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ABSTRAKT

Predlozena bakalaiskd prace sestavd ze dvou casti. Prvni Casti je literarni reSerse,
druhou ¢asti je pak prakticka kapitola, ktera obsahuje vysledky mého vlastniho vyzkumu.

V prvni ¢asti mé bakalarské prace se vénuji literarni reSerSi, ve které se zabyvam
dvéma souCasnymi ndzory na biodiverzitu a biogeografii protist. Prvni hypotézou je model
ubikvitniho rozsiteni, ktery popisuji v nékolika bodech a ilustruji nékolika ptiklady. Podobné
jsem predstavil 1 druhou teorii umirnéného ubikvitniho modelu. V zavéru oba modely
srovnavam a poukazuji na vyhody a nevyhody jednotlivych teorii.

Ve druhé c¢asti své bakalarské prace struéné charakterizuji rod Klebsormidium a
nasledné popisuji optimalizaci molekularnich metod, které mi umozni studium biodiverzity a

biogeografie tohoto rodu v ramci mé diplomové prace.
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ABSTRACT

My bachelor thesis consists of two parts. The first part is a literature review, the
second part is a practical one, which contains the results of my own research.

The first part of my thesis is devoted to the literature review, dealing with two current
views on biodiversity and biogeography of protists. The first theory, model of protist ubiquity
is described in a few points and illustrated by several examples. Likewise is presented the
second hypothesis of moderate endemicity model. In conclusion, both models are compared
and advantages and disadvantages of each theory are pointed out.

In the second part of this thesis I briefly describe the genus Klebsormidium, which is
followed by an optimization of molecular methods to study biodiversity and biogeography of

this genus.
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. Uvod

Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky a ivahy o diverzit¢ a biogeografii
protistnich organismi. Hlavni ¢ast je v€novana dvéma rozdilnym teoriim. Nejdiive jsem se
zamé&fil na ubikvitni model, ktery prosazuje kosmopolitni rozsifeni vétSiny voln€ zijicich
protist, a potom na umirnény ubikvitni model, ktery naopak poukazuje na to, Ze protista maji
biogeografii, a ze geografické bariéry mély vliv na jejich rozsifeni. V zavéru jsem tyto dva
modely porovnal a vlastnimi mySlenkami shrnul danou problematiku.

Soucasti bakalarské prace je i prakticka cast, kterd by méla poslouzit jako zéklad pro
diplomovou praci. Jejim cilem je optimalizace molekulédrnich metod pro vyzkum biodiverzity
rodu Klebsormidium, zejména pak izolace DNA z kultur a amplifikace genu velké
podjednotky RUBISCO (rbcL) pomoci PCR.

Il. Literarni resersSe

1. Protista

Protista, jako fi8i primitivnich forem eukaryot a prokaryot, pouzil jiz v roce 1866 Ernst
Haeckel ve svém systému tii 1i$i, ktery obsahoval mimo zminovanych protist jesté rostliny a
zvifata. Na tento systém navazal Whittaker (1969), ktery pfiSel snovym, rozsifenym
uspotfadanim organisma do péti 1i§i: Monera, Protista, Plantae, Fungi a Animalia. V tomto
systému Protista zahrnovala pouze mikroskopické eukaryotni organismy. Vyznamny zlom
v tomto tradi¢nim uspofddani pifinesla molekuldrni fylogenetika. Tento novy pfistup pfinesl
novy pohled, jak na evoluci eukaryotnich organismt, tak na uspotfadani jednotlivych taxont
uvnitt této diversni skupiny (Adl a kol. 2005), na jejimz zakladé vznikl soucasny
fylogeneticky strom eukaryot (obr. II. 1). V souCasné dobé& se termin Protista pouziva
k oznaceni nejriznéjSich eukaryotnich mikroorganismi, které¢ jsou jednobunétné nebo

mnohobunécné bez specializovanych tkani.
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Obrazek I1. 1. Protistni fylogeneticky strom

Soucasné odhady diverzity volné zijicich protist se zna¢né lisi. Finlay (2002) odhaduje
pocet vSech volné zijicich protist v rozsahu od 10 000 do 20 000, zatimco Foissner (1999,
2008) odhaduje pocet pouze jedné skupiny nalevnikt na 30 000 druht a celkovy pocet vsech

protistnich druh@ az na 300 tisic.

2. Ubikvitni model

Prosazuje ndzor, ze vSechno je vSude, a proto vétSina volné zijicich protist ma

kosmopolitni rozsiteni. To je hlavné ovlivnéno jejich malou velikosti a velkou abundanci.

2.1. Historie

Prvni znamou studii, kterd poukazuje na ubikvitni rozSifeni mikroorganismd, je
pravdépodobné prace W. H. Maskella (1887), ktery zjistil, Ze ciliatni druhy zijici ve sladké
vodé na Novém Zélandu jsou znacné identické s témi druhy, které jsou zndmé z Evropy.

Myslenku vSudypfitomnosti mikroorganismii dale rozsifili M. W. Beijerinck a S.
Winogradsky, ktefi jsou autory originalni teze ,,vSechno je vSude“. K tomuto zjisténi dosli pfi
studiu bakterii, za pouziti jimi vyvinuté techniky kultivace se specificky obohacenymi
kultivacnimi médii, ktera jim umoznila ziskat z pfirodniho vzorku i ty organismy, které se
vyskytuji v extrémné nizkém poctu. Beijerinck studoval mikrobiélni biotu v riznych horkych

pramenech, které od sebe delila velka vzdalenost, a zjistil, Ze na podobném typu lokality se



vyskytovali stejné typy mikroorganismi. To ho vedlo k zavéru, ze znacna cast diverzity
mikrobtl musi byt vSudypfitomna, a Ze nemaji biogeografii.

Vyznamny dansky mikrobiolog Lourens Baas-Becking pokracoval v rozvijeni teorii o
biogeografii mikrobii. Zabyval se vyzkumem mikroorganismu ve slanych jezerech, vysledky
pak srovnal s jinymi jezery z celého svéta. Na zdklad¢é tohoto pozorovani zjistil, ze urcité
organismy, které jsou vysoce adaptované na toto prostiedi (napt. fasa Dunaliella viridis) byly
nalezeny také v jinych slanych jezerech, a to v pomérné vysoké pocetnosti. Po srovnani svych
definovat dva obecné zakony. Prvni zakon, ktery byl formulovan pouze pro mikroorganismy
,»vSechno je vSude®, poukazuje na fakt, ze bariéry na lokalnim a globalnim méftitku nehraji
zéasadni roli pfi jejich rozsifovani. Druhy zdkon, ,,limitujici je pouze prostiedi®, se vztahuje na

vSechny organismy.

2.2. Teorie ubikvitniho rozsifeni mikroorganismi

Na ptedchozi prace navazali predevS§im Finlay a Fenchel, ktetfi dale pokracovali
v prosazovani nazoru ,,vSechno je vSude, limitujici je pouze prostiedi®, Finlay a kol. (1996,
2004) publikovali ubikvitni teorii, ktera vysvétluje ndhodné rozsifovani diky velké absolutni
velikosti populace a malé velikosti organismu. S podobnou myslenkou pfisel 1 Fenchel (1993)
poukazujici na to, Ze rozsahlé rozsifovani vSech volné Zijicich mikroskopickych eukaryotnich
druhti je fizeno stejnymi biologickymi a fyzickymi procesy, protoze vSechny druhy maji
dostate¢né velkou abundanci a z toho plynouci ubikvitni rozsifeni. Tyto dva klicové faktory
(tj. velké populace a mala velikost organismt) vysvétluji rozséhlé rozsiteni aktivnich populaci

volné zijicich mikroskopickych druhii na vhodné habitaty.

2.2.1. Abundance

Velké abundance mikrobialnich druhii je vyznamna a diilezitd v tom, Ze rozSifovani je
vzacné omezeno geografickymi bariérami (Finlay 2002) a je fizeno nepravdépodobnymi
udélostmi (jako je transport na nohéch vodnich ptakli, mokré kozeSin€ zvirat, atd.) (Fenchel a
Finlay 2004), a ze lokalni vymirani je vzacné. Pokles velikosti populace miize byt zptisobeno
biotickymi interakcemi, jako je napt. kompetice, ktera se v ptipad¢ protist asymptoné blizici

k nule, a eventualni vymirani zavisi na ndhodnych udalostech. Proto pokles velikosti populace



vzacné vede k totadlnimu vymizeni populaci, které byly pivodné znacné velké (Fenchel a
Finlay 2004).

Pocetnost jednotlivych skupin dokumentuji Fenchel a Finlay (2004) v jejich praci, kdy
jeden mililitr jezerni vody nebo moiské obsahuje pfiblizng 10° bakterii, 10’ protist a mozna 10
organismi zooplanktonu. V sedimentu, tento pocet muze byt nckolikandsobné vétsi a to
dokonce az 100 nasobn¢. Odhadovany pocet organismu v celém rybniku, Priest Pot ve Velké
Britanii, o rozloze 1 ha a hloubce 10 metréi mize byt az 10" u bakterii, 10'® u protist a 10'' u
malych zvifat. Tato data potvrzuji obecné uznavané pravidlo, Ze hustota druhti v populaci je

opacna k velikosti organismu.

