q KAV~ + +P
Sbjct 425 ISRALKAGTVWVNTWNQFDAGVPFGGYKTSGIGREKGEAALSHYTQTKAVYMPMAEP 481

Obr.14 Vystup NCBI BLAST v podobé alignmentu dvou sekvenci. Tento vystup Ize zobrazit
pro vSechny softwarem nalezené vyznamné shody. V tomto ptipadé byla prohledavana databaze
sekvenci fasy Coccomyxa subellipsoidea pomoci ALDH2B4 z Arabidopsis thaliana.

3.2.1.2 Verze programu BLAST

Nejbéznéjsimi verzemi programu BLAST jsou nukleotid-nukleotid BLAST
(blastn) a protein-protein BLAST (blastp). Tyto verze umoziuji porovnavat uzivatelem
zadané a v databazi uloZzené nukleotidové, respektive proteinové sekvence.

Dalsim odvétvim softward jsou ty, které pracuji s abstraktnimi transla¢nimi

produkty Sesti ¢tecich ramct nukleotidovych sekvenci. Jedna se o blastx (Nucleotide 6-
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frame translation-protein BLAST), ktery porovnava tyto produkty zadané nukleotidové
sekvence se sekvencemi z proteinové databdze a tblastn (Protein-nucleotide 6-frame
translation BLAST), ktery naopak porovnava proteinovou sekvenci se Ctecimi ramci
sekvenci nukleotidové databaze. Existuje také tblastx (Nucleotide 6-frame translation-
nucleotide 6-frame translation BLAST), ten pracuje s Sesti ¢tecimi ramci jak u hledané
sekvence, tak u sekvenci nukleotidové databaze, vici niz je spustén. Tato verze je
schopna odhalit i vzdalené vztahy mezi sekvencemi, je vSak zna¢né pomalejsi nez jiné
alternativy. Programy, které pracuji s nukleotidovymi sekvencemi a jejich ¢tecimi ramci,
poskytuji obecné presnéjsi vysledky, jelikoz tyto sekvence byvaji méné¢ konzervované
oproti sekvencim proteinovym.

Verze programu BLAST, které pozménuji samotny proces prohledavani jsou

nasledujici.

Position-Specific Iterative BLAST (PSI-BLAST, blastpgp) — tato verze
programu je jednou z nejptesnéjsich, jelikoz dokaze identifikovat i velmi vzdalenou
evolu¢ni piibuznost jednotlivych proteind. Princip je takovy, Ze prvni b&h algoritmu
probiha obdobné jako u ostatnich verzi BLASTu, kdy jsou nelezeny blizce piibuzné
proteiny, pro uzivatelskou sekvenci. Z nich se pak zformuje profilovd sekvence,
obsahujici zasadni znaky vSech sekvenci identifikovanych pfi prvnim béhu algoritmu.
Prob&hne druhy béh algoritmu, tentokrat s vytvofenou profilovou sekvenci a cely proces

se opakuje.

Context-Specific BLAST (CS-BLAST) — verze BLAST, ktera umoziuje nalézt az
dvojnasobné mnoZstvi vzdalené ptibuznych proteinovych sekvenci nez zékladni verze
tohoto programu. Zachovava si vSak stejnou rychlost ¢i chybovost. Je zaloZen na lokalnim

kontextu sekvence, na némz zavisi pravdépodobnost mutace jednotlivych aminokyselin.

Existuji vSak také akcelerované verze programu BLAST. Napiiklad spole¢nost
TimeLogic poskytuje Tera-BLAST, kdy se jednd o FPGA-akcelerovanou implementaci
tohoto algoritmu, ktera vyuziva logické integrované obvody a V rychlosti stokrat piedci
zakladni algoritmus. Dalsi verzi je naptiklad G-BLASTN, coz je GPU-akcelerovana
implementace blastn, jejiz zrychleni neni tak markantni a hlavnim omezenim je nutnost
vmeéstnat celou prohledavanou databazi do paméti grafické karty (Zhao a Chu, 2014).
Mezi CPU-akcelerované implementace se pak tadi naptiklad QuickBLAST, vytvotreny
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NCBI, ktery vyuziva piedfiltrovani pomoci odhad Jaccard indexu. Toto filtrovani

algoritmus zna¢n¢ urychli, za cenu snizené citlivosti (Maden a Boratyn, 2017).

3.2.1.3 Algoritmus BLAST
Samotny algoritmus BLAST byl navrzen v USA Stephenem Altchulem ve

spolupraci s Warrenem Gishem, Webbem Millerem, Eugenem Myersem, a Davidem J.
Lipmanem z NIH (National Institutes of Health) a publikovan roku 1990 v Journal of
Molecular Biology (Altschul et al., 1990). Pro jeho uspésny prubéh je nutné urcit
hledanou sekvenci a cilovou databézi sekvenci, ktera bude prohleddvana. BLAST hleda
high-scoring segment pary (HSP) neboli alignment ¢asti sekvenci z databaze a ¢asti
dotazované sekvence s vysokou identitou. Jelikoz je BLAST uzivan na prohledavani
z pravidla obrovskych genovych databazi, vyuziva heuristické pistupy vychazejici ze
Smith-Watermanova algoritmu, ktery by byl kvili své ¢asové slozitosti nevhodny pro
praci s vétsi databazi. Pracuji vice jak 50kréat rychleji nez ptivodni algoritmus, ale pfesnost

jejich alignmentu muze byt niz§i (Mount, D. W., 2004).

3.2.1.4 Princip algoritmu

Proces algoritmu mtzeme rozdé€lit na n€kolik ¢asti. Jako prvni dojde k odstranéni
tzv. ,Jlow-complexity regions® a repetic z dotazované sekvence. To znadi ¢asti sekvenci
skladajici se z malého mnozstvi rozdilnych prvku a tandemové repetice, které by mohly
dosahovat falesné¢ vysokého skdre a algoritmus tak zpomalit nebo ovlivnit piesnost
vyhledavani. Tyto oblasti jsou ozna¢eny znaky X (pro proteiny) a N (pro nukleotidy).
Program je pak ignoruje.

Nasledné se vytvoii seznam k-prvkovych podsekvenci neboli slov, které budou
vyhledavény v databazi. Pro proteinové sekvence se vétSinou jedna o 3-prvkova slova,
pro nukleotidy je pak uzivano slov 11-prvkovych. Pro ty je provedeno vzajemné
porovnani a jsou urcena jejich skore za pomoci substitu¢nich matic. Pro nukleové
kyseliny se uziva matice IUPAC, téZ zvand ,,identity matrix®, ktera hodnoti shody
kladnou konstantni hodnotou, naopak neshody nulou ¢i zapornou hodnotou. Proteinové
sekvence jsou porovnavany na zakladé matic PAM nebo BLOSUM, které berou ohled
napfiiklad i1 na konzervované substituce jednotlivych aminokyselin. Slova, jejichz skore

dosahuje urcité hranice jsou dale uzita pro hledani v databézi, ostatni jsou odstranéna.
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Program pak hleda ptesné shody slov se sekvencemi v databazi. Takto nalezené
useky jsou rozsifovany a hodnoceny opét pomoci matic. Dokud skoére alignmentu roste,
pokraduje se v jeho rozsitovani. Useky, které dosahnou vyssiho skore, neZ je zadana
hranice se potom nazyvaji high-scoring pary (HSP). Kdyz se skore piestane zvySovat,
algoritmus konéi a vyda vSechny HSP nalezené v dané databazi (Mount, D. W., 2004;
Xiong, J., 2006).

Matice PAM (,,Point Accepted Mutation®)

Tuto matici poprvé vytvorila Margaret Dayhoff a jeji tym roku 1978. Jedna se o
nejstar$i substituéni matici, v bioinformatice uzivanou na porovnavani proteinovych
sekvenci. Je vhodna pro alignment piibuznych proteind, jelikoz nezohlednuje piilis
mnoho evolu¢nich pfedpokladii. V matici kazdy sloupec a fadek ptedstavuje jednu
Z proteinogennich aminokyselin a kazdy zdznam této matice pak udava pravdépodobnost,
s jakou muze byt danéd fadkova aminokyselina nahrazena sloupcovou pomoci mutace
béhem daného evoluéniho intervalu. Rizné PAM pak koresponduji s odlisnymi ¢asovymi
useky. Prvni matice byla vytvofena pro proteiny o sekvenc¢ni identité¢ 85% a vyssi. Byla

nazvana PAMI1 a slouzi jako zéklad pro dal$i matice. V praxi se nejcastéji uzivaji matice
PAM30, PAM70 nebo PAM250 (Dayhoff et al., 1978).

Matice BLOSUM (,,BLOcks SUbstitution Matrix‘)

Empirické matice uZivané pro alignment evolucné vzdalengjSich proteinovych
sekvenci, zaloZzené na lokalnim pfifazeni konzervativnich domén. Byly vytvofeny na
zékladé skenu databaze BLOCKS, kdy se identifikovaly konzervované oblasti
proteinovych rodin a vypocitala se pravdépodobnost substituce jednotlivych
aminokyselin. Cislovani téchto matic pak bylo stanoveno na zakladé poctu
konzervovanych domén v porovnavanych sekvencich. Algoritmus BLAST pouziva pii
svych vypoctech matici BLOSUMG62 (Henikoff a Henikoff, 1992).
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Matrix made by matblas from blosum&2.iij

* column uses minimum =score

BLOSUM Clustered Scoring Matrix in 1/2 Bit Units

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

Cluster Percentage: >= 62

Entropy = 0.&6979, Expected = -0.3209

2 R N D C Q E G H I L EM F P 8 T W Y VvV B Z X *
4 -1 -2-2 0-1-1 0-2-1-1-1-1-2-1 1 0-3-2 0-2-1 0-4
-1 > ¢-2-3 1. 0-2 0-3-2 2-1-3-2-1-1-3-2-3-1 0-1-4
-2 0 ¢ 1-3 0 0 0 1-3-3 0-2-3-2 1 0-4-2-3 3 0-1-4
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Obr. 15 Substitu¢ni matice BLOSUMG62 uzZivana softwarem BLAST. Jednotlivé
aminokyseliny jsou ohodnoceny na zakladé podobnosti a pravdépodobnosti jejich substituce.
Hodnota mezery (*) je -4.

3.2.1.5 Dynamické programovani

Algoritmus BLAST byl inspirovan principy dynamického programovani uzivanych
Smith-Watermanovym algoritmem, ktery stejné jako BLAST provadi lokalni alignment
sekvenci. I kdyz BLAST nedosahuje vzdy optimalniho alignmentu, jako je tomu u Smith-
Watermanova algoritmu, vynahrazuje to svou rychlosti, které se téméf Zzadna

implementace ptivodniho algoritmu nevyrovna.

Algoritmus Smith-Waterman

Tento algoritmus vznikl modifikaci algoritmu pro globalni porovnani sekvenci,
zvaneho Needlman-Wunch algoritmus, jez publikovali Saul B. Needleman a Christian D.
Wunsch v roce 1970 (Needleman a Wunch, 1970). V principu jsou tyto algoritmy téméf
totozné, nejvetsimi rozdily jsou, Ze Needleman-Wunch pracuje i se zapornymi hodnotami
ve svych vypocetnich tabulkach a jeho vystup, tedy vysledné porovnani sekvenci, je vzdy
stejné dlouhy jako nejdelsi ze zadanych sekvenci. Naopak Smith-Watermanav
algoritmus, ktery vytvaii lokalni alignment, pracuje sice s celymi sekvencemi, ale jeho

vystupem muze byt i alignment rizné dlouhych podsekvenci.
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Princip algoritmu je tedy nésledujici. Na vstupu piijima dvé porovnavané sekvence
a substitu¢ni matici, kterd slouzi ke skérovani podobnosti sekvenci, a tedy k dosaZeni
optimalniho alignmentu. Casto se také specifikuje hodnota sankce za mezery. Nasleduje
vytvoieni tabulky o velikosti ((n+1) x (m+1)), kdy prvni z porovnavanych sekvenci délky
n, je zapséna do prvniho fadku tabulky, zatimco druha sekvence o délce m, se nachazi
v prvnim sloupci tabulky. Ta se nasledné vypliuje podle vzorce:
max ((H(i-1; j)+d), (H(i, j-1)+d), (H(i-1, -1) +M(i, j)), 0)

Tedy hodnota urcité bunky tabulky je bud’to hodnotou jeji levé sousedni bunky +
sankce za vloZeni mezery (inzerce), nebo hodnotou jeji horni sousedni buriky + sankce za
vloZeni mezery (delece), nebo hodnota jeji levé horni diagonalné sousedni bunky + skore
shody nebo neshody sekvencnich znakl na dané pozici. Pokud by mélo dojit k tomu, Ze
skore bude zaporné, zapiSe se misto néj nula. Pii grafickém znazornéni algoritmu se

uvadi také smér prichodu tabulkou pomoci Sipek.

| s 2]l ] e| 6| &« [ &
-l o]l ol ol o] o] o] o
clojo| o[ 5451 ] 0] 0
Al o [M5 gt | 1¥2 "5 "5
T | 0 1Y 100.6 1.2 | 1Y 2
Al o [%s, ¥ 733 TP7. %6
cl|l o | 1Y 2 u+7-+3Y 4

Obr. 16 Vypotetni tabulka Smith-Watermanova algoritmu. Sipkami je znazornéno, ze
kterych sousednich bun€k vychazi ohodnoceni kazdého nenulového policka tabulky. Pro
nukleotidové sekvence ATCGAA a CATAC je optimalni alignment zazna¢en ¢ervenymi Sipkami
s maximalni hodnotou skore 11.

3.2.1.6 BLAST alternativy

Pro hledani podobnosti mezi proteinovymi i DNA sekvencemi, lze vyuzit mnoho
dalSich programi. FASTA, jakoZto ptedchiidce BLASTu, ktery byl vytvofen Davidem J.
Lipmanem and Williamem R. Pearsonem roku 1985, disponuje podobnymi funkcemi
(Lipman a Pearson, 1985). Vyuziva také heuristické pfistupy pro dosazeni vhodného
alignmentu. Na rozdil od BLASTu vsak neprohledava pouze high-scoring segmenty, a

tedy 1 kdyz dosahuji oba algoritmy srovnatelné ptresnosti, BLAST je Casové tispornéjsi.
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FASTA vSak navic poskytuje vEtsi vybér substitu¢nich matic a umoziiuje tedy
prohledavani s Sir§im rozsahem evoluénich vzdalenosti.

BLAT (Blast Like Alignment Tool) je rychlejsi, ale méné presna alternativa
BLASTu. Misto linearniho prohledavani vyuziva indexovani databaze pomoci k-mera,
¢imz muze nalézt HSP rychleji (Kent WJ, 2002). Pro porovnédvani databazi je pak
nejvhodnéjsi PLAST (parallel local alignment search tool), jelikoz je schopny porovnat
velké mnozstvi sekvenci za vyuziti malého mnozstvi vypocetni paméti (Lavenier D.,
2009). V metagenomice se vyuziva DIAMOND, pro porovnavani miliont sekvenci
soucasné, ktery je az 20 000krat rychlejsi nez BLASTX, ale stale si dokaze udrzet

relativné vysokou miru senzitivity (Buchfink et al., 2015).

3.2.1.7 Vyuziti BLASTu

BLAST miiZze byt sou€asti mnoha procesi, jako jsou napiiklad identifikace
neznamych druhd, kdy ndm program umoziuje najit homologni druhy k DNA
neznamého druhu. Dale mizeme BLAST vyuzit pro lokalizaci znamych domén zvolené
proteinové sekvence nebo pro mapovani DNA, kdy, pokud chceme sekvenovat gen
znamého druhu na neznamé chromozomalni pozici, je mozné pomoci BLASTu srovnat
pozici zadané sekvence se sekvencemi z databdze. Program lze také uzit pii stanoveni
fylogeneze a tvorbé fylogenetickych stromtl, jelikoz napiiklad NCBI BLAST maé tuto
funkci zabudovanou. Takto ziskana fylogeneticka data vsak nemusi byt nejpiesnéjsi, a

proto je vhodné vyuzivat specializovany software jako naptiklad PhyML.

