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Anotace:

Ciliates isolated from gills of marine fish (colonized simultaneously with amphizoic
amoebae) were characterized on the basis of their morphology. A strain isolated from Psetta
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the close vicinity of mitochondria of the Uronema strain; structures slightly protruding on the
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1. Uvod a literarni pi-ehled

1.1. Charakteristika nalevniki

Nalevnici - Ciliophora Doflein, 1901 jsou prvnimi pozorovanymi mikroskopickymi
organismy, které ve druhé poloviné€ 17. stoleti objevil a popsal pomoci vlastnoru¢né
vyrobeného mikroskopu Holand’an Antony van Leeuwenhoek (Fokin 2004). Pro nalevniky
bylo postupné zavedeno ne¢kolik oznaceni a byla k nim pfifazovana i jind Protozoa nebo
1 n¢ktefi zastupci Metazoi. Do poloviny 20. stoleti byl pro nalevniky pouzivan nazev Infusoria
(ndlevnici, zvifata z ndlevi), plivodné vSak tento ndzev oznacoval vSechny organismy
vzdorujici vyschnuti (Hausmann a Hiillsmann 2003a). S nardstajicim objemem poznatki,
ktery byl ziskan na zakladé stale se zdokonalujicich metodickych pfistupti, byl taxon
Ciliophora vyhrazen pouze pro organismy charakterizované ptitomnosti cilii, jadernym
dimorfismem, slozitou vnéjsi vrstvou buiiky (kortex, kortikalni cytoplazma) a konjugaci
(pro nélevniky typické sexualni rozmnozovani). Nékteré taxony (Pseudociliata Corliss
a Lipscomb, 1982; Opalinea Wenyon, 1926) byly dlouho poklddany za nalevniky kvuli
velkému poctu bi¢ikli usporadanych do fad a teprve s nastupem elektronové mikroskopie
ziskaly status samostatné skupiny (Hausmann a Hiilsmann 2003b). Ve starsi literatufe (napf.
Small a Lynn 1985) byli nalevnici uvadéni jako soucést fise ¢i podiiSe Protozoa Goldfuss,
1818. Spole¢nym znakem zastupci této skupiny jsou kortikalni alveoly, fadi se proto
do podiise Alveolata Cavalier-Smith, 1991, ve které¢ jsou kromé nalevnika jesté vytrusovci
(Apicomplexa) a obrnénky (Dinozoa). Nékteti autoti (Adl a kol. 2005) fadi Alveolata
spole¢né s Cryptophyceae, Haptophyta a Stramenopiles do velké skupiny Chromalveolata Adl
a kol., 2005.

Tvar nalevnikt urcuje kortex, ktery ma velmi slozitou stavbu. Zahrnuje dvé hlavni vrstvy:
pelikulu a infraciliaturu. K pelikule patii buné¢na membrana (plazmalema) a v nékterych
ptipadech i perilema (extracelularni slozka). Pinocytickou aktivitu zajist'uji parasomalni
vacky, které jsou vzdy bezprostfedné vedle fasinky. Pfimo pod plazmalemou jsou ploché
vezikuly - kortikalni alveoly tvotici druhové specifickou mozaiku. Hlubsi vrstvu kortexu tvofi
infraciliatura, ktera obsahuje kinetosomy, tj. bazalni t¢liska fasinek a systém fibril
a mikrotubulii. Rada kinetid (kinetosomi a jejich fasinek) tvoii kinetu. Pravidelné podélné
usporadani kinetid je pferuseno pouze cytostomem (bunécna usta) a cytoproktem (bunécna
fit’). Bunka nalevnikt je asymetricka, k ¢emuz kromé cytostomu a cytoproktu ptispiva také

pritomnost nejméné jedné kontraktilni vakuoly. Nalevnici se déli pomoci pii¢ného déleni,



které je provazeno dalS$imi d¢ji, napt. stomatogenezi, které zajist'uji vytvoreni dvou
rovnocennych dcefinych bun¢k. Tvorba nového tstniho aparatu (stomatogeneze) je velmi
dobrym zdrojem dat pro rekonstrukci fylogeneze ciliati (Foissner 1996). Prestoze vétSinu
detailti kortikalni cytoplazmy neni mozné pozorovat jinak nez pomoci elektronového
mikroskopu, po pouziti nékteré z metod impregnace stfibra 1ze mnohé slozitosti kortexu
vysledovat 1 svételnym mikroskopem. Metody impregnace stiibrem odhaluji systém
stiibfitelnych linii (argyrom), ktery je druhové specificky a je stale zakladni metodou

pfi ur€ovani jednotlivych druhii nalevnik.

Nalevnici se pohybuji pomoci kmitavého pohybu fasinek. Cilie (fasinka) je synonymem
pro flagelum (bicik) pouzivané u nalevniki. Cilie vétSinou neptesahuje 10 um a je
povazovana za intracelularni organelu, protoZze jeji télo (axonema) je kryté bunécnou
membranou. Primér fasinky nebo biciku je standardni, 0,25 um a i vnitini uspofadani je
typické: 9 x 2 + 2 (devét dvojic mikrotubuld po obvodu axonemy a jedna dvojice tvotici osu).
Cilie mohou vytvaret rizné struktury, jako je tteba membranela nebo cirus. Membranela
vytvari ¢ast ordlniho aparatu u nalevnik, cirus je trs fasinek ze spole¢né polykinetidy a je
typicky pro néalevniky podtiidy Hypotrichia (Hausmann a Hiilsmann 2003b).

Velmi vyznamnym znakem nélevniki je ptitomnost dvou typil jader - jaderny dualizmus.
V bunkéch nalevnika se trvale vyskytuji jedno ¢i vice jader somatickych (makronukleit)

a jedno ¢i vice jader generativnich (mikronukleil). Makronukleus byva tvarové velmi
proménlivy a vzdy napadné vétsi neZ mikronukleus. V makronukleu probiha syntéza RNA
a je zde zajiStovan normalni metabolismus buniky (Hausmann a Hiilsmann 2003b).
Mikronukleus je vyrazné mensi, spiSe kulovity a na rozdil od polyploidniho makronukleu je
diploidni. Hlavni tlohou generativniho jadra je uchovavani a rekombinace genetického
materidlu. Podili se vSak také na stomatogenezi. V ptipad¢ experimentalniho odstranéni
mikronukleu, vytvari nalevnik v pfisti generaci abnormalni Gstni aparat a az po n€kolika
dalsich generacich se vs$e vraci k normalu, coz je pravdépodobné zptisobeno nahrazenim
funkce ztraceného generativniho jadra makronukleem. (Mulish 2003). Pouze mikronukleus se
déli mitdzou nebo meidzou za Gcasti deliciho vieténka. Protoze se pii déleni makronukleu
neobjevuje délici vieténko a obvykle nejsou patrné ani chromozdmy, byva toto déleni
nazyvano amitozou.

Sexualnim procesem nalevniki je konjugace, pfi niz se spojuji dvé buniky téhoz druhu
a dochazi ke vzdjemné vymeéné dvou haploidnich jader. V obou bunikach jsou po meidze
a sérii mitdz mikronukleu zachovana pouze dvé haploidni jadra: stacionarni a migrujici,

ostatni jadra degeneruji. Buiiky mezi sebou nejprve vytvaieji cytoplazmaticky mustek, kterym



se migrujici jadra dostavaji do ptipojené bunky, kde splyvaji se stacionarnim jadrem. Tim
vznika novy mikronukleus - synkaryon, diploini jadro slozené z haploidnich jader konjugantti.
Ze synkaryonu se postupné obnovuje ptivodni sada mikro- a makronukleli a mize dochéazet

1 k reorganizaci somatické a ordlni infraciliatury (Miyake 1996). Konjugace se nemusi
uskute¢iovat striktné jen v ramci jednoho syngenu (geneticky izolovaného druhu), ale 1 mezi
nekterymi odliSnymi syngeny tak, jak je tomu naptiklad u morfologicky definované¢ho druhu

Paramecium caudatum (Mulish 2003).

1.2. Klasifikace a taxonomicky vyznamné znaky nalevniki

V soucasné dob¢ je systematické tfidéni nalevnikii zalozeno na znacich somatické i1 ordlni
infraciliatury. Systém vychazi ze znak v ultrastruktute kortexu, zahrnuje ale také
stomatogenezi a dalsi podrobnosti morfogeneze, Zivotni cykly, a pokud jsou znamy,

1 molekularni charakteristiky (Hausmann a Hiilsmann 2003b). V nové klasifikaci protistd,
ktera zohlednila vysledky fylogenetickych studii molekularnich dat, rozdélili Adl a kol.
(2005) nalevniky na dvé velké skupiny, Postciliodesmatophora Gerassimova a Seravin, 1976
a Intramacronucleata Lynn, 1996. Mezi Postciliodesmatophora zaradili dva taxony,
Karyoreclitea a Heterotrichea. Intramacronucleata rozd¢lili uvedeni autofi na Spirotrichea,
Armophorea, Litostomatea, Phyllopharyngea, Nassophorea, Colpodea, Prostomatea,
Plagiopylea a Oligohymenophorea.

Pfi urcovani nalevnikd, které vzdy zacina studiem morfologickych znakt nestaci
charakteristiky vy$sich taxond uvedené v systému podle Adla a kol. (2005). Nasledujici
ptehled hlavnich taxonomickych skupin nélevnikii s popisem smétujicim k fadu
Scuticociliatida vychazi predev§im z Hausmanna a Hiilsmanna (2003b), caste¢n¢ také z prace

Lynna a Smalla (2000).

Nadtrida Postciliodesmatophora Gerassimova a Seravin, 1976

Spole¢nym znakem nalevnika této nadtidy je stejny typ dikinetid. Kinetodesmalni
fibrily, které vychazeji jen od zadniho kinetosomu dikinetidy, jsou vétSinou vyrazné a tdhnou
se jako jednotlivé pruhy do pfedni a z¢asti také do zadni ¢asti téla. Postciliarni pasy
mikrotubuld smétuji dozadu a prekryvaji ty, které ptichdzeji z kinetosomt téze kinety

vvvvvv

morfologickym znakem. Vedle dikinetid se vyskytuji také fady s monokinetidami.



Parasomalni vacky a také alveoly jsou n¢kdy slabé vyvinuty. Nadtiida Postciliodesmatophora

se d¢li na dve tridy - Karyorelictea Corliss, 1974 a Spirotrichea Biitschli, 1889.

Nadtrida Rhabdophora Small, 1976

Nadtrida zahrnuje nalevniky u kterych je somaticka ciliatura tvofena monokinetidami.
Dikinetidy jsou pouze v oblasti ordlniho otvoru a vznikaji u nich ndpadné pticné pasy
mikrotubult (nematodesmy). Rhabdophora se déli na dvé tiidy - Prostomatea Schewiakoff,

1896 a Listomatea Small a Lynn, 1981.

