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1. Uvod

1.1. Charakteristika myxozoi

Myxozoa jsou mikroskopicti metazoarni parazité infikujici Siroké spektrum hostitelt.
Pfevazna vétSina zastupcli myxosporei ma jako mezihostitele sladkovodni a moiské ryby
(Kent a kol. 2001; Canning a Okamura 2004; Lom a Dykovd 2006). Mén¢ Castymi
mezihostiteli jsou obojzivelnici (Eiras 2005; Jirku a kol. 2006) a plazi (Bartholomew a kol.
2008). Nedavné studie potvrdily vyskyt myxozoi také u nékterych teplokrevnych obratlovce,
vyvojova stadia myxozoi byla nalezena u krtka, rejska a vodnich kachen (Friedrich a kol.
2000; Dykova a kol. 2007; Prunescu a kol. 2007; Bartholomew a kol. 2008).

Definitivnimi hostiteli myxosporei jsou sladkovodni malostétinatci a také mofsti
mnohostétinatci. Aktinospory Tetractinomyxon intermedium (Ikeda 1912) byly nalezeny také
u moiskych sumysovci (Lom a Dykova 2006).

V soucasné dobé€ je popsano vice nez 2300 druhti myxosporei parazitujicich na rybach
(Morris 2010) a 25 druhi parazitujicich na obojzivelnicich (Eiras 2005; Hartigan a kol. 2012).
Kmen Myxozoa je tvofen dvéma tfidami: Myxosporea a Malacosporea. Do tfidy Myxosporea
(Biitschli 1882) je fazena pfevazna vétSina zastupcl. Pouze tfi druhy jsou fazeny do tfidy
Malacosporea (Canning, Curry, Feist, Longshaw a Okamura 2000).

Myxozoa jsou charakterizovana sporami, které jsou slozeny z nékolika bunék
preménénych na dvé a vice chlopni, jeden aZz dva améboidni infekéni zarodky (sporoplasmy)
a jeden nebo vice polovych vacki. Polové vacky obsahuji vymrstitelnd vldkna, kterd maji
ukotvovaci funkci. Mitochondrie maji plochy, tubularni nebo diskovity tvar. Rozméry spor
jsou 10 az 20 um, vyjimkou je napf. Myxidium giganterium, u kterého mohou byt spory
dlouhé az 98 pum.

Myxosporeové spory mohou mit riznou strukturu a tvar, rdzny pocet pélovych vacki
a chlopni spor. Na zakladé téchto odlisnosti se taxonomicky déli na dva fady: Bivalvulida
a Multivalvulida. Spory bivalvulidi maji jeden, dva nebo ¢tyii pélové vacky a dvé chlopné.
Spory multivalvulidi maji vétsi pocet polovych vacka i chlopni.

Vegetativni stadia u zastupcl tfidy Malacosporea se mohou vyskytovat ve formé
organismu s vné&jsi bilatérni symetrii, jako je tomu v pfipadé¢ Buddenbrockia plumatellae.
U Myxosporei jsou vegetativni stadia histozoicka nebo celozoicka a dochazi zde k vyvoji na

mnohobunécna plasmodia, ktera ve sporogonické fazi produkuji spory (Lom a Dykova 1992).
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Histozoicka stadia se vyskytuji vétSinou intracelularné, jsou nepohybliva, zakulacena a
zapouzdrend ve tkdni hostitele. Celozoicka stadia se vyskytuji voln¢ v tekutin€ uvnitf télnich
dutin nebo dutin télnich organu jako je zlucovy méchyt, zluCovody a mocovy trakt a nebo
jsou piichycena na sténach téchto organi. Celozoickd plasmodia mohou mit pohybliva
pseudopodia.

VétsSina myxozoi nemé na svého hostitele patogenni vliv. Nékteré druhy vSak mohou
zpusobovat ekonomicky vyznamné ztraty v akvakulturach, protoze snizuji trzni hodnotu ryb,
popfiipadé zptsobuji i smrt svého hostitele. Jsou to naptiklad Myxobolus cerebralis, ktery
napada lososovité ryby a je také zodpoveédny za pokles poctu volné Zijicich pstruhti v nékolika
zapadnich statech USA (Hedrick a kol. 1998; Nehring a Walker 1996; Nickum 1999; Vincent
1996). Enteromyxum leei napada hlavné chovy ryb ve stiedomofti (Rigos a Katharios 2010) a
Asii (Yanagida a kol. 2006, 2008; Yasuda a kol. 2005), vyvolava tézké stievni katary coz ma
za nasledek extrémni vyhublost az tthyn ryb (Diamant 1994). Tetracapsuloides bryosalmonae
zpisobuje proliferativni onemocnéni ledvin postihujici predev§im sladkovodni lososovité
ryby v Evropé a Severni Americe (Hedrick a kol. 1993). Dva druhy rodu Kudoa, Kudoa
thyrsites a Kudoa septempunctata, napadaji svalovou tkan platysi a zplsobuji tak snizeni
jejich trzni hodnoty (Matsukane a kol. 2010; Yokoyama a kol. 2004). Sphaerospora
dicentrarchi zpusobuje silné infekce u moiskych okouni a zapficinuje thyn predev$im

mladych ryb (Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla 1993).

1.2. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus byl poprvé popsin Wolfem a Markiwem (1984) u Myxobolus
cerebralis. Sklada se z myxosporové a aktinosporovéfaze a probiha ve dvou hostitelich.
Myxosporova faze probiha u nizsich obratlovci, nej€astéji u ryb, a konci produkci myxospor.
Aktinosporova faze probiha pievazné u krouzkovct a kon¢i produkei aktinospor.

Aktinospory uvolnéné z krouzkovce se po kontaktu s koznim nebo Zabernim epitelem
pfichycuji pomoci polovych vldken na povrch hostitele. Sporoplazma se dostava hloubégji do
hostitele, dochazi k presporogenickému vyvoji a ke vzniku vnitini sekundarni buniky uvnitt
primarni buniky. Toto stddium tzv. buiika v buiice je pro Myxozoa typické. Poté dochazi k
endogennimu dé¢leni sekundarnich bunék. Ty po protrzeni membrany puvodnich bunck

vstupuji pies cytoplazmu az do extracelularniho prostoru a odtud na konecné misto své
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lokalizace uvnitt hostitele, kde vznikaji plasmodia. Dochazi ke slozitému d¢leni a diferenciaci
ptvodnich generativnich bun¢k za vzniku sporoblastl, které po dozrani déavaji vznik
myxosporam. Ty po uvolnéni z rybiho hostitele infikuji krouzkovce.

Prvni fazi vyvoje v krouzkovci je schizogonie. Spory uvolnéné z rybiho hostitele se
dostavaji do stfeva krouzkovce, dochazi k jejich pfichyceni na stfevni sténu a uvolnéni
dvoujaderné sporoplazmy, kterd se za¢ne délit. Nasleduje druha faze: gametogonie. Pfi ni se
jadra dvoujadernych stadii déli na stadia se ¢tyfmi jadry. Vznikaji dvé somatické buiky a dvé
generativni buiiky, které se oznacuji jako a a . Poté dochazi ke tfem mitotickym délenim
generativnich bunék za vzniku Sestnécti diploidnich gametocyti. Tyto prochdzeji jednim
meiotickym délenim, pii kterém vznika Sestnact haploidnich gametocytl a Sestnact polarnich
télisek. Kazdy gametocyt z linie a se spoji s jednim z linie B a vznikd osm zygot. Somatické
buitkky dédvaji ve dvou délenich vznik osmi obklopujicim bunkdm. Béhem posledni faze,
sporogonie, prochazi kazda zygota dvéma mitotickymi délenimi. Vznikaji ¢tyfbunééné formy.
Nasleduje fada mitotickych dé¢leni, pfi kterych vznikaji kapsulogenni a valvogenni buiiky a
nasledné sporoplazma aktinospory. Findlni stddium, které je vypusténo z cerva, obsahuje osm

aktinosporovych spor.

1.3. Klasifikace myxozoi

Soucasna klasifikace vychazi z prace Loma a Nobleho (1984). Hlavnim kritériem je
morfologie spor, pfedevsim pocet a usporadani polovych vackt a chlopni. Celkové je tato
taxonomie nepiesnd nebot' nezohlednuje Zivotni cyklus myxozoi se stfidanim hostiteld,
morfologii aktinospor a hlavn¢ data ziskana fylogenetickou analyzou SSU rDNA. Dvé¢ hlavni
vétve myxozoi, Myxosporea a Malacosporea, jsou stanoveny na zaklad¢ zZivotniho prosttedi
jejich hostiteld - moiském a sladkovodnim prostfedi. Tyto tfidy jsou déle rozdéleny na
podtiidy, ve kterych seskupeni rodti a druhii ne vzdy odpovida struktuie spor. Nékteré druhy,
které maji podobné spory, tzn. patii ke stejnému rodu, ve fylogenetickych stromech klastruji
odd¢lené. Zatimco druhy z morfologicky odlisnych roda klastruji dohromady.

