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Abstrakt:

Tato bakalarskd prace predstavuje souCasné poznani velikosti genomu u protist se
zaméfenim na popis a srovnani jednotlivych metod, které byly k feSeni dané problematiky
pouzité. Velikost genomu je znak charakteristicky pro vSechny zivé organismy a zminény jsou
i dalsi fyziologické znaky, které s velikosti genomu souvisi. Z metod je nejvétsi diraz kladen
na pritokovou cytometrii, ktera je povazovana za spolehlivou a v soucasnosti poskytuje nejvice
dat o velikosti protistnich genomt. Krom pritokové cytometrie je zminén pifinos
celogenomového sekvenovani k poznani velikosti protistnich genomi. Problémy se stanovenim
velikosti protistnich genomt pak vyplyvaji z heterogenity protist jako studované skupiny a
z nesjednocenych postupli v ramci jednotlivych metod, které ztézuji ptipadné porovnavani.
Protista jsou v ramci prace hodnocené jako nedostatecné prostudovana skupina, v rdmci, které
variuje velikost genomu pfiblizné 200 000%. V zavéru prace je v€novan prostor pro popis

souCasnych poznatkti o velikosti genomu relativné prostudovanych skupin portist.

Klicova slova: velikost genomu, C-hodnota, protista, pritokova cytometrie, celogenomové

sekvenovani, pulzni gelova elektroforéza, Feulgenova denzitometrie, mikrospektrofotometrie



Abstract:

This bachelor's thesis presents the current knowledge of the size of the genome in
protists with a focus on the description and comparison of individual methods that were used
to solve this issue. Genome size is a characteristic trait of all living organisms and other
physiological features related to genome size are also mentioned. Of the selected methods, the
greatest emphasis is placed on the flow cytometry, which is considered reliable and currently
provides the most data on the size of protist genomes. In addition to flow cytometry, the
contribution of whole genome sequencing to understanding the size of protist genomes is
mentioned. Problems with estimating the size of protist genomes results from the heterogeneity
of protists as a study group and from the non-uniform procedures within individual methods,
which make possible comparisons difficult. Protists are evaluated in the work as an
insufficiently studied group, within which the size of the genome varies by approximately
200,000x%. The conclusion of the thesis summarizes the current knowledge about the genome

size of relatively studied groups of protists.

Key Words: Genome size, C-value, Protists, Flow cytometry, whole-genome sequencing,

pulsed field gel electrophoresis, Feulgen densitometry, microspectrophotometry



Seznam pouZitych zkratek

DNA = deoxyribonukleova kyselina

RNA = ribonukleové kyselina

PI = propidium jodid

EB = ethidium bromid

DAPI = 4’,6-Diamidin-2-fenylindol

EDTA = ethylendiamintetraoctova kyselina

HEPES = 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
Tris = Trisaminomethan

MOPS = 3-(N-morfolino)propansukfonova kyselina
PFGE = pulzni gelova elektroforéza

OLC = overlap/layout/consensus



A W N R

UVOU .ttt ettt et s et et s et et eae et et ae et et ese et et eae et et ene et et eae et etene et etese et etenseseras 1
VEITKOST SENMOMU 1ttt s 2
Protista jako modelova skupin........ccooeeeeiiii 3
Metody vyzkumu velikosti 8ENOMU ......ccoeviiiiiiiii 5
4.1 Vo] o)V [ eiVi o] 0= i o YU RPPRR 5
41.1 Vybér a pFiprava materialU........ccoeeeiiiii 5
4.1.2 FIXACE VZOTKU 1.ttt ettt ettt s 6
4.1.3 1ZOIACE JAART oo 7
4.1.4 1ZOIaCNT PUTTY oo 7
4.1.5 SekUNAArNT MEtADOIILY . .uueeeeieiii s 8
4.1.6 Barveni DNA ...ttt ettt e st e e s e s e s s e e s eeeeean 8
4.1.7 VYD standardu .....cceeeeeeeeeeceee e, 9
4.1.8 ANAIYZA VZOIKU oo 10
4.1.9 Stanoveni VeliKOSti EEBNOMU .......uuuieiiiiiiii s 11
4.2 Mikrospektrofotometrie......ccccoe i 12
4.3 Feulgenova denzitometrie .......ccccoo oo 13
4.4 CelogenNoMOVE SEKVENOVANI .....uuuueiiiiiii s 14
44.1 Izolace DNA a pfiprava knihovny.........ccccc 14
4.4.2 SEKVENOVANI. ...ttt st 15
443 RT3 = V7T Y =<1 1o o 41U 1 16
4.4.4 Sekvenalni Projekty Protist.. ..o 17
4.5 Pulzni gelova elektroforéza........cccccoiiiiiiiiii 18
4.5.1 PHPrava VZorkQ Pro PFGE......ooociiiiiiiiiiieiee ettt ettt e e e e e eaara e e e e e e e eanareeees 18
4.5.2 Podminky béhu elektroforézy ........ccccooiiiiii 19
45.3 Velikostni Markery .....cooooeeeeeeeeeeeee 20
4.5.4 Shrnuti UZiti PFGE V rAMCE ProtiSt ......uueeeee e 20
4.6 OStAtNT MELOAY . ..uueiiiiiiiiiii e nnnan 21
4.6.1 Kvantitativni real-time -PCR ......coouiiiiiiieee ettt 22
4.6.2 Reasocialng KiNetiKa........cooiiuiiiiiiiie e 22
4.6.3 Difenylaminova reakCe. ..o 23
4.6.4 DiaminObENZOOVA rEAKCE ... ...uiiiiiiiiii ettt e e e 23
VelikoSt GENOMU U PrOTIST ....uuuuiiiiiiiiii e nan 24
5.1 STUAOVANE TAXONY ..utitiitiiiiiiiiiiiiiiii e annn i nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 25

5.1.1 200727 Y VRSN 25



BuL.2  KFASIVKY wereveeeeeeeeeeeeeee et eeee e eeee e e eteeeee s eee e s et e eeeeeeeeeee e eeeeseet e neeeseeseeeeeenreeeaes 25

5.1.3 (0] o o =T 0] 25
5.1.4 Haptofyta. oo 26
5.1.5 (01511 o | TP PP PPPPPPPP 26

5.2 Souvislosti s fyziologickymi vlastnostmi protisty.......cccceeeeeeieiiiiiiiiiiiiciccccccc 26

SR 4 1V - OO PP PP TP PP PPPTN 27

7 SezNam POUZIE lIEEIATUIY .oveiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiee et eeete ettt et ee et e eeeeeeeeeeeseseeeesaeeeeeeeseesseesesesssssnssesnernnes 29



1 Uvod

Védecka spole¢nost se velikosti genomu, charakteristickému znaku pro vSechny zivé
organismy, zabyva jiz 70 let (Swift, 1950). Za tu dobu byla popsana tada fyziologickych
parametrt, které s velikosti genomu néjak souvisi jako naptiklad velikost bun¢k ¢i rychlost
bunééného déleni. Tyto parametry mohou mit velky dopad na ekologii organismu (Beaton and
Cavalier-Smith, 1999; Gregory, 2001). Za dobu studia tohoto fenoménu bylo dosazeno
relativné Sirokého poznani o velikosti genomu u rostlin a zivocichti (Gregory, 2005). Ve
srovnani s tim, popisuji studie o velikosti genomu v rdmci protist jen zlomek diverzity, ktera
teprve ¢eka na odhaleni. Pravé protistni diverzita vSak dle dosavadnich poznatkii zahrnuje
nejvetsi popsané rozmezi ve velikosti genomu 2 Mbp -680 000 Mbp (Corradi et al., 2010; Friz,
1968).

Protista pfedstavuji uméle vytvoienou skupinu, zahrnujici jednobunécna eukaryota.
Jedna se tak o velice riznorodou skupinu organismil, kde jednotlivé linie vyZaduji rozdilné
piistupy. Jednobunécnost protist vyplyvajici z jejich definice, je tedy jednim z mala problémi,
ktery 1ze zobecnit (Simpson and Eglit, 2016; Cavalier-Smith, 1980). Cilem této prace je tedy
popsat uskali spojena se studiem jednobunécnych eukaryot a zaroven ptedstavit soucasné
poznatky o velikosti genomu ve skupinach, v ramci, kterych byl obsah DNA v bunkach
studovan.

Pro stanoveni velikosti genomu bylo od 50. let minulého stoleti pouzito mnoho metod,
uzivajicich rozdilnych pfistupti (Dolezel and Greilhuber, 2010). V pocatcich se jednalo
piedevsim o cytochemické metody jako napiiklad metody reasocia¢ni kinetiky (Rawson, 1975),
¢i stanoveni obsahu DNA na zédklad¢ reakci s diaminobenzoovou kyselinou (Thomas and
Farquhar 1978) nebo s dyfenilaminem(Burton, 1968). Nasledné zapocal rozvoj cytometrickych
metod jako Feulgenova denzitometrie nebo rtizné variace mikrospektrofotometrickych metod
(Hardie et al., 2002). Uziti téchto metod vSak bylo utlumeno s vzestupem pritokové cytometrie,
kterd je jako ziejmé nejvhodnéjsi technika pro studium velikosti genomu hojné uzivana dodnes
(Dolezel et al., 1998). Krom téchto metod byla ke studiu velikosti genoml zapojena i
modifikovand metoda elektroforézy (Herschleb et al., 2007). Zaroven pak v soucasnosti veliké
mnozstvi dat o velikosti genomu pfinesla technika celogenomového sekvenovani (Ekblom &
Wolf, 2014; Sibbald & Archibald, 2017). Dal§im cilem této prace je sumarizace poznatkli o

uziti riznych metod k stanoveni velikosti genomu u protist a srovnani jednotlivych ptistupti.



2 Velikost genomu

Velikost genomu je charakteristickym znakem pro vSechny zivé organismy. Piestoze se
veédecka pozornost n¢kolika poslednich desetileti soustiedi na kvalitativni popis genomu (tj.
pritomnost konkrétnich alel danych genti, pocet kopii jednotlivych lokust apod.), neméné
vyznamna je i jeji kvantitativni stranka (Cavalier-Smith, 2005). Mnozstvi jaderné DNA je
uvadéna pomoci C hodnoty (Swift, 1950) a vyjadiuje velikost haploidniho genomu organismu,
s obvykle n po¢tem chromozomi (Greilhuber, 2005). Velikost genomu je udavana v poctu bazi
part (bp, Mbp, Gbp) nebo v jednotkach hmotnosti (pg). Pro prevod mezi témito jednotkami
plati, Ze 1 pg je pfiblizné€ roven 978 Mbp (DolezZel, 2003).

Obsah DNA napfi¢ eukaryotickou diverzitou variuje zhruba 200 000x (Gregory, 2001).
Velikost genomu pfitom vSak neodpovida komplexité organismu a nesouvisi s potem protein
kodujicich genti (tzv. C-value paradox; Mirsky & Ris, 1951; Thomas, 1971). PfestoZe od doby
popsani tohoto problému uplynulo jiz 50 let, stale nepanuje shoda v teorii, kterd by tento
fenomén vysvétlovala. Gregory ( 2001) navrhované teorie rozd¢lil na teorie mutacniho tlaku,
které se zamétuji predevsim na zpisob akumulace nadbyte¢né DNA a na teorie optimalni DNA,
studujici predevsim korelace s fenotypovymi znaky na bunécné trovni.

