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UVOD A CILE PRACE

Metody molekularni biologie, obzvlasté¢ pak molekularni taxonomie, pifedstavuji veliky
nastroj ke studiu evoluce Zivota. Vysledky ziskané pomoci molekularné-biologickych metod
jsou ale ¢asto prekvapiveé odlisné od vysledkt ziskanych metodami klasickymi. Piedstavy o
fylogenezi prvoka (tj. jednobun&nych eukaryot, Protista’) prodélavaji neustaly vyvoj
v zavislosti na rozvoji jak praktickych, laboratornich metod, tak na vyvoji pocitacovych
technologii. Casto se setkivame s nidzorem, e molekularni taxonomie stoji mimo piimé
vnimani pfirody. Tento nazor sice neni nesmyslny, ale musime si zaroven uvédomit, ze celé
nase poznani mikrosvéta je nepfimé a zavislé na pouzité metod¢. Skupina Protista je diky
nedostatku spolehlivych metod jen velmi obtizn€ zkoumatelna, a proto predstavuje pouziti
molekularné-biologickych metod nejen zlehceni a zptesnéni prace, ale i spoustu zcela novych
moznosti vyzkumu. Je vSak dle naseho ptresvédceni potieba mit neustile na paméti, ze
veskeré lidské poznani je jen modelem skutecnosti, nikoliv skutecnosti samou, proto jsme se
rozhodli naSe molekularné-biologicka data vzdy konfrontovat s daty morfologickymi.
Soucasny vyzkum prvokt klade diraz zejména na studium modelovych organismil
(Tetrahymena). Pokud se vénuje pozornost i dal§im taxondm, jsou to hlavné prvoci vyznamni
v humanni a veterindrni mediciné. Jen vzacné jsou prvoci studovani v medicinsky
nezajimavych zastupcich bezobratlych zivodich. VétSina z takovych praci se zabyva
mikroflorou v termitim stfeve, nebot’ to je z protistologického hlediska neobycejné bohaté
(symbionti travici celulozu, koevoluce, obrovska diverzita; centrum diverzity parabasalidi).
My jsme si vybrali ke studiu diverzity prvoki zazivaci trakt §vabii. Vedla nas k tomu
zejména piibuznost Svabl (Blattodea) s termity (Isoptera), snadna dostupnost fady druht a

nedostate¢na prozkoumanost jejich sttevni mikroflory.

Stanovili jsme si nasledujici cile:
1. Ziskat a pokusit se kultivovat izolaty stfevnich prvoki riznych druhti Svabi.
2. Molekularné charakterizovat nové taxony na zéklad€ sekvence SSU rDNA a urcit jejich
fylogenetickou pozici.
3. Provést morfologickou analyzu kultivovanych protist.

4. Ptipravit ptipadné nové taxony k popisu.

! Protista jsou parafyletickou skupinou organismi



Doposud se zdarila kultivace pouze nckolika druhti prvokll ze zazivaciho traktu
bezobratlych Zzivocichti (vyjimkou je skupina Kinetoplastida, jejiz zastupci se obvykle
kultivuji pomérné snadno). Nam se ale do stabilni kultury podafilo pfevést hned sedm izolath
prvokil ze stfevnich obsaht Sesti druhti §vabi, jednotlivé izolaty navic obsahuji rizné druhy
prvokl (zfejmé jsme prvni, komu se dané prvoky podafilo kultivovat). To ndm znacné
usnadnilo dal$i préci, nebot’ takto jsme mohli pfifadit sekvence k prislusSnym organismiim bez
pouziti metody FISH (fluorescent in situ hybridization), navic environmentalni PCR se ndm
pfedtim opakované nezdaftila, tudiz provedeni PCR z kultur byla jedinou dostupnou metodou,
jak ziskat sekvence prvoku ze stiev Svabii.

Do dnesniho dne jsme ziskali sekvence SSU rDNA a provedli jsme fylogenetickou
analyzu tii z téchto izolatlh obsahujici trichomonady (Parabasala). Ve vSech piipadech byla
sekvence identickd, avSak odliSna od sekvenci vSech doposud molekularné
charakterizovanych druhli parabasalidi. Nejptibuznéjsi se jevil druh Hypotrichomonas
acosta. Na zaklad¢ téchto vysledkl jsme naSe izolaty obarvili protargolem a zkoumali jejich
morfologii. Potvrdili jsme, Ze se jednd o novy druh rodu. Kromé toho jsme ve spolupraci
s Ivanem Cepickou studovali dostupné izolaty rodu Hypotrichomonas a objevili jsme mezi
nimi dalsi dva nové druhy, jejichz caste¢nou morfologickou studii v nasi praci také

predkladame.
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LITERARNI PREHLED

2.1. Protista a jejich role v evoluci Zivota
Prvoci (Protista) byvaji dodnes nékterymi lidmi povazovani za pouhou podfisi zivocichi
(Animalia). Toto chapani ale neodpovida soucasnym poznatklim. Dnes je jasné, Ze
morfologickd 1 molekularni diverzita protist je tak obrovskd, Ze si zaslouZi zavedeni hned
nékolika samostatnych isi (diskuse na toto téma viz Simpson a Roger, 2004). Je také jisté, ze
Protista jsou parafyletickou skupinou, ze které se hned n¢kolikrat nezavisle na sob¢ vyvinuly
mnohobunééné eukaryotické organizmy (viz obr. 1). Casto je pojem prvok laickou vefejnosti
chapan pejorativng; stejné jako pojem bakterie byva podvédomé spojen s parazitismem
a nizkym hygienickym standardem. Ctenat by si ale mél uvédomit, Ze prvoci nejsou Zadnou
anomadlii pfirody, nybrz pfedstavuji netuSenou a dosud stdle nedostate¢né prozkoumanou
diverzitu zivotnich pfistupti, ze které ziejm¢ nckolikrat nezavisle na sob& povstal
mnohobunécny zivot. Mnoho otazek tykajicich se fylogeneze eukaryot, a tedy i skupiny
Protista, neni dosud zodpovézeno. Radi bychom touto praci ptispéli k probihajicimu vyzkumu
diverzity a evoluce zivota. Uvédomujeme si ale, ze pfiddme pouze jednu kosticku do
obrovské skladanky evoluce Zivota.

Vzhledem k vySe popsanym skutecnostem je velmi obtizné prezentovat ustaleny nazor
na fylogenezi tak rozsahlé skupiny, jako jsou Protista. V nasi praci vychazime

z prednaskového cyklu I. Cepicky, J. Neustupy a V. Hampla — Protistologie (P¥F UK, 2005).
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Obr. 1. Model evoluce eukaryot s vyznacenim skupiny Parabasala. Upraveno podle Simpson a Roger (2004).



2.2. Zazivaci trakt Svabii a jeho charakteristika

Potrava hmyzu je velmi rozmanita, diky tomu se u této skupiny neobvykle rozrtiznila i stavba
travici soustavy. Pokud jde o §vaby (Blattodea), jsou to vpravdé polyfagni Zivodichové. Zivi
se jak rostlinnou, tak zivoci$nou potravou, a to jak v tekuté (Panchlora nivea), tak i v pevné
formé. Jejich Ustni ustroji je kousaci.

Travici trubice hmyzu, a tedy i1 $vabl, se rozd€luje do tfi oddili — stomodeum,
mesenteron a proctodeum. Stomodeum (piedni oddil) je urCeno k mechanickému zpracovani
potravy a pfipravuje ji na chemické traveni. Sklada se z dutiny ustni, hltanu (pharynx), jicnu
(oesophagus), volete (ingluvies) a zvykaciho zaludku (proventriculus). Mesenteron (stfedni
oddil) je z funkéniho hlediska nejdilezité;si ¢asti travici soustavy. Dochazi zde k chemickému
traveni a k vstfebavani zivin. Jeho wvnitini povrch je kryt peritrofickou membréanou,
vylucovanou specidlnimi zZlaznatymi buiikami. Tato membrana obaluje pevnou potravu
a slouzi jako ochrana pted priinikem parazitii do tkdni. V mesenteronu se nachazi trubicovity
zaludek, ktery Casto obsahuje slepé vybezky (caeca). Mesenteron obsahuje casto
1 fermenta¢ni komory a mycetomy, v nichz Ziji symbiotické mikroorganismy pomahajici
traveni hife rozlozitelnych Zivin (podle Kodrik, 2004). Proctodeum (zadni oddil) se sklada ze
tfi Casti: ileum, colon a rectum. Na rozhrani mesenteronu a proctodea Usti do travici soustavy
Malpighiho trubice, jez maji vyluovaci funkci.

Mikroorganismy (Protista a Eubacteria) se vyskytuji pfedevsim v dutinach zadniho
a stfedniho oddilu travici trubice. Pfenos mikroorganismi na juvenilni jedince se ziejmé d¢je
cestou fekalné-oralni (vykaly kontaminuji potravu, jejimz prostfednictvim dojde
k vniknuti mikroorganizmu do nového hostitele). Kodrik (2004) popisuje také zptisob pfenosu
transovarialni cestou, kdy mikroorganismy proniknou z vajecniku do vajicka nebo embrya

jesté pred vykladenim.
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2.3. Protista obyvajici zazivaci trakt Svabi

Prvni prvoci ve §vabech byli popsani von Sieboldem v roce 1839 (von Siebold, 1839;

in Hoyte, 1961). Von Siebold zkoumal obsah stfeva druhu Blatta orientalis a pozoroval v ném
tfi typy prvoki. Slo jednak o nédlevniky, pozdéji determinované jako Nyctotherus ovalis
(Semans, 1943a), dale pak o améboidni organismy, které Semans (1943a; b) ptifadil k druhu
Endamoeba blattae, a v neposledni tadé¢ také o prvoky druhu Gregarina blattarum
(Apicomplexa).

Stein (1854) byl patrné prvnim badatelem, ktery prozkoumal obsah stieva i jiného druhu
Svaba nez je Blatta orientalis, nebot nalezl nalevnika Nyctotherus ovalis 1 ve vzorku ze §vaba
druhu Blattella germanica. Posledni ndm znamy clanek o prvocich ve stievech
,hedfevozravych® Svabi publikoval H. M. D. Hoyte (1961). ,Dievozravi®“ Svabi (napf.
Cryptocercus sp., Parasphaeria boleiriana) byli zkoumani intenzivnéji a studie o nich jsou
znamy i z pozdéjsich let (viz Hollande a Carruette-Valentin, 1971, Brugerolle, 2003).

Souhrnné Ize fici, ze do dnesni doby bylo protistology zkoumano asi dvacet druhi
Svabu, pficemz pouze v jediném z nich (Ischnoptera deropeltiformis) nebyla nalezena zadna
protista. Do roku 1961 bylo u jinych nez ,.dfevozravych® Svabl nalezeno celkem 21 roda
prvokil ve 37 druzich. Pravdépodobné se jedna o komenzaly nebo parazity. Podobné prvoky
ma ve svém stieve 1 ,,dievozravy” Svab Parasphaeria boleiriana (Brugerolle et al., 2003)
z Celedi Blaberidae (nadceled’ Blaberoidea), jenz ziejmé travi celulozu stejné jako jeho
nedfevozravi ptibuzni, tedy pomoci bakterii (spirochéty).

Je zajimavé, Ze zastupci rodu Cryptocercus (Blattodea: Cryptocercidae) maji, podobné
jako termiti, ve stievé symbiotické hypermastigidy (skupina ,,Hypermastigida“ je vysoce
polyfyletickd) travici celulozu (viz Hollande a Carruette-Valentin, 1971). Bylo skutecné
pravé Celed’ Cryptocercidae (Lo et al. 2000). Timto problémem se ale v této praci hloubé&ji

nezabyvame.
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Obr. 2. Fylogeneticky strom skupiny
Dictyoptera zaloZeny na kombinaci
analyzi sekvenci geni SSU rDNA

a COII. Zeleng je oznacen taxon
kudlanky (Mantodea), Cervené termiti
(Isoptera) a modie $vabi (Blattodea).
Fialové zvyraznén druh Panestia
cribrata patfici do ¢eledi Blaberidae.

Podle Lo et al. (2000).

V nasledujicich tabulkach se pokusime obsdhnout dosavadni znalosti o diverzité prvokt

v zazivacim traktu ,,nedievozravych® Svabu.

Tab. 1. Dosud prozkoumani ,,nedfevozravi® §vabi. Podle Semans (1943a) a Hoyte (1961).

Celed Druh Zkratka
1| Blaberidae | Blaberus atropos Blab.atr.
2| Blaberidae | Blaberus giganteus Blab.gig.
3| Blaberidae | Blaberus sp. Blab.sp.
4| Blaberidae | Blaptica dubia Blap.dub.
5| Blattidae Blatta orientalis Blat.or.

6 | Blattidae | Blatta sp. Blat.sp.

7| Blattellidae | Blattella germanica Blat.ger.

8| Blattellidae | Ectobius lapponicus Ect.lap.

9 | Blattellidae | Ischnoptera deropeltiformis | Isch.der.
10 | Blaberidae | Panchlora exoleta Pan.ex.
11 | Blattellidae | Parcoblatta laca Parc.lac.
12| Blattellidae | Parcoblatta pensylvanica Parc.pen.
13 | Blattellidae | Parcoblatta uhleriana Parc.uhl.
14| Blattellidae | Parcoblatta virginica Parc.vir.
15| Blattidae | Periplaneta americana Per.am.
16 | Blattidae | Periplaneta australasiae Per.aus.
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Tab. 2. Prvoci popsani v zazivacim traktu ,,nedievozravych® §vabu. Upraveno dle Semans 1943a; Hoyte 1961.

