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1. Úvod 

1.1. Evoluce plastidu 

  V rané evoluci eukaryot, heterotrofní eukaryotická buňka pohltila cyanobakterií a ponechala 

si  ji  v cytoplasmě.  Postupem  času  se  prokaryotický  endosymbiont  vzdal  své  autonomie  a  stal  se 

světlo‐pohlcující,  oxid  uhličitý‐fixující  a  kyslík‐produkující  organelou  přítomnou  v současných 

fotosyntetizujících buňkách (Bhattacharya et al., 2007), tzv. plastidem. K tomuto procesu, nazývaném 

primární  endosymbióza,  došlo  přibližně  před  1,6 miliardami  let  (Hedges  et  al.,  2004;  Yoon  et  al., 

2004).  Tento  primární  plastid  je  obalen  dvěma  membránami  (podobně  jako  cyanobakterie)  a 

obsahuje  svou  vlastní  DNA,  redukce  jeho  genomu  je  však  značná.  V průběhu  evoluce  došlo  ke 

ztrátám  některých  nepotřebných  genů  a  k přesunu  určitých  genů  do  jádra  hostitelské  buňky 

(primární  hostitel)  procesem  endosymbiotického  genového  transferu  (Douglas,  1998; Gray,  1999). 

Endosymbiont  si  ponechal  pouze  část  genů  a  původní  jeho  genom  o  velikosti   3  500  kb  byl  tedy 

zredukován až na 72 kb dlouhý genom zeleného primárního plastidu  (Ostreococcus  tauri) a 165 kb 

dlouhý  genom  červeného  primárního  plastidu  (Cyanidium  caldarium)  (Martin  a  Herrmann,  1998; 

Martin et al. 2005). Proteinové produkty jaderných genů (původně kódované v plastidu) jsou však pro 

plastidový metabolismus nezbytné, a proto  jsou vyráběny v cytoplasmě a posttranslačně  cíleny do 

plastidu díky N‐terminální cílící sekvenci označované jako chloroplastový transitní peptid (McFadden, 

1999; Vesteg et al., 2009). Sdílení genetické výbavy dělá  tedy z endosymbionta organelu,  integrální 

součást hostitelské buňky a  jejího metabolismu. Primární endosymbióza dala tak v průběhu evoluce 

vznik skupině Archaeplastida, která se dělí na Chloroplastida, Rhodophyta  (ruduchy) a Glaucophyta 

(Rodriguez‐Ezpelenta et al., 2005). 

  Tím ovšem evoluce plastidů nekončí. Některé řasy totiž obsahují tzv. komplexní či sekundární 

plastid, který získaly sekundární endosymbiózou asi před 1,3 miliardami let (Yoon et al., 2004), při níž 

heterotrofní  eukaryot  pohltil  fotosyntetickou  eukaryotickou  řasu,  která  již  obsahovala  primární 

plastid  (Archibald  a  Keeling,  2002;  Palmer,  2003;  Keeling,  2004).  Mnoho  plastidových  genů  (u 

některých  řas  také  jaderných  genů  primárního  hostitele)  byly  přesunuty  do  jádra  sekundárního 

hostitele  endosymbiotickým  genovým  transferem.  Jelikož  jsou  sekundární  plastidy  obaleny  3  –  4 

membránami (dvě vnitřní původně primárního plastidu a 1 ‐ 2 vnější), mají proteiny targetované do 

plastidu,  kromě  transitního  peptidu,  také  signální  peptid  na  N‐konci,  který  cílí  protein  do 

endoplasmatického retikula a dále přes dvě vnější membrány komplexního plastidu. Transitní peptid 

poté dopraví protein kanonickou dráhou přes dvě vnitřní membrány plastidu (McFadden, 1999). 

  Sekundární endosymbiózy  se  zúčastnily  zelené  i  červené  řasy. Sekundární  řasy  s pohlcenou 

zelenou  řasou můžeme najít ve skupinách Dinophyta, Euglenophyta a Chlorarachniophyta  (Yoon et 

al., 2004; Bhattacharya et al., 2004) a jejich plastid je pigmentovaný chlorofylem a & b. Další skupinu 
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tvoří  Chromalveolata  s pohlceným  ruduchovým  endosymbiontem,  které  dělíme  na  Chromista 

(Heterokonta  =  Stramenopila,  Haptophyta,  Cryptophyta)  a  Alveolata  (Ciliophora,  Dinophyta  a 

Apicomplexa), jejichž plastid, pokud je fotosyntetický, obsahuje, až na víjímky, chlorofyl a & c.  

  Některé druhy obrněnek obsahují plastidy pocházející z procesu terciární endosymbiózy. Tyto 

čtyřmembránové plastidy vznikly pohlcením jiných členů skupiny Chromalveolata, jako jsou rozsivky, 

Haptophyta  či  skrytěnky,  tedy  organismů  již  obsahujících  sekundární  plastid.  Terciární  plastidy 

obsahují obrněnky  pigmentované  fukoxantinem  (endosymbiont  ze  skupiny Haptophyta),  obrněnky 

rodu Dinophysis  (endosymbiont ze skupiny Cryptophyta)  či obrněnky Kryptoperidinium  foliaceum a 

Durinskia baltica (endosymbiont ze skupiny rozsivky).  

