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Anotace

Diversity and phylogeny of myxozoan parasites was studied in lampreys, elasmobranchs,
bichirs, eels and sturgeons, the evolutionary ancient vertebrate lineages that most likely
represent the ancestral hosts of the Myxozoa. The vertebrate samples were investigated using
the light microscopy and myxozoan-specific PCR screening. The morphology and

phylogenetic relationships of newly found myxozoans were compared with existing species.
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1.Uvod
1.1. Zakladni charakteristika, puvod a historie objevovani skupiny

Myxozoa Grassé, 1970 (Cesky rybomorky) jsou mikroskopi¢ti endoparaziticti zahavei S
komplexnim zivotnim cyklem. Parazituji u Sirokého spektra pievazné akvatickych obratlovct
1 bezobratlych (Okamura a kol. 2015a). V hostitelich obyvaji télni dutiny a dutiny organt
(coelozoické druhy) nebo jejich tkané (histozoické druhy) (Lom a Dykova 2006). Nékteré
druhy myxozoi jsou hostitelsky specifické, jiné infikuji Siroké spektrum hostiteld (Okamura a

kol. 2015a).

Vétsina druhlt myxozoi svym hostitelim neskodi (Okamura a kol. 2015a). Existuji ale i takové
druhy, které svym hostitelim mohou zptisobit zdvazna onemocnéni, a tim padem mohou mit
vyrazné ekonomické dopady na rybolov a akvakulturu. Napiiklad Tetracapsuloides
bryosalmonae Canning, Curry, Feist, Longshaw a Okamura, 1998 (rybomorka pstruzi)
zpusobuje proliferativni onemocnéni ledvin u lososovitych ryb (Canning a kol. 1998).
Myxobolus cerebralis Hofer, 1903 zptsobuje tzv. vrtohlavost pstruhti projevujici se zanétem
hlavové chrupavky, abnormalnim plavanim, z€ernanim ocasu a naslednym uhynem (Markiw
1991). Sphaerospora molnari Lom, Dykova, Pavlaskova a Grupcheva, 1983 zapfi¢inuje u
pladku kapra obecného Cyprinus carpio zaberni a kozni sférosporézu, hemolytickou anémii a
prispiva k zanétu plynového méchyte (Molnar 1979, Lom a kol. 1983, Holzer a kol. 2014,
Korytat a kol. 2019). I kdyZ vyvoj terapeutik proti rybim patogeniim postupuje velice rychle,
v souasné dobé& neexistuje zadna ti€inna strategie proti myxozoim u ryb urc¢enych pro lidskou

konzumaci (Sommerset a kol. 2005, Sitja-Bobadilla a kol. 2015).

Myxozoa byla objevena pted zhruba 200 lety (Jurine 1825). Zprvu byla pfifazena k Sporozoa
spolu s Microsporidia a Myxosporida (nyni Myxozoa) (Biitschli 1882). Po objevu znakl
typickych pro vicebunééné Zivogichy se zatalo uvazovat o jejich zafazeni do Metazoa (Stolc
1899). K tomuto zavéru dosli 1 dalsi védci (Emery 1909, Ikeda 1912). Na piibuznost myxozoi
s mnohobunéénymi Zivoc€ichy, konkrétné€ se Zahavci (Cnidaria), poukazal Weill (1938), ktery
objevil u myxozoi podobné bunky (polové vacky) jako jsou pritomny u zahavci (nematocyty).
Ve své praci také poukazal na podobnost myxozoi s nezmarem jesetefim Polypodium
hydriforme Ussov, 1885, jehoz larvalni stadia parazituji v jikrach jeseterovitych
(Acipenseriformes: Acipenseridae) a veslonosovitych (Acipenseriformes: Polyodontidae) ryb.
Tento parazit se fadi do skupiny zahavci s piiznanym cCeskym ndzvem Kkaviarovky
Polypodiozoa (Raikova 1990). Tyto poznatky byly pozdéji potvrzeny dalSimi studiemi (Lom
1990, Siddall a kol. 1995). V roce 1970 byla Myxozoa klasifikovana jako samostatny kmen v

ramci Metazoa (Grassé 1970) a jejich status byl nasledné nezéavisle potvrzen analyzami
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zaloZzenymi na genu pro malou ribozomdlni podjednotku (SSU rDNA neboli 18S rDNA)
(Smothers a kol. 1994).

Autofi dalSich studii v 90. letech 20. stoleti (Sidall a kol. 1995, Schlegel a kol. 1996) pomoci
molekularni analyzy ribozomalnich dat potvrdili, ze se skute¢né jedna o druhotné
zjednoduSené mnohobunécné Zivocichy, ovSem jejich pozice uvnitf metazoi byla dlouho
nejasna. Pozdé€jsimi studiemi zaloZenymi na proteinovych jadrovych a mitochondridlnich
markerech a nésledné¢ datech ziskanych metodou sekvenovani nové generace bylo potvrzeno,
ze Myxozoa jsou pravoplatni zastupci Zahavcl (Jiménez-Guri a kol. 2007, Chang a kol. 2015,
Okamura a kol. 2015a, Atkinson a kol. 2018, Kayal a kol. 2018). Molekularni analyzy
linii myxozoi jsou Polypodiozoa. Ob& skupiny spoleén¢ vytvati skupinu Endocnidozoa
(Zrzavy a Hypsa 2003, Chang a kol. 2015, Foox a Siddall 2015) v ramci podkmene
Medusozoa, jenz zahrnuje druhy tvofici ve svém zivotnim cyklu meduzové stadium (Obrazek
1).

Bilateria

Anthozoa

Cnidaria -

Ctenophora

Placozoa

Porifera

Choanoflagellata

Obrazek 1: Schematické znazornéni fylogenetické pozice myxozoi uvnitt mnohobunéénych Zivoc¢ichi

(Metazoa) (pievzato z Okamura a kol. 2015b).

1.2. Druhova diverzita, klasifikace a taxonomie

Podkmen Myxozoa zahrnuje piiblizné 2 600 popsanych druhti (Okamura a kol. 2018) a d¢li
se na dvé tfidy Malacosporea Canning, Curry, Feist, Longshaw a Okamura, 2000 a
Myxosporea Biitschli, 1881. Malacosporea je malé skupina s péti popsanymi druhy patticimi
do dvou rod Buddenbrockia Schroder, 1910 a Tetracapsuloides Canning, Tops, Curry, Wood

a Okamura, 2002 (Naldoni a kol. 2019). Zastupci téchto druhti maji zachovalé primitivni
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znaky jejich volné¢ Zijicich zahavcich predki, napt. zbytky svalové soustavy u Cervovitych
vyvojovych stadii parazita (Gruhl a Okamura 2012).

Dosud znami mezihostitel¢ popsanych druhi malakosporei jsou kostnaté ryby a definitivni
hostitele reprezentuji sladkovodni mechovky. Ze tfidy Myxosporea bylo dosud popsano kolem
2600 druhti tfadicich se do 65 rodt (Fiala a kol. 2015b, Freeman a Kristmundsson 2018,
Okamura a kol. 2018). Skute¢na diverzita myxozoi je ale bezesporu mnohem vyssi
(BartoSova-Sojkova a kol. 2014, Hartikainen a kol. 2014, Okamura a kol. 2015a, Hartikainen
a kol. 2016, Okamura a kol. 2018).

Klasifikace rybomorek je zalozena na morfologii spor a jejich vyvojovych stadii, preferenci
hostitelské skupiny/druhu hostitele a tkanové specifité (Fiala a kol. 2015a). Kazda spora se
skladd ze dvou nebo vic chlopni, které jsou vzajemné spojeny suturalni linii, a které v sob&
uzaviraji jeden nebo vic polovych vackl a jednu nebo nékolik sporoplasem. K odliseni fadi
nebo podiadi myxozoi se pouziva informace o0 poctu chlopni, po¢tu polovych vacku a jejich
usporadani k roving suturalni linie a zptisob stoceni polového vlakna. Dalsi znaky tykajici se
tvaru spor a pélovych vacki, vybézku spory, tvaru suturdlni linie, tkanové a hostitelské
specificity se pouzivaji na urovni ¢eledi a rodu. K determinaci druhti se pouzivaji informace o
rozméru spor/polovych vacki, poctu zaviti polového vlakna, povrchovych rysech spor
(vybézky, ryhy, Zebra, vlakna, ocasky), druhu hostitele, geografickém rozsifeni atd. Nékteré,
tzv. kryptické druhy nejsou ovSem rozliSitelné pomoci morfologickych a morfometrickych

znakd a lze je identifikovat pouze pomoci molekularnich metod (Lom a Dykova 2006, Fiala a
kol. 2015b).

1.3. Zivotni cyklus

Myxozoa maji komplexni zivotni cyklus zahrnujici dvé vyvojové faze. U myxosporei, prvni
tzv. myxosporeova faze probihd v mezihostiteli, kterym jsou obratlovci Zijici ve vodé nebo v
blizkosti vody. Nejcastéji se jednd o ryby, ale mohou byt napadeny i jiné skupiny obratlovcl
(Hallett a kol. 2015). Druha tzv. aktinosporeova faze probihd v definitivnim bezobratlém
hostiteli, kterym jsou krouzkovci. Pfi myxosporové fazi se na povrch hostitele pomoci
vystielenych polovych vldken ptichyti aktinospora, ze které se uvolni infekéni zarodek
(sporoplasma), jenz vnikd do téla obratlovce a mnozi se (proliferuje). Dochéazi k vytvoreni
stadii typickych pro Myxozoa — tzv. ,buiika v buiice®, jejichz mnozenim a naslednym
sporogonickym vyvojem v plasmodiich (vegetativni stadia) v cilovém orgénu/tkani vznikaji
myxospory. Myxospory jsou vylouceny z téla obratlovce a podobnym mechanismem jako
aktinospory napadaji definitivniho hostitele. Pti aktinosporeové fazi navic probiha pohlavni
rozmnozovani (meidza), vytvari se aktinospora, kterd se po opusténi téla bezobratlého
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hostitele dostava do vnéjsiho prostiedi. Po napadeni obratlovce se Zivotni cyklus znovu
opakuje (Obrazek 2; Eszterbauer a kol. 2015). Zivotni cyklus malakosporei je podobny tomu
u myxosporei, s tim rozdilem, ze pohlavni rozmnozovani probihd v mechovkéch, v jejichz
télni dutin€ dochdzi k tvorbé cervovitych nebo vakovitych stadii, ve kterych vznikaji
malakospory infekéni pro rybiho mezihostitele. V ném, podobnym mechanismem jako u
myxosporei, vznikaji uvnitf plasmodii (vzhledem podobné tém u myxosporei) rybi

malakospory napadajici mechovku (Obrazek 2; Eszterbauer a kol. 2015).

et L\ﬂ/\'l rybi hostitel
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Obrazek 2: Schematické znazornéni zivotnich cyklti myxozoi (pfevzato a upraveno z Eszterbauer a

kol. 2015).

1.4. Evoluce myxozoi

Myxozoa jsou evolucné starobylda skupina parazitli, kterd reprezentuje viibec nejstarsi
parazitické ZivoCichy (Animalia). Tato skupina parazitl se oddélila od jejich volné zijicich
zahav¢ich predki nékdy na konci kryogenika (651 miliona let). Posledni spole¢ny piedek
myxozoi se datuje do obdobi ediakary (588 milionti let), kdy se oddélila Malacosporea
parazitujici v mechovkdch a Myxosporea pravdépodobné parazitujici v primitivnich
mnohostétinatcich ~ (Haplodrili,  Archiannelida). Moifské mechovky a primitivni
mnohostétinatci nejpravdépodobnéji predstavuji plivodni hostitelské skupiny myxozoi,
pficemz sladkovodni mechovky, mnohoStétinatci a maloStétinatci reprezentuji soucasné
definitivni hostitelé myxozoi. Obratlovci, konkrétné paryby (Zraloci, rejnoci a chiméry), byli
zahrnuti do komplexnich zivotnich cykld myxozoi pozdgji jako sekundarni hostitelé (Obrazek
3). Paryby porad slouzi jako soucasni hostitelé evoluéné nejstarSich skupin myxozoi
(Kodadkova a kol. 2015, Holzer a kol. 2018, Lisnerova a kol. 2020, Lisnerova a kol. v revizi).
Po tom, co se na Zemi objevily kostnaté ryby, v soucasné dob¢ citajici pres 32 600 druht
(Musilova 2016a), se tito obratlovci stali cilovou hostitelskou skupinou myxozoi.
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Zatazeni kostnatych ryb do zivotnich cykli myxozoi prob&hlo nékolikrat nezévisle na sob¢ a
bylo nésledovano obrovskou druhovou diverzifikaci dané skupiny parazit (Obrazek 4; Holzer
a kol. 2018). U myxozoi je patrny vysoky stupen koevoluce s jejich hostiteli (Holzer a kol.
2018, Patra a kol. 2018, Lisnerova a kol. 2020), pficemz nejvyssi stupeii shody je pfitomen u
fylogeneze myxozoi a jejich bezobratlych hostiteli. Signifikantni kofylogeneticky signal
existuje rovnéz u myxozoi a jejich obratlovéich hostitelll, avSak ten je v mnohych liniich
piekryty pocetnymi hostitelskymi pieskoky (Holzer a kol. 2018, Patra a kol. 2018, Lisnerova
a kol. 2020).
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2018).

1.5. Charakteristika ancestralnich skupin obratlov¢ich hostitelii myxozoi

Soucasné Zijici bazalni linie obratlovct ptedstavuji predevs§im bezcelistnatci (Agnatha) a
paryby (Chondrichthyes). Bazalni linie paprskoploutvych ryb (Actinopterygii) piedstavuji
pfedevs§im mnohoploutvi (Polypteriformes) zahrnujici bichiry a bichirky, dale chrupavcité
ryby (Chondrostei) zahrnujici jesetery (Acipenseriformes), a mnohokostnaté ryby (Holoste1).
Elopomorpha reprezentuji bazalni linii kostnatych ryb a zahrnuji thote (Anguilliformes) a

tarpony (Elopiformes) (Obrazek 5; Betancur-R a kol. 2013, Musilova 2016a).

1.5.1. Bezcelistnatci (Agnatha)

Mihule (Petromyzontiformes) spolecné se sliznatkami (Myxini) tvoii dvé linie kruhoustych
(Cyclostomata), jez ptedstavuji jedinou skupinu soucasné¢ Zijicich bezc¢elistnatcti (Agnatha).
Maji zasadni vyznam pro pochopeni vyvoje obratlovci, protoze pravdépodobné ziistaly
morfologicky konzervovany po dobu nejméné 360 milioni let. VSechny dneSni mihule maji
sloZity Zivotni cyklus. Zahrnuji dlouhovéké obdobi sladkovodnich larev, po ném néasleduje
metamorfoza do sexualné nezralého jedince a nasledné do dospélce, ktery se dramaticky lisi
morfologii a ekologii od larvy (Evans a kol. 2018). Jsou rozsiteny na severni (35 druhtl) a jizni
polokouli (3 druhy), ale nevyskytuji se v tropickém pasmu (Renaud 2011).

vvvvvv

Jsou znamy pro svou velkou produkei slizu (Wisner 1999). Zahrnuji 6 druhii. Oproti mihulim
neprodélavaji metamorfézu (Fernholm 1998).
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Obrazek 5: Evoluce obratlovcil s dirazem na bazéalni linie obratloveli a paprskoploutvych ryb

ACTINOPTERI

NEOPTERYGII

TELEOSTEI

ACTINOPTERYGII (paprskoploutvé ryby)

EUTELEOSTEI
NEOTELEOSTEI
ACANTHOMORPHA

(oramovany Cervene) (prevzato a upraveno z Musilova 2016b).

1.5.2. Paryby (Chondrichthyes)

Paryby zahrnuji kolem 1200 druhu a ¢leni se do dvou skupin: pii¢nousti (Elasmobranchii) a
chiméry (Holocephali). Mezi chiméry patii 49 hlubokomoiskych druhii obvykle se
vyskytujicich po celém svété, a to v mirnych a tropickych moftich v hloubkéch vice nez 500
metrtl (Stein a kol. 2018). Pri¢nousti zahrnuji 1143 druht rejnokt (Rajomorphii) a Zralokt
(Selachimorpha) a dé€li na tfi nadiady: Batoidea (639 druhli), Galeomorphii (347 druht) a
Squalomorphii (157 druhil) (Stein a kol. 2018). Patii sem pfevazné moisti, vzacné
sladkovodni, zastupci rozsiteni po celém svéte. Vznik skupiny se datuje zhruba do doby pred
400 miliony lety pobliz devonsko-silurské hranice. Dnes je skupina reprezentovana nékolika
odvozenymi liniemi pochézejicimi hlavné z druhohor (Amaral a kol. 2018). Jedna se o
zivoc¢ichy obvykle s velkymi rozméry téla. Nejveétsi dnes Zijici paryba je Zralok obrovsky
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Rhincodon typus Smith, 1828, jehoz nejvétsi uloveny exemplat dosahoval délky az kolem 20

metrti a hmotnosti az 34 tun (Rowat a Brooks 2012).

1.5.3. Mnohoploutvi (Polypteriformes)

Jedna se o jednu z nejbazalnéjSich skupin paprskoploutvych ryb, do které se fadi pouze jedna
¢eled’ Polypteridae (bichiroviti, obecné bichifi) zahrnujici dva Zzijici rody: bichir Polypterus
Lacépéde, 1803 s 13 druhy a bichirek Erpetoichthys Smith, 1865 s jedinym dosud popsanym
druhem (Moritz a Britz 2019). K odd¢leni bichirti od zbytku paprskoploutvych ryb doslo pied
29811436 miliony lety (Musilova 2016b). Nejcastéji se vyskytuji v Africe (Moritz a Britz 2019)
ve sladkovodnich habitatech jako napft. v rychle i pomalu tekoucich fekach, nivach, bazinach

a jezerech. Bichifi jsou schopni piimo dychat vzduch nad hladinou vody (Budgett 1900).

1.5.4. Jeseteri (Acipenseriformes)

Jeseteti se poprvé na Zemi objevili ptiblizné pied 200 miliony lety a od té doby neprosli velkou
morfologickou zménou (Krieger a Fuerst 2002). Dnes zijici jeseteti se déli na dvé skupiny:
Acipenseridae s 25 popsanymi druhy a Polyodontidae s 2 popsanymi druhy (Shen a kol. 2020).
Mezi jesetery patii druhy vyskytujici se na severni polokouli (Nelson 1984), které Ziji

vyhradné ve sladké vodg, dale pak druhy Zijici v brakické vodé a druhy stiidajici sladkovodni

a moftské prostiedi (Bemis a Kynard 1997).

