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1. Wykaz skrétow stosowanych w pracy

BLAST (ang. basic local alignment search tool)

ddNTP — trifosforan dideoksyrybonukleozydu

dNTP — trifosforan deoksyrybonukleozydu

DV (ang. digestive vacuole) — wakuola trawienna

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

Eta (ang. total number of mutations) — catkowita liczba mutacji

F1— pierwsze pokolenie potomne

Hd (ang. haplotype diversity) — réznorodno$¢ haplotypow

ITS (ang. internal transcribed spacer) — wewngtrzna sekwencja transkrybowana

kpz — kilo par zasad

LD — cykl o§wietleniowy: 12 godzin $wiatta i 12 godzin ciemnosci

LL — cykl o$wietleniowy: 24 godziny $wiatta

ML (ang. maximum likelihood) — metoda Najwigkszej Wiarygodnosci

NJ (ang. neighbor joining) — metoda Laczenia Sgsiadéw

PBCV — Paramecium bursaria Chlorella virus

PCR (ang. polymerase chain reaction) — reakcja tancuchowa polimerazy

PV (ang. perialgal vacuole) — wakuola perialgalna

pz — par zasad

RFT — reaktywne formy tlenu

rpm (ang. revolution per minute) — obroty na minute



S (ang. number of polymorphic sites) — liczba miejsc polimorficznych
Polimeraza Taq — enzym wyizolowany z termofilnej bakterii Thermophilus aquaticus
TRIS — tris (hydroksymetylo)aminometan

0 (ang. nucleotide diversity) — zréznicowanie nukleotydow



2. Wprowadzenie

2.1. Zjawisko i rola symbiozy w $wiecie organizmow zywych

Termin ,,symbioza” zostal wprowadzony przez botanika Antona de Bary w XIX
wieku, ktory definiowal to pojecie poprzez pozostawanie organizméw w Scistych
wzajemnych relacjach. Do symbiozy zaliczyl rowniez: mutualizm, komensalizm
I pasozytnictwo. Obecnie pojecie symbiozy definiowane jest jako dlugotrwata i $cista
relacja pomi¢dzy przynajmniej dwoma gatunkami nalezagcymi do réznych typow, gdzie
jeden z organizmoéw jest eukariotyczny (Margulis i Sagan 2002). Uzywane jest takze
pojecie mutualizmu, czyli zjawiska, gdzie zwigzek pomigdzy organizmami jest
korzystny dla kazdego z nich (Douglas 1994). Tradycyjnie organizm, ktdory jest
wigkszy, nazywany jest gospodarzem, natomiast mniejszy — symbiontem. W zaleznosci
od lokalizacji symbionta, symbioz¢ dzielimy na ektosymbiozg, w przypadku ktorej
symbiont zyje nazewnatrz komorki gospodarza i endosymbioze, w ktorej symbiont
znajduje si¢ wewnatrz komorki (Reisser 1986). Symbiozy nie s3 wyjatkiem
u eukariontdéw, co wynika z postulatow teorii endosymbiozy sformutowanej przez Lynn
Margulis w latach siedemdziesiatych ubieglego wieku. Wedtug tej teorii mitochondria,
plastydy oraz kinetosomy wici pochodzg od bakteryjnych endosymbiontow (Margulis
1981; Gray 1983; Margulis 1988). Symbioza postrzegana jest zatem jako zrodto
genetycznych zmian prowadzacych do powstania korzystnych zmian fenotypowych

organizmow (Nowack i Melkonian 2010).

Huss (1999) opisal szerokg grupe organizmoéw zyjacych w symbiozie z glonami.
Wsrod nich wymienit ameby, orzgski, gabki, jamochtony, wirki, jak rowniez migczaki.
Wsréd jamochlondw dobrze poznanym przedstawicielem Zyjacym w symbiozie
z glonami nalezacymi do rodzajow: Chlorella i Desmodesmus jest Hydra viridis
(Douglas 1994; Rajevi¢ i in. 2015). Sposrod orzeskow az dwadziescia pigé gatunkow,
takich jak Climacostomum virens (Reisser 1984), Paramecium bursaria (Reisser
I Widowski 1992) czy Vorticella sp. (Graham i Graham 1978) zyje w symbiozie

z glonami nalezacymi do rodzaju Chlorella.

2.2. Uktad symbiotyczny Paramecium bursaria — glony

P. bursaria posiada w swej komorce setki endosymbiotycznych glonow
(Ryc. 1). Kazdy endosymbiont zamknigty jest w wakuoli perialgalnej — PV, ktora

powstaje poprzez zroznicowanie si¢ wakuoli trawiennej gospodarza — DV (Karakashian


https://pl.wikipedia.org/wiki/Mitochondrium

I Rudzinska 1981; Gu i in. 2002). Ta relacja okreSlana jest mianem symbiozy
mutualistycznej. Gospodarz (P. bursaria) korzysta z produktow fotosyntezy
prowadzonej przez glony, w tym glownie z maltozy i tlenu, a glonom dostarcza
zwigzkoéw azotowych wraz z dwutlenkiem wegla potrzebnych do przeprowadzenia tego
procesu. Ponadto pierwotniak ochrania symbionty przed infekcja wirusem PBCV
oraz zapewnia odpowiednie warunki do prowadzenia fotosyntezy poprzez
przemieszczanie si¢ komorki w strefe optymalnego o$wietlenia (Brown i Nielsen 1974;
Reisser 1980; Albers i Wiessner 1985). Podzialy komérkowe obydwu partnerow sg
$cisle ze sobg skorelowane, w wyniku czego endosymbiotyczne glony sa przekazywane

komoérkom potomnym gospodarza (Kadono i in. 2004).

Symbioza pomigdzy P. bursaria i glonami jest przykladem mutualizmu
fakultatywnego, gdzie obydwa organizmy moga wystepowaé¢ w srodowisku 0sobno.
Aposymbiotyczny P. bursaria mozna otrzyma¢ przez prowadzenie hodowli
w warunkach ciemnosci (Siegel 1960; Karakashian 1963), naswietlanie promieniami
Rentgena (Wichterman 1948), traktowanie cykloheksymidem (4-[2R)-2-[(1S,3S,5S)-
3,5-dimetylo-2-oksycykloheksan]-2-hydroksyetylo]piperydyn-2,6-dion) (Kodama
I Fujishima 2008; Kodama i Fujishima 2010) czy tez traktowanie inhibitorem
fotosyntezy — diuronem (DCMU, 3-(3,4-dichlorofenylo)-1,1-dimetylomocznik) (Reisser
1976). Tanaka i in. (2002) wykazali, iz otrzymanie komorek P. bursaria zupehie
pozbawionych symbiontéw jest niemozliwe poprzez inkubowanie w ciemnosci.
Badania obejmowaty amplifikacje genu malej podjednostki karboksylazy/oksygenazy
rybulozo-1,5-bisfosforanu  (RuBisCO).  Odnotowano  zamplifikowane = DNA
odpowiadajace sekwencji genu chloroplastowego wyizolowanego z kultury P. bursaria
inkubowanej w ciemno$ci, co dowiodlo obecnosci glonow. Ponowne uzyskanie
zwigzku symbiotycznego jest mozliwe poprzez zmieszanie obydwu organizmow.
Przywrocenie wymiany substancji pomiedzy partnerami rozpoczyna si¢ po trzech
lub czterech dniach od zainfekowania (Kinoshita i in. 2009).

Utworzenie zwigzku symbiotycznego modyfikuje cechy partneréw. Wykazano,
iz wewnatrz komorki gospodarza glony produkuja wigcej tlenu niz w hodowli
izolowanej poza komorka Paramecium (Reisser 1980). Rowniez zielone komorki
pierwotniaka dzielg si¢ czeSciej oraz wykazujg wyzszg przezywalnos¢ w warunkach
stresowych, np. w obecnosci chlorku niklu, nadtlenku wodoru (Karakashian 1963),

wysokiej temperatury (lwatsuki i in. 1998) czy duzego natezenia promieni UV



(Summerer i in. 2009), w porownaniu z pierwotniakami pozbawionymi symbiontow.
Iwatsuki 1 in. (1998) udowodnili, iz symbiotyczny P. bursaria przezywa okoto trzech
miesiecy W pozywce pozbawione] bakterii, natomiast aposymbiotyczny ginie w ciggu
tygodnia. W przyrodzie znane sg Szczepy P. bursaria pozbawione symbiontow.
Wykazano, iz sg one zdolne do tworzenia zwigzku symbiotycznego, ktory nie jest
trwaty, poniewaz w wyniku podzialu komoérki tylko jedna z komorek potomnych
otrzymuje symbionty (Tonooka i Watanabe 2002). Kodama i in. (2014) porownywali
DNA symbiotycznej komorki P. bursaria do aposymbiotycznej. Sposrod 10 557
transkryptow az 6 698 roéznito obydwa organizmy, co moze wigzaé si¢ z przeptywem
gendw z komorki symbionta do komoérki gospodarza. Symbiotyczny P. bursaria
poprzez tworzenie zwigzku symbiotycznego jest mniej wrazliwy na dzialanie stresu
oksydacyjnego, co takze moze $wiadczy¢é o nabyciu obcych genéw (Hortnagl

I Sommaruga 2007).

Rycina 1. Komoérka Paramecium bursaria z komoérkami symbiotycznych glonow

(foto: autor).

2.2.1. Charakterystyka Paramecium bursaria

P. bursaria (Ehrenberg 1831) jest organizmem jednokomoérkowym nalezagcym
do typu orzeskow, liczacego okoto 8000 gatunkow (Corliss 1979). Komorka
P. bursaria osigga rozmiary 100-200 um. Posiada charakterystyczne orzesienie
oraz ztozong powtoke zewnetrzng (pelikule) typowa dla kladu Alveolata (Fokin i Gortz

2009). P. bursaria charakteryzuje si¢ wystepowaniem podwojnego aparatu jagdrowego,
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sktadajacego si¢ z jednego makrojadra petlnigcego funkcje wegetatywne i jednego
generatywnego mikrojadra (Vivier 1974). Jest organizmem heterotroficznym,
odzywiajagcym si¢ bakteriami 1 innymi mikroorganizmami. Czgstki pokarmowe
nap¢dzane sg do lejka peristomalnego, nastepnie przechodza przez cytostom i sg
trawione na drodze fagocytozy (Fok i Allen 1988). P. bursaria korzysta rowniez
z produktow fotosyntezy prowadzonej przez glony, w tym glownie z maltozy i tlenu.
Wydalanie u P. bursaria odbywa si¢ poprzez wodniczki t¢tnigce otoczone przez czesé
cytoplazmy, zwanej nefroplazmg (Kazubski 1984). P. bursaria oddycha catg
powierzchnig ciata. Ponadto tlen dostarczany jest takze jako produkt fotosyntezy
prowadzonej przez symbiotyczne glony (Sommaruga i Sonntag 2009). Ruch
u P. bursaria odbywa si¢ dzigki obecnym rzgskom 0 budowie typowej dla eukariontow
(Bontis i in. 1983). P. bursaria rozmnaza si¢ przez poprzeczny podzial komorki,
podczas ktorego mikrojadro przechodzi mitoze, za§ makrojadro dzieli si¢ amitotycznie.
Charakterystycznym procesem plciowym jest koniugacja opisana przez Miillera pod
koniec XVIII wieku, podczas ktorej osobniki nalezace do uzupetniajacych si¢ typow
koniugacyjnych tacza si¢ ze soba. W czasie koniugacji mikrojadro przechodzi trzy
podziaty pregamiczne. Podczas trzeciego podzialu mitotycznego mikrojadro dzieli sig¢
na dwa pronukleusy: wedrujacy 1 stacjonarny. W nastepnym etapie dochodzi
do wymiany pronukleuséw wedrujacych miedzy partnerami koniugacji (Chen 1940).
Istota koniugacji jest zatem rekombinacja materialu genetycznego, a przez to
zwigkszenie zywotnosci populacji. Gatunek P. bursaria zostat podzielony na syngeny,
ktore zdefiniowano jako nier6znigce si¢ morfologicznie grupy uzupetniajacych sig
typow koniugacyjnych (Sonneborn i Dippell 1946). Sa one rozrodczo izolowane
poprzez odmienng specyfike procesu koniugacji i odmienno$¢ wymaganych warunkoéw
do uzyskania dojrzatoséci. P. bursaria wykazuje ,,outbreeding” w odniesieniu do typu
kojarzenia, co przejawia si¢ krzyzowaniem klonéw 0 dalekim pokrewienstwie, dzigki
czemu mozliwa jest rekombinacja materiatlu genetycznego. W obrebie P. bursaria
Bomford (1966) wyroznit sze$¢ syngenow (B), natomiast w obecnej kolekcji wystepuje
pie¢ syngenow (R) (Greczek-Stachura i in. 2012).

2.2.2. Powstawanie wakuoli perialgalnej oraz mechanizm rozpoznawania

endosymbiontow przez komorke gospodarza

U P. bursaria utworzenie trwatej symbiozy z glonami wiaze si¢ z powstaniem

wakuol perialgalnych (Gu i in. 2002). Proces infekcji odbywa si¢ na drodze fagocytozy.



Kodama i Fujishima (2005) wykazali, ze przed utworzeniem zwigzku symbiotycznego
wystepuja cztery cytologiczne fazy. Podczas pierwszej fazy niektore glony wykazuja
oporno$¢ na dziatanie enzymow lizosomalnych i pozostajg niestrawione; kolejnym
etapem jest oddzielenie si¢ glonéw od wakuol trawiennych poprzez uwypuklenie ich
bton do wnetrza cytoplazmy. Podczas kolejnego etapu komoérki symbionta zostaja
otoczone przez btong wakuoli perialgalnej przeksztatconej z blony wakuoli trawiennej,
po czym lokalizujg si¢ pod ektoplazmg komorki gospodarza, co stanowi ostatni etap
cytologiczny. Zanim jednak dojdzie do utworzenia wakuoli perialgalnej, wakuola
trawienna przechodzi stadia sklasyfikowane ze wzglgdu na roéznice morfologiczne (stan
btony komoérkowej oraz kolor komorek symbiotycznych) (Kodama i Fujishima 2011).
Podzialy komorkowe glondw rozpoczynaja si¢ po 24 godzinach od zmieszania komoérek

(Kodama i Fujishima 2005).

Wakuola perialgalna zawsze zawiera jedng komorke symbionta. Szerokosc
przestrzeni pomiedzy $ciang komorkowa symbionta a blong wakuoli perialgalnej miesci
si¢ w granicach 0.05 um. Kolejng cecha jest stala $rednica wakuoli mieszczaca si¢
w zakresie 2.5-4.5 um oraz jej lokalizacja pod ektoplazmg komoérki gospodarza,

co uniemozliwia potaczeniu si¢ wakuoli z lizosomami (Kodama i in. 2007).

Wplyw na rozpoznawanie symbionta przez komorke P. bursaria moga mieé
komponenty $ciany komoérkowej glonu. Takeda i in. (1998) wykazali, iz wszystkie
gatunki endosymbiotycznych glondw charakteryzuja si¢ wystgpowaniem glukozaminy
jako sktadnika $ciany komorkowej, podczas gdy glony niesymbiotyczne posiadajg
kompleks glukozowo-mannozowy. Fujishima i Kodama (2012) zaobserwowali,
ze budowa $ciany komoérkowej glondw nie jest czynnikiem decydujacym o sukcesie
symbiozy, ale mozliwos¢ lokalizacji pod ektoplazma. Kodama i Fujishima (2009)
wykazali, iz na tworzenie zwigzku symbiotycznego pomiedzy pierwotniakiem a glonem
ma wplyw okreSlony gatunek glonu oraz jego szczep. Kodama i Fujishima (2008)
badali wptyw cykloheksymidu hamujacego syntez¢ bialek na aktywnos¢
fotosyntetyczng symbiontéw P. bursaria. Cykloheksymid wywotuje pecznienie wakuol
perialgalnych, co powoduje zwigkszanie si¢ przestrzeni pomigedzy $ciang komorkowa
glonu a btong wakuoli, odtaczenie wakuol od ektoplazmy, przej$cie w glab cytoplazmy
oraz trawienie glonow. Podobnego zjawiska nie obserwuje si¢ W ciemno$ci Oraz
w swietle przy dodatkowym wplywie inhibitora fotosyntezy — diuronu. Blanc i in.

(2010) odnotowali wzrost liczby gendéw kodujacych biatka transportujgce aminokwasy



u symbiotycznego gatunku Chlorella sp. (NC64A), co wskazuje na ekspresj¢ tych
bialek podczas symbiozy z P. bursaria. Proces fotosyntezy u symbiotycznych glonow
P. bursaria wigze si¢ takze z narazeniem komorki gospodarza na dziatanie reaktywnych
form tlenu (RFT) (Asada 1999). Kawano i in. (2004) poddali analizie tolerancje trzech
gatunkow Paramecium (P. bursaria, P. caudatum, P. trichium) na RFT
| zaobserwowali, ze najmniej wrazliwym gatunkiem jest P. bursaria. Ponadto
wykazano, iz po zastosowaniu herbicydu — parakwatu (dichlorek 1,1’-dimetylo-4,4’-
bipirydyniowy), ktory stymuluje produkcje RFT, komoérka gospodarza redukuje liczbe
symbiontow (Babbs i in. 1989; Kawano i in. 2010). Lokalizacja wakuol perialgalnych
pod ektoplazma komoérki gospodarza jest bardzo waznym czynnikiem sprzyjajagcym
tworzeniu si¢ zwigzku symbiotycznego, poniewaz miejsce to nie wykazuje aktywnosci
kwasnej fosfatazy, a tym samym wskazuje na brak lizosoméw (Kodama i Fujishima
2009). Udowodniono, ze gatunki glonow opisywane przez Takeda i in. (1998) jako
niezdolne do tworzenia symbiozy, sa w stanie unikna¢ Strawienia przez enzymy
lizosomalne gospodarza, jednak nie moga umiejscowi¢ si¢ pod ektoplazmg. Pod
ektoplazmg komorki P. bursaria znajduja si¢ trichocysty wystrzeliwane w przypadku
zagrozenia (Harumoto i Miyake 1991). Kodama i Fujishima (2011) poprzez poddanie
komorek P. bursaria dziataniu lizozymu stymulujacego wystrzeliwanie trichocyst

wykazali, iz nie biorg one udziatu w lokalizowaniu wakuol perialgalnych.

2.2.3. Przeptyw substancji pomiedzy Paramecium bursaria a symbiotycznymi glonami

P. bursaria jest zdolny do rozwoju w srodowisku tlenowym, w ktorym jest
dostgp do zwigzkdéw nieorganicznych, jednoczes$nie pozbawionym aminokwasow
i weglowodanow. Wskazuje to jednoznacznie na to, iz niezbedne zwiagzki pozyskuje
od swojego symbiotycznego partnera (Loefer 1936). Wydzielanymi produktami
fotosyntezy jest glownie dwucukier — maltoza, natomiast zwigzkami eksportowanymi
przez komorke gospodarza sa wegiel i azot (Albers i in. 1982). Glony wolnozyjace
wydzielaja do srodowiska niewielkie ilo$ci organicznych zwigzkow wytworzonych
podczas fotosyntezy, natomiast symbiotyczne glony wydzielaja az do 87 % produktow
fotosyntezy (Watt i in. 1966; Muscatine i in. 1967). Reisser (1988) poréwnywat
wydzielanie weglowodanéw w roznym pH przez symbiotyczne glony i glony
wolnozyjace. Wykazano, iz pH ma istotny wplyw na wydzielanie cukrow
u symbiotycznych glonéow — w $rodowisku kwasowym wydzielanie jest znacznie

wyzsze, natomiast u glondw wolnozyjacych nie obserwuje si¢ wptywu pH.



Cecha charakterystyczng symbiotycznych glonow jest wykorzystywanie azotu.
Wykazano, iz rozwijaja si¢ one bardzo dobrze na podlozu zawierajacym kwasy
kazaminowe, troche wolniej na podlozu wzbogaconym w amon i jeszcze wolnigj
na podtozu wzbogaconym w pepton Bacto. Nie zaobserwowano natomiast wzrostu
kultury na podlozach zawierajacych azotany i azotyny (Kamako i in. 2005).
Zaobserwowano, ze Symbiotyczne glony szczepu NC64A rozwijaja si¢ na podlozu
zawierajagcym azotany jako jedyne zrodlo azotu (Reisser 1988; Reisser i Widowski
1992). Wedtug Albers i in. (1982), symbiotyczne glony moga posiada¢ mutacj¢ W genie
NR kodujacym reduktaze azotanows i jest to swego rodzaju przystosowanie do zycia
w symbiozie. Organizmy te wykorzystuja rowniez poszczegélne aminokwasy jako
zrodto azotu: argining, asparaging, glutaming, seryng, alaning i glicyng, natomiast glony
wolnozyjace tylko argining (Kato i in. 2006). U glonow wolnozyjacych glukoza i jej
analogi maja znaczny wptyw na transport aminokwaséw (Cho i in. 1981). Glukoza jest
pierwszym metabolitem rozkladu maltozy bedacej gldwna substancjg produkowang
przez symbiotyczne glony (Kato ilIlmamura 2008). Wykazano, iz pobieranie
aminokwasOéw przez symbionty jest zwigkszone w obecno$ci glukozy oraz zalezne
od pH (Kato i Imamura 2009). Wegiel jest jednym z gtdéwnych substratow procesu
fotosyntezy. Wigzanie dwutlenku wegla przez symbiotyczne glony jest zalezne od pH.
W $rodowisku zasadowym wiazanie zwigksza si¢, natomiast u glonéw wolnozyjacych
obserwuje si¢ odwrotng tendencj¢ (Kamako i Imamura 2006). Wytwarzanie maltozy
jest takze procesem zaleznym od pH 1 jest wyzsze przy kwasnym odczynie srodowiska
(McAuley i in. 1996). Kationy wapniowe imagnezowe przyspieszajg transport
aminokwasow (Smith 1978; Rickauer i Tanner 1986; Lew 1989). Wykazano,
ze U glonéw wolnozyjacych kationy wapniowe i magnezowe sa odpowiedzialne za
zwigkszone pobieranie aminokwasow, natomiast u glonéw symbiotycznych obserwuje
si¢ spadek pobierania seryny przy dziataniu kationu wapniowego. Ponadto zbadano
wpltyw kationow jednowarto$ciowych 1udowodniono, ze nie maja one wpltywu

na pobieranie aminokwaséw (Kato i Imamura 2009).

2.24. Rola $wiatta w  aktywnos$ci  biologicznej Paramecium  bursaria

i endosymbiotycznych glondow

Niemal wszystkie organizmy zywe wykazuja rytm biologiczny i jest to
podstawowe przystosowanie do zmian $wiatla i temperatury wystepujacych na Ziemi

(Kondo i in.1993). Zaréwno P. bursaria, jak i symbiotyczne glony wykazuja rytmy



biologiczne dziatajace w tej samej komorce gospodarza, stad ciekawym zagadnieniem
jest kontrola tych dwoch organizmow. Koniugacja u P. bursaria rozpoczyna sie¢
w momencie zblizenia dwoch komorek nalezacych do uzupehiajacych si¢ typow
koniugacyjnych pod warunkiem, ze znajdujg si¢ w fazie stacjonarnej, sg dojrzale
plciowo i znajduja si¢ w warunkach o$wietlenia w cyklu LD. Po przeniesieniu hodowli
do warunkow ciaglego os$wietlenia (LL) aktywno$¢ plciowa staje si¢ nierytmiczna
i powraca do normy po umieszczeniu hodowli w ciemnosci przynajmniej przez okres
dziewigciu godzin (Hiwatashi 1981; Miwa i in. 1989).

Podziat komorek symbiotycznych glonow jest zjawiskiem kontrolowanym przez
komorke gospodarza. Kadono i in. (2004) zaobserwowali, ze zaraz przed podziatem

komorki P. bursaria nastgpuje doktadne podwojenie liczby komorek glonow.

Komorki P. bursaria wykazuja fototaksje dodatnia w o$wietlonym obszarze
(Saji i Oosawa 1974). Inne gatunki Paramecium nie wykazuja fotoakumulacji,

o potwierdza rolg komorek symbiotycznych w tym mechanizmie (Miwa 2009).

2.2.5. Poziomy transfer genow w ukladzie symbiotycznym Paramecium bursaria —

glony

Woese (2002) okreslit transfer genéw jako sitg napedowa w powstawaniu
wyspecjalizowanych organizmoéw. Nabywane geny s3 odpowiedzialne za zdolnos¢
fotosyntezy, wigzanie azotu, chorobotworczo$¢ bakterii czy antybiotykooporno$¢
(Dagan i in. 2008). Transfer ten jest korzystny dla organizmu nabywajacego geny, jesli
geny spetniajg wazng role. Moze takze by¢ postrzegany niekorzystnie, jesli geny nie
niosa za sobg zadnej funkcji, sg nieckompatybilne z istniejgcym zestawem gendow lub sa
samoreplikujagcymi si¢ elementami ruchomymi (Thomas i Nielsen 2005). U wielu
organizmow fotosyntetyzujacych ilo$¢ gendw pochodzacych z plastydow w jadrze
komorkowym waha si¢ od 10 do 25 % (Reyes-Prieto i in. 2006). Obecno$¢ gendow
pochodzacych od gloné6w zostala potwierdzona u  przedstawicieli grupy
Chromalveolata, takich jak Cryptosporidium (Abrahamensen i in. 2004), Oomycota
(legniowce) (Tyler i in. 2006) i Ciliata (orzgski) (Reyes-Prieto 1 in. 2008).
U wiciowcow kotnierzykowatych: Monosiga brevicollis stwierdzono obecno$c ponad
stu genow pochodzacych od glonéw (Sun i Huang 2011). Reyes-Prieto i in. (2008)
wykryli u Tetrahymena termophila i Paramecium tetraurelia obecno$¢ szesnastu biatek

pochodzacych od glonéw. Vorobyev i in. (2009) wykazali u symbiotycznego szczepu



Chlorella sp. wystepowanie fragmentu 18S rRNA pochodzacego od wirusa PBCV.
Wedtug Hoshina i Imamura (2009a), symbiotyczne glony nie rozwijaja si¢ Samodzielnie
w $rodowisku naturalnym, co wskazuje na to, ze relacja miedzy tymi dwoma
organizmami znajduje si¢ w fazie przejsciowej pomiedzy stata symbiozg a etapem
poziomego transferu genow. Kiedy symbioza staje si¢ zjawiskiem stalym, geny
pochodzace od endosymbionta sg stopniowo przekazywane do jadra gospodarza albo
tracone, gdyz produkty ich translacji nie sg potrzebne (van Dooren i in. 2001).
Zmniejszajaca si¢ autonomia endosymbiotycznych glonow moze by¢ wynikiem
redukcji materiatu genetycznego potrzebnego do samodzielnego wzrostu (Hoshina

I Imamura 2009a).

2.2.6. Charakterystyka zielenic

Takson Viridiplantae tworzy jedng z najwigkszych grup fotosyntetyzujacych
organizmoéw eukariotycznych obejmujacych zielenice oraz rosliny ladowe. W obrgbie
taksonu wyrdzniono dwa glowne klady: Chlorophyta obejmujacy wigkszo$¢ zielonych
glonéw i Streptophyta z kilkoma taksonami glonoéw i roslinami telomowymi (Lewis
i McCourt 2004; Peterson i in. 2006; Proschold i Leliaert 2007; Leliaert i in. 2012).
W sktad Chlorophyta wchodza prasinofity oraz organizmy stanowigce rdzen
Chlorophyta, w obrebie ktorego wyrdzniono cztery klasy: Chlorodendrophyceae,
Trebouxiophyceae, Chlorophyceae oraz Ulvophyceae (Turmel i in. 2007; Marin
i Melkonian 2010). Zielenice sa grupa bardzo zrdznicowana, wystepujaca zardéwno
w srodowisku wodnym, jak i lagdowym (Leliaert i in. 2012). Powstanie roslin ladowych,
poczawszy od przodka nalezgcego do glonow bylo przetomowym momentem w historii
zywych organizméw 1 doprowadzilo do znaczacych zmian w $rodowisku, ktorych
efektem byl rozwdj calego ekosystemu ladowego (Kenrick i Crane 1997). Zielenice
zawdzigczaja swoj poczatek symbiozie, w ktorej komorki cyjanobakterii zostaty
przechwycone przez eukariotycznego heterotroficznego gospodarza, w wyniku czego
powstaty plastydy (Keeling 2010). Ta pierwotna endosymbioza datowana jest na okres
sprzed pottora miliarda lat (Hedges i in. 2004).

Zielenice posiadajg wiele wspolnych cech, takich jak podwojna btona otaczajaca
chloroplast, tylakoidy zgrupowane w lamelle, wystepowanie charakterystycznych
barwnikéw: chlorofilu a i b oraz dodatkowych barwnikéw — karotenoidow i ksantofili.

Pirenoidy osadzone sa w chloroplascie i otoczone s3 odkladajacym si¢ materiatem



zapasowym (najczesciej skrobig). Budowa $ciany komorkowe;j jest typowa dla komorek
ro$linnych, a budowa wici typowa dla komorek eukariotycznych (Melkonian 1984).
Pomimo wielu taczacych cech, =zielenice stanowig bardzo ro6znorodng grupe
organizméw. Pod wzgledem morfologicznym mozna wyrézni¢ najmniejszy
wolnozyjacy organizm eukariotyczny, jakim jest Ostreococcus tauri, a takze olbrzymie
organizmy, jak np. Caulerpa (3 m). Zielenice preferuja srodowisko stodkowodne. Tylko
dwie grupy znane sg z wystepowania w morzach (np. Ulvophyceae). Niektore z nich
takze zaadaptowatly si¢ do skrajnie ekstremalnych warunkow, takich jak gorace pustynie
(Schmidt i in. 2011). Znanych jest wiele przyktadow glonéw tworzacych zwiazki
symbiotyczne z grzybami, otwornicami, orz¢skami, a nawet migczakami (Kovacevi¢
iin. 2010). Wérod zielenic znany jest takze gatunek pasozyta z rodzaju lprothoteca,
wywolujacego u ludzi prototekoze charakteryzujaca si¢ wystgpowaniem zakazen skory,

tkanki podskornej oraz tkanek lezacych glebiej (Sudman 1974).