Zatazeni Druh Autor popisu, rok Hostitel
1| Ciliophora Balantidium blattarum Ghosh, 1922 Per.am.
2| Ciliophora Balantidium ovatum Ghosh, 1922 Per.am.
3| Ciliophora Balantidium praenucleatum Kudo, Meglitsch, 1938 | Blat.or.
4| Ciliophora Coelosporidium periplanetae Lutz, Splendore, 1903 Blat.ger., Blat.or.
5| Apicomplexa |Diplocystis schneideri Kunstler, 1887 Blat.or., Per.am.
6 | Amoebozoa Endamoeba blattae Bitschli, 1878 Blat.or, Per.am.
7| Amoebozoa Endamoeba thompsoni Lucas, 1927 Blat.or., Per.am., Blat.ger.
8| Amoebozoa Endolimax blattae Lucas, 1927 Blat.or., Per.am.
9 | Amoebozoa Entamoeba dofleini Epstein, 1941 Blat.or.
10 | Amoebozoa Entamoeba hertwigi Epstein, 1941 Blat.or.
11 | Amoebozoa Entamoeba nana Teiera, 1926 Blab.atr.
12 | Microspora Gamocystis tenax Schneider, 1985 Ect.lap.
13| Apicomplexa | Gregarina blattarum Von Siebold, 1839 Parc.pen., Blat.ger., Blat.or., Per.am.
14 | Apicomplexa | Gregarina illinensis Watson, 1915 Parc.pen.
15| Apicomplexa | Gregarina legeri Pinto, 1918 Per.am.
16 | Apicomplexa | Gregarina ohioensis Semans, 1939 Parc.vir.
17| Apicomplexa | Gregarina panchlorae Frenzel, 1892 Panch.ex.
18| Apicomplexa | Gregarina parcoblattae Semans, 1939 Parc.uhl., Parc.pen.
19 | Apicomplexa | Gregarina serpentula Magalhaes, 1900 Per.am.
20| Apicomplexa | Gregarina thomasi Semans, 1939 Parc.pen.
21 | Amoebozoa Hartmanella blattae Ivanic, 1937 Blat.or.
22 | Fornicata Hexamita periplanetae Bélar, 1916 Per.am.
23 | Ciliophora Isotricha caulleryi Weill, 1929 Per.am.
24 | Kinetoplastida |Leptomonas blaberae Tejera, 1926 Blab.sp.
25 | Kinetoplastida |Leptomonas periplanetae Laveran, Franchini, 1920 | Blat.or.
26 | Kinetoplastida |Leptomonas sp. Parisi, 1910 Parc.vir., Parc.lata,
27 | Parabasala Lophomonas blattarum Stein, 1860 Blat.or.,Blat.sp., Per.am.
28 | Parabasala Lophomonas striata Biitschli, 1878 Blat.or., Per.am.,
29 | Parabasala Monocercomonas orthopterorum Parisi, 1910 Ecto.lap., Blat.or,
30|Oxymonada | Monocercomonoides orthopterorum |B¢lat, 1916 Blat.or., Per.am., Blab.gig.
31| Ciliophora Nyctotherus ovalis Leidy, 1850 Blat.ger., Parc.pen., Blat.or., Per.am.
32 | Microspora Pileocephalus blaberae Frenzel, 1892 Blap.dub.
33 | Microspora Plistophora periplanetae Lutz, Splendore, 1903 Blat.ger., Blat.or., Per.am.
34 | Microspora Plistophora sp. Blat.or.
35| Fornicata Retortamonas blattae Bishop, 1931 Blat.or.
36 | Parabasala Tetratrichomastix blattidarum Young, 1935 Blat.or., Per.am., Blat.ger.
37 | Fornicata Trimitus blattae Grassé, 1952 Blat.or.
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2.4 Charakteristika kmene Parabasala

Parabasala jsou ve vét$iné soucasnych systémii chapana jako monofyleticky taxon na urovni
kmene. Radi se do skupiny Metamonada, do niZ v sou¢asnosti (podle Cavalier-Smith 2003,
Hampl et al., 2005) ptitazujeme kromé parabasalidi jesteé nékteré dalsi anaerobni bic¢ikovce
(diplomonady, enteromonddy, retortamonady, Carpediemonas, oxymondady, Trimastix).
Skupina Metamonada je zfejmé¢ monofyleticka (Hampl et al., 2005), avsak jeji definice je
velmi obtizna, nebot’ jeji zastupci jsou neobvykle rGznorodi. Skupina Metamonada se
vyznacuje anaerobnim zpiisobem Zzivota, zadni jeji pfisluSnici nemaji typicky vyvinutou
mitochondrii. Pfitomny jsou pouze jeji anaerobni derivaty, tj. hydrogenozomy (Parabasala)
nebo mitozomy (Giardia). VétSina druhit metamonad zije endobioticky (paraziti,
komenzalové a endosymbionti).

Skupinu Metamonada pak néktefi autoti (viz diskuse v Hampl et al., 2005) tadi spolu se
skupinami Heterolobosea, Euglenozoa a s n€kolika malymi skupinami bic¢ikovct do skupiny
Excavata. Neni Upln¢ jasné, zda skupina Excavata pfedstavuje monofyleticky taxon. Za
primarni znak skupiny Excavata je povazovana bfiSni ryha, kterou obvykle prochdzi jeden
bic¢ik (Simpson a Patterson, 1999). Dalsim typickym znakem této skupiny je charakteristické
uspofadani mastigontu (tedy bazélnich télisek bicikl a pfidruzeného cytoskeletu)

a mikrotubularniho cytoskeletu. Excavata jsou vétSinou fagotrofové, u skupiny Euglenoidea
jsou dokonce pfitomny plastidy, v nichZ probiha fotosyntéza.

Vénujme se nyni skupiné¢ Parabasala, kterd je nejvétSi skupinou patiici mezi
Metamonada. Podle klasického modelu evoluce maji parabasalidi v zakladnim stavu Ctyfi
biciky, z toho je jeden zpétny. Existuje ptedpoklad, Zze spolecny piedek dnes znamych
parabasalidi byl mnohobicikaty, tj. byl to pfislusnik taxonu Hypermastigida (viz Gerbod
et al., 2004). Béhem fylogeneze pak podle obou téchto modelid dochazelo uréitym zpiisobem
ke zménam poctu a usporadani bic¢ikl a dalSich bunéénych struktur.

Parabasalidi maji nékolik zvlaStnich struktur, které jsou uznavany jako vyznamné
taxonomické znaky a na jejich struktute zalezi také morfologické urceni pritbéhu evoluce (viz

Brugerolle, 1976; 1986).
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Obr. 3. Schématicky nakres
parabasalida vystihujici
polohu taxonomicky
vyznamnych struktur. 1, 2,
3, R — basalni téliska; Ax —
axostyl; F1, F2, F3 —
kotenoveé fibrily basalnich
télisek; FP1, FP2 —
parabasalni fibrily; FR —
zpétny bicik; G — Golgiho
komplex; LM1 —
marginalni lamela; MO —
undulujici membrana; N —
jadro; Pe — pelta; X —
' / struktura X. Podle
Brugerolle, 1976.

Charakteristickd je zejména piitomnost parabasalniho aparatu (viz obr. 3.), coZ je
mohutné vyvinuty Golgiho komplex navazany obvykle na dvé zihané fibrily vybihajici
z mastigontu (parabasalni fibrily) a fixujici Golgiho komplex v blizkosti jadra (viz obr. 4.). Ve
svételném mikroskopu se Golgiho komplex jevi jako tzv. parabasalni télisko. Tvar
parabasdlniho téliska (disk, tyc¢, tvar pismene V apod.) je dilezity diagnosticky rodovy znak.

Typické je také uspotadani mastigontu (tj. bi¢ikového aparatu). Mastigont se sklada
z bazéalnich télisek bicikl, vlastnich bic¢iki a podplirného cytoskeletu. Jediny zcela
bezbicikaty rod je Dientamoeba (Camp et al., 1974). Skupina bazélnich télisek zaujima u
parabasalidi vzdy podobné postaveni. Typicky jsou vyvinuty tii nebo Ctyfi pfedni, tazné
biciky a jeden zpétny, vleény bicik. Bazalni télisko zpétného biciku je zpravidla kolmé na
bazalni téliska prednich. Bazalni téliska ptednich bi¢ikt (piivodné ziejmé tfi, sekundarné az
nekolik tisic) jsou rovnobézna.

Dale je u kmene Parabasala charakteristickd pfitomnost mikrotubularniho pelto-
axostylarniho komplexu. Pelta i axostyl maji podobu sto¢enych mikrotubularnich ploch.
Axostyl objima jadro, vyztuzuje osu bunky a jeho konec vy¢niva mimo télo bunky. Axostyl
neni na rozdil od oxymonad kontraktilni. Pelta kryje jadro a mastigont. Pelto-axostylarni

komplex je vyvinut u v§ech zastupct fddu Trichomonadida kromé rodu Dientamoeba.
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Obr. 4. Fotografie Monocercomonas lacertae

z transmisniho elektronového mikroskopu. 1,2, R —
basalni téliska; F — bi¢ik; G — Golgiho komplex; N —
jédro; PF — parabasalni fibrila. Méfitko predstavuje

1 um. Podle Brugerolle, 1994.

Pro parabasalidy je také typicky zvlastni typ
mitdzy - uzaviend pleuromitoza

s extranukledrnim  délicim  vieténkem
(Hollande a Carruette-Valentin, 1971;
Brugerolle, 1976).

Nesmime zapominat ani na pfitomnost
hydrogenosomiu (viz Prilohy - obr. 29). Jedna
se o specificky typ bunécnych organel, které
jsou zfejmé homologické mitochondriim
a funguji v anaerobnim prostiedi. U kmene
Parabasala jsou charakteristickou organelou,
ale wvyskytuji se 1 u jinych prvoki
(Nyctotherus, Plagiopyla, Neocallimastix
aj.). Zatimco v hydrogenosomu nalevnika

rodu Nyctotherus byl objeven genom

s mitochondridlnimi znaky (Akhmanova,

1983).

Pro klasifikaci v ramci kmene Parabasala jsou nesmirn¢ diilezité jesté kosta a undulujici
membrana. Undulujici mebrana (viz obr. 6) je charakteristickd struktura pfitomnd u mnoha
zastupci  tohoto kmene. Bylo popsdno nékolik jejich typti, od jednoduchého
cytoplazmatického lemu, na né¢jz je asociovan zpétny bicik (Hypotrichomonas, Trichomitus,
Undulujici membrana mtze byt rtizn¢ dlouhd, obvykle dosahuje konce buiikky. U mnohych
zastupct je undulujici membrana podlozena Zihanou fibrilou, kostou (viz obr. 5.). Podle typu
zihani rozeznavame dva typy kosty, oba typy se skladaji ze stejnych proteinti (Viscogliosi
a Brugerolle, 1994). Typ A (Tritrichomonas, Trichomitus) ma stejné zihani jako parabasalni

fibrily, typ B (Trichomonadidae) se od nich svym Zihanim lisi.
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Zastupci kmene Parabasala ziji vétSinou jako stievni komenzalové nebo symbionti
bezobratlych 1 obratlovci. Nékteré druhy (napt. Trichomonas vaginalis, Tritrichomonas
foetus, Histomonas meleagridis) jsou pro své hostitele patogenni. Jsou zndmy pouze tii volné
zijici druhy (Pseudotrichomonas keilini, Ditrichomonas honigbergi, Monotrichomonas

carabina). VSichni tito voln¢ zijici parabasalidi obyvaji anaerobni vodni prostiedi.

Trichomonas

Trichomitopsis

Devescovina

Tritrichomonas a.

Obr. 5. Typy undulujicich membran u kmene Parabasala. C, C1 — kosta; Cr — kresta; Mo — undulujici

membrana; Fr — zpétny bicik. Podle Brugerolle, 1976.
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Obr. 6. Fotografie lameliformni undulujici membrany Trichomonas vaginalis ze scanovaciho elektronového
mikroskopu. AF — pfedni bic¢iky; RF — zpétny bic¢ik; UM — undulujici membrana. Fotografie zapijcena prof.
Kuldou, publikovana v Kulda ef al. (1986).

2.5. Systém kmene Parabasala

Systém kmene Parabasala, ktery predkladame nize, je sestaven podle Brugerolle a Lee (2002),
doplnén o revize Brugerolle (2001), Brugerolle a Bordereau (2004) a Hampl ez al. (2006).
Tento systém jsme vypracovali se znaénym piispénim I. Cepicky. Jde o nejaktualngjsi a velmi

podrobné shrnuti systematiky celého kmene Parabasala.
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1. R4d TRICHOMONADIDA*

1. Celed Monocercomonadidae*

1. Pod¢eled Monocercomonadinae™®

Monocercomonas*® Grassi, 1879; Tricercomitus Kirby, 1930; Tetratrichomastix
Mackinnon, 1913; Hexamastix Alexeieff, 1912

2. Pod¢eled’ Chilomitinae
Chilomitus Da Fonseca, 1915

3. Podceled’ Protrichomonadinae
Protrichomonas Alexeieft, 1910; Histomonas Tyzzer, 1920; Parahistomonas
Honigberg and Kuldova, 1969

4. Podceled’ Dientamoebinae
Dientamoeba Jepps and Dobell, 1918

5. Podc¢eled’ Hypotrichomonadinae*

Hypotrichomonas Lee, 1960; Pseudotrichomonas Bishop, 1939; Ditrichomonas

Farmer, 1993; Monotrichomonas Bernard, Simpson et Patterson, 2000

2. Celed’ Trichomitidae
Trichomitus Swezy, 1915

3. Celed Trichomonadidae

Trichomonas Donné, 1836; Tetratrichomonas Parisi, 1910; Pentatrichomonas Mesnil,

1914; Trichomonoides Brugerolle et Bordereau, 2004 Trichomitopsis Kofoid et

Swezy, 1919
Pseudotrypanosoma Grassi, 1917; Pentatrichomonoides Kirby, 1931,

Cochlosoma Kotlan, 1923

4. Celed’ Tritrichomonadidae

Tritrichomonas Kofoid, 1920

2. Rad CRISTAMONADIDA

1. Celed Devescovinidae*

1. Pod¢eled’ Devescovininae*

* Hvézdicka znadi parafyleticky nebo polyfyleticky taxon
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Devescovina Foa, 1905; Foaina Janicki, 1915; Parajoenia Janicki, 1911; Caduceia,
Frana, 1918; Paradevescovina Kirby, 1926; Metadevescovina, Light, 1926;
Pseudodevescovina Sutherland, 1933; Hyperdevescovina Kirby, 1947,
Crucinympha Kirby, 1938; Bullanympha Kirby, 1938; Mixotricha Sutherland, 1933;
Polymastigoides Grassé et Hollande, 1951; Kirbynia Grassé et Hollande, 1950;
Achemon Grassé et Hollande, 1950; Astronympha Grassé 1952; Evemonia Grassé et
Hollande, 1950

2. Podceled’ Gigantomonadinae

Gigantomonas Dogiel, 1916; Macrotrichomonas Grassi, 1917

2. Celed’ Calonymphidae*
Calonympha Foa*, 1905; Stephanonympha Janicki, 1911; Snyderella Kirby, 1929;
Coronympha Kirby, 1929; Metacoronympha Kirby, 1939; Diplonympha Grassi, 1917;
Gyronympha Dolan et Kirby, 2002; Prosnyderella Dolan et Kirby, 2002;
Criconympha Dolan et Kirby, 2002

3.Celed’ Joeniidae’
Joenia Grassi, 1917; Placojoenia Radek et Hausmann, 1994; Joenina Grassi, 1885;
Joenoides Grassé, 1952; Joenopsis Cutler, 1920; Cyclojoenia Nurse, 1945; Projoenia
Lavette, 1970; Pachyjoenia Brugerolle et Bordereau, 2005

