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1. Uvod

1.1. Uréeni druhii organismi a jejich diverzity v prostiedi

Odhad diverzity a abundance organismi v daném prostiedi je nezbytny predpoklad pro
poznani funkce ekosystému a pro jeho uc¢innou ochranu (Thornhill et al. 2007). Diky relativné
dlouhé tradici ptirodnich véd mame, snad s vyjimkou hmyzu, pomérn¢ dobrou ptedstavu
0 diverzit¢ makroskopickych organismu, tzn. rostlin, ¢asti hub a zivocichi (Monastersky
2014). Mnohem horsi situace je u mikroskopickych jednobunéénych forem eukaryot, prvoka,
kde jsme az do neddvna znali jen velmi malou frakci skutecné druhové rozmanitosti
(Pawlowski et al. 2012). Vzhledem k rozlehlosti a odlehlosti pro mikrosvét oceanu to plati
jesté vice nez pro pevninsky ekosystém. Mezi motské prvoky spadd mnoho heterogennich
autotrofnich nebo heterotrofnich jednobunécnych organismii s riiznou velikosti patticich do
pouzivan klasicky piistup— morfologicky popis organismu pfi pozorovani v mikroskopu.
Casto jsme ale naraZeli na problémy zptisobené malou velikosti a s nimi spojenou absenci
morfologickych znakii. Navic naprostou vétSinu moiskych (nejenom) prvoka zatim neumime
kultivovat (Potter & Lajeunesse 1997; Rappé & Giovannoni 2003; Thornhill et al. 2007). Proto
je ptinos molekularnich metod, jako je sekvenovani DNA nesporny, obchazi vSechny vyse
zminéné problémy a poskytuje nam tak jiny pohled na ekologii a evoluci téchto organismi
skrze studie zalozené na zkoumani diverzity mikrobialni DNA (ptapadné RNA) (Thornhill et
al. 2007). Diky témto studiim se prokazala vysoka diverzita prvokd, jejich duilezitost pro
ekosystém a byly nové objevené i nové, ekologicky velmi dulezité skupiny (de Vargas et al.
2015; Bork et al. 2015; Brum et al. 2015; Sunagawa et al. 2015; Armbrust & Palumbi 2015)
(Obr. 1).

Star$i, klasické metody sekvenovani, jako bylo Sangerovo a Maxam-Gilbertovo
sekvenovani (Sanger et al. 1977; Maxam & Gilbert 1977), se nemohou vyrovnat novym
metodam tzv. sekvenovani druhé generace (new-generation sequencing, NGS) z 21. stoleti,
které umoziuji paralelni ¢teni sekvence mnoha milioni molekul DNA v jednom sekvenacnim
béhu (Glenn 2011). NGS nemaji v$ak jen vyhody, hlavni nevyhodou oproti klasickym
metodam je krat$i délka vyslednych sekvenci, a to 35-700 part bazi (u Sangerovy metody je
to ptiblizné 1000 part bazi) (Goodwin et al. 2016; Heather & Chain 2016; Morey et al. 2013).

Piesto vyhody NGS piedchazi nevyhody a poznatky ze sekvenovani se vyuzivaji v mnoha



ekologickych, medicinskych i archeologickych vyzkumech (Morey et al. 2013; Seersholm et
al. 2016; del Campo et al. 2016; Lozupone et al. 2012).

A. Catalogued species B. Environmental OTUs
(Ntot= 2 million) (1430 185 V4 rDNA 97%)

- Metazoa E Stramenopila E Amoebozoa
B Furei . Alveolata I Excavata

I Streptophyta . Archaeplastida [ "Hacrobia’
= Rhizaria ~ Opisthokonta

PROTISTS

Obr. 1: Morfologicky (A- relativni pocet popSanych druhii na skupinu) versus geneticky
(B- relativni pocet V4 18§ rDNA OTUs) pohled na diverzitu vsech zndmych eukaryot
(Pawlowski et al. 2012).

1.2. Environmentalni sekvenovani

Diky rozvoji novych sekvenacnich metod se vyvinula mnohé navazujici odvétvi. Jednim
Znich je i jeho environmentdlni vyuziti. Environmentalni sekvenovani je pomémé novy
postup pouzivajici sekvenovani DNA vSech organismil, vyskytujicich se v daném ekosystému,
pomoci environmentalniho vzorku odebraného z reprezentativni ¢asti prostiedi (voda,
pisek,...) (Streit & Schmitz 2004). Environmentalni sekvenovani tak pfinasi vyhodu
sekvenovani vzorkiit DNA izolovanych pfimo z prostfedi bez nutnosti nejprve dané organismy

kultivovat v omezeném mnozstvi zivnych médii. Chybéjici sekvence organismi, neschopnych



prezit ve znamych médiich, nebylo mozné zaradit do celkového vyhodnoceni. Vysledky proto
logicky podhodnocovaly diverzity velké ¢asti eukaryotickych linii (Rappé & Giovannoni
2003; Pawlowski et al. 2012).

Environmentalni sekvenovani vyuziva dvou odlisnych principt. Prvni spocivéa v cteni
celych genomt nebo transkriptomt jednotlivych bunék, neboli SCS (Single Cell Sequencing)
nebo také meta—genomika/transkriptomika (Bragg & Tyson 2014; Gawryluk et al. 2016),
druhy pfistup je zalozen na sekvenovani kratkych variabilnich amplikonti, zvanych barkédy,
nebo tagy (Taberlet et al. 2012). V pfipadé meta—genomiky/transkriptomiky narazime na
limity soucasnych sekvenacnich technologii, respektive na malé¢ mnozstvi DNA/RNA
ptitomné v daném vzorku pro dany taxon. Pro uspéSné piecteni reprezentativni ¢asti genomu
je totiz stale nutné relativné velké mnozstvi DNA, fadové ze stovek az tisicti buné€k, coz u
prvoki, na rozdil od mnohobunéénych Zivodichti, miize byt podstatny problém. Casteéné
feSeni nabizi tzv. ,,amplifikace celého genomu (Whole Genome Amplification, WGA) kdy
Z pikogramtit RNA/DNA dojde k namnozeni nukleovych kyselin do potfebného mnozZstvi
(Yilmaz & Singh 2012). MiZe se ovSem stat, ze nékteré tiseky jsou kopirovany Castéji nez
jiné, a proto se nepiecte cely genom burky, ale jen jeho ¢ast. Pro vétSinu eukaryot také stale
nejsou k dispozici ptesné modely gentl a pozice introntl a exonu je t€zké urcit. Presto timto
zpusobem muzeme ziskat mnoho potiebnych informaci o potencidlnim bunééném
metabolismu. Existuji dva hlavni pfistupy: single cell genomics (SCG), charakterizujici cely
genom na urovni DNA, a single cell transcriptomics (SGT), popisujici vSechny aktivni geny
které jsou v okamziku izolace ptepisovany do messenger (m)RNA (Keeling & del Campo
2017).