Mezi teorie mutacni tlaku patii teorie sobecké DNA (Doolittle & Sapienza, 1980) a
teorie junk DNA (Ohno, 1972). Ty nam fikaji, Zze velké a pomalu se dé€lici buiitky mohou
tolerovat narast obsahu nekddujici DNA (1980; Orgel & Crick, 1980). Tento narist hodnoty je
pritom dle zastanci teorie junk DNA (Pagel & Johnstone, 1992) zptlisoben kontinualné
pusobicim muta¢nim tlakem pro akumulaci DNA. Nezohlednu;ji ptfitom zadny vliv selekce na
velikost genomu (Beaton & Cavalier-Smith, 1999).

Teorie optimalni DNA lze dle Gregory (2001) rozdélit dale na zdkladé odivodnéni
bunéénych korelaci na koevolu¢ni a pticinné. Nukleoskeletalni teorie zdiraznuje koevoluci
velkych genomi ve velkych bunikach, které je zapotiebi pro udrzeni efektivniho transportu mezi
j&drem a cytoplasmou (Beaton & Cavalier-Smith, 1999). Nukleotypova teorie (Gregory, 2001;
Bennnett, 1971) naproti tomu pfisuzuje genetické informaci tzv. nukletypovou funkei, pomoci
které ptimo limituje minimalni velikost bunky.

K samotnym zméndm ve velikosti genomu piispivd nejcastéji polyploidizace,
transponovatelné elementy a amplifikace nebo delece repetitivni DNA (Bennetzen, 2005;
Kidwell, 2002). Polyploidizace je popisovdna jako mechanismus vedouci ke skokovym
zménam velikosti genomu. Dochazi pomoci ni k zmnoZeni celé sady chromozomt, a proto

vysledna velikost polyploidniho genomu odpovid4d nasobku ptivodniho genomu. Disledkem



polyploidizace se tak mtlize i v ramci blizce ptibuznych druhti velikost genomu dramaticky lisit
(Wendel, 2000). Transponovatelné elementy jsou ¢asti genomu, které jsou schopné autonomné
v ramci genomu meénit svou pozici a replikovat se. Dle zplisobu transpozice je 1ze délit na tzv.
kopirovat-vlozit transpozomy . tfidy (retrotranspozomy) a vysttihnout-vlozit transpozomy II.
tiidy, které nejsou tak casté (Finnegan, 1989). Predevsim hromadici se transpozomy I.tfidy
mohou byt pfi¢inou velkych genomu (Kidwell, 2002).

Kromé kodujici funkce DNA je nutné zminit i zdsadni vliv mnozstvi DNA v buiice. Jako
nejcastéj$i pozitivni souvislost s velikosti genomu je uvadéna velikost bunck. Praveé ta pak
v nékterych skupindch mnohobunéénych organismii ovlivituje i velikost celého téla (Gregory,
2005). Velikost genomu byla rovnéz dana do souvislosti s pravidly pro vztah mezi velikosti
organismu a teplotou prostiedi (Hessen et al., 2013).V rdmci této prace byla vSak prave teplota
jmenovana jako faktor, ktery ovliviiuje moznost akumulace DNA a v dusledku ¢ehoz dochazi
k zvétSeni objemu buniky. Dale pak byla popsana negativni korelace mnozstvi DNA s rychlosti
metabolismu (Knight et al., 2005). Stejn¢ tak byla detekovana negativni korelace velikosti
genomu a meitockého i1 mitotického déleni (Gregory, 2001; Bennett, 1972) V navaznosti na
rychlost bunééného déleni byla popsana i negativni korelace velikosti genomu a rychlosti

vyvoje organismu (Gregory, 2005).

3 Protista jako modelova skupin

Protista jsou jednou z nejvétSich a nejdiverzifikovangjSich skupin organismi vibec
(Obr. 1). Riznorodost protist je vSak do velké miry dand tim, Ze se jedna o uméle vytvoienou
skupinu, zahrnujici vSechna jednobunécna eukaryota, bez ohledu na jejich fylogenetickou
prislusnost. Jak jiz z definice vyplyva, jejich nejvyraznéjSim znakem oproti mnohobunéénym
organismum je pfitomnost zpravidla jedné buiiky. Diky své jednobunécnosti mohou protista
dosahovat kratké generacni doby ¢i velkych populacnich hustot (Lynch and Conery, 2003;
Ribeiro et al., 2013; Simpson and Eglit, 2016),coz z nich ¢ini zajimavou modelovou skupinu
pro studium nejrizngjSich evolu¢nich otazek (Cavalier-Smith, 1980). Jedina vychozi buika
protist s sebou ale nese 1 fadu komplikaci pfi jejich studiu. Protista ptfitom vykazuji obrovskou
variabilitu ve velikosti genomu, od miniaturnich genoma parazitickych mikrosporidii
s velikosti 2,3 Mbp (Corradi et al., 2010) az po améby s genomy velkymi tidajné az 680 000
Mbp (Friz, 1968). Tento rozsah ve velikosti genomu je dokonce nejvétsi zaznamenany napftic
vSemi skupinami organismil (Obr. 2), pfestoze je velikost genomu u protist jen velmi malo

prostudovana.
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Obr. 1: Fylogeneticky strom eukaryot. VSe kromé modre vyznacenych linii spada
do skupiny jednobunécnych eukartyot (Pfevzato a upraveno z Keeling & Burki,
2019)
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Nedostatek dat o velikosti genomu u protist je zapii¢inén nékolika divody. Vzhledem
k jiz zminované jednobunécnosti byva jednim z nejzasadnéjSich problémi ziskani potiebného
mnozstvi materialu pro dané analyzy. Studovany vzorek je proto nej¢astéji namnozen pomoci
kultivace v kultivacnim médiu (Mazalova et al., 2011). Z kultur je biomasa nasledn¢ odebrana
nejdast&ji v exponencialni fazi ristu. Idedlni hustota bunék je udavana 1x10°-107 bunék/ml, lisi
se vSak dle uzité¢ metody. Veliké mnoZzstvi materidlu je tfeba zejména pfi pritokové cytometrii.
V kontrastu s tim uziti Feulgenovy denzitometrie nebo mikrospektrofotometrie vyzaduje fadu
desitek az stovek bunck (Hardie et al., 2002). Vyjimecné lze tento kultivaéni krok obejit
analyzou vzorku z geneticky uniformniho vodniho kvétu (Figueroa, 2010). Dalsi komplikace
pfi studiu velikosti genomu protist souvisi s jejich heterogenitou. Zejména pak pti izolaci DNA
z bunék nebo béhem barveni pfimo v buiikéch, je tfeba brat zfetel na riznorodé sloZeni buné¢né
stény, €1 jinych povrchovych struktur bunék. Konkrétné polysacharidové slizové obaly
n¢kterych zelenych tas, kfemicité frustuly rozsivek, proteiny obsahujici periplasty monad nebo
siln¢ algananové bunécné stény eustigmatofyt mohou plsobit potize pii jejich studiu (Mazalova
et al., 2011; Veldhuis et al., 1997; Graham et al., 2008). Déle pak sekundarni metabolity
ptitomné v nékterych protistech mohou ovlivitovat piistupnost DNA pro barveni ¢i jeji uziti pro

jiné analyzy (Voglmayr, 2007).
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Obr. 2: Rozsah velikosti genomu napfi¢ organismy s nejvétsi diverzitou v
obsahu DNA patrnou u protist. (Pfevzato a upraveno z: Gregory, 2004).

4 Metody vyzkumu velikosti genomu
4.1 Prutokova cytometrie

Nejcastéji vyuzivanou metodou pii analyze velikosti genomu u protist je pritokova
cytometrie. Touto metodou lze totiz v kratkém Case analyzovat tisice Castic zkoumaného
vzorku, které pak predstavuji robustni soubor dat. Velikost genomu je tak méfena pomoci
detekované intenzity fluorescenéné znacené DNA vzorku (Bennett and Leitch, 1995; Galbraith

etal., 1997).

4.1.1 Vybér a priprava materialu

Pro analyzu protistnich organismi pritokovou cytometrii jsou vyuzivany bud’ supsenze
izolovanych jader (Roxstrom-Lindquist et al., 2010; Mazalova et al., 2011; Read et al. 2013;
Houdan et al., 2004; Standeren, 2018; Loureiro et al., 2006a), nebo ptimo celé buiiky (Connolly
et al. 2008; Hong et al. 2016; Veldhuis et al. 1997). Druhy ze jmenovanych pfistupi vSak vede
k ¢astym neptesnostem méteni z n€kolika nasledujicich divodi. Pti analyze celého protoplastu
bun¢k je pfitomna mitochondridlni, v ptfipad€ fotoautotrofnich protist i plastidovd DNA,
navysujici vyslednou hodnotu méfeni (Galbraith, 1990; Simon, 1994). Obdobné zkreslujici
mize byt i umisténi jadra v buiice, pfipadné jeho nepravidelny tvar ¢i prostorova orientace
(Galbraith, 1990). Ukazalo se naptiklad, Ze bunky delsi jak 40 um nebo nepravidelného tvaru

nemusi projit pfimo skrz zdroj excitacniho svétla (LaJeunesse et al., 2005). Pii analyze
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neporusenych bun¢k muize byt vyslednd velikost genomu nadhodnocena cytoplasmatickou
autofluorescenci, stejné jako autofluorescenci chloroplastu (Dolezel & Bartos, 2005; Veldhuis
et al., 1997). Pravé vSak autofluorescence, chlorofylu a dalSich fotosyntetickych barviv, miize
interferovat s detekovanou fluorescenci barveného jadra. (LaJeunesse et al.,, 2005; Vaulot,
1986). Tento problém nejvice ovliviiuje méteni v ptipad¢ uziti propidium jodidu, jehoz emisni
spektrum se prekryva s emisnim spektrem chlorofylu, pfi¢emz stejny problém je u bunck
barvenych chromomycinem A3, které obsahuji fykoerytrin (Cryptophyceae; Boucher, 1991).
Dale miize byt vysledek ovlivnén pritomnosti nékterych sekundarnich metabolitt, které mohou
branit vazbé fluorochromti k DNA (Greilhuber, 1998). Navzdory vSem vysSe zminénym
problémiim je analyza celych bun¢k stale hojn€ vyuzivana. Jednim z hlavnich divodi jsou totiz
casté komplikace pfi izolaci jader protist. V mnohych ptipadech vede snaha o 1yzi buné¢k
k poSkozeni jader, ¢i uvolnéni mnoZstvi sekundarnich metaboliti (Qingwei et al., 2016;
Veldhuis et al., 1997; Marie et al., 2000). U rostlinného materialu je suspenze buné€k nejcastéji
piipravovana nasekanim pletiv v lytickém pufru pomoci ziletky (Galbraith, 1983).
Z zivoc¢iSnych bunék se k stanoveni obsahu DNA pouzivaji nejcastéji ¢ervené krvinky krom
savcl, u nichZ se pouzivaji thymocyty. Zminéné krevni bunky lyzuji pti pfidani hypotonického
roztoku a uvolnuji tak jadra (Vinogradov, 1994). V ptipad¢ hub jsou pouzivany celé bunky,

nebo mechanicky ¢i enzymaticky izolovana jadra bunék (Kullman, 2000).