4. Celed’ Lophomonadidae’
Lophomonas Stein, 1860

5. Celed’ Deltotrichonymphidae’
Deltotrichonympha Sutherland, 1933; Koruga Claveland, 1966

6. Celed’ Rhizonymphidae®

Rhizonympha Grassé et Hollande, 1951
7. Celed’ Kofoidiidae'

Kofoidia Light, 1927

" Dtive fazeno do taxonu Hypermastigida
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3. R4d TRICHONYMPHIDA'

1. Celed’ Hoplonymphidae®
Hoplonympha Light, 1926; Barbulanympha Cleveland, Hall, Sanders et Collier, 1934;
Urinympha Cleveland, Hall, Sanders et Collier, 1934; Rhynchonympha Cleveland,
Hall, Sanders et Collier, 1934

2. Celed’ Staurojoeninidae’

Staurojoenina Kirby, 1926; Idionympha Cleveland, Hall, Sanders et Collier, 1934

3. Celed’ Trichonymphidae®
Trichonympha Leidy, 1877

4. Celed Eucomonymphidae*"
Eucomonympha Cleveland, Hall, Sanders et Collier, 1934; Pseudotrichonympha
Grassi et Foa, 1911

5. Celed’ Teranymphidae’
Teranympha Koidzumi, 1917

6. Celed’ Spirotrichosomidae’
Spirotrichosoma Sutherland, 1933; Macrospironympha Cleveland, Hall, Sanders et
Collier, 1934; Leptospironympha Cleveland, Hall, Sanders et Collier, 1934;
Apospironympha Cleveland et Day, 1958; Colospironympha Cleveland et Day, 1958

4. R4d SPIROTRICHONYMPHIDA'
1. Celed’ Spirotrichonymphidae’
Spirotrichonympha Grassi et Foa, 1911; Micromastigotes Hollande et

Carruette-Valentin, 1971; Spirotrichonymphella Grassi, 1917; Spironympha
Koidzumi, 1921

2. Celed’ Holomastigotoididae'
Holomastigotoides Grassi et Foa, 1911; Rostronympha Duboscq, Grassé et Rose, 1937
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3. Celed’ Holomastigotidae'
Holomastigotes Grassi, 1892; Spiromastigotes Duboscq et Grassé, 1943

4. Celed’ Microjoeniidae’

Microjoenia Grassi, 1892

2.6. Evoluce skupiny Parabasala

Az do nedavné doby se na zdkladé vysledkd morfologickych studii pfedpokladalo, ze celed’
Monocercomonadidae ma v fadu Trichomonadida, stejn¢ jako v celém kmeni Parabasala,
bazalni postaveni, nebot’ do ni byli fazeni prvoci, kteti bud’ undulujici membranu nemaji
vytvoienu vibec, nebo jim chybi vyvinuta kosta (viz obr. 7) (Honigberg, 1963; Brugerolle,
1976; 1986). Jeji pod€eled” Hypotrichomonadinae s undulujici membranou, ktera vSak neni
podlozena kostou, byla vniména jako piechod od monocerkomonad k ,pravym*
trichomonadam (tehdejsi ¢eled” Trichomonadidae) s undulujici membranou i kostou. DalSimi
modifikacemi a zeslozitovanim stavby mély z trichomonad vzniknout ¢eledi Devescovinidae
a Calonymphidae. Vrcholem vyvoje méla byt skupina Hypermastigida s obfimi
mnohobicikatymi buiikami.

Fylogenetické studie tento pohled doslova rozcupovaly (diskuse o tomto tématu napft.
Hampl et al.,, 2004), (viz obr. 8). Celed Monocercomonadidae je z tohoto tthlu pohledu
polyfyleticka a ani jedna jeji linie nepfedstavuje plivodni typ parabasalidii. Jeji podceled’
Hypotrichomonadinae je také polyfyletickd, nebot” endosymbioticky rod Hypotrichomonas
neni podle porovnani sekvenci SSU rDNA blize ptibuzny volné zijicim rodim
Monotrichomonas, Ditrichomonas a Pseudotrichomonas. Navic u vSech zastupct celedi
Monocercomonadidae, tedy i u Hypotrichomonadinae, doslo k sekunddrnimu zéniku kosty a
vétSinou téZ undulujici membrany (neukazuji nam ,predkostdlni dobu, jak coz chybné
vyjadfoval klasicky model evoluce podle morfologickych znaki). Celed” Trichomonadidae
(parabasalidi s undulujici membranou a kostou) se ukéazala byt polyfyletické a byla rozd€lena
na Celedi Trichomonadidae, Tritrichomonadidae a Trichomitidae (Hampl et al., 2006).
Polyfyleticka je téz skupina Hypermastigida. Jeji morfologie, tj. mnohobicikatost a zarovén
jednojadernost, vznikla nejméng tiikrat nezavisle na sob¢ (fady Trichonymphida
a Spirotrichonymphida, ¢ast fadu Cristamonadida) a pojem Hypermastigida piestal byt
pouzivan.

Dale zGstava otdzkou, jak vypadal spolecny pfedek dnes znadmych parabasalidd.
Nejpravdépodobnéji se dnes jevi dvé hypotézy. Podle té¢ prvni Slo o pomérné jednoduchy

organismus typu Trichomonadidae, Tritrichomonadidae nebo Trichomitidae, tj. typického
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prislusnika fadu Trichomonadida s kostou a undulujici membranou (v tomto ptipadé by obé¢
struktury vznikly pouze jednou). Podle druhé hypotézy byl predkem organismus podobny
fadu Trichonymphida, tj. organismus se sloZitou stavbou a obfimi buitkami. Prvni hypotéza se
zd4 byt na prvni pohled piijatelnéjsi, nebot’ je tézké si predstavit, jak se ze sloZzitého
organismu typu Trichonympha vyvine organismus s relativné jednoduchou morfologii typu
Trichomonas, a ptitom zlstanou zachovany klasické znaky kmene Parabasala. Fylogenetické
analyzy zalozené na vice genech vSak mirn€ favorizuji druhou hypotézu, tedy bazalni pozici
trichonymphida (Gerbod et al. 2004). Protoze byl vSak u nékterych skupin, ziejmé véetné
fadu Trichonymphida, prokdzan artefakt ptitahovani dlouhych vétvi, LBA, (Hampl et al.,

2004), ztistava otazka predka kmene Parabasala nadéle oteviend a nezodpovézena.
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Trichonympha

HYPERMASTIGIDA

RiCHOMONADIOA | m.u.....\[

Obr. 7. Klasicka piedstava evoluce skupiny Parabasala podle morfologickych znakt. Upraveno podle

Brugerolle, 1986a. Zvyraznén rod Hypotrichomonas.
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Neotermes koshune nsis symbiont AB032221
Cryptotermes domesticus symbiont AB032214
Coronympha octonatia
Unknown parabasalid X97975
Neotermes koshunensis symbiont AB032225
Neotermes koshunensis symbiont AB032224

Kalotermes flavicollis symbiont AF215858
Kalotermes flavicollis symbiont AF215857
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——— WVetadevescovina extranea
Porotermes symbiont 77090
Calonympha sp.
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Monocercomonadidae

Monocercomonadidae
. pr— Porotermes symbiont 77091 Reticulitermes speratus
rrI2sr ST T symbiont AB032204
100/100/100/1.00

Unknown parabasalid U17508
Reticulitermes yaeyamanus symbiont AB032207
- Hodotermopsis sjoestedti symbiont AB032237

Hodotermopsis sjoestedti symbiont AB032236
Hodotermopsis sjoestedti symbiont AB032241
Hodotermopsis sjoestedti sy mbiont AB032238 Spirotrichonympha

Holomastigotoides mirabile ~ '©'%Y'!

Cochlosoma anatis

Trichomonadidae

Monocercomonadidae
Monocercomonadidae

*f72/81/1.00

Cryptotermes brevis symbiont AF052697
100/100/100 Glyptotermes fuscus symbiont AB032219
.00 Cryptotermes domesticus symbiont AB032215
Hoplonympha sp.

Trichonympha sp.
Unknown parabasalid U17512

Trichonympha sp.

Trichonympha sp.

Reticulitermes yaeyamanus symbiont AB032207

Trichonympha magna

Hodotenmopsis sjoestedti symbiont AB032240
Hodotermopsis sjoestedti symbiont AB032228

ympha sp.
Hodotermopsis sjoestedti symbiont AB032239
_:fncisl‘arm immigrans symbiont AB032218
Trichonympha magna

Staurojoenia assimilis
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[ Toranympha mirabilis

e

Eucomonympha sp.
0.1

*1*/6911.00

pul **/21/*

100/100/100/1.00

96/91/97/1.00

Obr. 8. Nezakotenény fylogeneticky strom kmene Parabasala zaloZeny na srovnani sekvenci SSU rDNA. Strom
byl sestaven metodou maximum likelihood pod modelem TrN + I + I'. Cisla v uzlech jsou hodnoty: distance

bootstrap/bootstrap MP/ bootstrap ML/ Bayesian posterior probability. Pfevzato z Hampl et al., 2006.
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2.7. Rod Hypotrichomonas

U rodu Hypotrichomonas je vyvinuta hiebenovita struktura a ziejmé i1 zaklad kosty typu A,
tzv. rudimentarni kosta (Mattern et al., 1969). U ostatnich rodi podceledi
Hypotrichomonadinae tyto struktury chybi (Brugerolle, 1991; Farmer, 1993).

Jiz Kulda (1965) upozornil na podobnost rodu Hypotrichomonas s rodem Trichomitus,
kterou v posledni dobé prokazuji i metody molekularni taxonomie. Pouhou neptitomnost
kosty Kulda nepovazoval za dostatecny divod k tazeni rodu Hypotrichomonas do celedi
Monocercomonadidae a navrhl ho pfifadit do celedi Trichomonadidae. Molekularni
taxonomie pozdéji potvrdila Kuldovu tezi o blizké ptibuznosti rodt 7richomitus
a Hypotrichomonas, ale zaroven s tim zpochybnila monofyleticky plvod celedi
Monocercomonadidae.

Hypotrichomonas ma vyvinuty tfi pifedni (anteriorni) biciky a jeden zpétny. Zpétny
bicik pfiléha na bazi vybézku cytoplasmy, ¢imz vznika undulujici membrana lameliformniho
typu. Zpétny bicik pokracuje po ukonceni undulujici membrany jako volny vlecny bicik (viz
obr. 9,10).

Kosta je znacné redukovand (Mattern et al., 1969). Kapitulum axostylu je 1Zicovité
a objima jadro. Na kapitulum axostylu anteriorn¢ naseda dobte vyvinuta srpkovita pelta.

Jedinym tadn¢ popsanym druhem rodu Hypotrichomonas je druh Hypotrichomonas
acosta. Poprvé jej pozoroval Das Gupta (1936) v hroznysi kralovském (Boa constrictor)

a v uzovce indigové (Drymarchon corais), oznacil jej tehdy za Trichomonas sp. Popsal jej
ale az Moskowitz (1951) jako Trichomonas acosta. Do zvlastniho druhu jej prefadil Lee
(1960).

Od zalozeni rodu byl popsan jesté¢ druh Hypotrichomonas avium, ktery izoloval
a popsal Navaratham (1970) z kiepelky asamské (Cryptoplectron erythrorhynchum), popis ale
provedl na preparatech barvenych nevhodnou metodou, proto tento druh nepovazujeme za

validni.

2.7.1. Hypotrichomonas acosta (Lee, 1960)

Jak jsme jiz uvedli, byl tento druh popsan nejprve jako Trichomonas acosta (Moskowitz,
1951). Lee (1960) se rozhodl pteklasifikovat Trichomonas acosta a vytvotil pro néj novy rod

Hypotrichomonas s jedinym zndmym druhem Hypotrichomonas acosta.

26



Honigberg (1963) pozdéji sestavil hypotézu fylogeneze kmenu Parabasala, podle niz
m¢él hrat druh Trichomonas acosta dalezitou roli v evoluci fadu Trichomonadida, stejné jako
celého kmene Parabasala. Tuto hypotézu nazyvame klasickym modelem.

Hostitelé

Typovym hostitelem je hroznys kralovsky (Boa constrictor). DalSimi hostiteli jsou pak blavor
zluty (Ophisaurus apodus), korovec mexicky (Heloderma horridum), korovec jedovaty
(Heloderma suspectum), varan skvrnity (Varanus salvator), psohlavec zeleny (Corallus
caninus), hroznysek turecky (Eryx jaculus), Eunectes murina, 0Zovka mississipskad (Natrix
cyclopion f. floridana), Wzovky N. rhombifera f. rhombifera, N. sipedon f. pictiventris, N.
sipedon f. sipedon a N. taxispilota, 0WZovka prozkovana (Thamnophis sirtalis f. sirtalis),
heterodon obecny (Heterodon platyrhinos), Stihlovka americké (Coluber constrictor

f. conmstrictor), 1zovka indigova (Drymarchon corais), D. corais couperi, UZovka Cervena
(Elaphe guttata), 0zovka Cerna (E. obsoleta f. obsoleta), E. obsoleta f. quadrivittata, \Zovka
by¢i (Pituophis melanoleucus f. melanoleucus), koralovka prérijni (Lampropeltis calligaster),
koralovka pruhovand (Lampropeltis getulus f. triangulum) aj. Je zajimavé, ze doposud byl
druh H. acosta nalezen pouze v exotickych plazech. Kulda (1961) ho sice neobjevil v naSich

plazech, ale dokazal je vSak timto druhem nakazit.

Popis druhu

Kmen axostylu je relativné Siroky (hyalinni), Casto je vice ¢i méné zkrouceny a jeho
distalni konec se postupné zuzuje. Parabasalni aparat se skladd z parabasalniho téliska tvaru
pismene V a dvou parabasalnich fibril.

H. acosta je znacné variabilnim druhem, a to i
v ramci jediné populace. Primérna délka buiky je 7,3
um a Sitka je 4,8 um. Jsou znami i obii jedinci
(jejichz délka je cca 50 um), u kterych se objevuje
kanibalismus. Bi¢iky jsou zpravidla rtzné dlouhé.
Primérna délka nejdelsiho anteriorniho biciku je 14,2
um. Undulujici membrana je velice rozmanita ve své

délce i vyvinuti.

