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Abstrakt: Kmen Euglenozoa je tvoren ¢tyfmi skupinami — Euglenoidea (krasnoocka),
Kinetoplastea (bi¢ivky), Symbiontida a Diplonemea. Fototrofni krasnoocka, ktera tvori
dobfe podpofenou skupinu, se vyznacuji pritomnosti zeleného plastidu vzniklého sekun-
déarni endosymbidzou se zelenou fasou pfibuznou dnesnimu rodu Pyramimonas. Obecné
pfijimand teorie pozdniho nabyti plastidu (plastid-late hypothesis) tvrdi, Ze k této en-
dosymbidze doslo po oddéleni fototrofnich krasnoocek od zbytku skupiny Euglenozoa.
Endosymbioticka udalost je vzdy spojena s tokem genil z endosymbionta do jadra hos-
titele. I kdyz dojde k uplné ztraté endosymbionta lze predpokladat, ze genom hostitele
byl obohacen o geny endosymbiotického pivodu. Nékteré soucasné fylogenetické ana-
lyzy odhalily v genomu trypanosom (Kinetoplastea: Trypanosomatida) geny potencialné
plastidového puvodu. Interpretuji to tak, ze plastid byl pfitomen jiz u spole¢ného predka
bic¢ivek a krasnoocek a nasledné doslo k jeho ztraté u vSech bicivek a nékterych krasno-
ocek, ke kterym patii i osmotrofni Rhabdomonas costata. BEhem analyzy transkriptomu
R. costata bylo nalezeno 63 genti, u nichz je mozné predpokladat, ze pochazeji ze ze-
lenych (14 genti) nebo jinych (49 gent) fas. Pfi konstrukei fylogenetickych stromi byl
jeden gen s vysokou podporou sestersky zelenym a ¢tyfi geny s vysokou podporou sester-
ské jinym rasam. Protoze geni sesterskych zelenym fasdm neni vic nez genti sesterskych
jinym fasdm, nejedné se velmi pravdépodobné o geny endosymbiotického piivodu, takze
teorie pozdniho nabyti plastidu neni vyvracena.

Klicova slova: Euglenozoa, Euglenoidea, Rhabdomonas, endosymbioticky genovy prenos,
horizontalni genovy prenos, transkriptom.

Abstract: Phylum Euglenozoa contsists of four groups — Euglenoidea, Kinetoplastea,
Symbiontida and Diplonemea. Phototrophic euglenids, which constitute a clade, possess
green plastid acquired via secondary endosymbiosis from green alga related to recent
genus Pyramimonas. According to generally accepted plastid-late hypothesis, the endo-
symbiosis took place after split between phototrophic euglenids and all other euglenozo-
ans. Endosymbiotic event is always associated with gene transfer from endosymbiont to
nuclei of host. Even if the endosymbiont is completely lost we should be able to observe
enrichment of the host genome with the genes derived from endosymbiont. Some recent
phylogenetic analyses uncovered genes related to green algae in trypanosomas (Kineto-
plastea: Trypanosomatida). Based on this observation, authors postulated a hypothesis
that the plastid was present already in common ancestor of kinetoplastids and euglenids
and was lost in kinetoplastids and some euglenids including osmotrophic Rhabdomonas
costata. During analysis of transcriptome of R. costata we found 63 genes, which could
originated from green (24 genes) or other (49 genes) algae. In phylogenetic trees only
one was robustly related to green and four were robustly related to other algae. Since
the number of genes related to green algae is not higher than number of genes sister to
other algae, we do not observed significant enrichment by green algal genes, and so the



plastid-late hypothesis is not rejected.
Keywords: Euglenozoa, Euglenoidea, Rhabdomonas, endosymbiotic gene transfer, hori-
zontal gene transfer, transcriptome.



Obsah

Uvod

1 Literarni prehled

1.1 Endosymbiodza a jeji role v evoluci eukaryot . . . . .. ... ... ....
1.1.1  Vznik mitochondrie . . .. .. ... ... ... ... ...

1.1.2  Primérni endosymbidza plastidu . . . . ... ... ... ... ..
1.1.3 Sekundarni endosymbidzy plastidu . . . . .. ... ... ... ..
1.1.3.1  Sekundarni endosymbiézy zeleného plastidu . . . . . . .

1.1.3.2  Sekundarni endosymbidzy cerveného plastidu . . . . . .

1.1.4 Terciarni endosymbiézy plastidu . . . . .. ... ... ... ...
1.1.5 Zvlastni ptipady endosymbidz . . . . . . . ... ...

1.2 Kmen Euglenozoa . . . . .. . .. . ... . ... e
1.2.1 Trida Symbiontida . . . . . . . ... ... oo
1.2.2 Trida Kinetoplastea — bi¢ivky . . . . . . . ... .. ... ... ..
1.2.3 Trida Diplonemea . . . . . . . ... ... ... ...
1.2.4 Trida Euglenoidea — krasnoocka . . . . . ... .. ... ... ..
1.2.4.1 Fagotrofni krasnoocka . . . . . ... ... ... ... ..

1.2.4.2  Fototrofni krasnooc¢ka . . . . . . ... ... .. ... ..

1.2.4.3  Osmotrofni krasnoocka . . . .. .. ... .. ... ...

1.2.4.4 Endobiotickéd krasnoocka . . . . ... ... ...

2 Cile

3 Metodika
3.1 Kultivace krasnoocka Rhabdomonas costata . . . . . . . . . . . ... ..

3.2 Svételna a elektronova mikroskopie . . . . . ... oL
3.3 Izolace RNA . . . . . . . . e

o 00 N

10
10
13
17
17
18
20
21
22
23
23
24
25
25

27



3.4 Sekvenace celkové RNA . . . . . . ... ...
3.5 In silico zpracovani sekven¢nich dat . . . . . .. ... ... ...

3.5.1 Krok prvni — sekvenéni analyza transkriptu (SAT) . . ... ...
3.5.2  Krok druhy — GetRidofBacteria (GRoB) . . . . .. ... .. ...
3.5.3 Krok tfeti —STEPAdb . . . . . . . . . . .o i
3.5.4  Krok ¢tvrty — lokdlni BLAST (IBLAST) . . . ... ... .....
3.5.5  Krok paty — QBlastSorting (QBS) . . ... ... ... ... ...
3.5.6 Krok Sesty — EachChoosenContigOwnFile (ECCOF) . . . .. ..
3.5.7 Krok sedmy — GetChoosenFasta (GCF) . .. ... ... .....
3.5.8 Krok osmy — GiveUniqueNameForFasta (GUNfF) . . . . . .. ..
3.5.9 Krok devaty — AlignByMuscle (AbM) . . . ... ... ... ...
3.5.10 Krok desaty — TrimmedByTrimAl (TbTA . ... ... ... ...
3.5.11 Krok jedenacty — RAxML . . . .. ... ... ...
3.5.12 Krok dvanacty — konfrontace s literaturou . . . . . . . ... ...
3.5.13 Krok tfinacty — BestTrees . . . . . . . . . .. ... ...

4 Vysledky

4.1 Svételna a elektronova mikroskopie . . . . . .. ... L oL

4.2 Fylogenetické analyzy . . . . . ... ... o o

5 Diskuse vysledka

6 Zavéry

A Skripty pouzité
A.1 Krok druhy
A.2 Krok paty .
A.3 Krok Sesty .
A.4 Krok sedmy
A.5 Krok osmy
A.6 Krok devaty

v analyze

A6.1 Muscle. . . . . . o
A.6.2 MAFFT . . . .

A.7 Krok desaty

Literatura

30
30
32
32
33
33
33
35
35
35
35
36
36
36
37

38
38
38

48

50

51
51
52
54
54
58
59
99
99
60

61



Uvod

Plastid je bunéénou organelou, kterou mtzeme najit ve vSech zelenych rostlinach,
syntéza — pretvareni anorganickych latek v latky organické, které maji nezastupitelny
vyznam pro zivot jako takovy.

Jedna dobfte definovana linie krasnoocek nese ve svych bunkach sekundarni plas-
tidy pochazejici z endosymbidzy se zelenou fasou. Kromé téchto fotosyntetickych kras-
noocek vsak existuje mnoho heterotrofnich, které plastid nemaji. Sesterskou skupinu
krasnooéek tvoii bic¢ivky (Kinetoplastea), zahrnujici mimo jiné vyznamné lidské para-
zity trypanosomy (7Trypanosoma) a nic¢ivky (Leishmania). P¥ibuzensky vztah bic¢ivek
a krasnoocek vedl nékteré védce k formulovani atraktivni hypotézy raného nabyti plas-
tidu u spole¢ného predka obou skupin a néasledné ztraty této organely u vSech zastupci
skupiny Euglenozoa s vyjimkou skupiny fotosyntetickych krasnoocek. Endosymbiodza je
doprovazena endosymbiotickym pfenosem genti (EGT). Pfitomnost genti, které pocha-
zeji ze zelenych ras, mize byt pokladana za dikaz, ze predek trypanosom mél plastid
a skuteéné existuje prace, ktera tvrdi, Ze takové geny v genomu trypanosom jsou. AvSak
pritomnost takovych genti miuZzeme vysvétlit také horizontalnim prenosem genti (HGT)
z potravy nebo okolniho prosttedi.

Pokud by byly u heterotrofnich krasnoocek nalezeny stejné geny piibuzné zelenym
fasam jako u trypanosom nebo v pripadé, Ze by heterotrofni krasnoocka obsahovala
zvysené mnozstvi genti pochazejicich ze zelenych ras, pak by teorie raného nabyti plas-
tidu ziskala podporu. U heterotrofnich krasnoocek vsak tyto geny jeSté nikdo nehledal.
To je jeden z dtvodi, pro¢ se hledani genti potencialné plastidového ptivodu v tran-
skriptomu R. costata stalo tématem této prace. Nepfiméa metoda, tedy detekce genti,
byla navic doplnéna elektronovou mikroskopii, pomoci které jsme se chtéli presvédcit,
zda je v bunce naseho modelového organismu plastid nebo jeho rudiment pritomen ¢i
nikoliv.



Literarni prehled

1.1 Endosymbidza a jeji role v evoluci eukaryot

Jednim z pilith dnesnich pfedstav o vzniku eukaryotické bunky jsou endosymbi-
otické teorie vzniku nékterych bunéénych organel, zejména mitochondrii a plastidi.
Prvnim impulsem, ktery vedl k jejich vzniku, bylo pozorovani némeckého botanika
Andrease Franze Wilhelma Schimpera z roku 1883. Délici se chloroplasty mu pfFipo-
minaly délici se sinice a navrhl v poznamce pod ¢arou vznik rostlin symbiézou dvou
organismi (SCHIMPER ). Samotna endosymbioticka teorie vzniku chloroplastu byla
poprvé popsana v roce 1910 ruskym lichenologem Konstantinem Merezkovskym (MERE-
SCHKOWSKY ). Ve 20. letech 19. stoleti byla endosymbioticka teorie poprvé pouzita
pro vysvétleni vzniku mitochondrii (WALLIN ; WALLIN ). Az do roku 1967, kdy
tyto teorie ozivila Lynn Saganova (SAGAN ), nebyly endosymbiotické teorie vzniku
organel brany prili§ vazné.

Endosymbidza, jejiz nedilnou soucasti je transfer genil mezi endosymbiontem a ek-
tosymbiontem (hostitelem), neni ukonéeny proces, probihd neustale. Zatimco u mito-
chondrii se obecné predpoklada, ze vznikly pouze jednou a to primarni endosymbidzou,
plastidy vznikaly pravdépodobné vicekrat, viz Obr. 1.1. Plastidy mtzeme podle zptisobu
jejich vzniku délit na primarni, sekundarni a terciarni.

Kromé plastidid a mitochondrii patii k organelam, které mohly vzniknout endosym-
biézou, kulovité téliska nalezend u nékterych druhi rozsivek (Ochrophyta: Bacillario-
phyceae), napf. Rhopalodia gibba (GEITLER ), kterd jsou pravdépodobné zodpo-
védna za schopnost fixace dusiku témito rozsivkami. Kulovita téliska jsou obalena dvéma
membranami s ¢etnymi vchlipeninami vnitini membrany a obsahuji DNA. Molekularni
analyza genu pro 16S rRNA ukézala na blizkou pfibuznost kulovitjch télisek se sinici
rodu Cyanothece (PRECHTL, KNEIP et al. ).

7 dalsich prikladd endosymbidz budiz uvedeny alespon ty, které se tykaji prislus-
nikt kmene Euglenozoa: parazitickd améba rodu Neoparamoeba (Amoebozoa: Dactylo-
podida) se svym endosymbiontem rodu Perkinsiella (Kinetoplastea: Prokinetoplastina)
(DYKOVA, FIALA et al. ) a néktefi zastupci roda Crithidia a Cryptobia s bakterial-

7
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nim endosymbiontem rodu Bordetella (Betaproteobacteria: Burkholderiales) (HOLLAR,
LUKESs a MAsSLOV ; GADELHA, WICKSTEAD et al. ).

1.1.1 Vznik mitochondrie

Podle endosymbiotické teorie se mitochondrie vyvinula z ptvodné volné zijici bak-
terie, ktera byla pohlcena moznd jiz eukaryotickou buiitkou (CAVALIER-SMITH ).
Obvykle se predpoklada, ze mitochondrialni endosymbiéza probéhla v evoluci pouze jed-
nou; ackoliv u mitochondriim podobnych organel — mitosomt@ a hydrogenosomti, které
az na vyjimky (AKHMANOVA, VONCKEN et al. ) nemaji vlastni genom a neucastni
se energetického metabolismu — se o nezavislé endosymbidze uvazovalo (MULLER ).
Dnes se vsak hydrogenosomy a mitosomy povazuji spiSe za pfimé potomky mitochondrie
(Bui, BRADLEY a JOHNSON ; ROGER, CLARK a DOOLITTLE ; EMBLEY ).
U jedné jediné skupiny eukaryot — Oxymonadea — se doposud nepodafila pfitomnost
mitochondriélnich organel potvrdit (CARPENTER, WALLER a KEELING ).

Predkem mitochondrie, tj. onou pohlcenou bakterii, je podle dnesnich teorii s nej-
vétsi pravdépodobnosti ¢len fadu Rickettsiales (Proteobacteria: Alphaproteobacteria)
(WILLIAMS a SOBRAL ; FITZPATRICK, CREEVEY a MCINERNEY ). Neni bez
zajimavosti, ze vétsina zastupcti fadu Rickettsiales je intracelularnimi endosymbionty,
napi. Wolbachia u skupiny Ecdysozoa nebo Rickettsia u ¢lovéka.

1.1.2 Primarni endosymbiodza plastidu

Predkem vSech dnesnich plastidd jsou s nejvétsi pravdépodobnosti sinice — ¢erveno-
modrozelené gramnegativni bakterie schopné fotosyntetizovat. Primarni plastidy vzni-
kaji cestou primarni endosymbidzy. Primarni endosymbiézou obecné nazyvame proces,
na jehoz pocatku se odehrava pohlceni organismu, ktery jesté nikoho nepohltil, organis-
mem, ktery sim endosymbionta neobsahuje. V pripadé primarnich plastidi, je pohlco-
vanym organismem (budoucim endosymbiontem a pozdéji i organelou) sinice a pohlco-
vatelem (budoucim ektosymbiontem) heterotrofni eukaryoticka burika. V dalsim kroku,
ktery je neukonceny, se geneticka informace sinice vytraci z genomu endosymbionta do
jadra ektosymbionta. S tim je spojen transport hotovych proteinti, jejichz geny byly
preneseny do jadra ektosymbionta, do plastidu. Primérni plastidy jsou tedy pfimymi
potomky sinic. VSechny znamé primarni plastidy jsou obaleny dvéma membranami,
které pochéazeji ze sinice (KEELING ; KEELING ).

Primérni plastidy recentné nachazime u ¢tyt skupin organismi. U zelenych rostlin
(Viridiplantae), ruduch (Rhodophyta) a skupiny Glaucophyta se obvykle predpoklada,
ze jejich spoleény predek pohltil sinici. Glaucophyta obsahuji rané plastidy — cyanely.
Jsou podobnéjsi sinicim, nez jiné plastidy. Dokézaly si udrzet peptidoglykanovou sténu,
a jsou tak jedinymi samostatné osmoticky stabilnimi plastidy ve skupiné Archaeplas-
tida. Mezi zelenymi rostlinami i ruduchami existuji parazitické linie, které nefotosynte-
tizuji, ale pozistatky plastidu maji, napt. holoparazitické rostliny (REVILL, STANLEY
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Obrazek 1.1: Schéma priméarnich, sekundarnich a terciarnich endosymbiéz plastidu napfi¢ euka-
ryotickymi organismy. Pievzato z KEELING 2010.
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a HIBBERD ) nebo Holmsella (EvANS, CALLOW a CALLOW ). V kazdém pri-
padé tato primarni endosymbidza mohla podle nékterych autord probéhnout asi pred
1600000000 let (YOON, HACKETT et al. ). Ctvrtou skupinu tvoti Paulinella chro-
matophora — sladkovodni améba patiici mezi Rhizaria (MARIN, NOWACK a MELKONIAN

). Plastid! améby, nazyvany chromatoforem, si zachoval peptidoglykanovou sténu
a byl ziskdn asi pfed 60000000 lety (NOWACK, MELKONIAN a GLOCKNER ). Nej-
bliz§im pt¥ibuznym P. chromatophora je fagotrofni P. ovalis (syn. Calycomonas ovalis),
pozirajici pravé sinice (BHATTACHARYA, PRICE et al. ). Nejblizsimi ptfibuznymi
chromatofort jsou sinice rodi Prochlorococcus a Synechocystis (YOON, NAKAYAMA et
al. ).