Nejcastéji se vSak environmentalni sekvenovani pouziva ke zkoumani diverzity
organismil v daném prostfedi, k tomu ndm postac¢i pouze informace z vysoce variabilnich
amplikonli — molekuldrniho barkédu. Spole¢né s vybérem Useku DNA vhodného pro
stanoveni diverzity (idedln€) vétSiny organismil ve vzorku je zde feSen i problém malého
mnozstvi nukleovych kyselin, a to pomoci PCR, pfi které dochazi k namnozeni vybraného
useku (Metzker 2010) z minimalniho mnozstvi startovniho materialu. Amplikon musi
obsahovat jak variabilni, tak i konzervované oblasti, aby dany tsek postihl co nejsirsi skalu
taxonomickych urovni. Proto je u prvoki pouzivana malad podjednotka genu pro ribozomalni
RNA (SSU nebo 18S rRNA) (Leray & Knowlton 2016), jejiz vyhodou je hlavné vyskyt
uvsech eukaryot a pomalé evoluéni tempo umoziujici posouzeni evolu¢nich vztahi

I U vzdalené piibuznych druhti. Dalsi vyhodou je i nizky vyskyt kopii rRNA o rizné sekvenci



(paralogli) uvnitt jedné builky a minimalni frekvence laterdlniho pienosu genti mezi riznymi
organismy, které by negativné ovlivnily pfesnost naslednych analyz (Vaulot et al. 2008),
Nedavno popsany pfipad lateralniho pfenosu tohoto genu mezi tfidou Perkisea a rodem
Ciliophyris (Stramenopila) (Yabuki et al. 2014) je spiSe vyjimkou potvrzujici pravidlo. Gen
18S rRNA obsahuje devét hypervariabilnich oblasti (V1-V9) uloZenych ve stabilni neménné
sekvenci (Leray & Knowlton 2016). Diive pouzivany kratky V6 usek (Sogin et al. 2006;
Huber et al. 2007), byl postupné nahrazen vice informativnimi doménami V4 a V9 (Pawlowski
et al. 2012; Amaral-Zettler et al. 2009). V soucasnosti patii mezi nejpouzivanéjsi V1, V2, V4
a V9 (Leray & Knowlton 2016). Kratké hypervariabilni oblasti jsou pouzivany kvuli kratsi
velikosti sekvenci, které NGS metody vyzaduji (Keeling & del Campo 2017). Ovsem
univerzalni primery amplifikujici tyto useky v sobé skryvaji problém nestejné efektivity pro
vSechny skupiny organismt (Amaral-Zettler et al. 2009). Napiiklad studie zalozené na V4
nezahrnovaly informace o skupiné Euglenozoa, a tak jejich diverzita byla objevena az po
pouziti V9 amplikonu (Keeling & del Campo 2017; Flegontova et al. 2016). Tento nedostatek
muze byt zplisoben kromé specificity primert taktéz délkou amplikont: V4 oblast mé oproti
V9 vysoce variabilni délku napii¢ hlavnimi eukaryotickymi skupinami (Pawlowski et al.
2011).

Nejbeéznéjsi postup environmentalniho sekvenovéani zahrnuje nasledujici kroky: 1) sbér
bunék, ktery zahrnuje tfidéni podle velikosti (podle jemnosti pouzitych filtri), diky némuz
ziskdme detailngj$i informace o jednotlivych velikostnich tfidach; 2) zpracovani vzorku:
izolace DNA, nebo izolace RNA se syntézou komplementarni (¢)DNA; 3) amplifikace
pomoci PCR; 4) ptiprava sekvenacnich knihoven; 5) sekvenovani; 6) odstranéni ,,Sumu‘ a
spojeni stejnych sekvenci do barkodi spoleéné s udaji o jejich pocetnosti; 7) odstranéni
chybovych sekvenci nebo tzv. chimér (hybridni sekvence vzniklé pti PCR amplifikaci, které
mohou byt povazovany za nové organismy a ovlivnit tak vyslednou diversitu (Haas et al.
2011)); 8) rozdéleni barkodi do tzv. operaénich taxonomickych jednotek (OTUs) podle limitu
preddefinovaného do urcité rozdilnosti mezi sekvencemi (napi. 3%); 9) rozdéleni do taxonii
(neni nutné fazeni barkddti do OTUs) nebo porovnani s rozsdhlou databazi; 10) provedeni
ruznych analyz ohledné relativni hojnosti, bohatosti OTU jednotek, biogeografii, nebo
vytvareni vzort pro spole¢ny vyskyt OTUs jednak pro celé spolecenstvi, nebo pro urcité

taxonomické skupiny (Flegontova 2017; Leray & Knowlton 2016; Brown et al. 2015).

Kazda tprava vySe uvedeného postupu miize ovlivnit celkové vysledky studie. Prvni

problém spociva uz pfi vybéru nukleové kyseliny. Ackoliv je diky své stabilité a relativni
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snadnosti izolace DNA dobfe vyuzitelna pro mnohé studie (de Vargas et al. 2015; Pernice et
al. 2016), musime pocitat s ptfitomnosti i DNA z poskozenych ¢i mrtvych bunék a
s mimobuné¢énou DNA vyskytujici se v prostiedi pravé diky jeji stabilité (Nielsen et al. 2007;
Not et al. 2009). Volna RNA v prostfedi degraduje v fadu nékolika minut az hodin, proto je
vhodnéjsi pro vyzkum ,,okamzité* diverzity (tzn. organismi vyskytujicich se na daném misté
v dany okamzik) (Pochon et al. 2017). Tato vyhoda RNA je dtlezita hlavné u analyz motskych
bentickych sedimentd, proto studie zajimajici se o sedimenty pouzivaji pro metabarkodovani

hlavné RNA (Stoeck et al. 2007; Forster et al. 2016a).

Dalsi problém zptisobuje pocet kopii genii daného metabarkdédu na buiiku, ktery je
u riznych organisma odlisny (Medinger et al. 2010; Zhu et al. 2005). Pocet téchto kopii je
nasledné vyuzit pro ur€eni relativni ¢etnosti daného organismu. Ukézalo se, Ze pocet IDNA
nezalezi jen na velikosti samotné buiiky a jejiho genomu (Not et al. 2009; Countway et al.
2007; Prokopowich et al. 2003), ale u nékterych malych organismu (napf. picoeucaryota) i na
ptislusnosti k urcité taxonomické skupiné a také se predpokladé zévislost na Zivotni strategii
bunék (Not et al. 2009). Proto se na odhaleni skute¢né abundance (hojnosti) nepouziva DNA,
ale RNA metabarkodovani nebo fluorescentni in situ hibridizace (FISH) (Giner et al. 2016;
Massana et al. 2015).

Posledni a dulezity krok je zafazeni pozorovanych OTU do vyssich taxonomickych
jednotek. Probiha vyhledavanim barkodi nebo OTUs v referenéni databazi pouzitim
BLASTu, ggsearch a jim podobnym. Pfi¢emZ za neznamé jsou oznaceny sekvence
s podobnosti mensi nez podle de Vargase et al. (2015) 80% a podle Massany et al. (2015)
~85%. Existuje n€kolik referen¢nich databazi se kterymi mizeme vysledky srovnavat. Jednou
Zznich je SILVA, obsahujici informace zejména o prokaryotech, nebo PR2 databaze,

specializovana na prvoky a dalsi eukaryota (Guillou et al. 2013; Pruesse et al. 2007).

1.3. Soucasny pohled na ekosystém oceinu

Oceédny tvofi nejnapadnéj$i a nejvetsi ekosystém planety Zemé. Zahrnuji 70 %
zemského povrchu, s ohledem na objem dokonce az 99 % (Bigg et al. 2003; Kaiser 2011).
Ovliviiuji Zivot na celé planeté, a presto zlstavaji stale z vétsi ¢asti neprozkoumany. Vime
malo nejen o ocednech, ale 1 0 zivoté v ném. Lidé maji tendenci se zabyvat makroskopickymi
organismy a piehliZet ty mikroskopicke, ackoli tvoii az 98 % celkové biomasy 1 biodiverzity
oceant. Mofisky plankton ma globalni vliv na biogeochemické procesy (de Vargas et al. 2015),

vytvaii ptiblizn€¢ polovinu veskeré primarni produkce Zemé (Field 1998), tvoii zaklad
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potravnich siti- primarnich producentt, konzumenta i dekompozitord, a spojuje rizné stupné
trofickych pyramid (Caron et al. 2012). Biom horni vrstvy oceanti ma funkci membrany
vytvarejici predél mezi atmosférou a hlub§imi vodami. Zdejsi plankton pieménuje CO2 a dalsi
anorganické prvky v organicky material, ktery vstupuje do potravniho fetézce, kde se mize
bud’ pfeménit zpét v anorganicky, nebo muize klesnout do hloubky a zlstat zde po miliony let

(de Vargas et al. 2015).

