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1 Uvod

Myxozoa jsou mikroskopi¢ti metazoarni parazité s Sirokym hostitelskym spektrem.
V soucasnosti je popsano vice jak 2200 druht fazenych do 60 rodi (Lom a Dykova 2006).
Prevazna vétsina patii do skupiny Myxosporea (Biitschli 1881), pouze tii popsané druhy jsou
fazeny do dvou rodd skupiny Malacosporea (Canning, Curry, Feist, Longshaw a Okamura
2000). Myxosporea maji komplexni Zivotni cyklus sloZzeny ze dvou fazi: myxosporeové (u
obratlovcli zejména u ryb) a actinosporeové (u oligochétil). VéEétSina myxosporei nema na
svého hostitele patogenni vliv. V akvakulturach je zndmo nékolik druhti, které plisobi

znatelné uhyny ryb, napt. Myxobolus cerebralis (Hedrick a kol. 1998).

Az do pocatku 90. let 20. stoleti byla Myxozoa povazovana za prvoky. Fylogeneticka analyza
prvni SSU rDNA sekvence myxozoi (Smothers a kol. 1994) potvrdila hypotézu, ze Myxozoa
jsou mnohobunééné organizmy (Stolc 1899, Weill 1938) a umistila Myxozoa do metazoi.
SSU rDNA 1udaje neumoznily najit spravnou pozici myxozoi uvnitf taxonu Metazoa. Zjisténi,
ze Buddenbrockia plumatelae (zivocich podobny ¢ervu) je druh myxozoi, vedlo k nalezeni
puvodu myxozoi (Monteiro a kol. 2002). Analyza SSU rDNA tohoto enigmatického Cerva
ukazala blizkou piibuznost s Tetracapsuloides bryosalmonae, proto byla B. plumatellae
pfitazena k malacosporeim, coz je sesterska skupina myxosporei. V dusledku toho bylo
predpokladano, ze Myxozoa patii mezi Bilateria nebo jejich blizké piibuzné (Monteiro a kol.
2002). Nicméné nedavna morfologicka studie B. plumatellae (Morris a Adams 2007) a
fylogeneticka analyza, zalozena na sekvenci nékolika genid kodujicich proteiny (Jiménez-Guri
a kol. 2007), vyloucily bilaterni piivod B. plumatellae a naznacily, ze B. plumatellae se vétvi

uvniti kladu zahavcu.

Myxozoa jsou parazité charakterizovani sporami, které jsou slozené z nékolika bunck
preménénych v 2 az 7 chlopni spory, 1 az 2 ameboidnich infekénich zarodkt (sporoplasmy), a
2 a vice polovych vacku. Poélové vacky obsahuji vymrstitelna vlakna, ktera maji zakotvovaci
funkci. Mitochondrie maji tubularni, plochy nebo diskovity tvar. Typicky rys pro Myxozoa je
stadium ,.bunika v bunice”, kdy endogenné¢ produkované bunky pietrvavaji v primarnich
(matetskych) bunikdch. Myxosporea nemaji centrioly a maji uzavienou mitdézu. Vegetativni

stadium je u malacosporei ve formé primitivnich bilatérnich organismt, které jsou podobné



¢ervim, nebo ve formé uzavienych vaki. U myxosporei je vegetativni stadium redukovano na

mnohobunécné, ¢asto améboidni plasmodium, které produkuje spory (Lom a Dykova 1992).

U =zastupcu tfidy Myxosporea jsou vegetativni stadia coelozoickd nebo histozoicka.
Coelozoicka se vyskytuji v télnich dutindch jako je zluCovy méchyt, zluCovody, mocové
ustroji az po ledvinna téliska. Jsou bud’ pfichycena na st€nach, nebo volné v tekutiné uvnitt
dutiny. Vyjimeéné obsazuji napi. i osrde¢nik. Histozoicka vegetativni stadia se vyskytuji
Vv riznych tkanich, vétSinou intercelularné (jsou vklinény mezi tkanové bunky), ale nekdy i
intracelularn¢. Coelozoickd Myxozoa jsou povazovany za evoluéné primitivnéj$i nez

histozoicka (Kent a kol. 2001).

Myxosporové spory mohou mit rizny tvar a strukturu, maji rizné vyb&zky spory a pocet
polovych vacklt (Lom a Dykova 1992). Rozmér spor je vétSinou 10 az 20 um, vyjimkou je
napi. Myxidium giganterium, kde jsou spory az 98 um dlouhé. Vegetativni stadia maji riznou
velikost a tvar. Makroskopickd plazmodia jsou az nékolik milimetrii velkd, obsahuji mnoho
jader a specializované buniky a produkuji masu spor. Tyto plasmodia se mohou
obalovat bunkami pojivové tkané a objevuji se jako bélavé ,,cysty* Casto ziejmé, kdyz jsou
ulozené pod povrchem zaber nebo ve tkanich. Nékteré typy malych plasmodii, kolem 10 um
velké, produkuji pouze jednu nebo dvé spory. Mald plasmodia mohou prostupovat tkané
zpusobem, ktery se oznauje infiltrace difuzi. Histozoicka plasmodia jsou nepohybliva,
zakulacena a zapouzdiena v tkani hostitele. Coelozoicka plasmodia mohou mit pohybliva
pseudopodia. U nékterych druhti, napt. u druhd rodu Kudoa, mize cely vyvojovy cyklus
probihat uvniti bun€k pticné pruhovaného svalstva. U ostatnich jsou ranné intracelularni

stadia nasledovana intercelularnimi nebo coelozoickymi stadii.

1.2 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus myxosporei sestiva z myxosporova faze a aktinosporova faze. Myxosporova
faze konc¢i produkei myxospor, probihd u niz§ich obratlovcl, béZné u ryb, méné casto u
obojzivelnikd a plazl, vyjimecné u ptakd a savci. Aktinosporova faze zahrnujici pohlavni
proces, konci produkci aktinospor, probiha pfevazné u krouzkovct (vyjmecné u sumySovcu).
Vyvojovy cyklus popsany nize byl poprvé detailné popsan u Myxobolus cerebralis (Wolf a
Markiw 1984). El-Matbouli a Hoffmann (1998) popsali také pozdgji actinosporeovou fazi

vyvoje M. cerebralis v niténce (Tubifex tubifex). Kompletni zivotni cyklus je znam u 32 druht



ze sladkovodniho prostfedi, zatimco z motského prostiedi byl popsan jen jeden Zivotni cyklus

u druhu Ellipsomyxa gobii (Kaie a kol. 2004).