Geny, které maji pivod v sinicich, nalézame v genomech téméf vSech eukaryot (MA-
RUYAMA, MATSUZAKI et al. ). Neni tedy zcela vyloucena moznost, Zze primarni
endosymbidza se odehrala drive, nez se oddélila Archaeplastida od ostatnich eukaryot
(ANDERSSON a ROGER ), tj. Ze vSichni zastupci eukaryot maji ve své minulosti
predka obsahujiciho plastid (ROGOZIN, BASU et al. ).

1.1.3 Sekundarni endosymbidzy plastidu

Sekundarni endosymbidza je proces, pfi kterém pohlti ektosymbiont endosymbi-
onta, ktery jiz jednoho endosymbionta obsahuje. Pohlcenym organismem mize byt tedy
ruducha (Rhodophyta), zelena fasa (Viridiplantae), ¢i zastupce skupiny Glaucophyta.
Zadnou sekundarni endosymbidzu se zastupci skupiny Glaucophyta vSak prozatim ne-
zname.

1.1.3.1 Sekundarni endosymbiézy zeleného plastidu

Sekundérni zeleny plastid mizeme najit u nékterych krasnoocek (Excavata: Eugleno-
idea), mofskych ménavek malo pocetné skupiny Chlorarachniophyta (Rhizaria) a rodu
Lepidodinium (Alveolata: Dinophyta). Dfive se uvaZzovalo o spole¢ném piivodu plastidu
u Euglenoidea a Chlorarachniophyta, sluc¢ujicim tyto dvé skupiny (presnéji Discicristata
a Cercozoa) do skupiny Cabozoa (CAVALIER-SMITH ). Molekularni analyzy vsak
vypovidaji proti této hypotéze .

Chlorarachniophyta

Do skupiny Chlorarachniophyta (SAR: Rhizaria: Cercozoa) patii neceld desitka
druhtt mofskych fagotrofnich améb, které obsahuji nékolik sekundéarnich plastidi oba-
lenych ¢tyfmi membranami. Z evolu¢niho hlediska je velmi zajimavy fakt, Ze soucasti
téchto plastida je nukleomorf — redukované jadro endosymbionta. Genom nukleomorfu
je rozdélen na t¥i chromosomy s velmi kratkymi introny (17-20bp). V pfipadé druhu
Bigelowiella natans obsahuje genom nukleomorfu 331 proteinovych gent z nichz pouze

vy

vasniva diskuse (THEISSEN a MARTIN ; BHATTACHARYA a ARCHIBALD )-
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Obrazek 1.2: Prehled fylogeneze skupiny Viridiplantae. AGF — hypoteticky, bi¢ikem obdafeny
predek zelené linie Archaeplastida. Pfevzato z LELIAERT, SMITH et al. 2012.

17 kéduje proteiny fungujici v plastidu (GILSON, SuU et al. 2006). K nejblizs§im ptibuz-
nym plastidu skupiny Chlorarachniophyta jsou fazeni na zakladé fylogeneze v jadru
kédovaného plastidového genu psbO (TAKAHASHI, OKABE et al. 2007) i 38 plastido-
vych proteini (ROGERS, GILSON et al. 2007) pravdépodobné zastupci tzv. UTC-vétve
(Chlorophyta: Ulvophyceae, Trebouxiophyceae, Chlorophyceae), viz Obr. 1.2. K blizkym
pfibuznym hostitelskych organismt (ektosymbiontii) néalezi napf. nddorovky (Plasmo-
diophoromycota, Phytomyxea) — intracelularni parazité rostlin (BAss, MOREIRA et al.
2005).

Pokud by byla skupina Chromista monofyleticka, viz dale, pak by predkové skupiny
Chlorarachniophyta ztratili cerveny plastid, aby jejich potomci v budoucnosti ziskali

plastid zeleny.

Euglenoidea — krasnoocka
Fototrofni krasnoocka (Euglenoidea) ziskala sviij plastid pohlcenim jiné zelené fasy.
Na zékladé fylogenetickych analyz plastidovych genti se nejéastéji uvadi, ze nejblizsim
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Obrazek 1.3: Schématické porovnani teorie raného a pozdniho nabyti plastidu u krasnoocek.
Pfevzato z LEANDER a KEELING

pfibuznym krasnoocéiho plastidu je Pyramimonas parkeae (Prasinophyceae: Pyrami-
monadales) (TURMEL, GAGNON et al. ), ackoliv na zakladé fylogeneze v jadru ké-
dovaného plastidového genu psbO vychézi nejbliz§im pribuznym plastidu Mesostigma
(Mesostigmatophyceae: Mesostigmatales) (TAKAHASHI, OKABE et al. ). Ektosym-
biontem krasnooc¢éi sekundarni endosymbidzy byl, alespon podle teorie pozdniho nabyti
plastidu (angl. plastid-late hypothesis), bi¢ikovec blizce pfibuzny eukaryovornim rodim
Peranema (MARIN, PALM et al. ) & Rapaza (YAMAGUCHI, YUBUKI a LEANDER

). Podporu této teorii dava také pozorovani ultrastruktury cytoskeletu krasnoocek.
7Zda se, ze pouze néktera krasnoocka maji specidlni adaptace, kterd jim umoznuji pohl-
covani eukaryotické potravy. Pozustatky téchto adaptaci byly vysledovany u fotosynte-
tickych krasnoo¢ek (LEANDER a KEELING )

U nékterych z nejvice zkoumanych zastupct radu Trypanosomatida, tj. trypanosom
(Trypanosoma) a ni¢ivek (Leishmania), bylo nalezeno nékolik gent, které by mohly
byt barevného pivodu (HANNAERT, SAAVEDRA et al. ; OPPERDOES a MICHELS

; Tyc, LONG et al. ). To navozuje myslenku raného nabyti plastidu u skupiny
Euglenozoa (plastid-early hypothesis), tj. ze plastid mohl ziskat uz spole¢ny predek celé
skupiny Euglenozoa (LEANDER a KEELING : BopyL,, MACKIEWICZ a MILANOWSKI

). Existuji i prace zabyvajici se nabitim a ztratou ¢erveného plastidu v ddvné mi-
nulosti (TRIPODI, BUTTIGLIERO et al. ). Srovnani teorie raného a pozdniho nabyti
plastidu u skupiny Euglenozoa je znazornéno na Obr. 1.3.

Obrnénky rodu Lepidodinium

Tretim pripadem nezavislé zelené sekundarni endosymbidzy jsou obrnénky rodu
Lepidodinium. Predpoklada se, Ze Lepidodinium ztratilo pivodni sekundarni obrnénci
plastid a posléze ziskalo novy. K nejblizsim zijicim pfibuznym tohoto nového plastidu



KAPITOLA 1. LITERARNI PREHLED 13

patii zastupci tzv. UTC-vétve zelenych fas, tj. Ulvophyceae, Trebouxiophyceae a Chlo-
rophyceae. Tato endosymbidza, nahrazeni jednoho sekundarniho endosymbionta jinym
sekundarnim endosymbiontem, nese oznaceni seridlni endosymbiéza (MATSUMOTO, SHI-
NOZAKI et al. ).

1.1.3.2 Sekundarni endosymbiézy ¢erveného plastidu

U nékolika eukaryotickych skupin — Cryptophyta, Ochrophyta, Haptophyta, Dino-
phyta a Apicomplexa — dnes existuje (Cerveny) sekundarni plastid odvozeny z ruduch
(Archaeplastida: Rhodophyta). Na rozdil od zelenych sekundérnich plastida jsou ¢ervené
sekundarni plastidy, s vyjimkou zastupci skupiny Apicomplexa, Dinophyta a Chrome-
rida, napojeny endoplasmatickym retikulem na jadro ektosymbionta a obvykle obsahuji
chlorofyl c.

I v tomto pfipadé existuje teorie, ktera se snazi vysvétlit pivod cerveného sekundar-
niho plastidu jedinou endosymbiotickou udéalosti a vSechny sekundarné cervené taxony,
véetné jejich heterotrofnich pfibuznych, shrnuje do skupiny Chromista (at diive kromé
Rhizaria, ¢i pozdéji véetné skupiny Rhizaria) (CAVALIER-SMITH ). Dnes se zdaji
pravdépodobnéjsi teorie predpokladajici vyssi pocet cervenych endosymbiotickych udéa-
losti.

Plastidy zastupct skupin Haptophyta, Cryptophyta a Ochrophyta jsou obaleny
¢tyfmi membranami, z nichz nejvnéjsnéjsi je napojena na endoplasmatické retikulum,
a tim i na jadernou membranu, a je osazena ribosomy. Dv€ nejvnitinéjsi membrany jsou
odvozeny od priméarniho plastidu, zatimco zbylé dvé pochézeji z endoplasmatického re-
tikula ektosymbionta. Castou souéasti plastidu zastupcii obdafenych biciky je stigma,
svétlocivny skvrna.

Ochrophyta

Skupina Heterokontophyta (angl. stramenopiles) je sdruzenim fady fotosyntetickych
i heterotrofnich organismu. Podle nékterych studii je vétev zahrnujici vSechny fotosynte-
tické piislusniky skupiny Heterokontophyta monofyletickou a zvana Ochrophyta (CA-
VALIER-SMITH a CHAO ; RIISBERG, ORR et al. ; YANG, BoO et al. ).
Heterotrofni organismy pak tvoti dvé vétve — Pseudofungi (napt. Oomycetes: Phytoph-
thora infestans) a Bigyra (napi. Blastocystis).

Ochrophyta mutzeme rozdélit do nékolika tfid, z nichz k nejvyznamnéjsim patii
rtiznobrvky (Xanthophyceae), chaluhy (Phaeophyceae) a rozsivky (Bacillariophyceae).
Z morfologického hlediska je zajimava také tfida Eustigmatophyceae. Jeji zastupci maji
jako jedini, s vyjimkou krasnoocek, extraplastidialni stigma a na rozdil od ostatnich
cervenym plastidem obdafenych organismu jejich chloroplast neobsahuje chlorofyl c.
Soucasti tFidy Dictyochophyceae je fad Pedinellales, jehoz zastupci jsou jak autotrofni
(napt. Pedinella), tak heterotrofni (Pteridomonas a Actinomonas).

Neékteré zlativky (Chrysophyceae), napf. Uroglena, jsou obligatné fagotrofni i foto-
trofni, obdobné jako krasnoocko Rapaza viridis, jiné plastid ztratily a jsou striktnimi
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taxonem vyjadiuje délku sekvence, ktera se podili na alignmentu. Pfevzato z BURKI, OKAMOTO
et al. 2012.
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fagotrofy s kanibalistickymi sklony, napt. Spumella (YUBUKI, NAKAYAMA a INOUYE

), ¢i maji, i pfes pfitomnost plastidu, silné tendence ke kanibalismu, nap¥. Pote-
rioochromonas (CARON, PORTER a SANDERS ). U druhu Ochromonas moestrupii
bylo pfi bunééném déleni pozorovano v nékolika malo pripadech nerozdéleni plastidu, tj.
jedna z dcefinych bunék zistala plastidu prosté; presto konzumovala bakterie a plavala
jako burika s plastidem (ANDERSEN )

Cryptophyta — skryténky

Mezi skryténky (Cryptophyta) patii organismy fotosyntetizujici i heterotrofni. S vy-
jimkou zastupcti rodu Goniomonas (Goniomonadales), ktefi tvori bazalni skupinu skry-
tének a jsou fagotrofni (MCFADDEN, GILSON a HILL ), maji vSechny ostatni skry-
ténky (Cryptomonadales) plastid, véetné ostatnich heterotrofnich zastupcu ztrativsich
schopnost fotosyntézy. Zda se, ze schopnost fotosyntetizovat byla u skrytének ztracena
nejméné tiikrat nezavisle na sobé (HOEF-EMDEN ). Nenalezeni barevnych geni
v zastupcich rodu Goniomonas by mohlo, napf. snizit vérohodnost hypotézy Chromal-
veolata, resp. Hacrobia, které jsou zaloZeny na existenci plastidu u spole¢ného predka
skupin Chromista, resp. Hacrobia.

Soucasti skryténciho plastidu je, obdobné jako u skupiny Chlorarachniophyta, nuk-
leomorf se tfemi chromosomy, které, v pripadé druhu Guillardia theta, obsahuji 464 pro-
tein kédujicich geni z nichz 30 funguje pfimo v plastidu (MARTIN-CERECEDA, ROBERTS
et al. ; DOUGLAS, ZAUNER et al. ). Kromé nukleomorfu se v periplastididlnim
prostoru nachazeji 80S ribosomy a $krobova zrna (MCFADDEN, GILSON a DOUGLAS

). Nukleomorf je obalen dvéma membranami a ¢asto pfidruzen k pyrenoidu. Dle
nemnohych fylogenetickych analyz LSU rRNA (velké ribosomélni podjednotky) tvori
nukleomorf skrytének sesterskou linii ruduch (VAN DER AUWERA, HOFMANN et al.

), zvlasté pak tiidy Bangiophyceae (HOEF-EMDEN, MARIN a MELKONIAN ).

Haptophyta — hapténky

Na zakladé fylogenetické analyzy plastidovych gent se zda, ze blizkymi piibuznymi
skrytének jsou zastupci skupiny Haptophyta (JANOUSKOVEC, HORAK et al. ; RICE
a PALMER ), ty pak spolu s nékolika heterotrofnimi skupinami tvoii taxon Hacrobia
(OKAMOTO, CHANTANGSI et al. ). Naopak fylogenetické analyzy mnoha jadernych
genii (BURKI, OKAMOTO et al. ) rozdéluji Hacrobia na ¢ast sesterskou Harosa?, tj.
Telonemida, Centrohelida a Haptophyta. Druhou ¢ésti jsou skupiny Cryptophyta, Pico-
biliphyta a Katablepharida, které tvori parafyleticky taxon vzhledem k Archaeplastida,
viz Obr. 1.4. Jind fylogenetické analyza (neobsahujici skryténky) uréila Haptophyta jako
sesterské Archaeplastida (BROWN, KOLISKO et al. ).

Na rozdil od skrytének, miizeme najit plastid ve vSech hapténkéach. Soucasti plastidu
neni stigma. Nejvyraznéjsim znakem skupiny Haptophyta je, mimo dvou bic¢iki, hapto-

2Skupina Harosa, nékdy oznadovana akronymem SAR, se sestdva z Heterokontophyta, Alveolata
a Rhizaria.
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nema — bi¢iku podobny utvar vyztuzeny 6—7 mikrotubuly (ANDERSEN ). Hapténky

obyvaji sladké i slané vody a maji zna¢ny ekologicky vyznam. Modelovym organismem

skupiny Haptophyta je morska kokoidni fasa s kfemiéitymi (SiO4) Supinami — Emili-

ania huzleyi, u niz byl osekvenovan cely plastidovy (SANCHEZ PUERTA, BACHVAROFF

a DELWICHE ), mitochondridlni (SANCHEZ PUERTA, BACHVAROFF a DELWICHE
) i jaderny genom.

Dinophyta — obrnénky

Priblizné polovina druht obrnének obsahuje ve svych buinkéch plastidy s barvivy.
Vétsina barevnych obrnének ma plastid obsahujici barvivo peridinin. Sekundarni plas-
tid obrnének je obalen pouze tfemi membranami. Mnohé fotosyntetizujici obrnénky se
vyzivuji mixotrofné (STOECKER )

Na rozdil od vétsiny ostatnich barevnych organism, které jsou vérné svym endosym-
biontiim, chovaji se obrnénky k plastidim ponékud promiskuitné. Tato vlastnost miize
byt ddna zejména povahou plastidovych genomt obrnének. Vétsina ptavodni DNA en-
dosymbionta se premistila do obfiho jadra obrnénky (dinokaryonu), zatimco v plastidu
zustavajici DNA je uspofadana v malych, ¢asto jediny gen obsahujicich kruhovych mo-
lekuldch (ZHANG, GREEN a CAVALIER-SMITH ; GREEN ). Také v jaderném
genomu obrnénky Ceratium horridum, s plastidem obsahujicim peridinin, jsou plasti-
dové geny ulozeny v podobé malych krouzki DNA (LAATSCH, ZAUNER et al. ).

Bazélni heterotrofni obrnénka Crypthecodinium cohnii pravdépodobné obsahuje ru-
dimentarni plastid, nebot v jaderném genomu byly nalezeny N-koncové plastidové sig-
nalni peptidy (SANCHEZ-PUERTA, LIPPMEIER et al. ). K nejbliz§im pfibuznym
obrnének patii heterotrofni parazit mlzi Perkinsus marinus, u kterého byly zjistény
N-termindlni plastidové signalni sekvence podobné obrnén¢im (STELTER, EL-SAYED a
SEEBER ). Zda se tedy, Ze u obrnének doslo ke ztratam fotosyntetickych schopnosti.

