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Fylogenetické vztahy rybomorek (Myxosporea) parazitujicich u ryb
Z brakickych vod

Abstrakt

Prace se zabyva fylogenetickymi vztahy myxosporei parazitujicich u ryb z brakickych
vod, ve kterych se misi sladkovodni a moiska voda. V tomto prostiedi dochazi také
k setkani moiské a sladkovodni parazitofauny myxosporei. Myxosporea vytvaii dvé
hlavni fylogenetické linie prave v zavislosti na prostfedi svych rybich hostitelti. Cilem

prace je zjistit, jakd Myxosporea parazituji u ryb Zijicich v brakickych vodach, jejich

piibuzenské vztahy a ve kterych fylogenetickych liniich se nachazi.

Uvodni ¢ast prace je vénovana taxonomii myxozoi, popisu jejich morfologie, Zivotnich
cykla a fylogeneze. V této praci jsem se predevsim zaméfila na Myxosporea tii rybich
hostiteli Scathophagus argus, Tetraodon nigroviridis a Tetraodon biocellatus, které
jsou importovany do Ceské republiky jako akvarijni ryby. DNA jsem izolovala pomoci
fenolchloroformové metody. Fylogeneticky marker SSU rDNA jsem amplifikovala
pomoci metody PCR a ziskané produkty byly vizualizovany pomoci gelové
elektroforézy. VSechny tyto metody byly provadény v Biologickém centru
AV CR, v. V. i. Parazitologickém tstavu, V laboratofi rybi protistologie Vv Ceskych

Budé¢jovicich. Ziskané vzorky byly sekvenovany v servisni laboratoii SEQme.

Fylogenetické stromy byly konstruovany v programu Geneious, metodami maximum
likelihood, maximum parsimony a Bayesovskou metodou. Ziskala jsem celkem
SSU rDNA sekvence 10 druhG myxosporei, které jsem fylogenetickou analyzou
zatadila do fylogenetického stromu myxosporei. Zjistila jsem, ze brakické ryby jsou
parazitovany jak druhy z motské linie tak 1 ze sladkovodni linie myxosporei a potvrdila
jsem tak pfitomnost téchto evoluc¢né¢ davno oddélenych vétvi paraziti u jednoho

hostitele.

Kli¢ova slova: Myxozoa; Myxosporea; morfologie; hostitelé; fylogeneze;



Phylogenetic relations of Myxosporea parasitizing in brackish water
fish

Abstract

The bachelor thesis is focused on the phylogenetic relationships of Myxosporea which
parasitizes fish from brackish water where freshwater is mixed with saltwater. In this
environment, myxozoan parasites from the freswater fish hosts meet the ones from the
marine fish. Myxosporea creates two main phylogenetic lineages depending directly on
the environment of fish’s hosts. The aim of this thesis is to find out the following: which
Myxosporea parasitizes fish living in brackish water, their relationships and to which

phylogenetic lineage these myxosporeans belong.

The introductory part of the thesis is dedicated to taxonomy of Myxozoa, description of
their morphology, lifecycles and phylogenetics. | focused mainly on the Myxosporea
from three brackish fish hosts Scathophagus argus, Tetraodon nigroviridis and
Tetraodon biocellatus which are imported as aquarium fish to the Czech Republic.
DNA of parasites was isolated by fenolchloroform method. A phylogenetic marker SSU
rDNA was amplified by PCR method and gained products were visualized using gel
electrophoresis. All these methods were carried out at the Biological Center of
Academy of Science of the Czech Republic, Institute of Parasitology, in the Laboratory
of fish protistology in Ceské Bud&jovice. PCR products were sequenced in a service

laboratory SEQme.

The phylogenetic trees were constructed in a program Geneious, by the following
methods: maximum likelihood, maximum parsimony and the Bayesian inference
method. | obtained SSU rDNA sequence of 10 species of Myxosporea which were
placed by phylogenetic analysis into the phylogenetic tree of Myxosporea. | found out
that brackish fish are parasitized by species of both marine and freshwater lineages of
Myxosporea and | confirmed a presence of distantly related myxosporeans in one fish
host.

Key words: Myxozoa; Myxosporea; morphology; hosts; phylogeny
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1 Uvod

Myxozoa jsou metazoarni endoparazité mikroskopickych rozméra infikujici predevsim
moiské a sladkovodni ryby. Jejich hostiteli v§ak nejsou pouze ryby, ale mohou to byt
i plazi, obojzivelnici, ptaci a savci, napi. krtek nebo rejsek (Lom a Dykova, 2006;

Yokoyama et al., 2012).

Skupina Myxozoa se rozd€luje do dvou tiid — Myxosporea a Malacosporea.
Malacosporea (Canning et al., 2000) je velmi mala skupina paraziti. Dodnes jsou
popsany pouze 4 druhy, které jsou zafazeny do rodu Buddenbrockia a Tetracapsuloides
(Lom a Dykova, 2006). Zatimco u tfidy Myxosporea bylo popsano vice nez 2300 druht
(Morris, 2010). Myxosporea se rozd€luji na 2 podskupiny Bivalvulida a Multivalvulida.
Rozdil u téchto skupin spociva v rizné velikosti, tvaru, po¢tu chlopni a poélovych vacka.
Bivalvulida maji dvouchlopiiové spory a vétSinou dva polové vacky a Multivalvulida
maji sténu spory ze tii ¢i vice chlopni a zpravidla Ctyt polovych vackt (Lom a Dykova,

2006).

Typickym tutvarem charakterizujici tuto skupinu je spora. Chlopné spory k sobé tésné
priléhaji a pii kontaktu s hostitelem dochazi kjejich otevieni a uvolnéni
améboidniho infekéniho zarodku (sporoplasmy). Uvniti spory jsou dale polové vacky,
které muze spora obsahovat pouze jeden nebo az sedm. Uvniti polového vacku je
spiralovité stocené polové vlakno, které je vymrstitelné a ma ukotvovaci schopnost,
aproto slouzi endoparazitim k zachyceni na svém hostiteli (Lom, 1990). Spory
vétsinou dosahuji velikosti 10-20 pm. Buiky myxozoi maji mitochondrie tubularniho,
diskovitého nebo plochého tvaru. Zivotni cyklus myxozoi je slozity, dale bude popsan
v dalsi kapitole. Vegetativni formou myxozoi jsou plasmodia, ktera jsou bud’
histozoicka (nachazi se ve tkanich) a coelozoicka, ktera se objevuji piedevsim

vV moc¢ovém nebo zlucovém traktu (Lom a Dykova, 2006).

Myxozoa u vétsiny ryb neplsobi patologické zmény, nicméné nékteré druhy mohou
zpusobovat zavazna onemocnéni ryb, které maji ekonomické dopady V rybich chovech.
Mohou pusobit imrti zejména mladych rybich jedincii nebo zptusobit to, Ze maso ryby
je znehodnoceno a po kuchynské tipravé miize byt zelatindzni konzistence (Volf, Horak,

2007).