2.2.2. Velikost

Dalsi disledkem ubikvitniho rozsifeni protist je jejich maléd velikost. Malé organismy,
které maji méné nez 1 mm, maji tendenci byt kosmopolitné rozsifeny (Fenchel a Finlay
2004). K tomuto zavéru dosli Fenchel a Finlay (2004) na zdklad¢ intensivniho vyzkumu
eukaryotnich organismt na jednom hektaru rybniku (Priest Pot, Velkd Britanie) a na dvou
hektarech mélkého mote (Niva Bay, Dansko). Analyza dat ukézala, Ze vétSina organismu
meétici méné nez 1 mm, jak v pfipadé€ protist, tak metazoi projevovala kosmopolitni rozsifeni
(Obr. II. 2.). Vobou studovanych mistech seznam druhli poukazoval na vztah, kdy se
zvySujicim se poctem kosmopolitnich druhti se snizuje velikost organismt.

Ziskana data ze dvou hektarG Niva Bay mimo jiné porovnali s daty s oblastmi: Kiel
Bight (4,6 . 10° ha), evropskymi mofi (zahrnujici Stfedozemni, Baltské, Cerné a Barentsovo
mote, dohromady s rozlohou okolo 2,7 . 10° ha) a sv&tovym ocednem (3,6 . 10° ha), aby
zjistili, jak spolu souvisi velikost plochy s poctem druhti u vybranych skupin. Vysledek
zéavislosti druhti na ploSe dokumentuje graf (Obr. II. 2.), kde u motskych skupin organismu se

kiivka zplostuje v zavislosti na snizujici se velikosti t¢la.
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Obrazek I1. 2. Graf zavislost po¢tu druhii na plose

2.2.3. Nahodné roSiiovani

Rozsifovani protistnich druhii je fizeno ndhodnymi procesy, jako jsou hurikany,
cirkulace ocednskych proudl, migrace ptdki nebo mokra koZeSina zvifat, ktery jsou
ovlivnény velkou abundanci populaci a malou velikosti organismi. VSeobecné se
predpoklada, ze hranice, kdy mala velikost organismu ma jesté vliv na nahodné rozSifovani je
vrozmezi 1-10 mm (May 1988; Lawton 1998). Rychlost a mira rozSifovani je ovlivnéna
velikosti populace, proto abundantni druhy maji vyssi rychlost rozSifovani nez méné pocetné
populace. Velikost populace v ptipadé protist je tak obrovska, ze jen ze statistickych divodu
je velmi pravdépodobné, ze néjaci jedinci z dané populace se dostanou na jiné misto (Finlay a

kol. 2002, 2004).

2.2.4. Lokalni/globadlni diverzita

v r

Kosmopolitni rozsifeni je typické pro vétSinu mikrobialnich eukaryot, a proto lze
z toho usuzovat, Ze budou mit relativné nizkou globalni druhovou diverzitu. Je to zapiic¢inéno
také tim, Zze makroorganismy maji vici protistim endemické druhy, které jsou zodpovédné za
velkou globalni diverzitu. Naproti tomu protista maji diky ubikvitnimu rozsiteni vyssi lokalni
diverzitu nez ostatni eukaryota. Lokalni diverzita primarn¢ zavisi na imigraci a vymirani
druhti v populaci (MacArthur a Wilson 1967), krom¢ toho taky na mezidruhové interakci,
jako je kompetice a predace. Tyto myslenky jsou podpoteny nékolika piiklady.

V jiz diive zminéné studii Fenchela a Finlaye (2003), kde mimo jiné srovnali lokalni a

globalni diverzitu, autofi zjistili, ze pocet druhi motskych mlzii a plzii na dvou hektarech
9



meélkého mote Niva Bay (Dansko) predstavuje méné nez 0,1 % celkového poctu motskych
druhil, zatimco pocet cilidtnich druht tady ptfedstavuje vice nez 10 % vSech motskych druhi.

Dal$im ptikladem je srovnéani volné zijicich néalevniki s hmyzem. Volné zijici nalevnici s
ptiblizn¢ 3000 druhy (Finlay a kol. 1996), jsou relativné malo pocetni v porovnani s 5 miliony
druhy hmyzu (Gaston 1993). Rozdil je zptisoben tim, ze na podobnych nikach v geograficky
isolovanych regionech svéta se nachazeji nejriznéjsi druhy, které v mnoha ptipadech se

vyvinuly pravé v té urcité oblasti, a proto nejsou nalézany nikde jinde.

2.2.5. Usili p¥i hleddni a kultivace

Pro odhaleni druhové diverzity ur¢itého mista je zapotiebi provést dikladny odbér
dané lokality a nasledn¢ pomoci mikroskopu intenzivné prozkoumat jednotlivé vzorky a také
pouzit riiznorod¢ kultivacni metody. Tuto dulezitost ilustruji nasledujici priklady.

Fenchel a kol. (1997) studovali poet ciliati na 1 cm® rybni¢niho sedimentu a nalezli
ptiblizné 1000 jedinct ptedstavujicich 20 druhd. Dalsi vzorky sedimentu sebrané v blizkosti
prvniho vzorku byly potom vystaveny rozdilnym kultivaénim podminkam (napf. ptidani
rozdilnych potencidlnich potravnich slozek, vyschnuti a nasledujici zamokteni a dalsi
faktory). B&hem nékolika tydnt, takto ziskali dalSich 110 druht. Celkovy pocet 130 druht
takto zaznamenanych na nékolika ctvereCnich centimetrech povrchu sedimentu
korespondoval s 50 procenty vSech druhii nalezenych v rybniku a okolo 8 % vsech
pojmenovanych sladkovodnich ciliati. Mimo jiné to ukazalo, ze semena banka druha byla
velkd. Podobné Person (2002) zaznamenal ve 100 ml sedimentu okolo 25 % vSech znamych
planktonnich obrnének a rozsivek v mofi podél zapadniho pobiezi Svédska (Skagerrak a
Kattegat).

Na zaklad¢ téchto dat Fenchel a Finlay (2004) navrhuji, Ze vysoka rychlost Sifeni a
nizké rychlost vymirani vede k situaci, kdy vSechno je vSude, a Ze nalézani druhii na daném
habitatu je ovlivnéno pouze jeho vlastnostmi, a nikoli historickymi faktory.

Velka ¢ast z celkového poctu druhti, kterda mize byt nalezena na urcitém misté, je
ovlivnéna zejména Usilim pi1 prohlizeni jednotlivych vzorki. V jedné z nedavnych studii
Finlay a Clarke (1999) zkoumali 0,1 cm” sedimentu ze sladkovodniho rybnika Priest Pot
(Velka Britanie) vice nez 700 hodin pomoci elektronového mikroskopu a nasli 78 % druht z
celkového poétu vSech popsanych v rodu Paraphysomonas, jak ilustruje (Obr. II. 3.). VSechny

druhy Ize jednodusSe identifikovat na zédkladé morfologie povrchu jejich Supin.

10
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Obrazek I1. 3. ZvySujici se pocet druhii v zavislosti na délce zkoumani

2.2.6. Vzacnost a undersampling

Vzacnost je pievazné relativni pojem, ktery je silné ovlivnén velikosti organismu.
Naptiklad populace makroorganismi citajici jeden milion jedinci v rybniku o rozloze
jednoho hektaru, nebude nikdy povazovana za vzacny, ale pokud se jedné o protistni populaci
o jednom milionu jedinct, nebude pravdépodobné¢ nikdy nalezena na dané lokalité. To
vysvétluje, pro¢ mizou byt nékteré druhy izolovany z habitatd, na kterych nikdy nebyly
pfedtim nalezeny. Undersampling je pro vétSinu relativné vzéacnych protistnich druht
nevyhnutelny problém, kdy pii pouziti typickych odbérovych procedur se Casto stava, ze malo
pocetny druh neni pokazdé nalezen, coz vede k zavéru, ze dany druh je endemitni (Finlay a
kol. 1998).

Problémem je to, Ze je velmi obtizné detekovat vSechny mikrobialni druhy ptitomné
v né¢jakém piirodnim vzorku. Naptiklad, Fenchel a kol. (1997) ukézali, Ze pouze 15 % druht
nalevnikii ptfitomnych ve vzorku sedimentu mize byt nalezeno pomoci svételného
mikroskopu. A také je relativné jednoduché nalézt ty druhy, které jsou zrovna v populacnim
rustu, problém vSak nastdva, pokud jsou dané podminky nevyhovujici a organismy jsou
v dormantnim stavu. Diky tomu je mozné, Ze lokalni diverzita je daleko vysSi nez se

predpoklada.

2.2.7. Specialisti a generalisti

Organismy se lisi ve svém stupni specializace a vSechny jsou v n¢jakém rozsahu

omezeny na urCité typy habitath. Nektera protista rostou v uzkém rozmezi ekologickych

11



faktord (tj. naptiklad teplota, pH, dostupnost zivin), takové organismy se oznacuji jako
specialisti. Ty se Casto vyskytuji vétSinou jen na n€kolika lokalitdich v malych populacich, coz
jednak zplsobuje problémy pii jejich detekci a taky to vede casto k zavéru, Ze maji
geograficky omezené rozSifeni. Pfikladem specialisty je velky sladkovodni ndlevnik
Neobursaridium gigas, ktery roste pouze v teplotnim rozsahu od 22 °C do 29 °C, proto se
vyskytuje pouze v tropickych oblastech Afriky, Jizni Ameriky a jihovychodni Asii (Dragesco
1968).