1.5.5. Elopomorpha

Tato rliznorodé skupina reprezentuje bazalni linii kostnatych ryb a zahrnuje mimo jiné fady
holobfichych (Anguilliformes) a tarpony (Elopiformes). Holobfisi Ccitajici 965 druht
(Musilova 2016a) se vyvinuli pfed 20 az 40 miliony lety (Righton a kol. 2012). Do jedné z
¢eledi v ramci holobfichych, Anguillidae, pati 16 druhti thotti rodu Anguilla Schrank, 1798,
ktefi jsou rozsifeni v tropickych a mirnych vodach, kromé vychodniho Pacifiku a jizniho
Atlantiku (Nelson 1994). Uhofi fiéni maji zajimavy Zivotni cyklus, pii némz travi znanou
¢ast zivota ve sladkych vodéch, ale ke tfeni dochazi zpravidla v mofti. Naptiklad thof ficni
Anguilla anguilla Linnaeus, 1758 je katadromni monocyklicky druh, ktery migruje z fek do
Sargasového mote, kde se tfe a po vylihnuti putuje k evropskym biehtim. Do vnitrozemskych

vod pronikaji pouze samice, samci Ziji cely zivot v brakickych vodach v blizkosti usti fek. Po

dosahnuti dospélosti se cyklus znovu opakuje (van Ginneken a Maes 2005).


https://cs.wikipedia.org/wiki/1798

Tarponi zahrnuji dvé ¢eledi Megalopidae a Elopidae. Vyskytuji se u pobfezi stfedni a severni
&asti Jizni Ameriky, zapadniho a vychodniho pobiezi Afriky, ve Spanélsku, u pobiezi jizni
Asie, v Indonésii a u pobftezi severni a severovychodni Australie (Sousa a kol. 2020). Mohou

dychat atmosféricky vzduch pomoci plynového méchyie (Seymour a kol. 2008).

1.6. Diverzita myxozoi u ancestralnich hostiteli

Poznatky o diverzit¢ myxozoi u jejich ancestralnich hostiteld jsou utrzkovité. Nejvic
dosavadnich nalezli pochézi z paryb. U piiblizn¢ 110 druhi paryb bylo popsano pies 50 druhti
myxosporei, a to zrodi Bipteria, Ceratomyxa, Ellipsomyxa, Chloromyxum, Kudoa,
Myxidium, Parvicapsula, Sinuolinea a Sphaerospora (shrnuto v Lisnerova a kol. 2020,
Lisnerova a kol. v revizi; Tabulky 4 a 5). Myxozoa se u paryb vyskytuji pfedevsim ve
Zluénicich (Bipteria, Ceratomyxa, Ellipsomyxa, Chloromyxum, Myxidium), v ledvinach
(Parvicapsula, Sinuolinea, Sphaerospora) a méné casto ve svalech (Kudoa). Nejcastéji se
vyskytujicim rodem u pii¢noustych (zraloci a rejnoci) je Chloromyxum, z néhoz bylo dosud u
této skupiny hostitelti popsano 38 druhu (Eiras a kol. 2012, Lisnerova a kol. 2020), piedevs§im
ze skupin Rajiformes a Carcharhiniformes (Lisnerova a kol. 2020). Tyto nalezy druhd rodu
Chloromyxum pochazi ptedev§im z pobieznich oblasti Atlantského oceanu (Argentina,
Portugalsko, Mexicky zaliv, Jizni Karolina), Australie a Tasmanie (Lisnerova a kol. 2020).
Druhym nejcastéji se vyskytujicim rodem u pficnotstych je Ceratomyxa se 17 druhy
popsanymi ptedev§Sim ze skupiny Carcharhiniformes s ndlezy okolo Australie (Velky
bariérovy utes) a pobfeznich oblastech Argentiny, Severni Karoliny, Mexického zalivu a
Skotska (Lisnerova a kol. 2020, Lisnerova a kol. v revizi). U chimér jsou zndmy pouze dva
druhy, a to Bipteria vetusta Kodadkova, BartoSova-Sojkova, Holzer a Fiala, 2015 nalezena u
Chimaera monstrosa Linnaeus, 1758 ze severovychodniho Atlantiku (Kodadkova a kol. 2015)
a Ceratomyxa fisheri Jameson, 1929 popsana z Hydrolagus colliei (Lay a Bennett, 1839) z
Kalifornie (Jameson 1929). Z malakosporei u paryb existuje jen jeden zdznam, a to dosud
nepopsany druh rodu Buddenbrockia ze sladkovodniho rejnoka Potamotrygon motoro (Miiller
a Henle, 1841). Tento druh Malacosporea byl navic zaznamendn u Sesti druhl
paprskoploutvych ryb, rovnéz z oblasti kolem feky Amazonky (Naldoni a kol. 2020).
Vzhledem k tomu, ze u zkoumaného rejnoka byl nalez Buddenbrockia sp. potvrzen jenom
pomoci PCR a nebyla mikroskopicky pozorovana zadna jeho vyvojova stadia, neni mozné
urcit, jestli se jedna o jeho skute¢ného hostitele nebo jenom o ndhodny zachyt vyvojovych

stadii parazita, které se v daném hostiteli nevyviji.



Kruhotsti a bazélni linie paprskoploutvych ryb rovnéz ptedstavuji z evolucniho hlediska
dulezitou skupinu hostitelti rybomorek (Holzer a kol. 2018), ale jako hostitelé myxozoi jsou
prozkoumény jenom okrajove. Z mihuli existuje jenom jeden zdznam blize neuréeného druhu
Myxosporea (Mori a kol. 2000; Tabulka 1), i kdyz uvedeny nalez parazitickych stadii v
ledvinach mihule Lethenteron camtschaticum (Tilesius, 1811) spi§ napadné piipomina
vyvojova stadia malakosporei (Canning a kol. 2007, Feist a kol. 2015). U sliznatek byly dosud
zaznamenany tiéi druhy myxosporei, a to vSechny z rodu Ceratomyxa (Jameson 1929, Kondo
a Yasumoto 2020, Tabulka 1). Z bazalnich linii paprskoploutvych ryb, pfedev§im z thoid,
bylo popsano 47 druhii myxosporei z rodi Agarella, Ceratomyxa, Chloromyxum,
Gastromyxum, Henneguya, Hoferellus, Monomyxum, Myxidium, Myxobolus, Ortholinea,
Paramyxidium, Sphaerospora, Thelohanellus, Zschokkella a nékolik dalSich druht (6)
nalezenych u téchto hostitelti zistava dosud nepopsanych (Tabulka 1). Zajimavy je ndlez blize
neurceného parazita z centralni nervové soustavy bichira Polypterus endlicheri Heckel, 1847
(Marquet a Sobel 1970), jehoz vyvojova stadia pfipominaji axonalni stadia Cystodiscus axonis
Hartigan, Fiala, Dykova, Rose, Phalen a Slapeta, 2012 (Myxosporea) z michy rosnice
skokanovité¢ Ranoidea raniformis (Keferstein, 1867) (Hartigan a kol. 2012). Na rozdil od
relativné pocetnych zdznaml myxosporei, zastupci tiidy Malacosporea nebyli u zéastupct
kruhotstych a v bazélnich liniich paprskoploutvych ryb dosud nalezeni s vyjimkou jejich

pravdépodobného zachytu u L. camtschaticum (viz vyse).

Myxozoa z ancestralnich skupin hostitelti maji zajimavou a unikatni morfologii. Napt. druhy
rodu Chloromyxum z paryb maji typicky na terminalni konci spory dlouhé vlaskovité vybézky,
pficemz ostatni druhy tohoto rodu tyto vybézky nemaji (Eiras a kol. 2012). Dal§im
vyznamnym znakem myxozoi z paryb je, Ze jejich spory jsou mnohem vétsi nez spory vétSiny
druhti myxozoi z paprskoploutvych ryb. Toto plati pfedev§im pro druhy rodu Ceratomyxa. Jak
ale bylo ukdzano, Myxozoa s velkymi sporami obyvaji nejen paryby ale i kostnaté ryby s

velkymi rozméry téla (Lisnerova a kol. v revizi).

Tabulka 1: Seznam druhi myxozoi zaznamenanych u kruhotstych a bazalnich skupin

paprskoploutvych ryb.
Zar i .
Myxozoa arazent Druh hostitele Tkan/organ |Reference/GenBank
hostitele
feratomy)f; 2C;lllfornlca Agnatha/ ELpta'It(r_etus sto;1:7|8 Sucnik Jggnoegon (1929); Eiras
ameson, Cyclostomata/ (Lockington, ) ( )
Ceratomyxa galeata Myxini Eptatretus stoutii Sutnik Jameson (1929); Eiras
Jameson, 1929 (Lockington, 1878) 24 (2006)
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Ceratomyxa sp.

Eptatretus burgeri
(Girard, 1855)

Zluénik

Kondo a Yasumoto
(2020)

Lethenteron

Agnatha/ ’ o
Cyclostomata/ camtschaticum (Tilesius, . .
M : ; I M kol. (2
yxosporea sp Petromyzontifor [1811) (syn. Lampetra edviny ori a kol. (2000)
mes japonica)
. . S tralni
Pravdépodobné Actinopterygii/  [Polypterus endlicheri ;Z?Vroa I}l Marquet a Sobel
Myxosporea Polypteriformes |Heckel, 1847 i vy (1970)
system
I
Chloromyxum . umven .
inexpectatum Ferenc Acipenser ruthenus mocovodu a |Ferenc (1990); Eiras a
199(? ’ Linnaeus, 1758 motového  |Kol. (2012)
meéchyte
glomeruly
ledvinovych

Sphaerospora colomani
Ferenc, 1990

Thelohanellus yiduensis
Hsieh a Chen, 1989

Zschokkella sturionis
Tripathi, 1948

Actinopterygii/

Acipenseriformes

Acipenser ruthenus
Linnaeus, 1758

télisek, lumen
ledvinovych
kanalkt

Ferenc (1990)

Acipenser sinensis Gray,
1835

zabry, kuize

Chen a Ma (1998);
Zhang a kol. (2013)

Acipenser sturio
Linnaeus, 1758;
Acipenser
gueldenstaedtii Brandt a
Ratzeburg, 1833;
Acipenser stellatus
Pallas, 1771

zluénik

Bauer a kol. (2002);
Matsche a kol. (2020)

Gastromyxum bulani
Freeman a
Kristmundsson, 2015

Gastromyxum rafii
Freeman a
Kristmundsson, 2015

Monomyxum
incomptavermi (Freeman
a Shinn 2011) (syn.
Myxidium incomptavermi)

Paramyxidium bulani

Actinopterygii/
Elopomorpha/
Elopiformes

Megalops cyprinoides
(Broussonet, 1782)

zlazy kardie
ve sténé
zaludku

Freeman a
Kristmundsson (2015);
GenBank: KT002405

Elops machnata

zlazy kardie

Freeman a

s ve sténé Kristmundsson (2015);
et ) zaludku GenBank: KT002406
Megalops cyprinoides  |ledviny, reeman a Shinn

(Broussonet, 1782)

slezina, stievo

(2011); GenBank:
GQ368246

Megalops cyprinoides

Freeman a

Freeman a ledviny Kristmundsson (2018);
Kristmundsson, 2018 (Broussonet, 1782) GenBank: MH414929
Sphaerospora elopi Patra,
E:g{ooso;/al;iszikova, Elops saurus Linnaeus, ;:;neizo och Patra a kol. (2018);
va, T, 1766 VIOVYER | GenBank: KY851769

Eszterbauer a Holzer, kanalku
2018
Cerat ill Actinopterygii/  |Anguill ill .

eratomyxa anguillae ctinopterygii nguilla anguilla Shutnik Eiras (2006)

Tuzet a Ormieres, 1957

Elopomorpha/

(Linnaeus, 1758)
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Henneguya
psorospermica Thélohan,
1895

Hoferellus gilsoni
(Debaisieux 1925) (syn.
Sphaerospora anguillae,
S. gilsoni)

Hoferellus anguilli (Hsieh
a Gong, 1993) (syn.
Mitraspora anguilli)

Myxidium acinum Hine,
1975

Myxidium durum Hine,
1980

Myxidium lentiforme
(Fujita 1929) (syn.
Myxidium fusiforme)

Myxidium matsuii Fujita,
1929

Myxidium mindanoensis
Hine, 1980

Myxidium orientalis
Schulman, 1962

M. pseudogobii
Akhmerov, 1960

Myxidium sp.

Myxidium sp.

Myxidium truttae Léger,
1930

Myxidium uchiyamae
Fujita, 1929

Anguilliformes

Anguilla anguilla

IWtasow (1991); Dzido

. zabry a kol. (2020);

(Linnaeus, 1758) GenBank: EU732602
. Melendy a Cone

Anguill trat .

ngutfia rostrata - (2001); Dzido a Kol
(Lesueur, 1817), mocovy i
Anguilla anguilla méchyf (2020); Alama-
(Linnaeus, 1758) Bermejo a kol. (2016);

' GenBank: AJ582062

Anguilla japonica Chen a Ma (1998);
Temminck a Schlegel, [Zluénik Alama-Bermejo a kol.
1846 (2016)
Anguilla australis . -
Richardson, 1841, A, |#ébry Hine (1975); Eiras a

dieffenbachii Gray, 1842

kol. (2011)

Anguilla australis

Hine (1980); Eiras a

Richardson, 1841 Zibry kol. (2011)
Anguilla japonica Hine (1980); .
. . Nagasawa a Katahira
Temminck a Schlegel, |[ledviny .
1846 (2017); Eiras a kol.
(20112)
Anguilla japonica Hine (1980); .
. " Nagasawa a Katahira
Temminck a Schlegel, |kuze .
1846 (2017); Eiras a kol.
(20112)
Anguilla bicolor . —
pacifica McClelland, zabry Hine (1980); Eiras a

1844

kol. (2011)

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

zluénik, zabry,
stievo, ledviny

Chen a Ma (1998)

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

zéabry, stievo

Chen a Ma (1998)

Anguilla anguilla
(Linnaeus, 1758);
Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

zabry, ledviny,
jatra

Nagasawa a Katahira
(2017)

Anguilla anguilla
(Linnaeus, 1758)

ledviny

Holzer a kol. (2004);
Genbank: AJ582213

Anguilla anguilla
(Linnaeus, 1758)

zabry, zluénik,
zazivaci trakt

Hine (1980); Eiras a
kol. (2011); Genbank:
AJ582061, AF201374

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

ledviny

Eiras a kol. (2011);
Nagasawa a Katahira

(2017)
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Myxobolus dermatobius
Ishii, 1915

Anguilla japonica

Landsberg a Lom
(1991); Eiras a kol.

Myxobolus fujitai (Hahn,
1915) (syn. Lentospora
anguillae)

T inck hlegel, |kiz

1§£rlr16m|nc a Schlegel, Hze (2005); Nagasawa a
Katahira (2017)

Anguilla japonica .. -

Temminck a Schlegel, |kuze Fujita (1929); Eiras 2

1846

kol. (2005)

Myxobolus chenmai (Wu,
1977) (syn. Myxobolus
anguillae)

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

predni stievo

Chen a Ma (1998);
Eiras a kol. (2005)

Myxobolus kotlani
Molnar, Lom a Malik,
1986

Myxobolus nielii (Nie a
Li, 1973) (syn. Myxosoma
sinensis)

hybridi mezi A. anguilla

Molnar a kol. (1986);
Eiras a kol. (2005);

Myxobolus ningpoensis
Chen a Ma, 1998

Myxobolus portucalensis
Saraiva a Molnar, 1990

ZnA.uricl)ls;rata, Anguilla |ploutve Kristmundsson a
g Helgason (2007)
Landsberg a Lom
Anguilla japonica (1991); Chen a Ma
Temminck a Schlegel, |[ledviny (1998); Eiras a kol.
1846 (2005); GenBank:
KJ725084, JQ690358
Temmincka chlgel, pibry |CN2 M 01999)
1846 Eiras a kol. (2005)
ploutve,
podkozni

Anguilla anguilla
(Linnaeus, 1758)

pojivova tkan,
ocasni a prsni
ploutve,
mocovy
meéchyft,
ledviny, jatra,
stfeva

Eiras a kol. (2005);
Dzido a kol. (2020);
GenBank: AF085182

Myxobolus tachengensis
Chen v Chen a Ma, 1998

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

predni stievo

Chen a Ma (1998);
Eiras a kol. (2005)

Myxobolus dermatobius
(Hoshina, 1953) (syn.
Myxobolus hoshinae)

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

kize

Landsberg a Lom
(1991); Eiras a kol
(2005)

Myxobolus vescus
Akhmerov, 1960

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

kaze, ledviny

Chen a Ma (1998)

Ortholinea
sphaerocapsularae
(Wierzbicka 1986) (syn.
Sphaerospora
sphaerocapsularae)

Paramyxidium
branchialis Freeman a
Kristmundsson, 2018

Anguilla anguilla mocovy .

