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ABSTRAKT

Ma bakalarska prace sestava ze dvou casti. Jendou z nich je literarni reSerse,
druhd z nich je cast prakticka, obsahujici vlastni vysledky.

V prvni ¢asti své prace se vénuji literarni resersi, ve které shrnuji dosavadni
poznatky o fylogenetice rodu Synura a ttidy Synurophyceae. Sleduji vyvoj klasifikace a
vnitiniho ¢lenéni rodu Synura od historie az po soucasné nazory. Porovnavam také
dnesni a diivejsi pristupy ke studiu fylogenetiky tohoto rodu. Zabyvam se blize biogenezi
a morfologii struktur kiemicitych Supin, které pokryvaji povrch bunky zastupct tiidy
Synurophyceae a které jsou urcujici pro determinaci téchto organismu. Dale se vénuji
problematice vymezeni rodu Synura v ramci tiidy Synurophyceae.

Ve druhé ¢asti své bakalarské prace popisuji a optimalizuji metody, potfebné pro
dalsi studium v této oblasti, zejména pro izolaci a kultivaci rodu Synura, izolaci DNA z
kultur a amplifikaci potfebnych sekvenci pomoci PCR. Uvadim dtlezité protokoly a
zmeény v postupech metod. Déle uvadim postup a prezentuji vysledky své predbézné
fylogenetické analyzy. Tato analyza otevira zajimavé otazky, tykajici se sméru vyvoje
struktur zminénych kiemicitych Supin, variability v ramci druhu Synura petersenii ¢i

monofylie rodu Synura.
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ABSTRACT

My bachelor thesis consists of two parts, one of them is a literature search and the
other one is practical and contains my own results.

The first part of my bachelor thesis, the literature search, is an overview of the
facts about the phylogeny of the genus Synura and the class Synurophyceae known up to
now. The study includes a recapitulation of the history of classification and subdivision
of the genus Synura up until the recent opinions. Older approaches in the phylogenetic
studies of this genus are compared with the latest ones. I also focus on the biogenesis and
morphology of the silica scales, which cover the cell surfaces of members of the class
Synurophyceae. The scales are crucial for determination of these organisms. The
problematic definition of the genus Synura in the context of the class Synurophyceae is
also examined.

The second part of the bachelor thesis contains description of the methods needed
for future studies in this field and optimization of the methods, especially of isolation and
cultivation of the genus Synura, DNA extraction and amplification of the sequences by
means of PCR. The important protocols and changes in the methods are described.

In this part I also describe the technique and present the results of my preliminary
phylogenetic analysis. This analysis opens several interesting problems related to
direction of evolution of the silica scales, intraspecific variability of Synura petersenii or

the problem of Synura monophyly.
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1. UVOD

Cilem této prace je shrnuti dosavadnich poznatkii o fylogenetickych vztazich
tykajicich se rodu Synura, seznameni se s metodami potfebnymi pro jejich studium, jejich
zvladnuti a optimalizace téchto metod.

Tato prace by se tedy méla stat jakymsi odrazovym mistkem pro praci
diplomovou, kterda by mohla pfispét k rozfeseni mnohych otazek kolem vztaht
jednotlivych druht rodu Synura a postaveni tohoto rodu v rdmci tfidy Synurophyceae.
Klicovou otazkou je, zda dneSni rozd€leni druhi do sekci na zdkladé¢ morfologie
kiemicitych Supin opravdu odpovida pfirozenosti, dale otazky spojené se smérem vyvoje
kiemicitych Supin a se skute¢nou druhovou diverzitou tohoto rodu. Protoze nékteré
fylogenetické studie zpochybiuji monofylii rodu Synura (Wee, 1997, Andersen, 1999),

budu se ve své resersi vénovat také tiidé Synurophyceae jako celku.

2. LITERARNI RESERSE
2.1. Trida Synurophyceae

Synurophyceae (Andersen, 1987) jsou sladkovodni heterokontni bicikovei Zijici
volné nebo v koloniich, s charakteristickymi kiemicitymi Supinami, skladbou pigmenti a
ultrastrukturou. Do této tfidy s jedinym fadem Synurales fadime dnes ¢eled” Synuraceae
srody Synura, Chrysodidymus, Tessellaria, Chlorodesmos, a ¢eled Mallomonadaceae
s rody Mallomonas a Conradiella (Kristiansen & Preisig, 2001). Rod Chlorodesmos je
vSak misinterpretace druhu Synura spinosa (Calado & Rino, 1994). Spekuluje se také o
rodu Chrysodidymus, jehoz kiemicité Supiny jsou napadné¢ podobné Supindm druhu
Synura sphagnicola, ovsem byly u néj nalezeny ultrastrukturalni znaky, které¢ ho od rodu
Synura odliSuji (Graham et al., 1993). V ptipad¢ rodu Conradiella se pravdépodobné ve
skute¢nosti jedna o Mallomonas (Lavau et al., 1997).

vvvvvv

Chrysophyceae (napi. Ariztia et al., 1991, Sorhannus, 2001, Goertzen & Theriot, 2003).



Pozice téchto dvou tfid v rdmci oddéleni Heterokontophyta je zatim nejasna a dokonce 1
samotna existence tfidy Synurophyceae je né€kterymi autory zpochybnovana (Cavalier-

Smith, 1993a).

2.2. Historicky prehled

Historie tfidy Synurophyceae je pevné spojena s jeji blizce ptibuznou ttidou
Chrysophyceae. Synura byla poprvé pozorovéana a popsana Ehrenbergem (1835), ktery se
vSak o ni nezminuje jako o fase. Stein (1878) sjednotil rod Synura a ostatni bicikovce s
typickou zlatou barvou chloroplastu do Chrysomonadida. K nim poté Klebs (1893a)
pticlenil amoebovité organismy s podobnym chloroplastem a odhalil jejich piibuznost s
Phaeophyceae. Nazev Chrysophyceae byl poprvé pouzit Pascherem (1912), ktery tuto
ttidu zaradil spole¢né s Xanthophyceae a Bacillariophyceae do Chrysophyta. Postupné
rozvijel a upravoval svou horizontalni taxonomii, zalozenou na stupnich organizace
stélek, paralelnich u riznych skupin fas. DneSni Synurophyceae v tomto systému
zaujimaly misto ve tfidé Chrysomonadineae (Pascher, 1931). Bourrelly (1957) sjednotil
chrysomonady s kiemicitymi Supinami do ¢eledi Synuraceae, kterd tudiz obsahovala i
rody dnes fazené do tfidy Chrysophyceae, jakym je napt. rod Paraphysomonas.

S vynélezem a rozsifenim elektronového mikroskopu (EM) byly objevovany nové
struktury uvnitt bun€k i na jejich povrchu. Na zaklad¢€ zjisténych znaki doslo k vytvoreni
nového systému uspofadani organismi. Byl ustanoven fad Synurales (Andersen, 1985),
ktery nélezi do tfidy Synurophyceae (Andersen 1987). Na =zakladé poznatki o
ultrastruktuie pak vytvoftil Preisig novy systém pro tiidu Chrysophyceae (Preisig, 1995).

2.3. Soucasny stav

Podle Andersena (1987) se tiida Synurophyceae 1is$i od organismu spadajicich do
ttidy Chrysophyceae v né€kolika morfologickych i fyziologickych znacich.
Na rozdil od tfidy Chrysophyceae, postradaji zastupci tfidy Synurophyceae

chlorofyl c¢2, obsahuji pouze chlorofyly a a cl. Bi¢iky jsou ulozeny paralelné¢ a také



bi¢ikové koteny jsou znacné odlisné. Kofen R1 obkruzuje proti sméru hodinovych
rucicek baze obou bicikl, R3 zacina u rhizoplastu a pokracuje podél R1 do zadni ¢asti
buniky. Kotfeny R2 a R4 jsou velice redukované. Dalsi rozdil se tyka endoplazmatického
retikula, které neni nebo témét neni spojené s jadernou membranou.

Rozdily je mozné najit také v tvorbé a morfologii kfemicitych Supin, které
pokryvaji buniku pravdépodobné vSech zastupcl tfidy Synurophyceae a nékterych
zastupcu tfidy Chrysophyceae, naptiklad u rodu Paraphysomonas ¢i Chrysosphaerella.
Tyto Supiny se u ttidy Synurophyceae tvoii v silikon-depozitnim vacku (SDV), ktery se
naléza pii vn¢jSim okraji chloroplastu, tedy ptesnéji podé¢l té¢ casti endoplazmatického
retikula, kterd pokryva jeho povrch, zatimco u tfidy Chrysophyceae vznikd z
cytoplazmického endoplazmatického retikula (McGrory and Leadbeater, 1981). Supiny u
Synurophycee jsou navic bilateraln¢ symetrické a mohou se zde vyskytovat i Supiny
organické jak na povrchu bungk, tak i na bic¢iku. Zatimco u Chrysophyceae jsou Supiny
rozprostfeny v podstaté ndhodné, zde jsou rozmistény pravidelng, s anteriornimi konci
presahujicimi posteriorni konce dalSich Supin.

Dalsim dulezitym znakem je absence stigmatu. Jako fotoreceptor zde funguji dvé
bi¢ikové ztlustliny.

Cavalier-Smith (1993a) vSak vSechny tyto znaky povazuje za sekundarni adaptace
a simplifikace, které sice odliSuji skupinu organismu od ostatnich, avS8ak nemohou z této
skupiny ud¢lat samostatnou tfidu. Na zéklad¢ své analyzy 18S rRNA navrhuje dosti
odlisny systém, ve kterém zatadil zastupce Synurophyceae (sensu Andersen) do fadu
Synurales, dale ustanovil tfidu Chrysomonadea, ktera ptiblizné odpovidé dosud uznévané
ttidé Chrysophyceae, ovSsem obsahuje také zminény fadd Synurales. Ten je sestersky
fadim Chromulinales, Paraphysomonadales, Hibberdiales a dvéma skupindm, na které se
rozpada fad Ochromonadales.

