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1. Uvod

1.1. Mikrosporidie

Mikrosporidie jsou eukaryotni intracelularni parazitické mikroorganismy, které byvaly
povazovany za Protista a fadily se do samostatného kmene Microspora (napt. Weber et al.
1994). Jejich piibuznost k houbam byla prokazana molekularné fylogenetickymi studiemi
na pocatku 21. stoleti (Peer et al. 2000, Keeling 2003). Tito obligatni vnitrobuné¢ni paraziti
postradajici mitochondrie a také peroxisomy. Dale u spor a intracelularnich stadii
nenalezneme pravy Golgiho aparat, bi¢ik nebo dalsi mikrotubularni struktury. Prvni
mikrosporidie Nosema bombycis (Ndgeli 1857) byla identifikovana a popsana u housenky
bource moruSového v roce 1857. Jejich hostitelské spektrum je velmi pestré. Zahrnuje vétSinu
skupin bezobratlych a vSechny tfidy obratlovcti (Canning et Lom 1986). Dodnes bylo
identifikovano témét 1200 druhti mikrosporidii fazenych do vice nez 150 rodt (Horék et Volf
2007).

Mikrosporidie jsou ptivodce mnoha onemocnéni ekonomicky vyznamnych druha
zivocicht a ptisobi i zdravotni komplikace u lidi. Prvni pfipad onemocnéni mikrosporidiozou
u ¢lovéka byl zaznamenén v roce 1959 (Matsubayashi et al. 1959). Od devadesatych let se
zacala §ifit pandemie syndromu ziskané imunitni nedostatecnosti, spojena s nemoci AIDS
a stoupl tak pocet lidi, kteti byli nakazeni mikrosporidiozou. Pozd¢ji byly mikrosporidie
zafazeny mezi oportunni patogeny infikujici jedince se sniZenou imunitou, zv1asté jedince
HIV-pozitivni nebo pacienty po transplantaci nebo protinddorové terapii (Canning et Hollister

1992).

1.1.1. Taxonomie

Soucasny systém podle Adl a kol. (2019) fadi mikrosporidie do kmene
Opisthosporidia, Karpov, Aleoshin a Mikhailov, 2014, ktery zahrnuje opisthokontni
intracelularni parazity s améboidnim vegetativnim stadiem s infekénim staddiem ve formé
spory. Krom¢ mikrosporidii zde patii dale skupina Aphelidea (vnitrobunécni parazitoidi fas)
a Rozellida (syn. Cryptomycota, vnitrobunécni paraziti napt. chytridiomykot nebo
basidiomykot). Opisthosporidia je jednim z kment skupiny (tiSe) Fungi. Skupina
Microsporidia Balbiani, 1882 se podle Adl a kol. (2019) mlze povaZzovat za fad kmene
Opithosporidia. Cesta k snad jiz spravnému taxonomickému zafazeni mikrosporidii byla

velmi spletita. Byly zpoc¢atku fazeny k prvokiim (dnesnim protistim).



Diky podobnosti stocené polové trubice s polovym vldknem myxozoi (rybomorek)
byly v roce 1882 Biitschlim zatazeny do spole¢ného taxonu Cnidosporidia Biitschli, 1882
rubice s polovym vldknem myxozoi (rybomorek) byly v roce 1882 Biitschlim zatazeny do
spolecného taxonu Cnidosporidia Biitschli, 1882. Tuto skupinu zaclenil mezi jednobunécné
prvoky tvofici spory. Tato skupina se nazyvala Sporozoa a tadil se zde naptiklad i1 prvok rodu
Plasmodium plsobici malarii Prestoze maji mikrosporidie i nékteré rysy prokaryot —
ribozomy, chybéjici mitochondrie, peroxysomy a Golgiho aparat (Vossbrinck et al. 1987),
jsou ovSem povazovany za eukaryota, nebot’ maji jadro s jadernym obalem,
intracytoplasmaticky systém membran a separaci chromosomu pomoci déliciho vieténka
(Canning et Lom 1986). Prave tato jednoducha struktura mikrosporidii vedla k nazoru,
ze se jednd o primitivni eukaryota (Cavalier-Smith 1983). Az pomoci molekularni
fylogenetické analyze bylo prokazano, ze tito paraziti jsou blizce ptibuzni houbam (Fungi)
(Hirt et al. 1999). Dalsi dtlezité zjisténi se tykalo jaderného genomu, obsahujici geny pro
proteiny, které jsou mitochondrialniho ptiivodu. Tyto geny jsou blizce ptibuzné geniim
mitochondrii jinych eukaryotnich organismti, coz byl diikaz, ze mikrosporidie nejsou
primitivni organismy (Keeling et McFadden 1998). Mikrosporidie vykazuji nékteré strukturni
znaky, které je fadi k houbam jako je pfitomnost chitinu ve stén¢ spor nebo nepiitomnost
biciku. Jsou tu ale také znaky, kterymi se mikrosporidie od hub odliSuji a jsou tak pro né
unikatni. Je to extrémni redukce genomu, zptsob infekce u hostitele, nepfitomnost
mitochondrii a peroxisomu nebo velikost ribozomi. To bylo divodem, pro¢ se o umisténi
mikrosporidii v taxonomii dlouze diskutovalo (Voigt et Kirk 2011).

Rad Microsporidia se déli na dvé skupiny Haplophasea (naptiklad rody
Encephalitozoon, Enterocytozoon, Pleistophora, Trachipleistophora) a Diplophasea
(naptiklad rody Brachiola, Nosema, Vittaforma) podle poctu utvorenych jader. Haplophasea
obsahuji jedno jadro a Diplophasea maji v pritbé¢hu vyvojového cyklu jadra dve, tzv.

diplokaryon (Sprague et al. 1992).

1.1.2. Fylogeneze

Poté, co byla ziskana sekvence genu malé podjednotky rRNA u mikrosporidie
Variamorpha necatrix, bylo navrzeno, ze mikrosporidie jsou ptibuznéjsi prokaryotickym
organismum vice nez eukaryotickym (Pelikanova 2009). Nepiitomnost pravého Golgiho
aparatu a mitochondrii tuto teorii potvrzovala. Az multigenové analyza o- a B-tubulinu,

podjednotky RNA polymerazy I, vazebného proteinu TATA-box, transla¢nich elongacnich



faktorti EF-1a a EF-2, glutamylové syntézy tRNA a mitochondrialniho HSP70 potvrdila blizsi
vztah mezi mikrosporidiemi a houbami (Keeling et Fast 2002). Toto zjiSténi podporuji
1 vysledky molekularni sekvenace a anylyzy genomu Encephalitozoon cuniculi (Keeling et al.
2000). Sekundarni ztrata mitochondrii byla potvrzena objevem mitochondrialniho genu
HSP70 v genomu mikrosporidie ( Vivarés et al. 2002). Na zakladé fylogenetické analyze
tubulinu se predpokladalo, Ze se mikrosporidie vyvinuly z hub po divergenci kmene
Chytridiomycetes (Keeling et al. 2000) nebo se vyvinuli v ramci skupiny Zygomycetes
(Keeling 2003). Jina studie zalozena na kombinované analyze osmi protein kodujicich gent
naznacila ptibuznost ke skupiné Dikarya (skupina obsahujici Ascomycetes a Basidiomycetes)
(Gill et Fast 2006). Nejednotnost vysledkt je dana problematickou analyzou
mikrosporidialnich sekvenci, které maji 8 az 10 krat vétsi evolucni rychlost nez ostatni
houbovité organismy (Cavalier-Smith 2001). Diky tomu dochézi k artefaktu fylogenetické
analyzy, ktery je oznaCovan jako piitahovani dlouhych vétvi (mikrosporidie ve stromu vytvari
dlouhé vétve, pravé diky zrychlené evoluci). Fylogenetické postaveni mikrosporidii je proto
stale ne zcela vyjasnéné.

Vzhledem k nemalému mnozstvi druhit mikrosporidii a jejich hostiteli dochazi
k riznym smérim fylogeneze mikrosporidii. Vznikaji tak ¢etné evolu¢ni vétve. Ty obsahuji
druhy, které byly na zéklad¢ morfologie zatazeny do odliSnych rodi, a tedy vytvari
parafyletické nebo polyfyletické skupiny, (Vavra et Lukes 2013). Tento typ fylogenetickych
vztaht je pro mikrosporidie charakteristicky a je dan tim, Ze jejich taxonomie je zaloZena
na morfologii, kterd se diky parazitickému zptisobu zivota mikrosporidii velmi zjednodusila.
Vytvofit systém mikrosporidii, ktery by odrézel fylogenezi je velmi nesnadné, a hlavné jeho
zaklady byly vytvofeny pied poznatky na trovni molekularni taxonomie. Jako pifiklad mize
slouzit strom vytvofeny na zaklad¢ Bayesovské analyzy (Obr.1). Druh P.
hyphessobryconis patti do stejné parafyletické skupiny s druhy rodu

Ovipleistophora, Heterosporis, Vavraia a Trachipleistophora (Sanders et al. 2010).