Nadtrida Cyrtophora Small, 1976

Nalevnici fazeni do této nadtfidy maji rizné somatické kinetidy. Jejich dikinetidy maji
postciliarni mikrotubuly, které se tahnou smérem k cytostomu. Nalevnici tiidy
Phyllopharyngea de Puytorac a kol., 1974 maji normalni somatické monokinetidy. Dikinetidy
prevladaji u tfidy Colpodea Small a Lynn, 1981, charakteristické jsou i pro zastupce tid
Oligohymenophorea de Puytorac a kol., 1974 a Nassophorea Small a Lynn, 1981. Typickym
znakem somatické ciliatury tfidy Colpodea jsou spiralné vedené kinety. Dé&leni probiha
pfevazné uvnitf cyst. Pokud jde o tvar téla, jsou Colpodea pomérné homogennim taxonem,
maji nejéastéji ledvinovity tvar téla. Ziji prevazné terestricky nebo ve sladkovodnich
biotopech, pouze nékolik druhti je moiskych (Small a Lynn 1985). Pro tfidu Nassophorea
Small a Lynn, 1981 jsou typické pfi¢né mikrotubularni pasy orientované tangencialné
ke kinetosomiim, u dikinetid jsou vSak jen u piedniho kinetosomu. V oblasti ordlniho aparatu
se naléza nékolik nematodesmalnich fibril, které vychazeji od kinetosomt oralniho pole
a od kinetosomti obklopujicich cytofarynx. Nematodesmy nékdy tvoii koSikovity cyrtos.
Ttida Oligohymenophorea de Puytorac a kol., 1974 zahrnuje nejrozsitengj$i nalevniky a také
nejlépe znamé druhy. Je pro né typicka pritomnost obvykle 3 oralnich polykinet, umisténych
na levé stran¢ ustniho aparatu proti undulujici membrané. Cytostom je umistén na dné
prohlubné ventralniho povrchu bunky. Na rozdil od tfidy Nassophorea neprobihaji pti¢né
mikrotubuly od kinetosomil tangencialné, ale radialng. Zivotni cyklus se ¢asto vyznacuje
polymorfii. Ttida Oligohymenophorea se dale déli na 4 podtiidy: Hymenostomatia Delage
a Hérouard, 1896; Peritrichia Stein, 1859; Astomatia Schewiakoff, 1896 a Apostomatia
Chatton a Lwoff, 1928.



Podtrida Hymenostomatia Delage a Hérouard, 1896

Typickou ciliaturu oralniho aparatu podtfidy Hymenostomatia tvoii Sikmo postavené
membranely (vétSinou 3), utvarené jako polykinety na jedné (levé) strané a jedno- az tfidilné
paroralni kinety (t.j., parordlni/endoralni membrany) slozené z dikinetid, v nichZ jen jeden
kinetosom na pravé stran¢ nese fasinku. T¢lo je stejnomérné kryto ciliemi. Patii sem dva fady:

Hymenostomatida Delage a Hérouard, 1896 a Scuticociliatida Small, 1967.

Rad Hymenostomatida Delage a Hérouard, 1896
Mezi hlavni znaky fddu Hymenostomatida patii jednodilné paroralni kinety a vétSinou

monokinetidalni somaticka ciliatura. V Zivotnim cyklu jsou bézna polymorficka stadia.

Rad Scuticociliatida Small, 1967

Na rozdil od f4ddu Hymenostomatida je pro fad Scuticociliatida typicka somaticka
ciliatura slozend z dikinetid a paroralni membrana rozdélena na tfi Gseky. Pti déleni, béhem
stomatogeneze, se objevuje prechodné seskupeni holych kinetosomt ve tvaru haku, zvané

skutika. Lezi u mist, kde se vytvoii zadni konec infraciliarni badze paroralni membrany.

Zakladni taxonomicky vyznamné znaky nalevnikt (tvar téla, zpisob pohybu, pfitomnost
a orienta¢né i usporadani cilii jsou sice pozorovatelné in vivo, zviditelnéni vétSiny
taxonomicky vyznamnych znaki (pocet, velikost a umisténi jader, infraciliatura, systém

vvvvvv

pozorovani, které jsou uvedeny v nasledujicich oddilech.

1.3. Metody studia nalevniku

Podobn¢ jako u ostatnich skupin jednobunécnych organizmd, 1 u nalevnika zavisel vyvoj
jejich poznéni predevsim na vyvoji optického mikroskopu. Mnohem pozd¢ji byly znalosti
dopliiovany i vyuzitim transmisni a skanovaci elektronové mikroskopie. Na trovni
pozorovani v optickém mikroskopu sehraly vyznamnou tilohu metody, které usnadnovaly
pozorovani zivych objekti a hlavné barvici postupy, které zvyrazitovaly taxonomicky
vyznamné struktury nalevnikii. Barvicimi postupy se zabyvala fada autorti, proto 1 literarni
udaje jsou velmi bohaté. Do soucasné doby pfezilo jen omezené spektrum barvicich metod.
Ty byly sumarizovany a kriticky zhodnoceny Foissnerem (1991), pfednim ciliatologem, jehoZz

prace se mj.vyznacuji mimotradnou dokonalosti dokumentace. Souhrn metod zarazeny



do prehledu bakalafské prace vychazi z Foissnerova piehledu. Zékladni metody jsou doplnény

o nékteré postupy publikované po roce 1991.

1.3.1. Metody optické mikroskopie

Historicky ptivodni a dosud bézny zplsob pozorovani nalevniki v optickém mikroskopu
vyuziva prochdzejici svétlo. Praveé zplisobem prichodu svétla optickou soustavou a
preparatem lze znac¢né€ ovlivnit vysledny obraz a tim i informaci, kterou pozorovateli pfinasi.
Optické mikroskopy vybavené tzv. fdzovym kontrastem (tj. specialnim objektivem a
kondenzorem) umoznily fazovym posunem svétla zvysit kontrast pozorovaného objektu.

S uspéchem se fazovy kontrast vyuziva dosud u objekti, které nejsou pfilis silné. Vznik
nezadouciho efektu (,,hallo effect”) diskriminuje tento zptisob pozorovani a moznosti
dokumentace ve srovnani s Nomarského diferencialnim interferenénim kontrastem (DIC).
Nomarského DIC zkontrastiiuje nebarvené objekty na zakladé rozdilti v indexech lomu svétla
prochdzejiciho riznymi ¢astmi objektu a vytvari tak ¢astecné trojrozmérny obraz. Nevyhodou
je snizena hloubka ostrosti. Opticky mikroskop doplnény silnym zdrojem svétla a riznymi
typy filtrti umisténymi mezi zdroj svétla a objekt umoznuje detekci fluorofora, latek, které
jsou schopné absorbovat svétlo urcité vinové délky a nasledné emitovat svétlo o vétsi vinoveé
délce. Fluorescencni mikroskopie je dnes zejména u jednobunéénych organismi nejcastéjsi
metodou pro detekcei specifickych intracelularnich struktur.

Pozorovani zivych néalevnika v optickém mikroskopu je zédkladni a zaroven nejstarsi
metodou jejich studia. Pfi pozorovani a predevsim pii fotografovani nalevnikl za ziva byva
nejvetsim problémem rychlost jejich pohybu. K imobilizaci nebo zpomaleni pohybu
nalevnikl byla postupné doporucena fada chemickych, fyzikalnich, biologickych,
behavioralnich a imunologickych metod. Chemické znehybnéni ndlevniki je mozné pomoci
n¢kterych soli. Pro sladkovodni nebo pudni nalevniky doporucuje Repak (1992) velmi nizkou
koncentraci siranu nikelnatého (0,001-0,1%), pro motské spise chlorid hofecnaty
v koncentraci dosahujici az 7,5%. Dal$i moznosti nabizeji nejriznéjsi fyzikalni postupy, které
zpusobuji zpomaleni pohybu nalevnikt naptiklad tlakem kryciho skla, zvySenim viskozity
média (pfidanim methylceluldzy) nebo snizenim teploty (Repak 1992). Proto, ze vétSina
z uvedenych metod méni tvar buiiky a ovliviiuje 1 vnitini bunééné struktury nalevnika,
vyuziva Foissner (1991) tlaku kryciho skla jen ¢astecné a zmirniuyje tlak malym mnoZzstvim

vazeliny, kterou umistuje mezi podlozni a kryci sklo preparatu. Pro pozorovani doporucuje



vyuzivat Nomarského diferencialni interferencni kontrast (DIC), pokud neni dostupny, 1ze
pozorovat pouze v prochazejicim svétle, ptipadné pouzit (pro velmi ploché druhy) fazovy
kontrast.

Piestoze bylo popsano mnoho barvicich postupti pro ndlevniky, vétSina starSich, napft.
barveni hematoxylinem, byla vytlacena technikami zalozenymi na impregnaci stiibrem.

V soucasné dobé¢ se z tradicnich metod vyuzivaji u nékterych skupin nalevnikti pouze
Feulgenova reakce a supravitalni barveni methylovou zeleni a pyroninem. Feulgenova reakce,
kterou velmi podrobné popsali napt. Lee a kol. (1985) barvi specificky DNA, proto
znazornuje jadra (makronukleus i mikronukleus). Ve vétsin€ ptipadi jeji pouziti neni nutné,
protoze jadra jsou velmi dobie patrna 1 pfi barveni protargolem. Vyuziti Feulgenovy reakce
ma smysl hlavn¢ u druhii s velkym poctem mikronuklet. Protargol neni selektivni barvici
postup pro DNA a mikronukleus proto miize byt snadno zaménén s jinou, podobné velkou
¢astici v cytoplazmé. Supravitalni barveni methylovou zeleni a pyroninem je velmi vhodné
pro odhaleni mukocyst. Vysledky tohoto barveni jsou mnohem lepsi v nativnich preparatech
nez pii pouziti protargolu.

Tzv. sttibfeni nebo ,,barveni stiibrem*, které patii k zakladnim metodam studia nalevnik
spociva ve vysrazeni soli nebo proteinatu stfibra na infraciliatufe a systému stiibfitelnych
linii. Vyuziva se od roku 1843 pro rtizné tcely, zejména v histologii pro specificka barveni
nervového systému (Jones 1973). V ciliatologii se slouceniny stiibra zaCaly pouzivat v prvni
poloving 20. stoleti. Zavedeni metod zaloZenych na ,,stfibfeni* bylo silnym impulzem pro
rozvoj oboru a zpusobilo ohromny nartst nové popsanych druht nalevnikti (Aescht 2001).
Vsechny metody barveni sttibrem maji schopnost obarvit nejméné bazalni téliska rasinek
nalevnik, 1181 se v§ak pouzitymi slou¢eninami stibra (dusi¢nan stiibrny, uhli¢itan stfibrny,
proteinat stiibra/protargol), nékterymi kroky postupu barveni a zejména vysledky (spektrem
obarvenych struktur).

Pro metodu suché impregnace dusi¢nanem stfibrnym se pouziva casto také nazev barveni
podle Kleina. Podle pivodniho popisu (Klein 1926) jde o velmi jednoduchou a ¢asové
nendro¢nou metodu, kterd se skladd pouze z nékolika krokii. Nalevnici se nefixuji, nechaji se
ptischnout k podloznimu sklu. Takto pfipravena skla se ponoti do vodného roztoku dusi¢nanu
stiibrného a poté se necha stiibro redukovat piisobenim denniho svétla. Postupné bylo
vyvinuto n€kolik variant Kleinovy metody. Zakladni vyznam ma tato metoda pro determinaci
kruhobrvych nalevniki ¢eledi Urceolaridae, u nichZ se pouZiva pro znazornéni stavby
adhezivniho disku. Foissner (1991) modifikoval tuto metodu pro dalsi skupiny nalevnik,

které prichytava k podloznimu sklu na vrstvu vaje¢ného albuminu, stiibro redukuje pomoci



40W zarovky a navic pouziva slozitou vyvojku. Hlavni piednosti této metody je vylouceni
chemické fixace. Pomoci tohoto postupu Ize velmi dobie odhalit systém stiibfitelnych linii

a v nékterych piipadech i ordlni a somatickou infraciliaturu. Ve srovnani s ostatnimi
metodami je velkou vyhodou ¢asova nenarocnost celého postupu, vyschnuti v§ak mize
zpisobit zborceni buriky a ztratu informace o tvaru téla nalevnika. U motskych nalevnikt pak
pristupuje jesté dalsi problém. Nefixované moiské nalevniky nelze pted ptischnutim na sklo
dostatecné zbavit soli z moiské vody, pfedevsim CI7, které reaguji s AgNOs za vzniku bilé
srazeniny (AgCl). Redukce stiibra a ndsledné obarveni nalevniki je tim znemoznéno.

