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Abstrakt

Tato prace popisuje metodu metabarcodingu, jeji historii, princip a soucasné vyuziti. Jednou
z oblasti, ve které metabarcoding umoznil rozvoj poznani, je vyzkum diversity protist. I
pfestoZze jsou protista na Zemi hojné rozSifend a zastdvaji mnoho dulezitych roli
v ekosystémech, o jejich diverzit¢ toho pfiliS mnoho nevime. Tradiéni mikroskopické
techniky zalozené piedev§im na urCovani druhii podle jejich morfologie nejsou vzdy pro
studium protist uplné¢ vhodné vzhledem k jejich malé velikosti, nizké koncentraci jedinct
v prostiedi a konvergentni morfologické evoluci u nékterych skupin. Stejné jako tradicni
mikroskopické techniky, i metoda metabarcodingu ma své vyhody a nevyhody. Tato prace
pfinédsi porovnani vyhod a nevyhod metabarcodingu a mikroskopickych technik pro urovani
diverzity protist a snazi se zdlraznit potiebu, pro¢ bychom méli pfi vyzkumu pouzit obou

téchto metod.

Klicova  slova: metabarcoding, protista, diverzita, mikroskopie, taxonomie,

enviromentalni DNA (= eDNA), morfologické urceni druhii, 18S rRNA

Abstract

This thesis is focusing on metabarcoding; its history, principles and current use in science.
Metabarcoding brings us a new way to observe a diversity of protists. Although the protists
are ubiquitous on the Earth and play a key role in the majority of biological processes, our
knowledge of their diversity is still very poor. Traditional microscopy techniques are mostly
based on morphology-based identification of taxa. However, they are not so suitable for
investigating protist diversity due to their small size, low concentration in the environment,
and the convergent morphological evolution of many groups. Similarly, the metabarcoding
has its pros and cons, as well. This thesis summarizes pros and cons of both techniques, trying
to emphasize the need to both of them to gain a more complete insight into the diversity of

protists on the Earth.

Key  words: metabarcoding,  protists, diversity, = microscopy,  taxonomy,

environmental DNA (= eDNA), morphology-based identification, 18S rRNA
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1 Uvod

Organismy oznacované jako protista nalezneme v rtiznych skupinach napfi¢ celym
eukaryotickym stromem zivota. Do protist fadime organismy, které jsou jednobunécéné
a velmi drobné od 1 pm (Ostreococcus tauri; Chretiennot-Dinet et al., 1995), ale i organismy
mnohobunécné, které mohou dortstat nékolika metrit (Macrocystis pyrifera; Zimmerman &
Robertson, 1985). Stejné jako je riizna jejich velikost, zastavaji tyto organismy rtizné funkce
dekompozice, pfenos energie a choroby zvifat a rostlin (Adl et al., 2019; Corliss, 2001;
Geisen et al., 2019; Stein et al., 2014; Wetzel, 2001). I kdyZ tyto organismy zastavaji mnoho
funkci ve vodnich 1 terestrickych ekosystémech, o jejich diverzité, rozsifeni a ekologickych
narocich toho u mnoha skupin pfili§ mnoho nevime. Béhem poslednich nékolika desitek let
diky rozvoji molekularnich metod ucinila védecka spolec¢nost velky pokrok v poznani
diversity protist (Caron et al., 2012).

Ke studiu diverzity protist se diive vyuzivalo hlavné jejich morfologické urcovani pod
mikroskopem. Ve svételném mikroskopu byla pozorovana vétSina druhti protist (napt. Céza et
al. 2015; Neustupa and Némcova 2001), transmisni elektronovy mikroskop se hojné pouziva
k uréovani $upin chrysomondd (Certnerova et al., 2019; Némcova et al., 2000) a skenovaci
elektronovy mikroskop ke studiu schranek rozsivek (Pinseel et al., 2019) ¢i jinych
povrchovych struktur jinych druhd protist (Bourland et al., 2018). Nekteré studie vsak
ukazuji, ze nékteré druhy od sebe nelze pouhym pozorovanim pod mikroskopem rozlisit pro
nedostatek ur€ujicich znakli a konvergentni morfologické evoluce (Krienitz et al., 2010;
Pinseel et al., 2019; Skaloud & Rindi, 2013; Von Der Heyden et al., 2004).

Diky vyvoji a rostouci popularité molekularnich metod pro identifikaci jednotlivych
organisml a druhl je dnes vétSina diverzitnich studii zaloZena na sekvenovani a analyze
enviromentalni DNA (= eDNA). Védci vSak v téchto studiich objevili mnoho rDNA sekvenci,
které nelze pfifadit k dosud popsanym druhtim (Behnke et al., 2011; Howe et al., 2009;
Slapeta et al., 2005). Na zemi se tedy nachazi vice druhd protist, neZ jsme si mysleli diive,
kdyZ jsme jejich diverzitu pozorovali pouze pod mikroskopem. Né&které druhy se ndm vsak
molekularnimi metodami zachytit nedaifi a nachazime je i nyni jen pod mikroskopem
(Groendahl et al., 2017; Rippin et al., 2018; Skaloud et al., 2020). Proto nékteré studie nyni
vyuzivaji kombinace molekularnich a mikroskopickych metod k zjisténi, co nejpiesnéjsiho
vyskytu druhti na daném stanovisti. I piestoze v soucasné dob¢ bylo provedeno mnoho studii

zabyvajicich se diverzitou protist, odhady kolik jich je celkem na svété se porad pohybuji
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celkem na Siroké Skdle mezi par desitkami miliond az 160 miliony, obzvlast' kdyz zahrneme
1 parazitické a symbiotické taxony (Adl et al., 2012; Larsen et al., 2017).

Cilem této prace je shrnout vyhody a nevyhody diive pouzivanych mikroskopickych
metod, a popsat jaké vyhody a nevyhody nam piinasi pouziti soucasnych molekularnich
metod (hlavné pouziti metabarcodingu). A pro¢ bychom méli ke studiu diverzity protist

vyuzivat obou téchto metod.
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Obr. 1 Fylogeneticky strom eukaryot (Cepicka unpubl. 2019)



2 Historie metabarcodingu

Termin DNA metabarcoding byl poprvé pouzit v roce 2011 (Frangois Pompanon et al.,
2011; Riaz et al., 2011). Tito védci jako metabarcoding oznacili soucasné probihajici urceni
mnoha taxond z jednoho vzorku na zdklad¢ jejich DNA. Jiz ptfedtim vSak mikrobiologové
rutin¢ pouzivali analyzu eDNA vzorkil k tomu, aby mohli zkoumat i organismy, které se
nedaji kultivovat. Jejich hlavni cile byli tfi, (i) ur¢it mikrobidlni taxony pfitomné ve vzorku,
(i1) skrz analyzu kodujicich gent odhadnout jejich potencionalni biochemickou funkei, (iii)
skladani genomti nekultivovatelnych organismi. I kdyz se cil (i) shoduje stucelem
metabarcodingu, mikrobiologové pouzivali pro tuto metodu ndzev metagenomika (Tringe et
al., 2005). Jiné nazvy pouzivané diive pro metabarcoding jsou ekometagenetika (Porazinska
et al., 2010), ekogenomika (Chariton et al., 2010), enviromental barcoding (Hajibabaei et al.,
2011), metataxogenomika (Terrat et al., 2012) a metasystematika (Hajibabaei, 2012). Kromé
toho jesté existuje metatranskriptomika, ktera se zabyva analyzou veskeré RNA analyzované
z enviromentalniho vzorku. Tato metoda ma potencidl pro studovani i taxonomického
zatazeni 1 biochemické funkce organismil, ale je i plnd vyzev jako kratky polocas rozpadu
messenger RNA a ze vétSina celkové RNA je tvofena ribosomalni RNA, kterd neposkytuje
piimé informace o funk¢énim aspektu (Marcelino et al., 2019; Selinger et al., 2003).

