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1.Uvod

1.1. Myxozoa Grasse, 1970

Myxozoa neboli rybomorky je kmen morfologicky vysoce redukovanych
mikroskopickych endoparazitti se slozitymi zivotnimi cykly. Dosavadné popsané druhy jsou
fazeny do 67 rodi v 17 celedich (Kaur et al., 2023) a rozdéleny do dvou tfid
Malacosporea a Myxosporea. Malacosporea zahrnuji pouze nékolik druhG vyuZivajicich
sladkovodni mechovky jako hostitele. Zbytek =zastupcu je zahrnut ve tiid¢

Myxosporea, a vyuziva jako hostitele krouzkovce (Okamura et al., 2015).

1.1.1. Fylogeneze

Fylogenetické umisténi téchto Zivo€icht bylo dlouhou dobu slozitym tématem k feSeni.
Piestoze byl tento kmen od svého objevu fazen do protist, jiz od zacatku 20 stoleti zacalo byt
toto fazeni na zakladé nckterych vlastnosti zpochybiiovano. Jako prvni pfisel s touto
myslenkou Stolc (1899), ktery ve své studii tvrdil, Ze Myxozoa nejsou protisté, Ze jsou jejich
spory mnohobunééné a mély by tedy byt soucasti metazoi. Tuto hypotézu pozdé€ji znovu
potvrdil Weill (1938). Ve své studii byl konkrétné€jsi a zminuje uz i nematocyty myxozoi
vykazujici identické vlastnosti jako nematocyty zahavcu. Tehdy tedy Weill jako prvni
navrhl, Ze se jedna o Zzahavce. Na zakladé nékterych podobnosti dokonce odhadoval
piibuznost s druhem Polypodium hydriforme. K pifesnému fazeni vSak bylo ticba

molekularnich analyz.

Ke konci 20. stoleti dochazelo diky rozmahajicim se molekularnim analyzam
k postupnému odhalovani skute¢ného zafazeni téchto paraziti. Kdyz byly dostupné sekvence
18S rDNA, Smothers et al. (1994) ukazali, Ze se Myxozoa seskupili v rdmci metazoi jako
sesterskd skupina K hlisticim. Toto zjisténi vSak nekorelovalo s Weillovo hypotézou.
Siddall et al. (1995) analyzu opakoval a diky vétsimu pocétu pouzitych sekvenci
prokazal, Ze jsou Myxozoa sesterska s Polypodium hydriforme, piesné jak piedpovedél Weill
(1938). Lom & Dykova o par let pozdé&ji (1997) také dospéli k zaveru, Ze jsou Myxozoa velmi
podobni Zahavclim, a to pfedevS§im na zédkladé ultrastrukturdlnich srovnani, zejména potom

srovnani jejich nematocyt s nematocyty zahavci (Kent et al. 2001).



Zasadni pro vyfeSeni této dlouholeté otdzky bylo znovuobjeveni druhu
Buddenbrockia plumatellae, jehoz zafazeni nebylo jasné. Ultrastrukturdlni analyza tohoto
parazita odhalila diky pfitomnosti nematocyt jeho myxozoarni afinitu (Okamura et al., 2002).
Tato analyza sice na jednu stranu podpofila zahav¢i pivod, na druhou ale interpretovala
domnélé soubory podélnych svalovych blokt u B. plumatellae jako homologni se svalovinou
hlistic, coz podpoftilo tvrzeni Smotherse et al. (1994). Detailnéjsi studie vSak nasledné
odhalily, ze podélné svaly B. plumatellae jsou stejné jako u zahavcu distribuovany radialné.
Navic prvni multigenova fylogenetickéa analyza (Jiménez-Guri et al., 2007) vylougila jejich
bilatérni pavod. Definitivné byla pifibuznost myxozoi s zahavci potvrzena prikazem
ptitomnosti genu specifického pouze pro zahavce (gen pro minicolagen) v jejich genomu

(Holland et al., 2011).

1.1.2. Morfologie

Jako u ostatnich parazitii, iu myxozoi doslo vlivem adaptace na paraziticky zptisob zivota
k redukci té€lniho planu. Ten se sklada pouze ze dvou vrstev tkané (endodermu
a ektodermu), jediného otvoru slouziciho jako tsta i fitni otvor (Technau & Steele, 2011)
a specializovanych zahavych bunék tzv. nematocytt, které obsahuji unikatni organelu
nematocystu (Americus et al. 2020). Extrémné redukovani Myxozoa se tak béhem svého
zivotniho cyklu skladaji pouze z né€kolika typu bunék (Holzer et al., 2018) a stiidaji dvé
vyvojova stadia (aktinospora/myxospora u myxosporei, dva typy malakospor vyvijejici
se v mechovce/rybé u malacosporei), jejichz podrobné&jsi popis byl publikovan ve studiich
Lom & Arthur (1989) a Lom & Dykova (1997).

1.1.2.1 Stadium aktinospory

Stadium aktinospory (Obrézek 1) je vétsinou triradialni, se tfemi nebo Sesti sporovymi
chlopnémi (kaudalni vybézky). Vyjimku tvoii skupina Tetractinomyxon, kterd ma Ctyii
sporové chlopng, ty funguji jako plovaky, které pomahaji udrzovat aktinosporu ve vodnim
sloupci. Kazdy kaudalni vybézek obsahuje jediné jadro a jeho délka se pohybuje od 10 pm
do nekolika set um. VSechny dosud popsané aktinospory obsahuji tfi nematocyty bez ohledu

na pocet kaudalnich vybézku (Feist & Longshaw, 2006).
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Obrazek 1. Stadium aktinospory. MéFitko 100 um (Pievzato ze Székely et al. 2009).

1.1.2.2. Staddium myxospory

Stadium myxospory (Obrazek 2), jehoz velikost se pohybuje mezi 10-20 pum, se vyviji
Vv obratlov¢im hostiteli a slouzi jako deterministicky znak v taxonomii. Spory jsou slozeny
ze dvou az 12 chlopni, jednoho az 13 nematocyti a infekéni sporoplazmy, kterd se sklada
Z jedné dvoujaderné¢ ¢i dvou jednojadernych bunck. Chlopné vytvareji suturalni
linii, ktera se $tépi a uvoliuje infekéni sporoplazmu v definitivnim hostiteli. Povrch chlopni
byva hladky ¢i vroubkovany, nékdy mohou byt obklopeny (zcela nebo ¢aste¢ne) slizovym
obalem. Nematocyty obsahuji stocené polarni vlakno, jehoZ orientace a typ stoceni byva
druhoveé specificke. Myxospory se vyvijeji v plasmodiich nebo pseudoplasmodiich splynutim
nékolika bunék (Feist & Longshaw, 2006).

Obrazek 2. Stadium myxospory. Méfitko 5 pm (Pievzato ze Székely et al. 2009).



1.1.2.3. Stadium malakospory

Malakospory z mechovct se skladaji z 8 chlopnovych bunék, 4 nematocytl
a 2 infek¢nich sporoplazem, z nichz se kazdéa sklada z primarni bunky obalujici sekundarni
bunku (McGurk et al. 2005). U malakospor produkovanych v rybim hostiteli je morfologie
spor,a tedy i identifikace druhii obtizn¢j$i. Transmisni elektronova mikroskopie vSak
prokazala, ze se rybi malakospory skladaji ze 4 chlopniovych bun€k, 2 nematocytt

a 1 sporoplazmy bez sekundarni bunky (Morris & Adams 2008).

1.1.3. Zivotni cykly

Jak jiz bylo zminéno, Zivotni cykly myxozoi jsou pomérné slozité a sestavaji
se z obratlovciho mezihostitele a definitivniho hostitele, kterym je obvykle krouzkovec
nebo mechovky. Nejvétsi zastoupeni znamych mezihostitelt tvofi ryby, ale vyuzivani jsou
i obojzivelnici, plazi, ptaci a savci (Fiala et al., 2015). Mezi myxozoi neexistuje Zadny jasny
vzorec jejich hostitelské specifity. Nékteré druhy jsou napiiklad striktné hostitelsky specifické
jako tteba. Myxidium lieberkuehni u stiky. Nékteré druhy, jako je Myxobolus cerebralis
¢i Tetracapsuloides bryosalmonae jsou specifi¢ti pouze na urovni ¢eledi. Oproti tomu jiné
druhy se vyznaCuji nizkou specifitou, napiiklad Myxobolus aeglefini parazituje
jak u platysovitych, tak u treskovitych ryb (Nielsen et al., 2002). Jejich zastupce muiizeme
nalézat jak v mofich, estuarech, tak i ve sladkovodnich prosttedi po celém svété
(Feist & Longshaw, 2006).

1.1.3.1.  Zivotni cyklus malacosporei

Malocosporea jsou paraziti sladkovodnich mechovek. Troficka, proliferativni stadia ziji
V jejich télni dutin€ ve formé uzavienych mnohobunéénych vaki nebo cervovitych organismi

(Lom & Dykova 2006). Jako mezihostitele vyuZzivaji ryby.

Jako prvni bylo popsano vakovité stadium druhu Buddenbrockia plumatellae
jako Tetracapsula bryozoides (Canning et al. 1999). Na zakladé pozdé&jsich ultrastrukturalnich
a molekularnich studii vSak néktefi autofi navrhli, ze B. plumatellae a T. bryozoides
jsou fazemi zivotniho cyklu téhoz organismu (Monteiro et al. 2002, Canning et al. 2002).
Tato stadia se odliduji predeviim morfologicky. Cervovité stadium B. plumatellae se sklada
Z vnéj$i a vnitini vrstvy epitelidlni tkdn€. Mezi vrstvami jsou umistény Ctyii podélné bloky

slozené ze svalovych bun¢k (Okamura et al., 2002). Oproti tomu vakovita stadia se skladaji



pouze z vngjsi a vnitini vrstvy epitelidlni tkdné. Fenomén dvou stadii byl zaznamenan pouze
u tohoto druhu a jiné druhy, jako Buddenbrockia allmani nebo Tetracapsula bryosalmonae
tvofi pouze vakovita stadia (Hrabcova, 2015). Ob¢ stadia produkuji infekéni spory ve vnitini

dutin¢ (Hartikainen et al., 2014).

Nejjednodussi vyvoj nachazime u Tetracapsuloides bryosalmonae (Obrazek 3),
kde sporoplazma vstupuje do mechovky ptes stievni epitel a epidermis. Rana mnohobunécna
stadia jsou shluky né€kolika bunck, které se svou ultrastrukturou podobaji jednobunéénym
stadiim. Predpoklada se, Ze tyto shluky vznikaji bud’ agregaci nebo mitdzou. Nasledna stadia
jiz maji vnéjsi epitelialni vrstvu obklopujici kompaktni masu vnitfnich bunék. Vegetativnim
rustem vznikaji vacky. V ur€ité fazi vnitini bunky podléhaji sporogonii, kterd na rozdil
od rustu probiha spiSe synchronné. U jednoho hostitele se tedy obvykle nachazeji vacky
riznych velikosti, ale v podobné fazi sporogonie. Ve zralych vaccich se nachazeji

spory, které skrze kuzi infikuji ryby (Gruhl, 2015).

Spory jsou ptichyceny na klizi nebo zébry polarnimi vldkny a invaduji pies epidermalni
a slizové bunky do ryb (Longshaw et al. 2002). Infek¢ni stadia poté proliferuji v krevnim
feCiSti a putuji do ledvin, kde se znovu replikuji. Pronikaji do renalnich tubulfi, zde probiha
dalsi buné¢né mnozeni a diferenciace vedouci k produkci malakospor v ledvinovych tubulech
(Morris & Adams 2008). Spory z ledvinovych tubulii se nasledné uvoliiuji mo¢i do vody
a pozd¢ji infikuji mechovky (Grabner & EI-Matbouli 2008).



Obrézek 3. Zivotni cyklus Tetracapsuloides bryosalmonae (pievzato z Gruhl, 2015).

1.1.3.2. Zivotni cyklus myxosporei

Ackoliv je v soucasné dob¢ dobie znamo, Ze zivotni cyklus myxosporei (Obrazek 4)
zahrnuje dva hostitele, pomérné dlouhou dobu se mélo za to, Ze se myxospory pienaseji pfimo
z ryby na rybu. Studie Wolfa & Markiwa (1984) vSak prokazala, ze zivotniho cyklus druhu
Myxobolus cerebralis ma dvé faze a k jeho dokonceni je potfeba malostétinatce jako hostitele
(Feist & Longshaw, 2006). Obecné znaméjsi je faze, ktera vede k produkci myxospor
a probihd u nizsich obratlovct, typicky u ryb, vzacné u obojzivelniki, plazt, ptakl a savci.
Druha féaze, vedouci k produkci aktinospor, probiha v krouzkovcich, ziidka u sumySovcu
(Lom & Dykova, 2006).

Po pohlceni myxospory malostétinatcem dochazi k uvolnéni polarniho vlakna a ukotveni
parazita V hostiteli. Chlopné se oddéluji podél suturalni linie, améboidni sporoplazmy
se uvoliiuji a pronikaji mezi epitelidlni buniky stény stfeva. Cyklus prochdzi tfemi
fazemi — schizogonii, gametogamii a sporogonii. Zralé aktinospory jsou uvoliovany do lumen
malostétinatcti, a do prostfedi jsou uvolnovany defekaci nebo po smrti hostitele. Stadium

aktinospory je infekéni pro rybiho hostitele.



Pii kontaktu s hostitelem jsou polarni vlakna vytlacena z aktinospory a ukotvena
k hostiteli. ~ Preferovanym  vstupnim bodem jsou napiiklad hlenové  buiky
(Yokoyama & Urawa,1997). Sporoplazma proniké do hostitele, jeji buné¢na sténa se rozpada
a vnitini sekunddrni bunky napadaji okolni hostitelské buiiky. Vznika stddium ,buiika
Vv buiice”, kdy se uvniti primarni buiiky nachazi endogenné vzniklé sekundarni bunky
(Hausmann & Hulsmann 2003). Tato stadia migruji  do tk&ni  definitivni
infekce, kde proliferuji a vyviji se v plazmodium. Ty se rozd¢€luji dle typu lokalizace ve tkani
na coelozoické (v télnich dutindch) a histozoické (ve tkanich). Plvodni generativni bunky
prochazi délenim a diferenciaci za vzniku sporoblastli, které po dozrani davaji vznik
myxosporam (Wolf & Markiw, 1984). M¢élo se za to, Ze vétSina histozoickych myxospor
opousti hostitele az po smrti a jeho rozkladu (Lom et al., 1987), existuji vSak také
dukazy, ze se tyto myxospory uvoliiuji do prostiedi, kdyz je rybi hostitel stile nazivu

(Yokoyama, 2003). Myxospory jsou pohlceny malostétinatcem a cyklus se uzavira.
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Obrazek 4. Zivotni cyklus Myxobolus cerebralis (pievzato z Gruhl, 2015).