V posledni letech je patrna zvySena snaha porozumeét oceanskému ekosystému, jeho
vlivu na biogeochemické cykly a také jestli a jaky vliv ma globalni zména klimatického
prostedi na oceanské procesy a moiskou biodiverzitu. Mezi dilezité expedice pattil naptiklad
Sorcerer 11 (2003-2010) ¢i Malaspina expedice (2010-2011), jejichz zajmem byla
metagenomika prokaryot z povrchu oceanu a z batypelagické zony (>1000 m hloubky). Dalsi
a nejobsahlejsi z nich byly expedice TARA Oceans (2009-2012) a TARA Oceans Polar Circle
(2013), které¢ nabraly celkem ptes 35000 vzorki motiské vody a planktonu z 210 mist
ve 20 biogeografickych provinciich oceanskych oblasti (Pesant et al. 2015) a snazily se
zachytit jak morfologickou, tak genetickou diverzitu celé planktonni spolec¢nosti (Bork et al.
2015), od virt az po larvy moiskych zivocicht (Pesant et al. 2015). Zam¢tily se hlavné
na fotickou zonu oceant (do 200 m), ale vzorky byly sbirany az do hloubek 2000 m (Bork et
al. 2015; Zhang & Ning 2015). TARA Oceans expedice tak doplnuji informa¢ni mezery
z ptedchozich prizkumii o mezopelagickou zonu (100-1000 m) (Lukes, et al., 2015; Pesant et
al., 2015).

Vysledky studie de Vargase (2015) ztéto expedice ukéazaly obrovskou druhovou
rozmanitost planktonu, kterd mnohonasobné ptedcila pfedchozi odhady. Ze zavéri odhaduyi,
ze odkryli okolo 75 % celkové diverzity planktonu oceant. Nasledné mapovani metabarkoda
(V9 variabilni oblast malé ribozomalni podjednotky) na referen¢ni databazi PR2 (Guillou et
al. 2013) ukazalo, Ze az 85 % celkové ribozomalni diverzity tvoii prvoci (de Vargas et al.,
2015). Pomoci extrapolace zjisténé diverzity na odhad poctu druhti (Mora et al. 2011), se
celkovy pocet potencialnich druhti zijicich v oceanech dostava az na 16,5 miliont (de Vargas
et al. 2015). Studie odhalila mnoho novych rodd, napiiklad i ve vSeobecné prozkoumané
skuping, jako jsou rozsivky (Malviya et al. 2016). Jako nejdiverzifikovanéjsi skupiny prvoka
vyskytujici se ve fotické zon¢ se ukazaly Alveolata, Rhizaria a Excavata. AvSak nejvic
prekvapujici byl nalez velkého mnozstvi sekvenci, patiici do tfidy Diplonemea (de Vargas et

al. 2015).



1.4. Diplonemy

Diplonemea jsou heterotrofni dvoubicikati jednobunééni prvoci, patiici do skupin
Excavata— Discoba, kmene Euglenozoa spole¢né napiiklad s kinetoplastidy, kam fadime
mnoho vyznamnych patogeni jako Trypanosoma, Leishmania a Phytomonas, nebo
s fotosyntetickymi euglenidy s nejbéznéjsim rodem Euglena — Krasnoocko (Lukes et al. 2015;
Adl et al. 2012), pficemz blize maji pravdépodobné ke kinetoplastidim (Simpson & Roger
2004). Prvni druh, Diplonema breviciliata, byl popsan uz roku 1913 (Griessmann 1913), av§ak
doneddvna byly nachazeny jen velmi ziidka a zejména z brakickych a pobieznich vod.
Popsano bylo jen par druhtt ze dvou rodu: Diplonema a Rhynchopus. S nastupem
environmentalniho sekvenovani se zaCaly objevovat sekvence piibuzné klasickym
diplonemam, poprvé popsané z antarktické oblasti ve vzorcich sbiranych v 3000 metrech
(Lopez-Garcia et al. 2001). Zpravy o tomto kladu diplonem postupné piibyvaly a Lara et al.
(2009) popisuje nekolik desitek sekvenci z vétSiny oceanti. Stale vSak unikaly pozornosti Sirsi
védecké vefejnosti a zndmy byly spiSe svym bizarnim uspofadanim mitochondridlni DNA
(Marande & Burger 2007). Zveiejnéni vysledk Tara Oceans expedice tykajicich se diverzity
planktonu Vv oceanech vsSak diplonemy katapultovalo do popiedi zajmu protozoologi.
Diplonemy se totiz staly tieti druhové nejbohatsi a Sestou nejpocetnéjsi skupinou planktonu
svrchni vrstvy oceand. (de Vargas et al. 2015). Podrobnéjsi studie ukazala, ze po zapoCteni dat
Z hlubsich vrstev ocednu jsou diplonemy dokonce vitbec druhové nejpocetnéjSimi
planktonnimi eukaryoty (Flegontova et al. 2016; Gawryluk et al. 2016) (Obr. 2).
Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni dlouhodobého ptehlizeni tak obrovské a zjevné vyznamné
skupiny prvoki se nachazi v odlehlosti a obrovské rozloze ocednského ekosystému, jakoZzto
I metodickym omezenim vyzkumu heterotrofickych  prvokiti. Naprostou vétSinu
druht/ribotypt diplonem tak zname pouze diky kratkému V9 metabarkodu. Vime tak pouze,
ze jde o kosmopolitni malé organismy (do 20 um), jejichZ rozsiteni postrada biogeografickou
strukturu a centrum druhové bohatstvi je soustfedéno v hlubsich vrstvach oceanu (Flegontova

et al. 2016; Gawryluk et al. 2016; Lukes et al. 2015).
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Obr. 2: Rozdeéleni bohatosti a abundance diplonem s dalsimi péti nejdiverzifikovanéjsimi
skupinami planktonnich eukaryot v rozsahlém datasetu Tara Oceans (Flegontova et al. 2016).

Prvni objevené druhy diplonemid védci nejprve zafazovali Kk euglenam, nebo mezi jejich
blizké ptibuzné, napiiklad Diplonema breviciliata, Rhynchopus amitus nebo Isonema
nigricans (Skuja 1948; Schuster et al. 1968; Griessmann 1913). Pozdgji si Triemer a Ott
(1990) uvédomili fakt, ze dvé skupiny, Diplonema a Isonema, maji byt spojeny do jednoho
rodu. Ale kompletni samostatna skupina diplonem, patfici do kmene Euglenozoa, vznikla az
v roce 1993 (Cavalier-Smith 1993). Od té doby se pohled na tuto skupinu podstatné zménil.
Doslo k zatazeni diive popsaného rodu Hemistasia k diplonemam (Yabuki & Tame 2015). Za
druhé se piislo na fakt, ze doposud znamé dva rody (Diplonema a Rhynchopus) patii do
skupiny Diplonemidae (Tashyreva et al., v tisku). Na zakladé environmentalnich sekvenci
byly objeveny dalsi dvé skupiny: DSPD I a II (deep-sea pelagic Diplonemids I a I1) (Lara et
al. 2009). Podle studie Lary (2009) existuji dvé moznosti fylogenetického uspotadani téchto
skupin, bud’ se na bazi objevuje DSPD II a od nich odvozené DSPD I a klasické diplonemy
(Diplonemidae) tvoti sesterské klady. Druha mozna varianta umist'uje Diplonemidae na bazi
a DSPD I a Il se stavaji odvozenymi sesterskymi skupinami. Dle vyzkumu Flegontovy (2017),
Okamoto et al. (v recenznim fizeni) a Tashyreva et al. (v tisku) je ale ¢lenéni tfidy Diplonemea
nasledujici: Diplonemidae (rody Diplonema, Flectonema, Lacrima, Rhynchopus,
Sulcionema), Hemistasiidae (Hemistasia), Eupelagonemidae (diive DSPD I, Eupelagonema),
a DSPD 11 (Obr. 3). Pticemz jejich vzajemny fylogeneticky vztah nelze na zakladé SSU rDNA
spolehlivé urcit. Dllezitym zjisténim tohoto vyzkumu byla taktéz diverzita (dle OTUs) Celedi
Eupelagonemidae, ktera pied¢i nejen ostatni ¢eledi diplonemidi, vSechny skupiny exkavat,

ale 1 diverzitu vyznamnych eukaryotickych skupin moiského planktonu, jako jsou vSechny



eukaryotické linie Alveolata, Rhizaria, Stramenopiles,

Opisthokonta, Amoebozoa a

Archaeplastida (de Vargas et al. 2015; Lukes et al. 2015; Flegontova et al. 2016).
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Obr. 3: Fylogeneticky strom skupiny Diplonemea (Tashyreva et al., v tisku).