Prvni protokol k extrakci eDNA ze sedimentli publikoval Ogram et al., 1987. O tfi roky
pozdéji Giovannoni et al., 1990 publikoval studii, ve které studoval diverzitu genu 16S rRNA
bakterioplanktonu ze Sargassového mote. Ve stejném roce pouzili podobny postup 1 Ward et
al., 1990, ktefi se ve své studii zabyvali studovanim bakterii horkych prameni. Zjistili, ze
metody zavislé na kultivaci organisml odhali jenom asi 20 % diverzity mikroorganismi
a navrhli metodu analyzy genu 16S rRNA, kterd je na kultivaci nezévisla. Gen 16S rRNA je
v mikroorganismech bézny, ale jeho sekvence je zaroven specifickd pro rizné druhy.
Metabarcoding zalozeny na sekvenovani a metagenomika se kolem roku 2000 stali béznymi
metodami v mikrobiologii. Prvni ¢ldnek o DNA metabarcodingu, ktery se zaméfil na studii
megafauny, vysel v roce 2003. Tento ¢lanek ukazuje, Ze je mozné ziskat z permafrostu DNA
mamutd, bizonti, konl a starovékych rostlin a Ze metabarcoding mize byt uziteCny pro
studium paleobiologie (Willerslev et al., 2003). Po zvefejnéni této studie se analyzovani
starodavné eDNA stalo velmi populdrnim, a to at’ uz pouzitim technik DNA metabarcodingu
(Epp et al., 2015; Giguet-Covex et al., 2014), nebo metagenomiky (Smith et al., 2015).

Nejcastéji byla k témto studiim vyuzivana eDNA ziskana ze sedimentu z jezer.



Prvni metabarcoding studie spocivaly v naklonovani jednotlivych fragmenti DNA.
Tyto fragmenty byly vneseny do plasmidi ¢i bakteriofagl, které umoznily jejich izolaci
anamnozeni. Tento Casové a finanné ndrocny krok byl vSak odstranén s vyvojem next-
generation sekvenovani po roce 2005 (Shendure & Ji, 2008). Toto zefektivnéni a zlevnéni
zpusobilo jesté vétsi popularitu metabarcodingu a metagenomiky, a proto se zacaly pouzivat
i ke studiu makroorganismi. Pfesnéji feceno k analyze jejich potravy a slozeni mikobiomu.
Pro tyto studie se eDNA ziskavala z jejich exkrementi (Deagle et al., 2010; Pompanon et al.,
2012). Pozd¢ji se objevily studie, které se znovu zabyvaly mikroorganismy, ale ziskavaly
eDNA z vétsich objemt pudy ¢i vody (Ficetola et al., 2008; Senstebe et al., 2010). Cilem
vétSiny z nich bylo identifikovat konkrétni druh (Dejean et al., 2012; Goldberg et al., 2011) a
nékteré z nich se zabyvaly identifikaci vice taxont skrze metabarcoding (Valentini et al.,
2016). V soucasné dobé& se metabarcoding t&si velké oblibé a mnoho védct publikuje rizné

studie vyuzivajici tuto metodu.



3 Princip metabarcodingu

DNA metabarcoding spociva ve zkoumani metabarcode sekvenci, jejich namnozeni
z eDNA a jejich nasledné analyzy.

Jako enviromentdlni DNA (=eDNA) oznacujeme komplexni smés DNA rlznych
organismu, kterd se nachazi ve vzorku z daného prostiedi. Za prostfedi miizeme povazovat
pudu, sediment, vodu, exkrementy, materidl ziskany prosévanim sedimentu, material ziskany
filtraci vody nebo vzduchu, nebo vzorky, které obsahuji hlavné¢ ndmi studovanou skupinu
( ziskané napt. filtraci vody skrze rizn¢ velké pory) (Taberlet et al., 2012).

Chceme-li ur€ovat pfitomnost nebo absenci druhli v eDNA vzorku, mame na vybér
ze dvou hlavnich moznosti pfevazné zalozenych na PCR (=polymerase chain reaction; Mullis
& Faloona, 1987; Saiki et al., 1985, 1988). Pokud v nasi studii jde o urceni pfitomnosti nebo
absence jednoho konkrétniho druhu, vyuzijeme metody zalozené na kvantitativni PCR (Logan
et al., 2009). Pokud je naSe studie zaméfena spi$ na zjiSténi, jaké druhy se na daném stanovisti
vyskytuji, je lepsi vyuzit obecnéjsi metody zaloZzené bud’ na target DNA, nebo na shotgun
sekvenovani, které maji lepsi potencial odhalit v§echny pfitomné druhy. Metoda target DNA
sekvenovani spociva v izolovani, amplifikovani a osekvenovani DNA pouze z urcité a presné
definované oblasti a pouziva se tehdy, pokud je potieba urcit sekvenci nékolika malo genti ¢i
jejich casti (Krejéi et al., 2015; Saiki et al., 1988; White et al., 1989). Metoda shotgun
sekvenovani spo€ivd v ndhodném rozstépeni analyzované¢ DNA na kratké Useky, které jsou
klonovany do vektoru, a poté sekvenovany z obou konct. Takto ziskané useky se vzajemné
prekryvaji, coz nadm umoziiuje na pocitaci sestaveni celé sekvence (Deininger, 1983;

Pospisilova et al., 2009).

3.1 Idealni metabarcode sekvence

Prvnim dtilezitym krokem pro vytvoireni uspésného metabarcoding experimentu je zvoleni
co nejidedlnéjs$i metabarcode sekvence. Idedlni metabarcode sekvence je takova sekvence,
kterd obsahuje kratky a taxonomicky specificky tisek DNA variabilni pro vSechny druhy
v dané skuping a zaroveinl ohrani¢eny dvéma konzervovanymi useky, které jsou specifické pro
danou skupinu organismi a zarovenl rizné od skupin, které nezkoumame. Tyto konzervované

useky nasledné slouzi k ptichyceni primerti pti PCR (Taberlet et al., 2018).

5

konzervovany region k navazani
reverse primeru

konzervovany region k navazani
forward primeru

Variabilni region = metabarcode

Obr. 2 Metabarcode sekvence. Upraveno podle Taberlet et al., 2018
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Ideélni velikost metabarcode sekvence zavisi na poctu druhti, které chceme rozlisit. Podle
teorie nam metabarcode sekvence o n nukleotidech umozni rozliSit 4" druhi. To znamena, Ze
sekvence dlouhd 10 nukleotidii by méla stacit na rozliSeni cca jednoho milionu druht. Jelikoz
vSak vSechny druhy nemaji unikatni metabarcode sekvence, je realné Cislo mnohem niZzsi.
Sekvence, ktera se jiz dlouho pouziva pro analyzu diverzity prokaryot (Bacteria a Archeaea),
se nachazi na 16S ribosomalni RNA, ktera je ptiblizn¢ 1500 bp dlouhéd (Johnson et al., 2019;
Pace, 1997). Jeji eukaryoticky ekvivalent 18S rRNA, ktery je primérné o 300 bp delsi, se
zacal pozdéji vyuzivat pro studium mikroeukaryot (Geisen et al., 2019; Lopez-Garcia et al.,
2001; Moreira, 2002). Oba tyto geny koduji RNA molekulu, kterd je soucasti malé
ribosomalni podjednotky. Ribosomy jsou makromolekuly dilezité pro vSechny organismy,
protoze piekladaji mRNA do proteinli. Tato jejich funkce je konzervovand napfic
fylogenetickym stromem. 18S rRNA je vhodna pro studium celkové diversity protist, ale pro
jejich jednotlivé skupiny muize byt lepsi pouzit jiné markery, které nam umozni v nami
studované skupiné lepsi rozliSeni mezi jednotlivymi druhy (viz Obr.3; Pawlowski et al.,

2012).
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Obr. 3 Protistni linie a piiklady pouZivanych markert A. Fylogeneze eukaryot B. Primérna
geneticka podobnost V4 18S rDNA mezi vSemi kongenernimi druhy v kazdé linii C. PouZzivané
skupinovée specifické useky gend pro metabarcoding. Pievzato z Pawlowski et al., 2012

18S rRNA gen obsahuje 9 relativné variabilnich ¢asti ohranicenych vice konzervativnimi
useky, které spole¢né pokryvaji Sirokou Skalu evolu€nich rychlosti a umoznuji nam
fylogenetické porovnani mezi vzdalen¢ i blizce pfibuznymi taxony. Dnes nejvice vyuzivané
regiony pro sekvenovani za ucelem zjiStovani druhli jsou V4 a V9. V pocatcich high-

troughput sekvenovani se pouzival region V9, ktery kvuli svoji relativné kratké délce (<200



bp) Iépe vyhovoval pocatecnimu limitu délky sekvenci. Diky své délce byl vhodny pro
moderni hluboké metabarcoding studie, coz vyrazné snizilo ndklady na sekvenovani. Jeho
nevyhodou vsSak je, ze tim, jak je kratky, nam poskytuje jen omezenou fylogenetickou
informaci. Dnes je proto vice pouzivan region V4 (400-500 bp), ktery nam diky své délce
poskytuje vice fylogenetické informace Casto i na urovni druhit nebo rodit (Dunthorn et al.,
2012).