Mezi vyznamné rody myxozoi fadime napt. Myxoboulus, Henneguya, Buddenbrockia
Ortholinea, Zschokkella, Kudoa, Parvicapsula, Ceratomyxa, Chloromyxum

a Myxobilatus.

Druhy rodu Myxobolus patii mezi nejpocetnéjsi zastupce myxozoi (Eiras et al., 2014), je
popsdno vice nez 800 druhii a jsou velmi béznymi parazity vSech sladkovodnich
I mofskych ryb. Morfologicky podobnym rodem je rod Henneguya, ktery se odlisuje
pouze privésky na koncich spory. Oba rody obsahuji zastupce parazitujici histozoicky
vriznych rybich tkanich. Spory rodu Ortholinea maji nejcastéji tvar kulovity az
nepravideln¢ elipsoidni. Polarni vacky jsou hruskovitého tvaru. Ortholinea jsou
coelozoiCti parazité infikujici predev§im mocovy systém motskych ryb. Zschokkella
tvoii spory elipsoidniho tvaru mirné ohnuté. Nejcastéjsi coelozoicky parazit, ale
vyjimecné i histozoicky u motskych i sladkovodnich ryb. Druhy v ramci rodu Kudoa
(Meglitsch, 1947) jsou nejcastéji histozoiCti parazité napadajici moiské druhy
kostnatych ryb. Spory u rodu Kudoa tvoii 4 chlopné, z nichz kazda obsahuje polarni
vacek. Spory maji tvar hvézdicovy nebo Cctvercovy. Nékdy mohou byt spory
nesymetrické a to tak, ze jedna chlopen je vétsi nez ostatni. Kudoa jsou parazité
infikujici nejcastéji svalové bunky. Parvicapsula nejcastéji infikuje ledvinné kanalky
nebo mocovy méchyi moiskych ryb. Jejich spory jsou polodlouhé, nesoumérné
a zakiivené. Ceratomyxa vytvaii podlouhlé spory zpravidla ve tvaru pilmésice nebo
oblouku. Radi se mezi coelozoické parazity moiskych ryb. Spory Chloromyxum jsou
hladké nebo maji typické Zebrovani na svém povrchu. Poldrni vacky jsou Casto ve
dvojicich o rizné velikosti. Myxobilatus vytvaii polodlouhé S$picaté spory a polarni
vacky jsou hruskovitého tvaru. Coelozoicky parazit predevSim v mocovém systému

(Lom a Dykova, 2006).



2 Myxozoa

2.1 Studie Myxozoa

Prvni zminky o skupiné¢ Myxozoa byly popsany v roce 1825 Jurinem, ktery nasel cysty
ve svaloving ryby Coregonus fera v Zenevském jezeru. Pocatky popisti druhii myxozoi
ovSem spadaji do konce devatenactého stoleti. Prilom v chdpani aspektii Zivota
myxozoi, jejich diverzity a evoluce se udal béhem poslednich 35 let. V roce 1980
Markiw a Wolf popsali zivotni cyklus Myxozoa. Zjistili, ze paraziti znami
z malostétinatci  (Actinosporea) jsou soucasti zivotniho cyklu myxozoi a nejsou
samostatnym taxonem. To vedlo Kk systematickym zmé&nam a zruSeni tiidy
Actinosporea. Az do devadesatych let minulého stoleti byla Myxozoa povazovana za
Protozoa. S ptichodem molekularnich piistupi byla Myxozoa potvrzena jako soucast
zivocicht (Smothers et al., 1994) blizce piibuznych k zahavcim, coz bylo s definitivni

platnosti potvrzeno az Hollandem et al., (2010).

2.2 Zivotni cyklus

Markiw a Wolf (1984) poprvé popsali zaklady zivotniho cyklu u rybomorky Myxobulus
cerebralis. Bylo zjisténo, ze Zivotni cyklus probihd ve dvou hostitelich béhem tzv.
myxosporové a aktinosporové faze. Vice prostudovand faze myxosporova, pii které
dochazi ke vzniku myxospor, se nachéazi u nizsich obratlovcti, pfedev§im u ryb, méné
pak u plazii a obojzivelnikii. Aktinosporova faze, zahrnujici sexuélni proces, probiha
u krouzkovct a vznikaji aktinospory. Typicky znak vyvojového stddia a unikatni pro
Myxozoa je tzv. buinika v bufice, coz znamend, Ze vytvofené sekundarni buiky

pretrvavaji uvnitt primarnich bunék.

Aktinospory uvolnéné zkrouzkovce do vody se setkaji skdzi nebo Zzabernim
epitelem rybiho hostitele. Pomoci polarnich vldken dojde k upevnéni spor na povrch
hostitele. Dale sporoplasma vstupuje ptes kuizi do hostitele a nasleduje presporogenicka
faze a ke vzniku vnitini sekundarni bunky uvnitt primarni buniky. Dochazi ke vzniku
plasmodii, kterd jak uz bylo zminéno v tvodu, jsou histozoickd nebo coelozoicka.
Histozoicka se nachazi ve tkanich a coelozicka se objevuje predevsim v mocovém nebo
ZluCovém traktu. V dal§im prubéhu vyvoje dochazi ke vzniku sporoblastd, které

dozravaji a vznikaji myxospory.

Poté dochazi k poziti definitivnim hostitelem. V prubéhu vyvoje dochazi k rozvoji 2
bunék (a a B) na 16 gametickych bunék, které prosly meidzou za vzniku 8 zygot.
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Kone¢nym stadiem je vznik 8 aktinospor. Aktinospora ma ve vétsing ptipadl predni
sporové télo, obsahujici 3 polarni vacky, 3 chlopné a sporoplasmu s mnoha jadry a

infekénich bunék.

2.3 Klasifikace myxozoi

Klasifikace myxozoi je predev§im zaloZena na morfologii spor. Tato klasifikace vychazi
Z prace Loma a Noblého (1984). Krom¢ tvaru spor také zdlezi na poctu a usporadani
po6lovych vacki a chlopni. Avsak tato taxonomie je V dnesni dobé nepiesna. Neni zde
zahrnut Zivotni cyklus se stfidanim hostitelti, morfologie aktinospor uvniti kone¢ného
bezobratlého hostitele a hlavné fylogenetické vztahy objeveny analyzou podle SSU
rDNA. Vytvoreni tfidy Malacosporea je v souladu s vysledky fylogenetické analyzy,
oddélujici Myxosporea od malacosporei (Canning a kol., 2010). Avsak v ostatnich
ohledech molekularni pfistup nepodporuje stavajici taxonomii myxosporei (Kent et al.,
2001; Fiala, 2006).