1.3 Vyvoj myxospor v obratlovci (na modelu Myxobolus cerebralis)

1.3.1 Presporogenni faze

Aktinospory vypusténé z krouzkovce do vody nahodné potkévaji hostitele (rybu). Po kontaktu
s koznim nebo Zabernim epitelem polové vacky vystieli polova vlakna, kterd se ptichycuji na
povrch hostitele. Chlopné spory se oteviou a sporoplasma vstupuje do klze, obvykle
ptes kozni por. Sporoplasma interceluldirné migruje v pokozce nebo v zabernim epitelu.
Sporoplasma se po ur¢ité dobé vnitiné déli a vznikaji vnitini sekundarni bunky uvnitf
primarni bunky. Poté dochazi k rychlé meidze sekundarnich bunék a ty déle prod¢laji
endogenni dé€leni, kdy vznikaji dvojité bunky (cell- doublets) sobalovymi (primarnimi)
buiikami a vnitinimi (sekundarnimi) buiikami. Poté tyto dvojité buiiky protrhavaji membranu
puvodnich priméarnich bunék a vstupuji do cytoplasmy hostitelské buniky. Tam jsou nékteré
znieny. Ostatni, které jsou volné, pronikaji plasmalemou hostitelské buiky vstupuji do
extracelularniho prostoru, kde pronikaji do okolnich epitelidlnich bun¢k nebo migruji hloubéji
do koznich a podkoznich vrstev a pronikaji do dalsich hostitelskych bun¢k, kde znovu opakuji
cyklus. Po n¢kolika dnech buiiky migruji intercelularné do nervovych tkani, kde pokracuje

mnozeni dvojitych bun¢k. Pozdéjsi parazitarni stdidia mohou byt nalezena v miSe a mozku.

1.3.2 Sporogenni faze

Primérni buniky rostou a jejich jadra se déli za vzniku mnoha vegetativnich jadérek.
Sekundérni buiiky se dé€li za vzniku generativnich bunék. Takto vznikla plasmodia se mizou
rozpadat a z generativnich bunék vznikaji nova plasmodia. Bunika opakuje cyklus vzniku
plasmodii nebo se spojuje s jinou buiikou, tak se vytvaii pericytarni obal a vnitini utvareni
sporogennich bunék. V tomto tutvaru vznikd pansporoblast se sporami. Myxospory po

uvolnéni z rybiho hostitele infikuji krouzkovce.

1.4 Vyvoj aktinospor uvniti krouzkovce (na modelu Myxobolus cerebralis)

1.4.1 Schizogonie

Aktinosporova faze nastava, kdyZ se spory uvolnéné z ryby dostavaji do krouzkovce. Uvnitf

stteva vystteluji polova vlakna, pomoci kterych se prichycuji ke sttevnimu epitelu. Otviraji se

chlopné spory podél linie Svu a dvoujaderna sporoplasma pronika mezi buiiky stievniho
3



epitelu. Ob¢ jadra sporoplasmy prodé€laji mnohonasobné déleni za vzniku mnohojadernych
bunck, které se déli plazmotomii za vzniku mnoha jednojadernych bunck. Tyto buiiky pak
putuji intracelularné skrz stfevni epitel. Nékteré prochéazeji dalsimi jadernymi a bunécnymi
délenimi za vzniku dalSich vicejadernych a jednojadernych bunék. Ostatni se spoji do formy

dvoujadernych stadii.

1.4.2 Gametogonie

Jadra dvoujadernych stadii se d€li na stadia se Ctyfmi jadry, které se poté déli na brzké
pansporocysty se ¢tyfmi buitkami, dvé obalové somatické buiikky a dvé generativni buiiky,
které se oznacuji jako a a B. Tti mitotické déleni dvou generativnich bunék davaji vznik 16
diploidnich gametocytim, které prochazeji jednim meiotickym délenim, pfi kterém vznika 16
haploidnich gametocyt a 16 polarnich télisek. Kazdy gametocyt z linie o se spoji s jednim
Zlinie B za vzniku osmi zygot. Somatické bunky se rozdé€luji dvakrat za vzniku osmi
obklopujicich bunék. V kazdé pansporocysté je osm zygot, které jsou obklopeny osmi

somatickymi bunikami.

1.4.3 Sporogonie

Kazda zygota prochazi dvéma mitotickymi délenimi za vzniku étyfbunéénych forem. TFi
buiiky jsou umistény periferné a rozdéluji se do formy tii kapsulogenich a t¥i valvogenich
bunék. Ctyii buiiky jsou umistény centralné a prodélavaji fadu mitotickych déleni za vzniku
sporoplazmy aktinospory sftadou vnitinich bunék. Nasledné jsou kapsulogeni buiky a
sporoplasma uzavieny ve schrance slozené ze tifi chlopni. Prodlouzend membrana
valvogennich buncék se nakonec zméni na chlon€ spory a tfi vybézky triaktinomyxonové
spory. Finalni stddium s pansporocystami obsahuje osm zfasenych aktinosporovych spor,

které jsou vypustény z Cerva.

1.5 Hostitelé

Definitivnimi hostitely myxosporei jsou sladkovodni malostétinatci (zejména niténky) a také
moisti mnohostétinatci. Aktinospory Tetractinomyxon intermedium (lkeda 1912) byly
nalezeny také u moiskych sumySovcl (Lom a Dykova 2006). U bezobratlych bylo také
nalezeno nékolik druhii myxosporei v myxosporeové fazi zivotniho cyklu, kdy bezobratly

hostitel je mezihostitelem myxosporei. Kudoa sp. byla objevena ve svalovin¢ chapadla



chobotnice Paroctopus dofleini (Yokoyama a Masuda 2001). Myxobolus labracis byl popsan
z tesaiika Moron labrosus v Egypté (Abdel-Aal a kol. 2001). Za nejisty je povazovan nalez
Chloromyxum diploxys (Thélohan 1895) z biisni dutiny motyla Tortrix viridana (Lom a
Dykova 2006).

Pfevazna vétSina zastupcli myxosporei ma jako mezihostitele sladkovodni a motské ryby, tfi
druhy jsou zaznamenany u bezcelistnatcti (Agnatha) a 35 druhii u paryb (Chondrichthyes). 13
druhii bylo popsano u obojzivelnikli, Sest u plazii (Lom a Dykova 2006). Nedavno byly
myxospory nebo vyvojova stadia, ktera se vyskytuji u rybich hostiteld, objeveny 1 u
teplokrevnych obratlovct. Vyvojova stadia pfipominajici xenomy myxosporei, byla nalezena
u krtka (Friedrich a kol. 2000). Pfekvapivym nalezem byl vyskyt vyvojovych stadii a spor
myxosporei v jaternich kandlcich vodnich kachen (Lowenstine a kol. 2002, Bartholomew a
kol. 2008). Prvni nalez myxosporei u savci byl zaznamenan Prunescuem a kol. (2007) v
jatrech rejsk. Casté nalezy spor druhti r. Myxobolus v lidské stolici pfi stievnich
onemocnénich ¢lovéka nebo pii infekci virem HIV (napfi., Boreham a kol. 1998, Moncada a
kol. 2001, Hessen a Zamzame 2004) jsou pokladany za pasaz spor travicim traktem. Pfesto
Canningova a Okamurova (2004) ptredpokladaji, Ze Myxosporea mohou byt za uréitych

podminek oportunnimi parazity teplokrevnych obratlovct.

1.6 Klasifikace a fylogeneze

Soucasna taxonomie vychazi z prace Loma a Nobleho (1984)

V této klasifikaci je dilezity tvar spor a jejich casti. Dale také pritomnost nebo absence
interkapsularniho vybéZzku, charakteristiky $vii, povrchové vzory chlopni, membranovy plast
nebo oblak kolem spor, prubéh linie $vu, pfitomnost mukdézniho obalu na povrchu spory,
pritomnost a usporadani zasob polysacharidii ve sporoplazmé (tzv. ,,iodinofilni vakuola®,
pozice a pocet sporoplazem, pocet a usporadani zahybu sto¢ené¢ho pdlového vldkna a pozice
polovych vacki. Pravidla popisu spor byla prezentovana Lomem a Arthurem (1989) a metody
meteni spor specifikovany Shulmanem (1984). Vegetativni stddia musi byt také dikladné
zkoumana, jejich velikost, tvar, moznost pohybu nebo pseudopodia, metody piichyceni na

hostitelskou tkan, zda jsou mono-, di- nebo polysporicka atd.