Morfologie ¢eledi Diplonemidae je pomérné znama. Jedna se o bezbarvé, podlouhlé,
nebo eliptické buiky, pfiblizn¢ do 20 pm dlouhé, s apikalni papilou a dvéma biciky,
vystupujici ze subapikalni ryhy (Roy et al. 2007). Moisti diplonemidé z navrhované Celedi
Eupelagonemidae byli odchyceni a pozorovani az ve vyzkumu Gawryluka et al. (2016) a
Okamoto et al. (v recenznim fizeni). Lisili se jak ve velikosti (7-25 um), tak ve tvaru, piesto

u vSech byly pozorovany apikalni papily i bi¢iky.

Obr. 4: Vlevo ultrastruktura dosud nepopsanéko druhu rodu Diplonema (snimek
Z transmisniho elektronového mikroskopu). Vpravo dalsi dosud nepopsany druh rodu

Diplonema (snimek ze skenovaciho elektronového mikroskopu). Snimky G. Prokopchuk (Lukes
2017).

Stejné jako jejich sesterska skupina kinetoplastida, vlastni diplonema jeden z nejvétsich
mitochondrialnich genomt, srovnatelnym s nékterymi vysSimi rostlinami (Marande et al.
2005). Mitochondrialni genom je sloZen z tisicti kruhovych molekul DNA, které tvoii bud’
jednu velkou propojenou sit’, nebo se vyskytuji ve formé volnych nadSroubovic DNA (Lukes
et al. 2015). Na rozdil od kinetoplastidi, ktefi maji vlaknitou mitochondrii plnou velkého
mnozstvi malych a diskoidnich krist, mitochondrie diplonem maji améboidni strukturu s malo
se vyskytujicimi velkymi a rovnymi kristami (Marande et al. 2005). RNA editing je také
pfitomen a zd4 se, Ze bézi podle podobného mechanismu napiiklad jako u dobie prozkoumané
trypanozémy. Nicméné diplonemy maji vyvinuty trochu jiny zpusob mitochondriadlniho
piepisu. Kazda kruhovitd molekula DNA koduje pouze jeden fragment genu, kdy jsou
nasledné jednotlivé fragmenty transkribovany a spojovany pomoci prozatim nejasného

transplicing mechanismu. Tento krok musi byt opravdu extrémné piesny, musi byt schopny
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najit mezi velkym mnozstvim fragmentii ten pravy a spojit je s ostatnimi, a to ve spravném
potadi a poloze. Uz sdm o sobé to je mechanismus zvIastni a nemajici u jinych skupin obdoby,

navic je dale komplikovan omezenou tpravou RNA (Lukes et al. 2015).

Ekologie diplonem je ve vétsi mife stale neznama. Druhy z ¢eledi Diplonemidae jsou
prevazné bentické a mezi jejich potravni strategie patii osmotrofie, fagocytdza, detritofagic a
prilezitostné parazitismus (Roy et al. 2007). Dikladné prozkouman je zpusob zivota u rodu
Rhynchopus, ktery je parazitem rozsivek, humri, krabt i Skebli (Schnepf 1994; Heyden et al.
2004; Kent et al. 1987), a rod Diplonema je popsan jako parazit/predator skebli a moiské travy
rodu Halophila, taktéZ je spojovan s nahlym upadkem ristu kryptokoryn v akvariich (Larsen
& Patterson 1990; Marande et al. 2005). Do skupiny Hemistasiidae patii parazité/predatofi
riznych motskych planktonnich eukaryot, od haptophyt, obrnének, rozsivek az po klanonozce
(Yabuki & Tame 2015; Elbrichter et al. 1996). Biologie ¢eledi Eupelagonemidae je nezndma,
k dispozici mame pouze nepiimé dikazy. Tyto hlavné planktonni druhy jsou nékterymi
povazovany za predatory ostatnich eukaryot, parazity a pravdépodobné i symbionty (Lima-
Mendez et al. 2015; Lukes et al. 2015). Vylouéena je pouze myxotrofie a fototrofie, napovida
tomu hlavné vyskyt v hloubkéch, kde jiz nelze vyuzit svétla jako zdroje energie (Lukes et al.
2015; Flegontova et al. 2016). Ackoli vyse uvedené studie naznacuji, Ze velka ¢ast pelagickych
diplonem ma ptevazné¢ paraziticky zptsob Zivota, existuje nékolik vaznych argumentt, které
tuto domnénku vyvraci. Jednak by se svou obrovskou diverzitou museli infikovat vétSinu
moiskych organismi. Sice by vice druhi mohlo mit jednoho hostitele, to je ale
nepravdépodobné, protoze hlavni hybnou silou speciace parazitd je hostitelska specializace.
Dalsi argument souvisi s mistem vyskytu. Relativni ¢etnost a druhové bohatstvi diplonem
roste s hloubkou, kde vSak klesa pocet potencidlnich hostiteli (Lukes et al. 2015). Tteti dlivod
se nachazi v in silico analyze interakci mezi jednotlivymi taxony z Tara Oceans datasetu V9
barkod (de Vargas et al. 2015; Lima-Mendez et al. 2015). Vysledky analyzy ukazuji
na jednoznacné interakce mezi jednotlivymi zndmymi skupinami planktonnich parazitl (jako
jsou napt. MALV/Syndiniales a vytrusovci) a jejich pfedpokladanymi hostiteli, u diplonem
jakykoliv jasny signal chybi a statisticky vyznamnych interakci je obecné malo (Lima-Mendez
et al. 2015; Flegontova et al. 2016). Posledni fakt hovofici proti parazitismu piinasi studie
Gawryluka (2016), kde vsech deset single-cell genomi skupiny Eupelagonemidae mélo
odhadovanou velikost pies 300Mbp (nékteré dokonce pies 1 Gbp), coz Spatné koresponduje
s kompaktnosti doposud popsanych genomu parazitickych prvokl. Autofi studie ovSem

predpokladaji, ze aspon nékteii eupelagonemidé se zivi na skupinach prasinophyt a haptophyt.
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2. Cile prace

Vysledky analyzy V9 metabarkoda potizenych béhem expedice Tara Oceans ukazuji
na vertikalni (hloubkovou) stratifikaci eupelagonemich spoleCenstev, tzn. eupelagonemy
Z hlubin se li$i od téch z hladiny (Flegontova et al. 2016). Bohuzel, k dizpozici jsou vzorky
pouze ze tii hloubek (hladina, hluboké chlorofylové maximum a vysoce variabilni sampling
v mezopelagické zong), pricemz prvni dvé zoény prevazuji. Neni tedy jasné, jestli je tato
stratifikace pozvolnd, nebo v urc¢ité hloubce dochazi ke zlomu, na kterém se slozeni
pritomnych eupelagonem prudce zméni. Obecnym cilem této prace je na piikladu dvou lokalit
z Jaderského mote, u nichz jsou k dizpozici vzorky v celém hloubkovém spektru (od hladiny
az ke dnu), pomoci metody environmetalniho sekvenovani za pomoci specifickych
oligonukleotid detekovat pfitomné eupelagonemy a porovnat taxonomické zastoupeni pro

dané hloubky.
Specifické cile:

1) ptidat sekvence ziskané v ramci této prace ke globalnimu datasetu diplonem a
zjistit, jestli patii mezi jiz znamé skupiny nebo tvoii nezavislou fylogenetickou
linii

2) porovnat pozorovanou diverzitu mezi obéma lokalitami a v ramci jednotlivych

hloubkovych zon

3) porovnat fylogenetickou strukturu diplonem na danych lokalitach a zjistit, jestli

koreluje s hloubkovym gradientem

4) zjistit vhodnost lokalit pro ptipadny podrobngjsi vyzkum pomoci NGS
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3. Materialy a metody

3.1. Vzorky aizolace

Vzorky pro tuto bakalaiskou praci byly poskytnuty Dr. Danijelou Santi¢ z Institute

of Oceanography and Fisheries Split, Chorvatsko (Tab. I). Sbirany byly v dubnu 2016 na dvou

lokalitach v Jaderském mofi (Obr. 5). Kazdy vzorek vznikl ptefiltrovanim cca 2 litri moiské

vody. Do izolace byly uchovavany na filtru v teploté¢ — 20 °C. Izolace DNA byla provedena

pomoci kitu PowerWater DNA Isolation Kit (Mo Bio) podle ptilozené¢ho protokolu. Vysledna

koncentrace (Tab. I) byla zméfena pristrojem Qubit 2.0 (Invitrogen).