3.2.2 MUSCLE
Pomoci programu MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) byl

proveden multiple alignment neboli mnohonasobné porovnani v§ech sekvenci ulozenych
ve vytvofené databazi, jako ptiprava pro fylogenetickou analyzu. Software MUSCLE
neboli MUItiple Sequence Comparison by Log-Expectation byl poprvé publikovan roku
2004 Robertem C. Edgarem skrze Nucleic Acids Research (Edgar R. C., 2004). Slouzi
k mnohocetnému pfiitazeni proteinovych i nukleotidovych sekvenci, které musi uzivatel
zadat ve formatu FASTA. Jelikoz se jedna o software pro globalni alignment, sekvence
by mély byt evoluéné ptibuzné a piiblizné stejn¢ dlouhé, pro dosazeni optimalnich
vysledkt. Kromé vyuziti v procesu fylogenetické analyzy mize byt MUSCLE pouzit také
pro predikci struktury nebo identifikaci residui.
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https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of sequences in any supported format

1)

Vi

Or upload a file: \ Vybrat soubor \ALDHSJ\I CLE_obr fas 2) Use a example sequence | Clear sequence | See more example inputs

STEP 2 - Set your Parameters

ouTPUT FoRMAT: 3

ClustalW v

The default settings will fulfill the needs of most users. 4)
(Click here, if you want to view or change the default settings.)

STEP 3 - Submit your job

[[] Be notified by email (Tick this box if you want to be notified by email when the results are available)

Obr. 17 Interface programu MUSCLE. Stejné jako je tomu u programu BLAST, i zde je mozné
zadat vstupni sekvence bud’to manualné (1) nebo v podobé FASTA souboru (2). Dale ndm
program dava volbu vystupniho formatu (3). Po stisknuti tlacitka ,,More options* (4) se objevi
také moznost zobrazit pomocné stromy, které algoritmus vytvaii béhem své prvni ¢i druhé faze
(tzv. guide tree).

Algoritmus Ize rozdélit do t¥i krokt. Cilem prvni faze je velmi rychle vytvorit
konceptualni mnohocetné pfifazeni i za cenu snizené piesnosti. Nejdiive je vytvorena
vzdalenostni matice k-merti kazdého porovnavaného paru sekvenci. Na zakladé této
matice algoritmus UPGMA vytvoii binarni strom a podle vzniklého vétveni je
zkonstruovan prvotni alignment. Ten slouzi jako zaklad pro dalsi kroky algoritmu. Pfi
druhé fazi se konceptualni alignment zpfesni pomoci Kimurovi dvouparametrové
vzdalenosti a je vytvofena nova vzdalenostni matice. Zté je stejnym zpusobem
vyprodukovan sekundarni alignment. Toto nové porovnani pak respektuje také transitni
a transverzni substituci purinu. V posledni etapé se multiple alingment je$té zpiesni za
cenu Casové slozitosti. Binarni strom z druhé faze algoritmu je rozdélen na dva,
odstranénim vybrané hrany. Pro tyto dva stromy se vytvofi jejich profily, jez se znovu
porovnaji mezi sebou. Pokud vysledny alignment v§ech sekvenci dosahuje urcitého skore,
pracuje se snim dale a kroky tfeti faze se opakuji, dokud algoritmus nedosahne
termina¢ni podminky. MUSCLE tvoii alignmenty z velké Casti pfesnéji a rychleji nez
rozsifengjsi software Clustal a je tedy vhodnou alternativou tohoto programu (Edgar R.
C., 2004).
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Program MUSCLE nabizi uzivateli dva typy vystupnich forméati. Jedna se o tzv.
minterleaved” formaty, mezi které se fadi napiiklad CLUSTAL. Sekvence jsou pak
zapsany v podobé piifazeni pod sebou. Dalsi variantou jsou ,,sequential*“ formaty jako je
FASTA nebo PHYLIP 3.2, zde jsou celé sekvence ulozeny oddé€len€ i s noveé piidanymi

mezerami. Pro naslednou analyzu sekvenci jsem vyuzival format FASTA.

Results for job muscle-120210323-125527-0191-80544514-p1m

m Result Summary = Guide Tree Phylogenetic Tree = Results Viewers | Submission Details
Download Alignment File  Show Colors

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

AFALDHSHL — —ooomoomee MIRDRAARGTSAQGRGRSRRGSPL
AFALDHSHZ = ommmmmm oo QDFLIAVTRSKV=----=--=-===--
CSALDHSFL mmmm oo oo MAGLHRLSLTLSLHRQMMLTST
KnALDHSFL  mmmmmmmmmomo MNVKQARTILGFRQLFCHRSAGATSTASQTSGARYRSSC
AfALDHSF1 MMMVFYSRRGWDFGLLVQKESACVPHPDLIHSSSFFLTAAAAAVPALNPSSTPPLSSSST
SMALDHSF1  mmmmmmmmmmmmmm e MATTASA -~ == == mmm oo
AEALDHSFL = mmmmmmmmm e MVTGAAARVATGGCRKLTSSHTSL
MAALDHSFL  mmmmmmmmm o e MTFRASSMAGRSFKF LSHLPYMHAPT
PrpALDHSFL mmmmmm e MTFRASRMSARSFKLFTHLPSMQAPP
ZOMALDHSFL oo oo e MATALYRVILHGSKTSSYTRFLC
ZMALDHSFL = mmmm oo o m e
IMALDHSF2  mmmmmmmmm e MAMAMMAMRRAVALGARHIPAAAASS
AFALDHSHL ERKTATSRSLTFPCLVSWSG--------- LTRPSRVSPRERRGHKERPRIAPRPFEDRLR
AFALDHSH2 = mmm oo oo FNRGIPMDIVK
CsALDHSFL SRLQQFVGTQAFHY - = = == === o meome oo TAAEELLNKVH
KnALDHSFL VVPSNIQDVHSTLHSRCGSGGGGAGKRDLIGRFTQRTFHLTPTCQMALDSGSSNSVPKLE
AFALDHSF1 VMQASLSKLRTLHHASKATTTGFAQLRYLST- - == - - m oo oo mm PSDEAVIHKTK
SMALDHSFT = mmmmmmmm e m e e e GASQAVLDK TN
AtALDHSFL LLVSSQCRQ- -~ == === === === MG mm e MDAQSVSEKLR
MAALDHSFL PLSRQLOHPHTLNCEQAALL--------- IS oo e MDAKSFVSQLN
PrpALDHSF1 LLSRQ- - === === mmmmmmmmm e e o IS- oo MDVKSFASRLS
ZomALDHSF1 T GSmmmmm e VVSEDAISRLR
IMALDHSFL  mmmmmmmmm e MG mm e ADASAAMEKIR
ImALDHSF2 FRVVSLRH- -~ - =— oo Mmoo ADAGAAMEK IR
AFALDHSHL DHSDAQAETLDLGVVIEAVFRAF AALAGLLDATERGDF GGDQAGVDSDHAIF EFLGNPED
AfALDHSH2 DASLFREA- - - - FYSDGAWHKG- GADVIQVTNPATGKVIGTVPKATTEQTRAATEAAHAA
CsALDHSFL DKDLVKTL - - - - GF TNGEWVSASDGS T TPVDNPATGEVTANVACLKASDTKSATAAAS AL
KnALDHSFL DPSLLKDL - - - - GL TGGKWVGAHDGK TMPVHNPATGEVVAEVPLMGAQE TAEATAAADEA
AFALDHSF1 EAGLLQSK -~ - - GL TGGKWVGADDGKTLP - - - == - == o m oo oo e e EAKYFKLRA
SmALDHSFL NAGLLRAK - - - - GLTSGEWVSAEDGRT LPVYNPATGEF LTEVPLMGERETLSATDSAHNA
AtALDHSFL SSGLLRTQ- - - - GL IGGKWLDSYDNKT IKVNNPATGET TADVACMGTKETNDATASSYEA

Obr. 18 Vystup programu MUSCLE s alignmenty v ClustalW ,interleaved* formatu.
Kromé¢ samotného alignmentu program nabizi moznost zobrazit ,,guide tree* nebo dokonce
fylogeneticky strom, ktery vSak nemusi byt nejpfesnéjsi. Sekvence rodiny ALDHS jsou casti
sekvenci z databaze. Piedpony odpovidaji rostlinnym zastupctim. Pouzité zkratky: Af — Azolla
filiculoides (kapradina), At — Arabidopsis thaliana (huseni¢ek rolni), Cs — Coccomyxa
subellipsoidea (fasa), Kn — Klebsormidium nitens (fasa), Md — Malus domestica (jablon), Prp —
Prunus persica (broskvon), Sm — Selaginella moellendorffii, Zm — Zea mays (kukufice), Zom —
Zostera marina (Vocha moiska).
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>AFALDHSHL
———————————————————————————————————— MIRDRAARGTSAQGRGRSRRGSPL

ERKTATSRSLTFPCLVSWSG-—----- - L TRPSRVSPRERRGHKERPRTAPRPFEDRLR
DHSDAQAEILDLGVVIEAVFRAFAALAGLLDATERGDFGGDQAGVDSDHAIFEFLGNPED
FRDVARVETGRQAEL ~—— =~ == =~ = = mmmmmmmm oo oo

———————— GVVGHGNDLFLGVELEQRRDGAEGF LAGDLHLSGDAGEDGRLEEQAALRIRL
AADRHSGALGHGIGDVFLDLVDGGAGDQRTGIDAGRKAVADLHRRHLGGOLFGEGIIDAG
LDIEAVGA----DAGLAVVTVFGDHRAFDGGIKIGYVKDDERRIAAQFQAELHDLVGALA
HODLADTGRAGKGQLADLVILGELLADRRRILRSDDVENAGGQAGAFGQORORQRRQRCL
GGGLGDOHGAAGGHGRRELAGQHGVGEVPRGDRGDDADRLLDDDDALVRLVAGNGVAIDAL
GFLAEPLDIGGATEHLALGLGHRLAHFHGQDGGEVIGIGDHQVVE---------------

LAQHGGAFLAGLLGPDF LRGVGGIDGAGGL CAVHV - -~ - -- -~~~ -~ GQRGDDST-----
----------------------------- TGRIGDTKGLAAVALGNPFARDQRLVSSQRR
VLEL----- GQQSFGNRHGSGLRSAFAQCVFENIHRFGKHC ILDGDRRQEADDIAIDAAG

QEDQPLGQRLFAHLVGETGTRGLGARNRLQAL LEAVAERHGPFVEALFLDDVEHGTAGSD
ADRVAALGAAEAAGAGRIHDVGAAGDGSD - = = = === === === === === === o e e

Obr. 19 Priklad sekvence z FASTA souboru vytvoieného programem MUSCLE. Soubor
obsahuje celé sekvence veetné mezer, zaznamenané postupné za sebou.

3.2.2.1 MUSCLE alternativy

Nejvyuzivanéj$imi programy pro multiple alignment, jsou softwary Clustal. Ty
dosahuji optimdalnich vysledkid ve vétSin€ ptipadl, avSak exceluji pfi porovnéavani
sekvenci s riznou divergenci. Vzniklo mnoho jejich variant, princip algoritmu vsak
zustava stejny. Program nejdiive vytvofi parové alignmenty pomoci progresivnich
srovnavacich metod. Nasledné zkonstruuje strom téchto alignmentl a pomoci néj tvoii
fin&lni mnohocetné porovnani sekvenci. V soucasné dob¢ se nejcastéji vyuzivaji verze
ClustalW, ktera je soucasti naptiklad softwaru Bioedit a Clustal Omega, ktery je obecné
povazovan za jednu z nejrychlejSich variant tohoto programu, specialné pro velké
datasety (Higgins a Sharp, 1988). Mimo tuto fadu softward se vSak pouzivaji i dalsi

alternativy.

T-coffee (Tree-based Consistency Objective Function for Alignment Evaluation)

Jedna se o software pro multiple alignment, ktery nejprve generuje knihovnu
parovych porovnani vSech zadanych sekvenci a na jejim zakladé potom sestavuje
vysledné mnohocetné porovndni. Existuje mnoho variant tohoto programu, které
umoznuji naptiklad vzajemné porovnavani proteinovych a RNA sekvenci, praci s 3D
strukturami nebo také slouceni dvou a vice diive vytvorenych mlutiple alignmentt. Tyto

moznosti jsou hlavni vyhodou T-coffee v porovnani s programem MUSCLE. Dosahuje
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vSak také vyssi rychlosti a piesnosti, pokud pracuje s evolu¢né piibuznymi sekvencemi

(Notredame et al., 2000).

MAFFT (multiple alignment using fast Fourier transform)

Software pro viceCetné porovnani nukleotidovych i proteinovych sekvenci.
Puvodni algoritmus vyuzival rychlé Fourierovy transformace pro sefazeni sekvenci a byl
dale obohacovan o noveé funkce. Nyni je MAFFT vyuzivan pfevazné pro alignment velmi

velkého mnozstvi sekvenci, kdy rychlosti pred¢i ostatni programy (Katoh et al., 2002).

3.2.3 Gblocks

Vznikly multiple alignment byl dale upraven, pomoci programu Gblocks

(http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html). Ten umoziuje odstranit

ze sekvenci Useky s nizkou podobnosti a dlouhé mezery, a tedy zpfesnit naslednou
fylogenetickou analyzu. Program pracuje se sekvencemi ve formatu FASTA. (Castresana,
2000)

Gblocks Server

Paste an alignment in NBRF/PIR or FASTA format:

i
Or upload an alignment file: 2)
Vybrat soubor | Soubor nevybran
Type of sequence:
DNA || Protein '®' || Codons 3)

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

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

Get Blocks | Clear

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

Obr. 20 Rozhrani programu Gblocks. Program piijiméa alignment sekvenci ve formatu FASTA,
ktery je mozné zadat manualné (1) nebo v podobé piipraveného souboru (2). Pro spravnou funkci
softwaru je nutné zvolit typ sekvence (3). Nakonec je také mozné povolit méné striktni
porovnavani ¢i moznost ponechavat ve finalnim souboru i kratsi signifikantni alignmenty nebo
mezery, a tedy odfiltrovat pouze opravdu nevhodné ¢ésti sekvenci (4).
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Gblocks 0.91b Results

Processed file: ALDHS fasta2.fas

Number of sequences: 10

Alignment assumed to be: Protein

New number of positions: 428 (selected positions are underlined in blue)

CsALDH5F1
KnALDH5F1
ATALDHSF1
SmALDHS5F1
AtALDH5F1
MdJALDH5F1
PrpALDH5F1
ZomALDHSF1
ZmALDH5F1
ImALDH5F2

CsALDH5F1
KnALDH5F1
AFALDHSF1
SmALDH5F1
AtALDH5F1
MdALDHSF1
PrpALDHS5F1
ZomALDH5F1
ZmALDH5F1
ZmALDH5F2

Obr. 21 Graficky vystup programu Gblocks. Modrymi ¢arami jsou zaznaeny Casti sekvenci,
které program vyda ve vystupnim FASTA souboru. Do vysledného souboru se tedy dostanou
pouze ty casti, které dosahuji dostatecné podobnosti.

3.2.4 PhyML
Samotna fylogeneticka analyza sekvenci z databaze, byla po jejich ptedchozi
upraveé provedena pomoci programu PhyML (Phylogenetic estimation using Maximum
Likelihood). Program pfijima soubory formatu PHYLIP a na zédklad¢ multiple alignmentu
sekvenci z téchto souborti pak konstruuje fylogenetické stromy metodou maximum
likelihood. Software nejdiive vygeneruje matici evoluénich vzdalenosti, na zakladé
zadanych sekvenci. Pomoci této matice sestavi pocatecni strom, pro ktery se vypocita

jeho pravdépodobnost a také pravdépodobnost vSech jeho podstromt. Soucasti téchto
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vypoctil jsou i hodnoty zvolenych substituénich modeltl. Program poté zkousi vSechny
mozné zmény dendrogramu. Algoritmus vyda finalni strom a kon¢i, pokud jiz neni mozné

vyzkousSet jiné uspoiadani a délka jeho vétvi je stabilni (Guindon a Gascuel, 2003).

PhyML online execution

Input Data
Sequences Vybrat soubor | Soubor nevybran ) e ® O Example (DNA file)
(PHYLIP format) | Vybrat soubor | Wy 1 File ' trom Phylogenetic Handbook)
Data Type 2) pna @ O amino-Acids
Substitution Model
® Automatic model selection by SMS
) Selection criterion @ AIcC (Akaike Information Criterion) O BIC (Bayesian Information Criterion)

If you use SMS, please cite:

"SMS: Smart Model Selection in PhyML."

Vincent Lefort, Jean-Emmanuel Longueville, Olivier Gascuel.

Molecular Biology and Evolution, 34(9):2422-2424, 2017.

Set by user

Substitution model

Equilibrium frequencies optimized empirical

Transition / transversion ratio N .