Naproti tomu generalisti maji Sirokou ekologickou toleranci, a tim padem snadnéji
nalézaji vhodné habitaty, na kterych obvykle dominuji. To umoznuje jejich snadné nalezeni a
potvrzeni jejich ubikvitniho rozsifeni. Proto ty druhy, které jsou lokaln¢ vzacné nebo

abundantni jsou pravdépodobné také vzacné nebo ubikvitni globalné (Finlay a kol 2002).

2.3.  Priklady

Recentni studie na riznych skupinach protistnich organismii podporuji kosmopolitni
rozsiteni jednotlivych druhi, a tim podporuji ubikvitni model.

a) Bakterie a sinice
Staley a Gosink (1999) ukazali pouze na rodové trovni bakterii, ze ¢lenové roda se
vyskytuji jak v Antarktidé, tak v Arktide.
Garcia-Pichel a kol. (1996) zjistili, Ze sinice Microcoleus chthonoplastes je
kosmopolitni druh.

b) Bicikovci
Pti studiu ,,morphospecies* bicikovci se prokazalo, ze nemaji biogeografii (Patterson
a Lee 2000), protoze spolecenstva ze sousednich lokalit si nejsou vzajemné
podobnéjsi, nez kdyz jsou ze vzdalenéjSich mist. Stejny genotyp bicikovcli byl
izolovan z mélkého vnitrozemniho fjordu v Dansku a z hydrotermdlniho praduchu
v Pacifiku (Atkins a kol. 2000).

¢) Foraminifera
Stejné planktonni ,,morphospecies® foraminifera jsou bézna, jak ve vodach kolem
Arktidy, tak kolem Antarktidy a néktera z nich jsou také geneticky identicka (Darling
2000).

d) Nalevnici
Finlay a Clarke (1999) se zaméfili ve své praci na rod Paraphysomonas, kdy

v detailnim prizkumu 25,2 pl sedimentu z rybnika Priest Pot (Velka Britanie) nasli a
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urcili na zdkladé morfologie Supin 32 druhd. Ziskana data srovnali s publikacemi
obsahujici druhy Paraphysomonas nalezeny v rozdilnych geografickych oblastech.
Celkovy pocet zaznamenanych druhli byl 41, coz znamena4, Ze nasli 78 % vSech do té
doby popsanych druhti tohoto rodu.

Kdyz vSech 86 sladkovodnich ,morphospecies” nalevniki bylo identifikovano
v jezeru v krateru sopky v Australii koncem 90. let 20. stoleti, zjistilo se, Ze jsou jiz
davno znamy ze Severni Evropy z 30. let. 20. stoleti (Finlay a kol. 1999, 2000).

Finlay a kol. (2006) studovali ,,morphospecies” Cyclidium glaucoma, ktery se
vyskytuje ve sladkovodnich, brakickych, motskych a hypersalinnich habitatech.
Pouzili 54 kment z osmi mist svéta (tj. Argentina, Peru, Maroko, Rusko, Ukrajina,
Dansko, Australie a Spanélsko), u kterych osekvenovali geny pro malou ribosomalni
podjednotku (SSU rRNA) a velkou ribosomalni podjednotku (LSU rRNA). Zjistili, ze
stejné ribotypy se vyskytuji na vétSin¢ lokalit a Ze rtizné ribotypy spadaji do clusteru,
ktery se vyznacuje stejnymi ekologickymi naroky.

Prasinophyceae

Jan Slapeta (2006) izoloval moiskou picoeukaryotni fasu (~2um), Micromonas
pusilla, ktera byla sebrana z celého svéta. Nezavislé a kombinované fylogenetické
analyzy ukazaly, Ze tento tradi¢ni jednotny ,,morphospecies” aktualné¢ zahrnuje
nékolik nezavislych linii, které jsou v ocednu ubikvitni. Nicméné zatimco nekteré linie
jsou blizce ptibuzné, jiné jsou ze vzdalenych clusteru, odhalujici existenci kryptickych
druhii. Vysledky ilustruji, ze globalni rozsifeni picoeukaryot je v ocednu mozné, ale
neznamend to redukci poc¢tu druhti. Naopak ukazuje, ze ,,morphospecies* koncept je
nevyhovujici, protoze piehlizi velkou genetickou diverzitu a pravdépodobné vede
k nekorektnim biologickym ptedstavam.

Chrysophyceae

Boenigk a kol. (2005) izolovali 28 linii ,,Spumella-like* bi¢ikovce zrtznych
sladkovodnich a ptdnich habitati v Rakousku, Cing, Nepalu, Novém Zélandu,
Ugand¢, Ken¢, Tanzanii a Hawaii. Na zdklad¢ pouziti sekvence genu malé
ribosomalni podjednotky RNA (SSU rRNA), dosli k zavéru, Ze ,,Spumella-like*
bic¢ikovci jsou velmi diverzifikovanou skupinou, o které se zatim uvazuje, jako o

skupiné, kterd neni geograficky omezena.
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g) Obrnénky
Puvodné byla obrnénka Polarella glacialis zaznamenana pouze z Antarktidy
(Montresor a kol. 1999), ale Montresor a kol. (2003) nasli tento druh také v Arktidé v
Kanadé¢, coz bylo potvrzeno jak na zaklad¢ morfologie tak molekularné (SSU rDNA).

Coz svédci o jejich bipolarnim rozsiteni.

3. Umirnény ubikvitni model

Ptipousti, ze velka ¢ast protist maji kosmopolitni rozsifeni, ale poukazuje hlavné na to,
ze 1 mikroskopické organismy méaji biogeografii, a ze geografické bariéry mély vliv na jejich
rozsifeni.

Hlavnim zastancem umirnényho ubikvitniho modelu je Foissner (1999, 2006), ktery
sice souhlasi s tim, Ze velké ¢ast druhii protist je kosmopolitni, ale Ze se vyskytuji i endemické
druhy. Vyznamnymi divody, pro¢ se chybné¢ ptedpoklada, ze protista jsou kosmopolitni, jsou

,yundersamplig®™ a vliv clovéka.

3.1. ,,Undersampling*

Hlavni problém, ktery neumoziuje ziskat odpovidajici data o diverzit¢ a biogeografii
protist, je ,,undersampling®. Ten je ovlivnén né€kolika faktory: (a) malou velikosti protist, (b)
tvorbou dormantnich stadii (cysty, spory), (c) kultivaci a (d) chybnym urcenim, proto je
obvykle nalezena jen malé ¢ast protistnich organismd.

(a) Mala velikost komplikuje provedeni dukladného vyzkumu, jak z fyzickych, tak
technickych diivodi, protoZze obvykle z dané lokality je sebrana jen maléd ¢ést (napf.
jen n¢kolik mililitri vody nebo centimetri ¢tvereénich sedimentu z rybnika) a pii
nasledném prohlédnuti je nezbytné, pouzit svételny mikroskop a u nekterych skupin
(napt. Chrasophyceae) elektronovy mikroskop. Timto zplisobem je pravdépodobné
nemozné ziskat a nasledné zaznamenat vSechny mikroorganismy, protoze dochazi jiz
pfi odbéru k nesebrani méné pocetnych organismlii a nasledné k prehlédnuti
vzacngjSich druht.

(b) P11 odbéru se Casto stava, ze ani typické organismy pro dany habitat nejsou nalezeny.
To je zplisobeno tim, Ze v daném obdobi jsou aktivni jen néktefi mikroorganismy, a ze
vétSina je v dormantnim stadiu. I kdyZ se v sedimentu najdou rezistentni cysty, casto

se stava, ze dany organismus nelze urcit do druhu.
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(¢) Ani pouziti riznych kultiva¢nich metod nemusi vést k ziskani méné pocetnych druh,
protoze na urcitych médiich rostou jen nékteré druhy, a taky je pravdépodobné, ze
velmi abundantni druhy zenviromentalnich vzorkit budou také pocetnéjsi
v kultiva¢nich médiich, kde zastini vzacnéjsi druhy. Pomoci kultivace podle Cohan
(2002) lze ziskat méné nez 10 % bakterii, z toho plyne, ze vice nez 90 % nelze
kultivovat a detailné studovat.

(d) Dal$im problémem je chybné urceni taxonu, coz se stdva relativné bézné (Foissner
1987, 1998; Alongi a kol. 2002). Dochazi k zanedbavani vzacnych a velmi vzacnych
druhti z divodu malého poctu jedinci, ktery ¢asto znemoziuje uréeni do druhu.

Undersamplig je stejn¢ vazny problém i u vétSich organizmi, jako jsou ryby a savci (Kodric-

Brown a Brown 1993).

3.2. Lidska introdukce

Foissner (1999, 2006) poukéazal na vliv ¢lovéka, ktery zpusobil a plisobi zmény v
biogeografickém rozsifeni jak rostlin a zivo€ichd, tak protist. Hlavnimi pfi¢inami zmén je
pouzivani vody jako zatéz lodi, transport zbozi a konstrukce kanali. Hallegraeff a Bolch
(1992) a Hiilsmann a Galil (2002) ptedpokladaji, ze pouzivani zatézové vody v lodich od
poloviny 19. stoleti vedlo k tomu, Ze mnoho protist md nyni kosmopolitni rozsiteni. Zatézova
voda v lodich mize byt odpovédna za vyskyt Ctyt euryhalinnich psamnobiontickych druhti
krytének (Arcellinida) ve Velkych jezerech v Kanadé¢ (Nicholls a Maclscaac 2004). Ptikladem
vyskytu mikroorganismti na neptivodnich lokalitach, ktery byl zpiisoben transportem zbozi, je
zavleCeni velmi dobie rozpoznatelné fasy Hydrodictyon na Novy Z¢land, kde tato velmi
vyrazna fasa nebyla pfedtim spatfena. Bylo to zplisobeno dodavanim ryb a vodnich rostlin
z vychodni Asie (Kristiansen 1996). Dalsim ptikladem je vybudovani kanald, které mély vliv
na rozsifeni nékolika tropickych a indopacifickych druhti foraminifera, které¢ se dostaly do

Stfedozemniho mote prfes Suezsky kanal a pravdé€podobné i nékteré toxické obrnénky

(Hallegraeff a Bolch 1992).

