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Abstrakt

Bakalarska prace se zamétuje na metodu environmentadlniho sekvenovani a jeji vyuziti pti zkoumani
diverzity eukaryotickych mikrobti. Popisuje samotnou metodu, jeji mechanismus, moZznosti pouZiti
i problémy s ni spojené. V praci je popsan soucasny pohled na fylogenetiku hlavnich eukaryotickych linii.
Neni opomenuta ani blizsi charakteristika téchto linii. Pozornost je vénovana zejména nové objevenym
skupindm. Price fesi pribuzenské vztahy uvniti téchto skupin, shrnuje poznatky o jejich ekologii,
potravnich zdrojich a morfologii. Samostatnd kapitola je vénovana vyskytu protistnich skupin

v extrémnich podminkach prostredi.

Kli¢ova slova: Diverzita eukaryot, environmentalni DNA, sekvenace, rRNA, fylogenetika.

Abstract

The bachelor's thesis focuses on environmental sequencing method and its usage in examining the
diversity of microbial eukaryotic organisms. It describes the method, its mechanism, application and the
problems associated with it. The work describes the current view of the phylogeny of the major
eukaryotic lineages with their closer characteristics. Particular attention is paid to newly discovered
groups. The work addresses the relationships inside these groups, summarizes findings of their ecology,
food resources, and morphology. A separate chapter is devoted to the occurrence of the protist groups in

extreme environmental conditions.

Key words: Diversity of eukaryotes, environmental DNA, sequencing, rRNA, phylogenetics.
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Seznam pouZitych zkratek

16S rRNA Ribozomalni RNA prokaryotni velikosti, souc¢ast malé podjednotky ribozomu
18S rRNA Ribozomalni RNA eukaryotni velikosti, soucast malé podjednotky ribozomu
18S rDNA Gen pro 18S rRNA

ARLs Apicomplexiim ptibuzné linie

CCTH Cryptophyta, Centroheliozoa, Telonemia, Haptophyta
DNA Deoxyribonukleova kyselina

DSPD Hlubokomoftska pelagicka Diplonemida

ENFOR Environmentalni Foraminifera

FISH Fluorescentni in situ hybridizace

FRESHIP Sladkovodni Ichthyosporea

ITS Interni pfepisovana oblast

MAIP Mot'ska Ichthyosporea

MALV Moftska Alveolata

MAOP Moiska Opisthokonta

MAST Moft'ské Stramenopiles

NA Nova Alveolata

NC Nova Cercozoa

PAS Phaeodarian asociované sekvence
PCR Polymerazova fetézova reakce
RAD Radiolarni klad

RAS Radiolaria asociované sekvence
rDNA Ribozomalni deoxyribonukleova kyselina
RHIZ Rhizaria asociované sekvence
RNA Ribonukleova kyselina

rRNA Ribozomalni ribonukleova kyselina
SAR Stramenopiles, Alveolata, Rhizaria
UMA Nekultivovatelna moiska Alveolata



1. Uvod

Zivot existuje na Zemi jiz nékolik miliard let. Za tuto dobu se vyvinulo obrovské mnoZstvi organismii
rozmanitych tvart a velikosti, pestrych barev a nejriznéjSich zivotnich strategii. Celkova diverzita je
nicméné tak obrovska, ze nebyla dosud kompletné prozkouméana. Mnohé je znamo o makroskopickych
rozmanitosti jsou zptisobeny ptredevsim jejich malou velikosti, absenci morfologickych znakl, podle
kterych by mohly byt tfidény do skupin, a nasi neschopnosti nékteré¢ organismy kultivovat (Thornhill
et al., 2007). Molekularni metody vSak tyto problémy obchdzeji a umoziuji ndm studovat diverzitu
organismi z jiného pohledu.

Environmentalni sekvenovani je metoda zalozena na ziskévani sekvenci DNA piimo z prostfedi. Tim
se vyhyba nutnosti nejprve izolovat buiiky samotné. Metoda se nejprve zaméfovala hlavné na prokaryota,
ale dnes se vyuziva také pfi studiu diverzity eukaryotickych organismi. Environmentalni sekvenovani
pfitom odhalilo velké mnoZzstvi novych informaci. Rada z nich ovlivnila nase pfedstavy o fylogenezi
organismi, zménila pohled na jednotlivé skupiny a malym kric¢kem pftiblizila clovéka k poznani skute¢né
pfirodni rozmanitosti.

Cile této prace jsou: Popsat metodu environmentalniho sekvenovani a jeji vyuziti pfi zkoumani
diverzity eukaryotickych organismi. Objasnit problémy, se kterymi se metoda potyka. Shrnout soucasné
poznatky o jednotlivych environmentalnich skupindch, ptiblizit pohled na jejich fylogenetické postaveni

a popsat jejich ekologii ptipadné€ dalsi charakteristické znaky.



2. Environmentalni sekvenovani

Environmentalni sekvenovani neboli sekvenovani vzorki DNA izolovanych piimo z prostfedi je
dalezitym nastrojem pti hodnoceni diverzity mikroorganismi. Diive bylo mozné pro sestavovani
fylogenetickych stromll pouzit pouze sekvence ziskané z kultivovanych zastupcti. To s sebou vSak neslo
urcita omezeni. Organismy, které nebyly schopny rist ve zndmych zivnych médiich, nemohly byt
pestovany a zafazeny do fylogenetickych analyz. Metoda environmentalniho sekvenovani nicméné
umoziuje sekvenovat geny piimo ze vzorkll z prostfedi, a proto neni potieba hledat vhodné kultiva¢ni
médium. Vznikaji tak sice bohatsi fylogenetické stromy, pod nazvy sekvenci si v§ak obvykle nedokdzeme
predstavit, jak dany organismus vypada. Také neni jisté, jestli jednotlivé sekvence pochazeji ze stejného
organismu nebo maji rizny ptivod. Pomoci environmentalniho sekvenovani tedy nemizeme odhadnout

pfesny pocet druhti, umoziuje ndm nicméné jiny pohled na diverzitu organismd.

2.1. Metodika

Nejbeznéjsi postup environmentalniho sekvenovani je néasledujici. Ze vzorki ziskanych z prostiedi se
nejprve izoluje veskera DNA. Béhem PCR je z této DNA pomoci specifickych primerti amplifikovan
uréity gen, ktery je nasledné sekvenovan. Jednotlivé sekvence jsou poté porovnavany se zndmymi
organismy. Podle Stoecka a Epsteina (2003a) miZeme ziskané sekvence rozd¢lit do tii hlavnich kategorii.
Prvni jsou velmi podobné (z 95-100%) k dosud popsanym organismiim a pochéazi ziejmé ze znamych
druhti. Druhou kategorii tvoii sekvence, které nejsou blizce ptibuzné k zddnym zndmym zastupctim, ale
vétvi se v dobi'e zavedenych kladech. Clenové tieti skupiny nepodobné ani zadnému ustanovenému kladu
tvoti tplné nové linie.

Nejvice vyuzivanym a sekvenovanym genem je mald podjednotka ribozomi, 18S rRNA. Vyhodou je
pfedev$im pritomnost u vSech eukaryot a pomalé evolucni tempo (pfevzato Vaulot et al., 2008).
Az do nedavné doby byla za velkou vyhodu také povazovéna skutecnost, ze nebyl zndm zadny lateralni
prenos tohoto genu (pievzato Vaulot et al., 2008). Yabuki et al. (2014) vSak ve své studii objevili ptipad
lateralniho prenosu 18S rRNA mezi tfidou Perkisea a stramenopilnim rodem Ciliophrys a u bakterii je
znamo dokonce vice piipadu lateralniho prenosu genti (Kitahara a Miyazaki, 2013). Ackoliv lateralni
genovy prenos mezi organismy muize zmast nase porozumeéni skutecné eukaryotni rozmanitosti, podle
Yabukiho et al. (2014) jsou 18S rRNA prizkumy v odhadovani diverzity stale efektivni. Méli bychom si
vSak byt védomi, Ze ziskané environmentalni rRNA sekvence nemusi vzdy nutné znamenat existenci
organismu, ktery tuto sekvenci nese. Kromé 18S rRNA se v environmentalnim sekvenovani také casto
pouzivaji interni pfepisované oblasti ITS1 a ITS2, tseky nefunkéni RNA vmezetené mezi ribozomalni
geny, nebo plastidové geny, napiiklad 16S rRNA ¢i psbA4 nachézejici se v cyanobakteriich a plastidovém
genomu fas a vysSich rostlin.

Vyuziti kultivaéné nezéavislych metod poskytuje novy pohled na celkovou diverzitu organismil

bez potieby kultivace a morfologické identifikace konkrétnich zastupcii. Odhaluje jejich biogeografickou



distribuci, fylogenetické postaveni a piibuznost ke zndmym druhtim. Diky témto sekvencim mizeme
sestavit rozsahlejsi fylogenetické stromy. Navic ve spojeni s dal§imi metodami, jako je mikroskopické
pozorovani, fluorescencni in situ hybridizace (FISH), pritokova cytometrie ¢i analyza fotosyntetickych
pigmentil, jsme schopni odkryt dal$i informace o jednotlivych skupinach organismil, poznat jejich

morfologii ¢i zdroje potravy.

2.2. Nedostatky metody

Vyuziti kultivaéné nezavislych metod ma nékolik nedostatkli. Mezi né€ patii zejména chyby pti PCR,
zacileni primerti, produkce chimérickych sekvenci Ci pritomnost pseudogenti nebo mimobunécné DNA.
Problémem ztéZujicim pouziti environmentalniho sekvenovani je také odlisny pocet kopii gent u riznych
organismu a kontaminace vzorkd.