Pti vybirani metabarcode sekvence pro experiment se vyuziva i coverage index (=Bc) a
specificity index (=Bs). Coverage index znac¢i podil poctu namnozenych druhi a poctu
veskerych zjiSténych druhti a specifity index zna¢i podil poctu dobie identifikovatelnych
druhti a poctu namnozenych druhl. Pfesnost téchto indexti zavisi na mnozstvi a kvalité

dostupnych sekvenci studované skupiny ve veiejnych databazich (Ficetola et al., 2010).

e dobie
identifikovatelné _\

)
druhy

pocet namnozenych druhu
Bc=

pocet ziskanych druhu

& pocet dobfe identifikovatelnych druhi
5=

pocet namnozenych druhu

Obr. 4 Vypocet coverage (= Bc) a specificity (= Bs) indexu. Upraveno podle Taberlet et al., 2018.

Je téZ vhodné, aby vybrand sekvence byla hojné zastoupena ve vetejnych databazich,
pokud si nechceme vytvaret vlastni (Geisen et al., 2019).

I kdyz €lovek in silico vybere a otestuje idedlni metabarcode sekvenci a primery pro
svlj experiment, neni vibec jisté, Zze spolu budou reagovat primery a sekvence stejné¢ dobie 1

v realném svéte.

3.2 Odbér eDNA vzorkll z prostiedi

Pro jakoukoliv ekologickou studii je téZ dilezité dobfe navrhnout strategii pro odbér
vzorkll z prostiedi. Od dobfe zvolené strategie vzorkovani se odviji i mozné interpretace
jejich vysledkl. Neexistuje vSak optimalni strategie vzorkovani vhodna pro vSechny studie.
Pti vybéru vhodné vzorkovaci strategie pro svlij experiment by mél vyzkumnik zvazit a zvolit

strategii podle typu prostiedi (vodni ¢i terestrické), védecké otazky, kterou si klade, statistické



interpretace vysledki, logistickych a finan¢nich narokt, a pokud byla provedena pilotni studie
tak 1 jeji vysledky (Magurran, 2011). Pro eDNA studie je navic dilezité zvazit i casova okna,
ve kterych se dany organismus vyskytuje ¢i vyskytoval na dané lokalité i to, ze se na dané
lokalit¢ mize vyskytovat v riznych vyvojovych stadiich. Optimalni vzorkovaci strategie se
téz 1iSi mezi organismy, které znaSeho prostfedi ziskame. Napiiklad z pudnich vzorka
muzeme ziskat DNA hub, bakterii, ale i rostlin, a slozeni druhtt v mikrobidlnim spolecenstvu
je urcité ovlivnéné jinymi prostorovymi méfitky nez u rostlin. Vysledné vzorkovaci strategie
by tedy mé¢la byt urCitym kompromisem mezi vzorkovacimi strategiemi vhodnymi pro
jednotlivé druhy. Dalsi véci, o kterou se musi vyzkumnik pokusit, je standardizovat postupy a
minimalizovat degradaci ziskané eDNA. Tato uvaha je dtlezita pro ziskani co nejpiesnéjsiho
a nejrealisti¢téj$iho srovnani mezi jednotlivymi vzorky a studiemi, a chceme-li pouzit stejné
parametry pro PCR reakci (Prosser, 2010; Taberlet et al., 2018). K pochopeni eDNA ekologie
je vhodné védét néco o jejim plvodu, stavu, transportu a osudu v prostfedi. Podle ptivodu
muzeme eDNA rozdélit na dvé velké skupiny — extracelularni a intracelularni DNA.
Intracelularni slozka eDNA pochazi z zijicich jednobunéénych nebo mnohobunéénych
organismu pfitomnych praveé ted’ v daném prostiedi, ptipadné z Casti vétSich organismu (napf.
kofent rostlin). Ve vzorku se miZe vyskytovat jak v aktivni formé v podobé& bunék, tak ve
formé dormantnich stadii. Slozka extracelularni ma svlij pivod v rozkladajicich butikach,
které¢ jiz nejsou chrdnény bunécnou sténou, a proto rychleji podléhaji nasledné degradaci
vlivem fyzikalnich, biologickych nebo chemickych procesi (Levy-Booth et al.,, 2007
Pietramellara et al., 2009).

Jednou z problematickych casti eDNA studii je fakt, Ze nevime, jak dlouho je
extracelularni DNA jednotlivych organismi schopna ptetrvavat v daném prostiedi. Doba
jejiho pretrvani v prostiedi totiz zavisi na ruznych fyzikalnich, chemickych a biologickych
faktorech, které se 1i8§i mezi jednotlivymi prostfedimi (Levy-Booth et al., 2007; Pietramellara
et al., 2009). Castymi faktory zvy$ené degradace DNA v prostiedi mize byt zvysena aktivita
mikroorganismil nebo zvySena teplota prostiedi. Ve vodnim prostiedi bylo provedeno mnoho
studii, které ukazuji, ze DNA jsme v prostfedi schopni detekovat v obdobi mezi nékolika dny
az po n€kolik tydnii (Dejean et al., 2011; Green et al., 2011). Rozdil ¢asu, po ktery je DNA
detekovatelnd, zavisi hlavné na zjiSténé hustoté organismli nebo enzymatické aktivité, ale i na
abiotickych podminkéch jako slunecni zéfeni ¢i zakalenost vody (Green et al., 2011). Obecné
je DNA delsi dobu uchovéana v sedimentech nez ve vodnim sloupci, nebot’ zde k jejimu
konzervovani napomahaji anoxické podminky (Corinaldesi et al., 2011). V mofi i v jezerech

mohou vrstvy sedimentu obsahovat i nékolik tisic let starou DNA (Giguet-Covex et al., 2014;
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Smith et al., 2015). V terestrickém prostiedi se Yoccoz et al., 2012 podatilo najit v alpské
pud¢ stopy DNA brambor, jeCmene a zita, i pfestoze se na daném misté uz stovky let
nepéstuji. NejstarSi dochovanou DNA se podafilo najit skupiné¢ Willerslev et al., 2003
v permafrostu, byla stard az ptl milionu let. K dlouhodobému zachovani extracelularni DNA
dochazi vice v chladngjSim prostiedi, protoze je zde mensSi obrat biomasy nez v teplych
oblastech. I kdyz tvoifi DNA organismd, které zily v daném prostfedi v minulosti, jen velmi
malou frakci celkové DNA, kterou dnes v prostiedi nalezneme (Taberlet et al., 2018), je dobré
0 jejim mozném vyskytu veédeét.