3.3.  Vlajkové druhy: hlavni dikaz endemismu

Druhy s napadnou velikosti, morfologii nebo barvou jsou nazyvany vlajkové taxony.
V Ceské republice je vlajkovym druhem napiiklad rohaé obecny, je to druh, ktery kazdy
poznd, spolecnost vSeobecné zajima a Casto se stavd hlavnim diivodem ochranéfskych aktivit.
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Podobné je to 1 s mikroorganismy, kdy vlajkovy taxon je snadno poznatelny. Vlajkové druhy
casto umoznuji zjisténi jejich biogeografie. Tyler (1996) to shrnul tvahou, pro¢ pravée
vlajkové taxony maji nejvetsi pravdépodobnost mit pravy endemismus: ,,Protoze diky tomu,
ze jsou tak vyrazné, je nepravdépodobné, aby takové druhy byly bézné piehlizeny, coz
umoziuje zjistit jejich rozsireni®.

Mnohem vice vlajkovych druhli je znamo z fas nez z heterotrofnich protist (Foissner
2006), protoze fasy jsou svym zbarvenim a tvarem ¢asto mnohem napadnégjsi (napt. krasivky)
nez ostatni protista, a také protoZe se v minulosti jimi zabyvalo mnohem vice védci. Proto je
relativné jednoduché najit nové vlajkové druhy mezi nalevniky, hlavné v Africe a Jizni

Americe a také v motskych habitatech.

3.4. Lokalni vs. globalni diverzity

V konzervativni biologii je pomér lokalni:globalni diverzity tradi¢nim méfitkem
druhové bohatosti organismil, ale v pfipadé¢ mikroorganismi miize byt tento pomér casto
chybny, protoZze globalni diverzita je zatim malo znama. Tento problém ilustruje nésledujici
ptiklad. Foissner (2000) zaznamenal 270 druhti pouze v Némecku, to porovnal s daty z roku
1987, kdy bylo znamo globaln¢ 250 druhti pidnich ndlevniki (Foissner 1987), coz by
znamenalo, Ze vic nez 100 % globalni diversity by se vyskytovalo v Némecku. Dnes, kdy je
popsano piiblizné 800 druhii pidnich nalevnikii (Foissner a kol. 2002), se procento snizilo na
34 %. Pokud by se navic pripocitalo dal§ich 500 nepopsanych druhti, které¢ jsou v zaznamech
Foissnera (1998), procento by se snizilo az na 23 %. Nakonec, kdyZ se pouzil velmi
konzervativni odhad 2000 druht pidnich nalevnika v téchto poctech (Foissner 1997b; Chao a
kol. 2006), pomér lokalni:globalni diversity se nakonec dostal az na hodnotu 14 procent, coz

uz je srovnatelny s vys$simi organismy.

3.5. Cysty jako hlavni prvek umozZiujici rozsirovani

Mnoho mikroorgaismu zijici v terestrickych a limnickych habitatech, casto produkuje
dormantni stddia nazyvand spory, stomatocysty nebo cysty. Cysty, jak se vSeobecné
predpoklada, jsou hlavnim prvkem umoziujici rozSifovani jednobunéénych organismi,
protoze zustavaji zivotaschopné po dlouhou dobu, pod vlivem riznych nepfiznivich

podminek, jako je sucho a chladno (Corliss a Esser 1974; Foissner 1987).
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Nicméné cysty maji velmi rozdilné vlastnosti, zavisejici na oblasti a habitatu, ve
kterém vznikly. Nalevnici a bi¢ikovei tvofi v extrémnich habitatech cysty odolné viici
vyschnuti a zmrznuti, které jsou zivotaschopné po nékolik let (Foissner 1996, Foissner a kol.
2002), ale vétSina znich produkuje v ptidé destného lesa cysty, které jsou zivotaschopné
pouze né€kolik mésici (Foissner 1997a). Podobné cysty z laboratornich kultur jsou casto
mnohem méné Zzivotaschopné nez ty z enviromentdlnich vzorkii a druhy Ccasto ztraceji
schopnost produkovat cysty pii déletrvajicich laboratornich kultivacich (Corliss a Esser 1974;
Foissner 1987, 1997a). Pida (a samoziejmé laboratorni kultury) ze stadlezelenych destnych
lesti je nepatrn¢ mokra po vétSinu ¢asu, diky pravidelnému desti a vysoké vzdusné vlhkosti.
Proto vétSina protist je pravdépodobné pernamentné aktivni a neni nucena produkovat
rezistentni dormantni stddia (Foissner 1997a). Proto tyto druhy maji malou Sanci rozsifit
zivotaschopné cysty na velkou vzdalenost. Tento fakt ve spojeni s chybéjici dobou ledovou
muze vést k vysledku, ze endemitni druhy se Castéji vyskytuji v tropech nez v temperatnich
oblastech.

Ptesto vSechny kosmopolitni protista netvoii cysty. Dobfe znamym prikladem jsou
ciliatni komplexy Paramecium aurelia a Tetrahymena pyriformis, kde nékteré z piibuznych

druhil jevi omezené rozsiteni (Elliott 1973, Nanney a McCoy 1976, Sonneborn 1975).

3.6. Hlavni vady ubikvitniho modelu

Foissner (2008) poukazuje na pét hlavnich vad a nedostatkii ubiquitni teorie, jako je
(a) ignorace mimotfadné moznosti protistli speciovat, protoze maji kratkou generacni dobu a
schopnost mnoha mikroorganismt ptezivat po dlouhd geologicka obdobi, (b) velka abundance
vSech protistnich druhii, (c) jejich mald velikost, kterd je pfi¢inou jejich kosmopolitniho
rozsiteni, (d) opomijeni literarnich dat o vyskytu druhii s omezenym vyskytem, (e) a nakonec
ignorace vlivu ¢lovéka na rozsifeni protist, jak v minulosti, tak v soucasnosti, ktera jiz byla
zming v predeslém textu.

a) Speciace je proces, ktery je vice ¢i méné stejny pro vSechny organismy, to potvrzuje
zdznam protistnich fosilii, ktery miize byt jak pomaly (10° let), tak rychly (10° let)
(Norris 2001).

Protista maji kratkou generani dobu, ktera podporuje vznik mutaci a néslednou
speciaci, ackoli geneticka izolace je méné striktni nez u vétSiny rostlin a Zivocicht

diky jejich vétsi distribuci.
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Vzhledem k tomu, Ze rostliny a zvifata mohou speciovat v 10-20 000 letech, naptiklad
ryby v jezerech (Martens 1997) a rostliny a zvifata v postglacialnich oblastech
(Schluter 1998), neni tu diivod pfedpokladat, Ze by se protista chovala jinak, zejména
vzhledem k jejich kratké generaéni dobé, proto lokdlni a regionalni endemiti by se
meli bézné vyskytovat. Bohuzel tyto druhy jsou casto bud’ nenapadné, anebo jsou
tézko rozpoznatelné.

Protista maji pravdépodobné vétsi schopnost prezit velkd vymirdni v historii zemé Iépe
nez veétsi organismy, coz je zpusobeno jejich mensimi habitaty, diky tomu mohou
nahromadit velkou diversitu po vice nez 100 miliond let. Tato mysSlenka neni
navrhovana pouze na zdklad¢ paleontologickych dat, ale také je potvrzovana
recentnimi studiemi, poukazujicimi na to, ze mikroorganismy piezily v chladnych
refugiich béhem neptiznivych podminek (Stoeck a kol. 2007).

b) Kdyz srovndme rostliny a velkd zvifata s protistnimi organismy, zjistime, ze jsou
skute¢né pocetngjsi, ale pouze v nékolika malo druzich, zatimco velkd vétSina (asi
90 %) ma malou nebo velmi nizkou abundanci jak ukazuje (Obr. II. 4.), jako je
v piipad¢ rostlin a zvifat. To je zfejmé ze vSech vyzkumt, v kterych druhova diverzita

a abundance jednotlivych druhti byla studovana.
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Obriazek II. 4. Cetnost 365 druhii nalevniku v 73 vzorcich z terestrického habitatu v Namibii

¢) Kosmopolitni rozsifeni protistil je ¢asto spojovano s jejich malou velikosti a velkym
poctem (Fenchel 1993; Finlay a kol. 1996, 2006) a Wilkinson (2001) navrhl, ze je to
mozné pouze pro organismy, které méti méné nez 100 pm. Nicméné je to vypracované
na makrohoubdch, mechach a kapradinach, pfesto mnoho znich mé& malé arealy
navzdory vhodnym habitatim a malym spordm (<50 um) produkovanych ve velkych

poctech. Dale semena vysSich rostlin Casto maji malou velikost a specialni
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morfologické adaptace pro rozsifovani vzduchem, ale nejsou kosmopolitni, i kdyz
mnoho z nich dobfie roste v nasich doméacich zahradach, ackoli se tu bézné nevyskytuji.
Je pozoruhodné, Ze morfologické adaptace pro rozSifovani vétrem se nevyskytuji u cyst
a spor mikroorganismu, coz vede k zdvéru, Ze tento druh rozsifovani nikdy nehral
dilezitou roli.

d) Generace taxonomistii poskytuje piesvédCivé evidence pro omezené rozSifeni
nckterych protistl, a to hlavné¢ vlajkovych druhli. Podobné dikazy protistniho
endemismu piindSi v dneSni dobé mnoho védci, coz je dokumentovano nckolika
ptiklady. Prvnim piikladem je Stentor araucanus, az 300 um dlouhy, modro-zeleny
planktonni nalevnik, ktery je Casty v jihoamerickych jezerech (Foissner a Wolfl 1994).
Druhym je Maristentor dinoferus, az 1 mm dlouhy, purpurovy nalevnik, ktery je bézny
na koralovych utesech Guam na Marina Islands v Pacifickém oceanu (Lobban a kol.
2002). A nakonec Heterostentor coeruleus 200-300 um dlouhy namodraly nalevnik,
byl objeven pouze v litordlu Potter Cove, King George Island v Antarktidé (Song a
Wilbert 2002).