1.2. Dinophyta 

  Dinophyta  spolu  s  Apikomplexa  a  Ciliophora  patří  do  skupiny  Alveolata.  Kmen Dinophyta 

představuje velmi  různorodou skupinu převážně mořských bičíkatých organismů.  Je  tvořen více  jak 

4000  druhy,  které  můžou  být  autotrofní,  mixotrofní,  osmotrofní,  fagotrofní  i  parazitické            

(Taylor, 1987). Významné jsou také symbiotické interakce obrněnek. Charakteristický pro obrněnky je 

jejich obal, nazývaný amfiesma nebo  téka. U mnohých druhů  je obal elastický,  lehce  rozrušitelný – 

takové  obrněnky  označujeme  jako  nahé.  Jiné  bičíkaté  buňky  mají  na  povrchu  pevné,  přesně 

uspořádané  polysacharidové  destičky,  které  tvoří  pancíř  (Kalina  a  Váňa,  2005).  Obrněnky  jsou 

ekologicky  velmi  významné.  Představují  jedny  z nejdůležitějších  primárních  producentů  na  Zemi  a 

jsou podstatnou složkou fytoplanktonu. Někteří mořští a brakičtí dinoflageláti však produkují toxiny, 

které můžou být nebezpečné pro živočichy (van Dolah, 2000). 

1.2.1. Plastidy obrněnek 

  Podle  předpokladů  získaly  obrněnky  chloroplasty  v raném  období  svého  vývoje,  pak  je 

několikrát ztratily a opět získaly z jiných zdrojů (Schnepf a Elbrachter, 1999). Většina fotosyntetických 

dinoflagelátů  obsahuje  plastid  obalený  třemi membránami,  který  obsahuje  chlorofyl  a,  c2  a  také 

peridinin  jako  hlavní  fotosyntetický  pigment  (Dodge,  1975,  1989;  Jeffrey,  1989).  Tento  typ 

chloroplastu  je považován za původní. Genomy peridininových sekundárních plastidů  jsou na rozdíl 

od  všech  ostatních  plastidových  genomů    organizovaných  na  cca  100‐200  kbp  velkých  kruhových 

molekulách DNA  (Sugiura,  1992; Glöckner  et  al.  2000),  rozděleny  na  sadu minikroužků  o  velikosti 

kolem 2‐3 kbp  (Howe, 2003). Tyto plastidy  jsou  tedy značně  redukované a obsahují pouze 12 – 14 

genů  (Zhang  et  al., 1999). Většina  genetické  informace  je u  těchto obrněnek přenesena do  jádra. 

Několik málo skupin fotosyntetických dinoflagelátů mají plastidy bez peridininu, které jsou složením 

pigmentů a ultrastrukturou podobné plastidům jiných skupin řas (Tangen a Björnland, 1981; Schnepf 

a Elbrächter, 1988; Watanabe et al., 1990; Elbrächter a Schnepf, 1996; Hewes et al., 1998).  Jeden 
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z těchto neobvykle pigmentovaných plastidů obrněnek obsahuje chlorofyl a, c1, c2, a také fukoxantin 

a  jeho deriváty,  jako hlavní pigmenty, podobně  jako plastidy haptophyt  (Tangen a Björnland, 1981; 

Björnland  a  Liaaen‐Jensen,  1989;  Jeffrey,  1989;  Suzuki  and  Ishimaru,  1992;  Hansen  et  al.,  2000). 

Zatímco  peridininový  plastid  má  pravděpodobně  původ  v červených  řasách  a  vznikl  sekundární 

endosymbiózou,  plastid  pigmentovaný  fukoxantinem  pochází  z oddělení  Haptophyta  a  byl  získán 

terciární endosymbiózou (Ischida a Green, 2002). Některé druhy obrněnek obsahují také sekundární 

zelené plastidy  vzniklé pohlcením  zelené  řasy  (Lepidodinium  spp.), nebo  kleptoplastidy  (Schnepf  a 

Elbrächter, 1999). 

1.3. Apikomplexa 

  Kmen  Apikomplexa  tradičně  reprezentuje  skupinu  obligátních  parazitů,  kteří  způsobují 

mnoho vážných onemocnění zvířat a lidí, včetně malárie, která je nejvíce devastující lidskou nemocí. 

Zástupci rodu Plasmodium každoročně zapříčiní smrt 1,1 ‐ 1,3 milinů lidí. Dále je pak ročně 350 ‐ 500 

milionů  jedinců nakažených a více  jak miliarda  lidí  je v ohrožení touto nákazou (Tuteja, 2007). Nově 

se  však  k tomuto  kmeni  řadí  také mikroskopičtí mořští  predátoři  rodu  Colpodella,  kteří  obsahují 

apikální komplex, ale pravděpodobně postrádají plastid (Adl et al., 2005). 

  V tradičním  taxonomickém  systému  jsou  Apikomlexa  definována  na  základě  přítomnosti 

apikálního  komplexu,  souboru  organel,  rozhodující  pro  jejich  parazitický  způsob  života,  který  je 

umístěn  v přední  části  buňky  (Levine  et  al.,  1980).  Další  specifický  znak  většiny  výtrusovců  je 

apikoplast (McFadden et al., 1996; Köhler et al., 1997), zbytkový nefotosyntetický sekundární plastid, 

umístěný  obvykle  mezi  jádrem  a  apikálním  komplexem,  který  je  nezbytný  pro  přežití  buňky 

(Pfefferkorn et al., 1992; Fichera et al., 1995; He et al., 2001), neboť jsou v něm lokalizované některé 

nezbytné metabolické  dráhy,  včetně  syntézy  hemu, mastných  kyselin  a  izoprenoidů  (Ralph  et  al., 

2004).  