Taxonomie zalozend na morfologii spor je celkové neptesna. Neodrazi zivotni cyklus se
stiiddnim hostiteld, morfologii aktinospor uvnitf konecného bezobratlého hostitele a
predevsim fylogenetické vztahy odhalené analyzou SSU rDNA. Stanoveni tiidy
Malacosporea je ve shodé s vysledky fylogenetické analyzy, ktera oddéluje vSechna
myxosporea od malacosporei. Nicméné v ostatnich ohledech molekularni pfistup nepodporuje
stavajici taxonomii myxosporei (Kent a kol. 2001, Fiala 2006). Dvé hlavni vétve myxosporei
nejsou zaloZzeny na podobnosti morfologie spor, ale pickvapivé na stanovistich jejich
hostiteltt — mofském a sladkovodnim prostiedi. Zastupci nékolika roda (Myxidium,
Sphaerospora, Zschokkella ) se vyskytuji v obou hlavnich skupinach. Tyto skupiny jsou
rozdéleny na podskupiny, kde fylogenetickd ptibuznost druhti a rodi ne vzdy odpovida
struktufe spor. N¢kolik druht majici podobné spory, tj. patfici k tomu samému rodu, se
vyskytuji oddélené¢ ve fylogenetickych stromech, zatimco druhy z odliSnych rodi klastruji
spole¢né. Fylogeneticka analyza odhalila pfibuznost druhii s odliSnou morfologii, které
parazituji ve stejném organu nebo tkani. Napiiklad druhy Myxidium giardi, Chloromyxum
schurovi, Zschokkella sp., Hoferellus gilsoni a Myxobilatus gasterostei jsou blizce ptibuzni
zastupci péti rodi s velmi odliSnou charakteristikou morfologie spory. Spole¢nym znakem

téchto péti druht je parazitce v mocovém méchyii.

Vysledky fylogenetickych analyz, zaloZenych na SSU by mohly naznaCovat budouci obrysy
klasifikace. Bylo by tfeba najit morfologické znaky, které by podpoftily fylogenetickou
analyzu. Budouci klasifikace myxosporei by meéla reprezentovat syntézu molekuldrni
fylogeneze a morfologie. Nicméné molekularni udaje jsou stile nekompletni a nedostatecné
K podani nové podlozené klasifikaci. V piedkladané bakalaiské praci se snazim rozsifit soubor
sekvenovanych celedi Ceratomyxidae véetné typového druhu rodu Ceratomyxa - C. arcuata.
Tato Celed se v soucasnosti stala nejvice studovanou skupinou z pohledu fylogeneze v ramci
myxozoi. V roce 2006 byly k dispozici pouze ¢tyii sekvence druht r. Ceratomyxa (Fiala
2006) a nyni (duben 2010) je v genové bance 44 sekvenci druhli tohoto rodu. Fylogeneticka

pozice vSech druhii rodu Ceratomyxa je publikovana v praci Gunter a kol. (2009).
1.7 Celed’ Ceratomyxidae, Doflein, 1899

Druhy této Celedi se vyznacuji sporami S protdhlymi chlopnémi do enormni délky v kolmém
sméru pfimo do hlavniho pficného $vu. Spory jsou nekdy symetrické. Polové vacky jsou

umistény blizko u linie $vu, v kolmé roviné, jsou kulovité nebo subsférické a maji otvory



blizko linie §vu na pirednim polu spory. Plasmodia jsou vétSinou disporicka nékdy mono- az
poly- sporicka. Tyto druhy jsou coelozoi¢ti parazité moiskych ryb, ziidka histozoiéti parazité

sladkovodnich ryb.

1.7.1 Rod Ceratomyxa Thélohan, 1892
Zastupci rodu Ceratomyxa maji protdhlé spory, z pravidla srpkovitého tvaru nebo

obloukovité, tenké chlopné spory ptesahuji axialni primeér spory. Chlopné spory jsou spise
mékké (ohebné) nez tvrdé (neohebné) jako u ostatnich rodt. Subsférické polové vacky jsou
oteviené, coz je typické pro tento rod, vyjimecné se oteviraji lateralné od hlavni linie $vu.
Dvoujaderné sporoplasma nezapliuje dutinu spory kompletné. U nékterych druhti byly
popsany dvé jednojaderné sporoplasmy. Tropfozoity jsou obvykle disporiéti , n€kdy mono-
nebo poly- sporicti. Coelozoicti parazité moiskych ryb, vyjimecné sladkovodnich ryb a ztidka

jsou histozoi¢ti. Rod zahrnuje 135 druhd.

Nejznamé;jsi zastupce je C. shasta. Zpusobuje vyznamné ztraty volné Zijicich, ale i chovnych
lososovitych ryb v Severni Americe (Zinn a kol. 1977, Bartholomew a kol. 1989). C. shasta je
histozoicky parazit, napada zazivaci trakt, ale mize byt také nalezena v dalSich organech, ve
zluCovém méchyii, slezing, ledvindch, srdci, zabrach a svalech (Bartholomew a kol. 1989;
Eiras 2006; Lom a Dykova 2006). Ackoli se C. shasta pfizpusobila parazitaci na
sladkovodnich rybach, fylogenetickd analyza, zalozend na SSU rDNA, ji fadi do skupiny
moftskych myxosporei (Kent a kol. 2001).

1.7.2 Rod Leptotheca Thélohan, 1895
Zastupci rodu Leptotheca maji spory ovalné, elipsovité nékdy obloukovité. Délka

individualné lateraln€é prodlouzenych chlopnich spor (méfeno od stfedu Svu k nejvice
vzdalenému bodu chlopné) neptesahuji axialni pramér spory, ale vyrazné piesahuje polovinu
tohoto priméru. Otvory vacku jsou blizko Sevniho hrbolku. Sporoplasma casto zcela vypliuje
dutinu spory, obvykle se vyskytuje jedna jednojaderna, nékdy dvé jednojaderné sporoplasmy.
Trofozoity jsou zpravidla disporicti, coelozoicti parazité vyskytujici se ve zluCovém méchyii
a mocovém ustroji, ziidka se v tomto rodu nachazeji histozoicti parazité motskych ryb. Rod
zahrnuje 44 druhd. V nékterych piipadech je problematické rozlisit od sebe Ceratomyxu a
Leptothecu nebo Leptothecu a Sphaerosporu. V prubéhu sepisovani bakalaiské prace vysla
publikace, ktera rusi rod Leptotheca a druhy tohoto rodu byly zafazeny do rodi Ceratomyxa a
Sphaerospora (Gunter a Adlard, 2010).