Obr.1: Fylogeneze rybich mikrosporidii véetné druhu P. hyphessobryconis (Sanders et al.
2010).
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Infek¢ni stddium mikrosporidii je spora (Obr.2). Ma tvar ovalny, hruskovity
1 kulovity a je odolna vii¢i podminkam vnéjsiho prostiedi. Sténa spory je tiivrstevna. Sklada
se z vngjsi elektrodenzni exospory z glykoproteintl, elektronlucentni endospory
z chitinu a vnitini plazmatické membrany. Spora také obsahuje zarodecnou bunku -
sporoplasmu s jednim (monokaryon) nebo dvéma jadry (diplokaryon), volnymi ribozomy,
hrubym endoplazmatickym retikulem, vacky podobnymi Golgimu aparatu (polaroplast)

a vakuolou, kterd se nachazi v posteriorni ¢asti spory. Mikrosporidiim chybi peroxisomy
a stejn¢ tak mitochondrie. Spory maji béznou velikost 1 — 3 pum.

Diilezita soucast spory je vystielovaci aparat se spiralné svinutou pélovou trubici,
slozenou z bilkovinnych vrstev, kterd je v anteriorni ¢asti spory ukotvena kotevnim diskem
a je urcend k infekci hostitelské burky.

Dalsi ¢ast, typicka pro mikrosporidie, je polaroplast, ktery je tvofen navrstvenim k

sob¢ tésné prilozenych membranovych lamel a vezikul (Larsson 1999).
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Mechanismus infekce je zalozen na vzristajicim osmotickém tlaku béhem germinace,
kdy v zadni vakuole dochazi ke $t€peni molekul disacharidu trehal6zy
na glukézu a postupné oxidaci dlouhych fetézcti mastnych kyselin. Dochézi tak k zvétSovani
vakuoly, az sténa spory praskne v jejim nejtencim misté na apikalnim vrcholu (Undeen et Van
der Meer 1999). Stejné tak dojde k vystieleni pdlové trubice prasklinou. Pot¢ je trubici
protlacen obsah spory a vytvoii se vnéjsi membrana infek¢niho agens z polaroplastu matetské
spory. Timto zptisobem se paraziti injikuji do cytoplasmy hostitelské bunky (Keohane et
Weiss 1999). V hostitelské buiice se zacne sporoplasma ménit v meront. Meronty jsou kulaté
utvary, které se uvniti hostitelské bunky dokdzou mnozit binarnim nebo nékolikanasobnym
délenim zvanym merogonie. Meronty se poté vyviji ve sporonty, které jsou charakteristické
elektrodensni povrchovou vrstvou, ktera se pozd¢€ji stava exosporou. Ze sporonti, které se
mnozi jednou nebo ne¢kolika binarnimi sporogoniemi, vzniknou sporoblasty, ze kterych se
nakonec vyvinou zralé diferencované spory
Po vyplnéni hostitelské buniky sporami dochazi k prasknuti cytoplasmatické membrany
a uvolnéné spory tak mohou zahajit novy cyklus. (Canning 1993).

Nékteré mikrosporidie vyzaduji mezihostitele ve svém Zivotnim cyklu. Jsou to napf.
druhy rodu Amblyospora, Parathelohania nebo Dubosquia. Tyto mikrosporidie napadaji
kromé svého defiitivniho hostitele komara jesté kopepoda jako mezihostitele (Micieli et al.

2000).

Obr. 2: Schéma spory mikrosporidii.

en — chitinovy obal
e — proteinovy obal
¢ —plazmatickd membranu
s — cytoplazma s ribozomy
n — jadro
p —polaroplast
pt — dlouhé a ¢astecné svinuté vlakno
ps — posterosom
a — vlakno je upevnéno ve Spicce spory hibovitou koncovkou
v — vakuolarni prostor v zadni ¢asti spory

Upraveno podle: J. Lom a I. Dykova (1992)
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1.2. Hostitelé mikrosporidii
Mikrosporidie patii mezi skupinu, kterad se postupem casu dokazala natolik

diverzifikovat, Ze se ji podafilo adaptovat na velké mnozstvi hostitelti. Pfiblizné 10 procent
druhti jsou paraziti obratlovcii véetné lidi. Stejné tak byla mikrosporidioza popsana u primatt
(Fayer et Santin-Duran 2014). Hlavnimi hostiteli mikrosporidii jsou korysi a hmyz, odtud
pochazi i ¢esky ndzev hmyzomorky. Mikrosporidie jsou ptivodci fady nemoci jak obratlovcil
(i ¢loveka) tak 1 bezobratlych. Typickym ptikladem je hmyzomorka musi (Entomophthora
muscae) (Obr. 3) nebo hmyzomorka vceli (Nosema apis). Mikrosporidie také mohou napadat
rtizné druhy korysu. Mikrosporidie jsou vétSinou hostitelsky specifické, nebo napadaji blizce
ptibuzné hostitele. Nékteré druhy dokonce mohou infikovat i ¢lovéka, pokud ma pacient
oslabeny imunitni systém (imunodeficience vyvolana napi. virem HIV nebo imunosuprese po

transplantacich).

Obr.3: Nékaza hmyzomorkou musi (Entomophthora muscae).

Upraveno podle: J. Svabik, Postichy z Ptirody, (2012)

1.2.1. Mikrosporidie u ryb

Rybich mikrosporidii bylo popsano ptes 150 druhti fazenych do 14 rodii (Lom et
Nilsen 2003). VétSina rybich mikrosporidii po vstupu do buiiky ptsobi tvorbu xenomii,
hypertrofovanych hostitelskych bunék s dezintegrovanym jadrem hostitelské buiiky. V
xenomech dochdzi k pomnozovéani merontl. Tyto Gitvary mohou dosahovat makroskopickych
rozméru a jsou Casto viditelné pouhym okem. Existuji ov§em rybi mikrosporidie, které

xenomy nevyvolavaji, napt. druhy rodu Kabatana nebo Pleistophora. U druhu P.
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hyphesobryconis jsou ¢asni meronti obklopeni pfimo amorfni dezintegrovanou sarkoplasmou
hostitelské svalové buiiky. Mezi nejprostudovanéjsi patii napt. rody Glugea, Loma,
Heterosporis, Nucleospora a Pleistophora.

Mezi hostitele druhti rodu Glugea patii napt. koljuska tiiostna (Gasterosteus
aculeatus), koljuska devitiostna (Pungitius pungitius) nebo halancik rodu Nothobranchius.
Mezi nejznamé;jsi zastupce r. Glugea mizeme oznacit druhy Glugea plecoglossi, Glugea
hertwigi a Glugea stephani. Dal$im Castymi mikrosporidiemi u ryb jsou zastupci rodu Loma,
ktery zahrnuje vice nez 17 popsanych druht mikrosporidii. Casto cizopasi na Zabrech
lososovitych ryb. K onemocnéni mize dojit ve sladké i1 slané vod¢. Jako hostitelé se uvadi
predevsim druhy pstruht rodu Oncorhynchus nebo siven americky (Salvelinus fontinalis).

Z rodu Heterosporis jsou znamé predevsim druhy Heterosporis finki, Heterosporis schuberti
nebo Heterosporis cichlidarum. Parazité mohou cizopasit u druht Pterophyllum scalare,
Ancistrus cirhosus, Betta splendens nebo Pseudocrenilabrus multicolor. Jedna se tedy Casto
o akvarijni druhy ryb, u kterych miize mortalita dosdhnout az 95 %. Rod Nucleospora patii
mezi mikrosporidie, které se vyviji, je v jadrech hostitelskych bunék. Mezi vyznamné druhy
patii Nucleospora salmonis u lososovitych ryb, Nucleospora secunda, ktera cizopasi

v zazivacim traktu akvarijni ryby halancika pestroploutvého (Nothobranchius rubripinis).
Dale napt. Nucleospora cyclopteri byla popsana z hranace Sedého (Cyclopterus lumpus).

K mikrosporidiim, které se vyvijeji v jadrech hostitelskych bungk, patii i druh
Enterospora nucleophila, ktery se miize vyskytovat u prazmy kralovské, neboli motana
zlatého (Sparus aurata).