Toto piefazeni Synurophyceae zpét mezi Chrysophyceae potvrzuji také dalsi
studie, ve kterych je umisténi tfidy Synurophyceae mezi tiidu Chrysophyceae podle
stromii LSU RuBisCo (velka podjednotka ribulosa-1,5-bisfosfat karboxyldza/oxygenaza)
a 18S rRNA slabé podpofeno. Na konkatenovanych stromech 18S/28S rRNA je pak
umisténi tfidy Synurophyceae mezi tfidu Chrysophyceae podpoieno dokonce velice silné

(Ben Ali et al. 2001).



Potvrzeni téchto vysledkli by znamenalo parafylii tfidy Chrysophyceae a nutnost
opustit myslenku samostatné tfidy Synurophyceae. Andersen (1999) ovsem poukazuje na
to, ze ve zminénych studiich nebyl bootstrap tak vysoky, aby mohla byt parafylie tfidy
Chrysophyceae prokdzana, a zafazeni Synurophyceae zpét mezi Chrysophyceae

podlozené pouze témito studiemi povazuje za unahlené.

2.4. Rod Synura

Rod Synura je kolonidlni zastupce tfidy Synurophyceae (Mallomonas neni
kolonialni, Chrysodidymus tvoii kolonie se dvémi bunkami, Tessellaria tvori
vicebunécné kolonie) (Wee, 1997). Synura ma dva piiblizné stejn¢ dlouhé biciky. Jako u
ostatnich heterokontnich organismt je jeden z nich hladky a druhy péfity, oba mohou byt
kryty organickymi Supinami. Naproti tomu u rodu Mallomonas obvykle nachdzime velky
rozdil v délce bic¢iku a v mnoha ptipadech je pomoci svételného mikroskopu vidét pouze
jeden. Kiemicité Supiny se tvoii v silikon-depozitnim vacku, ktery vznika splynutim
diktyozomdlnich vackt, narozdil od rodu Mallomonas, u kterého je odvozen z
periplastidialniho endoplazmatického retikula (PER) (Kristiansen, 1986). Supiny rodu
Synura jsou vétSinou bilateralné symetrické, coz je odliSuje od Supin rodu Tessellaria.
Vyjimkou je ovSem druh S. lapponica (Tyler et al., 1989).

Koncept rodu a druhu Synura je nejasny, nebot je jako cely systém tiidy
Synurophyceae zalozeny témét vylucné na morfologii Supin a celych kfemicitych
schranek a na jejich subjektivnim posouzeni a zafazeni. Struktura Supin hraje vSak
dodnes kli¢ovou ulohu v rozliSovani druhi a forem, a proto se jim budu vénovat v dalsi

kapitole.

2.5. Kfemicité Supiny rodu Synura

Kiemicité Supiny u rodu Synura objevil roku 1918 Petersen ve svételném
mikroskopu. Korshikov (1929) ukazal svymi pokusy, Ze Supiny Synurophyceae jsou

skute¢né kiemicité. Nedaly se rozpustit v silnych kyselindch jako je kyselina sirova ¢i



dusicna, ale snadno je rozpustila kyselina fluorovodikovd. Rozvoj elektronové
mikroskopie ve druhé polovin€¢ padesatych let minulého stoleti umoznil intenzivni
studium ktfemicitych Supin rodt Synura a Mallomonas (Asmund, 1955, Fott, 1955,
Manton, 1955, Petersen & Hansen, 1956). PiedevSim na zaklad¢é jemné struktury téchto
Supin byvaji charakterizovany jednotlivé druhy a formy chrysomonédd s kfemicitymi
Supinami (Kristiansen, 1986, 1996, Asmund & Kristiansen, 1986, Siver, 1991). éupina
rodu Synura je obvykle heteropolarni, s dobfe definovanou proximalni a distalni casti.
Sklada se z bazalni desky (base-plate) s ohnutym okrajem (rim) v proximalni casti.
Vybézky z bazalni desky mohou tvofit duty kyl (keel) ¢i ostének (spine) v distalni ¢asti
(Kristiansen, 1986). Tyto vybézky jsou béhem vyvoje Supiny formovany ptisobenim

PER. V mist¢, kterym PER vstoupilo do Supiny, zistava v bazalni desce otvor (Obr. 1).

gpicka kylu

otvor v bazalni desce

bazalni deska s pory

kvl

tramec

okraj

Obr. 1 - struktury Supiny druhu Synura petersenii



Na bazalni desce se vétSinou vyskytuji sekundarni struktury, jako jsou zebra (ribs)
¢i papily (papillae). V piipad¢ rodu Mallomonas mize byt soucasti Supiny vyklenuty dom
(dome), ke kterému byvaji pfipojeny ostny (bristles). U nékterych druhi rodu Synura,
jako napt. Synura spinosa, byvaji ptitomny krom¢ obvyklych télnich Supin také tubularni
Supiny, které¢ by mohly byt analogické ostnim rodu Mallomonas (Kristiansen & Vigna,
1994).

KtemicCité Supiny se tvoii v silikon-depozitnich vaccich (SDV), které jsou
odvozeny z Golgiho aparatu (GA) (Leadbeater & Baker, 1995) a nachazeji se podél PER
(Wujek & Kristiansen, 1978, Sandgren & Hall, 1996). Na formovani bazalni desky se
podileji mikrotubuly a aktinova filamenta (Leadbeater & Baker, 1995). PER tvofi
vybézek smérem do SDV a formuje kyl nebo ostének (Mignot & Brugerolle, 1982). SDV
splyne s vacky GA a do této chvile proteinovy zaklad Supiny silifikuje. Poté SDV putuje
k plazmatické membrané, fhzuje s ni a vypouSti Supinu na povrch buiky
(Leadbeater & Baker, 1995).

Supiny vétsiny zastupct rodu Synura tvoii na povrchu buiiky pravidelnou a
souvislou strukturu (Preisig, 1994), a na svych pozicich jsou drzeny jakymsi proteinovym
adhezivem, spojujicim piekryvajici se ¢asti Supin (Leadbeater, 1986).

Vyjimkou je druh Synura lapponica, u kterého jsou Supiny umisténé kolem celé
kolonie a nekryji povrch jednotlivych bun€k. Toto uspofadani, spolu s tvarem a
strukturou Supin, se napadné podobé charakteristickym znakiim rodu Tessellaria (Tyler et

al., 1989) (Obr. 2).

Obr. 2 - a - Supina druhu Synura lapponica (Kristiansen 1996 b)
b - Supina druhu Tessellaria volvocina (Lavau, 1997)



Obvykle je mozné najit odliSné typy Supin charakteristické pro rizné ¢asti bunky

(Obr. 3).

Obr. 3 - Synura petersenii - 3 bézné t€lni Supiny a posteriorni uzka Supina (uprostied)

Na posteriornim konci bunék rodu Synura cEasto nachizime Supiny bez
charakteristického kylu ¢i osténku, coz pravdépodobné usnadnuje uspotradani bunek do

tésné kolonie (Wee, 1997).



U mnohych druht byla nalezena velka morfologicka variabilita Supin a neni vzdy
zcela jasné, zda se jedna o dva druhy ¢i o dvé formy jednoho druhu. Piikladem muze byt

komplex Synura petersenii s mnoha riznymi morfotypy (Obr. 4).

Obr. 4 - morfologie Supin v ramci komplexu Synura petersenii (Kristiansen, 1986a)

Nékteré z takovychto morfotypd jsou vedeny jako formy ¢i variety a v piipade
Synura macracanta (Petersen & Hansen) dokonce jako druh. Podobné byla jako novy
druh uréena 1 Synura glabra Korshikov, avsak Sandgren et al. (1966) ukazal, ze stejné
znaky na Supinach jsou ptfitomny u druhu Synura petersenii pii nedostatku kiemiku.

Proto byl jeji status pfehodnocen na formu.
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2.6. Fylogenetika rodu Synura

Tradi¢ni systém rodu Synura je zalozen zejména na studiu kfemicitych Supin,
které bylo umoznéno rozvojem elektronové mikroskopie v padesatych letech minulého
stoleti. Podle Petersena a Hansena (1956, 1958) se rod Synura déli do dvou skupin:
Sectio Petersenianae (pozdé&ji Sectio Peterseniae, viz. Péterfi & Momeu, 1977),
sdruzujici druhy s vyvinutym kylem, a Sectio Uvellae ¢i Spinosae (pozdé&ji Sectio Synura,
viz Péterfi & Momeu, 1977), pro kterou je charakteristicka pritomnost osténku. Ve svych
pracich zdtraziovali moznou variabilitu morfologickych znaki jednotlivych druhi.

K témto dvéma skupindm pftipojili Balonov a Kuzmin (1974) Sectio Lapponica s
jedinym druhem Synura lapponica.

Sectio Synura se dale déli na Series Splendidae a Series Synura (Péterfi &

Momeu, 1977) (Tab. 1).

Sectio Lapponica
S. lapponica Skuja
Sectio Peterseniae
S. petersenii Korshikov f. petersenii
S. petersenii Korshikov f. bjoerkii Kronberg & Kristiansen
Sectio Uvellae
Series Splendidae
S. sphagnicola (Korshikov) Korshikov
S. splendida Korshikov
Series Spinosae
S. mammillosa Takahashi
S. curtispina (Petersen & Hansen) Asmund
S echinulata Korshikov
S. spinosa Korshikov

S. uvella Ehrenberg em.Korshikov

Tab. 1 - skupiny v rdmci rodu Synura s ptiklady druhta (Wee, 1997)
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Druhy sekce Synura jsou charakterizovany pifevazné pritomnosti a rozsahem
sitovitych sekundérnich struktur na Supinach a pfitomnosti specializovanych Supin na
apikalnim ¢i posteriornim konci buiiky. Tyto specializované Supiny, jakymi jsou napf.
Supiny tubularni, odliSuji zejména druhy komplexu S. spinosa.

Drobny rozdil v sekundarni struktufe Supiny (trdmce namisto papil) odliSuje druh

S. echinulata od druhu S. mammilosa (Obr. 5).

Obr. 5 - a - Supina druhu Synura mammilosa (Lavau, 1997)
b - Supina druhu Synura echinulata (Barreto, 2005)

Druhy sekce Peterseniae byvaji charakteristické rozsahem trdmct, vychazejicich
od baze kylu (Obr. 4) (Kristiansen, 1986).