1.3.1. Apikoplast 

  S příchodem elektronové mikroskopie v druhé polovině 20. století byla v buňkách výtrusovců, 

kromě  jiných významných buněčných komponent, odhalena také multimembránová struktura. Když 

byla  v roce  1974  poprvé  izolována  extrachromozomální  35  kb  dlouhá  kruhovitá  DNA  molekula 

z ptačího,  malárií  způsobujícího,  parazita  Plasmodium  lophurae,  byl  její  původ  považován  za 

mitochondriální (Kilejian, 1974, 1975). Později však byla z různých druhů rodu Plasmodium izolována 

jiná extrachromozomální  lineární DNA o délce nepřekračující 6 kb (Suplick et al., 1988, 1990; Aldritt 

et  al.,  1989;  Joseph  et  al.,  1989;  Vaidya  et  al.,  1989;  Feagin,  1992),  která  se  poté  ukázala  být 

mitochondriální.  Prvotně  izolovaná  35  kb  dlouhá  DNA  byla  lokalizována  v již  zmíněné 

multimembránové struktuře a její původ byl určen jako plastidový (McFadden  et al., 1996; Köhler et 

al., 1997). 
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  Apikoplast byl nalezen u všech tří hlavních skupin výtrusovců – haemosporidií (Plasmodium a 

Leucocytozoon),  kokcidií  (Toxoplasma  a  Eimeria)  a  piroplasmid  (  Babesia  a  Theileria)  (Forth  a 

McFadden, 2003; Oborník et al., 2009), zatímco u rodu Cryptosporidium (Zhu et al., 2000; Xu et al., 

2004) a gregarín (Toso a Omoto, 2007) došlo pravděpodobně ke ztrátě plastidů. Jako reliktní plastid, 

obsahuje apikoplast jeden z nejmenších známých plastidových genomů, reprezentující pouze 18‐50 % 

genomu obvyklého fotosyntetického plastidu (Oborník et al., 2009). Redukce plastidu byla v průběhu 

své evoluční historie způsobená především přenosem genů z pohlcené řasy do jádra hostitele a také 

ztrátou fotosyntetické funkce. Ultrastrukturní a molekulární data prokázala, že tato organela, vzniklá 

sekundární  endosymbiózou,  tedy  pohlcením  fotosyntetického  eukaryota  nefotosyntetickým 

eukaryotem,  je  obklopena  více  jak  dvěma membránami  (Waller  et  al.,  1998).  Dnes  už  víme,  že 

apikoplasty  jsou  obaleny  čtyřmi membránami  (Okamoto  a McFadden,  2008).  Protože  apikoplast 

ztratil  geny,  kódující  fotosyntetické  proteiny,  které  se  obvykle  používají  k určování  plastidové 

fylogeneze, byly fylogeneticky analyzovány zbylé geny.   Strukturní analýzy ribozomálního operonu a 

fylogenetické  analýzy  rRNA  genů  prokázaly  původ  apikoplastu  v červených  řasách  (McFadden  and 

Waller,  1997;  Blanchard  a  Hicks,  1999;  Stoebe  a  Kowallik,  1999;  Zhang  et  al.,  2000).    Další 

fylogenetické  analýzy  GADPH  (glyceraldehyde‐3‐phosphate  dehydrogenase),  jaderně  kódovaném 

proteinu,  targetovaném  do  plastidu,  prokázaly monofyletický  původ  plastidů  skupin Apikomplexa, 

Dinoflagellata,  Heterokonta  a  Cryptophyta  (Fast  et  al.,  2001;  Harper  a  Keeling,  2003).  Avšak  až 

nedávno  objevená  fotosyntetická  řasa,  Chromera  velia,  izolovaná  Robertem  Moorem  z korálu, 

definitivně potvrdila původ apikoplastu (Moore et al., 2008; Janouškovec et al., 2010). 

1.4. Chromera velia 

  Chromera  velia  je  fotosyntetická  řasa  izolovaná  v roce  2001  Robertem Moorem  z tvrdého 

korálu Plesiastrea versipora z přístavu v Sydney  (Moore et al., 2008).  Izolované stádium  tvoří volně 

žijící  nepohyblivé  hnědo‐zelené  buňky  kulovitého  tvaru  o  průměru  5‐7.0  µm.  Později  však  bylo 

pozorováno  také  bičíkaté  stádium.  Kulovité  buňky  se množí  binárním  dělením,  po  kterém muže 

následovat  další  dělení  vedoucí  k vytváření  velké  cysty  obsahující  čtyři  identické  dceřiné  buňky. 

Transformace  na  vysoce  pohyblivé  dvoubičíkaté  stádium  začíná  pomalým  rotujícím  pohybem 

nepohyblivého kulovitého stádia. Tento proces trvá několik minut. Při nízké hladině osvětlení dochází 

k transformaci ve velmi malé míře, kdy bičíkovci nikdy nepřevyšují 1 % všech buněk (Oborník et al., 

2011). 

  C. velia obsahuje několik ultrastrukturních znaků charakteristických pro alveoláta,  jako  jsou 

kortikální alveoly a mikropóry. V buňce dominuje jeden veliký plastid kónického tvaru, obalený čtyřmi 

membránami. Uvnitř plastidu, který zabírá podstatnou část (60%) buněčného obsahu, jsou tylakoidní 

lamely uspořádány ve svazcích po  třech. Organela  je pigmentovaná chlorofylem a, violaxanthinem, 
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novou  formou  světlosběrného  karotenoidu  isofukoxantinem  a  malým  množstvím  β,β‐  karotenu. 