Ubikvitni model ignoruje vSechny tyto evidované vady nebo zamitd data zplsobena

,2undersampling® a chybnym ur¢enim taxonti (Mitchell a Meisterfeld 2005).

3.7. Priklady
Ptehled jednotlivych studii, které podporuji umirnény ubikvitni model.
a) Bakterie a sinice

Na zdkladé molekularnich metod autoflorescence a multilokusové enzymové
elektroforézy se zjistilo, Ze pudni bakterie, jako jsou Pseudomonas a Rhizobium, maji
geograficky omezené rozsiteni (Cho a Tiedje 2000; Souza a kol. 1992).
Whitaker a kol. (2003) studovali hypertermofilni rod Sulfolobus v odlisnych oblastech
svéta (tj. Mutnovsky vulkan a Uzon/Geyser udoli ve vychodnim Rusku, Néarodni park
Lassen vulkan a Yellowstonsky Narodni park v Severni Americe, a zapadni oblast
Islandu). Na zéklad¢ deviti chromosomalnich lokusti ze 78 jedinct bylo zjisténo, Ze
jednotlivé populace zriznych mist jsou geneticky izolované a maji omezené
geografické rozsiteni.
Papke a kol. (2003) zkoumali sinice Synechococcus v horkych pramenech v Severni
Americe, Japonsku, na Novém Z¢landu a v Italii. Na zéklad¢ 16S rDNA zjistili, ze (1)

linie sebrand v Severni Americe se vyskytuje jen v této oblasti, (2) jeden ,,clade” se
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b)

vyskytuje pouze v Japonsku, (3) nékteré linie jsou shodné jak pro Japonsko, tak Novy
Z¢land a (4) v Italii Synechococcus nebyl nalezen.

Cercozoa

Bass a kol. (2007) studovali globalni rozsifeni cerkomondd (Eocercomonas a
Paracercomonas) pomoci rychle se vyvijejictho markeru ITS1 rDNA a pro kazdou
skupinu pouzili 47-80 celosvétove sebranych vzorki. Zjistili, ze nékteré identické ITS
sekvence se vyskytuji na vSech kontinentech, ale jiné ITS typy mély spiSe omezené
rozsiteni.

Rozsivky

Van de Vijver a kol. (2005) zkoumali rod Stauroneis v oblastech Antarktidy a zjistili,
ze na ostrovech v subantarktické oblasti Indického oceanu je nejdiverzifikovanéjsi
sloZzeni druhti tohoto rodu a ze se znacne 1isi od zbylych oblasti z okoli Antarktidy.
Dale se ukazalo, ze nékteré druhy maji omezené rozsifeni napt. S. bryocola, S.
gremmenii a S. bertrandii. Pro zjisténi bipolarniho rozsifeni rodu Stauroneis pouzili
data z Arktidy. Po srovnani dat dosli k zavéru, Ze pouze pét druhu (S. gracilis, S.
subgracilis, S. kriegeri, S. acuta a S. heinii) z 60 se vyskytuje v obou oblastech.
Zaroven vsech pét druhli bylo nalezeno i v Evropé, Severni a Jizni Americe, coz
poukazuje na jejich kosmopolitni rozsiteni.

Godhe a kol. (2006) zkoumali biogeografii rozsivky Skletonema marinoi, kterou
izolovali ze ¢ty mist (tj. zapadni pobiezi Kanady, jihozdpadni pobiezi
Portugalska, vychodni a zapadni pobiezi Svédska), kterou studovali pomoci
molekularnich metod RAPD a PCR. Pro PCR byly pouzity molekularni markery LSU
rDNA a ITS (ITS-1, 5.8S, ITS-2). Analyza dat ukazala, ze linie ze Ctyt geografickych
mist byla vyznamné oddélena na zéklad€ vSech tii metod, ale rozdily mezi evropskymi
vzorky byly nejlépe prokazany pomoci ITS-2.

Shayler a Siver (2004) objevili né¢kolik endemickych druht rozsivek a Mallomonas
(Chrysophyceae) v rybniku na Florid¢, USA. Dosli k zavéru, ze v pribéhu nékolika let
se zménilo pH vody z alkalické na velmi kyselou, coz mélo vliv na speciaci v této
lokalité.

Dalsim ptikladem je rod Actinella, ktery v soucasnosti obsahuje 29 druhti a pouze dva
(A. brasiliensis, A. puncata) jsou kosmopolitni (Sabbe a kol. 2001) a devét druhti rodu

Actinella je endemicka v Australii.
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d)

g)

h)

Chrysophyceae

Kristiansen (2008) shrnuje poznatky o taxonu Chrysophyceae a poukazuje, Ze okolo
jedné tretiny z celého taxonu jsou endemické druhy, to dokumentuje na ptikladu rodu
Mallomonas, kde ze 172 druht je 69 endemickych.

Nalevnici

Miao a kol. (2004) odebrali v osmi oblastech Ciny 19 populaci Carchesium polypinum
a zjistili na zdklad¢ molekuldrniho markeru 18S-ITS1-5.8S rDNA, zZe se oddélily
populace se severnim a jiznim vyskytem.

Tetrahymena pyriformis komplex v souc¢asné dob¢é obsahuje 25 druhti. Nékteré druhy
jsou kosmopolitni (napf. T. cosmopolitanis), zatimco ostatni druhy maji omezené
rozsifeni. Naptiklad T. thermophila se vyskytuje pouze na vychodnim pobiezi Severni
Ameriky (Nanney a kol. 1998, Nanney 2004).

Foraminifera

Druh Globorotalia truncatulinoides byl nalezen v Atlantickém oceanu od 50° jizni az
po 50° severni zemépisnou §ifku a také ve Stiedozemnim mofi a ve Sargasovém mofi.
Na zakladé¢ molekuldrnich (tj. SSU, ITS-1, 5.8S, ITS-2), morfologickych a
ekologickych dat se zjistilo, ze Globorotalia truncatulinoides je komplex ¢tyf druht.
Druhy 1 a 2 obyvaji subtropickou oblast Atlantiku, druh 3 se vyskytuje mezi 40°-
41°jizni Sitkou a druh 4 se naléz4 v subantarktidé (de Vagas 2001).

Krytenky

Nebela (Apodera) vas je diky své charakteristické morfologii dobfe rozpoznatelna a je
hlavné objevovana na jizni polokouli. Chybi v Evropé a Severni Americe, které maji
dlouhou tradici ve vyzkumu volné Zijicich protozoa (Smith a Wilkinson 2007).
Obrnénky

John a kol. (2003) studovali obrnénku Alexandrium tamarense a zjistili, Ze se jedna o
komplex druhti, ktery je rozdélen do riznych geografickych oblasti a to na oblast
zapadni Evropy, Severni Ameriky, temperatni Asii a Stfedomofi. Pfi¢emZ linie ze
Severni a temperatni Asie jsou toxické a linie ze zapadni Evropy a stfedozemi naopak
toxické nejsou.

Gomez (2006) porovnal seznamy obrnének ze Stiedozemniho mote (Gomez 2003) a
zdznamy z Cerného mote (Gomez a Boicenco 2004) s témi celosvétovymi a zjistil, ze

z 673 obrnének ocitovanych v zdznamech ze Stfedozemniho mote jich 87 % bylo
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zaznamenano v Atlantickém oceanu, pouze 6 % (40 taxontl) bylo povazovano za Indo-
Pacifické druhy a 7 % (48 taxonil) se vyskytovalo pouze ve Sttedozemnim mofi.
Velmi bézny kosmopolitni druh Ceratium hirundinella chybi v Indonesii (Vyverman

1996), ve Venezuele, amazonské panvi a v jizni ¢asti Jizni Ameriky (Pollingher 1987).