(DNA models) fixed estimated

Proportion of invariable sites fixed estimated

Number of substitution rate categories

Gamma shape parameter fixed estimated
Tree Searching
Starting tree(s) Soubor nevybran File © ®prony

Type of tree improvement

Number of random starting tree yes  @no
Branch Support

Fast likelihood-based method Use aLRT or aBayes to save computing time yes O @no

‘ Execute & email results ‘

Obr. 22 Interface programu PhyML. Program pfijima soubory sekvenci ve formatu PHYLIP
(1). Dale je nutné zvolit, zda se jedna o nukleotidovou ¢i proteinovou sekvenci (2). Program nabizi
také vybér automatickych voleb substituéniho modelu AIC a BIC (3), ale je mozné zvolit model
také manudlné s moznosti blizsich specifikaci (4). Nakonec mame také na vybér z nékolika
moznosti ohodnoceni vétvi tvofenych fylogenetickych stromti. Nejvyuzivangjsi je bootstraping
nebo test ptiblizného poméru pravdépodobnosti (5).

Program nabizi mnoho substitu¢nich modeld, které se vyuzivaji pro vypocet
pravdépodobnosti substituce v jednotlivych vétvich stromu, a jsou tedy soucasti vypoctu
pravdépodobnosti celého dendrogramu. Jedna se jak o velmi rychlé metody s nizsi
presnosti, tak i metody zna¢né pomalejsi, avsak mnohonasobné spolehlivejsi. V minulosti
bylo vyuzivano modelii jako WAG a JTT, avSak v soucasnosti je nejpouzivanéjSim
substitu¢énim modelem LG, ktery je znaéné ptesné€jsi oproti svym piedchiidciim (Le a
Gascuel, 2008). PhyML vsak nabizi také moznost nechat vybér vhodného modelu na
programu. Tyto moZnosti jsou AIC (Akaike Information Criterion) a BIC (Bayesian
Information Criterion), které vyuzivaji penalizaéni hodnoty pro ureni idealniho modelu
pro fylogenezi, aby nedochazelo ke ztraté dat. Pro fylogenezi databazovych sekvenci
jsem vyuzil moznosti AIC. Ta vybird model na zdkladé¢ vypoctu definovaného

nasledujicim vzorcem: AIC = 2k — 2In(L). O¢ekavany pocet parametr v danem modelu
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je znaCen ka L oznacuje hodnotu jeho pravdépodobnostni funkce. Pokud méme tedy
AIC. Princip vypoctu BIC je obdobny, pouze vyuziva odlisné penalizacni hodnoty, a to
In(n)k misto 2k (Burnham a Anderson, 2004).

Pro ohodnoceni vétvi vzniklych fylogenetickych stromii vyuziva program metody
bootstraping (obr.23) nebo test pfiblizného poméru pravdépodobnosti (the approximate

likelihood ratio test). Pro analyzu sekvenci v této praci bylo pouzito metody bootstraping.

X ® X ®
4“0% & £ 4“06 & £
1) o & Na ,\(@'& 2) P N ‘\00'00
S S EF &
RS O
ryba 10 0 0 0 O ryba 110:0:0:01:0
zaba 1 0 1 0 0 O Zzaba 110:1:10:0:0
ptak 1 1 14 4 0 0 ptak 1414111 1:101:0
kralik L R R G AN kralik 111131311131
Covek 1 1 1 1 1 1 CGlovek 1:i1 11311411141
pavouk 0 0 0 O 0 O pavouk 0:i0:0:i0:i0:0
N NN N
4) S&E LEE & a kralik
NN PG @ N

& &SP PP 'fb(\\'\\°Q\°Q\°e\o° 5)

PXCRS \‘?'Q\?'Q@Q B OGRS % %
vba 000000 000000 91 Clovék
24ba 000000 000001
ptak 000111 011101 .
krdlik 11 1 1 1 1 111111 - ptak
Clovek 1.1 1 11 1 111111
pavouk 0 0 0 0 0 O 000000 all 575

Zzaba
+ ryba
strom 1 strom 2
pavouk

Obr. 23 Princip bootstrapingu. Alignment sekvenci miZzeme piirovnat k tabulce zivo¢isnych
druhii, kde kazdy druh obsahuje urcité znaky (1). Nejprve dojde k rozdé€leni jednotlivych sloupct
téchto znak (2) a bude probihat nahodny vybér z jejich mnoziny (3). Vybranim stejného poctu
znakl jako meély ptivodni tabulky vznikaji ,,pseudomatice®, v nichz se mohou jednotlivé znaky
opakovat (4). Takovych matic se vytvoii zadany pocet, spoleéné s odpovidajicimi
fylogenetickymi stromy. Procento zastoupeni jednotlivych znaki v kazdé z téchto matic je pak
zaznamenano ve vystupnim stromé, ktery program pracujici s bootstrapingem vyda (5).

3.2.5 NGPhylogeny

NGPhylogeny je software, usnadiujici a urychlujici proces fylogenetické analyzy,

ktery je dostupny na webu https://ngphylogeny.fr/. Stranka nabizi piehledny interface,

ktery uZivateli umoziiuje provést fylogenetickou analyzu pro dané data, od multiple
alignmentu az po tvorbu fylogenetickych stromtl, s moznostmi vybéru rozliénych metod
pro jednotlivé kroky analyzy. Uzivatel si mize také zobrazit vystupy jednotlivych
mezikroki celého procesu (Lemoine et al., 2019). Mimo realizaci hlavniho postupu
fylogeneticke analyzy, kdy byly sekvence z databaze analyzovany pomoci MUSCLE,

GBlocks a nasledné PhyML, byl tento software vyuzit také pro testovani alternativnich
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metod a jejich pfesnosti vzhledem k nami zvolené analyze. Kromé programu MUSCLE
byla vyuzivana také moznost MAFFT a pro fylogenetické stromy byla provedena analyza
pomoci TNT. Ta, na rozdil od PhyML, uziva metody maximum parsimony, kterd vyda
dendrogram s nejmens$im poc¢tem mutaci potfebnych k dosazeni pozorovaného stavu
(Goloboff a Catalano, 2016). FastME byla dalsi testovana moznost, kterd vytvari
fylogeneticke stromy na zéklad¢ vzdalenostnich matic, metodou minimalni evoluce, jez

se snazi minimalizovat délky vétvi (Desper a Gascuel, 2002).

» Tools
Multiple Alignment Alignment Curation Tree Inference Tree Rendering

O MAFFT O BMGE L FasthE O Newick Display
O MUSCLE O Gblocks LTNT

O Clustal Omega O Noisy ) PhyML+SMS

O FastTree

@) MrBayes

Obr. 24 Interface programu NGPhylogeny pro ,,A la Carte“ analyzu. Zde si uzivatel mize

zvolit metody, vyuZzivané v jednotlivych krocich analyzy, které jsou pro n€j nejvhodnéjsi.

3.2.6 Tvorba webového rozhrani

Pro vyvoj webového rozhrani PAFF, byl vyuzit programovaci jazyk PHP a
Javascript (JS) spole¢né s databdzovym systémem MySQL. Webova stranka je
realizovana pomoci HTML (HyperText Markup Language) a CSS (Cascading Style
Sheets). Po zadani sekvence do rozhrani a stisknuti tlacitka ,,Find Family®, je zavolan
porovnavaci algoritmus v jazyce PHP, pomoci technologie Ajax. Ten ziskava sekvence
z MySQL databaze pomoci piikazi v jazyce SQL. Stranka také vyuZziva metody ,,on key
up udalosti*, kdy po kazdém stisknuti klavesy je zavolan JS skript, ktery provadi riizné
zmény. Pro testovani funkcénosti webové aplikace jsem vyuzival softwarovy balicek

XAMPP. Ten obsahuje Apache HTTP Server, MySQL databazi ptistupnou skrze rozhrani
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phpMyAdmin, a interprety skripth programovaciho jazyka PHP ¢i  Perl

(https://sourceforge.net/projects/xampp/). Pro inspiraci a vyladéni implementace

programu  jsem  vyuzival = webovych straneck  https://www.php.net/manual,

https://www.w3schools.com/ a https://stackoverflow.com/.

3.2.6.1 PHP (PHP: Hypertext Preprocessor)

PHP je univerzalni programovaci jazyk. Prvni verzi vytvofil a vydal Rasmus
Lerdorf roku 1994 jako ,,Personal Home Page®. Jedna se o velmi flexibilni jazyk a je
mozné s nim pracovat témeér na jakémkoli opera¢nim systému ¢i platformé. Obsahuje
komplexni sadu nastroji pro praci S relacnimi databazemi skrze softwary jako MySQL.
Tento jazyk byl koncipovan piedevsim pro vyvoj webovych aplikaci, ale miize byt pouzit
i v mnoha jinych oblastech, napiiklad pii vyvoji grafickych aplikaci nebo jako skriptovaci
jazyk vyuzivany z ptikazového fadku (php-cli). Nejcastéji se tedy PHP vyuziva na
webovych serverech, kdy jsou skripty spoustény na strané serveru. Takové kody pak
dynamicky upravuji webovou stranku a vytvati novy obsah (Lerdorf et al., 2006). PHP
byva soucasti riznych balicki pro vyvoj webovych aplikaci. Nejznaméjsim je LAMP, jez
kombinuje opera¢ni systém Linux, webovy server Apache a MySQL databazovy systém
spoleén¢ s PHP, n¢kdy mize PHP  nahradit Python ¢ Pearl
(https://whatis.techtarget.com/definition/LAMP-Linux-Apache-MySQL-PHP).

3.2.6.2 MySQL

Jedna se 0 open-source software pro spravu relaénich databazi, vytvofeny pomoci
jazyka C a C++, ktery vyuziva jazyk SQL (Structured Query Language) pro pfidavani,
Upravu a odebirani informaci z téchto databazi (Sheldon a Moes, 2005). Rela¢ni databaze
sestavaji z tabulek s daty, kdy jejich fadky obsahuji dané zaznamy a sloupce obsahuji
jednotlivé hodnoty ¢i vlastnosti zdznami, mohou reprezentovat mimo jiné i relace mezi
jednotlivymi tabulkami (Codd, 1970). MySQL je viceuzivatelsky a obsahuje tedy nastroje
pro komplexni spravu ptistupovych prav. Program miZe byt pouzivan samostatné, kdy
umoziuje uzivateli praci s databazemi pomoci SQL ptikazii, avSak Castéji se vyuziva ve
spojeni s dal§imi softwary, naptiklad pro vyvoj aplikaci s pfistupem k relacnim
databazim (Sheldon a Moes, 2005). MySQL je napiiklad soucasti softwarového bali¢ku
XAMPP, skrze ktery je jeho pouzivani pomérné jednoduché, mimo jiné i diky

administra¢nimu nastroji phpMyAdmin.
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3.2.6.3 JavasScript (JS)

JavaScript je esencialnim skriptovacim jazykem, pracujicim v prohlize¢i na strané
klienta, ktery umoznuje uzivateli vytvaret interaktivni webové aplikace. Vyhodnoceni
kodu tedy zprostiedkovava prohlize¢ uzivatele stranky na rozdil od PHP, kde se kod
interpretuje pfimo na serveru. Jedna se o multiparadigmaticky jazyk, ktery podporuje
objektove orientované 1 udalostmi fizené programovani. JavaScript skripty byvaji Casto
soucasti HTML kodu stranky a interaguji s DOM (Document Object Model). Vyuzivaji
se napiiklad pro animace objektli nebo pro interaktivni objekty jako videa ¢i hry
(Flanagan, 2006). Nejrozsiten&jsi knihovnou tohoto jazyka je jQuery, ktera byla
vytvofena pro usnadnéni prace s HTML DOM elementy, CSS animaci nebo Ajax

aplikacemi (https://jquery.com/). Existuji také tzv. API (Application Programming

Interface), neboli rozhrani pro praci srozlicnymi datovymi strukturami ¢i DOM
(Flanagan, 2006).

3.2.6.4 Ajax (Asynchronous JavaScript and XML)

Jednd se o soubor webovych technologii, vyuzivanych pro tvorbu asynchronnich
webovych aplikaci. Coz znamena, ze aplikace mohou interagovat s daty na serveru
na pozadi a neovliviiovat tak danou stranku a jeji chovani. Je tedy mozné dynamicky
ménit obsah webu, aniz by bylo nutné celou stranku znovu nacitat (Ullman a Dykes,
2007). V minulosti se pro praci s daty takovymto zptsobem vyuzivalo vyhradné¢ XML,
avSak vsoucCasnosti prevladd format JSON (JavaScript Object Notation)

(https://www.json.org/json-en.html). Ajax obsahuje technologie HTML, CSS a DOM,

pro dynamické zobrazeni a préci s daty. Dale JSON, pomoci néjz se uskute¢iiuje vyména
dat se serverem, XMLHttpRequest pro asynchronni komunikaci a JavaScript, pomoci
néhoz tyto technologie interaguji. Mnoho knihoven jako jQuery pak obsahuje abstrakce

pro usnadnéni prace s Ajax (Ullman a Dykes, 2007).
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4. VYSLEDKY

4.1 Vstup a funkce webového rozhrani

Bylo vytvoteno webové rozhrani PAFF (Plant ALDH Family Finder), jez ptijima
proteinové ¢i nukleotidové sekvence ve formatu FASTA. Pro vloZenou sekvenci program
automaticky vypoc¢ita jeji délku na zakladé poctu znakt, kdy ignoruje header,
molekulovou hmotnost, pomoci ulozenych hodnot pro kazdou proteinogenni
aminokyselinu a izoelektricky bod, ktery poc¢ita metodou bisekce. Software je schopen
urcit, zda se jedna o proteinovou ¢i nukleotidovou sekvenci, je vSak také mozné, nechat
toto rozhodnuti na uzivateli. Pro nukleotidové sekvence program dale nabizi moZnost
vybéru ze tfi ¢tecich ramcu a intuitivniho ur€eni startovniho kodonu. Pokud by sekvence
obsahovala nepodporované znaky, zobrazi se uZivateli upozornéni. Rozhrani pak nabizi
moznost vybrat z riznych rostlinnych odd¢leni a tfid, které jsou obsazeny v databazi, viici
nimz je mozné prohledavat. Po stisknuti tlacitka ,,Find Family* program prohleda
databazi rostlinnych sekvenci, pomoci sekvence uzivatelské, na zakladé Smith-
Watermannova algoritmu. Pokud by na vstupu nebyla nalezena zadna sekvence, program

se nespusti a vyda chybovou hlasku.

PAFI’“

Pfdxt W me:&; Fwde'!
wt T g
Mass: 0
1) pI (Isoel.point): 0
Tength: 0
2)

Choose type of sequence: () Protein ® ¢cDNA/DNA¥ 3)
*Choose your preferred translatlon method
@® Intuitive: Couldn't Find Start Codon
) Frame 1: Sequence length: 0 AA
O Frame 2: Sequence length: 0 AA 4)
O Frame 3: Sequence length: 0 AA

Choose plant species: _ 5)
[ Find Femily | )
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Obr. 25 Interface webového rozhrani PAFF pro priifazeni sekvenci ALDH do rodin.
Program pftijimé jednotlivé sekvence ve formatu FASTA (1). Na strané pak mlizeme pozorovat
dodatecné informace jako délka sekvence, hmotnost ¢i izoelektricky bod, které¢ se dynamicky
prepocitavaji pro kazdou zménu sekvence (2). Je mozné zvolit typ vkladané sekvence, program
vSak dokaze rozlisit sekvence také automaticky (3). Pokud se jedna o sekvenci nukleotidd, je
mozné dale vybrat vhodny piekladovy rdmec ,,Frame 1 — Frame 3, nebo nalezeni pocatec¢niho
kodonu nechat na programu , Intuitive® (4). Je zde také moznost zvolit pouze ¢ast prohledavané
databéze, a to s moznostmi pro fasy, mechy, kapradiny, jednodé€lozné a dvoudélozné rostliny (5).
Nakonec je zde tlacitko pro spusténi samotného porovnavani sekvenci (6).