Dalsi metoda zalozena na dusi¢nanu stfibrném je podle autorti nazyvana metodou
Chatton-Lwoff nebo podle postupu jako ,,vlhka* impregnace dusi¢nanu stfibrného, protoze je
pouzivana pro chemicky fixované nalevniky. K fixaci se pouZzivaji nejcastéji dva roztoky
oznacované rovnéz jmény autortl (Champy, Da Fano). Nalevnici se k podloznimu sklu
ptichytavaji pomoci Zelatiny. VSechny roztoky, které se pfi barveni pouzivaji nasledné po
rozetfeni ndlevnikti na podlozni sklo, musi byt ochlazené (~ 5°C), jinak by zptsobily odlepeni
zelatiny. Pro redukci sttibra je doporucovéana UV lampa (< 254 nm), ktera minimalizuje
soucasné IR zafeni. Nahfivani preprati mize zpusobit naruseni Zelatinové vrstvy (Roberts a
Causton 1988). Metoda velmi dobie barvi somatickou a oralni infraciliaturu. Podle Foissnera
(1991) tato metoda relativné slabé barvi systém stiibtitelnych linii.

Metoda impregnace uhliitanem stiibrnym byla popsana pro chemicky fixované
nalevniky (Fernandez-Galiano 1976). Jako fixaZ se pouziva formaldehyd, jeho doporucovana
koncentrace se v modifikacich jednotlivych autort lisi. Dilezitou soucasti barviciho roztoku
je kromé¢ uhli¢itanu stiibrného také pyridin. Stfibro se z roztoku redukuje teplem (vSemi
autory je doporucovéana teplota 60°C). Tato metoda dokaze dobie odhalit infraciliaturu,
kortikalni a cytoplazmatické struktury (pfedev§im jadra a kinetodesmalni fibrily). Systém
stiibfitelnych linii zGstava ve vétsin€ ptipadech neobarveny. Vysledky ,,barveni uhli¢itanem
stiibrnym jsou podle studie Ma a kol. (2003) podobné jako pfi barveni protargolem, postup
Hlavni nevyhodou této metody je, Ze v trvalych preparatech se intenzita zbarveni rychle
snizuje. Foissner (1991) proto doporucuje dokumentovat vysledky barveni okamzité
a nezabyvat se pripravou trvalych preparatu.

Techniku barveni proteinatem stiibra (protargolem) popsal Bodian (1936). Stejn¢ jako
u postupll vyuzivajicich dusi¢nan stiibrny jde o metodu, kterd byla piivodné navrzena
pro barveni nervové tkané v histologickych fezech. K fixaci nalevnikl jsou nejcastéji

doporucovany tekutiny nazvané podle autort receptii, Bouina a Stievena. Bouinova tekutina



obsahuje ledovou kyselinu octovou, koncentrovany formaldehyd a nasyceny roztok kyseliny
pikrové v poméru 1:5:15. Stievenova tekutina se skldda ze 3 ml ledové kyseliny octové, 10 ml
koncentrovaného formaldehydu a 38 ml nasyceného roztoku chloridu rtutnatého. Stiibro je

z roztoku protargolu redukovano bud’ ¢istou médi, v postupu, ktery publikoval Lee a kol.
(1985) nebo teplem, v Casové méne naroéném postupu podle Foissnera (1991). Ve vétsing
modifikaci je zafazeno béleni v manganistanu draselném nasledované ponotfenim

do roztoku kyseliny stavelové (napt. Lee a kol. 1985, Foissner 1991). Naopak Silva-Neto
(2000) tento krok zcela vypousti. Dals$i moznosti je tonovani v roztoku chloridu zlatitého
(Honigberg 1973, Lee a kol. 1985), které nasleduje po vyjmuti z vyvojky. Vysledky barveni
jsou obdobné jako u metody impregnace uhli¢itanem stiibrnym. Protargolova metoda vSak
1épe zachovava tvar nalevnika, barvi i cilie a mnoho kortikdlnich a vnitinich struktur. Dalsi
velkou vyhodou je, Ze na rozdil od metody zalozené na uhli¢itanu stiibrném, lze pfipravit

1 trvalé preparaty obarvenych nalevniki. Velkou nevyhodou je casové naroc¢nost. Cely postup
podle Lee a kol. (1985) trva 2 dny.

Z recentné publikovanych metod je tfeba uvést predevsim metodu zalozenou na pouziti
fluoroforu flutax-1 (Arregui a kol. 2002). Uvedeny fluorofor (Calbiochem, cat. n. 344082) se
specificky vaze na mikrotubuly, je proto mozné vizualizovat oralni a somatické kinetidy.
Vlastni metoda je prezentovana jako velmi jednoducha. Do kultury nalevnikd (bez nutnosti
piedchozi fixace) se pridava flutax-1 tak, aby bylo dosazeno 1-10 uM koncentrace. Slabnuti
fluorescen¢niho signalu brani autofi pomoci Citifluor Mounting Media (Pelco Intern'tl
Microscopy Mart, USA). Autofi citované publikace vyzkousSeli Flutax-1 na § druzich
nalevniki z kultur, véetné jednoho moiského druhu (Euplotes focardii). Z dokumentace je
zjevné, ze zvySené mnozstvi soli neovlivnilo vysledky. Pro pozorovani nalevnikt pouzili
uvedeni autofi epifluorescenéni mikroskop Zeiss. Pofizend dokumentace je velmi atraktivni,
pusobi trojrozmérnym dojmem, v praci ale chybi informace o pofizeni zékladnich dat a jejich

(ztejme pocitacovém) zpracovani.

1.3.2. Metody elektronové mikroskopie

Elektronovy mikroskop je obdobou optického mikroskopu, kde jsou fotony nahrazeny
elektrony a optické cocky elektromagnetickymi ¢ockami, coz je vlastné vhodné tvarované
magnetické pole. Vyuziva se toho, ze vinové délky urychlenych elektronti jsou o mnoho tada

mensi nez u fotont viditelného svétla. Proto ma elektronovy mikroskop mnohem vyssi



rozliSovaci schopnost a mtize tak dosdhnout mnohem vyssiho zvétseni (az 1 000 000x).
Existuji dva zékladni typy elektronovych mikroskopii. Transmisni elektronovy mikroskop
(TEM) vyuziva nepohyblivy elektronovy svazek, detekuje elektrony proslé vzorkem na
fluorescencnim stinitku nebo detektorem. Skanovaci elektronovy mikroskop (SEM) vyuziva
pohyblivy svazek elektronil. Povrchu vzorku zobrazuje pomoci sekundarnich elektront a

odrazenych elektronil.

Transmisni elektronovéa mikroskopie (TEM) je metodou pouzivanou pro studium
ultrastruktury nalevnikd. Jeji velkou ptednosti je velké rozliSeni (az 0,2 nm). Pfiprava vzorki
pro TEM je pomérné slozita a narocna na kvalitu fixace. K fixaci se pouziva zpravidla
glutaraldehyd doplnény o oxid osmicely, dalsi moznosti je mrazova fixace. Nasleduje
odvodnéni, zaliti do pryskyfice a ultratenké krajeni bloC¢kl. Pro kazdy z téchto kroki mizeme
zvolit postup z velké skaly modifikaci (Dykstra 1993).

Stejné jako u ostatnich jednobunéénych organism, objevily se jiz v pocatcich rozvoje
radkovaci elektronové mikroskopie pokusy o trojrozmérnou dokumentaci nalevnikii (Paulin
1992a). Teprve zdokonaleni fixacnich postupti vhodnych pro jednotlivé skupiny nalevnik
umocnilo vyznam skanovaci elektronové mikroskopie (SEM) pro studium nalevnik.

V dnesni dobé nabizi SEM trojrozmérny pohled na nalevnika a znaky viditelné na povrchu

v mnohem vétsim rozliSeni nez u jinych metod. Piiprava nadlevnikti pro pozorovani v SEM
zahrnuje nékolik kroka naprosto odlisSnych od metod vyuzivanych pro optickou mikroskopii.
Je nutné pouzit jind fixacni ¢inidla. Velkéd pozornost musi byt vénovana ,,0¢i8téni* cilif
nalevnikd. Stejné dilezité je dokonalé odvodnéni vzorku, jeho vysuSeni metodou kritického
bodu a nasledné pokoveni. Vzhledem k tomu, ze SEM muize ukazat pouze omezené mnozstvi

znakd, urceni nalevnikli nemutze byt zalozeno jen na pouziti této metody.

1.3.3. Kaultivace nalevniku

Kultivace ma pro studium nalevniki mimotfadny vyznam. Pokud se dafi, zaruci stabilni
zdroj studovanych nalevnikl a moznost opakovaného pozorovani. Ziskani kultury nalevnika
zahrnuje nekolik krokt. Nejprve je nutné nalevniky izolovat. Primarni izolaci je naptiklad
u histofagnich nalevniki minéno pfeneseni z tkan¢ hostitele do vhodného kultivaéniho média.
Existuje velké mnozstvi nejriiznéjSich receptl pro ptipravu kultiva¢nich médii pro nalevniky
(napft. Lee a kol. 1985, Nerad a Daggett 1992, Catalogue of the UK National Culture
Collection — List of Algae and Protozoa — UKNCC). Uspéch kultivace obvykle zavisi i na
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eliminaci dalSich organizmti kontaminujicich Zadanou populaci bunék. Pro nékteré ucely je
nezbytné ziskat klonovany material (napt. podle Soldo 1992). Pro fadu druhti (napf.
Ichtyophthirius multifiliis) zatim neni znamy postup, jak tyto nalevniky izolovat a dlouhodob¢

uspésné kultivovat (Lom a Dykova 1992).

1.4. Nalevnici cizopasici u ryb

Nalevnici zaujimaji ve vztahu k rybam nékolik Zivotnich strategii. Podle nich se déli na
obligatni parazity (napft. Ichtyophthirius multifiliis), ektokomenzaly, kteti vyuzivaji svého
hostitele jen jako vyhodného podkladu (napi. Apiosoma spp.) a na skupinu, kterd miize
strategie stfidat (kruhobrvi nalevnici ¢eledi Urceolaridae, napt. Trichodina spp.) (Lom a
Dykova 1992).

Kozovec rybi (Ichtyophthirius multifiliis) pisobi zavazné onemocnéni sladkovodnich ryb
zejména v akvakulturdch. KoZovec ma polymorfni zivotni cyklus. Pohybliva stadia (teronti)
vznikaji z intenzivné se délicich tomontl. Teront aktivé vyhledava hostitele, pronikd do tkdné
ktze ¢i zaber a méni se v trofické stadium. Trofont pfijima potravu, rozrusuje tkan¢€ napadené
ktize ¢i zaber. Po dosazeni urcité velikosti se trofont uvoliiuje z tkdné ryby, prestava piijimat
potravu a za¢ina se intenzivné dé€lit (vznik4 tomont s tomity). Cely cyklus se opakuje, jeho
délka zavisi predevsim na teploté. Analogii sladkovodniho kozovce je v motském prostiedi
Cryptocaryon irritans. U volné Zijicich ryb se vyskytuje pomérné vzacné, ale pro ryby
moftskych akvarii a akvakultur je nebezpecnym patogenem (Lom 2005).

Rod Chilodonella zahrnuje mnozstvi volné Zijicich druhti a dva parazitujici na rybach
(Chilodonella piscicola, Ch. hexasticha). Oba druhy jsou kosmopolitné rozsitené a hostitelsky
nespecifické. Mohou se vyskytovat i v brakickych vodach (Basson a Van As 2006).
Chilodonella ma vysunovatelny tstni aparat, kterym je schopna rozrusovat povrchové buriky
kiize a zaber hostitele. Brooklynella hostilis je druh znamy piedevsim z moiskych akvariji a
akvakultur. Brooklynella hostilis napada stejné jako Chilodonella epitel Zaber a epidermis
oslabenych ryb (napt. v motskych akvariich).