Apicomplexa — vytrusovci
Soucasti bunky vétsiny druhil vytrusovei je rudimentérni, tfemi az ¢tyfmi membra-
nami obklopeny fotosyntézy neschopny plastid zvany apikoplast, ktery s velkou prav-
dépodobnosti pochézi ze sekundarni (nebo vyssi) endosymbiézy (LiM a MCFADDEN
). AZ do objeveni dvou fotosyntetizujicich zastupct skupiny Alveolata, Chromera
velia (MOORE, OBORNIK et al. ) a Vitrella brassicaformis (Alveolata: Chrome-
rida) (OBORNIK, MODRY et al. ), ktefi jsou pravdépodobné nejblizsimi znadmymi
fotosyntetickymi pribuznymi vytrusovcl, a osekvenovani jejich plastidovych genomn,
nebylo pfilis jasné, je-li ptivod apikoplastu Cerveny nebo zeleny. Molekularni data zis-
kana z plastidu skupiny Chromerida upfednostnuji cervenou endosymbidzu pied zelenou
(JANOUSKOVEC, HORAK et al. ). Diky ztraté fotosyntetickych funkci mohl byt ge-
nom apikoplastu, jakoz i pocet gent, které presly z plastidu do jadra, silné zredukovan,
coz ale komplikuje fylogenetické analyzy.
Zda se, Ze buniky druhu Cryptosporidium parvum (ZHU, KEITHLY a PHILIPPE )



KAPITOLA 1. LITERARNI PREHLED 17

a hromadinky druhu Gregarina niphandrodes (T0so a OMOTO ) neobsahuji api-
koplast zadny.

Ciliophora — nalevnici

Nélevnici jsou velmi pocetnou skupinou prvokt, ktefi ziji bud volné nebo v sym-
biéze s jinymi organismy. Dle hypotézy Chromalveolata (CAVALIER-SMITH ) byl
predek nalevnikt obdafeny plastidem, coz by mohla potvrzovat fylogeneze genu pro
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu (FAST, KISSINGER et al. ). Je-li tato teorie
pravdiva, pak by v dnesnich nélevnicich, podle soucasnych predstav, mély zistat mole-
kulérni stopy po tomto plastidu. Pti studovani genomu makronukleu nalevnika vejcovky
(Tetrahymena thermophila), sestavajiciho z 27 446 pfedpovézenych geni, bylo zjisténo,
Ze u 16 gent je mozno hledat barevny ptivod a 14 z téchto 16 gend existuje i v genomech
ostatnich zastupct skupiny Chromalveolata a 11 dokonce v dalsi heterotrofni skupiné —
Oomycetes (TYLER, TRIPATHY et al. ). Je otazkou, jaka ¢ast téchto geni prisla do
genomu vejcovky horizontalnim genovym transferem a jaka intracelularnim genovym
transferem (REYES-PRIETO, MOUSTAFA a BHATTACHARYA ).

1.1.4 Terciarni endosymbidzy plastidu

Terciarni endosymbidza je proces, pri kterém pohlti ektosymbiont endosymbionta,
obsahujiciho endosymbionta s jiz pohlcenym endosymbiontem. Pohlcenym organismem
miize byt tedy kdokoliv se sekundarnim plastidem, ackoliv jsou zndmy jen Cervené ter-
cidrni endosymbidzy.

Bylo popsano nékolik pfipadi tercidrni endosymbidzy — vSechny u obrnének (Alveo-
lata: Dinophyta). Naptiklad Karenia a Karlodinium odvozuji sviij plastid od haptének
(Haptophyta) (TENGS, DAHLBERG et al. ). Zajimavym piipadem je Kryptoperidi-
nium, které ziskalo svého barevného endosymbionta — rozsivku (Ochrophyta: Bacillario-
phyceae) (DODGE a CRAWFORD ; INAGAKI, DACKS et al. ) — pomérné nedavno,
protoze tento endosymbiont obsahuje plastid, jadro a dokonce mitochondrii (CHESNICK,
KOOISTRA et al. ; IMANIAN a KEELING ; MCEWAN a KEELING )

1.1.5 Zvlastni pripady endosymbioz

U nékterych nalevniki (LAVAL-PEUTO a FEBVRE ) miZzeme, podobné jako
u nékterych obrnének (MINNHAGEN, CARVALHO et al. ), nékterych dirkonosci
(Rhizaria: Foraminifera) (BERNHARD a BOWSER ) a dokonce nékterych zadoza-
brych plzii (Opistobranchia: Sacoglossa) (RUMPHO, WORFUL et al. ), najit tzv.
kleptoplastidy. Pokud fagotrofni organismus pozte rasu, ze které stravi vse kromé jejiho
plastidu a tento plastid dokaze po omezenou dobu v téle fagotrofa fungovat, oznacujeme
takovyto plastid terminem kleptoplastid (,,odcizeny plastid“) (MINNHAGEN, CARVALHO
et al. ). Dokonce i v ptipadé plzi pravdépodobné dochazi k transferu genti z plastidu
do zarodecné linie bunék ektosymbionta (RUMPHO, WORFUL et al. )
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Motsky, ¢ervené prilivy (angl. red tides, motska obdoba vodniho kvétu) zpisobu-
jici druh Dinophysis acuminata, ktery je navic zodpovédny za DSP (diarrhetic shell-
fish poisoning), ma kleptoplastid odvozeny od skrytének (HACKETT, MARANDA et al.

; SCHNEPF a ELBRACHTER ). Velmi zajimavy je zptsob, jakym tento skryténéi
plastid ziskava. Dinophysis se nezivi skryténkami, ale nalevnikem druhu Mesodinium
rubrum (syn. Mirionecta rubra), ktery vyhleddva a pozird skryténky rodu Teleaulaz.
Obrnénka nésledné stravi nalevnika a skryténku, kromé jejiho plastidu (Kim a ARCHI-
BALD ; WISECAVER a HACKETT ).

Prazvlastni zivotni cyklus ma Hatena arenicola (Hacrobia: Katablepharida), je-
jiz buiiky obsahuji endosymbionta — fasu rodu Nephroselmis (Prasinophyceae: Pseu-
doscourfieldiales: Pycnococcaceae). Tento endosymbiont mé zvétSeny plastid, zatimco
ostatni bunééné struktury jsou degradovany. Pfi binarnim déleni ziskd endosymbionta
pouze jedna z dcefinych bunék. Druha si musi svého budouciho endosymbionta ulovit
sama (OKAMOTO a INOUYE ).

Je zndma nejméné jedna endosymbidza, ve které v roli endosymbionta i ektosym-
bionta vystupuji bakterie. Soucésti téla vlnatek (Sternorrhyncha: Coccoidea: Pseudo-
coccidae) jsou specializované organy, mycetomy, které obsahuji primarni bakterialni
endosymbionty ze skupiny Betaproteobacteria. Cytoplasma primarnich endosymbiontt
je plnad sekundarnich endosymbiontti — bakterii ze skupiny Gammaproteobacteria (Do-
HLEN, KOHLER et al. ; THAO, GULLAN a BAUMANN )-

1.2 Kmen Euglenozoa

Kmen Euglenozoa se dnes sestava ze dvou druhové bohatych a intenzivné zkou-
manych skupin — Kinetoplastea (bi¢ivky) a Euglenoidea (krasnoocka) a dvou skupin
na druhy chudych a velmi malo zkoumanych — Diplonemea a Symbiontida (YUBUKI,
EDGCOMB et al. ).

V roce 1976 (PRESTON ) byla poprvé naznacena moznost blizké pribuznosti
krasnoocek a bicivek na zakladé ¢tyt sdilenych morfologickych znakt — diskovitych mi-
tochondridlnich krist, bi¢ikové kapsy (flagellar pocket), paraxonemélni tyée a pelikuly
s korzetem mikrotubuld, které podpiraji vétsinu bunééného povrchu. V roce 1978 (SCH-
WARTZ a DAYHOFF ) byla tato pfibuznost potvrzena molekuldrné — na zakladé fy-
logeneze genu pro cytochrom c. Cavalier-Smith (CAVALIER-SMITH ) pak navrhl pro
taxon zahrnujici Kinetoplastea a Euglenoidea nazev Euglenozoa. Po pridani Symbion-
tida a Diplonemea mezi Euglenozoa byly nalezeny ,,nové“ synapomorfie Euglenozoa — t1i
asymetricky uspotradané mikrotubularni koreny asociované s bazalnimi télisky biciki,
heteromorfni paraxonemadlni tyce a tubuldrni extrusomy (YUBUKI, EDGCOMB et al.

; BRUGEROLLE ).

Zastupci kmene Euglenozoa se od ostatnich eukaryot lisi v mnoha ohledech, viz
dale. Cytoplasmatickda mRNA zastupcti kmene Euglenozoa je obvykle dotvafena me-
chanismem trans-splicing (FRANTZ, EBEL et al. ; MUCHHAL a SCHWARTZBACH
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Phacus pusillus
Lepocinclis acus

-/0.96 Euglena viridis
Colacium vesiculosum
100/* Cryptoglena pigra Euglenea
99/ ; Monomorphinqstriara & Rap aza
rachelomonas volvocina
50 60 - Eutreptia pertyi
63/ —|100/* Eutreptiella eupharyngea
0.99 Eutreptiella pomquetensis
'—————————— Rapazaviridis
Heteronema scaphurum Heteronemall
99 /* —(B1 Anisonema acinus
Anisonema acinus
W1 Anisonema sp. .
77/* U3 Anisonema/Dinema sp. Anisonema
“Peranema sp." (BIPA2001) & Dinema
G1 Anisonema sp.
Dinema sulcatum
U5 Dinema platysomum
100/* Gyropaigne lefevrei
08/ * Rhabdomonas incurva
Menoidium pellucidum
Parmidium circulare /-\phagea
Astasia curvata
Distigma curvatum
Distigma gracilis
U2 Heteronema c.f. exaratum Heteronemalll
100/* | Peranema trichophorum CCAP 1260/1B Peranema
1 Peranema trichophorum
100 —Environmental sequence (AY821958)
Entosiphon sp. TCS-2003 (AY425008) /* |, Petalomonas sphagnophila 185-Dunc
R + .__{l?mosmhon sulcatum (AF220826) Environmental sequence (GQ330643)
i N Entosiphon sulcatum (AY061999) ~ 100/* Petalomonas sphagnophila 185-Liz
| 100'| petalomonas sphagnophila 185-HF
i /* ___ Environmental sequence (AY821956)
1 Petalomonas cantuscygni CCAP 1259/1 Petalomonads
i Petalomonas cantuscygni
! 100/% 56 Environmental sequence (AB505539)
Environmental sequence (EF100248)
Environmental sequence (AY821957)
| 100/* —Notosolenus ostium
U1 Notosolenus ostium
Keelungia pulex i
Ploeotia costata CCAP 1265/1 Ploeotids |
100/ * rBihospites bacati isolate 1
100/ * L Bihospites bacati isolate 2 . .
, 84/*—Environmental sequence (HM749952) Symbiontida
L‘”mental sequence (DQ310255)
Calkinsia aureus
U4 Ploeotia c f. vitrea Ploeotids Il
WEnvironmental sequence (AF290080)
100/* 'r— Rhynchopus sp. ATCC 50226

_8‘9—/ +Rhynchopus sp. SH-2004-|
Environmental sequence (AY180037)

/
55/ [l_Diplonema sp. ATCC 50232
Diplonema ambulator
100/ * Environmental sequence (AF530522)
Environmental sequence (AF530521)

L 100/% 57/0.98 Rhynchomonas nasuta
100, 28702 \I_IFBodo saltans
Cryptobia bullocki

100/* Leishmania braziliens

100/* Ichthyobodo sp. AAN-2003
Wthyobodo necator
Environmental sequence (AF530520)
— L, 85/* Naegleria gruberi
847099 93/ - Tetramitus rostratus
100/% - Acrasisrosea
Paravahlkampfia ustiana

L' L Neovahlkampfia damariscottae
Pharyngomonas sp.

Tsukubamonas globosa
Reclinomonas americana

100/*

Jakoba libera
Andalucia incarcerata
Andalucia godoyi

0.1

Obrazek 1.5: Fylogeneticky strom krasnoocek. Pfevzato z LAX a SIMPSON 2013.
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; SUTTON a BOOTHROYD ; STURM, MASLOV et al. ), ktery pridava néko-
lik nukleotidi dlouhé sekvence SL (splice leader), ktera je specifickd pro uréity taxon.
SL se pfidava na zacatek (na 5" konec) mRNA. Nedilnou soucdsti genomu bicivek, ale
pfinejmensim také nékterych krasnoocek, je pfitomnost baze J (B-D-glucosyl-hydroxy-
methyluracil) v genomu (DOO1JES, CHAVES et al. ).

Vnitini usporddéni kmene Euglenozoa zatim neni zcela uspokojivé objasnéno, ne-
bot jeho hledani je komplikovano jednak velmi odlisnymi (,divergentnimi“) evolu¢nimi
rychlostmi geni pro 18S rRNA jednotlivych skupin a jednak muta¢nim nasycenim 18S
rDNA (MOREIRA, LOPEZ-GARCIA a RODRIGUEZ-VALERA ). Pro vzajemné posta-
veni Kinetoplastea, Diplonemea a Euglenoidea, tj. pfed popsanim t¥idy Symbiontida,
byly navrzeny vsSechny t¥i mozné topologie fylogenetickych vztaht. Na zakladé morfo-
logickych znaki se jevily nejpravdépodobnéjsimi sesterskymi taxony Diplonemea a FEu-
glenoidea (CAVALIER-SMITH ; Kivic a WALNE ; LARSEN a PATTERSON )
nebo Diplonemea jako sesterskd skupina krasnoocek a bic¢ivek (MONTEGUT-FELKNER
a TRIEMER ). Naopak vétsina molekuldrnich dat podporuje blizkou pfibuznost Di-
plonemea a Kinetoplastea (MASLOV, YASUHIRA a SIMPSON ; STURM, MASLOV et
al. ; SIMPSON a ROGER ). Neékolik unikatnich molekuldrnich znakt (kodén
TGA je transkribovan na aminokyselinu tryptofan (INAGAKI, HAYASHI-ISHIMARU et al.

; MASLOV, YASUHIRA a SIMPSON ; YASUHIRA a SIMPSON ), RNA editace
(FLEGONTOV, GRAY et al. ; KIETHEGA, TURCOTTE a BURGER ; MARANDE a
BURGER ; MASLOV, YASUHIRA a SIMPSON ; SIMPSON, GILL et al. ), které
sdileji Diplonemea a Kinetoplastea, ukazuje Euglenoidea jako bazalni taxon Euglenozoa.

Existence sexualniho rozmnozovani u krasnoocek je stale zakryta rouskou tajem-
stvi. V minulém stoleti bylo nejméné tiikrat pozorovano splyvani 2 bic¢ikovcd druhu
Scytomonas pusilla (syn. Copromonas subtilis) s naslednym, pravdépodobné meiotic-
kym délenim (DOBELL ; MIGNOT ; WAYLAND ). Ve vsech ptipadech slo
o syngamii (gametogamii; splyvani samotnych gamet).

V pripadé bi¢ivek byly naznaky sexualniho rozmnozovani pozorovany u Trypano-
soma cruzi (GAUNT, YEO et al. ), Dimastigella trypaniformis (VICKERMAN )s
Leishmania (VOLF a SADLOVA ) a Trypanosoma brucei (GIBSON, PEACOCK et al.

).

1.2.1 Trida Symbiontida

Skupina Symbiontida, sestavajici se ze t¥i monotypickych rodda — Postgaardi (YU-

BUKI, SIMPSON a LEANDER ), Calkinsia (YUBUKI, EDGCOMB et al. ) a Bihospi-
tes (BREGLIA, YUBUKI et al. ), byla vytvofena pomérné neddvno (YUBUKI, EDG-
COMB et al. ), a proto nebyla zahrnuta v Gvahach vySe o vztazich hlavnich skupin

Euglenozoa. U rodu Postgaardi neni zcela jasné, zda-li opravdu patii mezi Symbiontida
— chybi totiz jakdkoliv molekularni data. Existuji vSak environmentalni sekvence, které
velice dobfe zapadaji mezi Symbiontida. Je mozné, ze patii pravé rodu Postgaardi (Y U-
BUKI, SIMPSON a LEANDER ). Symbiontida ziji v anoxickych prostiedich. Vsichni
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se pravdépodobné zivi fagocytézou. Ke spoleénym znaktm zastupct skupiny Symbi-
ontida patii pritomnost epibiotickych bakterii a umisténi z mitochondrii odvozenych
organel tésné pod povrchem buiiky (YUBUKI, SIMPSON a LEANDER ). Stejné jako
krasnoocka a na rozdil od vétsiny bicivek a zastupct Diplonemea maji prislusnici t¥idy
Symbiontida relativné dlouhd bazéalni téliska (YUBUKI, SIMPSON a LEANDER ). Je
také mozné, ze Symbiontida jsou vnitini skupinou Euglenoidea (LAX a SIMPSON )
viz Obr. 1.5.