. Dzido a kol. (2020
(Linnaeus, 1758) méchyt zido a kol. (2020)
Anguilla anguilla Freeman a

g g zabry Kristmundsson (2018);

(Linnaeus, 1758)

Genbank: MH414926
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Paramyxidium giardi
(Cépede, 1906) (syn.
Myxidium giardi, M.
anguillae, M. illinoisense,
M. enchelypterygii, M.
serum, M. zealandicum)

Anguilla anguilla
(Linnaeus, 1758); A.
japonica Temminck a
Schlegel, 1846; A.
rostrata (Lesueur,
1817); A. australis
Richardson, 1841; A.
dieffenbachii Gray,
1842; A. mossambica

zluénik, Zabry,
ledviny, kize,
ploutve, svaly,
jatra, zazivaci
trakt, plynovy

Hine (1975); Hine
(1980); Eiras a kol.
(2011); Freeman a
Kristmundsson (2018);

Paramyxidium magi
Freeman a
Kristmundsson, 2018

Sphaerospora reichenowi
Jacob, 1953

(Peters, 1852); A. méchyt, GenBank: MK635346,
. .. submukoza,
reinhardtii tericks MH414925
Steindachner, 1867; A. me,?en e,rlc ,%
. . pojivova tkan
bicolor pacifica
McClelland, 1844;
hybridi mezi A. anguilla
a A. Rostrata
Freeman a

Anguilla anguilla

Thelohanellus
shaochingensis Chen v
Chen a Ma, 1998

. zaludek Kristmundsson (2018);
(Linnaeus, 1758) GenBank: MH414927
Anguilla anguilla Jacob a Bremen

g g stevo (1953); Wierzbicka

(Linnaeus, 1758)

(1994)

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

ledviny, zabry,
ploutve,
stieva, povrch
téla

Zhang a kol. (2013)

Thelohanellus sinensis
Chen a Hsieh, 1960

Anguilla japonica

Zhang a kol. (2013);

Zschokkella anguillae Wu
a Li, 1986

Temminck a Schlegel, |[ledviny Genbank: KY469292,

1846 DQ452013

Anguilla japonica motove

Temminck a Schlegel, . Vy Matsche a kol. (2020)
méchyt

1846

Zschokkella
chungshanensis Chen a
Hsieh, 1984

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

predni stievo

Matsche a kol. (2020)

Zschokkella minuta Nie a
Li, 1973

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

zlu¢nik,
mocovy
meéchyft,
ledviny, stfevo

Matsche a kol. (2020)

Zschokkella nova
Klokacewa, 1914

Anguilla japonica
Temminck a Schlegel,
1846

Zluénik

Matsche a kol. 2020;
GenBank: MH766650,
GUA471266,
GU471275,
GU471276,
GUA471277,
GUA471278,
GUA471279,
HMO037912, FJ417078,
DQ377688, DQ377690
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. . epitel
Anguilla anguilla . Holzer a kol. (2004);
Zschokkella sp. (Linnaeus, 1758) mocoveho |~ hank: AJ581918
meéchyte
hybridi mezi A. anguilla Kristmundsson a
Zschokkella sp. 1 a A. Rostrata ploutve Helgason (2007)
hybridi mezi A. anguilla |Zalude¢ni Kristmundsson a
Zschokkella sp. 2 .
schoxketla sp a A. Rostrata sliznice Helgason (2007)
Zschokkella stettinensis Anguilla anguilla modovy
Wierzbicka, 1987 (Linnaeus, 1758) méchyt Matsche a kol. (2020)
Agarella gracilis Dipnoi/ Lepidosiren paradoxa |varlata
Lepidosirenif o ' Vita a kol. (2004
Dunkerly, 1915 esep'dos"en' oM | Fitzinger, 1837 vajetniky itaa kol. (2004)

Poznamky: Tuéné jsou zvyraznény druhy myxozoi, pro které jsou v Genbank databazi dostupna sekvencni data

(ptistupovy kod databaze uveden v poslednim sloupci).

1.7. Fylogenetické vztahy uvniti myxozoi a jejich linie ve starobylych hostitelich
Fylogenetické vztahy uvniti skupiny Myxozoa jsou prozkoumany predevsim na zdkladé¢ SSU
rDNA, ktera ptedstavuje pro danou skupinu parazitl tzv. ,,barcode”. Tento gen je dostate¢né
informativni pro sekvenéni odliSeni vétSiny druhi myxozoi a v NCBI databazi (GenBank) je
pro n¢j z myxozoi k dispozici nejveétsi mnozstvi dat (k 27. 3. 2021 téméf 1900 sekvenci z 778
druhit Myxozoa). Druhy myxozoi se na zdkladé fylogenetickych analyz SSU rDNA seskupuji
do ¢tyt hlavnich linii predev§im podle typu hostitele a prostiedi, ve kterém hostitel Zije
(Obrazek 6): 1) Malacosporea parazitujici v mechovkéach a u sladkovodnich druht ryb, 2)
Myxosporea parazitujici u mnohostétinatcii (Annelida: Polychaeta) a zejména u moiskych
druhil ryb, 3) Myxosporea parazitujici u malostétinatcii (Annelida: Oligochaeta) a zejména u
sladkovodnich druhG ryb a 4) Sphaerospora sensu stricto druhy parazitujici u ryb ze
sladkovodniho a moiského prostiedi (Fiala a kol. 2015b, Holzer a kol. 2018). Myxozoa se
uvnitt hlavnich linii déli na podskupiny, které zahrnuji druhy seskupujici se napiiklad na
zaklad¢ podobné morfologie spor (ne vzdy), a predevsim parazitace ve stejném mist¢ infekce
(tkanova specifita) nebo u stejné taxonomické skupiny hostitelit (hostitelska specifita)
(Obrazek 6; Fiala 2006, Fiala a kol. 2015a, b, Holzer a kol. 2018).

Dlouhodobym problémem u myxozoi je fakt, Ze fylogeneze zaloZzena na molekularnich datech
nekopiruje taxonomii této skupiny historicky zalozenou na morfologickych znacich (Fiala
2006, Fiala a kol. 2015a, b). Proto se v evolucnich stromech vyskytuje mnozstvi
polyfyletickych a parafyletickych taxonti. Napt. rod Chloromyxum je polyfyleticky, pticemz
jeho druhy se vyskytuji v nékolika nepiibuznych fylogenetickych skupinach (Obrazky 6, 7).
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Z myxozoi identifikovanych ve skupindch hostitelti, jez byli studovani v ramci mé bakalaiské
prace (Obrazek 5), je dosud v GenBank databazi celkové dostupnych 43 sekvenci SSU rDNA.
Toto ¢islo reprezentuje jen ptiblizné 5,5 % vsSech osekvenovanych druhti myxozoi a 1,7 %
vSech dosud popsanych druhi myxozoi. Konkrétné je dostupnych 26 sekvenci myxozoi z
paryb a 17 sekvenci myxozoi z bazalnich skupin paprskoploutvych ryb (12 z thotovitych a 5
z tarpontl) (Tabulka 1). Pro druhy dosud zaznamenané u kruhoustych a zbylych bazalnich
skupin paprskoploutvych ryb sekvencni data neexistuji (Tabulka 1).

Myxozoa z paryb se ve fylogenetickych stromech umistuji uvnitt osmi skupin, pficemz sedm
z nich zahrnuje parazity paryb z tfidy Myxosporea a jedna z nich obsahuje druh z tfidy
Malacosporea (Obrazky 6 a 7). Konkrétné, Myxosporea z paryb klastruji uvnitt Ceratomyxa
kladu, Kudoa kladu, Chloromyxum sensu stricto kladu, Sphaerospora sensu stricto kladu,
Parvicapsula podskupiny v ramci moiské skupiny druhd infikujicich vyluovaci soustavu,
sladkovodni skupiny druhii infikujicich vyluovaci soustavu a v monotypické Bipteria linii.
Nejvic druhti myxosporei z paryb se nachazi uvniti Ceratomyxa a Chloromyxum sensu stricto
kladii. Druhy z paryb v rdmci vSech téchto skupin pfevazné reprezentuji samostatné a dobie
podpoftené linie. Jako disledek (ko)evolu¢ni historie téchto parazitl je vétSina z nich, oviem
ne vSechny, umisténa na bazi linii pochazejicich z evolu¢né odvozengjsich skupin kostnatych
ryb (Obrazek 7; Kodadkova a kol. 2015, Holzer a kol. 2018, Lisnerova a kol. 2020). Druh
Malacosporea (= Buddenbrockia sp. E v Naldoni a kol. 2020) detekovan pomoci PCR u
Sirokého spektra kostnatych ryb a u sladkovodniho rejnoka se ve fylogenezi nachéazi uvnitt
malakosporei jako sesterska linie k druhu Buddenbrockia sp. A nalezené¢ho u kaprovitych ryb
a dale k druhu Buddenbrockia allmani Canning, Curry, Hill a Okamura, 2007 pochazejiciho z
mechovky kiistalové (BartoSova-Sojkova a kol. 2014, Naldoni a kol. 2020). Druhy myxozoti
pochézejici z bazalnich skupin kostnatych ryb (Elopomorpha - tihofi a tarponi) zpravidla
nevytvaii samostatné fylogenetické linie, ale vétSinou se umist’'uji ve spole¢nych skupinéch s
dalSimi druhy z evolu¢né odvozenéjSich kostnatych ryb (napt. druhy rodi Henneguya,
Myxobolus a Thelohanellus uvniti Myxobolus kladu; druhy rodia Hoferellus, Myxidium a
Zschokkella uvniti sladkovodnich skupin druhi infikujicich vylucovaci soustavu a zlu¢nik
(Holzer a kol. 2004, Holzer a kol. 2018, Liu a kol. 2019). Vyjimkou jsou druhy, které se
nachazi uvnitf samostatné stojicich linii, napt. Paramyxidium klad sjednocujici druhy
vyhradné pochazejici z Elopomorpha (Freeman a Kristmundsson 2018). Studiem myxozoi z
jejich ancestralnich hostitell se mizeme dozvédét vice informaci o vzniku a evoluci této

skupiny parazitt, a také o jejich koevoluci s obratlov¢imi hostiteli.
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confirmed by DNA sequences from both hosts

Obrazek 6: Schématické shrnuti zakladnich fylogenetickych skupin myxozoi (pfevzato z Holzer a kol.
2018).
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Nodal support
() ML = Bootstrap (0-100%)
Q BI= Posterior probability (0.00-1.00)
@
. 90-99%/0.9-0.99

70-89%/0.7-0.89

O- 69%/0.69/node missing

Kudoa permulticapsula AY078429
Kudoa scomberomori AY0302737
Kudoa thyrsites AY 152747
Kudoa quadricornis FJ792720
Kudoa inornata F1790311

Kudoa paniformis AF034640
Kudoa iwatai AB553294
Kudoa carcharhini GU324972

Kudoa hemiscylli IN130374

Kudoa musculoliquefaciens LC097083

Kudoa amamiensis AY 152748
Kudoa thunni LC200502

Kudoa shiomitsui LC128646
Kudoa ogawai AB636470
L Sphaerospora dicentrarchi KT970638
Gastromyxum rafii KT002406

ape[o vopny

leei MF161396
Myxidium laticurvum IN033230
Coccomyxa gobiodoni HM037791

Sinuolinea 1
Auerbachia pulchra DQ377703
Gadimyxa atlantica EU163412
Gadimyxa arctica EU163426
Parvicapsula sp. MF161398
Parvicapsula pseudobranchicola AY308481
Parvicapsula limandae EF429096
Parvicapsula kabatai DQ515821
Parvicapsula spinachiae EF431928
Parvicapsula petuniae KF874230
Parvicapsula anisocaudata KY341924
Parvicapsula minibicornis HQ624977
Parvicapsula bicornis EF429097
Parvicapsula patata MK937852

Sinuolinea dimorpha TX460905
t Bipteria lusitanica MF538777
Zschokkella lophii DQ301509
Cepatonova gasterasteq KETS1186
Ceratonova shasia GQ3S8729
Ceratomyxa sp. 2 ex Sphyrna tiburo MK937838
Ceratomyxa sp. ¢x Rostroraja eglanteria MK937836
Ceratomyxa sigmoidea MW396732
Ceratomyxa sp. ex Scyliorhinus canicula DQ3T77698
Ceratomyxa negaprioni JF91181
C

Ceratomysa p. 1 ex Sphyrna tiburo MK937837
C myxa sp. 2 ex My lm/wn\ goodei MK

Ceratomya banbini MK93

Ceratomyxa sp. ex Myliobatis H(Irm MK937840

Ceratomyxa informis KM273022

Ceratomyxa auerbachi EU61 16734
Ceratomyxa sparusaurati AF411471
Ceratomyxa moseri EUA40360
"eratomyxa brayi EUT29697
Ceratomyxa buri AB530264

Palliatus indecorus DQ377712
Ceratomyxa synaphobranchi KM273026
Ceratomyxa vermiformis KX278420
Ceratomyxa brasiliensis KU978813
eratomyxa tunisiensis KT013098
‘eratomyxa i KM273028

fyxodavisia bulani KM273030
Bipteria vetusta KM267557 I
-Sphaerospora motemarini KC526873
Sphaerospora sparis JX286624
Sphaerospora elegans JX286618
Sphaerospora truttae AM410773
thaemspora angulata Q801526
Sphaerospora dykovae JQ801532

Sphaerospora ranae EF211975

Sphaerospora ohlmacheri X286619
Sphaerospora sp. JX286622

Sphaerospora terraenovae MK937!

Sphaerospora alata MW396733 .

h sp. ex Mustelus schmitti MK
Sphaerospora argentinensis MK937853

l—ﬁ'lmrap:ulmdex bryosalmonae KF73 1712

Sphaerosporaolsoni KIS26213
Sphaerospora formasa FIT90:
Sphaerospora sparidarum g
fugu ABI95805

Ortholinea sp. ex Rhizoprionodon terraenovae MK937851
Ortholinea sp. KU363830

Ortholinea mullusi MF539825

Ortholinea auratae KR025869

Myxobilatus gasterostei EUS61210

Myxidiom streisingeri KM0D1688

Ortholinea orientalis HM770873

Hoferellus sp. KU301052

Hen

Myxobolus cerebrals EF3T0479
salminicola AF031411
Myxobolus hanghumu KR049222
Myxobolus catlae KM029967
Myxobolus DQ846661

Myxidium X76639
Chioromyxum thymaili X 131381
Chloromyxum truttae AJS81916
Chloromyxum fluviatile GUAT1264
aeromyxa lycodi KC524734

nneguya ica EUT32602

Myxidium baueri JX467674
Cystodiscus melleni DQVO3031
Soricimyxum fegati KU248478
Zschokbella aurais KCU2S

va DQ37769

Myxidium anatidum EF602629
Chloromyxum trijugum AY954639
Myxidium scripia DQ8S1568
Myxidium ceccarellii KJ499821

Chloromyxum hemiscylli IN130374
Chloromyxum sp. ex Carcharhinus limbatus MK937841
Chloromyxum sp. ex Rostroraja eglanteria MK937846
Chloromyxum sp. ex Squalus acanthias N130384
Chloromyxum lesteri IN
Chloromyxum mingazzinii IN130379
Chloromyxum leydigi AY604199

Chloromyzum leydigi DQ3T7710

Chloromyzum kuhlii IN130375

Chloromyzum clavatum JQ793641

Chloromyxum squalii IN130381

Chloromyxun sp. ex Bathyraja brachyurops MK937843
“hloromyxum sp. ex Bathyraja macloviana MK937844
“hloromyzum sp. ex Bathyraja albomaculata MK937842
“hloromyxum sp. ex Dipturus brevicaudatus MK9:
Chlaromyxum sp. ex Pseudobatos horkelii MK93784
Chioromyxum zearaji MG652632

Chloromyxum atlantoraji MG652633

Chloromyzum sp. ex Psammobatis rudis MK937845
Chloromyxum riorajum FJ624481

apepd
010141 NSUDS

Chloromyxum sp. ex Sphyma tiburo MK937848
Chloromyxum myliobati IN130380
Chloromyzxum sp. ex Squatina guggenheim MK937849

ia plumatellae KF731712

aperoqns
ynsdvaraavg

ratomyxa arcuata KM273023

apero
010148 NSUIS

apepd
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Obrazek 7: Fylogeneticky strom zobrazujici hlavni linie myxozoi se zaméfenim na linie myxosporei

z paryb (taxony Cerveng) (pievzato a upraveno z Lisnerova a kol. v revizi).
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2. Cile prace

Vzhledem k nedostate¢n¢ probadané diverzité a nizkému poc¢tu molekularnich dat dostupnych
pro Myxozoa ze starobylych skupin obratlov¢ich hostitelti a zaroven k vysokému potencialu
takovych dat pii odhalovani prehistorickych evolu¢nich udalosti formujicich tuto skupinu

parazitu, byl projekt zaméten na:

1) prozkoumani druhové diverzity myxozoi u mihuli, paryb a bazalnich skupin
paprskoploutvych ryb pomoci mikroskopického vysetreni a PCR skrininku odebranych

vzorka.

2) zjisteni fylogenetické pozice nalezenych druhd myxozoi pomoci stromu zrekonstruovanych
na zaklad¢ dat ziskanych pro SSU rDNA.

3) srovnani ziskanych dat o nalezenych druzich s informacemi dostupnymi Vv literatuie jako

nezbytnou piipravou pro budouci popisy potencialné nové nalezenych druhd.

3. Hypotézy

Na zéklad¢ informaci dostupnych v literatufe o diverzité¢ myxozoi u mnou studovanych skupin
hostiteld jsem piedpokladala, Ze: 1) nejCastéji parazitovani hostitelé budou paryby a thoti a
bude u nich 11) determinovéna nejvyssi prevalence; ii1) nejcastéji nalezenym rodem u paryb

bude Chloromyxum a iv) nejcastéji parazitovanym organem u paryb bude zlu¢nik.

Déle jsem ptedpokladala, Ze v) druhy nalezené u paryb budou ve fylogenetickych stromech
reprezentovat samostatné linie definované ptislusnosti k jednotlivym skupinam hostitelti a tyto
linie nebudou vzijemné promichdny s druhy z evoluéné pokrocilejsich skupin

paprskoploutvych ryb.

4. Material a metodika

4.1. Pavod vzorki

Za G¢elem zkoumani diverzity myxozoi v jejich ancestralnich hostitelich bylo v rdmci prace

odebrano 257 vzorkl organti a tkdni ze 123 jedincti z mihuli (1 druh, 13 jedincti, 24 vzorkt),

paryb (14 druhi, 34 jedinci, 76 vzorki) a bazalnich linii paprskoploutvych ryb (6 druht, 76

jedinct, 157 vzork®) pochézejicich z lokalit v Jihoafrické a Ceské republice, Italii, Indonésii

a Nigérii. Pfi odebirani vzorkl jsem se zaméfila na Zluéniky, ledviny a jétra, které predstavuji

nejcastejs$i mista vyskytu myxozoi (Tabulka 2).

Mihule byly v ramci povoleni k odlovu dodany RNDr. Petrem Blabolilem, Ph.D.,

(Hydrobiologicky ustav, BC AV CR) a RNDr. lvanem Fialou, Ph.D. (Parazitologicky ustav,
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BC AVCR) a pochéazely z lokalit v Ceské republice. Jedinci byli dodani v Zivém nebo
zmrazeném stavu, byla u nich provedena pitva bud’ mnou nebo za mé asistence. Byly odebrany
vzorky ptevazné z ledvin a u nékterych extrémné malych jedinch (délka téla do 5 cm) byl
proveden prufez celym télem. Vzorky ledvin, zlu¢niku a jater jiz vypitvanych paryb byly
dodany v ramci stavajici spoluprace s MSc. Bjoernem Schaeffnerem, Ph.D. (North West
University, Potchefstroom, Jihoafricka republika). Vzorky ledvin thoit fi¢nich byly dodany
z lokalit v Italii a Ceské republice moji $kolitelkou specialistkou v ramci spolupréace s prof.
Maria-Letizia Fioravanti (Bolonska univerzita, Bolona, Italic), RNDr. Blabolilem, Ph.D. a
RNDr. Fialou, Ph.D. Tyto ryby byly pitvany moji skolitelkou specialistkou a jinymi ¢leny
Laboratofe rybi protistologie, PAU, BC AVCR. Jesetefi a bichiii byli dodani komerénim
dodavatelem PETRA-AQUA s.r.0. (Ceské republika). Jesetefi pochazeli z blize neuréené
lokality v Ceské republice a bichifi z pfimych importii z blize neuréenych lokalit v Indonésii

a Nigérii. VSechny tyto ryby jsem pitvala sama.