Dvé zéakladni fylogenetické vétve myxosporei nejsou zalozeny na podobnosti tvaru
spor, ale na moiském ¢i sladkovodnim prostfedi svych hostitelii. Proto zéstupci jako
napt. (Myxidium, Ortholinea, Zschokkella), ktefi parazituji u sladkovodnich i mofskych
ryb se vyskytuji v obou hlavnich liniich. V sou¢asné dob¢ je snahou piizpisobovat
taxonomii s poznatky fylogeneze. Dochazi k systematickym zménam, napt. druhy rodu
Polysporoplasma byly zafazeny do rodu Sphaerospora na zakladé jejich fylogenetické
ptibuznosti (BartoSova et al., 2013). Tabulka 1 obsahuje vSechny platné rody a jejich
typové druhy.

Tabulka 1: 64 rodit Myxozoa s odpovidajicimi typovymi druhy

Rod Druh Rod Druh
Acauda A. hoffmani Whipps, 2011 Neobipteria N. macrouri Kovaleva, Gaevskaya
et Krasin, 1986
Agarella A. gracilis Dunkerly, 1915 Neohenneguya N. tetraradiata Tripathi, 1953
Alatospora A. samaroidea Shulman, Kovaleva Neomyxobolus N. ophiocephalus Chen et Hsieh,
et Dubina, 1979 1960
Auerbachia A. anomala Meglitsch, 1968 Neoparvicapsula N. ovalis Kovaleva, Gaevskaya et
Shulman, 1982
Bipteria B. admiranda Kovaleva, Neothelohanellus N. catlae Das et Haldar, 1986
Zubchenko et Krasin, 1983
Buddenbrockia B. plumatellae Schroder, 1910 Noblea N. admiranda Kovaleva (1989)
Cardimyxobolus C. leshanensis Ma, Dong et Wang, Ociospina 0. tongrensis Hsieh et Xiao, 1993
1952
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Caudomyxum C. nanum Bauer, 1948 Ortholinea (. divergens (Thélohan, 1895)
Ceratomyxa C. sphaerulosa Thélohan, 1892 Pallians P. mirabilis Shulman, Kovaleva et
Dubina, 1979
Ceratonova C. shasta Atkinson, Foott, et Paramyxoproteus P. reinhardii Wierzbicka, 1986
Bartholomew, 2014
Chloromyxum C. leydigi Mingazzini, 1890 Parvicapsula P. asymmetrica Shulman, 1953
Coccomyxa C. morovi Léger et Hesse, 1907 Phlogospora P. mysti Qadri, 1962
Cystodiscus C. immersus Lutz, 1889 Pseudalatospora P. scombri Kovaleva et
Gaevskaya, 1983
Dicauda D. atherinoidi Hoffman et Walker, Renispora R. simae Kalavati, Longshaw et
1978 MacKenzie, 1996
Ellipsomyxa E. gobii Keie, 2003 Schulmania S. ovale Kovaleva, Zubchenko et
Krasin, 1983
Enteromyxum E. scophthalmi Palenzuela, Sigmomyxa S. sphaerica (Thélohan, 1892)
Redondo et Alvarez-Pellitero, 2002
Fabespora F. nana Naidenova et Zaika, 1969 Sinuolinea S. dimorpha (Davis, 1916)
Gadimyxa G. atlantica Koie, Karlsbakk et Soricimyxum S. fegati Prunescu, Prunescu,
Nylund, 2007 Pucek et Lom, 2007
Globospora G. sphaerica (Evdokimova 1973) Sphaeromyxa S. balbianii Thélohan, 1892
Hennegoides H. longitudinalis Lom, Tonguthai Sphaerospora S. elegans Thélohan, 1892
et Dykova, 1991
Henneguya H. psorospermica Thélohan, 1892 Spirosuturia S. carassii Chen et Hsich, 1984
Hoferellus H. cyprini (Doflein 1898) Tetracapsuloides T. bryosalmonae (Canning, Curry,
Feist, Longshaw et Okamura,
1999)
Kentmoseria K. alata (Kent et Moser, 1990) Teirauronema T. macropodus Wu, Wang et
Jiang, 1988
Kudoa K. clupeidae (Hahn, 1917) Thelohanellus T. hovorkai Akhmerov, 1960
Laterocaudata L. mastacembala Chen et Hsich, Triangula T. vangkiangensis Chen et Hsieh,
1984 1984
Latyspora L. scomberomori BartoSova, Trigonosporis T. acanthogobii Hoshina, 1952
Freeman, Yokoyama, Caffara et
Fiala, 2011
Meglitschia M. insolita (Meglitsch, 1960) Trilospora T. californica Noble, 1939
Myxidium M. lieberkuehni Biitschli, 1882 Trilosporoides T. platessae Keie, 2005
Myxobilatus M. gasterostei (Parisi, 1912) Unicapsula U. muscularis Davis, 1924
Myxobolus M. muelleri Biitschli, 1882 Unicanda U. clavieauda (Kudo, 1934)
Myxodavisia M. spinosa (Davis, 1917) Wardia W. ovinocua Kudo, 1919
Myxoproteus M. ambiguus (Thélohan, 1895) Zschokkella Z. hildae Auerbach, 1910

Zdroj: Ivan Fiala et al., 2015
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3 Fylogeneze myxozoi

V soucasné dob¢ existuje pres 2 300 druhii myxozoi, rozdélenych do 64 rodl a 17
Celedi. Toto rozdé€leni je piedevSim zaloZeno na morfologii spor. Morfologie spor je
hlavnim kritériem pro taxonomii Myxozoa, avSak molekularni markery odhaluji
necekané vztahy. Poukazuji na rozpory v klasifikaci podle morfologie spor a fylogenezi

zalozené na sekvenci vybranych molekularnich markert.

Gen pro RNA malé ribozomalni podjednotky (SSU rDNA) je univerzalni molekularnim
markerem, ktery se vyskytuje v genomu vSech eukaryot a byl uspéSné pouzit
Kk fylogenetickym analyzam (shrnuto v Avise 2004). Prvni SSU rDNA sekvence
u myxosporei byla pouzita pro zjisténi pozice v eukaryotickém strom¢ Zivota (Smothers
et al., 1994; Siddall et al., 1995; Schlegel et al., 1996). Od t¢ doby SSU rDNA sekvence
byly pouzivany pravideln¢ k ujasnéni vztahti mezi druhy skupiny Myxozoa. Zajimavosti
je, ze moiské a sladkovodni druhy myxozoi maji odliSnou délku tohoto genu. Zastupci
sladkovodni linie maji SSU rDNA sekvenci dlouhou vice nez 2000 bazi. Motska linie
ma SSU rDNA sekvenci kratsi, okolo 1800 bazi (Fiala, Dykova, 2004; Fiala, 2006).
Jednu z nejdelSich SSU sekvenci nalezneme u druhti rodu Sphaerospora, ktera ¢ini vice
nez 3700 bazi (Jirkd et al., 2007; Holzer et al., 2007; BartoSova et al., 2013; Eszterbauer
et al., 2013). Druhy rodu Sphaerospora ma jednu z nejdelsich SSU rDNA sekvenci
mezi eukaryoty, kvili typicky vloZzenym inzertim v SSU rRNA genu (Jirkd, 2007).