Do rodu Pseudoloma patii ptedevS§im druh Pseudoloma neurophilia. Je vaznym
puvodcem infekci u dania pruhovaného (Danio rerio), ktery je dnes velmi oblibenym druhem
akvarijnich ryb a stejné tak je uznavany jako modelovy organismus ve vyvojové genetice
(Obr.4). Tento druh mize napadat centralni nervovou soustavu a stejné tak svaly ryb (Vavra
2017).

V ramci rodu Pleistophora bylo popsano vice nez 30 druhii. Nékteré druhy mohou
zpusobovat mikrosporidiézu u komeréné vyznamnych motskych a sladkovodnich druhi ryb.
Spole¢nym znakem je diftizni postizeni svaloviny, ovarii a dalSich organii. Dobfe znamym,
celosvétove rozsirenym druhem je Pleistophora hyphessobryconis. Mezi vnimavé druhy ryb
patii predevsim neonka obecna (Paracheirodon inessi), ale také fada dalSich akvarijnich ryb

nékolika riznych celedi.
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Obr.4: Deformace téla u dania pruhovaného (Danio rerio) napadené¢ho druhem

Pseudoloma neurophilia.

Upraveno podle: M. Kent, Oregon State University, (2010)

1.2.1.1. Hmyzomorka rybi (Pleistophora hyphessobryconis)

Tento vnitrobunécny parazit napadéa predevsSim hibetni svalovinu ryb, ¢asto se
vyskytuje u nedénovitych ryb a drobnych kaprovitych druhii ryb. Parazit se do ryby dostane
pozienim spor napf. s potravou. Krevnim fecistém se dostava do svaloviny, typického mista
infekce.

V pokrocilém stadiu parazit pronika do celé¢ho téla. Spory se dostanou opét do vody

z uhynulych ryb. Pfi infekcich Pleistophora hyphessobryconis dochazi k neobvyklému
chovani nakazenych jedinct, ztraté barvy. Choroba se projevuje zblednutim velkych mist na
téle a ztratou pigmentu (Obr.5). Napadena ryba hubne, ma propadlé bticho, télo

se prohyba a deformuje. Priibéh nemoci muze trvat az n¢kolik mésicti a kon¢i vzdy smrti
ryby. Nakaza je nebezpecna hlavné pro plidek a mladé rybky nednek. U jinych druhi ryb je
vyjimkou, kdy se projevuje piedevsim v pteplnénych a neudrzovanych nadrzich. Choroba
snaze propuka u ryb chovanych ve velmi mekké a kyselé vode, Casto se zvySenym obsahem
dusitan®, kdy mlZe nastat az 90% thyn vSech ryb. V{¢i onemocnéni zatim zZadna 1écba
neexistuje. Prevence spociva v dikladné cistote, postupném mirném zvySovani hodnoty pH

a jeho udrzovanim mezi 7,2-7,5 pomoci jedlé sody.
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Obr.5: Infekce neonky obecné (Paracheirodon innesi).

Upraveno podle: D. Untergasser, Krankheiten der Aquarienfische,(1989)

1.2.2. Mikrosporidie u savci

Ryby jsou nejcastéjsim obratloveéim hostitelem mikrosporidii. Ze 14 popsanych druht
napadajici savce jsou pouze Ctyii druhy mikrosporidii specifické pro savce (Canning et Lom
1986). Jsou to druhy E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis and E. bieneusi. N&které dalsi
druhy, jako je naptiklad Vittaforma corneae, jsou oportunnimi parazity. Nakaza u savct je
moznd i vertikéIn€. Pfenos mikrosporidiozy pies placentu byl popsan dosud u hlodavci,
kralik, masozravci a primati (Snowden et al. 1998). Casto se jedna o nakazu savcil v oblasti
ledvin a mozku druhem Encephalitozoon cuniculi, ktery byl také prvnim druhem
mikrosporidie pfeveden ze savce do bunécné kultury. To umoznilo vyvoj novych metod ve
studiu mikrosporidii a také pfispél ke studiu infekci u laboratornich zvirat (Shadduck et al.

1979).

1.2.3. Mikrosporidie u ¢lovéka

Jednim z mnoha hostiteli mikrosporidii je také ¢loveék. Mikrosporidie nejcastéji
napadaji jedince s oslabenym imunitnim systémem. Priib¢h infekei zplisobenych
mikrosporidiemi zavisi na imunitnim stavu hostitele. Mikrosporididza se mize kromé osob
s infekci HIV vyskytovat i u malych déti, pacientil po transplantaci organt a u starSich osob
(Didier, 2006). Nejcastéjsim druhem mikrosporidii, ktery mtizeme nalézt u ¢loveka je
Enterocytozoon bieneusi (Shadduck, 1993).

Vertikalni pfenos mikrosporidiozy z matky na potomka u ¢lovéka nebyl dosud stéle
zaznamenan. (Pelikdnova, 2009). Pfitomnost mikrosporidii v dychacim a zazivacim traktu

infikovanych jedinct a vylucovani spor stolici a mo¢i indikuje, Ze horizontalni ptenos je
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mozny cestou fekalné-ordlniho pienosu, ordlné-oralniho pienosu, inhalaci kontaminovaného

aerosolu a pozienim kontaminované potravy nebo vody (Bryan et Schwartz 1999).

1.2.4. Mikrosporidie u bezobratlych

K hlavnim hostitelim mikrosporidii patii hmyz, z ¢ehoz vychazi ceské starSi jméno
hmyzomorky. Nejzndméjsi je hmyzomorka musi nebo hmyzomorka vceli, kde dochézi u véel
k nosemoze (Obr.6). Mikrosporidie jsou také piivodci pébriny bource morusového. Mnoho
mikrosporidii ale parazituje i v korysich, kdy mize dochazet k tzv. porcelanové nemoci rakd,
a stejn¢ tak v mnoha dalSich bezobratlych. Zastupci n¢kolika rodl parazituji i v buitkach
jinych protist (Jelinkova 2015).

Nosemodza je nemoc, ktera zplisobuje znacné zdravotni problémy u vcel. Toto
onemocnéni je udavano jako hned druhy nejvétsi problém po varroaze. Nosemozu sice neni
nutné hlésit veterindrni spravé, ale presto zpisobuje znacné ztraty u vcel. Toto stfevni
onemocnéni zplisobuje snizeni imunity dospélych véel, kdy miiZze dojit az k tplné likvidaci

vcelstva (Matela et al. 2011).

Obr.6: Zivotni cyklus hmyzomorky véeli (Nosema apis) napadajici véelu medonosnou.

Upraveno podle: D. Kashyap et al., Springer Nature, (2019)
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2. Cile prace

Cilem mé bakalatské prace bude detekovat nakazu mikrosporidiemi u vybranych
akvarijnich ryb. Budu se zabyvat zji§ténim hostitelské specifity druhu Pleistophora
hyphessobryconis, ktery je nej¢astéjSim parazitem akvarijnich ryb. Bude provedena
morfologickd dokumentace nalezii svételnou mikroskopii a zjisténi lokalizace parazita
v jednotlivych tkanich pomoci histologickému vySetieni.

Pomoci nové navrzenych specifickych primert bude metodou PCR zjistovana prevalence
u jednotlivych druht hostiteli a bude posouzena moznost vyuziti PCR metody pro
diagnostické ucely. Analyza sekvenci SSU rDNA genu umozni zjistit druhovou identitu

a ptibuzenské vztahy nalezenych mikrosporidii.
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3. Material a metody

3.1. Material

Biologicky material byl ziskan pfevazné od soukromych chovateli v Ceskych

Budé&jovicich, nékteti jedinci byli z mého vlastniho chovu. Celkem bylo vySetieno 175

jedinct 16 druhti akvarijnich ryb (Tab. 1). Pfi pitvé se pro svételnou mikroskopii a fixaci pro
molekularné taxonomickou analyzu odebiral stér z pokozky, svalovina a Zabry. Protoze

vySetfované ryby byly velmi malych rozmért, byli fixovani pro histologické vySetfeni témer

cely jedinci. Pro molekularné taxonomickou analyzu byly vzorky uchovavany v TNES.

Pro histologii se vzorky fixovaly ve fixazi dle Davidsona a dale byly uchovavany v jeho

zasobnim roztoku. Material byl zpracovan klasickou parafinovou metodou na

Parazitologickém ustavu v laboratofi rybi protistologie.