Tabulka 2. Seznam druht obratlovcl vySetfovanych na pfitomnost myxozoi se specifikaci

puvodu, typu, poctu, uchovani a zptsobu zpracovani odebranych vzorki.

Taxonomické Druh hostitele Pocet |Geograficky pivod (zemé: [ Tkaii/or |Pocet| Uchova
zaiazeni hostitele jedincd |[lokalita) gan vzor | mi/zprac
ki ovani
vzorki
Agnatha/ Lampetra planeri 13 CR:t. Cerna — BeneSov . |slucnik |1 Z'T
Cyclostomata/ (Bloch, 1784) Cernou, Hejst'sky p., -
Petromyzontiformes Malse — D. Dvoristé,

Skoronice, f. Trhava—u ledviny |9 Z:T

obce Samsin; . Vtava —

BraniSov; jatra 1 ZT
praiez 8
téla Z:T
svalovina |1l Z:T

zabry |3 ZT

stfevo 1 Z.T
Chondrichthyes/ Carcharhinus 2 JR: Karridene; GIn VP E
Selachimorpha/ brevipinna (Miiller zluénik |2 o
Carcharhiniformes  |a Henle, 1839)
ledviny |2 V:P.E
jatra 2 V:P.E
1 JR: Zinkwazi Zlucnik |1 V:P,E
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Carcharhinus

leucas (Miiller a ledviny V:P,E
Henle, 1839)
Carcharhinus JR: Durban Sluénik V:E
obscurus (Lesueur,
1818) ledviny V. E
., V:E
jatra
Carcharias taurus JR: Durban
Rafinesque, 1810 zluénik V:P,E
ledviny V:P,E
Galeocerdo cuvier JR: Umhlanga; Trafalgar; VP E
(Péron a Lesueur, St. Michaels zlu¢nik o
1822)
ledviny ViP.E
. V:E
jatra
Poroderma JR: Danger Point; Gansbaai |s1u&nik V:P,E
pantherinum
(Miiller a Henle, .
1838) ledviny V:P,E
Sphyrna lewini JR: Zinkwazi; Richards Bay |slu&nik V:P,E
(Griffith a Smith,
1834) ledviny V:P,E
jatra V. E
Sphyrna zygaena JR: Ramsgate slucnik V:P, E
(Linnaeus, 1758)
ledviny V:P,E
Chondrichthyes/ Aetomylaeus JR: Zinkwazi; Richards Bay VP E
Batoidea/ bovinus (Geoffroy zluénik T
Myliobatiformes Saint-Hilaire,
1817) V:P,E
ledviny Y
., V:E
Jjatra
Mobula JR: Zinkwazi; Richards Bay | ylu¢nik V:P,E
eregoodootenkee
(Bleeker, 1859) ledviny V:P,E
. V:E
jatra
JR: Isipingo .
zluénik V:E
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Mobula kuhlii

(Miiller a Henle, ledviny |1 V:E
1841)
jatra 1 ViE
Rhinoptera 2 JR: Scottburgh; Richards Sluénik |2 V:P,E
javanica Miiller a Bay
Henle, 1841 ledviny |2 V:P,E
Chondrichthyes/ Rostroraja alba 2 JR: Danger Point; Gansbaai |yluenik |2 V:P,E
Batoidea/ (Lacepéde, 1803)
Rajiformes ledviny |2 V:P,E
Raja straeleni 7 JR: Walker Bay; Hermanus |ylu¢nik |7 V:P,E
Poll, 1951
ledviny |5 V:P,E
Actinopterygii/ Acipenser 2 CR: lokalita neznama sluénik |2 ZT
Acipenseriformes ruthenus Linnaeus,
1758 ledviny |2 Z.T
Actinopterygii/ Anguilla anguilla 32 Italie: delta feky Pad; s. . .
Elopomorpha/ (Linnaeus, 1758) oblast Mantova ledviny |32 ZB:T
Anguilliformes - -
22 CR: o.r. Gol¢av Jenikov; p.
Chotovinsky, Stfibrna Hut’
v.n. Jordanka; v.n. Klicava; |ledviny |22 |ZB: T
v.n. Rimov; s. Sobékury;
v.n. Zelivka;
Actinopterygii/ Erpetoichthys 5 Indonésie: lokalita neznama |3lu¢nik |5 ZT
Polypteriformes calabaricus Smith,
1865 ledviny |5 Z.T
zabry 5 Z.T
svalovina |5 Z:T
jatra 5 Z.T
5 Nigérie: lokalita neznama  |yuénik |5 zT
Polypterus delhezi
Boulenger, 1899 ledviny |5 7T
zabry 5 Z.T
svalovina |5 z:T
jatra 5 Z.T
5 Indonésie: lokalita neznama |yluenik |5 ZT
Polypterus
endlicheri Heckel, ; )
1847 ledviny |5 Z:T
zabry 5 zZ:T
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svalovina |5 Z:T

jatra 4 Z.T

5 Indonésie: lokalita nezndma |¥luenik |5 ZT
Polypterus

ornatipinnis

Boulenger, 1902 ledviny |5 zT

zabry |5 ZT

svalovina|5 Z:T

jatra 5 Z.T

Celkovy pocet druhti
hostitelti/jedincii/loka
lit/typt
organt/vzorkl

21 123 34 7 257

Vysvétlivky:

JR: Jihoafricka republika; CR: Ceska republika; V: dodan vzorek z jiz vypitvanych ryb; P: vzorek uchovavéan ve
fosfatovém pufru; E: vzorek uchovavan ve 100% etanolu; T: vzorek uchovan v TNES pufru; Z: ryby dodany
zivé, pitvu jsem provadéla sama nebo pfi jejich pitve asistovala. ZB: ryby dodéany zivé a vypitvané bez mé

ptitomnosti. v. n.: vodni nadrz, 1.: feka, p.: potok, o. r.: obecni rybnik, s.: sadka.

4.2. Pitva obratlovcii a mikroskopické vySetieni vzorki

Mihule a paprskoploutvé ryby byly anestetizovany pomoci n€kolikaminutové koupele v
roztoku s pfidanym hiebickovym olejem. VSechny manipulace se zvifaty byly provadény v
souladu s ¢eskou legislativou (§ 29 zakona ¢. 246/1992 Sb., O ochrané zvitat pied tyranim, ve
znéni zékona €. 77/2004 Sb.). Vzorky vySetfovanych organi a tkani v§ech zkoumanych skupin
obratlovct byly uskladnény ve 400 pul TNES urea pufru (10 mM TrisHCI pH 8, 125 mM NacCl,
10mM EDTA, 0,5 % SDS, 4 M mocovina) (Asahida a kol. 1996). N¢které vzorky byly dodany
jiz ve 100% etanolu a/nebo ve fosfatovém pufru s pridanou smési antibiotik. U vSech vzorki
probéhlo mikroskopické vySetfeni pomoci svételného mikroskopu Olympus BX51 pii
zvétSeni 400x az 1000x. U pozitivnich vzorki, pokud mozno z nefixovaného materidlu, byla
pofizena morfologickd dokumentace vyvojovych stadii myxozoi (spor, plasmodii) digitalnim

fotoaparatem Olympus DP70 umisténém na svételném mikroskopu Olympus BX51.

Vyvojova stddia myxozoi byla nasledné méfena pomoci programu ImageJ v. 1.46r. U spor
byly zaznamenany nésledujici znaky/parametry: tvar, Sitka, délka, tloustka spory, pocet, tvar,
umisténi, délka a Sitka polovych vacka, ptitomnost/absence vlaskovitych vybézku na
terminalnim konci spory (rod Chloromyxum), thel svirany chlopnémi spory (rod
Ceratomyxa). U plasmodii byly zaznamenény nasledujici znaky/parametry: tvar, délka a Sitka

plasmodia, pocet vytvofenych spor. Pfi morfologické a morfometrick¢é dokumentaci stadii
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myxozoi jsem postupovala podle pokynti Loma a Arthura (1989). Udaj ,,n” v &asti zaméfené
na popisy nalezenych druhii udava pocty mérenych parametrt (plasmodii, spor, thel, polové
vacky, atd). Rozméry méfenych plasmodii a spor jsou udavany jako pramér vSech hodnot

daného parametru + smérodatnd odchylka (minimalni hodnota—maximalni hodnota).

4.3. 1zolace DNA

Izolace DNA probihala podle klasické fenol-chloroformové metody (Holzer a kol. 2004).
Vzorky fixované v alkoholu byly pted izolaci DNA zbaveny piebytkl etanolu vysuSenim na
filtra¢nim papiru, a poté bylo pfidano 400 pul TNES urea pufru. Vzorky jiz fixované v TNES
urea pufru byly podrobeny dalSimu kroku. Ke kazdému vzorku ve zminovaném pufru byla
pridana proteindza K (50 pg/ml; Serva, Némecko) a vzorky byly pfes noc inkubovany pii 55
°C. Poté bylo do vzorkl ptidano stejné mnozstvi fenolu (pH 8) jako TNES pufru. Nasledné
byly vzorky jemné, ale peclivé promichany po dobu 5 minut. Déle byly vzorky centrifugovany
pii 21 °C po dobu 10 minut na 9 000 otacek (RPM). Béhem centrifugace se smés v roztoku
rozd¢lila na horni, stfedni (interfazi) a spodni vrstvu. Horni vrstva (asi 330 ul) obsahujici DNA
byla opatrné odebrana a smichdna s 400 pl chloroformu. Vzorky byly znovu jemné, ale peclivé
promichany po dobu 5 minut a nasledné centrifugovany na 10 minut na 9 000 otacek pii 21
°C. Do odebrané horni vrstvy (asi 330 pul) obsahujici DNA byl pfidan vychlazeny 92% etanol
v tiikrat vétSim mnozstvi nez odebrané mnozstvi supernatantu. Nasledné byly vzorky
centrifugovany pii 4 °C po dobu 20 minut na 14 000 otafek. Po dekantaci etanolu byl do
zkumavky ptidan vychlazeny 70% etanol opét v tfikrat v&tSim mnozstvi a vzorky byly opét
centrifugovany pii 4 °C po dobu 4 minut na 14 000 otacek. Piebyte¢ny etanol byl odstranén
dekantaci a vznikly pelet obsahujici DNA byl vysuSen na termobloku pii 50 °C, dokud se
neodpafil 1 zbytek etanolu. K DNA bylo pfiddno 100 pl deionizované vody a vzorek byl
uskladnén pii 4 °C.

4.4. Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR byla provedena jednokrokové nebo piednostné jako dvoukrokova (nested) PCR za
vyuZziti jiz publikovanych primer specifickych pro Myxosporea a pro Malacosporea a
amplifikujicich SSU rDNA (Tabulka 2). Zatimco na pfitomnost myxosporei byla PCR
provadéna u vzorkil vSech orgénl, na Malacosporea byly skrinovany jenom ledviny vSech
jedincd, jelikoz v jinych organech se tato skupina paraziti nevyskytuje. PCR byla provadéna
za pomoci komerénich PCR premixt WizPure HS-PCR FDMix (Wizbiosolutions, USA).
Jedna se o smés chemikalii, ktera obsahuje hot-start Taq DNA polymerazu, PCR pufr, MgCl»

a dNTP. K smési byly pfidany pouze primery (0,5 pl kazdého primeru o koncentraci 25
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pmol/ul), DNA (1 pl odpovidajici koncentraci 50-200 ng) a voda (18 pl). Premixy byly
pouzity z ditvodu ¢asové uspornosti a eliminace chyb pii michani PCR, jenz se bézn¢ provadi

postupnym pfidavanim vSech jednotlivych (nesmichanych) ingredienci. Pouzité primery,

program pro PCR amplifikaci a délka amplikontl je uvedena v tabulce 3.

Tabulka 3: Seznam pouzitych primerti a PCR programu.

Skupina Typ PCR Kombinace PCR program Délka Reference k
myxozoi primert amplikonu |primeriam
95 °C 3 min + (94 °C 50 s + 58 . -
Jednokrokové |MyxospecF/18R |°C 50 s +72 °C 1 min 30's)x |1600 bp :'g's( (()iogt;)é 1';'"'5
40 + 72 °C 10 min
95 °C 3 min (94 °C 50 s + 58
ERIB1/ERIB10 |°C 50 s + 72 °C 2 min) x 35 + [2000 bp Barta a kol. (1997)
72 °C 5 min
Nested
Myxgp2f/ 95 °C 5 min + (94 °C 50 s + 58 Kent a kol._(1998);
Myxosporea ACHIR °C50s+72°C1min30s)x 1000 bp Hallett a Diamant
35+ 72 °C 5 min (2001)
95 °C 3 min (94 °C 50 s + 58
ERIB1/ ERIB10 |°C 50 s + 72 °C 2 min) x 35+ |2000 bp Barta a kol. (1997)
72 °C 5 min
Nested
95 °C 5 min + (94 °C 50 s + 58 Hallett a Diamant
Myx1F/MX3 °C50s+72°C1min30s)x [1700 bp (2001); Andree a
40 + 72 °C 10 min kol. (1998)
95°C 5 min+ (95 °C45s+ 58 Grabner a El-
Jednokrokova (budd-f/ budd-r |°C45s+72°C2min20s)x [1600 bp Matbouli (2010)
40 + 72 °C 10 min
95 °C 3 min + (94 °C 50 s + 58
Malacosporea ERIB1/ ERIB10 |°C 50 s + 72 °C 2 min) x 35 + |2000 bp Barta a kol. (1997)
72 °C 5 min
Nested
95 °C 3 min + (95 °C 45 s + 61 Grabner a El-
mala-f/ mala-r Og 4515msi:1r 72 °C 45 s) x 40 + 72 (680 bp Matbouli (2010)

4.5. Gelova elektroforéza, izolace PCR produkti, sekvenovani

Produkty amplifikované pomoci PCR byly rozdéleny gelovou elektroforézou na 1,5 %
agarézovém gelu (Serva, Némecko) v TAE pufru (0,04 M Tris acetat, 1 mM EDTA)
obsahujicim ethidium bromid (Top-Bio, Ceska republika) o koncentraci 0,5 pg/ml. Pro
srovnani velikosti amplikonti byl pouzit vhodny Zebii¢ek (New England, Biolabs, USA) o
koncentraci 0,1 pg/pl. Elektroforéza probihala pti 110 V po dobu pfiblizné 40 minut. Poté byly
vysledky vizualizovany pomoci UV transiluminatoru (Vilber Lourmat, Francie). Amplikony
ocekavané velikosti byly vyfiznuty a vyextrahovany z gelu za pomoci komercniho kitu Gel/

PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, Taiwan) dle pokynd vyrobce. Koncentrace
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PCR produktl byla stanovena na spektrofotometru Biochrom Libra S12 (Biochrom, Velka
Britanie). Vyizolované PCR produkty byly uskladnény pii -18 °C. Nasledn¢ byly komercné
osekvenovany (SeqMe, Ceska republika) pomoci Sangerovy metody s vyuzitim shodnych
forwardovych a reverznich primeri jako pii samotné PCR a za dodani maximalniho mozného

objemu PCR produktu (9 ul).

4.6. Uprava a zpracovani sekvenci

Kvalita ziskanych sekvenci byla zkontrolovana vyhodnocenim chromatogramii v programu
Geneious Prime v. 2019.0.4 (http://www.geneious.com; Kearse a kol. 2012). Identita
ziskanych sekvenci byla ovéfena v databazi GenBank pomoci algoritmu BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool; blast.ncbi.nlm.nih.gov), konkrétn¢ jeho varianty BLASTN. Ovétené
forwardové a reverzni sekvence kazdého produktu byly spojeny do vysledného konsenzu v

programu Geneious Prime v. 2019.0.4.

4.7. Fylogenetické analyzy

Nov¢ ziskané SSU rDNA sekvence byly zalignovany s vybranymi sekvencemi piibuznych
druhd myxozoi dostupnych v Genbanku v programu MAFFT v. 1.4.0 (Katoh a kol. 2005)
implementovaného v Geneious Prime v. 2019.0.4 pomoci E-INS-i algoritmu a defaultnich
parametrQ pro penalty za vytvofeni a prodlouzeni gapl. Byly vytvofeny néasledovné datasety:
1) Ceratomyxa dataset zahrnujici 115 sekvenci v¢etné tfi outgroupovych sekvenci (délka
finalniho alignmentu: 1286 bp), 2) Chloromyxum sensu stricto dataset zahrnujici 41 sekvenci
vcetné tii outgroupovych sekvenci (délka findlniho alignmentu: 1716 bp) a 3) Malacosporea
dataset zahrnujici 110 sekvenci vcetné dvou outgroupovych sekvenci (délka finalniho
alignmentu: 1708 bp). Pomoci metody maximum likelihood (ML) byla provedena
rekonstrukce fylogenetickych stromt a vypocet podpor uzli v programu RAxML v. 4.0
(Stamatakis 2006) implementovaném v Geneious Prime v. 2019.0.4. Model evoluce
(GTR+G+I) byl stanoven v programu jModelTest2 (Posada 2008). Podpory uzli byly
vypocteny z 1000 bootstrapovych replikati. Grafickd uprava fylogenetickych stromt byla
provedena v programu Adobe lllustrator CS5. Nasledné byly provedeny morfologické,

morfometrické a molekuldrni srovnavaci analyzy nalezii s jiz popsanymi druhy myxozoi.
4.8. Vypocet prevalence
Prevalence infekce danym parazitem v hostiteli byla vypocitana jako podil

mikroskopicky/PCR-pozitivnich jedinct ze vSech jedinct daného druhu hostitele.
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5. Vysledky

5.1. Nalezy a prevalence myxozoi u vySetfovanych obratlovci

V 257 vzorcich vySetfovanych organt a tkani mihuli, paryb a paprskoploutvych ryb bylo
mikroskopicky a/mebo pomoci PCR (provedeno 342 PCR reakci) nalezeno osm druht
myxozoi, z nichz Sest patfilo mezi Myxosporea a dva mezi Malacosporea (Obrazek 8).
Nalezené druhy se ftadily do rodd Chloromyxum (5 druht), Ceratomyxa (1 druh),
Buddenbrockia (1 druh) a jednoho dosud nepopsaného druhu tiidy Malacosporea (Tabulka 3).
U malakosporei byla shoda naSich nalezii s existujicimi druhy/fylogenetickymi liniemi
identifikovana jenom sekven¢né. Zadny nalez myxosporei se morfologicky, morfometricky

ani sekven¢né neshodoval s dosud popsanymi druhy myxozoi (Tabulky 5 a 6, viz niZe 5.3.

Detailni informace o nalezenych druzich).