1.7.3 Rod Palliatus Shulman, Kovaleva a Dubina, 1979

Zastupci rodu Palliatus maji subsférické spory, sprechodné viditelnou suturalni
vyvyseninou, kterd je obalena membranovym plastém. Ten je u nezralych spor zkrouceny do
dvou $nur, které obepinaji sporu. Polové vacky jsou hruskovité, sporoplasma je dvoujaderna.
Coelozoicti trophozoity se vyskytuji v Zlucovém meéchyii moiskych ryb a produkuji 1 az 6
disporickych pansporoblastii. V rozporu s morfologii spor, fylogenetické analyzy ukazuji
blizkou ptibuznost k rodu Ceratomyxa, piestoze jsou zastupci rodu Palliatus fazeni do ¢eledi

Sphaerosporidae (Davis 1917). Rod zahrnuje 6 druht.



2 Cile prace

1. Pokusit se druhové determinovat vybrané druhy ¢eledi Ceratomyxidae
2. Amplifikovat a sekvenovat SSU rDNA
3. Zkonstruovat fylogenetické stromy na zakladé ziskanych dat

4. Vyhodnotit ptibuzenské vztahy v ramci ¢eledi Ceratomyxidae



3 Metodika

3.1PCR

Izolovanad DNA byla pouzita jako templat pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Jako
primery  byly pouzity univerzdlni  eukaryotické primery ERIB1 (5° —
ACCTGGTTGATCCTGCCAG — 3°) a ERIB 10 (5° —CTTCCGCTGGTTCACCTACGG —
3°) (Barta a kol. 1997), které¢ amplifikuji SSU rDNA. Vzdy byly piipravovany negativni
kontroly. V pfipadé negativnich vysledkt byly upravovany nasedaci teploty v rozmezi 45 —

55 “C. PCR probihala v pfistrojich termocyklerech Tprsonal (Biometra).

Slozeni reakéni smési o vysledném objemu 25 ul do 0,5 ml mikrozkumavek:

10x Taq kompletni pufr 2,5 ul
dNTP (125 uM) 2 ul
ERIB 1 (10 pmol/ul) 1 ul
ERIB 10 (pmol/pl) 1l
Polymeraza (1 jednotka/ pl) 1 ul
H20 16,5 ul
DNA 1 ul

PCR probihala za téchto podminek:

1. 95C 3 min.
2. 94°C 1 min
3. 46C 1 min
4, 72°C 1,5 min
5. 2-4 opakovat 29x
6. 72°C 9min
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3.2 Nested PCR

Pti opakujicich se negativnich vysledcich PCR byla zavedena metoda nested PCR. Primarni
PCR se shodovala s bodem 3.1 Pro sekundarni PCR byly nové navrzeny primery specifické
pro druhy rodu Ceratomyxa SSU-Cer-For (5° — CTWGTTGGTADGGTAGTG — 3°) a SSU-
Cer-Rew (5 — GTACAAGAGGCAGAGACGTAT - 3°). Slozeni reakéni smeési pro
sekundarni bylo stejné jako v bodu 3.1, pouze misto celkové DNA byl pouzit 1 pl smési

Z primarni PCR.

Sekundarni PCR probihala za téchto podminek:

1. 95C 3 min
2. 94°C 1 min
3. 48C 1 min
4. 72°C 1,5 min
5. 2-4 opakovat 29x

6. 72°C 9 min

3.3 Gelova elektroforéza

Pro ptipravu 1% agar6zového roztoku bylo roztaveno 0,50 g agarézy v 50 ml TAE pufru.
Roztaveni probihalo v mikrovinné troubé po dobu 1-2 minuty, aby roztok prosel varem. Poté
byl roztok schlazen na 45°C, bylo pfidano 1 ul ethidium bromidu, roztok byl nalit do formy
s jamkami a minimaln€ 15 min tuhl. Po ztuhnuti gelu bylo do prvni jamky naneseno 4ul 1kb
DNA markru a do ostatnich 25ul vzorku. DNA byla délena pii 70-75 V asi 20 min a
posuzovana na UV svétle. Velikost fragmentl byla porovnavana s DNA markrem a pfi

vhodné velikosti byl fragment vyfiznut a vyizolovan z gelu.

3.4 1zolace PCR produktu
Pro izolaci byl pouzit JET Quick Gel Extraction Kit (Genomed).

Postup izolace:

Do 1,5 pl mikrozkumavek byl ptesunut vyfiznuty fragment, bylo pfidano 300 ul roztoku L1 a
zkumavka se dala inkubovat na 15 minut pfi 50°C, kazdé 3 minuty se zkumavka protiepavala.
Obsah zkumavky byl pielit do kolonky. Po dobu 1 minuty se zkumavka centrifugovala pfi

maximalnich otackach, pak byl obsah slit a bylo pfiddno 500 pl roztoku L2. Zkumavka
11



s kolonkou se nechala inkubovat pii pokojové teploté po dobu 5 minut a pak se centrifugovala
1 minutu pfi maximalnich otdckach, obsah byl slit a opét probihala centrifugace po dobu 1
minuty pfi maximalnich otackach. Kolonka byla poté pfemisténa do nové 1,5 pul
mikrozkumavky, bylo pfidano 50 ul sterilni vody a mikrozkumavka byla poté centrifugovana

po dobu 2 minut pfi maximalnich otackach.

3.5 Ligace
Pro ligaci byl pouzit Qiagen PCR Cloning Kit (Qiagen).

Slozeni reakéni smési o vysledném objemu Spul:

Cloning vector 0,5ul
Master Mix ligation 2,5ul
PCR produkt 2ul

Po promichani probihala inkubace pii 14°C po dobu dvou hodin.

3.6 Transformace

Pii transformaci byly pouzity tyto kompetenty: legacni smés, E. coli kmen XL-1, SOC
medium, X-gal a Petriho misky s bakterialni piidou. X-gal se rozetiel na Petriho misku, ktera
byla pted i po rozetfeni gelu v inkubatoru pii teploté 37°C. SOC medium bylo rozehtato na
pokojovou teplotu a kompetentni buiiky byly roztaveny na ledu. Na jeden vzorek bylo pouZito
65-100pul kompetentnich bun€k. Po smichani lega¢ni smési s kompetentnimi buitkami byla
tato smés inkubovana 5-20 min na ledu, poté vlozena na 30s do 14zné piedehiaté na 42°C a
inkubovéna 2 min na ledu. Po pfidani 200p SOC media byl vzorek ttepan 1 hodinu a rozetfen
na misky s bakterialni ptidou. Inkubace probihala pti 37°C pfes noc pfi které narostly bilé a

modré kolonie bunék.

3.7 PCR screening
Z kazdého vzorku na misce byly vybrany 2 bilé kolonie bungk, které byly pfeneseny do 1,5ml

mikrozkumavky s 30ul sterilizované vody a rozmichany. Poté byla pfipravena PCR reakéni
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smés, kterd byla amplifikovana. Byly pouzity M13R a MI13F primery, které nasedaji na
plasmid a umoznuji amplifikaci vlozeného PCR produktu. Byly pfipravovany negativni

kontroly.