4.2 VVystup programu

Program muze vydat tfi mozné vystupy. Pokud zjisti, na zakladé tii prvotnich
organismd, jejichz sekvence porovnd se zadanym fetézcem, Ze uZzivatelska sekvence
skutec¢né nalezi do nadrodiny ALDH, prohleda celou databazi. A to bud’ rostlinnou, nebo
zvifeci Cast, na zaklad¢é podobnosti vstupu vii¢i prvotnim sekvencim. V téchto piipadech
je vystupem seznam rodin s maximalné péti nejpodobnéj$imi sekvencemi k zadanému
vstupu. Pokud byla na vstupu zadana rostlinna sekvence, program zahlasi ,,Your sequence
belongs most likely to the Plant ALDH Family XY, naopak pokud se jedna o sekvenci
podobnou zvifecim zastupciim, vyda program ,,Your sequence most likely doesn't belong
to any known Plant ALDH Family, but into Animal ALDH Family XY*“. Pokud by
neexistovala podobnost mezi zkoumanymi sekvencemi vyssi nez 60%, vystupem bude
"Your sequence belongs most likely to the ALDH Family XY but is not similar enough to
any known subfamily. You might have discovered a new subfamily”. Program poskytuje
informace o identit¢ ¢i podobnosti nalezenych sekvenci a je schopen také zobrazit
pfisluSny alignment vystupni a uzZivatelské sekvence. Mimo to, dokaZe na zakladé tohoto

porovnani, také zaznacit pozice katalyticky aktivnich aminokyselin.
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Your sequence belongs most likely to the Plant ALDH Family 2 B

¥ Family 2 (closest homolog sequence identity is 79%)
P ZmALDH2B2: Cover - 534/534, Id. - 79%, Sim. - 90% NCBIID: NP_001105891.1
P OsALDH2B1: Cover - 534/534, Id. - 78%, Sim. - 90% NCBI ID: NP_001057358.1
P SbALDH2B1: Cover - 534/534, Id. - 78%, Sim. - 89% NCBI ID: BAB92019.1
» PtALDH2B7: Cover - 534/3534, Id. - 76%. Sim. - 90% NCBI ID: XP_002301540.1
P VVALDH2B9: Cover - 534/534, Id. - 76%, Sim. - 90% NCBIID: XP_002274863.1

Family 3 (closest homolog sequence identity is 36%)

Family 10 (closest homolog sequence identity is 34%)

Family 6 (closest homolog sequence identity is 27%)

Family 23 (closest homolog sequence identity is 24%)

Family 11 (closest homolog sequence identity is 24%)

Family 22 (closest homolog sequence identity is 24%)

Family 21 (closest homolog sequence identity is 23%)

Family 7 (closest homolog sequence identity is 20%)

Family 3 (closest homolog sequence identity is 19%)

Family 12 (closest homolog sequence identity is 15%)

Family 24 (closest homolog sequence identity is 13%)

Family 18 (closest homolog sequence identity is 10%)

Family 19 (closest homolog sequence identity is 7%)

VY VYVVVVYVVYYYYY

Obr. 26 Vystup programu PAFF pro sekvenci ALDH2B z chiestu (Asparagus officinalis).
Program ur¢i piislusnost sekvence a vypiSe vSechny rodiny ALDH uloZeny v rostlinné databazi
a pét jejich vstupu nejpodobnéjsich sekvenci, sefazenych sestupné. Uvedeno je pokryti
alignmentu, identita a podobnost sekvenci a také piislusné ID sekvenci z databdze NCBI.

¥ ZmALDH2B2: Cover - 534/534, Id. - 79%, Sim. - 90% NCBI ID: NP_001105891.1
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NGKPYEQAAQVE IPMLTRFMRYYAGWADKTHGLVVPADGPHHVQVLHEP IGVAGQT IPWNFPLLMFAWKVGPALACGNT I

241: VLKT&EQTPLSALYISKLLHEQGLPEGVVNVVSGFGPTQGAALASHMDVDKIAFTGSTDTGKIILELQAKSNLKTVTLIL

LEETEEEEETEEE T+ E PR+ DT+ LEEEEEEEEE T =D+ EE PP+ T+ L P T
VLKTAEQTPLSALYVAKLLHEAGIPEGVLNIVSGFGPTAGAALASHMEVDKLAFTGSTDTGKIVLEMAAKSNLKPVTLEL

321: GGKSPFIIMDDADVDHAVELAHFALFFNQGQCECAGSRTFVHERVYDEFVEKAKARALKRVVGDPFRKGVEQGPQIDDEQ

LEEEE TP DEEEE TEEEEE PEEREEE LR TR r e+ PEE e+ L e e e e e e e e ey
GGKSPMIVLDDADVDKAVELAHSAL FFNQGQCECAGSRTFVHESTYDEFVEKSKARALKRVVGDPFRKGVEQGPQIDDEQ

481: FNKILRYIRYGVDGGATLVTGGDRLGDKGFYIQPTIFSDVQDGMKIAQEEIFGPVQSILKFKDLNEVIKRANASQYGLAA

LEELET+ I+ 00T I+ 0T e+ TEEEEEEEEEEEEE 0 I+ D EEEEEEE T T+ DT E T+ LT T
FNKILRCIRSGVDSGANLVTXRYG- - SKGFYIQPTIFSDVQDDMATAKEEIFGPVQSILKFRDLDEVIKRANTTRYGLAA

481: GVFTNSLDTANTLTRALRAGTVWVNCFDVFDAAIPFGGYKMSGIGREKGVDSLKNYLQVKAVVTPIKNAAWL

RN R A R N AR R e AR A A AR R N A A R A RN A A
GVFTSNLDNANTLIRALKVGTVWVNCFDVFDAATPFGGFKMSGQGREKGIDGLKAYLQVKAVVTPLKNPAWL

Obr. 27 Priklad alignmentu sekvenci. Ten je mozné zobrazit pro kazdou databazovou sekvenci
na vystupu. Zde se jedna o alignemnt sekvence ALDH2B2 z kukufice Zea mays a ALDH2B z
chiestu (Asparagus officinalis). Uplné shody aminokyselin jsou znaGeny |, pfi¢emz konzervativni
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substituce znazorfiuje znak +. Jsou zaznaceny také tii katalytické aminokyseliny: asparagin (N) —
modie, kyselina glutamova (E) — ¢ervené a cystein (C) - hnéde¢.

Your sequence most likely doesn't belong to any known Plant ALDH Family but into Animal ALDH Family 16 A

¥ Family 16 (closest homolog sequence identity is 72%)
» HumALDH16A1: Cover - 733/733, Id. - 72%, Sim. - 85% NCBIID: NP_699160.2
» DrALDHI16A1: Cover - 733/733, Id. - 21%, Sim. - 53% NCBI ID: NP_001073423.2

Family 18 (closest homolog sequence identity is 10%)

Family 1 (closest homolog sequence identity is 9%)

Family 2 (closest homolog sequence identity is 8%)

Family 3 (closest homolog sequence identity is 8%)

Family 5 (closest homolog sequence identity is 8%)

Family 9 (closest homolog sequence identity is 8%)

Family 4 (closest homolog sequence identity is 8%)

Family 7 (closest homolog sequence identity is 8%)

Family 6 (closest homolog sequence identity is 7%)

Family 8 (closest homolog sequence identity is 7%)

VYVVVYVYVYYVYYY

Obr. 28 Vzhled vystupu po prohledavani zvifeci databaze pomoci sekvence ALDHI6A z Kaloné
Egyptského (Rousettus aegyptiacus).

Pokud by byla na vstupu zaddna sekvence, jez obsahuje povolené znaky, ale nepatii

do zadné z ALDH rodin, program vyda hodnoty podobnosti nejblizsi nalezené sekvence

z databaze a zahlasi ,,Your sequence does not seem to belong to the ALDH superfamily*.

Your sequence does not seem to belong to the ALDH superfamily
¥ Closest homolog sequence was AtALDH2B4 (9%)
> AtALDH2B4: Cover - 607/607, Id. - 9%, Sim. - 35% NCBI ID: NP_190383.1

Obr. 29 Vystup p¥i prohledavani databaze sekvenci BSA. Nenalezena dostate¢na shoda.

Program nakonec umoziuje také stdhnout si dosazené vysledky v textové podobg,
kde jsou zaznamenany vSechny vypsané rodiny a jejich zastupci, spole¢né s dodatecnymi
informacemi jako jsou pokryti alignmentu, identita sekvenci ¢i jejich NCBI ID. Mimo to
je program také schopny predat uzivatelskou sekvenci na web NCBI Blastu, pro dalsi

analyzu.

You can download your results here: | TXT |

For further research, you can Blast your sequence with the NCBI Blast against a bigger database: | NCBI |
Or look for N-terminal presequences via the TargetP server: | TargetP |
Or use Cofactory for prediction of cofactor specificity: | Cofactory |

Obr. 30 Dalsi mozZnosti programu, které se zobrazi po dokonceni analyzy. Tyto moznosti se
nachazeji na konci webové stranky a umoziiuji uzivateli stahnout si svoje vysledky v textové
podob¢ pomoci tlacitka ,,TXT®. Tla¢itko ,,NCBI*“ odkaze uzivatele na webové stranky NCBI
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Blast a pieda serveru vstupni sekvenci. Tlacitka ,, TargetP* a ,,Cofactory* odkazuji na server
Center for Biological Sequence Analysis (CBS), kde je mozné nalézt N-terminalni presekvence
sekvenci nebo identifikovat Rossmanntiv fold a urcit kofaktorovou specifitu sekvence.

4.3 Databaze

Databaze programu obsahuje sekvence ze tficeti organismi. Zkoumané genomy

rostlin potvrzuji piedpoklddany trend, Ze nadrodina ALDH znac¢né¢ expandovala

s pfechodem vodnich rostlin na sous, a to pfedevsim jeji rodiny ALDH2 a ALDH3.

V tabulce (Tab. 4) pak miZeme pozorovat zastoupeni jednotlivych rodin ve vSech

rostlinnych zéstupcich v databazi.

Tab. 4 Pocet gent jednotlivych rodin ALDH ve vSech rostlinnych druzich ulozenych v databazi.

Druh ALDH rodina

2 6 10 11 12 18 19 21 22 23 24
Auxenochlorella protothecoides 2 1 1 - 1 2 - - 1 - -
Coccomyxa subellipsoidea 2 1 1 1 1 1 - 1 1 - -
Chara braunii - 1 1 - - - - - - 1 -
Chlamydomonas reinhardtii 1 1 1 1 1 1 - - 1 - 1
Chlorella variabilis 2 1 - 1 1 1 - - 1 - -
Chromochloris zofingiensis 2 1 1 1 1 1 - - 1 - -
Klebsormidium nitens 2 1 2 1 1 1 - 1 1 1 -
Ostreococcus lucimarinus - 1 1 1 1 - - 1 - -
Volvox carteri 1 1 1 1 1 1 - - 1 - -
Physcomitrella patens 2 1 1 5 1 1 - 1 - 1 -
Sphagnum fallax 1 1 1 3 1 3 - 1 1 2 -
Selaginella moellendorffii 6 1 1 6 1 1 - 1 1 2 -
Azolla filiculoides 5 2 1 3 1 3 - 1 2 - -
Salvinia cucullata 3 1 1 3 1 2 - 1 2 - -
Picea sitchensis 4 2 1 - 2 - - 1 - -
Oryza sativa 5 1 2 1 1 2 - - 1 - -
Sorghum bicolor 5 1 2 1 1 2 - - 1 - -
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Zea mays 6 5 2 1 1 2 1 1 2 - - 1 -

Zostera marina 3 1 1 1 1 1 1 1 2 - - 1 -
Amborella trichopoda 2 2 1 1 1 1 1 1 1 - - 1 -
Arabidopsis thaliana 3 3 1 1 1 2 1 1 2 - - 1 -
Malus domestica 9 6 2 2 2 4 2 2 5 - - 2 -
Populus trichocarpa 4 6 1 4 2 2 3 1 2 - - 1 -
Prunus persica 3 3 1 3 1 3 1 1 2 - - 1 -
Solanum lycopersicum 5 6 1 1 1 2 1 1 2 1 - 1 -
Spinacia oleracea 2 6 1 3 2 1 1 2 1 - - 1 -
Vitis vinifera 5 4 3 3 2 2 2 1 2 - - 1 -

Z Casti se jedna se o geny rostlin identifikované v Brocker et al., (2013). Jejich
zaznaCeni v databazi se fidi nomenklaturou wurCenou vtomto cClanku S
dodateénym rozliSenim jednotlivych rostlin pomoci piedpon. Pro tyto rostliny,
Arabidopsis thaliana (At), Chlamydomonas reinhardtii (Chr), Volvox carteri (Vc),
Selaginella moellindorffii (Sm), Oryza sativa (Os), Physcomitrella patens (Pp), Populus
trichocarpa (Pt), Sorghum bicolor (Sb), Vitis vinifera (Vv) a Zea mays (Zm), bylo uzito
tabulek vytvotrenych pravé v Brocker et al., (2013).

Déle byly identifikovany sekvence v rostlinach Ostreococcus lucimarinus (Ol)
(Tab. 4), Chlorella variabilis (Cv) (Tab. 5), Auxenochlorella protothecoides (Ap) (Tab.
6), Chara braunii (Cb) (Tab. 7), Picea sitchensis (Ps) (Tab. 8), Sphagnum fallax (Sf)
(Tab. 9), Amborella trichopoda (Amt) (Tab. 10), Zostera marina (Zom) (Tab. 11) a
Spinacia oleracea (So) (Tab. 12) na zaklad¢ informaci publikovanych ve Stiti et al.,
(2021). Pro tyto rostliny vSak byly vytvofeny nové tabulky a jejich sekvence byly
v piipadech, kdy to bylo mozné, pojmenovany na zakladé nomenklatury v Brocker et al.,
(2013).
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Tab. 5 Geny ALDH piitomné v genomu iasy Ostreococcus lucimarinus. Zaznamenano je
oznaceni sekvenci v databazi PAFF, stejné jako ID odpovidajicich zaznamut z databdzi NCBI a
Phytozome.

Rodina ALDH Nézevgenu NCBIproteinID  Phytozome Znaceni sekvence Pocet
1D v databazi aminokyselin
Rodina 3 ALDH3A1  XP_001415915.1 13873 OIALDH3A1 471
Rodina 5 ALDH5A1  XP_001419272.1 42872 OIALDH5A1 503
Rodina 10 ALDH10A1 XP_001420154.1 50750 OIALDH10A1 523
Rodina 11 ALDH11A1 XP_001418445.1 12614 OIALDH11A1 482
Rodina 12 ALDH12A1 XP_001417108.1 30910 OIALDH12A1 521
Rodina 18 ALDH18B1 XP_001420000.1 1184 OIALDH18B1 420
Rodina 22 ALDH22A1 XP_001418857.1 16034 OIALDH22B1 510

Tab. 6 Geny ALDH pritomné v genomu iasy Chlorella variabilis. Tabulka obsahuje oznaceni
sekvenci v databazi programu PAFF s odpovidajici ptedponou. Je zaznaeno také ID sekvenci
z databdze NCBI, skrze kterou byl genom prohledavan.

Rodina ALDH  Né&zevgenu  NCBIprotein ID  Oznaleni sekvence Pocet
v databazi aminokyselin

Rodina 2 ALDH2E1 XP_005852174.1 CvALDH2E1 497

ALDH2E2 XP_005850564.1 CvALDH2E2 597
Rodina 5 ALDH5G1 XP_005851079.1 CvALDH5G1 514
Rodina 6 ALDH6B1 XP_005848526.1 CvALDH6B1 463
Rodina 11 ALDH11A1  XP_005842757.1 CvALDH11A1 423
Rodina 12 ALDH12A1  XP_005844734.1 CvALDH12A1 542
Rodina 18 ALDH18D1  XP_005849463.1 CvALDH18D1 405
Rodina 22 ALDH22B1  XP_005849371.1 CvALDH22B1 377
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Tab. 7 Geny ALDH pritomné v genomu iasy Auxenochlorella protothecoides. Tabulka
obsahuje zdznamy sekvenci z databaze NCBI a jejich odpovidajici oznaceni v nasi databazi.

Rodina ALDH  Nazev genu NCBI protein ID ~ Oznaceni sekvence Pocet
v databazi aminokyselin
Rodina 2 ALDH2B1 XP_011398903.1 ApALDH2B1 481
ALDH2B2 XP_011396510.1 ApALDH2B2 732
Rodina 5 ALDH5F1 XP_011398214.1 ApALDH5F1 523
Rodina 6 ALDH6B1 XP_011398183.1 ApALDH6B1 496
Rodina 10 ALDH10A1  XP_011398091.1 ApALDH10A1 482
Rodina 12 ALDH12A1  XP_011398835.1 ApALDH12A1 548
Rodina 18 ALDH18D1  XP_011399237.1 ApALDH18D1 523
ALDH18D2  XP_011399238.1 ApALDH18D2 311
Rodina 22 ALDH22B1  XP_011400850.1 ApALDH22B1 541
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Tab. 8 Geny ALDH pritomné v genomu iasy Chara braunii. Je uvedeno jejich oznaceni
v databazi NCBI, stejné tak jejich nazev s odpovidajici pfedponou z databaze programu PAFF.