Zielenice postuzyly wielokrotnie jako organizmy modelowe w badaniach
ekologicznych. Melvin Calvin wykorzystat hodowle Chlorella do opisu i wyjasnienia
cyklu Calvina (Calvin i Benson 1948). Organizmy te maja rdéwniez znaczenie
ekonomiczne. Dunaliella salina jest wykorzystywana do produkcji biopaliw przez
wzglad na wytwarzanie S-karotenu (Tafresh i Shariati 2009).

Systematyka zielenic jest przedmiotem badan od ponad stu lat i nadal jest
kwestiag sporna. Tradycyjnie klasyfikowano je na podstawie ro6znic w morfologii
I wedlug takiego podziatu jednokomoérkowe wiciowce byly najbardziej prymitywna
grupa, ktora ewoluowata poczatkowo tworzac kokoidalne i sarkoidalne chlorofity
a nastepnie nitkowate 1 plechowate kolonie (Blackman 1900). W latach sze$¢dziesiatych
i siedemdziesigtych ubieglego wieku metoda zostala zmodyfikowana i w oparciu
0 badania nad cyklami zyciowymi i strukturg komorek opatrzonych organellami ruchu
wyrozniono siedem klas: Prasinophyceae, Chlamydophyceae, Chlorophyceae,
Codiolophyceae, Oedogoniophyceae, Bryopsidophyceae oraz Zygnematophyceae
(Christensen 1962; Kornmann 1973; Ettl i Komarek 1982). Kolejna metoda
klasyfikowania glonow oparta byla na ultrastrukturze ciatka bazalnego komorek
opatrzonych wiciami oraz na przebiegu cytokinezy w trakcie mitozy komorki. Wedlug
tej metody, pierwsza radiacja zielenic miala miejsce na poziomie wiciowcow,
co doprowadzito do ich roznorodnosci. Cze$¢ z nich dala poczatek nieruchliwym

formom kokoidalnym, sarkoidalnym, nitkowatym oraz plechowatym. Wyr6zniono



wowczas klasg Micromonadophyceae charakteryzujaca si¢ wystgpowaniem najbardziej
prymitywnych cech (polisacharydowa ostonka ciata wystepujaca rowniez na wiciach),
klasy: Pleurastrophyceae oraz Ulvophyceae charakteryzujace si¢ orientacjg ciatka
bazalnego CCW (ang. counterclockwise) oraz klase Chlorophyceae z orientacja DO
(ang. directly opposite) lub CW (ang. clockwise) (Melkonian 1982). W roku 1988
van den Hoek i in. wprowadzili dodatkowe cechy diagnostyczne: budowe komorki
wegetatywnej, przebieg mitozy i podziatu komorki oraz sktad $ciany komorkowe;.
Na podstawie przebiegu podzialu komorki grupe podzielono na dwie sekcje:
Streptophyta (zawierajaca Zygnematophyceae, Charophyceae oraz rosliny telomowe)
charakteryzujaca si¢ powstawaniem fragmoplastu podczas podzialu oraz sekcje —
Chlorophyta charakteryzujaca si¢ tworzeniem fykoplastu (Picket-Heaps 1975). Obecna
systematyka zostata utworzona na podstawie analizy molekularnej z wykorzystaniem
markeréw: jadrowego rybosomalnego operonu, gendéw chloroplastowych (np. rbcL)
I mitochondrialnych (np. nad5). Wedtug ostatniego podziatu, w sktad zielenic wchodza
prasinofity oraz cztery klasy stanowigce rdzen Chlorophyta: Chlorodendrophyceae,
Trebouxiophyceae, Chlorophyceae oraz Ulvophyceae (Turmel i in. 2007; Marin
i Melkonian 2010).

2.2.7. Systematyka endosymbiotycznych glonéw Paramecium bursaria

Symbiotyczne glony wystepujace w komoérkach P. bursaria nalezag do dwoch
Klas: Trebouxiophyceae i Chlorophyceae. Trebouxiophyceae okreslono pierwotnie
na podstawie cech ultrastrukturalnych, takich jak orientacja ciatka bazalnego — CCW,
nietrwate wrzeciono podziatlowe oraz tworzenie fykoplastu podczas cytokinezy (Mattox
i Stewart 1984). Klasa obejmuje ruchliwe i nieruchliwe organizmy jednokomorkowe,
a takze wielokomérkowe formy kolonijne. Glony nalezace do tej klasy zyja gtownie
w wodach stodkich, cho¢ znane sa takze przyktady z wod morskich czy $srodowiska
ladowego. Kilka gatunkow tworzy zwigzki symbiotyczne z grzybami (tworzac porosty)
(Friedl i Bhattacharya 2002), pierwotniakami (Hoshina i Imamura 2008; Summerer i in.
2008), bezkregowcami (Lewis i Muller-Parker 2004; Letsch i in. 2009) czy roslinami
(Tremouillaux-Guiller i in. 2002). Druga klasa — Chlorophyceae jest bardzo r6znorodna
pod wzgledem morfologicznym, od organizméw jednokomodrkowych do form
plechowatych. Podczas podziatu komorki tworzy sie fykoplast, natomiast orientacja

cialka bazalnego przybiera wszystkie formy (van den Hoek 1995).



Systematyka endosymbiotycznych glonéw jest przedmiotem badan od ponad
wieku, jednak pomimo tego nadal pozostaje zagadnieniem wzbudzajacym kontrowersje.
Wystepowanie tak zwanych ,cialek zawierajagcych chlorofil” u pierwotniakow
i bezkregowcow stodkowodnych opisywane byto juz ponad sto lat temu. Brandt (1882)
po raz pierwszy wykazat, ze struktury te posiadajg jadro komorkowe i na tej podstawie
sklasyfikowat je jako organizmy niezalezne. Utworzyl nowy rodzaj Zoochlorella
i wyr6znit w nim dwa gatunki, nazwane odpowiednio Zoochlorella conductrix
wystepujacy u P. bursaria, Stentor polymorphus, Hydra viridis i Zoochlorella
parasitica wykryty u Spongilla lacustris. Beijerinck (1890) uznal, iz gatunki opisane
przez Brandt’a s3 bardzo podobne do glonéw wolnozyjacych 1 utworzyt rodzaj
Chlorella z dwoma gatunkami: Chlorella conductrix i Chlorella parasitica. Podczas
Szesnastego Miedzynarodowego Kongresu w St. Louis w 1999 r. nazwa Chlorella
zostata uznana jako ta poprawna i w takiej postaci funkcjonuje w Migdzynarodowym
Kodeksie Nomenklatury Botanicznej. Endosymbiotyczne glony zazwyczaj okreslane sa
mianem Zoochlorellae lub sg nazywane gatunkami nalezacymi do Chlorella, czy tez
gatunkami  podobnymi do Chlorella. Organizmy te klasyfikowano gtownie
na podstawie cech morfologicznych, co dawato mylace efekty, zwlaszcza podczas
poréwnywania blisko spokrewnionych taksonow. Fawley i in. (2005) wykazali, iz opis
glonéw w obrebie rodziny Selenastraceae utworzony w oparciu o cechy morfologiczne
odzwierciedla jedynie adaptacje fenotypowe do warunkéw Srodowiska, takich jak
temperatura. Podobng sytuacje obserwuje si¢ W przypadku rodzaju Chlorella, gdzie
opisano ponad sto gatunkow. Fott i Novakova (1969) oraz Andreyeva (1975) opisali
odpowiednio dziewie¢ i jedenascie gatunkow w obrebie rodzaju Chlorella na podstawie
cech morfologicznych i reprodukcji. Analizy filogenetyczne odcinka SSU rDNA
wykazaty, iz uprzednio opisane gatunki nalezace do rodzaju Chlorella nalezg
do przynajmniej siedmiu linii rozwojowych w obrgbie  Trebouxiophyceae
I Chloropyceae (Krientz i in. 2004).

Wirusy nalezace do Phycodnaviridae, ktore infekuja endosymbiotyczne glony
zgrupowane s3 w sze$¢ rodzajow W zaleznosci od organizmu gospodarza, ktory
infekuja: Chlorovirus (infekuje glony z rodzaju Chlorella), Coccolithovirus (infekuje
glony nalezace do gatunku Emiliania huxleyi), Prasinovirus (infekuje glony z rodzaju
Ostreococcus), Prymnesiovirus (infekuje glony z rodzaju Chrysochromulina),

Phaeovirus (infekuje glony w obrgbie rzedu Ectocarpales) i Raphidovirus (infekuje


https://en.wikipedia.org/wiki/Emiliania_huxleyi

glony w obrgbie klasy Raphidophyceae) (Wilson i in. 2005). Wirusy nalezace
do rodzaju Chlorovirus reprezentuja trzy gatunki: wirusy Pbi infekujace symbiotyczne
glony P.bursaria pochodzace z Europy i Australii, wirusy NC64A infekujgce
symbiotyczne glony P. bursaria pochodzace z obu Ameryk i Chin oraz wirusy
infekujace symbiotyczne glony Hydra viridis (Reisser i in. 1988a; Wilson i in. 2005).
Wirusy te sg stosunkowo duze o $rednicy nawet do 160 nm i symetrii ikozahedralnej
(van Etten i in. 1991). Wystepuja na zewnatrz komorki P. bursaria, w wigkszos$ci
przyczepione do pelikuli (Yaschenko i in. 2012). Wirusy Pbi i NC64A sg bardzo
specyficzne. Wirusy Pbi infekuja symbiotyczne glony szczepow P. bursaria
pochodzacych z Europy i Australii, natomiast nie infekuja glondw pochodzacych
z obydwu Ameryk i Chin. Wirusy NC64A infekuja symbiotyczne glony szczepoéw
P. bursaria pochodzacych z Ameryk i Chin, natomiast nie infekuja glondéw
europejskich i australijskich (Kang i in. 2005). Na tej podstawie endosymbiotyczne
glony P. bursaria podzielono na dwie grupy: Amerykanska (Potudniowa) i Europejska
(P6nocng).

Gapanova i in. (2007) potwierdzili wystepowanie réznic migdzy symbiontami
nalezacymi do grup: Amerykanskiej i Europejskiej na poziomie molekularnym. Glony
nalezace do grupy Amerykanskiej posiadajg 0 jeden intron wigcej niz glony nalezgce
do grupy Europejskiej w srodkowej czesci genu 18S rRNA (ponad 500 pz w pozycji
pomiedzy 1315 a 1766). W badaniach Hoshina i in. (2005) wykazano, iz miedzy
glonami nalezgcymi do dwoch grup réznice w sekwencjach wynosza 0.39 % (18S
rDNA) i 19.2% (ITS2). Hoshina i Imamura (2008) odnotowali wigksze roznice
wynoszace odpowiednio 0.50-0.83 % i 22.6-26.6 %. Hoshina i in. (2010) potwierdzili
genetyczng odrebnos¢ tych grup 1 przypisali je do dwoch gatunkow: grupe
Amerykanska do gatunku Chlorella variabilis i grupe Europejska do Micractinium
reisseri. Proschold i in. (2011) przypisali do grupy Amerykanskiej gatunki: C. variabilis
i C. vulgaris, natomiast do grupy Europejskiej gatunki: M. reisseri i C. vulgaris.
Ponadto wykazano, iz symbiotyczne glony r6znig si¢ od wolnozyjacych posiadaniem
introndw na poczatku genu 18S rRNA (ponad 300 pz) w pozycji pomiedzy 106 a 1296)
(Gapanova i in. 2007).



2.2.8. Identyfikacja endosymbiotycznych glonéw Paramecium bursaria

Symbiotyczne glony wystepujace w komorkach P. bursaria naleza do dwoch
klas: Trebouxiophyceae i Chlorophyceae. W obrebie Trebouxiophyceae symbiotyczne
glony zgrupowane sa w dwa klady: Chlorella oraz Choricystis/Botryococcus (Friedl
I Rybalka 2012). Klad Chlorella obejmuje symbiotyczne glony nalezace do rodzajow:
Chlorella (Hoshina i in. 2010) i Micractinium (Proschold i in. 2011). Huss (1999)
w obrebie rodzaju Chlorella wymienit cztery gatunki: C. vulgaris, C. lobophora,
C. sorokiniana i C. kessleri. Krienitz i in. (2004) rozdzielit te gatunki na dwa klady:
Chlorella z gatunkami C. vulgaris, C. lobophora, C. sorokiniana i klad Parachlorella
z C. kessleri. Rodzaj Chlorella to komorki o matych rozmiarach (2-10 um), kulistym
ksztalcie, wystgpujace najczesciej jako pojedyncze osobniki. Charakteryzuja si¢
posiadaniem pojedynczego jadra komorkowego, mitochondrium, kilku peroksysomow,
wakuoli oraz kubkowatego chloroplastu z elipsoidalnym pirenoidem otoczonym
ziarnami skrobi. Cechg charakterystyczng jest przechodzenie blon tylakoidow przez
matriks pirenoidu. Sciana komérkowa nie jest pokryta zadnymi strukturami typu kolce
czy szczeciny. Rozmnazanie bezpiciowe odbywa sie poprzez autospory (Andreyeva
1975; Kessler i Huss 1992; Hoshina i in. 2010; Ullmann 2006). Rodzaj Micractinium to
organizmy podobne do Chlorella (Hoshina i in. 2010) i obejmuje komoérki o kulistym
ksztalcie oraz rozmiarach od 3 do 8 um. Chloroplast jest zazwyczaj kubkowaty,
z elipsoidalnym pirenoidem pokrytym ziarnami skrobi 1 lamellami tylakoidéw
wewnatrz matriks pirenoidu. Rodzaj ten charakteryzuje si¢ wystepowaniem
rozmnazania bezplciowego jak u przedstawicieli rodzaju Chlorella (Hoshina i in. 2010).
Roéznice pomiedzy przedstawicielami tych dwoéch rodzajow ograniczaja — sig
do wystgpowania szczecin na powierzchni $ciany komorkowej Micractinium, a takze
wystepowaniem komoérek Micractinium w postaci kolonii (Schnepf i in. 1980).
Ciekawym zjawiskiem jest pozbywanie si¢ szczecin przez Micractnium oraz brak
tworzenia kolonii w sytuacji, gdy osobniki zyja w gestej hodowli (Krienitz i in. 2004).
Luo i in. (2006) wykazali, ze tworzenie szczecin oraz zycie w kolonii u Micractinium
determinowane jest obecno$cig drapieznika Brachionus calciflorus. Drugi klad
w obrebie Trebouxiophyceae — Choricystis/Botryococcus obejmuje symbiotyczne glony
nalezace do rodzajéow Choricystis (Fott 1976; Nakahara i in. 2004) i Coccomyxa
(Proschold i in. 2011). Rodzaj Choricystis obejmuje komorki o ksztatcie elipsoidalnym,

wielkosci od 1.5 do 3 um, zawierajace przys$cienny chloroplast nieotoczony pirenoidem



(Fott 1976). Rodzaj Coccomyxa obejmuje osobniki podobne morfologicznie
do komoérek w obrebie rodzaju Choricystis. Jedyna roznica jest wielkosc¢, jaka osiggaja
komorki Coccomyxa (6-11 um) (Proschold i in. 2011). W obrebie drugiej klasy —
Chlorophyceae symbiotyczne glony P.bursaria nalezg do rzedu Sphaeropleales
i rodzaju Scenedesmus (Proschold i in. 2011). Przedstawiciele tego rodzaju tworza
zazwyczaj kolonie sktadajace si¢ od czterech do o$miu komodrek o wielkosci od 5

do 12 pm utozonych w rzedzie (Hegewald i Schnepf 1997).

Takeda (1991; 1993) badal struktur¢ S$ciany komodrkowej symbiotycznych
glonéw Chlorella spp. i wykazal, ze gléwnym skladnikiem jest glukozamina
lub glukoza, oraz mannoza. Wykazano rowniez obecno$¢ sporopoleniny (Jolley i Smith
1980; Yamamoto i in. 2005). Reisser i Widowski (1992) wykazali, iz C. sorokiniana
jest organizmem cieptolubnym, co odroznia go od C. vulgaris. Symbiotyczne glony
Chlorella spp. charakteryzuja si¢ wystegpowaniem aktywnos$ci hydrogenazy, brakiem
formowania karotenoidow wtornych, jak rowniez brakiem wzrostu na podlozu
zawierajacym mannitol. Ponadto, wymagaja obecnosci witamin B i By, rozwijaja si¢
w srodowisku o pH nieprzekraczajacym 5.5 i preferuja temperatury w zakresie od 26
do 30 °C. Cechg charakterystyczng jest takze wysoka zawarto$¢ zasad GC w DNA
(Kessler i Huss 1990; Reisser i Widowski 1992). Udowodniono, iz zaréwno
C. variabilis jak i M. conductrix wymagaja organicznych zwigzkéw azotowych i sg
wrazliwe na infekcje wirusem Chlorovirus (Yamada i in. 2006; Kamako i in. (2005).
Proschold i in. (2011) wykazali, ze C. variabilis do rozwoju potrzebuje amonu badz
organicznych zwigzkéw azotowych, natomiast nie rozwija si¢ na podlozach
azotanowych. M. conductrix z kolei preferuje obecnos¢ azotanow w podtozu. Nazwa
gatunkowa M. reisseri stanowi synonim nazwy gatunkowej M. conductrix (Préschold
i in. (2011).

2.3. Biologia molekularna jako narzedzie do identyfikacji organizméw

Rozw¢) biologii molekularnej nastapit po zbadaniu struktury DNA przez
Watson’a i Crick’a w 1953 roku. Odkrycie transkrypcji, translacji oraz replikacji
pozwolito na nasladowanie tych proceséw in vitro, a to z kolei zapoczatkowalo rozwoj
metod molekularnych. W latach pigédziesigtych ubieglego wieku rozpoczeta sie takze
rewolucja w biologii ewolucyjnej wywolana witasnie przez rozwo6j genetyki i biologii

molekularnej, ktore dostarczyly narzedzi do badan mutacji, zmiennos$ci genetycznej,



czy tez filogenetycznej historii zycia. Poczatkowo zwolennicy metod molekularnych
twierdzili, ze lepiej odzwierciedlajg powigzania filogenetyczne, niz dane morfologiczne,
poniewaz wykorzystuja zmiany na poziomie gendéw, a to wigze si¢ z mniejszg
podatnoscig na konwergencj¢ czy paralelizm. Zaleta metod molekularnych jest takze
ilo§¢ danych molekularnych. Wszystkie cechy dziedziczne organizmu s3 kodowane
przez DNA, stad tatwo jest wywnioskowaé, ze cechy morfologiczne sa tylko malym
podzbiorem danych molekularnych. Analizy molekularne sa przydatne szczegdlnie
wtedy, gdy rozrodczo izolowane gatunki sg trudne do rozrdznienia na podstawie cech
morfologicznych (Duellman i Hillis 1987; Echelle i Mosier 1981). Analiza genow
rybosomalnych (rDNA) pozwolita wyjasni¢ pochodzenie glownych linii ewolucyjnych
(Pace i in. 1986).

Stosowanie metod molekularnych w potgczeniu z danymi morfologicznymi jest
powszechne w analizach filogenetycznych (Soltis i in. 2005; Savolainen i in. 2005).
Uzywanie starteréw uniwersalnych do amplifikacji genomu chloroplastowego stato si¢
kluczowym narzedziem w badaniach ewolucyjnych roslin (Dumoli-Lapegue i in. 1997).
Odpowiednia analiza molekularna powinna spetnia¢ nastepujace wymagania:
(i) wystgpowanie markerow w pojedynczej kopii (charakterystyczne dla genow
jadrowych i mitochondrialnych), (ii) dlugo$¢ analizowanego fragmentu powinna by¢
jednakowa u badanych organizméw (Kjer 1995), (iii) stosunek substytucji w badanym
odcinku powinien dostarczy¢ wystarczajacej ilosci miejsc informatywnych, (iv) startery
nie powinny by¢ zbyt uniwersalne, gdyz mogg amplifikowa¢ produkty niespecyficzne
(Yli-Mattila i in. 2000), (v) wyniki analiz filogenetycznych powinny by¢ oparte
na wiecej niz jednej parze starterow, gdyz jedna para przedstawia ewolucje tylko
okreslonego odcinka DNA, a rozne fragmenty DNA danego organizmu mogg
prezentowa¢ odmienne tempo ewolucji, a tym samym przedstawia¢ odmienne
powigzania ewolucyjne (Pupko i in. 2002; Rokas i Caroll 2005; Patwardhan i in. 2014).
Wedtug del Campo i in. (2010), nalezy dobiera¢ kombinacj¢ co najmniej dwoch

markeréw pochodzacych z ré6znych genomow.

2.3.1. Markery molekularne wykorzystane w pracy

W niniejszej pracy analizowano trzy markery DNA: fragment duzej
podjednostki rybosomalnej (28S LSU rDNA), fragment wewngtrznych sekwencji

transkrybowanych: ITS1 i ITS2 wraz z genem 5.8S pomig¢dzy nimi oraz fragmenty



gendw chloroplastowych: rpl36 kodujacego biatko L36 oraz infA kodujacego czynnik
inicjacji translacji 1F-1.

RNA rybosomalny uwazany jest za jeden z najlepszych markeréw
molekularnych ze wzgledu na jednoczesne wystgpowanie odcinkéw konserwatywnych,
a takze tych charakteryzujacych si¢ duzg zmiennoscig. Duza podjednostka rybosomalna
zawiera geny: 28S, 5.8S oraz 5S, wchodzace w sktad jednostki transkrypcyjnej, zwanej
rybosomalnym operonem (Dover 1988). Sekwencje wygenerowane bezposrednio
Z jadrowych gendéw kodujacych rybosomalne DNA (rDNA) sa duzo mniej podatne
na btedy niz sekwencje uzyskane z bezposredniego sekwencjonowania rRNA (Zimmer

1989).

U glonéw dlugos¢ ITS1 miesci si¢ w zakresie od 100 do 400 pz, natomiast
dhugos¢ ITS2 od 200 do 500 pz (Maruyama i in. 2004). Popularnos¢ regionow ITS
w badaniach filogenetycznych zwigzana jest z czgstymi substytucjami, co pozwala
poréwnywac stosunkowo niedawno rozdzielone taksony. Wyniki uzyskiwane poprzez
amplifikacje ITS sa zazwyczaj bardzo wiarygodne ze wzgledu na wysoka jednorodno$é¢
kopii w obrgbie jednego genomu (Kovarik i in. 2005). Hu i in. (2009) wykazali,
izwyniki uzyskiwane poprzez sekwencjonowanie ITS charakteryzuja si¢ duza
jednoznacznoscig. Analiza sekwencji ITS czgsto wykorzystywana byla w badaniach
systematycznych roslin (Kress i in. 2005) oraz glonéw (Lindstrom 2008). Na podstawie
sekwencji ITS okre§lono zmienno$¢ genetyczng fotobiontow wystepujacych

w porostach (Kroken i Taylor 2000).

Genom plastydowy charakteryzuje si¢ mniejszymi rozmiarami niz genom
mitochondrialny i liczy do 200 kpz. Charakteryzuje si¢ takze wolniejszym tempem
ewolucji, co wplywa na jego wysoka konserwatywnos$¢. Substytucje wystepuja trzy
razy rzadziej niz w przypadku genomu jadrowego (Zurawski i Clegg 1987; Jansen
I Ruhlman 2012). Genom plastydowy mozna podzieli¢ na trzy funkcjonalne jednostki:
geny kodujace biatka, introny i odcinki migdzygenowe (Wakasugi i in. 1998). Kazdy
chloroplast zawiera liczne kopie genomu, co oznacza, ze komorka roslinna pod
wzgledem genomu plastydowego jest wysoce poliploidalna (Bendich 1987). Genom
chloroplastowy u glonow jest mniejszy niz u roslin telomowych i liczy okoto 140 kpz
i 110 genéw (Odintsova i Yurina 2006). Analiza genomu chloroplastowego w obr¢bie
Charophyta potwierdzita bliskie pokrewienstwo pomigdzy Zygnematophyceae
I ro$linami ladowymi (Civan i in. 2014). W pracy wykorzystano fragmenty genu rpl36



kodujacego biatko rybosomalne L36 oraz fragment genu InfA kodujacego czynnik
inicjacji translacji IF-1 (Bock 2007).

2.3.2. Teoretyczne podstawy metod badawczych stosowanych w pracy

Metody biologii molekularnej nalezg do jednych z najbardziej dynamicznie
rozwijajacych sie dziatow biologii. Pierwsze eksperymenty z zakresu biologii
molekularnej zostaly wykonane ponad trzydziesci lat temu, wtedy odbywato si¢ to tylko
W najbardziej wyspecjalizowanych laboratoriach. Obecnie mozna juz wskazaé kierunki
badan rutynowych. Postepy w badaniach molekularnych skierowane sg ku skroceniu
czasu analizy, zwigkszeniu wydajnosci, czuto$ci i doktadno$ci oraz zmniejszeniu

kosztow zwigzanych z badaniami (Stomski 2011).

2.3.2.1. Izolacja DNA

Badania z wykorzystaniem DNA powinny by¢ prowadzone z duza doktadnoscia.
Waznymi etapami jest prawidtowe pobranie materialu biologicznego, izolacja DNA
oraz jego przechowywanie. Izolacja DNA powinna by¢ wykonywana niezwlocznie
po pobraniu materialu biologicznego. Pobrany materiat moze by¢ przechowywany
w temp. 4 °C przez kilka dni, jednak zalecane jest w przypadku odstapienia od izolacji
przechowywanie w temp. -20°C badz -80°C. Wydajnos¢ izolacji oraz jako$é
analizowanego DNA obnizajg si¢ przy dtuzszym przechowywaniu. Umieszczenie DNA

w buforze lizujacym zapobiega degradacji i pozwala na dituzsze przechowywanie
(Stomski 2011).

Izolacja DNA prowadzi do uzyskania z maksymalng wydajnoscia DNA
wysokoczasteczkowego pozbawionego innych zanieczyszczen, jak biatka czy inhibitory
enzymow. Wigzanie DNA odbywa si¢ na membranie wykonanej z Zelu
krzemionkowego, co pozwala naselektywne wigzanie kwaséw nukleinowych
W obecnosci wysokich stezen soli chaotropowych. Kolejno dodawane bufory maja
za zadanie usunigcie zanieczyszczen odpowiednio przy przemywaniu, jak

I wyplukiwaniu DNA z membrany (Stomski i in. 2011a).

2.3.2.2. Reakcja tahcuchowa polimerazy

Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR) jest podstawowsa technikg stosowang
w biologii molekularnej, pozwalajaca na powielenie wybranego fragmentu DNA.

Reakcja ta zostala opracowana przez Mullis’a w 1987 r. Moze by¢ stosowana



do powielenia fragmentu DNA, pojedynczego genu lub nawet czeSci genu (Rahman
iin. 2013). Podstawowym zatozeniem reakcji jest zwielokrotnienie konkretnego
odcinka DNA z wykorzystaniem krotkich jednoniciowych fragmentow DNA
(starteréw) jako matrycy, w obecnosci enzymu polimerazy oraz wolnych nukleotydow

(Brown 2009). Mieszaning reakcyjng stanowia:

e izolat DNA badz cDNA zawierajacy region DNA amplifikowany,

e termostabilny enzym polimeraza Taq amplifikujacy DNA,

dwa startery determinujace poczatek i koniec amplifikowanego fragmentu DNA,
mieszanina nukleotydow stanowigcych substrat reakcji,

bufor reakcyjny zawierajacy MgCl, 1 zapewniajacy stabilny przebieg reakcji
(Rahman i in. 2013).

Specyficznos¢ produktow zapewniaja komplementarne startery o dlugosci
mieszczacej si¢ w zakresie od 16 do 30 nukleotydow. Odcinki oligonukleotydowe
powinny charakteryzowa¢ si¢ zawartoScig nukleotydow: guaniny i cytozyny
w granicach 50-60 %, co wigze si¢ bezposrednio z temperaturg topnienia starterow
(Tm). Pary starterow powinny wykazywaé¢ podobng Tm mieszczacg si¢ w zakresie 55-
72 °C (Stomski i in. 2011b).

Typowa reakcja PCR obejmuje powtarzajace si¢ cyklicznie denaturacje
(podgrzanie mieszaniny do 94 °C, co powoduje rozerwanie si¢ wigzan wodorowych,
ktore utrzymuja strukture podwojnej nici, efektem czego jest powstanie dwoch
czasteczek DNA — jednoniciowych), przytaczania starterow (temperatura zostaje
obnizona do 50-60 °C, co umozliwia ponowne ztaczenie si¢ nici oraz przylaczenie
starterow w odpowiednich miejscach) oraz syntezy z zastosowaniem termostabilnej
polimerazy Taq (temperatura wzrasta do 72 °C, co stanowi optimum do dziatania

polimerazy Taq, rozpoczyna si¢ synteza DNA) (Stomski i in. 2011b).

2.3.2.3. Elektroforeza w zelu agarozowym

Elektroforeza polega na ruchu jonow i natadowanych czgsteczek w polu
elektrycznym. Dzigki obecnosci grup fosforanowych, kwasy nukleinowe natadowane sg
ujemnie, w zwiazku z czym migruja w stron¢ dodatniej elektrody. Rozdziaty
elektroforetyczne prowadzone sg bezposrednio w objetosci elektrolitu lub tez stosowane
sa no$niki elektroforetyczne, takie jak: bibuta, agaroza czy poliakryloamid. Nosniki
agarozowe charakteryzujg si¢ wickszymi porami (100-300 nm $rednicy), co pozwala

na rozdzielanie wigkszych fragmentow kwasow nukleinowych, siggajacych nawet



30000 pz. Elektroforez¢ kwasdéw nukleinowych prowadzi si¢ zwykle w 1% zZelu
agarozowym, ktory otrzymuje si¢ ze sproszkowanej agarozy. Do okre$lania wielkosci
amplifikowanych fragmentow stosuje si¢ wzorce molekularne o znanej wiclkosci mas
czgsteczkowych, natomiast wyniki rozdziatlu elektroforetycznego obrazuje sie
z wykorzystaniem fluorescencji bromku etydyny pod wptywem promieniowania UV
(Stomski 1 in. 2011c).