Ttida Myxosporea je rozdélena do dvou fadi: Bivalvulida a Multivalvulida. Zastupci
fadu Bivalvulida maji dvé chlopné spojené Svem. Maji vétSinou dva, nékdy Ctyii nebo vzacné
jeden poélovy vacek a jednu ¢i dvé sporoplazmy. Bivalvulida se déale dé€li do tii podradi:

Sphaeromyxina, Platysporina a Variisporina. Zastupci podiadu Sphaeromyxina se vyznacuji
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kratkymi, postupné se rozsifujicimi polovymi vlakny, ktera jsou v polovém vacku nékolikrat
preloZzena. Jsou to celozoiCti parazité moiskych ryb. Do tohoto podiadu patii pouze rod
Sphaeromyxa. Clenové podtiidy Platysporina maji zpravidla dva, nékdy jeden polovy vacek
lezici v linii Svu spory. Jsou to nejCastéji histozoicti parazité sladkovodnich ryb. Patii sem
napi. rody Myxobolus, Trigonosporus, Henneguya, Thelohanellus, Tetrauronema,
Neohenneguya. Zastupci podtiidy Variisporina maji jeden, dva nebo étyfi polové vacky, které
jsou rizn€ umisténé. Jsou prevazné celozoicti parazité moiskych ryb. Rody pattici do této
podtiidy jsou napt. Myxidium, Zschokkella, Enteromyxum, Ceratomyxa, Sphaerospora,
Palliatus, Chloromyxum, Auerbachia.

Rad Multivalvulida se vyznaduje radialngd symetrickymi sporami, dvéma & vice
chlopnémi. Linie §vu je Casto nezfetelnd. Pocet pdlovych vackt odpovida poctu chlopni.
Plasmodia parazituji ve svalové tkani motskych ryb. Patii sem napt. rody Kudoa, Unicapsula,
Trilospora, Octospina.

Zastupci tfidy Malacosporea jsou parazité mechovek a ryb s jednim fadem

Malacovalvulida, do kterého patii dva rody Tetracapsuloides a Buddenbrockia.

1.4 Celed’ Ceratomyxidae, Dolfein (1899)

Zastupci této Celedi maji spory s chlopnémi protahlymi do enormni Sitky. Chlopné
mohou byt asymetrické. Polové vacky jsou sférické nebo subsférické, umistény blizko linie
Svu v kolmé roviné. Plasmodia jsou disporickd, méné ¢asto mono- aZ poly-sporicka. Jsou to

pievazné celozoicCti parazité¢ moiskych ryb, vyjimeéné histozoicti parazité sladkovodnich ryb.

1.4.1 Rod Ceratomyxa, Thélohan (1892)

Zastupci rodu Ceratomyxa jsou celozoiéti parazité motskych ryb (Lom a Dykova
1992). Vyjimku tvofi Ctyfi druhy napadajici sladkovodni ryby: Ceratomyxa anguillae,
Ceratomyxa hilsae, Ceratomyxa hongzhensis, Ceratomyxa hungarica (Lom a Dykova 2006);
a jeden histozoicky parazit: Ceratomyxa shasta (Ibarra a kol. 1991). Ceratomyxa spp. maji
protahlé spory ve tvaru pulmésice nebo obloukovité. Chlopné jsou kuZzelovité a presahuji

axialni primér spor. Polové vacky jsou subsférické. Dvoujaderna sporoplazma nezapliuje



kompletné celou dutinu spory. Trofozoiti mohou byt mono- az poly- sporické, vétSinou jsou
vSak disporické. Rod zahrnuje ptiblizné 135 druhii (Lom a Dykova 1992).

Ceratomyxa shasta je vyznamny zastupce rodu Ceratomyxa. Zpisobuje onemocnéni
lososovitych ryb, které je charakteristické hemoragiemi a nekrozou stiev. Vyskytuje se
piedevsim v Severni Americe (Hoffmaster a kol. 1988; Bartholomew a kol. 1997). Napada
nejméné 10 druhti lososovitych a pstruhovitych ryb (Bartholomew a kol. 1989). Zavaznost
infekce se lisi v zavislosti na druhu a kmenu hostitele a je také ovlivnéna Zivotnim prostiedim,
zejména teplotou vody (Udey a kol. 1975; Zinn a kol. 1977). Zivotni cyklus probiha ve dvou
hostitelich: lososovité rybé pro myxosporovou fazi a sladkovodnim mnohoStétinatci
Manayunkia speciosa pro aktinosporovou fazi (Bartholomew a kol. 1997). C. shasta byla na
zékladé geografické lokalizace, misté infekce v hostiteli a morfologii spor povazovana za
unikdtniho parazita, jehoz fylogenetickd pozice ptedstavuje samostatnou linii. Vysledky
studie Gunter (2009) se ovSem lisi a umistuji C. shasta do nejbazalngjsi pozice kladu
moftskych druhi rodu Ceratomyxa. Nedéavna studie odhalila pfitomnost n¢kolika genotypii
V ramci populace parazita v fece Klamath v Oregonu (Atkinson a Bartholomew 2010). Na

zaklade trinukleotidového opakovani ATC byly ziskany 4 1TS-1 genetopy: O, I, 11, I11.

1.5. Fylogeneze myxozoi

Plvod a zafazeni myxozoi do fylogenetického stromu nebyl doneddvna zcela jasny.
Jednoduchy tvar spor, plasmodium s jednotlivymi uvnitf rostoucimi builkami a nélezy
parazita u vétSiny obratlovcil poskytovaly jen velmi malo indicii k objasnéni pivodu myxozoi
a jejich zatazeni (Canning a Okamura 2004). Studie byly z pocatku zaméieny predevSim na
morfologii spor, vyvojova stadia a reprodukci, coz nefesilo ptibuzenské vztahy (Kent a kol.
2001). Castené rozieseni pfinesla genetickd studie, kterd zatadila Myxozoa k metazoim
(Smothers a kol. 1994). Vysledky dalSich studii za pomoci molekularnich metod se vSak
neshodovaly a fadily Myxozoa bud’ k zahavcim nebo k bilateriim (Siddall a kol. 1995;
Schlegel a kol. 1996; Siddall a Whiting 1999; Zrzavy a Hypsa, 2003; Jimenez-Guri a kol.
2007; Evans a kol. 2010). Teorie piibuznosti s bilateriemi byla dale podpofena morfologii
Buddenbrockia plumatellae ze skupiny Malacosporea (Okamura a kol. 2002) a identifikace
Hox genli myxozoi, které byly shodné s bilateriemi (Anderson a kol. 1998). Pozd¢ji vSak bylo
zjisténo, ze tyto geny byly hostitelského ptivodu (Jiminéz-Guri a kol. 2007).



Morfologickd, biochemicka a funkéni podobnost podlovych vackii myxozoi
a nematocyst zahavcii a predevs§im neddvna identifikace genu myxozoi, ktery je homologicky
s minicollagenem nematocyst zahavci, poukazuji na jejich ptibuzensky vztah (Holland a kol.
2011).

Na zéklad¢ fylogenetické analyzy byla Myxozoa rozdélena do dvou hlavnich vétvi:
moiské a sladkovodni (Kent a kol. 2000, 2001). Vyjimku tvoii Ceratomyxa shasta, nékteti
zastupci rodi Myxobolus a Henneguya, Chloromyxum leydigi (Fiala a Dykova 2004),
Parvicapsula minibicornis (Jones a kol. 2004) a druhy rodu Sphaeromyxa (Diamant a kol.
2004), ktefi neodpovidaji tomuto rozdéleni.

Vnitini topologie hlavnich vétvi naznacuje, ze Myxozoa spolu klastruji na zakladé
riznych charakteristik. Salim a Desser (2000) analyzovali pozici sedmi zastupci rodu
Myxobolus, ktefi klastrovali spolu na zakladé morfologie spor. Naproti tomu, analyza deseti
jinych zastupcl tohoto rodu (Andree a kol. 1999) odhalila klastrovani na zdkladé lokalizace
uvnité hostitele. Toto potvrdila také studie Holzer a kol. (2004). Whipps (2004) se také
domniva, Ze misto infekce v hostiteli je dulezitym kritériem pro zastupce rodu Kudoa.
Zastupci jednotlivych podskupin maji ve vétsiné piipadi spoleénou lokalizaci v hostiteli.
A prave tento faktor se zda byt klicovym v piibuzenskych vztazich myxozoi.

Dalsim faktorem odliSujicim sladkovodni a motskd Myxozoa je délka SSU rDNA
sekvence. Zastupci sladkovodni vétve maji SSU rDNA sekvenci obsahujici vice nez 2 000
nukleotidil (nt), zastupci moiské linie maji SSU rDNA sekvenci kratsi - ptiblizn€ 1800 nt.