4.1.2 Fixace vzorka

Pfestoze je pro analyzu velikosti genomu vzdy lepsi pouzit Cerstvy material (Dolezel, et
al. 1992; Greilhuber et al., 2007), ne vzdy je tento postup mozny. ZvIast’ v ptipad¢, kdy jsou
k stanoveni velikosti genomu protist pouzity celé bunky, vzorek je obvykle fixovan, aby se
snizil negativni vliv protoplasti bunék (Beaton & Cavalier-Smith, 1999; LalJeunesse et al.,
2005; Parrow & Burkholder, 2002; Peacock, 2014). Fixace bun¢k navic ddva moznost
dlouhodobého skladovani vzorkl €i jejich testovani s asovym odstupem od doby ziskéni
materialu. Pti fixaci bunék nékdy dochazi k naruSeni membrany, coz umoziluje nasledné snazsi
barveni vzorku (Darzynkiewicz, 2010; Galbraith, 1990). K fixaci jsou napfi¢ studiemi uzivany
nejcastéji alkoholové fixativy (napfi. ethanol, methanol nebo aceton) méné pak nealkoholové
fixativy (aldehydy; Darzynkiewicz, 2010; Voglmayr, 2007). Ve studii Parrow & Burkholder
(2002) zjistili, ze fixace obrnének pomoci glutaraldehydu vede k vyrazné cytoplasmatické
fluorescenci a zadroven mensi intenzité fluorescence jader. Naopak paraformaldehyd vykazoval
uspokojivéjsi vysledky (Parrow & Burkholder, 2002). Pti pouziti alkoholovych fixativ dochazi

k vymyti autofluorescencnich pigmentl, vyrazn€ snizujici interferenci pigmentl (zejména



chlorofylu) s fluorescenci jaderného genomu s navazanym fluorochromem (LaJeunesse et al.,,

2005; Vaulot et al., 1986).

4.1.3 Izolace jader

Jak vyplyva z komplikaci pfi stanovovani obsahu DNA z celych bunék pritokovou
cytometrii, vhodn¢j$im materidlem je suspenze jader (Loureiro et al., 2006a). K tomu je vsak
nutné nejprve lyzovat membranu buné¢k a v ptipad¢ jeji pfitomnosti i bunécnou sténu (Kapraun,
2007; Marie, 2000; Voglmayr, 2007). Pro izolaci jader protist je nejCastéji vyuzivano tii
piistupti, ptipadné jejich kombinace. Prvni piistup spoléhd pouze na Gc¢inky izolaéniho pufru
(Olefeld, 2018). Druha metoda je ptevzata z metodiky studii na rostlinach a spo¢iva v rozsekani
studovaného materidlu ziletkou s pfidanim izolacniho pufru (Qingwei et al., 2016; Weiss et al.,
2010).V tretim postupu je pii rozvolnovani bunééné stény vyuzivano enzymu (napft. lytikazy,

celulazy nebo macerozymu; (Weiss, 2010; Mazalova et al., 2011; Poulickova, 2014).

4.1.4 Izolacni pufry

Zvoleni vhodného izolacniho pufru je pro presné urceni velikosti genomu zdsadnim
krokem (DoleZel and Bartos, 2005).

Konkrétni latky zajistujici stabilizaci chromatinu jsou naptiklad MgCl,, MgSO4 nebo
spermin. Dalsi dilezitou soucasti jsou chelatacni Cinidla jako citrat sodny nebo EDTA, jez
chrani DNA pted u¢inkem nukleéz a to tak, ze vyvazuji kofaktory nukledz, jako jsou bivalentni
ionty. Pro dosazeni dostate¢né iontové sily se piidavaji anorganické sole jako NaCl nebo KCI.
Aby se docililo zajisténi pH pufru 7,0 - 8,0, potfebné pro spravné barveni fluorochromy, do
pufru jsou pridavany organické pufry jako HEPES, Tris nebo MOPS. Poruseni plazmatické
membrany a samotnému uvolnéni jader zcytoplazmy pfispivaji obsazené detergenty jako
naptiklad Triton X-100 nebo Tween 20. Ty mohou zaroven zajistit rozruseni chloroplast a
zabranit agregaci jader Ci cytoplazmatickych zbytkd. Mezi dal$i ptidavané komponenty
izola¢nich roztokt 1ze uvést redukéni ¢inidla jako B-merkaptoethanol nebo dithiothreitol, které
zachovavaji proteiny chromatinu a zabrafuji pfitomnym fenolickym latkam v interferenci
barveni DNA (Jaroslav DoleZel & Bartos, 2005; Jodo Loureiro 2006a). V nékterych piipadech
je do pufru pfidavana sachardza nebo sorbitol k udrzovani izotonického prostfedi (Greilhuber,
2007).

Dle udajii FLOWer database existuje az 28 izolacnich roztokii (Loureiro, 2008). Pro
vzorky haptofyt je nejcastéji pouzivan izolaéni pufr obsahujici 30 mM MgClz, 20 mM citrat
sodny, 125 mM sorbitol, 55 m M HEPES, 5 mM EDTA, 0,1% Triton X-100 a 0,5 pl/ml B-



merkaptoethanol, nebo také MgSOs pufr (Read et al., 2013; Houdan et al., 2004; Vaulot et al.,
1994; Medlin et al., 1996; Standeren, 2018). Pro chlorofytni fasy a obrnénky byl vyuZit tzv.
Galbraithtiv izola¢ni pufr (Qingwei et al., 2016; Weiss et al., 2010). Jadra obrnének byla
v nékterych pripadech izolovana pomoci tzv. Mcllvainova pufru (Whiteley, 1993). K ptipravé
jader zlativek byl pouzit tzv. Ottova pufru (Olefeld, 2018) a k ptipravé vzorku streptofytnich
fas pak izolacni pufr LBO1 (Mazalova et al., 2011; Poulickova et al., 2014). Pro analyzu
velikosti genomu metamonad byl pouzit Tris-MgCly pufr (Bernander, 2001; Roxstrom-

Lindquist, 2010)
4.1.5 Sekundarni metabolity

Slozeni bunék je dulezitym parametrem, ktery ovliviioviiuje kvalitu méfeni. Pritomnost
sekundarnich metabolit, muize vést k nestechiometrickému barveni DNA, jez vede
k chybnému stanoveni velikosti genomu. Napfii¢ studiemi se zaméfenim na protisty, vSak tento
askepkt metodologie neni pfili§ diskutovan (Voglmayr, 2007). Na rostlinném materialu vSak
bylo prokéazéano, ze stechiometrické chyby jsou nasledkem piitomnosti fenolickych latek (Joao
Loureiro, 2006b; Noirot, 2000).

V ramci skupin zelenych tas byla pfitomnost fenolickych latek popsana u sifondlnich
fas jako Dasycladus, u nichz se jednalo o kumariny (Menzel, 1983). Dalsi fenolické latky jako

gallotaniny byly nalezeny u spajivych tas jako je Spirogyra (Cannell, 1988).
4.1.6 Barveni DNA

K barveni DNA dostupné fluorochromy lze délit na ty, jez se vazi na DNA bez specifity
na baze a na ty, které se vazi na baze specificky (Dolezel, 1992).

Jako fluorochromy, které se stechiometricky vazi na DNA, Ize uvést propidium jodid
(PI) nebo ethidium bromid (EB). Jedna se o fluorochromy, které interkalacné barvi DNA i
dvouvlaknovou RNA. Proto je nutné v ptipad€ jejich uziti ptidat RNazu, aby doslo k rozloZeni
RNA pfitomné ve vzorku (Greilhuber, 2007). Nicméné existuji prace, jez uvadi, ze vzorky
oSettené RNazou neprodukovaly rozdilné vysledky od téch, které oSetfené nebyly (Standeren,
2018). Dalsim tuskalim uziti téchto dvou fluorochromt je piekryv jejich emisniho spektra
s emisnim spektrem chlorofylu u vzorki, v nichZ jsou barveny celé bunky. Jak je jiZ zminéno
vyse, chlorofyl mize byt z bunék vymyt pomoci alkoholu v ptipadé, Ze primarnim cilem méfeni
je samotnd velikost genomu (LaJeunesse et al., 2005).

Dalsi hojné vyuZzivané fluorescencni barvy pro protistni vzorky SYTOX Green, SYTOX

Orange, SYBR Green a Pico Green partii také mezi fluorochromy barvici nespecificky DNA



(Connolly et al., 2008; Houdan et al., 2004; Reinecke, 2018; Veldhuis et al., 1997). Rovnéz
jako PI a EB se i tyto fluorochromy vézi jak na DNA tak RNA a tudiz je doporucené oSetfit
vzorky RNézou. PfiCemz pfi uziti fluorochromu Pico Green je tfeba vzorky fixovat ve
formaldehydu (Marie 1996). Zejména uziti fluorochromu SYTOX Green je pak vyzdvihovano
v kontextu pfesného méfeni srovnatelného s Pl a zarovenn zachovanim autofluorescence
chlorofylu .(Parrow & Burkholder, 2002; Veldhuis et al., 1997)

V pracich zabyvajicich se protisty jsou pouzivany rovnéz fluorochromy se specifitou
pro AT/GC pary bazi a to konkrétné barvy fady Hoechst, DAPI (specifické pro AT pary bazi)
a Chromomycin A3 (specificky pro GC pary bazi; Greilhuber, 2007). Pravé vSak specifita pro
jeden z parh bazi déla z téchto fluorochromi nevhodné barvy k pfesnému stanoveni velikosti
genomu. Tato nepfesnost je pfitom pritomna 1 v piipadé, kdy pomér AT/GC bazi je stejny jak

u uzivaného standardu tak u méten¢ho vzorku (DoleZel, 1992).
4.1.7 Vybér standardu

Pro stanoveni velikosti genomu v absolutni hodnoté je tteba zkoumany vzorek méfit
spole¢né se standardem, jehoz velikost genomu je jiz znama. Standardy lze rozdélit podle
metody jejich pouziti na standardy externi a interni. Standardy externi jsou pfitom pfipravovany
odd¢len¢ od zkoumaného vzorku, a 1 jejich méfeni probiha zvlast'. Zatimco interni standardy se
piipravuji zaroven se zkoumanym vzorkem. Pouziti externich standardi vSak neni vhodné,
jelikoz oddélena piiprava zkoumaného vzorku a standardu, ackoliv je svou metodikou, v co
nejvetsi mozné shode s pripravou vzorku, mize zpusobit nepfesné méieni (Greilhuber, 2007).

Ideélni standard by mé¢l byt velikosti genomu podobny ndmi zkoumanému vzorku, aby
nedochazelo k nelinearnim chybam, avsak zaroven by nemél mit stejnou velikost genomu, aby
nedochdzelo k ptekryvu vrcholli histogramu (peak; Vindelov, 1983). Zaroven by mél byt
standard fylogeneticky ptibuzny studovanému organismu. Dale by si m¢l byt dany standard a
vzorek podobny ve stavbé chromatinu a zaroveil by onen standard mél byt dobfe dostupny
(Johnston 1999). Standard z protistnich skupin je ale vyuZzivano malo (Chun, 2017; Figueroa,
2010; Olefeld, 2018; Simon, 1994; Von Dassow et al., 2008; Zubacova ,2008, viz Tab. 1). Z
obrovské diverzity protist a neprozkoumané velikosti jejich genomi pak vyplyva potieba po
velkém poctu protistnich standardd, ve srovnani s jinymi studovanymi skupinami. Nové
stanovované standardy pak vétSinou nejsou tak dobie prostudovany jako ty jiz zavedené

z jinych studovanych skupin a nemusi byt stejné¢ dobie dostupné.