Kruhobrvi nalevnici ¢eledi Urceolaridae, jejichZ nejzndméjsi zastupci patii do rodu
Trichodina, stoji na pfechodu dvou rtiznych strategii ve vztahu k rybam. Dokud je ryba
zdrava a repelentni schopnost slizu na jeji kiizi dostate¢na, vyuZzivaji ji trichodiny pouze jako

podkladu a potravu ziskavaji z okolni vody. JestliZe je vSak ryba oslabend, mohou se na ni tito
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nalevnici masové namnozit a znacné poSkozovat povrch téla nebo zabry. V tomto ptipad¢ jiz
nejde o ektokomenzaly, ale o ektoparazity.

Rod Balantidium je béZznym endokomenzalem ve stievé nékterych druht ryb. Naptiklad
Balantidium ctenopharyngodoni je endokomenzalem amura bileho (Ctenopharyngodon
idella) se kterym se dostalo i do Evropy. Balantidium se vSak mutze stat histofagem, ktery
pronika do stény stfevni a zivi se tkani hostitele. Okolnosti této pfemény nejsou znamé,
zménu z neSkodného endokomenzala na histofdga mlize zptsobit nedostatek Skrobu v potrave
hostitele (Basson a Van As 2006).

Symforiontni kruhobrvi nalevnici, mezi které patii napt. rody Apiosoma, Ambiphrya nebo
Epistylis, jsou ve vztahu k rybam obligatnimi ektokomenzaly. Zivi se pfedev§im bakteriemi

z okolni vody. Jsou ptichyceni ke svému hostiteli a nechavaji se jim pouze pasivné pienaset.

1.5. Histofagni nalevnici cizopasici u ryb

Histofagni nédlevnici pfedstavuji skupinu zpravidla fakultativnich paraziti ryb. Za
normalnich okolnosti se Zivi spiSe jako komenzalové na povrchu ryb. Z povrchu téla ryb
mohou pronikat do organizmu a zivit se tkdnémi.

Jako priklad sladkovodniho histofagniho nalevnika byva nejcastéji uvadéna Tetrahymena.
Rod Tetrahymena zahrnuje ptedevsim voln¢ zijici saprozoické nalevniky. Existuje vSak
mnoho zadznamil o napadeni ryb nalevniky tohoto rodu. Piesné druhové urceni vétSinou
neexistuje nebo je nejisté (Lom a Dykova 1992). Jako histofagni druhy byvaji nejcasté;ji
uvadény T. corlissi a T. pyriformis. Tetrahymena corlissi je ziejmé i parazitem obojZivelniku.
Napadeni sladkovodnich ryb byva Casto pro hostitele fatalni (Lom a Dykova 1992). T. corlissi
nenapada pouze povrchové tkang, ale stejné jako ostatni druhy (T. pyriformis, ale i T. rostrata,
T. faurei) byla jiz zaznamenana v nejriznéjsich vnitinich organech.

V moftskych akvariich a akvakulturach, mohou zna¢né Skody pusobit fakultativné
paraziticti zastupci podtiidy Scuticociliatida. V literatufe jsou nejcastéji uvadeni histofagni
druhy Miamiensis avidus (Lom a Dykova 1992), Philasterides dicentrarchi (Iglesias a kol.
2001), Uronema marinum (Jee a kol. 2001), U. nigricans (Munday a kol. 1997)

a Pseudocohnilembus persalinus (Kim a kol 2004). Prvni dva jmenované druhy jsou

v soucasné dobé povazovany za totozné, pii¢emz Philasterides dicentrarchi, Dragesco a kol.
1995 je mladsim synonymem pro Miamiensis avidus, Thompson a Moewus 1964 (Parama

a kol. 2005, Jung a kol. 2007). Ackoliv byl Miamiensis avidus zaznamenan jako rybi histofag
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pouze jedenkrat (Lom a Dykova 1992), pti¢tenim nakaz pfisuzovanych druhu Philasterides
dicentrarchi mnozstvi zaznamenanych pfipadd zna¢né nartsta. Miamiensis avidus se tak
vyznamem fadi k druhu U. marinum, ktera byva oznacovana za moiskou obdobu
sladkovodnich druhi rodu Tetrahymena. Pro oba nalevniky jsou typické tézké infekce ryb
ve stresujicim prostiedi (motska akvaria, akvakultury). Pronikaji ptes kizi do vnitinich
organt a svaloviny. Napadeny hostitel hyne béhem relativné kratké doby (Lom a Dykova
1992). Obdobné projevy byly zaznamenéany i u méné ¢asto uvadénych histofagnich druht -
Uronema nigricans (Munday a kol. 1997) a Pseudocohnilembus persalinus (Kim a kol
2004Db).
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2. Cil prace

Cil prace, t.j., charakterizovat nalevniky, ktefi byli izolovani z Zaber mo¥skych ryb
spolu s amfizoickymi amébami byl motivovan vysledky pfedchozich histologickych
vySetfeni, ktera v nékolika ptipadech prokazala histofagni nalevniky v interlamelarnim epitelu
zaber u ryb s klinicky 1 histologicky prokazanym amébovym onemocnénim Zaber (Tab. I, obr.
1-5). Pti pokusech izolovat amfizoické améby, piivodce AGD, byli opakované (nikoliv vSak

pravideln¢) izolovani také nalevnici.
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Tabule 1. Obr. 1-5. Patogenita histofagnich nalevniku (Scuticociliatida) demonstrovana zménami ve tkénich
Psetta maxima (Linnaeus, 1758). 1. Nalevnici v intersticiu svalové tkané. H&E, x400. 2. Shluk nalevniku v
podkozni pojivové tkani. H&E, x400. 3. Nalevnici v dystroficky zménéné svaloviné. H&E, x500. 4, 5. Masivni
infekce nalevnikt v zabrach (H&E, x200) a v subepitelidlni tkani zazivaciho traktu (H&E, x380). Obr. 6, 7.
Primérni izolace ndlevniki z rozkladajicich se vzorki tkdné Zaber. 6. Troficka stadia namnoZzena ve vzorku tkané
umisténé v Petriho misce na nevyzivném agaru. x 100. 7. Cysty identického primarniho izolatu v rozkladajici se
tkani, ktera na agaru postupné vysychala. x100.
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3. Material

Pro bakalétskou praci byly vybrany 3 kmeny nélevnikl izolované z zaberni tkadné
moiskych ryb v pritbéhu studia amfizoickych améb infikujicich ryby (CIRL, CMEX
a CESP). Vzhledem k tomu, Ze predbézné pozorovani naznacila, ze jeden z izolovanych
kment by mohl patiit do rodu Cohnilembus Kahl, 1933, byl pro srovnani ziskan kmen
Cohnilembus reniformis (CCAP 1610/1) z anglické sbirky fas a protozoi (UK National
Culture Collection, UKNCC).

Kmen CESP

Izolace: 1996, (klon odvozen v r. 2004)

Hostitel/organ: Psetta maxima (Linnaeus, 1758); zabry

Lokalita: primyslova farma u severovychodniho pobiezi Spanélska (Atlanticky ocean)
Pozn.: z t¢hoZz vzorku zaberni tkdn€ byly izolovany amfizoické améby zatazené do rodu

Neoparamoeba Page, 1987

Kmen CIRL

Izolace: 2003, (klon odvozen v r. 2004)

Hostitel/organ: Salmo salar Linnacus, 1758; zabry

Lokalita: intenzivni chov pfi pobtezi Irska (Atlanticky ocean)

Pozn.: z téhoZ vzorku tkané byly izolovany amfizoické améby rodu Platyamoeba Page, 1969

Kmen CMEX

Izolace: 2000 (klon odvozen v r. 2004)

Hostitel/organ: Balistes polylepis Steindachner, 1896; zabry

Lokalita: Golfo de California, Mazatlan, Mexico (Tichy ocean)

Pozn.: z t¢hoz vzorku zaberni tkané byly izolovany amfizoické améby zatrazené do celedi
Vannellidae Page, 1987 a minuci6zni améboidni organismy predbézné zarazené do rodu

Acrasis Van Tieghem, 1880.
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CCAP 1610/1

Izolace: datum izolace neni v katalogu UKNCC uvedeno, (série klonli odvozena v pritbé¢hu
ptipravy bakalarské prace)

Ptivod: motsky kmen izoloval podle katalogu ciliatolog E. B. Small. Bliz$i tidaje chybi.
Ptvodni sbirkové kultivacni medium: ASWP (Artificial Seawater for Protozoa). Slozeni
media je uvedeno v katalogu UKNCC; od 11. pasaze kultivovan ve stejném mediu jako

ostatni kmeny moiskych nalevnikd (MY75S).
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4. Pouzité metody

4.1. Kultivace studovanych kmeni nalevniki

Ti1 primarni izolaty nalevnikti byly ziskany pii pokusech o izolovani amfizoickych améb
z 7aberni tkdn€ moftskych ryb. Pro primérni izolace améb byly pfipraveny Petriho misky
s nevyzivnym, 2,5% agarem (Bactoagar Difco, 75% motska voda).Vzorky zZaber sterilné
odebrané z ryb a umisténé na povrch agaru se postupné rozkladaly a uvoliovaly se z nich
amfizoické améby. Zatimco mnozici se améby migrovaly po povrchu agaru smérem
od rozkladajicich se vzorkt tkani k periferii misky, ve vlhké rozkladajici se zaberni tkéni se
v pozitivnich ptipadech mnozili nélevnici (Tab. I, obr. 6, 7). Koncentrované nalevniky bylo
mozné pienést do 75% motské vody obohacené o maltézovy a kvasnicovy extrakt (MY 75S
medium podle katalogu UKNCC), zah4jit jejich kultivaci a pozd¢ji odvodit klony.

Klonovani jsem provadél tak, ze jsem kulturu ndlevniki postupné fedil médiem tak
dlouho, az byl v jedné kapce nalezen pii kontrole pod mikroskopem pouze jeden nalevnik.
Jednoho nalevnika jsem v kapce media pfenesl do kultiva¢ni jamky plastového panelu do niz
jsem napipetoval 1 ml media MY75S. V pravidelnych intervalech jsem kontroloval mnozeni
nalevnikili. Ze ziskanych klont jsem pro dalsi kultivaci vybiral ten, ktery se v daném casovém
intervalu namnozil nejvice. Vybrany klon byl dale kultivovéan ve vétsich objemech, obvykle
v 50 ml kultiva¢nich nddobéach (Falcon) pfi pouziti 5 ml €erstvého kultivaéniho media a 2 ml
media s nalevniky z piedchozi pasaze. Pti kultivaci i klonovani jsem dodrzoval sterilni
postupy prace, abych zabranil kontaminaci houbovymi organismy a omezil mnoZeni bakterii
(ptivodem z priméarnich izolatl). Rizikovou ¢asti celého postupu byla kontrola pfitomnosti
jednoho nalevnika v kapce media, ktera vzhledem k velikosti klonovanych nalevnikti a
hloubce kultiva¢nich jamek byla provadéna pod mikroskopem. Axenizace nebyla cilem
kultivac¢nich postupti. Bakterie byly souc¢asti potravy nalevniki.

Pti volbé kultivaénich postupt se vychazelo z pfedpokladu, Ze nalevnici mohou byt
histofagni (primarné se namnozili na agaru ptedevsim v rozkladajici se tkani zaber ryb,
minimalné v nartstu bakterii). Z tohoto diivodu se do kultivaéniho média pridavala
autoklavovana tkan zaber (nejcastéji ze zlatych karast) nebo suspenze EPC bunék (ptivodem
z epithelioma papulosum cyprini) z kultury pravidelné pasazované v laboratofi. Bunéénou
kulturu jsem preferoval, protoze zajisStovala dobré namnozeni ndlevnikli s mnohem vétsi

pravdépodobnosti nez ptidavek tkan¢ zaber. V ptipadé pouziti Zaber bylo velmi dilezité
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nepiehnat jejich priddvané mnozstvi. V opacném piipad¢ bylo nutné kulturu kazdodenné
kontrolovat a pasazovat diive nez bylo obvyklé, protoze jeji stav se rychle meénil.