Pocatkem devadesatych let bylo nasekvenovano mnoho druhii rodu Synura a tiidy
Synurophyceae a vzniklo nékolik praci, pokouSejicich se vyjasnit vztahy v rdmci tohoto

rodu i této tfidy.
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Zajimavou kladistickou analyzu zalozenou na morfologii Supin publikoval v roce
1997 Wee. Pti srovnavani téchto morfologickych znakt klade diiraz na spravné urceni
homologie posuzovanych struktur. Podle jeho vysledkd spadd do rodu Synura i druh
Mallomonas caudata. Druhy s biradidlné¢ symetrickymi Supinami bez sekundéarnich
struktur se nalézaji na bazi stromu, zatimco druhy s vyvinutou sekundarni strukturou

Supin jsou odvozenéjsi (Obr. 6).
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Obr. 6 - MP (maximum parsimony) strom sestaveny na zaklad¢ fylogenetické analyzy postavené
na vyznamnych morfologickych znacich kiemicitych Supin (Wee, 1997)
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Lavau et al. (1997) ve své praci kombinuji data ziskana fylogenetickou analyzou

18S rRNA s daty ziskanymi analyzou morfologie Supin (Obr. 7). Jejich kombinovana

analyza ukazuje monofylii rodu Synura, ovSsem s velice slabou podporou. Siln¢ je

podpotena Sekce Peterseniae.

Qchromenas danica

Tessellarla volvocina

>3

i

100

=3

Synurg mammillosa
Synurp sphagnicola

B&

—— Synura spinosa

Synura wvella

1040

59- =3
94

>3

>
100

Synyra petersenli

Synura glabra

— Mallomonas adamas
— Mallomonas splendens
— Mszllomonag annulata

Mallomgnag akrokomos

3 Mallomonas papillosa

Mallomonas rasilis

—— Mallomonas sirlata

Mallomonas strlata var. serrata

—— Mallomonas matvienkoae

100

— Mallomonas caudata

Obr. 7 - vztahy v ramci tfidy Synurophyceae - kombinace molekularnich dat a morfologie
kfemicitych Supin (Lavau et al. 1997)
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V analyze 18S rRNA zastupcu tfidy Chrysophyceae a Synurophyceae, kterou
publikoval Andersen et al. (1999), se opét objevuje parafylie u rodu Synura. Zastupci
rodu Mallomonas zde spadaji do rodu Synura a odd¢€luji tak druh Synura petersenii od

ostatnich zastupct rodu Synura (Obr. 8).

66 ——— Mallomonas papillosa
- L—— Mallomonas striata
Sl Mallomonas caudata

60 Synura petersenii

—— Mallomonas annulata

—_—

Mallomonas akrokomos
98 —— Mallomonas adamas

— ‘“__i 87
i —— Mallomonas matvienkoae

Mallomonas splendens

__IO% - Synura uvella

L 63 Synura sphagnicola
85 27 —— Synura spinosa
—— Synura mammillosa
Tessellaria volvocina

Obr. 8 - MP strom zalozeny na srovnani sekvenci 18S rRNA pro tfidu Synurophyceae
(Andersen et al., 1999)
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Wee (2001) wukazal ve

své molekularn¢ fylogenetické praci

existenci

vnitrodruhové variability u druhu Synura petersenii. Na zaklad¢ analyzy sekvence

ITS/8,5S (internal transcribed spacer) mnoha kultur tohoto druhu se mu podafilo odlisit

dva taxony, z nichZ jeden se vyskytoval pouze v severni Americe, distribuce druhého

taxonu zahrnovala severni Ameriku, Evropu a Australii (Obr. 9).

e — W33 Canada

ITS Variant 2 (15)

e W31 M
== oo
il W43 AN
e W2 NY
e W4 M
W35 MI
e W36 MI
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(1)

(2)
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wis M
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ITS Variant 1 {17)

w3z Mi

(389) '
Wi7 S. uvella

Obr. 9 - fylogeneticky strom S. petersenii sestaveny na zakladé sekvenci ITS/5,8S (Wee, 2001)

W71 Germany
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3. OPTIMALIZACE METOD
3.1. Uvod do metodiky

Pro ziskani sekvenci je potfeba vyizolovat DNA z zivé monoklonalni kultury,
amplifikovat potfebny tisek DNA pomoci PCR, produkt piecistit, provést sekvenacni
PCR a srdzeni, a poté sekvenovat.

Tradicni metodou izolace DNA je metoda CTAB (cetyl trimethyl amonium
bromid; Doyle & Doyle, 1987). Pro izolaci DNA je vzdy nejprve potieba rozbit
buné¢nou sténu a plazmatickou membranu bunék. Pii pouziti metody CTAB tvoii DNA
suspensi v tomto pufru. Pevné ¢asteCky jsou odstranény centrifugaci, rozpustné slozky,
jako napf. proteiny, jsou odstranény rozpusténim v chloroformu a centrifugaci.

Pro casté pouzivani byly vyvinuty izolaéni kity, jejichz pouZzivani je snazsi,
rychlejsi. Neobsahuji Skodlivé chemikalie, jako je chloroform. DNA se vadze na
silikagelovou membranu, na které je promyvéana. Nevyhodou kit byva jejich vyssi cena.

Metoda PCR (Polymerase Chain Reaction) (Mullis & Faloona, 1987) umoziuje
amplifikaci vybrané sekvence DNA. Mezi komponenty, potiebné pro uskute¢néni této
reakce, patii templatovda DNA, kterou chceme amplifikovat, DNA polymeraza, primery,
které umozni polymeraze nasednout na templéat a ohranic¢i vybranou sekvenci na 3' a 5'
konci DNA, dNTPs (deoxynukleotid trifosfaty) - material pro vznikajici nové tetézce
DNA a pufr, ktery upravi chemické prostiedi potiebné pro spravnou funkci polymerazy.
Takovato reakéni smés je dale zahfivana a ochlazovana v termocykleru na teploty,
potiebné pro jednotlivé kroky reakce, kterymi jsou zejména denaturace DNA a nasednuti
primeri a polymerazy. Tyto kroky se opakuji v né€kolika cyklech, ¢imZ je dosaZena

mnohondsobné amplifikace daného useku DNA...
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3.2. Material a metody
3.2.1. Vybaveni

Planktonni sit’ s velikosti ok 20 um.

Mg¢ti¢ pH a konduktivity Combo pH & EC HI 98129, Hanna instruments

Svételny mikroskop Olympus CX31

Svételny mikroskop Olympus BX 51 s digitdlnim fotoaparatem Olympus Camedia
Digital Camera C-5050 Zoom

Plastové kultivacni desticky pro tkanové kultury IWAKI, 96 jamek, ploché dno, kat. €.
K082296.2

Sitky pro EM médéné, 150 ok, pramér 3,5 mm.

Pipety Eppendorf Research a Pipetman Starter Kit (Gilson)

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) JEOL 1011 v Laboratofi elektronové
mikroskopie, PiF UK

Centrifuga Centrifuge 5804R, Eppendorf

Centrifuga Spectrafuge mini, Lobnet International, Inc.
Sklenéné kulicky - praimér 1,5 mm

Zebtitek O'GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus

Mlynek na drceni rostlinného materialu Retsch MM200
Bezodtahova digestoi Cruma

Termoblok Thermomixer compact, Eppendorf

Vortex Genie 2, Scientific Industries

BioPhotometer, Eppendorf.

Mikrozkumavky PCR (0,2 ml) s plochym vickem (P-lab)
Mikrozkumavky - typ Eppendorf (0,5 ml) s vickem (P-lab)
Chladitko IsoFreeze PCR (P-lab)

Mastercycler ep S - gradientovy, Eppendorf

Vybaveni pro elektroforézu Scie-Plas: HU6 - horizontdlni mald kratka SHUG6 -

horizontalni mala dlouha, HU13 - horizontalni velka
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UV lampa Herolab UV T -20 M, dokumentac¢ni systém Gel Logic 100 Imaging System
Kodak

Sekvenator 3100 Avant Genetic Analyzer

Program FastPCR (Kalendar)

Kit JetQuick Tissue, Genomed

Kit Jet Quick PCR Product Purification Spin Kit / 250, Genomed

3.2.2. Pouzité kmeny

kmen

zdroj

M. acaroides
M. kalinae

M. ouradion 1
M. ouradion 2
M. ouradion 3
M. ouradion 4
M. ouradion 5
M. ouradion 6
M. ouradion 7
S. petersenii 1
S. petersenii 2
S. petersenii 3
S. petersenii 4
S. curtispina 1
S. curtispina 2
S. echinulata 1
S. echinulata 2
S. echinulata 3

S. sphagnicola 1

S. sphagnicola 2

kmen izolovan Dr. Némcovou
sbirkovy kmen CAUP B601
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
vlastni izolat

vlastni izolat

vlastni izolat

kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou
kmen izolovan Dr. Némcovou

kmen izolovan Dr. Némcovou
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Tab. 2 - pouzité kmeny

3.2.3. Ziskani vzorku, izolace a kultivace

Vzorky pro izolaci chrysomonad jsem odebrala na téchto lokalitach:

e Zlata stoka, Trebon

e Rybnik u obce Kiinov

e Kladské raseliny

e Slepé rameno Labe, Celakovice

e Modranské tuné

Pouzivala jsem planktonni sit’ s velikosti ok 20 um.

Pro méteni pH a konduktivity jsem pouzivala Combo pH & EC HI 98129, Hanna
instruments.

Izolovala jsem jak rod Synura, tak i rod Mallomonas, pokud byly ve vzorku pfitomné.
Bunky, pfipadné kolonie, jsem izolovala pod svételnym mikroskopem Olympus CX31
pomoci sklenéné pipety, vytazené v kapilaru.

Bunku (kolonii) jsem piendsela postupné do nékolika kapek sterilniho Zivného média o
adekvatnim pH, a poté do plastové kultivacni desticky s timto médiem.

Pouzité médium: modifikované médium DYIV (Rezacova, 2003).

Teplota kultivace 10 °C .

Pfirozené osvétleni.