4. Shrnuti

Obg¢ teorie se shoduji v ndzoru, Ze sou¢asnym problémem pro ziskani vhodnych dat o
diverzité a biogeografii protist je ,,undersampling®. I kdyz v ptipad¢ umirnéného ubikvitniho
modelu je tomuto problému davana vétsi dilezitost nez v pripad¢ ubikvitniho modelu, coz se
odrazi v odhadech globalni diverzity a nasledné v porovnani lokalni/globalni diverzity.
V piipadé¢ umirnéného ubikvitniho modelu jsou tyto odhady néckolikndsobné vétsi nez
v pripad¢ ubikvitniho modelu. Mimoto, rozdilné odhady nejsou zptsobeny jenom na zakladé
,sundersampling®, ale hlavné tim, ze umirnény ubikvitni model na rozdil od modelu
ubikvitniho rozsifeni pocitd s endemickymi druhy, které tvoti hlavni ¢ast globalni diverzity.

Model ubikvitniho rozsifeni se rozchazi s umirnénym ubikvitnim modelem v pohledu
na dilezitost velké pocetnosti populaci a malé velikosti organismi. Ubikvitni model
predpoklada, ze to jsou hlavni faktory, které umoznuji kosmopolitni rozSifeni protist. Zatimco
umirnény ubikvitni model je vtomhle pohledu skepticky, kdy se odvoldvd na podobné
vlastnosti u hub, nizSich a vyssich rostlin.

Dale bych rad poukazal na urcité vyhody jednotlivych modelii, které jsou zaroven
nevyhodami toho druhého modelu. Jednou z vyhod ubikvitniho modelu je, Ze prosazuje to, ze
1 mezi protistnimi organismy jsou specialisti a generalisti, kteti maji vliv na pochopeni
celkové diverzity. Dalsi vyhodou je, Ze poukazuje na dilezitost diikkladného prizkumu
sebranych vzorkt, na zéklad¢ jejichz analyzy je mozné nalézt daleko vétsi lokalni divezerzitu
nez jak se vSeobecné¢ piedpoklada. Naopak vyhodami umirnéného ubikvitniho modelu je, ze
k potvrzeni vyskytu endemickych druhti jsou pouzity vlajkové druhy, a Ze poukazuje na vliv
¢lovéka, ktery ovlivnil soucasné rozsiteni nékterych druht.

Z ubikvitniho modelu vyplyva, Ze vSechny druhy sladkovodnich protist mohou
eventualné byt objeveny pouze v jednom malém rybniku (Finlay a Esteban 1998), proto neni
nutné jezdit na exotické lokality a hledat nové druhy, a nemd cenu chranit mikrobidlni

diverzitu.
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Pro zjisténi, zda protista maji nebo nemaji biogeografii, je potifeba provést dalsi
vyzkumy. K tomu je zapotiebi vylepsit stavajici techniky odbéru nebo vyvinout nové

ucinngjsi postupy, které by minimalizovali vliv ,,undersampling*.
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IIl. Prakticka cast

1. Uvod

V praktické casti bakalarské prace je hlavnim cilem optimalizace molekuldrnich
metod, zejména pak izolace DNA z kultur a amplifikace genu velké podjednotky RUBISCO
(rbcL) pomoci PCR, které pouziji v diplomové praci pro vyzkum biodiverzity a biogeografie
rodu Klebsormidium. Tento rod ma uniformni morfologii, je asexualni a ma kosmopolitni

rozsifeni, coz ho €ini idedlnim modelem pro studium biogeografie protist.

2. Charakteristika rodu Klebsormidium

Rod Klebsormidium P. C. Silva, Mattox a W. H. Blackwell (Silva a kol., 1972) se
vyznacuje jednoduchymi nevétvenymi vlakny, s buikami uspotadanymi do jedné fady. Kazda
bunika ma jeden parietalni chloroplast s jednim pyrenoidem, ktery vypliuje buiiku piiblizné
z poloviny. Rozmnozuji se jednak vegetativné¢ fragmentaci stélky nebo nckteré druhy
asexualn¢ pomoci dvoubicikatych zoospor, pohlavni rozmnozovani nebylo dosud
pozorovano. Zoospora je mirn¢ zplostéla, asymetrickd se dvéma subapikalné ulozenymi
biciky, které maji ,,multilayered structure* (MLS) bicikového kotene.

Klebsormidium je kosmopolitni rod (Rindi 2008), ktery je rozsifeny po celém svété od

polérnich oblasti az k tropickym (Ramanathan 1964; Lee a Wee 1982; Broady 1996; Lokhorst
1996; John 2002, 2003). Vyskytuje se jak v aero-terestrickych (napt. v pudé (Deason 1969),
ktira stroma (Handa a kol. 1991; Nakano a kol. 1991), tak v sladkovodnich habitatech (napf.
potoky a feky (Morison a Sheath 1985; Necchi a kol. 1991), moktady (John 2002).
Na zaklad¢ molekularnich a ultrastrukturalnich dat spadé tento rod do streptofytni linie rostlin
v blizké fylogenetické pozici k paroznatkdm a rostlindm (Marchant a kol. 1973; Sluiman a
Guihal 1999; Karol a kol. 2001; Lewis a McCourt 2004; McCourt a kol. 2004; Sluiman a kol.
2008).

Lokhorst (1996) rozpoznavd osm morfologicky definovanych druhti, zahrnujici pét
druhii podpotenych fylogenetickou analyzou ITS rDNA sekvenci (Sluiman a kol. 2008): K.
flaccidum, K. elegans, K. bilatum, K. crenulatum, K. mucosum; a dale tfi druhy, které zatim
zustavaji fylogeneticky nevyteSeny: K. dissectum, K. fluitans, K. nitens. Novis (2006) popsal

novy druh Klebsormidium acidophilum, ktery nasel na Novém Z¢landu v kyselych potocich.
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3. Optimalizace metod

3.1. Uvod do metodiky

Abychom mohli ziskat ur¢itou sekvenci DNA, je zapotiebi nejdiive vyizolovat DNA z
zivé monoklondlni kultury, nasledné¢ amplifikovat potfebny tsek DNA pomoci PCR a
nakonec PCR produkt ptecistit a osekvenovat.

K izolaci DNA a nésledné PCR se pouzila novd metoda tzv. jednobunécné PCR (Duff
a kol. 2008; Auinger a kol. 2008), kdy stac¢i pouzit jen n€kolik bun¢k daného druhu k ziskéani
PCR a nasledné sekvenaci amplifikované ¢asti DNA.

Amplifikaci vybrané sekvence DNA umoziuje metoda PCR (Polymerase Chain
Reaction) (Mullis a Faloona 1987). Diilezitymi slozkami, které jsou potfebné pro uskutecnéni
této reakce: je templatovd DNA z monokultury, kterou chceme amplifikovat, DNA
polymeraza, primery, které umozni polymeraze nasednout na templat a ohrani¢i vybranou
sekvenci DNA, dNTPs (deoxynukleotid trifosfaty) stavebni kameny pro vznikajici nové
fetézce DNA, puft, ktery upravi chemické prostredi pottebné pro spravnou funkci polymerazy
a nakonec destilovana voda. Tato smés je vystavena stfidani teplot v pfistroji zvaném
termocykler, kde dochédzi ke tfem hlavnim krokiim (1.) denaturace — rozpleteni DNA, (2.)
annealing — nasednuti primerti na specifickd mista DNA a nasledné i polymerazy, (3.)
elongace — syntéza DNA. Tyto kroky se opakuji v nckolika cyklech, ¢imz je dosazena

mnohonasobné amplifikace daného useku DNA.

3.2. Material a metody

3.2.1. Poufité p¥istroje a material

e Svételny mikroskop Olympus CX31

e Plastové kultivaéni desticky pro tkanové kultury, 12 jamek, ploché dno
e Pipety Eppendorf Research

e Centrifuga Centrifuge 5415D, Eppendorf

e Centrifuga Spectrafuge mini spin plus, Eppendorf

e Sklenéné kulicky - primér 1,5 mm

e Zebiitek O'GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus

e Mlynek na drceni rostlinného materialu Retsch MM400
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e Termoblok Thermomixer compact, Eppendorf

e Vortex Genie 2, Scientific Industries

e Mikrozkumavky PCR (0,2 ml) s plochym vickem (P-lab)

e Mikrozkumavky - typ Eppendorf (0,5 ml) s vickem (P-lab)

e Mikrozkumavky — typ Eppendorf (1,5 ml) s vickem (P-lab)

e Mikrozkumavky — typ Eppendorf (2 ml) s vickem (P-lab)

e Chladitko IsoFreeze PCR (P-lab)

e Touchgene Gradient, Techne

e Vybaveni pro elektroforézu Scie-Plas: HU6 - horizontalni mala kratka SHUG6 -
horizontalni mala dlouha, HU13 - horizontalni velka

e UV lampa Herolab UV T-20 M, dokumentacni systém Gel Logic 100 Imaging System
Kodak

e NanoDrop 1000 spectophotometer, Thermo scientific

3.2.2. Ziskani vzorku, izolace, kultivace

Vzorky pochazi z lesa z okoli mé&sta Nikko v Japonsku, které mi poskytl Mgr. Pavel
Skaloud, Ph.D. Byly sebrany tfi kameny, dva kameny z lesa a jeden v blizkosti vodopadu,
dale pak cast silnice a nakonec ptida z lesa a z okoli vodopadu.

Abych mohl vyizolovat jednotlivé linie musel jsem ze vzorki (kamene, silnice, pudy)
odebrat pfiblizné¢ 5-10 miligramt, ty jsem smichal s 200 ul destilované vody a sklenénymi
kulickami, to jsem nasledné vortexoval 9-10 minut. Ze vzniklé smési jsem odebral 25 pl, toto
mnozstvi jsem nanesl na Petriho misku s médiem (BBM). Po tfech az ctyfech tydnech jsem
z Petriho misek vyizoloval jednotlivé kmeny za pouZiti mikroskopu Olympus CX31 pomoci
sterilni jehly. Jednotlivé kolonie jsem pienaSel na plastové kultivacni desticky. Vyizolované

kultury rostly pfi pfirozeném osvétleni a laboratorni teploté.