1.1.4. EKkonomicky vyznam

Myxozoa maji zna¢ny hospodaisky a ekonomicky vyznam. Parazity pusobena
onemocnéni jsou nejvyznamnéj$imi piekazkami pro tspésnou produkci ryb v akvakulturach
a jsou zodpovédné za 20 % umrtnosti ryb (Dadar et al., 2016). Mezi myxozoi nalezneme
druhy, které mohou zplsobovat zavazna onemocnéni a znatelné twhyny ryb
jak ve sladkovodnim, tak moiském prostiedi. Infekce muze snizit kvalitu masa a zpisobit
dokonce jeho neprodejnost. U volné Zijicich populaci jsou ndkazy myxozoi jednim
z vyznamnych faktort snizujicim jeji velikost (Feist & Longshaw, 2006). Infekci postihuje

celou fadu tkani a organti.

Infekce zaber sama o sobé zplisobuje snizeni dychacich schopnosti, naruSeni zaberniho
epitelu uvolnénim myxospor vsak muze navic poskytnout cestu vstupu pro sekundarni infekce.
Dle Molnara (2002) 1ze rozlisit intralamelarni epitelidlni a intralamelarni vaskulérni formy.
Jednim z druhti infikujicich Zzabra ryb v CR je Sphaerospora molnari. Ta byla hlasena u kapra
obecného a karase obecného ve studii Dykova & Lom, (1988). Infekce vede ke stiedné tézké
az te¢zké hyperplazii zaber a Cast respiraniho epitelu je nahrazena sporogonickymi stadii.
U lehkych infekci dochazi k lokalnim porucham prokrveni a dystrofickym zménam
(Feist & Longshaw, 2006). Proliferativni onemocnéni zaber neboli ,,hamburger gill disease*
zpusobené extrasporogonalnim stddiem druhu Henneguya ictaluri je jednim z ekonomicky
vyznamnych ptiklada. Toto onemocnéni ma za nasledek vysokou umrtnost mezi mladymi
chovanymi sumci, u kterych parazit vyvolava silnou granulomatézni zanétlivou reakci

v zabrach (Pote et al., 2000).

Nejznaméjsi nemoc zpuisobovana myxozoy je vrthohlavost pstruht (z ang. Whirling
disease). Jejim piavodcem je Myxobolus cerebralis, ktery napada chrupavku. Infekce
chrupavky mohou vést k jeji hypertrofii a zanétu okolnich tkani (Feist & Longshaw, 2006).
Klinické priznaky onemocnéni zahrnuji melanizaci ocasni oblasti a skeletalni deformity.
Ma se za to, ze charakteristicky ,,vifivy* pohyb a infikovanych ryb je disledkem sevieni

a tlaku na michu (Rose et al., 2000).

Ledviny jsou hlavnim cilovym organem velkého mnozstvi druhi myxozoi. Indukuji
v nich vyznamnou patologickou odpovéd’ hostitele, ktera vede k onemocnénim jako
je proliferativni  onemocnéni  ledvin  (PKD) lososovitych, zptsobena  druhem
Tetracapsuloides bryosalmonae, a sphaerosporéza u kaprt, zptisobena druhem Sphaerospora
renicola. Infekce se mtize projevovat jako akutni ¢i chronicky zanét az po rozsahlou tkanovou
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nekrozu a fibrézu. Rendalni poskozeni miize byt rozsahlé a vést tak k funkénimu poskozeni
(Feist & Longshaw, 2006). Infekce T. bryosalmonae jsou odpovédné za vazné ekonomické
ztraty v chovech lososovitych po celé Evropé a Severni Americe (Feist et al.., 2001;
Wahli et al.,2002). Spolu s Ceratonova shasta je to druh, ktery byl kosmopolitné rozsiten
¢lovékem (Hallet & Bartholomew, 2012). Nedavné studie zkoumajici u€inky zmény klimatu
na rybi patogeny navic prokéazaly ze v blizké budoucnosti vyssi teploty podpoii eskalaci
propuknuti PKD (Waldner et al., 2020).

1.2. Mitochondrie

Eukaryotické bunky obsahuji mitochondrie. Ty se povazuji za pozistatky bakterii, které
nyni prezivaji jako vysoce odvozeni symbionti (Andersson, & Kurland, 1999). Jejich
ptitomnost je jednim z hlavnich odliSujicich ryst eukaryot od prokaryot. Mitochondrie jsou
notoricky znamé jako ,,bunécna elektrarna®, jelikoz typicky generuji vétSinu ATP zasadniho
pro pteziti bunék (Pagliarini & Rutter, 2013). Kromé jiz zminéné produkce ATP v téchto
organelach probihaji dals$i zasadni reakce, a to naptiklad Stépeni cukri a mastnych kyselin
S dlouhym fetézcem, syntéza steroidi a lipidd ¢i replikace, transkripce, translace DNA
a proteinti (McBride et al., 2006). Ackoliv jsou tedy mitochondrie primarn¢ vnimany jako
bioenergetické a biosyntetické organely, které autonomné koexistuji v buiice, posledni dve
desetileti poskytla diikaz, ze navic funguji jako signalni organely. Tyto organely tedy neustéale
komunikuji s cytosolem a iniciuji biologické déje za homeostatickych a stresovych podminek

(Navdeep, 2015).

1.2.1. Puvod a funkce

Mitochondrie maji dvojitou membranu. Vnéj$i membrana oddé€luje mitochondrie
od cytosolu, vnitini membrana je invaginovana a tvofi kristy (Taanman, 1999).
Tyto membrany obklopuji hustou matrix, kterd obsahuje enzymy intermediarniho
metabolismu a mnohonasobné kopie genomu, ktery koduje nékolik vnitinich membranovych

proteinti a8 RNA potiebné pro jejich translaci (Frey & Mannella, 2000).

V roce 1970 Lynn Margulisovd ve své knize Origin of Eukaryotic Cells ozivila
dlouhotrvajici myslenku, Ze se mitochondrie a plastidy vyvinuly z volné Zijicich bakterii

prostiednictvim symbiodzy v eukaryotické hostitelské bunice. Technologicky vyvoj v oblasti



sekvenovani DNA v 70. a 80. letech 20. stoleti dopomohl podrobné charakterizaci
mitochondridlnich geni, které byly zasadni pro potvrzeni této teorie. Z pohledu
genomu, ktery obsahuje, je mitochondrie nezpochybnitelného bakterialniho
pavodu, pochézejiciho z bakterialniho kmene a-Proteobakterie (Gray, 2012). Casem byl tento
bakterialni endosymbiont redukovan na vysoce zavislou organelu, pficemz velka vétsina jeho
geni  byla bud  ztracena, nebo  pfenesena do  eukaryotického  jadra

(Andersson & Kurland, 1999).

Nejzasadnéjsi funkci mitochondrie je dychaci fetézec, ktery obsahuje pét enzymovych
komplext (komplex [-IV) umisténych na vnitini mitochondrialni membrané. Kazdy komplex
se sklada z vice podjednotek, kdy nejvice podjednotek (vice nez 40 polypeptidovych slozek)
ma komplex |. Redukované kofaktory (FADH2 a NADH) generované metabolismem
sacharidii, proteint a tuk® poskytuji elektrony komplexu I a komplexu II. Tyto elektrony
proudi mezi komplexy po elektrochemickém gradientu a jsou pfenaSeny komplexy III a IV
a dvéma mobilnimi elektronovymi nosic¢i (ubichinonem a cytochromem c). Uvolnénou energii
vyuzivaji komplexy I, III a IV k pumpovani protonti (H+) do mezimembranového prostoru.
Tento protonovy gradient generujici vEétSinu mitochondridlniho membranového
potencialu, je vyuzit komplexem V k syntéze adenosintrifosfatu (ATP) z adenosindifosfatu
(ADP) a anorganického fosfatu (Chinnery & Schon, 2003).

1.2.2. Derivaty mitochondrii

U n€kterych organismii mizeme pozorovat redukci nékterych ¢asti ¢i dokonce celého
genomu jako sou¢ast adaptace na anaerobni Zivotni styl. Takto redukované mitochondrie
nazyvame ,,mitochondrion related organels“ (MRO). Tyto organely (Obrazek 5), zndmé jako
hydrogenosomy, mitosomy nebo mitochondrialni organely (MLO), jsou ve srovnani
s klasickymi  mitochondriemi  redukovany  jak  strukturné, tak  biochemicky
(Shiflett & Johnson, 2010). Jejich spoleénymi charakteristikami jsou piitomnost dvojité
membrany a enzymu zapojenych do biosyntézy FeS klastrii
(Hackstein et al., 2006). Hydrogenosomy a mitosomy tak nesou evoluéni dédictvi

mitochondrii v eukaryotickych anaerobechnich organismech (Tachezy, 2019).
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Obrazek 5. Evoluce redukce mitochondriadlniho genomu (pievzato z Burki, 2016).

1.2.2.1. Hydrogenosomy

Hydrogenosomy byly poprvé popsany vroce 1973 ve studii Lindmark & Muller
u biCenky dobytéi (Tritrichomonas foetus) parazitujici v reprodukénim traktu dobytka
a zazivacim traktu ko¢ek (Gookin et al, 2004). Lindmark & Muller zjistili, Ze hydrogenosomy
jsou mistem fermentaéniho metabolismu pyruvatu vedouciho k produkci ATP
a molekularniho vodiku (Shiflett & Johnson, 2011). PfestoZe vétSina hydrogenosomu postrada
genom, nalevnik Nyctotherus ovalis si zachoval jeho ¢ast kodujici geny nad2, nad4L, nad5
a nad7 (van Hoek et al., 2000).

1.2.2.2.  Mitosomy

Dalsi redukovanou mitochondrialni organelou jsou mitosomy. Byly nalezeny
v anaerobnich nebo mikroaerofilnich organismech jako jsou archaméba Entamoeba
histolytica (Mai et al., 1999), diplomonada Giardia intestinalis (Tovar et al., 2003),
mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi (Katinka et al., 2001) ¢i vytrusovec Cryptosporidium
parvum (Henriquez et al. 2005). Metabolické procesy mitosomu jesté nejsou plné popsany
a prozatim je jim pfisuzovana pouze biosyntéza FeS klastri (Goldberg et al. 2008), coZ je tedy
spojuje s mitochondriemi a hydrogenosomy. Vyjimku vSak piedstavuje E. histolytica,

u které je draha biogeneze FeS-klastru lokalizovana mimo mitosom (Aguilera et al., 2008).
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1.2.3. Mitochondrialni DNA

Mitochondrie maji na rozdil od vétSiny ostatnich organel malé mnozstvi své vlastni
DNA, kterd je zndm& jako mitochondrialni DNA (mtDNA) ¢i mitochondridlni genom
(mitogenom). Tato DNA koduje fadu kliovych proteini dychaciho fetézce. Kazda
mitochondrie obsahuje jednu ¢i vice jejich kopii, které se nachazeji v mitochondrialni matrix
(Mishra & Chan, 2014). Na rozdil od jaderné DNA (nDNA) je mtDNA zabalena fadou

proteinti podobn¢ jako bakterialni chromozom (Yan et al., 2019).

1.2.3.1. mtDNA Zivocichu

Typicky Zivo¢isny mitogenom koduje 13 proteind patticich do &tyf enzymovych
komplext dychaciho fetézce, a to cytochrom b (cob), dv€é podjednotky ATP syntazy
(atp 6,8), tii podjednotky cytochrom ¢ oxidazy (cox1-3) a sedm podjednotek dehydrogenazy
NADH (nad1-6, 4L). Mimo proteiny mitogenom dale koduje RNA male a velké (rrnS, rrnL)
podjednotky mitochondrialnich ribozomu (Bernt et al., 2013) a fadu tRNA.

Odchylky od typické organizace genli jsou relativné vzacné. NejCastéji dochazi
ke ztratdm genti tRNA. Tuto ztratu mizeme bézné pozorovat u lackovct, kde je ztrata vétSiny
tRNA béznym jevem (Haen et al., 2010) ¢i u vifnikdh (Suga et al., 2008) a drapkovcii
(Braband et al., 2010), kde dochazi k ¢astetnym ztratam. Nejcastéji chybé&jicim protein
kodujicim genem je atp8. Chybi napiiklad u nékterych mékkysa (Boore, 1999) a dle studie
Gissi et al., (2008) se tento gen ztraci v rozptylenych ptipadech ve vSech hlavnich vétvich
metazoi. Vzhledem ke kratké a rychle se vyvijejici sekvenci genu vSak zistava
nejisté, jestli se jednd o opravdovou ztratu genu nebo jen o pouhé selhani jeho detekce
(Bernt et al., 2013). K odchylkam vSak nedochazi pouze v organizaci gend, ale i na strukturni
urovni. Dochazi naptiklad k rozpadu mitogenomu na nékolik chromozomi. Tento fenomén
je popsan napiiklad u stejnonozct (Raimondet al., 1999), viinikt (Suga et al., 2008), hlistic
(Armstrong et al., 2000) ¢i vs§i (Cameron et al.,2011).

1.2.3.2. mtDNA Zahavcu
Pokud se zamétime na kmen Zahavci, odchylky v mtDNA jsou pomérné vyrazné. Maji
odlisny jak obsah a organizaci genomu, tak i jeho strukturu. Variace v obsahu geni

se projevuje ztratou vétSiny genii tRNA nebo pfitomnosti introni (Chen et al. 2008)

a duplikovanych gent (Kayal & Lavrov 2008). Pivodni cirkularni molekulu maji pouze
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koralnatci (Medina et al.,2006), u ostatnich ttid zahavci doslo k jeji linearizaci. Tyto linearni
molekuly navic u n&kterych tiid podléhaji fragmentizaci. Ctythranky maji genom
fragmentovany na osm linearnich chromozoma (Smith et al., 2012) a Hydra magnipapillata,

zéastupce polypovct, na dva linearni chromozomy (Voigt et al., 2008).

Mitochondrialni genom druhu Polypodium hydriforme, u kterého byl na zakladé studie
Chang et al. (2015) potvrzen ¢asto zminovany piibuzensky vztah s myxozoi, byl popsan v roce
2022 (Novosolov et al., 2022). Jeho odhadovana velikost je 93,065 bp a obsahuje 70 kb
nekddujici oblasti obsahujici piedev§im repetice. Jedna se tedy o nejvétsi kruhovy
mitochondrialni genom, ktery byl doposud u zvitat popsany V kodujici oblasti byly
identifikovany protein kodujici geny pro atp6, cox1-3, nad1-6, acob. Organizace genu
se vyrazné 1181 od ostatnich zahavcl (v€etné myxozoi). Jedinou podobnosti je umisténi genu

cox1 na konci kédujici oblasti a nepfitomnost mt tRNA.