Pro ziskani snimka zivych kultur jsem pouzivala svételny mikroskop Olympus BX 51 s

digitdlnim fotoaparatem Olympus Camedia Digital Camera C-5050 Zoom.

3.2.4. Priprava vzorki a EM
3.2.4.1. Priprava siték s formvarvou blankou
e Jarem jsem dobie umyla podlozni sklicko, oplachnula a nechala uschnout.

e Suché sklicko jsem vlozila do roztoku 0,3 % formvar v chloroformu na 3 - 5 min,
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nadobu s roztokem a sklickem jsem uzaviela.

Rychle jsem skli¢ko vytdhnula a drzela ho nékolik vtefin svisle v parach roztoku.
Nechala jsem formvarovou vrstvu zatvrdnout asi 5 min.

Skalpelem ¢i suchou jehlou jsem vyfiznnula ze zatuhlé¢ formvarové vrstvy
obdélnik.

Na 5 s jsem ponofila sklicko do HF.

Pomalu, kolmo k hlading, jsem nofila sklicko do nadoby s destilovanou vodou
tak, aby se vyfiznuty obdélnik formvaru usadil na hlading.

Na blanku plovouci na hlading jsem pokladala jednotlivé sitky.

Na blanku se sitkami jsem pftilozila prouzek filtraku tak, aby ji celou zakryval, a
nechala ho nasaknout vodu.

Vytahnula jsem filtrak, na ktery se prilepila blanka a sitky, a nechala jsem ho

oschnout v pooteviené Petriho misce.

3.2.4.2. Naneseni a pozorovani vzorki

Na podlozni sklicko jsem nalepila lepici pasku tak, aby jen asi o 1 mm
ptesahovala jeho okraj.

Na okraj lepici pasky jsem pfilepila sitky formvarovou blankou nahoru.

Sterilni pipetou jsem pienesla nékolik jedinci z kultury na sitku a pod
mikroskopem jsem kontrolovala, jestli jsou na sit'ce skute¢né ptitomni.

Nechala jsem vzorky zaschnout, zbytek kultury jsem pievedla do sterilni Epp. a
zamrazila.

Nanesla jsem na parafilm nékolik vétsich kapek destilované vody.

Pinzetou jsem premistovala sitky z jedné kapky do druhé (vzorek smérem do
vody), abych rozpustila soli z média (u pfirodnich vzorki neni tfeba).

Nechala jsem vzorky zaschnout.

Vzorky jsem pozorovala pomoci transmisniho elektronového mikroskopu (TEM)

JEOL 1011 v Laboratofi elektronové mikroskopie, PftF UK.
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3.2.5. Izolace DNA metodou CTAB

Pouzila jsem kmeny S. curtispina 1 a M. kalinae (Tab. 2).

Izolovala jsem DNA z 40 pl vzorku a z celého zbylého obsahu Erlenmeyerovy
baiiky.

Vzorek jsem zcentrifugovala - 4 000 rpm a ziskala tak pelet bunék (Centrifuge
5804R, Eppendorf).

Centrifugaci jsem opakovala - 13 000 rpm.

Opatrné, abych se nedotkla peletu, jsem odsala vodu pipetou.

Ptidala jsem sklenéné kulicky - pramér 1,5 mm - pfiblizné stejny objem jako
pelet.

Protepala jsem pelet s kulickami v mlynku na drceni rostlinného materidlu
(Retsch MM200) - 5 min, frekvence 30 otfesti/min.

Termoblok (Thermomixer compact, Eppendorf) jsem nastavila na 75 °C.

V digestofti (bezodtahova digesto Cruma) jsem piidala ke vzorku 700 ml roztoku
CTAB.

Nechala jsem uzaviené zkumavky se vzorky michat a inkubovat na termobloku
pti 75 °C, 30 min.

Béhem prvnich minut inkubace jsem ptidala polyvinyl pyrrolidon (PVP).

V digestofi jsem ptidala 500 ml smési chloroform : isoamylalkohol (24 : 1).
Uzaviené zkumavky jsem nékolikrat pievratila a nechala stat 5 min.
Centrifugovala jsem vzorek 6 min pii 13 000 rpm.

Priihledny supernatant jsem piepipetovala v digestoiti do 1,5 Epp.
(mikrozkumavka - typ Eppendorf). Davala jsem pozor, aby se do pipety nedostala
spodni vrstva, ale skute¢né pouze jen supernatant.

Ptidala jsem 500 ml isopropanolu (z mrazaku).

Uzaviené Epp. jsem né€kolikrat pfevratila a nechala stat 30 min.

Centrifugovala jsem vzorek 3 min pfi 13 000 rpm.

V digestofi jsem slila supernatant do kadinky a nechala oteviené Epp. chvili stat

dnem vzhtru na papirovém ubrousku.
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Ptedehftila jsem termoblok na 37 °C.

Ptidala jsem 400 ml ethanolu 96 % (dole v mrazaku).

Inkubovala jsem vzorek pfi michani na termobloku pfi 37 °C, 15 min.
Centrifugovala jsem vzorek 3 min pfi 13 000 rpm.

Supernatant jsem slila do kadinky.

Ptidala jsem 200 ml ethanolu 70 % (dole v mrazaku).

Nechala jsem vzorek stat S min.

Centrifugovala jsem vzorek 3 min pii 13 000 rpm.

Nastavila jsem termoblok na 90 °C.

Supernatant jsem slila do kadinky a oteviené¢ Epp. jsem nechala stat asi 10-15
min.

Premistila jsem oteviené Epp. na termoblok a nechala vysouset pellet pii 90 °C
asi 1 - 2 min.

Ptidala jsem 200 ml TE bufferu.

Inkubovala jsem vzorek pifi michani na termobloku pti 37 °C, 30 min.
Zvortexovala jsem vzorek (vortex Genie 2, Scientific Industries).

Kratce jsem vzorek zcentrifugovala (Spectrafuge mini, Lobnet International, Inc.).

Produkt jsem uchovévala v mrazéku pii - 86 °C.

3.2.6. Izolace DNA pomoci kitu JetQuick Tissue.

Pouzila jsem kmeny rodl Synura a Mallomonas uvedené v tabulce 2.

Pouzila jsem vzorek o objemu 600 pl.

Vzorek jsem zcentrifugovala - 4 000 rpm (Centrifuge 5804R, Eppendorf) a
ziskala tak pelet bunék.

Odsala jsem vodu pipetou.

Ptidala jsem sklenéné kulicky - pramér 1,5 mm - pfiblizné stejny objem jako
pelet.

Ptidala jsem Lysis buffer P ... 100 pl

Protiepala jsem vzorek v mlynku na drceni rostlinného materidlu (Retsch
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MM200) - 5 min, frekvence 30 otfesii/min.

Pridala jsem Lysis buffer P ... 300 pl.

Ptidala jsem Proteinkinazu K (v krabicce v mrazaku) ... 20 pl.

Zvortexovala jsem vzorek a nechala ho inkubovat 1 h pfi 65 °C za stilého
michéni.

Nalila jsem vzorek na spin filtr, ten jsem umistila zpét do Epp. a centrifugovala ho
1 min pii 12 000 rmp.

Vyhodila jsem filtr a pfidala RNAzu ... 20 pl.

Zortexovala jsem vzorek a nechala ho stat 5 min.

Ptidala jsem Binding buffer P ... 200 pl.

Zvortexovala jsem vzorek, nalila ho na novy spin filtr a ten jsem vlozila zpét do
Epp.

Nechala jsem vzorek stat 1 min.

Centrifugovala jsem vzorek 2 min pfi 12 000 rpm.

Ptedehtéla jsem 75 pl Elution buffer D na 65 °C.

Vylila jsem obsah Epp. a vratila do ni filtr.

Ptidala jsem Wash buffer I ... 550 ul a centrifugovala vzorek 1 min pii 12 000
rpm.

Vylila jsem obsah Epp., pfidala Wash buffer II... 550 pl a centrifugovala vzorek 1
min pfi 12 000 rpm.

Znovu jsem vylila obsah Epp., ptidala Wash buffer II... 550 pl a centrifugovala
vzorek 1 min pii 12 000 rpm.

Vylila jsem obsah Epp. a centrifugovala vzorek 2 min pii 12 000 rpm, aby se
odstranil rezidualni ethanol.

Filtr jsem pfemistila do 1,5 Epp.

Pridala jsem ptedehfaty Elution buffer D 50 pl (pfi vétSich objemech a
koncentracich DNA se pouziva 100 pl).

Nechala jsem vzorek stat 3 min.

Centrifugovala jsem vzorek 1 min pii 12 000 rmp.

Jeste jednou jsem filtr promyla - pfidala jsem piedehtaty Elution buffer D 20 pl.

Nechala jsem vzorek stat 5 min.
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e Centrifugovala jsem vzorek 1 min pii 12 000 rmp.

e Produkt jsem uchovavala v mrazéku pii - 86 °C.

3.2.7. Méreni koncentrace DNA

Pro meéfeni koncentrace DNA jsem pouzivala spektrofotometr BioPhotometer,

Eppendorf.

e Zme¢fila jsem blank - do cuvety jsem napipetovala 50 pl destilované vody.
e Nastavila jsem dilution:

sample ... 5 pl

fedidlo (dest. voda) ... 45 ul

e Zme¢fila jsem nafedény vzorek.

Pti Cist¢ DNA by meéla hodnota absorbance pii A = 320 nm byt co nejblize 0 a pomér

260/280 nm by se mé¢l nachazet mezi hodnotami 1,8 a 2.
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3.28. PCR

3.2.8.1. Pouzité primery

primer sekvence citace

GOl CAC CTG GTT GAT CCT GCC AG Saunders et al. (1995)
GO7 CCT TGA TCC TTC TGC AGG TTC ACC TAC Saunders et al. (1995)
18L CAC CTA CGG AACCTTGTTACGACTT Hamby et al. (1988)
34F GTC TCA AAG ATT AAG CCA TGC Friedl (unpubl.)
LAVAU R CGA ACA GGT TCA TGA GGA AGC TGG ATC CT Lavau et al. (1996)
370R AGG CTC CCT CTC CGG AAT CRA ACCC Friedl (unpubl.)
1122F GGC TGA AAC TTA AAG GAA TTG Friedl (unpubl.)
1263R  GAA CGG CCA TGC ACC ACC Friedl (unpubl.)