Obrazek 8: Spory a plasmodia myxozoi nalezenych v ledvinnych kanalcich mihuli a ve Zluénicich
paryb. A: Neznamy druh Malacosporea z mihule poto¢ni Lampetra planeri; B: Ceratomyxa sp. ze
zraloka Galeocerdo cuvier; C-E: Chloromyxum sp. z rejnoka Rhinoptera javanica; F: Chloromyxum
sp. ze zraloka Carcharhinus leucas; G-H: Chloromyxum sp. ze zraloka Sphyrna lewini; 1-J:
Chloromyxum sp. z rejnoka Raja straeleni; K: Chloromyxum sp. ze zraloka Carcharias taurus. Méfitka

v um jsou uvedena pro kazdy obrazek zv1ast.

Celkova prevalence myxozoi ve vSech vzorcich byla obecné nizka (3,5 % zjisténo pomoci
svételného mikroskopu a 6,6 % pomoci PCR). Ve vzorcich ledvin mihule poto¢ni a thoie
ficniho byly detekovany dva druhy ze skupiny Malacosporea. Konkrétné, plasmodia a

vyvijejici se spory Malacosporea byly pomoci svételné mikroskopie detekovany u jednoho
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jedince mihule poto¢ni (Obrazek 8A). Tento, a jest¢ jeden dalsi jedinec (oba z feky Malse)
byli na Malacosporea pozitivni i pomoci PCR. V 54 vySetienych vzorcich thoti fi¢nich nebyl
na Malacosporea mikroskopicky pozitivni zadny vzorek, zatimco pomoci PCR byl druh
Malacosporea identifikovan v sedmi vzorcich, a to vyhradné na italské lokalité (Tabulka 3).
U paryb byly nalezeny pouze druhy ze skupiny Myxosporea (8 vzorku, Obrazek 8B-K),
zatimco Malacosporea u této skupiny hostitel nalezena nebyla. U bichirti, bichirki ani

jesetert nebyli nalezeni Zadni zastupci myxozoi.

5.2. Umisténi nové nalezenych druhu ve fylogenetickych stromech

Provedené fylogenetické analyzy ukézaly, ze nové nalezené druhy myxosporei z rodu
Ceratomyxa a Chloromyxum se seskupily se sekvencemi ostatnich druhti ze stejného rodu,
které byly rovnéz nalezené ve Zzlu¢nicich paryb (Obrazky 9 a 10). Nové osekvenovana
Ceratomyxa sp. ze zraloka Galeocerdo cuvier byla blizce pfibuzna druhu Ceratomyxa sp. 1
nalezeného ve zralokovi Sphyrna tiburo (Obrazek 9; Lisnerova a kol. v revizi, Lisnerova a kol.
2020). Tyto dva druhy se ve stromu umistily uvnitf skupiny tvofené dalSimi druhy rodu
Ceratomyxa infikujicimi Zraloky, pficemZ na bazi této skupiny se umistil druh parazitujici u
rejnoka. Druhy rodu Chloromyxum se seskupily spole¢né s piibuznymi druhy myxozoi ze
zralo¢ich a rejnocich hostiteltt (Obrazek 10). Konkrétné, nové nalezeny druh Chloromyxum
sp. ze zraloka Carcharias taurus klastroval se zralo¢imi druhy Chloromyxum sp. z Mustelus
Mustelus a Chloromyxum sp. 3 z Carcharinus limbatus. K této trojici druhti se dale ptidruzila
skupina tvofena rejno¢im druhem Chloromyxum sp. z Rostroraja eglanteria a zralo¢imi druhy
Chloromyxum hemiscylli, nové nalezenym druhem Chloromyxum sp. ze Sphyrna lewini a
blizce ptibuznym Chloromyxum sp. ze Poroderma pantherinum. K celé této velké skupiné
klastrovali rejnoci paraziti, tj. nové nalezené Chloromyxum sp. z Raja straeleni, Chloromyxum
mahdoinsis a typovy druh rodu Chloromyxum leydigi (rejnoci izolat). Nové nalezeny druh
Chloromyxum sp. ze zraloka Carcharhinus leucas klastroval s druhem Chloromyxum sp. ze
zraloka Sphyrna tiburo, ke kterym se pfipojila skupina tvofena rejno¢imi parazity

Chloromyxum sp. z Rhinoptera javanica, Chloromyxum dasyatidis a Chloromyxum myliobati.
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Obrazek 9: Maximum likelihood fylogeneticky strom zaloZeny na SSU rDNA zobrazujici pfibuzenské
vztahy myxozoi v ramci skupiny Ceratomyxa. Druh identifikovany v ramci této bakalarské prace je
zvyraznén tuéné a ¢ervené. Podpory uzlt, vypocitané z 1000 bootstrapovych replikati, jsou zobrazeny
u hodnot >50 %. Ptistupové koédy Genbank databaze a ¢isla izolatd jsou uvedeny v zavorce u kazdého
taxonu. Druhy rodu Ceratomyxa z kostnatych ryb a outgroupové sekvence byly pro zjednoduseni

sjednoceny do trojihelnik.
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Obrazek 10: Maximum likelihood fylogeneticky strom zalozeny na SSU rDNA zobrazujici
ptibuzenské vztahy myxozoi v ramci skupiny Chloromyxum sensu stricto. Druhy identifikované v
ramci bakalarské prace jsou zvyraznény tucn€ a cCervené. Podpory uzll, vypocitané z 1000
bootstrapovych replikatt, jsou zobrazeny u hodnot >50 %. Linie vedouci k outgroupu byla zkracena

na 20 % ptvodni délky. Pristupové kody Genbank databaze a cisla naSich izolath jsou uvedeny v

zavorce u kazdého taxonu.
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Ve fylogenetické analyze se sekvence naSeho izolatu z mihule poto¢ni umistila na bazi vSech
malakosporei (Obrazek 11) v dobte podpoiené skupiné (ML=100) témé&f totoznych sekvenci

reprezentujicich dosud nepopsany druh malakosporei nalezeny v mechovce utlé¢ Fredericella

8%

sultana a v dalsi mechovce ze stejného rodu (F. indica). Druh nalezeny u thote fi¢niho
klastroval v ramci dobie podpoiené skupiny (ML=95) zastoupené rtiznymi téméf totoznymi
izolaty B. allmani z mechovky kiist'alové L. crystallinus. Skupina reprezentovana B. allmani
dale klastrovala s druhy stejného rodu nalezenymi u paryb a kostnatych ryb. Konkrétné §lo o
druh Buddenbrockia sp. E ze sladkovodniho rejnoka P. motoro (Myliobatiformes) a z riznych
radi kostnatych ryb (Perciformes, Cichliformes, Characiformes, Siluriformes) a s druhem

Buddenbrockia sp. A z kaprovitych ryb (Cypriniformes) (Obrazek 11).
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Obrazek 11: Maximum likelihood fylogeneticky strom zaloZzeny na SSU rDNA zobrazujici
ptibuzenské vztahy myxozoi v ramci skupiny Malacosporea. Druhy, které byly identifikovany v ramci
bakalaiské prace, jsou zvyraznény tucné a cervené. Podpory uzli byly vypocitany z 1000
bootstrapovych replikatd. Pristupové kédy Genbank databaze a Cisla naSich izolatd jsou uvedeny v
zavorce u kazdého taxonu. Druhy patfici do jinych skupin nez téch, které klastruji s nove
identifikovanymi druhy, byly pro zjednoduseni sjednoceny do trojihelnikii. Linie vedouci k outgroupu

byla zkracena na 25 % ptivodni délky. Znaceni dosud nepopsanych druhti je dle Naldoni a kol. (2020).
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5.3. Detailni informace o nalezenych druzich

Kmen Cnidaria Hatschek, 1888

Nezatazeny podkmen: Myxozoa Grassé, 1970

Ttida: Malacosporea Canning, Curry, Feist, Longshaw a Okamura, 2000
Rad: Malacovalvulida Canning, Curry, Feist, Longshaw a Okamura, 2000

Celed’: Saccosporidae Canning, Okamura a Curry, 1996
Rod: Buddenbrockia Schroder, 1910

Buddenbrockia allmani Canning, Curry, Hill a Okamura, 2007
Canning a kol. (2007):
Typovy hostitel: Lophopus crystallinus (Pallas, 1768), mechovka kiistalova (Bryozoa,

Phylactolaemata, Plumatellida, Lophopodidae).

Typova lokalita: Barton Blow Wells, Lancashire, Velka Britanie.

Misto sporogonického vyvoje: Kulovité vacky (do 300 pum v priméru) naplnéné
malakosporami v télni sténé a télni dutiné¢ mechovky.

Prevalence infekce: Neznama.

Molekularni data: AJ937880 (sekvence pochéazejiciho z popisu druhu).

Tato prace:

Dalsi hostitel: Anguilla anguilla (Linnaeus, 1758), Ghot fi¢ni (Actinopterygii, Elopomorpha,
Anguilliformes).

Dalsi lokality: Sadka, region Mantova, Itélie.

Misto sporogonického vyvoje: Nejpravdépodobnéji ledviny, druh v tkani detekovan jenom
pomoci PCR, sporogonie mikroskopicky nezachycena.

Prevalence infekce: 13,0 % (7/54).

Izolat: AAI7, AAIL0, AAI22, AAI27, AAI32, AAI33, A-1 (smés vSech vzorku z Italie).
Popis plasmodii: Nebyla pozorovana.

Popis spor: Nebyly pozorovany.

Molekularni data: Kompletni SSU rDNA sekvence o délce 1752 bp ohranicena primery budd-
f/budd-r a ziskana z izolati AAI7, AAI10 a AAI33; ¢asteéné sekvence piiblizné o délce 680
bp ziskany ze vzorkd AAI7, AAIL0, AAI22, AAI27, AAI32, AAI33 a A-I ohrani¢eny primery
mala-f/mala-r.

Poznamky: Ziskana kompletni sekvence SSU rDNA izolatu z A. anguilla byla na useku
dlouhém 1592 bp z 99,7 % shodna s izolatem druhu B. allmani z mechovky kiistalové
(Genbank: KJ150260; Hartikainen a kol. 2014) a ostatni sekvence izolati parazita z L.

crystallinus (Obrazek 1) na useku dlouhém 551 bp rovnéz vykazovaly vysokou miru
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sekven¢ni shody c¢inici 98,3 % az 100,0 %. Na uvedeném tuseku se sekvence izolatu
pochazejiciho z popisu druhu Canning a kol. (2007) shodovala s nasim izolatem na 99,5 %.
Vzhledem k tomu, Ze ve vySetfovanych thotich nebyl parazit pozorovan, nebylo mozné
provést srovnavaci analyzu se stadii ostatnich znamych druhti malakosporei zaznamenanych

u jinych druht ryb.

Neznamy druh Malacosporea z Lampetra planeri (Obrazek 8A)
Hartikainen a kol. (2014):
Hostitel: Fredericella sultana Blumenbach, 1779, mechovka ttla; F. indica Annandale, 1909

(Bryozoa, Phylactolaemata, Plumatellida, Fredericellidae).

Lokality: Jezero Aberdeen USA, teky Lohr a Lohrbach, Némecko.

Misto sporogonického vyvoje: Stadia lalocnatého tvaru s malakosporami v télni dutiné
mechovky.

Prevalence infekce: Neznama.

Molekularni data (SSU rDNA): KJ150272 (F. indica), KJ150273 (F. sultana), KJ150274 (F.
sultana); ve fylogenetickém stromé (Obrazek 11) oznacena jako ,,Malacosporea sp. F” dle
Naldoni a kol. (2020); v praci Hartikainen a kol. (2014) jako ,,novel lineage 1” s ptislusnymi
sekvencemi ,,lobey sac ex F. indica” a ,,lobey sac ex F. sultana”.

Tato prace:

Dalsi hostitel: Lampetra planeri (Bloch, 1784), mihule poto¢ni (Agnatha, Cyclostomata,
Petromyzontiformes)

Dalsi lokality: Reka Malse, Skoronice u Dolniho Dvofisté (LPM3) a Dolni Dvofisté (LPM6),
Ceska republika.

Misto sporogonického vyvoje: Vnitini prostor (lumen) ledvinovych kanalki.

Prevalence infekce: 15,4 % (2/13).

Izolat: LPM3, LPM6.

Popis plasmodii: Monosporické plasmodia ovalného tvaru o délce 29,9 + 8,9 (14,6-37,0) pm
a sifce 10,5 + 3,9 (4,0-15,6) um (n =5).

Popis spor: Nezral¢ malakospory (umistény v plasmodiich) ovalného tvaru, délka 7,6 um +
4,2 (3,4-11,8), sitka 6,2 um = 1,1 (5,0-7,3). Drobné kulaté polové vacky, délka 1,0 um + 0,4
(0,6-1,5) a sitka 1,0 um + 0,5 (0,6—1,5) (n=2). Pocet zavitt poélovych vacki nepozorovan.
Molekularni data: Kompletni SSU rDNA sekvence o délce 1504 bp (izolaty LPM3 a LPM6)
ohranicena primery budd-f/budd-r; ve fylogenetickém strom¢ oznacena jako Malacosporea ex

Lampetra planeri.
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Poznamky: Ziskana kompletni sekvence SSU rDNA z izolatii parazita z mihule poto¢ni se na
useku dlouhém 1436 bp na 99,9 % (rozdil 2 nukleotidy) shodovala se sekvencemi izolath
parazita z F. indica (Genbank: KJ150272; Hartikainen a kol. 2014) a z F. sultana (Genbank:
KJ150273; Hartikainen a kol. 2014). Jedna se o prvni nalez tohoto druhu Malacosporea u

obratlovci, proto nebylo mozné provést morfologické srovnani.

Ttida: Myxosporea Biitschli, 1881
R4d: Bivalvulida Shulman, 1959
Celed’: Ceratomyxidae Doflein, 1899
Rod: Ceratomyxa Thélohan, 1892

Ceratomyxa sp. z Galeocerdo cuvier (Obrazek 8B)

Hostitel: Galeocerdo cuvier (Péron a Lesueur, 1822), zralok tygii (Chondrichthyes,
Selachimorpha, Carcharhiniformes).

Lokalita: St. Michaels, Jihoafricka republika.

Misto sporogonického vyvoje: Zluénik — volné plovouci stadia ve Zluéi (coelozoicka
lokalizace).

Prevalence infekce: 25,0 % (1/4).

Izolat: KZN 20.11.

Popis plasmodii: Nebyla pozorovana.

Popis spor: Zralé myxospory ve tvaru protahlého pilmeésice, délka 8,7 um = 1,0 (7,1-10,2)
(n=6), tloustka 46,9 um + 6,5 (40,4-53,3) (n=2). Kulaté polové vacky asymetricky umisténé
u apexu spory, délka 4,7 um + 0,4 (4,3-5,4) (n=6) a sitka 4,4 um + 0,6 (3,5-5,3) (n=6).
Chlopné spory stejn¢ dlouhé. Zadni (posteriorni) konvexni thel (166,3°-170,4°) (n=2).
Triradialni aberantni spory pozorovany v jednom piipad¢.

Molekularni data: Caste¢na SSU rDNA sekvence o délce 1404 bp ohrani¢ena primery
MyxospecF/18R.

Poznamky: Pomoci morfologickych a morfometrickych srovnani bylo zjisténo, Ze pozorovana
Ceratomyxa z G. cuvier neodpovida charakteristice druhu Ceratomyxa lunata Davis, 1917
diive popsaného ze zluéniku stejného druhu zraloka (Davis 1917, Eiras 2006, Tabulka 5). V
Genbank databazi bohuzel nejsou dostupna zadna molekularni data pro srovnani obou druhi.
SSU rDNA sekvence naseho izolatu se na useku dlouhém 1239 bp na 99,6 % shodovala se
sekvenci Ceratomyxa sp. 1 ze Zlu¢niku jiného druhu zraloka Sphyrna tiburo (Lisnerova a kol.
2020, Lisnerova a kol. v revizi). | kdyz sekven¢ni a fylogenetickd data (Obréazek 9) naznacuji

jejich konspecificitu, nedostupnost morfologickych dat ze zminovaného druhu neumoznuji
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vyvozeni jakykoliv zavéru. Ze zraloku Sphyrna zygaena a S. tiburo byl popsan druh
Ceratomyxa mesospora Davis, 1917, ktery je ndpadné podobny naSemu nalezu Ceratomyxa
sp. z G. cuvier (Davis 1917, Eiras 2006, Tabulka 5). Konkrétng, oba druhy maji podobné
rozméry a tvar spor. Navic polové vacky jsou u obou druhti asymetricky umisténé uvniti
velikostné stejnych chlopni spor. C. mesospora ma ale pélové vacky kapkovitého tvaru,
zatimco nové nalezena Ceratomyxa sp. je ma kulaté. Navic spory C. mesospora maji zadni
(posteriorni) thel témét piimy (180°) na rozdil od o néco mensiho thlu (166,3°-170,4°)
sviraného chlopnémi Ceratomyxa sp. z G. cuvier. Oba druhy myxozoi se dale li§i druhem
hostitele, jenz infikuji a lokalitou nalezu (C. mesospora v severni ¢asti pobiezi Atlantského

oceanu, USA). Molekularni data pro C. mesospora nejsou v Genbank databdzi dostupna.

Celed’: Chloromyxidae Thélohan, 1892
Rod: Chloromyxum Mingazzini, 1890

Chloromyxum sp. z Rhinoptera javanica (Obrazky 8C-E)

Hostitel: Rhinoptera javanica Miiller a Henle, 1841, siba javska (Chondrichthyes, Batoidea,
Myliobatiformes).

Lokalita: Richards Bay, Jihoafricka republika.

Misto sporogonického vyvoje: Zluénik — volné plovouci stadia ve Zlu¢i (coelozoicka
lokalizace).

Prevalence infekce: 50,0 % (1/2).

Izolat: KZN 20.14.

Popis plasmodii: Monosporicka a polysporicka plasmodia ovalna (n=1) nebo kulatd (n=2) o
délce 20,3 + 13,7 (10,1-39,7) um a $itce 19,5 = 12,0 (10,5-36,4) um (n =3).

Popis spor: Myxospory subsférického tvaru s ¢epickou na apexu spory, délka 8,6 = 1,1 (6,8—
10,6) um a $itka 6,7 + 0,9 (5,8-8.,8) um (n=15). Ctyfti pyriformni pélové vacky umistény u
apexu spory, délka 2,2 + 0,5 (1,6-3,1) um a sitka 1,7 = 0,8 (1,1-3,9) um (n=9). Celkem 34
zavity polového vldkna v kazdém polovém véacku (n=3). Spora s vlaskovitymi vyb&zky na
terminalnim konci o délce 1,9-2,7 um (n=3). Celkem 5-6 povrchovych zeber spor (n=2).
Molekularni data: Kompletni SSU rDNA sekvence o délce 1666 bp ohrani¢ena primery
ERIB1/ERIB10.