2.3.2.4. Sekwencjonowanie metoda Sangera

Sekwencjonowanie DNA to technika pozwalajaca na odczytanie kolejnosci
ulozenia nukleotydow w analizowanym fragmencie DNA. Odczyt reakcji
sekwencjonowania sporzadzany jest z wykorzystaniem automatycznych sekwenatorow
poprzez detekcje $wiatta emitowanego przez znakowang zasade i odczytanie zakresu jej
fluorescencji. Sygnaly zbierane sa przez fotokomorke i przetwarzane do postaci
kolorowych linii, ktore stanowig wizualny wynik sekwencjonowania (Weglenski 2000).
Jedna z najczesciej stosowanych metod jest metoda terminacji tancucha, zwana metoda
Sangera. Matryca w tym przypadku jest jednoniciowa czasteczka DNA otrzymana
wczesniej] w reakcji PCR badz poprzez klonowanie. Matryca po reakcji PCR jest
oczyszczana z komponentéw mieszaniny reakcyjnej, a takze z zelu agarozowego, jesli
po PCR przeprowadzano elektroforeze (Lipinski i in. 2008). Istota metody terminacji
tancucha jest zastosowanie polimerazy DNA oraz ddNTP, pozbawionych grupy
hydroksylowej w pozycji 3’ rybozy, co uniemozliwia przylaczenie si¢ kolejnego
nukleotydu do syntetyzowanego tancucha DNA. Reakcja rozpoczyna si¢ od jednego
startera, a konczy si¢ na wbudowaniu ddNTP, ktéore dodawane sa w stezeniach
umozliwiajacych powstawanie petnego zestawu fragmentow DNA o roznej dlugosci

(Stomski i in. 2011d).

2.3.2.5. Konstruowanie drzew filogenetycznych oraz sieci haplotypéw

Filogenetyka molekularna stanowi kombinacj¢ technik molekularnych
I statystycznych, majacych na celu wnioskowanie relacji ewolucyjnych pomig¢dzy
danymi organizmami badZ genami I prezentacj¢ ich w postaci drzew ewolucyjnych
czy tez kladograméw. Filogenetyka molekularna wywodzi si¢ z tradycyjnych sposobow
klasyfikacji organizmow. Linneusz w XVIII wieku podzielit organizmy
w hierarchicznie utozone kategorie na podstawie podobienstwa cech morfologicznych

I w ten sposob stworzyl podstawy do pozniej stosowanych schematow ewolucyjnych.



W 1957 r. wprowadzono pojecie fenetyki, ktora klasyfikowata organizmy w oparciu
0 jak najwigkszg ilo§¢ cech, analizowanych nastgpnie metodami matematycznymi.
Kladystyka, w odréznieniu od fenetyki, poréwnywanym cechom przypisywata
niejednakowg wage (Brown 2009).

Drzewo filogenetyczne to struktura skladajaca si¢ z galezi, zwanych rowniez
krawedziami, ktdre zaczynajg si¢ 1 koncza weztami. Wezty zewnetrzne znajdujace si¢
na koncach gatezi reprezentuja taksony istniejgce wspoOtczesnie. Natomiast wezly
wewnetrzne odpowiadajg ostatniemu wspolnemu przodkowi. Wszystkie taksony
wywodzace si¢ od jednego wezta wewngtrznego (sekwencje potomne) tworza grupe,
zwang kladem. Drzewa moga by¢ utworzone na podstawie analizy jednego genu
u wszystkich badanych taksonow lub moga opiera¢ si¢ na rodzinach wielogenowych
(Baldauf 2003; Huson i Bryant 2006; Hall 2008). Strukturg ta uwaza si¢ za ukorzeniona,
jezeli istnieje konkretny wezel lub grupa zewngtrzna, z ktorej wychodzg pozostate
taksony. Grup¢ zewnetrzng mozemy zdefiniowac jako jedng lub kilka sekwencji, ktore
sg dalej spokrewnione z pozostatymi sekwencjami. Gal¢zie drzewa moga by¢ utozone
wzgledem siebie w rozny sposob. Grupa monofiletyczna tworzona jest przez
wewnetrzny wezel wspolnego przodka i wszystkie taksony wychodzace z niego.
Wszyscy cztonkowie grupy pochodza od wspolnego przodka i posiadaja zestaw
unikalnych odziedziczonych cech wspdlnych. Grupa parafiletyczna jest grupa
monofiletyczna, z ktorej wyltaczono niektérych potomkéw umieszczonych w innych
taksonach (np. ssaki z wylaczeniem torbaczy). Grupa polifiletyczna grupuje daleko
spokrewnione taksony o podobnym fenotypie, lecz niepochodzace bezposrednio
od wspdlnego przodka (Li 1997; Baldauf 2003; Futuyma 2004; Hall 2008). W pracy
zastosowano dwie metody konstruowania drzew filogenetycznych, metodg¢ taczenia
Sasiadow (ang. neighbor joining, NJ) oraz Najwigkszej Wiarygodno$ci (ang. maximum
likelihood, ML). Metoda NJ (Saitou i Nei 1987) jest tatwa i powszechnie stosowana,
szczegOlnie  przy  konstruowaniu  rozbudowanych drzew  filogenetycznych.
Poréwnywane sekwencje przeksztatcane sg do postaci macierzy réznic migdzy parami
sekwencji (Hall 2008). Z kolei metoda ML (Felsenstein 1981) jest bardziej
skomplikowana i przewyzsza metode NJ pod wzgledem wiarygodnos$ci (Ota i Li 2000).

Metoda NJ tworzy $cisle dychotomiczne drzewo, w ktorym z kazdego wezta
wychodza doktadnie dwie gatezie. Odleglosci wyrazone sag w utamkach miejsc, ktoérymi

roznig si¢ migdzy sobg dane dwie sekwencje. Na poczatku algorytm oblicza oddalenie



kazdego z taksonow od pozostatych. Nastepnie, w oparciu o te odleglosci, oblicza
macierz. Wybierana jest para taksonoéw, ktora dzieli najmniejsza odlegto$é, po czym
obliczana jest odleglo$¢ kazdego z nich od wspdlnego wezta. Nastepnie tworzy si¢

nowa macierz, w ktorej wezet zastepuje te dwa taksony (Hall 2008).

Metoda ML to metoda o wielu mozliwosciach, ktora konstruuje drzewo
o0 danych najbardziej prawdopodobnych. Zdefiniowane kryterium, jakim jest tutaj
logarytm wiarygodno$ci drzewa, wykorzystywane jest w celu porownania
i dopasowania roznych modeli wymiany nukleotydow do okre$lonych danych. Jeszcze
niedawno metoda ta nie nalezala do czesto wykorzystywanych ze wzgledu na jej
czasochlonno$¢. Problem ten zostal jednak rozwigzany poprzez unowoczes$nienie
oprogramowania, dzigki czemu metoda ta jest chetnie wykorzystywana 1 przewyzsza

pozostate ze wzgledu na wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikow (Hall 2008).

Przy konstruowaniu drzew filogenetycznych nalezy mie¢ $wiadomos$¢, ze nie
zawsze Sg one zgodne z faktycznym przebiegiem ewolucji. Dla drzewa ztozonego ze stu
sekwencji mozna znalezé okoto 3x10™ réznych topologii, do ktorych wiasnie odnosi sie
rzetelno$¢ drzewa. Rzetelno$¢ mierzona jest jako prawdopodobienstwo tego,
ze wszyscy cztonkowie danego kladu zawsze beda do niego naleze¢. W filogenetyce
stosowana jest metoda, zwana samoprobkowaniem (ang. bootstrap), symulujaca
powtarzanie zbierania danych w celu oszacowania wiarygodnosci drzewa. Zazwyczaj
stosuje si¢ od 100 do 2000 powtdrzen samoprobkowania. W efekcie powstaje drzewo,
gdzie kazdy klad opatrzony jest liczba znajdujaca si¢ przy wezle wyrazong
w procentach, informujaca o czgstosci  wystepowania wszystkich — sekwencji

W powtorzeniach samoprobkowania (Hall 2008).

Sieci haplotypow sa to nieukorzenione sieci filogenetyczne obrazujace relacje
pomiedzy analizowanymi taksonami. Wezly reprezentujace rézne haplotypy w obrebie
grupy zazwyczaj blisko spokrewnionych taksonéw potaczone sg odcinkami, na ktorych
zaznaczono zmiany nukleotydowe roznicujgce potaczone wezty. W pracy postuzono si¢

metoda median joining algorithm do obliczenia sieci haplotypow (Bandelt i in. 1999).



3. Cel pracy

Gléwnym celem niniejszej pracy byla identyfikacja  gatunkow

endosymbiotycznych glonow Paramecium bursaria na podstawie analizy molekularnej

wybranych fragmentow DNA. W pracy postawiono nast¢pujace hipotezy badawcze:

1.

Okreslony syngen Paramecium bursaria tworzy zwiagzek symbiotyczny
z konkretnym gatunkiem glonu.

Gatunek symbiotycznego glonu jest zwigzany z pochodzeniem geograficznym
szczepu Paramecium bursaria, z ktérego zostat wyizolowany.

Zastosowanie trzech markeré6w molekularnych niezaleznych genomoéw pozwala

na uzyskanie najbardziej wiarygodnych wynikow.

W ramach pracy doktorskiej zrealizowano kolejne etapy badan:

10.

Izolacja DNA z komoérek symbiotycznych glonow Paramecium bursaria.
Amplifikacja fragmentu genomu jadrowego kodujacego duza podjednostke
rybosomalng (28S LSU rDNA).

Amplifikacja fragmentu genomu jadrowego obejmujacego wewnetrzne
sekwencje transkrybowane: ITS-1 i ITS-2 (ang. internal transcribed spacer)
wraz z 5.8S mi¢dzy nimi.

Amplifikacja fragmentow: genomu chloroplastowego kodujacego biatko L36
duzej podjednostki rybosomalnej (rpl36) oraz genu chloroplastowego
kodujacego czynnik inicjacji translacji IF-1 (infA).

Sekwencjonowanie zamplifikowanych fragmentéw DNA.

Analiza otrzymanych sekwencji w programach: ChromasL.ite i BioEdit.
Konstrukcja drzew filogenetycznych w programie Mega5.2 przy uzyciu metod:
Laczenia Sgsiadow i Najwigkszej Wiarygodnosci.

Zbadanie polimorfizmu genetycznego pomig¢dzy szczepami symbiotycznych
glonéw Paramecium bursaria.

Ustalenie, czy istnieje zwigzek pomiedzy gatunkiem endosymbionta
a okreslonym syngenem Parameicum bursaria.

Ustalenie, czy istnieje zwigzek pomiedzy gatunkiem symbiotycznego glonu
a pochodzeniem geograficznym szczepu Paramecium bursaria, z ktorego

wyizolowano endosymbionty.



4. Material i metody

4.1. Szczepy symbiotycznych glondw Paramecium bursaria wykorzystane w pracy

Endosymbiotyczne glony zostaly wyizolowane z czterdziestu trzech szczepow
Paramecium bursaria, pochodzacych z odleglych stanowisk geograficznych
I nalezacych do pigciu syngenow (Tab. 1). Szczepy znajduja si¢ w kolekcji CCCS
(Culture Collection of Ciliates and their Symbionts) w Uniwersytecie w Petersburgu.
Ponadto do analizy filogenetycznej wykorzystano sekwencje szczepoéw glondw

pozyskane z Banku Genow (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tab. 2).



Tabela 1. Zestawienie szczepow Paramecium bursaria wraz z oznaczonym syngenem
(R) (Greczek-Stachura i in. 2012) i pochodzeniem geograficznym (geoschemat ONZ),
Z ktoérych wyizolowano endosymbiotyczne glony.

Nazwa szczepu Syngen . . .
Nr Paramecium Paramecium Pochodzenie geograflczne_szczepu Paramecium
. . bursaria
bursaria bursaria
Stany Zjednoczone Ameryki Pélnocnej
1. Ard7 R4 Ardmore, USA
2. Ard10-3 R4 Ardmore, USA
3. AB2-51 R4 Boston, USA
Europa
4. GB15-2 R2 Jezioro Loch Linnhe, Szkocja
5. GB7-2 R2 Jezioro Loch Linnhe, Szkocja
6. Wien4a-12 R1 Wieden, Austria
7. GT-2 R2 Tiibingen, Niemcy
8. KZ-126 R2 Kaliningrad, Rosja
9. BS-7 RS Ogréd Botaniczny w Petersburgu, Rosja
10. MS-1 R1 Petersburg, Rosja
11. PMP1-3-1 R1 Petersburg, Rosja
12. TR54-4 R2 Twer, Rosja
13. RN88-4 R2 Twer, Rosja
14. TR54-1 R1 Twer, Rosja
15. Byal29-5 R2 Jarostaw, Rosja
16. VM-14 R2 Wataam, Rosja
17. B4-1 R1 Wotgograd, Rosja
18. AZ21-3 R2 Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
19. AZ20-1 RS Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
20. AZ10-1 RS Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
21. AZ7-14 R2 Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
22. AZ8-2 R2 Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
23. AZ20-4 R2 Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
24, TOS1-7 R2 Togliatti, Rosja
25. IP R3 Piza, Wiochy
26. SRB9-1 R2 Rzeka Dunaj, Serbia
Azja Srodkowa
27. SHT-56 R1 Tadzykistan
28. RA2-1 R2 Przedgorze Gor Altaj, Rosja
Azja Pélnocna
29. BBR180-10 R2 Jezioro Bajkat, Rosja
30. BBR178-9 R2 Jezioro Bajkal, Rosja
31. BBR51-1 R2 Jezioro Bajkat, Rosja
32. BL15-3 R2 Jezioro Bajkat, Rosja
33. HKV19-12 R3 Chabarowsk, Rosja
34. HZ85-1 R3 Rezerwat Przyrody Khanka, Rosja
35. KD64 R2 Kamczatka, Rosja
36. 11 231-2 R2 Kamczatka, Rosja
37. 11 35-2 R2 Kamczatka, Rosja
38. 1142-2 R2 Kamczatka, Rosja
39. 4231-1 R2 Kamczatka, Rosja
Azja Wschodnia
40. Cs2 R3 Szanghaj, Chiny
41. MitR R3 Japonia
42. JR-16 R3 Japonia
43. Yadl-g R3 Yamaguchi, Japonia




Tabela 2. Zestawienie szczepoéw glonow wykorzystanych w analizie filogenetycznej
pozyskanych z Banku Genow.

Nr akcesyjny GenBank
Gatunek Nazwa
Nr ITS1-5.85- | 3°rpl36- | Pismiennictwo
lon ZCZ lon L
glonu szczepu glonu | LSU rDNA ITS? 5’infA
1, | Micractinium NLP-F014 KF597304.1 bd bd _ Dane
inermum nieopublikowane
Chlorella Rosenberg i in.
N s UTEX 1665 KJ676113.1 bd bd 2014)
3. M'Cri‘g'”'“m KNUA029 KM243321.1 bd bd Hong i in. (2015)
Micractinium Hoshina i Imamura
4, reisseri SWI-ZK, (SW1) | AB437256.1 | AB437244.1 bd
: (2009b)
(conductrix)
5. M'Cri‘g'”'“m MCWWW15 bd KP204593.1 bd Park i in. (2015)
6. M'Cras‘;)“”'“m MCWWW4 bd KP204582.1 bd Park i in. (2015)
7. M'Cras;“”'“m MCWWWS5 bd KP204583.1 bd Park i in. (2015)
8. M'C“’;‘g'”'“m MCWWW10 bd KP204588.1 bd Park i in. (2015)
9. M'Cras;“”'“m MCWWW11 bd KP204589.1 bd Park i in. (2015)
10. M'C“’;‘g'”'“m KNUAO32 bd KM243324.1 bd Hong i in. (2015)
Micractinium Dane
11. reisseri EdL_CI1_MAF bd KF887345.1 bd . .
. = nieopublikowane
(conductrix)
jeg| Vicractinium SAG 13.81 bd FM205866.1 bd Luo i in. (2010)
pusillum
13. | Chlorellas CB4 bd JQ710683.1 bd DEls
' P ' nieopublikowane
14. | Chlorellasp. IFRPD bd AB260898.1 bd RG] A
(2008)
Chlorella ) Kaplan-Levy i in.
1| ——_—— KLL-G018 bd KP726221.1 bd 2016)
i Chiorella KU219 bd KMO61463.1 bd b
sorokiniana nieopublikowane
Chlorella Préschold i in.
17— CCAP 211/84 bd FN298923.1 bd 2011)
18. e SAG 211-6 bd FM205849.1 bd Luo i in. (2010)
variabilis
19. clilkere e EdL_CI2_3NB bd KF887350.1 bd _ Dane
variabilis nieopublikowane
B  Chlorella DRL3 bd 3X139000.1 bd [
vulgaris nieopublikowane
Coccomyxa . : Darienko i in.
21. gL SAG: 216-2 HG972989.1 bd bd (2015)
22. St'getgf]'u"e”'”m CCAP 477/11A | HF920680.1 bd bd Caisova i in. (2013)
23, | Stigeoclonium | o np 47713 | HE920679.1 bd bd Caisova i in. (2013)
variabile
Parachlorella . Ustinova i in.
24, it SAG: 211-11g bd bd X65099.1 (2001)
Actinastrum ..
.| bt SAG 2015 bd FM205841.1 bd Luo i in. (2010)




4.2. Hodowla Paramecium bursaria

Badania w ramach pracy doktorskiej wykonano w Instytucie Biologii
Uniwersytetu Pedagogicznego, we wspolpracy z Instytutem Systematyki i Ewolucji
Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Hodowle Paramecium bursaria
prowadzono w szklanych zlewkach (100 ml) na pozywce satatowej wedtug
Sonneborn’a (1970), zaszczepionej bakteriami Klebsiella pneumoniae (SMC). Hodowle
prowadzono w cyklu dobowym 12D/12L w temperaturze 18 °C (Ryc. 2, Ryc. 3).
Identyfikacje syngendéw P. bursaria przeprowadzano wykonujac reakcje krzyzowania
badanych szczepéw ze szczepami standardowymi reprezentujacymi wszystkie typy
koniugacyjne kazdego =z syngenow. Analizowany szczep przypisywany byt
do okreslonego syngenu, po zaobserwowaniu wyraznego przylegania do siebie komorek
uzupehiajacych si¢ typow koniugacyjnych na poczatku procesu koniugacji, jego

wlasciwego przebiegu oraz zywotnos$ci pokolenia F;.

Rycina 2. Kolonia bakterii szczepu Klebsiella pneumoniae (SMC) hodowana
na szalce Petriego z agarem wzbogaconym (BTL) (foto: autor).

4.3. Wykonywanie mikrofotografii endosymbiotycznych glonéw Paramecium bursaria

Komoérki  endosymbiotycznych  glonéw  obserwowano  wykorzystujac
mikroskopi¢ $wietlng (mikroskop Nikon Eclipse Ni-U wyposazony w system DIC
i kamer¢ cyfrowa Digital Slight DS Filc) przy powigkszeniu 1000 X. Zdjecia

analizowano wykorzystujgc oprogramowanie NIS-Elements (BR 4,11).

4.4. 1zolacja DNA z komdrek symbiotycznych glondw Paramecium bursaria

Izolacje DNA wykonywano z zastosowaniem zestawu GeneJET Plant Genomic
DNA Purification Kit (ThermoScientific) wedtug protokotu (Tab. 3).
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Tabela 3. Przebieg procesu izolacji DNA.

Etap izolacji DNA

Objetos¢
kultury/odczynnika

Czas i temperatura
inkubacji

Czas i predkosé (rpm
— obroty na minute)
wirowania

Przygotowanie probki

1 ml zawiesiny komorek

10 min, 7000 rpm

Zwirowane komorki
pierwotniakoéw zamrazano
w cieklym azocie

Liza $ciany komérkowej,

e 250 pl buforu A,
traktowanie
ultradzwickami

e 50 pl buforu B

15 min, 65 °C

wytracanie DNA * 20 pulRNazy
130 pl buforu stracajacego 5 min na lodzie 5 min, 13500 rpm
e 400 pl roztworu
Wiazanie DNA wiazacego — 1 min, 8000 rpm (2x)

e 400 pl etanolu

Przemywanie membrany
krzemionkowej oraz
osuszanie membrany

krzemionkowej

500 pl buforu pluczacego
(2x)

1 min, 10000 rpm

3 min, 13500 rpm

Elucja oczyszczonego
DNA

100 pl buforu elucyjnego
(24

5 min, temperatura
pokojowa (2x)

1 min, 10000 rpm (2x)

4.5. WarunKi i przebieq reakcji tahcuchowej polimerazy

Do reakcji PCR wykorzystano zestaw Taq DNA Polymerase (EURX). W sktad
mieszaniny reakcyjnej wchodzily (podane objetosci przeliczone na jedng probke DNA

matrycowego — 38 ul):

28 ul wody,

4 ul buforu A,

4 ul buforu zawierajacego jony MgCly,

0.8 ul ANTP,

0.8 ul kazdego z dwoch starterow (Tab. 4, Tab. 5),
0.4 pl polimerazy Tag.

Amplifikacje DNA byly przeprowadzane w termocyklerze wedlug profilow
tabeli (Tab. 6).

zaprojektowane wedtug ponizej przedstawionego schematu:

termiczno-czasowych przedstawionych w Startery  zostaly

e porownanie kilku sekwencji (fragmentu DNA, ktory planowano zamplifikowac)
glonéw pozyskanych z Banku Genéw w programie BioEdit oraz wyszukanie
krotkich ~ fragmentow  konserwatywnych  (podobnych we  wszystkich
poréwnywanych sekwencjach),



e odwrocenie wybranych fragmentéw sekwencji przy pomocy narz¢dzia Reverse
Complement (http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html),

e ustalenie temperatur topnienia (Tm) dla starterow Forward (sekwencja 5’-3”)
I Reverse (sekwencja 3°-5’) (temperatury obydwu starterow powinny by¢
zblizone) w programie Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/prime
r-blast/) oraz zamoéwienie starteréw w firmie Genomed.

Tabela 4. Zestawienie sekwencji starterow testowanych w ramach pracy doktorskiej.

Kod Sekwencja (5°-3°) PiSmiennictwo
INT-4F TGGTGAAGTGTTCGGATTGG Hoshina i in. (2005)
HLROF GGCAAGACTACCCGCTGAA Hoshina i Imamura (2008)
HLR3R TCCCAAACAACCCGACTCT Hoshina i in. (2005)
HLR4R TTTCAAGACGGGCCGATT Hoshina i Imamura (2008)
HLR4F AAACCCATGAAGCGCAAG Hoshina i Imamura (2008)
HLRSF GACTTGGGTATAGGGGCGAA Hoshina i Imamura (2008)

LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG Hopple i Vilgalys (1999)
HLR7F GTTGGCCCTGGGAAGAGTT Hoshina i Imamura (2008)

LR8 CACCTTGGAGACCTGCT Hopple i Vilgalys (1999)
LR12K TTCTGACTTAGAGGCGTTCA Hoshina i Imamura (2008)
UCPIF CAAGCWCCDGCAGAAGACC Provan i in. (2004)
UCPIR CCMAAACATAAACAAMSWCAGG Provan i in. (2004)
UCP2F CCTTGWCKTTGTTTATGTTTKGG Provan i in. (2004)
UCP2R GCTCATGTYTCHGGBAAAATWCG Provan i in. (2004)
UCP3F CGWATTTTVCCDGAGATATGGGC Provan i in. (2004)
UCP3R ATGTATGCKTTTTTAGATCGT Provan i in. (2004)
UCP4F ACGATCTAAAAAMGCATACAT Provan i in. (2004)
UCP4R AATTGTWTCDTTDGCACCDGAAGT Provan i in. (2004)
UCP5F ACTTCHGGTGCHAGHGAWATAATT Provan i in. (2004)
UCP5R GAAACHCGDATGGGDTCKGG Provan i in. (2004)
UCP6F CCMGAHCCCATHCGDGTTTC Provan i in. (2004)
UCP6R GGBMGHTTWAATGGHGCHGAWAT Provan i in. (2004)
UCP7F ATWTCDGCDCCATTWAGDCKVCC Provan i in. (2004)
UCP7R ATGGTWGGWCAWAAATTDGGTGAGTTT Provan i in. (2004)
UCPSF AAATTCGCCHAGTTTWTGWCCWATCAT Provan i in. (2004)
UCP8R GCHCAAHTDGTDGCNAAAGAGGG Provan i in. (2004)
rbcLa-F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC Levin i in. (2003)
rbcLa-R GTAAAATCAAGTCCACCRCG Kress i in. (2009)

SR-1 TACCTGGTTGATCCTGCCAG Nakayama i in. (1996)

SR-4 AGCCGCGGTAATTCCAGCT Nakayama i in. (1996)

SR-5 ACTACGAGCTTTTTAACTGC Nakayama i in. (1996)

SR-9 AACTAAGAACGGCCATGCAC Nakayama i in. (1996)

ITS1F CCACTTTGGTAACCACTCGTCCCCC Starter zaprojekiowany

w ramach pracy doktorskiej

ITS2F AATCTATCGAATCCACTTTGGTAACCACTCGT |  Starter zaprojektowany

w ramach pracy doktorskiej
ITSIR GATGGATGGTTCGGTAATGGGACG Starter zaprojeklowany
w ramach pracy doktorskiej
ITS2R TAATGGGACGCTTGCCCCAGGTACG SO E SO
w ramach pracy doktorskiej
ITS3R CTACCTACCAAGCCATTACC Starter zaprojeklowany
w ramach pracy doktorskiej

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White i in. (1990)

EAF3 TCGACAATCTGGTTGATCCTGCCAG Marin i in. (2003)
ITSO55R CTCCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG Marin i in. (2003)



http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Tabela 5. Zestawienie par starterow testowanych w ramach pracy doktorskiej oraz
wynik amplifikacji. “+” oznacza pozytywny wynik amplifikacji oraz sekwencjonowania
(kolor zielony), natomiast “-” oznacza negatywny wynik amplifikowania bgdz
sekwencjonowania (sekwencja niespecyficzna lub nieczytelna).

Testowana para starteréw Amplifikowany odcinek DNA ygggjkl
|  HLROFiHLRSR |  LsuDNA | - |
| HLROFiHLR&R [ ~ LsUdNA [+ |
INTF i HLR3R LSU rDNA -
HLROF i LR5 LSU rDNA -
HLR5F i LR8 LSU rDNA -
HLR7F i LR12K LSU rDNA -
HLR4F i LR8 LSU rDNA -
UCP1F i UCP1R rps11-rpl2 genomu chloroplastowego -
| UCP2FiUCPR | rpsli-rpl2genomuchloroplastowego [  + |
UCP3F i UCP3R rps11-rpl2 genomu chloroplastowego -
UCP4F i UCP4R rps11-rpl2 genomu chloroplastowego -
UCP5F i UCP5R rps11-rpl2 genomu chloroplastowego -
UCP6F i UCP6R rps11-rpl2 genomu chloroplastowego -
UCPT7F i UCP7R rps11-rpl2 genomu chloroplastowego -
UCPS8F i UCP8R rps11-rpl2 genomu chloroplastowego -
rbeLa-F i rbcLa-R gen duzej podjednostki kar_boksylazy/oksygenazy )
rybulozo 1 5-bisfosforanu
SR-1i SR-9 SSU rDNA -
SR-1i SR-5 SSU rDNA -
SR-4i SR-9 SSU rDNA -
ITS1Fi ITSIR ITS1-5.8S rDNA-ITS2 -
| ITSIFimSR | 0 ITSI58S/DNAITS2. 0 | o+ |
ITSIFi ITS3R ITS1-5.8S IDNA-ITS2 -
ITS2F i ITSIR ITS1-5.8S rDNA-ITS2 -
ITS2F i ITS2R ITS1-5.8S IDNA-ITS2 -
ITS2F i ITS3R ITS1-5.8S IDNA-ITS2 -
ITS1iITS2R ITS1-5.8S rDNA-ITS2 +
EAF3 i ITSO55R SSU rDNA- ITS1-5.8S rDNA-ITS2 =
EAF3i ITS2R SSU rDNA- ITS1-5.8S rDNA-ITS2 -




Tabela 6. Profile termiczno-czasowe reakcji PCR przeprowadzanych w ramach pracy
doktorskiej.

Amplifikacja fragmentu LSU rDNA

Etap reakcji PCR Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna .
denatﬁl:acja e Al .
Denaturacja 94 °C 30s
Przylaczanie starterow 55°C 30s 30
Elongacja 72°C 1 min
Koficowa elongacja 72°C 5 min 1
- 12 °C o0 1
Amplifikacja fragmentu 1TS1-5.8S rDNA-ITS2
Etap reakcji PCR Temperatura Czas Liczba cykli
Wstepna q
denatEIr)acja W Sl .
Denaturacja 95 °C 1 min
Przylaczanie starterow 54 °C 2 min 30
Elongacja 72 °C 3 min
Koncowa elongacja 72 °C 5 min 1
- 12°C B 1
Amplifikacja fragmentow genow chloroplastowych: rpl36 i infA
Etap reakcji PCR Temperatura Czas Liczba cykli
Whiigoir) 94 °C 3 min 1
denaturacja
Denaturacja 94 °C 1 min
Przylaczanie starterow 56 °C 1 min 35
Elongacja 72 °C 1 min
Koncowa elongacja 72 °C 5 min 1
- 12 °C o0 1

4.6. Elektroforeza w zelu agarozowym

Elektroforeza pozioma byta wykonywana w 1% zelu agarozowym, ktory

sporzadzono z podanych produktow:

e agaroza (Prona Agarose),
e bufor TBE (10x, EURX):

e 389 mM TRIS,
e 89 mM kwasu borowego,
e 2mMEDTA,

e mieszaning ogrzano do wrzenia,
e po schtodzeniu dodano 5 pl bromku etydyny (Sigma).

Zamplifikowane w reakcji PCR DNA w obje¢tosci 40 pul obcigzano barwnikiem (LD, 6x
orange DNA loading dye, Fermentas) w objetosci 8 ul. Elektroforeze przeprowadzano
pod napieciem 80 V przez okres 90 min w obecno$ci markera molekularnego 100 bp
plus DNA Ladder (ThermoFischer Scientific). Wyniki elektroforezy obserwowano przy

pomocy systemu dokumentacji obrazu (GelDoc-It 310) wyposazonego w kamere




cyfrowa z matrycg o rozdzielczosci 1600 x 1200 pikseli, transiluminator (302 nm)

oraz czteropozycyjny zmieniacz filtrow (Ryc. 3, Ryc. 4, Ryc. 5).

Marker Numery kieszonek w zZelu agarozowym
molekularny
100 bp plus 2 3 4 5 6 7 8

1000 pz —

500 pz o3

Rycina 3. Przyktadowe zdj¢cie zelu przedstawiajacego produkt amplifikacji fragmentu
genu LSU rDNA liczacy okoto 800 pz (foto: autor).