Kulturu Cohnilembus reniformis (CCAP 1610/1) nam z anglické sbirky (UKNCC) zaslali
v médiu ASWP (slozeni viz katalog UKNCC). Po odvozeni prvnich klonti (po 10. pasazi)
jsem zacal ndlevniky kultivovat v médiu MY75S, aniz bych zaznamenal jakoukoliv viditelnou
zménu ve stavu kultury. Ackoliv jsem nemél divod predpokladat, Zze by Cohnilembus
reniformis mohl byt histofagni, pasazoval jsem jej ptilezitostné také s pouzitim bunécné
kultury EPC jako zdroje potravy. Nélevnici pak rostli vyrazné¢ 1épe, ¢ehoz jsem vyuZzival
zejména pred planovanym barvenim nebo ptipravou preparati pro SEM.

Vsechny kmeny nalevniki jsem udrzoval v inkubatoru pfi teploté 20°C a pasazoval
alespon jednou tydné. Jednotlivé kmeny se liSily v rychlosti optimalniho namnoZeni. Zejména
pfi ptipravé preparati pro SEM bylo nutné pouzit kulturu v optimalnim stavu (tj. co nejvice
zivotaschopnych nalevnikl na objem). Kmen CESP bylo vétSinou mozné fixovat pro SEM jiz
2. den po pasazovani, kmeny CIRL a CMEX 3—4. den, CCAP obvykle 5. den. MnozZeni
nalevnikli v kulturach neprobihalo zcela standardné€, nékolikrat bylo nutné zvysit poCet pasazi

na 2-3 tydné, abych kulturu udrzel v dobrém stavu.

4.2. Pozorovani zZivych nalevniki

Ve snaze poridit kvalitni snimky zivych nélevnikl jsem vyzkousel nékolik metod, které
m¢ély zajistit zpomaleni jejich pohybu. Nalevnici vSech 4 kmeni jsou aktivni, takze
objektivem 100% je nebylo mozné zachytit. Nejprve jsem zkousel ndlevniky zpomalit siranem
nikelnatym (Packroff a kol. 2002) v koncentracich od 0,001% — 0,5%. Efekt nebyl vyrazny
a navic jsem musel pouzit vyssi koncentrace siranu nikelnatého, coz zjevné ménilo tvar
nalevniktli. Dalsi zkousenou metodou bylo zvyseni viskozity média ptidanim methylcelulozy
(Repak 1992). Do media jsem postupné piidaval 1,5% zasobni roztok aZ kone¢né koncentrace
methylcelulozy dosahovaly 0,3% — 0,6%. Methylcelul6za velmi dobte zpomalovala kmeny
CMEX a CCAP, a nem¢la viditelny vliv na jejich tvar. Kmeny CESP a CIRL byly na pouziti
methylceluldzy vyrazné citlivéjsi, jejich buiiky se velmi rychle bortily i pii pouziti nizsi
koncentrace (0,3%). Hledal jsem proto metodu, kterou bych mohl pouZit u v§ech kment
a ziskat tak rovnocenné snimky zivych néalevniki. Chlorid hotec¢naty, doporuc¢ovany pro

moiské protozoa az v 7,5% koncentraci (Repak 1992), se u naSich kmeni nalevnikti
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neosveédcil. V rozmezi od 0,5% — 4% jsem nenasel takovou koncentraci, ktera by nalevniky

znehybnila a pfitom nezmeénila jejich tvar.

4.3. Fotografovani fixovanych nalevniku

ObtiZe spojené s dokumentaci zivych nalevnikli a neuspokojivé vysledky mne pfimély
k ovéfeni moznosti fotografovat nalevniky bezprostfedné po jejich fixaci. K fixaci nalevniki
jsem pouzil stejn¢ jako Esteban a kol. (2001) oxid osmicely v koncentraci 0,5%. Nafixované
nalevniky bylo mozné fotografovat pii nejvétsim zvétsSeni optického mikroskopu a zarazeni

Nomarského diferencialniho interferenéniho kontrastu.

4.4. Pouzité postupy barveni nalevnikii

4.4.1. Impregnace stfibrem podle Kleina

Pti ptiprave preparatl touto metodou jsem nejprve postupoval podle plivodniho popisu
(Klein 1926) s jedinou zménou. Misto pifimého svétla jsem pouzival UV lampu. Vzdélenost
UV lampy jsem neménil, jen jsem prodluzoval dobu osvitu (od 30 min — 90 min). Tento
postup se ale neosvédcil. Na podloznim skle jsem nikdy nemél dostatecny pocet ptischnutych
nalevnikil a navic se mi je nedafilo obarvit. Vyzkousel jsem tedy postup navrhovany
Foissnerem (1991). Pti dodrzeni jeho postupu se dafilo udrzet na podloznim skle vétsi
mnozstvi nalevnikl (pouziva se vajeény albumin). Potize ptisobila pfitomnost moiskych soli.
Ackoliv jsem se pokousel pfischlé ndlevniky opakovanymi koupelemi v destilované vodée
promyvat, vysledky se nezlepsily, vétSinou se narusila vrstva albuminu a s ni zmizeli i
prichyceni nalevnici. Pokud se obarveni podafilo, bylo velmi nevyrazné a vzdy bylo mozné
najit na podloznim skle bilé krystaly chloridu stéibrného. Jediny zptsob, kterym se mi
podafilo zbavit se motskych soli, byla fixace nalevniki. Pouzil jsem 4% roztok formaldehydu
a fixované nalevniky jsem nésledn¢ 3x promyl destilovanou vodou a koncentroval

centrifugaci. Vysledek byl znateln¢ lepsi. Fixace navic zachovala i tvar téla nalevnik.

4.4.2. Metoda impregnace uhli¢itanem stfibrnym
Impregnace uhli¢itanem stfibrnym byla prvni metodou, kterou jsem zkousel nalevniky

obarvit. Nejprve jsem postupoval podle metody Ma a kol. (2003), kterd pro moi'ské nalevniky
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slibovala velmi dobré vysledky. Ackoliv byly mé pokusy zpocatku jisté zatizené mnozstvim
chyb, k ocekavanému vysledku jsem se nedopracoval ani po mnoha pfesnych opakovanich
popsaného postupu. Vysledek byl vZdy stejny, ndlevnici byly piebarveni tak, Ze neslo rozlisit
zadné detaily. Proto jsem zkouSel snizovat mnozstvi roztoku s obsahem uhli¢itanu sttibrného
a ménit pomery pyridinu, uhli¢itanu stfibrného a formaldehydu. Ani tyto modifikace
nepfinesly uspokojivé, s publikaci srovnatelné vysledky. Nalevnici byli bud’ pfebarveni, nebo
se neobarvili viibec. Zacal jsem tedy zkouSet metodu, kterou popsal Fernandez-Galiano
(1976). Metoda nebyla vypracovana ptivodné pro moiské nalevniky, proto netesila zvySenou
pritomnost CI” v barveném materialu. Fixace na rozdil od pfedchozi metody nebyla rozdélena
do dvou krokii, a mnozstvi fixaze nebylo podle popisu stanoveno jednoznac¢né (na Sml bohaté
kultury nalevnikii 3 kapky koncentrovaného formaldehydu). Formaldehyd neni v metodé
impregnace uhli¢itanem stfibrnym pouze fixa¢nim ¢inidlem, ale uc€astni se také vlastni
impregnace. Jeho pomér k uhli€itanu stiibrnému a pyridinu je zasadni. Oproti ptivodnimu
postupu fixace jsem ptidaval formaldehyd jesté jednou, po predchozim vymyti soli. Timto
zpusobem modifikovana ptivodni metoda (Fernandez-Galiano) se ptilis nelisi od metody
popsané Ma a kol (2003). Zadny z mych pokusii, které ménily pomér jednotlivych slozek
postupu nepfinesly radikalni zlepsSeni vysledkil. Proto jsem jesté vyzkousel dalsi modifikaci
metody impregnace uhli¢itanem stfibrnym, tj. postup popsany Foissnerem (1991). Postupy
popsané Foissnerem se vyznacuji tim, ze poukazuji na kroky, ve kterych je vhodné
manipulovat s mnozstvim ptidavanych chemikalii. Pies veskeré pokusy s doporu¢enym
obménovanim jednotlivych slozek postupu, jsem nebyl uspésny, podatilo se mi obarvit pouze

jadra nalevnikd.

4.4.3. Metody impregnace protargolem

Protoze zkousené metody impregnace uhli¢itanem stfibrnym neposkytly potiebné
informace o infraciliatufe nalevniki, zacal jsem zkouSet impregnaci protargolem. Podle
Foissnera (1991) je technika barveni proteinatem stiibra alternativou k metod¢ vyuzivajici
uhlic¢itanu stiibrného. Vyzkousel jsem dva postupy. Pro oba je velmi diilezité pouzit vhodny
protargol. Proteinat stiibra (protargol) je sice mozné¢ ziskat od vice vyrobct, pro barveni se
jich hodi ale pouze n¢kolik. Pro obé modifikace jsem pouzival stejny protargol
(Albunosesilber fiir Mikroskopie - Merck, kat. n. 107447). Zasadni vliv na kvalitu obarveni

meélo stari protargolu. Nejdiive jsem pouzival protargol ze starSich zasob. Infraciliatura byla
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impregnovana podstatné slabéji, nez pii pouziti nové zakoupeného protargolu od stejného

vyrobce.

Postup podle Foissnera (1991)
V modifikaci metody podle Foissnera (1991) jsem vychézel piesné podle jeho postupu.
Ze dvou uvedenych moznych fixazi jsem pouZzival Bouinovu tekutinu. Stievenova tekutina

prinasela ale velmi podobné vysledky.

Postup podle Lee a kol. (1985)

Zakladni metodu, kterou popsali Lee a kol. (1985) jsem pouzil v modifikaci podle
Howarda a kol. (2004). Nalevniky jsem piedfixoval 1G4F roztokem, ktery se sklada
z glutaraldehydu a pufrovaného koncentrovaného formaldehydu v poméru 1:4. Nafixované
nalevniky jsem pfichytil na podlozni skla pokryta polylysinem a znovu fixoval, tentokrat
Bouinovou tekutinou. V jinych ¢astech se postup od ptivodni metody podle Lee a spol. (1985)
nelisil. Metoda neptinesla ocekavané vysledky. Po opakovanych pokusech jsem od této
metody ustoupil, hlavné proto, ze casové mnohem méné narocna metoda podle Foissnera

(1991) ptinésela vyrazné lepsi vysledky.

4.4.4. Fluorescen¢ni barveni nalevnikii flutaxem

Pti barveni nalevnikl flutaxem jsem postupoval podle postupu uvedeném v Arregui a kol.
(2002). Podatilo se ziskat Flutax-1 (Calbiochem, kat. n. 344082) totozny s tim, ktery pouzili
citovani autofi. Nalevniky jsem narozdil od autord pivodni metody fixoval 4%
formaldehydem. Modifikoval jsem také montovani preparatl. Citifluor Mounting Media
(Pelco Intern'tl Microscopy Mart, USA) jsem nahradil mediem namichanym podle Trauta
a kol. (1999). Nélevniky jsem k podloznimu sklu pfichytil pomoci vrstvy polylysinu.
Pti prohlizeni prvnich preparati se ukazalo, ze pozadi (vrstva polylysinu na podloznim skle)
nesvitilo. Usoudil jsem, Ze zvoleny zptsob ptichyceni nalevnika neovliviioval vysledek.
Ptesto nebyly na nalevnicich rozlisitelné zadné struktury a ani opakované pokusy s riiznymi

koncentracemi flutaxu nepfinesly vysledky prezentované v praci Arregui a kol. (2002).
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4.5. Skanovaci elektronova mikroskopie

Pii pfipravée preparatii pro SEM jsem az na n€kolik modifikaci vychéazel z postupii podle
Paulina (1992a, 1992b). Nélevnici byli predfixovani 3% glutaraldehydem (GTA). K vypirani
jsem pouzival 0,1M kakodylatovy pufr. Nalevnici nalepeni na polylysinovana kryci sklicka
byli dofixovani 1% oxidem osmicelym. U kmene CMEX jsem musel pozménit postup, abych
zabranil ztraté vSech cilii. Osvédcila se mi fixace 1% osmiem bez piedchozi fixace

glutaraldehydem.