Tab.1: Seznam vySetfenych ryb.

druh pocet vySetienych ryb
Neonka obecna Paracheirodon innesi 65
Neonka ¢ervenohlava | Hemigramus rhodostomus 8
Neonka Cervena Paracheirodon axelrodi 10
Neonka ¢erna Hyphessobrycon herbertaxelrodi 6
Tetra cisatska Heterandria formosa 3
Tetra kralovska Inpaichthys kerri 22
Razbora klinoskvrnna | Trigonostigma heteromorpha 10
Parmicka ¢tyfpruhd | Puntius tetrazona 6
Parmicka duhova Puntius titteya 4
Zivorodka duhové Poecilia reticulata 6
Drobnoustka trpasli¢i | Nannostomus marginatus 8
Krunytovec skvrnity | Ancistrus sp. 6
Pestienec zlatovy Pelvicachromis taeniatus nigeria red | 6
Cichlidka papousci | Apistogramma cacatuoides 5
Pirana Nattererova Pygocentrus nattereri 5
Danio leopardi Danio frankei 5
Celkem 175

3.2. Metody

3.2.1. Svételna mikroskopie

VySetfované akvarijni ryby byly vétSinou velmi mal¢, proto jsem pouzivala k odbéru

vzorktli binokularni lupu. Tkan¢€ jsem nejdiive prohlédla lupou, abych zjistila ptipadné

makroskopické zmény. Z tkanovych vzorki jsem piipravila roztlakové preparaty.
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K prohlizeni preparatl jsem pouzivala svételny mikroskop Olympus BX53 pti zvétSeni
mikroskopu 200-1000x. Mikroskop byl vybaven i zafizenim pro diferencialni interferen¢ni
kontrast podle Nomarského (Nomarského DIC). Ke zhotoveni mikrofotografii byla pouzita
digitalni kamera Olympus DP72. Pti fotografovani spor mikrosporidii jsem v nékterych
piipadech pouzila metodu agarovych preparati. Na podlozni sklicko jsem nanesla 1-1,5 mm
silnou vrstvu rozehiatého agaru (1,5%). Na kryci sklicko jsem kapla maly objem vzorku spor
a opatrné preklopila na podlozni skli¢ko kryté ztuhlym agarem. Spory se mirn€ zanoftily do

pruzné vrstvy agaru a vytvorily jednu rovinu pro zaostieni.

3.2.2. Izolace DNA
Izolace DNA byla provedena jak klasickou fenol-chloroformovou metodou, tak pomoci
komer¢nich kiti. Podrobny pracovni postup fenol-chloroformové extrakce:
(pted extrakci byla ¢ast vzorkd homogenizovana pomoci bead beateru po ptidani zirkonovych
kulicek)
1. Ke vzorklim s TNES pufrem (400 ul) jsem ptidala 4 pl proteinazy K, promichala a nechala
inkubovat nejméné 4 hodiny (nebo pies noc) v 55°C.

. Ke vzorku ptidame stejny objem fenolu (400 pl) a vzorek 5 min promichdvame.

. Centrifugujeme (9000 rpm, 10 min, 20°C).

. Do cistych novych zkumavek odebereme horni vrstvu vzorku

2
3
4
5. Ke vzorku ptidame chloroform (300-400 pl) a promichame (alespoil 2 min).
7. Centrifugujeme (9000 rpm, 10min, 20°C).

8. Odebereme horni fazi do nové zkumavky a piiddme vychlazeny 92% etanol (900 pl).
9. Centrifugujeme pii maximalnich otackach 20 min, 4°C.

10. Odstranime etanol

11. Do zkumavky pfidame 70% etanol (900 pl).

12. Opét pouzijeme centrifugu (5000, 4min, 4°C).

13. Dtikladn€ odstranime etanol a nasledné vlozime vzorky do inkubétoru a susime pii

teploté 50°C po dobu 10 min, dosuSime pii pokojové teplote.

14. Nakonec pfiddme deionizovanou vodu (30-100 pl) a vzorky uschovame v chladicim

zatizeni.
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Izolace komerc¢nim kitem (FastDNA™ Spin Kit for Soil DNA Extraction, MP
Biomedicals)
Princip izolace kitem je ve vyuziti kolonek s filtrem, které umoznuji pro€isténi vzorku

a zachyceni DNA, ktera je v poslednim kroku eluovana do finalni zkumavky.

Podrobny pracovni postup:

1. Odebereme opatrné z mikrozkumavek veskery obsah etanolu, ktery fixoval tkan.
2. Zbyly obsah dame do ¢isté¢ mikrozkumavky.

3. Nasledné vlozime vzorky do inkubatoru pfi teploté 37°C na 20 minut pro dokonalé
odstranéni etanolu.

4. Nasledné vlozime vzorky do fialovych zkumavek s kuli¢kami.

5. Ptfidame 978 ul SODIUM PHOSPHATE BUFFER

6. Homogenizujeme v bead beater piiblizné 40 sekund.

7. Centrifugujte (14000 rpm, 5-10 min.) a pfeneseme vrchni vrstvu do ¢isté zkumavky.
8. Do c¢istych mikrozkumavek ptiddme zbyly obsah vzorku.
9. Ptidame 250 pl PPS a promichame v ruce.

10. Opét pouzijeme centrifugu (14000, 5 min.) a poté preneseme vrchni vrstvu do Cisté

zkumavky (15 ml).

11. Resuspendujeme BINDING MATRIX SUSPENSION (BMS).

12. Pfidame p1 BMS do horni vrstvy zkumavky (15 ml).

13. Promichame 2 min. a 3 min. nechdvame vzorek usadit.

14. Odebereme 500 pl horni vrstvy a vyhodime do odpadu.

15. Spodni ¢ast resuspendujte.

16. Do zkumavky (Spin-TM filter) piidame 600 ul vzorku z ptivodni zkumavky (15 ml).
17. Centrifugujte (14000 rpm, 1 min.) a kolonku vlozime do nové zachytné zkumavky.
18. Opakovani od 11. bodu.

19. Ptidame 500 pul SEWS-M a resuspendujte.
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20. Op¢ét centrifugujte (14000 rpm, 1 min.) a kolonku vlozime do nové zachytné zkumavky.
21. Centrifugujeme (14000 rpm, 2min.) a kolonku vlozime do nové zachytné zkumavky.
22. Nechame susit 5 min. - oteviené zkumavky (Spin-TM filter).

24. Ptidame 50-100 pl DES k filtru v kolonce.

25. Centrifugujte (14000 rpm, 1 min.).

26. Zkumavka obsahuje DNA, kterou vlozime do chladiciho zafizeni.

Stejny kit byl pouzit i v ptipad¢ izolace genomické DNA z environmentalnich vzorkda.
Kit jsem pouzila pro izolaci vzorki z vodnich sedimentli ze dna akvarii. Vzorky se ziskaly
filtraci pomoci vakuové pumpy. Pied izolaci byl filtr na jemno roztrhan a vlozen do
zkumavky se zirkonovymi kulickami. Naslednd izolace byla provedena podle vyse uvedeného

postupu izolace komerénim kitem.

3.2.3. PCR

PCR neboli polymerazova fetézova reakce je metoda vyuzivajici schopnosti polymeraz
amplifikovat nukleové kyseliny za i€elem rychlého a pomérné jednoduchého zmnozeni
pozadovaného useku DNA.

Pii ptipravé PCR jsem nejdiive piipravila master mix, tj. smichala jsem slozky PCR
spolecné pro vSechny vzorky (Tab.2). Celkovy objem reakéni smési Cinil pro kazdy vzorek
PCR 24 pl master mixu plus 1 ul DNA. Seznam pouzitych primert je uveden v tabulce 3.
Primery byly navrzeny Skolitelem na zéklad¢ alignmentu publikované sekvence Pleistophora

hyphessobryconis a ptibuznych sekvenci ziskanych z genové banky.
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Tab.2: Ptiprava master mixu pro 10 vzorki

Pufr 25 ul

dNTPS 5l

primer forward (0,1 mM) | 10 pl

primer reverse (0,1 mM 10 pl

Taq polymeraza (1u/pl) 10 ul

Destilovand H20 180 ul

Tab.3: Seznam primert:

PH-401F | 5°-GCT ATT TGT TGT AAT AGC GCG G-3¢

PH-996F | 5°-CGT GGT GCG ATT TGA GTT CGC-3¢

PH-1297R | 5°-GTC ACG GCT TGC CGT AAC AG -3¢

PH-1269F | 5°-CTG TTA CGG CAA GCC GTG AC -3¢

PH-1988R | 5°-CGG TTG TCA ACT GCT CAC CG -3¢

PH-1017R | 5°-GCG AAC TCA AAT CGC ACC ACG-3°

Ve své praci jsem pouzila tii nize uvedené kombinace primera pro amplifikaci rDNA
mikrosporidii:

A.  PH-401F + PH-1017R (600 bp.)
B.  PH-996F + PH-1297 R (280 bp.)
C.  PH-1269F + PH-1988R (700 bp.)

PCR se provadéla v termocycleru T100 Thermal Cycler (BIO RAD). PCR trvala
pfiblizné 2 hodiny a 11 minut. Teplota nasedani primerti probihala pti 58°C. Pti optimalizaci
PCR byla pomoci gradientové PCR testovana teplota nasedani primerti v rozmezi 53 az
61,6°C.