Marker 2 ) 57 y 9
molekularny g e .
100 bp plus e . & .. 8

l Numery kieszonek w Zelu agarozowym

1000 pz s

500 pz e

Rycina 4. Przyktadowe zdjecie zelu przedstawiajgcego produkt amplifikacji fragmentu
ITS1-5.8S rDNA-ITS2 liczacy okoto 650 pz (foto: autor).
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Marker
molekularny 2
100 bp plus

1000 pz

500 pz

- -

Numery kieszonek w zZelu agarozowym

R s SRR aumm GRR swn gEm o GEm
& = PP SR .,

Rycina 5. Przyktadowe zdj¢cie zelu przedstawiajacego produkt amplifikacji odcinka
zawierajacego fragmenty genow chloroplastowych: rpl36-infA liczacy okoto 350 pz

(foto: autor).

4.7. Oczyszczanie DNA z zelu agarozowego

Zamplifikowane fragmenty DNA migrujace w zelu w postaci prazkéw wycinano

a nastgpnie oczyszczano uzywajac zestawu GeneMATRIX Agarose-Out DNA

Purification Kit (EURX) wedtug schematu producenta (Tab. 7).

Tabela 7. Przebieg procesu oczyszczania produktow PCR z zelu agarozowego.

Odczynnik Czas i temperatura inkubacji | Czas i predkos¢ (rpm — obroty
na minute) wirowania
600 pl buforu Orange A 5 min, 55 °C 1 min, 12000 rpm

500 pl buforu ptuczacego (2x)

1 min, 12000 rpm (2x)

50 pl buforu elucyjnego

2 min, temperatura pokojowa

1 min, 12000 rpm

Po zakofczeniu procesu oczyszczania produktow PCR z zelu agarozowego,

wykonywano kontrolng elektroforez¢ w celu oceny jako$ci oczyszczonego fragmentu

W badanych probkach.
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4.8. Sekwencjonowanie metoda Sangera

Reakcje¢ sekwencjonowania wykonywano uzywajac zestawu BigDye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems). Przygotowano mieszaning reakcyjng, w skilad ktorej
wchodzity:

e 3 ul matrycy (oczyszczony product PCR),

e 1 ul mieszaniny ztozonej z polimerazy DNA, czterech dNTP i czterech ddNTP,
e 1.5 ul buforu,

e 1 ul odpowiedniego startera (Forward lub Reverse, Tab. 4),

e wode dejonizowang do uzyskania ogolnej pojemnosci 10 pl.

Reakcje sekwencjonowania przeprowadzano w termocyklerze wedlug

odpowiedniego profilu termiczno-czasowego (Tab. 8).

Tabela 8. Profil termiczno-czasowy reakcji sekwencjonowania.

Etap reakcji Temperatura Czas Liczba cyKkli
sekwencjonowania
Wstepna denaturacja 94 °C 3 min 1
Wydhuzanie startera 96 °C 10s
WydhiZanie startera 55 °C 5s 25
Wydhuzanie startera 60 °C 2 min

4.9. Usuwanie terminatoréw po reakcji sekwencjonowania

Reakcje usuwania terminatorow po reakcji sekwencjonowania przeprowadzano
z wykorzystaniem zestawu ExTermiantor (A&A Biotechnology) wedlug schematu
(Tab. 9).

Tabela 9. Przebieg procesu usuwania terminatorow po reakcji sekwencjonowania.

Czas i predkos¢ (rpm — obroty

Odczynnik Czas i temperatura inkubacji : . .
na minute¢) wirowania

5 pl buforu Mix Blue — —

100 pl buforu wigzaco-ptuczacego WP 3600 rpm
400 pl buforu wigzaco-ptuczacego WP 13200 rpm
30 pl formamidu 2 min, temperatura pokojowa 1 min, 13200 rpm

4.10. Analiza otrzymanych sekwencji

Otrzymane w formie chromatogramu sekwencje badanych fragmentéw DNA

byty analizowane w programie Chromas Lite (Technylesium). Nastepnie,



z wykorzystaniem programu BioEdit (Hall 1999), poréwnywano otrzymane sekwencje
miedzy sobg. Kladogramy tworzone byly w programie Mega 5.1 (Tamura i in. 2007),
metodg Laczenia Sagsiadow (NJ) i Najwickszej Wiarygodnosci (ML), dodajac
samoprobkowanie (ang. bootstrap) w liczbie 1000 powtérzen (Felsenstein 1985).
Analizy ro6znorodnosci haplotypéw (Hd) oraz réoznorodnosci nukleotydow obliczano
przy uzyciu programu DnaSP v5.10.01 (Librado i Rozas 2009). Sieci haplotypow
zostaly utworzone w programie Network 4.6.1.3 z wykorzystaniem metody median

joining algorithm  (http://www.fluxus-engineering.com/; Bandelt i in. 1999).

Identyfikacja gatunkéw endosymbiotycznych glonow P. bursaria oparta byla
na podstawie porownania otrzymanych sekwencji z sekwencjami dostepnymi w Banku
Genow z wykorzystaniem narzedzia BLAST (ang. basic local alignment search tool).
Analizowano trzy wartosci: ,,Query cover” informujaca o dlugosci pokrywania si¢
otrzymanej sekwencji z danymi sekwencjami z Banku Genow (0-100 %), ,,Ident”
informujagca o podobienstwie ukladu nukleotydow migdzy poréwnywanymi
sekwencjami (0-100 %) oraz ,,E-value” — wskaznika istotno$ci statystycznej danego

poréwnania sekwencji (im nizsza, tym lepszy wynik).


http://www.fluxus-engineering.com/

5. Wyniki

5.1. Analiza mikrofotografii endosymbiotycznych glonéw Paramecium bursaria

Zestawione mikrofotografie przedstawiajg cztery gatunki symbiotycznych
glonow P. bursaria. Komorki C. vulgaris charakteryzujg si¢ niewielkim rozmiarem
(okoto 5 um $rednicy) i kulistym ksztattem. C. variabilis to komorki o rozmiarze
zblizonym do C. vulgaris (7-8 pm) i takze kulistym ksztalcie (Ryc. 6). Komorki
M. reisseri osiggajg rozmiary 10 um, podobnie, jak C. sorokiniana. Nie stwierdzono
obecnos$ci szczecin u M. reisseri, co jest charakterystyczne dla tego organizmu zyjgcego
w gestych hodowlach (Ryc. 7). Na kolejnych mikrofotografiach mozna takze

zaobserwowaé wystepowanie kubkowatego chloroplastu u wszystkich czterech

gatunkoéw (Ryc. 8, Ryc. 9).
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Rycina 6. Komorki Chlorella vulgaris (po lewej stronie) i Chlorella variabilis
(po prawej stronie). Mikrofotografie wykonane przy pomocy mikroskopu $wietlnego
(Nikon Eclipse Ni-U wyposazony w system DIC i kamere cyfrowa Digital Slight DS

Filc) przy powickszeniu 1000x (foto: autor).

10 jun
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Rycina 7. Komorki Micractinium reisseri (po lewej stronie) i Chlorella sorokiniana
(po prawej stronie). Mikrofotografie wykonane przy pomocy mikroskopu $wietlnego
(Nikon Eclipse Ni-U wyposazony w system DIC i kamerg cyfrowa Digital Slight DS

Filc) przy powigkszeniu 1000x (foto: autor).




Rycina 8. Komarki Chlorella vulgaris (po lewej stronie) i Chlorella variabilis
(po prawej stronie). Mikrofotografie wykonane przy pomocy mikroskopu $wietlnego
(Nikon Eclipse Ni-U wyposazony w system DIC i kamer¢ cyfrowa Digital Slight DS

Filc) przy powickszeniu 1500x (1000x-powiekszenie mikroskopu x powigkszenie
aparatu 1.5x) (foto: autor).

Rycina 9. Komarki Chlorella sorokiniana (po lewej stronie) i Micractinium reisseri
(po prawej stronie). Mikrofotografie wykonane przy pomocy mikroskopu $wietlnego
(Nikon Eclipse Ni-U wyposazony w system DIC i kamer¢ cyfrowa Digital Slight DS
Filc) przy powigkszeniu 1500x (1000x-powigkszenie mikroskopu x powigkszenie
aparatu 1.5x) (foto: autor).

5.2. Analiza molekularna wybranych fragmentow DNA endosymbiotycznych glonoéw

wystepujacych u Paramecium bursaria

W pracy analizowano trzy fragmenty DNA: fragment kodujacy duza
podjednostke rybosomalng (LSU rDNA), fragmenty wewngtrznych sekwencji
transkrybowanych 1TS1 i ITS2 wraz z genem 5.8S rDNA pomigdzy nimi
oraz fragmenty gendow chloroplastowych: rpl36 kodujacego biatko L36 oraz infA
kodujacego czynnik inicjacji translacji IF-1. Odcinki wybrano przez wzglad na to, iz sa
to fragmenty dwoch roznych genomow — jadrowego i chloroplastowego. Odcinek duze;j
podjednostki rybosomalnej charakteryzuje si¢ wickszym zréznicowaniem niz odcinek
matej podjednostki rybosomalnej (Hoshina i Imamura 2008). Fragmenty genow
chloroplastowych ~ wybrano takze ze wzgledu na obecno$¢ fragmentéw

mi¢dzygenowych posiadajacych wiecej substytucji niz regiony kodujace.
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5.2.1. Analiza fragmentu duzej podjednostki rybosomalnej (LSU rDNA)

Odczytano sekwencj¢ LSU rDNA wyizolowanego z komoérek czterdziestu trzech
szczepdw endosymbiotycznych glonéw P. bursaria pochodzacych z réznych regionow
geograficznych. Sekwencja liczy 555 pz. Zidentyfikowano dwadzie$cia dziewieé
haplotypow,  ponadto  wyliczono  zrdéznicowanie  haplotypéw  Hd=0.908
oraz zréznicowanie nukleotydow 6=0.03165. Frekwencja nukleotydow przedstawia si¢

nastepujaco: A=26.7 %, T=18.7 %, C=23.8 % oraz G=30.8 %.

5.2.1.1. Analiza chromatograméw fragmentu duzej podjednostki rybosomalnej

(LSU rDNA) otrzymanych przy uzyciu programu Chromas Lite

Obraz sekwencji nukleotydowej analizowano w programie Chromas Lite.
Ponizej przedstawiono przyktadowy obraz fragmentow czterech sekwenciji,
reprezentujacych cztery gatunki endosymbiotycznych glonéw: M. reisseri,
C. sorokiniana, C. variabilis i C. vulgaris. Zestawiono fragmenty liczace ponad 90 pz.
Ze wzgledu na podobny rozktad pikdéw mozna wnioskowa¢ o matym zréznicowaniu

analizowanego fragmentu (Ryc. 10).
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Rycina 10. Chromatogram szczepoéw: MC-4 231-1, CS-11 35-2, CVA-Ard10-3,

CVG-BBR180-10 przedstawiajacy fragment LSU rDNA o dtugo$ci 90 nukleotydow,
uzyskany w programie Chromas L.ite.

5.2.1.2. Analiza obrazu sekwencii fragmentu duzej podjednostki rybosomalnej

(LSU rDNA) uzyskanego w programie BioEdit

W programie BioEdit uzyskano obrazy wszystkich analizowanych sekwencji
w postaci literowej. Przedstawiono fragmenty sekwencji liczag okoto 140 nukleotydow
| posiadajg zaréwno fragmenty podobne we wszystkich badanych szczepach, jak
I rt6znigce si¢. Na dole zestawienia przedstawione sg trzy sekwencje: Stigeoclonium
tenue, S. variabile oraz Coccomyxa chodatii pelnigce funkcje grupy zewngtrznej
w analizie relacji filogenetycznych (Ryc. 11). Po poréwnaniu sekwencji wykropkowano
pozycje nukleotydowe identyczne w stosunku do pozycji nukleotydowych w pierwszej

sekwencji, natomiast posta¢ literowa pozostaje w miejscach rdéznic pomiedzy
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analizowanymi pozycjami nukleotydowymi. W pozycji 138 odnotowano tranzycje
cytozyny na tyming, co jest charakterystyczne dla C. sorokiniana i wigkszosci szczepow
M. reisseri. Obszar od 158 pozycji do 205 jest bardzo jednorodny, z wyjatkiem
tranzycji guaniny na adening w pozycji 177, charakterystycznej dla C. variabilis
oraz takiej samej tranzycji w pozycji 185 wystepujacej u C. vulgaris i C. variabilis. Dla
rodzaju Micractinium charakterystyczne jest wystepowanie tyminy i guaniny
w pozycjach: 220 i221. Analiza przedstawionego fragmentu wskazuje na duze

podobienstwo uktadu zasad nukleotydowych u C. vulgaris i C. variabilis (Ryc. 12).



[
210 240

P TGTAGTGTAGAGRACCGCTCTCTGCGCCAGTCCGGCCCCAAGTCCCCTGGARA GPCAGAGAGGGTGAGRAACCCCGTTGGGACCGGTGCCTGGTGCTCCACGAGACGCTTTCGCAGAGTCGGGTTGTTTG

, PTGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTGCCTCAGTCCGGTCCCARGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGATCGGAGCCTGAGGCTCCACGAGACGCTTTCGAAGAGTCGGGTTGTTTG

M TGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTGCCTCAGTCCGGTCCCAAGTCCCCTGGAARGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGATCGGAGCCTGAGGCTCCACGAGACGCTTTCGAAGAGTCGGGTTGTTTG

FTGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTICTGCTCCAGTCCGGCCCCAAGTCCCCTGGARRAGGGGCETCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGATCCTGGTICTCCACGAGACGCTTTCGCAGAGTCGGGTTGTTTG

R IGTAGTCIAGAGAAGCGCTCTCTGCICCAGTCCIGICCCAAGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCARAGAGGGTGAGRACCCCGTTIGGGACCGGCTCCIGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTIGTTTG

P TGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTICTGCTCCAGTCCTIGTCCCAAGTCCCCIGGARAGGGGCGTCAAAGAGGGTGAGRACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTIGTAGAGTCGGGTTGTTTG

* ;‘TTGTI«GTCTRGAGFJ‘GCGCTCTCTGCTCCAGI‘CCTG'1'CCC;‘u‘«GTCCCCTGGmGAGGCGTCmGAwu TGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTITCGTAGAGTCGGGTTGTTTG

TTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTICTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAARGGGGCGTCAARGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTTGTAGAGTCGGGTTGTTTG

MTGTAGTCTAGAGGAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGARA CGTCAAAGAGGGTGAGAACCCCETTGGGACGGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTICGTAGAGTCGGGTTIGTTTG

A IGTAGTCTIAGAGAAGCGCTCTICTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCAAAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTIGTTTG

B TGTAGTCTAGAGAAGCGCTC I CTGCTCCAGTCC TG ICCCAAGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCAAAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTICCTGGGTCTCCACGAGACGCTTICGTAGAGTCGGGTIGTTTG

P TGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGARAAGAGGCGTCARAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACGGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTICGTAGAGTCGGGTTGTTGG |

T TGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAARGGGGCGTCARAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTTG

CVA-B4-1, ETGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAAAGAGGCGTCARAGAGGGTGAGAACCCCATTGGGACCGGCTCCTGGETCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCCGGTTGTTTG

CS-BBRS1-1, FIGTAGTCIAGAGAAGTGCTCTICTGCCTCAGTCCGGTCCCAAGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGATCGGAGCCTGAGGCTCCACGAGACGCTTTCGAAGAGTCGGGTTIGTGTG

CVG-BBR178-9/ TG TAGTICTAGAGAAGCGCTCICTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAANGGGGCGTCARAGAGGGTGAGRACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTIGTTTG

CVG-BBR180~-1TTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCARAGAGGGTGAGARCCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTTG

CVA-BS8~7, (BTTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAARGAGGCGTCAARGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTGE

CVG-BL15-3, TTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAARGGGGCETCARAAGAGGGTGAGAACCCCETTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAAAGTCGGGTTGTTTG

CVG-Byal29-5FTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGOAAAGGGGCGTCAARGAGGGTGAGAACCCCOTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTIGTTTG

CS-Ca2, (Cs2TTGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTGCCTCAGTCCGGETCCCAAGTCCCCTGGAARGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGAAACCCGTTGGGATCGGAGCCTGAGGCTCCACGAGACGCTTICGAAGAGTCGGGTTIGTTTG

(GPTGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTGCGCCAGTCCGGCCCCAAGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGCGACCGGATCCTGGTGCTCCACGAGACGCTTTCGCAGAGTCGGGTTSTTTG

CVG-GB15-2, TTGTAGTCTAGAGAAGCGCTTTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGARRGGGGCGTCARAGAC TGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTTG)

CVA~GT~2, (GTTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGARARGAGGCGTCARAAGAGGGTGAGAACCCCATTGGGACCGECTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTTG

CVG-HRV19-12 T TG TAGTCTAGAGAAGCGCTCICTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCARAGAGGGTGAGAACCCCATTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTIGTITTG

B IGTAGTCIAGAGAAGCGCICTICIGCTCCAGTCCIGTCCCAAGTCCCCIGGAAAGAGGCGTCARAGAGGGTGAGARCCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTICGTAGAGTCGGGTGETTTG

, ETGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGARARGGGGCGTCARAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTTG

(TTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAARGGGGCGTCARAAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTTG

(RTTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAAAGAGGCGTCAAAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGEGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTTG)

M IGTAGTCTAGAGAAGCGLTCTICTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCAAAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTICGTAGAGTCGGGTIGTTTG

(M[PTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCRGTCCCAAGTCCCCTGGAARGGGGCGTCARAGAGGGTGAGAARCCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTIG

(MSTTGTAGTCTAGAGRAGTGCTCTCTGCGCCAGTCCGGCCCCAAGTCCCCTGGARAGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGRAACCCCGTTGGGACCGGATCCTGGTGCTCCACGAGACGCTTTCGCAGAGTCGGGTTGTTTG |

IMC=~PMP1=-3=1, TTGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTGCGCCAGTCCGGCCCCAAGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGATCCTGGTGCTCCACGAGACGCTTTCGCAGAGTCGGGTTGTTTG
(FTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGAARGGGGCGTCARRAGAGGGETGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTTIG LY

(TTGPAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTIGCGCCAGTCCGGTCCCARGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGATCCTGGGECTCCACGAGACGCTTTCTICAGATTICTGGTTGTTTG

TTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGARAA GTCAAAGA TGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTPCGTAGAGTCGGGTTGTTTG |

(TTGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTGCGCCAGTCCGGCCCCARGTCCCCTGGARAGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGATCCTGGTGCTCCACGAGACGCTTITCGCAGAGTCGGGTTGTTTG

MC~-TOS81-7, (TTGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTGCGCCAGTCCGGCCCCAAGTCCCCTGOAAAGGGGCGTCAGAGAGGSTGAGAACCCCGTTGGGACCGGATCCTGGETGCTCCACGAGACGCTTTCGCAGAGTCGGGTTGTTTG

MC-TRS4-1, (TTGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTGCGCCAGTCCGGCCCCAAGTCCCCTGGARAGGGGAGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGATCCTGGTGCTCCACGAGACGCTTTCGCAGAGTCGGGTTGTTTIG

CVG-TRS4-4, TTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTICTIGCICCAGTCCTGTCCCARGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCAARGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTPICGTAGAGTCGGGTTGTTTG

MC-VM~14, (VTTGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTGCGCCAGTCCGGCCCCARGTCCCCTGGARAGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGATCCTGGTGCTCCACGAGACGCTTTCGCAGAGTCGGGTTGTTTG

CVA-Wienda~-1TTGTAGTCTAGGGAAGCGCTCTCTGCTCCAGTCCTGTCCCAAGTCCCCTGGARAGAGGCGTCAARGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACGGGCTCCTGGGTCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTGG

CVG-Yadl-g, TTGTAGTCTAGAGAAGCGCTCTCIGCTCCAGTCCTGICCCAAGTCCCCTGGAAAGGGGCGTCARAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGCTCCTGGETCTCCACGAGACGCTTTCGTAGAGTCGGGTTGTTTG

Micractinium T PGIAGICTAGAGAAGTIGCICTCIGCGCCAGTCCGGCCCCAAGTCCCCTGGARAAGGGGCGTCAGAGAGGGIGAGAACCCCGTIGGGACCGGATCCTGGTGCTCCACGAGACGLITTCGCAGAGTCGGGTTIGTTIG

Micractinium TTGTAGTICTAGAGAAGCGCTCTCTGCGCCAGTCCGGCCCCAAGTCCCCTGGAMA GTCAGAGA PGAGAACCCCGTIGGGACCGGATCCTGGTGCTCCACGAGACGCTTPCGCAGAGTCGGGTTGTTTG

Chlorella soTTGTAGTCTAGAGAAGTGCTCTCTGCCTCAGTCCGGCCCCAAGTCCCCTGGAAA GTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGTTGGGACCGGTGCCTGTGGCTCCACGAGACGCTTITCGAAGAGTCGGGTTGTTTG

Coccomyxa ch TTGTAGTCTAGAGAGGTGTTCTCTGCGGCGGGCCETGCCCAAGTCCCTTGGAAGGGGGCGTCCGAGAGGGTGATARCCCCGTCGGCCACGGTCTCAGCCGCTCCACGAGGCGCTTTCGCAGAGTCGGGTTGTTTG

Stigeocloniu TTGTAGTCTATAGAAGCGCCCTCTGCAGCGGCCGGGTCCCAAGTCCCCTGGAAGEGGGCETCOTAGAGGSTGAGAACCCCGTCGGACCTTGETGCAGCTGCCTCACGAGGTGCTTTCGAAGAGTCGGGTTGTTTIG

sgiggocloniuTTGTAG?CTRTAGAAGCGCCCTCTGCRusuuuLuuu;»ssAAuxuuLLLouﬁAGGGGGCGTCGTAGAGGGTGRGAhusuubLCGG&LLLAuuxuuuugsuuurLACGAuuxusxL;LuARGAGTCGGGTTGT?TG]
Micractinium TTGTAGTCTATAGAAGTGCTCTICTGCCTICAGTCCGGCCCCARGTCCCCTIGGARAAGGGGCGTCAGAGAGGGTGAGAACCCCGT TGGGACTGGATCCTGAGGCTCCACGAGACGCTTTCGAAGAGTCGGGTTGTTITG LY

Rycina 11. Obraz sekwencji odcinka LSU rDNA wszystkich analizowanych szczepow liczacy 140 nukleotydéw (pozycja od 120 do 260 zasady)
uzyskany za pomocg programu BioEdit.

T R




MC-11 42-2,
CVG-AB2-51,

¥y

A.
A.
A.
A
A
A
A
A.

CVG-SHT-56,
MC-SRB9-1,
MC-TO81-7,

MC-VM-14, (V
CVA-Wienda-1

Stigeocloniu
Stigeocloniu
Micractinium

Rycina 12. Obraz sekwencji odcinka LSU rDNA wszystkich analizowanych szczepow liczacy 140 nukleotydow (pozycja od 120 do 260 zasady)
uzyskany za pomocg programu BioEdit. Miejsca oznaczone za pomocga kropek przedstawiajg identyczne nukleotydy z sekwencjg pierwsza,
natomiast postac literowa pozostaje w miejscach réznigcych si¢. Na kolor zielony zaznaczono uktad zasad charakterystyczny dla Chlorella
variabilis, na kolor czerwony zaznaczono uktad zasad charakterystyczny dla Chlorella vulgaris, na kolor niebieski zaznaczono uktad zasad

charakterystyczny dla Chlorella sorokiniana, na kolor zo6tty zaznaczono uktad zasad charakterystyczny dla Micractinium reisseri.
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5.2.1.3. Analiza kladogramdéw wykonanych w programie Mega 5.1 na podstawie

analizy sekwencji fragmentu duzej podjednostki rybosomalnej (LSU rDNA)

Kladogram wykonano z wykorzystaniem metody fgczenia Sgsiadow (NJ).
Przy konstrukcji ~ wykorzystano  sekwencje  czterdziestu  trzech  szczepow
endosymbiotycznych glonéw wyizolowanych z komodrek P. bursaria. Ponadto
postuzono si¢ sekwencjami dostgpnymi w Banku Gendw: szczep Micractinium sp.
(KNUAO029)., Micraxtinium reisseri (conductrix) (SW1-ZK), Micractinium inermum
(NLP-F014), Chlorella sorokiniana (UTEX 1665) oraz szczepy Stigeoclonium tenue
(CCAP 477/11A), Stigeoclonium variabile (CCAP 477/13) oraz Coccomyxa chodatii
(SAG:216-2), wykorzystane jako grupa zewnetrzna. Przy weztach przedstawiono
procentowe wartosci samoprobkowania. Na przedstawionym kladogramie obserwuje sig
grupowanie szczepéw w gltowne cztery klady. Pierwszy z nich wyrdzniony na kolor
zielony grupuje szczepy symbiotycznych glonéw wyizolowane z komorek P. bursaria
nalezacych do okreslonych syngenow (R): B4-1 (Wolgograd, Rosja, R1), HZ85-1
(Rezerwat Przyrody Khanka, Rosja, R3), GT-2 (Tubingen, Niemcy, R2), KD64
(Kamczatka, Rosja, R2), Ard10-3 (Ardmore, USA, R4), BS-7 (Ogréd Botaniczny
w Petersburgu, Rosja, R5), AZ20-4 (Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja, R2),
Wienda-12 (Wieden, Austria, R1), AZ8-2 (Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja, R2)
i IP (Piza, Wlochy, R3). Zgrupowane szczepy przypisano do gatunku C. variabilis na
podstawie poréwnania otrzymanych sekwencji z sekwencjami dostepnymi W Banku
Genoéw z wykorzystaniem narzedzia BLAST. Kolejny klad wyrézniony na kolor
czerwony grupuje glony pochodzace z komorek P. bursaria nalezacych do okreslonych
syngenoéw (R): HKV19-12 (Chabarowsk, Rosja, R3), AZ21-3 (Astrachanski Rezerwat
Przyrody, Rosja, R2), Ard7 (Ardmore, USA, R4), AZ7-14, (Astrachanski Rezerwat
Przyrody, Rosja, R2), AZ10-1 (Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja, R5), BBR180-
10 (jezioro Bajkat, Rosja, R2), MitR (Japonia, R3), SHT-56 (Tadzykistan, R1), GB15-2
(Jezioro Loch Linnhe, Szkocja, R2), KZ-126 (Obwod Kaliningradzki, R2), AB2-51
(Boston, USA, R4), BBR178-9 (jezioro Bajkat, Rosja, R2), BL15-3, (jezioro Bajkat,
Rosja, R2), JR-16 (Japonia, R3), AZ20-1 (Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja, RS),
Byal29-5 (Jarostaw, Rosja, R2), RA2-1 (przedgérze gor Attaj, Rosja, R2), TR54-4
(Twer, Rosja, R2) oraz Yadl-g (YYamaguchi, Japonia, R3). Na podstawie poréwnania
z sekwencjami dostepnymi w Banku Genow, glony zidentyfikowano jako C. vulgaris.

Szczepy symbiotycznych glondow zgrupowane w klad trzeci wyrdzniony na kolor zotty



wyizolowano z komoérek P. bursaria nalezacych do poszczegdlnych syngenow (R):
11 42-2 (Kamczatka, Rosja, R2), RN88-4 (Twer, Rosja, R2), MS-1 (Petersburg, Rosja,
R1), 4 231-1 (Kamczatka, Rosja, R1), VM-14 (Walaam, Rosja, R2), PMP1-3-1
(Petersburg, Rosja, R1), SRB9-1 (rzeka Dunaj, Rosja, R2), TOS1-7 (Togliatti, Rosja,
R2), GB7-2 (jezioro Loch Linnhe, Szkocja, R2) oraz TR54-1 (Twer, Rosja R1).
Dodatkowo, w obrgbie kladu znajdujg si¢ szczepy Micractinium sp. (KNUAQ29)
oraz Micractinium  reisseri ~ (conductrix) (SW1-ZK, Szwarzwald, Niemcy).
Na podstawie poréwnania z sekwencjami z Banku Gendéw oraz grupowania si¢
ze szczepami oznaczonymi jako rodzaj Micractinium, glony przypisano do gatunku
M. reisseri. Ostatni z kladow — niebieski grupuje szczepy symbiotycznych glonow
wyizolowanych z komoérek P. bursaria nalezacych do okreslonych syngenow (R):
11 231-2 (Kamczatka, Rosja, R2), 11 35-2 (Kamczatka, Rosja, R2), BBR51-1 (jezioro
Bajkal, R2) oraz Cs2 (Szanghaj, Chiny, R3). Dodatkowo wykorzystano sekwencj¢
szczepu Chlorella sorokiniana (UTEX 1665) pozyskang z Banku Genoéw. Szczepy
oznaczono jako C. sorokiniana. Biorgc pod uwage warto$ci samoprobkowania mozna
stwierdzi¢, ze klady oznaczone jako C. variabilis i C. vulgaris sg ze sobg blisko
spokrewnione  (warto$¢  samoprobkowania 100 %)  Klady:  Micractinium
I C. sorokiniana sg wyraznie wyodrgbnione, co $§wiadczy o dalszym pokrewienstwie

pomiedzy tymi gatunkami a C. vulgaris i C. variabilis (Ryc. 13).