Poznamky: Chloromyxum sp. z Rhinoptera javanica se rozméry a tvarem svych spor nejvic
podoba druhu Chloromyxum noblei Moser, Kent a Dennis, 1989 (8,0-10,0 um x 6,0-7,0 um)
popsané¢ho z trnuchy Taeniura lymma Forsskil, 1775 a dale nalezeného u Hemiscyllium

ocellatum Bonnaterre, 1788, Lethrinus chrysostomus Forster, 1801 a Diodon hystrix Linnaeus,

35



1758 (Moser a kol. 1989, Eiras a kol. 2012). Tyto druhy myxozoi se vzajemné lisi velikosti
polovych vacku, pti¢emz polové vacky C. noblei jsou delsi a uzsi (2,0-4,0 um x 1,0-3,0 um)
nez ty u Chloromyxum sp. z R. javanica (Eiras a kol. 2012, Tabulka 6). Dal§imi rozdily je
absence vlaskovitych vybézki a zeber na povrchu spor C. noblei a vétsi pocet zaviti polového
vlakna (6-7 u C. noblei). Navic se oba druhy 1i$i druhem hostitele a lokalitou nalezu (vody u
Heron Island, Australie u C. noblei). V Genbank databazi bohuzel nejsou dostupna zadna
molekularni data pro srovnani obou druhti. Na zaklad¢ srovnani dostupnych SSU rDNA
sekvencnich dat je Chloromyxum sp. z R. javanica nejvic podobné druhtim Chloromyxum
dasyatidis (Genbank: MN545786; 94,8 % na useku dlouhém 1669 bp) a Chloromyxum
myliobati Gleeson a Adlard, 2012 (Genbank: JIN130380; 94,5 % na tseku dlouhém 1406 bp).
Publikace s popisem C. dasyatidis pro srovnani s morfologii naseho nalezu zatim neni k
dispozici. Druhy ze srovndvanych druhii se rozmérem svych spor a pédlovych vacku s
Chloromyxum sp. z R. javanica nepiekryva (spora 11,9 £ 0,6 um x 10,0 = 0,6 um; po6lové
vacky 3,9 + 0,4 um x 3,0 £ 0,2 um, Gleeson a Adlard, 2012, Eiras a kol. 2012, Tabulka 6).

Chloromyxum sp. z Carcharhinus leucas (Obrazek 8F)

Hostitel: Carcharhinus leucas (Miiller a Henle, 1839), zralok bé¢lavy (Chondrichthyes,

Selachimorpha, Carcharhiniformes).

Lokalita: Zinkwazi, Jihoafricka republika.

Misto sporogonického vyvoje: Zluénik — volné plovouci stadia ve Zlu&i (coelozoicka

lokalizace).

Prevalence infekce: 100,0 % (1/1).

Izolat: KZN 20.23.

Popis plasmodii: Polysporicka plasmodia ovalnd (n=2) nebo kulata (n=1) o délce 42,3 + 2,7

(38,6-44,4) um a Sifce 36,1 £ 5,8 (28,4-42,2) um (n =3).

Popis spor: Myxospory subsférického tvaru se zietelné SpiCatym apexem, délka 11,5 + 0,6

(10,6—12,4) um a $itka 8,8 = 0,4 (8,3-9,3) um (n=5). Ctyii pyriformni pélové vacky umistény

u apexu spory, délka 2,4 + 0,1 (2,3-2,5) um a Sitka 1,3 = 0,3 (1,1-1,8) um (n=3). Zavity

polového vldkna v polovych vaccich nepozorovany. Vyrazné ornamentéalni povrch spor s

celkem 8 povrchovymi zebry (n=1). Vlaskovité vybézky na terminalnim konci spory

nepozorovany.

Molekularni data: Castend SSU rDNA sekvence o délce 1392 bp ohraniCena primery

Myx1F/MX3.

Poznamky: Chloromyxum sp. z Carcharhinus leucas je tvarem a velikosti spor nejvice

podobné druhu Chloromyxum kuhlii Gleeson a Adlard, 2012 (11,4 £ 0,3 pm x 8,8 £ 0,3 um),
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které je popsané z trnuchy Neotrygon kuhlii (Miiller a Henle, 1841). Tyto druhy myxozoi se
vzajemné lisi rozméry polovych vacku, které jsou u C. kuhlii témét dvakrat vétsi (4,1 + 0,3
pm x 2,8 + 0,1 um) (Gleeson a Adlard 2012, Eiras a kol. 2012, Tabulka 6). Navic se oba druhy
1isi druhem hostitele a lokalitou nalezu (Lizard Island — typova lokalita a Moreton Bay — dalsi
lokalita, Australiec u C. kuhlii). Na zaklad¢ srovnani SSU rDNA sekvenci muZzeme s jistotou
fict, Ze se nejedna o stejné druhy, protoze jejich sekvence (C. kuhlii Genbank: JN130375,
JN130376) se lisi 11,8 % na tGseku dlouhém 1140 bp. Na zéklad€ srovnani dostupnych SSU
rDNA sekvenc¢nich dat je Chloromyxum sp. z C. leucas nejvic podobné nepopsanému druhu
Chloromyxum sp. ze Sphyrna tiburo izolat ST3 (Genbank: MK937848) jejichz sekvence se na
useku dlouhém 862 bp shoduji na 89,8 %.

Chloromyxum sp. ze Sphyrna lewini (Obrazky 8G-H)

Hostitel: Sphyrna lewini (Griffith a Smith, 1834), kladivoun bronzovy (Chondrichthyes,
Selachimorpha, Carcharhiniformes).

Lokalita: Richards Bay, Jihoafricka republika.

Misto sporogonického vyvoje: Zluénik — volné plovouci stadia ve Zluéi (coelozoicka
lokalizace).

Prevalence infekce: 25,0 % (1/4).

Izolat: KZN 20.16.

Popis plasmodii: Tetrasporicka nebo polysporickd plasmodia ovalna (n=4) nebo kulatd (n=3)
o délce 22,5 £ 16,2 (5,7-46,5) um a Sitce 18,4 £ 11,5 (5,7-33,7) um (n = 7).

Popis spor: Zralé myxospory subsférického tvaru s mirné zaspic¢atélym apexem, délka 11,0 +
0,8 (9,4-12,3) um a $iitka 9,1 + 0,8 (7,7-10,5) um (n=11). Ctyii pyriformni polové vacky
umisténé u apexu spory, délka 3,5 + 0,8 (2,3—4,7) um a 8itka 2,3 + 0,4 (1,5-3,0) um (n=9).
Vlédkna v pdlovych vaccich stocena do 3-4 zavitli (n=4). Vlaskovité vybézky na terminalnim
konci spory dlouh¢ 4,5-10,4 um (n=2). Celkem 7—10 jemnych zeber na povrchu spory (n=2).
Molekularni data: Caste¢na SSU rDNA sekvence o délce 1477 bp ohranidena primery
MyxospecF/18R.

Poznamky: Spory Chloromyxum sp. ze Sphyrna lewini velikostné odpovidaji rozmériim spor
udavanym pro Chloromyxum levigatum Jameson, 1931 popsané z polorejnoka Squatina
californica Ayres, 1859 (11,0-13,0 um x 8,0-10,0 um) (Jameson 1931, Tabulka 6). Druhy se
lisi povrchem spor (C. levigatum ma spory hladké bez vybézki), druhem hostitele a lokalitou
nalezu (vody u Severni Kalifornie u C. levigatum). V Genbank databazi nejsou pro C.
levigatum dostupné zadné sekvence. Dale je nalezené Chloromyxum sp. ze S. lewini podobné

Chloromyxum mingazzini Gleeson a Adlard, 2012 popsanému ze zraloka Pristiophorus
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nudipinnis Giinther, 1870, pficemz délka spor u obou druht se piekryva a Siika spor C.
mingazzini (11,1 + 0,3 um x 8,8 + 0,3 um) je mensi oproti Chloromyxum sp. ze S. lewini. Siika
i délka polovych vackl u spor C. mingazzini (3,8 £ 0,5 um x 2,7 £ 0,2 um) je vétsi nez u
Chloromyxum sp. ze S. lewini (Eiras a kol. 2012, Gleeson a Adlard 2012, Tabulka 6). Oba
druhy myxozoi se navic li$i druhem hostitele a lokalitou nalezu (Hobart, Tasmania u C.
mingazzini). Sekven¢né jsou si izolaty Chloromyxum sp. ze S. lewini a C. mingazzini
(JN130379) podobné na iseku dlouhém 1370 bp na 96,2 %. Na zéklad¢ srovnani dostupnych
SSU rDNA sekvencnich dat je Chloromyxum sp. ze S. lewini téméf identické (99,5 % na tGseku
dlouhém 869 bp) s dosud nepopsanym druhem Chloromyxum sp. z Poroderma pantherinum
(Genbank: MK937848). Tento druh ma ovSem vétsi spory a vEétsi poloveé vacky (spora: 13,0 £
0,4 ym x 11,3 = 0,8 pum; polové vacky: 4,6 = 0,3 um X 2,9 £ 0,2 um; Lisnerova a kol. v

ptipravé) nez nalezeny druh (Tabulka 6).

Chloromyxum sp. z Raja straeleni (Obrazek 81, J)

Hostitel: Raja straeleni (Poll, 1951), rejnok Straclentiv (Chondrichthyes, Batoidea,
Rajiformes).

Lokalita: Hawston, Jihoafricka republika.

Misto sporogonického vyvoje: Zluénik — volné plovouci stadia ve Zlu¢i (coelozoicka
lokalizace).

Prevalence infekce: 42,9 % (3/7).

Izolat: HE 19.2, HE 19.10, HE 19.11.

Popis plasmodii: Disporicka ovalna (n=12) a kulatd (n=4) plasmodia o délce 26,3 = 7,1 (9,5—
41,5) um a $itka 27,5 + 7,0 (8,9-37,5) um (n = 16).

Popis spor: Zralé myxospory vejcovitého tvaru s vyraznou cepickovitou strukturou na
anteriornim konci, délka 12,7 = 1,0 (10,8-15,2 pm) a sitka 10,7 £ 0,9 (9,2-12,0 um) (n=25).
Ctyti pyriformni pélové vacky umistény u apexu spory, délka 3,8 + 0,7 (2,8—5,3 um) a §itka
2,7+ 0,5 (2,0-3,8 um) (n=17). Tti zavity polového vldkna (n=12). Vlaskovité vybézky na
terminalnim konci spor dlouhé 1,5-5,4 um (n=5). Celkem 7—-8 vyraznych Zeber na povrchu
spory (n=17).

Molekularni data: Kompletni SSU rDNA sekvence o délce 1668 bp ohraniena primery
ERIB1/ERIB10 a ziskana z izolatd HE 19.2 a HE 19.10.

Poznamka: Ve Zlu¢niku R. straeleni pochazejiciho z vod u Zapadni Sahary byl dosud popsan
druh Chloromyxum schulmani Kovaljova, 1988 (Kovaljova 1988). Druhy jsou si kromé
stejného druhu hostitele podobné rozméry polovych vacka (C. schumani 3,2-4,5 x 2,0-2,6

um) a vyraznym povrchem spor s terminalnimi vlaskovitymi vybézky. C. schulmani ma ovsem
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mnohem vyssi pocet Zeber na povrchu spor (13) a mensi spory (9,7-10,6 X 6,7-8,0 um) (Eiras
a kol. 2012, Tabulka 6). V GenBank databazi nejsou pro C. schulmani k dispozici zadné
sekven¢ni udaje pro srovnavaci analyzu. Spory Chloromyxum sp. z R. straeleni jsou dale
rozmérové podobné druhu Chloromyxum lissosporum Kovaljova, 1988 z polorejnoka
Squatina oculata Bonaparte, 1840, pti¢emz C. lissosporum ma spory o néco uzsi nez nalezené
Chloromyxum a jeho spory nenesou vlaskovité vybézky. Délka podlovych vacka C.
lissosporum (5,3-5,6 um x 3,5-4,0 um) je vétsi, ale Sifka polovych vackt obou druht je
podobna (Eiras 2012, Tabulka 6). Tyto druhy myxosporei se dale 1i§i druhem hostitele a
lokalitou nalezu (C. lissosporum z vod u Republiky Guinea Bissau). V GenBank databazi
nejsou pro C. lissosporum k dispozici zadné sekvenéni tdaje pro srovnavaci analyzu. Na
zéklad¢ srovnani dostupnych SSU rDNA dat je Chloromyxum sp. z R. straeleni nejvic
sekvenéné podobné rejnoc¢imu izolatu Chloromyxum leydigi Mingazzini, 1890 (GenBank:
AY604199; 98,4 % na useku dlouhém 1342 bp) a Chloromyxum mahdoinsis (GenBank:
MNO953427; 98,2 % na useku dlouhém 1342 bp). Publikace s popisem C. mahdoinsis pro
srovnani s morfologii naseho nalezu zatim neni k dispozici a rozméry pro izolat C. leydigi z

rejnoka Torpedo marmorata Risso, 1810 nejsou v publikaci udany (Fiala a Dykova 2004).

Chloromyxum sp. z Carcharias taurus (Obrazek 8K)

Hostitel: Carcharias taurus Rafinesque, 1810, zralok pise¢ny (Chondrichthyes,
Selachimorpha, Carcharhiniformes).

Lokalita: Durban, Jihoafricka republika.

Misto sporogonického vyvoje: Zluénik — volné plovouci stadia ve Zlu¢i (coelozoicka
lokalizace).

Prevalence infekce: 100,0 % (1/1).

Izolat: KZN 20.24.

Popis plasmodii: Polysporicka plasmodia ovalna (n=3) nebo kulatd (n=2) o dé¢lce 43,4 + 14,7
(18,5-64,8) um a Sifce 42,7 £ 12,2 (23,9-61,4) um (n=5).

Popis spor: Myxospory subsférického tvaru s mirn€ zaSpicatélym koncem, zralé spory délky
9,5+0,8 (8,7-10,3) um a sitky 8,4 + 0,8 (8,2-8,6) um (n=2), nezralé spory délky 10,3 £ 0,7
(9,0-11,6) um a $itky 9,2 + 0,5 (8,5-9,9) um (n=11). Ctyfi pyriformni pélové vacky umistény
u apexu spory. Polové vacky zralych spor - délka 2,7 + 0,2 (2,5-2,8) um a Sitka 2,1 £0,1 (1,9—
2,2) um (n=2), pélové vacky nezralych spor — délka 2,5 + 0,6 (1,8-3,3) um a Sitka 1,8 + 0,4
(1,4-2,4) um (n=11). Celkem tfi zavity polovych vackt (n=2). Celkem 7 vyraznych zeber na
povrchu spory (n=1). Vlaskovité vybézky na termindlnim konci spory o délce 2,0 um (n=1).
Molekularni data: Céasteéna SSU rDNA sekvence o délce 1369 bp ohranidena primery
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Myx1F/MX3.

Poznamky: Spory Chloromyxum sp. z Carcharias taurus se nejvice podobaji C. schulmani,
pti¢emz délka spor obou druhti je odpovidajici, ale jejich $itka je u C. schulmani mensi (9,7—
10,6 um x 6,7-8,0 um). Sitka pélovych vacku u obou druht se piekryva, ale jejich délka je C.
schulmani vétsi (3,2-4,5 um x 2,0-2,6 um) (Kovaljova 1988, Eiras a kol. 2012, Tabulka 6).
Tyto druhy myxosporei se navic 1i$i druhem hostitele (R. straeleni) a lokalitou nalezu (vody
pobliz Zapadni Sahary). V GenBank databazi nejsou pro C. schulmani k dispozici zadné
sekvenéni udaje pro srovndvaci analyzu. Na zékladé srovnani dostupnych SSU rDNA
sekvenc¢nich dat je Chloromyxum sp. z C. taurus témét identické (99,5 % na useku dlouhém
1354 bp) s dosud nepopsanym druhem Chloromyxum sp. z Mustelus mustelus (izolat
HE18.11), pticemz morfologie jejich spor je také velmi podobné (spora: SP 1,0 = 0,7 pm X
8,8 + 0,4 um, polové vacky: 2,2 + 0,4 um; Lisnerova a kol. v ptipravé, Tabulka 6).

6. Diskuze

V této praci byla zkoumana diverzita a fylogeneze myxozoi ve starobylych skupinach
obratlovcli (mihule, paryby, uhofi, jesetefi, bichifi a bichirci) — nejpravdépodobnéjSich
ancestralnich mezihostitelich této skupiny paraziti. Celkem bylo nalezeno osm druht
myxozoi, pficemz Sest jich pochéazelo z paryb, jeden z thofe fi¢niho a jeden z mihule potoc¢ni.

Vzorky z bichird, bichirki a jeseterit byly na Myxozoa negativni.

Vysledky bakalaiské prace potvrdily, Ze nejcastéji se vyskytujicim rodem myxozoi u paryb je
Chloromyxum. V ramci tohoto rodu bylo detekovano pét, nejpravdépodobnéji, novych druht.
Tyto druhy vykazovaly typickou morfologii pro dany rod, a to subsférické spory se Ctyimi
polovymi vacky, pficemz u nékterych druht byly pozorovany na terminalnim konci spor
vlaskovité vybézky. Takové vybeézky se vyskytuji jen u druhi infikujicich paryby, u druht
popsanych ze sladkovodnich ryb a obojzivelniki se takové vybézky nevyskytuji (Eiras a kol.
2012). Jak se dalo ptedpokladat na zakladé¢ znamych trendl v klastrovani myxozoi, nové
nalezené druhy z tohoto rodu se seskupily uvniti Chloromyxum sensu stricto kladu
sjednocujiciho druhy vyhradné z paryb. V ramci této skupiny nové nalezené druhy u zralokli
klastrovaly s druhy rovnéz izolovanymi ze Zralo€ich hostiteli a podobny trend byl pozorovéan
u druh@ nalezenych u rejnokd. Pfi hlubSim prozkouméni jednotlivych podskupin uvnitt
Chloromyxum sensu stricto kladu bylo ovSem nalezeno nékolik vyjimek tohoto trendu v
klastrovani, které mohou byt vysvétleny hostitelskymi pieskoky v prubehu evoluce (Holzer a
kol. 2018, Lisnerova a kol. 2020). Dalsi alternativou mtze byt skutecnost, ze nékteré druhy

rodu Chloromyxum nejsou striktné hostitelsky specifické (jeden druh muze infikovat jak
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rejnoka tak i zraloka, ov§em sekvenéni data pochazi jenom z jednoho z nich). Druhou hypotézu
potvrzuji nalezy typového druhu C. leydigi u 21 druhti paryb zahrnujicich Zraloky i rejnoky
(shrnuto v Gleeson a Adlard 2012, Rocha a kol. 2014), i kdyz se neda vyloucit, ze C. leydigi
je komplexem druhti (Atkinson a kol. 2015, Cantatore a kol. 2018). O tom sved¢i i existence

dvou odlisnych sekvenci pro izolaty C. leydigi ze Zraloka a rejnoka (Obrazek 10, kapitola 5.2.).