Tab. 3 - primery pouzité pro PCR a pro sekvena¢ni PCR

3.2.8.2. Pouzité cykly a gradienty

1. Inicialni detaturace: 95°C 5 min

2. Denaturace: 94° C 0:40 min

3. Annealing: 52°C 1 min 35 cykla
4. Elongace: 72° C 1 min

5. Denaturace: 94° C 0 :40 min

6. Elongace: 72° C 2 min 6 cykla
7. Finalni elongace: 72° C 7 min

Tab. 4 - cyklus 1 (18S_Gotting)
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1. Inicialni detaturace: 95°C 5 min

2. Denaturace: 94° C 0:40 min

3. Annealing: 56° C 1 min 35 cykli
4. Elongace: 72° C 1 min

5. Denaturace: 94° C 0 :40 min

6. Elongace: 72°C 2 min 6 cykld
7. Finalni elongace: 72°C 7 min

Tab. 5 - cyklus 2 (18S_Gottin2)

1. Inicialni detaturace: 94° C 5 min

2. Denaturace: 94° C 1 min

3. Annealing: gradient (Tab. 8) 45s 35 cykli
4. Elongace: 72° C 3 min

7. Findalni elongace: 72° C 10 min

Tab. 6 - cyklus 3

1. Denaturace: 96° C 10 min

2. Annealing: 50°C 5s 25 cykla
3. Elongace: 60° C 4 min

4. Finélni elongace: 60° C 10 min
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Tab. 7 - cyklus 4

teplota (°C) vzorek

58,0 Ml

59,1 1 (S. peters.)
59,9 Ml

61,1 1 (S. peters.)
61,7 Ml

62,8 1 (S. peters.)
64,3 Ml

65,0 1 (S. peters.)

Tab. 8 - gradient teplot pro annealing, PCR IV

52,2°C 54,0°C 56,6 °C 59,3°C 62,0°C

Tab. 9 - gradient teplot pro PCR V

3.2.8.3. Pouzité mastermixy pro PCR

DNA

voda

slozka pl na 1 vzorek
pufr 2

dNTP 0,4

primer 1 0,25

primer 2 0,25

Red Taq Jump Start 0,5

1
15,6

Tab. 10 - mastermix pro PCR
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slozka MM1 MM1 MM2 MM2 MM3
pufr 2 2 2 2 2
dNTP 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
primer 1 0,2 0,25 0,25 0,25 0,25
primer 2 0,2 0,25 0,25 0,25 0,25
RedTaq Jump Start 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
voda 15,07 15,57 1497 15,57 14,81
MgCl, 0,5 0 0,5 0 0,5
DNA 1 1 1 1 1

Tab. 11 - mastermixy pro PCR V
MM = mastermix

3.2.8.4. Pouzité kombinace faktori dulezitych pro PCR

vzorek  GO01, G07 GO1, 18L
S1 7 13
S2 8 14
Ml 9 15
M2 10 16
S3 11 17
M3 12 18

Tab. 12 - kombinace primera a vzorkt pro PCR I



cyklus 1 cyklus 2
vzorek  GO1,18L 34F, GO7 GO1,18L

Ml 1 5 9
S1 2 6 10
M3 3 7 --
S3 4 8 --

Tab. 13 - kombinace primera vzorkd a cykli pro PCR 11

MM1 MM2 MM
G01 a LAVAU R G01 a 18L 334F a 18L
vzorek S ng/pl 100x Fed’. 5 ng/pl 100x red’. 5 ng/pl 100x red’.
M1 1-5 16 - 20 31-35 46-50 61 64
A B A B
3 (S. peters.) 0-10 21-25 36-40 51-55 62 65
B A B A
15 (S. spha.) 11-15 26 - 30 41 - 45 56 - 60 63 66
A B A B

Tab. 14 - kombinace faktord ve vzorcich pro PCR V
vzorky 32 a 34 nebyly fedéné viibec
MM = mastermix
do vzorki se 100x fedénou DNA jsem dala namisto 1 pl DNA 3 pl
do vzorkii s nefedénou DNA jsem ptidala 2 pl destilované vody, které jsou vzorka
fedénych na 5 ng/ul rovnou odecitené z mastermixu.
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3.2.8.5. Redéni DNA pro PCR

d=x*y)/z

v=x-d
fedéni: v:d
X ... pozadovany objem DNA

.. pozadovana ¢ (DNA)

.. namétfend ¢ (DNA)

o N <

.. objem nefedéné DNA

v ... objem destilované vody

Izolovanou DNA jsem fedila na pozadovanou koncentraci 5 ng/ul. Pozadovany objem

byl 20 pl.

3.2.8.6. Postup PCR a Cisténi produktu

Pomoci kitu Jet Quick PCR Product Purification Spin Kit / 250 jsem precistila PCR
produkt vzork 32 (M. kalinae), 42 (S. sphagnicola) a smichanych vzorka 51 a 52 (S.

petersenii).

e Pracovala jsem na chladitku (IsoFreeze PCR), aby se teplem nerozlozila DNA-
polymeraza.

e Priipravila jsem mastermix (Tab. 10), polymerazu jsem ptridavala az na zavér.

e Rozpipetovala jsem mastermix do mikrozkumavek PCR a ptidala jsem DNA.

e Zvortexovala jsem vzorky v mikrozkumavkach a trochu zcentrifugovala.

e Vlozila jsem mikrozkumavky do termocykleru (Mastercycler ep S - gradientovy,
Eppendorf) a zapnula jsem program.

e Priecistila jsem PCR produkt pomoci kitu (Jet Quick PCR Product Purification
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Spin Kit / 250) (postup viz ndvod ptilozeny v kazdém baleni tohoto kitu)

3.2.9. Priprava gelu a elektroforéza

Pro TAE gel 1% 50 ml (stfedni velikost):

agarézal...05¢g

TAE

... 50 ml

Agardézu 1 a pufr TAE jsem smichala v Erlenmeyerové baiice a ohiivala ji v
mikrovlnné troub€, dokud nezacala vafit.

Michanim jsem rozpustila zbytky pevné agardzy, piidala jsem kapku ethidium
bromidu a opét zamichala.

Pomalu, aby se nevytvofily bublinky, jsem nalila roztok do pfipravené sklenéné
vanicky, ohranic¢ené kovovymi zardzkami a s plastovym hrebinkem (Scie-Plas).
Pokud agar vytékal pies kovové zarazky, oblepila jsem celou vanicku lepici
paskou.

Nechala jsem gel ztuhnout.

Odstranila jsem kovové zarazky a ptipadnou lepici pasku.

Ponotila jsem vanicku s gelem do nadoby pro elektroforézu s pufrem TAE, jehoz
hladina presahovala pies gel.

Opatrné jsem vyndala plastovy hiebinek.

Do krajniho otviirku jsem napipetovala 2 pl zebticku, do dalSich vzorky po 4 pl.
Ptiklopila jsem nadobu vikem a pfipojiila kabely. Méla jsem piitom na paméti, ze
se DNA pfi elektroforéze pohybuje smérem k od + k -.

Zapnula jsem elektricky proud a pii napéti 100 V jsem nechala elektroforézu
bézet 20 minut.

Pod UV zafenim jsem zjistila vysledek (Herolab UV T -20 M, dokumentacni
systém Gel Logic 100 Imaging System Kodak).
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3.2.10. Sekvenacni reakce ¢tvrtinova

Pro sekvenacni reakci jsem pouzila 2 primery forward a 2 reverse:

34F, 1122F, 370R, 1263R

Pouzila jsem cyklus 4 (Tab. 7).

Pozity mastermix viz tabulkal5.

Poté jsem produkt vysrazela a poslala na sekvenator do Laboratofe sekvenace DNA,

Vini¢na 7, Praha 2.

slozka pl na 1 vzorek
Ready reaction mix 2

primer 1 (3,2 pmol)
buffer 4

voda 12

DNA 1

Tab. 15 - mastermix pro sekvenac¢ni PCR

3.2.11. Srazeci reakce

e Vzorky jsem odpipetovala do 0,5 Epp.

e Epp. jsem Cislovala podle potadi, ve kterém mély byt vedeny v sekvenatoru.
e Pridala jsem CH3COONa ... 2 pl (zdsobni roztok v mrazéku).

e Pridala jsem ethanol 96 % ... 50 ul (dole v mrazaku).

e Zvortexovala jsem vzorek.

e Nechala jsem vzorek stat 10 - 15 min.

e Centrifugovala jsem vzorek pii 20 °C, 30 min, 12 000 rpm.

e Opatrné¢ jsem odpipetovala tekutinu, aniz bych porusila pelet.

e Nechala jsem Epp. odkapat na ubrousek a chvili odpatovat ethanol.

e Pridala jsem ethanol 70 % ... 250 pl.

e Zvortexovala jsem vzorek.
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e Centrifugovala jsem vzorek pii 20 °C, 15 min, 12 000 rpm.

e Opatrn¢ jsem odpipetovala tekutinu, aniz bych porusila pelet.

e Znovu jsem piidala ethanol 70 % ... 250 pl.

e Zvortexovala jsem vzorek.

e Centrifugovlala jsem vzorek pti 20 °C, 15 min, 12 000 rpm.

e Vylila jsem tekutinu.

e Nechala jsem oteviené¢ Epp hiat na termobloku. pii 60 °C asi 10 min, aby se
odparily zbytky ethanolu.

e Produkt jsem uchovévala v mrazéku pii 4 °C.

3.2.12. Sekvenace

Sekvenaci zajistila Laboratot sekvenace DNA - Vini¢na 7, Praha 2.

Pouzity sekvenator: 3100 Avant Genetic Analyzer
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3.3. Vlastni vysledky

3.3.1. Vlastni kultury

Podatilo se mi ziskat n¢kolik kultur rodu Synura (Obr. 10), které jsem podle
EM snimki urcila jako druh Synura petersenii (Obr. 11).