CVA-B4-1, (B4-1, R1), Wotgograd, Rosja

CVA-HZ85-1, (HZ85-1, R3), Rezerwat Przyrody Khanka, Rosja
CVA-GT-2, (GT-2, R2), Tubingen, Niemcy

CVA-KD64, (KD64, R2), Kamczatka, Rosja

CVA-BS-7, (BS-7, RS), Ogrod Botaniczny w Petersburgu, Rosja
CVA-AZ20-4, (AZ20-4, R2), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja
- 97 CVA-Wienda-12, (Wienda-12, R1), Wieden, Austria
_{— CVA-AZ8-2, (AZ8-2, R2), Astrachaniski Rezerwat Przyrody, Rosja
CVA-IP, (IP, R3), Piza, Wiochy
CVG-HKV19-12, (HKV19-12, R3), Chabarowsk, Rosja
CVG-AZ21-3, (AZ21-3, R2), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja
3 _{ CVG-Ard7, (Ard7, R4), Ardmore, USA

CVG-AZ7-14, (AZ7-14, R2), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja
CVG-AZ10-1, (AZ10-1, RS), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja
CVG-BBR180-10, (BBR180-10, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
4| CVG-MitR, (MitR, R3), Japonia
CVG-SHT-56, (SHT-56, R1), Tadzykistan

[— CVG-GB15-2, (GB15-2, R2), Jezioro Loch Lihne, Szkocja
99" CVG-KZ-126, (K2-126, R2), Obwdd Kaliningradzki, Rosja

CVG-AB2-51, (AB2-51, R4), Boston, USA
CVG-BBR178-9, (BBR178-9, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
100 — cvG-BL15-3, (BL15-3, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
CVG-JR-16, (JR-16, R3), Japonia
CVG-AZ20-1, (AZ20-1, R5), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja
CVG-Bya129-5, (Bya129-5, R2), Jarostaw, Rosja
1 CVG-RA2-1, (RA2-1, R2), Przedgorze Gor Attaj, Rosja
CVG-TR54-4, (TR54-4, R2), Twer, Rosja

CVG-Yad1-g. (Yad1-g. R3). Yamaguchi. Japonia
MC-1142-2, (11 42-2, R2), Kamczatka, Rosja

MC-RN88-4, (RN88-4, R2), Twer, Rosja
MC-MS-1, (MS-1, R1), Petersburg, Rosja
Micractinium sp., KNUA0O29

MC-4 231-1, (4 231-1, R2), Kamczatka, Rosja
MC-VM-14, (VM-14, R2), Walaam, Rosja

MC-PMP1-3-1, (PMP1-3-1, R1), Petersburg, Rosja
MC-SRB9-1, (SRB9-1, R2), Rzeka Dunaj, Rosja
MC-TOS1-7, (TOS1-7, R2), Togliatti, Rosja
Micractinium reisseri (conductrix), SW1-ZK, (SW1), Szwarzwald, Niemcy
MC-GB7-2, (GB7-2, R2), Jezioro Loch Lihne, Szkocja

45- MC-TR54-1, (TR54-1, R1), Twer, Rosja

Micractinium inermum, NLP-FO14

Chlorella sorokiniana, UTEX 1665
CS-11 231-2, (11 231-2, R2), Kamczatka, Rosja

| Chlorellavariabilis |

>

oy

Micractinivm

100

Chlorella
sorokiniana

CS-BBR51-1, (BBRS1-1, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
94 Cs-Cs2, (Cs2, R3), Szanghaj, Chiny
[~ Stigeoclonium tenue, CCAP 477/11A
100 — Stigeoclonium variabile, CCAP 477/13
Coccomyxa chodatii, SAG:216-2

0.02

Rycina 13. Kladogram skonstruowany w programie Mega 5.1 metoda fLaczenia

Sasiadow na podstawie analizy sekwencji fragmentu LSU rDNA pigédziesieciu

szczepow glondéw, w tym szczepOéw: Coccomyxa chodatii, Stigeoclonium tenue
i Stigeoclonium variabile uzytych jako grupy zewnetrzne;j.
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Kladogram  skonstruowano z  wykorzystaniem metody Najwickszej
Wiarygodnosci (ML). Obserwuje si¢ grupowanie szczepow w trzy wyraznie
wyodrebnione klady. Pierwszy z nich sktada si¢ ze szczepdéw nalezacych do gatunkow:
C. vulgaris i C. variabilis. W przypadku tej metody wysoka warto$¢ samoprobkowania
(100 %) $wiadczy o wysokim pokrewienstwie tych dwoch gatunkow. Pozostate klady
sa wyraznie wyodrgbnione i opisane wysokimi warto$ciami samoprobkowania (100 %

dla C. sorokiniana i 83 % dla Micractinium) (Ryc. 14).



CVG-SHT-56, (SHT-56, R1), Tadzykistan

CVG-TR54-4, (TRS4-4, R2), Twer, Rosja

CVG-RA2-1, (RA2-1, R2), Przedgodrze Gor Attaj, Rosja
CVG-MitR, (MitR, R3), Japonia

CVG-JR-16, (JR-16, R3), Japonia

CVG-HKV19-12, (HKV19-12, R3), Chabarowsk, Rosja
CVG-Bya129-5, (Bya129-5, R2), Jarostaw, Rosja
CVG-BBR180-10, (BBR180-10, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
CVG-BBR178-9, (BBR178-9, R2), Jezioro Bajkat, Rosja

CVG-Yad1-g, (Yad1-g, R3), Yamaguchi, Japonia
'I CVG-Ard7, (Ard7, R4), Ardmore, USA

42

CVG-AB2-51, (AB2-51, R4), Boston, USA

w

CVA-IP, (IP, R3), Piza, Wiochy
CVA-Ard10-3, (Ard10-3, R4), Ardmore, USA

CVA-KD64, (KD64, R2), Kamczatka, Rosja

CVA-B4-1, (B4-1, R1), Wotgograd, Rosja
CVA-GT-2, (GT-2, R2), Tiibingen, Niemcy

-| Chlorella variabilis |

" CVG-BL15-3, (BL15-3, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
Micractinium inermum, NLP-FO14

100

=

Chlorella sorokiniana, UTEX 1665
CS-BBR51-1, (BBR51-1, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
CS-Cs2, (Cs2, R3), Szanghaj, Chiny
100 | €S-11 231-2, (11 231-2, R2), Kamczatka, Rosja
CS-11 35-2, (11 35-2, R2), Kamczatka, Rosja
MC-11 42-2, (11 42-2, R2), Kamczatka, Rosja
MC-RN88-4, (RN88-4, R2), Twer, Rosja
4 [_7 MC-4 231-1, (4 231-1, R2), Kamczatka, Rosja
Micractinium sp., KNUA0O29
— MC-MS-1, (MS-1, R1), Petersburg, Rosja

[~ MC-GB7-2, (GB7-2, R2), Jezioro Loch Lihne, Szkocia
- MC-VM-14, (VM-14, R2), Walaam, Rosja

MC-PMP1-3-1, (PMP1-3-1, R1), Petersburg, Rosja
- MC-TR54-1, (TR54-1, R1), Twer, Rosja
MC-SRB9-1, (SRB9-1, R2), Rzeka Dunaj, Rosja
MC-TOS1-7, (TOS1-7, R2), Togliatti, Rosja
Micractinium reisseri (conductrix), SW1-ZK, (SW1), Szwarzwald, Niemcy

Chlorella
sorokiniana
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Micractinivm

Coccomyxa chodatii, SAG:216-2
[ Stigeoclonium tenue, CCAP 477/11A

100 — Stigeoclonium variabile, CCAP 477/13

CVG-AZ21-3, (AZ21-3, R2), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
CVG-AZ20-1, (AZ20-1, RS), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja

CVG-AZ10-1, (AZ10-1, RS), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja
CVG-AZ7-14, (AZ7-14, R2), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja

_l— CVA-AZ8-2, (AZ8-2, R2), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja

95 | CVA-AZ20-4, (AZ20-4, R2). Astrachariski Rezerwat Przvrody. Rosia
CVA-Wienda-12, (Wienda-12, R1), Wieden Austria

CVA-BS-7, (BS-7, RS), Ogrdd Botaniczny w Petersburgu, Rosja

CVA-HZ85-1, (HZ85-1, R3), Rezerwat Przyrody Khanka, Rosja

[— CVG-GB15-2, (GB15-2, R2), Jezioro Loch Lihne, Szkocja
100" CVG-KZ-126, (KZ-126, R2), Obwad Kaliningradzki, Rosja

Rycina 14. Kladogram skonstruowany w programie Mega 5.1 metoda Najwiekszej

Wiarygodnosci (model T92+G) na podstawie analizy sekwencji fragmentu LSU rDNA
piecdziesigciu szczepow glondw, w tym szczepow: Coccomyxa chodatii, Stigeoclonium

tenue i Stigeoclonium variabile uzytych jako grupy zewnetrznej.
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5.2.1.4. Analiza sieci haplotypéw wykonana w programie Network 4.6.1.3 na podstawie

analizy sekwencji fragmentu duzej podjednostki rybosomalnej (LSU rDNA)

Sie¢ haplotypéw utworzono z wykorzystaniem metody median joining
algorithm. Na podstawie analizy czterdziestu siedmiu sekwencji fragmentu LSU rDNA
wykryto obecnos¢ dwudziestu dziewieciu haplotypow. Wyliczono takze catkowita
liczbe mutacji Eta=232 oraz liczbe miejsc polimorficznych S=106. Analiza zaleznoSci
mi¢dzy haplotypami wykazala obecno$¢ czterech kladow okre$lonych odpowiednio
nazwami gatunkoéw. Klad C. variabilis ztozony jest z dziesigciu unikalnych haplotypow,
kazdy znich odpowiada poszczegdlnemu szczepowi endosymbionta. Pomiedzy
szczepami wystepujg substytucje (od 2 do 9), co $wiadczy o dosy¢ niskim stopniu
zroznicowania wewnatrzgatunkowego. Klad C. vulgaris sktada si¢ z pigciu haplotypow,
Z czego trzy odnosza si¢ do trzech pojedynczych szczepdw, kolejny z nich jest
reprezentowany przez dwa szczepy, ostatni za$ zawiera az czternascie szczepOw
symbiotycznych glonéw. Taki uktad haplotypow oraz niewielka ilos¢ zmian
nukleotydowych pomigdzy szczepami (od 1 do 7) swiadczy o wysokim podobienstwie
genetycznym analizowanego odcinka DNA. Trzeci z kladow — C. sorokiniana sktada
si¢ z czterech haplotypow, z czego trzy reprezentujag po jednym szczepie, natomiast
czwarty zawiera dwa szczepy. Ostatni klad oznaczony jako Micractinium sktada sie
Z dziesigciu unikalnych haplotypéw, z czego jeden odpowiada pigciu szczepom
symbiotycznych glonow, a pozostate dziewig¢ odpowiada pojedynczym szczepom.
Zroznicowanie migdzygatunkowe jest wyzsze, jesli poréwnywane sg gatunki
C. vulgaris i M. reisseri (od 28 do 58 substytucji) lub C. variabilis i M. reisseri (od 28
do 58 substytucji). Niewielkie roznice wystepujg pomiedzy C. variabilis i C. vulgaris
(od 1 do 20 substytucji) (Ryc. 15).
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Rycina 15. Sie¢ haplotypow skonstruowana w programie Network 4.6.1.3 metoda median joining algorithm na podstawie analizy sekwencji
fragmentu LSU rDNA czterdziestu siedmiu szczepow glonow, w tym czterdziestu trzech symbiotycznych glonéw Paramecium bursaria.
Rozmiar koétek jest proporcjonalny do frekwencji haplotypow.



5.2.2. Analiza fragmentu wewnetrznych sekwencji transkrybowanych ITS1 i ITS2

wraz z genem 5.8S rDNA

Odczytano sekwencj¢ fragmentu wewnetrznych sekwencji transkrybowanych
ITS1 11TS2 wraz z genem 5.85 rDNA, wyizolowanego z komorek dwudziestu
szczepow endosymbiotycznych glonow P. bursaria pochodzacych z réznych regionow
geograficznych. Sekwencja liczy 543 pz. Siedemnascie sekwencji  glonow
wykorzystanych w analizie pozyskano z Banku Genow. Zidentyfikowano dwadziescia
dziewie¢ haplotypow, ponadto wyliczono zroznicowanie haplotypow Hd=0.987
oraz zréznicowanie nukleotydow 8=0.16040. Frekwencja nukleotydow przedstawia si¢

nastepujaco: A=20.5 %, T=22.6 %, C=30.1 % oraz G=26.8 %.

5.2.2.1. Analiza chromatogramdéw sekwencji fragmentu wewnetrznych sekwencii

transkrybowanych ITS1 i ITS2 wraz z genem 5.8S rDNA otrzymanych przy uzyciu

programu Chromas L.ite

Ponizej przedstawiono obraz trzech sekwencji, reprezentujacych trzy gatunki
endosymbiotycznych glonow: M. reisseri, C. variabilis i C. vulgaris. Zestawione
fragmenty przedstawiajag obszar DNA liczacy 90 pz. Analiza obszaru wskazuje

na niewielkie zr6znicowanie pomigdzy sekwencjami (Ryc. 16).
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Rycina 16. Chromatogram szczepoéw: MC-4 231-1, CVA-AZ8-2, CVG-
BBR180-10 przedstawiajacy fragment ITS1-5.8S rDNA-ITS-2 o dlugosci 90
nukleotydow, uzyskany w programie Chromas Lite.

5.2.2.2. Analiza obrazu sekwencji  fragmentu wewnetrznych  sekwencii

transkrybowanych ITS1 i ITS2 wraz z genem 5.8S rDNA uzyskanego w programie
BioEdit

Ponizej przedstawiono fragmenty sekwencji liczace okoto 140 pz. Na koncu
przedstawiono sekwencj¢ grupy zewnetrznej — Actinastrum hantzschii (Ryc. 17).
Analizowany odcinek charakteryzuje si¢ wysoka zmienno$cig. Sekwencje C. vulgaris
I C. variabilis charakteryzuje migdzy innymi wystepowanie transwersji guaniny
na tyming w pozycji 94 oraz tranzycji cytozyny na tymine w pozycji 96. U C. variabilis

obserwuje si¢ wystepowanie tranzycji cytozyny na tyming W pozycji 91 czy tranzycji
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adeniny na guaning W pozycji 107. U Micractinium, Chlorella sp. i C. sorokiniana

stwierdza si¢ delecje w pozycjach: 103-105 (Ryc. 18).
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Rycina 17. Obraz sekwencji odcinka 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 wszystkich analizowanych szczepow liczacy 140 nukleotydow (pozycja od 90

do 230 zasady) uzyskany za pomoca programu BioEdit.
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Rycina 18. Obraz sekwencji odcinka 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 wszystkich analizowanych szczepow liczacy 140 nukleotydow (pozycja od 90 do
230 zasady) uzyskany za pomocg programu BioEdit. Miejsca oznaczone sa pomoca kropek przedstawiajg identyczne nukleotydy z sekwencja
pierwsza, natomiast postac literowa pozostaje w miejscach r6znigcych si¢. Na kolor zielony zaznaczono uktad zasad charakterystyczny dla
Chlorella variabilis, na kolor czerwony zaznaczono uktad zasad charakterystyczny dla Chlorella vulgaris, na kolor niebieski zaznaczono uktad
zasad charakterystyczny dla Chlorella sorokiniana, na kolor zotty zaznaczono uktad zasad charakterystyczny dla Micractinium reisseri.
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5.2.2.3. Analiza kladograméw wykonanych w programie Mega 5.1 na podstawie

analizy sekwencji fragmentu wewnetrznych sekwencji transkrybowanych ITS1 i ITS2

wraz z genem 5.8S rDNA

Kladogram skonstruowano metodg fgczenia Sgsiadow (NJ), wykorzystujac
dwadziescia sekwencji szczepéw symbiotycznych glonéw P. bursaria. Ponadto
postuzono si¢ szczepami dostgpnymi w Banku Genéw: C. vulgaris (DRLS3),
C. sorokiniana (KLL-G018, KU219), C. variabilis (CCAP 211/84, SAG 211-6,
Edl_CI2_3NB), M. reisseri (conductrix) (EdL_CI1_MAF, SW1-ZK), M. pusillum (SAG
18.81), Chlorella sp. (CB4, IFRPD) oraz Micractinium sp. (KNUA032, MCWWW4,
MCWWW5, MCWWW10, MCWWW11, MCWWW15). Jako grup¢ zewnetrzna
wykorzystano sekwencje szczepu A. hantzschii (SAG 2015). Na przedstawionym
kladogramie obserwuje si¢ grupowanie szczepéw w cztery klady. Pierwszy z nich
wyrdzniony na kolor czerwony jest zlozony ze szczepow symbiotycznych glonow
wyizolowanych ze szczepéw P. bursaria: AZ7-14, B4-1, Ard7, KZ-126, SHT-56,
BL15-3, BBR180-10, AZ10-1, GB15-2, BBR178-9, TR54-4, MitR oraz C. vulgaris
(DRL3). Analizowane szczepy oznaczono jako C.vulgaris poprzez poréwnanie
z sekwencjami dostepnymi w Banku Gendw oraz grupowanie si¢ ze szczepem
C.vulgaris (DRL3). Drugi klad oznaczony kolorem niebieskim grupuje szczepy
nalezagce do gatunku C. sorokiniana (KLL-GO018, KU219) oraz Chlorella sp. (CB4,
IFRPD). Trzeci klad — zielony sktada si¢ ze szczepdéw nalezacych do gatunku
C. variabilis wyizolowanych ze szczepow P. bursaria: BS-7, AZ20-4, GT-2, AZ8-2,
HZ85-1 oraz szczepow C. variabilis: CCAP 211/84, SAG:211-6, Edl_CI2_3NB. Ostatni
klad wyr6zniony na zotto grupuje szczepy nalezace do rodzaju Micractinium. Szes§é
znich to szczepy Micractinium sp.. KNUAO032, MCWWW4, MCWWW15,
MCWWW5, MCWWW10 i MCWWW11. Kolejne trzy szczepy to szczepy
symbiontow wyizolowanych z komorek P. bursaria: MS-1, SRB9-1, 4 231-1
oraz ostatnie dwa to szczepy dostepne w Banku Gendw oznaczone jako M. reisseri
(conductrix): EdL_CI1_MAF i SW1-ZK. Poszczegbélne klady sa wyraznie od siebie
odizolowane z przypisanymi wysokimi warto$ciami samoprobkowania (Micractinium
82 % (NJ), 93 % (ML), C. sorokiniana 99 % (NJ), 99 % (ML), C. variabilis 99 % (NJ),
98 % (ML), C. vulgaris 91 % (NJ), 60 % (ML)), co $wiadczy o licznych roznicach
w sekwencjach pomiedzy nimi (Ryc. 19).
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CVG-AZ7-14, (AZ7-14, R2), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
CVG-B4-1, (B4-1, R1), Wotgograd, Rosja

CVG-Ard7, (Ard7, R4), Ardmore, USA

CVG-KZ-126, (KZ-126, R2), Obwdd Kaliningradzki, Rosja

CVG-SHT-56, (SHT-56, R1), Tadzykistan

CVG-BL15-3, (BL15-3, R2), Jezioro Bajkat, Rosja

CVG-BBR180-10, (BBR180-10, R2), Jezioro Bajkat, Rosja

CVG-AZ10-1, (AZ10-1, RS), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja
CVG-GB15-2, (GB15-2, R2), Jezioro Loch Lihne, Szkocja

CVG-BBR178-9, (BBR178-9, R2), Jezioro Bajkat, Rosja

28

CVG-TR54-4, (TR54-4, R2), Twer, Rosja
CVG-MitR, (MitR, R3), Japonia

Chlorella vulgaris, DRL3
99 | Chlorellasp., CB4
99 Chlorella sp., IFRPD

Chlorella sorokiniana, KLL-G018
99 | Chlorella sorokiniana, KU219
Chlorella variabilis, CCAP 211/84
93| Chiorella variabilis, SAG 211-6, symbiont P. bursaria
Chlorella variabilis, EdI_CI2_3NB
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CVA-BS-7, (BS-7, RS), Ogrdd Botaniczny w Petersburgu, Rosja

CVA-AZ20-4, (AZ20-4, R2), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja

CVA-GT-2, (GT-2, R2), Tibingen, Niemcy

CVA-AZ8-2, (AZ8-2, R2), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
92 ™ CVA-HZ85-1, (HZ85-1, R3), Rezerwat Przyrody Khanka, Rosja

Micractinium pusillum, SAG 13.81

r Micractinium sp., KNUAO32
Micractinium sp., MCWWW4
Micractinium sp., MCWWW15
Micractinium sp., MCWWW5
Micractinium sp., MCWWW10
Micractinium sp., MCWWW11

MC-MS-1, (MS-1, R1), Petersburg, Rosja
MC-SRB9-1, (SRB9-1, R2), Rzeka Dunaj, Rosja
MC-4 231-1, (4 231-1, R2), Kamczatka, Rosja

46 Micractinium reisseri (conductrix), EdL_CI1_MAF
63' Micractinium reisseri (conductrix), SW1-ZK, (SW1), Szwarzwald, Niemcy

Actinastrum hantzschii, SAG 2015

0.1

Rycina 19. Kladogram skonstruowany w programie Mega 5.1 metoda Laczenia

Sasiadow na podstawie analizy sekwencji fragmentu ITS1-5.8S rDNA-ITS2 trzydziestu

siedmiu szczepdw glondw, w tym dwudziestu szczepdw symbiotycznych glonow
Paramecium bursaria oraz szczepu Actinastrum hantzschii uzytego jako grupy

zewngtrzne;j.
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Drugi z kladogramow skonstruowany z wykorzystaniem metody Najwickszej
Wiarygodnosci przedstawia podobny uktad grupowania si¢ szczepdw, a takze wyrazne
wyodrebnianie si¢ gatunkow, o czym $wiadcza wysokie] Wartosci samoprobkowania

(Ryc. 20).
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| Chlorellavariabilis |

Micractinium sp., MCWWW15
Micractinium sp., MCWWW4
80| Micractinium sp., MCWWWS5
Micractinium sp., MCWWW10

Micractinium sp., MCWWW11
Micractinium sp., KNUAO32
— MC-SRB9-1, (SRB9-1, R2), Rzeka Dunaj, Rosja

93

+ MC-MS-1, (MS-1, R1), Petersburg, Rosja
78

55|— MC-4 231-1, (4 231-1, R2), Kamczatka, Rosja
Micractinium reisseri (conductrix), EdL_CI1_MAF

46

Micractinium pusiflum, SAG 13.81

36 100 | Chlorellasp., CB4

99 Chlorella sp., IFRPD

Chlorella sorokiniana, KLL-G018
99 | Chlorella sorokiniana, KU219

Chlorella variabilis, CCAP 211/84
Chlorella variabilis, SAG 211-6, symbiont P. bursaria
Chlorella variabilis, EdL_CI2_3NB

61 89
17

CVA-BS-7, (BS-7, RS), Ogréd Botaniczny w Petersburgu, Rosja
CVA-AZ8-2, (AZ8-2, R2), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
CVA-HZ85-1, (HZ85-1, R3), Rezerwat Przyrody Khanka, Rosja

CVA-GT-2, (GT-2, R2), Tibingen, Niemcy
\—— Chlorella vulgaris, DRL3
L. CVG-AZ10-1,(AZ10-1, RS), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja

38 CVG-B4-1, (B4-1, R1), Wotgograd, Rosja
:VG-MitR, (MitR, R3), Japonia
CVG-BBR178-9, (BBR178-9, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
CVG-TR54-4, (TR54-4, R2), Twer, Rosja
CVG-GB15-2, (GB15-2, R2), Jezioro Loch Lihne, Szkocja
CVG-BBR180-10, (BBR180-10, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
CVG-BL15-3, (BL15-3, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
78| CVG-Ard7, (Ard7, R4), Ardmore, USA
L CVG-AZ7-14, (AZ7-14, R2), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
CVG-KZ-126, (KZ-126, R2), Obwdd Kaliningradzki, Rosja
ssl CVG-SHT-56, (SHT-56, R1), Tadzykistan

Actinastrum hantzschii, SAG 2015

0.1

Micractinium reisseri (conductrix), SW1-ZK, (SW1), Szwarzwald, Niemcy

87 CVA-AZ20-4, (AZ20-4, R2), Astracharski Rezerwat Przyrody, Rosja

Rycina 20. Kladogram skonstruowany w programie Mega 5.1 metodg Najwickszej

Wiarygodnosci (model T92+G) na podstawie analizy sekwencji fragmentu ITS1-5.8S

rDNA-ITS2 trzydziestu siedmiu szczepow glonow, w tym dwudziestu szczepow
symbiotycznych glonéw Paramecium bursaria oraz szczepu Actinastrum hantzschii

uzytego jako grupy zewnetrzne;.
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5.2.2.4. Analiza sieci haplotypéw wykonana w programie Network 4.6.1.3 na podstawie

analizy fragmentu wewnetrznych sekwenciji transkrybowanych ITS1 i ITS2 wraz z

genem 5.8S

Sie¢ haplotypéw utworzono z wykorzystaniem metody median joining
algorithm.  Na podstawie analizy trzydziestu sze$ciu sekwencji fragmentu
wewngtrznych sekwencji transkrybowanych ITS1 i ITS2 wraz z genem 5.8S rDNA
wykryto obecno$¢ dwudziestu dziewieciu haplotypéw. Wyliczono takze catkowitg
liczbe mutacji Eta=315 oraz liczbg miejsc polimorficznych S=224. Analiza zalezno$ci
miedzy haplotypami wykazata obecnos$¢ czterech ktadow. Pierwszy z nich —
C. sorokiniana ztozony jest z dwoch haplotypow, kazdy z nich ztozony z dwoch
szczepow. Drugi klad grupuje szczepy nalezace do gatunku C. vulgaris. W tym
przypadku wystepuje jedenascie haplotypow, z tego jeden reprezentujacy dwa szczepy
C. vulgaris. Kolejny klad — Micractinium sktada si¢ z dziewigciu haplotypoéw. Siedem
z nich reprezentowanych jest przez siedem szczepow, natomiast dwa haplotypy grupuja
po dwa szczepy. Ostatni z kladéw przypisany jest gatunkowi C. variabilis i zawiera
sze$¢ unikalnych haplotypow, z czego pigé reprezentuje pieé szczepow a szoOsty grupuje
trzy szczepy C. variabilis. Roznice pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami w przypadku
analizy fragmentu wewngtrznych sekwencji transkrybowanych ITS1 i ITS2 wraz
zgenem 5.8S rDNA sa najwyzsze ze wszystkich analizowanych odcinkéw DNA.
Roéznice pomigdzy C. variabilis i C. sorokiniana wynosza od 88 do 112 substytucji
nukleotydowych. Podobny poziom réznic obserwowany jest pomigdzy C. variabilis i
C. vulgaris — od 81 do 128 substytucji. Micractinium dzieli od C. variabilis od 72
do 100 substytucji. Jeszcze wigksze roznice dzielag Micractinium i C. vulgaris (149
do 192 substytucji) oraz C. vulgaris i C. sorokiniana (168 do 204 substytucji). Roznice
wewnatrzgatunkowe w wiekszosci mieszczg si¢ w granicach kilkunastu substytucji

(Ryc. 21).
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Rycina 21. Sie¢ haplotypow skonstruowana w programie Network 4.6.1.3 metodg median joining algorithm na podstawie analizy sekwencji
fragmentu 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 trzydziestu siedmiu szczepow glonow, w tym dwudziestu szczepéw symbiotycznych glonow
Paramecium bursaria. Rozmiar kétek jest proporcjonalny do frekwencji haplotypow.
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5.2.3. Analiza fragmentéw gendéw chloroplastowych: rpl36 oraz infA

Odczytano sekwencje fragmentéw gendow chloroplastowych: rpl36 oraz infA
wyizolowanych z komorek czterdziestu trzech szczepow endosymbiotycznych glonow
P. bursaria pochodzacych z réznych regionéw geograficznych. Sekwencja liczy 267 pz.
Zidentyfikowano trzydziesci sze$¢ haplotypow, ponadto wyliczono zréznicowanie
haplotypow Hd=0.984 oraz zroznicowanie nukleotydow ©6=0.07886. Frekwencja
nukleotydow przedstawia si¢ nastgpujgco: A=29.6 %, T=36%, C=185%
oraz G=15.9 %.

5.2.3.1 Analiza chromatogramdw sekwencji gendéw chloroplastowych: rpl36 oraz infA

otrzymanych przy uzyciu programu Chromas Lite

Ponizej przedstawiono obraz czterech sekwencji, reprezentujacych cztery
gatunki endosymbiotycznych glonéw: M. reisseri, C. sorokiniana, C. variabilis
i C.vulgaris. Zestawiono fragmenty liczace 90 pz. Analizujac przedstawione
chromatogramy mozna stwierdzi¢ wyzsze zréznicowanie fragmentow genow
chloroplastowych w porownaniu do fragmentu LSU rDNA, co szczegolnie widaé¢

w przypadku gatunkow: M. reisseri i C. sorokiniana (Ryc. 22).
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Rycina 22. Chromatogram szczepoéw: MC-4 231-1, CS-11 35-2, CVA-Ard10-3,
CVG-BBR180-10 przedstawiajacy fragment genéw chloroplastowych: rpl36 i infA
0 dtugosci 90 nukleotydow, uzyskany w programie Chromas Lite.

5.2.3.2. Analiza obrazu sekwencii gendw chloroplastowych: rpl36 oraz infA uzyskanego

w programie BioEdit

Ponizej przedstawiono fragmenty sekwencji liczace okoto 140 pz. Na koncu
przedstawiona jest sekwencja Parachlorella kessleri pelnigca funkcje grupy
zewnetrznej (Ryc. 23). Analizowany fragment charakteryzuje si¢ wysokim
zroznicowaniem w ukladzie zasad nukleotydow. W przypadku C. sorokiniana
odnotowano transwersje adeniny na: tyming, guanineg, guaning i tyming w pozycjach
114-117, transwersje tyminy na guaning W pozycji 124 oraz inne liczne substytucje.
M. reisseri charakteryzuje si¢ wystgpowaniem delecji w pozycjach: 134-139.

U C. variabilis odnotowano tranzycje adeniny na guaning W pozycjach: 173, 176, 178



oraz 182. U C. vulgaris wystgpuje guanina w pozycji 146 w porownaniu do pozostatych
gatunkéw, u ktorych w tym miejscu znajduje si¢ tymina. Taki obraz uktadu
nukleotydow $wiadczy o wysokiej roznorodnosci fragmentu genomu chloroplastowego

(Ryc. 24).