Tab. 1:Velikosti genom a uZiti protistnich standardi. Kde 1 (Olefeld, 2018), 2 (Zubacov4a, 2008), 3 (Simon
,1994), 4 (Vaulot, 1994), 5 (Chun, 2017), 6 (Von Dassow, 2008), 7 (Figueroa, 2010)

Velikost
Standard Trida genomu Studované organismy Clanek
(1C,pg)
Synura spagnicola LO234K-E Chrysophyceae 0,203 Chrysophyceae 1
Trichomonas vaginalis Trichomonadidea | 0,162 -0,170 Trichomonadidea 2

Chlorophyceae,
Prymnesiophyceae,
Phaeocystis sp. PCC64 Prymnesiophyceae 0,210 3
Prasinophyceae,

Pelagophyceae

Phaeocystis sp. Napales Prymnesiophyceae 0,120 Prymnesiophyceae 4

Labyrinthulomycetes,
Thalassiosira pseudonana Mediophyceae 0,035 5,6
Mediophyceae

Saccharomyces cerevisiae Saccharomycetes 0,013 Labyrinthulomycetes 5

Scrippsiela hangoei Dinophyceae 23-26 Dinophyceae 7

Oproti tomu se hojnéji uzivaji neportistni standardy jako naptiklad kufeci erytrocyty,
hovézi thymocyty, Arabidopsis thaliana, Pisum sativum nebo Licopersicon esculentum (Beaton
& Cavalier-Smith, 1999; Connolly et al., 2008; Hong et al., 2016; LaJeunesse et al., 2005;
Poulickova et al., 2014; Read, 2013; Reinecke, 2018; Veldhuis et al., 1997; Weiss et al., 2010).
Pro ty je hlavni vyhodou, jejich dostupnost a dobie prostudované chovani jako standardu.
Z fylogenetické neptibuznosti standardu a vzorku pak plynou nevyhody jako napt. rozdilné
slozeni bunék a velikost genomu mnohdy o né¢kolik fadi vzdalend od velikosti genomu
studovaného organismu (Von Dassow, 2008). PiicemZ u nejhojnéji uzivaného neprotistniho
standardu kufecich erytrocytii je tfeba zminit nutnost brat v potaz pohlavi standardu, jelikoz

velikost genomu se mezi pohlavimi li$i (Nakamura, 1990)
4.1.8 Analyza vzorku

Metodou pritokové cytometrie jsou pomoci paprsku monochromatického svétla méfeny
vlastnosti biologickych ¢astic, nejCastéji celych bun€k nebo jader. Jednotlivé Eastice prochazi
paprskem excita¢niho zéfeni, které prosvécuje proud suspenze zkoumanych ¢astic. VyuZziva se
pfitom dvou jevi, a to rozptylu svétla nebo fluorescence zkoumaného materialu (Kron, 2007;
Radcliff & Jaroszeski, 1998). Zna¢nou vyhodou pritokové cytometrie je vysoky pocet
métenych castic béhem kratkého casu. Méteny vzorek zpravidla obsahuje kolem 100 000

métenych partikuli (Bennett and Leitch, 1995).

10



Fluorescencni ¢astice (nejcastéji jadra) po prichodu svételnym paprskem o potiebné
vlnové délce emituji zareni. Relativni intenzita fluorescence vzorku a standardu je poté
zaznamenana na linedrni nebo logaritmické skale (Galbraith, 1997). Intenzita fluorescence je

pfitom umeérnéa obsahu DNA.

4.1.9 Stanoveni velikosti genomu

Vysledna data méfeni intenzity fluorescence jsou vizualizovdna formou histogramu (Obr. 3).
Na histogramu jsou viditelné vrcholy, kdy jak pro vzorek, tak pro standard jsou v idealnim
piipad¢ ptitomny vzdy 2 vrcholy. Jsou-li méfené bunky vegetativni, pak prvni vrchol s nizsi
intenzitou fluorescence predstavuje populaci bun¢k v G1 fazi bunééného cyklu. Druhy vrchol
ptedstavuje populaci buné€k v G2 fazi bunééného cyklu a tudiZ reprezentuje dvojnasobnou

velikost genomu prvniho vrchol (Dean, 1987; Vaulot 1986; Voglmayr, 2007).
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Obr. 3: Priklad histogramu — velikost genomu Micrasterias muricata mérena
spolecné se standardem Pisum sativum, prevzato a upraveno z Poulickova (2014)

Prvni vrchol reprezentuje haploidni velikost genomu 1C pro organismy s haplontnim
zivotnim cyklem nebo pro gametofytickou populaci bunék organismu s haplo-diplontnim
zivotnim cyklem. U organismil s diplontnim zivotnim cyklem nebo pro sporofytickou populaci
bunék organismu s haplo-diplontnim zivotnim cyklem pak tento vrchol piedstavuje diploidni

velikost genomu 2C. K tomu je tfeba zminit, ze Zivotni cykly a urovné poloidie jsou napftic
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protisty stale z velké ¢asti neznamé (Voglmayr, 2007).Absolutni velikost genomu lze spocitat
jako (Dolezel & Bartos, 2005):

PIF G1 peaku vzorku

VG vzorku = PIF G1 peaku standardu x VG standardu (pg/bp)

kde VG je zkratkou pro velikost genomu a PIF je zkratkou pro primérnou intenzitu
fluorescence.

Presnost méfeni je pak udavana pomoci variaéniho koeficientu. U protistnich vzorkt
jsou neziidka publikovany i hodnoty vyssi nez 10 % (Figueroa, 2010; Parrow & Burkholder,
2002; Veldhuis, 1997), pti¢emz v ramci rostlinnych studii, jejichZ metodika je jiz mnohem Iépe
optimalizovana, jsou za uspokojivé vysledky povazovany ty, kterych variacni koeficent

nepiesahuje 3 % (Galbraith, 1997).
4.2 Mikrospektrofotometrie

Pt pouziti této metody je DNA zkoumaného organismu a standardu barvena pomoci
fluorochromt. Nasledn¢ je métena intenzita fluorescence po excitaci fluorochromii navadzanych
na DNA. M¢feni je provadéno na riznych typech mikrospektrofotometri umoziujicich excitaci
(Coleman et al., 1981). Vzorek je pfitom umistén na mikroskopickém sklicku. Statické umisténi
vzorku pfitom umoznuje lokalizovat zdroj fluorescence a odlisit tak naptiklad mimojadernou
fluorescenci bunécnych struktur (Coleman et al., 1981). Méfeni se pfitom provadi na malém
mnozstvi bunék oproti pratokové cytometrii. To je v pfipadé€, kdy neni mozné zajistit potiebné
mnozstvi bun¢k vyhodné, zejména tedy u obtizn¢ kultivovatelnych protist. Oproti tomu,
v situaci, kdy je mozné méfit velké mnozstvi bunék, je samoziejmé preferované zajistit veliky
soubor dat a tedy uzit pratokovou cytometrii (Hardie et al., 2002)

Tato metoda byla vyuzivana spiSe v minulosti, a ve veliké mite byla uzivana kuptikladu
pii studiu velikosti genomu u makroskopickych mnohobunécénych chaluh (Phillips et al., 2011),
ruduch (Kapraun & Freshwater, 2012) a zelenych fas (Kapraun, 2007). V ramci protist je vSak
tato metoda vyuzivina mnohem mén€. Lze zminit prace studujici zastupce z tfidy
Trebouxiophyceae (Yamamoto et al., 2001, 2011). Jako dal$i je mozné uvést praci studujici
zastupce tiidy Cyanidiophyceae (Toda et al., 1995). Hodnoty z této studie, ziskané¢ pomoci
mikrospektrofotometrie za uziti fluorochromt DAPI a PI, byly vyhodnoceny jako neptesné ve
srovnani s jinymi metodami (Feulgenova denzitometrie a PFGE; Takahashi et al., 1993).
Specifita vazby DAPI k AT bazim v DNA ve spojeni s rozdilnym pomérem part bazi mezi

zkoumanym organismem a standardem, zplsobila chybné stanoveni pomoci pravé tohoto
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fluorochromu (Johann Greilhuber et al., 2007). Hodnota ziskana pomoci barveni PI byla naproti

tomu ovlivnéna rozdilnou topologii DNA zkoumaného vzorku a standardu (Toda et al., 1995).

4.3 Feulgenova denzitometrie

Jedna se o metodu, béhem niz je na zdklad¢ intenzity barveni pfepocitdvano absolutni
mnozstvi DNA  zkoumaného vzorku. Na rozdil od pratokové cytometrie a
mikrospektrofotometrie je vSak v ptfipadé Feulgenovy denzitometrie méfena absorbance
barveného vzorku, a ne fluorescence fluorochromi vazanych na DNA. Mnozstvi barvy je pfimo
umérné mnozstvi DNA, a to je zdroven piimo zavislé na mnoZstvi absorbovaného svétla
(Hardie et al., 2002). Ve srovnani s dvéma vySe uvedenymi metodami v§ak neni mozné pomoci
Feulgenovy denzitometrie barvit shluky DNA mensi nez 0,2 p,g (napt. DNA organel; Rasch,
1974). Naproti tomu je z vySe uvedenych metod finanéné nejméné narocna a zaroven je diky
tvorbé trvalych preparati umoznéno opakované mefeni (Hardie et al., 2002).

Obecné postup zacina fixaci bunék. Stejné jako u pratokové cytometrie, jsou pfitom i
zde k fixaci nejCastéji pouzivany alkoholové fixativy. Nasledné je vzorek hydrolyzovan pomoci
kyseliny chlorovodikové (Hardie et al., 2002). Podminky hydrolyzy jsou pfitom jednim
ze stézejnich kroki, na kterych zavisi presnost barveni DNA (Yamamoto et al., 2001). Pfidanim
silné kyseliny dochazi pti hydrolyze k tvorbé apurinni kyseliny s volnymi aldehydovymi
skupinami. Poté je k vzorku ptiddno Schiffovo cCinidlo, které se vaze k volnym skupindm
aldehydu a tvofi tak rizové zbarveni. Nakonec je po vymyti pirebyvajiciho Schiffova ¢inidla
vzorek na mikroskopickém sklicku vysuSen a pfipraven pro nasledné méteni (Hardie et al.,
2002). Samotné meéfeni je pak mozné provadét na mikroskopu s fotometrem,
mikrospektrofotomterech nebo v rdmci novéjsich studii na mikroskopu s pfipojenou kamerou.
(Vilhar et al., 2001). V souvislosti s uvedenym postupem je nutné zminit, ze Feulgenova
denzitometrie je oproti vySe zminénym metodam laboratorné velmi naro¢na na piipravu. Stejné
vSak jako v ptipad¢ mikrospektrofotometrie 1ze i pomoci Feulgenovy denzitometrie analyzovat
jednotlivé bunky, zcehoz vyplyvd moznost zkoumat genom obtizn¢ kultivovatelného
organizmu (Hardie et al., 2002).

V ramci protistnich studii byla metoda Feulgenovy denzitometrie uzita naptiklad na
zelené tasy tfidy Trebouxiophyceae (Yamamoto et al., 2001), kde byly vysledky se zna¢nou
shodou srovnany se spektrofotometrickym méfenim za uZiti PI. Déle pak byla tato metoda
aplikovana napiiklad v pracich zabyvajicimi se ruduchami =z tfidy Cyanidiophyceae
(Muravenko et al., 2001; Toda et al., 1995) a v préaci studujici parazitické zastupce kmene

Metamonada (Erlandsen & Rasch, 1994).
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4.4 Celogenomové sekvenovani

Rozvoj sekvenaénich technik v poslednich nékolika desetiletich umoznil sekvenovat
celé genomy. Metody celogenomového sekvenovani poskytuji o zkoumaném organismu velké
mnozstvi genomickych informaci, pticemz délka sekvenovaného genomu je jen jednou z nich.
Stanovit velikost genomu tak vétSinou neni hlavnim cilem daného sekvenacniho projektu
(Ekblom & Wolf, 2014). V souvislosti se stale relativné vysokou vypocetni narocnosti téchto
metod, je pak volba celogenomového sekvenovani podminéna snahou zodpoveédét
komplexnéjsi otazky tykajici se genomu organismu, nezli pouze potfebou kvantifikovat
mnozstvi DNA (Pflug et al., 2019)..