Nov¢ nalezeny druh Ceratomyxa ze zraloka G. cuvier (jedince méticiho 17,3 m a vaziciho 34
kg) se seskupil s ostatnimi druhy stejného rodu myxosporei ze Zralok. Morfologicka a
morfometricka charakteristika nové nalezeného druhu, jehoZz spory dosahuji tloustky az kolem
53 um, potvrdila pozorovani Lisnerové a kol. (v revizi). Tito autofi zjistili, Ze druhy rodu
Ceratomyxa maji u paryb, a obecné u ryb s velkymi rozméry téla, spory vétSich rozméra nez
u ryb s malymi rozméry téla. To mize byt zpiisobeno tim, ze tito jejich obratlov¢i hostitelé
ziji ve vétsi hloubce, kde na né plsobi vyssi tlak a zvySend hustota vody. Aby mohly spory
klesnout ke dnu a nakazit definitivniho hostitele (pravdépodobné mnohostétinatce) musi mit

takové druhy spory vétsi/tézsi (Lisnerova a kol. v revizi).

Nalezy malakosporei u thoft a mihuli v rdmci bakalafské prace jsou naprosto unikatni a
prevratné. I kdyz se Malacosporea u ryb vyskytuji pomérn¢ Casto, pfevazna vétSina nalezi
téchto parazitl pochazi z odvozengjSich linii paprskoploutvych ryb (lososovité, kaprovité,
okounovité ryby) (Grabner a El-Matbouli 2010, BartoSova-Sojkova a kol. 2014, Patra a kol.
2017, Naldoni a kol. 2019, Naldoni a kol. 2020). U evolu¢né starobylych skupin obratlovci
existuji jenom dva zaznamy malakosporei (Mori a kol. 2000, Naldoni a kol. 2020). U mihuli
se za jediny pravdépodobny nélez této skupiny parazitl da povaZovat jiZ v ivodu zmifiovany
druh (Mori a kol. 2000), jehoz casna vyvojova stadia svou morfologii a ptitomnosti
sporoplasmozomti na svém povrchu napadné pfipominaji Malacosporea (Canning a kol. 2007,
Feist a kol. 2015). Popis druhu a molekularni charakterizace tohoto parazita ovSem chybi.
Nové nalezeny druh malakosporea u mihule potocni se v této bakalaiské praci povedlo zachytit
nejen pomoci PCR, ale i mikroskopicky pozorovanim sporogonickych stadii parazita v
ledvinach hostitele. Proto se domnivam, Ze se miize jednat o skutecného hostitele dané¢ho
druhu Malacosporea, ktery je soucasti zivotniho cyklu parazita. Tento komplexni cyklus dale
zahrnuje produkci lalo¢natych stadii s malakosporami uvniti t€lové dutiny mechovek rodu
Fredericella (F. sultana, F. indica, Hartikainen a kol. 2014). Vzhledem k tomu, ze mihule
jsou jedny z nejbazalnéjsich skupin obratlovcl a nove nalezeny druh parazita klastruje na bazi
vSech malakosporei, mize jeho zivotni cyklus v dusledku koevoluce hostitele a parazita
(Holzer a kol. 2018) piredstavovat jeden z nejstarSich zivotnich cykli myxozoi, ktery se

zachoval az do soucasnosti.
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PCR detekce druhu B. allmani u thofe fi¢niho z Italie je rovnéZ zajimava, jelikoZ thofi jsou
jedna ze starobylych bazalnich linii kostnatych ryb. V Italii (lokalita Lago di Piediluco) byl
tento druh parazita jiz zaznamenan (Hill a Okamura 2007), a to u jeho definitivniho hostitele
L. crystallinus (Canning a kol. 2007), jenz je bézné se vyskytujici druh mechovky s arealem
rozsifeni sahajicim od vychodni nearktické oblasti az po zépadni palearkt vcetné Italie
(Ceccagnoli a kol. 1997, Elia a kol. 2001). Da se predpokladat, ze ithoii mohou piedstavovat
chybgjici pojitko v pradavném a dosud zachovalém vyvojovém cyklu B. allmani. Pro ovéfeni
této hypotézy je ale v budoucnu zapotiebi doplnit tyto poznatky zaloZzené na molekuldrnich
datech o chybéjici mikroskopické nalezy sporogonickych vyvojovych stadii parazita v
uhotich, a také o experimentéalni dikaz kompletnosti zivotniho cyklu pomoci pfenosovych
studii (ryba — mechovka a mechovka — ryba). To rovnéz plati o nalezu druhu Malacosporea u
mihule poto¢ni, u kterého je zapotiebi ziskat dokumentaci s prikaznéj$im pozorovanim spor
v ledvinach hostitele a provést prenosové studie. Vzhledem k tomu, ze doposud byly zZivotni
cykly potvrzeny u nizkého poétu druhii malakosporei (B. plumatellae, T. bryosalmonae a T.
vermiformis) (Morris a Adams 2006, Fiala a kol. 2015a, Patra a kol. 2017), by rozpoznani a
nasledné potvrzeni dalSich cykli zasadné obohatilo znalosti 0 biologii této skupiny paraziti.
Je zajimavé, ze druh B. allmani nové nalezeny u uhote fi¢niho se ve fylogenetické analyze
seskupil s druhem, jenz byl detekovan u sladkovodniho rejnoka P. motoro a u riznych druhii
kostnatych ryb (Naldoni a kol. 2020) a déle klastroval s druhem stejného rodu zachycenym u
kaprovitych ryb (Bartosova-Sojkova a kol. 2014). Tim se uvniti malakosporei vytvofila
skupina druht rodu Buddenbrockia parazitujicich ve sladkovodnim prostiedi u evolu¢né
starobylych i1 odvozenéjSich skupin ryb a u mechovek (Obrazek 11). Bohuzel, u vSech téchto
nalezl se jednalo o PCR detekci DNA parazit v ledvinach ryb, mikroskopicka pozorovani
vyvoje parazitli chybi. Vzhledem k neexistujicim diikaziim o tom, Ze se jedna o jejich skute¢né
hostitel¢ a k nizkému poctu sekven¢nich dat druhti ze starobylych hostitelti uvnitt dané
fylogenetické skupiny se nedaji vytvoftit jakékoliv zavéry o evolu¢ni historii této konkrétni

skupiny paraziti.

Vzhledem k negativnim vysledkiim vySetfovanych paryb zlstava nevyjasnéno, jestli zivotni
cykly malakosporei probihaji vyluéné ve sladkovodnim prostiedi, jak bylo zdokumentovéano
u vSech dosud nalezenych druhii, nebo jestli existuji 1 druhy cirkulujici v mofich. Nélezy
malakosporeim podobnych ¢ervovitych stadii u motskych mechovek (Beania magellanica,
Camptoplites giganteus, Notoplites drygalski, Notoplites vanhoffeni, Notoplites tenuis a
Menipea flagellifera) z moti kolem Falkland a patagonského pobiezi (Hastings 1943)

naznacuji, ze tato moznost existuje. Navic vétSinu diverzity mechovek tvoii motské druhy
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(Gordon 1999) a spolecny ptfedek mechovek tfidy Phylactolaemata — cilové hostitelské
skupiny malakosporei se vyvinul v moiském prostiedi a az sekundarné¢ vstoupil do sladkych
vod (Koletic a kol. 2015). Otazkou je, jestli takové motské zivotni cykly potad existuji, nebo
jestli probihaly jen u vymielych skupin motskych mechovek, jak naznacuji Holzer a kol.

(2018).

Vysledky bakalatské prace potvrdily piivodni hypotézy, v nichz se predpokladalo zjisténi
nejvyssi druhové diverzity a prevalence infekce myxozoi u paryb a uhoiG. Druhy rodu
Chloromyxum a Ceratomyxa nové zjisténé u paryb opravdu klastrovaly v ramci linii
definovanych ptislu$nosti myxozoi k této skupiné obratlovct a nemisily se s druhy zjisténymi
u paprskoploutvych ryb. Podobné¢, dosud nepopsany druh Malacosporea nalezen u mihule
poto¢ni reprezentoval samostatnou bazalni linii vSech malakosporei. Druh B. allmani
detekovan u uhote fi€niho se umistil ve skupin¢ uvnitt fylogenetického stromu a klastroval

spole¢n¢ s druhy nalezenymi u dalSich evolu¢né odvozenéjsich paprskoploutvych ryb.

Dtvodem pro v literatute Uplné chybé&jici nebo malo frekventovana pozorovani myxozoi u
vSech mnou studovanych skupin obratlovct je nejspis fakt, Ze tyto druhy ryb obvykle nebyvaji
predmétem detailnich studii diverzity této skupiny paraziti. DalSim divodem muze byt
obtiznost ziskavani vzorkl téchto obratlovci vzhledem k jejich vysokému stupni ohrozeni
(Dulvy a kol. 2014, IUCN 2021). Vychodiskem v budoucnu muze byt zkoumani diverzity
druhit myxozoi pomoci neinvazivnich molekularnich metod jako jsou napt. metabarcoding
environmentalni DNA (eDNA), kdy se DNA vyvojovych stadii parazita detekuje pomoci
molekularnich metod v prostfedi (v pfipadé myxozoi ve vodé a sedimentu) a neni zapotiebi
rybu usmrtit (Hartikainen a kol. 2016, Alama-Bermejo a Holzer 2021). Takové metody maji
ovSem fadu nevyhod spojenych s potiebou filtrace ohromného mnozstvi vody/sedimentu,
dizajnu velice u¢innych PCR primerii a chybé&jicimi daty o morfologii parazita a jeho vyvoji
v hostiteli. Dalsim divodem pomérné nizkého poctu existujicich zaznamt je skuteCnost, Ze
Zivotni stddia myxozoi jsou pomérné maléd a v organech/tkanich se ne vzdy povede zachytit
spory (stadia nesouci dostatek morfologické informace pro detekci druhu). Navic plasmodia
nékterych druht jsou vzhledem k jejich hyalinnimu vzhledu téZce rozlisitelnd, proto mohou v
mikroskopu lehce uniknout pozornosti. Z téchto diivoda je nutné kazdy, 1 mikroskopicky
negativni, vzorek podrobit Myxozoa-specifickému PCR skrininku — metod¢, kterd v minulosti
nebyla vyuzivana. Dal$imi divody pro nizky pocet druhli myxozoi identifikovanych u
evolu¢né starobylych skupin obratlovci, nejen v minulosti, ale i v ramci této prace muze byt
sezonnost vyskytu parazita, jenz se v hostiteli vyviji pouze v urcitou ¢ast roku (Hendrickson a
kol. 1989, Holzer a kol. 2005). Dalsi pfic¢inou mize byt chybé&jici vyskyt myxozoi na
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studovanych lokalitich napt. v dusledku nevyhovujicich podminek prostiedi nebo
nepfitomnosti definitivniho hostitele na lokalit¢ vzorkovani/odchytu. Kromé nedostate¢né
probadané diverzity myxozoi ve starobylych liniich obratlovcti mtze byt dal$im vyznamnym
faktorem obecné nizka druhovd rozmanitost této skupiny paraziti ve zminovanych
obratlovcich jako nasledek nizsi diverzifikace u jejich ancestralnich hostitelt, ktera probihala
explozivné az u evolucné pokrocilejSich skupin kostnatych ryb (napt. Salmoniformes,

Perciformes, Cypriniformes) (Holzer a kol. 2018).

7. Souhrn vysledku

e 7 celkového poctu 257 vzorkti 123 jedinct vysSetfenych mihuli, paryb a paprskoploutvych
ryb bylo u 17 jedinci zaznamenano 8 druht myxozoi patticich do rodi Chloromyxum (5
druht), Ceratomyxa (1 druh), Buddenbrockia (1 druh) a blize neuréeného rodu v ramci

skupiny Malacosporea (1 druh).

e Morfologicka a morfometrickéd data byla ziskana pro sedm druhti a SSU rDNA sekvence

byly amplifikovany pro vS§ech osm nalezii myxozoi.

e Druhy rodid Chloromyxum a Ceratomyxa nalezené ve zluénicich paryb klastrovaly ve
fylogenetickych stromech v samostatnych liniich s dal§imi druhy stejného rodu infikujici
paryby.

e Buddenbrockia allmani z ahofe se seskupila s izolaty tohoto druhu z mechovky ktistalové.
BliZe neur¢eny druh Malacosporea nalezeny u mihule poto¢ni reprezentuje prvni nalez této
skupiny myxozoi u obratlovcd mimo paprskoploutvé ryby. Tento druh se umistil v
samostatné linii na bazi vSech malakosporei spolu s téméf totoZznymi izolaty parazita z
mechovek rodu Fredericella. U obou nalezenych druht malakosporei se mize jednat o
objev chybéjicich pojitek komplexnich, evolu¢né pradavnych (ale pofad existujicich),
zivotnich cykll téchto paraziti.

e K jiz popsanému druhu byl pfifazen pouze nalez B. allmani v uhofi fi¢nim. Vzhledem k
tomu, Ze se zbylé nalezy neshoduji s existujicimi druhy, se pravdépodobné jedna o nové

druhy myxozoi, jejichz formalni popisy budou provedeny v rdmci planovanych publikaci.

8. Zavér

Tato prace prispela k hlubsimu poznéni diverzity a fylogeneze myxozoi ve studovanych
starobylych liniich studenokrevnych obratlovcii, kteti se povazuji za ancestralni mezihostitele
této skupiny parazitl. Poznatky ziskané v ramci bakalatské prace poskytuji cenny soubor dat
vyuzitelny pii budoucich kofylogenetickych analyzach zaméfenych na studium koevoluce
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myxozoi a jejich hostitelt. I kdyz je procento nalezenych druhi pomérné nizké, tyto nalezy
predstavuji evolucné a morfologicky velice zajimavé druhy. Na zaklad¢ vysledkt bakalaiské
prace se da fict, ze ma vyznam pokracovat ve vyzkumu diverzity myxozoi ve studovanych
skupinach hostiteld. Zaroven miZze byt piinosné rozsifit seznam vzorkli o doposud
neprozkoumané a malo prozkoumané skupiny hostitellit myxozoi napi. sladkovodni paryby,

sliznatky a chiméry.
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10. Prilohy

Tabulka 4: Pichled vySetifovanych hostiteld a nalezti myxozoi pomoci svételné mikroskopie a PCR.

Taxonomické Druh hostitele Podet |Geograficky Organ |Pocet |Svételna mikroskopie PCR (druh Myxosporea; |PCR (druh
zarazeni hostitele jedinci |pivod (zemé: vzork |(druh Myxozoa; prevalence) Malacosporea;
lokalita) i prevalence) prevalence)
Agnatha/ Lampetra planeri 13 |CR:t. Cernd—  |zluénik 1 0% 0% NP
Cyclostomata/ (Bloch, 1784) Benesov n.
Petromyzontiformes Cernou, Hejst'sky . Malacosporea sp.; 0 Malacosporea sp;
p. . Malse D, |ledviny | 9 11,1 % 0% 22,2 %
Dvofiste, -
Skoronice, f. Jatra 0% 0% NP
Trnava—uobce |priifez 8 0% 0% NP
Sam§in; . Vltava |téla
~ BraniSov svalovina| 1 0% 0% NP
zabry 3 0% 0% NP
stfevo 1 0% 0% NP
Chondrichthyes/ Carcharhinus 2 JR: Karridene; zluénik 2 0% 0% NP
Selachimorpha/ brevipinna (Miiller a Gin -
Carcharhiniformes Henle, 1839) ledviny 2 0% 0% 0%
jatra 2 0% 0% NP
Carcharhinus leucas 1 JR: Zinkwazi zluénik 1 | Chloromyxum sp.; 100,0 % | Chloromyxum sp.; 100,0 % NP
(Miiller a Henle, -
1839) ledviny 1 0% 0% 0%
Carcharhinus 1 JR: Durban zluénik 1 0% 0% NP
obscurus (Lesueur, -
1818) ledviny 1 0% 0% 0%
jatra 1 0% 0% NP
Carcharias taurus 1 JR: Durban zluénik 1 | Chloromyxum sp.; 100,0 % | Chloromyxum sp.; 100,0 % NP
Rafinesque, 1810 -
ledviny 1 0% 0% 0%
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Galeocerdo cuvier JR: Umhlanga; |zluénik 4 Ceratomyxa sp.; 25,0 % Ceratomyxa sp.; 25,0 % NP
(Péron a Lesueur, Trafalgar; St. -
1822) Michaels ledviny 4 0% 0% 0%
jatra 3 0% 0% NP
Poroderma JR: Danger Point; |zluénik 3 0% 0% NP
pantherinum (Miiller Gansbaai
a Henle, 1838) ledviny 1 0% 0% 0%
Sphyrna lewini JR: Zinkwazi; zluénik 4 Chloromyxum sp.; 25,0 % | Chloromyxum sp.; 25,0 % NP
(Griffith a Smith, Richards Bay -
1834) ledviny 4 0% 0% 0%
jatra 3 0% 0% NP
Sphyrna zygaena JR: Ramsgate zlucnik 1 0% 0% NP
(Linnaeus, 1758) -
ledviny 1 0% 0% 0%
Chondrichthyes/ Aetomylaeus JR: Zinkwazi; zluénik 3 0% 0% NP
Batoidea/ bovinus (Geoffroy Richards Bay -
Myliobatiformes Saint-Hilaire, 1817) ledviny 3 0% 0% 0%
jatra 1 0% 0% NP
Mobula JR: Zinkwazi; zluénik 2 0% 0% NP
eregoodootenkee Richards Bay -
(Bleeker, 1859) ledviny 2 0% 0% 0%
jatra 1 0% 0% NP
Mobula kuhlii JR: Isipingo zluénik 1 0% 0% NP
(Miiller a Henle, -
1841) ledviny 1 0% 0% 0%
jatra 1 0% 0% NP
Rhinoptera javanica JR: Scottburgh;  |Zluénik 2 Chloromyxum sp.; 50,0 % | Chloromyxum sp.; 50,0 % NP
Miiller a Henle, Richards Bay
1841 ledviny 2 0% 0% 0%

59




Chondrichthyes/ Rostroraja alba 2 JR: Danger Point; | zlu¢nik 2 0% 0% NP
Batoidea/ Rajiformes |(Lacepéde, 1803) Gansbaai -
ledviny 2 0% 0% 0%

Raja straeleni Poll, 7 JR: Walker Bay; |zluénik 7 Chloromyxum sp.; 42,9 % | Chloromyxum sp.; 42,9 % NP

1951 Hermanus
ledviny 5 0% 0% 0%

Actinopterygii/ Acipenser ruthenus 2 CR: lokalita zluénik 2 0% 0% NP
Acipenseriformes Linnaeus, 1758 neznama
ledviny 2 0% 0% 0%
Actinopterygii/ Anguilla anguilla 32 |1talie: delta fek _
Elopomorpha/ (Linnaeus, 1758) Pad Y |ledviny 3 JP JP 0%
Anguilliformes
Italie: s. — oblast . Buddenbrockia
Mantova ledviny 27 P JP allmani; 25,9 %
CR: o.r. Gol¢av
Jenikov; p.
Chotovinsky,
Stiibrna Hut' v.n.
22  |Jordanka; v.n. ledviny 22 JP JP 0%
Klicava; v.n.
Rimov; s.
Sobékury; v.n.
Zelivka
Actinopterygii/ Erpetoichthys 5 Indonésie: zluénik 5 0% 0% NP
Polypteriformes calabaricus Smith, lokalita neznama -

1865 ledviny 5 0% 0% 0%
zabry 5 0% 0% NP
svalovina| 5 0% 0% NP
jatra 5 0% 0% NP

Polypterus delhezi 5 Nigérie: lokalita |zluénik 5 0% 0% NP

Boulenger, 1899 neznama -
ledviny 5 0% 0% 0%
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zabry 5 0% 0% NP
svalovina| 5 0% 0% NP
jatra 5 0% 0% NP

Polypterus 5 Indonésie: zluénik 5 0% 0% NP

endlicheri Heckel, lokalita neznama -

1847 ledviny 5 0% 0% 0%
zabry 5 0% 0% NP
svalovina| 5 0% 0% NP
jatra 4 0% 0% NP

Polypterus 5 Indonésie: zluénik 5 0% 0% NP

ornatipinnis lokalita neznama -
zabry 5 0% 0% NP
svalovina| 5 0% 0% NP
jatra 5 0% 0% NP

Celkovy pocet druhti

hostiteld/

jedinct/vzorkt/lokalit/

typa 21 123 |28 7 257 6 6 2
organtli/zaznamenanyc

h druhd myxosporei a

malacosporei

Vysvétlivky:

NP: PCR v téchto vzorcich nebyla provadena, jelikoz dany organ neni mistem sporogonického vyvinu malakosporei.
JP: mikroskopické a molekularni vysetfeni vzorkl na pfitomnost myxosporei bylo provadéno v ramci jiného souvisejiciho projektu laboratore.