CVA-Ard10-3,
cvG-Az7-14,
CvA-AZ8-2, (
CVG-AZ10-1,
CVG-AZ20-1,
CVA-AZ20-4,
CVG-AZ21-3,
CVA-B4-1,
CS-BBRS1-1,
CVG-BBR178-9
CVG-BBR180-1
cva-B3-7,
CVG-BL15-3,

, (Cs2
. (G

CVA-GT-2, (G
CVG-HRV19-12
CVA-HZB85-1,

CVA-IP, (IP,

CVA-Wienda-1
CVG-Yadl-g,
Parachlorell

100 110 120
ACGTACTTTCATAATARAATTTTTATTTTTC

, [RCGAACTTTCATAATTCCTTTTTTAGTTTTC

ACGAACTTTCATAATTCCTTTTTTAGTTTTC
ACGTACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC

130

140 150 160 170 180

p % % TGAAGCTCGAAGTCGATATGTGATCCGCCCGCGACGTAAATCATAA
TTTATCTTTCGATGGTCGAAGTCTARATGTTATGCGCCCACGACGTARATCGTAG
TTTATCTTTCGATGGTCGAAGTCTAAATGTTATGCGCCCACGACGTARATCGTAG
e TGAAGATCGAAGTCGATATGTGATTCGCCCGCGACGTAAGTCATAR
TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTAARARTCATAA
TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGTCCACGACGTARATCATAR

IACGAACTTTCATAATAATAATTTTATTTTTC
IWCGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC

TTTTTCTTTCGAAGGTCGAAGTCGATATGTTATACGTCCACGGCGGAGATCGTAT
TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARATCATARL

ACGAACTTTCATAATAATAATTTTATTTTTC

TTTTTCTTTCGAAGGTCGAAGTCGATATGTTATACGTCCACGGCGGAGATCGTAT

ACGAACTTTCATAATTAAATTTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATARAAATTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAATAATTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATARAATTTTTATTTTTC

TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATGCGACCACGACGTARATCATAA
TTTCTCTTTAGRAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTAGATCGTAR
TTTTTCTTTCGAAGGTCGAAGTCGATATGTTATACGTCCACGGCGGAGATCGTAT
TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARATCATAR

IACGAACTTTCATAATAATAATTTTATTTTTC
IACGAACTTTCATAATTCCTTTTTTAGTTTTC
ACGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATTAAATTTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAATAATTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC
RCGAACTTTCATAATTCCTTTTTTAGTTTTC
IACGTACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC

TTTTTCTTTCGAARATCGAAGCCTATATGTAATACGTCCACGGCGGAGATCGTAT
TTTATCTTTCGATGGTCGAAGTCTAAAGGTTATGCGCCCACGACGTARATCGTAG
TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARATCATAR
TTTCTCTTTAGAACCGCGAAGCCTATATGTTATGCGACCACGACGTARATCATAR
TTTTTCTTTCGAAGGTCGAAGTCGATATGTTATACGTCCACGGCGGAGATCGTAT
TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARATCATAR
TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARATCATAR
TTTATCTTTCGATGGGCGAAGTCARAATGTTATGCGCCCACGACGTAARTCGTAG
TR TGAAGATCGAAGTCGATATGTGATTCGCCCGCGACGTAAGTCATAR
TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARATCATAR

ACGAACTTTCATAATAATAATTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAATAATTTTATTTTTC

TTTTTCTTTCGAAGGTCGAAGCCTATATGTTATACGTCCACGGCGGAGATCGTAT
TTTCTCTTTAGAAGGGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARATCATAR
TTTTTCTTTCGAAGGTCGAAGCCGATATGTTATACGTCCACGGCGGAGATCGTAT

ACGAACTTTCATAATAATAATTTTATTTTTC
IACGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAATATTTTTATTTTTC

TTTTTCTTTCGAAGGTCGAAGTCGATATGTTATACGTCCACGGCGGAGATCGTAT
TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARATCATAR
TTTCTCTTTCGAAGGTCGAAGCCTATATGTTATACGTCCACGGCGGAGATCGTAT

ACGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC

TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARATCATAR

ACGAACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC
ACGTACTTTCATAATAARARATTTTTATTTTTC

, (RCGTACTTTCATAATARAATTTTTATTTTTC

BCGAACTTTCATAATAARATTTTTATTTTTC

TTTCTCTTTAGAAGGGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGGCGGAGATCGAAT
;e 3 ¢ % TGAAGATCGAAGTCGATATGTGATTCGCCCGCGACGTAAGTCATAA
p o TGAAGATCGAAGTCGATATGTGATTCGCCCGCGACGTAAGTCATAR
TTTCTCTTTAGAAGCGCGAAGCCTATATGTTATTCGACCACGACGTARATCATAR

150 200 210
GGGCTTAATTCAACTGCAACTCGATCA
GGGCTTAATTCARACTGCAACCCGATCA
GGGCTTAATTCAACTGCAACCCGATCA
GGGCTTAATTCAACTGCARACTCGATCA
GGACTTAATTCGACTGCARACTCTATCA
GGACTTAATTCGACTGCAACTCTATCA
GGACTTAATTCAACTGCAACCCGATCG
GGACTTAATTCGACTGCAACTCTATCA
GGACTTAATTCAACTGCARACCCGATCG
GGACTTAATTCGACTGCAACCCTATCA
GGACTTAATTCGACTGCAACCCTATCA
GGACTTAATTCAACTGCRACCCGATCG
GGACTTAATTCGACTGCRACTCTATCA
GGAGTTAATTCAACTGCAACCCGATCG
GGGCTTAATTAAACTGCAACCCGATCA
GGACTTAATTCGACTGCAACTCTATCA
GGACTTAATTCGACTGCARACCCTATCA
GGACTTAATTCAACTGCAACCCGATCG
GGACTTGATTGGACTGCAACTCTATCA
GGACTTAATTCGACTGCARACTCTATCA
GGGCTTAATTCCACTGCRACCCGATCA
GGGCTTAATTCAACTGCAACTCGATCA
GGACTTAATTCGACTGCAACTCTATCA
GGACTTAATTCAACTGCARACCCGATCG
GGACTTAATTCGACTGCRACCCTATCA
GGACTTAATTCAACTGCAACCCGATCG
GGACTTAATTCAACTGCAACCCGATCG
GGACTTAATTCGACTGCAACTCTATCA
GGACTTAATTCAACTGCAACCCGATCG
GGACTTAATTCGACTGCAACTCTATCA
GGACTTAATTCGACTGCARACCCTATCG
GGGCTTAATTCAACTGCRACTCGATCA
GGGCTTAATTCAACTGCARACTCGATCA
GGACTTAATTCGACTGCAACTCCATCA

220
CCTAATAA
CCTARATAR
CCTAATAR
CCTAATAR
CCTARA -RA
CCTAATAR
CCTAATAR
CCTAATAZ
CCTARATAA
CCTAATAR
CCTARATAR
CCTAATAR
CCTAATAA
CCTAATAR
CCTAATAR
CCTAATAR
CCTARATAA
CCTAATAR
CCTAATAR
CCTAATAR
CCTAATAA
CCTAATAA
CCTAATAR
CCTAATAR
CCCARATAA
CCTAATAR
CCTAATAR
CCCAATARZ

CCTARATAR
CCTAATAR
CCTAATAR
CCTAATARA
CCTAATAR

TATACGAAT
TATACGAAT
TATACGAAT
TATACGAAT
TATCCCCCT
TATCCGAAT
TATCCGAAT
TATCCGAAT
ARTCCGAAT
TATCCGAAT
TATCCGARAT
TATCCGAAT
TATCCGAAT
TATCCGAAT
TATACGAAT
TATCCGAAT
TACCCGAAT
TATCCGAAT
TATCCGARAT
TATCCGARAT
TATACGAAT
TATACGAAT
TATCCGAAT
TATCCGAAT
TATCCGAAT
TATCCGAAT
TATCCGARAT
TATCCGAAT
CCTAATAAATATCCGAAT
TATCCGAAT
TATCCGAAT
TATACGAAT
TATACGARAT
AATCCGAAT

230

IBCGTACTTTCATAATARARATTTTTATTTTTC
ACGAACTTTCATAATAARATTTTTATTTTTC
ACGTACTTTCATAATAAAATTTTTATTTTTC
ACGTACTTTCATAATARRAATTTTTATTTTTC
BCGTACTTTCATAATAARRATTTTTATTTTCC
BCGARATARRRARARARRARATTTTTATTTTTC
IACGTACTTTCATAATAAARATTTTTATTTTTC
IBCGRACTTTCATAATAATAATTTTATTTTTIC
ACGAACTTTCATAATAARATTTTTATTTTTC

TTT TGRAAGATCGAAGTCGATATGTGATTCGCCCGCGACGTAAGTCATRAR
TTTCTCTTTAGRARGCGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARATCATAR
Y TGRAGATCGAAGTCGATATGTGATTCGCCCGCGACGTAAGTCATAR
TeT TGRAGATCGAAGTCGATATGTGATTCGCCCGCGACGTAAGTCATAR
TTT TGRAGATTGAAGTCGATATGTGATTCGCCCGCGACGTAAGTCATAR
TTTCTCTTTAGARGGGCGAAGCCAATATGTTATACGACCACGACGRRRATCATAG
b TGAAGATCGAAGTCGATATGTGATTCGCCCGCGACGTAAGTCATRAR
TTTTTCTTTCGRAAGGTAGAAGTCGATATGTTATACGTCCACGGCGGAGATCGTAT

TTTCTCTTTAGRAAGGGCGAAGCCTATATGTTATACGACCACGACGTARARATCATAATGGACTTAATTCGACTGCARACCCTATCAG
CTAATGGAT T AR R AT A AGT T T TTTACTTTTT AT TTCACTTCCARTTTTTCACGTTTCATTTTTARAAATGARACGTGARRAAAGTAG TAAGTTGCARARATTACATTTTTGCARARATGRARAACGGARRAGARRRAC

GGGCTTAATTCRAACTGCAACTCGATCAR
GGACTTAATTCGACTGCRACTCTATCER
GGGCTTAATTCRARCTGCAACTCGATCER
GGGCTTAATTCRACTGCAACTCGATCAR
GGGCTTAATTCAACTGCAACTCGATCAR
GGACTTAATTCGACTGCARACTCTATCER
GGGCTTAATTCRAACTGCAACTCGATCER
GGACTTAATTTTACTGCRAACCCGATCG

CCT2AT22
CCTRATAR
CCTAATAR
CCTARATAR
CCTARATRZR
CCT2RATAR
CCTAATAR
CCTARAT2Z2
CCTRATRZ

TATACGARAT
TATCCGRAT
TATACGAAT
TATACGAAT
TATACGAAT
TATCCCTCT
TATACGARAT
TATCCGGAT
TATCCGAEAT

(pozycja od 98 do 238 zasady) uzyskany za pomoca programu BioEdit.

Rycina 23. Obraz sekwencji fragmentu genéw chloroplastowych: rpl36 i infA wszystkich analizowanych szczepow liczacy 140 nukleotydow
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Rycina 24. Obraz sekwencji fragmentu genow chloroplastowych: rpl36 i infA wszystkich analizowanych szczepow liczacy 140 nukleotydow
(pozycja od 98 do 238 zasady) uzyskany za pomoca programu BioEdit. Miejsca oznaczone za pomocg kropek przedstawiajg identyczne
nukleotydy z sekwencja pierwsza, natomiast postac literowa pozostaje w miejscach rdznigcych si¢. Na kolor zielony zaznaczono uktad zasad
charakterystyczny dla Chlorella variabilis, na kolor czerwony zaznaczono uktad zasad charakterystyczny dla Chlorella vulgaris, na kolor
niebieski zaznaczono uktad zasad charakterystyczny dla Chlorella sorokiniana, na kolor zotty zaznaczono uktad zasad charakterystyczny dla
Micractinium reisseri.
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5.2.3.3. Analiza kladograméw wykonanych w programie Mega 5.1 na podstawie

analizy sekwencji fragmentow genOw chloroplastowych: rpl36 oraz infA

Kladogram skonstruowano przy pomocy metody l.aczenia Sgsiadow (NJ)
Z wykorzystaniem czterdziestu trzech szczepow symbiotycznych glonéw P. bursaria
oraz szczepu Parachlorella kessleri (SAG:211-11g) jako grupy zewngetrznej. Obserwuje
si¢ ukladanie szczepow w cztery klady. Pierwszy klad oznaczony jako C. vulgaris
sktada si¢ z dziewietnastu szczepoéw glonow pochodzacych ze szczepoéw P. bursaria:
HKV19-12, AZ21-3, Ard7, AZ7-14, AZ10-1, BBR180-10, MitR, SHT-56, GB15-2,
KZ-126, AB2-51, BBR178-9, BL15-3, JR-16, AZ20-1, Byal129-5, RA2-1, TR54-4 oraz
Yadl-g. Drugi z kladow — C. variabilis grupuje dziesi¢¢ szczepoéw wyizolowanych
z komorek P. bursaria: B4-1, HZ85-1, GT-2, KD64, Ard10-3, BS-7, AZ20-4, Wien4a-
12, AZ8-2 iIP. Kolejny klad ztozony jest z dziesigciu szczepdéw oznaczonych jako
Micractinium reisseri pochodzacych ze szczepoéw P. bursaria: 11 42-2, RN88-4, MS-1,
4 231-1, VM-14, PMP1-3-1, SRB9-1, TOS1-7, GB7-2 oraz TR54-1. Ostatni z kladow
grupuje szczepy C. sorokiniana wyizolowane z komorek P. bursaria: 11 231-2, 11 35-
2, BBR51-1 oraz Cs2 (Ryc. 25).
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i MC-GB7-2, (GB7-2, R2), Jezioro Loch Lihne, Szkocja

55— MC-TRS4-1, (TRS4-1, R1), Twer, Rosja
CS-Cs2, (Cs2, R3), Szanghaj, Chiny
CS-11 35-2, (11 35-2, R2), Kamczatka, Rosja
87' 51| C5-11231-2,(11231-2,R2), Kamczatka, Rosja
80— CS-BBR51-1,(BBR51-1,R2), Jezioro Bajkat, Rosja
Parachlorella kessleri, SAG:211-11g

!

Rycina 25. Kladogram skonstruowany w programie Mega 5.1 metodg L.aczenia
Sasiadow na podstawie analizy sekwencji fragmentow genow chloroplastowych: rpl36
i infA czterdziestu trzech szczepow symbiotycznych glonéw Paramecium bursaria

oraz szczepu Parachlorella kessleri uzytego jako grupy zewnetrzne;j.
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Kladogram  skonstruowany z  wykorzystaniem metody Najwickszej
Wiarygodnosci (ML) potwierdza grupowanie si¢ szczepow W cztery klady. Analizujac
kladogramy utworzone na podstawie sekwencji fragmentéw gendow chloroplastowych
mozna stwierdzi¢, iz wszystkie cztery klady sa wyraznie wyodrgbnione i opatrzone
wysokimi warto§ciami samoprobkowania (M. reisseri 99 % (NJ), 99 % (ML),
C. sorokiniana 82 % (NJ), 87 % (ML), C. variabilis 72 % (NJ), 92 % (ML), C. vulgaris
42 % (ML)), co sugeruje, iz analizowany fragment DNA charakteryzuje si¢ wickszg
zmiennoscig niz odcinek genomu jadrowego (LSU rDNA) (Ryc. 26).



CVA-KD64, (KD64, R2), Kamczatka, Rosja
CVG-MitR, (MitR, R3), Japonia

CVG-HKV19-12, (HKV19-12, R3), Chabarowsk, Rosja

I‘I)‘ CVG-Yad1-g, (Yad1-g, R3), Yamaguchi, Japonia

— CVG-KZ-126, (KZ-126, R2), Obwdd Kaliningradzki, Rosja
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CVG-GB15-2, (GB15-2, R2), Jezioro Loch Lihne, Szkocja

CVG-Bya129-5, (Bya129-5, R2), Jarostaw, Rosja

CVG-JR-16, (JR-16, R3), Japonia

9 CVG-AZ21-3, (AZ21-3, R2), Astrachaniski Rezerwat Przyrody
43, CVG-BBR178-9, (BBR178-9, R2), Jezioro Bajkat, Rosja

£ " CVG-BL15-3, (BL15-3, R2), Jezioro Bajkat, Rosja

~ CVG-Ard7, (Ard7, R4), Ardmore, USA
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— CVG-RA2-1, (RA2-1, R2), Przedgorze Gor Attaj, Rosja

1 CVG-AB2-51, (AB2-51, R4), Boston, USA
40 -{__ CVG-TR54-5, (TR54-4, R2), Twer, Rosja

—t 26
CVG-AZ10-1, (AZ10-1, RS), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja
- CVG-BBR180-10, (BBR180-10, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
MC-4 231-1, (4 231-1, R2), Kamczatka, Rosja
= MC-11 42-2, (11 42-2, R2), Kamczatka, Rosja
v
2 L MC-RN88-4, (RN88-4, R2), Twer, Rosja
-, o
§ 2 9 99 MC-GB7-2, (GB7-2, R2), Jezioro Loch Lihne, Szkocja
g
§ § - MC-TR54-1, (TR54-1, R1), Twer, Rosja
s “g MC-MS$-1, (MS-1, R1), Petersburg, Rosja
= 9
g 8 3 MC-PMP1-3-1, (PMP1-3-1, R1), Petersburg, Rosja
-
& MC-SRB9-1, (SRB9-1, R2), Rzeka Dunaj, Rosja
S MC-TOS1-7, (TOS1-7, R2), Togliatti, Rosja
MC-VM-14, (VM-14, R2), Walaam, Rosja
= E -~ CS-Cs2, (Cs2, R3), Szanghaj, Chiny
'§ .g €S-11 35-2, (11 35-2, R2), Kamczatka, Rosja
_'% % C€S-11 231-2, (11 231-2, R2), Kamczatka, Rosja
0 8 87 CS-BBRS51-1, (BBR51-1, R2), Jezioro Bajkat, Rosja
Parachlorella kessleri, SAG:211-11g
—
0.1

CVA-BS-7, (BS-7, R5), Ogrod Botaniczny w Petersburgu

= 45
-0 4 CVA-Wienda-12, (Wienda-12, R1), Wieder, Austria
—~
'§ 0 CVA-AZ20-4, (AZ20-4, R2), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja
5 77|' cvA-Ard10-3, (Ard10-3, R4), Ardmore, USA
- CVA-IP, (IP, R3), Piza, Wiochy
§ 76 CVA-AZ8-2, (AZ8-2, R2), Astrachariski Rezerwat Przyrody, Rosja
)
3 CVA-HZ85-1, (HZ85-1, R3), Rezerwat Przyrody Khanka, Rosja
S CVA-B4-1, (B4-1, R1), Wolgograd, Rosja
66 CVA-GT-2, (GT-2, R2), Tiibingen, Niemcy

CVG-AZ20-1, (AZ20-1, RS), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja

. CVG-AZ7-14,(AZ7-14, R2), Astrachanski Rezerwat Przyrody, Rosja

Rycina 26. Kladogram skonstruowany w programie Mega 5.1 metoda Najwiekszej
Wiarygodnosci (model T92+G) na podstawie analizy sekwencji fragmentéw genow
chloroplastowych: rpl36 i infA czterdziestu trzech szczepéw symbiotycznych glonow
Paramecium bursaria oraz szczepu Parachlorella kessleri uzytego jako grupy

zewngtrzne;j.
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5.2.3.4. Analiza sieci haplotypow wykonana wykonana w programie Network 4.6.1.3

na podstawie analizy fragmentéw gendw chloroplastowych: rpl36 oraz infA

Sie¢ haplotypéw utworzono z wykorzystaniem metody median joining
algorithm. Na podstawie analizy czterdziestu trzech sekwencji fragmentow gendéw
chloroplastowych wykryto obecno$¢ trzydziestu szesciu haplotypow. Wyliczono takze
calkowitg liczb¢ mutacji Eta=112 oraz liczbe miejsc polimorficznych S=80. Analiza
zalezno$ci miedzy haplotypami wykazata obecno$¢ czterech kladow. Pierwszy z nich —
C. sorokiniana ztozony jest z czterech unikalnych haplotypow odpowiadajgcych
pojedynczym szczepom. Kolejny klad — M. reisseri zawiera sze$¢ haplotypow, z czego
pie¢ reprezentuje pie¢ szczepdw symbiotycznych glonow, natomiast pigty reprezentuje
pie¢ szczepoéw M. reisseri. Klad C. vulgaris liczy siedemnascie haplotypow, z czego
jeden z nich odpowiada trzem szczepom C. vulgaris, natomiast reszta reprezentuje
pojedyncze szczepy. Ostatni z kladow — C. variabilis sktada si¢ z dziewigciu
haplotypow: o$miu reprezentujgcych pojedyncze szczepy i jednego ztozonego z dwoch
szczepow C. variabilis. Pomiedzy gatunkami: C. vulgaris i C. variabilis r6znica wynosi
od 18 do 43 nukleotydow. Roznice pomigdzy C. vulgaris i C. sorokiniana si¢gaja od 19
do 49 nukleotydow, natomiast C. sorokiniana i M. reisseri dzieli od 41 do 51
nukleotydéw. Roéznica pomigdzy M. reisseri i C. variabilis wynosi od 35 do 57
substytucji. Taki obraz zr6znicowania mig¢dzygatunkowego s$wiadczy o wysokiej

zmiennosci analizowanego odcinka DNA (Ryc. 27).
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Rycina 27. Sie¢ haplotypow skonstruowana w programie Network 4.6.1.3 metodg median joining algorithm na podstawie analizy sekwencji
fragmentow genow chloroplastowych: rpl36 i infA czterdziestu trzech szczepdéw symbiotycznych glonow Paramecium bursaria. Rozmiar kétek
jest proporcjonalny do frekwencji haplotypow.
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5.3. Analiza zwiazku pomiedzy pochodzeniem geograficznym szczepéw Paramecium

bursaria a gatunkami endosymbiotycznych glonow

Zasi¢g wystepowania endosymbiotycznych glonow P. bursaria nalezacych
do gatunku C. vulgaris jest bardzo szeroki. Glony wyizolowano ze szczepOw
P. bursaria pochodzacych z USA (dwa szczepy), Europy Potnocnej (jeden szczep),
Europy Srodkowo-Wschodniej (siedem szczepow), Azji Srodkowej (dwa szczepy), Azji
Potocnej (cztery szczepy) oraz Azji Wschodniej (trzy szczepy). Podobnym zasiggiem
charakteryzuje si¢ wystepowanie glonow P. bursaria nalezagcych do gatunku
C. variabilis. Analizowane glony wyizolowano ze szczepow P. bursaria pochodzacych
z USA (jeden szczep), Europy Zachodniej (dwa szczepy), Europy Poludniowej (jeden
szczep) Europy Srodkowo-Wschodniej (cztery szczepy) oraz z Azji Pomocnej (dwa
szczepy). Zasigg wystepowania glonéw z gatunku C. sorokiniana ograniczony jest
do Azji Pétnocnej (trzy szczepy) oraz Wschodniej (jeden szczep). Zasieg wystepowania
M. reisseri jest dysjunktywny. Glony wyizolowano ze szczepow P. bursaria
pochodzacych z Europy Potnocnej (jeden szczep), Europy Poludniowej (jeden szczep),
Europy Srodkowo-Wschodniej (sze$¢ szczepow) oraz z Azji Potnocnej (dwa szczepy)

(Tab. 10, Ryc. 29).

5.4. Analiza zwiazku pomiedzy syngenem Paramecium bursaria a gatunkami

endosymbiotycznych glonow

Analizowane szczepy endosymbiotycznych glonéw zostaly wyizolowane
ze szczepow P. bursaria nalezacych do pieciu syngendow. Sposrod dziesieciu szczepow
C. variabilis, dwa z nich zostaly wyizolowane ze szczepow P. bursaria nalezacych
do syngenu R1, cztery z nich do syngenu R2, dwa z nich do syngenu R3 oraz po jednym
znich do R4 i R5. Analizowano siedemnascie szczepoéw C. vulgaris, z czego jeden
zostal wyizolowany z komorek P. bursaria nalezacych do syngenu RI1, dziesig¢
z komorek syngenu R2, cztery z komorek syngenu R3 i po jednym z komorek syngenu
R4 i R5. Analizowane szczepy C. sorokiniana reprezentowaty komorki P. bursaria
syngenu R2 (trzy szczepy) i R3 (jeden szczep). Szczepy M. reisseri zostaty
wyizolowane z komodrek P. bursaria nalezacych do syngenu R1 (trzy szczepy) i R2

(siedem szczepow) (Tab. 10).



Tabela 10. Zestawienie szczepow gatunkdéw endosymbiotycznych glonéw Paramecium bursaria zidentyfikowanych w ramach pracy doktorskiej.

Pochodzenie Nr akcesyjny GenBank
Nazwa -
Nr Critlire < NEPATEN eSS o] SZCZepU Pa?gr?\gei?um ge(s)gcr?:ﬁ b 3'rpl36- | ITS1-5.85- | Pismiennictwo
endosymbionta/glonu | endosymbionta/glonu Paramec_lum bursaria Paramecium LSU rDNA 5 infA ITS2
bursaria .
bursaria
Badania
1. Chlorella vulgaris CVG-SHT-56 SHT-56 R1 Tadzykistan KX639563 KX639603 KX639535 w ramach pracy
doktorskiej
Badania
2. Chlorella vulgaris CVG-TR54-4 TR54-4 R2 Twer, Rosja KX639564 KX639604 KX639536 w ramach pracy
doktorskiej
. Przedgorze Gor Attaj T
3, Chlorella vulgaris CVG-RA2-1 RA2-1 R2 Rosia ’ KX639562 KX639602 bd w ramach pracy
! doktorskiej
Badania
4, Chlorella vulgaris CVG-MitR MitR R3 Japonia KX639561 KX639601 KX639534 w ramach pracy
doktorskiej
Badania
5% Chlorella vulgaris CVG-JR-16 JR-16 R3 Japonia KX639560 KX639600 bd w ramach pracy
doktorskiej
6. Chlorella vulgaris CVG-HKV19-12 HKV19-12 R3 Chabarowsk, Rosja KM203671 KM203663 bd (Zagata i in. 2016)
Badania
7. Chlorella vulgaris CVG-Byal29-5 Byal29-5 R2 Jarostaw, Rosja KX639559 KX639598 bd w ramach pracy
doktorskiej
Badania
8. Chlorella vulgaris CVG-BBR180-10 BBR180-10 R2 Jezioro Bajkal, Rosja KX639557 KX639596 KX639531 w ramach pracy
doktorskiej
Badania
9. Chlorella vulgaris CVG-BBR178-9 BBR178-9 R2 Jezioro Bajkal, Rosja KX639556 KX639595 KX639530 w ramach pracy
doktorskiej
. Astrachanski Rezerwat T
10. Chlorella vulgaris CVG-AZ21-3 AZ21-3 R2 : KX639555 KX639594 bd w ramach pracy
Przyrody, Rosja d Rar
oktorskiej
. Astrachanski Rezerwat B
11. Chlorella vulgaris CVG-AZ20-1 AZ20-1 R5 2 KX639554 KX639593 bd w ramach pracy
Przyrody, Rosja doktorskiej




Astrachanski Rezerwat

(Zagata i in.
2016), badania

12. Chlorella vulgaris CVG-AZ10-1 AZ10-1 R5 Przyrody, Rosja KM203670 KM203662 KX639528 dW ramag:h_ pracy
oktorskiej (ITS1-
5.8S-1TS2)
Badania
13. Chlorella vulgaris CVG-Yadl-g Yadl-g R3 Yamaguchi, Japonia KX639565 KX639605 bd w ramach pracy
doktorskiej
Badania
14. Chlorella vulgaris CVG-Ard7 Ard7 R4 Ardmore, USA KX639552 KX639591 KX639526 w ramach pracy
doktorskiej
- Astrachanski Rezerwat B
15. Chlorella vulgaris CVG-AZT7-14 AZT7-14 R2 - KX639553 KX639592 KX639527 w ramach pracy
Przyrody, Rosja d o
oktorskiej
16. Chlorella vulgaris CVG-AB2-51 AB2-51 R4 Boston, USA KM203673 KM203661 bd (Zagata i in. 2016)
. . Badania
17. Chlorella vulgaris CVG-GB15-2 GB15-2 R2 Jez'oms'-ﬁ‘:h. Linnhe, |\ x630551 | KX639599 | KX639525 | w ramach pracy
zkocja doktorskiej
(Zagatai in.
2016), badania
18. Chlorella vulgaris CVG-KZ-126 KZ-126 R2 Kaliningrad, Rosja KM203672 KM203660 KX639533 w ramach pracy
doktorskiej (ITS1-
5.85-1TS2)
Badania
19. Chlorella vulgaris CVG-BL15-3 BL15-3 R2 Jezioro Bajkal, Rosja KX639558 KX639597 KX639532 w ramach pracy
doktorskiej
S Astrachanski Rezerwat B
20. Chlorella variabilis CVA-AZ8-2 AZ8-2 R2 - KX639544 KX639584 KX639520 w ramach pracy
Przyrody, Rosja d L
oktorskiej
Badania
21. Chlorella variabilis CVA-IP IP R3 Piza, Wiochy KX639549 KX639589 bd w ramach pracy
doktorskiej
22. Chlorella variabilis CVA-Ard10-3 Ard10-3 R4 Ardmore, USA KM203667 KM203658 bd (Zagata i in. 2016)
Astrachanski Rezerwat T
23. Chlorella variabilis CVA-AZ20-4 AZ20-4 R2 : KX639545 KX639585 KX639521 w ramach pracy
Przyrody, Rosja d L
oktorskiej
Badania
24. Chlorella variabilis CVA-Wienda-12 Wien4a-12 R1 Wieden, Austria KX639550 KX639590 bd w ramach pracy

doktorskiej




25.

Chlorella variabilis

CVA-BS-7

BS-7

R5

Ogréd Botaniczny w
Petersburgu, Rosja

KM203669

KM203659

KX639522

(Zagata i in.
2016), badania
w ramach pracy

doktorskiej (ITS1-
5.8S-1TS2)

26.

Chlorella variabilis

CVA-KD64

KD64

R2

Kamczatka, Rosja

KM203668

KM203657

bd

(Zagata i in. 2016)

217.

Chlorella variabilis

CVA-HZ85-1

HZ85-1

R3

Rezerwat Przyrody
Khanka, Rosja

KX639548

KX639587

KX639524

Badania
w ramach pracy
doktorskiej

28.

Chlorella variabilis

CVA-B4-1

B4-1

R1

Wotgograd, Rosja

KX639546

KX639586

KX639529

Badania
w ramach pracy
doktorskiej

29.

Chlorella variabilis

CVA-GT-2

GT-2

R2

Tiibingen, Niemcy

KX639547

KX639587

KX639523

Badania
w ramach pracy
doktorskiej

30.

Chlorella sorokiniana

CS-BBR51-1

BBR51-1

R2

Jezioro Bajkat, Rosja

KX639542

KX639582

bd

Badania
w ramach pracy
doktorskiej

31.

Chlorella sorokiniana

CS-Cs2

Cs2

R3

Szanghaj, Chiny

KX639543

KX639583

bd

Badania
w ramach pracy
doktorskiej

32.

Chlorella sorokiniana

CS-11 231-2

11 231-2

R2

Kamczatka, Rosja

KX639540

KX639580

bd

Badania
w ramach pracy
doktorskiej

33.