Kromé& dvou hlavnich fylogenetickych linii byla identifikovana tfeti, nejbazalngjsi,
ktera zahrnuje druhy s dlouhymi SSU inzerty: Sphaerospora truttae, S. elegans, S. ranae
a Leptotheca fugu (Jirkti a kol. 2007). Diky inzertim mize délka SSU rDNA ptesahovat
2 500 nt (Holzer a kol. 2007).

Sladkovodni linie se dale fylogeneticky déli do podskupin. Fylogenetické vztahy mezi
podskupinami sladkovodni linie se v jednotlivych analyzach zésadné neli§i. Naproti tomu
fylogenetické vztahy v ramci podskupin u motské linie nejsou zcela jasné. Reseni nepfinesla
ani kombinovana analyza SSU a LSU rDNA (BartoSovéa a kol. 2009), kterd vychazela z vice

nez dvojnasobného datasetu neZ samotna analyza SSU rDNA.



1.6. Taxonomie celedi Ceratomyxidae

Celed’ Ceratomyxidae jesté do nedavna zahrnovala &tyfi rody: Ceratomyxa Thélohan,
1892, Leptotheca Thélohan, 1895, Meglitschia Kovaleva, 1988 a Ellipsomyxa Keie, 2003
(Lom a Dykova 2006). Tato klasifikace mé¢la dlouhou avsak nejasnou historii.

Thélohan (1892) sestavil klasifikaci na zakladé morfologie spor. Sest druhd, véetné
typového druhu, Leptotheca agilis, bylo pfifazeno k rodu Leptotheca. L. agilis byla ov§em
puvodné popsana jako Ceratomyxa agilis Thélohan, 1892.

Doflein (1899) sestavil klasifikaci na zéklad¢ vegetativniho vyvoje, ve které Celed’
Ceratomyxidae zahrnovala v té¢ dobé pouze rody Ceratomyxa a Leptotheca.

Jameson (1929) nevéfil, ze rozdéleni rodi Ceratomyxa a Leptotheca na zakladé
variability spor je opravnéné. Navrhoval zafazeni druht rodu Leptotheca do rodu Ceratomyxa
a zdliraznéni podobnosti mezi nimi. Nicméné jeho navrhy byly ignorovany a fada zastupcil,
které piifadil do rodu Ceratomyxa, byly pozd¢ji Kudou (1933) piefazeny do rodu Leptotheca.
Od té doby vsak bylo mnoho zastupct z rodu Leptotheca postupné pietazeno do jinych rodu,
napt.. L. parva Thélohan, 1895, L. coris Stempell, 1918, L. inaequalis Doflein, 1898, L.
obovalis Fantham, 1930, L. macrospora Auerbach, 1909, L. platichthys Fujita, 1923 a L.
yoichiensis Fujita, 1923 byly pfevedeny do rodu Ceratomyxa (Kudo 1933; Dogiel 1948). L.
acheilognathi Fujita, 1927 je nyni popisovan jako Myxobolus acheilognathi (Landsberg a
Lom, 1991). L. brevis Polyanskii, 1955, L. ohlmacheri Whinery, 1893 a L. ranae Thélohan,
1895 byly ptemistény do rodu Sphaerospora (Arthur a Lom 1985; Desser a kol. 1986; Jirkl a
kol. 2007). Ceratomyxa abbreviata Davis, 1917, C. fisheri Jameson, 1929, C. galeata
Jameson, 1929, C. inconstans Jameson, 1929 a C. faba Meglitsch, 1960 byly naopak
prefazeny do rodu Leptotheca (Kudo 1933; Zhao a Song 2003). Tyto zmény vSak jsou
v nékterych piipadech piehlizeny a v publikacich se parazité stile objevuji pod svymi
pivodnimi jmény.

Z morfologie spory a definice rodl je ziejmé, Ze v nékterych piipadech je velmi
problematické od sebe odlisit druhy rodu Ceratomyxa a Leptotheca nebo Leptotheca
a Sphaerospora. Nektery druhy rodu Leptotheca maji charakteristické znaky, které jsou velmi
podobné znakiim u Ceratomyxa spp. Napft. délka chlopni a axialni primér spor jsou v poméru
1:1 nebo mén¢, pomér délky a tlouStky spory je 1:2 nebo méné. Gunter a Adlard (2010) se
domnivaji, ze tyto poméry by nemély byt povazovany za adekvatni métitko pro rozdéleni

téchto dvou rodd, zejména kdyz zatazeni typového druhu L. agilis (Thélohan, 1892) je velmi
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nejednoznacné. Proto se ve své studii pokusili tuto problematiku vyiesSit. Navrhuji zruSeni

rodu Lepthoteca a tim zjednoduseni Kklasifikace.

Ve své studii navrhuji tyto zmény:

Ctyficet dva druht formélné patiicich k rodu Leptotheca presunuji do rodu Ceratomyxa na
zéklad¢ morfometrické podobnosti a tkanové lokalizaci uvnitt hostitele. Napt. Ceratomyxa
acanthopagri puvodné Leptotheca acanthopagri, Ceratomyxa agilis pavodné Leptotheca
agilis, Ceratomyxa elongata ptvodné¢ Lepthoteca elongata, Ceratomyxa informis ptvodné
Leptotheca informis, Ceratomyxa longipes ptivodné Leptotheca longipes. Jeden druh formalné
patfici k rodu Leptotheca byl piesunut do rodu Ellipsomyxa na zakladé morfologie spor. Je to
Ellipsomyxa fusiformis pavodné Leptotheca fusiformis. Stejné tak na zakladé morfometrické
podobnosti a tkanové lokalizace byl jeden druh formaln¢ patiici do rodu Leptotheca piemistén
do rodu Myxobolus. Je to Myxobolus lalithakumarii ptivodné Leptotheca lalithakumarii.
Osmnact druhti formalné patiicich k rodu Leptotheca je piesunuto do rodu Sphaerospora na
zékladé¢ morfometrické podobnosti, molekularnich dat alokalizace v hostiteli. Napf.
Sphaerospora armatura pivodné Leptotheca armatura, Sphaerospora compressa ptvodné
Leptotheca compressa, Sphaerospora subsphaerica ptivodné Leptotheca aubsphaerica.

1.7. Fylogeneze druhti rodu Ceratomyxa

Druhy rodu Ceratomyxa, jako jedny z mala myxosporei, klastruji v jednom kladu
a maji tedy spole¢ného piedka. Vyjimku tvoii druh C. shasta, ktery je fylogeneticky unikatni
parazit, jehoz pozice predstavuje samostatnou linii bez pevného vztahu k jakékoli skupiné
moiskych myxozoi. Nikdy se nepfifazuje dovnitf Zadné dobie ustanovené skupiny. Klastruje
napt. jako blizky ptibuzny Enteromyxum spp. (Fiala 2006, Freeman a kol. 2008, Fiala
a Bartosova 2010), Parvicapsula spp. (Koie a kol. 2008, Heiniger a kol. 2008, Gunter
a Adlard 2009), jako sestersky taxon vSech skupin motskych myxozoi s vyjimkou skupiny
infikujici zlu€ovy méchyt (Jirkd a kol. 2007) nebo jako sestersky taxon skupiny moiskych
myxozoi infikujici zlucovy méchyi (Fiala a Dykova 2004, Jirkt a kol. 2006). Nicméné zadna
z uvedenych studii nebyla zaméfena pifimo na fylogenetickou pozici C. shasta. Rozsahlé
studie Gunter a Adlard (2008) a Gunter a kol. (2009), které byly zamé&feny na fylogenetické
vztahy vSech Ceratomyxa spp., jejichz sekvence jsou dostupné v Genové bance, umistili

C. shasta do pozice sesterského taxonu vSech Ceratomyxa spp. Ke stejnym zavérim dosli ve
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své studii 1 Gleeson a Adlard (2011). Z této prace je ziejmy fylogeneticky vztah C.shasta
a Ceratomyxa spp., ale vzhledem ktomu, ze analyza zahrnuje sekvence pouze
Ceratomyxa spp. a outgroupovou skupinu, neni jiz jasna pozice C. shasta vzhledem k dal$im
myxozoim. AvsSak bootstrapova podpora tohoto umisténi byla vzdy nizka, pouze ve studii
Gunter a kol. (2009) byla maximalni podpora v analyze metodou Bayesian posterior
probabilities, ovSem tento uzel mél v analyze metodou maximalni pravdépodobnosti
bootstrapovou podporu pod 50%.