Obr. 10 - LM snimek - zZivé kolonie druhu Synura petersenii (vlastni kultura)
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Obr. 11 - TEM snimek Supin druhu Synura petersenii (vlastni kultura)

3.3.2. Izolace DNA

Hodnoty namétfené koncentrace DNA izolované metodou CTAB jsou uvedeny

v tabulce 16.

vzorek objem  kmen ¢ (ng/pl) A (L=260/280) A (L=320)
S1 CelaEb S curtispina1l 23 1,76 0,133
S2 40 pl S. curtispinal 6 1,06 0,004
M1 CelaEb M. kalinae 34 2,07 0,004
M2 40 pl M. kalinae 5 2,06 0,002

Tab. 16 - izolace DNA metodou CTAB
Eb = Erlenmeyerova barka
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Hodnoty naméiené koncentrace DNA izolované pomoci kitu JetQuick Tissue jsou

uvedeny v tabulce 17.

oznaceni kmen ¢ (ng/pl) A (L=1260/280) A (L=320)
S3 S. curtispina 1 13 1,09 0,001
M3 M. kalinae 12 1, 82 0,018
1 S. petersenii 1 * 9 2,34 0,020
2 S. petersenii 2 * 14 1,99 0,064
3 S. petersenii 3 * 9 2,56 0,018
4 M. acaroides * 10 2,14 0,018
5 M. ouradion 1 7 1,81 0,009
6 M. ouradion 2 6 1,82 0,005
7 M. ouradion 3 6 1,76 0,007
8 M. ouradion 4 § 15 1,13 0,020
9 M. ouradion 5 11 1,68 0,037
10 M. ouradion 6 7 1,84 0,004
11 M. ouradion 7 4 1,77 0,006
12 S. petersenii 4 5 1,56 0,006
13 S. curtispina 2 3 1,65 0,001
14 S. echinulata 1 5 1,56 0,016
15 S. sphagnicolal 29 1,66 0,127
16 S. sphagnicola 2 5 1,57 0,006
17 S. echinulata 2 5 1,49 0,019
18 S. echinulata 3 4 1,78 0,001

Tab. 17 - izolace pomoci kitu. * - kultura byla zamrazena
T - buiiky byly zacystované
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3.3.3. PCR

3.33.1. PCRI1

Pii prvnim PCR jsem pouzila vzorky S1, S2, M1, M2, S3 a M3.
Pouzila jsem mastermix uvedeny v tabulce. 10 a cyklus 1 (Tab. 4).

Pouzila jsem 2 razné kombinace primert (Tab. 12).

128 13 A4l S  S16' 1SS

L

Obr. 12 - vysledky PCR I

Obr. 12 ukazuje vysledky PCR 1. PCR produkt jsem ziskala u vzorka 15 a 17, tj. M1
a S3.
Pii cisténi PCR produktu jsem nanestésti udélala chybu a oba produkty jsem

znehodnotila.

3.33.2. PCRII

Pouzila jsem vzorky S3 a M1, které se v minulém PCR osvédcily.
Kromé osvédcené kombinace primera GO1 a 18L jsem pouzila jest¢ kombinaci 34F a

GO7 (Tab. 13).
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Pouzila jsem cyklus 1 (Tab. 4), ktery se bézné pouziva v nasi laboratofi a modifikovany
cyklus 2, liSici se v teploté pro annealing (Tab. 5).

Gelovou elektroforézou jsem zjistila, Ze se mi nepodaftilo ziskat zadny PCR produkt.

3.33.3. PCRIII

Pouzila jsem vzorky vyizolované DNA 1 - 18 (Tab. 17).
Pouzila jsem primery GO1 a LAVAU R a cyklus 1 (Tab. 4).
Neziskala jsem zadny PCR produkt.

3.334. PCRIV

Pouzila jsem vzorek vyizolované DNA M1 (Tab. 16) a vzorek 1 (S. petersenii) (Tab. 17).
Pouzila jsem primery GO1 a LAVAU R.

Podle programu Fast PCR bylo idedlni rozmezi teplot pro annealing pro danou dvojici
primert (58 - 65°C).

Pouzila jsem cyklus 1 (Tab. 4), s gradientem teplot pro bod 3 (annealing) (Tab. 8).

Opét se mi nepodaftilo ziskat zadny PCR produkt.

3.3.3.5. PCRV

VyzkousSela jsem mnoho kombinaci riznych faktort, které mohou ovlivnit prubéh reakce
(Tab. 14).

Pouzila jsem 3 vzorky vyizolované¢ DNA: M1 (Tab. 16), 3 a 15 (Tab. 17),

5 teplot annealingu (Tab. 9),

3 kombinace primerti: GOla LAVAU R, GO1 a 18L, 34F a 18L,

3 koncentrace DNA: nefedénd, fedéna na 5 ng/ul, fedéna 100x,

2 objemy primert: 0,25 ul/vzorek, 0,2 pl/vzorek,

do nékterych mastermixi jsem piidala MgCl, (Tab. 11).
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Annealing vzorki 61 - 66 probihal pii teploté 52 °C.

Pouzila jsem cyklus 3 (Tab. 6).

Podarilo se mi ziskat produkt u devatenacti vzorkt: 31 - 35, 41 -45, 51-53 a 61 -66
(Obr. 13).

39 40, 41) 42 43 44 45 46 47 48

56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66

Obr. 13 - vysledky PCR V
31-35... M1, MM2A, fedéni na 5 ng/ul a zadné fedéni, MgCl,
41 -45 ... 15 MM2A, fedéni na 5 ng/pl, MgCl,
51-53 ... 3, MM2A, 100x fedéna, MgCl,
61 - 66 ... rizné, MM3, normalni i 100x fedéni, MgCl,

Pro vzorky 31 - 35 byla pouzita vyizolovana DNA M1, teploty 52 - 62 °C, primery GO1
a 18L, DNA fedéna na 5 ng/ul (u vzorkli 32 a 34 nefedénd), objem primert 0,25
pl/vzorek, MgCl,.

Pro vzorky 41 - 45 byla pouzita vyizolovana DNA 15, teploty 52 - 62 °C, primery GO1 a
18L, DNA fedéna na 5 ng/pl,objem primertt 0,25 ul/vzorek, MgCl,.

Pro vzorky 51 - 53 byla pouzita vyizolovana DNA 3, teploty 52 - 62 °C, primery GO1 a
18L, DNA fedénd 100x, objem primert 0,25 pl/vzorek, MgCl,.

Pro vzorky 61 a 64 byla pouzita vyizolovana DNA M1.

Pro vzorky 62 a 65 byla pouzita vyizolovand DNA 3.

40



Pro vzorky 63 a 66 byla pouzita vyizolovand DNA 15.

Pro vzorky 61 - 66 byla pouzita teplota 52°C, primery 34F a 18L,DNA fedéna na 5

ng/ul,objem primert 0,25 pl/vzorek, MgCl,.

3.3.4. Precisténi PCR produktu, sekvenacni PCR a srazeni

Zme¢tila jsem koncentraci precisténych produktii (Tab. 18).

vzorek ¢ (ng/pl) A ().=260/280) A ()= 320)

32 28 3,76
42 31 2,95
51+52 22 4,82

0,012
0,050
0,006

Tab. 18 - koncentrace precisténych produkti PCR V

Od kazdého ze vzork 32 a 42 jsem ziskala 3 Cisté produkty a jeden nepouZitelny.

Vsechny 4 produkty smésného vzorku 51 + 52 byly nepouzitelné.

Skloubenim téchto produktl jsem ziskala 2 ¢aste¢né sekvence 18S: sekvenci kmene S.

sphagnicola 1 (Tab. 2) o délce 1268 bazi a sekvenci kmene M. kalinae CAUP B601

(Tab. 2) o délce 1284 bazi.
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3.4. Diskuse

3.4.1. Izolace a kultivace rodu Synura

Péstovani kultur zéstupct tfidy Synurophyceae je pomérn€ nesnadné. Jsou dosti
citlivi na jakékoli odchylky od idealnich podminek a jejich naroky na slozeni média i na
ostatni okolni faktory nejsou jesté zcela prozkoumané. Pti kontaminaci kulturu obvykle
rychle preristd jiny organismus. Pomérné snadno se péstuje Synura petersenii, ktera se
mi také podafila kultivovat.

Dalsi druhy jsem ve svych kulturdch nezjistila, ale do stadia vhodného pro

zpracovani pro EM a provedeni PCR jich jesté pfili§ mnoho nedospélo.

3.4.2. Izolace DNA

Pro izolaci DNA jsou obé vyzkousené metody ucinné a poskytuji dostatecné
mnozstvi produktu pro nasledné provedeni PCR, a to i1 v pfipad€ izolace z malého poctu
bunék. Mélo by tedy byt mozné v budoucnu izolovat DNA z chrysomonad kultivovanych
pouze v malych komirkach plastovych kultiva¢nich desticek bez toho, aby byly
prevedeny do Erlenmeyerovy baiky. Celé kultury rodu Synura a Mallomonas totiz Casto
bez zjevné pfic¢iny uhynou asi tak po péti tydnech kultivace (Némcova, osobni sdé¢leni),
takze moznost izolace DNA z mensiho poctu bunék je velice vyhodna.

Pti izolaci DNA pomoci kitu se ukazalo, ze dobrych vysledkt se da dosahnout 1 v
ptipad¢, kdy se chrysomonddy encystuji, coz se v kulturach neziidka stava. Dilezité také
bylo zjisténi, ze na vysledek nema vliv zmrazeni bunék. Proto je mozné kulturu po
dosazeni dostatecného mnozstvi bunék zamrazit a izolaci provadét az po Case a bez

nebezpeci, ze kultura do té doby uhyne.
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3.43. PCR

Primery

Jako nejlepsi kombinace se ukdzal pro chrysomonady specificky primer GOl
spolu s nespecifickym eukaryotnim 18L. Ziskany produkt byl Cisty.

Urcitych vysledki bylo dosazeno i s primery 34F a 18L, ale jak ukazal gel
(Obr. 13), produkt nebyl cisty. Ani jeden z téchto primerd neni specificky pro
chrysomonady a kultury nebyly axenické. Proto mohla projit PCR i DNA z jiného
organismu, kterym byla kultura kontaminovana.