Program zahrnoval nasledujici kroky:

1. Denaturace pii 94°C/ 5 minut
2. Denaturace pii 94°C/1 minuta

3. Nasedani primert pti 58°C/1 minuta
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4. Syntéza nového fetézce pii 72°C/45 sekund (alternativné 68°C /45 sekund u Titanium

polymerazy)

5. Dokonceni syntézy fetézce pii 72°C/8 minut (alternativné 68°C /8 minut)

Cyklus zahrnujici krok 2. - 4. probihal 30x.

3.2.4. Gelova elektroforéza

Pomoci gelové elektroforézy byla ovéfovana délka DNA fragmenti. Gelova
elektroforéza je metoda, pti niz dochézi k rozdéleni DNA fragmentii v agaroze podle
molekulovych hmotnosti piisobenim elektrického pole. Gelova elektroforéza byla provedena
pii napéti 100 V po dobu nutnou pro separaci fragmentii DNA, tedy pfiblizn€ 15 minut
s pouzitim nasledujicich latek (Tab.4).

Tab.4: Pouzité chemikalie:

Agar6za 0,50 g
TAE pufr 50 ml
Ethidium bromide (EtBr) | 4 ul
100 bp DNA ladder Sul

Pracovni postup:

1. Do baniky piidame smés agar6zy a TAE pufru a zahiejte v mikrovinné troubé¢ k varu.
2. Banku s agarem zchladime pod tekouci studenou vodou.
3. Pipetou ptidame 4 pl EtBr a krouzivymi pohyby promichame.

4. Smés nalijeme do pfipravené vanicky s hfebenem tak, aby se netvoftily bubliny.

5. Gel nechame ptiblizné¢ 15 minut ztuhnout.

6. Gel vlozime do elektroforetické vany starty vlevo u zadporné elektrody.

7. Vyndame hieben a do vzniklych jamek pipetujeme vzorky v nasledujicim potadi:
a) ladder

b) vzorky
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¢) pozitivni kontrola
d) negativni kontrola

8. Elektroforézu provedeme pii 100V pfiblizn€ 15 minut.

3.2.5. Extrakce gelu
Po elektroforéze nasledovalo vytiznuti pozitivnich vzorkti DNA z gelu a extrakce.

Tabulka €. 5 zndzornuje pouzité chemikalie.

Tab.5: Pouzité chemikalie.

QG pufr

PE pufr

PCR voda

Pracovni postup dle navodu komeré¢niho kitu:
1. Cistym skalpelem vyfizneme pozitivni fragment DNA z gelu a pfemistime do piipravené

mikrozkumavky.
2. Pripipetujeme 500 pl DG pufru.
3. Inkubujeme v termobloku 15 minut pi 55°C a kazdé 2 minuty promichavame.

4. Uchopime vnitini kolonku s filtrem (DF Column) a vlozime ji do vnéj$i mikrozkumavky

(Collection tube).

5. Veskery objem (800 pl) z mikrozkumavky ptepipetujeme do kolonky a centrifugujte 30
sekund /13 400 rpm/.

6. Odpad ze sbérné zkumavky vylijeme a kolonku nasadime zpét.
7. Ptipipetujeme 600 pul Wash Buffer a opét centrifugujte 30 sekund/13 400 rpm.
8. Opét vylijeme odpad ze sbérné zkumavky a kolonku opét nasadime.

9. Ptidame 600 pul Wash Buffer, nechame stat na 1 minutu a poté centrifugujte 30 sekund/13
400 rpm/.

10. Odpad ze sbérné zkumavky vylijeme .
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11. Suchou kolonku ddme do nové mikrozkumavky a napipetujeme 30 ul PCR vody.

12. Inkubujeme 2 minuty a poté centrifugujte 2 minuty/13 400 rpm/.

Vyextrahovanou DNA uchovavame v mrazicich prostorech.

3.2.6. Priprava vzorki pro sekvenaci

Sekvenace probihala ptimo z PCR produkti:

Ptiprava vzorkd:

9 ul PCR produktt + 1 pl primeru

Vzorek byl odeslan do komeréni firmy SEQme s.r.o. (Dobiis, CR).

3.2.7. Sekvenace a fylogeneticka analyza vysledkii

Sekvencni data pro jednotlivé vzorky ziskand pomoci forward a reverse primeru byla
slozena v programu Geneious 11.0.5 metodou ,,De novo assembly*. Tyto konsenzualni
sekvence byly alignovany se sekvencemi ziskanymi z genové banky. Vybér sekvenci
z GenBank byl proveden na zdkladé BLASTn vyhledavani, kdy jsem hledala nejblizsi shodu
se mnou ziskanymi sekvencemi. Dataset byl doplnén o dalsi méné ptibuzné sekvence
a outgroup, ktery byl zvolen na zéklad¢ dostupné literatury s jiz publikovanymi analyzami
(Lom et Nielsen 2003, Li et al. 2012). Sekvence byly usporadany v programu MAFFT verze
7.450 (Katoh et Standley 2013) metodou L-INS-i.
Fylogeneticka analyza byla provedena metodou maximalni pravdépodobnosti (ML -
maximum likelihood) a Bayesovskou inferenci. K témto analyzam byly pouzivany programy
RAxXML 7.0.3. (Stamatakis 2014) model GTR GAMMA a MrBayes (Huelsenbeck et
Ronquist 2001) s modelem GTR. Bootstrapova analyza v ramci ML byla provedena s péti sty
opakovanimi. Fylogenetické stromy byly zobrazeny v programu TreeView 32 (Page 1996)
a na upravu byl pouzit program Adobe Illustrator 10 CE.
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4. Vysledky

Mezi nejvice napadené akvarijni ryby patfily jedinci druhu neonka obecna
(Paracheirodon innesi) a neonka Cervena (Paracheirodon axelrodi). A to na zakladé svételné
mikroskopie 1 PCR. Vysledky PCR byly pozitivni i v ptipadech, kdy byl mikroskopicky nélez

negativni (viz tabulka ¢. 6).

4.1. Svételna mikroskopie

Celkem bylo mikroskopicky vySetfeno 175 jedinct akvarijnich ryb z 16 druhti. Nejvice
zastoupenou rybou pfi vySetfovani byl druh Paracheirodon innesi — celkem 65 vySetfenych
jedincii. Ostatni druhy byly zastoupeny méné Casto, a to v rozmezi 4 az 11 jedinct (Tab. 1).
Mikroskopicky jsem prokazala ndkazu mikrosporidiemi u tii neonovitych druhti ryb: neonky
obecné (Paracheirodon innesi), neonky cervenohlavé (Hemigramus rhodostomus) a neonky
Cervené (P. axelrodi). Neonka obecna byla infikovana mikrosporidiemi s prevalenci 81,5%
(53/65), neonka cervenohlava s prevalenci 100% (8/8) a neonka Cervena s prevalenci 40%
(4/10) (Tab. 6). Na obrazku 7 je zachycena nakaza mikrosporidiemi ve svaloviné neonky

obecné.

Obr.7 (A-H): Mikroskopické snimky Mikrosporidii.




A-D: Mikrosporidie ve sporofornich vaccich ve svaloviné neonky obecné.
E-H: Uvolnéné zralé mikrosporidie v zabrach hostitele.

Tabulka €. 6: Celkové pocty nalezii mikroskopicky vysetienych ryb.

druh

Neonka obecna
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervena
Neonka cerna

Tetra cisarska

Tetra kralovska

Razbora klinoskvrnna

Parmicka Ctyfpruha
Parmicka duhova
Zivorodka duhova
Drobnoustka trpaslici
Krunyrovec skvrnity
Pestrenec zlatovy
Cichlidka papousci
Pirana Nattererova
Danio leopardi
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Béhem mikroskopického vysetieni jsem zaznamenala vyskyt jednobunééného
eukaryota z rodu Oodinium. Tabulka ¢. 7 shrnuje vyskyt mikrosporidii a stejné tak oodinii.
Zajimavym vysledkem je, Ze Casto pfi pozitivnim nalezu mikrosporidii se nevyskytovalo

u ryb oodinium a naopak, pti vyskytu oodinia nebyla zaznamenéna infekce mikrosporidiemi.