Hlavné ve vodnim prostfedi ndm miize byt komplikaci pii studiu eDNA 1 jeji ptvod.
Vétsina molekul DNA ma sviij ptivod v misté odbéru vzorku. Nékteré molekuly vSak mohou
pochéazet ze sousednich oblasti a do na$i oblasti se dostat bud’ pasivnim nebo aktivnim
pfenosem ruznych organismil. V tekoucich vodich se muiZeme setkat stim, ze DNA
bezobratlych ¢i ryb mlize byt nalezena i n€kolik desitek kilometri dolti po proudu v zévislosti
na rychlosti a turbulenci toku, i kdyz dané organismy tam jiz neziji (Deiner & Altermatt,
2014). U protist tento fenomén miizeme sledovat jen obtizné, protoze kvili jejich malé
velikosti si nikdy nemlizeme byt stoprocentné jisti, jestli se opravdu na daném misté vyskytuji
¢i nikoli. Pravdépodobné k tomu mohlo dojit ve studii Metz et al., 2019, kde byly nalezeny
pudni a symbiotické Trebuxiophyceae v moiské vode. Autoti tohoto ¢lanku v diskuzi vitbec
nezminuji moznost, Ze by k vyskytu symbiotickych a plidnich Trebuxiophyceae v moii mohlo
dojit kvuli jejich splaveni vodnim tokem, ale domnivam se, Ze k tomu v tomto piipadé mohlo
dojit.

Pro odbér vzorkl zvodniho prostiedi se vyuziva metoda filtrace. Velikost port
uzitych pii filtraci musi byt optimalizovdna na Cistotu/zakalenost vody a ofekdvany objem
filtrované vody. Pro zakalenéjs$i vodu nebo pro vétsi objemy volime filtr >10 uM. Pro ¢istou
vodu ¢i malé objemy volime jemng;jsi filtr 0,22 uM (Valentini et al., 2016).

Abychom zabranili DNA degradaci a zmén€ mikrobidlniho spoleenstva v naSem
vzorku, je dobré co nejdiive provést extrakci DNA. Pokud z n¢jakého diivodu nemizeme
extrakci provést brzy, je vhodné se pokusit co nejdiive zastavit biologickou aktivitu ve
vzorku. Obvykle se vzorky zamrazi v mrazicim boxu ¢i v tekutém dusiku. Dal$i moZnosti je
pfidani pufra¢niho roztoku, ktery stabilizuje DNA. Ke vzorkiim z vodniho prostfedi se
pridava za timto ti¢elem 1/10 octanu sodného (3M, pH 8) a dva objemy alkoholu (Ficetola et
al., 2010), ale tato smés se musi zmrazit na -20 °C. Existuji i efektivnéjsi pufry jako napiiklad
cetrimonium bromid (CTAB) a ,,Longmire* pufry, kter¢ ndm umoziuji skladovat DNA i

v pokojové teploté (Longmire, 1997). Pro konzervaci celych organismli a exkrementd se
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pouziva alkohol (Yu et al., 2012). Dalsi vyhodny zpusob, jak zabranit degradaci DNA je
vysuseni vzorku, coz Ize provést pomoci silikagelu nebo lyofilizace (Taberlet et al., 2018).
Kdyz mame zvolenou vzorkovaci strategii, odebrany vzorek z prostiedi a zabranéno

degradaci DNA v ném, mizeme se pustit do extrakce DNA.

3.3 Extrakce, amplifikace a sekvenovani DNA

Existuje mnoho komercnich kith a protokoli urcenych k extrakci DNA
z enviromentalniho vzorku. Byly vyvinuty pfedev§im pro mikrobiology, ktefi jejich pomoci
ziskavaji DNA nekultivovatelnych hub a bakterii pfedev§im z piidy a exkrementd. Pouziti
riznych extrakénich protokold muze ovlivnit sloZzeni pozorovaného bakteridlniho
spoleCenstvi. Zmény mohou byt pozorovany v relativnim zastoupeni taxont, ale i
v pritomnosti ¢i nepfitomnosti jednotlivych druhti (Martin-Laurent et al., 2001). Divéryhodné
porovnani jednotlivych vzorkli mezi sebou muize byt tedy provedeno jen tehdy, pokud je
pouzit stejny extrakéni protokol a nésledujici postupy (podminky pii pribéhu PCR, primery).
Pii pouziti metody metabarcodingu ziskdvame stovky az tisice enviromentalnich vzorku.
Jejich spravné uchovani v terénu tak, aby nedoslo k degradaci DNA a bylo zabranéno
zméndm ve spoleCenstvu, muze byt vyzva. Soucasné metody zachovadvani DNA
v enviromentalnim vzorku vyZaduji rGizné zatizeni nebo mnoZstvi spotfebniho materialu, coz
se moc nehodi pii terénnich expedicich. Pro zisk co nejvérohodnéjsi eDNA je vhodné provést
extrakci DNA ze vzorku co nejdiive. Extrahovat DNA piimo v terénu se jevi pii delSich
terénnich expedicich jako vhodné logistické, finan¢ni a obcas i legislativni feSeni. Pro tyto
ucely lze pouzit mobilni extrakéni DNA laboratof, kterou si miizeme sestavit ze zékladnich
zatizeni ptimo v terénu (Taberlet et al., 2018).

Kdyz je extrakce DNA problematickd nebo pfili§ variabilni mezi jednotlivymi vzorky,
je doporucovano pied samotnou extrakci provést test jeji tcinnosti (Smets et al., 2016).
PtiliSna heterogenita mezi vzorky mize téz zplsobit rizné vysledky v zavislosti na extrakci.
Proto je vhodné, pokud je to mozné, provést vice paralelnich extrakci DNA z jednoho vzorku,
abychom tuto heterogenitu mohli néjak kvantifikovat pii néasledné analyze. Postupy pro
extrakci DNA ze vzorku se mezi jednotlivymi prostiedimi lis§i. Riizné postupy a kity jsou
vhodné pro extrakci z pidy, sedimentl, opadaného listi, exkrementli a vzorkd vody. Pro
extrakci DNA zpldy a ze sedimentll se d4 pouzit napiiklad kit PowerMax® Soil DNA
Isolation Kit (MoBio Laboratories, Cambridge, UK; Zinger et al., 2016). Vzorky vody mohou
byt bud’ filtrovany z velkych objemt, nebo, pokud je odebran jen maly objem, tak mohou byt
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rovnou zakonzervovany alkoholem a centrifugovany. Na extrakci DNA ze vzniklych pelet
mohou nésledné¢ byt pouzity komeréni kity (napiiklad DNeasy Blood & Tissue Extraction
Kit). Pro zlepSeni vytézku extrakce DNA je vhodné ptfidani protedzy K (Tsuji et al., 2017).
Jednim z parametri ¢asto méfenych u vodnich téles je jejich pH. Tsuji et al., 2017 provedli
pokusy, které mély ovéfit vliv pH na filtraci DNA vodnich vzorkl. Piedevsim efektivita
filtrace voln¢ plovouci DNA by totiz mohla byt ovlivnéna vzniklym elektrickym napétim
vody o riizném pH. Vysledkem jejich pokusu bylo, ze vliv pH vody na filtraci je zanedbatelny
a neni nutné se jim pii odbéru prili§ zabyvat.

Az do této chvile byly popisované kroky eDNA studie jednotné. Kdyz nyni mame
extrahovanou DNA, méame na vybér nékolik moznosti podle toho, co nés zajima. Mizeme se
pomoci druhové specifické DNA amplifikace metodami standartni nebo kvalitativni PCR
pokusit identifikovat jednotlivé druhy. Dal$i moznost vyuzivd k amplifikaci DNA
specifickych primerit pro jednotlivé skupiny organismi nebo nespecifickych primert
univerzalnimi pro vSechna eukaryota. Amplifikace DNA nespecifickymi primery se ¢asto
vyuziva pravé u protist. Nasledné se amplifikovanda DNA sekvenuje na next-generation
sekvencerech, analyzuji se ziskané sekvence a urcuji se jednotlivé taxony vyskytujici se ve
vzorku. Tteti moZnost se od pfedchozich dvou lisi tim, Ze neobsahuje Zadnou cilenou PCR a
pouziva metodu shotgun sekvenovani, nasledovanou analyzou sekvenci, jejimz cilem je urcit
jednotlivé taxony a ziskat co nejvic informaci o funkénim aspektu a genomech organismu (viz

Obr. 5; Taberlet et al., 2018).