Ve své bakalaiské praci (Hlavnickova 2010) jsem sekvencné charakterizovala
a fylogeneticky analyzovala jedenact vzorkli myxosporei, které sekvencné odpovidaly
charakteristice rodi Ceratomyxa a Leptotheca. Dva vzorky, ziskané ze Zzlucového méchyte
ryb, morfologicky odpovidaly charakteristice rodu Leptotheca a byly identifikované jako
Leptotheca informis a Leptotheca longipes. Fylogenetickou analyzou SSU rDNA sekvenci
téchto vzorkl byla zjiSténa jejich pozice uvnitt rodu Ceratomyxa a tim i potvrzena spravnost
prefazeni téchto druhi do rodu Ceratomyxa. V magisterské praci jsem navézala na praci
bakalafskou s tim, ze t&€zisté z4jmu bylo piesunuto na objasnéni fylogenetické pozice druhu C.
shasta. Hlavnim cilem bylo rozsitit sekvencni dataset zejména druhti rodu Ceratomyxa 0 nové
molekuarni markery a o nové sekvence za ucelem co moznéd nejvérohodnéjsi fylogenetické

rekonstrukce druhu C. shasta, vyznamného stfevniho parazita ryb.



2. Cile prace

1. Ziskani sekvenci LSU rRNA a EF2 genu u druhi Ceratomyxa shasta

a Ceratomyxa sp. infikujicich stevo ryb.

2. Doplnéni existujiciho datasetu SSU rDNA, LSU rDNA a EF2 genii myxosporei

0 vhodné sekvence pro fylogenetickou analyzu rodu Ceratomyxa.

3. Multigenova fylogenetickd analyza ziskanych sekvenci - zjisténi fylogenetického

vztahu stievnich a zlu¢nikovych druhi rodu Ceratomyxa.
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3. Material

Vétsinu vzorkit DNA urcenych k fylogenetické analyze mi byla poskytnuta mym
Skolitelem, ktery je ziskal v minulosti béhem terénnich sbért. Pfi jejich ziskdvani byla také
zhotovena dokumentace a zaznamenany rozméry spor. Tyto Gdaje byly pouzity v bakalarské
praci (Hlavnickova 2010) pii identifikaci ziskanych druht rodu Ceratomyxa s jiz popsanymi
druhy. Podrobna obrazova dokumentace analyzovanych spor druhti rodu Ceratomyxa byla
prezentovana v bakalarské praci.

Na obrazku (Obr. 1) je zobrazena fotodokumentace a rozmeéry spor analyzovanych

druht rodu Ceratomyxa u nichZ byla ziskdna nova sekvenc¢ni data.

N

Ceratomyxa sp. (vzorek €. 182) C. longipes (vzorek &. 295) C. arcuata (vzorek € 302)

Rozméry spor: 6-7x 13-16 um Rozméry spor: 17-18 % 5,5-6,5 um Rozméry spor: 3445 x 7-8 um
Rozméry pdlovych vadki: 2,5-3 x Rozméry pélovych vatkd: 2,5x 2,5 um Rozméry pélovych vatkh: 34 x 34um
2.53 um

O )
i.s P S /) {
4 r pze” & -
Ceratomyxa sp.(vzorek €. 425) C. appendicuiata (vzorek €. 729)
Rozméry spor: 22-32 x 6,5-7um Rozméry spor: 8-11x 17-21um
Rozméry pélovych vatkd: 2-3 x Rozméry pélovych vagkd: 3,54 x
2-3um 3,54 um

Obr. 1: Fotodokumentace a rozméry spor analyzovanych druhti rodu Ceratomyxa s novymi

sekven¢nimi daty.

Vzorky druhd Parvicapsula minibicornis, Ceratomyxa shasta a Ceratomyxa sp.
z Gasterosteus aculeatus byly poskytnuty Dr. Stephanem Atkinsonem (Oregon State
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University, USA). Vzorky Myxodavisia sp. z Megalops cyprinoides, Ceratomyxa sp. (LJ1)
a Ceratomyxa sp. (LJ2) byly poskytnuty Dr. Markem Freemanem (Institute of Ocean and
Earth Sciences, University of Malaya, Kuala Lumpur, Malaysia). K t¢émto vzorkiim nemame
k dispozici obrazovou dokumentaci.

Seznam a popis poskytnutych vzorku je uveden v tabulce (Tab. 1).

Tab. 1: Seznam a popis vzork.

fn s Geograficka
. Tk
Oznaceni Myxospora Hostitel anova .
lokalizace lokalizace
Cs I Ceratomyxa shasta Oncorhynchus kisutch Stievo USA
Zlugovy
182 Ceratomyxa sp. Scorpaena porca ucovy Chorvatsko
méchyt
. Melanogrammus Zluovy
295 Ceratomyxa longipes gr ueovy Skotsko
aeglefinus méchyt
. . . Zlugovy
297 Ceratomyxa informis | Merlangius merlangus ueovy Skotsko
méchyt
— _ Zlugovy
302 Ceratomyxa arcuata Lophius piscatorius ueovy Skotsko
méchyt
| Zludovy
425 Ceratomyxa sp. Synaphobranchus kaupi ueovy Skotsko
méchyt
Ceratomyxa A _ Zlu¢ovy
729 my Lophius piscatorius ueovy Norsko
appendiculata meéchyt
CaGa Ceratomyxa sp. Gasterosteus aculeatus Stievo USA
Zluéovy o
LJ1 Ceratomyxa sp. Aluterus monoceros ?COV} Malajsie
méchyt
Zlucovy -
LJ2 Ceratomyxa sp. Aluterus monoceros ?COVE Malajsie
méchyt
. - Zluéovy .
MyxD Myxodavisia sp. Megalops cyprinoides Malajsie
yX y p galops cyp mohy¥
Parvicapsula Zluéovy
Pm Ga rvicapsu Gasterosteus aculeatus ueovy USA
minibicornis meéchyt
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4. Metodika

4.1. Polymerdzovd retézova reakce (PCR)

Izolovana DNA slouzila jako templat pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR).
Reakéni smés o vysledném objemu 25 pl se pripravovala do 0,5 ml mikrozkumavek. Na jednu
reakci se smichalo 2,5 pl 10x PCR pufru, 2 ul nukleotida (250 umol), 1 pl forward primeru, 1
ul reverse primeru (10 pmol), 1 ul Taq purple polymerazy (1u) (Top-Bio), 1 ul vzorku DNA a
doplnilo se 16,5 pl deionizované vody. Pfi pouziti Titanium PCR polymerazy (Clontech) byl
celkovy reak¢éni objem pouze 10 pl. Na jednu reakci byl smichan 1 ul 10x pufru, 0,8 pl
nukleotidu, 0,4 pl od kazdého primeru, 0,2 pl Titanium PCR polymerazy, 1 ul DNA a 6,2 ul
vody. Tato polymerdza byla pouzita v ptfipadé negativnich vysledkd ptfi amplifikaci LSU
rDNA.

Jednotlivé primery se liSily v zavislosti na sekvenci hledaného genu:

Protoze LSU rDNA je dlouhy gen, byl sekvenovan nadvakrat a za pouziti nested PCR.

Prvni ¢ast LSU rDNA byla amplifikovana pouzZitim primerd NLF 164, NLR 2571 pro prvni
PCR a 1LSU-CER-F2, 1LSU-CER-R2 pro néslednou PCR.

Pro druhou ¢ast LSU rDNA byla pouZzita kombinace primerit NLF 1050, NLR 3284 pro prvni
PCR a primery 2LSU-CER-F2, 2LSU-CER-R2 pro naslednou PCR.

Pokud nedoslo ke spravnému navazani primerti, byly pro prvni PCR pouzity primery 1LSU-
CER-F1, 1LSU-CER-R1 v ptipadé prvni ¢ast LSU rDNA a primery 2LSU-CER-F1, 2LSU-
CER-R1 v ptipadé druhé ¢asti LSU rDNA.

Pii amplifikaci EF2 genu byla pouzita nested PCR s kombinaci primeri EF2-F, EF2-R pro
prvni PCR a EF2-INT2-R, EF2-INT2-R pro naslednou PCR.

SSU rDNA byla amplifikovana pomoci nested PCR s primery ERIB 1, ERIB 10 pro prvni
PCR a pro naslednou PCR se specifickymi primery pro druhy rodu Ceratomyxa SSU-CER-
FOR a SSU-CER-REV.

Seznam pouzitych primert je sepsan v nasledujici tabulce (Tab. 2).

Tab. 2: Seznam pouzitych primerd.