Béhem PCR miiZze vniknout smés produkti neodpovidajici svym zastoupenim studovanym vzorkiim.
Nekteré organismy jsou totiz Iépe amplifikovatelné a ptevladaji nad ostatnimi (pfevzato Vaulot et al.,
2008; Potvin a Lovejoy, 2009). Muze tak dochazet ke zkreslovani vysledki. Nadéjnym feSenim tohoto
problému je metagenomika. Metoda je zalozena na klonovani a sekvenovani DNA pfimo z prostiedi
bez potteby PCR kroku. Porovnani téchto dvou ptistupli, metagenomiky a metody zalozené na PCR,
v jedné analyze prekvapivé vedlo ke srovnatelnym vysledkiim (Not et al., 2009). K potvrzeni podobného
ucinku obou metod by bylo nicméné zapotiebi jejich srovnani v dalsi studii. Dtlezity je také typ primerd
pouzivanych béhem PCR. Bylo dokdzano, Ze s riznymi primery se ve vzorcich objevuji jiné skupiny (Shi
et al., 2011). Resenim mize byt kombinace vétsiho mnozstvi univerzalnich a specificky zacilenych
primert spolu s riznymi PCR podminkami.

Mezi studovanym souborem se mohou objevit také chimérické sekvence ¢i pseudogeny. Chimérické
sekvence vznikaji mimo jiné béhem PCR amplifikace. Pfi mnoZeni vice podobnych sekvenci se miize
stat, Ze polymeraza v pribéhu polymerace zméni templat na jiny. Vznika tak molekula slozena ze dvou
nepiibuznych sekvenci. Pseudogeny jsou, na rozdil od pfedchoziho ptikladu, sekvence, které se podobaji
neékterému genu, ale neprodukuji funk¢ni proteiny. Vznikly z pGvodnich funkénich geni v disledku
hromadéni mutaci. Pomoci analyzy sekundarni struktury a testovani PCR je mozné tyto artefakty najit
a sekvence vyftadit z analyzy (Thornhill et al., 2007).

Ptfi analyze pikoeukaryot se pro hrubé oddéleni organismi podle velikosti pouzivaji filtry s urcitou
velikosti port. Skrze tyto filtry v§ak miize mimo jiné projit i DNA pochazejici z vétSich organismu. Jedna
se zejména o Casti poSkozenych bunek ¢i mimobunéénou DNA (Not et al., 2009). Jeji odstranéni neni
jednoduché a je nutné s ni pocitat.

Dalsim problémem, s kterym se metoda Spatn€ vypotadava, je odlisny pocet kopii genti u rtiznych
organismi. Prispévek urcitého taxonu k celkové diverzité je zavisly na poctu rDNA kopii v jeho buiikach
(Countway et al., 2007; Not et al., 2009; Potvin a Lovejoy, 2009). Pocet kopii obecné souhlasi s velikosti
genomu a bunky. V piipadé malych organismil to vSak zfejmé mtze byt také odrazem jejich zivotni

strategie (Not et al., 2009). Takové sekvence jsou potom ve smeési produktii Castéj$i. Nemusi to ale
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odpovidat jejich skute¢nému vyskytu ve studovaném vzorku. Méné kopii geni maji naptiklad drobné
pikoplanktonni rody Pelagomonas, Micromonas a Ostreoccocus (Massana et al., 2008). Naopak vice
kopii genti se nachédzi hlavné u protist s vétSimi buiikami, jako jsou Ciliophora a Dinoflagellata (Potvin
a Lovejoy, 2009).

Velkym problémem je také kontaminace vzorkti. Pii studovani environmentalnich sekvenci
ze sedimentli a velkych hloubek se ve smési produktti asto objevuji sekvence pochazejici z autotrofnich
¢i aerobnich organismi. Ty jsou s nejvetsi pravdépodobnosti disledkem klesani organismii ¢i jejich
odumfelych ¢asti z vyssich vrstev (Alexander et al., 2009), samotni jedinci zde ale neptezivaji.

Ackoliv je velké mnozstvi chyb béhem postupu odhaleno a u¢inn€ odstranéno, je nezbytné brat

na vSechny tyto okolnosti ohled pfi interpretovani vysledkd.

2.3. Pouziti metody

Metoda environmentalni sekvenovani byla nejdiive zamétena predevsim na bakteriadlni spolecenstva.
V poslednich letech se vSak vyuziva i pfi zkoumani eukaryot. Odhaduje se, Ze mnoZzstvi popsanych
zastupct je méné nez 1 % z celkového poctu protist (Stoeck a Epstein, 2003a). Skutecna diverzita
eukaryot musi byt tedy opravdu obrovska.

Kultivacné nezavislé metody jsou aplikovany na vzorky ziskané z rozmanitych prostifedi ze vSech
koutti svéta. Nejvice studii se zaméfuje na mote a oceany v celé jejich Sifce i hloubce. Mensi mirou
prispivaji analyzy tek, jezer a ptid. Zahrnuti rozsahlé skaly habitatd je nezbytné pii zkoumani drobnych
organismil. Cim vice lokalit bude prozkoumano, tim ucelengj$i obraz celkové rozmanitosti druht
ziskame. Sekvence prevazujici ve vzorcich pochdzeji hlavné z ¢lent skupin Alveolata a Stramenopiles,
nasledované rhizarii a archaeplastidy (obr. 1). V nasledujicich kapitolach si postupné probereme studie

zaméiené na rizné eukaryotické skupiny.
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Obr. 1: Zastoupeni eukaryotickych skupin v environmentalnich studiich, vyjadieno

sloupcovym (a) a kolaCovym (b) grafem. Pfevzato a upraveno z Massana (2011).

3. Alveolata

Spolu se stramenopily a rhizarii vytvaii Alveolata dobfe podpotené uskupeni SAR (Burki et al., 2012).
Skupina Alveolata sdruzuje organismy se specifickym morfologickym znakem, kterym je pfitomnost
podpovrchovych vakuol, tzv. kortikalnich alveol. Najdeme tu zastupce Zivici se vyhradné autotrofné,
aktivni predatory ¢iobligatni parazity. Zahrnuje tfi hlavni kmeny: Dinoflagellata, Ciliophora
a Apicomplexa a né€kolik mensich linii: Colpodellida, Chromerida a Perkinsea. Environmentalni
sekvenovani navic umoznilo objeveni dalSich sekvenci pfibuznych k alveolatim, z nichz nékteré tvofi

uplné nov¢ linie.
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3.1. Syndiniales a MALV

Z riznych moftskych oblasti byly ziskany sekvence DNA ptibuzné k alveolatim. Na zéklad¢ analyzy
18S ribozomalni RNA vytvofily nové motiské alveolatni skupiny I a II, tzv. MALV (Lo6pez-Garcia et al.,
2001), nekdy nazyvana nova Alveolata, NAI a II (Not et al., 2007a) nebo vyjimecné nekultivovatelna
moiska Alveolata, UMAI a II (Alexander et al., 2009). Poprvé byly nalezeny v chladnych antarktickych
vodach (Lopez-Garcia et al., 2001). Vyskytuji se nicméné hojn€ jak v povrchovych, tak
v hlubokomoftskych prostiedich, v pobieznich oblastech i na volném oceanu. Byly dokonce izolovany
z okoli hydrotermdlnich vyvérti a z mlzi obyvajicich tato uzemi (Sauvadet et al., 2010; Noguchi et al.,
2013). Spolu se stramenopilnimi sekvencemi jsou nejcast&ji zastoupené v environmentalnich studiich.

Mof'ské alveolatni skupiny I a II jsou obecné povazovany za taxon Syndiniales. Syndiniales je skupina
heterotrofnich vnitrobunéénych parazitickych organismil. Obyvaji vyhradné moiské prostiedi od hladiny
az po dno. V minulosti bylo vytvofeno né€kolik hypotéz o fylogenetickém zatazeni Syndiniales (Guillou
et al., 2008), ale dnes je fadime mezi dinoflagellata. Tuto teorii také podporuji nekteré znaky, které maji
s dinofllagelaty spole¢né, jako je morfologie bicikatych dinospor. Dalsi typicka charakteristika
dinoflagellat dinokaryon se stale kondenzovanym chromatinem vSak u Syndiniales schazi (Groisillier
et al., 2000).

Ob¢ moftské alveolatni skupiny zahrnuji velké mnozstvi environmentéalnich sekvenci. Mimoto obsahuji
nékolik zndmych syndinialnich rodt z péti hlavnich popsanych rodin: Sphaeriparidae, Coccidinidae,
Amoebophryidae, Dubosquellidae a Syndinidae. Ackoli se v zafazeni skupin moiskych alveolat I a II
k Syndiniales vétSina fylogenetickych analyz shoduje, v uspotadani jednotlivych skupin se ndzory trochu
lisi. Podle nékterych studii (Lopez-Garcia et al., 2007; Skovgaard et al., 2009; Bréte et al., 2012) MALV 1
zahrnuje rod Duboscquella a parazitoida rybich vajicek a pludkit Ichthyodinium, MALV II potom rody
Syndinium, Hematodinium a Amoebophrya. Oproti tomu jiné analyzy (Guillou et al., 2008; Noguchi et al.,
2013) ustanovily celkem pét syndinidlnich skupin. Prvni dvé odpovidaji MALV 1 a II, skupiny III
a V obsahuji pouze environmentdlni sekvence. Zbyld skupina IV sdruzuje rody Hematodinium
a Syndinium a MALV 1I odpovida pouze Amoebophryidae.

Nejznaméjsi rod Amoebophrya spolu s dalsimi sekvencemi z podskupin 1-5 MALV-II vytvaii dobie
podpotfenou monofyletickou skupinu (Not et al., 2007a). Nachazi se pfevazn¢ v povrchovych oblastech
vodniho sloupce. Nékolik exemplafti bylo ale detekovano i ve vétSich hloubkdch. Amoebophrya je
endoparazit infikujici volné zijici Dinoflagellata, Ciliofora nebo Radiolaria. Zahrnuje jak zastupce se
striktni, tak i zastupce s Sirokou hostitelskou specifikou. Zda se vSak, ze jeho distribuce je vzdy v souladu
s vyskytem hostiteld (Marie et al., 2006). D¢li se celkem do tii skupin podle druhd organismd, které
napadd (Kim et al., 2008). Skupina II se na rozdil od ostatnich, které infikuji hostitelské jadro, vyviji
v cytoplazmé svého hostitele.