SloZeni reakéni smési o vysledném objemu 13pul:

10x Taq Buffer komplete 1,3 ul
dNTP 1 pl

M13R 0,5 pl
M13F 0,5 ul
Polymeréaza 0,5 ul
H,O 7,2 ul
Bunéc¢na suspenze 2 ul

PCR probihala za téchto podminek:

1. 95C 10 min
2. 95C 30s
3. 54°C 1min
4. 72°C 1 min
5. 2-4 opakovat 20 x

3.8 Vizualizace pomoci agarozové elektroforézy
Pro vizualizaci byl ptipraven gel s jamkami (viz. 3.3 Gelova elektroforéza). Do prvni jamky

byly nepipetovany 4 pl 1 kB DNA markru a do ostatnich 15 pl vzorku. DNA byla dé€lena pii
70-75 V asi 20 min a posuzovana pii UV svétle. Pokud byly pfitomny fragmenty o spravné

délce, ptistoupilo se k namnozeni plazmidu.

3.9 NamnoZeni plazmidu

Do zkumavky se 3 ml LB media byla pfidana bakteridlni suspenze a 12ul ampicilinu.

Transformované bakterie byly pomnozeny za diikladného tfepani pies noc ve 37°C.
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3.10 lzolace plazmidu
Pro izolaci byl pouzit JET Quick Plasmid Miniprep Kit (Genomed).

Postup izolace:

Suspenze bakterii byla ptelita do 1,5 pl mikrozkumavek a byla centrifugovana po dobu 1
minuty pii maximalnich otackéach, poté byly peclivé odstranény zbytky média a bakterialni
bunky byly resuspendovany ve 250 pl roztoku G1. Bylo pfidano 250 pl roztoku G2 a obsah
byl promichan ptfevracenim zkumavky, pak se zkumavka nechala inkubovat po dobu 5 minut
pii pokojové teploté, bylo ptfidano 350 pl roztoku G3, obsah byl dikladné promichéan
opakovanym pievracenim zkumavky a centrifugovan po dobu 10 minut pfi maximalnich
otaCkach. Poté byl supernatant pielit do kolonky a centrifugovan po dobu 1 minuty pfi
maximalnich otackach. Protekla tekutina byla vylita, kolonka sestavena zpét a bylo pfidano
500 pl roztoku G4. Zkumavka byla centrifugovana po dobu 1 minuty pfi maximalnich
otackach, protekld tekutina byla opét vylita a zkumavka opét centrifugovana po dobu 1
minuty pifi maximalnich otackach. Poté byla kolonka pfemisténa do nové 1,5 pl
mikrozkumavky, bylo pfidano 50 pl sterilni vody, zkumavka byla inkubovana po dobu 1

minuty pii pokojové teploté a poté centrifugovana po dobu 2 minut pii maximalnich otdckach.

Po vyizolovani byla méfena absorbance plazmidové DNA na spektrofotometru a z ni
vypocitana koncentrace DNA. Poté byl plazmid nafedén na poZadovanou koncentraci a

odeslan do servisni laboratofe k sekvenaci.

3.11 Sekvenace

Sekvenace probihala v servisni laboratofi genomiky. DNA byla sekvenovana po obou
fetézcich pomoci univerzélnich primerd M13F a MI3R a pomoci vnitiniho SSU rDNA
specifického sekven¢niho primeru 620F (5° — GCCAGCACCCGCGGTAATTCC — 39).
Standardné byly sekvenovany dva klony jednoho PCR produktu. Sekvenace byla provedena
pomoci automatického sekvestoru ABI PRISM 3130xl1.

3.12 Fylogeneticka analyza
Sekvencni data ze sekvenatoru byla kompletovana v programu SeqMan (DNASTAR).

Z genové banky (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) byly ziskany dostupné SSU rDNA

sekvence druhti rodu Ceratomyxa. Vsechny sekvence byly uspofadany dohromady spolu se

14



sekvenci Kudoa thyrsites a Myxidium gadi, které slouzi jako dva outgroupové taxony.
Setazeni sekvenci bylo provedeno pomoci algoritmu Clustal W v programu Clustal X 1.83
(Thompson a kol. 1997) s vybranymi parametry (8.0 pro otevieni mezery a 6.0 pro
prodlouzeni mezery). Sefazené sekvence byly manualn¢ upraveny v programu BioEdit 7.0.5.2
(Hall 1999).

Analyza maximalni parsimonie (MP), maximalni pravdépodobnosti (ML) a minimalni
evoluce (ME) byla provedena v programu PAUP* 4.0b10 (Swofford 2001). MP byla
vypocitana heuristickym vyhledavanim, volbou ACCTRAN a TBR algoritmem. Mezery byly
povazovany za chyb¢jici data a podil Ts/Tv byl 1:2. Vhodny model pro ML byl vyhodnocen
testem pravdépodobného podilu (likelihood ratio test) v programu Modeltest verze 3.06
(Posada a Crandall 1998). ML byla provedena pomoci modelu GRT+I'+1. Distan¢ni metoda
ME byla pocitana s algoritmem LogDet. Podpora vétvi pro vSechny metody byla ziskéna

1000 bootstrapovymi replikacemi s nahodnym piidanim sekvenci.
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4 Material

Ceratomyxa sp.
Vzorek ¢. 731

Lokalizace: Zlu¢ovy méchyt
Hostitel: Lophius piscatorius
Geograficka lokalizace:

Norsko,“U Vraku*

Rozméry spory: 36,5-50 X 6-7,5 pm
Rozméry polovych vacka: 3-4 x 3-4

pum

C. appendiculata, Thélohan 1892
Vzorek ¢. 729

Lokalizace: Zlu¢ovy méchyt
Hostitel: Lophius piscatorius
Geograficka lokalizace: Norsko,
Storuhelen

Rozméry spory: 8-11 x 17-21 um
Rozmeéry polovych vacka: 3,5-4 x
3,5-4 um
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Ceratomyxa sp.
Vzorek ¢. 425

Lokalizace: Zlu¢ovy méchyt
Hostitel:

Synaphobranchus kaupi
Geograficka lokalizace: Skotsko
Rozméry spory: 22-32 X 6,5-7 pm
Rozméry polovych vacku: 2-3 x
2-3 um

C. arcuata, Thélohan 1892
Vzorek ¢. 302

Lokalizace: zZlu¢ovy méchyt
Hostitel: Lophius piscatorius
Geograficka lokalizace: Skotsko
Rozméry spory: 34-45 X 7-8 um
Rozméry polovych vacku: 3-4 x
3-4 pm
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C. arcuata, Thélohan 1892
Vzorek ¢. 299

Lokalizace: zlu¢ovy méchyt
Hostitel: Callionymus lyra
Geograficka lokalizace: Skotsko
Rozméry spory: 36-43 X 6-7,5 pm

Rozméry polovych vacka: 3x3 um

C. informis, (Auerbach, 1910)
Vzorek ¢. 297

Lokalizace: Zlu¢ovy méchyt
Hostitel: Merlangius merlangus
Geograficka lokalizace: Skotsko
Rozméry spory: 21-23 X 9-10 um
Rozméry polovych vacka: 2,5-3
X 2,5-3 um
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C. arcuata, Thélohan 1892
Vzorek ¢. 296

Lokalizace: Zlu¢ovy méchyt
Hostitel: Merlangius merlangus
Geograficka lokalizace: Skotsko
Rozméry spory: 32-44 x 7,5 pm
Rozméry polovych vacku: 3-4 x
3-4 pm

C. longipes, (Auerbach 1910)
Vzorek ¢. 295

Lokalizace: Zlu¢ovy méchyt
Hostitel:

Melanogrammus aeglefinus
Geograficka lokalizace: Skotsko
Rozméry spory: 17-18 X 5,5-6,5 um
Rozméry polovych vacka: 2,5 x 2,5

pum
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C. appendiculata. Thélohan 1892
Vzorek ¢. 293

Lokalizace: Zlu€ovy méchyt
Hostitel: Lophius piscatorius
Geograficka lokalizace: Skotsko
Rozméry spory: 23-31 X 10-11 pm

Rozméry polovych vacka: 3-4 x 3-4

pm

Ceratomyxa sp.
Vzorek ¢. 184

Lokalizace: Zlu¢ovy méchyt

Hostitel: Scorpaena porca
Geograficka lokalizace: Chorvatsko
Rozméry spory: 6-7 X 13-16 pm
Rozméry polovych vacka: 2,5-3 x 2,5-
3 um
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Ceratomyxa sp.
Vzorek ¢. 182

Lokalizace: Zlu€ovy méchyt
Hostitel: Scorpaena porca
Geograficka lokalizace:
Chorvatsko

Rozméry spory: 6-7 X 13-16 um
Rozméry polovych vacki: 2,5-3 X
2,5-3

pum
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5 Vysledky

Celkem se podatilo ziskat SSU rDNA z 11 vzorkti DNA druhti rodu Ceratomyxa. Dvé témér
kompletni sekvence mély délku 1897 a 2058 bp s C+G obsahem bazi 50,03 a 52,09%. Délka
¢asteCnych sekvenci se pohybovala v rozmezi 1384 bp az 1594 bp s C+G obsahem bazi od
45,70 po 52,51%. Sekvencni podobnost mezi ziskanymi SSU rDNA sekvencemi se
pohybovala od 73,05 po 99,50% (viz. Tab. 1). Sekvenovanim tii kloni SSU rDNA PCR
produktt vzorku Ceratomyxa sp. 296 z Merlangius merlangus vysla najevo pfitomnost dvou
odlisnych sekvenci SSU rDNA (296A a 296B,C). Z distanéni matice uvedené v tabulce
vyplyva vysoka sekvencni podobnost mezi nckterymi DNA izolaty. Izolaty se podle
sekvenéni podobnosti rozdélily do Etyf skupin a dvou samostatnych sekvenci. Tti skupiny
obsahuji po tfech sekvencich s vysokou sekvencni podobnosti a jedna skupina obsahuje dvé

sekvence s vysokou sekvenéni podobnosti.

Fylogenetické analyzy metodami maximalni parsimonie (viz. Obr. 1), maximum likelihood
(viz. Obr. 2) a minimun evolution (viz. Obr. 3) rozdélily 11 studovanych vzorkiti myxosporei
do Sesti skupin. Vzorky 293 a 729 tvofi sesterské taxony a jsou nejbliz§imi ptibuznymi druhu
C. anko s 99% bootstrapem v ML a 100% bootstrapem v MP. Skupina vzorka 182, 184 a 731
tvofi sesterskou skupinu s C. labracis v MP. ML a ME odhalila odlisnou fylogenetickou
pozici této skupiny, kdy tato skupina tvoii samostatnou linii bez blizké piibuznosti ke
konkrétnim druhim. Vzorky 296A, 299 a 302 jsou nejbliz§imi pfibuznymi druht
C. oxycheilinae a C. cheilinae. Tyto taxony spole¢né s Ceratomyxa sp. (FJ417043) vytvareji
spole¢nou skupinu s blizce ptibuznymi izolaty 296B, 296C a 295. Izolaty 425 a 297 se vétvi
jako bazalni taxony vSech druhti rodu Ceratomyxa. Izolat 297 je nejblize piibuzny
k Ceratomyxa sp. (DQ377698) a izolat 425 je nejblize piibuzny k Ceratomyxa sp.
(DQ377699).
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Tab. 1. Sekvenéni podobnost mezi ziskanymi SSU rDNA sekvencemi (%)

296B | 297 | 182 | 425 | 295 |296C | 296A | 302 |299 |731 |184 | 293

296B | -

297 | 77,71 -

182 | 80,75 | 82,09 | -

425 | 77,29 | 87,37 | 81,08 | -

295 | 98,90 | 78,20 | 82,24 | 77,68 | -

296C | 97,46 | 78,01 | 80,81 | 77,65 | 98,41 | -

296A | 82,05 | 80,83 | 84,10 | 79,16 | 84,17 | 81,70 | -

302 | 84,19 | 82,02 | 86,51 | 80,44 | 84,41 | 83,98 | 99,27 | -

299 | 81,85| 80,84 | 84,80 | 79,26 | 84,00 | 81,57 | 98,41 | 98,91 | -

731 | 80,63 | 82,27 | 99,50 | 81,20 | 76,86 | 80,68 | 84,65 | 86,36 | 84,08 | -

184 | 80,68 | 82,14 | 99,44 | 80,98 | 82,32 | 80,88 | 85,11 | 86,80 | 84,78 | 99,44 | -

293 | 77,09 | 76,14 | 81,15 | 75,56 | 76,04 | 76,89 | 80,54 | 81,22 | 80,15 | 78,93 | 81,08 | -

729 | 77,26 | 76,52 | 81,11 | 75,78 | 72,95 | 77,06 | 80,77 | 81,19 | 80,34 | 77,39 | 81,33 | 96,61

Na zékladé¢ morfologie, rozméra spor, které byly zaznamendny Skolitelem pii ziskavani
materialu, a vysledkd analyzy sekvenci bylo specifikovano Sest samostatnych druhti rodu
Ceratomyxa. Srovnanim s literaturou se podafilo identifikovat ¢tyfi druhy rodu Ceratomyxa:

C. arcuata, C. longipes, C. appendiculata a C. informis.

S druhem C. arcuata byly ztotoznény myxospory nalezené u hostitelt Merlangius merlangus
(DNA izolat ¢islo 296), Callionymus lyra (DNA izolat ¢islo 299), Lophius piscatorius (DNA
izolat ¢islo 302). Jako C. longipes byla urena myxospora nalezena u hostitele
Melanogrammus aeglefinus (DNA izolat ¢islo 295). U hostitele Lophius piscatorius byla
urcena také dalsi Ceratomyxa ze dvou odlisnych geografickych oblasti — C. appendiculata
(DNA izolat ¢islo 293 a 729). Nalezenda myxospora U Merlangius merlangus (DNA izolat
¢islo 297) byla identifikovana jako C. informis. Zbyvajici dva druhy zatim nebyly druhové
determinovany.
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296A Ceratomyxa sp.
@E 299 Ceratomyxa sp. C. arcuata
302 Ceratomyxa sp.
1_00[ Ceratomyxa oxycheilinae (EU045334)
Ceratomyxa cheilinae (EU045331)
jﬁ; 296B Ceratomyxa sp.
100

6

15

296C Ceratomyxa sp.| C. longipes
295 Ceratomyxa sp.

M —— Ceratomyxa sp. (FJ417043)

119{ 293 Ceratomyxa sp.

100 - 729 Ceratomyxa sp. Ce appandiouiaie
86

Ceratomyxa anko (DQ301510)
—— Ceratomyxa vikrami (FJ417044)
Ceratomyxa capricornensis (EU440365)
98~ Ceratomyxa kenti (EU440363)
—100L Ceratomyxa bryanti (EU440357)
Ceratomyxa burgerae (EU440366)

Ei[ Ceratomyxa thalassomae (EU045332)
100!