Rodina ALDH  Né&zev genu NCBI protein ID ~ Oznaceni sekvence Pocet
v databazi aminokyselin

Rodina 3 ALDH3L1 GBG89202.1 CbALDH3L1 369
Rodina 5 ALDH5F1 GBG72965.1 CbALDH5F1 884

ALDH5F2 GBG60803.1 CbALDH5F2 332
Rodina 6 ALDH6B1 GBG79441.1 CbALDH6B1 1111
Rodina 10 ALDH10A1  GBG76733.1 CbALDH10A1 505
Rodina 23 ALDH23A1  GBGB88766.1 CbALDH23A1 552

Tab. 9 Geny ALDH pfitomné v genomu smrku Picea sitchensis. Zaznamenano je oznaceni
sekvenci v databazi PAFF, spole¢né s jejich ID z NCBI. Poml¢kou jsou znaceny sekvence, které
se v databdzi programu nenachézeji, bud’to z diivodu parcialnosti sekvence, nebo duplikace.

Rodina ALDH Néazev genu NCBI protein ID Oznaceni sekvenci v Pocet
databazi aminokyselin
Rodina 2 ALDH2B6 ABK?24267.1 PsALDH2B6 544
ALDH2B1 ABR16485.1 PsALDH2B1 500
ALDH2B2 ABK?24518.1 - 248
ALDH2B3 ABK27130.1 - 200
Rodina 3 ALDH3H1 ABR16899.1 PsALDH3H1 556
ALDH3H2 ABK?24239.1 PsALDH3H2 478
Rodina 7 ALDH7B4 ABR18443.1 PsALDH7B4 511
Rodina 10 ALDH10A8 ABK?24463.1 PsALDH10A8 503
ALDH10A9 ABK?24261.1 - 503
Rodina 11 ALDH11A3 ABK?27107.1 - 293
Rodina 18 ALDH18B1 ABR18097.1 PsALDH18B1 749
ALDH18B2 ABR16169.1 PsALDH18B2 501
Rodina 22 ALDH22A1 ADE75649.1 PsALDH22A1 596
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Tab. 10 Geny ALDH pfitomné v genomu mechu Sphagnum fallax. Zaznamenano je oznaceni
sekvence v databazi PAFF, stejné jako ID odpovidajicich zaznamt v Phytozome.

Rodina ALDH Nézev genu Phytozome ID Oznaceni sekvence Pocet
v databazi aminokyselin
Rodina 2 ALDH2B1  Sphfalx06G044000.1.p SfALDH2B1 559
Rodina 3 ALDH3K1  Sphfalx17G095500.1.p SfALDH3K1 480
ALDH3K2  Sphfalx10G097100.2.p SfALDH3K2 486
ALDH3K3  Sphfalx12G067100.1.p SfALDH3K3 475
ALDH3K4  Sphfalx15G058300.1.p STALDH3K4 486
ALDH3K5  Sphfalx09G106400.1.p SfALDH3KS5 485
ALDH3K6  Sphfalx06G091600.2.p SfALDH3K6 483
ALDH3H1  Sphfalx13G118100.1.p SfALDH3H1 494
Rodina 5 ALDH5F1  Sphfalx19G075900.1.p STALDH5F1 524
Rodina 6 ALDH6B1  Sphfalx02G156800.1.p SfTALDH6B1 587
Rodina 7 ALDH7B4  Sphfalx11G042000.1.p STALDH7B4 511
Rodina 10 ALDH10A1 Sphfalx02G135400.1.p SfALDH10A1 505
Rodina 11 ALDH11Al1 Sphfalx17G041200.1.pS SfALDH11A1 497
ALDH11A2 phfalx12G091900.1.p SfALDH11A2 496
ALDH11A3 Sphfalx12G053400.1.p SfALDH11A3 497
Rodina 12 ALDH12A1 Sphfalx15G038000.1.p SfALDH12A1 561
Rodina 18 ALDH18B1 Sphfalx12G082900.1.p SfALDH18B1 768
ALDH18B2 Sphfalx09G099000.1.p SfALDH18B2 766
ALDH18B3 Sphfalx06G107600.1.p SfALDH18B3 767
Rodina 21 ALDH21A1 Sphfalx13G127900.1.p SfALDH21A1 497
Rodina 22 ALDH22A1 Sphfalx13G102000.1.p STALDH22A1 596
Rodina 23 ALDH23A1 Sphfalx02G014100.1.p SfALDH23A1 492
ALDH23A2 Sphfalx17G014900.1.p SfALDH23A2 482
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Tab. 11 Geny ALDH pritomné v genomu rostliny Amborella trichopoda. Zaznamenano je
oznaceni sekvenci v databazi PAFF, stejné jako ID odpovidajicich zaznamu z databazi NCBI.

Rodina ALDH Nazev genu NCBI protein ID Oznaceni sekvence Pocet
v databazi aminokyselin
Rodina 2 ALDH2B7 XP_006844236.2 AmtALDH2B7 535
ALDH2C4 XP_006842238.2 AmMtALDH2C4 501
Rodina 3 ALDH3E1 XP_006829153.1 AmtALDH3E1 480
ALDH3H1 XP_011624378.1 AMtALDH3H1 524
Rodina 5 ALDH5F1 XP_020525723.1 AmtALDH5F1 529
Rodina 6 ALDH6B2 XP_006852882.1 AmtALDH6B2 533
Rodina 7 ALDH7B4 XP_006849726.1 AmtALDH7B4 510
Rodina 10 ALDH10A9 XP_006856888.1 AmMtALDH10A9 503
Rodina 11 ALDH11A3 XP_020530844.1 AmtALDH11A3 486
Rodina 12 ALDH12A1 XP_006842140.1 AmtALDH12A1 551
Rodina 18 ALDH18B1 XP_011624153.1 AmtALDH18B1 716
Rodina 22 ALDH22A1 XP_006840472.1 AmMtALDH22A1 596
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Tab. 12 Geny ALDH pfitomné v genomu vochy Zostera marina. Zaznamenano je oznaceni
sekvenci v databazi PAFF, stejné jako ID odpovidajicich zaznamu z databazi NCBI a Phytozome.

Rodina Néazev genu  NCBI protein Phytozome ID  Oznaceni sekvenci Pocet
ALDH ID v databazi aminokyselin
Rodina2 ALDH2B2 KMZ61155.1 Zosma03g04330 ZomALDH2B2 534
ALDH2C1 KMZ59710.1 Zosma05g05870 ZomALDH2C1 495
ALDH2C2 KMZ57568.1 Zosma05g14430 ZomALDH2C2 491
Rodina3 ALDH3H1  KMZ73588.1 Zosma04g24070 ZomALDH3H1 482
Rodina5 ALDH5F1 KMZ73718.1 Zosma05g19330 ZomALDH5F1 524
Rodina6 ALDH6B2 KMZ62240.1 Zosma01g19780 ZomALDH6B2 536
Rodina7 ALDH7B6 KMZz69947.1 Zosma01g30690 ZomALDH7B6 508
Rodina 10 ALDH10A8 KMZ60546.1 Zosma01g42820  ZomALDH10A8 506
Rodina1l ALDH11A1 KMZ74191.1 Zosma03g28230 ZomALDH11A1 496
Rodina 12 ALDH12A1 KMZ56434.1 Zosma06g26290  ZomALDH12Al 557
Rodina 18 ALDH18B1 KMZ73084.1 Zosma06g24890 ZomALDH18B1 717
ALDH18B2 KMZ65332.1 Zosma04g15330  ZomALDH18B2 719
Rodina 22 ALDH22A1 KMZz68070.1 Zosma01g38810  ZomALDH22A1 595
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Tab. 13 Geny ALDH pritomné v genomu Spenatu Spinacia oleracea. Tabulka obsahuje
zaznamy sekvenci z databazi Phytozome a NCBI, a také jejich oznaceni v databazi programu
PAFF. Poml¢kou jsou znaCeny parcialni sekvence, které se v databadzi nenachazeji.

Rodina Nézev genu  NCBI protein ID Phytozome ID Oznaceni Pocet
ALDH sekvence v aminokyse
databazi lin
Rodina2 ALDH2B4  XP_021850593.1  Spov3_chr6.00694 SoALDH2B4 534
ALDH2C4  XP_021837880.1 Spov3_C0044.00009 SoALDH2C4 500
Rodina3 ALDH3F1  XP_021849540.1  Spov3_chr3.00727 SOALDH3F1 488
ALDH3F2  XP_021862637.1  Spov3_chr1.00108 SOALDH3F2 484
ALDH3H1  XP_021858246.1  Spov3_chr5.00178 SOALDH3H1 494
ALDH3I1 XP_021863786.1  Spov3_chrl.00762 SoALDH3I1 487
ALDH3I2 XP_021863811.1  Spov3_chrl.00760 SOALDH3I2 522
ALDH3I3 XP_021861606.1  Spov3_chr4.01290 - 206
Rodina5 ALDH5F1  XP_021864456.1  Spov3_chr4.02986 SOALDH5F1 534
Rodina6 ALDH6B1  XP_021862462.1  Spov3 chrl.04616 SoALDH6B1 533
ALDH6B2  XP_021838774.1  Spov3_chr3.01514 SoALDH6B2 805
ALDH6B3  XP_021862464.1  Spov3_chrl.04616 SoALDH6B3 728
Rodina7 ALDH7B4  XP_021865286.1  Spov3_chr4.04545 SoALDH7B4 508
ALDH7B1  XP_021858694.1 - - 198
Rodina 10 ALDH10A8 XP_021837172.1  Spov3 chr6.00773  SoALDH10A8 497
Rodina 1l ALDH11A3 XP_021864704.1  Spov3_chr4.03080  SoALDH11A3 496
Rodina 12 ALDH12A1 XP_021850981.1  Spov3_chr6.00884  SoALDH12Al 554
ALDH12A2 XP_021840333.1 - - 257
Rodina 18 ALDH18B1 XP_021845616.1 Spov3_chr4.03018 SoALDH18B1 719
Rodina 22 ALDH22A1 XP_021852296.1 Spov3_chr3.04496 SOALDH22A1 594

Databaze dale obsahuje sekvence z kapradin Azolla filiculoides (Af) (Tab. 13) a

Salvinia cucullata (Scu) (Tab. 14), které jsou jedinymi sekvenovanymi zastupci tohoto

oddéleni. Tabulky sekvenci ALDH z téchto rostlin byly taktéz publikovany ve Stiti et al.,

(2021), avsak pii prohledavani nukleotidové databaze téchto rostlin na serveru FernBase,

byly nalezeny dodateéné sekvence a byly tedy vytvoreny nové tabulky. Pfi pojmenovani

jednotlivych genti jsem se opét fidil nomenklaturou z Brocker et al., (2013).
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Tab. 14 Geny ALDH identifikovany v kapradiné Azolla filiculoides. Genom byl prohledavan
skrze databazi projektu FernBase, jeZ obsahuje v§echny sekvenované zastupce oddéleni kapradin.
Kromé FernBase ID tabulka obsahuje také oznaceni sekvenci v nasi databazi. Parcialni sekvence
do databaze ukladany nebyly a jsou znaceny pomlckou.

Rodina ALDH Nazev genu  FernBase protein ID  Oznadeni sekvence Pocet
v databazi aminokyselin
Rodina 2 ALDH2B1 Azfi_s0083.9038897 AfALDH2B1 497
ALDH2C1 Azfi_s0078.9038198 AfALDH2C1 465
ALDH2C2 Azfi_s0049.9030778 AfALDH2C2 468
ALDH2C3 Azfi_s0021.9015740 AfALDH2C3 510
ALDH2F1 Azfi_s0002.9004343 AfALDH2F1 480
Rodina 3 ALDH3H1 Azfi_s0587.9078563 AfALDH3H1 516
ALDH3H2 Azfi_s0036.9025798 AfALDH3H2 425
ALDH3H3 Azfi_s0109.9045319 AfALDH3H3 457
ALDH3H4 Azfi_s0011.9012726 AfALDH3H4 518
ALDH3H5 Azfi_s0636.9080483 AfALDH3H5 573
ALDH3H6 Azfi_s0002.9001677 AfALDH3H6 635
Rodina 5 ALDH5F1 Azfi_s0033.9025123 AfALDH5F1 672
ALDH5H1 Azfi_s0002.9003146 AfALDH5H1 733
ALDH5H2 Azfi_s0002.g003388 AfALDH5H2 636
Rodina 6 ALDH6B2 Azfi_s0012.9012829 AfALDH6B2 567
ALDH6C1 Azfi_s0002.9003326 AfALDH6C1 576
Rodina 7 ALDH7B4 Azfi_s0068.9036288 AfALDH7B4 497
Rodina 10 ALDH10A9 Azfi_s0092.9g043158 AfALDH10A9 464
Rodina 11 ALDH11A1 Azfi_s0160.g054025 AfALDH11A1 546
ALDH11A2 Azfi_s0003.g007703 AfALDH11A2 458
ALDH11A3  Azfi_s0006.9010360 AfALDH11A3 944
Rodina 12 ALDH12A1 Azfi_s0027.9023626 AfALDH12A1 571
Rodina 18 ALDH18B1  Azfi_s0157.9053821 AfALDH18B1 754
ALDH18B2 Azfi_s0022.9g015914 AfALDH18B2 742
ALDH18B3 Azfi_s1111.9097729 AfALDH18B3 738
Rodina 21 ALDH21A1 Azfi_s0412.9g068547 AfALDH21A1 1140
Rodina 22 ALDH22A1  Azfi_s0022.9g016122 AfALDH22A1 366
ALDH22A2  Azfi_s0022.9g016119 - 187
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Tab. 15 Geny ALDH identifikovany v kapradiné Salvinia cucullata. Genom byl prohledavan
skrze databazi projektu FernBase. Tabulka obsahuje oznaceni sekvenci z databaze programu,
spole¢né s ID ze serveru Fernbase. Pomlc¢kou jsou znaceny parcialni sekvence, které do databaze

zafazeny nebyly.

Rodina Néazev genu Fernbase 1D Oznaceni v Pocet
ALDH databazi aminokyselin
Rodina 2 ALDH2B1  Sacu_vl1.1 s0061.g015297 ScuALDH2B1 533
ALDH2B2  Sacu_vl.1 s0069.9016540 SCUALDH2B2 503
ALDH2C1  Sacu_v1.1 s0045.9g013293 - 248
Rodina 3 ALDH3H1  Sacu_v1.1 s0014.g006331 SCUALDH3H1 516
ALDH3H2  Sacu_v1.1_s0095.9019266 SCUALDH3H2 539
ALDH3H3  Sacu vl1.1 s1488.9028042 SCUALDH3H3 488
ALDH3K1  Sacu vi1.1 s0093.g019019 SCUALDH3K1 539
Rodina 5 ALDH5F1  Sacu_v1.1 s0131.g022111 SCUALDH5F1 582
Rodina 6 ALDH6B1  Sacu_v1.1 s0129.g021951 ScuALDH6B1 551
Rodina 7 ALDH7B4  Sacu_vl1.1 s0036.g011734 ScuUALDH7B4 461
Rodina 10 ALDH10A1 Sacu_v1.1_s0099.9019543  ScuALDH10A1 545
Rodina 11 ALDH11Al1 Sacu_v1.1 s0070.9g016707  ScuALDH11Al 518
ALDH11A2 Sacu_vl1.1 s0112.9g020728  ScuALDH11A2 498
ALDH11A3 Sacu_v1.1_s0196.9025486  ScuALDH11A3 546
Rodina 12 ALDH12A1 Sacu_v1.1_s0068.9016417  ScuALDH12A1 550
Rodina 18 ALDH18B1 Sacu_v1.1 s0176.9024621  ScuALDH18B1 633
ALDH18B2 Sacu_v1.1 s0225.9026315  ScuALDH18B2 619
Rodina 21 ALDH21A1 Sacu_v1.1 s0112.g020746 ScuALDH21A1 1041
Rodina 22 ALDH22A1 Sacu_v1.1 s0071.g016883 - 252
ALDH22A2 Sacu_v1.1 s0071.g016884 SCUALDH22A2 391

Zbylé databazove sekvence z rostlin odpovidaji fasam Coccomyxa subellipsoidea
(Cs) (Tab. 15), Chromochloris zofingiensis (Chz) (Tab. 16) a Klebsormidium nitens (Kn)
(Tab. 17), dale jsou zde sekvence z jablon¢ Malus domestica (Md) (Tab. 18) a broskvoné
Prunus persica (Prp) (Tab. 19), a také rajcete Solanum lycopersicum (Sl) (Tab. 20),
jakozto jediného zastupce rostlinné fiSe, ktery obsahuje sekvence tadici se do rodiny
ALDH19. Tabulky sekvenci ztéchto rostlin nebyly doposud publikovany nebo
neobsahuji aktualni informace a jejich zatazeni do rodin bylo realizovdno opét pomoci

nomenklatury stanovené v Brocker et al., (2013).
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Tab. 16 ALDH geny nalezeny v genomu iasy Coccomyxa subellipsoidea. Tabulka obsahuje
zaznamy téchto sekvenci v databazich serverit NCBI a Phytozome, stejné tak oznaceni sekvenci
v databazi programu PAFF.