Ke stanoveni velikosti genomu pomoci celogenomového sekvenovani je nejprve treba
izolovat neposkozenou kvalitni DNA. Extrahovanou DNA je nasledné nutné rozstfihat na
fragmenty. V zavislosti na typu zvolené sekvena¢ni metody pak pokracuje ptiprava knihovny
fragmentli. Fragmenty jsou poté sekvenovany, ¢imz vznikaji jednotliva ¢teni. Ta jsou nasledné
sestavena pomoci sestavovacich programi do celého genomu (Ekblom & Wolf, 2014; Sohn &

Nam, 2018).

4.4.1 Izolace DNA a priprava knihovny

Prvnim krokem je izolace kvalitni a neposkozené DNA pro sekvenovani. Mnozstvi
potiebné DNA zavisi na zvolené technice sekvenovani. Sekvenacni metody lze ptitom rozdélit
do tfi generaci, kdy prvni generace predstavuje prvotni techniky jako naptiklad Sangerovo
sekvenovani. Sekvenovani druhé generace oproti tomu umoznilo detekovat piidavani
jednotlivych bazi vramci jedné molekuly a zaroven umoznilo sekvenovani ohromného
mnozstvi molekul najednou. Sekvenovani tieti generace pak umoznilo ¢teni dlouhych molekul
bez nutnosti amplifikace (Heather & Chain, 2016). Techniky prvni a druhé generace
sekvenovani pfitom vyzaduji mnozstvi DNA v rozmezi od jednotek po desitky mikrogramti,
zatimco metody tfeti generace jiz potiebuji pouze jednotky mikrogrami DNA (Ekblom & Wolf,
2014; Wong et al., 2012). Sekvenacni projekty studujici protista pak fesi jiz vySe zminény
problém potieby relativné velikého mnozstvi biomasy nutné pro ziskéni dostatecného mnozstvi
DNA. Pro izolaci DNA je v pracich zaméfenych na protista velmi Casto uzivana fenol-
chloroformové metoda (Blazejewski et al., 2015; Gobler et al., 2011; Zhu et al., 2020). Déle
pak jsou hojné€ vyuzivany komercn& dostupné kity pro extrakci DNA jako naptiklad Qiagen
(John et al., 2010; Liu et al., 2018; Nelson et al., 2019).

Naslednym krokem je piiprava knihoven fragmenti DNA o potfebné velikosti pro

nasledné sekvenovani. DNA je pfitom rozstépena na mnoho malych fragmentd. Pro snadné;jsi
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nasledné sestaveni genomu se pritom vyuziva takzvanych mate-pair nebo paired-end knihoven.
Jedna se o Cteni jednoho fragmentu DNA z obou konctl. V ptipadé paired-end je fragment
vétsSinou dlouhy nékolik stovek bazi a je mozné jej ve vysledku osekvenovat z obou konct cely,
zatimco v p¥ipadé mate-pair knihoven je fragment dlouhy az n&kolik tisic bazi. Cteni takového
fragmentu pak podava informaci o okrajovych oblastech daného fragmentu, ¢imz pomaha

napiiklad pii sestavovani ¢teni do kontigii (Ekblom & Wolf, 2014; J. T. Simpson & Pop, 2015).

4.4.2 Sekvenovani

Ptesnost stanovené délky sekvenovaného genomu je zavisla na délkéach Cteni, ktera jsou

jednotlivymi sekvenacnimi technikami generovany (viz Tab. 2).

Tab. 2: Sekvenacni techniky sefazené sestupné dle délky ¢teni (délky ¢teni z: Ekblom & Wolf, 2014) s ptiklady
protistnich sekvenacnich projekt, kde byly uzity.

Sekvenacni technika Délka cteni Studované organismy Protistni sekvenacni projekty
(bp)

SMRT 5000-10000 Chrysophyceae, (Majda et al., 2019; Mock et al.,

Cryptophyceae, 2017; Starkenburg et al., 2017)

Chlorophyceae

Sangerovo sekvenovani 900-1000 Prymnesiophyceae, (Curtis et al. 2012; Mock et al.
Cryptophyceae, 2017; Read et al. 2013)

Chlorophyceae

454 sekvenovani 700-800 Euglenoideae, (Corteggiani Carpinelli et al.,
Eustigmatophyceae, 2014; Ebenezer et al., 2017;
Diplomonadida Jerlstrom-Hultqvist et al., 2010)
[llumina sekvenovani 150 Conoidasida, (Blazejewski et al., 2015; Liu et al.,
Dinophyceae 2018; Lorenzi et al., 2016)
Conoidasida
Sekvenovace ligaci SOLID 50 Eustigmatophyceae (Corteggiani Carpinelli et al.,
2014)

Napfi¢ studiemi zaméfenymi na protista byly uZity jak tradi¢ni sekvenaéni postupy
(Sangerovo sekvenovani), tak metody sekvenovani druhé generace (454 sekvenovani) nebo jiz
techniky tfeti generace (SMRT sekvenovani = Single Molecule Real-Time).

DalSim dualezitym parametrem, ktery je tfeba zminit, je chybovost vySe uvedenych
platforem. PfedevS§im metody sekvenovani druhé generace s kratkymi ¢tenimi maji chybovost

velice nizkou a ¢teni jimi produkovéna jsou tak relativné pfesnd, zatimco metody sekvenovani
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tieti generace, které generuji dlouhd cteni, maji vysokou chybovost (15%) znaén€ omezujici

jejich uziti (Ekblom & Wolf, 2014).

4.4.3 Sestaveni genomu

Sestaveni genomu je poslednim krokem vedoucim k zjisténi velikosti genomu, pficemz
sestaveni genomu je pritom tfeba pocitat s délkou sekvenovanych ¢teni. Rozdilné dlouha ¢teni
totiz vyzaduji rozdilné pfistupy. Sekvenovana ¢teni jsou pomoci sestavovacich programi
sefazena do tzv. kontig pfedstavujicich delsi celistvé sekvence DNA. Kontigy jsou pak dale
sestavovany do delSich usekil. Vysledna sekvence ale netvofi jednotny usek, protoZe genom
eukaryot je rozdélen do chromozomt (J. T. Simpson & Pop, 2015; Sohn & Nam, 2018).

Ptesnost sestaveni genomu je ovliviiovana nékolika faktory. Tim hlavnim z nich je
pritomnost repetitivnich sekvenci v ramci genomu. V piipad¢, kdy jsou repetetivni sekvence
delsi nez jednotliva Cteni, je obtizné sestavit danou oblast genomu. V rdmci prostitnich
sekvenovanych genomi lze uvést kuptikladu praci zabyvajici se skryténkou Goniomonas
avonela, kde je zminovana zna¢nd fragmenatce sestavené¢ho genomu, ktera vede k nepiesnému
stanoveni velikosti genomu. Déle pak uroven pokryti genomu limituje piesnost jeho sestaveni.
Prili§ nizké pokryti by totiz mohlo vyustit v neuplné sestaveni (Ekblom & Wolf, 2014).
Nakonec pak heterozygozita a vyssi urovné ploidie mohou byt problematické pii sestavovani
genomu. Pfitomnost jednonukleotidovych polymorfismti ve ¢teni pak napovida o vyssi arovni
ploidie, avSak neni mozné ploidii piesné urcit. Jednonukleodtidové polymorfismy tak mohou
vést k chybnym cestam sestaveni vysledné sekvence. V souvislosti s ploidii je pak nutné uvést,
ze vysledna velikost genomu stanovena pomoci celogenomového sekvenovani odpovida
haploidnimu obsahu DNA (Majda et al., 2019; Simpson & Pop, 2015). Polyploidie spole¢né se
vysokym obsah repetitivnich sekvenci piedstavuji problémy, s nimiz bylo nutné se vyporadat
béhem sestavovani genomu Euglena gracilis. Jednd se pfitom o doposud nejvétsi protistni
sekvenovany genom o velikosti 1,435 Gbp (Ebenezer et al., 2017). Délka sekvenovaného
genomu je dalSim faktorem, ktery hraje roli jiz pii vybéru organismu k sekvenovani, jelikoz
sekvenace delSich genomi je finan¢né narocna a jejich néasledné sestaveni obtizné (Simpson &
Pop, 2015).

Pro sestavovani takovychto ¢teni se pak pouZivaji metody uZivajici tzv. k-mery. K-mery
jsou kratké fragmenty Cteni o délce k. Na zéklad¢ k-merti jsou pak konstruovany de Bruijnovy
grafy hledajici cestu k sestaveni pivodni sekvence. Pro sestaveni del§ich c¢teni, kterd jsou

produkovdna predevs§im Sangeorvym sekvenovanim, 454 sekvenovani, anebo SMRT
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sekvenovanim jsou pouzivany sestavovaci programy uzivajici Overlap-Layout-Consesus
(OLC) pristup. Ten piitom pii sestavovani kontigh pouziva celd cteni ve srovndni s de
Bruijnovyi grafy (Ekblom & Wolf, 2014; J. T. Simpson & Pop, 2015; Sohn & Nam, 2018).
Nakonec je tfeba zminit, Zze v soucasné dobé se zacinaji v hojnéj$i miie objevovat
sekvenacni projekty, které uzivaji hybridniho pfistupu k sestaveni genomu, kdy jsou pouzity
jak kratka Cteni, ktera zajist'uji presnost a nizkou chybovost pfi sestavovani kontigli a zaroven
jsou uzita dlouha ¢teni, jez umoziuji piekonani delSich repetitivnich sekvenci (Ebenezer et al.,

2017; Majda et al., 2019).

4.4.4 Sekvena¢ni projekty protist

Vzhledem k jiz zminované vypocetni naro€nosti sestaveni a finan¢ni narocnosti
sekvenovani velikych genomd, jsou prednostné sekvenovany spiSe malé genomy. To ma za
nasledek statistické podhodnoceni zastoupeni velikych genomu napii¢ sekvenovanymi protisty.
Zaroven je vénovana velika pozornost zejména parazitickym, ¢i patogennim protistim, jejichZ
genomy jsou sekvenovany castéji 1 proto, ze paraziticky zplsob zivota je spojen s malymi
genomy. Sekvenovanych genomil voln¢ zijicich protist je proto nepomérné méné (Mukherjee
et al., 2019; Sibbald & Archibald, 2017).

Jako piiklad velikych sekvenovanych genomu (1-1,5 Gbp) pak Ize uvést genomy
obrnének zrodu Symbiodinium (Aranda et al., 2016), pficemz obrnénky obecné patii mezi
eukaryota s nejvétsimi genomy vibec. Volba tohoto rodu obrnének pfitom byla zalozena na
piedchozich studiich uzivajicich pritokové cytometrie (Laleunesse et al., 2005). Ty
vyhodnotily zastupce rodu Symbiodinium, jako nositele nejmensich genomt mezi obrnénkami,
jejichz sekvenace a sestaveni genomu bylonejsnadnéjsi (Liu et al., 2018).