4.6. Transmisni elektronova mikroskopie

Az na drobné modifikace jsme pfi piipraveé blockli pro TEM postupovali podle Dykstry
(1993). K primarni fixaci jsme pouzili 3% GTA a k postfixaci 1% oxid osmicely. VSe bylo
pufrovéano 0,1M kakodylatovym pufrem. Pelety s nalevniky byly odvodiovany acetonovou
fadou (50-70-75-80-90-100). Soucasti 75% acetonu byl z divodu zvyseni kontrastu 1%
uranyl acetat (Schuster 1964). Odvodnéné pelety byly prosyceny a zality do Spurru
(Polysciences, kat. n. 01916) a polymerizovany 12 hodin pti 70°C. Kontrastovani

ultratenkych fezl bylo provadéno roztokem uranyl acetatu a citadtem olova.

4.7. Dokumentace

Fotodokumentace preparatti byla pofizovana na mikroskopu Olympus BX51 vybaveném
CCD kamerou DP70. Snimky ze skanovaciho elektronového mikroskopu byly nejprve
potizovany na mikroskopu Jeol 6300 pozdé&ji na novej$im mikroskopu Jeol 6700F. Ultratenké
fezy byly prohlizeny v transmisnim elektronovém mikroskopu Jeol JEM 1010 a
dokumentovany pomoci digitalni kamery Mega View III a programu Soft Imaging System.
Jas, kontrast a retuSovani pozadi jsem provadél v programu Adobe Photoshop® CS2, finalni
obrazové tabule jsem sestavil v programu Corel® Draw 11. N&které elektronogramy byly

vzhledem k velikosti objektli sestaveny ze série snimku v programu Panorama Maker 3.
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5. Vysledky

5.1. Charakteristika nalevniku kmene CCAP 1610/1

Jiz od pocatku vlastni kultivace jsem u sbirkového kmene CCAP 1610/7 pozoroval
napadnou polymorfii. Pfitomnost nalevnika riznych tvart a velikosti jsem si nejdiive
vysvétloval jako kontaminaci. Pfedpokladal jsem, Ze jde o smésnou kulturu riznych druhti
nalevniki. K jednozna¢nému zavéru o polymorfii jsem dospél po opakovaném klonovani
riznych forem tohoto kmene. Klony jsem odvozoval vzdy z jedné bunky, vybiral jsem formu,
ktera byla v kultufe zastoupena nejvetsim poctem jedinct. Nékolikrat se mi podatilo oddélit
a nasledn¢ ziskat klon z nejvétsiho jedince. Vysledek dalsi kultivace byl ale vzdy stejny. Jiz v
prvni pasazi se nalevnici diferencovali a v kultuie byly opé€t zastoupeny vSechny formy (Tab.
I, obr.1-10; IIL, obr. 1-14; V, obr. 1-20). Kromé¢ nejpocetnéji zastoupenych forem (Tab. II,
obr. 5-6; 11, obr. 3—6; V, obr. 4-9) s primérnou velikosti 35%13 um se v kultufe v mensi
mife vyskytovali i mali ndlevnici, s rozméry kolem 15%6 um (Tab. II, obr. 1-3, 7; V, obr. 1,
2; X, obr. 1). Opakovana pozorovani in vivo, studium barvenych preparatt a elektronogramii
ukézalo, ze velci jedinci s enormné nalevkovité zvétSenym bukalnim prostorem (Tab. III, 11—
13; 'V, 16; X1, obr. 1) patfi k tzv. makrostomnim formam schopnym pohlcovat mensi jedince
svého druhu (Tab. II, obr. 1-3, 7; V, obr. 1, 2; X, obr. 1). Pohlceni mensich jedinct se
podatilo dokumentovat (Tab. II, obr. 10; V, obr. 19, 20). Ackoliv se u makrostomnich forem
tvar téla dramaticky ménil, a vyrazné se zvétSoval makronukleus (Tab. V, obr. 14-19), pocet
polednikové uspotadanych cilidrnich fad zGstaval v rozmezi 11-13 (Tab. I1I/15).

V uspotadani hustého kartace cilii (Tab. XI, obr. 2), ktery pochazi z prvni nebo druhé
membranely, bylo mozno vidét analogii s membranelami na levé ¢asti peribukélniho pole
u rodu Tetrahymena. Na oralnich fasinkach byly ve skanovacim elektronovém mikroskopu
pozorovany drobné vyrustky (Tab. X, obr. 4). Na somatickych ciliich nebyly nalezeny.
Sbirkovy kmen CCAP 1610/1 byl registrovan pod druhovym jménem Cohnilembus
reniformis Kahl. Skute¢nost, Ze nebylo mozné v literatufe najit popis tohoto druhu, byla
divodem pro ovéteni rodovych znaki.

Zakladni morfologické znaky se shoduji s popisem rodu Cohnilembus Kahl, 1933.
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5.2. Charakteristika nalevniku kmene CIRL

Nalevnici kmene CIRL maji protdhle hruskovity tvar téla o rozmérech 19x8 pm. Dlouha
kaudalni fasinka byla pozorovana po fixaci osmiem (Tab. II, obr. 13) i ve skanovacim
elektronovém mikroskopu (Tab. IX, obr. 2, 3). Oralni aparat saha ptes polovinu délky buiky
(Tab. II, obr. 13; IV, obr. 4; VI, obr. 1-6, 8—11, 13-24; IX, obr. 3). Makronukleus je umistény
ve stfedni ¢asti buniky (Tab VI, 1-6, 8-24). Celkem se podafilo rozlisit 11 tad cilii (Tab. VI,
obr. 7). Na elektronogramech jsou dokumentovany dikinetidy somatickych cilii, fasinku nese
vzdy kinetosom vzdalengjsi od apikalniho konce. (Tab. XIII, obr. 1, 2). Makronukleus jevi
ultrastrukturu typickou pro nalevniky (Tab. XII, obr. 1; XIII, obr. 1, 2). Paroralni membréana
ma stiidave uspotfaddané kinetosomy (Tab. XIII, obr. 1, 2), cytostom je vystlan fibrilami, které
pokracuji ptes cytofarynx do buiiky a obloukovité se v ném staceji (Tab. XII, obr. 2). Pod
pelikulou jsou napadné dlouhé mitochondrie (Tab. XII, obr. 1; XIII, obr. 1). V cytoplasmé
nebyly nalezeny zadné potravni vakuoly s bakteriemi.

Zakladni morfologické znaky nalevniki kmene CIRL se shoduji s popisy rodu
Pseudocohnilembus Evans a Thompson, 1964.

5.3. Charakteristika nalevniku kmene CMEX

Nélevnici kmene CMEX méfi v priméru 30x11 um a maji protahle hruskovity tvar.
Makronukleus je uloZen ve stfedni ¢asti buiiky (Tab. VII, obr. 1-15). Nalevnici maji napadné
dlouhy Ustni aparat zasahujici aZ do druhé poloviny délky téla (Tab. II, obr. 15; IV, obr. 1, 2;
VII, 1-14). Tésné k sobé ptilozené fasinky tvoii ,,velum* (Tab. IX, obr. 1). Po impregnaci
protargolem bylo mozné pozorovat spojeny pribéh oralni polykinetidy spolu s paroralni
membranou az za polovinu délky bunky (Tab. VII, obr. 1-14). Vzadu je vidét druha, kratka
polykineta nasedajici na dlouhou (Tab. VII, obr. 1-4). Kaudalni cilie je relativné dlouhd (Tab.
I1, obr. 14). Na obrazku ze skanovaciho elektronového mikroskopu (Tab. IX, obr. 1) se
(patrné jako artefakt) objevily dvé kaudalni cilie. Kontraktilni vakuola méla terminalni
umisténi (Tab. VII, obr. 15). Vyskyt potravnich vakuol byl bézny.

V subbunééné organizaci jsou ndpadné velké a protahlé mitochondrie umisténé po obvodu
celého podélného prifezu buiky (Tab. XIV, obr. 1, 2). Na ultratenkém fezu (Tab. XIV,
obr. 1) se podafilo zachytit funkci fady fasinek, které posunuji bakterii do istniho otvoru a
nasledné¢ do cytofarynxu. Nalevnici kmene CMEX ve starSich kulturach bézné encystovali

(Tab. XIV, obr. 2).
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Morfologické znaky nalevnikli tohoto kmene jsou v zasadé stejné jako u kmene CIRL

a odpovidaji popisim rodu Pseudocohnilembus Evans a Thompson, 1964.

5.4. Charakteristika nalevnikii kmene CESP

Pro nalevniky kmene CESP je typicky vejcity tvar téla s primérnymi rozméry 21x12 pm.
Makronukleus je umistén v ekvatorialni roviné buniky (Tab. VIII, obr. 1-5, 7-20). Oralni
aparat je umistén ve stiedni ¢asti bunky (Tab. II, obr. 11; IV, obr. 7, 10, 11; VIII, 1-5, 7-11,
13-20). Paroralni membréna je pomérné kratka (Tab. VIII, obr. 3, 4, 8, 11, 14, 16) a
napadnym obloukem se staci kolem cytostomu (Tab. VIII, obr. 8, 14, 16). Pod zdhybem
paroralni membrany je patrny hakovity tvar - skutika (Tab. VIII, obr. 8, 14). Kaudalni cilie
nebyla pozorovana ani ve skanovacim elektronovém mikroskopu (Tab X, obr. 3).
Transmisni elektronova mikroskopie prokézala pfitomnost extrusomti (mukocyst)
zabudovanych do pelikuly (Tab. XV, 1, 2; XVI, 1, 2). V blizkosti n€¢kolika mitochondrii byly
nalezeny fady tubull o priméru 60—70 nm (Tab. XVI, obr. 1, 2). Cytoplazma obsahovala
potravni vakuoly s bakteriemi (Tab. XV, 1).

Nalevnici kmene CESP se zasadné lisi od ostatnich studovanych kment. Morfologické
znaky (tvar téla, poloha a struktura ordlniho aparatu) odpovidé rodu Uronema Dujardin, 1841.

Pritomnost dlouh¢ kaudalni fasinky, ktera je v popisech rodu uvadéna, se nepodafilo prokazat.
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Tabule II. Obr. 1-10. Nalevnici kmene CCAP 1610/1 po fixaci oxidem osmic¢elym. Nomarského DIC, spole¢ny
bar =20 pm. 5, 6. Forma nalevnikii nejpocetnéji zastoupena v kulturach. 7. Rozdily ve velikosti tfi jedinct
pozorovanych v jednom zorném poli. 8-10. Makrostomni formy nalevniki, napadné svou velikosti. 10.
Makrostomni nalevnik s pohlcenym malym jedincem z téze klonované kultury. Obr. 11-15. Nalevnici po fixaci
oxidem osmicelym. Nomarského DIC, spole¢ny bar = 10 pm. 11, 12. Kmen CESP. 13. Kmen CIRL. 14-15.
Kmen CMEX. Pfitomnost kaudalni fasinky slabé patrnd jen u 13. a 14.