1.2.3.3.  mtDNA myxozoi

Mitochondrie myxozoi maji vysoce odlisné¢ struktury genomu s neobvykle vysokou
evolu¢ni rychlosti (Takeuchi et al., 2015). Doposud byl publikovan mitogenom druht
Kudoa septempunctata, K. hexapunctata a K. iwatai, (Takeuchi et al., 2015), dale pak
taky druhi  Enteromyxum leei (Yahalomi et al..,2017) a Myxobolus squamalis
(‘Yahalomi et al., 2020). Mitogenom druhu E. leei se sklada z osmi cirkularnich molekul
s velikosti od 23,997 do 22,093 bp a jeho velikost je vyrazné vétsi nez u ostatnich myxozoi.
Kazdy z chromozomti obsahuje konzervativni oblasti, které jsou identické az na vyjimky
u chromozomu 7 a 8. U tohoto druhu byly identifikovany geny pro coxl, cox2, cob, nadl
a nad5, kdy kazdy z nich byl nalezen na jiném chromozomu. Na kazdém chromozomu byl
také kodujici gen ribozomalni RNA, kdy na chromozomu 7 a 8 je kddovan na reverznim
vldknu (Yahalomi et al., 2017). Pomérné jednousi jsou mitogenomy druht, K. hexapunctata
a K. iwatai, které se skladaji pouze z jedné cirkularni molekuly o velikosti 18,219 bp
a 15,442 bp. Nachazi se na ni geny pro coxl, cox2, cob, nadl, nad3, nad5, nad6, rns a rnl.
Dalsi zastupce rodu Kudoa, K. septempunctata, ma genom rozdéleny na dvou molekulach
ovelikosti 19,425 a 19,350 bp. Na kazdém byly identifikovany geny pro cox1, cox2, cob, nadl,
nad5, nad6 a rnl srns. Druh Myxobolus squamalis ma stejné jako druhy K. hexapunctata

a K. iwatai pouze jednu cirkularni molekulu s nad1, nad5 a rnl s rns geny.
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V roce 2020 Yahalomiho tym piisel s pozoruhodnym objevem. Henneguya salmonicola
postrada mitochondrialni genom a je tedy vitbec prvnim zivoc¢ichem, ktery ztratil schopnost
bunééného dychani. Béhem studie dvou piibuznych druhtt (Henneguya salmonicola
a Myxobolus squamalis) nebyly u H. salmonicola schopni identifikovat zddné mitochondrialni
geny. Toto zjisténi bylo déale potvrzeno pomoci DAPI barveni. Béhem transkriptomické
analyzy bylo zjisténo, ze témét vSechny proteiny kdédované jadrem zapojené do replikace
a translace mt genomu u H. salminicoly chybély. Zajimavé dale je, Ze se u tohoto druhu gen
podjednotky gama-1 mtDNA polymerazy vyskytuje jako pseudogen. Obsahuje totiz tiibodové
mutace, které vytvareji piedCasné stop kodony, a proto H. salminicola nema zadny replikacni
aparat mtDNA. Dale také chybi geny komplexu I, IIT a IV dychaciho fetézce a geny kddujici
podjednotku protonového kandlu komplexu V (Obrézek 6). Predmétem diskuzi tedy
bylo, jaké MRO (viz. Kapitola 1.2.2.) se u tohoto druhu nachazi. Jelikoz ziskané assembly
neobsahovaly zadné hydrogenazy, nejedna se o hydrogenosomy. Na druhou stranu tato
organela sdili n¢které znaky s mitosomy kryptosporidii, a to pfitomnost krist a ztratu genti
komplext I, III a I'V. P¥itomnost krist a pseudogenti by mohla znamenat, Ze ztrata mitogenomu
je u tohoto druhu pomérné recentni zélezitost dle autorti pohanéna anaerobnim prostfedim

v obou hostitelich.

mitochondrialni
matrix

pyruvat =g acetyl-CoA
g ng}némy ATP
pfijemce
elektronu

Obrazek 6. Schematické znazornéni pierusené drahy aerobni respirace v mitochondrii Henneguya
salminicola (pfevzato z Bartosova-Sojkova P., Fiala 1., 2020).
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1.2.4. Mitochondrialni DNA jako molekularné geneticky marker

Molekularné genetické markery jsou segmenty genomu poskytujici molekuldrni
informace umoznujici diferenciaci taxoni (Grover & Sharma., 2016). Jejich pouziti
se osvédcilo nejen pro identifikaci a objevovani novych druhd, ale také pro objasnéni vztah

mezi skupinami organismt v systematickych studiich (Wiens, 2007).

Markery mohou byt navrzeny bud’ z jaderné¢ho ¢i mitochondrialniho genomu. UZitec¢nost
a rozliSeni kazdého genetického markeru zavisi na stupni variace sekvence markeru
(Blasco et al., 2016). Ve srovnani s jadernou DNA (nDNA) se mitochondrialni DNA
(mtDNA) vyviji rychleji, a tim vytvari vyssi stupen sekvencni variace, coz z ni ¢ini uziteény
zdroj markeri pro rozliSeni nizSich taxonomickych Grovni pro  organismy
(Hwang & Kim, 1999) ¢i nedavno divergovanych linii (Harrison, 1989). Naopak nDNA jsou
vice konzervativni neZ mtDNA. Vysoce konzervované oblasti jsou uZite¢ny zdroj genetickych
markerQ pro rozliSeni vyS$ich taxonomickych Grovni pro organismy (Choudhary et al., 2015).
Ptikladem vyuziti mtDNA markert je uspé€$Snd mezidruhova determinaci mezi nékolika druhy
helmintu jako jsou Taeniae spp., Echinostoma spp. a Schistosomy spp. nebo Trichuris spp.
(Gasser, 1999; Poon, 2017; Callejon, 2013). V ramci mtDNA zahrnuji piiklady genetickych
markert geny kodujici protein podjednotky I cytochrom ¢ oxidazy (COI) a genii podjednotky
1 dehydrogenazy NADH (NAD1) spolu s geny 12S a 16S ribozomalni RNA (rRNA)
(Chan et al., 2021).

U zivocichtl je tedy analyza mitochondridlnich genomi mocnym néstrojem k odvozeni
fylogenetickych vztahli na riiznych taxonomickych trovnich (Boore, 2006). Pomérné mala
velikost molekuly, jeji hojnost v tkénich, ortologie koédovanych genil, pfitomnost gent
¢ioblasti vyvijejicich se riznou rychlosti, uniparentalni dédi¢nost a absence rekombinace
(Elson & Lightowlers, 2006) totiz ¢ini z této molekuly spolehlivy a snadno pouzitelny
fylogeneticky marker (Gissi et al., 2008).

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1.1, fylogenetické zatazeni myxozoi bylo pomérné
dlouho dobou slozitou otazkou. Studie zalozené na jaderné ribozomalni RNA (rRNA)
a housekeeping genech podavaly rozporuplné informace (Smothers et al., 1194, Jiménez-Guri
et al., 2007, Evans et al., 2010). Fylogeneze zaloZena na jadernych genenech rRNA zafadila
Myxozoa do bilaterii, (Smothers et al., 1994). Oproti tomu fylogeneze né&kterych
housekeeping gent (Jiménez-Guri et al., 2007) naznacovala, Ze tato skupina patii k zahavcim.

Mitochondrialni genom by tedy mohl poskytnout dal$i pohled na evoluci téchto zvifat.
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| tato cesta ma ale n¢kolik prekazek. Naptiklad i pomérné konzervativni mitochondrialni geny
myxozoi podlehly v pribéhu evoluce zasadnim zménam Vv dasledku vysoké evoluéni
rychlosti, a tedy identifikovani mitochondrialnich sekvenci v milionech nukleotidovych bazi
DNA celkové genetické informace myxozoi je velmi nesnadné (BartoSova-Sojkova & Fiala,
2020).

Dle posledni studie zabyvajici se mitochondrialnim genomem druhu Polypodium
hydriforme (Novosolov et al., 2022) je evoluce mitogenomui u Zahavci slozitéjsi, nez se diive
ptedpokladalo (Obrazek 7). Jak Myxozoa, tak P. hydriforme vtéto studii, v souladu
s predchozimi studiemi (Lavrov & Pett 2016; Yahalomi et al. 2017), vykazuji extrémné
vysokou evolu¢ni rychlost. Z délky vétvi a nizkého poctu identifikovanych mitochondrialnich
gentl, vyplyva, ze evolu¢ni rychlost je u myxozoi jesté¢ vyssi, nez u druhu P. hydriforme.
Déle pak P. hydriforme a Myxozoa sdileji ztratu tRNA. Tyto molekularni znaky definujici
architekturu  mitogenomu  tak  poskytuji  dalsi dikaz piibuzenského  vztahu

myxozoi, parazitického druhu P. hydriforme a medusozoi.
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Obrazek 7. Fylogenetické analyzy mitochondrialnich genomt zahavci. (A) Fylogeneticky strom péti
konkatenovanych protein kodujicich gent (cox1, cox2, cytb, nadl, nadS). (B) Evoluce struktury
mmitogenomu zahavcii. Cervené je oznaéen linearni mitogenom a &erné potom cirkuldrni mitogenom

(ptevzato z Novosolov et al., 2020).
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2. Cile prace

Tato prace méla tfi hlavni diléi cile:

1) Ziskat kompletni ¢i ¢aste¢ny mitochondridlni genom vybranych zastupci myxozoi

Z riiznych evoluénich linii.

2) Popsat charakter genomu a zjistit, zdali je fragmentace genomu jev vyskytujici se ve vice

evolu¢nich liniich myxozoi.

3) Na zakladé ziskanych dat rekonstruovat evoluci mitochondrialniho genomu myxozoi.

Dodate¢nym cilem bylo pokusit se pomoci transmisni elektronové mikroskopie vizualizovat

mtDNA a nahlédnout na strukturu mitochondrii myxozoi.
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3. Material a metody

3.1. Studijni material

Pro splnéni jednotlivych cilii bylo vybrano 5 druhii myxozoi (Tabulka 1) patiicich
do riznych vyvojovych linii. Vybranymi druhy byly Sphaerospora molnari, Myxidium

lieberkuehni, Nephrocystidium pickii, Zschokkella nova a Zschokkella sp.

Druhy N. pickii, M. lieberkuehni a Z. nova byly vyizolovany pitvou ryb ziskanych
v Ceské republice. Vzorky druhu Zschokkella sp. byly izolovany z tresky Gadus morhua
béhem kurzu Moftské parazitologie (v roce 2022) v oblasti Norského moie v zatoce
Kvernesfjorden (Obrazek 8), oblasti Vevang (Norsko). S. molnari je modelovym organismem
nasi laboratofe a jeho vzorky jsou neustale k dispozici. Sekvenacni data mitochondrialniho

genomu mi byla poskytnuta Skolitelem pted zacatkem diplomové prace.

Tabulka 1. Seznam analyzovanych druha v této praci.

Druh Hostitel Orgén Lokalita
Sphaerospora molnari Cyprinus carpio krev CR

Myxidium lieberkuehni Esox lucius mocovy méchyi Tiebonsko — CR
Nephrocystidium pickii Esox lucius ledviny Ttebonisko — CR
Zschokkella nova Ctenopharyngodon idella zluénik Ttebonsko — CR
Zschokkella sp. Gadus morhua zluénik Vevang — Norsko

Obrazek 8. Mapa s vyznacenymi oblastmi odchytu Gadus morhua pro naslednou izolaci druhu
Zschokkella sp. (Zdroj. GoogleEarth).

19



Vzorky byly vychozim materidlem pro naslednou izolaci mitochondridlni frakce
a izolaci mitochondrialni DNA. Metodicky nésledovalo Oxford Nanopore sekvenovani,

design specifickych primerd, PCR, BTseq sekvenovani a bioinformatickd analyza

(Obrézek 9).

Mt genome
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myxozoan parasites sequencing }

| Pt |

mt genome
Mitochondria rich assembly
fraction  J
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Obréazek 9. Grafické znazornéni postupu prace (Fiala).

3.1.1. Metodika sbéru materialu

Pro sbér vzorku druhu Zschokkella sp. bylo nutné odchytu ryb, ke kterému byly vyuzity
rybarské sité (tenata) kladené do riznych hloubek. Sité byly na misté ponechany po dobu
24 hodin. Chycené ryby byly piepraveny do laboratofe, humanné usmrceny a vypitvany.
Nasledovalo vySetifeni organti na piitomnost parazitu. Vzorky nalezenych parazita byly

rozdéleny a uchovany v lednici, mrazaku, pufru ¢i v 96% ethanolu.

Pro sbér zbylych vzorkl byly vyuzity zakoupené ryby, ¢i ryby z laboratorniho chovu.
Tyto ryby byly humanné usmrceny a vypitvany. Ziskani paraziti byly

uchovani v lednici, mrazaku, pufru ¢i v 96% ethanolu.
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3.2 lzolace mitochondrialni frakce

Zé&kladnim bodem pro vsechny metody vyuzivané vtéto péaci bylo zisk&ni
na mitochondrie obohacené frakce. Frakce byla extrahovana pomoci komeréné dodavaného
kitu firmou Abcam (Cambridge) (ab110171). Pied samotnou izolaci mitochondrii bylo
z davodu pevné schranky spor nutno vzorek zhomogenizovat za pomoci zirkonovych kuli¢ek
v bead-beateru. Nasledovala extrakce mitochondrii dle instrukci dodavatele Kitu.
Takto vyizolovana frakce byla nasledné vyuzita kizolaci mitochondrialni DNA

a k mikroskopickym analyzam.

3.3 Izolace mitochondrialni DNA

Kizolaci mitochondrialni DNA bylo vyuzito fenol-chloroformové metody.
K mitochondrialni frakci v 400 pl TNES-Urea pufru (10mM Tris-HCL, 125Mm NaCl,
10mM EDTA, 0,5% SDS a 4M urea) bylo pfidano 4 ul proteinazy K (100 pg/ml, Serva).
Vzorek byl pies noc inkubovan v termobloku pii teploté 55°C. Ke zlyzovanému vzorku bylo
ptidano 400 pl fenolu. Po dobu 10 min byla smés promichavana pievracenim a nasledné
10 min centrifugovana pii rychlosti 9 000 rpm a pokojové teploté. Doslo ke vzniku
rozdélenych fazi. Svrchni faze byla odebrana do noveé zkumavky a smichana s 400 pl
chloroform:isoamylalkoholu (v objemovém poméru 24:1). Byly opakovany kroky
promichavani prevracenim a centrifugace se stejnou rychlosti. Byla odebrana svrchni
faze, ke které bylo ptidano 400 pl chloroformu. Znovu byly opakovany kroky promichavani
pfevracenim a centrifugace se stejnou rychlosti. Svrchni vrstva obsahujici DNA byla
pfenesena do nové zkumavky, smichana s 900 ul vychlazeného, 92% ethanolu a 20 min
centrifugovana (14 000 rpm pti teploté 4°C). Finalni procisténi probéhlo pomoci 900 pl
vychlazeného, 70% ethanolu a centrifugovanim po dobu 5 minut rychlosti 14 000 rpm
pti 4 °C. Procistény vzorek byl inkubovan v termobloku pii teploté 45 °C do doby, nez byl
pelet pln¢ vysuSen. VysuSeny pelet byl rozsuspendovan v 100 pl deionizované vody.

Vznikly roztok DNA byl pouzit k naslednym mikroskopickym ¢i molekularnim analyzam.
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3.4. Oxford Nanopore sekvenovani

Z mitochondriélni frakce vyizolovandA DNA byla zaslana na sekvenaci metodou
Oxford Nanopore (ON) firmou SeqMe (Dobiis, Ceska republika) v objemu 100 pl
a koncentraci od 0,0970 do 5,23 ng/pl (méfeno Qubitem). Parametry pro sekvenacni jednotku
byly nésledujici: MinlON/GridlON FC, single-end, 1-200 kb ready, 5-10 Gb (DS-210).
Technologie ON se opira o proteinovy por na syntetické membrané v elektrolytickém roztoku
pod napétim, kterym je protahovana jednofetézcova molekula DNA. Zmény v iontovém
proudu behem prichodu molekuly DNA odpovidaji nukleotidové sekvenci pritomné
ve snimaci oblasti a jsou dekodovany pomoci vypocetnich algoritmi, které umoziuji
sekvenovani jednotlivych molekul v realném ¢ase (Wang et al, 2021).