Filotni experiment
(dobrovelny)

Design
experimentu
Odb&r eDMA
vzorkl z
prostredi
Extrakce DNA l
Dr““ﬂvaﬁﬁfﬁigcﬁga ILilas Ampilifikace DNA s Shotgun sekvenovani
1 . primery specifickymi pro na next-generation
(standarani g%n'%kvanmatmm it S sekvencerech
Sekvenovani DNA na
next-generation
sekvencerech

l Analjza sekvenci

Analyza sekvenci

l Informace o funkénim
uréeni taxond aspektu a genomech

v
Tdentifikace jednotlivych -

Biologicka interpretace

Obr. 5 Schéma eDNA studie a ptehled moznych metod. Upraveno podle Taberlet et al., 2018.
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3.4 Referencni databdze

Jednim z hlavnich cili metabarcodingu je urcit analyzou ziskanych sekvenci taxony,
které se vyskytuji v enviromentalnim vzorku. K tomu, abychom ziskané¢ neznamé sekvence
mohli pfifadit ke znamym druhiim ¢i definovat na zékladé sekvenci novy druh, potfebujeme
co nejkompletnéjsi a kvalitni referencni databaze, které obsahuji taxonomické informace o
jednotlivych druzich. V osmdesatych letech byly zaloZeny tii spolecnosti, které shromazd'uji
vétsinu publikovanych DNA sekvenci European Molecular Biology Laboratory (=EMBL;
Hamm & Cameron, 1986), GenBank (Bilofsky et al., 1986) a DNA Data Bank of Japan
(=DDBJ). Tyto tfi spolecnosti jsou c¢leny International Nucleotide Sequence Database
Collaboration (=INSDC), jejich databaze jsou vefejné a jsou denné aktualizovany. VétSina
sekvenci v nich uloZenych nese jak taxonomickou, tak funkéni informaci a mohou slouzit
jako vhodné zdroje pro vytvoreni referencnich databdzi. Pfifazovani taxoni muze byt
provedeno nékolika zpisoby. Nejjednodussi variantou je pouzit BLAST (= Basic Local
Alignment Tool) server poskytovany National Center of Biotechnology Information (=NCBI;
Johnson et al., 2008). Vyhody tohoto zplisobu jsou, Ze si nemusime vytvaret lokalni databazi
a vypocetni vykon pocita¢li potiebny pro pfifazovani sekvenci lze piesunout na vetejné
servery. Tento systétm ma ale 1 par nevyhod. Tim, jak je vefejna databaze neustéle
aktualizovana, lze jen obtizné porovnavat vysledky ziskané v rizné dny. Dalsi nevyhodou je
potieba velkého vypocetniho vykonu k porovnani sekvence s celou vefejnou databazi. Pti
pouziti BLAST vSak musime ziskané¢ vysledky jes$t€¢ upravit a odstranit nespravné
identifikované sekvence, k cemuz dochazi diky ¢astecné shodé nasich sekvenci s referen¢ni
databazi (Taberlet et al., 2018). Ukazuje se vSak, Ze nékteré vefejné databaze v posledni dobé
obsahuji mnoZstvi chybné pfifazenych a nepfifazenych sekvenci (Guillou et al., 2013).

Proto miize byt vyhodné pifi nékterych pokusech bud’ ziskat néjakou vice specifickou
referencni databazi, nebo pro ndmi zkoumanou skupinu vytvofit vlastni databazi. Jelikoz
protista jsou skupinou nachazejici se v riznych skupinach bude pro vyzkum zaméfeny jen na
jejich urcitou skupinu spi§ vhodné vytvofit si databdzi vlastni ¢i pouzit databazi nékoho, kdo
se zabyva stejnou skupinou. Referen¢ni databaze dnes hojné vyuZivané pro studium protist
jsou SILVA (Pruesse et al., 2007) a PR? (Guillou et al., 2013). Obé tyto databaze obsahuji
sekvence 18S rRNA genu. Databaze SILVA obsahuje vSechny existujici 18S rRNA sekvence
a spoléha se na automatickou anotaci. PR* je zaméfend vice na koherenci taxonomie a
vyuziva k tomu zdroje jako Algaebase (Guiry & Guiry, 2020) pro fotosyntetizujici protista ¢i
EukRef (del Campo et al., 2018). Pro fotosynteticka eukaryota je mozné pouzit databazi
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PhytoREF (Decelle et al., 2015), ktera obsahuje sekvenci 16S DNA plastidii. Kdyz néami
ziskané sekvence porovnavame s riznymi referen¢nimi databazemi, muzeme dostat rizné
taxonomické urceni (Dupont et al., 2016). Kvili tomu vznikla iniciativa UniEuk (Berney et
al., 2017), ktera si klade za cil vytvofit jednotnou referen¢ni taxonomii pro vSechna eukaryota.
3.5 Moznosti analyzy ziskanych dat

mnozstvi DNA sekvenci ziskanych sekvenovanim. Kromé vypocetniho vykonu a mista
k ulozeni sekvenci se vyskytuji problémy také v samotnych sekvencich. Pokroky
v sekvenovani nam umoznily lepsi zisk kvalitnéjSich informaci pro intraspecifickou 1
interspecifickou diverzitu, ale zaroven odhalily i molekularné vzniklé artefakty, které jsme
diive nevidé€li. V soucasnosti je tedy vyzvou tyto artefakty dokdzat detekovat a odstranit a
také se pokusit zmensit velikost dat potfebnych k taxonomické identifikaci. V dnesni dobé
existuje mnoho programd, které nam v zéavislosti na nasi studii mohou byt rizné prospésné.
Kazdy z nich ma svoje vyhody a nevyhody. Nejzndméjsi a nejpouzivanéjsi programy jsou
OBITools program suite (Boyer et al., 2016), QIIME (Caporaso et al., 2010) a R, dal$imi
moznostmi mohou byt MOTHUR (Schloss et al., 2009), DADA2 (Callahan et al., 2016) a
PipeCraft (Anslan et al., 2017), ale existuji 1 jiné programy.

Diive neZ se pustime do jakékoliv prace s daty, je vhodné si uloZit i surova data pro
ptipad, ze bychom s nimi n¢kdy v budoucnu chtéli provést jiné analyzy. Prvnim dilezitym
krokem pfi analyze sekvenc¢nich dat je stanoveni jejich celkové kvality. Pokud se ndm zda
nevyhovujici, je lepsi provést sekvenaci znovu, nez se spoléhat jen na malou ¢ast dat, kterd
jsou vyhovujici. VSechny sekvenacni platformy poskytuji informaci o kvalit¢ jak celé
sekvence, tak i pro jednotlivé baze. Kvalita sekvenci mlize byt vizualizovana v programu
FastQC (Andrews, 2010). Kvalita ziskanych sekvenci neni homogenni, nékteré sekvence
mohou mit v zdvislosti na readu jinou kvalitu. Obecné kvalita sekvenci klesd od 5" k 3" konci.
Je také doporucovano sekvence nizké kvality vytadit z dalsi analyzy (Bokulich et al., 2013).
Stejny primer nam miiZe pro rtizné druhy pfinést rizné kvalitni sekvence. Taberlet et al., 2018
ve své knize o metabarcodingu popisuje tento fenomén na ptikladu primeru SperO1 a sekvenci
tii rostlin. Nerovnomérné odstranéni nekvalitni sekvenci u nékterych rostlin se nésledné
projevilo vlivem na sloZeni a strukturu spolecenstva.