Sekvence 5'— 3 Reference

1L SU-CER-F1 GTAACTGCGAGTGAAGCG Predlozend prace
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1LSU-CER-F2 CCGATAGCGAACAAGTAC Predlozend prace
1LSU-CER-R1 TTTGCCKACTTCCCTTACCC Predlozend prace
1LSU-CER-R2 TCACCTWGGAGACCTGMTGCGG Predlozena prace
2LSU-CER-F1 GTGTCTAACAACTCACCTGCCG Ptedlozend prace
2LSU-CER-F2 GTGCAGATCTTGGTGGTAGTAG Predlozend prace
2LSU-CER-R1 GGGTGAACAATCCAACACTWTGGG Piedlozena prace
2LSU-CER-R2 TAGGAAGAGCCGACATCGAAGG Piedlozena prace
EF2-F GGNGCNGGNGARYTNCAYYTNGA  Hashimoto a kol. 1995
EF2-R CCARTGRTCRAANACRCAYTGNGGR  Hashimoto a kol. 1995
AA
EF2-INT2-F GATTTRGARGARGATCATGC Bartosova a kol.
(v tisku)
EF2-INT2-R CAGTAAAACCRAAAGATTC Bartosova a kol.
(v tisku)

ERIB 1 ACCTGGTTGATCCTGCCAG Barta a kol. 1997
ERIB 10 CTTCCGCTGGTTCACCTACGG Barta a kol. 1997
NLF 160 ACCTCCACTCAGGCAAGATTA Bartosova a kol. 2009

NLF 1050 AATCGAACCATCTAGTAGCTGG Bartosova a kol. 2009
NLR 2571 CTCAACAGGGTCTTCTTTCC Bartosova a kol. 2009
NLR 3284 TTCTGACTTAGAGGCGTTCAG Van der Auwera a kol.
1994
SSU-CER-FOR CTWGTTGGTADGGTAGTG Predlozena prace
SSU-CER-REV GTACAAGAGGCAGAGACGTAT Predlozena prace

Vzdy byly pifipravovany negativni kontroly.
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PCR probihala v piistrojich termocyklerech Tpersonal (Biometra).
Amplifikace LSU rDNA probihala za téchto podminek:

Prvni PCR: Nasledna PCR:
1.94°C 120 s 1.94°C 120 s
2.94°C 60 s 2.94°C 60 s
3.48°C 60 s 3.52°C 60 s
4.72°C 105 s 4.72°C 105 s

5. 2-4 opakovat 4x 5. 2-4 opakovat 29x
6.94°C 60 s 6. 72°C 8 min
7.52°C 60 s

8.72°C 105 s

9. 6-8 opakovat 24x
10. 68°C 10 min

V ptipad¢ negativnich vysledkli byly upravovany nasedaci teploty u nested PCR
vV rozmezi 46-56 °C. Pfi pouziti Titanium PCR polymerazy byla nasedaci teplota pfi prvni
PCR 68 °C a pii nested PCR byly nasedaci teploty upravovany v rozmezi 45-68 °C.

Amplifikace EF2 genu probihala za téchto podminek:

Prvni PCR:

1.94°C 120 s
2.94°C45 s
3.48°C 50 s
4.72°C 50's

5. 2-4 opakovat 4x
6.94°C45s
7.50°C 60 s

8.72°C60s
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9. 6-8 opakovat 29x
10. 72°C 10 min
Cyklus pro nested PCR byl shodny s cyklem pro prvni PCR.

Amplifikace SSU rDNA probihala za téchto podminek:

Prvni PCR: Nasledna PCR:
1.95°C 180 s 1.95°C 180 s
2.94°C 60 s 2.94°C 60 s
3.46°C 60 s 3.48°C 60 s
4.72°C90 s 4.72°C 60 s
5. 2-4 opakovat 29x 5. 2-4 opakovat 4x
6. 72°C 9min 6.94°C 60 s
7.50°C 60 s
8.72°C 60 s

9. 6-9 opakovat 24x

10. 72°C 10 min

4.2. Gelova elektroforéza

Pro vizualizaci PCR produktli byla pouzivana gelova elektroforéza. Pro ptipravu 1%
agar6zového roztoku bylo smichano 0,50 g agardzy a 50 ml 0,5x TAE pufru. Po smichani se
roztok nechal projit varem v mikroviné toub¢ a poté se schladil na cca 45°C. Po ptidani 3 pl
ethidium bromidu (0,5 pg/ml) se roztok nalil do vanic¢ky s hfebinky a nechal se ztuhnout pfi
pokojové teploté cca 30 min. Po ztuhnuti gelu bylo do prvni jamky naneseno 4ul 1kb DNA
markeru a do ostatnich 25ul vzorku. DNA byla délena pti 70-75 V asi pul hodiny
a vizualizovana na UV svétle. Velikost fragmentl byla porovnavana s DNA markrem a pii

vhodné velikosti byl fragment vyfiznut a vyizolovan z gelu.
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4.3. Izolace PCR produktu

Izolace PCR produktu se provadéla pomoci kitu Gel/PCR DNA Fragments Extraction

Kit (Geneaid). Postupovalo se dle ptilozeného protokolu.

4.4. Ligace

Pro ligaci byl pouzit Qiagen PCR Cloning Kit (Qiagen).
Slozeni reakéni smési o vysledném objemu Spl:
Cloning vector 0,5ul
Master Mix ligation 2,5ul
PCR produkt 2ul
Po promichani probihala inkubace pii 14°C po dobu dvou hodin.

4.5. Transformace

Ligac¢ni smés se smichala se 100 pul kompetentnich bun€k DH5a a poté se zkumavka
inkubovala 10-20 min na ledu. Nésledné se zkumavka vlozila na 30 sdo vodni lazné
pfedehiaté na 42°C a poté na 2 min na led. Po tomto teplotnim Soku se ke vzorku pfidalo
200 pl SOC media o pokojové teploté a zkumavka se dala tfepat na 1 hodinu pfi teploté 37°C.
Po tfepani se obsah nanesl na Petriho misky s bakterialni pidou a s X-galem a hokejkou se

rovnomeérne rozetiel. Nasledovala inkubace ve 37°C pies noc (cca 16 hod).

4.6. PCR screening

Z kazdého vzorku na Petriho misce byly vybrany bilé kolonie bunék, které byly
Spickou preneseny do 1,5 ml mikrozkumavky s 30 ul sterilizované vody a rozmichany. Poté
byla ptipravena PCR reakéni smés s primery M13F a M13R, které nasedaji na plasmidovou
DNA a umoznuji amplifikaci vlozeného PCR produktu. Jako templat slouzily 2l

resuspendovanych bun¢k DH5a. Byly pfipravovany negativni kontroly.
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Amplifikace probihala za téchto podminek:

1. 95°C 10 min
2.95°C50s
3.52°C50s
4.72°C 60 s

5. 2-4 opakovat 19x

6. 72°C 10 min

Poté se provedla vizualizace pomoci gelové -elektroforézy (viz. 3.2 Gelova
elektroforéza). Pokud byly pfitomny fragmenty o spravné délce, pfistoupilo se k namnozeni

plazmidu.

4.7. NamnoZeni a izolace plazmidu

Pro namnoZeni bakterii s vektorem nesouci inzert byla do zkumavky se 3 ml LB media
ptidana bakterialni suspenze ptipravena v kapitole 4.6. a 12ul ampicilinu. Poté se zkumavky
daly trepat pies noc pii teploté 37°C. Izolace plazmidového vektoru se provadéla pomoci kitu

High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche). Postupovalo se dle pfiloZeného protokolu.

4.8. Sekvenace

Sekvenace probihala v servisni laboratofi genomiky BC AV CR. Plazmidova DNA
byla sekvenovdna po obou fetézcich pomoci univerzélnich primert MI3F a MI3R
a tzv. vnitinich primert specifickych pro SSU a LSU rDNA (Tab. 3). Standardné byly
sekvenovany dva klony jednoho PCR produktu. Sekvenace byla provedena pomoci

automatického sekvenatoru ABI PRISM 3130xl.
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Tab. 3: Vnitini primery pro SSU a LSU rDNA.

Nazev Sekvence 5"— 3~ Reference
MyxospecR GGTTTCNCDGRGGGMCCAAC Fiala 2006
Ameb620F GCCAGCAGCCGCGGTAATATC nepublikovan

NLF 184 ACCCGCTGAAYTTAAGCATAT Van der Auwera a kol. 1994
NLF 1050 AATCGAACCATCTAGTAGCTGG Bartosova a kol. 2009
NLF 1105 CCGAAGTTTCCCTCAGGATAGC nepublikovéan
NLR 1270 TTCATCCCGCATCGCCAGTTC Bartosova a kol. 2009
NLR 1432 GTTGTTACACACTCCTTAGCGG Bartosova a kol. 2009

NLR 3113 GTCTAAACCCAGCTCACGTTCCCT  Van der Auwera a kol. 1994

4.9. Fylogeneticka analyza

Castednd sekvenéni data ze sekvenatoru byla kompletovdna v programu SeqMan
(DNASTAR) do vysledného sekven¢niho kontigu. Z genové banky (NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) byly ziskany dostupné SSU rDNA, LSU rDNA a EF2 sekvence
druhti rodu Ceratomyxa a vybranych zastupct hlavnich moiskych skupin myxosporei. K nim
byly pfidany ziskané sekvence a byl sestaven dataset. Jako outgroup byly pouzity sekvence
Chloromyxum cyprini, Henneguya salminicola, Myxidium lieberkuehni, Myxobolus
lentisuturalis, Sphaeromyxa zaharoni a Zschokkella nova. Sekvence byly uspotadany v
programu MAFFT verze 6.864 (Katoh a kol. 2005) metodou L - INS-i. Z alignmentu byly
vybrané konzervativni ¢asti pomoci programu Gblocks 0.91.b (Castresana 2000) s mén¢
striktnimi parametry.