Rodina Néazev genu  NCBI protein ID  Phytozome Oznaceni sekvence Pocet
ALDH ID v databazi aminokyselin
Rodina 2 ALDH2B2 XP_005642984.1 54894 CsALDH2B2 565
ALDH2B4 XP_005642981.1 31641 CsALDH2B4 486
Rodina 5 ALDH5F1 XP_005651730.1 34715 CsALDH5F1 537
Rodina 6 ALDH6B1 XP_005647038.1 29754 CsALDH6B1 544
Rodina 10 ALDH10A1  XP_005645499.1 37718 CsALDH10A1 498
Rodina1l  ALDH11A3  XP_005650540.1 52649 CsALDH11A3 496
Rodina 12  ALDH12A1  XP_005643005.1 54900 CsALDH12A1 542
Rodina18 ALDH18D1  XP_005645012.1 37765 CsALDH18D1 778
Rodina21  ALDH21A1  XP_005644523.1 19137 CsALDH21A1 500
Rodina22  ALDH22B1  XP_005650418.1 12562 CsALDH22B1 517

Tab. 17 ALDH geny nalezeny v genomu fasy Chromochloris zofingiensis. Tabulka obsahuje
oznaceni vSech sekvenci tohoto organismu ulozenych v databazi programu PAFF a jejich
odpovidajici ID v databazi serveru Phytozome.

Rodina ALDH  Nazev genu Phytozome ID  Oznaceni sekvence v Pocet
databazi aminokyselin
Rodina 2 ALDHZ2E1 Cz03g20090.t1 ChzALDH2E1 479
ALDH2F1 Cz11904290.t1 ChZALDH2F1 490
Rodina 5 ALDH5G1 Cz05g02090.t1 ChzALDH5G1 559
Rodina 6 ALDH6B1 Cz12920220.t1 ChzALDH6B1 524
Rodina 10 ALDH10A1 Cz03910210.t1 ChzALDH10A1 498
Rodina 11 ALDH11A1 Cz06905120.t1 ChzALDH11A1 497
Rodina 12 ALDH12A1 Cz05918170.t1 ChzALDH12A1 501
Rodina 18 ALDH18D1 Cz04939260.t1 ChzALDH18D1 438
Rodina 22 ALDH22B1 Cz099g10170.t11 ChzALDH22B1 613
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Tab. 18 ALDH geny nalezeny v genomu Fasy Klebsormidium nitens. V tabulce jsou uvedeny
ID téchto genti v databdzich NCBI a projektu Plantmorphogenesis, spolecné s oznacenim
odpovidajicich sekvenci v databazi naSeho programu. Pomléka znali parcidlni sekvence

nezafazené do databaze.

Rodina Néazev genu NCBI protein Plantmorphogenesis Oznaceni Pocet
ALDH ID ID sekvence v aminoky
databazi selin
Rodina 2 ALDH2B1 GAQ84628.1 kfl00198_0100_v1.1  KnALDH2B1 495
ALDH2F1 GAQ83917.1 kfl00168_0120_v1.1 - 573
Rodina 3 ALDH3M1 GAQ82469.1 kflo0112_0130_v1.1  KnALDH3M1 478
Rodina 5 ALDH5F1 GAQ91062.1 kfl0o0722_0010_v1.1  KnALDH5F1 580
Rodina 6 ALDH6B1 GAQ92677.1 kfl01091_0010_v1.1  KnALDH6B1 564
Rodina 7 ALDH7B4 GAQ80312.1 kfl0o0051_0130_v1.1  KnALDH7B4 521
Rodina 10 ALDH10A1 GAQ87015.1 kfl00325_0190_v1.1  KnALDH10A1 544
ALDH10A2 GAQ90986.1 kfl00710_0030_v1.1 - 123
Rodina 11 ALDH11A3 GAQ90687.1 kfl00674_0010_v1.1  KnALDH11A3 497
Rodina 12 ALDH12A1 GAQ87509.1 kfl00358_0030_v1.1  KnALDH12A1 535
Rodina 18 ALDH18B1 GAQ89957.1 kfl00582_0010_v1.1  KnALDH18B1 746
Rodina 21 ALDH21A1 GAQ88729.1 kfl00454_0140_v1.1  KnALDH21A1l 575
Rodina 22 ALDH22A1 GAQ84711.1 kfl00202_0060_v1.1  KnALDH22A1 621
Rodina 23 ALDH23A1 GAQ77842.1 kfl00004_0420_v1.1  KnALDH23A1 496
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Tab. 19 Geny ALDH identifikovany v genomu jabloné Malus domestica. Tabulka obsahuje
zaznamy sekvenci z databaze Phytozome, a také jejich oznaCeni v databazi programu PAFF.
Pomlckou jsou znaceny duplikatni sekvence, které by databazi ni¢im neptispély a nebyly do ni

tedy zatazeny.

Rodina ALDH  Nazev genu Phytozome ID Oznaceni sekvence Pocet
v databazi aminokyselin
Rodina 2 ALDH2B1 MD14G1183400 MdALDH2B4 542
ALDH2B2 MD06G1177200 - 539
ALDH2B3 MD13G1090800 MdALDH2B7 534
ALDH2B4 MD13G1090600 - 534
ALDH2C1 MD02G1049800 MdALDH2C1 501
ALDH2C2 MD02G1049700 MdALDH2C2 503
ALDH2C3 MD02G1050000 MdALDH2C3 501
ALDH2C4 MD15G1187300 MdALDH2C4 554
ALDH2C5 MD02G1049900 MdALDH2C5 482
Rodina 3 ALDH3F1 MD15G1250400 MdALDH3F1 483
ALDH3F2 MD02G1136600 MdALDH3F2 487
ALDH3H1 MD15G1345700 MdALDH3H1 502
ALDH3H2 MDO00G1029100 MdALDH3H2 486
ALDH3I1 MD15G1137200 MdALDH3I1 560
ALDH3I2 MD15G1136900 - 560
Rodina 5 ALDH5F1 MD10G1216600 MdALDH5F1 541
ALDH5F2 MD05G1238300 MdALDH5F2 527
Rodina 6 ALDH6B1 MD09G1234200 MdALDH6B2 539
ALDH6B2 MD15G1309700 - 1077
Rodina 7 ALDH7B1 MD02G1094300 MdALDH7B4 508
ALDH7B2 MD15G1219200 - 509
Rodina 10 ALDH10A1  MD14G1187400 MdALDH10A1 503
ALDH10A2 MD06G1181500 MdALDH10A2 503
ALDH10A3 MD06G1181400 MdJALDH10A3 537
ALDH10A4  MD14G1187300 MdALDH10A4 504
Rodina 11 ALDH11A1 MD02G1009300 MdJALDH11A3 496
ALDH11A2  MD15G1154800 - 496
Rodina 12 ALDH12A1 MD06G1189000 MdALDH12A1 545
ALDH12A2 MD14G1196000 - 468
Rodina 18 ALDH18B1 MD01G1140200 MdJALDH18B1 717
ALDH18B2 MD12G1150700 MdALDH18B2 700
ALDH18B3  MD00G1141100 MdALDH18B3 680
ALDH18B4  MD04G1136200 MdALDH18B4 634
ALDH18B5 MD07G1204500 - 717
Rodina 22 ALDH22A1  MD13G1155400 MdALDH22A1 596
ALDH22A2 MD16G1154800 - 596
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Tab. 20 Geny ALDH identifikovany v genomu broskvoné Prunus persica. Tabulka obsahuje
zaznamy sekvenci z databazi serveri NCBI a Phytozome, a také jejich oznaceni v databazi
programu PAFF. ALDH6B3 nebyla do databaze zafazena z duvodu $patného C-terminalniho

splicingu.
Rodina Nézev genu NCBI protein ID Phytozome ID Oznaceni Pocet
ALDH sekvence v aminokyselin
databazi
Rodina2 ALDH2B6  XP_007210569.1  Prupe.5G175900.1 PrpALDH2B6 543
ALDH2B2  XP_007221800.1  Prupe.1G255200.1  PrpALDH2B2 534
ALDH2C4  XP_007201949.1  Prupe.7G229100.1  PrpALDH2C4 503
Rodina3 ALDH3F1  XP_020423668.1  Prupe.7G163900.1 PrpALDH3F1 501
ALDH3H1  XP_007222253.1  Prupe.1G493800.1 PrpALDH3H1 493
ALDH3I1 XP_007213817.2  Prupe.4G279800.1  PrpALDH3I1 549
Rodina5 ALDH5F1  XP_007213742.2  Prupe.4G128100.1 PrpALDH5F1 526
Rodina6 ALDH6B1  XP_007199787.1  Prupe.8G073100.1  PrpALDH6B1 538
ALDH6B2  XP_007201739.1  Prupe.8G073300.1  PrpALDH6B2 698
ALDH6B3 - Prupe.6G205000.1 - 1084
Rodina7 ALDH7B4  XP_007201943.1  Prupe.7G196700.1  PrpALDH7B4 508
Rodina 10 ALDH10A1 XP_007209928.1  Prupe.5G179800.1 PrpALDH10A1 503
ALDH10A2 XP_020418929.1  Prupe.5G179700.1 PrpALDH10A2 503
ALDH10A3 XP_020415265.1  Prupe.3G277000.1 PrpALDH10A3 535
Rodina 11 ALDH11A3 XP_007203871.1  Prupe.7G260700.2 PrpALDH11A3 497
Rodina 12 ALDH12A1 XP_007209859.1  Prupe.5G187700.1 PrpALDH12A1 554
Rodina 18 ALDH18B1 ALT55651.1 Prupe.2G240800.1 PrpALDH18B1 717
ALDH18B2 XP_020422510.1  Prupe.6G262300.1 PrpALDH18B2 722
Rodina 22 ALDH22A1 XP_007221826.1  Prupe.1G118500.1 PrpALDH22A1 596
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Tab. 21 Geny ALDH identifikovany v genomu rajéete Solanum lycopersicum. V tabulce jsou
uvedeny zdznamy sekvenci z databazi servert Phytozome a NCBI, a také jejich oznaceni v
databézi programu PAFF. Poml¢kou jsou znaceny parcialni sekvence, které do databaze zatazeny

nebyly.
Rodina Néazev genu  NCBI protein ID Phytozome ID Oznaceni Pocet
ALDH sekvenciv  aminokyseli
databazi n
Rodina2  ALDH2B1 NP_001333536.1  Solyc03g114150.3.1  SIALDH2B1 535
ALDH2B2 NP_001333533.1  Solyc05g005700.3.1  SIALDH2B2 529
ALDH2B3 XP_004245256.1  Solyc089068190.3.1  SIALDH2B3 534
ALDH2B4 XP_010316283.1  Solyc029086970.3.1  SIALDH2B4 491
ALDH2C1  XP_004251601.1  Solyc12g007030.2.1 SIALDH2C1 500
Rodina3  ALDH3F1 XP_010316396.1  Solyc029g084640.3.1  SIALDH3F1 469
ALDH3F2 NP_001333537.1  Solyc01g011510.3.1  SIALDH3F2 500
ALDH3F3 - Solyc01g013890.2.1 - 206
ALDH3F4 - Solyc01g012700.3.1 - 310
ALDH3F5 - Solyc019g012760.1.1 - 207
ALDH3H1  NP_001333570.1  Solyc069060250.3.1  SIALDH3H1 474
Rodina5  ALDH5F1 NP_001233841.1  Solyc09g090700.1.1  SIALDH5F1 522
Rodina6  ALDH6B1 NP_001333575.1  Solyc01g106080.3.1  SIALDH6B1 576
Rodina7  ALDH7B4 XP_004235550.1  Solyc039122310.3.1 SIALDH7B4 524
Rodina10 ALDH10A1 NP_001333606.1 Solyc06¢g071290.3.1 SIALDH10A1 504
ALDH10A2 NP_001234235.2  Solyc03g113800.3.1 SIALDH10A2 505
Rodina 11 ALDH11A3 NP_001333610.1 Solyc07g005390.3.1 SIALDH11A3 496
Rodina12 ALDH12A1 NP_001333614.1  Solyc06g071000.3.1 SIALDH12A1 555
Rodina18 ALDH18B1 NP_001233907.1  Solyc08g043170.3.1 SIALDH18B1 720
ALDH18B2 XP_004240687.1  Solyc069019170.3.1 SIALDH18B2 717
Rodina19 ALDH19A1 AABG67877.1 - SIALDH19 414
Rodina22 ALDH22A1 XP_004252923.1  Solyc12g099290.2.1 SIALDH22A1 593

Kromé rostlin byly pro databazi prozkoumany také Zivocisné genomy a vybrany

sekvence ALDH z ¢loveéka (Homo sapiens) (Tab. 21), slepice (Gallus gallus) (Tab. 22) a

ryby (Danio rerio) (Tab. 23). Jejich pojmenovani se fidi nomenklaturou z Jackson et al.,

(2011).
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Tab. 22 ALDH geny piitomné v genomu ¢lovéka. Vsechny sekvence jsou v databazi zaznacené
odpovidajicim nazvem s piedponou ,,Hum". Déle je také pro kazdou uvedeno NCBI ID téchto
proteintl.

Rodina ALDH  Nazev genu NCBI protein ID Oznaceni sekvenci v Pocet
databazi aminokyselin
Rodina 1 ALDH1A1 NP_000680.2 HumALDH1A1 501
ALDH1A2 NP_003879.2 HumALDH1A2 518
ALDH1A3 NP_000684.2 HumALDH1A3 512
ALDH1B1 NP_000683.3 HumALDH1B1 517
ALDH1L1 NP_036322.2 HumALDH1L1 902
ALDH1L2 NP_001029345.2 HumALDH1L2 923
Rodina 2 ALDH2A1 NP_000681.2 HumALDH2A1 517
Rodina 3 ALDH3A1 NP_000682.3 HumALDH3A1 453
ALDH3A2 NP_000373.1 HumALDH3A2 485
ALDH3B1 NP_000685.1 HumALDH3B1 468
ALDH3B2 NP_001026786.2 HumALDH3B2 385
Rodina 4 ALDH4A1 NP_003739.2 HumALDH4A1 563
Rodina 5 ALDH5A1 NP_001071.1 HumALDH5A1 535
Rodina 6 ALDH6A1 NP_005580.1 HumALDH6A1 535
Rodina 7 ALDH7A1 NP_001173.2 HumALDH7A1 539
Rodina 8 ALDH8A1 NP_072090.1 HumALDHB8A1 487
Rodina 9 ALDH9A1 NP_000687.3 HumALDH9A1 518
Rodina 16 ALDH16A1 NP_699160.2 HumALDH16A1 802
Rodina 18 ALDH18A1 NP_002851.2 HumALDH18A1 795
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Tab. 23 ALDH geny piitomné v pta¢im genomu Gallus gallus. Sekvence v databazi programu
jsou znaceny s piedponou ,,Gg*“ a ke kazdé je uvedeno také odpovidajici ID ze serveru NCBI.

Rodina ALDH  Né&zev genu NCBI protein ID Oznaceni sekvenci v Pocet
databéazi aminokyseli
n
Rodina 1 ALDH1A1l NP_989908.1 GgALDH1Al 509
ALDH1A2 NP_990326.2 GgALDH1A2 518
ALDH1A3 NP_990000.1 GgALDH1A3 512
ALDH1L2 XP_416314.2 GQgALDH1L2 922
Rodina 2 ALDH2A1 NP_001376401.1 GgALDH2A1 519
Rodina 3 ALDH3A2 NP_001006223.1 GgALDH3A2 490
ALDH3B1 XP_426371.2 GgALDH3B1 496
Rodina 4 ALDH4A1 NP_001239033.1 GgALDH4A1 551
Rodina 5 ALDH5A1 XP_418909.3 GgALDH5A1 548
Rodina 6 ALDH6A1 XP_004941836.1 GgALDHG6AL 538
Rodina 7 ALDH7A1 XP_424422.2 GgALDH7Al 536
Rodina 8 ALDHB8A1 XP_419732.1 GgALDHS8AL 487
Rodina 9 ALDHYA1 XP_422248.4 GgALDH9A1 579
Rodina 18 ALDH18A1  XP_025007757.1 GgALDH18A1 797
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Tab. 24 ALDH geny p¥ritomné v genomu ryby Danio rerio. VSechny sekvence tohoto
organismu jsou znaceny v databazi pfedponou ,,Dr. V tabulce je pak uvedeno také 1D ze serveru
NCBI.