Chlorella sorokiniana

CS-11 35-2

11 35-2

R2

Kamczatka, Rosja

KX639541

KX639581

bd

Badania
w ramach pracy
doktorskiej

34.

Micractinium reisseri

MC-11 42-2

11 42-2

R2

Kamczatka, Rosja

KX639567

KX639574

bd

Badania
w ramach pracy
doktorskiej

35.

Micractinium reisseri

MC-RN88-4

RN88-4

R2

Twer, Rosja

KX639570

KX639577

bd

Badania
w ramach pracy
doktorskiej

36.

Micractinium reisseri

MC-4 231-1

4 231-1

R2

Kamczatka, Rosja

KX639566

KX639573

KX639537

Badania
w ramach pracy
doktorskiej

37.

Micractinium reisseri

MC-MS-1

MS-1

R1

Petersburg, Rosja

KM203675

KM203666

KX639538

(Zagatai in.
2016), badania
w ramach pracy




doktorskiej (ITS1-

5.85-1TS2)
. . N Jezioro Loch Linnhe EREEE
38. Micractinium reisseri MC-GB7-2 GB7-2 R2 : ' KX639568 KX639575 bd w ramach pracy
Szkocja d Lo
oktorskiej
39. Micractinium reisseri MC-VM-14 VM-14 R2 Wataam, Rosja KM203674 KM203664 bd (Zagata i in. 2016)
Badania
40. Micractinium reisseri MC-PMP1-3-1 PMP1-3-1 R1 Petersburg, Rosja KX639569 KX639576 bd w ramach pracy
doktorskiej
Badania
41. Micractinium reisseri MC-TR54-1 TR54-1 R1 Twer, Rosja KX639572 KX639579 bd w ramach pracy
doktorskiej
Badania
42. Micractinium reisseri MC-SRB9-1 SRB9-1 R2 Rzeka Dunaj, Serbia KX639571 KX639578 KX639539 w ramach pracy
doktorskiej
43. Micractinium reisseri MC-TOS1-7 TOS1-7 R2 Togliatti, Rosja KM203676 KM203665 bd (Zagata i in. 2016)




6. Dyskusja

6.1. Identyfikacja endosymbiotycznych glonéw Paramecium bursaria

Proby identyfikacji endosymbiotycznych glonow nalezacych do rodzaju
Chlorella prowadzone byly w oparciu o cechy morfologiczne (Reisser 1984; Reisser
I in. 1988b; Waddle i in. 1990) oraz fizjologiczne (Reisser 1984; Douglas i Huss 1986;
Kssler i Huss 1990). Analizowano roéwniez sktad chemiczny S$ciany komorkowe;j
(Takeda 1995), izoenzymy, wrazliwo$¢ na wirusy (Linz i in. 1999), czy tez stosunek
zawarto$ci guaniny i cytozyny w DNA (Kvitko i in. 2001). Charakterystyczng cechg
endosymbiotycznych glondéw jest wydzielanie maltozy do komorki gospodarza (Brown
I Nielsen 1974), zapotrzebowanie na tiaming (B;) oraz inne witaminy, a takze
zredukowany azot (Douglas i Huss 1986; Kessler i Huss 1990). Aktywnos¢
hydrogenazy nie zostata potwierdzona u endosymbiotycznych glonow C. variabilis
(NC64A) i M. reisseri (Pbi) przez Reisser iin. (1988b), ale wykryto ja podczas
eksperymentow prowadzonych przez Douglas i Huss (1986). Endosymbiontyczne glony
C. variabilis szczepow SAG 211-6 oraz UTEX-130 pochodzg z jednego izolatu,
natomiast roéznig si¢ zapotrzebowaniem na tiaming, wykorzystywaniem azotanow,
preferencjami dotyczacymi pH $rodowiska oraz zawarto$cig guaniny i cytozyny
(Douglas i Huss 1986; Kessler i Huss 1990). Réznice w wynikach eksperymentow
prowadzonych na tym samym materiale mogg wynika¢ z odmiennych warunkéw
prowadzenia hodowli lub réznych technik wykorzystywanych w badaniach. Wedlug
Albers i in. (1982), parametry fizjologiczne moga zmieniac si¢ podczas dlugiego czasu
prowadzenia hodowli. Endosymbiotyczne glony C. variabilis (szczep F36-ZK) zostaty
wyizolowane z komorek P. bursaria pochodzacego z Japonii w 2002 r. Stwierdzono,
iz sekwencje rDNA szczepu F36-ZK sa identyczne z sekwencjami szczepu NC64A
nalezacego do C. variabilis, ktory zostal wyizolowany ponad trzydziesci lat wczesnie;.
U szczepu NC64A stwierdzono niski stosunek wydzielanych produktow fotosyntezy
W porownaniu do ogolnej ilosci produkowanych zwigzkéw (4.17 % catosci) przy pH
4.8, natomiast szczep F36-ZK wydzielat prawie polowe calej zawartosci produktow
fotosyntezy przy pH rownym 5 (Kamako i Immura 2006), co takze $wiadczy
0 zmiennosci parametrow podczas wydtuzonego czasu hodowli. Analizy parametrow
fizjologicznych wymagaja bardzo starannych interpretacji prowadzonych w nieduzych
odstepach czasu oraz odpowiedniego doboru badanych cech. Wiele szczepow

nalezacych do tego samego ekotypu wykazuje identyczne parametry morfologiczne



I biochemiczne (Kessler i in. 1991). Fott i Novakova (1969) sugeruja, iz pomimo tego,
ze cechy morfologiczne ibiochemiczne sa uzywane do identyfikacji
endosymbiotycznych glonow, to rozmiar 1 ksztalt komorki sg bardzo zmienne 1 zalezg
od wieku hodowli, odzywienia badz czynnikow s$rodowiskowych. Identyfikacja
endosymbiontéw P. bursaria na podstawie cech fizjologicznych i biochemicznych jest
zatem bardzo trudna. Pod wzglgdem morfologicznym, szczepy symbiontéw nalezace
zarowno do grupy Amerykanskiej, jak 1 Europejskiej wykazuja podobienstwo do
C. vulgaris (Reisser i in. 1988b). Przedstawiciele rodzaju Chlorella charakteryzujg sie
kulistym ksztattem komorki, ktéra nie wytwarza $luzu i wyrostkéw, takich jak kolce
czy szczeciny. Sg to zazwyczaj formy wolnozyjace (Andreyeva 1975). Gatunki nalezace
do rodzaju Micractinium charakteryzuje rowniez kulisty ksztatt komoérek, lecz w tym
przypadku sa one w wickszosci zorganizowane w kolonie. Sciana komoérkowa
zaopatrzona jest w szczeciny zbudowane z biatek, niezawierajacych widkien
celulozowych. (Schnepf i in. 1980). W przypadku obu taksonéw, zaréwno struktura
$ciany komorkowej, jak i budowa pirenoidow jest bardzo podobna (Krientz i in. 2004).
Micractinium wykazuje olbrzymie podobienstwo do Chlorella w gestych hodowlach,
gdzie takze funkcjonuje jako pojedyncza komodrka pozbawiona szczecin. Luo i in.
(2006) wykazali na podstawie eksperymentu w obecno$ci Brachionus, iz Micractinium
wytwarza w takiej sytuacji szczeciny oraz organizuje si¢ w kolonie, natomiast Chlorella
zawsze pozostaje w niezmienionej formie bez wyrostkow jako pojedyncza komorka.
Ponadto udowodnili, iz Micractinium hodowany na podtozu agarowym lub w gestej
zawiesinie traci szczeciny. Zarowno C. vulgaris, jak i C. variabilis tworzg pojedynczo
wystepujace kuliste komorki o rozmiarach 2.3-5.8 x 2.5-6.6 um i cienkiej $cianie
komorkowej. Sa to komorki niewytwarzajace §luzu z pojedynczymi kubkowatymi
chloroplastami i elipsoidalnymi pirenoidami pokrytymi ziarnami skrobii (Shihira
I Krauss 1965). M. reisseri tworzy rowniez kuliste komorki o $rednicy 3.7-8 um
0 cienkiej $cianie komorkowej. Struktura chloroplastow oraz pirenoiddéw jest taka sama,
jak u C. variabilis (Hoshina i in. 2010). C. sorokiniana jest bardzo podobna pod
wzgledem cech morfologicznych do C. vulgaris. Jedyna cecha réznicujaca te dwa
gatunki jest zdolno$¢ rozwoju C. sorokiniana w temperaturze powyzej 36 °C (Huss
1999). Dlatego bardzo trudne jest odrdznienie tych dwoch taksonow, a koncepcja
podobienstwa morfologicznego jest zawodna ze wzgledu na wysoka plastycznosé

fenotypowa.



W niniejszej pracy  przedstawiono mikrofotografie ~ wszystkich
zidentyfikowanych gatunkow symbiotycznych glonow P. bursaria. Identyfikacja
organizméw oparta byla jednak glownie na analizach odcinkow DNA, gdyz
identyfikacja na podstawie r6znic morfologicznych przy uzyciu mikroskopu $wietlnego
byta bardzo trudna. Obserwowane organizmy charakteryzujg si¢ kulistym ksztattem
komorki 0 $rednicy od 5 do 10 um. Widoczne sg takze kubkowate chloroplasty oraz
brak szczecin u M. reisseri. Nie udalo si¢ zaobserwowac struktur pirenoidu. (Ryc. 6,
Ryc. 7, Ryc. 8, Ryc. 9).

Podczas identyfikacji endosymbiotycznych glonéw wykorzystano badania
molekularne z uzyciem odcinka 18S rDNA (Huss i Sogin 1990; Huss 1999). W oparciu
o te analizy symbiotyczne glony, ktore morfologicznie byly zupetie rdzne, wigczono
do jednej grupy z rodzaju Chlorella (Ustinova i in. 2001). Dzieki badaniom
molekularnym okreslono kilka cech charakterystycznych dla uktadu symbiotycznego
P. bursaria — glony. Po pierwsze, komorka P. bursaria prawie zawsze zawiera
endosymbionty nalezace do jednego klonu. Endosymbionty nalezga albo do grupy
Amerykanskiej, albo Europejskiej i co wiecej naleza do kladu Chlorella (Krientz i in.
2004). Glony nalezace do tych dwdch grup réznig si¢ genetycznie pod wzgledem ilosci
intronéw grupy I w odcinku matej podjednostki rybosomalnej (SSU rDNA). Grupy te
r6znig si¢ sekwencjami egzonéw w obrgbie SSU rDNA o zaledwie kilka nukleotydow,
natomiast odcinki ITS wykazuja roznice siggajace 20 %. Przodek P. bursaria mogt
wejs¢ w zwigzek symbiotyczny z glonami obydwu grup niezaleznie (Hoshina i in. 2004;

Gapanova i in. 2007; Hoshina i Imamura 2008; Luo i in. 2010).

6.2. Analiza pochodzenia geograficznego szczepdw Paramecium bursaria i gatunkéw

endosymbiotycznych glonow

Na podstawie analizy fragmentow: 18S rDNA oraz ITS2 prawie wszystkie
endosymbiotyczne glony P. bursaria podzielono na dwie grupy: Amerykanska
I Europejska (Hoshina i in. 2004; Hoshina i in. 2005). Stwierdzono, iz glony nalezace
do obydwu grup wykazuja inne cechy fizjologiczne i biochemiczne obejmujace miedzy
innymi: formowanie karotenoidow wtornych czy wykorzystywanie nieorganicznego
azotu. Pozniejsze badania (Gapanova i in. 2007) potwierdzity podziat
endosymbiotycznych glonéw na dwie grupy: Amerykanska i Europejska. Ponadto glony

symbiotyczne poréwnano z glonami wolnozyjacymi i wykazano, ze te pierwsze



posiadajg intron w poczatkowym fragmencie genu 18S rRNA. Endosymbionty grupy
Amerykanskiej charakteryzuja si¢ obecnoscia dodatkowego intronu w $rodkowym
fragmencie genu 18S rRNA w poréwnaniu do grupy Europejskiej i glonéw
wolnozyjgcych. Analiza liczby intronow w odcinku 18S rRNA moze zatem postuzy¢
jako narzedzie do rozrézniania obydwu grup glonéw symbiotycznych, jak réwniez
glonow symbiotycznych od glonéw wolnozyjacych. Na podstawie analizy drzewa
filogenetycznego utworzonego z wykorzystaniem genu 18S rRNA wywnioskowano,
iz endosymbiotyczne glony nalezace do obydwu grup sg blisko spokrewnione z trzema
gatunkami rodzaju Chlorella: C. vulgaris, C. sorokiniana i C. lobophora. Podczas gdy
glony grupy Amerykanskiej grupowaty si¢ w jednym kladzie razem z C. lobophora
(wartosci  samoprobkowania 63 %), szczepy Europejskie wykazywaly blizsze
pokrewienstwo do C. vulgaris i C. sorokiniana (warto$ci samoprobkowania 51 %)
(Gapanova i in. 2007).

Hoshina i Imamura (2009a) opisali zasi¢eg geograficzny obu grup. Grupa
Europejska zajmuje zachodnie tereny Europy, Europe Srodkowa oraz Obwod
Kaliningradzki (Ryc. 28). Na podstawie analizy cech morfologicznych Reisser (1975),
jak rowniez Reisser i in. (1988b) stwierdzili, ze szczepy nalezace do grupy
Amerykanskiej 1 niektore szczepy nalezace do grupy Europejskiej mozna oznaczy¢ jako
C. vulgaris. Proschold i in. (2011) wykazali, iz szczepy symbiotycznych glonow
zebrane z terenow Europejskich naleza do gatunkéw: C. vulgaris i M. reisseri. Hoshina
I in. (2010) opisali rozmieszczenie M. reisseri na terenach Anglii, Niemiec, Austrii,
ponocnej Europy oraz regionu Karelii w Rosji, co jest takze analogiczne
do rozmieszczenia szczepéw nalezacych do grupy Europejskiej. Ponadto stwierdzili,
ze szczepy europejskie naleza do rodzaju Micractinium, co jest takze zgodne
z wynikami otrzymanymi przez Luo i in. (2006; 2010). Hoshina i Imamura (2008)
przypisali szczep zebrany na terenie Anglii do gatunku C. vulgaris. W niniejszej pracy
glony wyizolowane z komorek P. bursaria: GB7-2 i GB15-2 pochodzacych ze Szkocji
(jezioro Loch Linnhe) zostaty przypisane odpowiednio do M. reisseri (wartosci
samoprobkowania dla LSU rDNA: NJ/ML: 80/84 % i dla genow: rpl36 i inA: NJ/ML:
99/99 %) oraz C. vulgaris (wartosci samoprobkowania dla ITS1-5.8S rDNA-ITS2:
NJ/ML: 91/60 %) (Tab. 10, Ryc. 13, 14, 19, 20, 25, 26, 29). Szczepy Chlorella sp.
analizowane przez Summerer i in. (2008) pochodzace z terenéw Europy zostaly

przypisane do ekotypu europejskiego. Napodstawie analizy fragmentow



rybosomalnego DNA glony zebrane na terenie Obwodu Kaliningradzkiego zostaty
oznaczone jako C. vulgaris (Hoshina i Imamura 2009a). W niniejszej pracy glony
wyizolowane ze szczepu P. bursaria: KZ-126 zebranego na terenie Obwodu
Kaliningradzkiego zostaly takze przypisane do gatunku C. vulgaris (wartosci
samoprobkowania dla ITS1-5.8S rDNA-ITS2: NJ/ML: 91/60 %) (Tab. 10, Ryc. 19, 20,
29). Hoshina i Imamura (2009b) opisali szczep SW1-ZK pochodzacy z Niemiec jako
Micractinium sp. W niniejszej pracy glony wyizolowane ze szczepu P. bursaria: GT-2
zebranego w Niemczech zostaly przypisane do C. variabilis, ktorego zasieg
wystepowania wedlug literatury nie obejmuje obszaru Niemiec (wartosci
samoprobkowania dla genow: rpl36 i infA: NJ/ML: 72/92 % i dla ITS1-5.8S rDNA-
ITS2: NJ/ML: 99/98 %) (Tab. 10, Ryc. 19, 20, 25, 26, 29). Endosymbiotyczne glony
P. bursaria nalezace do grupy Amerykanskiej i Europejskiej okreslane sa czesto jako
C. vulgaris i/lub do C. sorokiniana (Douglas i Huss 1986). Hoshina i Imamura (2008)
analizowali dwa szczepy pochodzace z Wielkiej Brytanii i USA, ktdére zostaty opisane
na podstawie obecno$ci introndow jako C. sorokiniana. Wynik otrzymany na podstawie
analizy odcinka ITS2 wskazywat na bardzo mate podobienstwo do C. vulgaris (réznica
64 nukleotydéw na 260) lub C. sorokiniana (65 nukleotydéw na 265).

Hoshina i Imamura (2009a) dla grupy Amerykanskiej podaja charakterystyczne
geograficzne rozmieszczenie: tereny USA, Japonii, Chin oraz potudniowej Australii
(Ryc. 28). Wedtug Proschold i in. (2011), szczepy symbiotycznych glonéw nalezace
do grupy Amerykanskiej mogg by¢ oznaczone jako C. variabilis lub C. vulgaris.
W niniejszej pracy szczepy wyizolowane z komorek P.bursaria (Ard7, Ard10-3)
pochodzacych z Ardmore w USA zostaty przypisane odpowiednio do C. vulgaris
(warto$ci samoprobkowania dla genoéw: rpl36 i infA: ML: 59 % i dla ITS1-5.8S rDNA-
ITS2: NJ/ML: 91/60 %) i C. variabilis (wartosci samoprobkowania dla LSU rDNA: NJ:
58 % i dla genow: rpl36 i infA: NJ/ML: 72/92 %) . Ponadto kolejny szczep pochodzacy
z USA (Boston, AB2-51) zostal oznaczony jako C. vulgaris (Tab. 10, Ryc. 13, 14, 19,
20, 25, 26, 29). Hoshina i Imamura (2009a) analizowane szczepy zebrane na terenie
USA (Nowy Jork, Ohio), Japonii (Aichi, Nagano, Shimane, Ibaraki, Hiroshima, Qita),
Chin (Szanghaj) oraz Australii (Melbourne) przypisali do grupy Amerykanskie;j.
Ponadto szczepy z Japonii oznaczono jako C. vulgaris. Hoshina i in. (2004) analizowali
sze$¢ szczepéw P. bursaria pochodzacych z Japonii. Wyizolowane glony

charakteryzowaly si¢ wysokim podobienstwem odcinka 18S rDNA w stosunku



do czterech gatunkéw z rodzaju Chlorella: C. vulgaris, C. lobophora, C. sorokiniana
I C. kessleri. Nakahara i in. (2004) na podstawie analizy cech morfologicznych oraz
podobienstwa sekwencji odcinka 18S rDNA sklasyfikowali symbionty pochodzace
z Japonii jako C. vulgaris. Natomiast na podstawie analizy odcinka ITS2 Hoshina i in.
(2005) stwierdzili niewielkie pokrewienstwo szczepu pochodzacego z Japonii
z C.vulgaris. Szczep ten oznaczono jako identyczny ze szczepem C. variabilis —
NC64A, bedacym wzorcowym szczepem Amerykanskiej grupy. Kodama i in. (2007)
oraz Kodama i Fujishima (2008) wykazali, iz szczepy pochodzace z Japonii
reprezentuja C. vulgaris. Hoshina i Fujiwara (2013) na podstawie analizy odcinka SSU
rDNA wykazali wysokie pokrewienstwo Szczepu pochodzacego z Japonii, opisanego
wczesniej jako C. wvulgaris (Yamamoto i in. 2003) zglonami nalezgcymi
do C. sorokiniana. Analizowane w niniejszej pracy sekwencje glonow pochodzacych
z Japonii (wyizolowane ze szczepoéw P. bursaria: JR-16, MitR, Yadl-g, wartosci
samoprobkowania dla ITS1-5.8S rDNA-ITS2: NJ/ML: 91/60 %) przypisano
do C. vulgaris, natomiast glony pochodzace z Chin do C. sorokiniana (wartosci
samoprobkowania dla LSU rDNA: NJ: 100 % i dla genow: rpl36 i inA: NJ:87 %) (Tab.
10, Ryc. 13, 14, 19, 20, 25, 26, 29). Na podstawie analizy budowy $ciany komoérkowej
Takeda (1995) stwierdzit, iz szczepy pochodzace z Japonii i Chin sg rézne od tych
nalezacych do grupy Amerykanskiej i sklasyfikowali je jako C. kessleri. Hoshina i in.
(2004) na podstawie analizy odcinka 18S rDNA wykazali wyzsze pokrewienstwo tych
szczepow do C. vulgaris, C. lobophora lub C. sorokiniana.



Rycina 28. Rozmieszczenie symbiotycznych glonow Paramecium bursaria nalezacych
do dwoch grup: Europejskiej i Amerykanskiej (Hoshina i Imamura 2009a).

W niniejszej pracy analizowano czterdziesci trzy szczepy endosymbiotycznych
glonéw pochodzacych z komorek P. bursaria zebranych w odlegtych stanowiskach
geograficznych (Tab. 10, Ryc. 29). Zebrano je takze z miejsc, ktore nie byly wczesniej
badane i przez to nie zostaly uwzglednione przez autoréw jako te, nalezace do grupy
Amerykanskiej czy Europejskiej. Endosymbiotyczne glony wyizolowane ze szczepow
P. bursaria pochodzacych z Wloch zostaty zidentyfikowane jako C. variabilis, cho¢ ten
obszar wskazywalby bardziej na obecnos¢ glondw charakterystycznych dla grupy
Europejskiej (C. vulgaris lub M. reisseri). Endosymbionty wyizolowane ze szczepow
P. bursaria pochodzacych z Petersburga oraz Wataamu sklasyfikowano jako
C. variabilis i M. reisseri. Na potludniu Europy zebrano glony z terenéw Serbii
I przypisano je takze do M. reisseri. Ze stanowiska w Twerze na zachodzie Rosji
zebrano trzy szczepy P. bursaria, z ktorych wyizolowano endosymbionty
i zidentyfikowano je jako M. reisseri i C. vulgaris. Z obszarow Jarostawia, Wotgogradu
oraz Togliatti w Rosji zebrano szczepy P. bursaria, z ktoérych wyizolowano glony
nalezace do trzech gatunkow: C. vulgaris, C. variabilis oraz M. reisseri. Ze stanowiska
w Astrachanskim Rezerwacie Przyrody w Rosji pozyskano szes¢ szczepoéw P. bursaria,
z ktorych wyizolowane glony reprezentowaty C. variabilis i C. vulgaris. Przesuwajac
si¢ dalej na wschod, kolejnymi stanowiskami byt Tadzykistan 1 Gory Atlta;.
Endosymbionty szczepéow P. bursaria zebranych z tych obszarow reprezentujg

C. vulgaris. Z jeziora Bajkat pozyskano szczepy P. bursaria, ktorych endosymbionty



reprezentowaty dwa gatunki: C. sorokiniana oraz C. vulgaris. Terenami nalezagcymi do
Azji Polnocnej potozonymi najdalej na wschod, z ktorych zebrano szczepy P. bursaria
byly: Chabarowsk, Khanka i Kamczatka. Pierwsze dwa reprezentowane sg przez
endosymbionty nalezace do C. variabilis oraz C. vulgaris. Natomiast na terenie
Kamczatki pozyskano szczepy P. bursaria, z ktérych wyizolowano glony nalezace do

C. sorokiniana, M. reisseri oraz C. vulgaris (Tab. 10, Ryc. 29).



26. 32, 33, 34, 36

Rycina 29. Rozmieszczenie szczepow symbiotycznych glonéw Paramecium bursaria analizowanych w ramach pracy doktorskiej. Kolorem
czerwonym oznaczono szczepy nalezace do Chlorella vulgaris, kolorem zielonym oznaczono szczepy nalezace do Chlorella vaiabilis, kolorem
z6ttym oznaczono szczepy nalezace do Micractinium reisseri, kolorem niebieskim oznaczono szczepy nalezace do Chlorella sorokiniana.
Numery szczepow zgodne z danymi zawartymi w tabeli 10.
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W niniejszej pracy endosymbiotyczne glony wyizolowane ze szczepow
P. bursaria reprezentujg cztery gatunki: C. vulgaris, C. variabilis, C. sorokiniana
i M. reisseri. Z piSmiennictwa wynika, ze na terenach charakterystycznych dla grupy
Europejskiej wystepuja symbionty nalezace do C. vulgaris i M. reisseri (Proschold i in.
2011). W ramach niniejszych badan na terenach Europy rowniez stwierdzono obecnosé¢
tych dwoch gatunkow. Ponadto na terenie Austrii zebrano szczepy P. bursaria, ktorych
endosymbionty zostaly zidentyfikowane jako C. variabilis. Obecnos¢ C. variabilis
potwierdzono takze na terenie Wiloch. Zasi¢g C. variabilis jest charakterystyczny dla
terenéw zaliczanych do grupy Amerykanskiej (USA, Chiny, Japonia), natomiast obszar
Austrii i Wloch zgodnie z danymi literaturowymi jest charakterystyczny dla
endosymbiontow grupy Europejskiej (C. vulgaris, M. reisseri). Na terenach Europy
Srodkowo-Wschodniej i Azji Poéocnej, ktore nie byty wezesniej badane potwierdzono
obecnos$¢ wszystkich czterech gatunkow. W jeziorze Bajkal odnotowano wystepowanie
C. sorokiniana, ktora byta wczesniej potwierdzana w Japonii (Yamamoto i in. 2003).
Zaskakujacym faktem jest wystepowanie M. reisseri poza obszarem Europy.
Analizowane w pracy szczepy M. reisseri zebrane byly takze na terenie Kamczatki
(Tab. 11, Ryc. 29). Na podstawie powyzszych rozwazan mozna wysungé wniosek,
iz podzial symbiotycznych glondw na dwie grupy: Amerykanska i Europejska odnosi
si¢ jedynie do liczby introndw w odcinku SSU rDNA, natomiast nie mozna wyznaczy¢
charakterystycznych zasiegow geograficznych dla zadnej z grup. W USA stwierdzono
obecnos¢ C. vulgaris i C. variabilis, co jest zgodne z danymi literaturowymi. Nalezy
jednak ostroznie stwierdza¢ obecno$¢ jedynie tych dwoch gatunkow, gdyz z tego
obszaru analizowano niewielkg ilo$¢ probek. Na obszarach Dalekiego Wschodu Azji
oraz Kamczatki (Azja Polnocna) stwierdzono obecnos¢ wszystkich czterech gatunkow,
podczas gdy w literaturze odnotowano obecno$¢ C. sorokiniana (Yamamoto i in. 2003)
i C. vulgaris (Hoshina i in. 2004, Nakahara i in. 2004) (Tab. 11). Wczesniejsze analizy
prowadzone byly na szczepach pochodzacych z kilku stanowisk odlegtych od siebie
(np. zachéd Europy i Daleki Wschod Azji). Nie badano natomiast przedstawicieli
endosymbiontéw pozyskanych z terenow Europy Srodkowo-Wschodniej, Azji
Srodkowej czy Azji Pétnocnej. Odnoszac sie do analiz przeprowadzonych w ramach
pracy doktorskiej nie mozna stwierdzi¢ wyraznych preferencji dotyczacych
rozmieszczenia geograficznego poszczegdlnych gatunkow symbiontow. Ponadto

aby mozna byto odrzuci¢ podziat symbiontow na dwie grupy, nalezy rozszerzy¢ analizy



0 nowe regiony geograficzne oraz zwigkszy¢ liczb¢ badanych szczepow z nowo

pozyskanych stanowisk.

Tabela 11. Zestawienie gatunkéw symbiotycznych glonow Paramecium bursaria
W poszczegdlnych regionach geograficznych. Na niebiesko zaznaczono gatunki
symbiotycznych glonow wystgpujace na terenie charakterystycznym dla grupy
Europejskiej (Hoshina i Imamura 2009a), na zielono zaznaczono gatunki
symbotycznych glonéw wystgpujace na terenie charakterystycznym dla grupy
Amerykanskiej (Hoshina ilmamura 2009a), na czerwono zaznaczono gatunki
symbiotycznych glonow wystepujace na terenach analizowanych w niniejszej pracy.
1~ — obecno$¢ gatunku endosymbionta, ,,-” — brak obecnos$ci endosymbionta. ,,!” —
obecno$¢ endosymbionta niestwierdzana w danych literaturowych w danym regionie
geograficznym.