Brate et al. (2012) navic zatadili do fylogenetického stromu dalsi linie (obr. 2). MALV byly dale
¢lenény do podskupin na zaklad€ hostitelskych organismt, z kterych pochazely nové ziskané sekvence.

Objevuji se zde linie RAS (Radiolaria asociované sekvence), RHIZ (Rhizaria asociované sekvence)
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¢i PAS (Phaeodarian asociované sekvence). Vzhledem ktomu, Ze se zndmé syndiniadlni rody zivi
paraziticky, je pravdépodobné, ze také sdruzené sekvence MALV-I a Il pfedstavuji parazitické zastupce.
JelikoZ nebyl izolovan zadny konkrétni druh ani nalezen pfesnéjsi ditkkaz, mohlo by se ale také jednat
o vztah mutualisticky. K utvotfeni jednotného obrazu bude nezbytné dal§i prozkoumani téchto novych

sekvenci.
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Obr. 2: Fylogenetické usporadani linii motské alveolarni skupiny I (MALV I).
Podle Brate et al., 2012.

3.2. ARLs

Analyza environmentalnich vzorkli oznac¢enych jako ,,nové bakterie ukézala, ze fada téchto sekvenci
nalezi k Gplné€ jinym skupindm (JanouSkovec et al., 2012). Mezi sekvencemi piivodné povazovanymi
za bakterialni bylo nespravné zatfazeno mnoho plastidovych sekvenci eukaryot. Mezi nimi byla také mala
skupina sekvenci, které se vétvi jako sesterské skupiny k apicomplexiim. Apicomplextim piibuzné linie
(ARLs) zahrnuji 8 linii (Janouskovec et al., 2012). Sest téchto linii se sklada pouze z enviromentalnich
sekvenci. Zbylé dv€ zahrnuji zndmé symbionty kordlt: Chromera (ARL-III) a Vitrela (ARL-I).
Z nedavné studie vSak vyplynulo, Zze je Chromera a Vitrela vazana spise na koralové prostiedi nez

na koraly jako takové a nemuseji tedy byt jejich obligatnimi symbionty (JanouSkovec et al., 2013).
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a volné zijicimi skupinami a miize byt vyznamna pro objasnéni vyvoje parazitismu u fady apicomplex
(Janouskovec et al., 2012). Tato skupina se hojné vyskytuje v prostfedi koralovych ttest. Zatim neni
jasny presny vztah ARL-V a korald. Vzhledem k jejich vazbé na zdravé populace koralt a urcitou
hloubku, kterd nepresahuje 20 m, se vSak zda, Ze je tento vztah spiSe mutualisticky nez paraziticky

(Janouskovec et al., 2013).

3.3. Ostatni alveolatni skupiny

Mezi dalsi vyznamné Cleny alveolat patii kmeny Ciliophora a Dinoflagellata. Oba jsou velmi hojné
reprezentované v environmentalnich vzorcich, avsak jejich Cetnost miize byt odrazem obsahu vice kopii
genu v buiikach (Diez et al., 2001; Potvin a Lovejoy, 2009).

Ciliophora je viibec jedna znejlépe prostudovanych skupin z protist. VSechny linie vSak obsahuji
velké mnozstvi environmentalnich sekvenci, které nejsou blizce piibuzné zadnym jinym sekvencim
(Slapeta et al., 2005), takZe celkova diverzita nebyla zdaleka pIné prozkouména. Ciliophora jsou hlavnimi
konzumenty bakterialnich spoledenstev jak v moiském, tak i sladkovodnim prostiedi. Rada z nich se
rovnéz dokdze prizplsobit anoxickym podminkdm. Sekvence izolované z hlubokych anoxickych moti
patrn€ vytvari novy klad, prozatim oznaceny CAR-H (Stoeck et al., 2003b). Piedtim, nez dojde k ziskani

dalsich podobnych sekvenci, ziistanou pouze novou domnélou skupinou.

4. Stramenopiles

Pfitomnost dvou bic¢ikd, jednoho hladkého a druhého s tripartitnimi tuhymi vlasky, mastigonematy, je
hlavnim znakem sjednocujici Stramenopiles. Tato ekologicky vyznamna skupina organismti obsahuje
zastupce celé fady morfotypt s riznorodym zptisobem obzivy. Patii sem jak rasy, tak houbam podobné

organismy i heterotrofni bicikovci. Mimoto zahrnuje uplné€ nové linie sekvenci.

4.1. MAST

V minulosti odhalila riiznad motska prostfedi velké mnozstvi novych environmentalnich sekvenci, které
byly vice pfibuzné mezi sebou nez k jinym dosud zndmym liniim. To naznacovalo, Ze by se mohlo jednat
o uplné nové vyvojové linie. Na zékladé molekularni analyzy malé ribozomalni podjednotky 18S rRNA
byly nasledné pfitazeny ke stramenopilnim skupindm a pojmenovany MAST neboli motské stramenopila
(Massana et al., 2004). MAST lezi na bazi fylogenetického stromu, kde vytvareji nékolik nezavislych
vétvi blizkych oomycétim, bicosoecidim a labyrinthulidim (Massana et al., 2006; Logares et al., 2012;

obr. 3).
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Massana et al. (2006).

Moftska stramenopila (MAST) zahrnuji celkem 13 skupin sloZzenych pfevazné z environmentalnich
sekvenci (Massana et al., 2004). MAST-1, 3, 4 a 7 jsou planktonni skupiny hojné v otevienych motich
a pobfeznich oblastech. Méné¢ casto se vyskytujici skupiny MAST-2, 5, 6, 10 a 11 se nachazeji
v hlubokomoftskych oblastech a jsou ziejmé soucasti pikoplanktonu. MAST-8 je na rozdil od ostatnich
skupin véazana lokaln¢ na urcité oblasti. Nejzajimavejsi distribuci maji skupiny MAST-9 a MAST-12,
které se nachazeji pfevazné v anoxickém prostiedi sedimenti nebo v okoli hydroterméalnich vyvért. Tyto
sekvence by mohly pochazet z anaerobnich organismu.

Skupiny MAST-1, 2, 3 a 4 jsou kosmopolitné¢ rozsifené a nejcastéji izolované z ptirodnich vzorki.
Avsak jejich sv€tova distribuce se trochu 1isi. MAST-1 se Casto vyskytuje v polarnich oblastech, na rozdil
od skupiny MAST-4, ktera je zavisla spiSe na teplej$i moie. Massana et al. (2006) navic odhalili jejich
vzhled. Pouzili metodu fluorescencni in situ hybridizace (FISH) se specifickymi oligonukleotidovymi
sondami, které umoziuji zacileni konkrétni MAST skupiny. VSechny pozorované bunky byly kulovité
s dobfe definovanym jadrem a jednim dlouhym bic¢ikem (kromé skupiny MAST-1 kladu A). Druhy bi¢ik
¢i ztratou behem vzorkovani (Massana et al., 2006). Skupiny se také znacné lisily v bunécéné velikosti.
Nekteré vykazovaly konstantni velikost v rizném prostiedi, u jinych se velikost rovnomérné snizovala se
vzristajici teplotou okoli (Massana et al., 2006). Existuje ziejmé nekolik ekotypt liSicich se v narocich

na podminky prostredi.
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Klad MAST-3 ptvodné sloZzeny pouze z environmentalnich sekvenci ma nyni své dva popsané
zastupce. Solenicola seltigera je vubec prvni druh popsany mezi MAST. Pfifazeni solenicoly
do fylogenetického stromu bylo v minulosti vzdy obtizné. Nakonec se stala soucasti Incerfae sedis,
organismi s nezndmym zatazenim. Neddvnd studie nicmén€ odhalila pfibuznost solenicoly k MAST-3
s maximalni vétvici podporou (Gomez et al., 2011). Solenicola seltigera je motsky heterotrof se silnou
vazbou na kiemicitd vlakna rozsivek. Jde o vztah mutualisticky (Goémez et al., 2011). Oproti
charakteristickym stramenopilnim znakiim vlastni pouze jeden hladky bic¢ik. Vyskytuje se hojné po celém
svété. Druhym zastupcem je Incisomonas marina kultivovany a popsany Cavalier-Smithem a Scoblovou
(2013). Tento druh ma také pouze jeden hladky zadni bicik a zivi se bakteriemi. Incisomonas a jemu
pfibuzné environmentédlni sekvence se v 18S rDNA analyze sestersky vétvi se skupinou zahrnujici
mnozstvi environmentalnich sekvenci a také druh Solenicola seltigera (Cavalier-Smith a Scoble, 2013).
Vzhledem k unikatnimu znaku kultivovatelnych zastupcti, pouze jednomu hladkému biciku, oznacili
Cavalier-Smith a Scoble (2013) tuto linii jako Uniciliatida a celou MAST-3 skupinu pojmenovali
Nanomonadea.