Nevyhodou této metody je vyskyt systematickych chyb jako je napiiklad nespravna
translace ziskanych signali do sekvence DNA. Oprava chyb vétSinou vyzaduje ptidatné
sekvenovani s kratkymi ¢tecimi délkami (Jain et al., 2018). V této préaci byly k opravé vyuzity
sekvence ziskané metodou BTseq.

3.5. PCR

Pro ovéfeni spravnosti ziskanych ON readt a jejich assemblovani (viz. Kapitola 3.8.)
byla provedena PCR dlouhych usekt tzv. Long and Accurate Polymerase Chain Reaction
(LA PCR), ktera byla vyuzita pro amplifikaci mtDNA (Burger et al., 2007). Jejim hlavnim
cilem bylo ,opravit“ ON sekvence s vyssi mirou chybovosti a zaroven ovéfit spravnost
sefazeni jednotlivych ON readd do kontigh. LA PCR byla také vyuzita pro amplifikaci
usekt, které se nepovedlo ziskat pomoci ON, tedy useki, které by propojily jednotlivé kontigy

do jedné mt molekuly v ptipadé, Ze se nezdatilo jiz pomoci ON sekvenovani.

3.5.1. NavrZeni primeri

Diky ziskanym ON readiim a dostupnym sekvencim jiz anotovanych genomua byly
navrzeny primery jak pro LA PCR, tak i pro standardni PCR v programu Geneious Prime
2021.1.1. a vyrobeny firmou Generi Biotech s.r.0. Primery pro LA PCR byly navrhovany
tak, aby jejich délka byla alesponn 30 bp s nulovou nebo minimalni hairpin a self-dimer
nasedaci teplotou. Piehled navrZzenych primer je spolu s primery ziskanymi z literatury
znazornén v tabulkdch 2,3,4 a 5. Primery byly vétSinou vyuzity v riznych vzajemnych

kombinacich pro amplifikaci dlouhych PCR produktii pro BTseq.
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Tabulka 2. Ptehled pouzitych primera pro druh N. pickii.

Primer Sekvence Zdroj

NP rns LA F AAAGTAGCATATTAATTCTCAAACTAAGAAGTC Tato prace
NP rns LA R AAATAGTTTTTAAGTCTGTTCTTTTTAAGATAC Tato prace
NP coxl LA R2 | TAACTCTATTATTACTAGATAAGGATGCTAATTG Tato prace
NP _coxl F2 CCAAAAATAACCCATTCCAAACTATAACC Tato prace
NP rnl LA F1 ACTAATTTTGAAGATAAATAAAGTCCAGTTATCC Tato prace
NP rnl LA R1 TGATGAGCCTAGAATTTTGTTAAAAATCTTG Tato prace
NP rnl LA R2 TGAGATTTAAAAAGATGAAACATGTATTCTTATTC Tato prace
NP rnL_LA F2 AGAATAAGAATACATGTTTCATCTTTTTAAATCTC Tato prace
NP mt F1 GGAGACAATGGATAGATTAAGATACTAAG Tato prace
NP _mt F2 GAGGGTTGGTGGGTTATTAAATGG Tato prace
NP _mt R3 TCTCATTTGAGATTAGGCYATTATAAATTG Tato prace
NP mt R4 CTTRTAWAAGCTACTCCAACCTCTCC Tato prace
NP_mt R5 CCAAATAATTCACCCTCTATTAAGCC Tato prace
NP_mt R6 GTTGAAAGTTCTATACGCATACAAACTG Tato prace
NP mt F3 ACAATTTATAATRGCCTAATCTCAAATGAG Tato prace
NP _mt_F4 GGAGAGGTTGAGTAGCTTWTAYAAG Tato prace
NP_mt_F5 GGCTTAATAGAGGGTGAATTATTTGG Tato prace
NP_mt_F6 CAGTTTGTATGCGTATAGAACTTTCAAC Tato prace
NP_mt R2 AATCTACCATTTAATAACCCACCAACC Tato prace
NP_mt R1 CTTAGTATCTTAATCTATCCATTGTCTCC Tato prace
rml_freMyxo-F1IA | AGAGAAAKGAATTATCMDAGTA Tato prace
rnl_frvMyxo-R1 GGVYCATTATCCTACAGG Tato prace
ml_frvMyxo-F2 | CARTCHAGTGAAYTCGGCAA Tato prace
rnl_frwMyxo-R2 ACRCCGTYCTAAACTCAGCTCAC Tato prace
ml_frvMyxo-F3 | GAAAYCAAATCTRAAWAAGGTG Tato prace
rnl_frvMyxo-R3 GARRTGTCTTTAGTAAACAG Tato prace
ml_frwMyxo-F1B | AADHTWAGAGAAAKGAATTATC Tato prace

Tabulka 3. Ptehled pouzitych primert pro druh S. molnari.

Primer Sekvence Zdroj

Sphaerom_rnl-LA-F1 ATAGTAGAAGATTTCAGGCGCCTCGATGTTGG Tato prace
Sphaerom rnl-LA-R1 | TTCCGTAATATCGTGGCCCAATCAAAGCATG Tato prace
Sm_cytB_f9398LA TAAAATAACCACTAAACCAAACCAAAGAAAAAGG | Tato prace
Sm NADHS5 r11577LA | TTTGACAAACTTTATAAGACTTGCTAGATTAG Tato prace
Sm_cytB_r9587LA AGTTCTGGTTTAAATTCTTCTTTTATAAGTTTGTG Tato prace
Smcox1 f4913LA CATATCTAAAAAACCATTACCTAAAACTATTCCGG | Tato prace
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Tabulka 4. Ptehled pouzitych primera pro druh Z. nova a Zschokkella sp.

Primer Sekvence Zdroj
Znova_ml-LA-F1 | TACTGTGAGTGACAGGCACATCGATGTTGG Tato prace

Znova ml-LA-R1 | ACCATTTGCACTTCACCCAATTAAGGCAAGG Tato prace
ZN_cox1R1 GTGAATTTATATTTGGACATTATTGTATT Tato prace

ZN 16K _F1 CAACAATCTTTATTAACACTGACGTCTAT Tato prace

ZN cox2_F1 ATCACATCCAACGAGGAAACAATAAC Tato prace

ZN _cox2_F2 ATAAGCTGAGGAAGTGCATGTAACCAC Tato prace

ZN ND1 F1 AAGAACCTCCTCCTATATCAGTGGC Tato prace

ZN ND1 F2 GTCAAAAGGAGTCCTACTAACCTG Tato prace
ZN_Ccox1R?2 TGGAATTATTACTATTTGTGTTAGTTTC Tato prace
ZN_CcOx1F1 AATACAATAATGTCCAAATATAAATTCAC Tato prace
ZN_ND1 R1 AATACAATAATGTCCAAATATAAATTCAC Tato prace
ZN_ND1 R2 CAGGTTAGTAGGACTCCTTTTGAC Tato prace
ZN_cox2_R1 GTTATTGTTTCCTCGTTGGATGTGAT Tato prace
ZN_16K_R1 ATAGACGTCAGTGTTAATAAAGATTGTTG Tato prace
ZN_cox2_R2 GTGGTTACATGCACTTCCTCAGCTTAT Tato prace
ZN_COX1F2 AGAAACTAACACAAATAGTAATAATTCC Tato prace

ZN ml_F1 ATAACAAATCCAATTGCCAACTAAAGC Tato prace

ZN 7K _R1 CTTTATGAGGTGTGTTAGAGATTGAG Tato prace

ZN ms_F1 AAGATACGGCAATGGAGTCAAAATAAC Tato prace

ZN ms_F2 AATTAAGTCGTCATTGAAACTCCTTC Tato prace

ZN _cytB_F2 ACTGCCCAATAGCTCATAGAACC Tato prace

ZN 7K _F1 TCAATCTCTAACACACCTCATAAAGTC Tato prace
ZN_7K_F2 CTTCTTAATTTGATAAATAAGGGTTTTACC Tato prace
ZN_Ccox1F2 AGAAACTAACACAAATAGTAATAATTCC Tato prace

ZN _cytB_R2 TTCTATGAGCTATTGGGCAGTG Tato prace
Zn_cytB F1 AGAGTGATCAAAAGTAATAAAATTAACAGG Tato prace

LCO GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. 1994
HCO TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al. 1994
cox2F1 AAGCWAATWGGNCATCARTGRTATTG Burger et al. 2007
cox2R1 CTCCRCATATTTCNGARCATTGNCC Burger et al. 2007
cox3F TGGTGGCGAGATGTKKTNCGNGA Burger et al. 2007
cox3R ACWACGTCKACGAAGTGTCARTATCA Burger et al. 2007
cobF424 GGWTAYGTWYTWCCWTGRGGWCARAT Boore et al. 2000
cobR876 GCRTAWGCRAAWARRAARTAYCAYTCWGG Boore et al. 2000
nad4fF CCKAARGCYCAYGTKGARGCYCC Shao et al. 2006
nad4R GARGAWCAKAWWCCRTGAGCAATYAT Shao et al. 2006
nad5F TWYTATTAGGKTGAGATGGKYTNGG Lavrov et al. 2004
nad5R TARAAKCCWGMTARAAAWGGKAWWCC Lavrov et al. 2004
128ai-5° AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT Kocher et al. 1989
128b-3° GAGGGTGACGGGCGGTGTGT Kocher et al. 1989
rnl_freMyxo-F1IA | AGAGAAAKGAATTATCMDAGTA Tato prace
rnl_freMyxo-R1 | GGVYCATTATCCTACAGG Tato prace
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Tato prace

rnl_frwMyxo-F2 CARTCHAGTGAAYTCGGCAA

ml_freMyxo-R2 | ACRCCGTYCTAAACTCAGCTCAC Tato prace
rnl_frwMyxo-F3 GAAAYCAAATCTRAAWAAGGTG Tato prace
rl_frwMyxo-R3 | GARRTGTCTTTAGTAAACAG Tato prace
ml_froMyxo-F1B | AADHTWAGAGAAAKGAATTATC Tato préace
Tabulka 5. Prehled pouzitych primert pro druh Myxidium sp.

Primer Sekvence Zdroj
Mpseudo rml-LA-F1 | TTAACCTATTTAGACCGTACATAAAAGGATCTTAC | Tato prace
Mpseudo rnl-LA-R1 | AACTATTTCGTGGAGAACAAGTATTATTCAAGTCC | Tato prace

LCO

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG

Folmer et al. 1994

Folmer et al. 1994

HCO TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
cox2F1 AAGCWAATWGGNCATCARTGRTATTG Burger et al. 2007
cox2R1 CTCCRCATATTTCNGARCATTGNCC Burger et al. 2007
cox3F TGGTGGCGAGATGTKKTNCGNGA Burger et al. 2007
cox3R ACWACGTCKACGAAGTGTCARTATCA Burger et al. 2007
cobF424 GGWTAYGTWYTWCCWTGRGGWCARAT Boore et al. 2000
cobR876 GCRTAWGCRAAWARRAARTAYCAYTCWGG Boore et al. 2000
nad4r CCKAARGCYCAYGTKGARGCYCC Shao et al. 2006
nad4R GARGAWCAKAWWCCRTGAGCAATYAT Shao et al. 2006
nad5F TWYTATTAGGKTGAGATGGKYTNGG Lavrov et al. 2004
nad5R TARAAKCCWGMTARAAAWGGKAWWCC Lavrov et al. 2004
12Sai-5* AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT Kocher et al. 1989
128b-3 GAGGGTGACGGGCGGTGTGT Kocher et al. 1989
3.5.2. LAPCR

Long and Accurate Polymerase Chain Reaction (LA PCR), tedy dlouha a pfesna

polymerdzova fetézova reakce, pouziva smési dvou riznych termostabilnich DNA polymeraz

ke katalyze amplifikacni reakce. Takto vylepSend PCR generuje vysoké vynosy a ptesné kopie

dlouhych useki DNA (Green & Sambrook, 2019).

V praci vyuzivana Takara LA Taq

(Clontech) kombinuje dvé polymerdzy, a to Tag DNA polymerdzu a DNA Kkorekturni

polymerazu s 3'—5' exonukleazovou aktivitou (Takara Bio, 2023). Prvni z polymeraz je sice

velmi uc¢innd, ale podléhd vysoké chybovosti. Druhd polymerdaza ma tedy korekturni funkci

3" 5" exonukledzy a resekuje nespravné 3’ konce.
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Reakce probihala v celkovém objemu 25 pl. Reakéni smés se skladala z 4 pl dNTPs
(2,5mM), 2,5 ul 10x Bufferu, 2,5 pul MgClz (25 mM), 1 ul forward primeru (0,1 mM) a reverse
primeru (0,1 mM), 12,75 ul H20, 0,25 pl polymerdzy (1 jednotka, Clontech) a 1 pl DNA
0 piiblizné koncentraci 2 ng/pl. Jednotlivé primery (Tabulky 2,3,4,5) se liSily v zavislosti
na zkoumaném druhu. Vychozi PCR cyklus (Tabulka 6) byl modifikovan v zavislosti
na pouzitych primerech (jejich danych nasedacich teplotach) a délce ptredpokladaného
fragmentu (1 kb/1 minuta).

Tabulka 6. Vychozi cyklus pro PCR amplifikaci.

Teplota (°C) Cas
Denaturace 95 3:00
Amplifikace 95 0:30
(34 cyklt) 60 1:00

68 15:00
Elongace 72 10:00

3.5.3. Nested PCR

K amplifikaci ur¢itych tsekit mtDNA u druhu N. pickii byla krom¢ LA PCR vyuzita
tzv. nested PCR. Nested PCR byla vyvinuta pro zvySeni jak citlivosti, tak specifity PCR
(Haqqi et al., 1988). Tato reakce vyuziva dva pary amplifika¢nich primera a dvé po sob¢
jdouci kola PCR. Produkty prvni amplifikace jsou podrobeny druhému kolu amplifikace
za pouziti druhé sady primera. Ty nasedaji do sekvence amplifikované prvni sadou primert.
Zvysena citlivost a specifita vyplyva z vysokého celkového poctu cyklli a tim, Ze druha sada
primert nasedd na sekvence nalezené pouze v produktech prvniho kola, a tim tak ovétuje

identitu produktu prvniho kola (McPherson et al., 2021).

Ob¢ reakce probihaly v celkovém objemu 25 pl sloZzeného z 4 pl dNTPS (2,5 mM),
2,5 ul 10x Bufferu, 2,5 pl MgClz (25 Mm), 1 ul forward primeru (0,1 mM) a reverse primeru
(0,2 mM) (Tabulky 7,8), 12,75 pl H20, 0,25 ul polymerazy (1 jednotka, Clontech) a1 ul DNA
¢i PCR produktu. Pro obé reakce byl vyuzit ptivodni cyklus (Tabulka 6).