Primery GO1 a LAVAU R jsou oba pro chrysomonady specifické, ale pfi jejich
pouziti jsem neziskala zadny produkt. Mohlo to byt zplsobené tim, Ze tyto 2 primery
maji tendenci se véazat na sebe navzijem, jak jsem zjistila v programu FastPCR
(Kalendar, 2007).

Kdyz jsem zkousela alignment primeru G07 a sekvence zastupce rodu Synura, zjistila

jsem, ze tento primer dostatecné této sekvenci neodpovida, a nemize tedy byt ucinny.
Teplota

Zjistila jsem, ze pfi teplotach mezi 52 °C a 62 °C muzeme ziskat produkt a na
teploté zde témét nezalezi. Idedlni se zda teplota 52 °C, pfi teploté 62 °C uz je produktu o
néco méng.
Mng

Ptidani MgCl, do mastermixu se ukazalo jako kli¢ové. Produkt jsem ziskala
pouze ze vzorkil, jejichz mastermix MgCl, obsahoval. Mg”" je nutné pro spravnou funkci

DNA-polymerazy a pii nasi koncentraci dNTP, na které se Mg>" véaze, byla jeho

koncentrace zjevné nedostacujici.
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Redéni DNA

Nejlepsi produkt jsem ziskala ze vzorki s DNA fedénou na 5 ng/ul a také s DNA,
kterou jsem nefedila vibec. Produkt ziskany ze 100x fedéné DNA m¢él velice malou

koncentraci, coz se odrazilo i pii nasledné sekvenaci.

Redéni primert

Vysledky u vzorkil s fedénymi primery neni mozné porovnat s ostatnimi, nebot’
byly pouze v MM, ktery obsahoval nefunkéni kombinaci primert. Obvykla koncentrace
primert se ovSem osvédcila a pfi vhodnych kombinacich ostatnich parametrti se ukazala

jako funk¢ni.

Cykly

Cyklus 1 (18S_Gotting) se ukdzal jako funk¢ni a jeho teplota annealingu jako

nejlepsi z testovanych, cyklus 2 ma oproti cyklu 1 zbyte¢né vysokou teplotu annealingu.

3.4.4. Sekvenacni PCR

Sekvence ziskané sekvenacni reakci s primerem 1122F byly nepouZitelné.
Alignmentem tohoto primeru se znadmymi sekvencemi rodu Synura jsem zjistila, ze jeden
nukleotid sekvencim neodpovida. To melo nejspis za nasledek Spatné nasedani primeru.
Produkt ostatnich pouzitych primert, 34F, 370R a 1263R, byl dobry a ziskané sekvence

Cisté.
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3.5. Shrnuti

V budoucnosti budu dale pro kultivaci chrysomonad pouzivat osvéd¢ené médium
DYIV.

Pro izolaci DNA se ukazala jako vhodné jak metoda CTAB, tak i kit Jet Quick
Tissue. CTAB je oproti kitu levnéjsi, ale izolace pomoci kitu je snadnéjsi a méné ¢asove
naro¢na. Pokud tedy bude dostatek financi, budu pouzivat kit.

Pro PCR se jevi jako nejlepsi tento mastermix (Tab. 19):

slozka pl na 1 vzorek
pufr 2,0

dNTP 0,4

GO1 0,2

18L 0,2

RedTaq Jump Start 0,5

voda 15,2

MgCl, 0,5

DNA normalné fedéna 1,0

Tab. 19 - optimalni mastermix pro PCR

Pokud by nebyl ziskan zadny produkt, je mozné zvySit mnozstvi ptidavaného
MgCl,. V ptipadé, ze produkt neni Cisty, je tfeba naopak mnozstvi ptidavaného MgCl,
snizit (Khosravina & Ramesha, 2006).

Jako nejvhodnéjsi se ukazal byt cyklus 1 (Tab. 4).

Budou potieba dalsi pokusy pro nalezeni optimalniho primeru, ktery by nahradil
testovany primer 1122F v sekvenacni reakei.

Je s vyhodou pouzivat Ctvrtinovou sekvenacni reakci, nebot’ piindsi dobré

vysledky a spotiebuje se pti ni méné drahého materialu nez pii reakci polovicni ¢i celé.
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4. PREDBEZNA FYLOGENETICKA ANALYZA

4.1. Uvod

Synurophyceae je tfida s mnoha zastupci, velmi hojna a kosmopolitné¢ rozsifena
(Kristiansen, 2000). Z mnoha studii zname strukturu a morfologii jejich kiemicitych
Supin a na nich se nachazejicich znak, charakteristickych pro jednotlivé druhy. Na téch
je zalozend taxonomie rodt Synura i Mallomonas (Petersen & Hansen, 1956, 1958,
Asmund & Kristiansen, 1986, Peterfi & Momeu, 1977). Studii zabyvajici se molekularni
fylogenetikou téchto organismu vSak zatim neni pfilis.

Nejcastéji sekvenovanym genem pro fylogenetické prace tykajici se této tiidy je
18S rRNA (Andersen et al., 1999, Cavalier-Smith 1993a, Ben Ali et al. 2001, Lavau et al.
1997). Pro vnitrodruhovou studii S. petersenii pouzil Wee et al. (2001) méné
konzervované sekvence ITS/8,5S rRNA. Sekvenovany byly také geny pro LSU RuBisCo
a 28S rRNA (Ben Ali et al. 2001) Déle byly sekvenovany geny pro alfa a beta tubulin,
Hsp90 ¢i pro aktin (Kim et al. 2006).
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4.2. Material a metody

4.2.1. Pouzité sekvence

druh kod ¢islo kultury ve sbirce | sekvence
Chrysophyceae sp. EF165163 | CCMP 1161 rbcL
Dinobryon cylindricum EF165157 | CCMP 2766 rbcL
Dinobryon sertularia AF123289 | CCMP 1859 18S
Dinobryon sociale EF165158 | UTCC 392 rbcL
Dinobryon sociale var. americana | AF123291 | CCMP 1860 18S
Mallomonas adamas U73225 MUCC 287 18S
Mallomonas akrokomos U73229 MUCC 288 18S
Mallomonas annulata EF165127 | CCMP 474 18S
Mallomonas annulata EF165193 | CCMP 474 rbclL
Mallomonas annulata U73230 MUCC 289 18S
Mallomonas asmundae AFO015585 | CCMP 1658 rbcL
Mallomonas caudata U73228 FW 644 18S
Mallomonas insignis EF165118 | CCMP 2549 18S
Mallomonas insignis EF165198 | CCMP 2549 rbclL
Mallomonas kalinae B601 -- CAUP B601 18S
Mallomonas matvienkoae U73227 MUCC 290 18S
Mallomonas papillosa M55285 CCMP A3807 18S
Mallomonas rasilis EF165195 | CCMP 479 rbcL
Mallomonas rasilis U73231 MUCC 292 18S
Mallomonas splendens EF165147 | CCMP 1782 18S
Mallomonas splendens U73226 MUCC 294 18S
Mallomonas striata EF165194 | CCMP 2059 rbcL
Mallomonas striata M87333 neuvedeno 18S
Synura curtispina EF165128 | CCMP 847 18S
Synura curtispina EF165196 | CCMP 847 rbcL

Tab. 20 - sekvence pouzité pro pfedbéznou fylogenetickou analyzu
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druh kod ¢islo kultury ve sbirce | sekvence
Synura glabra U73224 CCMP 851 18S
Synura mammillosa U73220 MUCC 298 18S
Synura petersenii EF165116 | CCMP 854 18S
Synura petersenii EF165117 | CCMP 857 18S
Synura petersenii EF165188 | CCMP 851 rbcL
Synura petersenii EF165189 | CCMP 854 rbclL
Synura petersenii EF165190 | CCMP 857 rbcL
Synura petersenii EF165191 | SAG 24.86 rbcL
Synura petersenii U73223 MUCC 300 18S
Synura sp. DQ487199 | neni ve sbirce 18S
Synura sphagnicola DQ980485 | JYS 001 18S
Synura sphagnicola EF165197 | CCMP 1705 rbcL
Synura sphagnicola U73221 CCMP 1705 18S
Synura sphagnicola 15 -- neni ve sbirce 18S
Synura spinosa M87336 neuvedeno 18S
Synura uvella U73222 CCMP 871 18S
Synura uvella EF165192 | CCMP 871 rbclL
Tessellaria volvocina EF165119 | CCMP 1781 18S
Tessellaria volvocina EF165199 | CCMP 1781 rbclL
Tessellaria volvocina U73219 MUCC 302 18S
Uncultured freshwater eukaryot AY919787 | neni ve sbirce 18S

Tab. 20 - sekvence pouzité pro pfedbéznou fylogenetickou analyzu, pokracovani
kod = kod sekvence v GeneBanku
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4.2.2. Zpracovani sekvenci

Vlastni sekvence 18S rRNA jsem manudln€ upravila v programu SeqAssem ver.
09/2004 (Hepperle 2004). Ze svych sekvenci a sekvenci nalezenych v GeneBanku jsem
sestavila prvni alignment v programu MEGA verze 3.1 (Kumar, Tamura, Nei 2004), ten
jsem upravila, ofezala kraje a sporn¢ alignovana mista.

Déle jsem vytvofila maximum parsimony strom a dale pracovala jen se
sekvencemi, které spadaly podle tohoto stromu mezi Synurophyceae nebo do jejich tésné
blizkosti. Jako outgroup jsem zvolila rod Dinobryon, ktery jednoznacné mezi
Synurophyceae nepatii. Tyto sekvence jsem znovu alignovala a upravovala.

Pomoci programu PAUP PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003) jsem ze sekvenci
sestavila novy MP strom. Pouzila jsem k tomu heuristic search s ndhodnym piidavanim
sekvenci. Dale jsem ve stejném programu spocitala bootstrap (100) tohoto stromu.

Pro srovnéni jsem stejnym postupem vytvofila jesté jeden strom MP pro stejné
sekvence 18S rRNA, ovSem tentokrat jsem nepouzila vlastni sekvence, a proto jsem
mohla pouzit celé sekvence z GeneBanku, vcetné jejich posledniho useku. Ten jsem
v ptedchézejicim piipadé pouzit nemohla, nebot’ u mych sekvenci chybél v disledku
pouziti nevhodného primeru.