Vibec nejhojnéjsi ze vSech skupin MAST-4 zahrnuje velmi podobné sekvence ziskané z riiznych
odlehlych motskych systémil. Ma pét hlavnich kladi A-E. Rodriguez-Martinez et al. (2012) navrhli
metodu, podle které je mozné odhadnout pravdépodobny pocet druhti v jednotlivych kladech. Porovnavali
jejich interni prepisované oblasti ITS1 a ITS2. Pritom klady obsahujici vice druht vykazuji shodné
topologie v ITS1 a ITS2 stromech. Zatimco klady, které zahrnuji pouze jeden druh nebo jsou v procesu
speciace, vykazuji neshodu v ITS. Ta je zfejmé zplisobena nedavnou rekombinaci. Hypotetizuji, ze klad
A zahrnuje pravdépodobné pouze jeden druh, oproti tomu klady B, C a E maji druhti vice (obr. 4). Klad D
ma pouze jednu ITS sekvenci a nemohl byt tedy analyzovan. Podobné srovnani by mohlo odhalit pocet
druhti u i ostatnich skupin.
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Rodriguez-Martinez et al. (2012).
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Kromé adaptace k anoxickému prostiedi vykazuje klad MAST-12 jesté dalsi zvlaStnosti. Prvni z nich
je pritomnost sekvence izolované z usti feky (Kolodziej a Stoeck, 2007). Tento nalez by mohl znamenat,
ze skupina MAST- 12 obsahuje také sladkovodni zastupce. Pti usti fek dochazi k michéani sladké a slané
vody, nenachdzi se zde proto Cist¢ sladkovodni prostiedi. Objevend sekvence by tedy mohla také
pochazet z organismu, ktery pouze toleruje niz$i obsah soli. Nebo je to jenom sekvence pochdzejici
z DNA, ktera sem byla zanesena z mote. Druhou zajimavosti MAST-12 je podivny otvor na zadni strané
buiiky (obr. 5). Kolodziej a Stoeck (2007) objevili tuto zvlastni strukturu pii zkoumani vzhledu MAST-12
pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH) se specifickymi oligonukleotidovymi sondami, které
umoziji zacileni konkrétni MAST skupiny, v kombinaci se skenovaci elektronovou mikroskopii. Nic
podobného nebylo nikdy diive pozorovano. Podle nékterych nazor by se mohlo jednat o zdeformovani
zpuisobené piipravou vzorku. Struktura se nicméné u zkoumanych bunck objevovala pravidelné

(Kolodziej a Stoeck, 2007).

Obr. 5: Podivna struktura u zastupce MAST-12. Upraveno podle Kolodziej
a Stoeck (2007).

VSechna motska stramenopila (MAST) jsou s nejvétsi pravdépodobnosti volné Zijici heterotrofni
bicikovci. Bakteriovorni zpiisob vyzivy potvrdily experimenty s potravni preferenci (Massana et al.,
2009) a pritomnost bakterii uvniti vakuol (Massana et al., 2006). V obou piipadech byly konkrétni
MAST skupiny rozpoznany pomoci FISH se specifickymi oligonukleotidovymi sondami, pohlcené
bakterie byly posléze detekovany epifluorescenci a FISH. Nekteré skupiny pfitom upfednostiovaly spise
bakterie s dobrou kondici, jiné zase preferovaly predev$im mrtvé buiiky. Odmitani urcitych bakterii
naznacuje pfitomnost pomysiné hranice optimalni velikosti kofisti. Nékterd MAST muzou ale navic
prechazet na jiny zptsob vyzivy. MAST-6 v oblastech s vysokym vyskytem cyanobakterii a zelenych fas
pohlcuji mimo jiné také tyto autotrofni organismy (Piwosz a Pernthaler, 2010). Heterotrofii také

podporuje postaveni MAST skupin na fylogenetickém stromu, kde skupiny MAST lezi mezi
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heterotrofnimi vétvemi. Navic ve FISH analyzach nebyl pozorovan zadny néaznak pfitomnosti
chloroplastu (Massana et al., 2000).

Moftska stramenopila (MAST) obyvaji vSechny moiské oblasti a jsou ziejmé vyznamnou slozkou
moiskych ekosystémi. Rozsahly vyskyt v prostiedi poukazuje na existenci nékolika ekotypid. Sekvence
DNA ziskané z hlubokomotskych sedimentli by mohly pochazet z jedinct, ktefi jsou na toto prostredi
dobfe adaptovani. Na druhé stran€ by se ale mohlo jednat o DNA z mrtvych organismt vysSich vrstev.
Oproti tomu sekvence pochazejici z volného mote jsou pravdépodobné nezanedbatelnou slozkou

planktonnich spolecenstev.

4.2. Pelagophyta

Ttida Pelagophyceae je skupina moiskych planktonnich fas, ktera Casto zplisobuje hnédé zbarveni
vodni hladiny (Raven, 2012). Jeji zastupci se vyznacuji stramenopilnimi bic¢ikatymi buiikami. K této tidé
byla pfifazena skupina sekvenci z plastidového genomu z 99% ptibuzna ke znamému druhu Pelagomonas
calceolata (Worden et al., 2012). Je mozné, Ze noveé nalezené sekvence pochdzeji ptimo z Pelagomonas
calceolata. Vzhledem k neschopnosti kultivovat organismus, z kterého sekvence pochazeji, byl ale
z opatrnosti oznacen jako divoky Pelagomonas (Worden et al., 2012).

Divoky Pelagomonas vykazuje velmi Sirokou distribuci v prostfedi. Jeho sekvence jsou hojné
v povrchovych vodach i v hlubokomotskych sedimentech, v mezotrofnich i oligotrofnich oblastech.
Jelikoz se jedna o autotrofni druh, mtize hrat vyznamnou roli v ukladani uhliku do sedimentti (Worden
et al,, 2012). Casteéné by tak mohl piispivat ke svétovému kolob&hu uhliku, adkoliv vét§i mirou se

na tomto procesu podileji spiSe organismy vétSich velikosti s mineralizovanymi schrankami.

4.3. Ostatni Stramenopiles

Mezi dalSi stramenopilni skupiny, které se casto vyskytuji v environmentalnich vzorcich, patfi
pfedev§im  heterotrofni Bicosoecida a autotrofni tfidy Chrysophyceae, Bacillariophyceae,
Dictyochophyceae a mensi mirou pfispivaji Pinguiophyceae ¢i Eustigmatophyceae.

Chrysophyceae zahrnuji velké mnozstvi popsanych fototrofnich i heterotrofnich druhii. VétSina z nich
zije ve sladké vodé, najdou se vSak i nékteré druhy vdzané na moiské prostfedi. Mezi nimi je také jedna
vetsi popsand motska tiida Parmales, pro jejiz zastupce je charakteristicka pfitomnost kfemicité schranky
(Shi et al., 2009). Chrysophyceae vytvareji celkem 12 klad A-J (klady B a F jsou jeSté rozd€leny na B1,
B2 a F1, F2), znichz G-J byly popsany teprve v nedavné studii del Campa a Massany (2011). Kromé&
kladu A (Synurophyceae), ktery obsahuje pouze kultivovatelné zastupce, a kladi G, H a I, které jsou
naopak slozeny pouze z environmentalnich sekvenci, vSechny ostatni seskupuji né€kolik znamych
organismi a mnoZzstvi environmentalnich sekvenci. Pfitom klady B1, B2 a E maji pouze sladkovodni
sekvence, klady C, D, F1, F2, G, H a J obsahuji sekvence z moiského i sladkovodniho prostredi a klad I
zahrnuje pouze moiské sekvence (del Campo a Massana, 2011). Chrysophyceae jsou pomémé hojna

a mohou byt vyznamnymi Ciniteli v pfirod¢.
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Bicosoecida jsou aplastidicti bic¢ikovei, ktefi zahrnuji 11 rodd. Typické dvoubicikaté bunky
se vyskytuji ve sladkovodnim i motském prostiedi. Spadd sem mimo jiné nespravné pojmenovany
moisky klad MAST-13 (del Campo a Massana, 2011), dfive fazeny k motskym stramenopilim (MAST).
Environmentalni sekvence vytvateji jeden sladkovodni monofyleticky klad vméstnany mezi nékolika
moiskymi vétvemi. Mohlo by se jednat o poziistatek pfechodu této skupiny ze sladké vody do motského
prostiedi ¢i naopak linii, ktera opustila ptivodni motsky habitat.

Rozsivky (Bacillariophyceae ¢i Diatomeae) jsou znamé piedevsim pro svoje dvoudilné kiemicité
schranky. Kromé tvorby kysliku se také podileji na ukladani kiemikd do sedimentl. V prostfedi se jim
pfibuzné environmentalni sekvence vyskytuji hlavné v oblastech s vyssi koncentraci zivin. Jsou také
ziejme druhovée vazané na urcité sveétoveé oblasti, jelikoz se nalezy jednotlivych sekvenci z riznych oblasti
znacné lisi (Diez et al., 2001). Oproti tomu environmentalni sekvence Dictyochophyceae se objevuji

globalné jako soucast planktonu.

5. Rhizaria

Tti hlavni skupiny améboflagelatt Foraminifera, Radiolaria a Cercozoa piedstavuji nejvétsi druhovou
diverzitu oddéleni Rhizaria. VétSina zastupcl je heterotrofnich a tvofi rtizné€ tvarované panozky
a schranky. Pfestoze vSechny obyvaji vodni prostiedi, jejich distribuce se trochu li§i. Zatimco Radiolaria

jsou soucasti planktonu, Foraminifera ziji pfedevsim na dn€ v bentosu.

5.1. Foraminifera

Charakteristickymi znaky skupiny jsou granuldzni retikulopodia a jednokomiirkové (Monothalamida)
nebo vicekomirkové (Rotalida a Textularida) schranky. Jedna se pfedev§im o generalisty, ktefi vyuzivaji
velkou skalu riznych zdroji a ptezivaji v Sirokém mnozstvi habitatii. To mize byt divodem castého
vyskytu jejich environmentdlnich sekvenci ve studovanych vzorcich. Nejdiive se ptedpokladalo,
ze obyvaji hlavné motské prostfedi, protoze jsou zde velmi hojni. Kromé toho se ale vyskytuji
i ve sladkych vodach a v ptde.