Chlorofyl  c  u  této  řasy  chybí.  Na  základě  výše  popsaných  vlastností  a  fylogenetických  analýz  byl 

ustanoven nový kmen v rámci alveolát, nazvaný Chromerida (Moore et al., 2008).  

  Fylogenetická pozice C. velia byla zkoumaná různými přístupy. Fylogeneze založená na rRNA 

podporuje její blízkou příbuznost s heterotrofními bičíkovci rodu Colpodella (jaderný gen pro ssrRNA) 

a výtrusovci (jaderný gen pro lsrRNA, který není dostupný pro colpodelly) (Moore et al., 2008). Navíc 

byla u této řasy, na rozdíl od dinoflagelátů, zjištěna přítomnost genů pro histony H2A a H2B (Rizzo, 

2003; Wong et al., 2003; Chan et al., 2006). Protože mají všichni členové skupiny chromalveoláta gen 

pro GAPDH  (glyceraldehyde‐3‐phosphate dehydrogenase), původně kódovaný v plastidu, nahrazený 

(pravděpodobně duplikací)  jaderně kódovanou verzí (Fast et al., 2001; Harper a Keeling, 2003), byly 

rovněž  u  C.  velia  analyzovány  oba  jaderně  kódované  geny  pro  GAPDH.  Výsledky  těchto  analýz 

prokázaly, alespoň u plastidově  targetované verzi GAPDH, blízkou příbuznost  s homologickou verzí 

GAPDH  výtrusovců.  Fylogenetická  pozice  C.  velia  na  základě  cytosolické  verze  GAPDH  zůstala 

nerozlišená  (Oborník  et  al.,  2009).  Zatímco  jaderné  geny  C.  velia  pro  ssrRNA,  lsrRNA  a  plastidově 

targetovaný GAPDH silně podporují  její blízký vztah s výtrusovci, fylogeneze založená na genu psbA, 

který  není  přítomen  u výtrusovců,  preferuje  příbuznost  s plastidem  pigmentovaným  peridininem 

dinoflagelátů  (Moore  et  al.,  2008).  Přesvědčivým  důkazem,  že  plastid  C.  velia  a  apikoplast mají 

společný původ, je také fakt, že plastid C. velia používá nekanonický genetický kód. Zatímco všechny 

další fotosyntetické plastidy kódují   tryptofan tripletem UGG, plastid C. velia, stejně  jako apikoplast 

kokcídií, kóduje tryptofan kodóny UGG i UGA (Moore et al., 2008; Janouškovec et al., 2010). 

1.5. RM 11 (CCMP3155) 

  CCMP3155  je  další  fotosyntetická  řasa,  původně  izolovaná  z tvrdého  korálu  Leptastrea 

purpurea z Velkého bariérového útesu, kterou řadíme do alveolát. Tato řasa osciluje mezi kulovitým a 

bičíkatým  stádiem,  čímž  se blízce podobá  řase C.  velia. Kulovité buňky mají  jeden plastid obalený 

čtyřmi membránami (podobně jako plastid C. velia a výtrusovců), ve kterém jsou tylakoidy v tripletu 

(stejně  jako tylakoidy C. velia a dinoflagelátů) (Moore et al., 2008; Oborník et al., 2011). RM 11 má 

nejpomaleji  se  vyvíjející  plastidový  genom  s vysokým  obsahem  genů.  Fylogenetické  analýzy  na 

základě konkatenovaných datasetů  z osmi  jaderných genů C. velia a RM 11 prokázaly,  že obě  tyto 

řasy  jsou blízce příbuzné výtrusovcům, ale překvapivě tvoří dvě odlišné  linie. Tento závěr podpořily 

také další analýzy, tentokrát plastidových genů. Plastidové genomy C. velia a RM 11 obsahují všechny 

geny  nalezené  buď  u  apikomplexů  nebo  dinoflagelátů    a  také  mnoho  jiných  genů.  Struktura 

ribozomálního superoperonu v plastidu RM 11 (s několika vnitřními změnami v uspořádání a ztrátami 

genů)  potvrzuje jeho původ v červených řasách (Janouškovec et al., 2010). 
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1.6. Izoláty CT 11, CT 24 

  Izoláty CT 11, CT 24 byly získány během přečišťování kultur RM 11 a RM 24  (CCMP3155) na 

f/2 agarových miskách s antibiotiky. Tyto izoláty tvořily hnědě zbarvené kolonie, na rozdíl od zelených 

kolonií RM 11 a RM 24. Pomocí světelného mikroskopu bylo zjištěno, že kolonie CT 11 a CT 24  jsou 

tvořeny jednobuněčnými organizmy, morfologicky velmi podobnými řase C. velia. Izoláty CT 11 a CT 

24 mají na rozdíl od C. velia hůře viditelná akumulační tělíska (viz. Obr. 1). 

 

Obr. 1: Srovnání izolátů CT 11, CT 24 (vlevo) a C. velia (vpravo). Šipkami jsou označena akumulační 

tělíska. 

Tento fakt je pravděpodobně zapříčiněn tím, že izoláty mají  akumulační tělíska obalena dodatečnou 

membránou (viz. Obr. 2). 