Fylogeneticka analyza byla provedena metodou maximalni pravdépodobnosti (ML -
maximum likelihood) a metodou maximalni uspornosti (MP — maximum parsimony). ML
analyza byla provedena v programu RAXML 7.0.3. (Stamatakis 2006) za pouziti modelu
GTRGAMMA. Bootstrapové hodnoty byly vypocitany bootstrapovou analyzou s 500ti
opakovanimi. MP byla provedena v programu PAUP 4.0b10 (Swofford a kol. 2001)
S heuristickym vyhleddvanim a pomérem transici ku transverzim 1:2. Bootstrapové hodnoty

byly stanoveny analyzou s tisici opakovanimi. Bayesovska analyza (BI) byla provedena
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v programu MrBayes v. 3.0 (Ronquist a Huelsenbeck 2003) pomoci Markovova fetézce za
pouziti GTR + G modelu. Posteriorni pravdépodobnosti byly analyzovany s 1 milionem
generaci ve dvou nezavislych bézich. Kazdy sty vysledny strom byl ulozen a ,,burn-in“ byl
stanoven na hodnoté 10 000. Ke stanoveni hodnoty ,,burn-in“ byl vyuzit program Tracer
v1.5.0 (Rambaut a Drummond 2007).

Fylogenetické stromy byly zobrazeny v programu TreeView 32 (Page 1996) a na
upravu byl pouzit program Adobe Illustrator 10 CE.
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5. Vysledky

Celkem bylo ziskano 11 novych LSU rDNA a 10 novych EF2 sekvenci myxosporei
(Tab. 4). Dataset SSU rDNA sekvenci z bakalarské prace (Hlavnickova 2010) byl rozsifen o 5
novych sekvenci véetné sekvece Ceratomyxa sp. ze stieva Gasterosteus aculeatus. Délka
alignmentu SSU rDNA je 1485 znakli, LSU rDNA 2096 znak a EF2 246 znakt. Délka

konkatenovaného alignmentu sekvenci SSU a LSU rDNA je 3581 zankl a konkatenovany

alignment vSech tfi genti ma délku 3827 znak.

Tab. 4: Ziskané sekvence u jednotlivych vzork; ® nové ziskana sekvence, Bp sekvence

ziskana v bakalarské praci, GB sekvence ziskana z genové banky.

SSUrDNA  LSU rDNA EF2 gen
Oznaceni  Myxosporea
(bp) (bp)
Ceratomyxa
Csll GB °® o
shasta
Ceratomyxa
182 Bp ° o
sp.
Ceratomyxa
295 . Bp ° o
longipes
Ceratomyxa
279 ) ] o - -
informis
Ceratomyxa
302 Bp [ o
arcuata
Ceratomyxa
425 Bp o o
sp.
Ceratomyxa
729 . Bp L °
appendiculata
Ceratomyxa
CsGa [ ) ) -
sp.
Ceratomyxa
LJ1 ° ° )
sp.
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Ceratomyxa

LJ2 ® o °
sp.
Myxodavisia
MyxD o () [ )
sp.

Parvicapsula

Pm Ga minibicornis GB ¢ ¢

Vysledny strom ziskany fylogenetickou analyzou SSU rDNA je zobrazen na obrazku
(Obr. 2). Ceratomyxa sp. ze stieva Gasterosteus aculeatus (vzorek Cs Ga) tvoii sestersky
taxon s Ceratomyxa shasta s vysokou bootstrapovou podporou. Tyto taxony piedstavuji
samostatnou lini bez pevného vztahu k jakékoli skupiné motskych myxozoi. Nové ziskané
sekvence druhti rodu Ceratomyxa a druhu Myxodavisia sp. se vétvi v ramci kladu tvofeného
vyhradné druhy rodu Ceratomyxa a jednim zastupcem rodu Palliatus. Ceratomyxa sp. ze
Scorpaena porca (vzorek 182) se vétvi samostatné bez blizké ptibuznosti ke konkrétnimu
druhu. Ceratomyxa longipes (vzorek 295) tvofi sestersky taxon s Ceratomyxa aegyptiaca se
sttedni bootstrapovou podporou. Jejich nejbliz§imi piibuznymi je skupina tvofena druhy
Ceratomyxa hallettae, Ceratomyxa robertsthomsoni, Ceratomyxa thalassomae a Ceratomyxa
gleesoni. Nejblizsimi piibuznymi Ceratomyxa arcuata (vzorek 302) je skupina zahrnujici
druny Ceratomyxa cheilinae, Ceratomyxa oxycheilinae, Ceratomyxa sp. (FJ417043)
a Ceratomyxa sp. z Aluterus monoceros (vzorek LJ2). Ceratomyxa sp. ze Synaphobranchus
kaupi (vzorek 425) tvoii sestersky taxon s Palliatus indecorus se stfedni bootstrapovou
podporou v ML a MP a s vysokou botstrapovou podporou v analyze metodou MrBay. Tyto
dva druhy spolu s jejich nejbliz§im piibuznym Ceratomyxa sp. (DQ377699) se vétvi jako
bazalni taxony. Ceratomyxa appendiculata (vzorek 729) je nejblizsi piibuzny druhu
Ceratomyxa anko s vysokou bootstrapovou podporou. Ceratomyxa sp. 1 a Myxodavisia sp.
jsou bazalnimi taxony této fylogenetické skupiny zahrnujici pifevdzné druhy rodu
Ceratomyxa. Parvicapsula minibicornis tvoii sestersky taxon s Sphaerospora testicularis

s vysokou bootstrapovou podporou.
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LSU a EF2 dataset je do po¢tu taxonii méné rozsahly z diivodu absence sekvenci v
genové bance. Vysledna topologie stromil je proto ovlivnéna timto faktorem a poloha
nékterych zkoumanych taxoni se lisi.

Fylogeneticka analyza LSU rDNA sekvenci (Obr. 3) potvrdila vétveni druht
Ceratomyxa shasta a Ceratomyxa sp. z Gasterosteus aculeatus (Cs Ga) mimo hlavni skupinu
tvofenou druhy rodu Ceratomyxa. Ceratomyxa sp. ze Scorpaena porca (vzorek 182) tvori
sestersky taxon s Ceratomyxa longipes (vzorek 295) s maximalni podporou bootsrapu.
Ceratomyxa arcuata (vzorek 302) tvofi ve strom¢ samostatny taxon, tato pozice je podpoiena
sttednimi hodnotami bootstrapu. Ceratomyxa sp. ze Synaphobranchus kaupi (vzorek 425) je
nejblize ptibuzna dvojici tvofené druhy Palliatus indecorus a Ceratomyxa sp. (DQ377699)
s maximalni podporou bootstrapu. Ceratomyxa appendiculata (vzorek 729) tvoii sestersky
taxon s Ceratomyxa vikrami, tato pozice je podpofena stiedni hodnotou bootstrapu v
analyzach metodami MP a ML a vysokou hodnotou v analyze metodou MrBay. Parvicapsula

minibicornis (vzorek Pm Ga) tvofi sestersky taxon Zschokkella sp. (FJ417081).

Vysledny strom fylogenetické analyzy konkatenovanych sekvenci SSU a LSU rDNA
je zobrazen na obrazku (Obr. 4). Ceratomyxa shasta a Ceratomyxa sp. z Gasterosteus
aculeatus (Cs Ga) tvori sestersky taxon a vétvi se mimo hlavni skupinu tvofenou druhy rodu
Ceratomyxa. Pozice analyzovanych sekvenci je obdobna jako v piipad¢ analyzy LSU rDNA.
Ceratomyxa sp. ze Scorpaena porca (vzorek 182) tvoii sestersky taxon s Ceratomyxa
longipes (vzorek 295). Ceratomyxa arcuata (vzorek 302) tvoii samostatny taxon. Ceratomyxa
sp. ze Synaphobranchus kaupi (vzorek 425) je nejblize piibuzna druhu Palliatus indecorus.
Ceratomyxa appendiculata (vzorek 729) tvoii sestersky taxon s Ceratomyxa vikrami, tato
pozice je podpoiena vysokou hodnotou bootstrapu v analyzdch metodami ML a MrBay a se
stfedni hodnotou v analyze metodou MP. Nejbliz§im ptibuznym Parvicapsula minibicornis
(vzorek Pm Ga) je Zschokkella sp. (FJ417081).

Fylogenetickd analyza genu pro elongacni faktor 2 (Obr. 5) potvrdila pozici
Ceratomyxa shasta vné¢ skupiny moiskych myxozoi. Ceratomyxa sp. ze Scorpaena porca
(vzorek 182) se vétvi samostatné bez blizké pribuznosti ke konkrétnimu druhu. Ceratomyxa
longipes (vzorek 295) tvoii sestersky taxon s Ceratomyxa sp. (LJ2). Ceratomyxa arcuata

(vzorek 302) tvoii sestersky taxon s Ceratomyxa appendiculata s maximalni bootstrapovou
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podporou. Ceratomyxa sp. ze Synaphobranchus kaupi (vzorek 425) je nejblize pfibuzna druhu

Myxodavisia a druhu Ceratomyxa sp. (LJ1).