Tabulka 7. Primery pouzité pfi prvni sekvenaéni reakci.

Primer Sekvence Zdroj
NP_rns_LA_R AAATAGTTTTTAAGTCTGTTCTTTTTAAGATAC Tato prace
NP_rns_LA_F AAAGTAGCATATTAATTCTCAAACTAAGAAGTC | Tato prace
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Tabulka 8. Primery pouzité pii druhé sekvenacni reakei.

Primer Sekvence Zdroj
NP_cox LA F2 CCAAAAATAACCCATTCCAAACTATAACC Tato prace
NP_cox LA F1 GAAAGAGGAGCATATAAAGTCCAACCAG Tato prace

3.6. Gelova elektroforéza

Kanalyze amplifikovanych produkti byla vyuzita gelova elektroforéza
na 1% agardézovém gelu ptipravené¢ho za pouziti TAE pufru. Kroztoku gelu byl pfiddm
Ethidium bromide (Top — Bio). Do jamek v gelu byly nasledné napipetovany PCR
produkty, zebticek (2log ladder; New England BioLabs) a negativni kontrola. Elektroforéza
probihala na gelu pfi napéti 100V a pokojové teploté po dobu 30-45 minut. Naésledovala
vizualizace (Obréazek 10) pomoci UV transiluminatoru (FireReader V10, UVITEC). Délka
vyslednych fragmentl byla odhadnuta na zéklad¢ pouzitého Zebiicku. Produkty o spravné
velikosti byly vyfiznuty a pieéistény Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kitem
(Geneaid Biotech Ltd.) dle instrukci dodavatele. Oproti origindlu byl v posledni kroku

nahrazen originalni roztok PCR vodou.

N—
—
—
—
—
—
| —
—
——

Obrazek 10. Ukazka bézného vysledku elektroforézy.
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3.7 Sekvenace

Piecisténé produkty byly sekenovany firmou SeqMe (Dobiis, Ceska republika)
metodou BTseq, kterd umoziuje pomoci NGS technologie sekvenaci amplikoni do velikost
20 kb. BTseq metoda spo¢iva v Illumina sekvenovani dlouhych PCR produkt, které jsou
barkddovany a multiplexovany, coz umoziiuje analyzovat velké mnoZzstvi produktd najednou

a snizuje finan¢ni naklady. Sekvenaéni knihovna byla pfipravena firmou SeqMe.

3.8. Vyhodnoceni a zpracovani sekvenci

3.8.1. De Novo Assembly

Dlouhé ready ziskané ON sekvenovanim byly assemblovany programem Flye 2.9.2.
(Kolmogorov et al., 2019). Princip metody je zalozen na tzv. opakovanych grafech
sestavenych pomoci ptibliznych shod sekvenci. Opakované grafy odhaluji opakujici
se strukturu genomu, coz pomahd rekonstruovat optimalni sestavu. Pomoci malych rozdilt
mezi opakovanymi kopiemi generuje presné kontigy (Kolmogorov et al., 2019). Flye dokaze
tolerovat vyssi miru nepiesnosti v sekvenacnich readech, proto je vyuzivan pro sestavovani

kontigii z ON nebo PacBio dat.

Program Flye byl stazen a nainstalovan pomoci odkazu github.com/fenderglass/Flye.

Vychozi piikaz pro spusténi Flye s nezpracovanymi ON ready:
--nano-raw JmenoSouboruONready.fastq --out-dir JmenoVystupnihoSouboru

Ze ziskanych kontigli byla sestavena databaze, vici které byly blastovany znamé
sekvence mitochondrialnich geni myxozoi v programu Geneious (tblastx, e-value 0,005).
To umoznilo identifikovat kontigy, které obsahuji mitochondridlni geny a jsou Ccasti
mitochondrialniho genomu. Takto vybrané kontigy byly dale re-assemblovany v programu
Geneious (de novo assembly) ve snaze ziskat delsi, pokud moZzno kompletni mitochondrialni

genom.
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Programem Flye a naslednym re-assemblovanim kontig v programu Geneious byly
sestaveny Casteéné genomy, které byly sekvenéné neptesné, jelikoz se skladaly z dlouhych
a chybovych sekvenci ON. Mapovanim sekvenéné presnych sekvenci ziskanych z LA PCR
a sekvenvanych BTseq ktémto genomim byl proveden tzv. ,polishing®, kterym byly
neptesnosti ziskané ON readli snizeny. BTseq sekvence byly namapovany na referencni

ON kontigy v programu Geneious.

3.8.2. Anotace genomu

Mitochondrialni genom byl anotovan dvéma programy, a to MITOS
(Bernt et al., 2013) a HHpred (Zimmermann et al., 2018). Predikce téchto programi byly
porovnany. Cirkularni  genomy byl graficky ztvarnén programem  mtviz

(pacosy.informatik.uni-leipzig.de).

MITOS k identifikaci gent kodujicich proteiny vyuziva strategii zalozenou na agregaci
BLAST vyhledavani s diive anotovanymi proteinovymi sekvencemi (Bernt et al., 2013).
Do tohoto programu jsou data vkladana ve fasta formatu a jeho vysledkem je popis
detekovanych genu s jejich pozicemi. Takto nalezené geny byly dale ovéfeny programem
HHpred.

Oteviené ¢teci ramce (ORF) s minimalni délkou 300bp nalezené programem Geneious
Prime 2021.1.1. byly dale pouzity jako vstupni data pro program HHpred. Tento server
je vyuzivan pro vzdalenou detekci homologie proteini a predikei jejich struktury. Na zaklad¢e
srovnani profilovych HMM (Hidden Markov model), HHpred bere proteinovou sekvenci
jako vstup a hleda vzdalené homology v sortimentu databazi, jako je PDB, SMART a Pfam
(S6ding et al., 2005).

3.8.3. Fylogeneticka analyza

Z vybranych sekvenci gent (cox1, cox2, cob a nadl) nachazejicich se u zkoumanych
druht a jiz anotovanych genomut pochazejicich z databaze GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)
byl  vytvofen  aminokyselinovy  alignment v programu MAFFT  v.7490
(Katoh & Standley, 2013) za vyuziti algoritmu E-INS-i svychozim parametrem pro
penalizaci vytvafeni mezer. Platforma Geneious prime byla vyuzita pro béh programu
MAFFT. Vysledny alignment pro jednotlivé geny byl nasledné manualné upraven zastfizenim

konct a pouzit k fylogenetické analyze.
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Pro konkatenovanou fylogenetickou analyzu byl dataset doplnén o zahavce

(Tabulka 9). V databazi GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) byly vyhledany a stazeny

sekvence vybranych gent (cox1, cox2, cob a nadl), vzdy pro dva zastupce jednotlivych tiid

zahavet. Nasledné byl pro tyto sekvence avtéto préci ziskané sekvence sestaven

konkatenovany alignment ve stejném programu a se stejnymi parametry jako Vv piedeslé

analyze.

Tabulka 9. Seznam sekvenci pouzitych pro fylogenetickou analyzu. Plné kolecko odpovida sekvenci
pouzité k fylogenetickym analyzam.

Druh Zdroj cob coxl cox2 nadl
Myxidium lieberkuehni tato prace ° o
Nephrocystidium pickii tato prace o o
Sphaerospora molnari tato prace o o
Zschokkella nova tato prace ° °
Zschokkella sp. tato prace ° °
Tetracapsuloides bryosalmonae | NCBI ° o
Kudoa septempunctata NCBI ° °
Kudoa iwatai NCBI ° °
Kudoa hexapunctata NCBI ° °
Buddenbockia plumatellae NCBI ° o
Enteromyxum leei NCBI ° °
Myxobolus squamalis NCBI o o
Alatina alata NCBI ° °
Aurelia limbata NCBI ° °
Chiropsalmus quadrumanus NCBI ° °
Craspedacusta sowerbii NCBI ° °
Craterolophus convulus NCBI ° °
Haliclystus sanjuanensis NCBI ° °
Heliopora coerulea NCBI ° °
Hydra vulgaris NCBI ° °
Nematostella sp. NCBI ° °
Polypodium hydriforme NCBI ° °
Rhopilema esculentum NCBI ° °
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Fylogenetické stromy byly rekonstruovany metodou maximalni pravdépodobnosti
(ML) wvprogramu RAxXML (Randomized Accelerated Maximum Likelihood)
(Stamatakis, 2014) a Bayesianskou metodou (BI) v programu MrBayes Vv.3.2.6.
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001) implementovaném v programu Geneious prime. Pro ML i Bl
byl vybran evolu¢ni model LG+gamma na zaklad¢ analyzy selekce nejlepsiho modelu pomoci
weboveho serveru 1Q-tree (Nguyen et al. 2015). ML bootstrapova analyza byla provedena
s 500 opakovanim pro jednogenové analyzy a 1000 opakovanimi pro konkatenovanou analyzu
4 genti. Bayesovska analyza byla provedena s délkou fetézce 1 milion opakovani, v ramci této
analyzy byt vybran kazdy sty strom, pti¢emz prvnich 1000 (10 %) stromii bylo odstranéno

(tzv. burn in).

3.9. Mikroskopicka analyza

Transmisni elektronova mikroskopie byla vyuzita jak ke kontrole efektivnosti izolace
mitochondrialni frakce, tak k vizualizaci mitochondrii a mitochondrialni DNA. Zakladnim
vstupnim materialem byla na mitochondrie obohacena frakce nebo z ni vyizolovana
mitochondrialni DNA. Vzorky obou materiali byly zaslany ke zpracovani do laboratoie
elektronové mikroskopie patiici ke spoleénym pracovistim Biologického centra AV CR
a Prirodovédecké fakulty JihoCeské univerzity. Pripravené preparaty byly prohlizeny

transmisnim elektronovym mikroskopem JEM-2100F JEOL pii urychlovacim napéti 200 kV.
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4. Vysledky

V rdmci kurzu Mofiské parazitologie bylo vySetieno 9 jedinci druhu Gadus morhua.
U dvou z nich byla potvrzena ptitomnost druhu Zschokkella sp. (Tabulka 10). U tohoto druhu
ryb se ve Zluéniku nachézel i dalsi zastupce myxozoi, druh Myxidium gadi, ktery nebyl
do magisterské prace z ¢asovych duvoda zafazen. Podilela jsem se i na pitvach Stik Esox
lucius, ze kterych byly ziskany druhy Myxidium lieberkuehni a Nephrocystidium pickii
(prevalence viz tabulka 10). Vsech pét vysetfenych jedinci Ctenopharyngodon idella bylo

infikovano druhem Zschokkella nova (vzorky poskytnuty skolitelem).

Tabulka 10. Prevalence vyskytu jednotlivych druhlt myxozoi u vySetifovanych druhi ryb.

Hostitel Druh Prevalence (infikovano/vySetieno)
Gadus morhua (Linnaeus, 1758) Zschokkella sp 22,22 % (2/9)
Esox lucius (Linnaeus, 1758) Myxidium lieberkuehni 100 % (10/10)
Nephrocystidium pickii 20 % (2/10)
Ctenopharyngodon idella Zschokkella nova 100 % (5/5)
(Valenciennes, 1844)

4.1. Charakteristika mitochondrialniho genomu

V této praci se podafilo ziskat sekvence celého mitochondridlniho genomu druhu
Zschokkella nova a caste¢ného mitochondrialniho genomu druhtt Myxidium lieberkuehni,
Nephrocystidium pickii, a Zschokkella sp. Mitochondrialni genom Sphaerospora molnari byl

jiz k dispozici jako nepublikovany vysledek laboratote.

4.1.1. Mitochondrialni genom druhu Zschokkella nova

Celkova velikost cirkularnino mt genomu druhu Z. nova je 24,860 bp s GC obsahem
32.8 % (G 10,9 %; C 21,9 %; A 45,3 %; T 21,7 %). V programu Geneious bylo predikovano
13 ORF. Jejich pozice a smér jsou uvedeny v tabulce 1 v ptiloze. Naslednou analyzou
programy HHpred a MITOS bylo z téchto 13 ORF anotovano 6 gent (Obrazek 11), a to jako
geny pro cytochrom b (cob), podjednotku 1 cytochrome ¢ oxidazy (coxl), podjednotku
2 cytochrom c oxidazy (cox2) a podjednotky 1,2,3 NADH dehydrogenazy (NAD1/2/3).
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Zschokkella nova
24,860 bp

N

¥G

19K

W9

18K

Yo

Obréazek 11. Model mitochondrialniho genomu druhu Z. nova s vyznacenymi nalezenymi ORF

a anotovanymi geny. Modie je znazornén GC obsah.

Programem MITOS bylo predikovdno 9 protein kddujicich gend z nichz 6 bylo
naslednou (zpétnou) analyzou programem HHpred potvrzeno (Tabulka 2, ptiloha). MITOS
identifikoval dale gen pro RNA malé ribozomalni podjednotky (rrnS), gen pro RNA velké
ribozomalni podjednotky (rrnL) identifikovan nebyl. Predikované geny byly znacné

segmentované (Obrazek 12).
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Obréazek 12. Vysledek anotace genomu Z. nova ziskany programem MITOS. Cervené jsou
znazornény protein kodujici geny, zelené rRNA geny a modi'e tRNA geny.

Na zakladé porovnani dat ziskanych z programt Geneious, HHpred a MITOS bylo
potvrzeno 6 gend znazornénych v tabulce 11 i s jejich pozici ziskanou kombinaci pozic

z programu a jejich vyslednému prekryvu.

Tabulka 11. Nalezené geny u druhu Z. nova a jejich pozice ziskand piekryvem pozic z programu
Geneious a MITOS.

Gen Pozice

COX1 2,3813 —2,4859

COX2 12,310 - 12,777

coB 1,292 -2,101

NAD1 11,370 -12,218

NAD2 13,191 13,751

NAD3 10,998 — 11,279
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4.1.2. Mitochondrialni genom druhu Sphaerospora molnari

Cirkularni molekula mitochondrialniho genomu druhu S. molnari (Obrazek 13)
ma celkovou velikost 14,015 bp. s 27,2% obsahem GC (G 10,6 %; C 16,6 %; A 47,6 %;
T 25,2 %). Celkem 6 ORF bylo identifikovano programem Geneious a 3 z nich byly programy
HHpred a MITOS dale urceny jako cob, cox1 a cox2 (Tabulka 3, ptilohy).

Sphaerospora molnari
14,015 bp

Obrazek 13. Model mitochondrialniho genomu druhu S. molnari s vyzna¢enymi nalezenymi ORF

a anotovanymi geny. Modre je zndzornén GC obsah.
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Stejné slozeni gent bylo identifikovano programem MITOS a ovéfeno programem

HHpred. Jednalo se o geny pro cob, cox1 a cox2 (Tabulka 4, ptilohy). Z 6 uréenych ORF byly
anotovany 3 protein kddujici geny. MITOS dale identifikoval rrnL a krétky Gsek genu rrnS

(Obrazek 14).
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Obrézek 14. Vysledek anotace genomu S. molnari ziskany programem MITOS. Cervené jsou
znazornény protein kodujici geny, zelené rRNA geny a modi'e tRNA geny.

Obéma programy potvrzené geny jsou znazornény v tabulce 12

ptekryvajicimi se pozicemi.