U myxosporei se nevyuziva k pozorovani ptibuzenskych vztahti pouze SSU rDNA, ale
i RNA velké ribozomalni podjednotky (BartoSova et al., 2009). Vysledky fylogeneze

zaloZené na tomto genu jsou srovnatelné s topologii stromu SSU rDNA.

Mofské linie zahrnuje druhy myxosporei S Zivotnim cyklem v moiském prostiedi, které
vyuzivaji mnohostétinatce jako definitivni hostitele (Kent et al. 2001; Holzer et al.
2007; Sitja-Bobadilla, Palenzuela, 2013). Zastupci sladkovodni fylogenetické linie jako
své definitivni hostitele vyuzivaji malostétinatce (Kent et al., 2001; Holzer et al., 2007;
Sitja-Bobadilla, Palenzuela, 2013).

Na zaklad¢é rDNA genu se sladkovodni a moiska linie d¢li do tzv. skupin. Sladkovodni
Myxosporea se déli do 5 skupin: Chloromyxum, Myxidium lieberkuehni, Myxobolus,
mocovy a jaterni biliarni (Fiala, 2006). Motska linie Myxosporei se vétvi do 7 skupin:
Bipteria, Ceratomyxa, Kudoa, moisky mocovy, Enteromyxum, Ceratonova

a Chloromyxum (Fiala, 2006; Whipps et al., 2004). Myxosporea V téchto skupinach
12



spojuje zejména stejna lokalizace v téle svého rybiho hostitele, napt. druhy infikujici

ledviny a mocovy systém jsou blizce piibuzné.
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4 Hostitelé

cey

VétSina zastupcli myxosporei ziji uvnitt sladkovodnich a motskych ryb. 3 druhy byly
zjistény u bezcelistnatcli, 35 druhd u paryb a zbytek u ryb. Nejen u ryb vSak mohou
Myxosporea parazitovat, nékteré druhy byly zaznamenany u obojzivelniki a plazi
(Lom a Dykova, 2006). Dokonce byly zjistény i u teplokrevnych zivo¢icht (Yokoyama
etal., 2012).

Ve své bakalaiské praci jsem se zaméfila na rybi hostitele z brakickych vod, ze kterych

byly ziskany vzorky DNA.

4.1 Scathophagus argus

V Ceském prekladu kalozrout skvrnity. Jeho velikost je okolo 22 cm, télo ma zplostélé
a typickeé jsou Cerné skvrny na kazi. Jejich vyskyt pfevazuje v brakickych vodach v jizni
a jihovychodni Asii, ale mizeme je najit i ve vodach okolo Japonska a Australie. Je to
vsezravec, ale zivi se predevsim fasami a rostlinnymi c¢astmi. Zajimavosti je, Ze ve

zlazach hibetnich ploutvi je obsazen jed, ktery je vSak slaby a neni pro lidi nebezpecny.

rybicky.sweb.cz © Daniel Seibert

Obrazek 1: Scathophagus argus

4.2 Tetraodon nigroviridis
Zvany Ctverzubec zeleny. Mala rybicka o velikosti 10 cm. Pivod rybicky je z Asie,
predeviim Sri lanka, Indonésie a Cina. Je to agresivni ryba, kterd se pii ohroZeni

nafoukne a zvétsi sviij objem.
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Obrazek 2: Tetraodon nigroviridis

4.3 Tetraodon biocellatus

Také pod nazvem cCtverzubec skvrnoocasy. Tetraodon nigroviridis a biocellatus jsou
velmi podobné rybicky. Jejich rozdilem je pouze ve velikosti kdy T. biocellatus je
mensi, méfi okolo 5 cm. Pivod této rybicky je také z Asie, predevSim Indonésie,

Indocina a Malajsie.

-
© David Hajek|

Obrazek 3: Tetraodon biocellatus
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5 Tkanova a organova specifi¢nost

Tkanovou a organovou specifi¢nost lze charakterizovat jako misto, kde se parazit vyviji
do zralé spory. Ktzv. presporogonickému vyvoji, pii kterém dochazi k namnozeni
parazita, mize dochazet i v jinych tkdnich béhem migrace télem (napt. druhy rodu
Sphaerospora maji ve svém vyvoji zahrnuto pomnozeni v krevnim fecisti). Rozvoj
dalsich stadii je spojen se specifickymi tkdnémi hostitele. Jsou druhy Myxosporea, ktera
se vyviji pouze v nekterych specifickych tkénich, napi. tkan epitelidlni, svalova,
chrupavcita, pojivova, ale také uvnitt nervovych bunék a cév. Obvykle se Myxosporea
rozviji v ur€ité tkani jednoho orgénu. AvSak neni to tak vzdy, jsou rizné vyjimky, které
se vyvijeji ve stejnych tkanich, ale v riznych organech (Myxobolus gayerae, Myxobolus
pfeifferi) (Molnar et al., 2014).

Infikované mohou byt rtizné organy a Casti ryb. VétSina zndmych druhi myxosporei
infikuje zabry (Molnar, 2002), protoze z této lokalizace se snadno uvolnuji spory do
vodniho prostfedi (Eszterbauer, 2013). Neéktera Myxosporea (Myxobolus bramae)
rozviji sva plasmodia uvnitt vldkna zaber. Velmi vzacné je infikovani kiize a v tomto
piipadé se na hostiteli tato infekce velmi dobfe pozoruje. Sphaerospora molnari
zpusobuje Casto velmi zavazné infekce zaber a kiize u pludku kapra obecného (Lom et
al., 1983). Nejznaméjsim zastupcem, ktery pisobi infekce oka, je Thelohanellus
oculileucisci, ktery infikuje sklivec (Lom et al., 1987). Dalsim velmi ¢astym napadenym
organem jsou ledviny, kde se nejCastéji nachédzeji spory a vyvojova stadia riznych
druhtt myxozoi (Molnar, 2007). Clenové rodu Sphaerospora nejvice obyvaji renélni
tubuly u sladkovodnich ryb (Dykova, Lom, 1982). V ledvinach zpisobuji infekce i jini
parazit¢é napi. Myxidium, Chloromyxum a Parvicapsula u moiskych ryb (Molnar,
Eszterbauer, 2013). N¢kolik myxosporei vytvaii plasmodia ve stfevé. Plasmodia
Thelohanellus kitauei zpusobuji otoky, které blokuji lumen stieva u kapra obecného
(Egusa, Nakajima, 1981). Mezi Myxosporea rozvijejici se ve stfevé motskych ryb se
fadi Enteromyxum leei a Enteromyxum fugu. Infekce jater pomoci plasmodii je velmi
vzacna a vétSinou byva spojend s infekcei jinych organti. Na rozdil od infekci jater jsou
infekce ZluCovych cest a Zluéniku mnohem cast&jsi. Myxidium, Zschokkella,
Chloromyxum a Ceratomyxa jsou nejcastéji pozorovany ve zlucniku, ve sténach
Zlu€ovodu a parenchymu jater (Dykova a Lom 1988, 2007). Infekce nervového systému
nejcastéji zpusobuji nékolik druhtt Myxobolus, které byly popsany u lososovitych ryb
(Urawa et al., 2009). Plasmodia druht rodu Kudoa, pifedevsim Kudoa neurophila a
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Kudoa yasunagai, se vyvijeji v nervovych bunkach hostitele (Grossel et al., 2003;
Zhang et al., 2010). Velmi zajimavym druhem Myxosporea je Myxobolus cerebralis,
jeho mala plasmodia se rozviji v chrupavce lebky a obratll, vytvaii tlak na mozek a
prodlouzenou michu a to ovliviiuje plavani hostitele. Dalsi infekce mohou propuknout
ve svalstvu nebo v oblastech téla, ktera nelze piesné lokalizovat (Molnar, Eszterbauer,
2010)
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6 Cile