Tab. |: Tabulka vzorkii s koncentracemi vyizolované DNA

Lokalita Cislo Hloubka (m) Hloubkova Koncentrace DNA
vzorku z6na (ng/ul)
245  43°22'38.6"N | 2 20 epipelagial 3.81
14°44'55.6"E
Deep chl max (50 m) | 4 75 epipelagial 2.98
6 120 svrchni 2.09
mezopelagial
8 256 svrchni 0.603
mezopelagial
9 42°07'20.2"N | 17 2 1.88
17°46'41.8"E
Deep chl max (62 m) | 18 62 4.24
19 200 svrchni 0.693
mezopelagial
20 350 svrchni 0.648
mezopelagial
21 700 spodni 0.327
mezopelagial
22 800 spodni 0.675
mezopelagial
23 1000 spodni 0.277
mezopelagial
24 1208 spodni 0.243
mezopelagial
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Obr. 5: Mapa lokalit sbéru vzorkii

3.2. Polymerazova retézcova reakce

Pozadovana ¢ast malé podjednotky 18S rRNA byla namnoZena pomoci polymerazové
fetézcové reakce (PCR). VSechny reakce mély vzdy stejny celkovy objem — 25 pl.
U amplifikace ¢asti genu, kde byla jako templat pouzita DNA izolovana ze vzorkt uvedenych
v Tab. I, se lisilo jen mnozstvi DNA podle jeji koncentrace (Tab. II). Slozeni bylo 12,5 ul
OneTaqg Hot Start Quick-Load 2X Master Mix (New England BioLabs), 0,5 ul forward
primeru DSPD F (5'-CCCTGCCGTGTGAAGATT-3"), 0,5 ul reverse primeru DSPD R (5'-
GTGRMCTGMATTWCTCCTT -37), 0,5/1 ul DNA (Tab. 1) a dH20 do 25 pl celkového
objemu. Oligonukleotidy byly navrzeny dle sekvenci diplonemidi volné dostupnych v NCBI
a amplifikuji ¢ast V4 variabilni domény SSU rRNA a 5° prilehlou oblast. Program je uveden
vTab. Ill. U PCR po klonovani za tcelem ovéfeni klond nesoucich inzertni DNA,
tzv. klontestu, bylo misto templatové DNA pouzito nepatrné mnozstvi testované kolonie.
Reakce se lisila v Master Mixech s polymerazou a reakénich programech (Tab. 1V) podle
pouzité polymerazy. Slozeni bylo 12,5 ul Master Mixu, 1 pl forward primeru M13F (5'-
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCAC-3), 1 ul  reverse  primeru  MI13R  (5'-
AGCGGATAACAATTTCACACAG-3"), 10,5 ul dH20. Amplifikace byla provedena pomoci
ptistroji T-Personal Thermocycler (Biometra), T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) a
Mastercycler Pro (Eppendorf).
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Tab. Il: Mnozstvi pouzité DNA u jednotlivych vzorkit PCR

Mnozstvi DNA na 1 reakci Vzorky
0,5 ul 2,4,6
1 ul 8,19, 20, 21, 22, 23, 24

Tab. lll: Reakcni program PCR pro DSPD primery

Pocatecni Denaturace | Nasedani Pocet | Syntéza Finalni
denaturace primerd cykla syntéza
Teplota/ ¢as | 94 °C/5 min | 94 °C/15s | 50°C/30s | 34 68 °C/1 min | 68 °C/5 min

Tab. IV: Typy Master Mixii a reakcni programy PCR pro M13 primery

One Taq Hot Start

Q5 Hot Start

Druhy Quick-Load 2X PPP Master Mix High-Fidelity 2X
polymeraz: Master Mix (New | (Top-Bio) Master Mix (New
England BioLabs) England Biolabs)

Reaklni | Pocatecni 94 °C/4 min 94 °C/1 min 98 °C/30 s
programy: | denaturace

Denaturace 94 °C/30's 94 °C/15 s 98 °C/10°s

Nasedini 50 °C/30's 55°C/15 s 50 °C/15 s

primeru

Syntéza 72 °C/2 min 72 °C/1 min 72 °C/20 s

Pocet cykla 30 30 34

Finalni syntéza | 72 °C/8 min 72 °C/7 min 72 °C/2 min

3.3. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza byla pouzita k oddéleni fragmentt ziskanych v PCR a k potvrzeni

pfitomnosti inzertd v koloniich po transformaci. Elektroforéza se provadéla v 1% agar6zovém

gelu s fluorescen¢nim barvivem GelRed (Biotium) za pouziti 1 X TAE pufru. Spravna velikost

danych produktt byla uréena pomoci DNA ladderu (GeneRuler 1kb, Thermo Scientific). Pro
nanaSeni do gelu byl u Q5 Hot Start High-Fidelity 2X MM pouzit 6X DNA Loading Dye
(Thermo Scientific). PCR produkty byly zviditelnény pomoci pfistroje s UV spektrem — Gel

Doc EZ Imager (Bio-Rad), vyfoceny a upraveny v programu ImageLab.
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3.4. Klonovani a transformace

PCR produkty byly klonovany pomoci plasmidu pouzitim TOPO TA Cloning Kit
(Invitrogen) a kompetentnich bunék SURE 2 Supercompetent (Agilent technologies).
Od pfilozeného protokolu (TOPO Cloning Kit) se postup lisil v délce heat-shocku, ktery
probihal 1 minutu a v mnozstvi napipetované smési na ampicilinové misky- 100 pl.
Z bilych/inzert-pozitivnich kolonii se udélala PCR a ovéfené (pomoci gelové elektroforézy)
PCR produkty z kolonii byly vy¢istény pomoci kitu GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma).
Oproti protokolu byla misto elu¢niho roztoku pouzita dH20. Koncentrace vy¢isténych PCR

produktt byla zméfena na piistroji Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

3.5. Sekvenovani a dprava sekvenci

Vy¢isténé PCR produkty z kolonii byly sekvenovany spole¢nosti Eurofins Genomics —
produkt Mix2Seq Kit. Sekvence se upravovaly v programu Geneious. Nejprve byla
zkontrolovana jejich kvalita a nasledn¢ se sekvence ovérily pomoci online nukleotidové
databaze serveru NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Jednotlivé forward a reverse sekvence genu byly
spojeny do tzv. contigli. Nasledné ofezani sekvenci primerti a vektorti probéhlo pomoci funkce
VecScreen databaze severu NCBI BLAST. Po zalignovani vSech ziskanych kontigti spole¢né
s referenénim datasetem se zjistilo, Ze nékteré sekvence jsou antisense, ty se pomoci funkce

reverse complement pievedly do sense sméru.