 

Obr. 2: Srovnání izolátů CT 11, CT 24 (vlevo) a C. velia (vpravo). Akumulační tělíska – transmisní 

elektronová mikroskopie.  

 Další  studie odhalily,  že  stejně  staré  kultury CT 11  a CT 24  tvoří,  v porovnání  s kulturami C.  velia, 

znatelně méně zásobních vakuol a denzních  granulí. Jejich plastid je proto více zřetelný (viz. Obr. 3).  
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Obr. 3: Porovnání stejně starých kultur izolátů CT 11, CT 24 (vlevo) a C. velia (vpravo). 
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2. Cíle práce 

  Osvojit  si  techniky  související  s izolací  DNA,  PCR  a  sekvenací  a  seznámit  se  s metodami 

konstrukce fylogenetických stromů na základě molekulárních dat. 

  Na  základě  výše  popsaných  morfologických  znaků  molekulárně  a  fylogeneticky 

charakterizovat izoláty CT 11 a CT 24 a určit jejich příbuzenský vztah s C. velia.  
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3. Metody 

3.1. Kultivace materiálu 

  Buněčné  kultury  druhu  Chromera  velia,    CT  11  a  CT  24,  byly  pěstovány  v f/2  médiu 

v kultivačních  nádobách  při  26   ̊C  v kultivačním  boxu  Lovibond  (Liebher)  se  světelným  cyklem 

12h/12h (světlo/tma) a intenzitou světla 113 µmol/ m2 s. 

3.2. Izolace DNA 

  Ze stěn kultivační nádoby byly buňky setřeny, vloženy do zkumavky (50 ml) a zcentrifugovány 

(600  rpm, 6 min.). Supernatant byl odstraněn, buňky byly převedeny do mikrozkumavky  (1,5 ml) a 

zcentrifugovány   (13.000 rpm, 2 min). Supernatant byl poté znovu odstraněn, k peletu bylo přidáno 

50  µl  lyzačního  pufru  a  malé  množství  homogenizačního  písku  a  směs  byla  následně 

homogenizována. Pak bylo do mikrozkumavky s homogenátem přidáno 250 µl lyzačního pufru a 300 

µl  proteinázy  K  (30 mg/ml).  Lýze  probíhala  4  –  6  hodin  při  56   ̊C.  Směs  byla  dále  centrifugována 

(13.000 rpm, 5 min.) a supernatant převeden do nové mikrozkumavky.  Poté byla provedena fenol – 

chloroformová extrakce DNA  (Sambrook a Russel, 2001). K supernatantu  (cca 600 µl) bylo přidáno 

stejné množství fenolu, směs byla po dobu 5 minut promíchávána, pak zcentrifugována (14.000 rpm, 

5 min.,    4   ̊C)  a  vzniklá  vodní  fáze  převedena  do  čisté mikrozkumavky.  Tento  postup  byl  dvakrát 

opakován. Poté byla provedena  extrakce pomocí  fenolu  a  chloroformu  v poměru 1  : 1  a nakonec 

samotného  chloroformu. Ke  vzniklé  vodní  fázi byl přidán 96 % etanol  v poměru 1  : 3 a  směs byla 

uložena na 3 hodiny do ‐20   ̊C. Nakonec byla tato směs zcentrifugována (14.000 rpm, 10 min., 4   ̊C), 

etanol byl odstraněn a pelet vysušen. Vyizolovaná DNA byla resuspendována v 50 µl ddH2O a uložena 

v ‐20  ̊C. 

3.3. Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

  Potřebné  geny  byly  amplifikovány metodou  polymerázové  řetězové  reakce  (PCR).  Složení 

reakční směsi bylo kromě různých párů primerů vždy stejné, a sice: 5 µl Ex Taq pufru;   4 µl 2,5 mM 

DTP mix (TaKaRa); 0,25 Ex TaqTM HS polymerázy (TaKaRa); 2 µl každého z obou primerů, 1 µl DNA (50‐

100  ng/µl);  ddH2O  do  50  µl. Objem  reakční  směsi  byl  podle  potřeby  proporcionálně  obměňován 

v závislosti na počtu reakcí. Směs byla vložena do termocykleru, PCR program byl upraven  v závislosti 

na teplotě nasedání primerů. PCR se vždy skládala z: 5 minut počáteční denaturace při 94  ̊C; 30 cyklů 

po: 1 minuta denaturace při 94   ̊C, 1 minuta nasedání primerů při Tm = XX   ̊C, doba prodlužování 

primerů  byla  stanovena  podle  velikosti  budoucího  produktu  (1  min/1  kbp)  při  72   ̊C;  10  minut 

závěrečného prodlužování primerů.  
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Tab. 1: Sekvence a nasedací teploty primerů použitých při PCR. 