1.2.2 Trida Kinetoplastea — bicivky

K pro ¢lovéka nejvyznamnéjsim organismim vibec patii bic¢ivky (Kinetoplastea),
k nimz se fadi zejména ni¢ivky (Leishmania) a trypanosomy ( Trypanosoma) (ROBERTS
a JANOVY ). Nic¢ivky zpusobuji vazné a relativné hodné rozsifend onemocnéni,
zvand leishmanidzy, nejen u lidi, ale také pst a dalsich zvirat; vyuzivaji ke svému pre-
nosu dvouk¥idlych vektori (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) rodu Phlebotomus
v Evropé, Asii a Africe a rodu Lutzomyia v Severni a Jizni Americe (ROBERTS a JANOVY
). Trypanosomy zijici na africkém kontinenté, vyvolavajici u lidi spavou nemoc, jsou
biologicky pfenéseny krevsajicimi bodavkami rodu Glossina (Diptera: Hippoboscoidea:
Glossinidae), stejné jako trypanosomy zpusobujici onemocnéni dobytka zvané nagana.
Nékteré trypanosomy se dokazaly z podruc¢i bodavek osvobodit, a tak se rozsitit mimo
¢ast Afriky obyvanou bodavkami, a jsou nyni mechanicky pfendseny ovady (Diptera:
Tabanoidea: Tabanidae), nebo dokonce jen sexudlnim stykem savéich hostitelt — koni
(ROBERTS a JANOVY ). Na druhé strané Atlantiku ptisobi Trypanosoma cruzi® jako
ptvodce Chagasovy choroby. Vektory Trypanosoma cruzi vsak nejsou dvoukiidli, nybrz
zakernice (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae), a pfenos T. cruzi je kontaminativni.
(ROBERTS a JANOVY ).
Bic¢ivky* (Kinetoplastea) jsou monofyletickou skupinou (DESCHAMPS, LARA et al.
) zahrnujici stovky druhti ve tfech desitkdch roda. K charakteristickym (unikat-
nim) znakim (synapomorfiim) bi¢ivek patii pfitomnost kinetoplastu — v optickém mi-
kroskopu velice vyrazné mitochondrialni DNA, slozené z netrividlné usporadanych mi-
nikrouzka a maxikrouzkt. Kinetoplast je tvofen nejen mitochondridlni DNA, ale také
proteiny, které slouzi k jeji replikaci a udrzeni struktury mtDNA (SiMPSON, LUKES a
ROGER ). Pfi bunééném déleni se nejdiive déli kinetoplast (spolu s cytoskeletem)
a az nasledné jadro. Pritomnost glykosomu, specialniho peroxisomu, ve kterém probiha
¢ast glykolyzy, je mezi zivymi organismy také témér jedineéna (HANNAERT a MICHELS
), viz déle. Néktefi paraziti¢ti zastupci se vyznacuji polymorfii — v riznych ¢astech
zivotniho cyklu zaujimaji odlisnd morfologicka stadia, kterd jsou urcena vzajemnou
polohou jadra a kinetoplastu (ROBERTS a JANOVY ). Zajimavou molekuldrni vlast-

8 Trypanosoma cruzi patii do podrodu Schizotrypanum a je jedingm jeho zastupcem parazitujicim
jiné savce nez netopyry (Chiroptera) (LIMA, SILVA et al. ).

4T¥ida Kinetoplastea Cavalier-Smith 1981 je obsahové totozna s fadem Kinetoplastida Honigberg
1963 (MOREIRA, LOPEZ-GARCIA a VICKERMAN ).
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nosti bic¢ivek, jejiz obdobu najdeme jesté napt. u nékterych obrnének (LIN, ZHANG et al.
), je editace mitochondridlni RNA — vkladani uracilii podle vzort z minikrouzka
(BLom, DE HAAN et al. ).

Tiidu Kinetoplastea délime na dvé podtiidy. Bazalni Prokinetoplastina s jedinym
fadem Prokinetoplastida obsahuji rody Ichthyobodo (rybi ektoparazit) a Perkinsela®
(ménavéi endosymbiont) (MOREIRA, LOPEZ-GARCIA a VICKERMAN ). Do druhé
podtiidy Metakinetoplastina patii ¢tyfi fady — Eubodonida (Bodo), Parabodonida (Pa-
rabodo, Cryptobia, Procryptobia, Cephalothamnium (volné zijici C. cyclopum je ko-
lonialnim bi¢ikovcem (HITCHEN )) a Trypanoplasma), Neobodonida (Actuariola,
Neobodo, Rhynchobodo, Rhynchomonas, Dimastigella a Cruzella) a Trypanosomatida
(Leptomonas, Herpetomonas, Crithidia, Blastocrithidia, Rhynchoidomonas, Phytomo-
nas, Leishmania, Sauroleishmania, Endotrypanum, Wallaceina a Trypanosoma). Jako
,vyssi“ Kinetoplastida, mj. jednobicikata, tradicné oznacujeme zastupce fadu Trypano-
somatida, vSechny ostatni pak jako ,nizsi,“ mj. dvoubiéikata, Kinetoplastida (MOREIRA,
LOPEZ-GARCIA a VICKERMAN ; SIMPSON, STEVENS a LUKES ).

1.2.3 Trida Diplonemea

Rody Diplonema (syn. Isonema (TRIEMER a OTT )) a Rhynchopus s nékolika
malo popsanymi druhy tvori t¥idu Diplonemea. Na zékladé sekvenci 18S rRNA ziska-
nych z hlubokomotskych oblasti se zda, ze existuje velké mnozstvi organismu patticich
do této tfidy (LARA, MOREIRA et al. ). Obdobné jako nékterd krasnoocka i Di-
plonemea vykazuji typicky zptisob pohybu — metabolii, ale na rozdil od nich postradaji
pelikulu a diskoidalni kristy mitochondrii. Protoze ani Rhynchopus ani Diplonema ne-
maji paraxonemalni ty¢, nebylo dlouho zfejmé, Ze patii do kmene Euglenozoa®.

Diplonema byla s urcitosti zafazena mezi Fuglenozoa na zakladé fylogeneze gent
18S rRNA a Cox I (MASLOV, YASUHIRA a SIMPSON ). Rhynchopus na zékladé
fylogeneze genu 18S rRNA (CAVALIER-SMITH ). Pozdéji byla také potvrzena blizka
ptibuznost obou rodt (BUSSE a PREISFELD ).

Do rodu Diplonema patii volné zijici prvoci se dvéma kratkymi, stejné dlouhjmi
bi¢iky (TRIEMER a OTT ). Vyzivuji se fagotrofné a obyvaji vody sladké i mofské.
Lze je kultivovat axenicky (MAKIUCHI, ANNOURA et al. ), presto, ze se zivi bakte-
riemi (TRIEMER a OTT ). U druhu Diplonema papillatum byla nalezena aldoléza
pracujici uvnitf organely; tato aldolaza obsahuje také peroxisomalni signal typu 2, ktery
je velmi podobny signalu u bi¢ivek; z téchto dvou faktd plyne moznost existence glyko-
somi u Diplonemea (MAKIUCHI, ANNOURA et al. )

SDtive Perkinsiella. Rod byl pfejmenovéan, protoze rodové jméno Perkinsiella bylo diive uzito k po-
pisu svitilky (Auchenorrhyncha: Fulgoromorpha) &eledi ostruhovnikovitych (Delphacidae) (KIRKALDY
; DYKOVA, FIALA a PECKOVA ).
6A¢ Rhynchopus amitus byl v roce 1948 popsan jako neobvyklé krasnoocko (Euglenoidea) (SKUJA
) a Diplonema breviciliata byla pfi svém objeveni v roce 1913 zafazena do Celedi Astasiidae, ¢ili
mezi krasnoocka.
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Zastupci rodu Rhynchopus s biciky tak kratkymi, Zze nevystupuji z paraflagelarni
kapsy (SCHNEPF ), jsou jak volné #ijici”, tak endobioti¢ti. Obsadili niky jako jsou
zabry humra druhu Nephrops norvegicus, kde lze nalézt hned dva druhy rodu Rhyncho-
pus. Jeden z nich dokaze za urcitych stresovych situaci opustit zabry a proniknout do
krve hostitele. K témto stresovym situacim patii pravdépodobné také napadeni humra

parazitickou obrnénkou rodu Hematodinium (VON DER HEYDEN, CHAO et al. ).

Ultrastruktura ne nepodobné zastupctim tiidy Diplonemea byla objevena také u or-
ganismu obyvajiciho zabry kraba druhu Cancer irroratus (BODAMMER a SAWYER )
a hemocoel larev mlz druhu Panopea abrupta® (KENT, ELSTON et al. ).

1.2.4 Trida Euglenoidea — krasnoocka

Ttida Euglenoidea (syn. Euglenida, Euglenophyceae, Euglenophyta) zahrnuje zelené
fototrofni bic¢ikovce i jejich heterotrofni bezbarvé pribuzné. Vsechna krasnoocka maji
pelikulu, ktera je tvorena ¢tyrmi hlavnimi komponentami — plasmatickou membranou,
podpirnymi proteinovymi prouzky, které bézi podél celé bunky, subpelikularnimi mikro-
tubuly a tubularnimi cisternami endoplasmatického retikula, viz Obrazek 4.3 (LEANDER
a FARMER ). Na rozdil od vétsiny ostatnich eukaryot maji krasnoocka permanentné
kondenzované chromosomy (TRIEMER a FARMER ; TRIEMER a FARMER ).

Kréasnoocka jsou riiznorodou skupinou jednotlivé zijicich bi¢ikovct, kteii se aktivné
pohybuji nebo pfechodné tvoii palmelova stadia (klidova stadia obalend slizem). Jednou
z vyjimek jsou zastupci rodu Colacium, ktefi ziji epifyticky (epizoicky) na sladkovodnich
korysich a volné se pohybuji jen pfilezitostné (LEEDALE ). Zasobnim polysachari-
dem vSech krasnoocek je paramylon (f3-1,3-glukan), ktery vytvaii v buiice krystaly,
jejichz tvar, velikost a pocet je specificky pro dany taxon (LEEDALE ). Na rozdil od
autotrofnich organismu vyzaduji vSechna krasnoocka (i fototrofni) organickou vyzivu
a vitaminy B; a Bio.

Neékteré druhy krasnoocek produkuji toxin zvany euglenophycin, ktery piisobi nega-
tivné na ryby, rostliny, sinice a rakovinu (ZiMBA, MOELLER et al. ). Euglenophycin
je alkaloid strukturné velmi podobny jedu jihoamerickych ,ohniovych® mravenci (Sole-
nopsis saevissima) (ZIMBA, MOELLER et al. ; MACCONNELL, BLUM a FALES ).

Dle zptisobu vyzivy mtizeme krasnoocka délit na fototrofni, osmotrofni a fagotrofni.
Fototrofni druhy tvori, podobné jako druhy osmotrofni, monofyletickou linii, ktera se
pravdépodobné vyvinula z fagotrofnich predki.

1.2.4.1 Fagotrofni krasnoocka

Fagotrofie je povazovana za nejranéjsi zptisob obzivy krasnoocek nejen na zakladé
molekularnich, ale také morfologickych dat (LEANDER ; LEANDER a FARMER ).

"Druh Rhynchopus coscinodiscivorus vysava cytoplasmu planktonnich centrickjch rozsivek druhu
Coscinodiscus concinnus (SCHNEPF )

8Tento mlz jiz bohuzel vyhynul. Jeho jméno je ¢asto (KENT, ELSTON et al. ) uvadéno jako
Panope abrupta (GROYE ).
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7Z fagotrofnich krasnoocek se vyvinula fototrofni i osmotrofni krasnoocka, ktera postupné
schopnost fagotrofie ztratila. Fagotrofni krasnoocka mizeme rozdélit na bakteriovorni
a eukaryovorni dle typu potravy, kterou konzumuji.

Fagotrofni krasnoocka byla na zakladé morfologie a cytologie délena do dvou radu
— Sphenomonadales a Heteronematales (LEEDALE ). V soucasnosti se ukazuje, Ze
fagotrofové tvori nékolik monofyletickych linii, které témto fadtim neodpovidaji. Napft.
Petalomonas cantuscygni a rody Notosolenus a Ploeotia tvori pravdépodobné bazalni
taxon celé tfidy Euglenoidea, zatimco Peranema trichophorum je nejspiSe sesterska
fototrofnim nebo osmotrofnim krasnoockim (PREISFELD, BUSSE et al. ; BUSSE a
PREISFELD ; LAX a SIMPSON )

Bunky relativné vzacného krasnoocka druhu Petalomonas sphagnophila, obyvajici
raSeliniky (Bryophyta: Sphagnales: Sphagnum) a jejich blizkd okoli, obsahuji kulovita
barevna téliska, kterd pretrvavaji v cytoplasmé az nékolik tydnid, déli se a jsou oba-
lena dvéma membranami. Prvni blizsi vyzkum elektronovym mikroskopem ukézal na
podobnost téchto télisek se sinicemi rodu Synechocystis (SCHNEPF, SCHLEGEL a HEP-
PERLE ). Spektralni analyza a molekuldrni metody vSak nas pohled na podobnost
se sinicemi zménily. Ukézalo se, ze absorpéni spektrum kulovitych télisek neodpovida
zadné znamé biologické podstaté, tj. neni znama zadnéa odpovidajici biologicka struk-
tura. Kromé tohoto barevného endosymbionta bylo v bunkach P. sphagnophila nalezeno
pét dalsich bakterialnich endosymbiontti patficich mezi Rickettsiales, Gammaproteobac-
teria, Deltaproteobacteria a Firmicutes (KiM, PARK et al. ).

1.2.4.2 Fototrofni krasnoocka

Monofyleticky taxon Euglenophycidae, jehoz bazalni vétev tvori Rapaza, zahrnuje
také fady Euglenales a Eutreptiales (LEEDALE ), viz Obr. 1.5 (YAMAGUCHI, YU-
BUKI a LEANDER ). Naprosta vétSina piislusniki Euglenophycidae je fototrofni.
Existuji vSak i sekundarné osmotrofni druhy, napt. Fuglena longa ¢ E. quartana.

Jednim z vyraznych znaka vSech fototrofnich krasnoocek je krasné cervené stigma
(odtud pochazi ceské pojmenovéani krasnoocko), které je ulozeno piimo v cytoplasmé
a nikoliv v plastidu, tak jako je tomu u vétSiny ostatnich fas obdarenych stigmatem.
Spolu se zvlastnim zdufenim baze bic¢iku v paraflagelarni kapse vytvari svétlocivny
aparat. Ten zustava zachovan i u sekundarné bezbarvych krasnoocek.

Nejblizsim piibuznym plastidu krasnoocek, ktery je ohrani¢en tfemi membranami,
je pravdépodobné zelen fasa rodu Pyramimonas (Chlorophyta: Prasinophyceae: Pyra-
mimonadales) (TURMEL, GAGNON et al. )

Rapaza viridis je jednim z organismi, ktery mutize hrdé nosit oznaceni prechodny
¢lanek. Rapaza je totiz eukaryvorni a zaroven fotosynteticka. Proto byl zpusob jeji
vyzivy nazvan mixotrofnim. Rapaza vyzaduje svétlo i eukaryotickou kofist — nedokaze
prezit ve tmé, ale ani bez své kotisti. Kofisti R. viridis je vyhradné jedna linie zelené fasy
rodu Tetraselmis (Chlorodendrophyceae: Volvocales: Chlamydomonadaceae — (MARIN
a MELKONIAN )) (YAMAGUCHI, YUBUKI a LEANDER ). Dobfe zivené bunky
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krasnoocka R. viridis maji dva typy plastidd — trvaly, pfibuzny plastidim ostatnich
krasnoocek a docasny (kleptoplastid) ze své potravy.

Do tadu Eutreptiales patii dva, prevazné moiské, rody — Futreptia a Futreptiella
(syn. Tetreutreptia). Vyznacuji se zelenymi nebo bezbarvymi buiikami. Maji dva vidi-
telné heterodynamické bi¢iky a schopnost metabolie. Metabolie (angl. metaboly, eugle-
noid movement) je zpusob pohybu, ktery je typicky pro kréasnoocka, spoéivajici v tva-
roméné buriky.

Rad Euglenales patii mezi druhové nejpocetnéjsi skupiny krasnoocek. Zahrnuje na
deset rodt a stovky druhti. Ziji prevazné ve sladkych vodach a maji jen jeden bi¢ik vy-
¢nivajici z periflagelarni kapsy. Rody Trachelomonas a Strombomonas si vytvareji poly-
sacharidové slizovité loriky, témér aplné bunku obklopujici, s apikdlnim otvorem, kterym
vychéazi bi¢ik. Néktefi zastupci jsou sekundarné osmotrofni (napt. Fuglena longa), jiné
lze (alespon ¢astecné) o plastid pfipravit (angl. bleeching), napf. antibiotiky (MIYOSHI
a TSuBO ; ZAHALSKY, HUTNER et al. ). Nedavno byla v ramci fadu vy¢lenéna
Celed Phacaceae, kterd zahrnuje rody Phacus, Lepocinclis a Discoplastis (KiMm, SHIN a
TRIEMER ). Ostatni zastupci patii do ¢eledi Fuglenaceae.

1.2.4.3 Osmotrofni krasnoocka

Mezi priméarné osmotrofni krasnoocka patii zastupci fadu Rhabdomonadales (syn.
Rhabdomonadida) (LEEDALE ) a rodtt Distigma a Astasia®. Na rozdil od ostatnich
krasnoocek postradaji osmotrofni krasnoocka dobré diferenciac¢ni znaky jako plastidy ¢i
cytofarynx.