3.2.3. Kmeny

kmen lokalita kmen lokalita

JK1 Nikko kamen JVK1 | Nikko vodopad kamen

JK2 Nikko kdmen JVK2 | Nikko vodopéad kdmen

JK3 Nikko kdmen JVK3 | Nikko vodopéad kdmen

JK4 Nikko kamen JVK4 | Nikko vodopéad kdmen

JK5 Nikko kdmen JVKS5 | Nikko vodopad kdmen

JK6 Nikko kamen JVK6 | Nikko vodopéad kdmen
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JK7 Nikko kdmen JVK7 | Nikko vodopéad kdmen
JK8 Nikko kdmen JVKS8 | Nikko vodopéad kdmen
JK9 Nikko kdmen JVK9 | Nikko vodopad kdmen
JKK1 | Nikko kdmen 2 JVK10 | Nikko vodopad kamen
JKK?2 | Nikko kdmen 2 JVKI11 | Nikko vodopad kdmen
JKK3 | Nikko kdmen 2 JVK12 | Nikko vodopad kamen
JKK4 | Nikko kdmen 2 JVK13 | Nikko vodopéd kdmen
JKKS5 | Nikko kdmen 2 JS1 Nikko silnice
JKK6 | Nikko kdmen 2 JS2 Nikko silnice
JKK7 | Nikko kdmen 2 JS3 Nikko silnice
JKKS8 | Nikko kdmen 2 JS4 Nikko silnice
JKK9 | Nikko kdmen 2 JVP1 | Nikko vodopéd ptiida
JKK10 | Nikko kamen 2 JVP2 | Nikko vodopad ptida
JKKI11 | Nikko kédmen 2 JVP3 | Nikko vodopad ptiida
JKK12 | Nikko kdmen 2 JVP4 | Nikko vodopad pida
JKK13 | Nikko kdmen 2 JVP5 | Nikko vodopad ptida
JKK14 | Nikko kdmen 2 JVP6 | Nikko vodopad pida
JKK15 | Nikko kamen 2 JVP7 | Nikko vodopad ptuida
JKK16 | Nikko kédmen 2 JVP8 | Nikko vodopad ptiida
JKK17 | Nikko kamen 2 JVP9 | Nikko vodopad ptida
JKK18 | Nikko kédmen 2 JVP10 | Nikko vodopad piida
JP1 Nikko piida

Tabulka ITI. 1. Seznam vyizolovanych kmenu z Japonska

3.2.4. Izolace DNA

e K vyizolovani DNA jsem pouzil kmeny (tab. III. 1).

e Pouzil jsem 2 ml zkumavky s vickem, do které jsem dal 100 pm InstaGene matrix
buffer, n¢kolik vldken kmenu a 2-3 sklenéné kulicky (s primérem 1,5 mm).

e Za pouziti mlynku (6 min, pfi 30 frekvence za sekundu) jsem buniky rozbil.

e Zkumavku jsem pfendal do thermomixeru, kde jsem teplotu nastavil na 56 °C pfi
michéani 700 rpm.

¢ Po 30 minutach jsem zkumavky vyndal a vortexoval 10 sekund na max.

e Vritil jsem zpét do thermomixeru na 8 min. s teplotou 100 °C.

e Opét vortexoval 10 s na max.

e Nakonec jsem centrifugoval 2 min. pfi 12 000 otacek.s™.(rpm)

3.2.5. Méieni koncentrace DNA

Koncentraci DNA jsem méfil na Nanodrop 1000 spectophotometer, Thermo scientific

e Nejdiive jsem nanesl 2 pl dest. vody.
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e Potom jsem zmétil BLANK za pouziti dest. vody.

e Vlastni vzorek jsem méfil pfi A = 260 nm.

3.2.6. PCR
a) Pouzité primery a jejich kombinace

Jméno Sekvence Citace | Orientace
KlebsR TCCTCCGCTTAGTAATATGC vlastni | R
Klebs-ITS1-F | GAAGCTGTGAGAAGTTCATTAAACC | vlastni | F
Klebs-ITS1-F2 | ACCGATGCTTGTGCCAACAA vlastni | F
Klebs-ITS2-F | CTGGTCGGCTGAAAGGCAGATGC vlastni | F
Klebs-ITS2-R | CCCGCGATGCGGTCTACCACG vlastni | R
Klebs-LSU-R | CTCTCACCCTCTCTGACGTCCCATT | vlastni | R
Tabulka ITI. 2. Seznam ITS primera
Jméno | Sekvence Citace | Orientace
KF2 ACTTACTACACTCCTGATTATGA | vlastni | F
KR2 GGTTGCCTTCGCGAGCTA vlastni | R
KF590 | GATGAAAACGTAAACTCTCAGC |vlastni | F

Tabulka III. 3. Seznam rbcL primera

1. | Klebs-ITS1-F | KlebsR

2. | Klebs-ITS1-F | Klebs-LSU-R
3. | Klebs-ITS1-F2 | KlebsR

4. | Klebs-ITS1-F2 | Klebs-LSU-R
5. | Klebs-ITS1-F | Klebs-ITS2-R
6. | Klebs-ITS1-F2 | Klebs-ITS2-R
7. | Klebs-ITS2-F | KlebsR

8. | Klebs-ITS2-F | Klebs-LSU-R
T

abulka III. 4. Kombinace ITS primeri

1. | KF2 KR2

2. | KF590 | KR2

Tabulka III. 5. Kombinace rbcL primeri

b) PouZité master mixy pro PCR

sloZka pl na 1 vzorek
polymeraza | 0,5

MgCl, 0,2

pufr 2

voda 15,4

dNTP 04

primer 1 0,25

primer 2 0,25

DNA 1

Tabulka III. 6. Master Mix pii pouZiti RedTaq Jump Start polymerazy pro PCR
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slozka

ul na 1 vzorek

polymeraza | 0,2
pufr 2
voda 13,9
dNTP 0,4
primer 1 0,25
primer 2 0,25
DNA 1

Tabulka III. 7. Master Mix p¥i pouZiti Gold polymerazy pro PCR

¢)Pouzité cykly
Inicialni denaturace 94 °C 2 min
Denaturace 94 °C 1 min
Annealing 50 °C 1 min 35 cykld
Elongace 72 °C I min30s
Finalni elongace 72 °C 10 min
Tabulka IIL 8. Cyklus pro ITS
Iniciélni denaturace 95 °C 2 min
Denaturace 94 °C 1 min
Annealing 47 °C 1 min 40 cyklt
Elongace 72 °C 3 min
Finalni elongace 72 °C 8 min
Tabulka II1. 9. Cyklus rbcL 1
Inicialni denaturace 95 °C 2 min
Denaturace 94 °C 1 min
Annealing 50 °C 1 min 37 cyklt
Elongace 72 °C I min30s
Findlni elongace 72 °C 1 min

Tabulka III. 10. Cyklus rbcL 2
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Inicialni denaturace 95 °C 2 min

Denaturace 94 °C 1 min

Annealing 47 °C 1 min 37 cyklt
Elongace 72 °C 1 min 30 s

Findlni elongace 72 °C 8 min

Tabulka III. 11. Vysledny cyklus pro rbcL

d) Redéni DNA pro PCR

d=x*y)/z

v=x-d

fedéni: v:d

X ... pozadovany objem DNA
y ... pozadovana c (DNA)

z ... naméfena ¢ (DNA)

d ... objem nefedéné DNA

v ... objem destilované vody

Izolovanou DNA jsem fedil na pozadovanou koncentraci 5 ng/pl.

e) Postup Cisténi produktu PCR

Pomoci kitu Jet Quick PCR Product Purification Spin Kit / 250 jsem piecistil PCR produkty.

e Do zkumavky s PCR produktem jsem ptidal 80 ul H1, smés jsem ptendal

na filtr, ktery byl ve zkumavce.

e Centrifugoval 1minutu pfi 12 000 rpm, obsah zkumavky jsem vylil.

e Na filtr jsem ptidal 500 ml H2 + etanol.

e 2 x centrifugovat (1 min, 12 000 rpm) do sucha.

e Filtr se nasledné ptendéa do nové 1,5 ul ependorfky s vickem.

e Na zavér se piida TE zahtaté na 65-70 °C a necha se 6 minut stat.

e Potom se to centrifuguje dvé minuty pii 12 000 rpm.

e Po 4 hodinach se zméfi koncentrace DNA.

3.2.7. Priprava gelu, elektroforéza, foceni gelu

Ptiprava 1% TBE gelu pro sttedné velkou misku: agardsa I 0,5g + pufr TBE 1% 50

ml + 1 kapka thiamid bromidu

e Smichal jsem agardsu s TBE a uvafil v mikrovince.
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e Po mirném zchlazeni jsem ptidal thiamid bromid.

e Do ptipravené misky s hiebinky jsem nalil vyslednou smés a nechal jsem 20
minut tuhnout.

e Potom jsem z okraje misky odlepil lepici pasku a vyndal hiebinky.