Rodina ALDH  Nazev genu NCBI protein ID Oznaceni sekvenci v Pocet
databazi aminokyselin
Rodina 1 ALDH1A2 AAL26232.1 DrALDH1A1 518
ALDH1A3 NP_001038210.1 DrALDH1A2 513
ALDH1L1 NP_001185701.1 DrALDH1L1 903
ALDH1L2 XP_002661418.2 DrALDH1L2 923
Rodina 2 ALDH2A1 AAM19352.1 DrALDH2A1 516
Rodina 3 ALDH3A2 NP_997814.1 DrALDH3A2 488
ALDH3B1 NP_775328.2 DrALDH3B1 473
Rodina 4 ALDH4A1 NP_957452.1 DrALDH4A1 556
Rodina 5 ALDH5A1 XP_009290813.1 DrALDH5A1 522
Rodina 6 ALDH6A1 NP_001002374.1 DrALDH6A1 525
Rodina 7 ALDH7A1 NP_997889.1 DrALDH7A1 511
Rodina 8 ALDH8A1 NP_001004540.1 DrALDH8A1 487
Rodina 9 ALDH9A1 NP_958879.1 DrALDH9A1 508
Rodina 16 ALDH16A1  NP_001073423.2 DrALDH16A1 795
Rodina 18 ALDH18A1 NP_001077015.1 DrALDH18A1 782

4.4 Fylogenetické analyza

Byla provedena fylogeneticka analyza pro vSechny rostlinné rodiny ALDH
vyskytujici se v databazi s vyjimkou ALDH24 a ALDH19, které obsahovaly pouze jednu
sekvenci. Délka stromovych vétvi charakterizuje evolu¢ni vzdalenost mezi jednotlivymi
geny.

Rostlinna rodina ALDH?2 je velmi pocetnou zvlasté u suchozemskych rostlin a jeji
nejobsahlejsi podrodiny jsou ALDH2B, ALDH2C a ALDH2D. Mnoho zéstupct
z odd¢leni fas se vSak podobnostné pomérné lisi a fadi se tedy do samostatné rodiny
ALDH2E, typické ptevazné prave pro fasy. ALDH, jeZ nejevily zna¢nou podobnost viici
zadné z diive specifikovanych podrodin, byly zatazeny do podrodiny ALDH2F, kterou

Ize jasn€ pozorovat i na vytvoreném fylogenetickém stromé¢. (Obr. 31)
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Obr. 31 Fylogeneticky strom rodiny ALDH2 pro vybrané rostlinné zastupce. Ohodnoceni
vétvi bylo stanoveno metodou ,,bootstraping®. Cerné jsou znaéeny sekvence anotované v Brocker
et al., (2013), zelené pak ostatni zkoumané sekvence. Pro tento strom bylo vybrano jen urcité
mnozstvi suchozemskych rostlin, z divodu hojnosti gentl, jez tato rodina obsahuje. M¢fitko
odpovida evoluéni odlisnosti sekvenci (udavano Vv jednotkach poctu substituci na ast sekvence).
Pouzité zkratky: Af— Azollafiliculoides, Amt - Amborella trichopoda, At — Arabidopsis thaliana,
Cs — Coccomyxa subellipsoidea, Cv - Chlorella variabilis, ChR - Chlamydomonas reinhardtii,
Chz - Chromochloris zofingiensis, Kn - Klebsormidium nitens, Pp — Physcomitrella patens, Ps -
Picea sitchensis, Scu - Salvinia cucullata, Sf - Sphagnum fallax, Sm - Selaginella moellendorffii,
So - Spinacia oleracea, VVc — Volvox carteri, Zm — Zea mays.
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ALDH3 je dalSi velmi rozSifenou rodinou mezi suchozemskymi rostlinami, u
zastupctl fas se vSak naopak témér nevyskytuje. Pii fylogenetické analyze bylo mozné
pozorovat parovani jednotlivych rostlinnych zastupcii. Naptiklad kapradiny, mechy a
jednod€lozné 1 dvoud€lozné rostliny tvorily jasné podstromy ve struktufe stromu.
Vyjimkou byly ojedinéli zastupci z fas, kteti se piili§ nepodobali zadné se zavedenych
podrodin a jejich sekvence byly tedy zarfazeny do podrodin ALDH3L ¢i ALDH3M.
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Obr. 32 Fylogeneticky strom rodiny ALDH3 pro vybrané rostlinné zastupce. Ohodnoceni
vétvi bylo stanoveno metodou ,,bootstraping™. Cerné¢ byly oznaceny sekvence analyzované
v Brocker et al., (2013), zelené pak ostatni databazové sekvence. Stejné jako u rodiny ALDH2,
bylo pro tento strom uzito pouze ¢asti zastupci suchozemskych rostlin, z dtivodu jejich velkého

mnozstvi. Méfitko odpovida evoluéni odlisnosti sekvenci (uddvano v jednotkach poctu substituci
na ¢ast sekvence). Pouzité zkratky: Af — Azolla filiculoides, At — Arabidopsis thaliana, Kn -
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Klebsormidium nitens, Pp — Physcomitrella patens, Ps - Picea sitchensis, Sb - Sorghum bicolor,
Scu - Salvinia cucullata, Sm - Selaginella moellendorffii, Zm — Zea mays, Zom — Zostera marina.

Fylogeneticky strom rodiny ALDHS ukazuje znacnou podobnost vSech rostlinnych
zastupcl, kdy prevazuje fazeni do podrodiny ALDHSF, avSak né¢které tasy byly,
z davodu nizsi sekvencéni identity, umistény do podrodiny ALDH5G. Je mozné také
pozorovat zna¢nou odlisnost u zastupce z kapradiny Azolla filiculoides, a jelikoz i identita
této sekvence k ostatnim zastupcim podrodiny 5G byla mensi nez 60%, byla zatazena do

odli$né podrodiny nez ostatni geny.
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Obr. 33 Fylogeneticky strom pro rodinu ALDHS5. Z divodu piehlednosti je uvedeno
ohodnoceni pomoci bootstrapingu ve specialnim dendrogramu. Cerné znagené geny byly
anotovany v Brocker et al., (2013), ostatni jsou znaceny zelené. Pro konstrukci téchto konkrétnich
strom byla opét vynechana ¢ast rostlinnych zastupct, z davodu redundance. Méfitko odpovida
evoluéni odlisnosti sekvenci (udavano v jednotkach pocétu substituci na ¢ast sekvence). Pouzité
zkratky: Af — Azolla filiculoides, Amt - Amborella trichopoda, At — Arabidopsis thaliana, Cv -
Chlorella variabilis, ChR - Chlamydomonas reinhardtii, Chz - Chromochloris zofingiensis, Kn -
Klebsormidium nitens, Md — Malus domestica, Ol - Ostreococcus lucimarinus, Os — Oriza sativa,
Pp — Physcomitrella patens, Prp — Prunus persica, Pt - Populus trichocarpa, Sb — Sorghum
bicolor, Scu - Salvinia cucullata, Sf - Sphagnum fallax, SI — Solanum lycopersicum, Sm -
Selaginella moellendorffii, Zm — Zea mays.

Geny rodiny ALDH6 jsou pomémné konzervované napii¢c druhy a vétSina
rostlinnych sekvenci z databéze se tedy fadila do podrodiny ALDH6B. Kromé shlukovani
gend na zdkladé tiid jako jsou jednodé€lozné a dvoudélozné rostliny, miiZeme také
pozorovat znac¢nou odliSnost genu ALDHG6 z kapradiny Azolla filiculoides a jeho

vyc€lenéni oproti ostatnim zastupcum. Tato sekvence byla na zakladé nomenklatury, a jeji
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nizké podobnosti Kk ostatnim zastupcim podrodiny ALDH6B, zafazena do separatni
podrodiny ALDH6C. Fylogeneticky strom toto rozhodnuti podporuje. (Obr. 34)
Tree scale: 0.1
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Obr. 34 Fylogeneticky strom genti rodiny ALDH6. Ohodnoceni vétvi bylo stanoveno metodou
,.bootstraping“. Cerné jsou zna¢eny sekvence anotované v Brocker et al., (2013), zelend pak
ostatni zkoumané sekvence. Pro vyssi piehlednost byly vynechany sekvence z ur€itych
rostlinnych zastupci. Métitko odpovida evoluéni odlisnosti sekvenci (udavano v jednotkach
pocétu substituci na ¢ast sekvence). Pouzité zkratky: Af — Azolla filiculoides, Amt - Amborella
trichopoda, Ap - Auxenochlorella protothecoides, At — Arabidopsis thaliana, Cv - Chlorella
variabilis, ChR - Chlamydomonas reinhardtii, Cs — Coccomyxa subellipsoidea, Chz -
Chromochloris zofingiensis, Kn - Klebsormidium nitens, Md — Malus domestica, Os — Oriza
sativa, Pp — Physcomitrella patens, Prp — Prunus persica, Sb — Sorghum bicolor, Scu - Salvinia
cucullata, Sf - Sphagnum fallax, SI — Solanum lycopersicum, Sm - Selaginella moellendorffii, So
- Spinacia oleracea, Vc — Volvox carteri, Zm — Zea mays, Zom — Zostera marina.

Rodina ALDH7 je velmi konzervovana a vétSina zkoumanych gent se fadila mezi
zéastupce podrodiny ALDH7B. Jedinou vyznamné liSici se sekvenci byla jedna ze dvou
ALDH?7 z vinné révy, které byla zafazena do podrodiny ALDH7D v Brocker et al.,
(2013). Jeji vyclenéni je moZné pozorovat také na vzniklém fylogenetickém stromé (Obr.
35).
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Obr. 35 Fylogeneticky strom pro rodinu ALDH7. Ohodnoceni vétvi bylo stanoveno metodou
,bootstraping“. Cerné zna¢ené geny byly anotovany v Brocker et al., (2013), ostatni jsou znateny
zelené. Méfitko odpovida evoluéni odlisnosti sekvenci (udavano v jednotkach poctu substituci na
¢ast sekvence). Pouzité zkratky: Af — Azolla filiculoides, Amt — Amborella trichopoda, At —
Arabidopsis thaliana, Kn — Klebsormidium nitens, Md — Malus domestica, Os — Oriza sativa, Pp
— Physcomitrella patens, Ps - Picea sitchensis, Prp — Prunus persica, Pt - Populus trichocarpa,
Sb —Sorghum bicolor, Scu - Salvinia cucullata, Sf - Sphagnum fallax, SI - Solanum lycopersicum,
Sm - Selaginella moellendorffii, So - Spinacia oleracea, Vv — Vitis vinifrea, Zm — Zea mays, Zom
— Zostera marina.

Sekvence rodiny ALDHI10 jsou taktéz velmi konzervované a téméi vSichni jeji
rostlinni zastupci se fadili do podrodiny ALDH10A. Vyjimkou je sekvence z fasy Volvox
carteri, jez byla v Brocker et al., (2013) zatazena do podrodiny ALDH10C a jeden gen
obsazeny ve vinné réve (Vitis vinifera), jez byl z divodu odlisnosti zafazen do podrodiny

ALDH10B.
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Obr. 36 Fylogeneticky strom pro geny rodiny ALDH10. Ohodnoceni vétvi bylo stanoveno
metodou ,,bootstraping®. Cerné znaéené geny byly anotovany v Brocker et al., (2013), ostatni
jsou znaceny zelené. Pro vys$si piehlednost byly vynechany sekvence z urcitych rostlinnych
zastupct. Méftitko odpovida evolucni odlisnosti sekvenci (udavano v jednotkach poctu substituci
na ¢ast sekvence). Pouzité zkratky: Af— Azolla filiculoides, Ap - Auxenochlorella protothecoides,
At — Arabidopsis thaliana, Cs — Coccomyxa subellipsoidea, ChR - Chlamydomonas reinhardtii,
Chz - Chromochloris zofingiensis, Kn — Klebsormidium nitens, Os — Oriza sativa, Pp —
Physcomitrella patens, Ps - Picea sitchensis, Pt - Populus trichocarpa, Sb — Sorghum bicolor,
Scu - Salvinia cucullata, Sf - Sphagnum fallax, SI — Solanum lycopersicum, Sm - Selaginella
moellendorffii, So - Spinacia oleracea, V¢ — Volvox carteri, Vv — Vitis vinifrea, Zm — Zea mays,
Zom — Zostera marina.
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Vétsina genit ALDH11 z databadzovych rostlin naleZela na zakladé sekvenéni
podobnosti do podrodiny ALDH11A. Z fylogenetického stromu tedy zadny gen pfilis
nevystupuje a miizeme vidét klustrovani jednotlivych zastupcii kapradin, mecha ¢i

monokotu a dikotu.
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Obr. 37 Fylogeneticky strom rostlinnych genii rodiny ALDH11. Ohodnoceni vétvi bylo
stanoveno metodou ,,bootstraping®. Cerné znaéené geny byly anotovany v Brocker et al., (2013),
ostatni jsou znaCeny zelené. Pro vyssi prehlednost byly vynechany sekvence z urcitych
rostlinnych zastupci. Métitko odpovida evoluéni odlisnosti sekvenci (udavano v jednotkach
poctu substituci na Cast sekvence). Pouzité zkratky: Af — Azolla filiculoides, At — Arabidopsis
thaliana, Cs — Coccomyxa subellipsoidea, Cv - Chlorella variabilis, ChR - Chlamydomonas
reinhardtii, Chz - Chromochloris zofingiensis, Kn — Klebsormidium nitens, Os — Oriza sativa, Pp
— Physcomitrella patens, Pt - Populus trichocarpa, Sb — Sorghum bicolor, Scu - Salvinia
cucullata, Sf - Sphagnum fallax, So - Spinacia oleracea, V¢ — Volvox carteri, Zm — Zea mays.
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Vsechny sekvence rodiny ALDHI12 jsou zna¢né konzervované a fylogeneticky
strom této rodiny je tedy pomérné rovnomérné rozloZzeny. Lze opét pozorovat shlukovani

jednotlivych rostlinnych tfid a odd€leni uvniti stromu.
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Obr. 38 Fylogeneticky strom pro rodinu ALDH12. Ohodnoceni vétvi bylo stanoveno metodou
,bootstraping“. Cerné znaéené geny byly anotovany v Brocker et al., (2013), ostatni jsou znadeny
zelené. Méfitko odpovida evolucni odlisnosti sekvenci (udavano v jednotkach poctu substituci na
¢ast sekvence). Pouzité zkratky: Af — Azolla filiculoides, Amt — Amborella trichopoda, Ap -
Auxenochlorella protothecoides, At — Arabidopsis thaliana, Cs — Coccomyxa subellipsoidea, Cv
- Chlorella variabilis, ChR - Chlamydomonas reinhardtii, Chz - Chromochloris zofingiensis, Kn
— Klebsormidium nitens, Md — Malus domestica, Ol - Ostreococcus lucimarinus, Os — Oriza
sativa, Pp — Physcomitrella patens, Prp — Prunus persica, Pt - Populus trichocarpa, Sb — Sorghum
bicolor, Scu - Salvinia cucullata, Sf - Sphagnum fallax, SI — Solanum lycopersicum, Sm -
Selaginella moellendorffii, So - Spinacia oleracea, V¢ — Volvox carteri, Vv — Vitis vinifrea, Zm
— Zea mays, Zom — Zostera marina.
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Rodinu ALDHI18 databazovych sekvenci mizeme rozdélit do dvou podrodin
ALDHI18B a ALDHI18D. Vétsina tas byla zafazena do podrodina ALDH18D z diivodu
vysoké odliSnosti. To mizeme pozorovat i na vysledném fylogenetickém stromé, kde se
zéastupci podrodiny ALDH18B shlukuji, a naopak u sekvenci z fas dochazi k vychyleni

vzhledem k ostatnim gentim.
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Obr. 39 Fylogeneticky strom pro rodinu ALDH18. Ohodnoceni vétvi bylo stanoveno metodou
,.bootstraping®. Cerné znagené geny byly anotovany v Brocker et al., (2013), ostatni jsou znateny
zelené. Pro vyssi piehlednost byly vynechany sekvence z ur€itych rostlinnych zastupct. Métitko
odpovida evoluéni odlisnosti sekvenci (udavano v jednotkach poctu substituci na ¢ast sekvence).
Pouzité zkratky: Af— Azollafiliculoides, Amt— Amborella trichopoda, At — Arabidopsis thaliana,
Cs — Coccomyxa subellipsoidea, Cv - Chlorella variabilis, ChR - Chlamydomonas reinhardtii,
Chz - Chromochloris zofingiensis, Kn — Klebsormidium nitens, Pp — Physcomitrella patens, Ps -
Picea sitchensis, Sh — Sorghum bicolor, Scu - Salvinia cucullata, SI — Solanum lycopersicum, Sm
- Selaginella moellendorffii, So - Spinacia oleracea, VVc — Volvox carteri, Zm — Zea mays.
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Zastupci rodiny ALDH21 se vSichni fadily do jedné podrodiny a fylogeneticky
strom téchto gent neobsahuje ptiliSné odchylky. Lze pozorovat pouze mirné vyclenéni
sekvenci z kapradin. U stromu gend rodiny ALDH23, mizeme naopak vidét jasné

oddéleni podrodiny ALDH23B z plavuné Selaginella moellendorffii od nizsich zastupcu.