I s jejich

Tabulka 12. Nalezené geny u druhu S. molnari a jejich pozice ziskana prekryvem pozic z programu
Geneious a MITOS.

Gen Pozice

cox1 4,586-5,959
cox2 8,053-8,583
cob 8,796-9,698
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4.1.3. Mitochondrialni genom druhu Myxidium lieberkuehni

V této praci se nepodarilo ziskat cely mt genom druhu M. lieberkuehni. Byly vsak
identifikovany 2 kontigy (Obrédzek 15) s délkami 4,599 bp a 18,363 bp, které maji charakter
mitochondrialni DNA. Jejich GC obsah byl 29,7 % (G 21,4 %; C 8,3 %; A 21,9 %; T 48,5 %)
a 28,2 % (G 8,1 %; C 20,1 %; A 47,5 %; T 24,2 %). Bylo nalezeno 3 a 5 ORF. Jako
mitochondridlni byly uréené tfi ORF jako gen pro coxl u kontigu 1 a geny cob a NAD1
u kontigu 2 (Tabulka 5, ptiloha).

Myxidium lieberkuehni

1k ak
| |
coxl Kontig 1
4599 bp
%] =]
1k 2k 13k
| | !
b b Kontig 2
co co
nadl 18363 bp

ORF2 ORF4

Obrazek 15. Vybrané kontigy druhu M. lieberkuehni s vyznacenymi nalezenymi ORF a anotovanymi

geny.

Analyzou programem MITOS (Obrazek 16) byly identifikovany 3 geny na kontigu
1 a 7 segmentovanych genti na kontigu 2 (Tabulka 6, ptiloha). Zpétnou HHpred analyzou byly

potvrzeny geny pro cox1 na kontigu 1 a pro cob, cox1 a NAD1 na kontigu 2.
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Obrazek 16. Vysledek anotace vybranych kontig druhu M. lieberkuehni ziskany programem MITQOS.

Cervené jsou znazornény protein kodujici geny, zelend rRNA geny a modie tRNA geny.

Porovnanim dat z obou programii byly potvrzeny 3 geny rozlozené na 2 kontizich
(Tabulka 13).

Tabulka 13. Nalezené geny u a jejich pozice na jednotlivych kontizich druhu M. lieberkuehni ziskana

prekryvem pozic z programu Geneious a MITOS.

Kontig Gen Pozice

1 coxl 375-1,775

2 cob 2,398-2,643
nadl 13,559-14,350
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4.1.4. Mitochondrialni genom druhu Nephrocystidium pickii

Pro tento druh se nepodafilo ziskat celistvou mitochondridlni DNA. Blastem byly
identifikovany 4 kontigy s délkami 8,526 bp, 7,021 bp, 3,997 bp a 6,445 bp, které vykazovaly
mitochondrialni charakter (Obrézek 17). Tyto useky se vSak naslednym re-assemblovanim
nespojily do delSich tisekti. LA PCR s primery navrzenymi do koncovych ¢asti sekvenci téchto
kontigh za ucelem jejich spojeni pomoci sekvenci LA PCR amplikonti byla netspésna. GC
obsah kontigti byl 21 % (G 12,9 %; C 8,1 %; A 15,2 %; T 62,8 %); 25,4 (G 8,0 %; C 17,4 %;
A 45,8 %; T 28,8 %); 23,1 % (G 16,2 %; C 6,9 %; A 28,0 %; T 48,9 %); 22,8 % (G 6,8 %; C
16,0 %; A 51,7 %; T 25,5 %). Programem Geneious byl ur¢eny nasledujici pocet ORF- 1,2,3
a 3. Ty byly dale identifikovany jako geny pro NAD1, coxl a cob na kontizich 2,3 a 4
(Tabulka 7, ptilohy).

Nephrocystidium pickii

Kontig 1
8526 bp

2 4k
| I
nadi Kontig 2
7021 bp
]
1k
|
o Kontig 3
S 3997 bp
] =]
2k ak
|
o Kontig 4
2 6455 bp

Obrazek 17. Vybrané kontigy druhu N. pickii s vyzna¢enymi nalezenymi ORF a anotovanymi geny.

ORF1
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Programem MITOS bylo predikovano 9 geni z nichz 3 byly potvrzeny naslednou

analyzou programem HHpred (Tabulka 8, pfilohy). Tyto geny byly pro coxl, cob a NAD3
(Obréazek 18).
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Obrazek 18. Vysledek anotace vybranych kontigi druhu N. pickiii ziskany programem MITOS.
Cervené jsou znazornény protein kodujici geny, zelené rRNA geny a modie tRNA geny.

Ptekryvem dat ziskanych z obou programi byly potvrzeny geny coxl a cob.
Jejich vysledné pozice jsou zaznamenany v tabulce 14.

Tabulka 14. Nalezené geny a jejich pozice na jednotlivych kontizich druhu N. pickii ziskana
prekryvem pozic z programu Geneious a MITOS.

Kontig Gen Pozice
3 cox1 719-994
4 cob 3,616-3,882
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4.1.5. Mitochondrialni genom druhu Zschokkella sp.

U druhu Zschokkella sp. se podafilo ziskat caste¢ny mitochondridlni genom.
Blast analyzou bylo identifikovano 8 kontighi (Obrazek 19) mitochondrialniho charakteru
s délkami 16,850 bp, 1,051 bp, 21,337 bp, 3,372 bp, 677 bp, 963 bp, 1,559 bp a 7,442 bp.
Celkovy obsah GC nukleotidti v kontizich byl 46,5 % (G 23,1 %; C 23,3 %; A 28,3 %;
T 25,3 %); 48,4 % (G 24,5 %; C 24 %; A 25,4 %; T 26,2 %); 45,5 % (G 22,7 %; C 22,8 %;
A 27,2 %; T 27,3 %); 50,4 % (G 22,5 %; C 27,9 %; A 31,3 %; T 18,3 %); 44,6 % (G 18,5 %;
C 26,1 %; A 39,1 %; T 16,3 %); 45,9 % (G 21,4 %; C 24,5 %; A 36,3 %; T 17,8 %); 43,9 %
(G 20,1 %; C 23,9 %; A 25,1 %; T 30,9 %); 49,1 % (G 24,6 %; C 24,5 %; A 25,9 %; T 25,1 %).
Programem Geneious byl predikovan nasledujici pocet ORF u jednotlivych kontigt-
7 (kontig 1), 1 (kontig 2), 6 (kontig 3), 6 (kontig 4), 1 (kontig 5 a 6), 3 (kontig 7)
a 10 (kontig 8). Analyzou programem HHpred z nich byly anotovany geny pro cob na kontigu
1 a 4, cox1 na kontigu 2,3 a 8, cox2 na kontigu 7 a NAD1 na kontitgu 5 (Tabulka 9, ptilohy).
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Obrazek 19. Vybrané kontigy druhu Zschokkella sp. s vyznac¢enymi nalezenymi ORF a anotovanymi

geny. Ve vyfezu jsou znazornény fragmenty genu spojené do kompletniho genu.
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Programem MITOS byly predikovany geny pro cob, coxl a NAD1/2/3/4/5/6

(Tabulka 10, prilohy). Tyto geny byly v nékterych piipadech znaéné segmentovany

(Obrézek 20).
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Obrazek 20. Vysledek anotace vybranych kontigt druhu Zschokkella sp. ziskany programem MITOS.
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Obéma programy potvrzené geny (Tabulka 15) byly pro cob, cox1 a NAD1 na riznych

kontizich.

Tabulka 15. Nalezené geny a jejich pozice na jednotlivych kontizich druhu Zschokkella sp. ziskana

prekryvem pozic z programu Geneious a MITOS.

Kontig Gen Pozice

1 cob 10,055-10,524

2 cox1 193-525 (a)

3 coxl 138-548 (b)
1,361-2,756 (c)

4 Cob 2,460-3,314

5 nad1 395-667

7 cox2 880-1,173

8 coxl 360-752 (d)
3,234-3,614 (¢)
4,284-5,041 (f)
5,050-5,460 (g)

U protein-kodujiciho genu pro cox1 byla navic zjisténa fragmentace (Obrazek 19).

Fragmenty c + e / b + d + g / a +f byly totozné a nachazely se na raznych kontizich

viz. Tabulka 16.

Tabulka 16. Piehled fragmentti genu cox1 a jejich pozice na jednotlivych fragmentech mt genomu

druhu Zschokkella sp.

Fragment

Kontig

a

(=

o

o

| 0O 0O 0O Wl W N
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4.1.6. Struktura mitochondrialniho genomu

Myxobolus squamalis Henneguya salmonicola
Myxobolus skupina O X
* £
Myxidium lieberkuehni Nephrocystidium pickii

Myxidium lieberkuehni skupina @ @ -

Sladkovodni skupina infikujicl mogovy méchy?

*
Zschokkella nova Zschokkella sp.

Sladkovodni skupina infikujici Zlu¢ovy méchyi O

Chloromyxum skupina

- Chloremyxum infikujici paryby

Kudoa iwatai Kudoa punctate Kudoa septe tata

o O OO

Enteromyxum leel

QOO0 OO

Moiskd skupina infikujici Zlu€ovy méchy?

Kudoa skupina

Enteromyxum skupina

_< Mofska skupina infikujicl moovy méchyf
—4 Ceratomyxa skupina

Sphaerospora molnari

O

Sphaerospora skupina

< Malacosporea

Obréazek 21. Grafické znazornéni evoluce struktury mt genomu myxozoi. Topologie nasleduje Chang
et al. (2015). * ¢asteény genom s identifikovanymi mitochondrialni geny, x u druhu H. salmonicola
znadi ztratu mt genomu.

Schéma evoluce struktury mitochondridlniho genomu myxozoi je znazornéno
na obrazku 21. Na schématu jsou namapovany i ziskané kontigy u druhi Zschokkella sp.,

N. pickii a M. lieberkuehni, které se nepodatilo zkompletovat do jednoho dlouhého Useku.
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Obrazek 22. Graficky znazornéné poradi genu jiz anotovanych a v této praci ziskanych genomt.

* ¢aste¢ny genom s identifikovanymi mitochondrialnimi geny, . u druhu E. leii zna¢i fragmentaci mt

genomu.

Na zaklad€ sumarizace dosavadnich poznatkli a nové ziskanych sekvenci bylo graficky
znazornéno pofadi genti mitochondrialniho genomu myxozoi (Obrazek 22). Zadny z nové

anotovanych genomil nesdili stejné potadi gentl s jiz popsanymi druhy.
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4.2. Fylogeneticka analyza

Sphaerospora molnari
76.4 T
79.6 Mxcidium liebe
78.8 Nephrocystidium pickii
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—— Kudoa septempunctata
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il 99.8 Kudoa rwatai

Enteromyxum leei ]

Polvpodium hydriforme
04

Obrazek 23. Fylogeneticky strom myxozoi sestaven na zakladé analyzy sekvenci pro cob metodou
ML. Jednotliva ¢isla uvedena u uzli odpovidaji hodnotam bootstrapi. Podpory pod 50 % nejsou
zZnazorneny.
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Obrazek 24. Fylogeneticky strom myxozoi sestaven na zaklad¢ analyzy sekvenci pro cox1 metodou
ML. Jednotliva ¢isla uvedena u uzli odpovidaji hodnotam bootstrapi. Podpory pod 50 % nejsou
znazorneny.
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Obrazek 25. Fylogeneticky strom myxozoi sestaven na zaklad¢ analyzy sekvenci pro cox2 metodou
ML. Jednotliva ¢isla uvedena u uzli odpovidaji hodnotam bootstrapii. Podpory pod 50 % nejsou
znazorneny.
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Obrazek 26. Fylogeneticky strom myxozoi sestaven na zakladé analyzy sekvenci pro nadl metodou
ML. Jednotliva ¢isla uvedena u uzli odpovidaji hodnotam bootstrapi. Podpory pod 50 % nejsou
znazorneny.
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Obrazek 27. Fylogenetické vztahy vybranych zastupcti z kmene Cnidaria na zakladé analyzy Ctyf
konkatenovanych protein-kodujicich gent (cob, cox1, cox2, nadl). U uzli jsou uvedeny hodnoty
bootstrapil vyssi nez 50 % a posterior probabilities (PP) vyssi nez 0.50.
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Fylogenetické stromy rekonstruované na zaklad¢é genti pro mt protein cob, cox1, cox2
a nadl je uvedeny na obrazcich 23 az 26. Geny jednotlivych druht pouzité pro fylogenetické
analyzy jsou znazornény v tabulce 9. Jako outgroup byl pouzit druh Polypodium hydriforme,
ktery spolu s Myxozoi tvofi skupinu Endocnidozoa.

Dale byla provedena fylogeneticka analyza na zakladé konkatenatu mitochondrialnich
gent pro cob, cox1, cox2 a nadl (Obrazek 27). U vSech zastupcii myxozoi je mozné pozorovat
dlouhé vétve, které vykazuji extrémni rychlost evoluce. Podobné dlouhé vétveni je mozné

pozorovat i u druhu Polypodium hydriforme.

4.3. Mikroskopicka analyza

4.3.1. Mitochondrie

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie byla ovéfena funkénost izolaéniho Kitu
Abcam (ab110171) pfed samotnou extrakci mitochondridlni DNA. Na obrazku 28 a 29

je vysledek TEM mitochondrie druhu Nephrocystidium pickii s viditelnymi kristami.

Obréazek 28. Snimek z transmisni elektronové mikroskopie provedené na na mitochondrie
obohacené frakce.
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Obrazek 29. Detail mitochondrie druhu Nephrocystidium pickii z transmisni elektronové mikroskopie.

4.3.2. Mitochondrialni DNA

Pro vizualizaci mitochondrialni DNA byla vyuzita modifikovana metoda transmisni
elektronové mikroskopie s velmi nizkym kontrastem. Vysledky jsou vsak ve velmi nizké

kvalitg, tudiz bylo rozhodnuto je v rdmci diplomové prace nepublikovat.
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5. Diskuse

Mitochondrialni genom zahavct je v nékterych pripadech nestandardni a jeho studium
je tedy pomérné naro¢ny ukol. Napiiklad mitogenom skupiny Cubozoa zistal dlouhou dobu
neobjasnén (Smith et al., 2012). Divodem se ukazal velmi neobvykly charakter mitogenomu
fragmentovaného do 18 linearnich chromozomu. Stejné¢ tak i mitogenom druhu Hydra
magnipapillata je fragmentovan a ani jeho ziskani nebylo snadné. Bylo tedy otazkou, jaky
mitogenom maji Myxozoa, ktera vlivem adaptace na paraziticky zptsob zivota redukovala
télni plan (Holzer et al., 2018) do podoby jednoduchych plasmodidlnich ttvard, ve kterych
vznikaji spory pro pienos z hostitele do hostitele. Parazitismus obecné vede k redukci
jaderného genomu, coz je mozné pozorovat i na popsanych genomech myxozoi, ktera maji
jeden z nejmensich jadernych genomt mezi zivoCichy (Guo et al., 2022). Nebylo tedy mozna
aZz takovym ptekvapenim, Ze dalSi redukci pfisuzovanou parazitismu je ztrata
mitochondridlniho genomu u druhu Henneguya salmonicola (Yahalomi et al., 2020).
Mitochondrialni genom myxozoi je jen velmi malo prozkoumany. Z dosavadnich poznatkt
je vsak zfejmé, ze 1 blizké druhy maji velice odliSny charakter mitochondrialniho genomu
a dochazi zde ke zménam jako je fragmentace ¢i uplna ztrata (Takeuchi et al., 2015;
Yahalomi et al., 2017; Yahalomi et al., 2020). Hlavnim cilem této prace tedy bylo ziskat
kompletni ¢i castecny mitochondridlni genom vybranych zastupcli myxozoi z rGznych
evolu¢nich linii, popsat charakter genomu a zjistit, zdali je jeho fragmentace jev vyskytujici

se ve vice evoluc¢nich liniich myxozoi.