Primery použité při polymerázové řetězové reakci pro geny z izolátů CT 11, CT 24 

Gen  Primery  Sekvence primerů (5′ ‐ 3′)  Tm 

18S rRNA 
18SChF 

18SChR 

CGC TTC TCT GAT ACT GAC TGA CTA CAT G 

ACG CTC TCT TCA AGA GAA TCG AGC AC 
50  ̊C 

23S rRNA 
pLSU1F 

pLR3100 

CTGAATCATCTTAGTACTCAAAG 

TTTTCYYACTTATATGCTTTCAGYA 
48   ̊C 

Sekvenační primery 
M13f 

M13r 

GTAAAACGACGGCCAG 

CAGGAAACAGCTATGAC 
53  ̊C 

 

3.4. Elektroforéza na agarózovém gelu, izolace PCR produktu z gelu 

  K  separaci molekul DNA,  získaných metodou PCR, byla použita elektroforéza na 1 %  (w/v) 

agarózovém gelu (Serwa, 100 mg/100 ml 1xTAE), ke kterému bylo přidáno 0,1 µl Gel Red (Biotio) /10 

ml gelu. Pro  zjištění  velikosti  fragmentů DNA byl použit molekulární marker: 1kb plus DNA  ladder 

(New  England  Biolabs,  Inc.).  Produkty  byly  zviditelněny  na  UV‐transluminátoru  (TFX‐35.M  Vilber 

Lourmat). Fotodokumentace gelů byla pořízena digitálním fotoaparátem (Kodak) a softwarem Kodak 

Digital Science 1D verze 3.0.2. 

  Proužky gelu obsahující DNA určité velikosti byly vyříznuty, vloženy do 1,5 ml mikrozkumavky 

a  rozpuštěny. Nukleová kyselina byla  z gelu  izolována pomocí DNeasy Plant Mini Kit podle návodu 

výrobce (QIAGEN). 

3.5. Klonování, transformace, izolace plasmidů 

  Ligační reakce byla provedena pomocí plasmidu pGEM® T‐Easy vector, do kterého byly PCR 

produkty zaklonovány podle návodu výrobce (Promega). 

  K  ligační  směsi  bylo  přidáno  50µl  kompetentních  buněk  E.  coli  XL1  a  poté  30  minut 

ponecháno na  ledu. Destabilizace cytoplazmatických membrán byla provedena tepelným šokem (45 

sekund, 42   ̊C) a následným zchlazením na  ledu po dobu 2 minut. K transformovaným buňkám bylo 

pak přidáno 250 µl SOC a směs byla třepána 1 hodinu při 200 rpm v 37  ̊C. Na Petriho misky s agarem 

(LB agar, Roth) a ampicilinem bylo rozetřeno 40 µl X‐galu, 4 µl IPTG, a poté 150 µl bakterií. Misky byly 

uloženy v termoboxu při 37   ̊C po dobu 16 hodin. Po kultivaci byly vybrány bílé kolonie a provedena 

srovnávací PCR. Bakteriální kolonie, obsahující plasmid s PCR inzertem, byly přeneseny do zkumavky 

s 3 ml LB média (Roth), ke kterému bylo přidáno 12 µl ampicilinu. Následná inkubace probíhala 12‐14 

hodin v 37  ̊C při 200 rpm. 
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  Izolace plasmidů byla provedena pomocí QIAprep®Spin Miniprep Kit podle návodu výrobce 

(Promega). 

3.6. Sekvenování 

  Plasmidová DNA o koncentraci 250‐300 ng/µl byla sekvenována za použitím primerů M13f a 

M13r  v laboratoři  genomiky.  Sekvenační  reakce  byla  analyzována  přístrojem  ABI  3130  (Applied 

Biosystems). 

3.7. Úpravy  a identifikace sekvencí 

  Získané sekvence byly analyzovány v programu Sequence Scanner 1.0  (Applied Biosystems). 

Sekvence  vektoru  byly  odstraněny  pomocí   programu  VecScreen 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html).  Sekvence  inzertu  byly  upraveny 

programem  DNASTAR  ‐  SeqMan  II  (DNASTAR,  Inc.)    a  identifikovány  pomocí  NCBI  BlastSearch 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

3.8. Příprava datasetů a alignment sekvencí 

  Sekvence  genů  pro  přípravu  datasetů  byly  získány  z NCBI  GeneBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Poté byly  tyto  sekvence  spolu  s mými nově  získanými  sekvencemi 

alignovány v programu Muscle (Edgar, 2004)  a výsledné alignmenty editovány programem SeaView 

(Gouy et al., 2010). 

3.9. Fylogenetické analýzy 

  Fylogenetické  analýzy  byly  provedeny  metodou  maximální  věrohodnosti  (maximum 

likelihood, dále jen ML) pomocí programu RAxML 7.2.8 (Stamatakis, 2006). Pro výpočty byla použita 

GTR  substituční matice  s  gama  korekcí  (4  kategorie).  Nejvěrohodnější  topologie  byla  vybrána  ze 

stovky nezávislých opakování, z nichž každé začínalo znáhodněnou počáteční  topologií. Robustnost 

větvení  byla  určena  jednak  pomocí  neparametrické  bootstrap  analýzy  za  využití ML  (RAxML,  500 

opakování)  a  maximum  parsimony  [DNAPARS  (Felsenstein,  1989),  500  opakování].  Bayesiánská 

posterior probability,  jako další  forma odhadu  robustnosti, byla  vypočtena pomocí PhyloBayes 3.2 

(Lartillot et al., 2009). Pro analýzu byla použita kombinace CAT admixture modelu  (respektive  jeho 

empirická  varianta  C20,  kde  je  počet  kategorií  omezen  na  20)  s GTR  substituční maticí.  Výsledná 

posterior probability byla vypočtena ze dvou nezávislých markovových řetězců (Monte Carlo Markov 

Chain, MCMC),  které  běžely  souběžně,  dokud  jejich maximální  rozdíl  neklesl  pod  0.2  a  efektivní 

vzorek odhadovaných parametrů nepřesáhl 200. 
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4. Výsledky 

  Pomocí PCR jsem amplifikovala geny pro 18S rRNA a 23S rRNA ze dvou nových izolátů CT 11 a 

CT  24.  Získané  sekvence  těchto  genů  jsem  použila  pro  fylogenetické  analýzy  s cílem  určit 

fylogenetickou pozici CT 11 a CT 24.  