Velké mnozstvi environmentalnich sekvenci spadd mezi motska foraminifera. Nékteré z nich jasné
patii k vicekomtirkovym tadim Rotalida a Textularida. VétSina se vSak vétvi na bazi fylogenetického
stromu mezi monothalamidnimi klady A-M (Pawlowski et al., 2011). Nékteré spadaji do existujicich
kladii, ale vétSina znich vytvafi nové environmentilni foraminiferni klady nazvané ENFORI-8
(Pawlowski et al., 2011). Témeét vSechny ENFOR pochazeji z hlubokomoiskych vzorkl. S nejvétsi
pravdépodobnosti to jsou sekvence organismill ptizpisobenych k tomuto prostfedi. Nekteré také zahrnuji
skupiny sekvenci DNA pochézejici z organismi, které ziji zvlastnim zplsobem vné nebo uvniti
prazdnych schranek jinych foraminifer (Lecroq et al., 2011).

Foraminifera nejsou omezend pouze na moiské prostfedi. Velké mnozstvi jejich zastupc obyva

sladké¢ vody. Sladkovodni sekvence spadaji do dvou linii blizce pfibuznym nékterym motskym
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foraminiferm (Holzmann et al., 2003). Jedna skupina sekvenci vytvari uplné novy klad N, druhd se vétvi
uvnitf kladu L (Holzmann et al., 2003). Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni této skutecnosti je, Ze zmenily
habitat nezévisle na sob¢.

Lejzerowicz et al. (2010) rovnéz izolovali n€kolik sekvenci z ptidniho prostfedi. Podle této studie
vytvari pudni environmentalni sekvence celkem Ctyfi skupiny, znichz skupina 1 je slozena pouze
z pidnich clenti. Zbylé tii skupiny obsahuji také sladkovodni, ale nikdy motské sekvence (Lejzerowicz
et al., 2010). Krom¢ zmény habitatu z moiského na sladkovodni piesla tedy Foraminifera i na pevnou
zem. Zde jako jiné pidni organismy ziejmé prezivaji v porech. Vyskyt foraminifer v tak velké skale
rozmanitych prostiedi poukazuje na jejich ekologickou rozmanitost. Rada sekvenci ma ale nejasné

zafazeni a jejich pribuzenské vztahy nejsou zatim vyfeseny.

5.2. Radiolaria

Radiolaria jsou vyhradné moiské organismy. Mnoho z nich vytvaii podpiirné mineralizované miizky
az schranky. Zivi se velmi rtiznorodou potravou od jednobunéénych rozsivek a nalevnikil az po larvy
bezobratlych zivoc€icht. Tvorba symbiotickych vztahl s ostatnimi organismy je pro tuto skupinu typicka.
Skryvaji velké mnozstvi protozodlnich a fasovych symbiontl zahrnujici Dinoflagellata, Haptophyta
a Prasinophyta (Bréte et al., 2012). Mimoto jsou hostiteli parazitickych Syndiniales. I kdyz by mohly
syndinidlni sekvence izolované z radiolarii pochdzet zjejich endosymbionti (Dolven et al., 2007).
Vzhledem k jejich zptsobu Zivota jsou bezpochyby vyznamnou soucasti potravnich fetézcu.

Radiolaria se déli na tfi statisticky dobfe podpoiené taxony: Acantharea, Polycistinea a Taxopodida.
Nalezené environmentalni sekvence tvoii pét kladi: RAD-I a RAD-II se nachéazeji mezi Acantharea,
RAD-III spada k Polycistinea a RAD-IV a V k Taxopodida (Not et al., 2007a). RAD-I, RAD-IV a jedna
z podskupin RAD-III jsou sloZeny pouze ze sekvenci pochazejicich ze Sargasového mote (Not et al.,
2007a), zatimco ostatni skupiny vykazuji mnohem rozséahlejsi rozsiteni zahrnujici dalSi oblasti svéta.
Naptiklad skupina RAD-III obsahuje navic sekvence ze Stfedozemniho mote, karibskych vod

a JihoCinského mote. RAD-V zase seskupuje mimo jiné sekvence pochdzejici z antarktické oblasti.

5.3. Cercozoa

Skupina Cercozoa zahrnuje velmi hojné a ekologicky vyznamné druhy. Vyskytuji se v pide,
sladkovodnim i motském prostedi a Zivi se prevdzné bakteriemi. Analyza 18S rRNA odkryla celkem
devét novych cerkozoalnich kladd NC (Bass a Cavalier-Smith, 2004). VSechny jsou slozené pouze
z environmentalnich sekvenci. Zajimavé jsou klady NC8 a 9, které jsou ziejmé sesterskou skupinou
Phytomyxea, parazitl rostlin (Bass a Cavalier-Smith, 2004). Zatim ale neni jisté, jestli jsou nové klady

spiSe parazitické nebo endosymbiotické.
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6. Hacrobia / CCTH
Hacrobia je uskupeni sdruzujici Cryptophyta, Centroheliozoa, Telonemia a Haptophyta (CCTH).

Kromé toho sem spadaji jest¢ Katablepharida a dal$i mensi skupiny. Jedna se zfejmé o polyfyletickou
skupinu. Katablepharida jsou sice pfibuzna cryptophytim s maximalni bootstrapovou podporou,
Haptophyta jsou vSak blizce piibuznd SAR (Stramenopiles, Alveolata, Rhizaria) a fylogeneticka pozice
ostatnich skupin je zatim nejasna (Burki et al., 2012).

Sekvence dvou fotosyntetizujicich skupin Cryptophyta a Haptophyta (Prymnesiophyta) byly
pozorovany v tadé prostiedi. Nékteré jsou identické se znamymi druhy, jiné jsou naopak uplné odlisné,
coz naznacuje znacnou diverzitu, ktera vSak jest¢ nebyla pln€ prozkoumana.

Haptophytni sekvence jsou hojné pifevazné v povrchovych castech vodniho sloupce. Nékolik sekvenci
ziskanych na zéklad¢é analyzy malé ribozomalni podjednotky 18S rRNA je piibuznych k Phaeocystis
antarctica (Diez et al., 2001). Tento druh je hojny v studenych oblastech jizni polokoule, kde casto
zpusobuje rozsahlé vodni kvety. Dalsi objevené sekvence spadaji k Emiliania huxleyi (Man-Aharonovich
et al., 2010), druhu, ktery vyznamné ovliviiuje kolob&h uhliku na Zemi. Lepere et al. (2009) provedli také
analyzu plastidovych gent, z které vyplynuly klady Prym 16S-I, II a Ill. Kazdy klad zahrnuje velké
mnozstvi environmentalnich sekvenci a néktery zndmy druh. Klad Prym 16S-I obsahuje druh
Chrysochromulina acantha, Prym 16S-1I dva druhy rodu Phaecystis a Prym 16S-1Il Emiliania huxleyi
(Lepere et al., 2009). Je ztejmé, ze nékteré sekvence ribozomalnich a plastidovych genti mohou pochazet
ze stejnych organismu.

K haptophytim se na zakladé plastidové rRNA analyzy vétvi jako sesterskd skupina rappemonady
(Moreira a Lopez-Garcia, 2014). Tato skupina byla charakterizovana kombinaci analyzy plastidovych
16S rRNA gent a fluorescence in situ hybridizace neboli FISH (Moreira a Loépez-Garcia, 2014).
Environmentalni sekvence pochazeji ze sladkych vod i moti. Neni ale zatim jisté, jestli rappemonady
reprezentuji novou fasovou skupinu nebo jsou jenom dalsi haptophytni linii.

Centroheliozoa se vyznacuji paprs€ité uspofadanymi axopodii, které slouzi k chytani potravy. Nékteré
skupiny maji kiemicité Supiny na povrchu buiiky, jiné je v evoluci druhotné ztratily. Centroheliozoa
a k nim spadajici environmentalni sekvence jsou rozdélena do dvou kladli A, B a Sesti subkladi CL1 - 6,
po tiech v kazdé skupiné (Cavalier-Smith a Heyden, 2007). Jednotlivé subklady byly zkonstruovany
na zéklad¢ ptibuznosti 18S rRNA genil. Environmentélni sekvence pochazi prevazné ze sladkovodniho
prostiedi, jen nékolik malo jich bylo ziskdno z moii. Nekteré subklady jsou pfitom vyhradné sladkovodni
(CL1 a CL6) ¢i motské (CL4), zatimco u ostatnich se nachazeji zastupci a sekvence z obou prostredi
(Cavalier-Smith a Heyden, 2007). To naznacuje piechod nékterych linii do jiného prostiedi.

Telonemia je pomérné nedavno ustanoveny kmen (Shalchian-Tabrizi et al., 2006). Tvofi dobie
podpotfenou monofyletickou skupinu, kterd sdruzuje rod Telonema a jemu piibuzné environmentalni
sekvence. Clenové rodu Telonema jsou dvoubitikovcei s mitochondriemi s tubularnimi kristami a vysoce
komplexnim cytoskeletem. Mimoto se u nich nachazeji podpovrchové vakuoly podobné jako u alveolat.

Se stramenopily zase sdileji mastigonemata. Vzhledem k t€émto charakteristikdm by méla byt Telonemia
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blizka spiSe alveolatim ¢i stramenopilim. Podle fylogenetické analyzy zalozené nal8S rRNA jsou

vSak jejich nejbliz§imi pfibuznymi Cryptophyta a Haptophyta (Shalchian-Tabrizi et al., 2006).