Jednou =z dalSich véci, se kterou se musime vypofadat, je fakt, ze se obvykle
v metabarcoding datech ty samé sekvence vyskytuji mnohokrat. Tyto sekvence je vhodné pro

zmensSeni objemu dat sloucit do skupiny (=clustering). V nejstriktnéjsSim pripad¢ slucujeme
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sekvence, které jsou 100% stejné, ale obvykle byva pravidlem slu¢ovat do skupin i1 sekvence,
které jsou si podobné jen s 97-95 %. Béhem sekvenovani a PCR totiz dochazi k riznym
chybam, které zptisobuji chyby v zatfazeni nukleotidii. Nékteré druhy mohou vykazovat
intraspecifickou variabilitu v metabarcode oblasti. Clustering je nutny pro minimalizovani
diverzity vzniklé chybami pii amplifikaci a sekvenovani DNA a intraspecifickym
polymorfismem. Védci déli klasifikacni metody na fizené, které spocivaji v urovani skupin
podle jiz existujicich skupin, a nefizené metody, které tvoii skupiny de novo béhem
klasifika¢niho procesu. Nefizeny vznik skupin odpovidd molecular operational taxonomic
units (=MOTUs). VSechny metody pouzivané pro klasifikaci metabarcode sekvenci spoléhaji
na podobnost mezi nimi. Vysledné taxonomické urceni je znacné ovlivnéno vybranou
referenéni databazi a pouzitou metodou ptirazovani (Taberlet et al., 2018).

Jelikoz celkova diverzita protist neni zndma, pro jeji zjiStovani je vhodné pouzit nefizené
clustering metody.

Dal$im problémem, se kterym se pii metabarcodingu musime potykat, je vznik chimér.
Chiméry vznikaji rekombinaci mezi hojnymi a uzce zavislymi sekvencemi. Mohou
zpusobovat az 45 % diversity v metabarcoding datech (Haas et al., 2011). Pro odstranéni
chimér byly vyvinuty programy Chimera-Slayer (Haas et al., 2011) a DECIPHER (Wright et
al., 2012), jejichz ukolem je najit koncovy segment sekvence podle databaze, ktera
neobsahuje chiméry.

Pti analyze sekvenci mohou védce potkat i mnohé dalsi problémy, které se musi néjakym
zpiisobem oSetfit. V této kapitole je nastinéno jen nékolik hlavnich problémi, které se tykaji

vétSiny metabarcoding studii.
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4 Vyuziti metabarcodingu

Poznatky ziskané enviromentadlnim sekvenovdnim se daji vyuzit v mnoha rtznych
oborech. Nejvice se metabarcoding vyuziva pfi monitorovani ekosystému a jejich biologické
rozmanitosti, ale i jiné obory mohou vyuzit metabarcoding pro rozsifeni svych poznatki.
Mezi tyto obory patii paleobiologie, studium interakci mezi opylovaci a rostlinami, méteni
kvality ovzdus$i, detekce zneCisténi a invaznich druhti a analyza mikrobiomu organismu
(Ruppert et al., 2019). VSechny tyto aplikace metabarcodingu jsou zajimavé, ale s protisty

souvisi jen nékteré z nich. Pravé na né se zamétim v nasledujicich podkapitolach.

4.1 Monitorovani ekosystémi a jejich biologické rozmanitosti

Jednim =z nejdilezitéjSich vyuziti metabarcodingu je monitoring ekosystémi a
zjisStovani jejich biologické diverzity. V riznych prostfedich mizeme detekovat razné
organismy. Pfehledné schéma znazornujici prostfedi a jejich podtypy spolecné s organismy,

které v nich metabarcodingem miiZzeme detekovat se nachazi v Ruppert et al., 2019.
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Obr. 6 Schéma prostfedi a organisml v nich detekovatelnych metabarcodingem. Pfevzato z Ruppert et
al., 2019.

Na obrazku 6. je dobfe vidét, ze nejvice riznych druht se nam dafi detekovat

v sedimentech a ve vodnim sloupci.
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4.1.1 Monitorovani moii

Motské sedimenty jsou bohaté na vyskyt riznych druhi, ale tradi¢nimi metodami
nejsou piili§ studované. Pawlowski et al., 2011 pii analyze zaméfené na hlubokomotska
eukaryota objevil piiblizn¢ 900-1800 druhli v jednom vzorku. Dominujicimi nalezenymi
druhy byly obrnénky a ndlevnici. Podobna data ziskali i ve studii Guardiola et al., 2015.
Studovani hlubokomotskych organismil je narocné, protoze ziidkakdy vime néco o jejich
morfologii. Ve studii zabyvajici se diverzitou epibiotickych rozsivek na krunytich
motskych Zelv nam metabarcoding umoznil rozlisit jednotlivé Zelvy na zéklad¢é slozeni
spoleCenstva na jejich krunyfi a mikroskopické urCovani fas zase vice informaci o jejich
ekologii (Rivera et al., 2018).

Ve vybranych lokalitdich alabamského kontinentalnim Selfu byla provedena studie,
kterd se zabyvala studiem diverzity mikroeukaryot v Case. Jeji vysledky ukazuji, Ze sloZeni
spoleCenstva koreluje se salinitou, teplotou, rozpusténymi silikaty dostupnymi v prostiedi a
1isi se téz v zavislosti na sezon¢ (Brannock et al., 2016).

To, jak je monitorovani moiské eDNA Uc¢inné, bylo téZ porovnavano mezi riznymi
typy vzorkd. Massana et al., 2015 analyzovali spolecenstvi planktonnich a bentickych protist
v prostoru a Case. Zjistili, Ze slozeni spolecCenstva se liS§i v Case, ve vodnim sloupci a

v sedimentu, ale 1 mezi jednotlivymi lokalitami. Diilezitym faktorem byla i sezonalita.

4.1.2 Monitorovani sladkych vod

Monitorovani diverzity sladkych vod je podobné jako monitorovani mofi. Sladkovodni
ekosystémy jsou senzitivni ke zméndm v prostiedi (Ruppert et al., 2019). Monitorovani
sladkovodnich sedimentii se pouziva k analyze rostlin (Alsos et al., 2018). Hodn¢ studii se téz
zaméfuje na studium planktonnich spolecenstev (Liu et al., 2017; Wurzbacher et al., 2017).

Rozsivky jsou dobrymi biologickymi indikatory vodni kvality, protoze jsou hojné
roz§ifené, ukazuji vysokou druhovou variabilitu a jsou senzitivni ke zméndm v prostiedi.
Mnoho rtiznych indext kvality naptiklad Specific Polluosensitivity Index (=SPI), se stanovuji
podle slozeni spolecenstva rozsivek. Tradicné se pro stanoveni indexid vyuziva morfologické
urceni druhti a po€itani mnozstvi druhti pod mikroskopem. Tato metoda je vSak velmi ¢asové
naro¢na a vyzaduje i velkou taxonomickou odbornost. Pro ulehceni a zjednoduSeni se
v dnesni dobé€ zacalo pouzivat pro ur€eni kvality vod i molekuldrnich metod (Vasselon et al.,

2017).
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4.2 Analyza mikrobiomu

Jednou z vyhod metabarcodingu pro analyzu mikrobiomu je, Ze je neinvazivni a DNA
vétsinou ziskavame z exkrementd, ptipadné z obsahu zaludku. Na analyzu mikrobiomu bylo
provedeno mnoho studii na riznych typech organismi. Dilezity pokrok v analyze stravy
herbivori udélali Valentini et al., 2009, kdyz cilenim na trnL intron chloroplastu
identifikovali 50 % rostlinnych druht z degradované DNA ziskané z exkrementi.
V mikrobiomu organismi se nachazi i rGzni protisti napiiklad Oxymonadida ve stievech

termitd (Waidele et al., 2017).

4.3 Znecisténi

I ptestoze znecisténi je veétSinou zplsobeno nécim, co nema DNA, a tudiZ to nemizeme
detekovat, obvykle plisobi zmény v mikrobiologickém spolecenstvu, které je jim ovlivnéno.
K riznym zméndm ve spolecenstvu dochdzi naptiklad kvili ropnym vrtim nebo pii vzniku
ropnych skvrn (Lanzén et al., 2016). DalS§im vyraznym zdrojem znec€isténi jsou motské rybi
farmy. Pawlowski et al., 2014 pozorovali vliv rybich farem na bentickd spolecenstva
Foranimifer. V blizkosti rybich farem nalezli niz$i pocet druhti nez ve vétsi vzdalenosti od

nich.