4.1. Analýza genu pro 18S rRNA 

  Zjistila  jsem,  že  geny  pro  18S  rRNA  amplifikované  z  izolátů  CT  11  a  CT  24  se  navzájem  

sekvenčně neliší. Jelikož mým primárním cílem bylo srovnání těchto izolátů s C. velia, porovnala jsem 

získané sekvence se sekvencí 18S rRNA C. velia. Z tohoto srovnání vyplynulo, že oba izoláty a C. velia 

se v tomto genu výrazně sekvenčně neliší. Variabilita byla pouze ve třech nukleotidech. Z dostupných 

sekvencí  genu  pro  18S  rRNA  C.  velia  v databázi  GenBank  jsem  ale  zjistila,  že  to  odpovídá 

vnitrodruhové variabilitě C. velia.   Přesto  jsem  sestavila dataset  skládající  se  ze  sekvencí 18S  rRNA 

různých  zástupců  skupiny  Alveolata  a  provedla  fylogenetickou  analýzu  metodami  maximum 

likelihood  (ML‐RaXML),  maximum  parsimony  (MP‐DNAPARS)  a  bayesiánské  fylogenetiky  pomocí 

programu PhyloBayes 3.2 (viz. Obr. 4).  Ze získaného fylogenetického stromu vyplývá, že i přes malou 

sekvenční  variabilitu  tvoří  CT  11,  CT  24  sesterskou  skupinu  ke  klasické  C.  velia  izolované  ze 

Sydneyského  přístavu.  Tato  topologie  je  navíc  velmi  robustní  (oba  bootstrapy  100  %,  posteriror 

probability 1,0).   

4.2. Analýza genu pro plastidovou 23S rRNA 

  Stejně jako v případě genu pro 18S rRNA, se izoláty CT 11 a CT 24  navzájem  sekvenčně neliší 

ani  v genu  pro  23S  rRNA.  Podobný  výsledek  ukázalo  i  srovnání    izolátů  s C.  velia.  Celá  sekvenční 

variabilita mezi CT 11, CT 24 a C. velia v rámci tohoto genu spočívala v substituci dvou nukleotidů a ve 

třech delecích  (pravděpodobně)  v sekvencích    izolátů CT 11 a CT 24. Znovu  jsem  sestavila dataset 

skládající  se  ze  sekvencí  23S  rRNA  různých  zástupců  skupiny Alveolata  a  Stramenopila  a  provedla 

fylogenetickou  analýzu  metodami  maximum  likelihood  (ML‐RaXML),  maximum  parsimony  (MP‐

DNAPARS) a bayesiánské fylogenetiky pomocí programu PhyloBayes 3.2 (viz. Obr. 5). Výsledná, opět 

velmi robustní topologie (oba bootstrapy 100 %, posteriror probability 1,0) znovu řadí izoláty CT 11 a 

CT 24 jako sesterskou skupinu  k řase C. velia izolované ze Sydneyského přístavu. 
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Obr. 4: ML fylogenetický strom vytvořený programem RAxML 7.2.8. (model GTR, substituční matice 

s gama  korekcí  ve 4  kategoriích) na  základě  sekvencí  genu pro 18S  rRNA  (1218  znaků).  Statistická 

podpora  je  vyjádřená  v pořadí: ML, MP  bootstrapová  podpora/posterior  probability).  Zvýrazněné 

větve značí 100% bootstrapy a posterior probability 1,0.  
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Obr.  5: MP  fylogenetický  strom  vytvořený  programem  DNAPARS  (model  GTR,  substituční matice 

s gama  korekcí  ve  4  kategoriích)  na  základě  sekvencí  genu  pro  23S  rRNA  (1977  znaků).Statistická 

podpora  je  vyjádřená  v pořadí: MP, ML  bootstrapová  podpora/posterior  probability).  Zvýrazněné 

větve značí 100% bootstrapy a posterior probability 1,0. 
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5. Diskuze 

  V této práci  jsem  se  snažila porovnat nově získané  izoláty CT 11 a CT 24  s řasou Chromera 

velia.  Bylo  zjištěno,  že  izoláty  sdílí  s  C.  velia  společné morfologické  znaky,  nicméně  v některých 

znacích, popsaných v úvodu mé práce, se naopak odlišují. Z tohoto důvodu  jsem se pokusila odhalit 

příbuzenský vztah nových  izolátů s řasou C. velia na základě molekulárních a fylogenetických analýz 

genů pro 18S rRNA a 23S rRNA. Přestože topologie získané fylogenetickými analýzami naznačují, že 

nové  izoláty  jsou sesterskou skupinou klasické C. velia, byla pozorovaná variabilita v sekvenovaných 

genech poměrně nízká. 