7. Picobiliphyta

V moiském pikoplanktonu byla odhalena velmi zajimava skupinu sekvenci. Tyto sekvence byly
puvodné ziskany filtraci vody skrze 2-3ul pory, pouzivané k izolaci pikoplanktonich organismi. Podle
puvodu dostala tedy nédzev Picobiliphyta (Not et al., 2007b). Neékterymi autory byla nicméné
pfejmenovana na Biliphyta vzhledem k odhadované velikosti odpovidajici spiSe nanoplanktonu. Ackoli
byla Picobiliphyta poprvé ziskana z chladnych polarnich vod zda se, Ze obyvaji celou fadu nejriznéjsich
prostiedi a jsou globalné rozsitena. Pivodné se také myslelo, Ze jsou vdzana spiSe na horni ¢ast vodniho
sloupce. Neékolik sekvenci bylo nicméné nedavno nalezeno iv hlubokomotskych oblastech (Moreira
a Lopez-Garcia, 2014). Vytvéaieji alespon tfi klady, z nichz jasné monofyleticky klad BP2 se vyskytuje
pouze u hladiny.

Prvni environmentalni sekvence picobiliphyt byly identifikovany 18S ribozomalni RNA analyzou.
Nasledné byla determinovana jejich hruba morfologie mikroskopickym pozorovanim s pouzitim
fluorescencni in situ hybridizace se specifickymi sondami (Not et al., 2007b). Pozorované bunky
obsahovaly oranzove svétélkujici organely a malé struktury barvici se barvivem specificky oznacujicim
jadra. Podle Nota et al. (2007b) mohlo jit o plastidy s nukleomorfem, pozistatkem jadra pohlceného
organismu. Predpokladali totiz, Ze se jedna o fototrofni organismy pfibuzné cryptophytim. Tuto teorii
také podpofila skutecnost, ze Pikobiliphyta stejné jako Cryptophyta zfejmé obsahovala fykobiliproteiny,
které zachycuji svételnou energii pro metabolismus. Zadna z naslednych studii vsak neodhalila dikazy
po pfitomnosti plastidové DNA a hypotézu nepotvrdila (Yoon et al., 2011; Seenivasan et al., 2013;
Moreira a Lopez-Garcia, 2014). Naopak se zda, Ze Pikobiliphyta jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
heterotrofni organismy. Oranzoveé svétélkujici signaly mohly proto spiSe pochdzet z pohlcenych
cryptophytich fas (Yoon et al., 2011).

Picobiliphyta vytvaieji nezavislou linii mezi hlavnimi eukaryotnimi skupinami. Jejich pfesna pozice
ve fylogenetickém stromé je zatim nevyfeSena. V minulosti byly na zaklad€ riznych studii povazovany
za sesterskou skupinu ke cryptophytim, katablepharidiim, telonemidim ¢i glaukophytim (Moreira
a Lopéz-Garcia, 2014; obr. 6). Zadné ztéchto vétveni nebylo dostate¢né podpofeno, a proto dnes
zaujimaji pozici eukaryotnich Incertae sedis, skupiny snezndmym postavenim. Vzhledem k jejich

hlubokému vétveni uvnitt stromu je vSak jasné, Ze se jednd o velkou samostatnou skupinu.
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Obr. 6: Rzné pohledy na fylogenetickou pozici Picobiliphyt. BP znaéi pravdépodobnost vétveni.
Upraveno podle Moreira a Lopéz-Garcia (2014).

Skupina Picobiliphyta se az do nedavné doby skladala ¢isté z environmentalnich sekvenci. K popsani
vibec prvniho kultivovatelného zastupce, na zdkladé kterého byl popsdn kmen Picozoa, ptispéli
Seenivasan et al. (2013). Picomonas judraskeda (obr. 7) je jednobunécny organismus se dvéma hladkymi
heterokontnimi bi¢iky umisténymi na ventralni stran¢ podlouhlého téla. Buiika je rozdé€lena ryhou na dvé
poloviny (obr. 7). Pfedni ¢ast obsahuje vSechny typické eukaryotické struktury, jako je jadro, jedna
mitochondrie s tubularnimi kristami a Golgiho aparat. Zadni ¢ast bunky je zase dulezitd v pfijimani
a zpracovavani potravy. Nachazeji se zde pfedevS§im vakuoly a cytostom. Takto rozdélené télo spolu
se zvlastnim typem pohybu jsou unikdtnimi znaky, které nebyly nikdy pozorované u zadnych jinych
eukaryot (Seenivasan et al., 2013). Mohlo by se tedy skute¢né jednat o tipln€ novou eukaryotickou linii se
specifickymi charakteristikami.

Dalsi velmi diskutovanou problematikou ohledné picobiliphyt je jejich zpiisob vyzivy. Autotrofie byla
po podrobnéjs$im zkoumani zcela zavrzena. Alternativou je pohlcovani vird, bakterii, sinic ¢i drobnych
fas. Nalezy nejriznéjsich virovych a bakteridlnich DNA usekti mezi sekvencemi by tomu odpovidaly

(Yoon et al., 2011). Neni ale vylouceno, Ze se jednd o mikroorganismy asociované s povrchem bunék.
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Prozkoumani ultrastruktury Picomonas judraskeda pomohlo pfi objasnéni zplisobu obZzivy. Bunééna tsta
picomonase se dokazou roztahnout pouze do omezené $itky (Seenivasan et al., 2013). Projdou jim tak
pouze castice mensi nez 150 nm, coz je mnohem mén€ nez velikost typické prokaryotni bunky.
Picomonas se ziejm¢ krmi na koloidnich ¢asticich, rozpadlych zbytcich bunék hojné obsazenych

v prostfedi a malych virech.

Obr. 7: Mikroskopicky snimek
Picomonas judraskeda. Cl
oznacuje ryhu, rozdelujici bunku
na predni a zadni ¢ast. Upraveno

podle Seenivasan a spol. (2013).

Vsechna objevena fakta vrhaji uplné novy pohled na plivodné¢ malo znamou skupinu picobiliphyt.
Ackoli objev kultivovaného druhu Picomonas judraskeda vyrazné ptisp€l k vyfeSeni mnoha nejasnosti
ohledn¢ obzivy a morfologie téchto organismi, u jinych zastupci mize byt situace zcela jind.

Pro potvrzeni soucasnych ptfedstav je proto nezbytné prozkoumani a izolace dalSich zastupci.

8. Chlorophyta

Chlorophyta, skupinu jednobunécnych i mnohobunéénych zelenych ftas, definuje predevsim
pfitomnost primarnich chloroplast a typy barviv v nich obsazené. Obsahuji pfedev§im chlorofyl a a b,
¢imz se odliSuji od glaucophyt a rhodophyt. Priméarni chloroplasty vznikly pohlcenim cyanobakterie
spole¢nym predkem vSech archaeplastid. V environmentalnich vzorcich se vyskytuji pfedevsim sekvence
spadajici do skupiny Prasinophyta, malou mirou pfispivaji také tfidy Trebouxiophyceae, Pedinophyceae,

Ulvophyceae ¢i Chlorophyceae, které ale nejsou tolik diskutovanymi skupinami.
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8.1. Prasinophyta

V molekularnich prizkumech nejhojné€j$i a nejrozsifencjsi chlorophyti tfida Prasinophyceae se
vyskytuje v moftskych ekosystémech pii pobtezi, oligotrofnich i polarnich vodach. Nékolik analyz 18S
ribozomalni RNA ukézalo, Ze se jedna o parafyletickou skupinu (Fawley et al., 2001; Viprey et al., 2008).

Tato skupina zelenych tas obsahuje celkem 9 popsanych kladd (Guillou et al., 2004; Viprey et al.,
2008; obr. 8). Klad I zahrnuje pfedevSim druhy patiici do fddu Pyramimonadales a nékolik
environmentalnich sekvenci, z nichz jedna je velmi blizk4d rodu Pyramimonas. Klad 11 odpovida tadu
Mamiellales, obsahuje tii hlavni mofské picoplanktonni zastupce a sekvence jim ptibuzné: Micromonas,
Ostreococcus a Bathycoccus. Klad 111 seskupuje rod Nephroselmis a sekvence jemu piibuzné. Klad IV je
slozen ze dvou rodl Tetraselmis a Scherffelia patticich do fadu Chlorodendrales. Klad V sdruzuje dva
hlavni soubory sekvenci pattici k Pycnococcus provasolii a Pseudoscourfieldia marina. Ackoliv se tyto
dva rody morfologicky lisi, jejich sekvence si jsou velmi blizce pfibuzné, coz mlize naznaCovat, Ze se
jedné o dvé rizna vyvojova stadia téch samych organismil (Guillou et al., 2004). Klad VI obsahuje dvé
linie pfrevazné kokoidnich organismt. Jedna zahrnuje mimo jiné rod Prasinococcus, druha rod
Prasinoderma (Viprey et al., 2008). Klad VII je rozdélen do tii podskupin A, B a C. Zatimco podskupiny
A a B obsahuji environmentalni sekvence, podskupina C odpovida Picocystis saliarum (Guillou et al.,
2004), druhu pochazejicimu z hypersalinnich jezer. Klady VIII a IX jsou tvofeny piedevsim tuplné
novymi sekvencemi objevenymi v oblasti Sttedozemniho mote (Viprey et al., 2008). Z analyzy zalozené
na plastidovych 16S rRNA genech vyplynuly dva dalsi klady bez kultivovatelnych zastupcti: 16S-VIII
(Lepére et al., 2009) a 16S-IX (Shi et al., 2011). Skupina 16S-VIII pfitom ziejmé odpovida
prasinophytimu kladu IX.