Obr. 9.
Ultrastruktura Hypotrichomonas acosta. 1, 2, 3, R — basalni téliska; A1, A2 — atraktofory; Ax — axostyl; Axfl —
pridavna fibrila k basalnimu télisku 1. FR —zpétny bic¢ik; Lm — marginalni lamela; MO — undulujici membrana;

FP1, FP2 — parabasalni fibrily; Pe - pelta. Podle Brugerolle, 1976.
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Obr. 10. Hypotrichomonas acosta. Podle Lee, 1960.
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2.7.2. Dalsi znamé sekvence prirazované rodu Hypotrichomonas
Dosud bylo osekvenovano n¢kolik dalSich organismi, jejichz sekvence SSU rDNA jsou
podobné druhu Hypotrichomonas acosta. Bohuzel vSak nebyly tyto organismy dodnes
kultivovany ani pozorovany. Nevime proto, jestli jde skute¢né o dal$i druhy tohoto rodu.
Potencidlni nové druhy rodu Hypotrichomonas byly ziskany z obsahu stfeva brouka
Odontotaenius disjunctus (Passalidae) (Zhang et al. 2003).

V této praci predkladame a analyzujeme kromé naSich izolath z Blaberus craniifer
symbiont BCR1, Blaberus sp. symbiont BSP1, Blaberus atropos symbiont BAT1
a Archimandrita tesselata symbiont ARCHI1 jest¢ dalSi, dosud nepublikované sekvence
izolatl PRA z prasete domaciho (Sus scrofa f. domestica), CYCL2 z leguana Cyclura nubila,
LEP1 z zaby Leptopeltis sp. a CORAL1 zhada Corallus hortulanus, které ndm poskytl I.

Cepicka k analyze a vyhodnoceni.
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I11-
MATERIAL A METODY

3.1. Izolace a kultivace prvoki

Prvoky jsme ziskali pitvou mesenteronu a proctodea Svabii. Celkové jsme takto vySetfili 15
jedincti nélezicich do deseti druhti §vabli nadceledi Blaberoidea, jmenovité Archimandrita
tesselata, Blaberus atropos, Blaberus craniifer, Blaberus giganteus, Blaberus sp., Byrsotria
fumigata, Ergaula capucina, Gromphadorhina portentosa, Panchlora nivea a Rhyparobia
maderae.
Obsah stfeva byl nejcastéji odebiran do zkumavky s médiem podle Dobell-Leidlaw a nasledné
kultivovan pifi pokojové teploté. Stfevni obsah byl v nékterych piipadech odebiran do
plastikovych zkumavek ¢i mikrozkumavek bez média a byl pouzit ptimo k izolaci DNA.
Kmeny udrzované na médiu Dobell-Leidlaw pii pokojové teploté (cca 24 °C) jsme
pomoci sterilnich Pasteurovych pipet pfeockovavali jednou za 4 az 6 dni. Nékteré kultury
jsme se pokusili péstovat i ve 37 °C. Médium podle Dobell-Leidlaw poskytuje vhodné
prostiedi pro péstovani polyxenickych kultur stfevnich prvok (tj. jsou pfitomny

1 nespecifikované druhy jinych mikroorganismt, predevs§im bakterii).

3.1.1. SloZeni média podle Dobell-Leidlaw (Dobell a Leidlaw, 1926)
Pouzité chemikalie:

- KCl

- NaCl

- NaHCO;

- NaH,PO,. H,0

- CaCl,.2 H,0

- konské sérum

Médium se skldda z pevné a tekuté slozky. Obé slozky se piipravuji oddélené a médium je
zkompletovano bezprostiedné pred pouzitim. Pevnou slozku predstavuje 1,5 ml
koagulovaného (srazen¢ho) konského séra. Koagulace se provadi v Sikmo poloZenych
sklenénych zkumavkach v horkovzdu$ném sterilizatoru cca jednu hodinu pii 80°C. Tato
procedura se druhy den opakuje, aby byly zni¢eny ptipadné kontaminujici organismy kli¢ici

ze spor piezivSich prvni fazi sterilizace. Zkumavky s pevnou fazi jsou skladovany v lednici.
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Tekuta slozka média se skldda z 500 ml Ringerova roztoku, jenz se pfipravuje smichdnim

dvou dil¢ich roztok (viz tab. 3.) a 50 ml sterilné odebraného vaje¢ného bilku.

Tab. 3. Slozeni Ringerova roztoku.

Roztok A Roztok B
NaCl 3,25¢g CaCl,. 2 H,0O | 0,08¢g
NaHCOs3 O,Ig
KCI 0,07¢
H,O do 50ml
NaH2P04 . H20 0,005g
H,O do 450ml

Oba dil¢i roztoky (A, B) musi byt pfipraveny a autoklavovany oddélené, aby se ptedeslo
vysrazeni fosfatd v pfitomnosti vapenatych kationtd. Po zchladnuti se oba roztoky smichaji

a prida se 50ml vajec¢ného bilku (odebira se sterilné pipetou pfiblizné¢ ze dvou vajec). Tekuta
slozka je pak uchovavéana v lahvi v lednici. Pfi ptipravé vlastniho média jsme pievrstvili
pevnou slozku ve zkumavkach 3ml tekuté slozky (tekutou a pevnou slozku jsme jiz méli

pfipraveny).

3.2. Barveni prvokii

3.2.1. Barveni podle Giemsa-Romanowski
Pouzité chemikalie:

- Giemsa stain, modified, Sigma-Aldrich Co., USA

- Methanol

- smgs Cistého ethanolu s éterem (1:1)

Metodou podle Giemsa-Romanowski se u trichomonad dobie obarvi jadro, cytoplasma,
bi¢iky a axostyl. Této metody Ize s uspéchem pouzit pii rodovém urCeni stievnich prvokd,
avsak na podrobnéjsi morfologické studie a druhové urcéeni neni vhodné. Toto barveni pro nas
bylo spiSe orientacni.

Na podlozni sklicka odmasténa smési ethanolu a éteru (1:1) jsme odpipetovali kapku z
kultury (lze pouzit i Cerstvé izolovany stfevni obsah) a provedli jsme suchy roztér. Po
zaschnuti jsme roztér fixovali methanolem cca 5 minut. Poté jsme preparaty osusili a nechali
barvit ve skupinidch po 30, 40 a 50 minutich roztokem Giemsy nafedénym destilovanou

vodou v poméru 1:20. Pak jsme sklicka oplachli v slabém proudu vody, osusili a pozorovali.
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Takto pfipravené preparaty je ,v piipadé dlouhodobého uchovavani, nutné skladovat v temnu

a suchu.

3.2.2. Barveni protargolem podle Bodiana (1917)

Pouzité chemikalie:

AuCl; (0,25% roztok chloridu zlatitého)

Cu (kovova méd’ ve formé dratka)

doplnit acetat méd’naty

KMnO,(0,5% roztok)

Na,S,05. 5 H, O (peroxodisiran sodny)

kys. pikrova

kys. stavelova (5%, 2% roztok)

ledova kys. octova

formaldehyd (40%)

¢isty ethanol

xylen

protargol (1% roztok), Bayer, Némecko

odvodiovaci a zalévaci fada (alkoholy 50%, 70%, 80%, 96%, 100%, karbolxylol, xylol)
redukéni roztok (roztok 1% hydrochinonu a 5% Na,SOs)

smes Cistého ethanolu s éterem (1:1)

Pti barveni protargolem se fixuje za vlhka. Diky tomu zlstane zachovéana prostorova struktura

bunék a je mozno pozorovat vzajemné usporadani organel. Protargolem se obarvi jadro,

cytoplasma, bi¢iky a dalsi cytoskeletarni struktury. Vzhledem k tomu, Ze pouziti té€to narocné

metody neptinese vzdy uspokojivy vysledek, je nutné kazdy vzorek barvit na vice sklickach

soucasn¢ (v nasem piipadé kazdy vzorek na péti sklickach).

Tato metoda je znacné Casové naro¢nd, pomérn¢ drahd a jeji vysledek je nejisty. Je

nutné presn¢ dodrzovat zavedeny postup a pouzivat kvalitnich chemikalii. Nevyhodou ale je,

ze se metoda nedd plné kodifikovat (neexistuje idedlni, ptesny postup).

Priprava pred fixaci:

l.

Ve smési ethanolu a éteru (1:1) odmastime kryci sklicka, opatrné€ je otfeme a polozime
na filtra¢ni papir.
Odpipetujeme vzdy ¢ast kultury do zkumavky a centrifugujeme cca 7 minut na 500G.

Poté odebereme svrchni tekutinu tim zplGsobem, ze ve zkumavkach zlstane pouze
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centrifugovana suspenze bunék, ktera nam bude zdrojem bunécného materidlu pro

fixaci.

Postup fixace:

1.

Piiprava Bouin-Hollandovy fixaZe: V destilované vod¢ rozpustime 2,5 g acetatu
médnatého, ve vzniklém roztoku pak rozpustime 4 g kyseliny pikrové. Piidame 10 ml
40% formaldehydu a doplnime destilovanou vodou do 100 ml. Pfed vlastnim pouzitim
pridame 1,5ml ledové kyseliny octové.

Fixace za vlhka: Na odmasténé kryci sklicko naneseme Pasteurovou pipetou malou
kapku inaktivovaného komiského séra a malou kapku materidlu (v nasem piipadé
neptidavame kotiské sérum, protoze Dobell obsahuje bilek, ktery buniky pfilepi na
sklicko stejné dobfe, jako by to ucinilo sérum). Ob& kapky smichame a lehce
rozetteme koncem Pasteurovy pipety. Diive nez materidl zaschne, vhodime kryci
sklicko do Petriho misky s Bouin-Hollandovou fixazi natérem doll tak, aby plavalo na
hladiné. Po nékolika minutach sklicko obratime natérem smérem vzhlru a ponofime
jej na dno. Fixujeme 12 hodin. (1. den)

Abychom byli schopni rozlisit jednotliva sklicka, pfipravime si asi 1-2 cm dlouhé
tyCinky z polyethylenu, na jednom konci je Ziletkou nafizneme do poloviny délky
podélnym fezem. Na druhém konci ozna¢ime vrypem ¢islo a orientaci preparatu. Do
roz§tépu polyethylénové ty€inky upevnime kryci sklicka s preparaty. Preparaty
upevnéné na tyCinky po fixovani oplachneme v 50% ethanolu a tfikrat vypereme v
70% ethanolu. V 70% ethanolu mohou byt preparaty uchovany 1 delsi dobu. Po celou

dobu fixace dbame na to, aby roztér nezaschl.

Postup barveni:

1.

Preparaty fixované Bouin-Hollandovou fix4azi a konzervované 70% ethanolem
pievedeme pies 50% ethanol do destilované vody.

Preparaty vlozime do 0,5% roztoku manganistanu draselného ..............c.......... 5 min
Oplachneme v destilované vodé pétkrat po 30 s.

Preparaty vlozime do 5% roztoku kyseliny Stavelové .........ccccovvvevciieiienveeneenne. 5
min

Oplachneme v destilované vod¢ pétkrat po 30 s.

Preparaty vlozime do 1% roztoku protargolu a nechame ho pusobit 2 dny pii 37 °C.
Roztok protargolu pfipravujeme vzdy cerstvy piimo pred pouzitim. Navazeny
protargol nasypeme na hladinu destilované vody v kadince, kde jej nechame

samovoln¢ rozpustit, kddinkou netfepeme ani jeji obsah nemichdme. Na dno prazdné
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kadinky polozime stoc¢eny médény drat (pfiblizné 5 g na 100 ml protargolu), nalijeme
roztok protargolu, narovndme do ni preparaty tak, aby sklicka byla ve vertikalni
poloze. Preparaty prolozime jemnymi médénymi dratky. Kadinku dobfe uzavieme a
umistime do termostatu na 48 hodin.

7. Preparaty oplachneme v destilované vodé dvakrat po 5 s.

8. Preparaty vlozime na 10 min do redukéniho roztoku. Redukéni roztok (roztok 1%
hydrochinonu a 5% Na;SO3 ve vodé&) pfipravime Cerstvy piimo pred pouzitim. Pokud
se barvi vice preparatl, je nutno redukéni roztok vyméinovat. Redukéni roztok
zredukuje stiibro v protargolu.

9. Oplachneme v destilované vod¢ pétkrat po 30 s.

10. Preparaty vlozime do 0,25% roztoku chloridu zlatitého ................c.ccccccee... S min

11. Oplachneme v destilované vodé dvakrat po 5 s.

12. Preparaty vlozime do 2% roztoku kyseliny 0Xaloveé ............c..coeevvievvienieenneennen. 5 min

13. Oplachneme v destilované vod¢ pétkrat po 30 s.

14. Preparaty vloZime do 5% roztoku sirnatanu sodného ...........ccccceceviiniicnnenne. 10 min

15. Vypereme proudici vodovodni vOdou ..........ccceevieviieniieiienieeiieeieeeeee, 15-20 min

16. Ptevedeme alkoholovou fadou (50%, 70%, 80%, 96%, 100%) a karbolxylolem do

xylolu, montujeme na podlozni sklicka do kapky kanadského balzamu.

Po celou dobu barveni je nutno dbat na to, aby prepardty nezaschly. Ty lze po
dokonceni barveni uchovavat v krabicich v horizontalni poloze, aby jesté neutuhly kanadsky

balzam nestékal.

3.3. Izolace DNA
Pouzité chemikalie:
- fyziologicky roztok (0,8% NaCl)
- High pure PCR template preparation kit, Roche Diagnostic GmbH, Némecko

Pred izolaci DNA z polyxenickych kultur ¢i stfevniho obsahu jsme buniky koncentrovali
centrifugaci 10 min pfi 500 G, pfebytecnou tekutinu jsme pak ze zkumavek odsali.

DNA z polyxenickych kultur a stfevniho obsahu jsme izolovali pomoci kitu "High pure
PCR template preparation kit" (Roche) podle protokolu 3.3.1.: "Isolation of nucleic acids
from whole blood, buffy coat, or cultured cells". 1zolovanou DNA dlouhodobé& uchovévame

v mrazéku pii teploté —20 °C.
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Izolace DNA podle protokolu ,,Isolation of nucleic acids from whole blood, buffy coat, or
cultured cells*:
1) Pfted vlastni izolaci napipetujeme do plastikové zkumavky 100 ul elution
buffer a nechame ohtat na 70 °C.
2) Pro izolaci pouzije 200 pl stievni obsahu, ktery odpipetujeme do plastikové
zkumavky.
3) V rychlém sledu ptidame 200 pl pufru s detergenty (rozpusténi membran;
green cap) a 40ul protedzy K.
4) Smés promichdme a vlozime na 10 minut do 70 °C.
5) Ptidame 100 pl isopropanolu.
6) Prelijeme do nadobek s filtrem a centrifugujeme 1 minutu pifi 8000 rpm (DNA
zustane pfichycena na filtru), filtrat odlijeme.
7) Ptidame 500ul pufru (blue cap) a opét centrifugujeme 1 minutu na 8000 rpm.
8) Odlijeme filtrat a ptiddme 500 pl pufru (blue cap) a opét centrifugujeme
1 minutu na 8000 rpm.
9) Centrifugujeme 10 sekund na 14000 rpm.
10) Nadobku s filtrem vlozime do autokldvované zkumavky.
11) Ptidame Elution buffer (100 ul do kazdé) a centrifugujeme 1 minutu na 8000
rpm, aby se DNA vyplavila z filtru do zkumavky.