Staty: JR: Jihoafricka republika; CR: Ceské republika, v.n.: vodni nadrz, i.: feka, p.: potok, o.r.: obecni rybnik, s.: sadka.
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Tabulka 5: Morfometrické porovnani druht rodu Ceratomyxa ze zraloki a rejnokt (pfevzato a upraveno z Lisnerova a kol. v revizi).

Lisnerova, Fiala,
Cantatore, Irigoitia,
Timi, Peckova,
Bartosova-Sojkova,
Sandoval, Luer, Morris a
Holzer 2020

0,4 (3,04,4)x 3,7+ 0,3 (3,0-4,2)

Druh rodu Ceratomyxa |Druh hostitele SSU rDNA Rozméry spor (délka x tloust'’ka); rozméry poélovych vacka |Reference
GenBank (délka x $irka)
pristupovy kod
nebo Cislo izolatu
Ceratomyxa abbreviata |Rhizoprionodon terraenovae NA SP14x17;PC4,5x%x4,5 Davis (1917)
Davis, 1917 (Richardson, 1836)
Ceratomyxa agilis Dasyatis pastinaca (Linnaeus, NA SP6-7 x11-12 Thélohan (1892)
Thélohan, 1892 1758)
Ceratomyxa attenuata  |Rhizoprionodon terraenovae NA SP9x115;PC45 Davis (1917)
Davis, 1917 (Richardson, 1836)
Ceratomyxa barbini Myliobatis goodei Garman, 1885 |MK937839 SP 11,7+ 1,3 (9,5-13,8) x 32,9 + 8,1 (20,0-44,9); PC 3,7+ |Lisnerova a kol. (2020)

Ceratomyxa carcharhini
Gleeson a Adlard, 2011

Carcharhinus melanopterus (Quoy
a Gaimard, 1824)

JF911815-16

SP 10,0+ 0,7 (9,0-11,5) x 58,1 £ 7,1 (46,0-77,5); PC 3,8 +
0,2 (3,5-4,0) x 3,7 = 0,2 (3,5-4,0)

Gleeson a Adlard (2011)

Davis, 1917

Lesueur, 1822)

Ceratomyxa flagellifera |Carcharhinus sp. NA SP 12 x 118; PC 6 Davis (1917)

Davis, 1917

Ceratomyxa jamesoni Triakis semifasciata Girard, 1855 |NA SP 7,5-9,5 x 95-117 Jameson (1931); Kudo
Kudo, 1933 (C. taenia (1933)

Jameson, 1931)

Ceratomyxa lunata Galeocerdo cuvier (Péron a NA SP 7-9 x 15-30; PC 4 Davis (1917)

Ceratomyxa melanopteri
Gleeson a Adlard, 2011

Carcharhinus melanopterus (Quoy
a Gaimard, 1824)

JF911817

SP 11,3+ 1,2 (10-13,5) x 44,5 + 9,3 (28-58,5); PC 3,9+ 0,1
(35-4)x 4,0 0,2 (3,5-4,5)

Gleeson a Adlard (2011)

Ceratomyxa mesospora
Thélohan, 1892

Sphyrna zygaena (Linnaeus, 1758);
Sphyrna tiburo (Linnaeus, 1758)

NA

SP 8 x 50-60; PC 4,5

Thélohan (1892)
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Lesueur, 1822)

(4,3-5,4) x 4,4+ 0,6 (3,5-5,3)

Ceratomyxa negaprioni [Negaprion acutidens (Riippell, JF911816 SP 11,1 +£0,7 (10-12,5) x 27,7 + 2.7 (20,5-33); PC 5 £ 0,4 Gleeson a Adlard (2011)
Gleeson a Adlard, 2011 {1837) (3,5-5,5)x 4,9+ 0,3 (3,5-5,5)
Ceratomyxa recurvata  |Sphyrna zygaena (Linnaeus, 1758) |NA SP89x16; PC4,5 Davis (1917)
Davis, 1917
Ceratomyxa scissura Dasyatis hastata (DeKay, 1842); |NA SP11x22 Davis (1917)
(Leptotheca scissura) Gymnura altavela (Linnaeus,
Davis, 1917 1758)
Ceratomyxa sigmoidea  |Mustelus mustelus (Linnaeus, MW396732 SP11,5+0,7 (10,4-12,6) x 85,0 +4,8 (77,7-92,1); PC 5,4 £ |Lisnerova a kol. (v
1758) 0,5 (4,3-5,9) x 5,4 £ 0,5 (4,1-6,0) revizi)
Ceratomyxa sp. 2 ex Sphyrna tiburo (Linnaeus, 1758) |MK937838 SP 6,9 +0,0 x 48,9 +£2,7 (46,2-51,5); PC 2,7 + 0,1 (2,6-2,8) X|Lisnerova a kol. (2020)
Sphyrna tiburo 2,8+0,1(2,7-3,0)
Ceratomyxa sphaerulosa |Mustelus canis (Mitchill, 1815); NA SP 10-12 x 90-100; PC 6-7 x 5 Thélohan (1892)
Thélohan, 1892 Galeorhinus galeus (Linnaeus,
1758)
Ceratomyxa Rhizoprionodon terraenovae NA SP 12 x 115-149; PC 6 Davis (1917)
sphairophora Davis, (Richardson, 1836)
1917
Ceratomyxa taenia Rhizoprionodon terraenovae NA SP 6 x 140-150; PC 3 Davis (1917)
Davis, 1917 (Richardson, 1836)
Ceratomyxa sp. Galeocerdo cuvier (Péron a KZN 20.11 SP 8,7+ 1,0 (7,1-10,2) x 46,9 £ 6,5 (40,4-53,3); PC 4,7 + 0,4 | Tato prace

Vysvétlivky: SP — spora; PC — poélovy vacek; NA — informace neni k dispozici.
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Tabulka 6: Morfometrické porovnani druht rodu Chloromyxum ze zralokt a rejnoki (pfevzato a upraveno z Lisnerova a kol. 2020 a Lisnerova a kol.

v ptipravé).

Druh rodu
Chloromyxum

Druh hostitele

SSU rDNA
GenBank
pristupovy
kod nebo
Cislo izolatu

Rozméry spor (délka x §ifka); rozméry pélovych vacki (délka x $ifka)

Reference

Adlard, 2012

(Miiller a Henle, 1841)

C. atlantoraji Atlantoraja castelnaui |MG652633 SP 10,5+ 0,4 (9,7-11,4)x 8,5+ 0,4 (7,7-9,4); PC 3,5+ 0,3 (3,0-4,5) x 2,4 + |Cantatore a kol. (2018)
Cantatore, Irigoitia, |(Miranda-Ribeiro, 0,2 (1,9-3,0)

Holzer, Bartosova- |1907)

Sojkova, Peckova,

Fialaa Timi, 2018

C. clavatum Rocha, |Raja clavata Linnaeus, [JQ793641 SP144+0,5x11,9+0,5;PC5,5+0,4%x29+0,5 Rocha a kol. (2013)
Casal, Rangel, 1758

Severino, Castro,

Azevedo a Santos,

2013

C. dogieli Raja miraletus NA SP 10,6-12,0 x 8,0-8,3; PC 3,3-3,9x 2,6 Kovaljova (1988)
Kovaljova, 1988 Linnaeus, 1758

C. hemiscyllii Hemiscyllium ocellatum |JN130374 SP11,8+0,2x9,8+0,5,PC4,1+£0,3x3,2+0,2 Gleeson a Adlard (2012)
Gleeson a Adlard, |(Bonnaterre, 1788)

2012

C. kuhlii Gleeson a |Neotrygon kuhlii JN130375-6 |SP11,4+0,3x8,8+0,3;PC4,1 +£0,3x2,8+0,1 Gleeson a Adlard (2012)
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C. lesteri Gleeson a

Cephaloscyllium

JN130377-8

SP 10,4+0,4x84+0,3,PC3,6+£0,3x2,7+0,2

Gleeson a Adlard (2012)

Adlard, 2012 laticeps (Duméril, 1853)
C. levigatum Squatina californica NA SP 11,0-13,0 x 8,0-10,0 Jameson (1931)
Jameson, 1931 Ayres, 1859
C. leydigi Squatina squatina AY604199; |SP 6,0-16,0 x 5,0-14,0; PC 2,0-5,0 x 1,0-3,0 Mingazzini (1890);
Mingazzini, 1890 |(Linnaeus, 1758); DQ377710 Jameson (1929); Fiala a
Centroscymnus Dykova (2004); Fiala
coelolepis Barbosa du (2006); Rocha a kol.
Bocage a de Brito (2014)
Capello, 1864; Torpedo
marmorata Risso, 1810
etc.
C. liae Kuznetsova, |Prionace glauca NA SP 4,4-52x 3,7; PC 1,48 Kuznetsova (1977)
1977 (Linnaeus, 1758)
C. lissosporum Squatina oculata NA SP 12,0-13,3 x 6,7-8,0; PC 5,3-5,6 x 3,54,0 Kovaljova (1988)
Kovaljova, 1988  |Bonaparte, 1840
C. magnum Squalus blainville as NA SP 40,0-48,0 x 30,0-38,0; PC 12,0-15,0 Awerinzew (1913)
Awerinzew, 1913 |Acanthias blainville
(Risso, 1827)
C. mingazzinii Pristiophorus JN130379 SP11,1+0,3x88+0,3;PC3,8+0,5x2,7+0,2 Gleeson a Adlard (2012)
Gleeson a Adlard, |nudipinnis Glnther,
2012 1870
C. myliobati Myliobatis JN130377-8 |SP11,9+0,6x 10,0+0,6; PC3,9+0,4x3,0+0,2 Gleeson a Adlard (2012)
Gleeson a Adlard, |tenuicaudatus Hector,
2012 1877
C. noblei Moser, | Taeniura lymma NA SP 8,5 (8,0-10,0) x 6,0-7,0; PC 3,5 (2,0-4,0) x 2,7 (1,0-3,0) Moser a kol. (1989)

Kent a Dennis 1989

(Forsskal, 1775)
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C. ovatum Jameson,
1929

Raja miraletus
Linnaeus, 1758, Squalus
sucklii (Girard 1855),
Tetronarce californica
(Ayres, 1855), Squalus
acanthias Linnaeus,
1758

NA

SP 10,0-14,0 x 7,0-11,0; PC 4,0-4,5x 2,0

Jameson (1929); Kovaljova
(1988)

C. parvicostatum |Bathyraja brachyurops |NA SP 5,2-5,9 x 4,4-4,7; PC 2,2-2,3 Kuznetsova (1977)
Kuznetsova, 1977 |(Fowler, 1910)
C. pristiophori Pristiophorus cirratus |NA SP 11,0 x 8,0-9,0; PC 5,0-6,0x 3,0 Woolcock (1936)
Woolcock, 1936 (Latham, 1794)
C. riorajum Rioraja agassizii FJ624481; SP11,4+0,3x5,9+0,5;PC3,2+0,4x2,0+0,3 Azevedo a kol. (2009);
Azevedo, Casal, (Miiller a Henle, 1841) |MG652631 Cantatore a kol. (2018)
Garcia, Matos,
Teles-Grilo a Matos
2009
C. scyliorhinium Scyliorhinus torazame [NA SP 10,6 x9,2; PC3,0x1,9 Noble (1948)
Noble, 1948 (Tanaka, 1908)
C. schulmani Raja straeleni Poll, NA SP 9,7-10,6 x 6,7-8,0; PC 3,2-4,5x 2,0-2,6 Kovaljova (1988)
Kovaljova, 1988 1951
C. sphyrnae Gioia a |Sphyrna tiburo NA SP 15,0 x 13,0; PC 4,0 x 4,0 Gioia a Cordeiro (1996)
Cordeiro, 1996 (Linnaeus, 1758)
C. squali Gleeson a |Squalus acanthias JN130381-3 |SP11,4+0,5x9,4+0,5;PC3,9+0,3x29+0,2 Gleeson a Adlard (2012)
Adlard, 2012 Linnaeus, 1758 as S.

fernandinus
C. striatellus Scyliorhinus canicula  |NA SP10,6-11,2 x 6,7-10,6; PC 2,7-3,3x 2,0 Kovaljova (1988)

Kovaljova, 1988

(Linnaeus, 1758)
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C. Squalus acanthias NA SP5,8-59x3,7,PC29 Kuznetsova (1977)
transversocostatum |Linnaeus, 1758 as S.
Kuznetsova, 1977 |fernandinus; Bathyraja
magellanica (Philippi,
1902)
C. zearaji Dipturus brevicaudatus |MG652632 |SP 11,6 (10,8-12,4) x 9,6 (9,0-10,4) Cantatore a kol. (2018)
Cantatore, Irigoitia, |as Zearaja chilensis
Holzer, Bartosova- |(Guichenot, 1848)
Sojkova, Peckova,
Fiala, Timi, 2018
Chloromyxum sp.  |Hexanchus griseus HE 18.9 SP 9,6 £0,5 (8,7-10,8) x 7,6 + 0,5 (6,9-8,5); PC 2,6 + 0,3 (2,1-3,0) x 1,9 + |Lisnerova a kol. (v
(Bonnaterre, 1788) 0,2 (1,4-2,2) ptipravé)
Chloromyxum sp.  |Mustelus mustelus HE 18.11 SP11,0+0,7 (9,8-11,8) x 8,8 £ 0,4 (8,0-9,2); PC 2,2 +£ 0,4 (1,7-2,8) x 1,9 + |Lisnerova a kol. (v

(Linnaeus, 1758)

0,3 (1,6-2,4)

piiprave)

Chloromyxum sp.

Notorynchus cepedianus
(Péron, 1807)

NC

SP 10,1 +0,9 (9,1-11,1) x 7,7 + 0,6 (6,7-8,1); PC 2,9 + 0,3 (2,1-3,5) x 2,0 +
0,3 (1,2-2,6)

Lisnerova a kol. (v
piiprave)

Chloromyxum sp.  |Poroderma HE 18.2 SP 13,0+ 0,4 (12,0-14,3)x 11,3 £ 0,8 (9,7-12,3); PC 4,6 £ 0,3 (4,1-5,0) X  |Lisnerova a kol. (v
pantherinum (Miiller a 2,9+0,2 (2,6-3,1) piiprave)
Henle, 1838)

Chloromyxum sp. |Carcharias leucas KZN 20.23 SP11,5+0,6 (10,6-12,4) x 8,8 £ 0,4 (8,3-9,3); PC 2,4 £0,1 (2,3-2,5) x 1,3 |Tato prace
(Miiller a Henle, 1839) +0,3(1,1-1,8)

Chloromyxum sp. |Carcharias taurus KZN 20.24 SP 9,5+ 0,8 (8,7-10,3) x 8,4 + 0,8 (8,2-8,6); NSP 10,3 + 0,7 (9,0-11,6) X Tato prace
Rafinesque, 1810 9,2+0,5(8,5-9,9); PC2,7+£0,2 (2,5-2,8) x 2,1 £0,1 (1,9-2,2); NPC 2,5 +

0,6 (1,8-3,3)x 1,8+ 0,4 (1,4-2,4)

Chloromyxum sp. |Raja straeleni Poll, HE 19.2, HE |SP 12,7 +1,0(10,8-15,2) x 10,7 £ 0,9 (9,2-12,0); PC 3,8 £ 0,7 (2,8-5,3) X  |Tato prace
1951 19.11 2,7+0,5(2,0-3,8)

Chloromyxum sp. |Rhinoptera javanica KZN 20.14 SP 8,6 + 1,1 (6,8-10,6) x 6,7 + 0,9 (5,8-8,8); PC 2,2+ 0,5 (1,6-3,1) x 1,7+ |Tato prace

Miiller a Henle, 1841

0,8 (1,1-3,9)
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Chloromyxum sp.

Sphyrna lewini (Griffith
a Smith, 1834)

KZN 20.16

SP 11,0 + 0,8 (9,4-12,3) x 9,1 + 0,8 (7,7-10,5); PC 3,5 + 0,8 (2,3-4,7) X 2,3
+0,4 (1,5-3,0)

Tato prace

Vysvétlivky: SP — spora; PC — p6lovy vacek; SPN — nezrala spora; NPC — nezraly pélovy vacek; NA — informace neni k dispozici.
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