¢ Ponoftil jsem vani¢ku do nadoby pro elektroforézu s TBE pufrem.

e Do prvni jamky jsem nanesl 3 ul Zebficku a pak jsem uz nanasel 4 pl vlastnich
vzorkd.

e Zapnul jsem piivod proudu, kde jsem nastavil napéti na 100 V a nechal 20
minut béZet.

e Pod UV zafenim jsem zjistila vysledek (Herolab UV T -20 M, dokumenta¢ni

systém Gel Logic 100 Imaging System Kodak).

3.2.8. Sekvenace

Osekvenovani zajist'uje spole¢nost MacroGene v Jizni Korei.

3.3. Vysledky

3.3.1. Koncetrace DNA

Po izolaci DNA za pouziti InstaGene matrix jsem ziskal zjednotlivych kmenii DNA o

koncentracich, které ukazuje tab. I1I. 12.

Kkmen lokalita Koncentrace Kkmen lokalita Koncentrace
DNA v ng.ul’ DNA v ng.ul’!
JK1 Nikko kamen 16,2 JVK1 | Nikko vodopad kdmen 25,1
JK2 Nikko kamen 40,7 JVK2 | Nikko vodopad kamen 46,8
JK3 Nikko kamen 45,2 JVK3 | Nikko vodopad kamen 10,7
JK4 Nikko kamen 316,1 JVK4 | Nikko vodopad kamen 421
JK5 Nikko kamen 25,8 JVKS5 | Nikko vodopad kamen 4949
JK6 Nikko kamen 61,9 JVK6 | Nikko vodopad kamen 1450,0
JK7 Nikko kdmen 59,6 JVK7 | Nikko vodopad kdmen 13432
JK8 Nikko kamen 85,9 JVKS8 | Nikko vodopad kamen 767.5
JK9 Nikko kamen 97,1 JVK9 | Nikko vodopad kamen 76,1
JKK1 | Nikko kamen 2 105,9 JVK10 | Nikko vodopad kdmen 503,3
JKK2 | Nikko kamen 2 104,7 JVKI11 | Nikko vodopad kamen 55,8
JKK3 | Nikko kamen 2 121,5 JVK12 | Nikko vodopad kdmen 265,6
JKK4 | Nikko kdmen 2 2139 JVK13 | Nikko vodopad kamen 325,9
JKKS5 | Nikko kdmen 2 195,3 JS1 Nikko silnice 24.8
JKK6 | Nikko kdamen 2 134,3 JS2 Nikko silnice 21,6
JKK7 | Nikko kdamen 2 182,1 JS3 Nikko silnice 39,3
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JKK8 | Nikko kamen 2 79,5 JS4 Nikko silnice 188.,9
JKK9 | Nikko kamen 2 112,2 JVP1 Nikko vodopad pida 68,7
JKK10 | Nikko kamen 2 265,9 JVP2 Nikko vodopad ptida 2523
JKK11 | Nikko kamen 2 153,9 JVP3 Nikko vodopad ptida 83,7
JKK12 | Nikko kédmen 2 14,7 JVP4 Nikko vodopad pida 957,1
JKK13 | Nikko kdmen 2 44,6 JVP5 Nikko vodopad piida 83,3
JKK14 | Nikko kamen 2 57,5 JVP6 Nikko vodopad pida 134,9
JKK15 | Nikko kamen 2 54,0 JVP7 Nikko vodopad ptida 45,7
JKK16 | Nikko kédmen 2 29,0 JVP8 Nikko vodopad pida 136,6
JKK17 | Nikko kédmen 2 819,7 JVP9 Nikko vodopad ptida 406,6
JKK18 | Nikko kdmen 2 591,5 JVP10 | Nikko vodopad ptida 181,8
JP1 Nikko pida 132,5

Tabulka III. 12. Koncentrace DNA jednotlivych kmenii

3.3.2. PCR

Piehled jednotlivych PCR reakci.

a) PCR1

Pro prvni PCR reakci jsem vybral kmeny: JK1, JK9, JKK6, JS1 a kontrolni kmen KO9.
Pouzil jsem master mix s Gold polymerazou (Tab. III. 7.), kombinaci ITS primert (Tab. III.
4.) a cyklus (Tab. III. 8.).

Nejlépe dopadla kombinace primert Klebs-ITS1-F2 - Klebs-LSU-R, které byly
vybrany pro dalsi PCR reakce.

b) PCR2

Pouzil jsem 20 kment: JK2, JK3, JK4, JKS, JK6, JK7, JKS8, JKKI1, JKK2, JKK3,
JKK4, JKKS5, JKK7, JKKS, JKK9, JKK10, JKK11, JS2, JS3, JS4.

Pouzil jsem master mix (Tab. IIl. 7.) s primery Klebs-ITSI1-F2 a Klebs-LSU-R a
cyklus (Tab. III. 8.).

Vyslo celkem 14 kment z 20, nevysly pouze JK6, JK7, JKK4, JKKS, JKK10, JKK11.

¢) PCR3

Pouzil jsem 11 kment: JKKI12, JKKI13, JKKI13, JKK14, JKKI15, JKK16, JVKI,
JVK2, JVK3, JVK4, JVP1, JP1.

Pouzil jsem master mix (Tab. III. 7.) s primery Klebs-ITSI-F2 a Klebs-LSU-R a
cyklus (Tab. III. 8.).
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Obrazek III. 1. Vysledek PCR 3

Tentokrat, jak dokumentuje (Obr. III. 1.), vysly pouze 2 kmeny (JKK15, JVK4).

d) PCR4

Potom jsem piesel na amplifikaci rbcL gent.

Pouzil jsem 20 kment: JK3, JK6, JK7, JK9, JKKI1, JKK2, JKK4, JKK7, JKKS,
JKK11, JKK15, JVK1, JVK2, JVK3, JVK4, JS1, JS3, JS4, JVP1, JP1.

Pouzil jsem master mix (Tab. III. 8.) s rbcL primery KF2 a KR2 a cyklus (Tab. III. 9.).

Nevysel ani jeden kmen.

e) PCRS

Pouzil jsem kmeny JKS5, JKK7, JKK11, JVP2, JS3 a kontrolni kmeny 39 a 44.

Pouzil jsem KF2 a KR2 primery, dva typy master mixu, jeden s Glod polymerdzou a
druhy s RedTaq polymerazou (Tab. III. 6. a 7.) a dva cykly (Tab. III. 9. a 10.).

Na kmeny s master mixem obsahujici Gold polymerazu byly pouzity oba cykly a
kmeny s RedTaq polymerazou byl pouZit pouze jeden cyklus (Tab. III. 10.).

Zjistil jsem, ze vlastni kmeny nevysli, krom¢ JS3, a vySly oba kontralni kmeny ve

vSech tfech kombinaci.

f) PCR6

Pro optimalizaci PCR reakce pro rbcL gen, jsem pouzil dva kmeny JKK7 a JKK11,
které¢ jsem natedil na Ctyri rizné koncentrace (Tab. III. 13.) a kmeny JS2, JKK14 a JVPS které
byly nafedény na 5 ng.pul™.
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Koncentace DNA ng.ul’'
JKK7 0,5 25,6 104,4 182,1

JKK11 1,5 20,1 102,6 153,9
Tabulka III. 13. Naiedéné kmeny

Pouzil jsem KF2 a KR2 primery pro nafedéné kmeny a kombinaci primert KF590 —
KR2 jsem pouzil na standartn¢ nafedéné kmeny.

Pouzil jsem master mix s Gold polymerazou (Tab. III. 7.) a cyklus (Tab. III. 11).
Vysly pouze kmeny, kde byla pouzita kombinaci primera KF590 — KR2.

g) PCR7

Pouzil jsem 22 kment: JKK1-JKK 13, JKK15-JKK18, JS1, JS4, JP1, JK1, JK2.

Pouzil jsem master mix s Gold polymerazou (Tab. III. 7.) s kombinaci primert
KF590 - KR2. Pouzit byl vysledny cyklus (Tab. III. 11.).

Vyslo vsech 22 kmenti.

4. Shrnuti

Pro kultivaci rodu Klebsormudium budu i nadale pouzivat BBM medium a ukéazalo se,
ze 1zolace pomoci InstaGene matrix je rychla a snadna metoda.

Pro PCR reakci budu pouzivat master mix (Tab. III. 14.) a cyklus (Tab. III. 11.).

slozka ul na 1 vzorek
polymeraza | 0,2

pufr 2

voda 13,9

dNTP 0,4

KF590 0,25

KR2 0,25

DNA 1

Tabulka III. 14. Vysledny master mix
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IV. Zaver

V mé bakaliské praci jsem se seznamil s dosavadnimi znalostmi a nazory, tykajicimi
se diverzity a biogeografie protist a ze studii zabyvajici se touto problematikou jsem se
dozvédél, jak jednotlivi védei a tymy odbornikd postupovali pii studiu biogeografie a
diverzity protistnich organisml. Tyto ziskané poznatky mi pomohou pfi vlastni védecké
¢innosti.

V praktické Casti se mi povedlo optimalizovat molekularni metody, které pouziji

v diplomové praci pro studium diverzity a biogeografie rodu Klebsormidium.
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V. Podékovani

Chtél bych podékovat roding€, kamaradiim a pedagogiim PiF UK, ktefi mi béhem mého
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M¢ nejvétsi podekovani patii mému Skoliteli bakalaiské prace Mgr. Pavlovi
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pomoc a za navozeni piijjemné atmosféry.
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