Studium mitochondridlniho genomu vyrazné znesnadiuje nékolik proménnych.
Jednou z hlavnich ptekazek, zaznamenanych v priab&éhu ziskavani molekularnich
dat, se projevila nizka vytéZznost DNA. Ta je dana piedev§im pomérné nizkym vstupnim
materidlem pro izolaci DNA, kdy neni mozné ziskat potiebné mnoZstvi téchto
mikroskopickych paraziti. To je navic nasobeno tim, Zze v praci byla vyuzivana pouze
mitochondrialni DNA s co nejmensi pfimési jaderné DNA. Proto byl v této praci vyuzit postup
izolace mMtDNA z mitochondrialni frakce. Zde mohlo dojit k dalsimu snizeni uz tak male
koncentrace DNA vychéazejici z velikosti zkoumaného parazita. Dale byva také pozorovan
fenomén piesunu ¢asti mitochondridlniho genomu do jadra (tzv. NUMTs), tyto jaderné Giseky
mohou byt béhem PCR s nespecifickymi primery naamplifikovany spolu s mitochondrialnimi
useky a vykazovat faleSné pozitivni signal reakce (Wei et al., 2022). DalSi proménnou

je vysoka evolucni rychlost, znesnadnuje jak identifikaci protein-kodujicich genu, tak i gent

53



kodujicich RNA ribozomalnich podjednotek. Tento fenomén by upIné vylucoval moznost
klasického ziskavani mitochondrialnich genomu popsaného v metodice
Burger et al. (2007), ktera spociva v amplifikaci dlouhych piekryvajicich se useki DNA
na zakladé univerzalnich primera specifickych pro Metazoa. K vyhnuti se tomuto problému
bylo v této praci vyuzito metody sekvenovani nové generace, piesnéji byla zvolena Oxford
nanopore metoda. Tato metoda na jednu stranu sice umoziuje ziskani dlouhych usekd, ty jsou
ale na druhou stranu pomérné neptesné. Z tohoto diivodu byla provedena korekce dlouhymi

BTseq ready ziskanych pomoci LA PCR se specifickymi primery.

Vyse zminénym postupem byly ziskany sekvence celého mitochondrialniho genomu
druhu Zschokkella nova a ¢astecného mitochondridlniho genomu druhd Myxidium
lieberkuehni, Nephrocystidium pickii, a Zschokkella sp. K dispozici jsem méla navic jiz
kompletni mitogenom druhu Sphaerospora molnari. Mitochondrialni genom druhu Z. nova
byl ziskan spojenim kontigi mitochondridlniho charakteru identifikovanych blast analyzou.
Prekryv téchto kontigh pak umoznil uzaviit kruhovou molekulu. Nasledndé LA PCR
amplifikace se specifickymi primery a BTseq sekvenace dlouhych tsekt byla z vétsi Casti
uspesna. Nekolik mist se vSak nepodarilo pokryt a zlistaly tak s nekvalitnim ¢tenim ziskanym
ON sekvenaci. U zbylych tfi druhti se nezdatila kompletace kratSich usekti do jednoho
dlouhého a wvzniklo tak né€kolik ruzné¢ dlouhych kontigt, které byly blast analyzou
identifikovany jako kontigy nesouci mtDNA. Absence kontigt, které by umoznily spojeni
vsech identifikovanych kontigii do jednoho celku a uzavieni predpokladané kruhové DNA Ize
vysvétlit tim, ze diky velké odlisnosti od ,,queries” z divodu vysoké evolucéni rychlosti
genomu nedokazala BLAST analyza najit v ON datech vSechny mitochondrialni kontigy.
Alternativnim vysvétlenim by mohla byt pifipadnd fragmentace genomu do néckolika
cirkularnich ¢i teoreticky i linearnich molekul mitochondrialni DNA. K zjisténi charakteru
mitogenomu zkoumanych myxozoi byla vyuzita metoda LA PCR. Do koncovych ¢asti kontigii
byly navrzeny specifické primery a mnoha riiznymi kombinacemi pouzitych primer
pti LA PCR, které mély ,,propojit“ jednotlivé kontigy ¢i spojit jednotlivé kontigy do kruhové
DNA. Moznym diivodem pro selhani téchto LA PCR s celou fadou specifickych primer part
byla chybovost sekvenci ON, dle kterych byly specifické primery navrzeny (v piipadé¢ absence
,polishovani“ BTseq metodou). Dal§im moZznym vysvétlenim by ale mohlo byt
to, Ze jednotlivé kontigy ptedstavuji ¢asti fragmentovaného genomu a nelze je tedy spojit
do jedne cirkularni molekuly, jako je tomu v piipadé vysoce fragmentovaného genomu E. leei
(‘Yahalomi et al., 2017).
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Takzvané ,,polishovani® ON readd dlouhymi BTseq sekvencemi je vyznamné
I vpifipadé anotace genomu. Pokud si porovname mnozstvi anotovanych gent
U ,,polishované* molekuly druhu Z. nova a méné ,,polishovanych* kontigti, miizeme pozorovat
niz§i pocet nalezenych geni u méné ,polishovanych® kontigi. Jednim 2z moznych
vysvétlenich je, Ze u chybovych sekvenci z ON muze dojit k posunu ¢teciho ramce a vyskytu
stop kodonu. Nicméné ziskany pocet anotovanych genu je v porovnani s podobnymi studiemi
stejny, ¢i dokonce vys$i. Napiiklad v jiz anotovaném genomu druhu M. squamalis byly
identifikovany pouze dva protein-kédujici geny, a to nadl a nad5 (Yahalomi et al., 2020).
Zda se tedy, Ze i u plné ,,polishovaného“ genomu by nemuselo dojit k anotaci vétsiho poctu
gentl, kterd znemoznuje identifikaci pozménénych geni pomoci BLAST. Hlavnim divodem
je nejspiSe jiz zminéna vysoka evolu¢ni rychlost mitochondrialnich gend. Programem HHpred
bylo zjisténo, Ze v nékterych piipadech nalezené ORF zahrnuji transmembranove
domeény, které jsou typické pro nékteré mitochondrialni geny. Toto zjisténi by mohlo
naznacovat, ze by identifikované ORF mohly ptedstavovat mt geny, jejichz vysoka evoluéni

rychlost znemoznila jejich identifikaci.

Cirkularnost mitochondrialniho genomu lze pfedpokladat nejen na zaklade
dosavadnich studii druhti E. leei, Kudoa spp., M. squamalis, ale i studie druhu P. hydriforme
spolu s kterym tvoii Myxozoa skupinu Endocnidozoa (viz Obrazek 7). K linearizaci
mt genomu medusozoi nejspiSe doSlo az po odstépeni Endocnidozoi od Medusozoi
(Novosol et al., 2022). To by mohl byt podpurny fakt pro odhalovani evoluéniho ptivodu
myxozoi a mohl by tak vést k hlubsimu pochopeni toho, kdy doslo k oddéleni myxozoi
od voln¢ Zijicich zahavcu. Otazkou zistava, zdali u nékterych fylogenetickych linii myxozoi
nedoslo v prib&hu evoluce k nezavislé linearizaci mitogenomu. Neptimym dikazem by pak
mohla byt neschopnost amplifikovat zbytek mitochondrialniho genomu pomoci LA PCR
u druhu jako je napi. M. lieberkuehni, kde selhala PCR snazici se doamplifikovat (Spojit)
zbytek kruhovité molekuly. V tomto piipadé ma znamy kontig velikost ptesahujici 18 kbp,
coz dle dosavadnich poznatkd odpovida velikosti celé molekuly mitogenomu (¢i jednoho
fragmentu v piipad¢ druhu E. leii). Kromé linearniho charakteru mitogenomu by tato situace
mohla byt vysvétlena i neobvykle velkym mitogenomem, jako je to v pifipadé druhu
Polypodium hydriforme (Novosolov et al., 2022), un¢hoz byla metodicky amplifikace

dlouhého Useku také netuspésna.
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Dalsi otazkou je fragmentace mitogenomu myxozoi do né€kolika cirkuldrnich molekul.
Nezdar v kompletaci mitogenomu druhtt M. lieberkuehni, N. pickii a Zschokkella sp. by mohl
byt, jak je ji vySe zminéno, objasnén i timto jevem. Moznost, ze i mitochondrialni genom
druhu M. squamalis charakterizovan jednou kruhovou molekulou (YYahalomi et al., 2020),
by mohl byt fragmentovany neni zcela nerealna. U tohoto druhu se podatilo identifikovat
pouze dva geny. Navic nebyl identifikovan gen pro coxl, ktery je zndmy u vSech ostatnich
druhu. Tato neobvykla situace by sla vysvétlit tim, Ze se cox1 nachazi na jiné molekule DNA

fragmentovaného genomu, kterou se zatim nepodatilo identifikovat.

Velikost mitochondrialnich genomu se pfilis neliSila od velikosti jiz sekvenovanych
druhti. Publikované druhy s jednou cirkularni molekulou, tedy K. hexapunctata a K. iwatai.
mayji velikost 18,219 a 15,442 bp (Takeuchi et al., 2015). V této praci zkoumané druhy Z. nova
a S. molnari maji velikost 24,860 a 14,015 bp. Z evolu¢niho hlediska je zajimavé, ze nejblizsi
zahavec Polypodium hydriforme ma extrémné velky mitogenom (Novosolov et al., 2022),
pticemz S. molnari, ktera je reprezentantem sesterské linie ke v§em myxosporeim a mohli
bychom u ni pfedpokladat ancestralni charakter, ma genom naopak relativné maly. Mtzeme
se tedy domnivat, ze P. hydriforme zvétsilo velikost genomu aZ po odd€leni myxozoi. Bylo
by tedy velmi zajimavé znat mitogenom malacosporei, viibec prvni odstépujici se evolucni
linie myxozoi, a tedy nejblize piibuzné linie k pivodnim Zzahavcim. Velikost
zbylych zkoumanych druhti, u kterych byl vtéto praci ziskan pouze ¢asteény
genom, je otazkou. Jeden z kontigi M. lieberkuehni ma pies 18 kb a jak jiz bylo diskutovano

vyse, mitogenom tohoto druhu mitize byt pomérné veliky.

Pokud se zaméfime na pofadi geni v genomu, muZzeme pozorovat pomérné velkou
odlisnost v jeho uspofadani (Obrazek 22) mezi jednotlivymi druhy. Stejné usporadani se
nachazi pouze u dvou zastupci rodu Kudoa, K. septempunctata a K. hexapunctata. Tieti
zastupce tohoto rodu se zndmym genomem, K. iwatai, postrada protein kddujici gen nad4.
V tomto pifpadé se viak nejspise jedna pouze o neschopnost tento gen anotovat. Zadny z nové
anotovanych genomu nesdili stejné potadi gent s jiz popsanymi druhy. Obecné byva potadi
genl na blizké fylogenetické vzdalenosti dobie zachovano (Tamames et al., 1997). Béhem
evoluce dochéazi ke ztraté¢ genového fadu a u vzdéalenéjSich druhd je stupel zachovani
genového fadu v genomu obvykle velmi nizky (Huynen & Bork, 1998). Nicméné mitogenom
metazoi ma pomérné stabilni uspofadani, a i v ramci Zahavci, ktefi jsou zndmi neobvyklym

mitogenomem, je pofadi pomérn¢ stabilni (Kayal et al., 2012). V ptipadé myxozoi by zjisténa

-----
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vysokou evolu¢ni rychlosti tohoto kmene. Zminénd evolu¢ni rychlost ma za nésledek, jak
bylo diskutovano vyse, problémy v anotaci gentl, a proto i ndmi zjisténé poradi nemusi byt
presné, respektive odpovidat skutecnosti z diivodu pfitomnosti neidentifikovanych gent.

To, ze potradi genli u myxozoi je ale velmi proménlivé, Ize predpokladat z jiz ziskanych dat.

U druhu Zschokkella sp. byla pozorovana fragmentace genu pro coxl. Fragmentace
mitochondridlniho genu byla popsana naptiklad u zastupci celedi Diplonemidea
(Kaur et al., 2020). V jejich pifipadé jsou jednotlivé genové fragmenty nazyvany moduly.
Chromozomy obsahujici jednotlivé moduly jsou piepisovany oddélené. Modulové tanskripty,
jsou nasledné pfipojeny k jejich pfibuznym sousednim moduliim pochézejicich z jinych
chromozomu. Transkripty (mRNA a rRNA) jsou tak sestaveny prostiednictvim masivniho
trans-splicingu, jehoz mechanismus zistava neznamy (Moreira et al., 2016). U myxozoi

prozatim podobna fragmentace popsana nebyla.

Déle byla v praci studovéna fylogeneze mitochondrialnich gent. Jednim z divodii bylo
i ovéfeni toho, ze identifikované tseky nejsou ¢asti jadernych mitochondrialnich pseudogend,
které by byly odhaleny pravé fylogenetickou analyzou. Provedena fylogeneticka analyza
konkatenovanych genti viceméné podpofila piedchozi fylogenetické studie zalozené
na analyze mitochondrialnich dat (‘Yahalomi et al., 2017; Novosolov et al., 2022),
kterd na rozdil od multigenovych analyz geni kodovanych v jadfe, umistuji Myxozoa
s P. hydriforme do blizké piibuznosti hydrozoi. OvSem tato pozice je pravdépodobné
ovlivnéna artefaktem, ktery plyne =z nerovhomérné evoluce analyzovanych taxoni
(Siddall & Whiting, 1999). | vtéto diplomové praci Myxozoa a P. hydriforme vykazuji
extrémni rychlost evoluce, kterou Ize pozorovat z délky vétvi (Obrazek 27). Co se tyka vztahi
V ramci myxozoi, miZzeme pozorovat nejasné klastrovani druhu S. molnari. Tento druh spolu
s ostatnimi zastupci rodu Sphaerospora tvofi skupinu sesterskou ke vSem myxosporeim
a to na zakladé¢ vétSiny analyz. Nicméné tato fylogeneticka pozice neni vzdy stabilni. V praci
Bartosova et al. (2009) napiiklad zastupce tohoto rodu klastroval ke sladkovodni skupiné
myxosporei na zakladé LSU rDNA analyzy. Pfesné¢ takovou piibuznost odhalila
konkatenovand analyza n¢kolika mitochondridlnich genti. Podobné je tomu 1 v ptipadé
fylogeneze na zakladé jednotlivych gent, kdy cob gen dokonce umistil S. molnari do blizké
ptibuznosti k M. lieberkuehni. V tomto ptipadé tvoti Sphaerospora skupinu se zastupci
sladkovodni skupiny infikujici mocovy méchyi a vyluCovaci soustavu a odpovidalo
by to obecnému trendu myxozoi, které klastruji podle lokalizace v hostiteli (Fiala, 2006).