Do fddu Rhabdomonadales je fazeno pét rodt — Rhabdomonas, Menoidium, Rhab-
dospira, Gyropaigne a Parmidium. Vyznacuji se pritomnosti jediného viditelného biciku
a rigidnimi buiikami, tj. nevykazuji metabolii.

Na rozdil od zastupct fadu Rhabdomonadales maji zastupci rodu Distigma a As-
tasta schopnost metabolie. Zastupci rodu Distigma maji navic dva heterodynamické

bi¢iky (BUSSE a PREISFELD ). Pro vSechna primarné osmotrofni krasnoocka byl
navrzen taxon Aphagea (BUSSE a PREISFELD ), ktery uz pred tim pouzil Cavalier-
-Smith (CAVALIER-SMITH ) pro vSechna fototrofni a osmotrofni krasnoocka, tento
taxon je tedy pravdépodobné polyfyleticky.

U nékterych krasnoocéek byly pozorovany endonukledrni bakterie (LEEDALE ),
k témto krasnoockim patii i Rhabdomonas costata (LEEDALE a HIBBERD ). Dis-
tigma proteus ma bakterie v cytoplasmé (ANGELER, MULLNER a SCHAGERL 5 YA-
MAGUICH a ANDERSON )

1.2.4.4 Endobioticka krasnoocka

Nejméné prozkoumanou skupinou krasnoocek jsou jednoznacné krasnoocka zijici
v obratlovcich; jsou fazena do fadu Euglenamorphales (LEEDALE )

S vyjimkou druhu Astasia longa, ktery byl pretazen do rodu Euglena (BUSSE a PREISFELD ).
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Euglenamorpha hegneri obyva rektum pulci rodu Rana (Anura: Ranoidea: Ranidae)
(WENRICH ). Byla nalezena pouze dvakrat v USA a jednou v Bangladési. Vytvari
dvé formy — zelenou s chloroplasty a 3 biciky a bezbarvou se 6 biCiky. Jen bezbarva
forma se dokaze mnozit.

Hegneria leptodactyli byla nalezena pouze jednou v rektu pulct rodu Leptodactylus
(Anura: Hyloidea: Leptodactylidae) v okoli Mexico City. Je bezbarvd a mé 7 bic¢iku
(BRUMPT a LAVIER ). Je mozné, ze jde o bezbarvou formu E. hegneri.

K ani jednomu ze dvou existujicich druht endobiotickych krasnoocek bohuzel ne-
existuji zadnd molekularni ani ultrastrukturdlni data. Jejich zafazeni mezi krasnoocka
je tedy zaloZeno pouze na morfologickych pozorovanich ve svételném mikroskopu. Zna-
lost jejich presné fylogenetické pozice by mohla napomoci k objasnéni historie plastidu
u krasnoocek.



Cile

e Pomoci elektronové mikroskopie ovérit, zda v buiice krasnoocka druhu Rhabdo-
monas costata neni pritomen plastid nebo jeho rudiment.

e Osekvenovat transkriptom R. costata.

e Vyhledat v transkriptomu geny, které by mohly pochazet z predka krasnoocéiho
plastidu. V transkriptomu R. costata by pritomnost takovych gent vyloudila
nulovou hypotézu, kterou je neexistence zeleného plastidu u spole¢ného predka
R. costata a zelenych krasnoocek.
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Metodika

3.1 Kultivace krasnooc¢ka Rhabdomonas costata

Kmen PANT?2 pochézi z brazilského Pantanalu. V nasi laboratofi je drZen cca 4
roky v kultivaénim médiu ATCC 802 (Cerofyl) o pH = 7,4. 1ml kultury byl oc¢kovan
do 10ml ¢istého média v intervalu 2—4 tydny. Jana Szabova vytvorila t¥i klonalni li-
nie kmene PANT2. Axeniza¢ni pokusy, zaloZzené na pridavani antibiotik a migra¢nich
experimentech v S a U trubicich nebyly Gispésné.

P#i ptipravé média rozpustime 2,5 ¢ cerofylu (ScholAR® Chemistry) v 1dm? desti-
lované vody a vafime 5 min v Ehlermayerové bance. Prefiltrujeme pies slozeny filtrac¢ni
papir a pfiddme NagHPO,4 (m = 0,5¢g). Na vyrovnani mnozstvi vypafené vody a ztrat
pii filtraci doplnime destilovanou vodou na celkovy objem 1dm?. Sterilizujeme v auto-
klavu Falcon 30 priblizné ptl hodiny pii teploté 121 °C.

3.2 Svételna a elektronova mikroskopie

Pri pfipravé preparatu pro svételnou mikroskopii jsme nabrali velmi malou kapku ze
dna kultiva¢ni nadoby a umistili ji na podlozni sklicko. Ihned po zakryti krycim sklickem
jsme vzorek prohlizeli v optickém mikroskopu Olympus BX51 vybaveného kamerou
Olympus DP70 pfi nastaveni Nomarského diferencidlniho interferen¢niho kontrastu.

Preparaty pro skenovaci elektronovou mikroskopii byly pfipravovany standardnim
zpusobem. Dobie narostla kultura byla centrifugovana pri pretizeni 13200g po 10 min
pri teploté 12°C. Po odstranéni supernatantu byly zahusténé buriky naneseny na maly
kousek filtra¢niho papiru. Filtrac¢ni papir byl poté vlozen do mikrozkumavky s 2,5% glu-
taraldehydem a 0,1 M kakodylatovym pufrem. Po 24 h trvajici inkubaci pfi teploté 8 °C
byly preparaty pfedany do laboratofe elektronové mikroskopie na dalsi zpracovani. Na
rastrovacim elektronovém mikroskopu JEOL JSM-6380LV bylo nafoceno na 30 snimkt
kmene PANT2.

Preparaty pro transmisni elektronovou mikroskopii byly pfipravovany standardnim
zpusobem. Dobie narostla kultura byla centrifugovana pii pretizeni 13200g po 10 min
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pii teploté 12°C. Po odstranéni supernatantu zistaly zahusténé bunky v objemu 1ml,
ktery byl pfemistén do mikrozkumavky (eppendorfky) a zalit 1 % roztokem agarézy. Ob-
sah mikrozkumavky byl fixovan 2,5% glutaraldehydem s 0,1 M kakodylatovym pufrem
a inkubovan 24h pri teploté 8°C. Takto pripravené preparaty byly predany do la-
boratore elektronové mikroskopie na dalsi zpracovani. Na transmisnim elektronovém
mikroskopu JEOL JEM-1011 s CCD kamerou Veleta a akvizi¢nim softwarem Olym-
pus Soft Imaging Solution GmbH bylo vyfotografovano na 200 snimkt zachycujicich
ultrastrukturu krasnoocka Rhabdomonas costata.

3.3 Izolace RNA

Pro izolaci RNA byl kmen PANT?2, klon 3, chovan v 50ml umélohmotnych zkumav-
kach. Butiky byly pocitany v poéitaci komtirce. Cty¥i dobie narostlé kultury o celko-
vém objemu 200 ml a celkovém poctu 4 300 000 bunek byly centrifugovany s pretizenim
12000 g po dobu 15 min za pokojové teploty. Supernatant byl slit a dale bylo pii izolaci
RNA pokracovano dle upraveného protokolu, ktery je uveden nize. K samotné izolaci cel-
kové RNA byl pouzit TRI Reagent® RNA Isolation Reagent (CHOMCZYNSKI a SACCHI

) firmy Applied Biosystems a Ambion.

1. Bunéény sediment rozsuspendovat v Trizolu (TRI reagent) v mnozstvi odpovida-
jici 900 pl trizolu na 10 bunék.

Inkubovat 5min pii pokojové teploté (25°C).

Prevést do 1,5 ml eppendorfek.

Ptidat 200 pl chloroformu.

15s vortexovat.

Inkubovat 2 min pfi pokojové teploté.

N oe N

Stoc¢it 15min, 13200min~! (maximum falkonove centrifugy), 4°C. Vydéli se
vrstvy RNA, proteini a DNA.

Horni vrstvu (RNA) pfenést do nové zkumavky (nenabrat proteiny!).

o

9. Ptidat 500 pl isopropanolu.
10. 15s vortex.
11. 10 min inkubovat pti pokojové teploté.
12. Stoéit na 13200min~!, 10 min p¥i 4 °C.
13. Odebrat (vylit) supernatant (mél by byt vidét sediment).
14. Pfidat 1ml pfedchlazeného 75 % ethanolu.
15. Stocit na 13200min~!, 10 min, 4°C.
16. Vylit supernatant, zbytek ethanolu odsat. Pelet vysusit pfi pokojové teploté
(zprihlednéni okrajil), ale nepfesusit!
17. Pelet rozpustit v 30 ul PCR vody.
18. Inkubovat 10 min pfi 60 °C.
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19. Koncentraci zmé¥it na nanodropu — pozor jednd se o smés bakteridlni a eukaryo-
tické totalni RNA.

20. Skladovat v —80°C.

Na spektrofotometru Nanodrop ND-1000 byla zméfena koncentrace izolované RNA
500ng - ul~!, které odpovida celkovému mnozstvi 15 pug. RNA byla izolovana celkem
¢tytikrat, ale pouze vysledek posledniho, zde uvedeného pokusu byl sekvenovan.

3.4 Sekvenace celkové RNA

Ziskana RNA byla sekvenovana metodou 454 v laboratofi Cestmira Vlcka na Od-
déleni genomiky a bioinformatiky Ustavu molekularni genetiky AV CR, v. v. i. Pfi sek-
venovani vzorku RNA bylo ziskdno 349 918 ¢éteni (reads) 174 323 866 bazi, tj. pramérna
délka jednoho sekvenovaného fetézce byla 498 bazi.

Pro dosazenou kvalitu vyjadienou hodnotou QIO (quality score 40) plati

Qi = 96,39 %, (3.1)
kde pro ) a pravdépodobnost chyby E plati
k=-10 loglo E, (32)

tj. hodnota QIO vyjadiuje relativni podil bazi, u nichz je pravdépodobnost nespravného
precteni m. Takové baze se zapisuji velkym pismenem. Relativni podil bézi u nichz
je pravdépodobnost spravného ¢teni nizsi nez vySe uvedend hodnota, je oznacovan @5,
a tyto baze jsou pak ve vystupu zapsany malym pismenem (LOMAN, MISRA et al. ).

Sekvence, kterd vyznamové priblizné odpovidd exonim, se v terminologii 454 py-
rosekvenovani nazyva contig (z anglického contiguous). Téchto ,exont“ bylo po po-
sklddéani sekvenci 8 365. Sekvence, ktera pfiblizné odpovida jiz sestfihanym mRNA] se
v terminologii 454 pyrosekvenovani nazyva isotig. Kazdy isotig je poskladan z jednoho
az nékolika ,,exonu“. Metoda ziskavani sekvenci typu isotig se anglicky nazyva assem-
bly. Assembly bylo provedeno v laboratoii Cestmira Vicka programem Newbler v2.6.
Sekvenci typu isotig bylo ziskdno 6930. Primérna délka ziskanych ,exond“ byla 927
bazi.

3.5 In silico zpracovani sekvenc¢nich dat

Vsechny skripty byly napsany v programovacim jazyce Python 2.7. Skript je spus-
titelny textovy soubor napsany ve skriptovacim jazyce, jako jsou napf. Python, BASH,
¢i Perl. Veskeré vypocty bézely na pocitacich s platformou Windows 7 (verze 32-bit
i 64-bit), ale mély by byt nezavislé na platformé.

V dalsim textu budiz pNCBIdb oznaéenim pro proteinovou (non redundant protein
sequences (nr)) databédzi umisténou na serveru NCBI. Zkratka NCBIdb je vyhrazena pro
obsah vsech databazi NCBI.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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1. SAT — 8365 sekvenci [¢——— NCBIdb ——»1b. SAT — 74 sekvenci

Prokaryota.dic

2. GRoB >—»|V: 1435 sekvenci

Eukaryota.dic

4. IBLAST — 6258 sekvenci [¢—— 3. STEPAdb

5. QBS

V: 6571 hiti 6. ECCOF - 359 hitt

v

7a. GCF - 359 hita

v

8a. GUNIF — 359 FASTA

v

9a. AbM — 359 alignmentti

v

10a. TbTA - 359 alignmentt

74 stromit

V: 189 alignmenti 1la. RAXML — 170 stromt

V: 115 stromu

Obrazek 3.1: Schéma zachycujici jednotlivé kroky hledani barevnych gent v transkriptomu kras-
noocka druhu R. costata. Modré obdélniky znazornuji jednotlivé kroky analyzy, zluté elipsy pou-
zité databaze, Cerveny Ctverec rozhodovani programu, zelené trojihelniky rozhodovani ¢lovéka
a ¢ervené obdélniky konecné vystupy (V — pocet vyfazenych elementtt). Zkratky v modrych
obdélnicich jsou zkratkami programi uvedenymi u jednotlivych skriptd v textu, kde je také

podrobné vysvétlena jejich funkce.

7b. GCF — 74 hitt

v

8b. GUN{F — 74 FASTA

v

9b. AbM - 74 alignmenti

v

10b. TbTA — 74 alignmentiu

A 4

11b. RAXML — 74 stromt

V: 11 stromu 63 stromi
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Transkriptom je obecné mnozina vSech mRNA jednoho organismu (napf. transkrip-
tom ¢lovéka je mnozina vSech mRNA ¢lovéka). Transkriptomem je v dalsim textu ro-
zumeéna vyhradné mnozina sekvenci ziskana sekvenovanim veskeré vyizolované mRNA
krasnoocka druhu Rhabdomonas costata, transkriptem pak jednotlivé sekvence tran-
skriptomu.

Schéma znéazornujici jednotlivé kroky analyzy viz Obr. 3.1.

3.5.1 Krok prvni — sekven¢ni analyza transkriptu (SAT)

Blastovanim transkriptomu proti pNCBIdb s vyuzitim programu blastx z baliku pro-
grami Blast2Go (B2G) byla pro kazdy transkript (vstupni sekvenci) ziskana usporadana
mnozina nejpodobnéjsich sekvenci (homologti) obsazenych v pNCBIdb. Poradi téchto
homologt je ur¢eno mirou podobnosti se vstupni sekvenci. Program blastx, ktery blas-
tuje nukleotidové sekvence prelozené ve vSech Sesti ¢tecich ramcich proti databazim
aminokyselinovych sekvenci, byl pouzit v zakladnim nastaveni. Mira podobnosti sek-
venci je dana mj. skérovaci matici a ,,pokutou” za vytvoreni nebo rozsifeni ,mezery.“

Vystupem programu blastx byl v nasem piipad€ mj. soubor Rhabdomonas_polyA.txt
obsahujici pro kazdy transkript nézev nejlepsiho hitu. Nazev hitu obvykle obsahuje ta-
xon, do kterého patii organismus, ze kterého byla sekvence izolovana.

3.5.2 Krok druhy — GetRidofBacteria (GRoB)

Hlavnim dtévodem pro odstranéni prokaryotickych sekvenci z transkriptomu byla
nejistota, ze RNA pouzitd k sekvenovani transkriptomu krasnooc¢ka R. costata nebyla
prosta bakteridlni kontaminace, protoze R. costata nebyl péstovan v axenické kultufe.
K dal$im divodim patii vyrazna casova uspora v dalsich krocich.

K odstranéni prokaryotickych transkriptt slouzi skript GetRidofBacteria.py, ktery
vyuziva jako vstupni data soubory 454A11Contigs.fna a Rhabdomonas_polyA.txt
a dva slovniky. Prvni slovnik Prokaryota.dic obsahuje vSechny organismy obsazené
v NCBIdb pat¥ici mezi Prokaryota v podobé rodového, druhového a pripadné kmeno-
vého ndzvu organismu, napt. Microcystis sp. AN106-CH, tj. pfesné v tom formatu,
ktery lze ziskat z NCBI. Druhy slovnik Eukaryota.dic obsahuje vSechna Eukaryota
obsazena v NCBIdb ve stejném forméatu. Skript porovnanim nazva prvnich homologu
s obsahem slovnik® rozhoduje o zafazeni mezi eukaryotické, resp. prokaryotické sek-
vence a zapiSe je do souboru Eukaryota.out, resp. Prokaryota.out. Existuji také sek-
vence nepiifaditelné ani do jedné kategorie (napf. artificidlni), ty se zapisuji do souboru
Unknown.out.

Dva slovniky jsou nezbytné, nebot NCBIdb obsahuje spoustu ,,matoucich® taxoni,
napi. Wolbachia endosymbiont of Saribia tepahi, a tak zarovein slouzi ke kontrole.
Skript GetRidofBacteria.py je spoustén dvakrat. Pfi prvnim spusténi hleda nejprve
v Prokaryota.dic a pak teprve v Eukaryota.dic. Pfi druhém spusténi je poradi slov-
nik@ vyménéno. Jsou-li oba vystupni soubory z prvniho spusténi stejné jako soubory
z druhého spusténi, probéhlo tfidéni spravné.
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3.5.3 Krok tfeti — STEPAdD

Protoze pNCBIdb je silné redundantni, pouzili jsme databazi STEPAdb, kterou vy-
tvorila Stépanka Hrd4. STEPAdb obsahuje sekvence organismi uvedenych v Tabulce 3.1.
Do nasi databaze jsme vybirali organismy s jiz znamym genomem a organismy ze skupin,
kde neni osekvenovan zadny genom, takovym zptisobem, aby vSechny vyssi eukaryotické
skupiny byly pokud mozno rovnomeérné zastoupeny. Ve STEPAdD je soucasti jména kazdé
sekvence vyssi taxonomickd skupina organismu (zde oznadend jako kmen), ze kterého
sekvence pochézi, napf. Rhodophyta, Archaea, Viridiplantae atp.