Vzhledem k urceni ploidie pro pfesnost stanoveni velikosti genomu je pak nutné zminit
sekevenanci projekt studujici zastupce chrysofyt Poteriospumella lacustris (Majda et al., 2019).
V ramci tohoto projektu byly sekvenovani tfi kmeny, které byly jiz diive testovany pomoci
pritokové cytometrie (Olefeld, 2018). Vysledky pritokové cytometrie pfitom poskytly
informace o absolutnim mnozstvi DNA, zatimco sekvenovani ukézalo haploidni velikost
genomu. Metody pro zjisténi ploidie pomoci distribuce k-merti a jednonukleotidovych
plolymorfismt pak spole¢né se srovnadnim dat z priitokové cytometrie a sekvenovani odhalily
rizné urovné poloidie v ramci téchto tfi kmend. Kombinace téchto pfistupli tak umoznila

jasnéjsi vhled do evoluce velikosti genomu (Majda et al., 2019).
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4.5 Pulzni gelova elektroforéza

Tato metoda na rozdil od klasické DNA elektroforézy umozituje separaci velkych
molekul DNA od 50 kbp po molekuly do velikosti zhruba 6 Mbp (Higashiyama & Yamada,
1991; Wang & Liu, 2013). Jako horni limit se v literatuie nékdy udava az 10 Mbp (Herschleb,
2007; Smith, 1987), avSak tato hodnota vychazi z neptesnych a jiz zastaralych dat.

Pro tuto metodu je nejprve nutné extrahovat DNA vzorku a DNA velikostniho markeru,
pro ktery je zndmy pocet chromozomil i velikost genomu. Extrahovana DNA je poté umisténa
na agardzovy gel, kde po spusténi elektroforézy jednotlivé molekuly DNA putuji od katody
k anodé¢ a rychlost jejich pohybu je pfitom urcena jejich velikosti. K efektivni separaci velikych
molekul DNA je pfitom uzivano stfidani sméru pisobeni elektrického pole, kdy dochazi k jejich
reorientaci. Pravé tato reorientace molekul usnadiiuje jejich pohyb a umoziuje tak jejich
separaci (Wang & Liu, 2013).Veliké molekuly putuji pomaleji, zatimco ty malé prochazi skrz
gel rychle. Po skonceni elektroforézy je gel barven pomoci EB, ktery je interkala¢nim barvivem
DNA, a tudiz na gelu vizualizuje prouzky reprezentujici jednotlivé chromozomy. Vyssi
intenzity nckterych prouzkii na gelu indukuji pfitomnost dvou nebo vice chromozomil o
podobné délce. Velikost separovanych chromozomt je pak urena na zdkladé¢ poméru jejich
vzdalenosti od nejbliz§iho chromozomu velikostniho markeru. Nakonec je seCtena délka vSech
identifikovanych chromozomti, jez predstavuje velikost celého genomu organismu. Pulzni
gelova elektroforéza tedy nejen Ze odhaluje velikost genomu, ale zaroven podava informaci o

karyotypu zkoumaného organismu (Alduina & Pisciotta, 2015).

4.5.1 Priprava vzorki pro PFGE

V piipad¢ praci, které se zabyvaji protisty, je tfeba prvné ziskat suspenzi bunék o
pozadované hustoté (cca 1x108-1x10'%ml; Nosenko et al., 2007; Souza et al. 2011). Suspenze
bun¢k se nasledné promyva pufry a poté je smichéna s nizkotajici agar6zou a nalita do forem.
V nékterych studiich jsou bud’ pted timto krokem anebo nasledné po ném pfidany enzymy
k odstranéni bunééné stény kvasinek (lysozym a zymolyéza), které jsou nej€astéji uzity jako
velikostni markery (Nosenko et al., 2007; Vollrath & Davis, 1987; Yamamoto et al., 2001).Ve
studii, jeZ se zabyvala karyotypem kmenti rodu Chlorella, pak byly uZity i enzymy k odstranéni
bunécné stény studované fasy (maceroenzym, celluldza; Higashiyama and Yamada, 1991).

Poté je ke vzorku pfidan roztok s pufrem a EDTA, proteindzou K a detergenty
(dodecylsiran sodny a lauroyl sarkosinat sodny). Proteindza K je ptidavana, aby odstranila ze
vzorku proteiny a purifikovala tak DNA, zatimco EDTA slouzi k ochrané¢ DNA pted

endonukledzami a detergenty v roztoku umoziuji lyzi bunék.
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Nakonec je agar6zovy bloc¢ek se vzorkem promyt pufrem s EDTA, ¢imz dojde ke
kyzenému vymyti proteindzy K a nasledn¢ je mozné takto pfipravené vzorky skladovat v pufru

s EDTA a nebo je rovnou uzit pro elektroforézu (Alduina & Pisciotta, 2015; Herschleb, 2007).

4.5.2 Podminky béhu elektroforézy

Dulezitym parametrem je pulzni interval, tedy ¢as, po jehoz uplynuti se stfidavé méni
smér elektrického pole. Cim vétsi jsou totiz separované molekuly, tim del$i pulzni interval je
k jejich reorientaci potifeba, a tudiz jesté o kus delsi Cas je tfeba k tomu, aby se nasledné po
reorientaci posunuly v elektrickém poli. Pro separaci idedlné¢ vSech chromozomi je pak tieba
pouzit vice béhi elektroforézy s rozdilnymi podminkami. (Wang & Liu, 2013). Casovou a
operaéni narocnost separace celého karyotypu vzorku pak ilustruje tabulka s podminkami
elektroforézy Chlorella vulgaris (Tab. 3Tab. 10br. 4).

Jako dalsi diilezity parametr 1ze zminit praveé napéti, kdy pro mensi molekuly (<2 Mbp)
je mozno pouzit vyssiho napéti (6 V/cm), zatimco pro jasné rozdeleni vétSich molekul je nutné
pouzit napé€ti nizsi.

Déle koncentrace agar6zového gelu ovlivituje priibéh elektroforézy. Vyssi koncentrace
agarozy (1-1,3%) umoziuje lepsi rozliSeni vysledkl, avSak vyzaduje del$i dobu béhu
elektroforézy, kdezto uziti agardzy o niz$i koncentraci (0,4-0,5%) urychli pribéh elektroforézy,
avSak snizi rozliSeni vysledka (Wang & Liu, 2013).

Tab. 3: Priklad podminek pulzni gelové elektroforézy, uZitych ke karyotypingu Chlorella vulgaris (Higashiyama &
Yamada, 1991)

Velikost chromozomu (Mbp) Pulzni interval (min) Napéti (V/cm) Doba béhu (hod)
> 3,3 24
7 3 24
0.8-2,5 8 2,6 24
2-3 12 2 96
25 1,6 72
>2,3 20 2 48

Poté je tieba zminit, Ze pro béh elektroforézy je zapotiebi elektroforetickych pufri, jenz
obsahem soli zajist'uji idedlni elektrickou konduktivitu. Nejcastéji je uzivan 0,5xTBE (Tris-
boratovy pufr), jenZ umoznuje dlouhotrvajici béhy elektroforézy a uziti vyssiho napéti. DalSim
nejcastéji pouzivanym pufrem je 1xTAE (Tris-acetatovy pufr), ktery je vhodny pro separaci
molekul vétsich jak 3 Mbp (Alduina & Pisciotta, 2015).

Pro pulzni gelovou elektroforézu je rovnéz dilleZitym parametrem reorientacni tthel. Ten
je ve veétsSiné piipadd 120°, pficemz snizeni velikosti thlu vede k rychlejSimu pribéhu

elektroforézy a s nim spojené ztraty rozliSeni.
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Cela elektroforéza by ptitom v optimalnich podminkdch méla probihat pfi teploté cca
14 °C, jelikoz béh elektroforézy pii pokojové teplot¢ by ji urychlil a prudce snizil
divéryhodnost jejich vysledki (Wang & Liu, 2013).

4.5.3 Velikostni markery

Pro urceni velikosti zkoumanych chromozomil, je tieba pouzit velikostni markery, které
jsou velikosti svych chromozomti podobné zkoumanému vzorku. Velikost chromozomu
dostupnych velikostnich markert tak nepfimo limituje rozliSeni této metody. V pracich, které
se zabyvaji protisty jsou obecné jako nejcastéjsi velikostni markery uzivany chromosomy
kvasinek, konkrétné¢ druhy Saccharomyces cerevisiae (0,225 — 2,2 Mbp), Hansenula wingei
(1,05 — 3,15 Mbp), Candida albicans (1 — 4 Mbp) a Schizosaccharomyces pombe (3,5 - 5,7
Mbp) (Shirley, 1994; Sibley & Boothroyd, 1992; Souza 2011; Yamamoto 2001). PficemzZ pravé
star$i prace popisujici karyotyp Schizosaccharomyces pombe staly za nadhodnocenim mozného
rozliSeni metody pulzni gelové elektroforézy na uvadénych 10 Mbp. Tyto prace totiz chybné
urcily velikost nejvéts§iho chromozomu této kvasinky na 9 Mbp (Smith 1987) a 7 Mbp (Vollrath
& Davis, 1987), avSak skutecnd velikost tohoto chromozomu je 5,7 Mbp (J. B. Fan 1989).
MozZnost urcit velikost 1 dobfe separovaného chromozomu je touto hodnotou limitovana, na coz
narazi napiiklad ve studii odhalujici karyotyp né€kolika kmenti rodu Chlorella (Higashiyama &

Yamada, 1991).

4.5.4 Shrnuti uziti PFGE v ramci protist

Metoda pulzni gelové elektroforézy predstavuje pomérné piesnou metodu k odhaleni
velikosti genomu. Napfi¢ protistnimi organismy byla pak tato metoda uzita pfedevSim u
parazitickych organismi z kmene Apicomplexa (Jones 1997; Morzaria & Young, 1992;
Shirley, 1994; L. H. T. Van Der Ploeg 1985), dale pak na parazitické¢ organismy z kmene
Metamonada (J. bing Fan 1991; Roxstrom-Lindquist 2010) a zdroven se nékolik praci vénovalo
parazitickym organismiim z kmene Euglenozoa (Souza 2011; L. H. t. van der Ploeg 1989).
Z voln¢ Zzijicich protistnich organizml byly touto metodou zkoumany zelené fasy (Courties
1998; Higashiyama & Yamada, 1991; Yamamoto 2001), haptofytni fasy (Nosenko 2007, viz
Obr. 4) a n€kolika zastupct ruduch (Maleszka, 1993; Takahashil 1993; Toda 1995)
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A B C D

Obr. 4: Priklad béhll PFGE, A sekce — separace malych chromozomd, B sekce — graf intenzity barveni DNA
proporcionalni ku koncentraci DNA, C sekce — Southern blot A sekce béhu pg s hybridizovanou sondou

eukaryotické sekvence aktinu, D sekce — separace stfedné velkych chromozom, kde sp = schizosaccharomyces

pombe, sc = saccharomyces cerevisiae, pg = Pavlova gyrans, d =Diacronema sp. Pfevzato z Nosenko 2007

Délka chromozomu velikostniho markeru S. pombe 5,7 Mbp je pro tuto metodu horni
limitujici hranici ve velikosti chromozomu, ktery je mozné separovat. Genomy organismu
s chromozomy vétSimi, nez je cca 6 Mbp, proto nelze touto metodu presné popsat. Krom jiz
vySe zminéné prace studujici karyotyp kmenti rodu Chlorella (Higashiyama & Yamada, 1991),
narazi na tento limit zaroven prace studujici karyotyp parazitického zastupce kmene
Apicomplexa Toxoplasma gondi (Sibley & Boothroyd, 1992).