Predmétem studii byvaji hlavné vyznamné pikoplanktonni rody Micromonas, Bathyococcus
a Ostreococcus. Rod Micromonas se vyskytuje v prostiedi pomérné Casto. Je adaptovan zejména na vody
bohaté na ziviny, jelikoz se nachazi mnohem vice v pfibfeznich oblastech nez na otevienych motich
(Marie et al., 2006, Viprey et al., 2008). Obyva piedevSim oblasti marockého pobiezi, pobiezi
Stftedozemniho mote, kandl La Manche a vys$§i zemépisné Sitky Atlantského ocednu. Byl nicméné
izolovan i z oblasti chud$ich na ziviny, naptiklad z Gibraltarského priplavu, coz naznacuje vliv dalSich
faktorti prostfedi na jeho distribuci (Viprey et al., 2008). Na zaklad¢ environmentalnich prizkumi bylo
popsano celkem pét dalSich kladd (A-E) uvnitt rodu Micromonas. VSechny vykazovaly podobnou
distribuci v prostiedi. Lovejoy et al. (2007) kromé toho ve své studii popisuji zajimavy ekotyp
micromonase adaptovany na studené oblasti arktickych mofti. Zminéné sekvence spadaji mezi klad E, kde
tvoii podskupinu a. Tento ekotyp je schopen piezit podminky béhem arktické noci a v pozdni zimé opét
obnovit rozsahlou populaci. Svou schopnosti pomérné rychlého riistu v tak teplotné a svételné chudych
podminkadch se stdva dominujici skupinou arktického fytoplanktonu. Nahrazuje zde dokonce

1 vSudypfitomné cyanobakterie.
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Obr 8.: Fylogeneticky strom chlorophyt s diirazem na umisténi prasinophytich klada. Ciselné

hodnoty ukazuji bootstrapovou podporu vétveni. Podle Viprey et al. 2008.
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vey

Nejmensi znamy volné Zijici eukaryoticky organismus Ostreoccocus tauri vlastni po jedné
semiautonomni organele a maly genom (Rodriguez et al., 2005). Rod Ostreococcus vytvaii celkem Ctyfi
klady (Guillou et al., 2004), které ackoli se v prostfedi objevuji v nizkych koncentracich, jsou Siroce
distribuovany. Objevené sekvence se znacn€ svou distribuci v prostiedi li§i, coz ukazuje na odlisné
ekologické niky u jednotlivych skupin. Klad A preferuje spisSe povrchové vody, zatimco klad B hlubsi
eufotické zony (Viprey et al.,, 2008). Bathycoccus, drobny koloidni organismus pokryty schrankou
pavucinového vzhledu, je pravdépodobné spise mezotrofnim druhem s dobrou adaptaci na slabé svételné

podminky (Marie et al., 2006).

9. Exkavata

Charakteristickym znakem exkavat je zpravidla jednobunécné télo s ventralni ryhou, kterou prochazi
zpétny bicik. Bi¢ik svym kmitanim pfinasi potravu. Patfi sem mimo jiné vyznamny kmen Euglenozoa.
Jeho ¢lenové vyuzivaji velmi riiznorodé zdroje potravy, nékteti jsou heterotrofni, jini autotrofni. Najde se
mezi nimi ale také cela fada parazitickych zastupci, naptiklad rod Trypanosoma. V nasledujicim textu se
budeme zabyvat timto kmenem z divodu odhaleni novych zajimavych environmentalnich dat spadajicich

do tfidy Diplonemea.

9.1. Diplonemea (Diplonemida)

Diplonemea jsou heterotrofni bi¢ikovci. Molekularni fylogeneze je umistuje do sesterského vztahu
k tfidé Kinetoplastida. Jedini dosud zndmi kultivovatelni zastupci patii do motskych volné Zijicich rodii
Diplonema a Rhynchopus. Ani v environmentalnich studiich nebyla tato skupina po dlouhou dobu
nalezena. Ackoli bylo objeveno n¢kolik sekvenci v antarktické polarni oblasti (Lopez-Garcia et al., 2001)
a v okoli hydrotermalnich vyvérti v oblasti Ztraceného meésta v Atlantském oceanu (Lopez-Garcia et al.,
2007), neptedpokladalo se, ze by se zde skryvala rozsahlejsi diverzita. Az studie Lary et al. (2009)
odhalila dfive nepozorovanou rozmanitost Diplonemea.

Sekvence ziskané prevazné z hlubokomotskych oblasti, ale také nékolik sekvenci z povrchovych vod
vytvareji tfi dobfe podpofené klady. Jeden sdruzuje sekvence z kultivovatelnych zédstupct Diplonema
a Rhynchopus spolu s ptibuznymi environmentélnimi sekvencemi. Dalsi dva klady se skladaji pouze
z environmentalnich sekvenci a nazyvaji se hlubokomoiska pelagicka Diplonemida neboli DSPD I a II
(Lara et al., 2009). Podle Lary et al. (2009) existuji dvé mozné fylogenetické usporadani téchto kladd, obe
s podobnou podporou. Prvni umistuje DSPD II na bazi vétve tvofené DSPS I a skupinou sekvenci kolem
Diplonema a Rhynchopus. Druhou moznosti je sdruzeni obou DSPD do jedné vétve.

Pfitomnost kladl v rizné vzdalenych a oddélenych mist moiského systému naznacuje, Ze jsou
Diplonemea Siroce rozSitena. Jelikoz environmentalni sekvence pochazeji prevazné z vétSich hloubek
zda se, ze Diplonemea obyvaji spiSe hlubokomotska prostiedi (Lara et al., 2009). I kdyz by se rovnéz

mohlo jednat o kontaminaci z vysSich vrstev. Pfesto je rozmisténi jednotlivych kladd trochu odlisné.
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Sekvence sdruzené s Diplonema a Rhynchopus obyvaji pfedev§im moiské dno (Lara et al., 2009). To by
mohlo byt zapfi¢inéné bentickym zptsobem zivota. DSPD I a II jsou na rozdil od pfedchoziho kladu
planktonni a pohybuji se mezi riznymi hloubkami vodniho sloupce. Obyvani vétsich hloubek mtze byt
dasledkem nefototrofniho zivotniho stylu Diplonemea. Nepotiebuji takovou intenzitu svétla a v boji
o prostor mohla tedy bez problému ustoupit do niz§ich mist. Mtize to také odrazet vyskyt jejich kofisti ¢i

hostitelt.

10. Opisthokonta

Rise Opisthokonta zahrnuje dvé hlavni skupiny: Metazoa a Fungi. Navic viak obsahuje né&kolik
dalsich jednobunécnych linii. Spadaji sem také dobie znama Choanoflagellata, linie fylogeneticky

vvvvvv

Typickymi znaky choanoflagellat jsou buniky vejcovitého tvaru a limec obklopujici bi¢ik. Nekteré
druhy navic tvoii slozité schranky. Zastupci nemaji chloroplasty a ziji jak v sladkovodnim, tak v mofském
prostfedi. Choanoflagellata celkem zahrnuji asi 50 rodd a skladaji se ze dvou sesterskych vétvi
Acanthoecida a Craspedida, které dohromady vytvéreji 13 kladi A-M (del Campo a Massana, 2011;
Weber et al., 2012). Klady C a L ptitom obsahuji sekvence pochazejici pouze ze sladkovodniho prostiedi,
zatimco ostatni jsou Cisté moiské. Neékteré klady zahrnuji znamé druhy, jiné seskupuji pouze
environmentalni sekvence. K celému choanoflagelatimu uskupeni se sestersky vétvi linie slozena
z motskych opisthokont MAOP 1, MAOP 2 a rodu Corallochytrium (del Campo a Ruiz-Trillo, 2013).
MAOP 1 a 2 by mohly reprezentovat tiplné nové linie opisthokont.

Jednobunécni parazité Ichthyosporea napadaji vodni obratlovce i bezobratlé. Studie del Campa a Ruiz-
Trilla (2013) zalozena na analyze 18S ribozomalnich geni vSak ukézala, Ze fada linii zahrnuje mimo jiné
zna¢né mnozstvi sekvenci ziskanych z prostfedi. Zkoumani také odhalilo dvé Cisté environmentalni
skupiny (del Campo a Ruiz-Trillo, 2013). Jedna je sladkovodniho pivodu a byla pojmenovana FRESHIP
1 neboli sladkovodni Ichthyosporea. Druha, jak plyne z nazvu motska Ichthyosporea (MAIP 1), obsahuje

vyhradné moiské sekvence.

11. Extrémni prostiedi obyvana eukaryoty

Eukaryotické organismy ziji snad ve vSech typech prostfedi, kterd se na Zemi vyskytuji. Neni tedy
prekvapenim, ze fada bun€k ¢i pouze sekvenci byla ziskana i z pomérné extrémnich oblasti. Eukaryota
obyvaji nejen hlubokomoiské habitaty, ale rovnéz vody s vy$s$i mirou salinity, nizkym pH ¢i obsahem
tézkych kovi. K zivotu v téchto podminkéch je nezbytna celd fada adaptaci. Nektefi vyuzivaji okolnich
bakterii se specifickym metabolismem. Jini sdzeji spiSe sami na sebe a tvoii nejriiznéj$i odolna stadia

a ochranné struktury.
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11.1. Hypersalinni a kyselé podminky

Za hypersalinni prostiedi jsou obecne povazovany vody s vyssi koncentraci soli nez je tomu u ocednu
a mofi. V extrémnich piipadech mize obsah soli vzrist az na 30%. Na tyto podminky je schopno se
pfizptsobit pouze malé mnozstvi eukaryot. To potvrzuje skutecnost, ze z hypersalinnich oblasti bylo
ziskano jen malé mnoZzstvi eukaryotickych environmentalnich sekvenci. Nékolik organismti zde nicméné
preziva. Motské habitaty, predev§im hypersalinni kotliny, skryvaji fadu nalevniki, motskych
Stramenopiles (MAST), moiskych alveolat (MALV) a v malé mife také sekvence dalSich skupin
(Alexander et al., 2009). Zde ziskana DNA by ale mohla pochazet z organismi z mensich hloubek, které
po odumfeni klesaji ke dnu. Ve slanych jezerech byly nalezeny hlavné sekvence ptibuzné k Viridiplantae
a alveolatim, objevuji se zde vSak isekvence spadajici ke stramenopilim, rhizariim a opisthokontim
(Triad6-Margarit a Casamayor, 2013).