Cile prace:

1) Ur¢it fylogenetické vztahy myxosporei u ryb z brakickych vod.

2) Osvojit si laboratorni metody: izolace DNA, PCR a gelovou elektroforézu.
3) Vytvotit fylogenetické stromy pomoci ziskanych dat.

4) Interpretovat vysledky.

18



7 Metodika

7.1 Material

V Laboratofi rybi protistologie, kde jsem provadé¢la celou metodiku, mi bylo poskytnuto
22 vzorki DNA. U 6 vzorkl jsem provadéla izolaci DNA fenolchloroformovou
metodou a 16 vzorki bylo pfedem vyizolovano pracovniky ustavu. Vzorky jsou

z riznych akvarijnich rybi¢ek objednané z internetové stranky www.aquarium.cz.

Tabulka 2: Seznam vysetfovanych vzorku

Cislo vzorku Akvarijni rybi¢ka, infikovany organ

1558 Tetraodon biocellatus, ledvina
1559 Scathophagus argus, moc. ustroji
1560 Scathophagus argus, mo¢. ustroji
1561 Tertraodon nigroviridis, zlu¢
1269 Scatophagus argus, zlu¢

1270 Scatophagus argus, mog. stroji
1271 Scatophagus argus, zlu¢

1272 Scatophagus argus, zluc¢

1273 Scatophagus argus, moc¢. tstroji
1274 Tetraodon nigroviridis, zlu¢nik
1275 Tetraodon nigroviridis, ledvina
1276 Tetraodon nigroviridis, zlu¢nik
1277 Tetraodon nigroviridis, ledvina
1278 Tetraodon nigroviridis, zlu¢nik
1279 Tetraodon biocellatus, ledvina
1280 Tetraodon biocellatus, ledvina
1619 Tetraodon nigroviridis mog¢. ustroji
1620 Tetraodon nigroviridis, sténa Zlu¢niku
1621 Tetraodon nigroviridis, Zlu¢nik
1622 Scatophagus argus, ledvina

1623 Scatophagus argus, zabra

1624 Scatophagus argus, zlu¢

7.2 lzolace DNA

Fenolchloroformova metoda

o Proteiny v odebranych vzorcich byly lyzovany pomoci proteinazy K (4ul)
o Ke vzorkiim byl pfidan pufr TNES (400ul)

o Inkubace probihala ptes noc pii 55°C

o  Poinkubaci byl piidan fenol (400ul)
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5 min bylo se zkumavkami lehce otaceno

Vzorky byly centrifugovany 5 min pii 15 0000t/min

Po stoc¢eni byly odebrany horni faze do jinych zkumavek

Do zkumavek dale byl ptidan fenolchloroformizoamylalkohol (400pul)

5 min se opét promichalo a 5 min centrifugovalo jako v pfedchozim kroku

Opét byla odebrana horni faze ze zkumavek

Byl piidan chloroform (400ul)

5 min promichat a 5 min centrifugovat

Horni faze se opé€t odebrala

Poté bylo ptidano 1 ml Cistého etanolu

Dutkladn€ se promichaly vSechny zkumavky a byly centrifugovany 10 min pfi
maximalnich otackach

Dale byl ethanol slit a byl ptidan 1 ml 70% ethanolu na promyti

Zkumavky byly centrifugovany 5 min

Ze zkumavek byla opatrné pomoci pipety odsata tekutina a zbytek tekutiny, aby
nedoslo k poskozeni DNA, se nechalo odpatit pii pokojové teploté

Po vysuseni pak bylo pridano k peletu 50 pl vody

7.3 PCR - polymerazova ietézova reakce

Izolovana DNA byla pouzita jako templat pro PCR. Jako zdkladni primery byly pouZity
ERIB 1 a ERIB 10 v prvni PCR. Nasledovala tzv. nested PCR s myxospecifickymi

primery forward (MyxospecF) a reverse (MyxospecR). Pfi §patném navazani a malo

vyslednych produkti PCR jsme se pokusili amplifikovat DNA pomoci primera ActlR

a MyxgenF a 18e a 18q. Dale jsme kombinovali tyto primery 18e a ActlR a primery

18q a MyxgenF. Pti kazdé PCR byly provadény i negativni kontroly.

K vytvofeni PCR smési (master mixu) o objemu 25 pl do zkumavek se smichalo:

10x PCR pufr 2,5 ul

dNTP 2 ul (10mM)
primer (ERIB 1) 1 pl (10uM)
primer (ERIB 10) 1 ul (10uM)

polymeraza

1 ul (1 jednotka)
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PCR voda 16,5 pl
DNA 1l

PCR probihala v termocycleru

1. 94°C 5 min
2. 94°C 1 min
3. 52°C 1 min
4. 72°C 2 min
5. 2.-4. krok se 29x opakoval
6. 72°C 8 min

7.4  Gelova elektroforéza
Pro vizualizaci PCR produktt se pouziva gelova elektroforéza. Zakladem je ptipravit si

1% gel agardzy.

O

1% gel agar6zy byl ptipraven z 50 ml pufru a 0,5g agaru

(©]

Pufr sagarem byl rozpustén v mikrovinné troubé a poté ochlazen pod tekouci
vodou za stalého promichavani

o  Dale byl pripipetovan ethidium bromid (EtBr) a opatrné se roztok promichal

o Roztok se nalil do formy s jamkami a nechal se 20 min tuhnout

o Zatuhly gel byl vyndan a vlozen do elektroforetické vany

o Poté se do jamek pipetovaly vzorky, negativni kontrola a Ladder

0 Elektroforéza probihala pii 80-100 V po dobu 20-30 min

o Vysledek elektroforézy se prohliZel pod ptistrojem UV transluminétor

Fragmenty DNA, které mély spravnou velikost, se pomoci skalpelu vytizly z gelu

a byly pouzity k dal§i metode¢.