Ceratomyxa robertsthomsoni (FJ204253)
Ceratomyxa hallettae (FJ204248)
Ceratomyxa gleesoni (EU729693)
Ceratomyxa auerbachi (EU616734)
182 Ceratomyxa sp.
“H: 184 Ceratomyxa sp. Ceratomyxa sp.
[ 731 Ceratomyxa sp.
—— Ceratomyxa labracis (AF411472)
Ceratomyxa atkinsoni (FJ204244)
—— Ceratomyxa ernsti (FJ204247)
——— Ceratomyxa sp. (DQ333430)
| —— Ceratomyxa jonesi (FJ204250)
Ceratomyxa cribbi (EU440367)
—— Ceratomyxa dennisi (EU440359)
Ceratomyxa talboti (EU440375)
Ceratomyxa moseri (EU440360)
——— Ceratomyxa diamanti (FJ204246)
Ceratomyxa barnesi (FJ204245)

go ﬁ F Ceratomyxa sp. (DQ333429)
69

94

Ceratomyxa sparusaurati (AF411471)
Ceratomyxa sp. (DQ333431)
—— Ceratomyxa nowakae (FJ204252)
53~ Ceratomyxa whippsi (EU729694)
52| L Ceratomyxa brayi (EU729697)
1 Ceratomyxa hooperi (EU729692)
98~ Ceratomyxa choerodonae (FJ20425)
74 - Ceratomyxa heinigerae (FJ204249)
— Ceratomyxa milleri (FJ204251)
100 79~ Ceratomyxa cutmorei (EU729691)
100 Ceratomyxa yokoyamai (EU729696)
[7 Ceratomyxa nolani (EU729698)
—— Ceratomyxa sp. (DQ333432)
&8 o7 Ceratomyxa sewelli (EU440362)
1000 - Ceratomyxa falcatus (EU440361)
Ceratomyxa lunula (EU440378)
100[ Ceratomyxa sp. (DQ377699)
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Obr. 1: Fylogenetické vztahy druhti rodu Ceratomyxa odvozené metodou maximalni
parsimonie. Procentualni hodnoty bootstrapi nad 50% jsou uvedeny u jednotlivych uzli. Jako
outgroupy byly zvoleny druhy Kudoa thyrsites a Myxidium gadi.
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Obr. 2: Fylogenetické vztahy druhti rodu Ceratomyxa odvozené metodou maximum
likelihood. Procentualni hodnoty bootstrapti nad 50% jsou uvedeny u jednotlivych uzld. Jako
outgroupy byly zvoleny druhy Kudoa thyrsites a Myxidium gadi. Métitko pro délky vétvi
znazornéno pod stromem.

25



S

Ceratomyxa moseri (EU440360)
Ceratomyxa jonesi (FJ204250)

Ceratomyxa talboti (EU440375)

Ceratomyxa cribbi (EU440367)

64
\ Ceratomyxa ernsti (FJ204247)

59

85,

50

Ceratomyxa dennisi (EU440359)
Ceratomyxa sp. (DQ333430)
Ceratomyxa diamanti (FJ204246)
Ceratomyxa labracis (AF411472)
sd7sp Ceratomyxa barnesi (FJ204245)

Ceratomyxa sp. (DQ333429)
Ceratomyxa sp. (DQ333431)
Ceratomyxa sparusaurati (AF411471)
Ceratomyxa nowakae (FJ204252)

sor 182 Ceratomyxa sp.

184 Ceratomyxa sp. | Ceratomyxa sp.

731 Ceratomyxa sp.

Ceratomyxa atkinsoni (FJ204244)

Ceratomyxa auerbachi (EU616734)
Ceratomyxa choerodonae (FJ20425)

91 99|
\E Ceratomyxa heinigerae (FJ204249)

Ceratomyxa milleri (FJ204251)

81 Ceratomyxa whippsi (EU729694)
91 ECeratomyxa brayi (EU729697)
Ceratomyxa hooperi (EU729692)

1007~ Ceratomyxa kenti (EU440363)
ﬂr&eratomyxa bryanti (EU440357)

Ceratomyxa burgerae (EU440366)
1o Ceratomyxa thalassomae (EU045332)
4 - Ceratomyxa robertsthomsoni (FJ204253)
Ceratomyxa hallettae (FJ204248)

Ceratomyxa gleesoni (EU729693)

C. arcuata

10— Ceratomyxa oxycheilinae (EU045334)

100;

100

3

0

I P
100|

sor 302 Ceratomyxa sp.
| —155[“299 Ceratomyxa sp.
64 296A Ceratomyxa sp.
;

L Ceratomyxa cheilinae (EU045331)
a1r 296B Ceratomyxa sp.
100- 296C Ceratomyxa sp.

295 Ceratomyxa sp.

C. longipes

86/ 100~293 Ceratomyxa sp. )
100 729 Ceratomyxa sp. | C. appendiculata
66‘ |: Ceratomyxa anko (DQ301510)
78 Ceratomyxa sp. (FJ417043)
Ceratomyxa vikrami (FJ417044)

Ceratomyxa capricornensis (EU440365)

Ceratomyxa nolani (EU729698)

8l Ceratomyxa sp. (DQ333432)
Ceratomyxa sewelli (EU440362)

951 Ceratomyxa cutmorei (EU729691)
‘ molFCeratomyxa yokoyamai (EU729696)

100]
4100|__[ Ceratomyxa falcatus (EU440361)
Ceratomyxa lunula (EU440378)
eratomyxa sp. (DQ377699)
425 Ceratomyxa sp. | Ceratomyxa sp.

297 Ceratomyxa sp. C. informis
Ceratomyxa sp. (DQ377698)

Kudoa thyrsites (AY542482)

—— Myxidium gadi (DQ377711)
Ceratomyxa shasta (AF001579)

1

Obr. 3: Fylogenetické vztahy druhti rodu Ceratomyxa odvozené metodou minimum evolution.
Procentuélni hodnoty bootstrapii nad 50% jsou uvedeny u jednotlivych uzlt. Jako outgroupy
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6 Diskuze

V ptedlozené bakalarské praci bylo sekvencné charakterizovéano a fylogeneticky analyzovano
jedenact vybranych vzorkti myxosporei, které morfologicky odpovidaji charakteristice rodi
Ceratomyxa a Leptotheca. Béhem vypracovavani bakalaiské prace byla publikovana studie,
ve které byl na zakladé fylogenetické analyzy zruSen rod Leptotheca (Gunter a Adlard 2010).
Druhy tohoto rodu byly pfefazeny do rodi Ceratomyxa a Sphaerospora na zakladé jejich
tkanové lokalizace. Vzorky 295 a 297, které byly k dispozici pro sekvencni analyzu
morfologicky odpovidaly charakteristice rodu Leptotheca a zaroven byly ziskany ze
zluGového méchyie ryb. Pozice téchto druhi jako druhii Leptotheca v ramci skupiny
Ceratomyxa by znamenala poruSeni monofilie rodu Ceratomyxa. Fylogenetickou analyzou
jsme zjistili jejich pozici uvnitt skupiny vSech druhti r. Ceratomyxa a oveéfili spravnost

pietazeni téchto dvou druhti do rodu Ceratomyxa.