Dalsim extrémem jsou vody s velmi nizkym pH. Nékteré feky, jezera ¢i malé tinky maji kyselou vodu
Casto se zvySenym obsahem tézkych kovt. Mohlo by se zdat, ze v takovém prostiedi zivot nepfetrvava,
opak je vSak pravdou. Vyskytuje se zde fada autotrofnich tas, které vytvareji rozsahlé kvétni plochy
na hladin€. Nechybi tu ale ani zastupci nalevnikti ¢i hub. Vibec nejrozsitencjsi formou jsou nicméné
améby. Zda se, ze prizptisobeni kyselym podminkdm je mnohem snadnéjsi, nez se ptivodné¢ myslelo

(Zettler et al., 2002).

11.2. Anoxické prostredi

Ve velkych motskych hloubkach se kvili nedostatku svétla nevyskytuji zadné fotosyntetické formy,
tudiz je zde nouze o kyslik. I toto zdanliveé nevlidné prostiedi miize byt vSak domovem fady druhti. Mezi
sekvencemi ziskanymi ztohoto prostiedi se nachéazi néktefi typicti hlubokomoisti zastupci skupin
Stramenopiles, Radiolaria, Diplonemea, z alveolat potom pfedev§im Ciliophora, Dinoflagellata a MALV,
dale amoebozoalni rod Vannella a spoustu dalSich (Sauvadet et al., 2010; Zuendorf et al., 2006).
Do hlubokomotskych sedimentii se pritom uklada velké mnozstvi odumielych organismt a jejich casti
z vysSich vrstev. Sekvence organismu, které vtomto prostredi ziji, se ztak velkého poctu sekvenci
obtizné extrahuji. N&které sekvence povazované za anaerobni tedy s nejvétsi pravdépodobnosti pochazeji
nekterych studii interpretujicich data pochdzejici z hlubokomotskych prostiedi. Moznost kontaminace by

méla byt vzdy zohlednéna.

11.3. Hydrotermalni vyvéry
Okoli hydrotermalnich vyvéra je velmi specifické prostfedi. Z podmotskych kominli vyvéra proud
horké vody s obsahem sulfanu, methanu a dalsich latek. Voda v okoli vyvért je o tyto latky obohacena.
Organismy, které¢ zde ziji, tak musi celit vysokym teplotdm, toxickym latkam a nizkému obsahu kysliku.

Ackoli se muze zdat toto prostiedi nehostinng, Zije zde velké mnozstvi zivoCichil i fada protist. Uspé$né
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jsou piedevsim bakterie vyuzivajici methan a sulfan jako zdroj pro metabolismus. Z vétsich zivoc€ichi tu
prezivaji mlzi a riftie.

Vétsina zde se vyskytujicich eukaryot se nachazi i jinde v hlubokomoftskych ekosystémech. Patii mezi
n¢ stramenopilni rody Cafeteria a Caecitellus, které jsou schopny tolerovat vyssi koncentrace methanu
a sulfanu (Sauvadet et al., 2010). Dale se zde nachdzi mnozstvi zastupct z fad Ciliophora, Radiolaria,
Cerkozoa, exkavatni Heterolobozea, Euglenozoa, Apikomplexa, MALV I a II i MAST (Lo6pez-Garcia
et al., 2007; Takishita et al., 2007). Z motskych stramenopilnich skupin je zde hojny predevsim MAST-9
a 12. Tyto dvé skupiny byly detekovany piedevsim v okoli hlubokomotskych prisakt. Bylo zde taky
objeveno nékolik sekvenci pattici k houbam (Sauvadet et al., 2010) a k zastupcim kmene Perkinsozoa,
kteti parazituji na mlZzich a jinych protistech (Moreira a Lopez-Garcia, 2003).

Skutecnost, Ze z tohoto prostfedi byly izolovany sekvence zelenych tas a dalSich fotosyntetickych
organismi mohou vyvolat otazku, jak se tyto organismy bez svétla uzivi. S nejvétsi pravdépodobnosti
pochazeji ze zbytkli odumfrelych tkdni ¢i vytrvalych cyst, které klesaji ke dnu. Samotni jedinci se vSak
v oblastech nevyskytuji. Naproti tomu se zde nachazi také sekvence, které nejsou pribuzné k zddné dosud
znamé skupin€ a neobjevuji se nikde jinde. V tomto pripadé se jednd pravdépodobné o sekvence

pochézejici z anaerobnich obyvatel okoli vyvéri (Takishita et al., 2007).

11.4. Plastova dutina a tkan hlubokomorskych mlzi

Zvlastnim typem hlubokomotského mikrohabitatu jsou mlzi obyvajici okoli hydrotermalnich vyvéra.
Mezi nejcastéji zde se vyskytujici zastupce patii rody Bathymodiolus a Calyptogena. Adaptace mlzi
na extrémni podminky spociva v pfitomnosti symbiotickych bakterii, které jsou schopné oxidovat sulfan
¢i methan na snadnéji zpracovatelné slouceniny. Tyto bakterie se nachazeji v plastové dutiné lastur
a uvnitt specializovanych bunék, tzv. bakteriocytd. Rezervoary bakterii poskytuji idedlni prostfedi dalsim
organismim predev§im z fad protist. Ty vyuzivaji nejenom produkty bakterii, ale Zivi se i bakteriemi
samotnymi. Eukaryotické organismy zijici v téchto zvlastnich prostorach mohou byt vSak nejenom
bakteriofagy, ale mohou zit rovnéz symbiotickym nebo dokonce parazitickym zpiisobem zivota (Sauvadet
etal., 2010).

Celkem byly zatim objeveny tfi protistni komunity izolované z plastovych dutin mlzt z urcitych
oblasti. Prvni je asociovéana s atlantickymi hydrotermalnimi mlzi, druh4 s pacifickymi a posledni je
vazand na mlZze z oblasti studenych prisaki (Sauvadet et al., 2010). Sekvence izolované z plastovych
dutin spadaji predev§im k rozsivkam, néalevnikim a Syndiniales skupiné II. Byly zde ale nalezeny
i sekvence piibuzné k suchozemskym rostlindm a houbam, coz ukazuje na vysokou schopnost Siieni
semen a spor (Sauvadet et al., 2010). Syndinialni sekvence miizou pochéazet bud’ z ostatnich protist, nebo
se mize jednat o parazity mlzi samotnych. To by poukazovalo na tipln€ novou skupinu parazitickych
Syndiniales.

V plastové tekutiné mlz bylo mikroskopicky pozorovano také nékolik nezndmych bicikovct celé

fady morfotypti (Sauvadet et al., 2010). Nektefi méli velké mnozstvi dlouhych tenkych biciki
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shlukujicich se v jedné ¢asti buriky, jini vykazovali spiSe heterokontni uspotadani bi¢ikt. Bunky byly také
nejrizngjSich tvart od kulovitych po ovalné ¢i hruSkovité. Mohlo by se jednat o endokomenzaly mlza.
Z4dné dalsi informace viak o téchto organismech nejsou znamy.

Bakteriocyty, zvlastni komtrky pro symbiotické bakterie, jsou umistény rizné po téle svych nositeld.
Noguchi et al. (2013) vySetfovali Zaberni tkan mlzl ze zalivu Sagami na vychodnim pobfezi Japonska.
Z tkéané ziskali sekvence nazvané CABP-1 vétvici se mezi Syndiniales. Opét by se mohlo jednat
o parazitické zastupce, jak je pro Syndiniales typické. Nicmén¢ nemize byt vylouCena ani moznost, Ze
jsou to endokomenzalové mlzi zivici se symbiotickymi bakteriemi nebo jejich produkty. CABP-1 nebyly
dosud detekovany v zddném jiném prostfedi. To by mohlo znamenat, Ze nemaji voln€ zijici formy nebo
7e se v prostfedi vyskytuji jen ve velmi malém mnozstvi. Dal§i analyzy podobného zaméteni jsou

nezbytné pro podrobnéjsi charakterizaci této nové skupiny.
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12. Zavér

Metoda environmentalniho sekvenovani v minulosti odhalila novou cestu zkoumdni pfirodni
rozmanitosti. Umoznila ziskani potiebnych dat piimo z prostfedi a ptinesla novy pohled na eukaryotickou
diverzitu. Pivodni skupiny protistnich organismit byly obohaceny o upln€¢ nové linie a fylogenetické
stromy se nasledné rychle rozrostly.

Dnes je pouziti kultivacné nezavislych metod béznou zalezitosti. Neustéle se generuji velké sady dat,
které jsou pribézné analyzovany. Kromé toho dochazi ke zdokonalovani pouzivanych piistupii. Rozsituji
se postupy, jak ucinn€ ze studii odstranit nechténé chimérické sekvence a pseudogeny a optimalizuji se
podminky PCR reakce. Rozriistd se vyuziti metagenomiky, molekuldrni metody s vyhodou vynechani
PCR krokti. Ackoli dnes pristupy environmentalniho sekvenovani pfinaseji velké mnozstvi novych
poznatkli a informaci, mnoho zlstava zatim neodkryto a skute¢na diverzita organismti neni zdaleka
kompletné prozkoumana.

V budoucnosti se mohou objevit dalsi fakta, kterd dnesni obraz pfibuzenskych vztahti mezi organismy
pozméni. Studie by se pfitom mély zaméftit pfedev§im na prostiedi, kterd nejsou tolik prozkoumana. Malo
sekvenci pochazi z hypersalinnich vod ¢i z pidnich vzorkii. Také by mohly byt kultivaéné nezavislé
analyzy pouzity k bliz§imu prostudovani suchozemskych mist a mikrohabitati, jako jsou vlhké zdi,
sttechy domt, docasné kaluze, snéhovy pokryv, jeskyné€ nebo okoli sopek. I tyto plochy mohou ukryvat

znac¢nou diverzitu.
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