Dalsim uskalim je pfitomnost dvou ¢i vice chromozomti o pfiblizné stejné délce, jejichz
piesny pocet neni mozné urcCit ani po densitometrii barveni gelu pomoci EB. To v nékolika
ptipadech vedlo k podhodnoceni velikosti genomu studovaného organismu o zhruba 20 %.
Takové neptesnosti byly pozorovany u zelené tasy Ostreococcus tauri (Courties, 1998),
ruduchy Cyanidioschyzon merolae (Takahashi, 1993) a u haptofytnich fas Paviova gyrans a
Diacronema sp. (Nosenko et al., 2007).

Hlavni nevyhodou této metody je jeji velika casova naro€nost. Samotna pifiprava vzorkl
pro elektroforézu a zaroven i1 béhy elektroforézy jsou naro¢né na cas a v pfipadé nutnosti

separovat veliké molekuly se pottebny Cas jesté prodluzuje (Sibley & Boothroyd, 1992).

4.6 Ostatni metody

V této kapitole budou zminény metody, které byly ke stanoveni velikosti genomu

prostistnich organismi uZity jen ziidka.
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4.6.1 Kvantitativni real-time -PCR

Pro zjisténi velikosti genomu nékolika rozsivek byla uzita metoda kvantitativni real-
time PCR. Konkrétné byla uzita ve studii (Von Dassow et al., 2008) na 3 kmenech rodu
Thalassiosira a dale ve ¢lanku (Mock et al., 2017) na druhu Fragilariopsis cylindrus Limitujici
pro tuto metodu je, ze je mozné ji aplikovat pouze na organismus se zndmou sekvenci jeho
genomu, a nebo alespon se zndmou sekvenci genomu blizce ptibuzného druhu (Smith &
Osborn, 2009). Tato relativné nova metoda predstavuje moznost stanovit haploidni velikost
genomu na zaklad¢ kvantifikace tzv. single copy genli v znamém mnozstvi DNA. Béhem této
metody je nejprve izolovdna DNA zkoumaného vzorku, pro kterou je stanovena koncentrace
pomoci méteni UV absorbance DNA. Poté jsou generovany standardy single copy genii pomoci
klasické PCR pro uziti v nasledné kvantitativni real-time PCR. Pomoci t€ je zjistén pocet kopii
tzv. single copy genii v haploidnim genomu (Wilhelm et al., 2003). Vysledna velikost genomu
je pak vypocitana jako C X Ny/M,,, kde C odpovidd mnozstvi DNA vzorku % pocet kopii
single copy genl, Na udava avogardovu konstantu a My je zkratkou pro molarni hmotnost

prumérného poctu bazi part.
4.6.2 Reasociacni kinetika

V ramci studii zaméfenych na protista byla tato metoda uzita ke stanoveni velikosti
genomu zastupce kmene euglenozoa Euglena graciilis (Rawson, 1975) a u n¢kolika druhti rodu
Chlorella (Dorr & Huss, 1990). Metoda byla také uzita ke stanoveni velikosti genomu obrnénky
Heterocapsa pygmea (Triplett et al., 1993). AvSak hodnota uvadéna v této praci byla ttikrat
vysSi, nez hodnota ziskand pomoci pritokové cytometrie (LaJeunesse et al., 2005), coz
poukazuje na nutnost zvySené opatrnosti pti uziti dané metody. Dalsi svédectvi o nepfesnosti
této metody pak udéava clanek uzivajici pulzni gelové elektroforézy zaméieny na zastupce
kmene Metamonada (J. bing Fan et al., 1991). Tato studie porovnava své vysledky velikosti
genomu s Sestkrat vyS$imi hodnotami nez pii zapojeni techniky reasociacni kinetiky
(C.Boothroyd et al., 1987; Nash et al., 1985).

Metoda reasociacni kinetiky DNA je jednou z prvnich metod, které byly k stanoveni
velikosti genomu uzity (Dolezel & Bartos, 2005). Technika je zalozena na rychlosti opétovného
spojeni komplementarnich vldken DNA po jejim zahiati. Rychlost reasociace je zavisla
zejména na mnozstvi dané sekvence ve vzorku, coz umoziuje urcit zastoupeni repetitivnich a
unikatnich sekvenci genomu. Vzorek je pro potieby této metody piipraven izolaci a fragmentaci
DNA zkoumaného organismu a standardu (Britten & Kohne, 1968). Ptiprava vzorku z nepfesné

ur¢eného poctu bunék, které se mohou nachéazet v rozdilnych fazich bunécného cyklu, pak
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predstavuje hlavni nevyhodu této metody spole¢né s narocnou laboratorni piipravou.
V soucasnosti tak byla tato metoda nahrazena spiSe cytometrickymi metodami a jiz se

ke stanoveni velikosti genomu nepouziva (Dhillon et al., 1980).
4.6.3 Difenylaminova reakce

Pro stanoveni velikosti dosud nejvétsiho genomu protist byla vyuzita metoda
difenylaminové reakce. Touto metodou byla analyza velikosti genomu améby Polychaos dubia
s vysledkem 670 Gbp (Friz, 1968) ziejmé znacné nadhodnocena (Gregory, 2005). Neptesnosti
napovida fakt, ze v pozd¢jsi dobe stanovené velikosti genomu piibuznych améb byly o fad nizsi
(Byers, 1986). Dale byla tato metoda uZita k stanoveni velikosti genomu ve dvou c¢lancich
studujicich zelené tasy z tiidy Chlorophyceae (Kates et al., 1968; Reinecke et al., 2018) a také
v praci studujici zelené tasy ttidy Ulvophyceae (Spring et al., 1974). Rovnéz relativné veliké
genomy obrnének byly pomoci difenylaminové rekce stanoveny ve studiich (Rizzo & Noodén,
1973; Wargo & Rizzo, 2000)

Pro stanoveni velikosti genomu pomoci reakce DNA s difenylaminem je opét nutné
izolovat DNA z urceného poctu bunék (Kates et al., 1968; Reinecke et al., 2018). [zolace DNA
se pritom provadi pomoci HCIO3; nebo HCIOs, v té je nasledné vzorek ponechan. Barveni DNA
je poté provadéno piidanim difenylaminového cinidla spole¢né s acetaldehydem (piipadné
formaldehydem). Barveny vzorek je nasledné po nékolikahodinovém barveni meéfen na
spektrofotometru. Pro stanoveni obsahu DNA ve vzorku je pak nutné piipravit kalibra¢ni fadu
vzorki DNA o znamé koncentraci a méfit jejich absorbance. Vysledna velikost genomu je pak
vypoctena jako podil stanoveného mnozstvi DNA ve vzorku a poc¢tu bun€k uzitych k piipraveé
vzorku (Burton, 1968; Mirsky & Ris, 1951).

Ke stanoveni velikosti genomu byla difenylaminova reakce uzivana piredevsim v druhé
poloving 20. stoleti. V soucasné dob¢ se diky laboratorni a ¢asové narocnosti a v mnohych

ptipadech i kvili nepfesnému méteni tato metoda skoro neuziva (Dolezel & Greilhuber, 2010).

4.6.4 Diaminobenzoova reakce

Tato metoda nenasla v ramci protist velikého uplatnéni. To Ize zdivodnit stejné jako u
pfedchozi metody znacnou laboratorni ndro¢nosti piipravy (DoleZel & Greilhuber, 2010).
Zaroven se tyto ob& metody potykaji s nepfesnostmi plynoucimi z uzivani izolované DNA
z nepresné stanoveného poctu bunck. Nicméné& v minulosti byla tato metoda pouzita v praci
(Triplett et al., 1993) ke stanoveni velikosti genomu obrnénky Heterocapsa pygmeae. Rovnéz

byla tato metoda uZitd v jedné z prvnich studii, které se zabyvaly velikosti genomu protsit
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(Holm-Hansen, 1969), a to ve tfiddch Mediophyceae, Bacillariophyceae, Dinophyceae,
Chrysophyceae, Chlorophyceae a Coccolithophyceae.

Reakce DNA s kyselinou diaminobenzoovou je svym principem je zna¢n¢ podobna
vySe zminéné difenylaminové reakci. Na rozdil od difenylaminové reakce vSak neni métena
absorbance barvené DNA ale fluorescencni produkt reakce 3,5-diaminobenzoové kyseliny

s DNA vzorku (Kissane & Robins, 1958; P. S. Thomas & Farquhar, 1978).

5 Velikost genomu u protist

Navzdory tomu, Ze studiu velikosti genomu se vénuje védeckd spolCenost jiz sedm
desetileti (Swift, 1950), velikost genomu u protist stale neni dostate¢né prozkoumana. Oproti
tomu bylo vénovano mnoho pozornosti studiu rostlin, zivo¢ichii a hub, coz ptispélo k relativné
dobrému prostudovani téchto taxonomickych skupin. Pro vSechny z vySe uvedenych skupin
existuji 1 databaze velikosti genomu (http://www.genomesize.com -databaze velikosti genomu
zivocichi, 6222 zaznamu T.R. Gregory, 2020; https://cvalues.science.kew.org/search -databaze
velikosti genomu rostlin, 12273 Leitch et al., 2019; http://www.zbi.ee/fungal-genomesize/ -
databaze velikosti genomu hub 2353 zaznamt B Kullman et al., 2005). Nic takového vSak
neexistuje pro protista. Nekteré zaznamy jednobunéénych fas jsou ale zahrnuty v databazi
velikosti genomu rostlin (Leitch et al., 2019) a stejné¢ tomu tak je u mnohych zastupct
jednobunéénych hub, jejichz genomy jsou zahrnuty v databdzi velikosti genomu hub (B
Kullman et al., 2005). Dalsi caste¢ny prehled znamych velikosti genomi protist nabizi databaze
osekvenovanych genomii (https://gold.jgi.doe.gov; Mukherjee et al., 2019), kde je publikovano
751 zédznamu. Je zde ale nutné uvést, ze dané¢ zdznamy pochazeji ze sekvenacnich projekti
s riznou Urovni sestaveni, a proto je nutné byt piistupovat k témto hodnotam obezietné, protoze
nemusi presn¢ udavat velikost genomu. Data z celogenomového sekvenovani ptitom
nepokryvaji protistni diverzitu rovnomérng, ale zaméfuji se na relativné mensi genomy,
predevsim parazitické a patogenni zéstupce (Sibbald & Archibald, 2017). Valné vétSina studii
zabyvajicich se explicitn€ velikosti genomu vSak v soucasné dobé¢ uziva prutokové cytometrie
a to 1 v ramci protist. MenSinovy podil pak lze jesté stale pfipisovat statickym cytometrickym
metodam (Feulgenova denzitometrie a mikrospektrofotometrie) a pulzni gelové elektroforéze.
Cytochemické metody (reasocia¢ni kinetika, diphanylaminova a diaminobenzoova reakce
s DNA) se naproti tomu jiZz v souc¢asné dob& prakticky nepouZzivaji (Dolezel & Greilhuber,

2010).
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5.1 Studované taxony

5.1.1 Rozsivky

Rozsivky ptedstavuji relativné mladou a bohat¢ diverzifikovanou skupinu (Sorhannus,
2007), u které je mozné pozorovat zna¢nou proménlivost a prizpiisobivost ve velikosti genomu.
Casté polyploidizace, ¢&i jiné prestavby genomu v ramci blizce piibuznych druht nasvédéuji
této flexibilité¢ a mozné speciaci (Bowler et al., 2008; Oliver et al., 2007; Von Dassow et al.,
2008). Dokladem pritbéhu polyploidizace je pak naptiklad prace porovnavajici dvé recentné
odd¢€lené populace rozsivky Ditylum brightwellii, mezi kterymi se velikost genomu lisila o
dvojnasobek (Koester et al., 2010). Obdobné vysledky napovidajici polyploidizaci byly
pozorovany mezi kmeny Thalassiosira weissfolgii (Von Dassow et al., 2008). V ramci celé
skupiny velikost genomu variuje v Sirokém rozmezi 0,03 — 58,18 pg (Armbrust et al., 2004;