3.5.4 Krok ¢tvrty — lokalni BLAST (IBLAST)

Eukaryotické transkripty jsme nablastovali proti STEPAdb. Kazdému transkriptu se
blastovanim pfiradilo nejvyse 500 nejpodobnéjsich sekvenci ze STEPAdb, které jsou fa-
zeny dle vyznamnosti vyjadfené parametrem e (e-hodnotou, e-value, expect-value).

Jediny soubor (RhabdomonasWithoutBacteria.lbr) je jednim z vysledku lokélniho
blastovani. Tento soubor obsahuje vSechny hity pro vSechny transkripty — na kazdém
Ffadku jeden hit ve specidlnim forméatu, ktery obsahuje jméno transkriptu a e-hodnotu.

3.5.5 Krok paty — QBlastSorting (QBS)

Skript QBlastSorting.py je mirné upravenym skriptem BlastSorting.py jehoz
autorem je Vladimir Hampl. Ze souboru RhabdomonasWithoutBacteria.lbr vybere
skript QBlastSorting.py pro kazdy transkript pét nejlepsich hita tak, ze kazdy z vy-
branych hitéi je z jiné taxonomické skupiny'. Vystup ve formatu textové tabulky
(QBlastSorting.csv) byl pfeveden programem Calc z kancelaiského baliku Apache
OpenOffice 3.1 na dokument Microsoft Excel 2003 (QBlastSorting.x1s). Tabulkovym
programem Microsoft Excel 2007 pak byly vSechny transkripty ,manualné“ prohlédnuty
a s pomoci funkce ,fadit fadky* byly vyfrazeny vsechny transkripty, jejichZ prvni hity
splnuji podminku

e>10"1 (3.3)

Postupné byly vytazeny také transkripty, jejichz barevny hit byl horsi nez hit ne-
pochazejici ze skupiny Euglenozoa a zaroven tento barevny hit spliioval podminku 3.3.
Ponechany byly pouze ty transkripty (celkem 359), u nichz barevnému hitu predchazi
hit nalezejici organismu ze skupiny Euglenozoa nebo nic, tj. barevny hit byl hitem nej-
lepsim. Jedné se tedy o transkripty gent, které mohly byt ziskdny endosymbiotickym
genovym prenosem 7 rasy.

!Tyto skupiny jsou definovany ve STEPAdb.
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kmen pocet rodii  pocet taxont pocet sekvenci
Alphaproteobacteria 8 11 42226
Actinobacteria 7 29119
CFB 7 8 31846
Cyanobacteria 7 13 54576
Firmicutes 5 10 26 460
Gammaproteobacteria 7 8 28576
Spirochetes 4 21076
ostatni Eubacteria 8 18 46470
Archaea 7 22 43675
Amoebozoa 5 14 41833
Choanoflagellatea 2 2 38429
Metazoa 6 15 158 372
Fungi 14 20 107908
Glaucophyta 2 2 32167
Rhodophyta 500 2843 19230
Viridiplantae 14 19 309530
Cryptophyta 22 66 29936
Haptophyta 43 200 1928
Heterokontophyta 9 19 41201
Alveolata 19 58 170460
Rhizaria 102 164 3484
Kinetoplastea 20 85 183495
Diplonemea 2 2 11174
Euglenoidea 3 3 31011
ostatni Excavata 5 6 80440
celkem 828 3624 1584622

Tabulka 3.1: Zastoupeni jednotlivych taxoni ve STEPAdb. Taxonem je rozumén druh, pfipadné
kmen. CFB jsou bakterie pfislusejici kmentim Bacteroidetes, Chlorobi a Fibrobacteres. Pocet
sekvenci je celkovy pocet EST a proteini.
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3.5.6 Krok Sesty — EachChoosenContigOwnFile (ECCOF)

Ukolem skriptu EachChoosenContigOwnFile.py je viechny hity ze STEPAdb, piislu-
$né jednotlivym 359 vybranym transkriptiim, zapsat do samostatnych souborid. Zapiso-
vany jsou pouze nazvy sekvenci nikoliv sekvence samotné.

3.5.7 Krok sedmy — GetChoosenFasta (GCF)

V dalsim kroku bylo nutné ze STEPAdD a transkriptomu ziskat sekvence pro kazdy
z 359 transkriptt a zapsat je do 359 FASTA souborti. FASTA soubor je obycejny, spe-
cidlné formatovany, textovy soubor, ktery obsahuje sekvence (nukleotidové nebo ami-
nokyselinové) a jejich nazvy. Proteinové sekvence jsou zaznamendny jednopismennymi
zkratkami aminokyselin. Nazev sekvence zac¢ind znakem > a je na jednom samostatném
rfadku. Samotna sekvence je pak zapséna po cca 70 znacich na rfadek. Zaroven musely
byt transkripty pieloZzeny ve stejném ¢tecim ramci v jakém byl nalezen nejlepsi hit ze
STEPAdb. Ke splnéni téchto tkold byl vytvoren skript GetChoosenFasta.py.

Do FASTA soubort vsak nebyly zapisovany vSechny hity. Mél-li jeden konkrétni
taxon vice hitti, pak byl do FASTA souboru zapsan pouze nejlepsi z nich (z hitt ptislu-
Sejicich danému taxonu).

3.5.8 Krok osmy — GiveUniqueNameForFasta (GUN(fF)

Netrividlnim technickym problémem pri automatizované konstrukci fylogenetickych
stromtt z velkého mnozstvi sekvenci jsou jejich nézvy. Nékteré programy k tvorbé
fylogenetickych stromi, napf. RAxML, vyzaduji vstupni soubory ve formatu PHYLIP
4.0. Tento format rozlisuje jen prvnich deset znak® v nazvu sekvence a ostatni igno-
ruje (ty se uz ve vystupu nevyskytuji). Tyto ndzvy musi byt jedineéné. Proto skript
GiveUniqueNameForFasta.py pirejmenovava sekvence tak, aby jejich nazvy byly nejen
jedinecné, ale také lidskému oku srozumitelné. Napf.

>fungi_gil6323142|ref |[NP_013214.1| _Hoglp_[Saccharomyces_cerevisiae]
zméni na
>76fungi,

kde ¢islo na zacatku nového ndzvu oznamuje potradi sekvence v souboru FASTA a tim
zajistuje jednoznac¢nost nazvu této sekvence.

3.5.9 Krok devaty — AlignByMuscle (AbM)

Po pfejmenovani vech sekvenci byly ptipravy k zarovnavani sekvenci (angl. sequence
alignment) hotovy.

Existuje nékolik programu zarovnévajicich sekvence, napt. ClustalW (THOMPSON,
GIBSON a HIGGINS ), MAFFT (KATOH, ASIMENOS a TOH ) ¢i Muscle (EDGAR
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). Vzhledem k velkému mnozZstvi soubort (359), jejichz sekvence se musi zarovnat,
byla hlavni podminkou vybéru vhodného programu moznost ovladat program z prika-
zové fadky (cmd, command line). Byl zvolen program Muscle, jehoz velkou pfednosti
je rychlost.

Jedinou praci skriptu AlignByMuscle.py bylo sdzet do programu Muscle jeden sou-
bor za druhym. Vystupem je 359 soubort se zarovnanymi sekvencemi ve formatu PHY-
LIP 4.0, napt. 00450 .phy, kde ¢islo oznacuje konkrétni contig.

3.5.10 Krok desaty — TrimmedByTrimAl (TbTA

TrimAl v1.2 (CAPELLA-GUTIERREZ, SILLA-MARTINEZ a GABALDON ) je pro-
gram pro automatické odstrafiovani (ofezavani) Spatné zarovnanych ¢asti alignment.
M4 bohaté moznosti nastaveni a hlavné funguje v prikazové fadce. Jeho vystupem je
nejen soubor s ofezanym alignmentem, ale také soubor ukazujici co bylo odstranéno.
Funkce skriptu je stejna jako v predchozim pripadé.

Z 359 alignmentti jsme po ofezani manualné vybrali 170 alignmentt kvalitou vhod-
nych pro fylogenetickou analyzu.

3.5.11 Krok jedenacty — RAxML

RAXML 7.2.8 (Randomized Azelerated Maximum Likelihood) (STAMATAKIS, HOOVER
a ROUGEMONT ) je program, ktery pocita fylogenetické stromy metodou mazimum
likelihood (FELSENSTEIN ).

Prestoze existuje cmd verze, pro vypocty 170 stromt byla pouzita verze webova,
ktera je podstatné rychlejsi. Vypocet jednoho stromu trval priimérné 30 hodin, zatimco
v pifkazové fadce kolem 120 hodin. Z moznosti nastaveni v on-line formulaii’ byly
vybrany (zaskrtnuty) t¥i — Gamma-model rate of heterogenity, protein sequence a ML
search.

170 vzniknuvsich stromt jsme manuélné prohlédli a roztridili do dvou skupin. Do
prvni skupiny padly stromy, v nichz se vétev obsahujici krasnoocko R. costata, pripadné
dalsi zastupce skupiny Euglenozoa, avsak zadné jiné organismy, vétvi s barevnymi orga-
nismy (74 stromit). Do druhé skupiny jsme zaradili vSechny ostatni fylogenetické stromy
a vytadili je z dalsi analyzy (96 stromii).

3.5.12 Krok dvanacty — konfrontace s literaturou

Vyslo nékolik védeckych ¢lankt, které se zabyvaji minulou existenci plastidu u bici-
vek (Kinetoplastea) a tuto existenci dokladaji pfitomnosti typicky barevnych gent
u nicivek a trypanosom, viz vyse. Sedmnact genti podezrelych z barevného ptivodu jsme
se také pokusili vyhledat v transkriptomu. Aby vyhledavani sekvenci v transkriptomu
bylo efektivni, byla vytvorena databize RHABDOdb pomoci programu makeblastdb,
jez je soucasti baliku programt blast2.2.28, ktery lze stdhnout z webovych stranek NCBI.

2Viz http://phylobench.vital-it.ch/raxml-bb/.
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Blastovanim 17 genu proti RHABDOdb bylo zjisténo, Ze 9 genti mé v transkriptomu
homology. Podrobnosti viz kapitolu 4.2 a Tab. 4.2.

Devét transkriptii, odpovidajicich deviti vyse uvedenym gentim, bylo blastovano
proti STEPAdb (krok ¢tvrty) a byly z nich vytvofeny FASTA soubory (krok Sesty
a sedmy).

3.5.13 Krok trinacty — BestTrees

74 FASTA soubori, odpovidajicich ndmi vybranym barevnym kandidattim, a 9
FASTA soubori, odpovidajicich 9 kandidattm z literatury, bylo obohaceno o sekvence
homologi z NCBIdb. Tyto homology byly nalezeny webovou verzi programu BLAST
(konkrétné blastp2.2.28). Obohacené FASTA soubory prosly znovu kroky 7-11, aby byly
ziskany ,nové,“ na taxony bohatsi fylogenetické stromy. Viz schéma na Obr. 3.1.

7Z blizeji neurcitelnych divodi musel byt v sedmém kroku program Muscle nahrazen
programem MAFFT (AbM).



Vysledky

4.1 Svételna a elektronova mikroskopie

Optickym mikroskopem Olympus BX51 vybavenym kamerou Olympus DP70 pfi
nastaveni Nomarského diferencidlniho interferencéniho kontrastu bylo vyfotografovano
na 40 snimki krasnoocka Rhabdomonas costata, viz Obr. 4.1. Tyto snimky slouzily
k identifikaci druhu rodu Rhabdomonas, ktery byl uréen na zakladé velikosti a tvaru
buriky, poméru délky bic¢iku a délky vlastni bunky.

Na rastrovacim elektronovém mikroskopu JEOL JSM-6380LV bylo nafoceno na 30
snimkt kmene PANT?2, viz Obr. 4.2. Tyto snimky slouzily k identifikaci druhu rodu
Rhabdomonas.

Na transmisnim elektronovém mikroskopu JEOL JEM-1011 s CCD kamerou Veleta
a akvizi¢nim softwarem Olympus Soft Imaging Solution GmbH bylo vyfotografovano na
200 snimkt zachycujicich ultrastrukturu krasnoocka Rhabdomonas costata. Pti fotogra-
fovani byl kladen diraz na cytoskeletalni systém, bic¢iky, paraflagelarni kapsu a ritzné
typy vackd, které by mohly byt poztstatkem plastidu. Na obrazcich, které zachycuji
buiiku R. costata jako celek neni patrna zadna struktura odpovidajici chloroplastu, viz
Obr. 4.3a, c, 4.4a, b. Objevili jsme nékolik struktur o jejichz podstaté mnoho nevime.
Jednou z nich je membranou obklopeny téméi dokonale sféricky vacek, ktery byl pfi-
tomen u velkého mnozstvi bunék, viz Obr. 4.5a. Také o vlaknitych strukturach, které
byly témér vzdy asociovany s Golgiho aparatem a c¢asto také s mitochondriemi, viz Obr.
4.5b, ¢, d, nemizeme Fici nic vic.

4.2 Fylogenetické analyzy

7 8 365 transkripti bylo 6 930 zafazeno mezi eukaryotické, avsak pouze 6258 tran-
skriptii, které byly delsi 99 nukleotid®i, bylo dale analyzovano. Po ru¢nim tfidéni vy-
sledkil programu QBlastSorting.py jsme ziskali 359 transkript vybranych na zakladé
kritérii uvedenych v kapitole 3.5.5. Z 359 alignmentti jsme po ofezani, viz kapitolu 3.5.10,

38



KAPITOLA 4. VYSLEDKY 39

Obrazek 4.1: R. costata v optickém mikroskopu. Za pozornost stoji pomér délky biciku k délce

vlastni buiiky (a), protoze jde o determinaéni znak, a pelikularni pasy (b). Méfitko je déno
obdélnikem u kazdého obrazku.

Sk

Obrazek 4.2: R. costata v rastrovacim elektronovém mikroskopu. Za pozornost stoji pomér
délky bic¢iku k délce vlastni buiiky (a, b), pelikularni pasy (a, b, ¢, d) a vnégjsi struktura bi¢iku
(d). Zachycen je také vstup do paraflagelarni kapsy (c), kde je vidét nejen poziistatek ulome-

ného hlavniho bic¢iku, ale také cely bi¢ik nevystupujici z paraflagelarni kapsy. Méfitko je dano
obdélnikem u kazdého obrazku.
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Obréazek 4.3: Transmisni elektronova mikroskopie R. costata. PFi¢ny fez buitkou (a), detail pe-
likuly (b), podélny fez buitkou (c) a detail Golgiho aparatu. Pismena v obrazcich oznacuji
mitochondrie (m), Golgiho aparéit (ga), subpelikularni mikrotubuly (smt), pelikulu (p), jadro
(n), periflagelarni kapsu (pk) a diru vzniklou rozpadem paramylonového zrnak (y). Méfitko je
déano obdélnikem u kazdého obrazku.
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Obrazek 4.4: Transmisni elektronova mikroskopie R. costata — bifiky a periflagelarni kapsa.
Pii¢ny fez buiikou (a, b), detail podélného fezu periflagelarni kapsou (c¢) a detail p¥iéného fezu
periflagelarni kapsou (d). Pismena v obrazcich oznac¢uji mitochondrie (m), Golgiho aparét (ga),
bicik (f), bazalni téliska (k), periflagelarni kapsu (pk), mikrotubuly vyztuzujici periflagelarni

kapsu (pkmt) a diru vzniklou rozpadem paramylonového zrnak (y). Méfitko je ddno obdélnikem
u kazdého obrazku.
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Obrazek 4.5: Transmisni elektronova mikroskopie R. costata — neidentifikované bunééné struk-
tury. Sipka ukazuje na jednou membrénou obaleny vacek (a), podivné vldknité struktury (b, c,
d) asociované s Golgiho apardtem a mitochondriemi. Pismena v obrézcich oznac¢uji mitochondrie
(m) a Golgiho aparat (ga). Méfitko je ddno obdélnikem u kazdého obrazku.
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modrd zelend cervend kombinace celkem

celkovy pocet stromi n 4 14 27 18 63
pramér b 33,00 36,93 35,22 58,00
maxb 55,00 91,00 95,00 100,00
minb 9,00 1,00 0,00 4,00

Tabulka 4.1: Celkovy pocet transkripti, které mohou byt odvozeny od barevného organismu.
Statistické proménné se tykaji tzv. bootstrap hodnot b, které pochazeji z vypoctu stromt me-
todou maximum likelihood. Transkripty jsou rozdéleny do skupin, podle taxoni, které jim byly
sesterské. Modra — Glaucophyta, zelend — Viridiplantae, Chlorarachniophyta, ¢ervend — Rhodo-
phyta, Cryptophyta, Haptophyta, Ochrophyta, Apicomplexa a Dinophyta.

modrd zelend cervend kombinace celkem R RK RE REK

b> 0 4 14 27 18 63

b> 50 2 4 6 10 22 14 4 3 1
b>175 0 1 4 6 11 7 2 1 1
b>90 0 1 1 3 5 4 0 0 1

Tabulka 4.2: Celkové pocty stroma transkripti, které mohou byt odvozeny od barevného orga-
nismu. Uvedeny jsou pocty stromt s riznymi bootstrap hodnotami b, které pochézeji z vypoctl
strom® metodou maximum likelihood. Transkripty jsou rozdéleny do skupin, podle taxoni, které
jim byly sesterské. Modra — Glaucophyta, zelend — Viridiplantae, Chlorarachniophyta, cervena
— Rhodophyta, Cryptophyta, Haptophyta, Ochrophyta, Apicomplexa a Dinophyta. Posledni
¢tyti sloupce vyjadiuji, jaka cast Euglenozoa byla sesterskd barevnym organismim. R — pouze
R. costata, RE — R. costata a dalsi zastupci Euglenoidea, RK — R. costata a zastupci tfidy
Kinetoplastea, REK — R. costata a zastupci t¥idy Euglenoidea i tiidy Kinetoplastea.

manualné vybrali 170 alignment kvalitou vhodnych pro dalsi fylogenetickou analjzu.
Ze 170 fylogenetickych stromu byl v 74 piipadech Rhabdomonas (a pfipadné dalsi Eu-
glenozoa) sestersky organismum obsahujicim plastid. Alignmenty téchto 74 gent byly
nasledné obohaceny o dalsi homology z NCBIdb a znovu analyzovany. V 11 ptipadech
obohacenych fylogenetickych stromt nebyl Rhabdomonas sestersky organismim obsa-
hujicim plastid, ale zbylych 63 kandidati na geny endosymbiotického ptivodu (tj. 1 %)
bylo potvrzeno, viz Tab. 4.1.