3.6. Fylogenetické analyzy

Sekvence ziskané v ramci této prace byly pfidany k jiz zndmym — referencnim —
sekvencim eupelagonemid z databdze NCBI. Diky znaéné velikosti takto vzniklého datasetu
(308) a naslednym problémem s vizualizaci fylogenetického stromu, byl pocet referen¢nich
sekvenci redukovan pomoci programu Usearch (Edgar 2010) klastrovanim na 97% hladiné
podobnosti. Timto zptisobem doslo ke snizeni komplexity zhruba o tretinu (198 sekvenci) aniz
by byl vyrazngji narusen fylogeneticky signal. Sekvence pak byly alignovany v programu
MAFFT v. 7.266 (Katoh & Standley 2013) pomoci algoritmu LOCALPAIR. Vysledny
alignment byl ofezan na délku mnou osekvenovanych kratkych fragment (cca 450 bp)
v programu SeaView 4 (Gouy et al. 2010). Fylogeneticka analyza upraveného alignmentu byla
provedena metodou maximalni vérohodnosti (Maximum Likelihood) v programu

IQTree v. 1.5 (Nguyen et al. 2015) podle evolu¢niho modelu SYM+R4, ktery ziskal nejvyssi
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hodnotu Bayesian Information Criterion (BIC) v modeltestu obsazeném v 1QTree (-m MFP).
Podpora vétveni byla odhadnuta metodou ,,nonparametric-bootstrap* ze stovky opakovani
ve vySe uvedeném programu. Vysledna topologie byla pfevedena do grafického formatu SVG
v SeaView 4 a nasledn¢ upravena do vysledné podoby ve vektorovém grafickém editoru
Inkscape 0.92.1 (https://inkscape.org). Primérna geneticka vzdalenost mezi jednotlivymi pary
pozic studovanych sekvenci byla zmétena v programu MEGA 7.0.26 (Kumar et al. 2016).
Analyza praimérné genetické vzdalenosti byla provedena pouzitim kompozitniho modelu
maximalni vérohodnosti (Maximum Composite Likelihood model) (Tamura et al. 2004).
Haplotypové sité¢ byly vytvotreny v programu PopART 1.7 (Leigh & Bryant 2015), pro
zpracovani zde ziskaného datasetu byl pouzit TCS algoritmus (Clement et al. 2000; Clement
et al. 2002). Pro vyuziti dat v POpARTuU se alignment ptevedl do formatu Sequential NEXUS
pro vytvareni fylogenetickych siti pomoci online programu ALTER (Alignement
Transformation EnviRonment, http://sing.ei.uvigo.es/ALTER/ (Glez- Pena et al. 2010)).
Jelikoz vysledky haplotypovych siti se skupinami podle jednotlivych hloubek neukazaly
zadnou zavislost, byly hloubky spojeny do tfi skupin— epipelagial, svrchni mezopelagial a
spodni mezopelagial (Tab. I). Také bylo kvuli redukci komplexity signalu nutné zklastrovat
dataset, pouzity pro nékteré haplotypové sité. V tomto piipadé jsem sekvence klastrovala
v programu Swarm v. 2.8.2. (Mah¢ et al. 2014; Mahé et al. 2015). Pro vznik klastri sekvenci
bylo nutné nastavit kritérium 10 mutacnich udalosti (d=10), jelikoz defaultni nastaveni (d=1),

zadné shluky nevytvofilo.

4. Vysledky

Z celkového poctu 12 vzorkd mélo 10 pozitivni signal na pfitomnost diplonem. Jako
negativni se projevily hladinové vzorky u lokality 9, konkrétné vzorky ¢.: 17 a 18. Ze zbylych
10 pozitivnich vzorkl jsem pro fylogenetické analyzy klonovanim vytvotila 96 sekvenci
(ptehled je znazornén v tabulce (Tab. V)), z toho byly jen 2 identické, a to jedna z lokality 245
a hloubky 256 m, druha z lokality 9 a hloubky 1208 m. Primérna geneticka vzdalenost part
jednotlivych pozic sekvenci byla pro lokalitu 245: 0.08, pro lokalitu 9: 0.074 a pro obé¢ lokality
dohromady: 0.078. Kompletni piehled primérnych genetickych vzdalenosti pro jednotlivé
vzorky je vyobrazen v tabulce (Tab. V). Vysledky ukazuji na 90-95% genetickou podobnost
mezi vzorky, z ¢ehoz lze predpokladat, ze mnohé jedine¢né sekvence v ziskaném datasetu jsou

samostatné druhy (viz Diskuze).
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Z fylogenetického stromu (Obr. 6), vytvoieného z alignmentu ze ziskanych a vybranych
referencnich sekvenci, lze wvyc€ist, ze vSechny ziskané sekvence patfi do skupiny
Eupelagonemidae, coz se predpokladalo a potvrdilo kvuli specificité primera. TaktéZ netvori
Zadnou novou, od jiz znamych sekvenci, jasné oddélenou skupinu v ramci eupelagonemid a
piestoze Se spiSe shlukuji a nejsou nahodné rozesety, jejich vyskyt je patrny po celém
fylogenetickém stromé. Z vysledkt stromu nelze uréit presnéjsi schéma rozsifeni podle
hloubky ani podle lokality, ackoli se ve stromé nachazi par oddélenych klastri. Dva klastry
z lokality 9 a ptevazné vétsi hloubkou (700-1208 m a 350-1208 m) a jeden z lokality 245
s naopak malou hloubkou (20 m).

Haplotypové sité, které jsou vhodnéjsi pro popisovani vztahii na nizkych taxonomickych
urovnich (populace a blizce pfibuzné komplexy druhl, viz Diskuze) nez klasické
fylogenetické metody (Obr. 7— Obr. 12) zobrazuji vzajemnou genetickou piibuznost
jednotlivych sekvenci podle lokality a podle hloubky sbéru vzorku jednotlivych oblasti.
Z vysledku sité s rozdélenim dat podle lokalit (Obr. 7) neni vidét fylogeograficka struktura
eupelagonem ze zkoumanych lokalit, coz vzhledem k jejich relativni blizkosti neni
prekvapujici. Abychom vSak vyloudili, ze jde o artefakt zplsobeny pfiliSnou komplexitou
datasetu, pouzili jsme shlukovaci program SWARM (Mahe et al. 2015). Pti defaultnim
nastavenim kritéria pro shlukovani jedné muta¢ni udalosti (d=1) nedoslo k redukci komplexity
(vzniku shlukii/klastrli sekvenci), ta byla pozorovana az pfi mnohem konzervativné&j$im

nastaveni (d=10). Ani tehdy vSak neni na lokalitach patrna separace (Obr. 8).

Jednim z cili mé prace bylo potvrzeni vertikdlni separace pelagickych diplonem
popsané na zaklad¢ analyzy globalniho datasetu Tara Oceans (Flegontova et al., 2016).
Vzhledem k tomu, Ze na Grovni ribotypt nedochazelo ke sdileni mezi jednotlivymi hloubkami,
pouzili jsme opét metodiku haplotypovych siti. Z nich, po rozdéleni jednotlivych hloubek do
tii skupin (epipelagial, svrchni a spodni mezopelagial) (Obr. 9, Obr. 10, Obr. 11 a Obr. 12), je
patrny urcity trend, oddé€lujici populace mezi jednotlivé vrstvy. I kdyz jsou zde vyjimky a
nelze tak hovofit o pravidlu. Tento trend je 1épe patrny u lokality 9 (Obr. 9, Obr. 10), kde je

jednak vice vzorku a také vétsi hloubka, u niz se pfedpoklada nejvétsi abundance diplonem.
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Tab. V: Pocet osekvenovanych klonii na vzorek a priimérna geneticka vzdalenost mezi
pozicemi jednotlivych sekvenci spocitana vZdy pro vsechny osekvenované klony jednoho

vzorku.
Lokalita Cislo Hloubka | Pocet Primérna geneticka
vzorku | (m) oskenovanych vzdalenost
klontd
245  43°22'38.6"N | 2 20 10 0.062
14°44'55.6"E
Deep chl max (50 m) | 4 75 9 0.078
6 120 10 0.05
8 256 10 0.055
9 42°07'20.2"N | 19 200 11 0.085
17°46'41.8"E
Deep chl max (62 m) | 20 350 9 0.072
21 700 9 0.092
22 800 8 0.061
23 1000 10 0.068
24 1208 10 0.055

19




245-120-6
0-8 245-120-2

12
L -200-5 245-75-5
2225739-708-300-11

0.02 9]

—245-120-4
2852155 5
o e o0.g 9-1000-5

9-350-99245-75-
i 9-3565- 56

245-20-4

2,45-1 20-10
~ 9-200-9

o To00s— 2-1000-9 07001

e 19-1208-5 9-800-4
9-700-9¢g_ g
T Somop?