Connolly et al., 2008; Mock et al., 2017; Von Dassow et al., 2008).
5.1.2 Kirasivky

Studie zamétené na analyzu variability velikosti genomu napti¢ krasivkami (Mazalova
et al. 2011; Poulickova et al. 2014) odhalily zna¢né vnitrodruhové rozdily obsahu DNA mezi
jednotlivymi kmeny u druhti Micrasterias rotata, M. truncata a Triploceros graciles. Na
zéklad¢ téchto dat pak Ize podpotit domnénku, Ze za veliké genomy krasivek mohou do znacné
miry polyploidiza¢ni udélosti. Tyto prace stanovily velikosti genomii studovanych krasivek

v intervalu 1,02 — 32,37 pg (Mazalova et al. 2011; Poulickova et al. 2014).
5.1.3 Obrnénky

V ramci skupiny obrnének byly popsany jedny z nejvétSich eukaryotickych genomi
vubec. Velikost genomil obrnének se nachéazi v rozmezi 1,5 — 225,0 pg (Figueroa et al., 2010;
Hong et al., 2016; LaJeunesse et al., 2005; Liu et al., 2018; Parrow & Burkholder, 2002; Wargo
& Rizzo, 2000), pri¢emz jesté vyssi hodnota 278,06 pg byla u obrnének nameétena ve starsi
praci (Veldhuis et al., 1997) uzivajici neoptimalizované metodiky pratokové cytometrie. Velké
genomy obrnének byly uvadény jako nasledek mozné polyploidizace (Loeblich et al., 1981),
nicméné souCasné¢ genomické studie spiSe poukazuji na duplikace konkrétnich genti, jako
nasledek selek¢niho tlaku na metabolickou diverzitu (Liu et al., 2018). Naopak nejmensi
genomy obrnének (1,5 - 3,5 pg) se nachazi v symbiotickych obrnénkach korald rodu

Symbiodinium(Aranda et al., 2016; LaJeunesse et al., 2005).
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5.1.4 Haptofyta

Probadand variabilita velikosti genomu u haptofyt se pohybuje od 0,16 po 1,72 pg
(Boucher et al., 1991; Medlin et al., 1996; Nosenko et al., 2007; Read et al., 2013; Standeren,
2018). I v ramci haptofyt je mozné uvést jesté vyssi hodnotu 10,82 pg z jiz zminéné starsi prace
uzivajici neoptimalizovnou metodiku (Veldhuis et al., 1997). V rdmci druhového komplexu
Emiliania huxleyi byla popsana mezidruhova variabilita ve velikosti genomu od 0,18 — 0,76 pg
(Medlin et al., 1996; Read et al., 2013), pfiCemz je vysvétlovana vysokym zastoupenim

tandemovych repetic v genomu(Read et al., 2013).

5.1.5 Ostatni

Kromé vysSe zminénych skupin, jejichz genomy byly v ramci protist studovany, je
zbytek protistni diverzity prostudovan velice fidce. Z toho velké mnozstvi pozornosti vSak bylo
vénovano parazitickym a patogennim skupindm protist. Z nich je mozné jmenovat napiiklad
Kinetoplastida, v ramci, kterych byly studovany pfedevsim trypanozomy. Variabilita velikosti
genomu napfi¢ zastupci této skupiny pak byla pfisouzena vlivu velkého mnozstvi
transponovatelnych elementi (Bradwell et al., 2018; Souza et al., 2011). Dalsi parazitickou
skupinou, které byla vénovana pozornost, je tiida Treponomadea a do ni pattici Diplomonady
s typicky miniaturnimi genomy 0,01 pg (Adam et al., 2013; J. bing Fan et al., 1991; Franzén et
al., 2013).

5.2 Souvislosti s fyziologickymi vlastnostmi protisty

Velikost genomu napfic eukaryotni diverzitou souvisi s mnoha dilezitymi
fyziologickymi vlastnostmi. Pozitivni korelace velikosti bunék s velikosti genomu byla
popsana napii¢ protistni diverzitou (Petrov, 2001; Shuter, 1983) a konkrétné pak v jednotlivych
skupinach naptiklad u obrnének (LaJeunesse et al., 2005), rozsivek (Connolly et al., 2008)
zlativek (Olefeld, 2018), skrytének (Beaton & Cavalier-Smith, 1999) a krasivek (Poulickova et
al., 2014). Dal$im ¢asto zmiflovanym parametrem, jenz n€ktefi autofi uvadéji jakozto korelujici
s velikosti genomu, je rychlost déleni nebo celkové rychlost rGstu daného organismu.
Organismy s malymi genomy pak vykazuji rychlejsi rlst, zatimco organismy s velikymi
genomy disponuji pomalym ristem (Gregory, 2005; Shuter 1983). Je vSak dilezité zminit, Ze
tato korelace neni pfitomna v piipadé porovnavani piibuznych druhli srozdilnou ploidii
(Bennett, 1971; Cavalier-Smith, 2005)

Na zéklad¢ téchto souvislosti pak Cavalier-Smith (1980) predkladd mozZné evolu¢ni

vysvétleni plsobeni r- a K- selekce na protistni organismy. Minimalizace genomu, zmenSeni

26



bunck a urychleni bunééného déleni jsou pfitom nésledky piasobeni r-selekce, zatimco K-
selekce zvyhodiuje veliké bunky, s velkym genomem a pomalym bunécnym délenim.

Zajimavy pohled na evoluci zptisobu vyZzivy a velikosti genomu nabizi v praci, ktera se
zabyvala zlativkami (Olefeld et al., 2018). U fototrofnich zlativek autofi pozorovali relativné
veétsi genomy (0,2 - 12,4 pg), zatimco u heterotrofnich a mixotrofnich zlativek pozorovali
genomy mensi (0,05-0,3 pg). Velikost genomu byla zaroven pozitivné korelujici s objemem
bun¢k. Autofi z vysledkil usuzuji, Ze na pocatku evoluce zlativek byl fototrofni predek, ktery
byl vlivem limitace zdroji uhliku nucen k zmenseni genomu a ptechodu na jiny zptisob vyzivy.

S velikosti genomu a zptisobem Zivota pak 1ze hledat spojeni mezi parazitickymi nebo
symbiotickymi organismy. Obecné jsou totiz organismy s takovym zplsobem Zzivota
charakterizovany malymi genomy (Gregory, 2005). Jako ptiklady z protist 1ze uvést miniaturni
genomy mikrosporidii (Pelin et al., 2016) nebo parazitickych diplomonad (Wielinga et al.,
2015), v ptipadé¢ symbionti pak obrnénky rodu Symbiodinium (Laleunesse et al., 2005).
Miniaturizace genomdu, téchto organizmu je zatim diskutovana jako mozny duasledek
homogenniho prosttedi v ramci hostitelského organismu nebo jako potieba rychlo ristu a déleni
(Smith & Holt, 1996) .

Na dalsi zajimavou ekologickou souvislost poukazuji autoii prace studujici velikost
genomu u rozsivek (Von Dassow et al., 2008). Predkladaji zde, Zze zvétSeni genomu u nékterych
zrozsivek, a na to navazujici zvétSeni objemu danych bun€k, mize mit za nasledek
intenzivngj$i pokles vétSich mrtvych bunék do sedimentu (Von Dassow et al., 2008; Waite et
al., 1997). Vzhledem k silnému zastoupeni rozsivek v moiském fytoplanktonu (Simpson &
Eglit, 2016) by takova zména ve velikosti genomu, mohla mit za nésledek navySeni exportu

uhlikli na dna ocednti (Von Dassow et al., 2008).
6 Zavér

Velikost genomu piedstavuje dilezity charakteristicky znak organismll. Napfic
diverzitou vSech eukaryotickych organisml pfitom variuje v nejvétSim rozsahu pravé mezi
protisty (Gregory, 2001). Konkrétné Siroké spektrum velikosti protistnich genomtl, jejich kratka
reprodukéni doba a vysoké populaéni hustoty, €ini z protist idedlni modelové organismy pro
studium velikosti genomu (Cavalier-Smith, 1980; Lynch & Conery, 2003; Simpson & Eglit,
2016). S velikosti genomu zéaroven souvisi fada fyziologickych parametrli, které mohou
ovlivnit i ekologii organisumu.

Konkrétné studium protist se potykd s uskalim nutnosti kultivace zkoumaného
organismu, aby bylo mozné zajistit dostatecné mnozstvi biomasy (Mazalova et al., 2011).
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Dalsim problém je zpiisoben heterogenitou bunécnych stén a jinych povrchovych struktur, které
brani analyze jadra (Mazalova et al., 2011; Veldhuis et al., 1997). Stejné¢ tak pfitomnost
sekundarnich metabolitli v ramci nékterych skupin zptisobuje problémy s analyzou genomu
(Voglmayr, 2007).

V soucasné dobé¢ je nejCastéji vyuzivanou metodou pro studium velikosti genomu u
protist prutokova cytometrie, ktera umoznuje rychle métfeni velikého mnozstvi ¢astic. Protistni
skupiny se vsSak potykaji s neoptimalizovanou metodikou, pro pfipravu vzorkd a samotné
meéfeni. Konkrétné zde chybi dobfe prostudované standardy (Johnston et al., 1999), a postupy
pro izolaci jader Sirokého spektra heterogennich bunék protist (Mazalova et al., 2011).
V ptipadé, kdy neni mozné zajistit dostatené mnozstvi bun€k pro analyzu, jsou pouzivany
metody statické cytometrie (Feulgenova denzitometrie a mikrospektrofotometrie), které byly
v ostatnich pfipadech pro svou €asovou ndroc¢nost nahrazeny pravé prutokovou cytometrii
(Hardie et al., 2002). V piipadech organismu s relativné malymi chromozomy je k analyze
obsahu DNA mozné pouzit pulzni gelovou elektroforézu, kterd zaroven umoziuje studovat
karyotyp (Sibley & Boothroyd, 1992). Tato metoda je vSak Casové velice narocnd a zaroven
vyZaduje sloZitou laboratorni ptipravu (Wang & Liu, 2013). Paralelni zdroj dat o velikostech
genomu pak predstavuji projekty celogenomového sekvenovani. Ty jsou limitované predevsim
finan¢ni a vypocetni naro¢nosti studia vétSich genomu (Sibbald & Archibald, 2017). Z toho
vyplyvaji nerovhomérné rozlozend data dosavadné sekvenovanych protist, zamétujici se
predevsim na parazitické zastupce s malymi genomy.

Ve srovnani s dobfe prostudovanymi skupinami zivocicht a rostlin (Gregory, 2005), je
velikost genomu u protist stale nedostatecné¢ prozkoumana a vyzaduje jesté mnoho dat a
zejména ucelené metodické postupy pro jednotlivé protistni skupiny, které by umoznily lepsi
srovnani métent.

V navaznosti na tuto resersi je planovana diplomova prace se zaméfenim na studium
velikosti genomu u rodu spdjivych tfas Zygnema. Pro naméfené hodnoty budou hledany
souvislosti s fylogenezi jednotlivych linii a zarovenn budou studovany piipadné kolerace

velikosti genomu a riznych ekofyziologickych adaptaci.
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