7.5 lzolace DNA z gelu

Izolace byla provadéna pomoci kitu a navodu, gel/PCR DNA Fragments Kit (DF100,

DF300)

o Vytiznuty gel s DNA byl vloZzen do mikrozkumavek o objemu 1,5 ml ke kterému
bylo pfidano 500 pl DF pufru

o Mikrozkumavky byly inkubovany pfi teplot¢ 55-60°C po dobu 10-15 min, kdy
kazdé 2-3 min byly promichany
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o  Vkitu byly specialni zkumavky s kolonou, do kterych byl pfenesen rozpustény
gel s pufrem

o  Zkumavky se daly centrifugovat pii 14 0000t/ 30s

o  Tekutina ve zkumavce se vylila a bylo piidano 600 pl Wash pufru a nechalo se
stat po dobu 1 min

o Pak byly zkumavky opét centrifugovany a predesly krok se jest¢ jednou
zopakoval

o Tekutina se opét vylila a zkumavky byly centrifugovany po dobu 3 min, aby bylo
vse odstranéno

o Poté byla kolona vloZzena do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a bylo pfidano
40 ul PCR vody

o  Centrifugace po dobu 2 min

7.6 Sekvenovdni
Po izolaci z gelu byl produkt PCR o objemu 9ul napipetovan do mikrozkumavky a byl
pfidan 1 pl pfisluSného primeru, ktery byl pouZit pi1 PCR. Tyto vzorky byly zaslany do

servisni laboratofe Seqme.

7.7 Fylogeneticka analyza

Ziskané sekvence byly prohlizeny v programu Chromas. Program SegMan umoznil
zkompletovat vSechny caste¢né sekvence do jednoho tzv contigu. Dale se vytvotil
alignment ze ziskanych sekvenci a sekvenci z genové banky na strankach
www.blast.ncbi.nlm.nih.gov. Sekvence byly uspotfadany (alignovany) Vv programu
MAFT.

Fylogeneticka analyza byla provedena 3 riznymi metodami. Prvni metoda se nazyva
metoda maximalni pravdépodobnosti (ML — maximum likelihood), metoda maximalni
uspornosti (MP — maximum parsimony) a Bayesova analyza, coz je metoda stanoveni
relativni pravdépodobnosti. Vytvofené stromy byly zobrazeny v programu Treeview

a upravovany v programu Adobe lllustrator.
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8 Vysledky

Celkem se podatilo ziskat SSU rDNA sekvence 10 druht myxosporei nalezenych u ti
druhti rybich hostitelid. Nejdelsi ¢astecné sekvence se podaiilo ziskat pomoci primera
MyxospecF a MyxospecR a to u dvou druhtt Myxosporei: (Caudomyxum sp.
a Ceratomyxa scatophagi a to 1007bp, respektive 966bp). Vétsina sekvenci méla délku
VvV rozmezi 575 az 788, vyjimku tvorila sekvence ziskana u druhu Ceratomyxa sp., ktera

méla délku pouze 299bp.

Tabulka 2: Ziskané sekvence

_ Ziskana délka SSU
Hostitel Myxosporea/kéd
rDNA (bp)
Scathophagus argus Ortholinea sp. 1/1560 788
Scathophagus argus Ortholinea sp. 2/1270 662
Scathophagus argus Zschokkella sp./1272 592
Scathophagus argus Caudomyxum sp./1273 1007
Scathophagus argus Ceratomyxa scatophagi/1624 966
Tetraodon biocellatus Myxosporea sp. 3/1277 713
Tetraodon biocellatus Myxosporea sp. 2/1279 607
Tetraodon nigroviridis Myxosporea sp. 1/1274 575
Tetraodon nigroviridis Ceratomyxa sp. 2/1276 299
Tetraodon nigroviridis Ortholinea sp. 3/1619 715

Vsechny sekvence byly pted vlastni fylogenetickou analyzou porovnany s databazi
sekvenci (GenBank). Tato piedbézna analyza (BLASTn) odhalila ptibuznost
jednotlivych sekvenci se sladkovodni ¢i moftskou linii myxosporei. Na zaklad¢ toho
byly vytvofeny dva datasety sekvenci, které obsahovaly sekvence myxosporei (nové
ziskané sekvence z GenBank) ze sladkovodni respektive z moiské fylogenetické linie.
Do sladkovodni linie spadaji nové ziskané sekvence druhti Caudomyxa sp,
Ortholinea sp. 1, Ortholinea sp. 2, Ortholinea sp. 3 a Zschokkella sp.. Do moftské linie
spadaji nov¢ ziskané sekvence druhi Ceratomyxa scatophagi, Ceratomyxa sp.,

Myxosporea sp. 1, Myxosporea sp. 2 a Myxosporea sp. 3.

Pomoci fylogenetické analyzy byla odhalena pozice vSech studovanych druht

myxosporei v ramci fylogenetického stromu. VSechny tfi zvolené metody fylogenetické

23



rekonstrukce se shodovaly ve vyslednych topologiich, jak pro sladkovodni vétev (Obr. 4

az 6), tak pro moiskou vétev (Obr. 7 az 9).
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Obr. 1: Fylogeneticky strom sladkovodni linie, vytvofen metodou maximalni
pravdépodobnosti. Ziskané sekvence jsou zvyraznény a zvétseny. Cisla u jednotlivych

uzl udéavaji hodnotu bootstrapi, niz§i hodnoty podpory nez 50 % se neuvadi. Dvojité

preskrtnuta vétev, znaci zkraceni vétve o polovinu.
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Obr. 2. Fylogeneticky strom sladkovodni linie. Vytvofen metodou maximalni
tspornosti. Ziskané sekvence jsou zvyraznény a zvétieny. Cisla u jednotlivych uzlt

udavaji hodnoty bootstrapt, niz$i hodnoty podpory nez 50 % se neuvadi.
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Obr. 3: Fylogeneticky strom sladkovodni linie, vytvofen metodou relativni
pravdépodobnosti. Ziskané sekvence jsou zvyraznény a zvétieny. Cisla u jednotlivych

uzlti udavaji hodnoty bootstrapii, nizs§i hodnoty podpory nez 0,5 se neuvadi. Dvojité

preskrtnuta vétev znaci zkraceni vétve 0 polovinu.
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Sladkovodni linie myxosporei se fylogeneticky déli na skupiny druhi infikujici
vyluCovaci systém, skupinu zahrnujici druhy rodu Myxobolus, skupinu oznaéenou jako
M. lieberkuehni skupina, Chloromyxum skupina, skupina infikujici zlu¢ovy méchyi

a skupina infikujici paryby.