Izolovanou DNA lze zamrazit na -20 °C nebo pouzit rovnou pro PCR.

3.4. PCR a gelova elektroforéza

Ponévadz PCR nemusi byt v§em Uplné zndmou technikou, zafadili jsme malé shrnuti principu
této metody (podle Alberts a kol., 2000). PCR probiha zcela v podminkéch in vitro. Pomoci
této techniky mize byt rychle a vysoce selektivné namnoZena konkrétni nukleotidova
sekvence obsazend v jakékoliv DNA. PCR je zalozena na vyuziti termostabilni DNA
polymerazy (Taq polymeraza) pro opakované kopirovani templatové molekuly DNA. Syntéza
DNA je fizena kratkymi oligonukleotidy (primery), které paruji s templatovou DNA na
pocatku a konci amplifikovaného (namnozeného) fragmentu, kazdy ovSem s jinym vladknem
puvodni dvoufetézcové molekuly DNA. ProtoZe primery musi byt chemicky syntetizovany,
PCR mize byt pouzita pouze pro amplifikaci sekvence DNA, u které zname alesponi

pocatecni a koncovou nukleotidovou sekvenci. Pomoci primerG nasyntetizuje DNA
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polymeréza nékolik miliard kopii pozadované sekvence, jejich konecny pocet zavisi na poctu
cykla.

3.4.1. Priprava roztoku pro PCR

Steriln¢ jsme namichali ,,master mix“, rozplnili jsme ho do zkumavek po 45ul a pridali jsme
5ul izolatu DNA (viz. tab. 4.). Pfi pfipravé ,,master mixu* jsme jako koncové primery pouZzivali
obecné eukaryotické primery, ale ¢asto i specifické primery pro Parabasala (Iépe se totiz vazi

na templatovou DNA parabasalidii nez obecné primery eukaryoticke).

Tab. 4. PCR na 50 pl.

Celkové mnozstvi| 50l
H,O 28,5
Pufr 5
MgCl, 4
DNTP 2,5
Primer 1 1,25
Primer 2 1,25
Taq polymeraza |2,5
Izolat DNA 5*

* mnozstvi mizeme ménit podle potieby (dopocitavame pak vodu)

Tab. 5a. Pocatecni a koncové primery specifické pro SSU rDNA skupiny Parabasala.

Nazev Orientace Sekvence 5° - 3’
16S1 F (Forward) TAC TTG GTT GAT CCT GCC
16Str R (Reverse) GTT CCA TTG CCA TCC ACT

Tab. Sb. Obecné eukaryotické pocatecni a koncové primery.

Nazev Orientace Sekvence 5° - 3°
MedlinA F (Forward) CGT GTT GAT CTT GCC AG
MedlinB R (Reverse) TGA TCC TTC TGC AGG TCC ACC TAC
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3.4.2. Vlastni PCR

Vlastni PCR probihd v termocykléru. Sklada se z n€kolika opakujicich se krokd, které jsme

popsali v nésledujici tabulce (viz tab. 6.).

Tab. 6. Prubéh vlastni PCR.

Pocet cykli |Teplota| Cas Proces

1 94°C |1 min |pocateéni denaturace

94°C |1 min |denaturace

35 38°C |1 min |nasednuti primeru

72°C |2 min |polymerace

1 72 °C | 10 min | zavéreéna polymerace

3.4.3. Gelova elektroforéza
Pouzité chemikalie:
- TAE pufr
- agardza
- ethidiumbromid (zasobni roztok 10 mg.ml"l), BDH chemicals, Ltd., GB
- nanaSeci pufr, 6x konc. (0,25% bromfenolova modf, 0,25% xylencyanol, 30% glycerol)

- mikrovlna trouba

Gelovou elektroforézu jsme provadeli jako kontrolu izolace DNA a po ukonceni PCR reakce,
abychom zjistili, jestli se izolovana DNA amplifikovala. Pro zviditelnéni DNA jsme pouzivali
ethidiumbromid, ktery se zabudovava do Sir§iho zlabku na molekule DNA a je viditelny pod

UV svétlem. Vizualizovany gel jsme pak vyfotografovali videokamerou.

Piiprava gelu
1) Navazime 0,4 g agarozy
2) Ptilijeme 40 ml TAE pufru
3) Ptivedeme k varu, lehce ochladime, ptikapneme 2 kapky (v naSem ptipad¢ 14 pg)
ethidiumbromidu

4) Nalijeme do vanicky, zasuneme hieben a nechdme utuhnout (cca 30 minut)
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Loadovani DNA
1) Na parafilmu smisime loadovaci pufr s PCR produktem v poméru 1:5.
2) Takto ptipravené roztoky napipetujeme do jamek v gelu, nezapomeneme piidat
negativni a pozitivni kontrolu.

3) Pfipojime ke zdroji elektrického napéti (8 V.em™).

3.4.4. Vyhodnoceni vysledkii elektroforézy
1) Podle standardu ur¢ime ptiblizné délky jednotlivych fetézch DNA a vybereme
prouzky s délkou pfiblizné 1500- 2500 bazi, které mohou byt hledanou SSU rDNA.
2a) Pokud je ve vzorku vyhovujici prouzek pouze jediny (v naSem ptipadé tomu tak bylo
vzdy), mizeme rovnou pfistoupit k sekvenaci (pouzijeme k tomu zbyly PCR produkt).
2b) Pokud je ve vzorku vice takovych prouzki, musime je z gelu vyfiznout, zaligovat do

plasmidu a namnozit v bakteriich.

3.5. Uréovani sekvenci

PCR produkt musime nejprve precistit od primeri kitem QIAquick® PCR Purification Kit
(Qiagen) podle protokolu "QIAquick PCR Purification Protocol using a microcentrifuge”.
Nasledn¢ provedeme vymyti DNA do 25 ul eluéniho pufru.

3.5.1. Sekvenacni reakce a vlastni sekvenace
Pouzité chemikalie:
- ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready reaction Kit, Applied Biosystems, USA
- sterilni miliQ H,O
- ethanol (70%, 96%)
- octan sodny (NaAc, 3M)

S precisténym vzorkem jsme provedli sekvenacni PCR. K jeho provedeni jsme pouzili kit
“ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready reaction Kit* (Applied
Biosystems). Oproti plivodnimu protokolu jsme z finan¢nich divodii pouzili Etvrtinovou
koncentraci Terminator Ready reaction Mix. 1 tato tzv. Ctvrtinova sekvenaéni reakce
poskytuje totiz uspokojivé vysledky. Pro kazdy primer jsme piipravili reakéni smés zv1ast.

Sekvenacni reakce jsme nechali probihat v termocykleru PT C-200 (MJ Research).
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Tab. 7. Slozeni reak¢éni smési pro ¢tvrtinovou sekvenaéni reakci primera 514F, 1055R, 1385R.

Chemikalie MnoZstvi
Terminator Ready reaction mix 2ul
Sekvenacni pufr (terminator) 4ul
Primer 3,2pmol
DNA 2ul
H,O doplnit do 20ul

Tab. 8. SloZeni reak¢éni smési pro ¢tvrtinovou sekvenacéni reakci primert 16SF, 16SRR.

Chemikalie MnoZzstvi
Terminator Ready reaction mix | 2pul
Sekvenacni pufr (terminator) 4ul
Primer 0,32pmol
DNA 2ul
H,O doplnit do 20pul

Tab. 9. Primery pouzivané pro kompletni sekvenaci SSU rDNA trichomonad (Hypotrichomonas).

Nazev Orientace Sekvence 5° — 3’
514F F GTG CCA GCM GCC GCG G
1055F R GGT GGT GCA TGG CCG
1055R R CGG CCA TGC ACC ACC
1385R R GAT CCT AAC ATT GTA GC
16S1 F TAC TTG GTT GAT CCT GCC
16Srr R GTT CCA TTG CCA TCC ACT

Tab. 10. Nastaveni teplotniho cyklu v termocykleru pro sekvenacni reakci.

Pocet Teplota | Cas
96°C 10s
25 50°C |55
60°C |4 min

Nasledna ptiprava reakce pro analyzu na automatickém sekvenatoru zahrnuje ptecisténi

(vysrazeni) DNA ethanolem s octanem sodnym :

1. K sekvenac¢ni reakci (20ul) pfiddme 50ul 96% ethanolu a 2ul 3M acetatu sodného.

2. Nechdme mikrozkumavku s reakci stat v pokojové teploté 15 minut, aby se vysrazela
(precipitovala) DNA.
3. Centrifugujume 15 minut pii 12000rpm.
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4. Opatrn¢ odebereme supernatant.

5. Ptidame 250ul 70% ethanolu.

6. Centrifugujeme 5 minut pii 12000rpm.

7. Opatrné odebereme supernatant.

8. Ususime pelet (obvykle nepozorovatelny).

9. Resuspendujeme pelet ve 25ul Template Suppression reagent, vzorky protiepeme
a centrifugujeme.

10. Zahiejeme na dvé minuty na 95°C, poté zchladime na ledu. Vzorky protfepeme

a centrifugujeme.

Takto ptipravené vzorky jsme nésledné poslali na analyzu sekvenatorem 3100-Avant Genetic

Analyser, Applied Biosystems, USA.

3.6. Vyhodnocovani sekvenci

Pouzité programy:
- Segman (v. 3.61), DNASTAR Inc., USA
- BioEdit (v. 5.0.9.), Hall, 1999

Vystupy sekvenaci maji formu kiivek fluorescence a prohlizime je v programu BioEdit verze
5.0.9. (Hall, 1999). Obcas se stava, ze se v grafu objevi vice kiivek fluorescence (je zde vice
signall). To mize byt zpusobeno napiiklad ptitomnosti vice taxond nebo tim, ze primer
nasedl na nékolik riiznych oblasti DNA.

V programu SeqMan II verze 3.61 vzniklé kiivky ofizneme (kazdy primer poskytuje
spolehliva data jen z casti sekvence, nekvalitni zbytek musime odstranit) a peclivé
zkontrolujeme, nebot’ se stavd, ze nejasnd mista program Spatné vyhodnoti. Spojime

jednotlivé dil¢i sekvence do tzv. ,,contigu®. Vyslednou sekvenci uloZime ve formatu FASTA.

3.7. Tvorba a uprava alingmentu

Pouzité programy:
- ClustalX (verze 1.81), Thompson et al., 1997
- BioEdit (v. 5.0.9.), Hall, 1999

Z nami ziskané sekvence SSU rDNA BSP1, ze sekvenci PRA, CYCL2, LEP1, CORALI,
KANEK a KASS5 poskytnutych I. Cepi¢kou, a ze 62 sekvenci ziskanych z databaze GenBank
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(www.ncbi.nlm.nih.gov) jsme sestrojili dataset (soubor sekvenci pro fylogenetickou analyzu).
Dataset jsme ve formatu FASTA vlozili do programu ClustalX (Thompson et al., 1997)

a pomoci n¢j jsme provedli alignment. Pfi tvorbé alignmentu jsme zachovali plvodni
prednastavené parametry programu (napt. Gap Opening Penalty 15, Gap Extension Penalty
6,60).

Alignment je urcité ,,sefazeni (,,homologizace*) jednotlivych pozic sekvenci (viz obr.
11.).

Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé sekvence se mohou liSit nejen zadménami bazi
(substitucemi), ale také delecemi/insercemi (indel), vytvaii program misto chybéjicich useki
prazdna mista (,,gapy*‘; znazornéné pomlckami).

Alignment jsme pievedli do programu BioEdit (Hall, 1999), kde jsme dale rucné
upravili oblasti, které byly zjevné Spatn€ alignovany. Také jsme z alignmentu odstranili
hypervariabilni oblasti, u kterych jsme si nebyli jisti, zda jsou (a zda vibec mohou byt)
spravné alignovany. Zacatek a konec alignmentu jsme zkratili tak, aby vSechny sekvence
zacinaly a koncCily ve stejné pozici. Oblasti, kde chybéla data (napi. zacatky a konce nékterych
sekvenci) jsme doplnili znaky N. Alignment jsme ptevedli do formati Nexus (pfipona *.nex)

a Phylip 4 (pfipona *.phy).

1 LEFP1

2 CORALI]

3 Hacosta

4 EUE

S KAZSS

B KANEEK

7 agilis

i magnagpil

i) hoplonyvmphod
10 eucomonymphaMo
11 teranymphal

12 pseudotrichony
13 staurojoeninald
14 anvrphaHs1

15 anviophella

1a Holomastigotoi
17 Leidyi

Obr. 11. Ukazka ¢asti alignmentu nasi analyzy.
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3.8. Fylogeneticka analyza

Pouzité programy:
- PAUP (v. 4.0b10), Swofford, 2002
-  PHYML (v. 2.4.4.), Guindon a Gascuel, 2003
- Modeltest (v. 3.06), Posada and Crandall, 1998
- MrBayes (v. 3.1.1.), Huelsenbeck, 2000
- Corel Draw

Fylogenetickou analyzu pouzivame, abychom vytvofili model evoluce zkoumanych taxonil na
zékladé rozdili v sekvencich nukleotidi vybranych gend. V nasi praci vychazime
z fylogenetické analyzy sekvenci genu SSU rDNA. Vystupem nasi fylogenetické analyzy je
konsensualni fylogeneticky strom ziskany porovnanim stromi konstruovanych pomoci
metody maximdlni parsimonie (MP), metody maximalni vérohodnosti (ML), Bayesovy
metody (Bayes) a metody nejmensich ¢tvercii (LS).

Fylogenetické metody, které jsme pouzili, sestavuji jednotlivé stromy podle urcitého
specifického algoritmu a hodnoti je podle urcitého specifického kritéria optimality.
Nejoptimalnéjsi topologie je povazovéana za spravnou.

Dataset, ktery jsme pouzili k analyze, obsahoval pfili§ mnoho sekvenci, tudiZz nebylo
z Casovych divodi mozné pomoci fylogenetickych metod prohledat vSechny existujici
topologie. Abychom tento problém obesli, pouzili jsme heuristické hledani s ndahodnym
pfiddvanim jednotlivych sekvenci a swapovani metodou TBR (tree-bisection-and-
reconnection), diky ¢emuz jsme dosdhli lokalniho maxima pocatecni topologie. Vzhledem
k tomu, Ze lokalni maximum se nemusi shodovat s maximem globalnim, vytvofili jsme deset
replikati. Vychézeli jsme pfitom z piedpokladu, ze nejlepsi z téchto replikatti dosahuje nejen

maxima lokalniho, ale 1 globalniho.