Tabule IIL. Obr. 1-15. Nélevnici kmene CCAP 1610/1. Impregnace dusi¢nanem stiibrnym podle Kleina.
Prochazejici svétlo, spolecny bar pro 1-14 =20 pm. 114. Pfehled riznych forem, které byly pravidelné
pozorovany v klonovanych kulturach kmene. K makrostomnim nalevnikiim patii jedinci dokumentovani na
obrazcich 7-14. Enormné nalevkovité zvétSeny bukalni prostor je patrny u jedincti na obr. 11-13. 15. Detail
somatické infraciliatury a stéibfitelnych linii na zadnim konci makrostomniho nalevnika. 12 polednikovych fad
cilii. Bar = 40 pm.
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Tabuie IV, Obr. 1-12. Nalevnici izolovani z Zaber mofskych ryb po impregnaci dusi¢nanem stfibrnym (metodou
podle Kleina). Prochazejici svétlo, spoleény bar = 20 um. 1-3. Kmen CMEX. Ustni aparét sahajici za polovinu
délky t&la nalevnika demonstruje obr. 2. 4-6. Kmen CIRL. Ustni aparat a jeho velikost presahujici polovinu
délky téla nalevnika je patrna na obr. 4. 7-12. Kmen CESP. Typické umisténi Gstniho aparatu ve stfedni ¢asti
buriky demonstruji obr. 7, 10 a 11.
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Tabule V. Obr. 1-20. Nélevnici kmene CCAP 1610/1 po impregnci protargolem podle Foissnera. Prochazejici
svétlo, spole¢ny bar = 20 pm. Tvar téla nalevnikl nejpocetnéji zastoupenych v kulturach pfedvadi obr. 4-9.
wPiechodné formy* sméfujici k makrostomnim nalevnikiim ukazuji obr. 11 a 12, Napadné zvétSena bunécéna usta
v pohledu do jejich dutiny jsou vidét na obr. 16. ZvétSeni makronukleu dokladaji obr. 17-19. 19, 20.
Makrostomni formy s pohlcenymi malymi jedinci téze klonované kultury.
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Tabule V1. Obr. 1-24. Nalevnici kmene CIRL po impregnaci protargolem podle Foissnera. Prochazejici svétlo,
spolec¢ny bar = 10 pm. Na vétsiné obrazk je patrny pribéch Gstniho aparatu, ktery zasahuje az do druhé poloviny
delky téla. Pripojeni kratké polykinety na dlouhou znazormuji obr. 3 a 8. Po¢et polednikové uspotadanych fad
cilii je mozno odvodit z obr. 7, ktery demonstruje zadni konec nalevnika.




Tabule VII. Obr. 1-15. Nélevnici kmene CMEX po impregnaci protargolem podle Foissnera. Prochazejici
svétlo, spole¢ny bar = 10 pm. Spojeny pribéh oralni polykinety a paroralni membrany piesahujici polovinu
delky téla nalevniki je patrny na obr. 1-14. Kratka polykineta nasedajici na dlouhou je vidét na obr. 14.
Zaostieni na terminalni kontraktilni vakuolu pfedvadi obr. 15.
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Tabule VIII. Obr. 1-10. Nalevnici kmene CESP po impregnaci protargolem podle Foissnera. Prochazejici
svétlo, spole¢ny bar = 10 pm. Kratkou parordlni membranu demonstruji obrazky 3, 4, 8, 11, 14 a 16. Paroralni
membranu sto¢enou pod cytostom a skutiku je mozné rozliit na obr. 8, 14 a 16.
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Tabule IX. Obr. 1-3. Trojrozmérné pohledy na tvar téla a ciliaturu nalevniki ziskané ze skanovaciho
elektronového mikroskopu Jeol 6300. 1. Nalevnik kmene CMEX. Jedinec vybrany pro demonstraci bukalnich
membranel ma kromé dlouhé kaudalni fasinky (napravo) jesté jednu, pravdépodobné arteficielné pripojenou cilii
(nalevo). Bar = 10 um. 2, 3. Nalevnici kmene CIRL. 2. V3ichni tfi jedinci maji napadné dlouhé kaudalni cilie.
Bar = 20 pm. 3. Tésné k sobé piilozené cilie vytvaieji tzv. ,,velum® (ve). Bar = 10 pm.

34



Tabule X. Obr. 1-4. Trojrozmémé pohledy na tvar téla a ciliaturu nalevniki ziskané ze skanovaciho
elektronového mikroskopu Jeol 6700F. 1, 2, 4. Nalevnici kmene CCAP 1610/1. 1, 2. Pfehledové obrazky
demonstrujici mj. délku cilii ve vztahu k velikosti téla nalevnikd, jejich hustotu a uspofadani v blizkosti oralniho
aparatu. Bary = 10 um (1) a 5 um (2). Drobné vyrustky pravidelné uspofadané na povrchu oralnich cilii

Ju nalevniki kmene CCAP 1610/1 znézoriiuje obr. 4. (3ipky). Bar = 300 nm. 3. Piehledovy obrazek néalevnika
kmene CESP. Bar = 10 pm.
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Tabule XI. Obr. 1, 2. Elektronogramy nalevnikii kmene CCAP 1610/1. Oba bary =5 pm. 1. Makrostomni forma
Cohnilembus reniformis ma enormné zvétSenym bukalni prostor a makronukleus (Ma) . 2. Podélny fez predvadi
jedince z téZe klonované kultury. Rez hustym kartacem fasinek, které patii k 1. nebo 2. membranele,
demonstruje v boénim pohledu mnohem mensi bukélni prostor nez vidime v obr. 1.

36



Tabule XII. Obr. 1, 2. Elektronogramy nélevniki kmene CIRL. Oba bary = 5 um. 1. Ultratenky fez bliZici se
podélné roviné nalevnika pfedvadi dlouhé tseky subpelikularné lokalizovanych mitochondrii (mit) a
makronukleus (Ma). 2. Na fezu je zachycen cytostom lemovany fibrilami (*), které pokracuji cytofaryngem do
t¢la bunky a obloukovité se v ném staceji (*).
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Tabule XIII. Obr. 1, 2. Elektronogramy nalevnikii kmene CIRL. 1. V roving ultratenkého fezu jsou zachyceny
dikinetidy somatickych cilii (oznaceny Sipkami). Pouze kinetosomy vzdalenéjsi od apikalniho konce nalevnika
nesou cilie. Bar = 5 um. 2. Priifez parordlni membranou se stiidavé (cik-cak) uspotadanymi kinetosomy. Sipkou
je oznacena dikinetida. Bar = | pm.
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(=)

Tabule XIV. Obr. 1, 2. Elektronogramy nalevniki kmene CMEX. Bary = 5 pm. Dlouhé subpelikularné
lokalizované mitochondrie (mit) jsou patrné na obou obrazcich. 1. Mezi prifezy fasinek oralni cilitury je patrny
prifez bakterii (*) transportovanou do cytofarynxu. 2. Nalevnik v poc¢ateénim stadiu encystace. Sténa cysty je
velmi tenka.
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Tabule XV. Obr. 1, 2. Elektronogramy nalevnikti kmene CESP. Bary =5 pm. 1. Na piehledném prifezu byl
zachycen makronukleus (Ma), potravni vakuola (v) vypInéna bakteriemi a prufezy mukocystami (oznacené
Sipkami). 2. Ultratenky fez vedeny rovinou blizkou pii¢né predvadi prufezy kortikdlné orientovanymi,
intermeridionalné lokalizovanymi mitochondriemi, makronukleus a prifezy ciliemi, které patii k oralnimu
aparatu.
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Tabule XVI. Obr. 1, 2. Elektronogramy nalevnikii kmene CESP. Bary = 2 um. 1. Pri¢ny priifez télem nalevnika
v roving, ktera pfedvadi intermeridionalné lokalizované mitochondrie (mit), makronukleus a cytofarynx s
prifezy nékolika bakteriemi. Sipky oznacuiji pritfezy skupinami tubuli, které lezi pod mitochondriemi v t&sném
kontaktu s jejich vnéj§i membranou. Detail predvadi obr. 2.
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6. Diskuse

6.1. Poznamky k determinaci studovanych kmenti

Kmen CCAP 1610/1 (Cohnilembus reniformis) m¢l ptivodné slouzit pro srovnani
s nasimi izolaty. Predpoklddali jsme, Ze budeme vychdzet z presného popisu tohoto druhu.
Ukazalo se, ze v ramci rodu Cohnilembus Kahl, 1933 bylo popsano nékolik druhi, zadny ale
nenese druhové jméno C. reniformis uvedené ve sbirce UKNCC s autorem popisu ale bez
data. Rovnéz patrani po moznych synonymech v Zoological Record a v bibliografiich
ptrednich ciliatologii v€etné autora popisu rodu a v pracech E. B. Smalla, ktery ulozil izolat do
sbirky, nepfineslo zadny vysledek. Podrobné srovnani znakt tohoto kmene s dal$imi druhy
rodu Cohnilembus je proto ur¢itou vyzvou do budoucna a to i proto, Ze pozorovani pfinesla i
dalsi inspiraci:

Vyskyt makrostomnich forem u referenéniho kmene CCAP 1610/1 je velmi zajimavy, i kdyZz
jde o jev znamy u jinych skupin nalevnikti. Makrostomni formy jsou popsany napiiklad u
Tetrahymena vorax, T. patula a T. paravorax (Corliss 1973) nebo u Blepharisma americanum
(Lennartz a Bovee 1980). Obecné lze fici, ze makrostomni jedinci se obvykle objevuji ve
stacionarni fazi kultury a ndlevnici se mohou stat kanibaly po prodlouzeném hladovéni.
Zména morfologie tak umoznuje n€kterym jedinciim pieZzit na tkor jinych. V kultufe kmene
CCAP 1610/1 se ale makrostomni formy vyskytuji neustale a ve znaném poctu, piicemz ve
starnouci kultufe spiSe ubyvaji na tikor ostatnich forem. Prvni dny po pasazovani se zda byt
potravy v mediu dostatek, s ¢imz souvisi 1 zvétSeni poctu potravnich vakuol v nalevnicich. Je
ziejmé, Ze u tohoto kmene nebude hlavnim divodem tvorby makrostomnich forem nedostatek
potravy.

Drobné vyrustky na fasinkach kmene CCAP 1610/1 povazujeme za velmi zajimavy
nalez. V literatufe jsme zatim popis podobnych struktur nenasli. Skutec¢nost, ze se tyto
struktury zjevné vyskytuji jen na oralnich, nikoliv na somatickych fasinkach, povazujeme za
dostatecné vyznamnou abychom se pokusili ovétit vyskyt u jinych skupin nédlevniki, ptipadné
poznat jejich funkci. Spekulovat je mozno o uloze v soudrznosti fasinek pfi tvoreni limce
zenouciho potravu do cytosomu.

Vzhledem k piivodu kment CIRL, CMEX a CESP, bylo moZzné domnivat se, Ze se jedna
o fakultativni parazity (amfizoické druhy) z nichz maji nejvétsi vyznam zéstupci skupiny

Scuticociliatida Small, 1967, uplatiujici se jako oportunni paraziti v moiskych akvakulturach
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po celém svété (Jung a kol. 2007). Vyznamnym a typickym znakem této skupiny nalevnikti
jsou dikinetidy. Ty byly prokazany u vSech studovanych kmenti.

Zastupci rodu Pseudocohnilembus se vyskytuji pfevazné v motich, piipadné ve slanych
jezerech, jsou ale znamy i sladkovodni druhy (Foissner a Wilbert 1981, Song 2000). Znaky
umoziujici ureni druhti Ize nalézt v oralni infraciliatufe (Fernandez-Leboranz a Zaldumbide
1986), coz nam ani vybrané preparaty neumoznily, proto se determinace omezila na troven
rodu. U kmene CMEX by mél byt jednoznacné dokumentovan pocet kaudalnich cilii. Tvorba
cyst u tohoto kmene neptekvapila. U nékterych druhti rodu Pseudocohnilembus byla jiz
encystace zaznamenana (Evans a Thomson 1964).