Ortholinea sp. 3, Ortholinea sp. 2 a Ortholinea sp. 1 se fadi do skupiny infikujici
vyluCovaci systém. VSechny tfi druhy rodu Ortholinea k sob¢ blizce klastruji, avSak
s velmi malou podporou uzlli ve vSech tfech analyzach. Nov¢ ziskané sekvence druhi
rodu Ortholinea klastruji spole¢né¢ k Ortholinea auratis, Ortholinea sp., Myxobilatus

gasterostei a Acauda hoffmani.

Caudomyxum sp. se fadi do skupiny Myxidium lieberkuehni. Vétvi se ve vsech
analyzach s maximalni podporou sestersky k Chloromyxum kurisi a s nizkou podporou
se tato dvojice vétvi k Chloromyxum legeri. Tato cela vétev se dale vétvi k druhu

Myxidium lieberkuehni a k Sphaerospora oncorhynchi.

Zschokkella sp. ziskana ze Zlucového méchyie Scathophagus argus fylogeneticky spada
do skupiny infikujici zluCovy méchyf. Klastruje za stfedni podpory k Mixidium
cuneiforme a dale vykazuje blizkou pfibuznost k Zschokkella sp. (DQ118776)

a Zschokkella parasiluri.
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Obr. 4. Fylogeneticky strom moiské linie, vytvofen metodou maximalni
pravdépodobnosti. Ziskané sekvence jsou zvyraznény a zvétieny. Cisla u jednotlivych
uzl udéavaji hodnotu bootstrapti, niz§i hodnoty podpory nez 50 % se neuvadi. Dvojité

preskrtnutéd vétev, znaci zkraceni vétve o polovinu.
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Obr. 6: Fylogeneticky strom mofiské linie,

vytvoien
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pravdépodobnosti. Ziskané sekvence jsou zvyraznény a zvétseny. Cisla u jednotlivych
uzlti udavaji hodnoty bootstrapii, nizs§i hodnoty podpory nez 0,5 se neuvadi. Dvojité

preskrtnuta vétev znaci zkraceni vétve o polovinu.
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Moiska linie myxosporei se rozd€luji na skupinu Kudoa, Enteromyxum, skupina
infikujici Zlu¢ovy méchyt, Ceratonova skupina, skupina infikujici vylucovaci systém

a skupina Ceratomyxa.

Ve vSech 3 analyzach lze vidét, ze Myxosporea sp. 1 a Myxosporea sp. 2 se sestersky
vétvi za maximalni podpory. Tyto 2 druhy dale klastruji k Myxidium sp. (GQ368245),

Myxidium incoptavernum a k celé skupiné Kudoa.

Myxosporea sp. 3 se fadi do skupiny infikujici vylu€ovaci systém. Myxosporea sp. 3
klastruje ve vSech analyzach piedev§im k Parvicapsule petuniae, ale u Bayesovské
analyzy se jeSté vétvi k Sphaerospora testicularis. V analyze maximalni uspornosti se
Myxosporea sp. 3 vétvi nejen k Parvicapsula petuniae, ale i k Parvicapsula bicornis,

Parvicapsula minibicornis a Sphaerospora testicularis.

Ceratomyxa scatophagi je nejvice ptibuzna k druhu Ceratomyxa diamanti. Ve dvou
analyzach vyjadfuje blizkou ptibuznost k druhim Ceratomyxa robertsthomsoni

a Ceratomyxa thalassomae.

Ceratomyxa sp. i Ceratomyxa scatophagi spadaji do skupiny zvané Ceratomyxa.
Ceratomyxa sp. klastruje ptredevsim k Ceratomyxa arcuata. AvsSak ve 2 analyzach

s nizkou podporou se vétvi k Ceratomyxa oxycheilinae.
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9 Diskuze

Z celkového poctu 22 vzorki, které mi byly uréeny ke zpracovani, se podatilo u 10
druht myxosporei u ryb z brakickych vod ziskat SSU rDNA sekvence. Vysvétleni pro
opakované nezdary béhem PCR reakce mize byt nekolikeré. Myxosporea parazituji ve
tkanich hostitele a Casto byva infekce velmi nizka. I pfes pouziti specifickych primera
na amplifikaci myxosporei se muze stat, Ze PCR reakce neprob&hne, protoze
koncentrace DNA parazita je pod kritickou hranici zachytnosti PCR. Celkova
koncentrace DNA ve vzorku je ovSem dostatecna, ale jde o DNA hostitelskou. Pokusné
jsem se snazila i DNA fedit, protoze bylo popsano, ze vysoka koncentrace DNA muze
inhibovat pribéh PCR reakce (Morata et al., 1998). Netspéch v amplifikaci mohl byt
zpusoben 1 faktem, kdy pfestoze byla ndkaza myxosporei pozorovana ve svételném
mikroskopu, ¢ast tkané vybrana pro DNA analyzu nemusela tohoto parazita obsahovat.
Myxosporea maji mikroskopickou velikost a neni mozné vzdy spolehlivé zarucit
pritomnost bunék parazita ve vSech vzorcich. A v neposledni fad¢ se nemuze vyloucit
moznost toho, ze se mohlo jednat o Myxosporea, keré¢ jsou fylogeneticky vzdalené
vSem dosud popsanym myxosporeim s ur¢enou DNA sekvenci SSU rDNA markeru
aproto se mohou lisit v sekvenénim useku zvoleném pro nasedani specifickych

myxosporeovych primert, které jsou velmi dilezité pro uspésnou amplifikaci.

Ptres obtize piti PCR amplifikaci se podafilo ziskat celkem vysoky pocet novych
sekvenci, které jsou nezbytné¢ pii dokumentaci a popisu novych druhti myxosporei
(Fiala et al., 2015). Potvrdil se piedpoklad, Ze ryby Zijici ve smiSenych (brakickych)
vodach mtzou byt parazitovany myxosporei z obou (moiské a sladkovodni) vyvojovych
linii. Nejvice parazitovany druh Scatophagus argus obsahoval ¢tyfi druhy, které se
fylogeneticky vétvi u sladkovodni vétve a jeden druh (Ceratomyxa scatophagi), ktery
patii do typického motského rodu. Naopak c¢tverzubec Tetraodon biocellatus byl
parazitovan v obou piipadech zistupcem myxosporei z moiské skupiny. Piibuzny
hostitel T. nigroviridis také hostil dvé moiské Myxosporea ale i jeden druh ze
sladkovodni vétve (Ortholinea sp. 3). Prestoze druhy rodu Ortholinea se vétvi v ramci
sladkovodni linie, praveé tyto druhy tvofi vyjimku a mizou byt i u typicky motskych ryb
(Rangel et al., 2014).