Ve vSech analyzach klastruje moisky druh Zschokkella sp. ke sladkovodni linii.
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Toto vétveni je jiz u nékterych moiskych druhti popsano, naptiklad ve studii Fiala (2006)
a souhlasi to 1 s analyzou SSU rDNA genu tohoto druhu, kterd byla kontrolné provedena
(data nejsou ukézana). Postaveni druhu E. leei v analyze na zaklad¢é genu pro cox2 je odlisné
od predeslych analyz. V tomto ptipadé se nejpravdépodobnéji jedna o artefakt analyzy.
Neni piedpokladem, Ze toto vétveni odpovida skute¢né fylogenezi. Spis se jedna o vysledek
analyzy jednoho genu, ktery nemé dostate¢ny fylogeneticky signal a i vzajemné vztahy taxont

jsou zde jen velmi slabé bootstrapové podporeny.

Mapovani struktury dosavadné publikovanych mitochondrialnich genomu a v této
praci nové ziskanych poznatku (Orazek1, ptilohy) na fylogenezi Zahavcl podpofilo umisténi
skupiny Endocnidozoa dle Chang et al. (2015) mimo Medusozoa, které maji linearni
chromozomy. Zaroven lze ze ziskané kruhovité molekuly u druhu S. molnari a publikované
molekuly druhu P. hydriforme usuzovat, Ze mitochondrialni geny myxozoi jsou
pravdépodobné odvozeny zjedne kruhové ancestralni molekuly, coz se shoduje
s predpokladem Yahalomi et al., (2017). Nasledn¢ tedy doslo k fragmentaci na nékolik
kruhovitych molekul v ramci moiské skupiny (E. leiii), poptipadé neni upln¢ vyloucena
ani fragmentace ve sladkovodni linii, viz diskuse vySe (M. lieberkuehni). Tato ptvodni
molekula mtiZze byt dokonce i ztracena (H. salmonicola). Tato magisterska prace nemutize plné
zodpoveédét otazku evoluce charakteru mitochondrialniho genomu myxozoi, protoze studium
mitogenomu této unikatni a v mnoha smérech zvlastni skupiny zahavct je velmi narocné
a prinasi fadu uskali, které se musi feSit nestandardnimi postupy ziskavani mitogenomi

U Myxozoi.
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6. Zaveér

Podarilo se mi ziskat sekvenci celého mitochondrialniho genomu druhu Zschokkella
nova. Tento genom je tvofen jednou kruhovitou molekulou o velikosti témét 25 kbp. U druhi
Myxidium lieberkuehni, Nephrocystidium pickii, a Zschokkella sp. jsem identifikovala

Casteny mitogenom v podobé nepiekryvajicich se kontiga mitochondrialniho charakteru.

Ziskané genomy spolu sgenomem druhu Sphaerospora molnari poskytnutym
Skolitelem jsem nasledné anotovala. Celkem se mi podafilo identifikovat 6 protein-kddujicich
gentl, a to cob, coxl, cox2, nadl, nad2 a nad3 a geny pro RNA ribozomalnich podjednotek.
Poradi téchto genti bylo mezi druhy velmi variabilni a neodpovida tak vseobecnému dogmatu,
kdy poradi genl blizce piibuznych druhi byva dobie zachovano. Zaroven jsem u druhu
Zschokkella sp. zaznamenala fragmentaci genu pro coxl, kterd doposud u myxozoi nebyla

popsana.

Fylogenetické analyzy jednak nepfimo potvrdily spravnost ziskanych
mitochondrialnich dat (vylouceni moznosti sekvenci jako pseudogenti v jaderné DNA),
ale také naznalily potfebu vénovat pozornost fylogenetickému postaveni druhd rodu
Sphaerospora, jejichZ postaveni nereflektovalo znamou pozici odhalenou klasickou analyzou

SSU rDNA.

Mapovani popsanych genomu na fylogenezi zahavct poskytlo lepsi pohled na evoluci
jejich mitochondrialniho genomu. Diky nové zjisténé kruhovité molekule u druhu
Sphaerospora molnari, jako prvni odvétvujici se skupiné v ramci myxosporei, Ize usuzovat,
ze ancestralnim typem je u nich pravé jedna kruhova molekula mitochondrialni DNA. Z dat
se navic muzeme domnivat, ze k fragmentaci mohlo dojit nejen v moiské skupiné
myxozoi, ale i v jeji sladkovodni vétvi (u druhu M. lieberkuehni). Tyto avahy vSak budou

muset byt podpoteny dal$imi daty ziskanymi v probihajicim vyzkumu nasi laboratote.
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8. Prilohy

Tabulka 1. Seznam nalezenych ORF u druhu Zschokkella nova, jejich pozice a srovnani jejich anotace
dvéma odliSnymi programy.

ORF | Zaédatek | Konec | Smér | Hhpred (pravdépodobnost v %) | Mitos

10 515 2,254 | <- cob (100) cob + nad5
12 2,191 3,465 |<-

1 2,53 3,12 |->

5 9,792 10,316 | <-

4 11,337 | 12,461 | <- nadl (100) nadl

11 12,121 | 13,149 | <- cox2 (100) cox2 + nadl/4
3 13,083 | 14,501 | <- nad2 (84,89) nad4

9 14,018 |16,252 | <-

2 20,094 | 21,152 |<-

8 20,252 | 20,974 | <-

7 21,203 | 24,859 | <-

6 21,203 | 25,315 | <- cox1 (100) cox1 + cox3 + cob + atp6 + nad3/4
13 10,971 |11,33 |<- nad3 (90,63) nad3

Tabulka 2. Geny kodujici proteiny druhu Zschokkella nova detekovany programem MITQOS, jejich
pozice a srovnani s vysledkem programu HHpred.

Zacdatek Konec Mitos Hhpred (pravdépodobnost v %)

3 323 cox1-1 cox1 (98,72)

980 1138 nad2-1 nad3 (45,53)

1166 1300 nad2-2

1292 2101 cob cob (100)

3022 3684 nad2-0

10998 11279 nad3 nadl (81,28)
nad3 (79,89)

11370 12218 nadl nadl (99,62)

12310 12777 cox2-0 cox?2 (99,75)

13191 13751 nad4-2 nad? (62,62)
nad4 (61,61)

13754 13798 nad4-3

13814 13837 nad4-4_a

13847 13858 nad4-4_b

14164 14847 nad5

18020 18238 cox2-1

20226 21131 nad4-0

21260 21745 atp6

22445 23242 nad4-1

23813 24859 cox1-0 cox1 (100)
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Tabulka 3. Seznam nalezenych ORF u druhu S. molnari, jejich pozice a srovnani jejich anotace

dvéma odli$nymi programy.

ORF |Zadatek |Konec |Smér | Hhpred (pravdépodobnost v %) Mitos

3 3,336 3,785 <- nad5

2 4,008 4,523 <-

4 4,547 5,974 <- cox1 (100) cox1

6 5,974 7,896 <- nad2 + nad4
5 8,029 8,715 <- cox2 (100) cox2

1 8,673 9,764 <- cob (100) cob

Tabulka 4. Geny kodujici proteiny druhu S. molnari detekovany programem MITOS, jejich pozice a
srovnani s vysledkem programu HHpred.

Zadatek Konec Mitos Hhpred (pravdépodobnost v %)
3,489 3,809 nad3

3,966 4,181 nad2_b

4,203 4,238 nad2_a

4,586 5,959 cox1 cox1 (99,98)

7,596 7,7 nad4l

8,053 8,583 cox2 cox2 (99,53)

8,796 9,698 cob cob (99,89)

Tabulka 5. Seznam nalezenych ORF na kontizich druhu M. lieberkuehni, jejich pozice a srovnani
jejich anotace dvéma odliSnymi programy.

Contig | ORF |Zadatek |Konec |Smér Hhpred (pravdépodobnost v %) | Mitos
1 1 7 330 > nadé
2 351 2,285 -> cox1 (100) cox1
3 1,079 1,414 <- cox1
2 1 2,197 2,676 |<- cob (57.02) cob
3 6,537 7,016 <- cob (57.02) cob
5 13,445  |14,401 |<- nad1(98.81) nad1
2 14,355 15,413 |<- nad5
4 17,3 17,95 <- nad4
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Tabulka 6. Geny kédujici proteiny druhu M. lieberkuehni detekovany programem MITOS, jejich
pozice a srovnani s vysledkem programu HHpred.

Contig | Zadatek Konec Mitos Hhpred (pravdépodobnost v %)
1 122 322 nad4l
375 1775 coxl cox1 (100)
2143 2262 nad6-0
2 23 415 nad4-1
484 1818 nad5-1
2398 2643 cob cob (52,7)
3547 3753 nad4l
4347 4661 nadé
5338 6063 nadl-1
13559 14350 nad1-0 nadl (98,88)
14199 15359 nads-0
16037 16168 atp8
17441 17848 nad4-0
17828 17950 cox1-1
18073 18219 cox1-0 b cox1 (97,4)
18267 18353 cox1-0 a

Tabulka 7. Seznam nalezenych ORF na kontizich druhu N. pickii, jejich pozice a srovnani jejich

anotace dvéma odliSnymi programy.

Contig | ORF | Zaéatek Konec |Smér | Hhpred (pravdépodobnost v %) | Mitos
1 1 2,467 2,775 | -> nad4
2 1 4,118 4597 |<- nadl (84,82) nadl
2 5,037 5,456 | <- nad4
3 1 1 321 -> cox1 + nad5
3 719 1,042 | -> cox1 (88,34) cox1
2 979 1,308 |-> nad3 (32,88) cox1
4 2 1,385 1,684 |<- cox (28,6) nad6
3 3,601 3,915 |<- cob (94,86) cob
1 5,469 5771 |<- nad5
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Tabulka 8. Geny kodujici proteiny druhu N. pickii detekovany programem MITOS, jejich pozice a
srovnani s vysledkem programu HHpred.

Contig | Zadatek Konec Mitos Hhpred (pravdépodobnost v %)
1 392 598 atp6
2214 2432 nad4 a
2434 3762 nad4 b
4139 4426 nad3
8032 8316 nad6
2 3630 3818 nad4l
4279 5928 nad5-0
3 6 77 |cox1l-1
200 994 cox1-0 cox1 (96,27)
968 1384 nad6
1815 1952 nad4l
2026 2394 nadb
2426 2533 atp8
3016 3321 nadl
4 125 373 atp6-0
403 588 nad4l
1763 2092 nad5-2
2095 3444 nad5-0
3517 3528 nad6
3616 3882 cob cob (94,75)
5171 5497 nad3 nad3 (20,54)
5471 5662 atp6-1
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Tabulka 9. Seznam nalezenych ORF na kontizich druhu Zschokkella sp., jejich pozice a srovnani

jejich anotace dvéma odlisnymi programy.

Contig |ORF | Zacdatek |Konec |Smér | Hhpred (pravdépodobnost v %) | Mitos
1 5 4,463 5,158 <- cox1
3 6,237 7,001 <- nad4
7 9,655 10,566 | <- cob (98,25) cob
1 10,322 10,963 |-> cob + nad2
6 12,238 12,924 | <-
4 12,755 13,612 |<- nad5
2 14,148 14,861 |-> nadé
1 193 780 -> cox1 (99,54) cox1
6 120 578 <- cox1 (99,39) cox1
5 509 946 <- cox1 (99,56) cox1 + nad6
3 1,331 2,065 -> cox1 (99,77) coxla + coxlb
1 1,960 2,385 -> cox1 (99,57) cox1
4 2,316 2,774 -> cox1 (99,39) cox1
2 13,246 13,830 |->
4 1 461 919 ->
4 472 903 <-
6 840 1,295 <-
3 1,846 2,277 <-
2 1,835 2,293 ->
5 2,214 3,335 <- cob (99,97) cob
1 356 667 <- nadl (89,41) nadl
1 476 919 <- nad2
1 47 901 ->
3 862 1,173 <- cox2 (92,05) cox2
2 1,186 1,509 <- nadé
8 4 330 1,013 -> cox1 (99,48) cox1
8 686 1,381 <- cox1 (99,28) cox1
7 741 1,184 <- cox1
10 1,378 1,896 <- cox1 (95,34) coxla + coxlb
9 2,839 3,264 <- cox1 (99,57) cox1
6 3,159 3,614 <- cox1 (99,19) coxla + coxlb
5 4,284 4,769 -> cox1 (99,31) coxla + coxlb
2 4,664 5,089 -> cox1 (99,57) cox1 + nadé
1 5,02 5,544 -> cox1 (99,43) cox1l
3 6,155 6,592 -> cox1 (98,28) cox1l
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Tabulka 1010. Geny kodujici proteiny Zschokkella sp. detekovany programem MITOS, jejich pozice
a srovnani s vysledkem programu HHpred.

Contig | Zacatek Konec Mitos Hhpred (pravdépodobnost v %)
450 200 742 nadl
2,548 2,922 nad5-2
4,175 5,134 nad4-1
5,254 5,727 nad4-4
6,405 6,932 nad4-0
9,346 9,708 nad5-0
10,055 10,165 cob-1 cob (96,04)
10,162 10,524 cob-0 cob (98,66)
10,523 10,942 nad2
12,343 12,675 nad5-1
13,037 13,450 nadé-1
14,235 14,642 nad4-5
16,168 16,662 nad4-2
453 17 223 cox1-0_a cox1 (97,24)
220 525 cox1-0 b cox1 (99,62)
830 1,036 coxl-1 a cox1 (97,24)
463 138 548 cox1l-1 b cox1 (99,26)
557 907 coxl-1 a cox1 (99,61)
1,361 1,99 cox1-0 a cox1 (99,79)
1,987 2,337 cox1-0 b cox1 (97,24)
2,346 2,756 cox1-0 ¢ cox1 (99,26)
465 985 1,302 nadl
2,460 3,314 cob cob (100)
620 15 323 nad3 nad3 (95,79)
395 667 nadl nadl (85,61)
621 46 396 cox2 cox2 (91,31)
551 919 nad2
110 796 nad?2
880 1,173 cox2 cox2 (92,25)
1,210 1,431 nad6
2633 1 351 coxl 3 a cox1 (99,61)
360 752 coxl 2 ¢ cox1 (99,15)
929 1,366 coxl 1 c cox1 (99,25)
1,690 1,923 coxl 2 a cox1 (97,34)
1,344 1,694 cox 12D cox1 (98,32)
2,499 2,633 coxl 3 ¢
2,624 2,878 coxl 3 b cox1 (98,65)
3,234 3,638 coxl 1 a cox1 (99,39)
3,605 3,853 nadl cox1 (95,80)
4,209 4,694 coxl 0 a cox1 (99,31)
4,691 5,041 coxl 0 b cox1 (99,61)
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| 5,050

5,460

coxl 0 ¢

| cox1 (99,26)

Myxozoa
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Obrazek 1. Grafické znazornéni evoluce struktury mitochodndrialniho genomu Zahavct.
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