I kdyz zakladni znaky rodu Uronema Dujardin, 1841 se podatilo u kmene CESP rozlisit,
je zjevné, Ze pro determinaci druhu zalozenou na morfologii by bylo tfeba dokdzat ptitomnost
kaudalni cilie a doplnit pozorovani na subbunééné urovni. Pozornost je tieba vénovat i ndlezu
vyraznych fad tubulil v blizkosti mitochondrii. Identickou lokalizaci tubult popsali Kaneshiro
a Holz (1976) u nalevnik, které provizorné zatadili do rodu Uronema. Popsali prib¢h tubuli,
jejich anastomozy v kaudalni ¢asti nalevnikl 1 propojeni s kontraktilni vakuolou a oznacili je
za soucast ,,Fluid Segregation Organelle* (FSO). Z hlediska srovnani a interpretace detailt
ultrastruktury jsou nalezy uvedenych autort velmi zajimavé, nelze je vSak pouzit ke zptesnéni
determinace kmene CESP. Kaneshiro a Holz (1976) popsali tubularni systém u nalevnikd,
jejichz rozméry ve srovnani s ndlevniky kmene CESP byly témét dvojnasobné, navic u téchto
velkych nalevnikli zaznamenali 1 detaily ultrastruktury typické pro kmeny CIRL a CMEX. Na
podélnych fezech dokumentovali nalezy dlouhych, subkortikalné lokalizovanych
mitochondrii, které v kaudalni ¢asti nalevnikt fizovaly. V diskusi uvedli i moznost
transformace kratSich, intermeridionalné lokalizovanych mitochondrii v extrémné dlouhé pod

vlivem vnéjSich faktort.

6.2. Metodické zkuSenosti

Dokumentace studovanych nalevniku in vivo byla zna¢né komplikovana malou velikosti
a rychlosti jejich pohybu. Pii pouziti imerzniho objektivu (100%) nebylo vitbec mozné
nalevniky fotografovat. Tlak kryciho skla a objektivu s imerzi nalevniky zpomaloval jen
nepatrné. Metody, které jsem vyzkousSel s cilem zpomalit pohyb nalevniki umoznily snadnéjsi
pozorovani, nestacily ale k potizeni kvalitni fotodokumentace. Vyuziti methylcelulozy se

nejdiive jevilo jako velmi nadéjné. Pomohlo mi pofidit snimky kmeni CMEX a CCAP.
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Kmeny CESP a CIRL byly bohuzel na methylcelul6zu vyrazné citlivéjsi a jejich buiky se
velmi rychle bortily. Dokumentovany ptiklad ispésného vyuziti methylceluldézy se mi

v literatuie nepodafilo najit. Chlorid hote¢naty rovnéz zklamal. Nepfinesl pouZitelné vysledky
ani u jednoho ze studovanych kmend, pfesto, ze Alvarez-Pellitero a kol. (2004) deklarovali
uspésné pouziti pti fotografovani motského scuticociliata. Jednoznacné nejlepsi predpoklady
pro potizeni fotodokumentace ptipravila fixace nalevnikli oxidem osmicelym. Byl to jediny
postup, ktery byl uspésné€ pouZit pro vSechny 4 kmeny a umozioval fotografovani pti
nejvetsim zvétSeni, pricemz se zvysil kontrast nalevniku.

U impregnac¢nich metod jsem se potykal s uskalim, které predstavuje mnozstvi soli
a jejich reakce se stiibrem. Doporu¢ované promyvani materidlu je zvlast slozité pti pouziti
Kleinova postupu. Fixace materidlu k podloznimu sklu je zaloZena na vyschnuti (Klein 1958),
proto vymyti soli obsazenych ve zbytcich media neni jednoduché a ztraty materialu mohou
byt uplné. Foissner (1991) doporucuje ve svém postupu nalevniky ptichycené k podloznimu
sklu pomoci vaje¢ného albuminu opakované ponotit do destilované vody. Tento zptisob ale
podle mych zkuSenosti nezajistuje dostatecné vymyti soli a po ukonceni celého postupu
piekryva podlozni sklo vzdy vrstva krystalti chloridu stfibrného. Problém s vysokou
koncentraci soli jsem ve své praci vytesil fixaci materidlu 4% formaldehydem s naslednym
opakovanym promytim destilovanou vodou. To je vSak zasadni zména, ktera sice
minimalizovala ztraty materialu, ale mohla mit vliv na kvalitu konecného obarveni.
Vychodiskem by mohlo byt pouziti jiné metody impregnace dusi¢nanem stiibrnym, tzv.
”vlhké“ impregnace, kterd je Castéji nazyvana podle autord (Chatton-LwofY).

Metodé¢ impregnace uhli¢itanu stiibrného jsem vénoval nejvétsi usili, piesto se ale
nepovedlo ziskat zadné dobré preparaty. Ani pies veskeré pokusy s obménovanim poméra
jednotlivych slozek, jsem nedocilil vyrazného zlepSeni. Pii zkouSeni nejriiznéjsich modifikaci
postupu se ukéazal byt velmi podstatny pomér formaldehydu k roztoku s uhli¢itanem stfibrnym
a pyridinem. Ackoliv jsem pouzival tyto dvé slozky ve spousté moznych kombinaci, je mozné
ze nebyly vyCerpany vSechny. Vyzkouseni roztokti obsahujicich uhli¢itan stiibrny a pyridin
s rizné upravenym pH by snad bylo dal$i moZznosti, jak usilovat o dosazeni lepSiho vysledku.
Sam jsem pii impregnovani protargolem hodnotu pH v roztoku nikdy nekontroloval, ackoliv
n¢ktefi autofi (Lynn 1992) doporucuji srovnat pH na urc¢itou hodnotu. V dostupné literature
jsem ale nenasel zddnou zminku o tom, jaky vliv mize mit rozdilné pH roztoku s uhli¢itanem
sttibrnym.

Metoda impregnace protargolem podle Foissnera (1991) se osvédcila nejvice. Po

opakovaném pouziti metody jsem ziskaval standardni vysledky. Ackoliv jsem pouzival
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k fixaci prevazné Bouinovu tekutinu, pouziti druhé doporucené fixaze (Stievenovy tekutiny)
se ve vysledku pfili$ nelisilo. Jediny problém, ktery pii pouziti této metody nastaval, souvisel
s vajeénym albuminem. Albumin k pfichytdvani nalevniki je mozné pouzivat jen omezené
dlouhou dobu, na coz autor metody upozoriiuje. Osvéd¢ilo se mi pfipravovat vajecny albumin
pravidelné kazdy mésic. Pii barveni jsem pouzival dva rizné staré albuminy. Pokud jeden

z nich na podloznim skle nedrzel, byla vzdy Sance, ze alespon druhd polovina preparata
ptfinese n¢jaky vysledek. Dalsi postup, ktery jsem zkousel (Lee a kol. 1985), neptinasel tak
dobré vysledky jako Foissnerova metoda. Vychazel jsem z modifikace této metody ve fazi
fixace (Howarda a kol. 2004). Prave slozity postup fixace pisobil nejvétsi problémy. Pokud
jsem dodrzel postup, byly buiiky nalevnikti vzdy viditelné poskozené fixaci. Tento problém je
mozné omezit fixaci pfed nanesenim na polylysinova skla podle postupu Foissnera (1991) a
vynechénim druhé fixace. Ackoliv se obecné s polylysinovymi skly pracuje mnohem lépe, pro
metodu impregnace protargolem je vhodnéjsi spiSe vajeCny albumin. Vajecny albumin
umoznuje pii nanaseni vyvojky kontrolovat intenzitu obarveni a také ji regulovat (fedénim
staré a nové vyvojky v nejriznéjSich pomérech). Pokud ma albumin zlatohnédou barvu, jsou
nalevnici zpravidla idedln¢ obarveni. To je také diivod, pro€ jsem preferoval Bouinovu fixdz
pted Stievenovu. Pii pouZiti Stievenovy tekutiny nelze pomoci zbarveni albuminu tak
jednoduse kontrolovat intenzitu obarveni.

Fluorescencni barveni nalevnikti flutaxem-1 nepfineslo uspokojivé vysledky. Podle
puvodni metody (Arregui a kol. 2002) neni nutné nalevniky nijak fixovat. Takovy postup by
byl ale tézko proveditelny. Studované kmeny nalevnikti bylo velmi t€Zké pozorovat zivé a
v prochazejicim svétle pfi dostate¢ném zvétSeni (100x), natoz fotografovat. Vyhledavani
jednotlivych pohybujicich se nalevnikl pii pouziti fluorescence bylo nemozné. V metodice
(Arregui a kol. 2002) neni ale Zadny takovy problém zmitiovan. Podivné také bylo, jakym
zpiisobem autofi dosahli trojrozmérného vzhledu objektl. Vysvétleni pfinesla az novéjsi
prace stejnych autorti (Arregui a kol. 2003). Autofi se zde zaméfili na jediny druh — Sterkiella
cavicola Kahl, 1935 (Spirotrichea, Oxytrichidae), na kterém piedvedli vyuziti flutaxu-1 jako
alternativy k impregnaci protargolem. Do kultury nalevnikl nejprve ptidali saponin tak, aby
jeho konecna koncentrace dosahovala 0,5% a po 15s fixovali 2% paraformaldehydem.
Nepouzili zadné montovani zabranujici vysviceni fluorescence, pouze roztok s nalevniky
piikryli krycim sklem a pozorovali v epifluorescenénim mikroskopu. Podstatné je, zZe teprve
tato prace uvedla pouZiti softwaru na zpracovani obrazu — MetaMorph Imaging System

(Universal Imaging Corporation), coz vysvétluje konecny trojrozmérny dojem z fotografii.
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Pti ptiprave ndlevnikl pro skanovaci elektronovou mikroskopii jsem se potykal
s n€kolika problémy. Kmen CMEX pfi primarni fixaci 3% glutaraldehydem ptichazel o
vSechny cilie. Tento problém jsem vytesil vynechanim glutaraldehydu a okamzitou fixaci
1% oxidem osmicelym. Za normalnich okolnosti jsem po primarni fixaci propiral nalevniky
0,1M kakodylatovym pufrem za pomoci stereomikroskopu tak, abych o¢istil* jejich cilie.
Vzhledem k nebezpecnosti osmiovych par to v§ak nebylo mozné, propirani muselo
pfedchazet opakované odsavani roztoku (1% oxidu osmicelého) a dolévani destilovanou
vodou. Tento postup plisobil pomérné velké ztraty. Velké problémy zpocatku ptsobil i stav
mikroskopu Jeol 6300. Mnohdy na ném nebylo mozné fotografovat pti zvétSeni vétsim nez
4000x. Tento problém se snadno vyiesil pii pfechodu na novy elektronovy mikroskop Jeol

6700F.
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7. Souhrn a perspektivy dalsi prace

Morfologické metody pouzité pro studium ndlevnikl izolovanych z zaber motskych ryb
simultanné infikovanych amfizoickymi amébami umoznily determinovat jednotlivé kmeny na
urovni rodt. Kmen izolovany z kambaly Psetta maxima Linnacus, 1758 byl zatazen do rodu
Uronema Dujardin, 1841. Kmeny izolované z lososa Salmo salar Linnaeus, 1758 a z ostence
Balistes polylepis Steindachner, 1896 byly zatazeny do rodu Pseudocohnilembus Evans
a Thompson, 1964.

Opakovanym klonovanim a podrobnym studiem kultur Cohnilembus reniformis Kahl ze
sbirky UKNCC bylo jednozna¢né prokazano, ze nalevnici tohoto kmene patii
k polymorfnimu druhu.

Studium ultrastruktury odhalilo v cytoplasmé nalevnikll izolovanych z Zaber kambaly
pritomnost tubuldrniho systému, ktery byl dosud popsan jen jednou, u nalevnikti provizorné
zatazenych do rodu Uronema.

Skanovaci elektronova mikroskopie umoznila pozorovat unikatni struktury na oralnich
ciliich nalevnikut sbirkového kmene C. reniformis.

Vzhledem k tomu, ze vS§echny studované kmeny udrzuji v kulturdch, mize pokracovat
prace smefujici k jejich druhové determinaci. Jeji soucasti bude podrobné studium
povrchovych struktur i subbunééné organizace. Za dileZitou fazi dalSiho studia povazuji
ovéteni rodového, pozdéji i druhového zatazeni pomoci fylogenetické analyzy zalozené na

sekvencich SSU rRNA genu.
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