Ani jedna ze ziskanych sekvenci se neshodovala se sekvencemi, které jsou dostupné
v genové bance (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Predlozena prace obohatila proto
spektrum myxosporeovych SSU rDNA sekvenci. Dokonce v pfipadé¢ druhu
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Caudomyxum sp. je tato sekvence prvni ziskanou sekvenci rodu Caudomyxum.
Fylogenetickou analyzou jsme vyjasnili evolu¢ni puvod tohoto druhu (rodu).
Caudomyxum je morfologicky velmi podobné druhtim rodu Chloromyxum alisi se
Vv pfitomnosti ocasnich privéskli (Lom a Dykova 2006) a tato morfologicka podobnost
byla potvrzena fylogenetickou analyzou v této bakalafské praci. Caudomyxum sp. je
blizce piibuzné druhiim Chloromyxum kurisi a C. legeri, které stejné¢ jako Caudomyxum

sp. parazituje v ledvinach ryb.

Zajimavé je fylogenetické postaveni druhii oznacenych Myxosporea sp. 1 a Myxosporea
sp. 2. Fylogenetické analyzy odhalily blizkou ptibuznost téchto druhti a piedevsim to,
ze tyto druhy nenélezi do Zadné existujici skupiny myxosporei a vytvaii samostatnou
linii vétvici se mezi linii Ceratonova shasta a skupinou oznac¢enou Kudoa. V nedavné
dobé byla na podobném mist¢ ve fylogenetickém stromu myxozoi objeven druh
Myxidium incomptavernum a dalsi nepopsany druh r. Myxidium (Freeman a Shinn,
2011). Myxosporea sp. 1 je parazit, ktery infikoval zluénik u ryby Tetraodon
nigroviridis. Myxosporea sp. 2 parazitoval u ryby Tetraodon biocellatus v ledvinach.
Takovyto ptibuzensky vztah je neobvykly, kdy dva druhy s odliSnou lokalizaci
Vv hostiteli vykazuji velmi blizkou piibuznost. Takovyto vysledek je v rozporu s vétSinou
fylogenetickych vztahti myxosporei (Fiala, 2006), ve kterych se Myxozoa vétvi do

skupin se stejnou hostitelskou lokalizaci.

Myxosporea sp. 3 z ledvin Tetraodon nigroviridis klastruje k Parvicapsula petuniae,
ktera byla popsana z mocCového méchyie u ryby Gymnocanthus tricuspis téz zvané
vranka severni z Arktické oblasti (Kodadkova et al., 2014). Myxosporea sp. 3 je také
dale blizce piibuzna k Sphaerospora testicularis a Parvicapsula minibicornis. Prvné
jmenovany druh byl objeven u ryby Dicentrarchus labrax (Sitja-Bobadilla a Alvarez-
Pellitero, 1990) neboli morc¢ak evropsky. Jeho nazev testicularis je odvozeno od testes,
protoze infikuje varlata ryb (Sitja—Bobadila a Alvarez-Pellitero, 1993a) a pisobi i
ekonomické ztraty téchto chovnych ryb. P. minibicornis je také znamy patogen

lososovitych ryb napadajici jejich ledviny (Kent et al., 1997).

Ceratomyxa je druhy nejvétsi popsany rod myxozoi s vice nez 260 druhy. Nejvice
druhti rodu Ceratomyxa bylo zjisténo u ryb, které infikovaly zlu¢nik. (Moser et al.,
1989; Gunter, Adlard 2008, 2009; Heiniger et al., 2008; Gunter et al., 2009).

V bakalaiské praci jsem ziskala SSU rDNA 2 druhi tohoto rodu. Prvnim stanovenym
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druhem je Ceratomyxa scatophagi, ktera parazituje uryby Scatophagus argus ve
zluéniku. Druhym stanovenym druhem je Ceratomyxa sp., ktera je blizce piibuzna
k Ceratomyxa arcuata, ktera nejcastéji také infikuje zluénik. Potvrdilo se tedy, Ze druhy
rodu Ceratomyxa nejcastéji infikujici zluénik jsou pfibuzné k ostatnim druhiim svého

rodu a fylogeneticky vytvaii jednu spole¢nou skupinu.

Jako prvni predchidce myxozoi (obou skupin Malacosporea 1 Myxosporea) byl
stanoven sladkovodni druh, ktery béhem evoluce se rozsitil do motského prostiedi a dal
vzniknout dne$ni skupiné¢ Myxosporea. Z tohoto diivodu se predpoklada, ze byl prvnim
prapiedkem myxosporei motsky druh. Pfi¢emz sladkovodni prostiedi jako hostitelské
prostiedi se vyskytlo tiikrat nezavisle (Fiala a BartoSova, 2010). Nékteré ptivodni
sladkovodni druhy se tak zpétné ocitly v motském prostredi pozdé€ji v prubéhu evoluce.
Typicky navratilec byl predek rodu Sphaeromyxa, diverzifikované skupiny moiskych
myxosporei. Je mozné, ze urcitou ulohu v evoluci myxosporei, ve které se vyskytly tyto
zmény zivotniho prostiedi, hraly druhy brakickych ryb, které mohly svym migracnim
pohybem pienaset piivodni sladkovodni Myxosporea do moiského prostiredi, kterd se
pak zde adaptovala, napadla nové druhy ryb, ve kterych se izolovala a vytvorila nové

navzajem piibuzné druhy.
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10 Zavér

Bylo prokazano, ze Myxosporea parazitujici u ryb z brakickych vod, se fylogeneticky
fadi jak do moiské, tak sladkovodni linie. Z 22 poskytnutych vzorku se podafilo celkem
osekvenovat 10 zastupci Myxosporea. Pomoci fylogenetické analyzy byla zjisténa
jejich presna pozice ve fylogenetickém stromu na zakladé SSU rDNA. Byla zjisténa
velmi blizka pfibuznost druhti Ortholinea sp. 1, Ortholinea sp. 2 a Ortholinea sp. 3 ze
dvou ruznych hostitelt. Druh Caudomyxum sp. se vétvil s druhy rodu Chloromyxum, se
kterymi ma spolecny pocet polovych vacki. Je to viibec prvni sekvence zastupce tohoto
rodu a tedy prvni informace o jeho fylogenetické pozici. Zschokkella sp. ze zlucového
meéchyte Scatophagus argus se nachazi uvniti skupiny s druhy se stejnou lokalizaci
vrybé. Myxosporea sp. 1 a Myxosporea sp. 2 piekvapivé vytvaii samostatnou
fylogenetickou linii v blizkosti pocetné skupiny druhtt rodu Kudoa. Dalsi
neidentifikovany druh oznaceny jako Myxosporea sp. 3 se vétvil vramci druhi
infikujici mocovy systém ryb. Dva druhy identifikované do rodu Ceratomyxa
(Ceratomyxa scatophagi a Ceratomyxa sp.) se vétvily spolu s ostatnimi zastupci tohoto

rodu v ramci moiské linie.

Vypracovanim této bakalarské prace, jsem si osvojila metody izolace DNA, PCR
a gelovou elektroforézu a obohatila svoje znalosti v parazitologii. Naudila jsem se
zachazet s programy, které¢ byly potfeba pro rekonstrukci a Upravu fylogenetickych

stromul.
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