  Fotosyntetická  řasa  Chromera  velia  byla  původně  izolovaná  z tvrdého  korálu  Plesiastrea 

versipora  v přístavu  v Sydney  (Moore  et  al.,  2008).  Teplota  vody  v této  oblasti  se  pohybuje  okolo      

20   ̊C.    Izoláty CT 11 a CT 24 byly získány z kultur RM 11 a RM 24 (CCMP3155), které byly  izolovány 

z tvrdého korálu  Leptastrea purpurea  z Velkého bariérového útesu. V této oblasti dosahuje  teplota 

vody až 26   ̊C. Dá se  tedy předpokládat, že se nové  izoláty vyvíjely v jiném potenciálním hostiteli a 

prostředí  výrazně  odlišném  od  toho,  kde  se  vyvíjela  původně  izolovaná  C.  velia.  Proto  je  potřeba 

zvážit, zda morfologické znaky, ve kterých se izoláty CT 11, CT 24  liší od C. velia, mohou být přímým 

důsledkem  odlišných  podmínek,  a  zda  jsou,  spolu  s rozdíly  v sekvenovaných  genech,  dostatečným 

důvodem k jejich klasifikaci v rámci nového druhu či nikoliv. 

  Geny  pro  ribozomální  RNA,  zejména  pak malá  jaderná  podjednotka  (SSU/18S  rRNA),  jsou 

označovány za zlatý standard molekulární fylogenetiky již od jejích počátků (Field et al., 1988; Woese 

et al., 1990; Chenuil, 2006). Byly použity v nesčetných pracích jako základ pro popis nových druhů, či 

naopak  sloučení několika druhů, popsaných na  základě morfologické variability, do druhu  jednoho 

(Blasco‐Costa et al., 2010; Heger  et al., 2010; Pouličková, 2010; Borovička et al., 2011; Gomez et al., 

2011). Mnou získané výsledky variability v sekvencích genů pro ribozomální RNA  (jak pro  jadernou, 

tak plastidovou) mě, dle mého názoru, neopravňují prohlásit nové izoláty za validní druh, odlišný od 

C. velia. V poslední době se totiž objevují data ukazující odlišnou variabilitu  rRNA na druhové úrovni 

u  různých  liníí  eukaryot  a  polemizují  s rozlišením,  které  jsou  ribozomální  RNA  geny  schopny 

poskytnou, zejména jedná‐li se o blízce příbuzné druhy (např. Weisse, 2008). Studie dvou morfotypů 

dinoflagelátů Scrippsiella hangoei a Peridinium aciculiferum, s odlišnou morfologií  i biologií, ukázala, 

že se geny pro rRNA sekvenčně neliší (Logares et al., 2007). Výsledky publikované v této práci, stejně 

jako v dalších publikacích  (Casamatta et al., 2003; Bensch et al., 2004) naznačují, že  různé selekční 

tlaky,  způsobené  rozdílným  prostředím,  na  vyvíjející‐se  populace  mikroorganismů,  mohou  hrát 

významnou  roli  a  že  identické  sekvence  genů  pro  rRNA,  v případě  jednobuněčných  organismů, 

nemusí  zákonitě  znamenat,  že  jde o  jeden druh. Na druhou  stranu ani morfologické  rozdíly, které 

jsem u těchto řas nalezla, nejsou natolik zásadní, aby mohly vést k popsání nového druhu. Navíc se 

dle informací dostupných k izolovaným řasám zdá (Oborník, osobní sdělení), že C. velia byla izolována 
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také z korálu Leptastrea purpurea a že tento korál funguje jako společný hostitel C. velia a CCMP3155 

(RM 11). Existence dvou různých hostitelů C. velia a RM 11 tedy nemusí být vůbec zásadní.  

  Abychom mohli  s jistotou  říci,  zda  jsou  izoláty CT  11  a CT  24  samostatným druhem, bude 

nutné osekvenovat další, pokud možno variabilnější gen. Jako  ideální se  jeví mezigenové mezerníky 

ITS. Bylo by také vhodné, pokusit se izolovat jednotlivé genetické linie ze sbírkového kmene C. velia a 

podívat  se,  zda  se  tyto  izoláty  liší morfologicky  a  zda  jsou  tyto morfologické  odlišnosti  stabilní.  

S informacemi, které mám k dispozici, nemohu, dle mého názoru, otázku druhové příslušnosti izolátů 

CT 11 a CT 24  definitivně rozhodnout. 
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6. Závěr 

  V této  práci  jsem  se  zabývala  dvěma  novými  liniemi  jednobuněčných  fotosyntetických 

organismů (CT 11 a CT 24)  izolovaných z kultur alveoláta CCMP3155. Mým cílem bylo odhalit vztah 

těchto  izolátů  s řasou Chromera  velia na  základě molekulárních a  fylogenetických analýz genů pro 

jadernou 18S rRNA a plastidovou 23S  rRNA.  

  Fylogenetické analýzy ukázaly příslušnost izolátů CT 11 a CT 24 do rodu Chromera. Srovnáním 

variability  v sekvencích  studovaných  genů  těchto  izolátů  a  C.  velia  jsem  dospěla  k závěru,  že  se 

s největší pravděpodobností jedná o linie C. velia. 
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8. Přílohy 

f/2 médium: 35 g Marine Tropic Salt +20 ml Marine Watter Solution / 1 l ddH2O; pH = 8,0 

TAE (50x): 242 g Tris + 100 ml 0,5M EDTA (pH = 8,0) + 57,1 ml kyseliny octové; doplnit do 1 l ddH2O 

SOC médium: 0,5 % bacto‐yeast extract; 2 % bacto‐tryptone; 0,05 % NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl2; 

10 mM MgSO4; 20 mM glukóza; pH = 7,0 
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