3.8.1. Metoda maximalni parsimonie (Maximal parsimony; MP)

Metoda maximalni parsimonie porovnava vzniklé topologie jednotlivych stromli a hleda
takovou topologii, jejiz sestaveni je nejjednodussi, tj. takovou topologii, kterd predpoklada
nejmensi pocet nukleotidovych zamén. Vlastni porovnavani se déje na zaklad¢ porovnavani
skore stromi, které se vypoc€itd seCtenim skore jednotlivych pozic. VSechny zamény
nukleotidli jsou pfitom stejné pravdépodobné. Fylogenetickou analyzu pomoci této metody
jsme provadéli v programu PAUP (v. 4.0b10), vytvofili jsme 300 bootstrapovych
subreplikati.
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Seznam zadavanych prikazu:

set autoclose=yes increase=auto;

(Po skonc¢eni analyzy se program automaticky zavie)

set criterion=parsimony;

(Pomoci tohoto piikazu jsme vybrali metodu maximalni parsimonie)

hsearch start=stepwise addseq=random nreps=10 swap=tbr;

(Heuristické hledani bude postupné; sekvence budou ptiddvany ndhodnég; bude vytvoteno 10
replikatl; strom bude swapovan metodou TBR az do lokdlniho maxima. Je velmi
pravdépodobné, ze bude nalezeno maximum globalni)

savetree file=MP.tre brlens=yes;

(Vysledny strom bude uloZen jako MP.tre; budou zde uvedeny délky vétvi)

bootstrap nreps=300 keepall=yes search=heuristic / start=stepwise addseq=random
nreps=10 swap=tbr;

(Bude vytvoieno 300 bootstrapovych subreplikati; uzly, které budou vytvoreny v mén¢ jak

50 subreplikatech, budou zachovany; hledani jednotlivych dil¢ich topologii bude probihat
heuristicky)

savetree file=MPboot.tre savebootp=nodelabels maxdecimals=0 from=1 to=1000000;
(Vysledny strom bude ulozen jako MPboot.tre, pficemz v uzlech bude zaznamenano procento
bootstrapovych subreplikat, v nichZ byl uzel vytvofen stejnymi sekvencemi. Bootstrapy
nahradi plivodni pfednastaveni, které vyjadiuje bootstrapy délkami vétvi)

end;

3.8.2. Metoda maximalni vérohodnosti (Maximum likelihood; ML)

v

Hleda takovou topologii, které je pro dana data nejpravdépodobnéjsi. Nejpravdépodobnéjsi je
ten strom, jehoz zamény jsou z hlediska vyskytu bazi nejvérohodnéjsi. Metoda spocte na
zakladé¢ nasich dat pravdépodobnost jednotlivych zdmén a na zakladé toho urcuje vérohodnost
jednotlivych dil¢ich topologii.

Pro tvorbu stromu ndm byl pomoci likelihood ratio testu provedého v programu
Modeltest doporuc¢en model TrN + I + I' - evoluéni model Tamura a Nei s invariantami
a gamma korekci). Tento model vychazi z riznych pravdépodobnosti jednotlivych zdmén,
které jsou reverzibilni, tj. P(A—C) = P(C—A). Kromé¢ toho pocitd tento model i s gamma
korekci (pracuje s rtiznymi mutacnimi rychlostmi) a invariantami (pozice, které nemohou

z funk¢niho hlediska mutovat). Analyzu pomoci metody maximalni vérohodnosti jsme délali

43



v programu PAUP (v. 4.0b10), bootstrapovou analyzu jsme z ¢asovych divoda provedli

v programu PHYML (v. 2.4.4.), kde jsme vytvoftili 100 bootstrapovych subreplikatt.

Seznam zadavanych ptikazu v programu PAUP:

set criterion=likelihood;

(Pomoci tohoto ptikazu jsme vybrali metodu maximalni vérohodnosti)

Iset base=(0.3228 0.1687 0.2531) nst=6 rmat=(1.0000 2.1047 1.0000 1.0000 3.9796)
rates=gamma shape=0.5756 pinvar=0.2954;

(Pomoci ptikazu Iset zadavame evolu¢ni model, ktery ndm byl vybral pomoci likelihood ratio
testu)

hsearch;

savetree file=ML.tre brlens=yes;

end;

& C:¥Program Files\Fylogenetikalphyml_vZ.4.4lexe\phyml_win3 !!e E

— PHYHL »2.4_.4 -

sSettings for this »un:

Data type (DHAAAAR> DHA
Input sequences interlesved <or segquential? interleaved
Analyze multiple data sets no
Hon parametric bootstrap analyszisz ves (188 replicates)
Hodel of nucleotide hetituti TH?2
Base fFreguency estimates ipi > empirical
i F 1 > estimated
Froportion of invar fiwed <p—invar = B.Z29>
One category o 5 Y no
b ] 4

D
I
8
B
M
E
T

-l

iete fixed <alpha = B8.582>
Input tree (BIO BIOMJ
Optimize tree topology yes

Are these settings correct? <type ¥ or letter for one to change?

Obr. 12a. Ukazka nastaveni programu PHYML (v. 2.4.4.) pro bootstrapovou analyzu metody
ML.

3.8.3. Metoda nejmenSich ¢tvercua Fitch-Margoliash (Least squares method;
LS)

Program nam spocita pozorované distance, tedy rozdilnost dvou sekvenci pifi zvoleném
evoluénim modelu (na obr. 12b.) by pozorované distance urcovali vzdalenost A—B, B—C,
C—A). Nasledné program fesi soustavu rovnic, aby dostal velikosti X, y, z (patristické

distance; vzdalenost dané sekvence od hypotetického predka). Diky tomu, ze vysledna
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topologie stromu neni pfesné¢ shodna s pribéhem evoluce, neni ani soucet x + y piesné roven
vzdalenosti A—B, tj. velikosti pozorované distance. Nejlepsi strom urci program porovnanim
druhych mocnin rozdili patristickych a pozorovanych distanci. Cim mensi tento &tverec
rozdilu je, tim optimalngjsi je dané topologie.

Metodu nejmensich ¢tverci jsme provadéli v programu PAUP (v. 4.0b10), pocet
bootstrapovych subreplikatii byl 100, zvoleny evolu¢ni model byl shodny s modelem pro ML,

tedy TrN + I + [Jevolu¢ni model Tamura a Nei s invariantami a gamma koreket).

Seznam zadavanvch prikazu:

set criterion=distance;

dset distance=ml objective=Isfit;

Iset base=(0.3228 0.1687 0.2531) nst=6 rmat=(1.0000 2.1047 1.0000 1.0000 3.9796)
rates=gamma shape=0.5756 pinvar=0.2954;

hsearch;

savetree file=LS.tre brlens=yes;

bootstrap nreps=100;

savetree file=LSboot.tre savebootp=nodelabels maxdecimals=0 from=1 to=1000000;

end;

B

Obr. 12b. Ilustraéni obrazek k vypocitavani optimality stromil sestavenych metodou LS.

3.8.4. Bayesova metoda (Bayesian posterior probability; Bayes)

Provadi se v programu MrBayes (v. 3.1.1.).

Seznam zadavanvych prikazu:

execute aaa.nex
Iset nst=6 rates=invgamma covarion=yes

mcme ngen=1500000 savebrlens=yes
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sumt burnin=4000 contype=allcompat

3.8.5. Vytvoreni konsensualniho stromu

Vysledkem kazdé z vysSe popsanych c¢tyt fylogenetickych analyz je jeden bootstrapovany
strom. Pomoci programu Corel Draw tedy musime na zavér celé analyzy vytvofit ru¢né strom
konsensualni, ktery zahrnuje vysledky vSech fylogenetickych analyz, které jsme provedli.
Jako zakladni strom jsme pouzili fylogram sestaveny metodou ML pod modelem TrN +
I + [ V uzlech uvadime bootstrapy v poradi bootMP/bootLS/bootML/Bayes. Kromé
Bayesovy metody jsou bootstrapy uvedeny v procentech, Bayes se wuvadi jako
pravdépodobnost (0-1). Pokud je nckde misto ¢isla uvedena hvézdicka, znamena to nizkou

podporu dané topologie.

Obr. 12¢. Tree-bisection-and-reconnection technika. Cervend vétev — misto fezu. Modra vétev — nové
vytvorend vétev. Zde je ukazka pouze jednoho fezu a nova vétev je umistovana pouze na vétev taxonu A.
V tomto piipadé mozno udélat jeste pét dalSich fezii ptivodniho stromu, nova vétev muze spojovat jakékoli
vnéj$i nebo vnitini vétve. Obrazek stazen z internetové adresy http://artedi.ebe.uu.se/course/Biolnfo-10p-

2001/Phylogeny/ Phylogeny-TreeSearch/TBR.gif.
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IV-
VYSLEDKY

4.1. Ziskané izolaty prvokii

Analyzovali jsme obsah stfeva patnacti jedinct §vabu zastoupenych v deseti druzich a sedmi
rodech (viz tab. 11). VSechny analyzované rody patii do jediné nadceledi (Blaberoidea).
S vyjimkou rodu Ergaula (Polyphagidae) patii 1 do jediné cCeledi (Blaberidae). VétSina
analyzovanych zastupct ¢eledi Blaberidae, s vyjimkou rodt Panchlora, Gromphadorhina

a Rhyparobia, se tfadi do podceledi Blaberinae. Panchlora zastupuje pod€eled’ Panchlorinae;
Gromphadorhina a Rhyparobia patii naproti tomu do podc¢eledi Oxyhaloinae.

Veskeré Svaby jsme ziskali z dlouholetych chovil, vétSinu z nich ze zoologické zahrady
v Plzni, nékteré z chova ing. Buzgy. Druh Gromphadorhina portentosa jsme ziskali ze
Zoologické zahrady Praha (viz tab. 11). Vé&tSina analyzovanych Svabul je pivodem z Ameriky,
Gromphadorhina portentosa je z Madagaskaru a u Rhyparobia maderae si jejim pivodem
nejsme jisti (pfirozené se vyskytuje v Americe, Africe, jizni Asii a Ocednii).

Z kazdého pitvaného jedince jsme odebrali vzorek obsahu stfeva na kultivaci v médiu
Dobell-Leidlaw. Zaroveil jsme z obsahu stfeva pfipravili nativni preparat a provedli zbéznou
prohlidku mikrofléry (viz tab. 12) pomoci pozorovani ve fazovém kontrastu. Prvoci se mnohdy
nedaji z nativniho preparatu spolehlivé urcit ani do rodu a uz vibec ne na trovenn druhu
(alesponi pokud jde o parabasalidy). Jistotu rodového a druhového uréeni mame tedy
u zastupcl kmene Parabasala az za pouZiti barveni ¢i molekuldrné-taxonomickych metod.

Z analyzovanych vzorki jsme ziskali sedm izolati ze Sesti riznych druhi §vabu (viz tab.
12). Podatilo se nam v nich stabiln¢ kultivovat nejméné ¢tytfi druhy prvokt. Ptitom ve dvou

izolatech je pfitomen pouze jeden druh prvoka, coz nam zna¢n¢ usnadnuje dalsi praci.
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Tab. 11. Zkoumani §vabi a prvoci pozorovani v jejich stfevech.

Celed’ Druh Zdroj Nativni preparat
Retortamonas blattae, Monocercomonoides sp.
. . 700 (Oxymonada), Trichomonadida gen. sp.
Sickipa desc g Plzen (Parabasala), Nyctotherus ovalis (Ciliophora),
améby
Nyctotherus ovalis, 2 typy kinetoplastid
Z00 . .
Blaberus atropos 9 (Trypanosomatina), Monocercomonoides sp.,
Plzen . .
Trichomonadida gen. sp.
. Z00 ) . .
Blaberus craniifer Plzeit Nyctotherus ovalis, Trichomonadida gen. sp.
. Blaberus giganteus ZOQ kvasinky (ve velkém mnozstvi)
Blaberidae Plzen
700 Trichomonadida gen sp., gregariny
Blaberus sp. Plzen (Apicomplexa)
Bymaide e Ing. Retortamonas blattae, Monocercomonoides sp.,
o 8 Buzga Trichomonadida gen. sp.
. 700
Gromphadorhina portentosa Praha
Panchlora nivea ZOQ
Plzen
. Ing. . .
Rhyparobia maderae BuZga gregariny, Monocercomonoides
. . Z00 . .
Polyphagidae | Ergaula capucina Plzcii améby, Nyctotherus ovalis
Tab. 12. Prehled stabilnich kultur, jez jsme ziskali.
Nazev :
izolatu Druh Organismy
ARCHI1 Archimandrita tesselata Hypotrichomonas sp.," Monocercomonoides sp.
BAT1 Blaberus atropos Hypotrichomonas sp., Monocercomonoides sp.
BCR1 Blaberus craniifer Hypotrichomonas sp. "
BSP1 Blaberus sp. Hypotrichomonas sp. '
BFUM1 Byrsotria fumigata Monocercomonoides sp., améby
RMADI1 Rhyparobia maderae imago améby
RMAD?2 Rhyparobia maderae nymfa Monocercomonoides sp., améby

! Ziskali jsme sekvenci SSU rDNA (viz dale)
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4.2. Morfologie

Obarvili jsme Sest naSich izolati protargolem (ARCHI1, BCR1, BSP1, BAT1, BFUMI,
RMAD?2). Ivan Cepitka nam poskytl své protargolem obarvené izolaty CYCL2 z leguana
Cyclura nubila a PRA zprasete domaciho (odebrdano v CR). Od prof. Kuldy nam byl
zapijcen protargolem obarveny preparat Hypotrichomonas acosta z hroznySe Boa constrictor.
Obarvené preparaty jsme pozorovali pod svételnym mikroskopem a vyfotili typické jedince
(viz obr. 13-17).

Svételny mikroskop poskytuje obraz, ktery je zaostfen na urcitou rovinu. Ostatni roviny
se do ni promitaji, rusi jeji Cistotu a davaji ponc¢kud faleSny pocit trojrozmérnosti. Mnohé
struktury, které jsou ve vzdalenéjSich rovinach, jsou proto na fotografiich témer
nerozpoznatelné (jsou prekryty jinymi bliz§imi rovinami), ale nechybi (tyka se zdanlivé
absence undulujici membrany na nékterych fotografiich apod.)

Preparat Hypotrichomonas acosta zapujceny prof. Kuldou odpovida popisu H. acosta
(Lee, 1960). Je asi dvakrat vétsi nez svabi hypotrichomonady a obsahuje i gigantické bunky
(obr. 13c). Bunika ma tii pfedni bi¢iky a jeden zpétny, ktery tvoii undulujici membranu. Axostyl
je silny a jeho kapitulum Siroké, pelta je dobfe vyvinuta (viz obr. 13a, b). Undulujici membrana
je razného stupné vyvinuti, obvykle ale nedosahuje konce bunky.