Gatunek endosymbionta
Polozenie

geograficzne . o . .
C. vulgaris C. variabilis C. sorokiniana M. reisseri

Wielka Brytania,
Niemcy, Austria, + +! 5 +
Kaliningrad

USA, Chiny, Japonia + + + -

Europa Poludniowa

- 1 -
(Wlochy, Serbia) - *

Europa Srodkowo-
Wschodnia
(Petersburg, Twer, + +! - +
Jarostaw, Wolgograd,
Astracharn)

Azja Srodkowa
(Tadzykistan, gory + - - -
Altaj)

Azja Péinocna
(jezioro Bajkal,
Chabarowsk, Khanka,
Kamczatka)

6.3. Analiza zwiazku pomiedzy syngenem Paramecium bursaria a gatunkiem

endosymbionta

W odniesieniu do danych literaturowych rézne gatunki symbiotycznych glonow
wykazuja odrgbny sposob dopasowania si¢ do utworzenia stabilnego zwigzku
symbiotycznego z P. bursaria (Hirshon 1969; Weis 1978). Wykazano, ze utworzenie
zwigzku symbiotycznego jest zalezne od specyficznosci gospodarza, w obrebie czego
mozna wymieni¢ rozpoznawanie antygenow powierzchniowych endosymbiotycznych
glonow przez P. bursaria (Nishihara i in. 1998). Mozna wysunagé¢ dwie hipotezy
odno$nie utworzenia zwigzku symbiotycznego pomiedzy glonami a P. bursaria.
Pierwsza obejmuje stanowisko, iz symbioza miata miejsce przed wyodrebnieniem si¢

syngendéw, w rezultacie czego kazdy gatunek symbionta moze wchodzi¢ w zwigzek



symbiotyczny ze szczepami nalezacymi do roznych syngendw. Druga hipoteza zaktada,
iz wyodrgbnienie si¢ syngenéw miato miejsce u aposymbiotycznego P. bursaria,
dopiero pozniej u kazdego syngenu rozwijata si¢ symbioza z okreslonym gatunkiem
glonu, wobec czego mozna mowi¢ o Scisltej specyficzno$ci gospodarza wobec
symbionta. Gatunek P. bursaria poczatkowo dzielono na sze$¢ syngendéw (B), ktore
definiowane s3 jako grupy plciowo izolowane (Bomford 1966), natomiast obecna
kolekcja obejmuje pig¢ syngendéw (R) (Greczek-Stachura i in. 2012). Poszczegdlne
syngeny charakteryzuja si¢ specyficznym dla siebie rozmieszczeniem geograficznym
(Jennings 1938; Jennings i Opitz 1944; Chen 1956; Bomford 1966; Hoshina i in. 2006;
Greczek-Stachura 1 in. 2012). Szczepy P. bursaria nalezace do syngenu R1 i R2
zajmuja tereny Europy 1 Azji poczawszy od Wielkiej Brytanii az po Syberig.
W niniejszej pracy analizowano sze$¢ szczepow P. bursaria nalezacych do syngenu R1
pochodzacych z Austrii, zachodnich terenéw Rosji oraz Tadzykistanu. W obrebie
syngenu R1 szczepy P. bursaria tworza zwigzek symbiotyczny z glonami nalezacymi
do gatunkéw: C. vulgaris, C. variabilis i M. reisseri. Szczepy syngenu R2 analizowane
w ramach pracy doktorskiej pochodzity z terenu Wielkiej Brytanii, Niemiec, Serbii,
Obwodu Kaliningradzkiego, zachodnich terenow Rosji, jeziora Bajkat, przedgorza gor
Attaj oraz z Kamczatki. W obrgbie tego syngenu endosymbionty przypisano do
wszystkich czterech gatunkow: C vulgaris, C. variabilis, C. sorokiniana i M. reisseri.
Nalezy zaznaczy¢, iz C. sorokiniana zostata wyizolowana ze szczepow P. bursaria
pochodzacych z jeziora Bajkal 1 Kamczatki, czyli z terenéow, ktore nie s3
charakterystyczne dla wystepowania syngenu R2. Zasigg geograficzny szczepow
nalezgcych do syngenu R3 jest dosy¢ szeroki. Autorzy wymieniajg tereny Dalekiego
Wschodu Azji, potudniowo-wschodniej Syberii, Chin, Japonii, Bostonu w USA, ale tez
Austrii i Wiloch w Europie (Greczek-Stachura i in. 2012). W niniejszej pracy
analizowane szczepy nalezace do syngenu R3 pochodzity z Japonii, Chin, Rezerwatu
Przyrody w Khance i Chabarowska w Rosji oraz z Wioch. W obrgbie analizowanych
szczepow endosymbiotyczne glony przypisano do trzech gatunkow: C. vulgaris,
C. variabilis i C. sorokiniana. Szczepy nalezace do syngenu R4 charakteryzuja si¢
ograniczonym do USA rozmieszczeniem geograficznym (Greczek-Stachura i in. 2012).
Analizowane w pracy szczepy pochodzity z Ardmore i Bostonu w USA oraz zawieraly
symbiotyczne glony nalezace do C. vulgaris i C. variabilis. Rozmieszczenie syngenu
RS ograniczone jest do terenéw zachodniej Rosji (Ogréd Botaniczny w Petersburgu

oraz ujscie rzeki Wotgi) (Greczek-Stachura i in. 2012). Szczepy synenu R5 analizowane



w ramach niniejszej pracy pochodzity z Ogrodu Botanicznego w Petersburgu oraz
z Astrachanskiego Rezerwatu Przyrody w Rosji. Endosymbionty wyizolowane z tych
szczepdw przypisano do C. vulgaris i C. variabilis. Summerer i in. (2007) analizowali
specyficzno$¢ P. bursaria wobec symbiontow; wtym celu zmieszali dwa
aposymbiotyczne szczepy P. bursaria z glonami nalezacymi do rodzaju Chlorella
wyizolowanymi z czterech szczepéw Paramecium, kolejnych siedmiu wyizolowanych
zinnych orzeskow, dwoch wyizolowanych z Hydra viridis orazz glonami
wolnozyjacymi. Tworzenie zwigzku symbiotycznego obserwowane byto pomiedzy
P.bursaria a wszystkimi glonami oprocz glonéw wolnozyjacych oraz tych
wyizolowanych z H. viridis. Ponadto zmieszano szczep P. bursaria z trzema szczepami
symbiontow zdolnych do utworzenia zwiazku symbiotycznego, W tym jednego
wyizolowanego z P. bursaria. Zwigzek symbiotyczny wytworzyt si¢ jedynie pomiedzy
P. bursaria a szczepem wyizolowanym z tego samego organizmu, co $wiadczy
o0 wyszukanym mechanizmie rozpoznawania potencjalnego symbionta przez
P. bursaria. Hoshina i in. (2005) twierdzg, iz typ symbionta zalezy nie tylko
od lokalizacji geograficznej, ale tez od syngenu P. bursaria. Badania Lewis i Muller-
Parker (2004) prowadzone na ukwiatach dowiodly, iz w pigciu zbiornikach
identyfikowany byt jeden typ symbionta. Analizy filogenetyczne prowadzone przez
Summerer i in. (2008) wykazaty wystepowanie réznic miedzy populacjami symbiontow
tego samego gatunku gospodarza, ale pochodzacego z dwoch innych jezior w Austrii.
W odniesieniu do danych literaturowych relacja pomi¢dzy P. bursaria
I endosymbiotycznymi glonami jest bardzo elastyczna i sukces symbiozy zalezy czesto
od warunkéw panujagcych podczas hodowli. Reisser i in. (1988b) wykazali, iz dwa
aposymbiotyczne szczepy P. bursaria o amerykanskim i europejskim pochodzeniu
tworza zwigzek symbiotyczny z glonami pochodzacymi z Europy i USA, co $wiadczy
0 braku specyficznosci gospodarza wobec partnera symbiotycznego. Weis (1978)
sugeruje, iz nie istnieje zwigzek pomigdzy syngenem P. bursaria a okreslonym
gatunkiem symbionta zyjacego wewnatrz komorki gospodarza. W przypadku
P. bursaria zdolno$¢ symbiontéw do wchodzenia w stabilny zwiazek symbiotyczny
skorelowana jest z tolerancja niskiego pH $rodowiska. Symbiotyczne glony,
W przeciwienstwie do wolnozyjacych, sa w stanie rozwija¢ si¢ w srodowisku o pH
ponizej 3.5 (Huss i in. 1993). Meier i Wiessner (1989) wykazali, iz P. bursaria moze
pozbywac¢ si¢ symbiontéw, po czym nabywa nowe, ale moga one takze nalezeé

do innego gatunku. Genetyczne roéznice pomigdzy symbiotycznymi glonami P. bursaria



sa dziesi¢¢ razy wyzsze niz pomig¢dzy glonami wolnozyjacymi nalezacymi do tego
samego gatunku (Hoshina i in. 2006). Takie rozbieznosci sugeruja, iz symbioza
pomiedzy P.bursaria a glonami powstawata wielokrotnie rownolegle, natomiast
odrzucaja hipotez¢ modwigca, iz jeden typ symbionta dat poczatek wszystkim
istniejagcym dzisiaj. Podobna sytuacja ma miejsce u symbiontow wchodzacych w sktad
porostow (Piercey-Normore i DePriest 2001). Uwaza si¢, ze P. bursaria w ciagu swojej
ewolucji kilkukrotnie wymienial swoje symbionty (Hoshina i Imamura 2008).
Z powyzszych rozwazan mozna jednoznacznie wywnioskowac, iz nie istnieje zwigzek
pomiedzy syngenem P. bursaria a gatunkiem glonu zyjacego w komorce. Jedynym
przypadkiem, gdzie mozna zaobserwOwac zalezno$¢ jest syngen R4, u ktérego
wystepuja tylko C.vulgaris i C. variabilis. Jednak w tym przypadku nalezy bardzo
ostroznie mowi¢ o istnieniu zalezno$ci, gdyz moze by¢ to bardziej zwigzane
z restrykcyjnym zasiggiem syngenu R4, jak rowniez z matg iloscig prob zebranych
na terenie USA. W syngenie R1 nie spotyka si¢ takze C. sorokiniana, w syngenie R3
M. reisseri, a w syngenie R5 wystepuje tylko C. vulgaris i C. variabilis, chociaz jest to
takze bardziej uzaleznione od rozmieszczenia geograficznego obydwu syngenow.
Mozna takze przyja¢ jedna z hipotez, iz wyodrgbnianie si¢ syngenow u P. bursaria jest
zdarzeniem miodszym ewolucyjnie niz powstawanie zwigzkéw symbiotycznych, na co
wskazuje roznorodno$¢ gatunkow symbiontow w kazdym z syngenow (Tab. 10, Ryc.

29).

Istnieja dwa modele rozmieszczenia organizméw w obrebie krolestwa Protista.
Pierwszy z nich okre$la rozmieszczenia pierwotniakow jako kosmopolityczne (Finlay
2002; 2004), natomiast wedtug drugiej koncepcji zwanej “modelem umiarkowanego
endemizmu” okoto 30 % pierwotniakow charakteryzuje si¢ wystepowaniem
endemicznym (Foissner 2007; 2008). Rozmieszczenie P. bursaria mozna zdecydowanie
uzna¢ za kosmopolityczne. P. bursaria wykazuje ,,outbreeding” w odniesieniu do typu
kojarzenia, co przejawia si¢ krzyzowaniem klonow o dalekim pokrewienstwie. Taka
strategia pozwala takze utrzymaé genetyczng niezmiennos$¢ szczepdw nalezacych do
tego samego syngenu, lecz zajmujacych odleglte stanowiska, co umozliwilo osiggnac
P. bursaria zasigg kosmopolityczny. Komoérki P. bursaria charakteryzujg si¢ duza
liczebno$ciag, niewielkimi rozmiarami, co wedlug pierwszego modelu stanowi
wystarczajacg site do utrzymania cigglosci w globalnym rozmieszczeniu. Nie mozna

zaktada¢, ze “wszystko jest wszedzie”, ale wolnozyjace pierwotniaki (np. P. bursaria)



moga by¢ znajdowane wszedzie tam, gdzie ich wymagania ekologiczne s spenione.
Mozna zatem stwierdzi¢, iz rozmieszczenie endosymbiotycznych glondéw P. bursaria
rébwniez jest blizsze modelowi zaproponowanemu przez Finlay (2002; 2004), jako

ze zyja w komorkach gospodarza charakteryzujgcego si¢ rozmieszczeniem globalnym.

6.4. Uzvytecznos¢ markeréw molekularnych wykorzystanych w pracy

Wykorzystanie analiz  molekularnych  jest kluczowe przy ustalaniu
pokrewienstwa filogenetycznego w sytuacji, kiedy badane organizmy sg nieodroznialne
morfologicznie. Taka sytuacja ma miejsce przy identyfikowaniu endosymbiotycznych
glonéw P. bursaria. Analizy filogenetyczne z uzyciem matej podjednostki
rybosomalnej (SSU rDNA) i duzej podjednostki rybosomalnej (LSU rDNA) byty
wykorzystywane w identyfikacji mykobiontow (Gutierrez i in. 2007) i fykobiontow
(Friedl i in. 2000). Wykorzystywanie odcinka SSU rDNA jako jedynego markera cze¢sto
prowadzi do otrzymania wynikow niezgodnych z wynikami otrzymywanymi
z wykorzystaniem innych markerow, co wiaze si¢ z niewielkim zroéznicowaniem
w obrgbie tego fragmentu DNA (Keeling i in. 2000). Natomiast wiarygodnosé¢
i uzyteczno$¢ LSU rDNA udowodniona zostala w analizie gabek (Nichols 2005)
grzybow (Blanco i in. 2004) czy krasnorostow (Skage i in. 2005). Del Campo i in.
(2010) podaja, iz analizowany odcinek LSU rDNA w obrebie gatunkow Trebouxia jest
bardzo zrdéznicowany i bogaty w introny, wobec czego $wietnie sprawdza si¢ jako
marker molekularny. Uwaza si¢, iz LSU rDNA ewoluuje trzy razy szybciej niz
SSU rDNA, ponadto 65 % substytucji wystepuje w pierwszych 800 pozycjach
nukleotydowych (Hoshina i Imamura 2008). W zwiazku z powyzszym SSU rDNA nie
moze by¢ wykorzystywany do oceny pokrewienstwa pomiedzy taksonami nalezacymi
do Chlorellaceae (Hoshina i in. 2004; Krientz i in. 2005). Hoshina i in. (2010)
wykorzystywali odcinek LSU rDNA do poréwnania symbiotycznych glonow
P. bursaria. Wykazali, iz réznice pomigdzy C.variabilis a M. reisseri siegaly 70
substytucji, pomigdzy M. reisseri a C. vulgaris — 85, pomiedzy C. variabilis
a C. vulgaris — 59 substytucji. W pierwszych 800 nukleotydach odcinka LSU rDNA
réznice te wynosity odpowiednio 41, 49 i 39 substytucji. W niniejszej pracy
analizowany byl poczatkowy fragment LSU rDNA liczacy 555 nukleotydow. Pomiedzy
C. variabilis a C. vulgaris réznice wynosity do 20 substytucji, pomiedzy C. variabilis
a M. reisseri wynosity od 28 do 58 substytucji. pomiedzy C. vulgaris a M. reisseri

wynosity takze od 28 do 58 substytucji. Mozna zatem swteidzi¢, iz sposrdd tych



czterech endosymbiotycznych gatunkow najbardziej spokrewnione sa C. vulgaris

i C. variabilis.

Wigkszos¢  eksperymentow  filogenetycznych — wykorzystuje  fragmenty
wewnetrznych sekwencji transkrybowanych (ITS) do odtwarzania historii ewolucyjne;j
gatunkow (Wattier i Maggs 2001). Popularno$¢ tych odcinkéw DNA zawdzigcza sie
wysokiemu stopniowi substytucji nukleotydowych, co pozwala na pordwnywanie blisko
spokrewnionych ze sobg taksonéw. Ponadto region ten jest tatwo amplifikowany
i seskwencjonowany ze wzgledu na uniwersalno$¢ starterow. Odcinki ITS byty
analizowane u symbiontow porostow, takich jak Trebouxia, Coccomyxa czy
Aterochloris (Cordeiro i in. 2005). Fragmenty te wykorzystuje si¢ czgsto w badaniach
filogenetycznych na poziomie gatunkowym (Nieto Feliner i Rossellé 2007; Miao i in.
2008). Hoshina i in. (2005) sugeruja, iz odcinek ITS2 jest bardziej odpowiedni niz 18S
rDNA do rozwigzywania relacji ewolucyjnych w obrgbie blisko spokrewnionych
gatunkow Chlorella ze wzgledu na dziesigciokrotnie szybsze tempo ewolucji.
Dodatkowo baza danych w Banku Gendéw wzbogaca si¢ nieustannie o sekwencje ITS.
Kolejng zaleta wykorzystywania tego odcinka jest jego duze zrdéznicowanie pomiedzy
sekwencjami réznych gatunkow, podczas gdy w obrebie jednego gatunku sekwencje sg
bardzo podobne (Hoshina i in. 2010), co takze zostalo potwierdzone w ramach
niniejszej pracy. Miiller i in. (2005) poddali analizie wewnatrzgatunkowg réznorodnos¢
sekwencji 1TS1-5.8S-rDNA-ITS2 prawie trzydziestu szczepéw C. vulgaris, gdzie
wykazali obecnos¢ szesSciu niewielkich réznic w sekwencjach. Kopie ITS w obrebie
jednego genomu sg homologiczne, co czyni otrzymane wyniki wiarygodnymi (Kovarik
i in. 2005; Hu i in. 2009). Bock i in. (2011) udowodnili wysokg uzytecznos¢ fragmentu
5.8S i ITS2 wykorzystujac go do opisu i identyfikacji gatunkow w obrgbie rodzaju
Chlorella. Hoshina i in. (2004) rowniez wykazali uzyteczno$¢ ITS1 dla grupy
C. vulgaris. Hoshina i Fujiwara (2013) na podstawie analizy ITS2 przypisali szczep
NIES-2173, uprzednio klasyfikowany jako C. vulgaris, do gatunku C. sorokiniana
(otrzymano wysokie wartosci samoprobkowania w drzewie filogenetycznym
otrzymanym metodg ML). Hoshina iImamura (2008) analizowali odcinek 1TS2
w obrgbie trzech symbiontéw P. bursaria nalezacych do kladu Chlorella. Réznice
pomiedzy szczepami nalezagcymi do grupy Europejskiej i Amerykanskiej wynosity 62
substytucje na 251 nukleotydow (25 %), 57 substytucji pomig¢dzy szczepem
amerykanskim a innym szczepem nalezacym do Chlorella (CCAP 1660/10) (23 %) i 67



substytucji pomig¢dzy szczepem Europejskim a szczepem CCAP 1660/10 (27 %). Kiedy
poréwnano szczep amerykanski ze wzorcowym szczepem C. vulgaris, réznice wynosity
64 substytucje (25 %), natomiast pomigdzy szczepem amerykanskim a szczepem
C. sorokiniana roéznice wynosilty 65 substytucji (26 %). Szczep europejski roznit si¢ od
C. vulgaris i C. sorokiniana odpowiednio o 74 i 73 substytucje. W niniejszej pracy
analizowano odcinek ITS1-5.8S-ITS2 liczacy 543 nukleotydy. Pomiedzy C. vulgaris
i C. variabilis roznice wynosity od 81 do 128 podstawien (15-24 %). Réznice pomiedzy
C. vulgaris i C. sorokiniana wynosity od 168 do 204 podstawien (31-38 %). Roznice
pomiedzy C. vulgaris i M. reisseri wynosity od 149 do 192 podstawien (27-35 %).
Roéznorodnos¢ w obrebie C. variabilis i C. sorokiniana wynosita od 88 do 112
podstawien (16-21 %). Roznice pomigdzy C. variabilis a M. reisseri wynosity od 72 do
100 podstawien (13-18 %). Zrdznicowanie pomiedzy C. sorokiniana a M. reisseri
wynosito od 159 do 176 podstawien (29-32 %).

Wu i in. (2001) wykazali, iz odcinki chloroplastowe jako markery wykazuja
duzo wigksze zréznicowanie, niz odcinki genomu jadrowego. Provan i in. (2004)
analizowali odcinek genow od rpsll do rpl2 w obrgbie przedstawicieli zielenic.
Uzyskali roznice siegajace od 40% pomigdzy Nephroselmis olivacea
i Chaetosphaerdium globosum do 69 % pomiegdzy C. vulgaris i C. globosum w odcinku
zamplifikowanym poprzez parg starterow UCP2, ktoéra postuzono si¢ takze
w niniejszych badaniach. W pracy zamplifikowano odcinek liczacy 267 nukleotydow.
Roéznice pomigdzy C. vulgaris i C. variabilis wynosity od 18 do 43 nukleotydow,
co daje od 6 do 16 %. Roznice pomigdzy C. vulgaris a C. sorokiniana wynosity od 19
do 49 nukleotydow, co daje od 7 do 18 %. Roznice pomigdzy C. vulgaris a M. reisseri
wynosity od 16 do 43 nukleotydéw, co daje od 6 do 16 %. Rodznice pomigdzy
C. variabilis a C. sorokiniana i C. variabilis a M. reisseri wynosity odpowiednio od 46
do 64 (17-24 %) substytucji iod 35 do 57 substytucji (13-21 %). Pomigdzy
C. sorokiniana a M. reisseri roznice wynosity od 41 do 51 substytucji, co daje od 15 do
19 %. W obrebie analizowanego odcinka DNA najbardziej spokrewnionymi gatunkami
byty: C. vulgaris i C. variabilis, natomiast najwigksze zréznicowanie zaobserowano

miedzy C. variabilis i C. sorokiniana oraz migdzy C. variabilis i M. reisseri.

Biorgc pod uwage wyniki otrzymane z uzyciem trzech markerow: fragmentu
LSU rDNA, fragmentu ITS1-5.8S rDNA-ITS2 i fragmentéw genow chloroplastowych:

rpl36 i infA mozna stwierdzi¢, iz najbardziej uzytecznym w identyfikacji symbiontéw



P. bursaria jest fragment ITS1-5.8S rDNA-ITS2, gdyz réznice w sekwencjach
reprezentujagcych odrebne gatunki s3 najwyzsze, podczas gdy zréznicowanie
wewnatrzgatunkowe jest niskie. Ponadto klady tego samego gatunku opatrzone sg
najwyzszymi wartoSciami samoprobkowania. Najmniej zréznicowanym odcinkiem
okazal si¢ fragment LSU rDNA. Genom chloroplastowy charakteryzuje si¢ wysokim
zréznicowaniem migdzygatunkowym, wobec czego mozna go uzna¢ za dobry marker
molekularny. Jednak najlepszym rozwigzaniem jest jednoczesne stosowanie Kilku

markerow pochodzacych z niezaleznych genomow.



7. Podsumowanie

W obrebie czterdziestu trzech zebranych szczepéw Paramecium bursaria
wyizolowano endosymbiotyczne glony nalezace do czterech gatunkow: Chlorella
vulgaris, Chlorella variabilis, Chlorella sorokiniana oraz Micractinium reisseri.
Pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami mozna zaobserwowal  wystgpowanie

polimorfizmu genetycznego.

Analizujagc  wykonane = mikrofotografie =~ endosymbiotycznych  glondéw
Paramecium bursaria mozna uznaé, iz identyfikacja tych organizmow na poziomie
gatunku z wykorzystaniem cech morfologicznych jest bardzo trudna i powinna by¢

potaczona z wynikami otrzymanymi za pomocg metod molekularnych.

Analizujac otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, iz podzial symbiotycznych
glonéw na dwie grupy: Amerykanska i Europejska jest umowny i1 odnosi si¢ jedynie
do liczby intronéw w odcinku SSU rDNA. Niemniej jednak, aby jednoznacznie
odrzuci¢ podziat symbiontéw na dwie grupy nalezy rozszerzy¢ analizy o nowe regiony
geograficzne oraz zwigkszy¢ liczb¢ badanych szczepéw z nowo pozyskanych

stanowisk.

Wyznaczenie charakterystycznych zasiegéw geograficznych dla poszczegdlnych
gatunkow jest bardzo trudne. Gatunki endosymbiotycznych glonéw Paramecium
bursaria charakteryzujg si¢ rozmieszczeniem kosmopolitycznym, jednak w celu
udowodnienia tego zalozenia nalezy rozszerzy¢ analizy o nowe regiony geograficzne

oraz zwigkszy¢ liczb¢ badanych szczepéw z nowo pozyskanych stanowisk.

Bioragc pod uwage obecno$¢ danego gatunku endosymbiotycznego glonu
w okreslonym syngenie Paramecium bursaria, mozna jednoznacznie odrzuci¢ hipoteze
istnienia zalezno$ci pomigdzy syngenem P. bursaria a gatunkiem glonu zyjacego
w komorce. Wystepujace nielicznie zwiagzki moga by¢ wynikiem ograniczonego
zasiegu szczepOw syngenu R4, jak rowniez zbyt matej liczby prob zebranych
na terenie USA. Na podstawie powyzszych wnioskOw mozna takze stwierdzié,
iz wyodrebnianie si¢ syngenéw u P. bursaria jest zdarzeniem mtodszym ewolucyjnie
niz powstawanie zwigzkéw symbiotycznych, na co wskazuje réoznorodno$¢ gatunkow

symbiontow w kazdym z syngenow.

Istnieja dwa modele rozmieszczenia organizmow w obrebie krolestwa Protista:

model rozmieszczenia kosmopolitycznego oraz model ,,umiarkowanego endemizmu”.



Rozmieszczenie P. bursaria mozna uzna¢ za kosmopolityczne, zatem rozmieszczenie
endosymbiontow P. bursaria rowniez mozna okresli¢ jako globalne. Endosymbionty
nalezace do C. vulgaris zostaly wyizolowane ze szczepoéw P. bursaria pochodzacych
z USA, Europy PoéMocnej, Europy Srodkowo-Wschodniej, Azji Srodkowej, Azji
Potnocnej oraz Wschodniej. Endosymbionty nalezace do C. variabilis zostaly
wyizolowane ze szczepéw P. bursaria pochodzacych z USA, Europy Zachodniej,
Potudniowej, Srodkowo-Wschodniej oraz Azji Poétnocnej. Endosymbionty nalezace
do C. sorokiniana zostaly wyizolowane ze szczepdéw P. bursaria pochodzacych z Azji
Polnocnej oraz Wschodniej. Endosymbionty nalezace do M. reisseri zostaly
wyizolowane ze szczepow P. bursaria pochodzacych z Europy Zachodniej, Potnocne;j,

Srodkowo-Wschodniej oraz z Azji Pémocne;.

Analizujac wyniki sekwencjonowania otrzymane z uzyciem trzech markerow:
fragmentu LSU rDNA, fragmentu ITS1-5.8S rDNA-ITS2 i fragmentow gendéw
chloroplastowych: rpl36 i infA mozna przyja¢, iz fragment ITS1-5.8S rDNA-ITS2
charakteryzuje si¢ najwyzszym zréznicowaniem mig¢dzygatunkowym, podczas gdy
migdzy sekwencjami nalezacymi do tego samego gatunku zrdznicowanie jest bardzo
niskie, zatem mozna ten fragment uzna¢ za najbardziej odpowiedni do ustalenia
pokrewienstwa filogenetycznego migdzy endosymbiotycznymi glonami Paramecium
bursaria. Najmniej zréznicowanym odcinkiem okazal si¢ fragment LSU rDNA.
Amplifikujac fragmenty genomu chloroplastowego rdéwniez otrzymuje si¢ wysoki
stopien zroznicowania pomigdzy gatunkami, wobec czego mozna go takze uznaé
za dobry marker molekularny. Jednak najlepszym rozwigzaniem jest jednoczesne

stosowanie kilku markeréw pochodzacych z niezaleznych genomoéw.



8. Streszczenie

Paramecium Dbursaria jest gatunkiem orzgska zyjacym w  zwigzku
symbiotycznym z glonami. Gtownym celem niniejszej pracy byla identyfikacja
endosymbiontéw Paramecium bursaria na podstawie analizy molekularnej trzech
fragmentow DNA: fragmentu LSU rDNA, fragmentu ITS1-5.8S rDNA-ITS2
I fragmentow gendéw chloroplastowych: rpl36 i infA. Ponadto kolejnymi zatozeniami
pracy doktorskiej bylo zbadanie istnienia zaleznosci pomigdzy gatunkiem
symbiotycznego glonu a pochodzeniem geograficznym szczepu Paramecium bursaria,
z ktorego wyizolowano endosymbionty oraz zalezno$ci migdzy gatunkiem
symbiotycznego glonu a syngenem Paramecium bursaria. W ramach niniejszej pracy
analizowano czterdzieSci trzy Szczepy Paramecium bursaria nalezace do pigciu
syngenow i pochodzace z odleglych, niebadanych dotad stanowisk geograficznych,
z ktorych  wyizolowano endosymbiotyczne glony. W analizach molekularnych
skonstruowano kladogramy dla kazdego badanego fragmentu DNA wykorzystujac
metod¢ Laczenia Sasiadow (ang. neighbor joining) oraz metode Najwigkszej
Wiarygodnosci (ang. maximum likelihood). Dla kazdego badanego markera narysowano
réwniez sie¢ haplotypow z wykorzystaniem metody median joining algorithm. Analiza
fragmentu LSU rDNA wykazala istnienie dwudziestu dziewigciu haplotypow oraz
zréznicowanie w obrgbie haplotypoéw — Hd réwne 0.908. Analiza fragmentu ITS1-5.8S
rDNA-ITS2 wykazata istnienie dwudziestu dziewigciu haplotypow oraz zroznicowanie
w obrebie haplotypéw — Hd rowne 0.98736. Analiza fragmentow genow 3’rpl36-5’infA
wykazata istnienie trzydziestu szesciu haplotypéw oraz zrdéznicowanie w obrebie
haplotypow — Hd rowne 0.984. W obrgbie czterdziestu trzech zebranych szczepow
Paramecium bursaria wyizolowano endosymbiotyczne glony nalezace do czterech
gatunkow: Chlorella wvulgaris, Chlorella variabilis, Chlorella sorokiniana
oraz Micractinium reisseri. W niniejszej pracy wykazano, iz nie istnieje zalezno$é
pomigdzy gatunkiem endosymbiotycznego glonu a pochodzeniem geograficznym
Paramecium bursaria, jak rowniez nie istnieje zalezno$¢ pomigdzy gatunkiem
endosymbiotycznego glonu a syngenem Paramecium bursaria. Mozna rowniez uznac,
iz dotychczasowy podzial endosymbiontow Paramecium bursaria na grupe
Amerykanska i Europejska dotyczy jedynie liczby intronow w odcinku SSU rDNA,
natomiast nie ma odzwierciedlenia w rozmieszczeniu geograficznym poszczegdlnych

gatunkow.



Summary

Paramecium bursaria is a ciliate species living in a symbiotic relationship with
green algae. The studies objectives were to identify endosymbionts of P. bursaria
originating from distant geographical locations and to answer the question whether
geographical locations of P. bursaria strains are related to the specified symbiont
species. Thus, | analyzed forty three symbionts strains of P. bursaria originating from
distant geographical locations and extracted algae DNA from P. bursaria cells. Three
DNA fragments were analyzed: two of a nuclear genome (a fragment of ITS1-5.8S
rDNA-ITS2 region and a fragment of a gene encoding large subunit ribosomal DNA
(LSU rDNA)) and the fragment of plastid genome containing 3’rpl36-5’infA genes.
Three cladograms for each analysed DNA fragment were constructed using neighbor
joining and maximum likelihood methods. Haplotype networks for each DNA fragment
were drawn using median joining method. The analysis of two ribosomal sequences
showed the existence of twenty nine haplotypes (haplotype diversity Hd = 0.98736 for
the 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 and Hd = 0.908 for LSU rDNA) and thirty six haplotypes
were identified for 3’rpl36-5’infA genes (Hd = 0.984). The endosymbionts were
identified as Chlorella vulgaris, Chlorella variabilis, Chlorella sorokiniana and
Micractinium reisseri. | rejected the hypotheses concerning: (i) the correlation between
P. bursaria syngen and the symbiont species; (ii) the relationship between species of a
symbiont and geographical distribution; and (iii) the occurrence of the geographical

division of symbionts into an American and European group.
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