Z 63 transkripti bylo 42 v prislusnych fylogenetickych stromech sesterskych barev-
nym taxonim. V 21 pfipadech byl transkript krasnoocka druhu Rhabdomonas costata
na fylogenetickych stromech sestersky sekvencim dalsich krasnoocek (Euglenoidea), pti-
padné bic¢ivek (Kinetoplastea) a celd vétev Euglenozoa pak byla sesterska sekvencim ba-
revnych organismu, viz napt. Obr. 4.6. Statistickd podpora byla nezanedbatelna (b > 50)
v 22 pripadech, dobra (b > 90) pak v 5 pfipadech, viz Tab. 4.2. Nejéastéji byla Eugle-
nozoa (pifi b > 50) sesterska skupindm, které obsahovaly promichané zelené i ¢ervené
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Obrazek 4.6: Fylogeneticky strom genu patficiho do rodiny acetyl transferaz sestrojeny metodou
mazimum likelihood programem RAxML z alignmentu o délce 541 aminokyselin. Cisla na uzlech
vyjadiuji statistickou podporu (bootstrap, b) pro b > 50, hvézdicka zastupuje absolutni podporu.
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lokali
lokalizace oranzace
, enzymu
zkratka ~ nazev enzymu enzymu .. —loge
tasich v biciv-
i
v Fasac Kach
ACP acyl carrier protein plastid ? 15
ADK adenylat kindza plastid glykosom 17
FBP fruktdza-1,6-bisfosfatiza plastid glykosom 76
GAPDH  glyceraldehydfosfat dehydrogenaza plastid glykosom 94
MDH a-hydroxykyselina dehydrogenaza cytosol ? 26
PGK fosfoglycerat kinaza plastid glykosom 167
SBP sedoheptul6zoal,7-bisfosfataza plastid glykosom 17
SOD superoxid dismutaza plastid glykosom 20
VHPP vakuolarni proteinova pyrofosfataza  vakuola ? inf

Tabulka 4.3: Proteiny nalezené v transkriptomu krasnoocka R. costata, které jsou v literatute
uvadény jako naznaky existence plastidu u predka ni¢ivek a trypanosom. Pfevzato z HANNAERT,
SAAVEDRA et al. a upraveno. V poslednim sloupci je uvedena hodnota — log e, ktera udava
miru homologie transkriptu R. costata s prislusnym transkriptem bicivek.

organismy, tj. v 10 ptfipadech z 22 (45 %), v 6 pfipadech (27 %) pak pouze s ¢ervenou
linii fas, ve 4 pfipadech (18 %) pak pouze se zelenou linii fas a ve 2 pfipadech dokonce
pouze se zastupci skupiny Glaucophyta. Ve tfech stromech se mezi krasnoocka rodu
Rhabdomonas a Fuglena vmisily zastupci fadu Mamiellales.

K podrobnéjsimu rozboru byly vybrany dva piiklady transkriptt krasnoocka
R. costata s moznym barevnym ptvodem. Protoze zadny z nize uvedenych proteint,
resp. transkripti pro proteiny, nebyl biochemicky testovan, jsou vSechny tyto proteiny
(a jejich funkce) pouze predpoklddané na zakladé vysledkt programu BLAST.

Na Obr. 4.6 je zachycen fylogeneticky strom proteinu patficiho mezi acetyl transfe-
razy; k jeho vypoctu byl pouzit alignment o délce 541 aminokyselin ze 110 taxont.
Samotny protein je hodné konzervovany a krasnooc¢i sekvence je pravdépodobné vic
nez dostatecné kvalitni, tj. pfi blastovani transkriptu proti NCBIdb byly ziskany e-hod-
noty ,hit@“ v intervalu —loge € (85,127)). Kromé 14 taxoni' patiicich mezi Metazoa,
a 3 zastupct Euglenozoa (Rhabdomonas, Trypanosoma a Leishmania), byly vSechny ta-
xony barevné. Nejvice jsou zastoupeny vyssi rostliny (Embryophyta) — 59 taxony v 18
rodech (zelené zkolabovéano). Sesterskou vétev skupiny Euglenozoa tvofi Aureococcus
anophagefferens (Ochrophyta: Pelagophyceae) a Emiliania huzleyi (Haptophyta: Prym-
nesiophyceae) se stfedné silnou statistickou podporou (b = 76). Tomuto souvétvi je pak

!Taxonem zde neni minén nositel genu, piipadné jeho proteinového produktu, nybr tento gen,
pripadné jeho produkt samotny.
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Obrazek 4.7: Fylogeneticky strom genu pro spermidin synthazu sestrojeny metodou mazimum
likelihood programem RAxML z alignmentu o délce 250 aminokyselin. Cisla na uzlech vyjadiuji
statistickou podporu (bootstrap, b) pro b > 50, hvézdicka zastupuje absolutni podporu.
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sesterska vétev zahrnujici zastupce Archaeplastida, dobfe rozdélenych na Streptophyta
a Chlorophyta. Strom je nezakofenény, ale i pfesto je vidét, ze Euglenozoa (budeme-li
je povazovat za monofyletickou skupinu) jednozna¢né sedi mezi barevnymi taxony.

Spermidin synthéza, jejiz mozna fylogeneze je zobrazena na Obr. 4.7, je enzymem,
ktery je rozsifen mezi vSemi organismy, a také prikladem, ve kterém neni Rhabdomo-
nas sestersky ostatnim zastupctim skupiny Euglenozoa. Kvalita krasnooc¢¢iho homologu
spermidin synthazy je nizsi nez v pfedchozim pfipadé (—loge € (24, 34). Krasnoocko
R. costata je sesterské celedi Mamiellaceae (Chlorophyta: Mamiellales) s dobrou sta-
tistickou podporou (b = 88). S nizkou statistickou podporou je toto souvétvi sester-
ské ostatnim Archaeplastida. Strom je opét nezakofenény. Pozice krasnoocka je mezi
zelenymi taxony. Podivné je ovSem pozice skupiny Kinetoplastea (13 taxont). Za po-
vSimnuti stoji, ze Paulinella je v tomto fylogenetickém stromé sesterskd sinici rodu
Synechococcus s absolutni podporou, coz odpovida predpokladanému fylogenetickému
puvodu chromatofori.

Ze 17 v literatufe nalezenych genti, potencidlné pochézejicich z barevnych orga-
nismd, jich bylo celkem devét nalezeno v transkriptomu krasnoocka druhu R. costata,
viz Tab. 4.3. Pfi konstrukci fylogenetickych stromt vSak dobrou statistickou podporu
jako sesterské barevnym taxontim nevykazovaly. VHPP krasnoocka a bicivek je sester-
ské zelené linii Tas s nizsi statistickou podporou (b = 27) i ¢ervené linii fas, kterd je
vSak doplnéna bakteriemi a nebarevnymi eukaryoty. ADK krasnoocka se vétvi mezi
rody Monosiga a Salpingoeca (Opisthokonta: Choanoflagellatea) s nizkou statistickou
podporou (b = 33), zatimco ,zcela neptibuzna* ADK bicivek je sesterskd ADK barev-
nych organismu (b = 18). GAPDH krasnoocek, bi¢ivek a skupiny Symbiontida se vétvi
s bakteriemi (b = 59) a jeden zastupce fadu Clostridiales (Eubacteria: Firmicutes) je
dokonce uvniti Euglenozoa. Fylogeneticky strom pro SOD krasnoocka vykazoval niz-
kou statistickou podporu vétsiny vétveni; Euglenozoa jsou sesterskou skupinou vétve
obsahujici Ectocarpus a Apicomplexa s nizkou statistickou podporou (b = 8). Ve fy-
logenetickych stromech PGK, ACP, MDH, SBP a FBP nejsou krasnoocka a bicivky
sesterské barevnym organismtm.



Diskuse vysledku

K testovani hypotézy pozdniho nabyti plastidt (angl. plastid-late hypothesis) kras-
noocek, ktera tedy predstavuje nulovou hypotézu Hy, byl vybran Rhabdomonas costata
z nékolika divodt. V prvni fadé je to osmotrofni zptisob vyzivy a s nim spojend ne-
schopnost prijimat velkd mnozstvi genetickych informaci z prostfedi, které by poten-
cidlné mohly byt inkorporovany do genomu, a tak negativné ovliviiovat fylogenetické
analyzy (DOOLITTLE ; LEANDER, ESSON a BREGLIA ). K dalsim divodim
patii relativné snadné kultivace a vysoké rychlost mnozeni R. costata.

Transmisnim elektronovym mikroskopem jsme ziskaly na 200 snimkt. Na zadném
jsme vSak nepozorovali struktury, které by odpovidaly plastidiim, pfesto nemutizeme
pritomnost rudimentarnich plastidd vyloucit. Objevili jsme vSak podivné provazkovité
struktury, které byly vzdy asociovany s Golgiho aparatem a nékdy také s mitochondri-
emi. Tyto struktury nejsme schopni interpretovat.

Analyzou netplného transkriptomu osmotrofniho krasnoocka Rhabdomonas costata
jsme ziskali priblizné 10 %otranskriptt, které mohou pochdzet z barevnych organismt.
Transkript s potencialné cervenym ptvodem (27) je piiblizné dvakréat vice, nez se
zelenym puvodem (14).

Podle soucasnych znalosti prodélal predek fotosyntetickych krasnoocek sekundéarni
endosymbidzu se zelenou fasou. Obvykle se predpoklada, Ze endosymbidza probéhla
po odstépeni osmotrofnich krasnooéek, tzv. hypotéza pozdniho nabyti plastidu (angl.
plastid-late hypothesis). Konkurenéni teorii je hypotéza o raném nabyti plastidu (angl.
plastid-early hypothesis), kterd predpoklada, ze plastid byl ziskan dfive, napi. u spolec-

ného predka Euglenoidea a Kinetoplastea (HANNAERT, SAAVEDRA et al. ). Existuji
i prace zabyvajici se nabitim a ztratou ¢erveného plastidu v davné minulosti (TRIPODI,
BUTTIGLIERO et al. )

Predpokladejme, ze krasnoocka, resp. Euglenozoa, neprodélala endosymbidzu se za-
stupcem cervené linie fas. Pak mtizeme pritomnost cervenych transkriptt vysvétlit napt.
horizontalnim genovym transferem (HGT), o jehoZ Cetnosti v pfirodé nemame dosta-
tecné udaje. Dalsim vysvétlenim mohou byt chyby v analyze zptisobené pievazné nedo-
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state¢nymi vstupnimi daty; tj. kdyby pouzité databaze obsahovaly vSechny transkripty,
pripadné proteiny, vSech organismi, pouzité evolu¢ni modely vSechny parametry atp.,
ziskali bychom presnéjsi vysledky. Za vyse uvedeného predpokladu, muzeme povazovat
pocet Cervenych transkript za chybu ,méticiho pristroje,“ kterym je v tomto piipadé
nase analyza.

Protoze pocet zelenych transkriptdi neni vyrazné vyssi nez pocet Cervenych tran-
skriptl, mizeme povazovat zelenou endosymbiézu za malo pravdépodobnou a pripsat
existenci zelenych transkriptti opét HGT nebo chybé analyzy.

Pokud nevylou¢ime moznost cervené endosymbiézy u predka krasnoocek (a pripadné
bi¢ivek), musime srovnat nase vysledky s obdobnymi u jiného, dobfe zvoleného orga-
nismu. Protoze u krasnoocka R. costata nebyly nalezeny zadné ptimé dikazy o soucasné
existenci plastidu, musel ho v minulosti ztratit. Organismem, u kterého se o podobné
ztraté plastidu uvazuje, je Cryptosporidium. Studie zabyvajici se hledanim molekular-
nich pozustatki apikoplastu u druhu C. parvum nasla celkem 7 gena (s —loge > 90
a b > 90), které mohou pochézet z endosymbionta, resp. apikoplastu (HUANG, MULLA-
PUDI et al. ). To je srovnatelné s poétem podezielych gend, ktery byl nalezen v
transkriptomu krasnoocka R. costata. Je zajimavé, ze zadny z téchto gendl u prvoka
rodu Cryptosporidium nevykazoval pribuznost s ¢ervenou linii fas.

Pri hledani plastidovych genti u jednoho z nejblizsich pribuznych zivocicha — fa-
gotrofnim bi¢ikovcem druhu Monosiga brevicollis (Opisthokonta: Choanoflagellatea) —
bylo nalezeno 103 gent s moznym ptvodem mezi Ffasami; 53 z nich bylo pfibuznych
genum rozsivek a skupiny Haptophyta. Protoze u skupiny Opisthokonta dosud témér
nikdo o plastidové endosymbidze neuvazoval, je pfedpoklddano, Ze vSechny tyto geny
byly ziskdny horizontalnim genovym transferem z kotisti.

Pfi srovnani vysledkl patrani po barevnych genech u R. costata, C. parvum a M. bre-
vicollis nas mize zarazet podivné rozlozeni mnozstvi barevnych genti. U M. brevicollis,
kterd obsahuje nejvice barevnych geni, se uvazuje pouze o ¢isté heterotrofnich predcich,
zatimco u C. parvum s velmi malym poctem barevnych geni se o plastidem obdafenych
predcich vazné uvazuje. R. costata mé také velmi maly pocet potencidlné barevnych
gentl, stejné jako C. parvum, coz naznacuje podporu teorii raného nabyti plastidu. Pti-
pad C. parvum predstavuje varovani, ze i v genomu organismu, ktery v minulosti plastid
mél (i kdyz s jistotou to tvrdit nemtizeme) mize byt pfitomno jen velmi malo gent en-
dosymbiotického ptivodu. Hypotézu existence plastidu u predka R. costata proto nelze
kazy pro tuto hypotézu, a ty v nasi praci nalezeny nebyly, musime se piiklonit k nulové
hypotéze, totiz ze plastid u predkt Rhabdomonas pritomen nebyl.

K rozsiteni nasich znalosti o historii plastidi u skupiny Euglenozoa by mohlo vést
provedeni podobnych kvantitativnich analyz vyskytu barevnych genti u vétsiho poctu
heterotrofnich i fototrofnich zastupct skupiny Euglenozoa.



Zavéry

e Na zakladé hledani plastidu v buiikdch R. costata transmisnim elektronovym mi-
kroskopem, které zatim nebylo diikkladné, mizeme vylouéit pfitomnost ndpadného
plastidu, avSak pritomnost rudimentarniho plastidu vyloucit nemtizeme. Objevili
jsme v8ak nezndmou strukturu, kterou nejsme schopni interpretovat (provazkovité
struktury asociované s Golgiho aparatem a mitochondriemi).

e Sekvenovanim metodou 454 jsme ziskali 349 918 ¢teni, které byly slozeny do 8 365
»exoni,“ z nichz bylo 6 930 bezpochyby eukaryotickych.

e Béhem analyzy transkriptomu R. costata bylo nalezeno 63 geni, u nichz je mozné
predpokladat, ze pochézeji ze zelenych (14 gent) nebo jinych (49 gent) fas. Po
nasledné konstrukci fylogenetickych stromi se ukazalo, Ze zelenym Fasam je s vyso-
kou podporou sestersky jen jeden transkript zatimco ostatnim fasam 4 transkripty.
Protoze genti sesterskych zelenym fasdm neni vic nez genti sesterskych ostatnim
fasam, domnivame se, ze Rhabdomonas neobsahuje geny ziskané endosymbiotic-
kym genovym pfenosem z predka plastidu zelenych krasnoocek. Spoleény predek
R. costata a fototrofnich krasnoocek tedy nejspiSe nemél plastid.
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Skripty pouzité v analyze

Budiz C:\AnalysisOfRNA pracovnim adresafem (v dal$im nahrazovan x), pak ka-
7zdému z trinacti krokd nalezi jeden podadresar, napf. *\01_Blast2Go. Ke kazdému
skriptu jsou pfipsany vstupni a vystupni soubory.