Tyto dva byvalé druhy rodu Leptotheca se podatilo na zakladé¢ totozné morfologie a rozmért
spory a shodného hostitele identifikovat s druhy C. informis (297) a C. longipes (295).
C. longipes byla pomoci molekularnich metod také zaznamenana v jiném vzorku
z Merlangius marlangus (296), ve kterém byl pomoci svételné mikroskopie zaznamenan
pouze jeden odlisny druh. C. longipes byla popsana zatim pouze u dvou hostiteld Brosme
brosme a Melanogrammus aeglefinus (MacKenzie a kol. 2005, Gunter a Adlard 2010). Je
velmi pravdépodobné, ze C. longipes je parazitem dal$iho druhu treskovité ryby Merlangius
merlangus ze Severniho mofte, protoze smiSené infekce jsou béznym jevem u myxosporei.
Tento druh nebyl zaznamenan svételnou mikroskopii, protoze mohlo jit o slabou infekci
s produkci nepatrného mnoZstvi spor a nebo ndkaza mohla byt v ranné fazi v podobé ¢asnych
plazmodii bez ptitomnosti zralych spor. Ve zminéném vzorku 296 z Merlangius merlangus
byl svételnou mikroskopii prokazan typovy druh rodu Ceratomyxa — C. arcuata. Tento druh
parazituje na Sirokém spektru patnacti druhi rybich hostitel v SV Atlantiku, Sttedozemnim a
Cerném moii (MacKenzie a kol. 2005). V bakalai'ské praci byl sekvenéni analyzou prokazan
tento druh celkem u tii hostiteld — Merlangius merlangus (296), Callionymus lyra (299) a
Lophius piscatorius (302). U posledné zminéného hostitele nebyla zatim C. arcuata popsana a
tudiz se hostitelské spektrum rozrostlo o dals$i rybi druh. Vzorky z L. piscatorius byly
k dispozici také z pobtezi Norska. U téchto vzorkd nebyla prokazana ptitomnost C. arcuata,

coz potvrzuje domnénku MacKenzieho a kol. (2005), ze C. arcuata je omezena na SV
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Atlantik s vyjimkou pobtezi Norska. U L. piscatorius byla nalezen a sekvencné
charakterizovan také jiny druh C. appendiculata ve vzorcich jak z Norska (729) tak ze
Skotska (293). Tento druh byl zaznamenan u L. piscatorius ze Stiedozemniho moie u pobiezi
Francie (Eiras 2006). V této bakalaiské praci bylo prokazano SirSi geografické rozsifeni
tohoto druhu rodu Ceratomyxa. Druhové zatim nebyla urc¢ena Ceratomyxa sp. (731), ktera
byla také nalezena ve zlu¢ovém méchyii L. piscatorius z Norska. Sekvencné je tento druh
témert identicky (99,5%) s morfologicky odliSnym druhem Ceratomyxa sp., ktery byl nalezen
u Scorpaena porca (182 a 184). Pujde pravdépodobné o smiSenou infekci, jak se také
predpoklada v ptipadé C. longipes, coz by bylo ve shod¢ s praci Gunter a kol. (2009), ktera
popsala sekvencéné téméf identické druhy s odliSnou morfologii. Poslednim sekvencéné
charakterizovanym a identifikovanym druhem je Ceratomyxa sp. (297) ze Synapobranchus
kaupi, ktery se také jesté nepodafilo druhové determinovat. Nesnadna druhova determinace
druhii rodu Ceratomyxa je dana tim, ze v soucasnosti je popsan velky pocet 209 druhti tohoto
rodu a soucasn¢ se rod Ceratomyxa vyznacuje pleomorfitou ve tvaru spory (Lom a Dykova

1992, Gunter a Adlard 2010).

SSU rDNA sekvence s jedenacti ziskanych vzorkd umoznily identifikovat v nékolika
ptipadech pfitomnost stejnych druhti v riznych vzorcich. Sekvenéni data ovSem nepfifadila
ani jeden vzorek kzadnému ze 44 dosud sekvenovanych druhti rodu Ceratomyxa.
V bakalatske praci se tedy podafilo nové sekvencné charakterizovat celkem Sest druhii véetné
typového druhu. Ziskana sekvence typového druhu je dilezitd vzhledem k budoucim
taxonomickym zménam v systému myxozoi, ktery neodpovida fylogenezi (Fiala 2006, Holzer
a kol. 2007).

Publikace Gunter a kol. (2009) pfinesla velky pocet novych SSU rDNA spolu s popisem
novych druhti rodu Ceratomyxa. Tato prace umoznila srovnani sekvenci ziskanych v této
bakalaiské praci s reprezentativnim poctem taxoni. Topologie stromil z provedenych analyz
se v nékterych uzlech 1isi, coz je dano celkové velmi nizkou podporou velkého poctu uzli.
Tato nizk4d podpora je ve shod¢ s vySe zmin€nou publikovanou analyzou, ktera je také
charakteristicka nizkou podporou vétveni a také fadou polytomii. Topologie stromt je také
zajimava celou fadou kratkych ale 1 velmi dlouhych vétvi vedouci k jednotlivym druhtim, to
znadi velmi odlisnou rychlost evoluce SSU rDNA genu, kterd byla potvrzena LSU rDNA
analyzou se stejnym charakterem délky vétvi (BartoSova a kol. 2009). Nékteré sekvencné
témér identické nové objevené druhy byly popsany na zakladé odlisné morfologie, jako druhy
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pro védu nové (Gunter a kol. 2009). Sekvence ziskané ze tfi vzorki, které obsahovaly
morfologicky identické spory a byly determinovény jako C. arcuata, se sekvencné vice
odliSovali v ramci jednotlivych vzorkti neZz napiiklad C. talboti a C. moseri. Tento rozdil
muze spocivat v tom, ze C. arcuata patii spolu s C. longipes do skupiny ,,dlouhovétevnych*
ceratomyx a evolu¢ni rychlost SSU rDNA u jednotlivych populaci druhti miize byt odlisna.
Rovnéz i C. appendiculata nalezi do jiné skupiny ,,dlouhovétevnych® ceratomyx v blizké
ptibuznosti k C. anko a C. vikrami, které maji extrémné dlouhé vétve v porovnani s ostatnimi
druhy r. Ceratomyxa. Zajimava je i pozice C. informis a Ceratomyxa sp. (425), které jsou
jedny z nejbazalnéjsich druht rodu Ceratomyxa v blizké ptibuznosti s C. shasta, jejiz pozice

jako nejbazalnéjsiho druhu byla nedavno publikovana (Gunter a Adlard 2010).
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9 Zaver

Pomoci metod molekuldrni taxonomie jsem urcila fylogenetickou pozici 11 vzorki
myxosporei. Analyza odhalila ve vzorcich celkem 6 sekvencné odlisSnych druh rodu
Ceratomyxa. Ctyfi druhy se podatilo ztotoznit s druhy V literatufe popsanymi: C.arcuata,
C. longipes, C. appendiculata a C. informis. Dva druhy jsem zatim na zakladé¢ dostupné
literatury druhové nedeterminovala a pravdépodobné ptijde o druhy pro védu nové. Typovy

druh C. arcuata jsem identifikovala u nového hostitele Lophius piscatorius.
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