4.4 Analyza kvality ovzdusi

DNA metabarcoding miize mit vliv na lidské zdravi. Ur¢eni mikrobiomu ve vzduchu je
dilezité kvuli alergiim, patogenlim a znecisténi ovzdusi. Souc¢asné metody pouZzivané k jeho
studiu jsou zaloZené na mikroskopii a intenzivni praci v laboratofi. Nejvice se pouzivaji
k detekci raznych pyli, ale ve vzduchu nalezneme i rizné zbytky mycelii hub (Banchi et al.,
2018). Dilezitou informaci je sloZzeni mikrobiomu ve vzduchu v nemocnicich, kde mohou

nekteré mikroorganismy snadnéji zpisobovat riizné nemoci (Tong et al., 2017).
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5 Vyhody a nevyhody metabarcodingu a tradi¢nich mikroskopickych

technik pro analyzu spoleCenstev protist a jejich porovnani
Kazda metoda vyuzivand ve védé ma své kladné a zaporné stranky. I kdyz vymyslime
sebelepsi a sebeptesnéjsi metodu, nikdy si nemizeme byt zcela jisti tim, Ze jsme pouzitim této
metody pfili§ nezasdhli do zkoumaného prostiedi a né¢jak ho nepozménili a zda jsme vibec
pouzili ke zkoumani dané¢ho problému vhodnou metodu. Pti nékterych vyzkumech se muize
hodit pouziti vice riznych metod, abychom ziskali redln€j$i a presnéjSi data o daném
problému.
Kombinace metabarcodingu a tradi¢nich mikroskopickych technik se jevi jako vhodny

postup pro zkoumani diverzity protist, i pfestoze ob¢ metody maji mnoho nevyhod.

5.1 Vyhody metabarcodingu

Hlavni vyhoda metabarcodingu spociva vtom, ze se doviddme informace i o
nekultivovatelnych ¢i prili§ drobnych organismech, které¢ diive mohly uniknout kvili své
velikosti pozornosti védct, i piestoze se vyskytuji hojné. Je mozné prefiltrovat obrovské
mnozstvi vody, ziskand eDNA z ptefiltrovaného vzorku bude obsahovat i vzicné se
vyskytujici druhy. Ziskané mnozstvi sekvenci DNA je obrovské a umozni ndm lepsi nahled
do redlné diverzity. S rostouci popularitou sekvenovani a s vyvojem sekvenovacich technik
doSlo k vyraznému zlevnéni ceny osekvenovani jednoho vzorku (Thomsen & Willerslev,

2015).

5.2 Nevyhody metabarcodingu

Mnoho nevyhod metabarcodingu souvisi s primery. Primery navrzené v pocitaci se nam
v realném prostiedi viibec nemusi vazat na DNA sekvence, které jsme jimi chtéli amplifikovat
nebo se pfednostné vazi na jiné sekvence v genomu nez na ty nami zvolené. KdyZ se zadafi a
primer se vaze na nami zvolené misto DNA sekvence, neni jisté, Ze se na to stejné misto
sekvence u riznych druhl bude vazat stejné ochotné a Ze nebude upiednostiiovat sekvence
nékterych druhii ptfed jinymi, ¢imz miZe vzniknout rozdil v abundanci jedincl jednotlivych
druht. Pfipadné se nam téz muiZe stat, Ze se primer nebude vazat na nékteré sekvence DNA
vyskytujicich se druhi viibec a na jiné az pftili§ ochotné, a kvili tomu pfijdeme o Cast
diverzity (Geisen et al., 2019). Protista jsou parafyletickou skupinou vyskytujici se v rtiznych

castech stromu zivota a zatim se védclim nepodafilo najit univerzalni primer, ktery by byl
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vhodny pro vSechna protista ¢i eukaryota. VétSina primeri u protist cili na 18S DNA, ale
naptiklad pro skupinu Alveolata je vhodné pouzit primer, ktery cili na 28S DNA nebo na
region ITS DNA, ktery je hojné vyuzivan pro skupinu Fungi (Pawlowski et al., 2012).
Problémem metabarcodingu je téz fakt, Ze si nikdy nemtzeme byt jisti, jestli druh, ktery jsme
objevili je skutecny anebo jestli je to pouhy artefakt, vznikly chybou pii PCR a jeji nasledné
amplifikaci. Clusterovani druht je téz velmi obtizné, jelikoz kvuli sekvenaénim chybam
nevime, kde pfesn¢ se nachdzi hranice mezi redlnymi druhy a variabilitou, kterd nema
biologickou podstatu.

Dal$im vaznym problémem eDNA metabarcodingu mohou byt kontaminace, které
mohou zpusobit faleSné pozitivni vysledky. Kontaminace se do vzorku mohou dostat
v jakémkoliv kroku, jak pfi odebrani vzorku, tak i béhem analyzy v laboratoti. Obvykle byvaji
vzorky odebirdany pifi odbérech jeden za druhym stejnym nafinim a miZze dojit k jejich
kontaminaci mezi sebou a pfenosu DNA zjedné lokality na druhou. Kontaminace DNA
vzorku v laboratofi miize byt velmi vazna, protoze béhem PCR vznikd mnoho sekvenci, které
se mohou rozsifit po laboratofi. Proto je nutné dodrzovat ptisné dekontaminacni postupy a
fyzicky oddélit laboratofe, ve kterych pracujeme pied a po PCR, pro omezeni kontaminace.
Dulezité je také zaradit kontroly extrakce, PCR a samotnych vzorkt pro ptipadné zjisténi, kdy
doslo ke kontaminaci (Thomsen & Willerslev, 2015). Jelikoz metabarcoding je velmi citliva
metoda, mize se stat, Zze krom¢ kontaminaci zachytime i DNA organismi, které na daném
misté jiZ neZiji.

Obzvlast pii extrakci eDNA z plidy mohou problémy zplisobovat huminoidni kyseliny
¢1 Castice extrahované spolecné s DNA. Tyto kyseliny mohou siln€ inhibovat enzymy jako
napiiklad Tag polymerazu, ktera se pouziva pii PCR k namnozeni DNA (Matheson et al.,

2014).

5.3 Vyhody tradi¢nich mikroskopickych technik

Vyhoda mikroskopickych pozorovéani spoc¢iva v tom, Ze si mizeme byt stoprocentné
jisti, ze se dany druh na studované lokalité vyskytuje, jelikoz ho vidime. Casto mazeme
pozorovat celé Zivé organismy, jejich tvar, barvu a zpiisob pohybu. Studium diverzity pod

mikroskopem nam téZ umozni studium relativnich rozdild v abundanci jednotlivych druht

(Bourlat et al., 2013).
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5.4 Nevyhody tradi¢nich mikroskopickych technik

Jedna z nevyhod tradi¢nich mikroskopickych technik spociva v jeji schopnosti rozliseni.
Nekteti protisti se mohou svou velikosti nachazet az za hranici rozliSeni béznych mikroskopu.
Je to téz relativni metoda, protoze jednotlivi taxonomové urcuji nékteré druhy rtzné, coz
muze byt zpisobeno napiiklad jejich riznou zkusenosti (Sweeney et al., 2011) ¢i malym
mnozstvim morfologické informace u protist. Kvili malému mnozstvi morfologické
informace ndm mohou uniknout kryptické druhy. Nékteré druhy se ndm vitbec nemusi podafit
pti odbérech nabrat do vzorku ¢i pfenést na sklicko. Nékteré druhy jsou totiz v prirodé velmi
vzacné a na dané lokalité se mize vyskytovat pouze par jedincti v obrovském objemu vodniho
télesa. Clovék realné neni schopen prohlédnout takové mnozstvi skli¢ek, aby si byl jisty, ze uz

se zadny jiny druh na dané lokalité nevyskytuje.