Vysledny strom fylogenetické analyzy konkatenovanych sekvenci EF2 genu a dvou
rDNA genu je zobrazen na obrazku (Obr. 6). Pozice Ceratomyxa shasta a Ceratomyxa sp.
z Gasterosteus aculeatus (Cs Ga) odpovida predchozim analyzam, tyto dva druhy tvofi
sestersky taxon a vétvi se mimo hlavni skupinu tvofenou druhy rodu Ceratomyxa.
Ceratomyxa sp. ze Scorpaena porca (vzorek 182) tvoii sestersky taxon s Ceratomyxa
longipes (vzorek 295) s vysokou bootstrapovou podporou. Ceratomyxa arcuata (vzorek 302)
tvofi samostatny taxon. Ceratomyxa sp. ze Synaphobranchus kaupi (vzorek 425) je nejblize
piibuzna dvojici tvofené druhy Palliatus indecorus a Ceratomyxa sp. (DQ377699).
Ceratomyxa appendiculata (vzorek 729) tvofi sestersky taxon s Ceratomyxa vikrami
s vysokou podporou bootsrapu. Ceratomyxa sp. 1 a Myxodavisia sp. jsou bazalnimi taxony

studované fylogenetické skupiny.
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Obr. 2: Fylogenetické vztahy druh( tfidy Myxosporea na zakladé analyzy SSU rDNA sekvenci. Hodnoty
bootstrapd ML/MP nad 50% a podpory Bl nad 0,5 jsou uvedeny u jednotlivych uzld. Méfitko délky vétvi je
uvedeno pod stromem. Tuéné jsou zvyraznény nové ziskané sekvence. Cisla genové banky jsou uvedena v
zavorkach. Jako outgroup byly pouzity sekvence Chloromyxum cyprini, Henneguya salminicola, Myxidium
lieberkuehni, Myxobolus lentisuturalis,

Sphaeromyxa zaharoni a Zschokkella nova
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Obr. 3: Fylogenetické vztahy druh(l tfidy Myxosporea na zakladé analyzy LSU rDNA sekvenci. Hodnoty bootstrap(
ML/MP nad 50% a podpory Bl nad 0,5 jsou uvedeny u jednotlivych uzld. Méfitko délky vétvi je uvedeno pod stromem.
Tu¢né jsou zvyraznény nové ziskané sekvence. Cisla genové banky jsou uvedena v zavorkach. Jako outgroup byly

pouzity sekvence Chloromyxum cyprini, Henneguya salminicola, Myxidium lieberkuehni, Myxobolus lentisuturalis,
Sphaeromyxa zaharoni a Zschokkella nova
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Obr. 4: Fylogenetické vztahy druhi tfidy Myxosporea na zakladé analyzy konkatenovanych SSU rDNA a LSU
rDNA sekvenci. Hodnoty bootstrap ML/MP nad 50% a podpory Bl nad 0,5 jsou uvedeny u jednotlivych uzl{.
Méfitko délky vétvi je uvedeno pod stromem. Tu¢né jsou zvyraznény nové ziskané sekvence. Jako outgroup
byly pouzity sekvence Chloromyxum cyprini, Henneguya salminicola, Myxidium lieberkuehni, Myxobolus
lentisuturalis, Sphaeromyxa zaharoni a Zschokkella nova
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délky vétvi je uvedeno pod stromem. Tuéné jsou zvyraznény noveé ziskané sekvence. Cisla genové banky
jsou uvedena v zavorkéach. Jako outgroup byly pouzity sekvence Chloromyxum cyprini, Henneguya
salminicola, Myxidium lieberkuehni, Myxobolus lentisuturalis, Sphaeromyxa zaharoni a Zschokkella nova
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Obr. 6: Fylogenetické vztahy druh( tfidy Myxosporea na zakladé analyzy
LSU rDNA a EF2 sekvenci. Hodnoty bootstrapti ML nad 50% a podpory Bl nad 0,5 jsou uvedeny u
jednotlivych uzl(. Méfitko délky vétvi je uvedeno pod stromem. Tu¢né jsou zvyraznény nové ziskané

sekvence. Jako outgroup byly pouzity sekvence Chloromyxum cyprini, Henneguya salminicola, Myxidium
lieberkuehni, Myxobolus lentisuturalis, Sphaeromyxa zaharoni a Zschokkella nova
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6. Diskuze

Ve vSech provedenych analyzach se Ceratomyxa shasta vétvi mimo skupinu
zahrnujici vSechny dosud sekvenované druhy rodu Ceratomyxa. To tedy nepodporuje zavéry
Gunter a Adlard (2008), Gunter a kol. (2009) a Gleeson a Adlard (2011), kteti umist'uji
C. shasta do pozice sesterského taxonu vSech Ceratomyxa spp. Ve vSech analyzach je s mensi
¢1 vetsi podporou nodi moiska vétev myxosporei rozdélena na linii vedouci ke kladu s druhy
rodu Ceratomyxa a klinii zahrnujici zbyla moiskd Myxosporea. Zde je pouze stabilni
sestersky vztah druhd rodu Enteromyxum a kladu zahrnujici pfevazné druhy rodu Kudoa.
Ostatni vztahy hlavnich podskupin motské vétve nejsou stabilni véetné polohy C. shasta
v souladu s rozdilnymi vysledky dfive publikovanych analyz (Fiala 2006, Fiala a Bartosova
2010, Fiala a Dykova 2004, Freeman a kol. 2008, Gunter a Adlard 2009, Heiniger a kol. 2008,
Jirki a kol. 2006, 2007, Koie a kol. 2008).

Analyzy konkatenovanych alignmentli podpofily analyzy jednotlivych genli a co je
dilezité, ze zvysily podporu uzli, které oddéluji skupinu druht rodu Ceratomyxa od ostatnich
myxosporei véetné C. shasta. ZvySena podpora uzli v konkatenovanych analyzach byla také
pozorovana ve studii BartoSové a kol. 2009, ve které ovsem chybéla sekvence C. shasta a
druhy rodu Ceratomyxa byly zastoupeny pouze Etyimi zastupci. V soucasné prezentované
konkatenované analyze je v kladu Ceratomyxa spp. 14 sekvenci a podpora tohoto klastru se
zvysila z 89/0,83 (SSU analyza, ML/BI BartoSova a kol. 2009) na 94/1.0 (SSU +LSU rDNA,
ML/BI) respektive na 99/1.0 (SSU + LSU rDNA + EF2, ML/BI). Vzestup podpory uzli je i
pfes zvySeny pocet sekvenci v analyze a zvySeny pocet nestabilnich taxonl, coZ obecné
pusobi pokles podpory uzli (Pattengale 2011), tak jako v pfipad¢ analyzy SSU rDNA se
vSemi v soucasnosti dostupnymi sekvencemi Ceratomyxa spp. Bootstrapova podpora této
skupiny je pouze 58% (61 taxonil ve skupin¢) oproti publikované analyze (BartoSova a kol.
2009) s podporou 89% (5 taxoni ve skuping).

Dulezitym faktorem pro presnéjsi rekonstrukci fylogenetické pozice C. shasta je
ziskani sekvence z nové objeveného druhu Ceratomyxa sp., ktery také parazituje ve stievé
ryb. Dr. Stephen Atkinson (Oregon State University, USA) bude tento druh popisovat jako
druh pro védu novy, pfiCemz nasi laboratoii poskytl vzorek DNA pro sekven¢ni analyzu.
Fylogenetickou analyzou se potvrdil fakt, ze Myxozoa klastruji vice podle tkanové specifity

nez podle podobnosti v morfologii spor (Holzer a kol. 2004, Fiala 2006). Novy stfevni druh se
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vétvil v blizké piibuznosti s C. shasta. Linie myxosporei infikujicich stievo s morfologii spor
totoznou s druhy rodu Ceratomyxa a tedy zatazenych do rodu Ceratomyxa je od tohoto
objevu slozena ze dvou taxonil. Stfedné dlouha vétev linie je tedy ,,pfelomena“ a méla by byt
méné nachylné pro mozné artefakty vznikajici pii fylogenetickych analyzach.

Pouze LSU rDNA analyza podporuje domnénku Fialy a BartoSové (2010), jejiz
podstatou je spolecnéd evoluce histozoickych druhti v ramci motské vétve, tedy druhl rodu
Kudoa + Enteromyxum + Ceratomyxa shasta. Podpora uzlii pro tento vztah je ovSem velmi
slaba. V piipadé, Ze scénar evoluce by neodpovidal vySe uvedenému vztahu, vznikla by
specifita k parazitismu v tkanich u myxosporei v ramci motské linie dvakrat nezavisle.
Podobny patern je u sladkovodni vétve myxosporei, ve které je pritomna jedna druhové
pocetna skupina histozoickych druhti nékolika rodu (typicky Myxobolus a Henneguya).