Zastupci rodu Hypotrichomonas zizolath BSP1, BCR1, ARCHI a BATI jsou
geneticky a pravdépodobné 1 morfologicky identicti, zcela jednoznaéné se jednd o novy druh,
jehoz Casteény popis zde uvadime. Axostyl je tenky, u jadra se ale mirn¢ rozsituje (viz obr.
l4c), kapitulum je uzké. Pelta je dobfe vyvinuta, stejné¢ jako u H. acosta ale neni zfetelné
vyvinuta kosta. Bunka ma tii pfedni biCiky a jeden zpétny, ktery se podili na vzniku
undulujici membrany. Ta je velmi dobfe vyvinuta, obvykle dosahuje za polovinu burky,
nekdy je silné spiralni (viz obr. 15).

Izolat PRA piedstavuje morfologicky 1 fylogeneticky dalsi novy druh rodu
Hypotrichomonas. Tenkym axostylem a uzkym kapitulem axostylu pfipomina piedchozi
druh, ale undulujici membrana je extrémné kratkd a nedosahuje zpravidla ani do Ctvrtiny
délky buniky (viz obr. 16a, b).

Hypotrichomonas zizolatu CYCL2 je dal$im novym druhem tohoto rodu. Kmen
axostylu je ten¢i nez u H. acosta (podobn¢ jako u dvou piedchozich, viz obr. 17a, ¢), ale jeho
kapitulum se vyrazné rozsifuje, podobné¢ jako u H. acosta (viz obr. 13a, c¢). Undulujici
membrana je silné vyvinuta a zpravidla dosahuje do konce butiky (viz obr. 17a, b). Mize byt

spirdlni. Pelta je u tohoto druhu dobfe vyvinuta.
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Tab. 13. Tabulka morfologickych rozdild druhd H. acosta, H. sp. BSP1, PRA a CYCL2. Ax — axostyl;

UM — undulujici membrana.

DRUH um Kmen Ax| <apitulum
Ax
H. acosta nedosahuje konce buiiky silny Siroké
H. sp. (BSP1...) | dosahuje za polovinu buiiky zky mirng roz§itené
H. sp. (PRA) nedosahuje ani do ¢tvrtiny buiiky | tzky zké
H. sp. (CYCL2) | dosahuje do konce buiiky zky Siroké

Prase domaci (Sus scrofa f. domestica) je jedinym teplokrevnym hostitelem rodu
Hypotrichomonas. Zajimalo nas tedy, jestli §vabi izolaty preZiji teplotu 37 °C (pii této teploté
se kultivuji prvoci z teplokrevnych Zivocicht, kultivujeme tak samoziejmé i prase¢i izolat
PRA). Vlozili jsme proto izolaty BCR1 a BSP1 do termostatu a jiz druhy den jsme zjistili, Ze
hypotrichomonady teplotu 37 °C neptezily. Néasledné jsme izolat PRA vlozili do 24 °C a jiz
druhy den jsme v kontrolnim preparatu nepozorovali zadné zivé hypotrichomonady. Po péti
dnech jsme kulturu pteockovali (s negativnim vysledkem), ¢imz jsme vymieni kultury
potvrdili.

Dale jsme provedli zékladni morfometricka méfeni (Sitka a délka buiky) izolath

ARCHI1, BSP1 a Kuldova preparatu H. acosta. Z kazdého izolatu jsme zméftili 50 jedinct.

Tab. 14. Rozméry bunék rodu Hypotrichomonas (H. acosta a izolaty ze $vabi — ARCHI, BSP).

Délka burky Sitka buriky
Aritmeticky | Smérodatna <., |Aritmeticky | Smérodatna "o s
PR Rozpéti . Rozpéti

prumér odchylka prumér odchylka
ACOSTA 12,1 1,87 7,99-15,28 9,3 1,86 4,69-13,81
ARCHI1 5,6 0,79 4,05-7,25 4,1 0,62 2,72-5,9
BSP1 5,2 0,64 3,95-6,92 3,9 0,46 2,91-5,08

Kromé rodu Hypotrichomonas jsme v izoldtech ARCHI1, BAT1, BFUM1 a RMAD2
determinovali jeste¢ zastupce rodu Monocercomonoides (viz obr. 18.). Zatim jsme je blize
nezkoumali ani nesekvenovali. Mame vsak jistotu, Ze jde o rod Monocercomonoides.

V izolatu RMAD?2 jsme zaznamenali pocetnou populaci améb. Protoze protargolové
barveni neni vhodna metoda pro determinaci ménavek, nevime, o ktery rod se jedna. Nejvice
se tyto ménavky podobaji rodu Endamoeba (obr. 19d). Podobné jsou i v izoldtu BFUMI

pritomny ménavky (obr. 20), v tomto piipade¢ ale pfipominaji rod Endolimax (obr. 20d).
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Obr. 13. Hypotrichomonas acosta z Boa constrictor (a — ¢). AF — pfedni bi¢iky; Ax — axostyl; Cax — kapitulum
axostylu; DV — travici vakuola; N - jadro; P — pelta; RF — zpétny bic¢ik; UM — undulujici membrana. Preparat

zapujcen prof. J. Kuldou. Méfitko — 5 pm.

UM

a

Obr. 14. Hypotrichomonas sp. BSP1. a — e normalni butiky; f — pocatek bunééného déleni. AF — ptedni biciky;
Ax — axostyl; Cax — kapitulum axostylu; N - jadro; P — pelta; PB — rameno parabasalniho téliska; RF — zpétny

bic¢ik; UM — undulujici membrana. Méfitko — 5 pum.
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Obr. 15. Hypotrichomonas sp. BCR1 (a, b), ARCH1 (¢, d), BATI1 (e, f). AF — piedni bi¢iky; Ax — axostyl; N -
jadro; P — pelta; PB — rameno parabasalniho téliska; RF — zpétny bic¢ik; UM — undulujici membrana. Métitko — 5

um.

Obr. 16. Hypotrichomonas sp. PRA (a — ¢). AF — ptedni bi¢iky; Ax — axostyl; N - jadro; P — pelta; PB —
rameno parabasalniho téliska; RF — zpétny bi¢ik; UM — undulujici membrana. Preparat zaptijéen 1. Cepickou.

Metitko — 5 um.

2k CAx
<~

um

Obr. 17. Hypotrichomonas sp. CYCL2 (a — ¢). AF — pfedni bi¢iky; Ax — axostyl; CAx — kapitulum axostylu; N
- jadro; P — pelta; RF — zpétny bi¢ik; UM — undulujici membréana. Preparat zaptijéen 1. Cepickou. Méftitko — 5

pum.
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N
Ax

C
Obr. 18. Monocercomonoides sp. ARCHI1 (a), BAT1 (b), BFUMI1 (c), RMAD?2 (d). Ax — axostyl; F — funis; N

— jadro. Preaxostyl a pelta, nejlépe viditelné u obrazku c, nejsou oznaceny. Je dobie vidét, Ze riizné izolaty se lisi

v intenzité obarveni. Métitko — 5 pum.

' N
b’. ’ §

Obr. 19. Ménavky v izolatu RMAD2 obarveno protargolem (a — ¢), Endamoeba blattae nativni preparat

a

(d). N - jadro. Méritko — 5 um. Obrazek (d) ziskan z internetu z adresy http://www.microscopy-
uk.org.uk/mag/imgaug05/wd/14-parasites3.jpg.

: P
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Obr. 20. Ménavky v izolatu BFUM1 obarveno protargolem (a — ¢), Endolimax nana, nativni preparat (d).

L] N

N - jadro. Métitko — 5 um. Obrazek (d) ziskan z internetu z adresy http://www.k-
state.edu/parasitology/625tutorials/ FIGendolimax08.jpg.
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4.3. Fylogeneticka analyza

Sestavili jsme fylogeneticky strom kmene Parabasala obohaceny o nase nové izolaty (viz obr.
21). Topologie odpovida vysledkiim ptedchozich analyz (viz Hampl et al., 2004), pozice
dlouhych vétvi (tj. Dientamoebinae, Trichonymphida, Spirotrichonymphida a Hexamastix) je
znacné nestabilni a zdvisld na metodé (stromy konstruované jednotlivymi metodami zde
neukazujeme). Zjevné se zde projevuje efekt pritahovani dlouhych vétvi (LBA) a hodnoty
bootstrapu jsou ve vnitinich uzlech nizké. Vétev Trichomitus — Hypotrichomonas se vytvorila
pti vSech metodach, rod Hypotrichomonas je s vysokymi hodnotami bootstrapu holofyleticky
(viz obr. 22.).
Rod Hypotrichomonas lze podle fylogenetické pozice rozd¢lit do Sesti skupin:

1) izolat CYCL2, 2) izolat PRA, 3) izolaty BCR1, BSP1, ARCHI, 4) izolaty H. acosta, LEP1,
CORALL, 5) Odontotaenius disjunctus symbiont 21, 6) ostatni Odontotaenius disjunctus
symbionti. Genetickd vzdalenost (mysleno p-distance) jednotlivych skupin se pohybuje

v rozmezi 1 — 4,3 % (viz tab. 15).

Tab. 15. Primérna geneticka vzdalenost mezi jednotlivym liniemi rodu Hypotrichomonas: ACOSTA — izolaty
H. acosta, LEP1, CORALI; CYCL2 - izolat CYCL2; PRA — izolat PRA; SVABI - izolaty BSP1, BCRI,
ARCHI; SYMB - O. d. symbionti 5, 10, 16, 18, 23, 24, OD21 — O. d. symbiont 21.

ACOSTA
ACOSTA[ —™—__ cYCL

cYcL 32 ———_ PRA

PRA 3,5 1,7 T SVABI

SVABI 2,8 1 14 T SYMB

SYMB 2,2 3,8 4,3 3,7
OoD21 2,9 3,2 3,8 3,3 2,6
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Trichomitus sp. KANEK " iy
-|__L— Trichomitus batrachorum BUB Trichomitidae
Trichomitus sp. KASS
0. d. symbiont 21
Hypotrichomonas sp. CYCL2
Hypotrichomonas sp. PRA
Hypotrichomonas sp. BSP1
Hypotrichomonas sp. ARCH1 Monocercomonadidae
'ypotrichomonas sp. BCR1
!’-_!aypotn‘chomonas acosta LEP1
ypotrichomonas acosta
Hypotrichomonas acosta CORAL1
. d. symbiont 23
0. d. symbiont 18
0. d. symbiont 16
O. d. symbiont 24
0. d.’symbiont 5
O. d. symbiont 10
Trichomonas vaginalis
Pentatrichomonoides scroa
- Te;)tmtﬁchog?onas ga.'ﬁréarum
richomonoides trypanoides z H
Penratﬁchomonag’ ominis Trichomonadidae
Reticulitermes speratus symbiont RS16
Pseudotrypanosoma giganteum
Trichomitopsis termopsidis
Ditrichomonas _honigbergii TR
Monofrichomonas carabina
"Pseudofrichomonas" keilini
"Monocercomonas" ruminantium

93/74/
98/1

98M00/100M1

100/100/100/0.98

Monocercomonadidae

- Hexamastix sp.T
**1*10.80) Cryptotermes domesticus symbiont Cd3 (Tricercomitus sp.)
Glyptotermes fuscus symbiont Gf8 ( Tricercomitus sp.)

Staurojoenina assimilis

. [ Jrichonympha agilis . .
e \— Trichonympha magna Trichonymphida
Hoplonympha sp. MO-2004-1
—l | Pseudotrichonympha grassii
——— Eucomonympha sp.
1001001 “—— Teranympha mirabilis
1001 Monocercomonas colubrorum TSC -
Monocercomonas colubrorum R183 Monocercomonadidae

Monocercomonas colubrorum EUMM
Glyptotermes fuscus symbiont Gf10
Incisitermes minor symbiont Im12
11001100/ Histomonas meleagridis .
10010071001 Dientamoeba fragilis 1 . Monocercomonadidae
10,99 Dientamoeba fragilis 2
Tritrichomonas nonconforma
Tgfrfch;))monas mobé.‘?nsis i
ritrichomonas mobilensis e -
e e Tritrichomonadidae
Tritrichomonas augusta HYLA
Tritrichomonas sp. LV2

e Holomastigotoides mirabile
100/100/100/1 — Spirotrichonympha leidyi
I_l e Spirotrichonympha sp. Hs1 Spirotrichonymphida

) Spirotrichonymphella sp.
—— Porotermes sp. symbiont 77090 gp.2-1
Devescovina s# D16
Neotermes koshunensis symbiont Nk9
Metadevescovina polyspira
Co!&on yg‘rpha octonaria
etadevescovina senta . H
Mixotricha paradoxa Cristamonadida
Calonympha sp. B14
Calonympha grassii
Snyderella tabogae
Metadevescovina extranea
Deltotrichonympha nana
Koruga bonita

0.1

as/100L}-1
88/1

'.".'52:'0.9?‘

98100/
o1

68/100/88/1

Obr. 21. Fylogeneticky strom kmene sestrojeny ze sekvenci SSU rDNA metodou maximum likelihood pod
modelem TrN + I + T'. Cisla v uzlech jsou hodnoty: bootstrap MP/bootstrap LS/ bootstrap ML/ Bayesian

posterior probability, hvézdicky znamenaji bootstrapovou podporu mensi nez 50 nebo jinou topologii v daném

uzlu. Strom neni zakofenény. Nové sekvence jsou zvyraznény.
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esssocol— Trichomitus sp. KANEK
B Trichomitus batrachorum BUB
Trichomitus sp. KAS5
— O. d. symbiont 21
+-[— Hypotrichomonas sp. CYCL2
— Hypotrichomonas sp. PRA
somoncon| | %%%| Hypotrichomonas sp. BSP1
Hypotrichomonas sp. ARCH1
Hypotrichomonas sp. BCR1
“/78/61/0.68| Hypotrichomonas acosta LEP1
‘°°’93”°°”‘—_=|~ Hypotrichomonas acosta
Hypotrichomonas acosta CORALA1
60/87/84/0.98] 0. d. symbiont 23
O. d. symbiont 18
sevzosn| O. d. symbiont 16
O. d. symbiont 24
O. d. symbiont 5
O. d. symbiont 10

Obr. 22. Zvétsena Cast predchoziho fylogenetického stromu s rody Hypotrichomonas a Trichomitus.