Tabulka €. 7: Vyskyt mikrosporidii a oodinii.

(PTN = Pelvicachromis taeniatus nigeria, PA = Paracheirodon axelrodi, HR= Hemigramus
Rhodostomus, PI= Paracheirodon innesi, PR= Poecilia reticulata, HH= Hyphessobrycon
herbertaxelrodi, AN= Ancistrus sp., A= Heterandria formosa,B= Puntius tetrazona,

C= Inpaichthys kerri, D= Inpaichthys kerri, E= Trigonostigma heteromorpha,

F= Paracheirodon innesi, =~ G= Nannostomus marginatus, H= Apistogramma cacatuoides,

I= Pygocentrus Nattereri, J= Danio frankei, K= Puntius tetrazona, L= Puntius titteya)

Tabulka €. 7: Vyskyt Mikrosporidii a Oodinii.

sada vzorki mikrosp.nalez PH Mikrosporidie (PCR) Oodinium
ACO01-02 ne ne ano
AN 01-03 ne ne ano
DF 01-02 ne ne ne
HF01-03 ne ne
HHO1-06  |ne ano
HR01-05 ano ne
IK01-22 ne ne ano
NMO01-02 ne ne ne
PA01-04 ano _ ano
PA05-09 ne ne ano
PI01-06 ne ne ano
PI07-31 ano O -
PI139-53 ano ne ne
PI 53-65 ano ne ano
PN1-02 ne ne ano
PR 01-06 ne ne ano
PT01-12 ne ne ne
PTi01-02 ne ne ne
PTNO01-09 ne ne ano
PTN 10 ne ano
THO01-08 ne ne ano
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4.2. Histologické vySetieni
Histologické vySetteni prokézalo v mnoha piipadech silnou infekci mikrosporidiemi. Obrazek
8 znazornuje vyskyt riznych stadii vyvoje mikrosporidii — jednojaderné meronty,
mnohojaderné meronty a sporoblasty obsazené ve sporofornim vacku. Zaznamenala jsem také
zkapalnéni svalové tkan€ piisobenim parazita.

Obr.8 (A-F): Mikroskopické snimky Mikrosporidii z histologického vySetieni.

o o - 3 ~ 5 - - - o
% . _ > -
W AT Y N - F B == —
v NSRS A = e i =7 -

& i = o - ‘ = =

A-B: Mikrosporidie v riznych vyvojovych stadiich (hostitel - Hemigramus rhodostomus (HRO01)).
C-D: Mikrosporidie ve svaloviné hostitele. (hostitel - Paracheirodon innesi (P140)).
E-F: Mikrosporidie v cytoplazmé ve svaloving hostitele. (hostitel - Paracheirodon innesi (P142)).

MM — mnohobunéény meront, SB — sporoblast, SV — sporoforni vakuola.
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4.3. PCR diagnostika
Pro PCR diagnostiku byly Skolitelem navrzeny tfi sady primert, které by
umoznily amplifikaci tfech riznych tisekit DNA zahrnujici SSU rDNA, ITS a LSU rDNA.
Pted samotnou optimalizaci PCR byly vybrané vzorky rozdéleny na dvé ¢asti a vyizolovany
pomoci klasické fenol-chloroformové metody a to pro jednu sadu s krokem homogenizace
tkan¢ pomoci zirkonovych kuli¢ek v bead beateru a druhé sada byla izolovana bez tohoto
kroku. Vysledek naznacil nutnost kroku homogenizace tkan¢ pomoci bead beateru — bez

pouziti homogenizace nevysel ani jeden pozitivni vzorek (Obr. 9).

Obr. 9 Horni snimek gelu znazoriiuje PCR vzork, které byly izolovany po homogenizaci

bead beaterem. Spodni snimek gelu bez pouziti homogenizace. Vzorek zcela vpravo je

pozitivni kontrola. Velikost produktu je ptiblizné 600bp.

K testovani nejvhodnéjsi kombinace primerii byly vybrany tfi druhy polymerazy, aby se
piedeslo ovlivnéni PCR vybranou polymerazou. Testovali se tii kombinace primert A az C
(viz metodika). Nejlepsi kombinace primert byla stanovena kombinace s oznacenim A, ktera
umoziovala amplifikaci tseku na SSU rDNA o délce ptiblizn€¢ 600bp. Primery amplifikovaly
vSechny mikroskopicky pozitivni vzorky pfi pouziti polymerazy RedTaq a AccuPower.
Titanium polymeraza neamplifikovala zadny produkt. Kombinace primerti ozna¢ena B
amplifikovala slab¢ ptiblizné€ polovinu vzorkli pomoci polymerazy RedTaq a AccuPower.

Titanium polymeraza neamplifikovala zadny produkt. Kombinace primerti oznacend C



neamplifikovala zadny produkt za pouziti vSech tfi polymeraz (negativni gely nejsou

zobrazeny).

Obr. 10 PCR s pouzitim primerové kombinace A (600bp produkt). Horni snimek gelu
znazoriuje PCR vzorkd, které byly amplifikovany polymerazou AccuPower. Spodni snimek
gelu znazorniuje PCR vzorki, které byly amplifikovany polymerazou RedTaq. Jamky 1 a 2
obsahuji vzorek s negativnim mikroskopickym nalezem mikrosporidii. Jamky 3-12 obsahuji

vzorek s pozitivnim mikroskopickym nalezem mikrosporidii.

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12
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Obr. 11 PCR s pouzitim primerové kombinace B (300bp produkt). Horni snimek gelu
znazoriiuje PCR vzorkd, které byly amplifikovany polymerazou AccuPower. Spodni snimek
gelu znazorniuje PCR vzorkd, které byly amplifikovany polymerazou RedTaq. Jamky 1 a 2
obsahuji vzorek s negativnim mikroskopickym nalezem mikrosporidii. Jamky 3-12 obsahuji

vzorek s pozitivnim mikroskopickym nélezem mikrosporidii.

Dale jsem testovala nejvhodnéjsi nasedaci teplotu primert pro pribéh PCR. Zjistila jsem, Ze

riznd nasedaci teplota neméla vliv na vysledny zisk PCR produktu (Obr. 12).

Obr. 12 Gradientova PCR na vybranych dvou vzorcich. Jamka 1-8 a 9-16 jsou rozmezi teplot
od 53°C po 64°C pro dva vzorky. Horni snimek znazoriiuje gel pii pouziti primer kombinace

A (600bp produkt) a dolni snimek pii pouziti primer kombinace B (300bp produkt).

1 2 3 4 5 6 i/ 8 9 10 11 12 13 14 15 16

il 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

PCR diagnostika s vyuzitim primer kombinace A (600bp produkt) pomohla odhalit
infekci u mikroskopicky negativnich ryb druhu Pelvicachromis taeniatus nigeria (jeden

pozitivni vzorek z 14 testovanych), Hyphessobrycon herbertaxelrodi (jeden pozitivni vzorek
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z 18 testovanych), a Heterandria formosa (tti pozitivni vzorky ze Sesti testovanych). Pozitivni
PCR byla potvrzena u Paracheirodon innesi a Hemigramus rhodostomus, u kterych byla
mikrosporie prokdzana i mikroskopicky. Zajimavé je, Ze P. axelrodi byl PCR negativni,

piestoze u n¢j byl prokdzan pozitivni mikroskopicky nalez.

4.4. Sekvenace a fylogeneticka analyza

Celkem se podatilo ziskat SSU rDNA sekvence mikrosporidii z péti hostitel. Ostatnich
11 skrinovanych hostitelti bylo PCR negativnich. Fylogenetickd analyza odhalila, Ze vSech pét
sekvenci se vétvi s dvéma sekvencema Pleistophora hyphessobryconis (GU126672 a
KM458272) a se sekvenci nepojmenovaného druhu Pleistophora sp. (JN575482). VSechny
vysetfované pozitivni ryby tedy byly infikovany jednim druhem mikrosporidie P.
hyphessobryconis. Podpora uzlu spojujici sekvence P. hyphessobryconis byla velmi nizka —
59% bootstrapii (ML analyza) a 0,67 posteriorni pravdépodobnosti (Obr. 13). Dvé sekvence
P. hyphessobryconis HF a PA maji ve stromu pomérné del$i vétve naznacujici ur€itou

odlisnost od ostatnich sekvenci.