(Obr. 40)
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Obr. 40 Fylogenetické stromy pro rodiny ALDH21 a ALDH23. Ohodnoceni vétvi bylo
stanoveno metodou ,,bootstraping®. Cerné znaéené geny byly anotovany v Brocker et al., (2013),
ostatni jsou znaceny zelené. Mefitko odpovida evoluéni odlisnosti sekvenci (udavano
Vv jednotkach poctu substituci na ¢ast sekvence). Pouzité zkratky: Af — Azolla filiculoides, Cb —
Chara braunii, Cs — Coccomyxa subellipsoidea, Kn — Klebsormidium nitens, Pp — Physcomitrella
patens, Sc - Syntrichia caninervis, Scu - Salvinia cucullata, Sf - Sphagnum fallax, Sm -
Selaginella moellendorffii, Sr - Syntrichia ruralis.

V rodiné ALDH22 se vétSina geni suchozemskych rostlin fadi do podrodiny
ALDH22A. Naopak sekvence zfas byly, kvuli své odliSnosti, zafazeny do nové
podrodiny ALDH22B. Tyto rozdily lze také sledovat pomoci fylogenetického stromu,

jehoz struktura odpovida zvolené nomenklatuie. (Obr. 41)
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Tree scale: 0.1 L——1

Obr. 41 Fylogeneticky strom geni rodiny ALDH22. Ohodnoceni vétvi bylo stanoveno
metodou ,,bootstraping®. Cerné znatené geny byly anotovany v Brocker et al., (2013), ostatni
jsou znaceny zelené. Mé&fitko odpovida evoluéni odlisnosti sekvenci (udavano v jednotkach poctu
substituci na ¢ast sekvence). Pouzité zkratky: Af — Azolla filiculoides, Amt — Amborella
trichopoda, Ap - Auxenochlorella protothecoides, At — Arabidopsis thaliana, Cs — Coccomyxa
subellipsoidea, Cv - Chlorella variabilis, ChR - Chlamydomonas reinhardtii, Chz -
Chromochloris zofingiensis, Kn — Klebsormidium nitens, Md — Malus domestica, Ol -
Ostreococcus lucimarinus, Os — Oriza sativa, Ps - Picea sitchensis, Prp — Prunus persica, Pt -
Populus trichocarpa, Sb — Sorghum bicolor, Scu - Salvinia cucullata, Sf - Sphagnum fallax, SI —
Solanum lycopersicum, Sm - Selaginella moellendorffii, So - Spinacia oleracea, V¢ — Volvox
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carteri, Vv — Vitis vinifrea, Zm — Zea mays, Zom — Zostera marina.
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5. Diskuse

Ve zkoumanych rostlinnych zastupcich bylo identifikovdno mnoho gent
nalezejicich do rodiny ALDH2. Obecné je jednoduché sledovat trend, Zze dochazelo
k velkému rozmachu této rodiny s pifechodem rostlin na sous, jelikoZz zkoumané
suchozemske rostliny obsahovaly zpravidla velké mnozstvi zastupcu této rodiny, pii¢emz
u niz8ich rostlin jakymi jsou fasy, se vyskytovaly maximalné dvé sekvence, které nalezely
mezi ALDH2. U suchozemskych rostlin byly z velké ¢asti nalezeny pouze sekvence genti
fadicich se do podrodin ALDH2B, kterd obsahuje mitochondrialni ALDH, metabolizujici
acetaldehydy, a ALDH2C, ktera je podrodinou cytosolickych enzymt. Vyjimku tvofila
kapradina Azolla filiculoides, jez kromé¢ téchto dvou nejpocetnéjsich podrodin obsahovala
také sekvenci s nizkou identitou K ostatnim, tvofici tak novou podrodinu, oproti
ustanovené nomenklatuie v Brocker et al., (2013), ALDH2F. Tato podrodina vznikla
nejspise jiz u fas, na zakladé diverzifikace sekvenci, kviili nutnosti adaptace na urcity
substrat ¢i metabolickou drahu. Tato potieba nejspise vymizela u vétsiny suchozemskych
rostlin a sni i tato podrodina. V fasach se z pravidla vyskytovaly pouze sekvence
z podrodiny ALDH2B nebo ALDHZ2E, specifikované v Brocker et al., (2013) u zéastupce
Chlamydomonas reinhardtii. N¢které, jako Chromochloris zofingiensis a Klebsormidium
nitens, vsak obsahovaly geny s podobnosti nizsi nez 60% k ostatnim zastupciim téchto
podrodin a byly také zafazeny do podrodiny ALDH2F. Genomy fas Chara braunii a
Ostreococcus lucimarinus neobsahovaly zadné zastupce rodiny ALDH2.

Rodina ALDHS3 je velmi diverzifikovanou rodinou, ktera obsahuje Sest znamych
podrodin (Brocker et al., 2013). Je také evolu¢né velmi zachovala a u suchozemskych
rostlin se vyskytuje v hojném zastoupeni. VSechny zkoumané rostliny obsahovaly
sekvence z rodiny ALDH3 naleZejici do znamych rostlinnych podrodin, popsanych
v Brocker et al., (2013). U tas vSak z velké ¢asti tato rodina chybi, byla identifikovana
pouze u tii zastupct tohoto oddéleni, a to Chara braunii, Ostreococcus lucimarinus (u
obou chybi rodina ALDH2) a Klebsormidium nitens. Zadna z téchto sekvenci nejevila
vysokou identitu se znamymi rodinami a byly roztazeny do novych podrodin ALDH3L a
ALDH3M. Sekvence z Ostreococcus lucimarinus byla navic ve Stiti et al., (2021)
zatazena mezi ALDH3A, ptestoze tato podrodina obsahuje pievazné zivocisné geny. Na
zaklad¢é tohoto pozorovani, mizeme vyvodit, Ze teorie, ktera fika, ze k diverzifikaci a
expanzi i této rodiny, doslo az pfi adaptaci vodnich rostlin na suchozemské podminky

(Brocker et al., 2013), bude nejspise pravdiva.
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Jelikoz hraji geny rodiny ALDHS dulezitou roli v procesu metabolismu GABA,
neni piekvapivé, Ze alespont jednu sekvenci této rodiny obsahovala kazdd zkoumana
rostlina. Vyjimku tvofil pouze nahosemenny smrk (Picea sitchensis), kde ALDH5 chybi.
Tato rodina je pomérn¢ konzervovana, a tak se vétSina genti suchozemskych rostlin fadi
mezi ALDH5F. Genom kapradiny Azolla filiculoides, obsahoval tfi sekvence této rodiny.
Spole¢né se zastupcem podrodiny ALDHSF vsak obsahoval také dalsi sekvence, s nizkou
podobnosti, které byly zafazeny do nové podrodiny ALDHSH. I fasy obsahovaly
pfevazné zatupce podrodiny ALDHSF. Avsak vyskytly se také sekvence s vysokou
podobnosti viéi nové ALDH podrodiné anotované v Brocker et al., (2013) u zastupce
Chlamydomonas reinhardtii, a to ALDH5G. Ta byla identifikovana u tas Chlorella
variabilis a Chromochloris zofingiensis. Na zakladé¢ nomenklatury ze Stiti et al., (2021)
byla ALDHS5 z tasy Ostreococcus lucimarinus zafazena mezi geny ALDHS5A, i kdyz se
opét jedna o podrodinu specifickou pievazné pro zivocisnou fisi.

VétSina zkoumanych rostlinnych zastupct obsahovala také geny rodiny ALDHO,
které vSechny sdilely pomé&rné vysokou identitu (vétsi nez 60%) a naleZely tedy také do
stejné podrodiny, ALDH6B. Vyjimku zde tvoiila opét kapradina Azolla filiculoides, kde
krom¢& zastupce podrodiny ALDH6B, byla identifikovana také sekvence s nizkou
identitou vuc¢i vSem ostatnim zkoumanym sekvencim a byla tedy zatfazena jako zastupce
nové podrodiny ALDH6C. Geny ALDH6 nebyly obsazeny Vfase Ostreococcus
lucimarinus a smrku Picea sitchensis.

JakoZto sekvence vysoce konzervované rodiny, se geny ALDH7 ve vSech
zkoumanych rostlinach tadily do podrodiny ALDH7B, a kromé v pfedchozi studii
zkoumane Vitis vinifera, zadna rostlina neobsahovala geny podrodiny ALDH7D. Bylo
také pozorovano, ze vétsina fas, s vyjimkou Klebsormidium nitens, zastupce této rodiny
neobsahuje, coz bylo stanoveno také v predchozi studii Brocker et al., (2013), kde rodina
chybéla v genomu fasy Chlamydomonas reinhardtii a spekulovalo se, o nahodné deleci
gend, ¢i evoluénim tlaku, ktery by zapficinil vymizeni této rodiny u fas (Brocker et al.,
2013).

Zastupci rodiny ALDH10 se vyznacuji vysokou homologii a ve v§ech zkoumanych
rostlinach, kromé tasy Chlorella variabilis, kde geny této rodiny chybély, byly tyto
sekvence zafazeny mezi podrodinu ALDH10A. Ackoli v Brocker et al., (2013) byly
identifikovany také dalsi podrodiny jako ALDHI10B, nalezena u vinné révy (Vitis

vinifera), ¢i ALDH10C u valece (Volvox carteri), zadny zde zkoumany rostlinny zastupce
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nejevil podobnost k t¢émto podrodinam, ¢i dostate¢né nizkou podobnost k sekvencim
ALDH10A, aby bylo mozné geny roziadit jinak.

Kazda suchozemska rostlina obsahovala zastupce rodiny ALDHI11. VSechny
sekvence sdileli velmi vysokou identitu (vys$si nez 70%) a fadily se tedy jednozna¢né do
podrodiny ALDHI11A. Genomy fas na tom byly podobné¢, avsak Auxenochlorella
protothecoides a Chara braunii, se vyznaCovaly nepfitomnosti genli této rodiny.
Podrodina ALDH11B, znama z Brocker et al., (2013), kdy byly jeji geny identifikovany
v genomu vinneé révy (Vitis vinifera), nebyla nalezena u zadné dalsi zkoumané rostliny.

Siln¢ konzervovanou rostlinnou rodinou ALDH je ALDHI2, ktera se zpravidla
vyskytuje v kazdém rostlinném zastupci a vSechny sekvence zkoumanych rostlin se na
zaklade¢ vysoké identity fadily pouze do jedné podrodiny ALDHI12A. Musi tedy existovat
silny evoluéni tlak pro zachovani funk¢nosti této rodiny. Proto je ptekvapivé, Ze tato
rodina chybéla v fase Chara braunii a smrku Picea sitchensis. U zminéné fasy se mize
jednat o ndhodnou deleci genu, ¢i nepfitomnost z divodu Spatné sekvenace genomu.
Naopak u smrku to mize byt néco piiznaéného pro nahosemenné rostliny, nebo opét se
jednat o nahodnou deleci, jelikoz vice nahosemennych rostlin jsem v této praci
nezkoumal.

Sekvence rodiny ALDHI18 jsou taktéz pomérn¢ konzervované a vyskytovaly se
témét v kazdé zkoumané rostling, s vyjimkou fasy Chara braunii. Na zaklad¢ identity
sekvenci, lze vétSinu rostlinnych zéastupcii této rodiny zatadit do jeji nejpocetné;jsi
podrodiny ALDHI8B. Vyjimku tvoii nékteré fasy, a to Chlorella variabilis,
Chromochloris  zofingiensis, Auxenochlorella  protothecoides a Coccomyxa
subellipsoidea, které, spole¢né s Chlamydomonas reinhardtii, kterd4 byla analyzovana
v Brocker et al., (2013), se fadi do nové podrodiny ALDH18D, specifické pro oddéleni
fas.

Rodina ALDH21 byla nalezena pouze u nékterych fas, mechd a kapradin, kdy
vSechny jeji sekvence byly fazeny do podrodiny ALDH21A. Tyto vysledky souhlasi
S tvrzenim, Ze se tato rodina vyskytuje pfevazné u nizSich rostlin. Podobné se hovoii o
rodin¢ ALDH23, ta byla vSak zastoupena pouze u zkoumaného mechu Sphagnum fallax,
podobné¢ jako v Physcomitrella patens, jehoz ALDH byly dfive identifikovyny v Brocker
et al., (2013), a fas Chara braunii a Klebsormidium nitens. Vsechny byly opét fazeny do
jediné podrodiny ALDH23A.

Rodina ALDH22, o které se v minulosti myslelo, Ze je specificka pro vyssi rostliny

byla identifikovana téméf v kazdé zkoumané rostlin€. Na zaklad¢ identity sekvenci byla

75



tato rodina rozdé€lena na dvé podrodiny ALDH22A, mezi jejiz zastupce se fadi prevazné
sekvence s vyssich rostlin, a ALDH22B, ktera je specificka pro zastupce z fas a byla
identifikovana jiz v Brocker et al., (2013) u fasy Chlamydomonas reinhardtii.

Na zakladé téchto zjisténi pak byla vytvotfena databaze pro nasi webovou aplikaci,
Kterd je s jeji pomoci schopna pritadit sekvence ALDH do rodin a podrodin. Pro realizaci
webového rozhrani byla vybrana kombinace jazykt PHP a JavaScript, jelikoz jazyk PHP
byl pivodné vytvofen specialné pro programovani webovych stranek, je k dispozici
zdarma a bez licen¢nich omezeni na vétSinu nastroju a usnadiiuje mnohé interakce, které
byly pro funkénost webu PAFF podstatné, jako tieba prace s MySQL databazi. JavaScript
doplnuje funkénost PHP na strané uzivatele (v prohlize¢i) a umoznuje strance chovat se
dynamicky bez nutnosti se znovu nacitat (AJAX). Alternativou k programovacimu
jazyku PHP, je licen¢n¢ vyrazné striktn&jsi platforma .NET, pfipadné podobné limitovana
Java. Vyhodou PHP oproti .NET a Javé je vSak niz$i naro¢nost na zdroje, snadné
zvladnuti jazyka, Siroké rozsifeni na fadé mensich, stiednich i velmi velkych projektu,
pIn& podpora objektové orientovaného programovani a také existence fady uziteénych
knihoven. Dale je vyhodou rozsahla podpora v podobé dokumenetace i komunity, a tedy

i hledani feSeni urcitych problémi pti implementaci, je ¢asto snadnéjsi.
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6. ZAVER

Vytvoftil jsem webové rozhrani s nazvem PAFF (Plant ALDH Family Finder), které
je schopné rozpoznat sekvence nalezejici do nadrodiny ALDH a urcit jejich zatazeni do
rodin, na zékladé prohledavani vlastni databaze znamych sekvenci. Tato databaze byla
sestavena ze sekvenci ALDH dvaceti sedmi genomt rostlin a tfi zivo¢iSnych genomti.
Pfi¢emz zastoupeni rostlin pokryva jak jednodé¢lozné, tak dvoudélozné zéastupce vysSich
rostlin a databaze osahuje také kapradiny, mechy i fasy.

Na zdklad¢ identifikace rostlinnych ALDH uloZenych v databazi je mozné
pozorovat expanzi nadrodiny ALDH u suchozemskych rostlin oproti niz§im rostlindm
jako jsou napiiklad fasy. Mimo to byly tyto sekvence rozfazeny do rodin a podrodin,
pticemz byly nalezeny také nové podrodiny, z divodu nizké homologie nékterych gent
ALDH. Ty byly nazvany ALDH2F, ALDH3L, ALDH3M, ALDH5H a ALDHG6C.

Spréavnost zvolené nomenklatury byla ovéfena pomoci fylogenetické analyzy.
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