9-800-8
S 12089 0 9-1000-10

9-350-5 9-1000-3
e 2-800-7— 9 g00-1

100

L S ——

245-20-2 __ 245 20-6

qu— w—245-20-5
0

1 s mo > 245-20-7
45-256-6
245.256-3
9-350-7
9-1000-7
2 [Fc9-1208-4 g 550,
ﬁ‘—m@.:z*45-zo-1o
51
95|:| E
"l Mososp 9-1208-8
97
100°
o 10 —5245-256-8
L 35002
66|87
outgroup

Diplonema, Rhynchopus, Hemistasia)

Obr. 6: Fylogeneticky strom vytvoreny ze ziskanych a referencnich sekvenci. Vzorky jsou
pojmenované podle vzoru: lokalita-hloubka (m)-cislo sekvence.

20



92006
S
10 samples

9.200_11
P 24575 7

) 245755

- 245_120_2

245120 8

245_75_4

245_75_3

245_120_10

J
245_120_7 _ 245752

245_75_1 245 1205

/ g 35p5 245256 4 - W/
' 245 120 1

9_700_5
N

245120 9

24520 4 245_75‘ - H_ZDDILE_
ot 5 350 6 .
)
45_120_4 N/ 245_256_10
. 24520 3
f{ \_,/‘ 245_256_5
_/
9.1000_5 245_120 3
y \3J/' |
T 9800 4 \,
o_tooo_ ~ 2800 —
91208 245_256_1
245 256 2
245 2563
9_1208_7
/ 245_256_9
245759
T 245 75.8
245 20 2
) —~
)
245 20 5 9_200_2
245_20_1 ) 245._20_10 245 2568
\_/
24520 6 93307 \

245_20_7
A
9.1208_4 9 350 2
Y

Obr. 7: Haplotypova sit' celého ziskaného datasetu, rozdéleného do dvou skupin podle

lokality— 9 a 245.

21



smp_245_9

dmp_9_5
[
10 samples
1 sample
. 9 smp_245_11 smp_246_20
. 245
dmp_8_7
dmp_9_4
dmp_9_32 ‘
245_1 ‘
dmp_9_15 e
e_245 2
dmp_9_26
dmp_9_24 dmp_9_21
smp_9_ 2 smp_9_10
dmp_9_30
smp_9_18 emp-5-1
smp_9_7
dmp_9_12
e 245 4
dmp_9_22
dmp_9_25 ‘ . smp_245_14
\ e 2459
smp_9_8 dmp_9_3
smp_9_9
e_245_10
d 9_2 -
o o o mp_3_. smp_9_11
dmp_9 17 pP_H_ dmp_9_28
e_245_18
dmp_9_35
dmp_9_0 ’ e_245_14
dmp_9_9 smp_245_6
smp_9_13

Obr. 8: Haplotypova sit’ celého ziskaného a zklastrovaného datasetu, rozdéleného do dvou
skupin podle lokality— 9 a 245.

22



dmp_9_3
smp_9_7 smp_9_10
smp_9_8
dmp_9_12 smp_9_3
smp_9.9
dmp_9 21
dmp_9_18 sme.9.4
dmp_9_13 dmp_9.9 smp_9_1
\ smp_9_12
dmp_9_1
dmp_9_1 smp_9_1%
dmp_9_28
dmp_9_26 dmp_9_5
dmp_9_23
dmp_9_19
smp_9_15
dmp_9_7
smp_9_14
dmp_9_14
dmp_9_4
dmp_9_6
dmp_9_34
smp_9_18
dmp_9_24
smp_9_5
dmp.9.2 dmp_9_33
dmp_9_27
smp_9_2
dmp_9.0
dmp_9_30
dmp_9_31 dmp_9_17
dmp_9_36
smp_9_13 smp_9_16
dmp_9_15
dmp_9_29
dmp_9_35 dmp_9 20
mp_9._
dmp_9_16
dmp_9_10

smp_9_6

smp_9_11

smp_9_17

smp_9_20

dmp_9_22

7N
{ \

‘I 10 samples

oY

1 sample

-
@

Obr. 9: Haplotypova sit vSech ziskanych sekvenci z lokality 9, rozdélené do dvou skupin podle
hloubkovych vrstev. Jedna skupina: smp= svrchni mezopelagial (zde vzorky z 200 350 m) a
druha skupina dmp= spodni mezopelagial (zde 700-1208 m).
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m) a druha skupina dmp= spodni mezopelagial (700-1208 m).
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podle hloubkovych vrstev. Jedna skupina: e= epipelagial (20 a 75 m) a druha skupina smp=
svrchni mezopelagial (120 a 256 m).
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Obr. 12: Haplotypova sit vSech ziskanych a zklastrovanych sekvenci z lokality 245, rozdeélené
do dvou skupin podle hloubkovych vrstev. Jedna skupina: e= epipelagial (20 a 75 m) a druha
skupina smp= svrchni mezopelagial (120 a 256 m).

5. Diskuze

Urc¢eni druhti u mikroskopickych eukaryot je velmi naro¢né, z hlediska morfologie neni
u velké casti jednobunécnych organismt dostatek znakl (vyjimku tvoii naptiklad rozsivky,
obrnénky, kokolitky ¢i kofenonoZci u nichz se vyskytuje externi exoskeleton). Alternativnim
pfistupem je environmentalni sekvenovani, pii kterém zjiStujeme tzv. sekvencni diverzitu.
V tomto ptipadé se jednotlivé druhy urcuji na zaklad€ vzajemné podobnosti ziskanych
sekvenci. Pfesna hranice této podobnosti pro odliseni druhti v§ak dosud nebyla uréena a diky
rozdilné evolu¢ni rychlosti jednotlivych molekularnich markerth napfi¢ eukaryotickou
diverzitou nejspis viibec neexistuje (Brown et al. 2015; Nebel et al. 2011). Proto nékteré studie
povazuji ¢lenéni druhd u prvoki za nedulezité a fikaji, ze u mikroorganismd pojem ,,druh*
neexistuje (Boenigk et al. 2012). Nicmén¢ zafazeni organismi do druhd je zakladem pro
urceni druhové bohatosti, a proto je stale snaha o definovani hranice podobnosti. Rtizné studie

pouzivaji odli$né hranice, na zaklad¢ cilové skupiny, avSak nejbéznéji pouzivanou hodnotou
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u prvoki je 97% hranice podobnosti, od niz jsou sekvence povazovany za jeden druh (Schloss
& Handelsman 2005). U diplonem zatim neni dostatek informaci pro podrobné;jsi uréeni, a tak
pokud se budeme tidit pravé 97% hranici podobnosti, 1ze fici, Ze ptiblizn¢ polovina mnou
ziskanych sekvenci patii jedine¢nym druhtim diplonem. Alternativnim zptisobem shlukovani
sekvenci do operacnich taxonomickych jednotek je vazebny algoritmus pouzity napf.
v programu SWARM 2 (Mahé et al. 2015). Misto celkové hladiny podobnosti pocitané z celé
délky sekvence tvoii shluky na zakladé mutac¢nich kroku a pravdépodobné tak blize odpovida
realnému modelu speciace (zalozenému na kumulovani mutaci a nasledné nekompatibilité).
Tento ptistup byl v posledni dobé pouzit na celé fad¢ velkych projekti (Mah¢ et al. 2017; de
Vargas et al. 2015; Forster et al. 2016). Aplikaci programu SWARM na muj dataset za pouziti
doporuceného nastaveni mutacnich krokd (d=1-3) doSlo k minimélni redukei diverzity (91
shlukti vs. 95 jedine¢nych ribotypll). Vyraznéjsi pokles se objevil az pfi pomérné drastickém
a tviirci programu nedoporu¢eném nastaveni (d=10, 41 shlukt). Jinym zptisobem vizualizace
diverzity je fylogeneticky strom. V mém piipad¢ (Obr. 6) se sekvence vyskytuji po celém
strom¢ a jsou rozd€leny do blizce ptibuznych skupin, v téchto jednotlivych skupinach tak
pravdépodobné nekteré nejpodobnéjsi sekvence patii ptislusnikim stejného druhu. Toto
mizeme fici naptiklad o nékterych sekvenci z lokality 245, vzorku 6, kde si jsou velmi
podobné 3 sekvence a vzorku 8 s prakticky stejnou dvojici sekvenci. U lokality 9 je tomu tak
u jedné trojice u vzorku 24. Vsechny sekvence vSak zapadaji do jiz zndmého taxonomického

kontektu eupelagonem a neobjevila jsem nové klady.