Fylogeneticky nejblizsi sekvence k P. hyphessobryconis je sekvence druhu Pleistophora
beebei (KX099692), ktera parazituje ve svaloviné tropické ryby Jizni Ameriky
Brachyhypopomus beebei. Tato skupina vytvaii sesterskou vétev k druhlim rodu
Ovipleistophora a Pleistophora, které byly popsany z oocytl sladkovodnich ryb v Evropé. P.
hyphessobryconis neni blizce ptibuzna se skupinou osmi sekvenci, které vSechny nalezi

k druhiim rodu Pleistophora véetné typového druhu P. typicalis Gurley, 1893 (Obr.13).
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r Pleistophora hyphessobryconis (GU126672)
| Pleistophora hyphessobryconis HF
— Pleistophora hyphessobryconls HH
Pielstophora hyphessotryconis HR
£ Pleistophora hyphessobryconis PA
Pleistophora hyphessobryconis Pl
o[ ] Plesstophora sp. KB2011 (JNS75482)
Pieistophora hyphessobryconis (KM458272)
Plelstophora sp. GC-2016a (KX099652)
Pleistophora mATandedae (AF104085)
Owvipleistophora ario (MH311630)
Owvipleistophora mirandefiae (AF356223)
Pleistophora mirandeliae (AJ252954)
Pleistophora ovariae (AJ252955 )
. Oviplelstophora diplostomurt (KY302102)
Heterospor's anguilarum (AF387331)
| aicrosporicia sp. HM2 (KT330108)
=1 Heterosporis anguilarum (AS623036 )
= Pieistophora anguilarum (U47052)
Heterosporis sp. PF (AF356225)
=| ®l Heterosporis sp. NBDP-2013a (KC137548 )
Dasyatispora levantinae (GU133263 )
i Plelstophora sp. (AF044324 )
Preistophora hippogiossoideos (AF044383 )
s[l- Pleistophora ehrenbaumi (AFD44392)
Pleistophora typicalls (AFD44337)
woe| Pleistophora muven (EF119339 )
Pieistophora sp. GpMICSD (KM436060 )
Pieistophora hippoglossoldess (AJ252953)
7l preistophora sp. TS (AJ252957 )
Trachipleistophora sp. AH2005a (DQ403816 )
- Trachipleistophora hominis (AJDO250S )
Vawrala culicls (AJ252961)
- Vawala oncoperae (X74112)
= i Pleistophoridae sp. YST-2017a (MGE53123 )
Vavrala sp. (MH918740)
— Pieistophora sp. 3 (AFD44330)
Plelstophora finisterrensis (AFD44333)
Glugesa gasterostel (KMS77330)
Glugea anomala (AB223373)
Gluges plecogioss! (AJ235326 )
2} Glugsa atherinae (U15337)
Glugea stephan! (AFDSE015 )
Giugea henwigl (GQ203287)
1 Glugea sp. GC 2015 (KU363832)
q E Prelstophora sp. LM-2014 (KFE30721)
Aficrosporidium ceretvalls (JQ316511)
L Loma psittaca (FJ843104
_':Loma acernae (A(J252951) ’
L Microsporidium sp. STF (AY14D547)
w, Mycsporidium spraguel (KX351970)

Microsponidia sp. FB2 (KU302788)
Heterosports sp. NBDP-2013a (KC137554 )

=] Myosporidium menuccius (AYS30532 )

1ol Aficrosporidium prosopium (AF151529)
Kabatans takedal (AF356222)

o
— Spragues loph¥ (AF0S6013)

0.1

4
E Ba

54

Obr. 13 Fylogeneticky strom konstruovany metodou maximélni pravdépodobnosti. Cisla u
nodu znaci hodnoty bootstrapové podpory. Nove ziskané sekvence jsou oznadeny Cervené.
(HH = Hyphessobrycon herbertaxelrodi , HF =Heterandria formosa , PA= Paracheirodon

axelrodi, HR =Hemigramus Rhodostomus , PI =Paracheirodon innesi). Pfistupové kody do

genové banky jsou uvedeny za jednotlivymi taxony v zavorkach.
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5. Diskuze

Mikrosporidiéza je v chovech neonovitych ryb velky problém a mé za nasledek velké
ztraty pro chovatele. Onemocnéni je zptisobeno druhem Pleistophora hyphessobryconis,
které byla popsana z Sirokého spektra akvarijnich ryb riiznych celedi (Characidae, Cyprinidae,
Cyprinodontidae, Poecilidae, Cichlidae), v€etné¢ modelovych organismii Danio rerio a D.
nigrofasciatus (Steffens 1962). Toto Siroké spektrum hostiteli naznacuje, Ze by nékteré druhy
ryb mohly byt napadeny néjakou jinou piibuznou mikrosporidii (Sanders a kol. 2010). Dosud
se toto ovSem nepodafilo vyjasnit, protoZe chybi sekvencni data mikrosporidii napadajici tyto
hostitele. Ve své praci jsem se proto zaméfila na druh P. hyphessobryconis a pokusila jsem se
prokézat ptislusnost k jednomu druhu ¢i vice druhtim.

Neonka obecna je typovym hostitelem P. hyphessobryconis (Sanders a kol. 2010)

a v m¢é bakalaiské praci jsem potvrdila, Ze je 1 nejcastéjSim hostitelem tohoto parazita.
Prevalence infekce byla velmi vysoka, nicméné to neodrazi skutecnou prevalenci
mikrospordie v chovech akvaristt, ale skute¢nost, ze chovatelé nam dodavali ryby, které
vykazovaly ur€ité¢ znamky infekce.

Jako ptesnéjsi metodu pro ditkaz mikrosporidii jsem pouzila PCR a naslednou
sekvenaci vybranych vzorkl, abychom Iépe urcili, o jaky konkrétni druh mikrosporidie se
jedna. Metoda PCR umoziiuje vétsi zachytnost nez mikroskopické vySetfeni pii pitvach
(Fayer et al. 2003). Toto zjisténi se ¢astecn¢ potvrdilo i pfi mé praci, nebot’ se Casto stavalo,
ze mikroskopicky nalez byl negativni, ale pfesto byl pozitivni vysledek PCR. Naptiklad ze
Sesti vySetfenych teter cisaiskych nebyla ani u jedné prokdzéna mikroskopicky nékaza
mikrosporidiemi, ale pfesto PCR zjistila 50% prevalenci. To miiZze byt dano tim, Ze infekce
mikrosporidiemi byla ve velmi ¢asném stadiu a objevit ¢asné meronty ve svételném
mikroskopu neni snadné. Nebo mohla byt infekce velmi mala a pfi vySetfovani jsem ji
nezachytila.

Nicméné fada vzorkti mikroskopicky pozitivni mi vysla PCR negativni. Pfi¢inou
negativniho vysledku mtze byt kromé chyby pipetovani nizky vytézek DNA mikrosporidii,
kdy spory jsou velmi rezistentni a musi se ditkladné rozbit v beadbeateru. Déle negativni
vysledek mohla zptisobit néjaka inhibice v konkrétnim vzorku, napt. vysoka koncentrace
inhibitorti obsazenych v hostitelské tkani nebo 1 vysoka koncentrace samotné hostitelské DNA
muze pusobit inhibi¢né na pribéh PCR (Lacroix et al 2016). V neposledni fadé mohly selhat

primery, kdy nakaza mohla byt zptisobena n¢jakym fylogeneticky vzdalenym druhem
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mikrosporidie. Pro ovéfeni by bylo tieba se pokusit o amplifikaci genu pomoci jinych
primerd.

Na zakladé vysledkii PCR a sekvenace byl zjistén pouze druh Pleistophora
hyphessobryconis u vSech pozitivnich hostitell. Zjistila jsem, ze pfevazna ¢ast hostiteli jsou
neonovité druhy ryb. Celkem byla nakaza zjiSténa u péti druhi hostitelt. Byla zde snaha najit
1jiné druhy mikrosporidii, ale jiné druhy se nenasly. I pfesto, Ze jsem pitvala i napf.
druh Ancistrus cirhosus, u kterého se mohou vyskytovat druhy mikrosporidii, patfici do rodu
Heterosporis. Stejny ptipad jsme zaznamenali u hostitelského druhu Apistogramma
cacatuoides. Obecné u cichlidovitych ryb se mohou ve vodnich nadrzich objevit druhy
mikrosporidii, jako napt. Heterosporis cichlidarum, avSak k jeho nalezu, dle vysledktit PCR
nedoslo. PCR negativni vysledky mohou byt zptisobeny i tim, Ze jsme se nezaméfili na tyto
mikrosporidie, tedy Ze v ramci bakalaiské prace nebyly vyvinuty primery, které by specificky
amplifikovali tyto druhy nebo jim blizce ptibuzné.