A.1 Krok druhy

import glob, string, os, shutil

phyla = glob.glob(’*.in"’)

print (’IN files found:’)

print phyla

5 shutil.copy(’RQ-contigs_all.fna’, ’eukaryotic.out’) # input file

fout = open(’notaxa.out’, ’

w’)
for group in phyla:

inGroup = open(group, ’'r’)

outGroupInName = group[:—3]+’.inn’
outGroupIn = open(outGroupInName, ’'w’)
lines = inGroup.read ()

outGroupOutName = group[:—3]+ ’.out’
outGroupOut = open (outGroupOutName, ’'w’)
counter = 0
with open(’eukaryotic.out’) as file:
for line in file:
if line.startswith(’>contig’):

x =1
y = 12
contig = line [x:y]

print contig

result = lines.find (contig)

if result = —1:
outGroupOut . write (line)

else:
outGroupln. write (line)
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counter 4+= 1
else:
if result = —1:
outGroupOut . write (line)
else:
outGrouplIn. write (line)
n = 20 — len(group[: —4])

) ’

print group][: —4], * n, counter
outGroupln. close ()

file . close ()

outGroupOut . close ()

shutil.copy (outGroupOutName, ’eukaryotic.out’)

fout . close ()

A.2 Krok paty

blasty = open(’RhabdomonasWithoutBacteria.lbr’, 'r’)

Blastylines = blasty.readlines ()

blasty . close ()

outfile = open(’QBlastSorting.csv’, ’a’)

out_line = ’'Contig Number;RF of 1st Hit;Phyla of 1st Hit;ID of 1st Hit;E-
value of 1st Hit;RF of 2nd Hit;Phyla of 2nd Hit;ID of 2nd Hit;E-value
of 2nd Hit;RF of 3rd Hit;Phyla of 3rd Hit;ID of 3rd Hit;E-value of 3rd
Hit ;RF of 4th Hit;Phyla of 4th Hit;ID of 4th Hit;E-value of 4th Hit\n

’

out_lines = []

Euglenoida = [’Eutreptiella’,’EuglGrac’|
KinDip = [’Diplonema’,’trypanosomatida’]

OtherAlgae = [’Rhodophyta’,’stramenopiles’,’Cyanophora’, haptophyta’]

OtherEukaryota = [’metazoa’,’actinomyc’,’alveolata’,’Monosiga’, rhizaria’,
’amoebozoa’, ’excavata’,’ fungi’]

Prokaryota = [’Archea’,’actinomyc—bact’, alfa—prot—bact’,’firmicut—bact’,’

gama—prot—bact ', ’other—bact ’, "spiroch—bact’, ’cyano—bact ’, "CFB-bact ’ |
GreenAlgae = [’green—alga’,’Pyramimonas’,’green—plant ’]

for line in Blastylines:
firsttab = line.find(’\t’)
contig_name = line [0: firsttab ]
newline = line[firsttab +1:]
secondtab = newline. find (’\t’)
ID = newline [0:secondtab]
if out_line.find (contig.name) = —1:
outfile.write(out_line)
out_line = "’
for item in Euglenoida: # FEuglenea
if line.find (item)> —1:
a = line.find (item)
pskupina = ’Euglenoida’
for item in KinDip:
if line.find (item)> —1:
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pskupina = ’Kinetoplastea Diplonemea’
for item in GreenAlgae:
if line.find (item)> —1:
pskupina = ’Green Algae’
for item in OtherAlgae:
if line.find (item)> —1:
pskupina = ’Other Algae’
for item in OtherEukaryota:
if line.find (item)> —1:
pskupina = ’Other Eukaryota’
for item in Prokaryota:
if line.find (item)> —1:
pskupina = ’Prokaryota’
posltab = line.rfind (’\t’)
RF = line [posltab+1:—1]
line = line [: posltab]
posltab = line.rfind (’\t")
line = line [: posltab]
posltab = line.rfind (’\t7)
evalue = line [posltab+1:]

else:

757 + evalue

out_line = '\n’ + contig_-name + ’';’ + RF + ’;’ + pskupina + +
ID + ’;’ + evalue
for item in Euglenoida:
if line.find (item)> —1:
dalsiskupina = ’Euglenoida’
for item in GreenAlgae:
if line.find (item)> —1:
dalsiskupina = ’Green Algae’
for item in KinDip:
if line.find (item)> —1:
dalsiskupina = ’Kinetoplastea Diplonemea’
for item in OtherAlgae:
if line.find (item)> —1:
dalsiskupina = ’'Other Algae’
for item in OtherEukaryota:
if line.find (item)> —1:
dalsiskupina = ’Other Eukaryota’
for item in Prokaryota:
if line.find (item)> —1:
dalsiskupina = ’'Prokaryota’
if out_line.find(dalsiskupina) = —1:
posltab = line.rfind (’\t’)
RF = line [posltab+1:—1]
line = line [: posltab]
posltab = line.rfind (’\t”)
line = line [: posltab]
posltab = line.rfind (’\t’)
evalue = line [posltab+1:]
out_line = out_line + ’;’ + RF + ’;’ 4+ dalsiskupina + ’';’ + ID
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outfile.write(out_line)
outfile.close ()

A.3 Krok Sesty

import os
list = []

if not os.path.isdir (’ChoosenContigs’):
os.mkdir (’ChoosenContigs’)

choosen = open(’ChoosenContigs.txt’).read ()

with open(’RhabdomonasWithoutBacteria.lbr’) as file:
for line in file:
contig = line[0:11]
if contig in choosen:
if contig not in list: # make new file

list .append (contig) # Adds contig to the end of
ContigFile = open(’./ChoosenContigs/’ 4+ contig + ’.txt’, ’

w’)
ContigFile. write (line)

A.4 Krok sedmy

import glob, string, os, time

start = time. clock ()

if not os.path.isdir (’ChoosenFasta’):
os.mkdir (’ChoosenFasta’)

gencode = {
'ATA’ .1, PATC’: 17, PATT’:’1’, ’ATG’: ’M’, ’ACA’:’T’
LT, CACT: TV,
TAACY : N7, PAAT : N, CAAAY:K?, CAAG’: K’ , CAGC’:’S’
":’R’, AGG’:’R’,
'CTA’:’L’, ’CrC’:’L’, ’CIG’:’L’, ’CIT’:’L’, 'CCA’:’P’
2P’ 'CCT’: P,
'CAC”: 'H’, 'CAT’:'H’, 'CAA’:’Q’, 'CAG’:’Q’, 'CGA’: 'R’
*:'R’, 'CGT’: R,
'GTA’: V', 'GIC’:’V’, "GIG’:’V’, "GIT’:’V’, 'GCA’: A’
A7, 'GCT A
'GAC’: 'D’, 'GAT’:'D’, 'GAA’:’E’, 'CAG’:'E’, 'GGA’:'Q’
G, 'GGT G,
"TCA’:’S’, 'TCC’:’S’, TCG’:’S’, ’ICIT’:’S’, 'TTC’:’F’
':°L’, 'TIG’: 'L,
"TAC: Y, TAT’: "Y', 'TAA’: s, 'TAG’: x’, 'TGC’:’C’
T TGGY W

def clean_sequence (sequence):

"ACC :

TAGT -

"CCC :

"CGC” :

'GCC .

list

"ACG

"AGA

"CCG
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19 77” Given a sequence string , return a crap—free, standardized DNA
version.”””

20 s = sequence.replace( '\r’, 7’ ).split( '\n’ )

21 if s[0][0] = ">": s =s[ 1 :]

22 s = 7’7.join( s )

23 s = s.replace( 7 7, 77 ).replace( ’\t’, 77 )

24 return s.upper().replace( ’U’, T’ )

25

26 def report_bad_chars(sequence):

27 77” Given a string ’sequence’, return a dictionary of any non—-AGCT
characters.”””

28 bad_chars = {}

29 for 1 in sequence:

30 if 1 not in 'AGCT’:

31 if 1 in bad_chars: bad_chars[l] 4= 1

32 else: bad_chars[ I | =1

33 if bad.-chars != {}: print(bad_chars)

34

35 def translate(sequence):

36 777 Return the translated protein from ’sequence’ assuming +1 reading
frame.”””

37 return ’’.join ([gencode.get (sequence[3%i:3%x1+3],’X’) for i in range(
len (sequence) //3)])

38

30 def translate(sequence):

40 777 Return the translated protein from ’sequence’ assuming +1 reading
frame.”””

)

a1 return ’’.join ([gencode.get (sequence[3*i:3%x1+3],’X’) for i in range(
len (sequence)//3)])

43 def complement(s):

44 77”7 Return the complementary sequence string.””
45 basecomplement = {’A’: T, 'C’: 'G’, 'G’: ’C’, "T’: A’ ’a’: ’t’,

g’y g’ e, Ut Ca’ )
46 letters = list(s)
a7 letters = [basecomplement|[base] for base in letters]
48 return ’’.join(letters)

50 def reverse(s):

51 77”7 Return the sequence string in reverse order.”””
52 letters = list (s)

53 letters.reverse ()

54 return ’’.join(letters)

56 def reversecomplement(s):

57 ?7” Return the reverse complement of the dna string.”””
58 s = reverse(s)

59 s = complement(s)

60 return s

61

62 InContigs = glob.glob(’ChoosenContigs\*.txt )
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8 # print 7 Reading Frame: 7, RF

gi =

5 ph = 0

7 for contig in InContigs:

with open(contig) as file:

b=20
f =0
v=20
q=20

OutContigName = (contig[15:—4] + ’.fas’)
print OutContigName
OutContig = open(’./ChoosenFasta/’ 4+ OutContigName,

ReadingFrames = []
taxa = []

i=-1

celkem = 0

for line in file:
if line.startswith(’>"):

celkem +=1
i4=1
r = line.rfind (’\t’)
rf = line[r:]

RF = int (rf)
ReadingFrames . append (RF)

if q = 0:
q=1

7W7)

with open(’Rhabdomonas454Contigs.fna’) as rhabdomonas:

dnasequence = 7’

for rline in rhabdomonas:
if rline.startswith(’>"):

if rline.find (OutContigName[: —4]) > —1:

namesequence = ’'>Rhabdomonas_’ +

OutContigName [6: —4] + ’\n’

OutContig. write (namesequence)

flag =1
else:
flag = 0
elif flag = 1:
dnasequence = dnasequence + rline[: —1]
if RF > 0:
dnasequence2 = dnasequence [RF—1:]
else:
complementarydnasequence = reversecomplement (
dnasequence)
dnasequence2 = complementarydnasequence[—1—RF:]
dnasequencel = clean_sequence (dnasequence2)

report_bad_chars (dnasequencel)

OutContig. write (translate (dnasequencel) + ’\n’)

if ReadingFrames[0] = ReadingFrames[i]:
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112 j = line.rfind (’[7)

113 if j = —1:

114 if line.find (’Monosiga’) > —1:

115 taxon = ’Monosiga’

116 ph =0

117 elif line.find(’EuglGrac’) > —1:

118 taxon = ’'EuglGrac’

119 ph =0

120 elif line.find(’Pyramimonas’) > —1:

121 taxon = ’'Pyramimonas’

122 ph =0

123 elif line.find(’Cyanophora’) > —1:

124 taxon = ’Cyanophora’

125 ph =0

126 elif line.find(’Eutreptiella’) > —1:

127 taxon = 'Eutreptiella’

128 phylum = ’Eutreptiella’

129 ph =1

130 elif line.find(’Diplonema’) > —1:

131 taxon = ’Diplonema’

132 phylum = ’Diplonema’

133 ph =1

134 elif line.find (’Rhodophyta’) > —1:

135 taxon = ’Rhodophyta’

136 phylum = ’Rhodophyta’

137 ph =1

138 elif line.find(’cryptophyta’) > —1:

139 taxon = ’cryptophyta’

140 phylum = ’cryptophyta’

141 ph =1

142 elif line.find(’Chlorela’) > —1:

143 taxon = ’'Chlorela’

144 phylum = ’green—alga’

145 ph =1

146 elif line.find (’trypanosomatida’) > —1:

147 taxon = ’'trypanosomatida’

148 ph =0

149 else:

150 print ” Something is wrong! Taxa without
assignment exist.”

151 print ” ”?  line

152 v +=1

153 else:

154 ph =0

155 k = line.rfind(’]’)

156 taxon = line[j+1:k]

157 if taxon not in taxa:

158 taxa.append (taxon)

159 x = 12

160 newline = line [12:]

161 y = newline. find ( '\t )
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162 id = newline [:y]

163 flag = 0

164 exist =0

165 if ph = 0:

166 p = newline. find(’_")

167 phylum = newline [:p]

168 with open(’./dbp/’ + phylum + ’.dbp’) as database:
169 for dbline in database:

170 if dbline.startswith(’>"):

171 IsThereIG = dbline. find (id)
172 if IsTherelG > —1:

173 exist =1

174 OutContig. write (dbline)
175 flag = 1

176 else:

177 flag = 0

178 elif flag = 1:

179 OutContig. write (dbline)

180 else:

181 b4+=1

182 else:

183 f4+=1

184 print ” All contigs: 7, celkem

185 print ” No [] 7, v

186 print ” Uz bylo ... 7, b

187 print ” ORF ... 7, f

188 stop = time.clock ()

189 print ’ start: ’, start

190 print ’ stop: 7, stop

191 print ’duration:’, stop — start, ’ sec’

A.5 Krok osmy

1 import glob, string, os, time
3 start = time.clock ()

5 if not os.path.isdir (’RenamedChoosenFasta’):
6 os.mkdir (’RenamedChoosenFasta’)

10 InFasta = glob.glob(’ChoosenFasta\*.fas’)

12 gi =
13 ph =0

15 for fasta in InFasta:

16 with open(fasta) as file:

17 OutFastaName = (’re’ + fasta [13:])
18 print OutFastaName
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OutFasta = open(’./RenamedChoosenFasta/’ + OutFastaName, ’'w’)
i=0
for line in file:
if line.startswith(’>"):
i 4= 1
newline = line [1:]
p = newline.find(’_.")
phylum = newline [:p]
newline = >’ 4 str(i) + phylum + ’\n’
OutFasta.write (newline)
else:
OutFasta.write(line)
stop = time. clock ()
print ’ start: 7, start
print ’ stop: ’, stop
print ’duration:’, stop — start, ’ sec’
A.6 Krok devaty
A.6.1 Muscle
import glob, string, os, time
start = time. clock ()
if not os.path.isdir (’AlignedByMuscle’):
os.mkdir (’AlignedByMuscle )
RenamedFasta = glob.glob(’RenamedChoosenFasta\*. fas )
for renamed in RenamedFasta:
print renamed
OutAlignedNameY = ’./ AlignedByMuscle/’ + ’aligned’ + renamed

[20: —4] + ’.phy’
OutAlignedNameL = OutAlignedNameY [: —4] + ’.log’
muscle = ’muscle.exe —in ’ 4 renamed + —phyiout ’ +
OutAlignedNameY 4+ ’ —log ’ 4+ OutAlignedNameL
os.system (muscle)

)

stop = time. clock ()

print ’duration:’, stop — start, ’ sec’

A.6.2 MAFFT

import glob, string, os, time

start = time.clock ()

if not os.path.isdir (’AlignedByMAFFT’):
os . mkdir (’AlignedByMAFFT ")

path = os.getcwd ()
mafftpath = path + ’\mafft—win\mafft.bat’
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print

‘path = 7,

n = len(path)
"mafftpath = ', mafftpath
renameddir = path + ’\Renamed\=*.fas’

print

besttrees = glob.glob(renameddir)

path

for renmamed in besttrees:

print renamed

OutAlignedName = path + ’\AlignedByMAFFT\

"[:—1] + renamed [n+9:—6]

+ ’a.phy’
mafft = ’call ’ + mafftpath + ° —auto —phylipout —reorder ’ +
renamed + ’ > ’ + OutAlignedName
os.system (mafft)
stop = time. clock ()
print ’'duration:’, stop — start, ’ sec’
A.7 Krok desaty
import glob, string, os, time
start = time.clock ()
if not os.path.isdir (’TrimmedByTrimAl’):
os.mkdir (’TrimmedByTrimAl’)
Aligned = glob.glob(’AlignedByMuscle \ x.phy’)
for aligned in Aligned:
print aligned
OutTrimmed = ’./TrimmedByTrimAl/’ + ’trimmed’ 4 aligned[31:—4] + ’
-phy”’
OutTrimmedhtml = ’./TrimmedByTrimAl/’ + ’trimmed’ + aligned[31:—4]
+ ’.html’
trimal = ’trimal.exe —in ’ + aligned + ’ —out ’ + OutTrimmed + ’ —

gappyout —htmlout
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