SSUr DNA a konkatenované analyzy naznacuji konkuren¢ni scénaf evoluce: z predka
mofskych myxosporei se oddé¢lila linie vedouci Kk soucasnym druhtim rodu Ceratomyxa
obyvajicich zlu¢ovy méchyt ryb a linie ze které se mezi prvnimi odstépil predek soucasnych
stitevnich druhd rodu Ceratomyxa. Takovéto hypotetické schéma evoluce je naznaceno v praci
Fialy a Bartosové (2010), ale doposud nebylo potvrzeno Zadnou fylogenetickou analyzou.

Fylogeneticka pozice ostatnich druhti rodu Ceratomyxa na zékladé LSU rDNA, které
jsem nove¢ ziskala v predkladané praci je vice méné v souladu s SSU rDNA analyzou. Nové
ziskané sekvence druht rodu Ceratomyxa a druhu Myxodavisia sp. se vétvi v ramci kladu
tvofen¢ho vyhradné druhy rodu Ceratomyxa a jednim zastupcem rodu Palliatus. Rozdilna je
pozice Ceratomyxa sp. ze Scorpaena porca (vzorek 182), v analyze na zakladé SSU rDNA se
vétvi samostatné bez blizké pfibuznosti ke konkrétnimu druhu, zatimco v analyze LSU rDNA
tvori sestersky taxon s Ceratomyxa longipes (vzorek 295) s vysokou podporou bootsrapu. Na
zaklad¢ SSU rDNA analyzy tvoii Ceratomyxa longipes (vzorek 295) sestersky taxon
s Ceratomyxa aegyptiaca se stredni bootstrapovou podporou. Pozice Ceratomyxa arcuata
(vzorek 302) se také lisi, v LSU rDNA analyze se vétvi jako samostatny taxon, pozice je
podpofena stftednmi hodnotami bootstrapu, avSak v analyze na zakladé SSU rDNA je blizce
ptibuzna skupiné zahrnujici druhy Ceratomyxa cheilinae, Ceratomyxa oxycheilinae,
Ceratomyxa sp. (FJ417043) a Ceratomyxa sp. z Aluterus monoceros (LJ2), tato pozice ma
nizkou bootstrapovou podporu. Parvicapsula minibicornis (Pa Gm) tvofi v SSU rDNA
analyze sestersky taxon s Sphaerospora testicularis s vysokou bootstrapovou podporou, avSak

vanalyze LSU rDNA tvofi sestersky taxon s Zschokkella sp. (FJ417081) se stiedni
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bootstrapovou podporou. Odlisnost v topologii stromu je ziejmée zpisobend nizSim poctem
sekvenci v datasetu pro LSU rDNA analyzu.

Pozice nové ziskanych sekvenci druhti rodu Ceratomyxa na zaklad¢ fylogenetické
analyzy konkatenovanych sekvenci SSU a LSU rDNA je témét totozna s LSU rDNA
analyzou. Rozdilné jsou pouze nckteré hodnoty bootstrapové podpory uzla. Sestersky taxon
Ceratomyxa sp. ze Scorpaena porca (vzorek 182) a Ceratomyxa longipes (vzorek 295) ma
vysokou bootstrapovou podporu uzlu vLSU rDNA analyze, ovSem v analyze
konkatenovanych sekvenci je nizka podpora v ptipadé metody maximalni uspornosti (MP).
Ceratomyxa appendiculata (vzorek 729) tvoii v obou analyzach sestersky taxon s Ceratomyxa
vicrami, v analyze LSU rDNA je tato pozice podpofena stfedni hodnotou bootstrapu v
analyzach metodami maximalni tspornosti (MP) a maximalni pravdépodobnosti (ML) a
vysokou hodnotou podpory v Bayesovské analyze, zatimco v analyze konkatenovanych
sekvenci je stejna pozice podpofena vysokymi hodnotami v Bayesovské analyze a analyze
ML a se stfedni hodnotou v analyze metodou MP.

Piekvapiva je pozice Myxodavisia sp. na bazi kladu Ceratomyxa sp. ve vsech
provedenych analyzach, coz potvrzuje teorii, Ze druhy rodu Myxodavisia parazitujici
Vv zlu¢ovém méchyti nesou znaky podobné druhlim rodu Ceratomyxa a jsou ziejmé nespravné
taxonomicky zatazeny do svého rodu (Zhao a kol. 2008). Vétsina druhti rodu Myxodavisia
jsou parazité mocového méchyie ryb a jejich predpokladana pozice je v ramci skupiny
motskych myxosporei infikujici vylu¢ovaci soustavu. Myxodavisia sp. ze zlu¢ového méchyte
je prvnim druhem tohoto rodu, jejiz sekvence je zndma a potvrzuje zjisténi, Ze tkanova afinita
se mnohem vice shoduje s aktualni fylogenezi nez s morfologii spor a tedy taxonomii (Kent a
kol. 2001, Holzer a kol. 2003, Fiala 2006, Burger a kol. 2007, Gunter a Adlard 2008). Pro
vyjasnéni vztaht druht rodu Myxodavisia bude nutné ziskat molekularni data zejména druht
parazitujicich v moc¢ovém systému ryb.

Zajimava je pozice Ceratomyxa informis (vzorek 297) z Merlangius merlangus
v analyze SSU rDNA. Vétvi se jako bazalni taxon vSech druhd rodu Ceratomyxa a klastruje
do skupiny tvoifené¢ C. carcharhini, C. melanopteri a C. negaprioni, coz jsou parazité
U podtiidy Elasmobranchii. Tato skupina ma spolu s Ceratomyxa sp. (DQ377698)
z Scyliorhinus canicula vysokou bootstapovou podporu v analyzach metodami ML a MP.
Nicméné tuto pozici nemtizeme potvrdit dal§imi analyzami, jelikoZ se nepodafilo ziskat LSU

rDNA sekvenci ani sekvenci pro elongacni faktor 2.
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Jelikoz pozice typového druhu rodu Ceratomyxa, C. sphaerulosa Thélohan, 1892, neni
zatim znama, bylo by zatim pfedCasné meénit zavedenou taxonomii a prefazovat druhy
Ceratomyxa shasta a Ceratomyxa sp. ze stfeva Gasterosteus aculeatus do nového rodu. Podle
Gunter 2009 a Glesona a Adlarda 2011 C. sphaerulosa, puvodné popsana u dvou zraloki
Celedi Triakidae (Mustelus vulgaris, Galeus canis), bude Kklastrovat do podskupiny

Ceratomyxa spp. parazitujicich ve zlu¢ovém méchyii u podtiidy Elasmobranchii.
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7.Zaveér

1. Podaftilo se ziskat LSU rDNA sekvenci i sekvenci pro elongacni faktor 2 u druhu
Ceratomyxa shasta a LSU rDNA a SSU rDNA sekvenci u druhu Ceratomyxa sp. ze

stieva Gasterosteus aculeatus.

2. Celkem bylo ziskano 11 LSU rDNA sekvenci, 10 sekvenci pro elongacni faktor 2
a dataset SSU rDNA byl rozsifen o sekvence Ceratomyxa sp. ze stfeva Gasterosteus
aculeatus, 2 sekvence Ceratomyxa sp. (LJ1, LJ2) z Aluterus monoceros, sekvenci z C.
informis a Myxodavisia sp.

3. Ve vsech provedenych fylogenetickych analyzach se Ceratomyxa shasta vétvi mimo

skupinu zahrnujici v§echny dosud sekvenované druhy rodu Ceratomyxa.

4. Novy druh Ceratomyxa sp. ze stfeva Gasterosteus aculeatus se vétvil v blizké

ptibuznosti C. shasta.

5. SSU rDNA a konkatenované analyzy naznacuji scénat evoluce, ktery zatim nebyl
potvrzen Zadnou fylogenetickou analyzou: z pfedka motskych myxosporei se oddé¢lila
linie vedouci k sou¢asnym druhiim rodu Ceratomyxa obyvajicich zlu¢ovy méchyft ryb
a linie ze které se mezi prvnimi odstépil predek soucasnych stfevnich druhii rodu

Ceratomyxa.

6. Fylogenetickd pozice ostatnich druhti rodu Ceratomyxa se Vv jednotlivych analyzach

vyrazng nelisi.

7. Myxodavisia sp. klastruje na bazi kladu Ceratomyxa sp. ve vSech provedenych

analyzach a mize ptedstavovat ptivodni morfotyp predkti rodu Ceratomyxa.

8. Ceratomyxa informis (vzorek 297) z Merlangius merlangus se v analyze SSU rDNA
vétvi jako jeden z bazalnich taxont vSech druhi rodu Ceratomyxa a klastruje do

skupiny tvotené druhy parazitujicimi u podtiidy Elasmobranchii.
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