Stejnym zplsobem jsem vytvofila MP strom ze sekvenci pro velkou podjednotku
enzymu RuBisCo nalezenych v GeneBanku.

Pro zobrazeni vytvofenych stromil jsem pouzivala program TreeView (Win32)
(Page, 2001).

Z vybranych sekvenci ziskanych v GeneBanku jsem v programu BioEdit

Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) sestavila grafy shody mezi dvémi sekvencemi.

4.3. Vysledky a diskuse

Porovnanim ziskanych sekvenci se sekvencemi v GeneBanku se ukazala
stoprocentni shoda nasi sekvence druhu Synura sphagnicola se sekvenci U73221 z
Genebanku a taktéz stoprocentni shoda nasi sekvence Mallomonas kalinae se sekvenci

U73231 (Mallomonas rasilis) a M55285 (Mallomonas papillosa) z GeneBanku.
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Tento fakt oteviel otazku, zda je viibec mozné na zékladé genu pro 18S rRNA
odlisit druhy tfidy Synurophyceae a jestli nebude nutné pouzivat néjaky méné
konzervovany gen.

Pti prostudovani udaji v GeneBanku ovSem vyslo najevo, ze determinace druhil,
kterym tyto sekvence patii, jako Mallomonas rasilis nebo Mallomonas papillosa, je dosti
nejistd. V Clanku, ktery se vztahuje k sekvenci U73231 (Lavau et al., 1997), je k dispozici
TEM a SEM snimek Supiny i celé bunky, oznacované zde jako Mallomonas rasilis. Pti
srovnani s analogickymi snimky Mallomonas kalinae z &lanku Magdy Rezacové (2006)
je patrné, Ze se s nejvetsi pravdépodobnosti jednd o stejny organismus, a to o Mallomonas

kalinae (Obr. 18).

Obr. 18 - vlevo - snimky buitkky (SEM) a Supiny (TEM) Mallomonas cf. rasilis ze ¢lanku k
sekvenci U73231 (Lavau et al., 1997)
- vpravo - snimky bunky (SEM) a Supiny (TEM) Mallomonas kalinae z ¢lanku M.
Rezatové (2006).

Sekvence uvedena v GeneBanku jako druh Mallomonas papillosa patii ke ¢lanku

Ariztia et al. (1991). Kultura CCMP A3807, ze které tato sekvence pochazi, byla uréena
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jako M. Papillosa Andersenem v roce 1984, ale posléze bylo jim samotnym toto urceni
opraveno na M. rasilis a s tim byla spojena zména koédu této kultury na CCMP 479
(Skaloud, osobni sdéleni). Je mozné, Ze se i v tomto piipadé ve skuteénosti jedna o
Mallomonas kalinae, bude ovsem potieba kulturu prezkoumat.

Zda se tedy, ze 18S rRNA je vhodny gen pro analyzy tohoto typu.

Z grafti shody mezi dvémi sekvencemi (Obr. 14) je dobie patrné, ze pro studie na
mezidruhové a mezirodové urovni jsou vhodné kromé osvédcené sekvence 18S také
sekvence RuBisCo, zatimco ITS ndm zde nepodad zadnou relevantni informaci. Naproti
tomu jsou sekvence ITS velice vhodné pro vnitrodruhové studie, ale na Grovni druhti uz
pozbyvaji vypoveédni hodnotu.

Vysledkem provedené analyzy jsou 3 fylogenetické stromy. Ziskala jsem strom
sekvenci 18S z GeneBanku s mymi vlastnimi sekvencemi (Obr. 15) a bez nich (Obr. 16).

Dale potom strom sekvenci rbcL (Obr. 17).
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Obr. 14 - grafy shody mezi dvémi sekvencemi
A - sekvence ITS/8,5S druht Synura petersenii a Mallomonas asmundae
B - sekvence ITS/8,5S druhl Synura petersenii a Synura uvella
C - sekvence ITS/8,5S dvou riznych kultur druhu Synura petersenii
D - sekvence LSU RuBisCo druhti Synura petersenii a Mallomonas asmundae



DQ487199 Synura sp.
EF165116 Synura petersenii
U73224 Synura glabra

U73223 Synura petersenii

68

100

EF 165117 Synura petersenii
EF 165129 Synura petersenii
U73231 Mallomonas rasilis
1% _| Mallomonas kalinae B601
M55285 Mallomonas papillosa
81 M87333 Mallomonas striata
U73232 Mallomonas striata
EF165118 Mallomonas insignis

100 — U73227 Mallomonas matvienkoae

AY919787 uncultured freshwater eucaryot
W[U?E.Z:ZS Mallomonas caudata

—— U73229 Mallomonas akrokomos

92 EF165127 Mallomonas annulata

U73230 Mallomonas annulata

96 U73225 Mallomonas adamas

100 | EF165147 Mallomonas splendens
U73226 Mallomonas splendens

U73222 Synura usvella

EF 165128 Synura curtispina
100 [ M87336 Synura spinosa

59
100 . — U73220 Synura mammillosa

100

‘ U73221 Synura sphagnicola
‘ DQY80485 Synura sphagnicola

Synura sphagnicola 15

Obr. 15 - Strom 1 - Strom maximum parsimony vytvoieny pro sekvence 18S rRNA.
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Obr. 16 - Strom 2 - Jeden ze Ctyficeti deviti nejvice parsimonnich stromt, vytvotfenych pro
sekvence 18S rRNA.
Tuéné - moje vlastni sekvence.
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~ EF165158 Dinobryon sociale

L EF165157 Dinobryon cylindricum

EF165188 Synura petersenii
EF165189 Synura petersenii
EF165190 Synura petersenii
681 EF165191 Synura petersenii
EF165192 Synura uvella

—,)9_,7 EF165196 Synura curtispina
EF165197 Synura sphagnicola
83 EF165198 Mallomonas insignis

AF015585 Mallomonas asmundae
EF165194 Mallomonas straita

— EF165195 Mallomonas rasilis
S EF165193 Mallomonas annulata

100

79
100

96

EF165163 Chrysophyceae sp.

71 |
EF165199 Tessellaria volvocina

20

Obr. 17 - Strom 3 - Jeden ze Sesti nejvice parsimonnich stromi, vytvorenych pro sekvence LSU
RuBisCo.

Odlisnosti stromu 18S rRNA s mymi sekvencemi (obr. 15) oproti stromu bez nich
(Obr. 16) vyplyvaji z toho, ze mé sekvence postradaly posledni tsek, a strom byl tedy
sestavovan z kratSich sekvenci.

Ve vsech tfech stromech (Obr. 15, 16, 17) se nicméné¢ potvrdila Tessellaria
volvocina jako bazalni taxon tfidy Synurophyceae.

Ve stromech 2 (Obr. 16) a 3 (Obr. 17) jsou rody Mallomonas a Synura oddélené a
monofyletické, ale s velmi nizkou podporou. Pozice Mallomonas insignis ve stromu 3 je
zna¢né nejasna, nebot’ ma slaby bootstrap. Ve stromu 1 (Obr. 15) spada dobie podpotena
skupina Synury petersenii mezi zastupce rodu Mallomonas a ostatni zastupci rodu Synura
se ocitaji na bazi této smiSené vetve, avSak ani toto umisténi neni podpotfeno dostatecné
vysokym bootstrapem. Z téchto vysledkii se tedy neda soudit, zda je rod Synura
monofyleticky, ¢i parafyleticky.

Vsechny tfi stromy siln¢ potvrzuji monofylii komplexu Synura petersenii a dale
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ukazuji mirnou variabilitu v ramci tohoto komplexu.

Ve stromech 1 a 2 se opakuje poradi odStépovani vétvi ve sméru S. wuvella, S.
curtispina a spinosa a S. sphagnicola. To kontrastuje s predstavou, ze se tyto druhy
vyvijely postupné k slozitéj§im strukturam na Supinach (Wee, 1997). Naopak se z téchto
predbéznych vysledkl zd4, ze se jednalo spiSe o postupné zjednodusovani a ubyvani

sekundarnich struktur na Supinéach (Obr. 19).

sphagnicola
uvella

spinosa

Obr. 19 - Supiny druht S. sphagnicola, S. spinosa a S. uvella (Kristiansen, 1975)
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5. ZAVER

Ve své praci jsem se pokusila shrnout dosavadni znalosti tykajici se fylogenetiky
rodu Synura, jeho vztahli k ostatnim rodim tfidy Synurophyceae a poznatky o tfidé
Synurophycecae. Piehled o dané problematice, ktery jsem tim ziskalaby mi mél dale
slouzil jako zéklad pro dalsi praci.

V praktické casti jsem optimalizovala metody potiebné pro dalsi studium v této
oblasti.

Posledni ¢ast mé prace ukazala mnoho zajimavych problémt, kterymi bych se
chtéla v budoucnosti hloubé&ji zabyvat. Takovym problémem je napiiklad otazka
monofylie rodu Synura, variabilita v rdmci druhu Synura petersenii ¢i smér vyvoje
struktur kiemicitych Supin. Doufam tedy, ze na tuto praci budu moci navazat dalSimi
studiemi, a zejména potom diplomovou praci, ktera mize objasnit nékteré z nastinénych

problémtl.
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6. POUZITE ZKRATKY

CTAB - cetyl trimethyl amonium bromid

dNTPs - deoxynukleotid trifosfaty

EDb - Erlenmeyerova barka

EM -electronovy mikroskop

Epp. - mikrozkumavka - typ Eppendorf

GA - Golgiho aparat

ITS - internal transcribed spacer

LM - svételny mikroskop (light microscope)
LSU - velka podjednotka (large subunit)

MM - mastermix

MP - maximum parsimony

PCR - polymerase chain reaction

PER - periplastidialni endoplazmatické retikulum
PVP - polyvinyl pyrrolidon

RuBisCo - ribulosa-1,5-bisfosfat karboxyldza/oxygendza
SDV - silikon-depozitni vacek

SEM - skenovaci elektronovy mikroskop

TEM - transmisni elektronovy mikroskop
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