Z ptedchozich studii je patrnd vertikalni stratifikace eupelagonem bez jakéhokoli
geografického c¢lenéni. V rozSifeném datasetu Tara Oceans expedice, obsahujici vzorky
I Z mezopelagické zony (200-1000m), bylo nalezeno mnohem vice diplonem nez ve fotické
z0Ong, prestoze vzorkl pochazejicich z hlubsich vod bylo méné (Flegontova et al. 2016; Lara
etal. 2009; de Vargas et al. 2015). Kvuli nedostatku dat v pfedchozich vyzkumech, poskytujici
informace jen o tfech hloubkach, bylo jednim z cili této bakalaiské prace zjistit jakym
zpusobem je Clenéna diverzita eupelagonem ve vodnim sloupci. Diky obrovské diverzité
ziskanych sekvenci se vSak nepodafilo urCit presnéjsi hranici hlavniho vyskytu eupelagonem,
uplné negativni signdl byl jen u dvou vzorka (2 a 62 m) z fotické zony u celkové hlubsi
lokality (9), tato hranice se ale nepotvrdila u druhé lokality, kde byly pozitivni i vzorky z 20 m.
PrestoZze by pro podrobnéjsi informace bylo potieba vice osekvenovanych klonli vzorkd,

podafilo se potvrdit preferenci riznych hloubek u urcitych skupin eupelagonem, coz je

znatelné hlavné u lokality 9. U druhé lokality (245) tento trend neni az tak patrny, divodem
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mize byt jednak mens$i pocet vzorkd, ale také celkova hloubka lokality, ktera dosahuje
jen 256 m. Z vysledkd této prace je tedy patrna urcita komunikace mezi jednotlivymi
hloubkami, i kdyZz u hlubsich vzorkti je stratifikace patrnéjsi. Dtlvodem Castecné
promichanych populaci vSak mtize byt i vertikalni migrace jedincii. Celkova vertikalni
migrace planktonu ve vodnim sloupci mezi dnem a noci je znama uz pomérné dlouho (Angel
prostiedi, at’ uz je jejimz divodem okolni teplota (Sunagawa et al. 2015) nebo potravni tlak
(Not et al. 2007). Nechténé promichavani mohou zpusobit i pfipadné moiské proudy, ty ale u
zkoumanych lokalit nejsou nikterak vyrazné a celkova cirkulace motskych vrstev je mirna
(Cushman-Roisin & Naimie 2002). Vysledky této bakalaiské prace tedy do jisté miry

potvrdily vertikalni stratifikaci, ale neurcily jeji hranici.

Doposud dostupné fylogenetické¢ analyzy skupiny Eupelagonemidae zalozené na
18S rRNA poskytuji velmi malo informaci o struktufe této skupiny, coz spole¢n¢ s objevenym
nizkym stupném divergence a naopak extrémni diverzitou, naznacuji pravdépodobnou
relativné recentni hyper-radiaci (Flegontova et al. 2016). Nalezena extrémni diverzita
eupelagonem se potvrzuje stale v dalSich studiich. Jednim z faktort, které by mohly
pozorovanou diverzity silné¢ nadhodnocovat je existence kopii/paralogii o rtizné sekvenci
vV ramci jedné bunky. V piipad¢ eupelagonem byl pouZzit gen 18S rRNA, kde byl vyskyt
paralogii popsan napiiklad u primitivnich ryb nebo rozsivek (Alverson & Kolnick 2005;
Krieger & Fuerst 2002), ale jeho pomérné mald mira byla povazovana za polymorfismus
vznikly pti diverzifikaci druhti. U diplonem vSak jejich vyskyt nebyl pozorovan. V soucasné
dob¢ probiha skladani genomut dvou zastupct skupiny Diplonemea, Diplonema papillatum a
Hemistasia phaeocysticola, ani v jednom piipadé nebyl vyskyt rRNA polymorfizmu patrny
(Horak, osobni sdé¢leni). Navic v nedavné studii Gawryluka et al. (2016), kde izolovali 10
raznych bun¢k eupelagonem a nasledné pomoci metody SCG nahlédli do ¢asti (10-25%) jejich
genomi, nebyl vyskyt rRNA paralogi nalezen. Dalsi teorii odporujici vysoké diverzité je
nizky evolu¢ni potencial moiského planktonu. Diive byl moisky zooplankton povazovéan za
pomalu se vyvijejici skupinu, u které je predpokladan neefektivni geneticky drift v ramci své
obrovské populace (Bucklin & Wiebe 1998; Lynch et al. 1991). Taktéz byl piirovnavan
Kk poletujicim casticim ve vzduchu, volné se pohybujicim po celém oceanu, a proto se nemuize
adaptovat na konkrétni lokalitu (Angel 1993). Nicméné na zakladé nedavno objevenych
oddélenych populaci planktonu Peijnenburg & Goetze (2013) vytvorili teorii vysokého

evolu¢niho potencialu motského zooplanktonu, jejiz hlavni evoluc¢ni silou je selekce. Rovnéz
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Smetacek (2001) tvrdi, ze primarnimi silami speciace moiského planktonu jsou, spi§ nez

konkurence o zdroje a prostor jak je tomu u terestrickych druht, biotické interakce.

Vysledky mé prace souhlasi s ostatnimi studiemi. Diverzita eupelagonem nalezena ve
zde pouzitych vzorcich byla velmi vysoka (téméf stoprocentni). Kvili tomu byla vysledna
data této prace nedostacujici na presnéjsi urCeni diverzity eupelagonem a jejich stratifikaci
v moiském prostredi, piestoze z kazdého vzorku bylo osekvenovano primérmeé 10 klont. Proto
by bylo vhodné osekvenovat vice kloni z kazdého vzorku pro lepsi predstavu o diverzité
eupelagonem a jeji stratifikaci v této oblasti. Diky efektivit¢ klonovani a relativné velké cen¢
Sangerova sekvenovani se vSak jako mnohem vhodnégjsi jevi aplikace nékteré z technologii
NGS, vzhledem k velikosti zvoleného barkddu nejspi§ Ilumina MiSeq 300+300. Piipadné

barkddovani pomoci technologie PacBio, ktera umozni ¢teni celych sekvenci 18S rRNA,

ptipadné celych ribozomalnich operonii (ovSem pii mensim pokryti).

6. Zaver

O skupiné diplonem toho zatim vime pomérné malo. Existuji diikazy ohledné jejich
vSudypiitomnosti, obrovské diverzité a abundance v moiském planktonu, stavaji se tak
jednémi z kli¢ovych organismil nejvétsiho ekosystému svéta (Flegontova 2017; de Vargas et
al. 2015; Lara et al. 2009). O to dulezit&jsi je zjistit co nejvice o jejich roli, kterou v ném hraji.
Pro objasnéni rozsifeni a ptipadné fylogeneze eupelagonem ze dvou lokalit v Jaderském mofti
jsem pouzila environmentilniho sekvenovani a pro néslednou rekonstrukci vzajemnych
vztahl fylogenetické stromy a haplotypové sité. Vysledky této prace podporuji piedchozi
studie o jejich vertikalni stratifikaci, avSak pro jejich obrovskou diverzitu nebyla urcena
hranice vyskytu ve vodnim sloupci. Tuto odpovéd” by bylo mozné ziskat po podrobnéjSim

sekvenovani této lokality, ktera se pro tyto u¢ely ukézala jako vhodna.
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