U dvou sekvenci mikrosporidii P. hyphessobryconis (oznacenych HF, PA) a ¢aste¢né
iu P. hyphessobryconis HH byla pozorovana pomérn¢ dlouhd vétev znac¢ici unikatni zmény
v sekvenci a jeji odlisSnost od ostatnich. Toto bylo dano tim, Ze v chromatogramu se
vyskytovaly nejednoznacné urcené baze. Ty pravdépodobné vznikly tak, ze pii sekvenaci
ptimo z PCR produktu mohlo dojit k sekvenovani i nékolika odlisnych kopii genu pro SSU
rDNA. Takovato vnitrodruhova variabilita v SSU rDNA byla jiz u mikrosporidii dokdzana
(Mathis a kol. 1999).

Co se tyce zptsobl izolace DNA vzorki, jako nejucinnéjsi je izolace DNA
s predchozim krokem homogenizace vzorku pomoci zirkonovych kulic¢ek. Stejné tak jsme
vyzkouseli tii riizné typy polymerazy. Ukézalo se, ze AccuPower polymeraza se zda byt
ucinnéjsi pti amplifikaci vzork nez RedTaq (Obr. 11). AccuPower je hot-startovy typ
polymerdzy a je mozné¢, ze tato vlastnost hraje roli. Zajimavé je, ze citliva Titanium
polymeraza, kterd je v laboratofi béZzn¢ pouzivana na problematické vzorky, nepfinesla zadny
vysledek. Velmi zajimavym zjisténim také bylo, Ze pii mikroskopickém zkoumani, se kromé
mikrosporidii vyskytovaly nalezy oodinii. Oodinia se vyskytovala velmi ¢asto na jedincich, u
kterych jsme nezaznamenali ndkazu mikrosporidiemi. Na tento fakt poukazuje tabulka €. 7.
K upfesnéni této teorie, ze mikrosporidie se Castéji vyskytuji v hostitelich, kteti nejsou jiz
napadeni jinym druhem parazita, nebo z jin¢ho pohledu — oodinia napadaji astéji ty ryby,
které nejsou parazitovany mikrosporidiemi, je nutné tuto zajimavost jesté vice provéfit, jestli

se jedna pouze o nahodu.
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6. Zavéry
1. Podarilo se detekovat ndkazu mikrosporidii Pleistophora hyphessobryconis u akvarijnich
ryb pomoci mikroskopického vysetieni.
2. Nejvetsi vyskyt druhu P. hyphessobryconis se prokazal u neonovitych ryb, pticemz typovy
hostitel, Paracheirodon innesi, byl rybou s nejvétsi prevalenci.
3. Pomoci metody PCR byla zjisténa celkova prevalence a detekovana infekce i u téi druha
hostiteli mikroskopicky negativnich.

4. Na zéklad¢ fylogenetické analyzy byl u péti druhti hostiteli potvrzen druh mikrosporidie

Pleistophora hyphessobryconis.
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Prilohy

Ptiloha

1: Seznam vSech vySetfenych ryb s kody a ndlezy mikrosporidii.
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PTNO1
PTNO1
PTNO1
PTNO2
PTNO2
PTNO3
PTNO3
PTNO4
PTNO5
PTNO6
PTNO7
PTNO8
PTN0O09
PTN10
PAO1
PAO1
PAO2
PAO2
PAO2
PAO3
PAO3
PAO3
PAO4
PAOS5
PAO6
PAO7
PAO7
PA0O8
PAO8
PAOS
PAO9
PAOS
PIO1
PIO1
P102
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PI03
PI03
PI104
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PI05
PIO5
PI06
PI106
PI07
P107
P107
PI108
PI108
PI108
PI09
PI09
PI09
PI10
PI10
PI10
PI11
PI11
PI11
PI12
PI12
PI12

latinsky ndzev

Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Pelvicachromis taeniatus nigeria red
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon axelrodi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi

Cesky nazev
Pestrfenec zlatovy
Pestfenec zlatovy
Pestienec zlatovy
Pestienec zlatovy
Pestienec zlatovy
Pestienec zlatovy
Pestrenec zlatovy
Pestrenec zlatovy
Pestifenec zlatovy
Pestrenec zlatovy
Pestienec zlatovy
Pestienec zlatovy
Pestienec zlatovy
Pestienec zlatovy
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka ¢ervena
Neonka obecnd
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna

42

LM-nalez mikrosporidii
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PI13
PI13
PI14
PI14
PI14
PI15
PI15
PI15
PI16
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PI16
PI17
PI17
PI17
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P120
P120
PI120
PI21
PI21
PI21
P122
P122
P122
PI123
PI123
PI123
PI24
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P142
Pl43
P143
P143
Pl44
Pl44
Pl44
P145
P145
P145
Pl46
Pl46
Pl46
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HHO3
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Paracheirodon innesi
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Paracheirodon innesi
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Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon herbertaxelrodi

Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
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Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢erna

Neonka ¢ernd
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- Poecilia reticulata

PRO2
PRO3
PRO4
PROS
PRO6

HRO1
HRO1
HR0O2
HR02
HR02
HRO3
HRO3
HRO3
HRO4
HRO4
HRO4
HRO5
HRO5
HRO5
HRO6
HRO6
HRO6
HRO7
HRO7
HRO7
HRO8
HRO8
HRO8

ANO1
ANO02
ANO2
ANO3
ANO3

HF02
HF03

PTO2
PTO3
PTO4
PTO5
PTO6
K01
1K02
K03
1K04
1K05
1K06
K07
1K08
1K09
K10
K11
K12
K13
K14
K15
K16
K17
K18
K19
1K20

THO02
THO3
THO4
THOS
THO6
THO7
THO8

Poecilia reticulata

Poecilia reticulata

Poecilia reticulata

Poecilia reticulata

Poecilia reticulata

Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus
Hemigramus Rhodostomus

- Ancistrus sp.

Ancistrus sp.
Ancistrus sp.
Ancistrus sp.
Ancistrus sp.
Ancistrus sp.
Heterandria formosa
Heterandria formosa
Heterandria formosa

- Puntius tetrazona

Puntius tetrazona
Puntius tetrazona
Puntius tetrazona
Puntius tetrazona
Puntius tetrazona
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri
Inpaichthys kerri

ﬁ Trigonostigma heteromorpha

Trigonostigma heteromorpha
Trigonostigma heteromorpha
Trigonostigma heteromorpha
Trigonostigma heteromorpha
Trigonostigma heteromorpha
Trigonostigma heteromorpha

Trigonostigma heteromorpha

Zivorodka duhova
Zivorodka duhova
Zivorodka duhova
Zivorodka duhova
Zivorodka duhova
Zivorodka duhové
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Neonka ¢ervenohlava
Krunyfovec skvrnity
Krunyfovec skvrnity
Krunyfovec skvrnity
Krunyfovec skvrnity
Krunyfovec skvrnity
Krunyfovec skvrnity
Tetra cisafska

Tetra cisafskd

Tetra cisafskd
Parmicka EtyFpruhd (albin)
Parmicka ¢tyfpruha (albin)
Parmicka ¢tyfpruha (albin)
Parmicka EtyFpruhd (albin)
Parmicka EtyFpruhd (albin)
Parmicka étyfpruha (albin)
Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra krélovska

Tetra krélovska

Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra krélovska

Tetra krélovska

Tetra krélovska

Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra kralovska

Tetra krélovska
Razbora klinoskvrnna
Razbora klinoskvrnna
Razbora klinoskvrnna
Razbora klinoskvrnna
Razbora klinoskvrnna
Razbora klinoskvrnnd
Razbora klinoskvrnna
Razbora klinoskvrnna
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Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Paracheirodon innesi
Nannostomus marginatus
Nannostomus marginatus
Apistogramma cacatuoides
Apistogramma cacatuoides
Pygocentrus Nattereri

PNO2 Pygocentrus Nattereri
Danio frankei

DF02 Danio frankei

Puntius titteya

Puntius titteya

B(H20) [filtr

Neonka obecna
Neonka obecnd
Neonka obecnd
Neonka obecnd
Neonka obecna
Neonka obecna
Neonka obecnd
Drobnoustka trpasli
Drobnoustka trpasli
Cichlidka papous¢i
Cichlidka papous¢i
Piraria Nattererova
Piraria Nattererova
Danio leopardi
Danio leopardi
Parmicka duhova
Parmicka duhova

Ci
Ci
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