100/100/100/1

93/74/98/1
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V.
DISKUSE

Ziejmé jako prvnim na svété se nam podatilo kultivovat Svabi stfevni prvoky, coz otevird
cestu dalSim experimentim. NejvyznamnéjSim vysledkem naSi prace je zasadni rozsifeni
znalosti o diverzité rodu Hypotrichomonas. Za jediny validni druh rodu Hypotrichomonas byl
dosud povazovan H. acosta. Kromé toho, ze jsme objevili tii dalSi nové sekvence, vSechny
dostupné izolaty jsme na zdkladé nasi fylogenetické analyzy rozdé€lili na Sest skupin.
Genetické vzdalenosti mezi témito skupinami (1 — 4,3 %) jsou srovnatelné se vzdalenostmi
mezi validnimi druhy rodt Trichomonas, Tetratrichomonas a Tritrichomonas (viz Cepicka et
al., 2005; 2006). Vzhledem k tomu, Ze Ctyii z téchto linii pfedstavuji zaroven i samostatné
morfospecies (z toho tfi — CYCL2, PRA, BSP nebyly dosud popséany), jsme piesvédceni, Ze 1
zbylé dvé linie tvofené symbionty passalidnich broukl pfedstavuji samostatné druhy. Podle
jejich fylogenetické pozice soudime, Ze patii také do rodu Hypotrichomonas.

Pti barveni protargolem, narozdil od ostatnich metod, zustdva vyborné zachovana
prostorova struktura buriky i celkové uspotadani organel. Dnes je pfesto barveni protargolem
pro svou naro¢nost pomerné vzacné a pro studium morfologie stfevnich bicikovell se témét
nepouziva. Tato metoda je vSak nezbytna napf. pro popis novych druhli parabasalidl, coz
znamend, ze se nov¢é druhy nélezejici do tohoto kmene prakticky nepopisuji. Studium
parabasalidi vyjma druhl Trichomonas vaginalis a Tritrichomonas foetus tedy stagnuje a je
vétSinou odkézano jen na metody molekularni taxonomie. VyuZili jsme proto naSich preparat
obarvenych protargolem a v soucasné dobé na jejich zakladé popisujeme nami objevené
druhy rodu Hypotrichomonas a hodlame je publikovat.

Spolehlivé jsme odlisili nové druhy jak morfologicky, tak provedenim fylogenetické
analyzy na zdklad€¢ sekvenci SSU rDNA. Druh izolovany zprasete jsme od druhu
izolovaného z americkych blaberinti odlisili i fyziologicky (dokazali jsme vylucujici se
naroky na teplotu prostiedi).

Zm¢fili jsme rozméry buniek H. acosta a Svabich hypotrichomonad z izolati ARCH1
a BSP1. Potvrdili jsme, Ze H. acosta je vyrazné vétsi nez Hypotrichomonas sp. ARCHI
a BSP1. Zatimco velikost bun¢k H. acosta je velmi variabilni, buniky druhu Hypotrichomonas
sp. ARCH1 a BSP1 ze $vabt jsou mnohem uniformnéjsi. Protoze jsme nalezli i ,,tvrdé*
znaky, kterymi se od sebe daji jednotlivé druhy rodu Hypotrichomonas mnohem snaze odlisit,

nepovazujeme velikost bun¢k za vhodny determinaéni znak tohoto rodu.
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Zajimavé je, ze Hypotrichomonas sp. (izolaty BSP1, BCR1, ARCHI1, BATI) jsme
ziskali pouze z americkych blaberinti, kdezto zkoumani zastupci jinych podceledi tyto prvoky
neobsahovali. Uvazujeme proto o moznosti specifické mikroflory blaberini, ale nemame ani
dostatek dat, ani data ekologicky relevantni, nebot’ analyzovani §vabi pochazi z dlouholetych
chovi a neni jisté, jestli se nenakazili Hypotrichomonas sp. mimo svou domovinu.

Povazujeme za prekvapivé, ze Hypotrichomonas sp. CYCL2, izolovana z kubanského
plaza Cyclura nubila, patii do jiné fylogenetické linie rodu nez druh Hypotrichomonas acosta,
vyskytujici se ve stfevech mnoha jinych exotickych plazi. Nemiizeme proto vyloucit, Ze se
v nékterych exotickych plazech vyskytuji jest¢ dalsi, dosud neobjevené druhy rodu
Hypotrichomonas.

Rod Hypotrichomonas je ptibuzny rodu Trichomitus (spolecné tvofi jednu z péti
hlavnich linii kmene Parabasala). Tyto rody se lisi strukturou (dokonce ptitomnosti) kosty,
ktera je v klasickém modelu povazovana za fylogeneticky vyznamnou strukturu. Rod
Trichomitus ma kostu dobte vyvinutou, kdezto rod Hypotrichomonas ma v mastigontu pouze
jeji rudiment. Jde tedy o dva blizce ptibuzné rody, mezi nimiz neni znamy piechodovy
vyvojovy ¢lanek. Zajimé nds proto, jakym zplsobem je utvairena kosta u nami objevenych
druhii, nebot’ by ndm znalost ultrastruktury kosty v téchto druzich mohla poodhalit evolu¢ni
rozriznénost celé této linie parabasalidi.

Stavba kosty u rodu Hypotrichomonas je zasadni z hlediska nesouladu molekularniho
a morfologického modelu evoluce kmene Parabasala. Proto na zaklad¢ naSich vysledka
zhotovil I. Cepi¢ka znaSich izolatl preparaty pro transmisni elektronovy mikroskop.
V budoucnu tedy chceme provést detailni elektronmikroskopickou studii ultrastruktury
novych druhti tohoto rodu. Ptestoze vlivem suboptimalni fixace vzniklo v preparatech nékolik
artefatkll (pfedev§im na membranéch), ptikladame nékteré fotografie v kapitole Prilohy.

Z obsahu stieva §vabu druhu Rhyparobia maderae se nam podaftilo kultivovat améby
neznamého rodu. Pfedpokladame, Ze by se mohlo jednat o rod Endamoeba, coz by bylo velmi
pozitivni, nebot’ dosud neni jasné, do které skupiny tento rod patii. Uvazuje se o tom, Ze by
mohl byt ptibuzny rodu Entamoeba. Doposud jej vSak nikdo uspésné neosekvenoval.
Ptipadna kultivace rodu Endamoeba by vyrazn¢ usnadnila jeho osekvenovani a stala by se tak
dalsim velmi vyznamnym vysledkem nasi prace.

Ameéba kultivovana z izolatu BFUMI napadné pfipominé rod Endolimax, ale urenim si
také nejsme jisti. Pokud skutecné kultivujeme rod Endolimax, a pokud nejde o druh E. nana
(jediny sekvenovany), mohou piipadné sekvence pomoci 1épe roziesit fylogenezi skupiny

Archamoebae.
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Ziskali jsme 1 né€kolik izolatd rodu Monocercomonoides (Oxymonadea), jehoz prvni a

doposud jedina znama sekvence byla publikovana zcela nedavno (Hampl et al., 2005).
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VI.
SHRNUTI

1. VysSetfili jsme 15 jedinct nélezicich do deseti druht §vabii nad¢eledi Blaberoidea. Podaftilo
se nam prevést do stabilni kultury sedm izolatd z obsahu stieva Sesti druhti §vabi, jmenovité
Archimandrita tesselata, Blaberus atropos, Blaberus craniifer, Blaberus sp., Byrsotria

fumigata a Rhyparobia maderae.

2. Obarvili jsme protargolem Sest naSich izolatl, coz nam umoznilo determinovat prvoky

obsazené v téchto kulturach.

3. Ziskali jsme sekvence SSU rDNA tii naSich izolati ze Svabu a provedli jsme jejich

fylogenetickou analyzu.

4. Ve stfevech americkych blaberini rodG Archimandrita a Blaberus jsme na zékladé
fylogenetické a morfologické analyzy zjistili pfitomnost trichomonddy rodu
Hypotrichomonas. Hypotrichomonas izolovanou z americkych blaberinii jsme vyhodnotili

jako novy druh a ptipravili k popisu, ktery nyni provadime.

5. Rovnéz izoldty zprasete domaciho a legudna predstavuji nové druhy rodu

Hypotrichomonas. V tuto chvili intenzivné pracujeme na jejich popisu.

6. Izolat LEP1 je prvnim néalezem H. acosta v zébach (jde o dosud nepublikovany izolat, ktery

nam poskytl I. Cepicka).

7. U rodl Blaberus, Archimandrita, Rhyparobia a Byrsotria jsme zjistili ptitomnost prvoki

rodu Monocercomonoides.

8. V pripad¢ Svaba druhu Byrsotria fumigata se nam jako prvnim podaftilo kultivovat z obsahu

jeho stfeva amébu, patrné rodu Endolimax.
9. V ptipadé Svaba druhu Rhyparobia maderae se ndm jako prvnim podafilo kultivovat

z obsahu jeho stfeva amébu pfipominajici rod Endamoeba. Tuto amébu jsme kultivovali jak

z nymfy, tak z dospélce.
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VL.
SUMMARY

1. We examined fifteen individuals from ten species of cockroaches from the superfamily
Blaberoidea. We have successfully transformed seven isolates from intestine into stable
culture, in particular from cockroach species Archimandrita tesselata, Blaberus atropos,

Blaberus craniifer, Blaberus sp., Byrsotria fumigata and Rhyparobia maderae.

2. We stained six our isolates with protargol and we determined some protists present in the

isolates.

3. We determined 16S rDNA sequences of three our isolates from cockroaches and performed

a phylogenetic analysis.

4. On the basis of a morphologic analysis, we have found a new species of the genus
Hypotrichomonas (Parabasala) in intestines of American genera of cockroaches,
Archimandrita and Blaberus. At the moment, we are preparing a formal description of the

new Hypotrichomonas species

5. Isolates from a pig (Sus scrofa f. domestica) and from a Cuban iguana (Cyclura nubila)
also represent new species of Hypotrichomonas. We are working on their formal description

at the moment.

6. The isolate LEP1 from a frog Leptopelis sp. is the first record of H. acosta in amphibians
(the isolate was isolated by I. Cepicka).

7. We have found hitherto undetermined species of Monocercomonoides (Oxymonada) in

cockroach genera Blaberus, Archimandrita, Rhyparobia and Byrsotria.

8. We are the first to be successful in cultivating intestinal amoebae form cockroaches,

possibly of the genus Endolimax, from the intestine of Byrsotria fumigata.

9. We also have obtained two isolates of an amoeba, resembling the genus Endamoeba, from
intestine of the cockroach species Rhyparobia maderae. The amoeba was cultivated both

from nympha and adult.
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-VIII-
PRILOHY

Fotogalerie nékterych nami studovanych Svabi

NG RO |
Obr. 25. Byrsotria fumigata (1 juv. jedinec a 2 adultni) Obr. 26. Ergaula capucina (juv. jedinec).
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Obr. 27. Nyctotherus ovalis z Archimandrita tesselata.
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Obr 28. Fotograﬁe Hypotrzchomonas sp. BCR1 z transmlsmho elektronoveho mlkroskopu Pfi¢ny prifez
buitkou. DV — potravni vakuola; N- jadro. Pofizeno I. Cepickou.

Obr 29. Fotograﬁe Hypotrzchomonas sp BCRI z tran51sn1ho elektronoveho mlkroskopu Hydrogenosom
Potizeno I. Cepickou.
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Obr. 30. Fotografie Hypotrichomonas sp. BCR1 z transmisniho elektronového mikroskopu. Pii¢ny prifez
burikou. Sipkou je oznacena pravé fagocytovana bakterialni burika. Pofizeno I. Cepickou.

13 >

Obr. 31. Fotografie Hypotrichomonas sp. BCR1 z transmisniho elektronového mikroskopu. Pticny priiez
burikou. Zieteln¢ je vidét pelta a mastigont. Pofizeno I. Cepickou.
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IX-
SLOVNICEK POJMU A ZKRATEK

Atraktofor — mikrotubularni organiza¢ni centrum déliciho vieténka

Bayes — Bayesova metoda

Biologicka evoluce — Dlouhodoby, samovolné probihajici proces, v jehoz pribehu vznikaji ¢i
jednorazove vznikly ze systémil nezivych systémy zivé, a tyto zivé systémy se pak dale vyviji
a vzajemné diverzifikuji.

COII — mitochondrialni gen cytochrom oxidoreduktaza 2

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DNTP - deoxyribonukleotidy (dATP, dTTP, dCTP, dGTP). Jednotky, znichz DNA-
polymeréza syntetizuje komplementarni vlakno DNA

Fylogeneze — viz. biologicka evoluce

Holofyleticky taxon — taxon, u kterého zname piedka a jeho potomky

Lameliformni undulujici membrana — zpétny bi¢ik je asociovan s lamelovitym vybézkem
cytoplasmatické membrany

Ledova kyselina octova — koncentrovana kyselina octova (100%)

LS — metoda nejmensich ¢tvercti podle Fitch-Margoliash (least squares)

Master mix — roztok pro PCR, chybi v ném pouze izolovana DNA

ML — metoda maximalni vérohodnosti (maximum likelihood)

MP — metoda maximalni parsimonie (maximum parsimony)

Monofyleticky taxon — soubor taxond sdilejicich synapomorfii (urCitou kategorii
homologickych znakit), pochdzejici z jednoho spolecného predka

Morfospecies — druhy, které se daji odlisit morfologicky

Negativni kontrola — vzorek bez DNA, slouzi ke zjisténi, zda master mix nebyl pii piipraveé
kontaminovéan

Parafyleticky taxon — taxony definované symplesiomorfii, tedy znakem, ktery sdili vice
ruznych organismu a ktery miize a nemusi indikovat spolecného predka

PCR - polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

Pelet — pevny zbytek, ktery ziistane po centrifufaci

Polyfyleticky taxon — taxony pochazejici z vice riznych ptedkt

Polyxenicka kultura — kultura, v niz jsou pfitomny i dal§i druhy mikroorganizmi, zejména
bakterie

Pozitivni kontrola — do smési pro PCR pfidame izolat DNA, o némZ vime, Zze PCR zn¢j

poskytne fragmenty pozadované délky. Slouzi k odhaleni, zda je PCR dobfe namichéna
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Preaxostyl — cytoskeletarni struktura specificka pro oxymonady

RNA - ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

RPM — pocet otacek za minutu

SSU — mala podjednotka ribosomu (small subunit), ktera se skladd z rRNA a proteint

SSU rDNA — DNA koédujici gen pro RNA malé ribosomalni podjednotky

Supernatant — kapaliny roztok, ktery zbyde po centrifugaci

TAE pufr — tris-acetat-EDTA pufr

Taq polymeraza — termostabilni DNA polymerdza ziskand z bakterie Thermophilus
aquaticus

TBR — tree bisection reconnection (algoritmus pro “tree swapping*)

TrN + 1+ I' — evolucni model Tamura a Nei (1993) s invariantami a gamma korekci
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