5.5 Porovnani vysledkii obou metod pfti studiu diverzity protist

Do této podkapitoly jsem vybrala nékolik studii, v nichz byly vysledky ziskavany
mikroskopickymi i molekularnimi metodami a néjakym zptisobem porovnavany.

Ve studii Rippin et al., 2018 se autofi zaméfili na studium diverzity druhil sinic a
mikrotfas v pudé€. Provedli jak mikroskopicka, tak molekularni pozorovani a porovnavali je
mezi sebou. Néekteré druhy se jim podafilo identifikovat pouze mikroskopicky, jiné jen
molekularnimi metodami a nékteré obéma metodami. K podobnému rozlozeni zjisténi druha

dosli na obou zkoumanych lokalitach i v rameci jednotlivych skupin (podrobnosti viz Obr 7).

a Culture b . .CLHTLJFE

rRNA rBRNA

Obr. 7 Porovnani po¢tu nalezenych prokaryotickych i eukaryotickych druht molekularné (fialova,
modr4) a morfologicky (ervend, oranzova) v oblasti a a b. Cisla rozdélena lomitkem znazorfiuji druhy
pritomné v referencni databazi (vlevo) a vSechny identifikované druhy (vpravo). Pfevzato a upraveno
podle Rippin et al., 2018.

K podobnym vysledkim dosli i1 Groendahl et al, 2017, kdyz studovali fasova

spoleCenstva perifytonu. Téz se jim podafilo rizné druhy identifikovat jen mikroskopicky,
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jiné jen molekularné a nékteré obéma zptisoby. Téz si v§imli, Ze sloZeni spoleCenstva se velmi
1181 mezi vzorky pozorovanymi molekularné a mezi vzorky pozorovanymi pod mikroskopem.

Jina studie zabyvajici se studiem rozsivek ukazala, Ze pouziti next-generation technik
téméi vzdy vede k vySSimu poctu ur¢enych druhti nez morfologické uréeni pod mikroskopem
(Zimmermann et al., 2015). Nékteré druhy objevené molekularné se nasledné podaii potvrdit i
mikroskopicky. VétSinu druhtl, které najdeme mikroskopicky se podafi najit i molekuldrné.
Obracené to vSak neplati kvili netplnosti referencnich databazi. Jednim z diivodt, proc¢
obvykle najdeme molekularnimi metodami vice druht je skrytd genetickd variabilita
morfologicky podobnych druht. Pfikladem z této studie je rod Nitzschia, jejichz 19 druht
bylo detekovano pomoci svételné mikroskopie, ale 49 druhti bylo detekovano molekularnimi
metodami.

Vasselon et al., 2017 se zaméfili na studium rozsivek na ostrové Mayotte. Autoriim se
podaftilo ur¢it mikroskopicky 204 druhii rozsivek, kdezto molekuldrnimi metodami jen 66
druht. Téz se lisily i n€které zjisténé dominantni druhy. Mikroskopicky zjisténé dominantni
druhy byly naptiklad Cocconeis placentula var. euglypta, Gomphonema bourbonense,
Gomphonema parvulum, Nitzschia inconspicua, a Amphora pediculus. Molekularné zjisténé
dominantni druhy byly Ulnaria ulna, Amphora pediculus, Gomphonema parvulum a G.
bourbonense. Vidime, Ze vétSina dominantnich druhti se shoduje v mikroskopickém 1
molekularnim ur€ovani, ale Cocconeis placentula var. euglypta a Nitzschia inconspicua byly
zjiSténa jen mikroskopicky a Ulnaria ulna jen molekularné. Na urovni rodt bylo pozorovano
59 % taxonl molekularnimi i mikroskopickymi metodami a na Grovni druhti to bylo jen 13 %
ze zjisténych druht s tim, Ze vice druhti bylo vzdy ur¢eno mikroskopicky nez molekularnimi
metodami, coZ je naprosto opacny vysledek nez u vySe zminéné studie.

Béhem dvou let studovali Gran-Stadniczefiko et al., 2019 sloZeni a sezonni dynamiku
spolecenstva planktonnich protist v uzin€ Skagerrak molekularnimi i mikroskopickymi
metodami. Podle jejich vysledki slozeni spolecenstva protist a abundance jednotlivych druha
zavisi na sezénn€ 1 na hloubce, ve které se vyskytuji. VétSina variability spoleCenstva protist
na tomto misté€ jde vysvétlit faktorem teploty. Nejvice se ve spolecenstvu nachédzelo obrnének,
nalevnikii a rozsivek.

Vysledky téchto studii ukazuji, Ze pro ziskdni redlnych predstav o diverzité protist
vyskytujicich se na né&jaké lokalité¢ je vhodné pouzit nejen metodu metabarcodingu, ale i
tradicni mikroskopické metody, jelikoZ ani jednou metodou nejsme schopni zachytit veskerou

jejich diverzitu.

21



6 Zaver

I prestoze jsou protista na Zemi hojné¢ rozSifend a zastavaji mnoho dulezitych roli
v ekosystémech, o jejich diverzité toho stdle pfiliS§ mnoho nevime. Diive hojné vyuzivané
mikroskopické techniky zalozené piedev§im na morfologickém urcovani druhti ndm mohou
poskytnout lepsi informace o vzhledu a ekologii jednotlivych druhii. V soucasné dobé
s rozvojem sekvenacnich metod je popularni zkoumat diverzitu protist napiiklad metodou
metabarcodingu. Tato metoda se ukazuje jako levnd, rychlej§i a v nckterych piipadech
1 presngjsi a spolehlivéjsi alternativa k tradicnim technikdm. Jednou z jejich hlavnich vyhod je
to, ze zisk veskeré DNA ze vzorku ndm mize pomoci odhalit 1 kryptické a invazni druhy,
které se v prostiedi vyskytuji jen v malych koncentracich a pti pozorovani mikroskopem je do
vzorku vibec nemusime nabrat. Metabarcoding nam téz ziskem obrovského mnozstvi
sekvenci nabizi redlng&jsi pohled na diverzitu v dané lokalité. Vysledky nékterych studii
(Groendahl et al., 2017; Rippin et al., 2018) nam vSak ukazuji, Ze metabarcodingem se zatim
nedaii zachytit veskerou diverzitu zkoumané lokality, a je proto vyhodné zkoumat prostiedi 1
tradi¢nimi mikroskopickymi technikami.

Metabarcoding je stdle relativné nova metoda, tudiz se priubézné vyviji a védci maji
snahu minimalizovat jeji problémy a nedostatky. Jednim znedostatkii je nekvalitni
taxonomické uréeni sekvenci v nékterych referencnich databazich a jejich nekompletnost.
Tento nedostatek se v posledni dob& dafi feSit zaméfenim databazi na nckteré skupiny,
pfipadné opravami ve stavajicich databazich.

Jednim z hlavnich nedostatki metabarcodingu jsou primery, které ¢asto bud’ nenasedaji
viibec, nebo nasedaji na jind mista v genomu atd. TéZ se nam zatim nepodatilo nalézt primer
specificky pro vSechna protista a myslim, Ze takovy primer se ani nalézt nepodafi, jelikoz
protista jsou parafyletickou skupinou nachézejici se napti¢ celym eukaryotickym stromem
zivota. Pro studium celkové diverzity protist mi metabarcoding nepiijde moc vhodnou
metodou, ale pfi studiu jednotlivych skupin ndm mize pfinést kvalitni a dilezité poznatky
k lepSimu porozumeéni jejich fungovani.

V diplomové praci bych chtéla pouzit metabarcoding a tradi¢ni mikroskopické techniky
ke studiu spolecenstva chrysomonad na vybrané lokalité v ¢ase. Pfitomnost chrysomonad se
tradi¢né studuje podle Supinek nachazejicich se ve vodnim sloupci ¢i v sedimentech. Metodou
metabarcodingu a mikroskopickym pozorovanim bych chtéla zjistit jaké zivé chrysomonddy

se v prostiedi vyskytuji a jak tento vyskyt souvisi s Supinkami nalezenymi v okoli.
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