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Abstrakt

Trichomonddy (Parabasalia) jsou skupinou anaerobnich jednobunécnych eukaryot.
V soucasné dob¢ jsou fazeny do fiSe Excavata, pfiCemz toto zarazeni bylo provedeno pouze
na zaklad¢ molekularnich analyz. Mezi trichomonady patii ptes 400 pfevazné endobiotickych
druhti, z nichz zhruba 80 % zije v termitech. Voln¢ Zijicich trichomonad bylo zatim popsano
pouhych Sest druhl (Pseudotrichomonas keilini, Ditrichomonas honigbergii, Monotricho-
monas carabina, Honigbergiella sp., Tetratrichomonas undula a Lacusteria cypriaca) tvoti-
cich Ctyfi nezavislé fylogenetické linie. Z toho ndm se podatfilo popsat novy rod a druh
Lacusteria cypriaca. VSechny tyto linie jsou sekundarné volné zijici, to znamena, Ze se
v ramci trichomondd vyvinuly ze svych endobiotickych predkd. Podafilo se nam také
publikovat prvni dvé sekvence pfislusejici druhu Pseudotrichomonas keilini, morfologicky
popsaného jiz v roce 1935. Na zédkladé naSich dat jsme ptesunuli Pseudotrichomonas keilini
ze skupiny Honigbergiellidae do ¢eledi Trichomonadidae (fad Trichomonadida).

Vedle téchto jiz publikovanych vysledkti jsme ziskali dalSich sedm novych kmeni
voln¢ Zijicich trichomonad (GOU23, CK, GRS, LAGOS2M, VAVI1AI, E2NT, LAGOS2D),
ze vSech téchto kment jsme ziskali sekvenci genu pro SSU rRNA a provedli fylogenetickou
analyzu. Tyto kmeny se rozpadly do ¢tyf linii. Ze souc¢asného nartistu objevenych linii volné
zijicich trichomondd jasné vyplyva, ze jsou tyto trichomonady mnohem vice diverzifikované,
nez se soudilo. Pét kmenl véetné Lacusteria cypriaca se nam podafilo prevést do stabilni
kultury, ze Ctyf z nich jsme vytvofili monoeukaryotické kultury. Sedm kmenti jsme nabarvili
protargolem a v soucasné¢ dobé probiha jejich charakterizace. Dvé kultury (LAGOS2D
a E2NT) jsme pfipravili pro transmisni elektronovy mikroskop a nyni probihé studium jejich
ultrastruktury. Pfedbézné vysledky jsou soucasti této prace.

Fylogeneticka pozice kmenti LAGOS2D a E2NT je nejasna. Tyto kmeny spolu vytvari
samostatnou linii, kterd nejevi afinitu k Zadné ze soucasnych skupin trichomonad. Oba izolaty
jsou morfologicky zajimavé. Izolat E2ZNT ma neobvykle protazenou a pohyblivou piedni ¢ast
buniky, navic se u n¢j vyskytuje pozoruhodny parabazalni aparat tvaru dvou krouzkl. Bunky
izolatu LAGOS2D maji velkou kapsu, ze které vychazi bi¢iky, tyto bi¢iky jsou navic opatieny
ploutvickami. Je mozné, ze jde o exkavatni znaky, které nebyly u trichomonad dosud

nalezeny.

Klicova slova: Diverzita, fylogeneze, Excavata, Lacusteria, linie, Parabasalia, SSU rDNA,

volné zijici trichomonady.



Abstract

Trichomonads (Parabasalia) are anaerobic microeukaryotes classified in the supergroup
Excavata. Inclusion of parabasalids within Excavata is exclusively based on the molecular-
phylogenetic evidence. Over 400 species of parabasalids have been described so far, and the
vast majority of them are endobiotic. In contrast, only few species of free-living parabasalids
forming four independent lineages have been described (Pseudotrichomonas keilini,
Ditrichomonas  honigbergii, = Monotrichomonas  carabina, = Honigbergiella  sp.,
Tetratrichomonas undula, and Lacusteria cypriaca). Lacusteria cypriaca is a new species and
genus described in our recent paper. In this paper we published the first two sequences of SSU
rDNA from Pseudotrichomonas keilini as well. All of these lineages are likely secondarily
free-living, and they developed from endobiotic ancestors.

In addition to the already published Lacusteria cypriaca and Pseudotrichomonas keilini
strains, we have recently obtained seven another isolates of free-living trichomonads
(LAGOS2D, E2NT, CK, LAGOS2M, GRS, GOU23 LIVADIAN, and VAV1Al); from all of
these isolates we sequenced SSU rDNA and performed phylogenetic analyses. These isolates
split into four independent evolutionary lineages, which indicate that free-living parabasalids
are more diversed and phylogenetically interspersed than previously recognized. We also
established stable cultures of five isolates (Lacusteria cypriaca, LAGOS2D, E2NT,
LIVADIAN and VAV1ALl). We stained 7 isolates with protargol and examined two of them
(LAGOS2D, E2NT) by transmission electron microcopy.

Phylogenetic position of LAGOS2D and E2NT is unclear. They have no affinities to
any of six main groups within Parabasalia. In addition, they have some unique features such
as unusual elongated and mobile part of cell anterior (E2NT) or flagella with vanes

(LAGOS2D).

Key words: Diversity, phylogeny, Excavata, Lacusteria, lineage, Parabasalia, SSU rDNA,

free-living trichomonads.



1. Uvod a cile

Trichomonédy (Parabasalia) jsou skupinou anaerobnich jednobunéénych eukaryot patticich
do fiSe Excavata. Protoze u nich dosud nebyly nalezeny zadné exkavatni znaky, jsou
trichomonady do exkavat fazeny pouze na zaklad¢ vysledkii molekularné-fylogenetickych
analyz. Do soucasnosti bylo popsano piiblizn¢ 450 pievazné endobiotickych druht
trichomonad. Nejvétsi pozornost byla po celou dobu vénovdna néckolika patogennim
zastupcim. Predstavy o fylogenezi této skupiny podléhaly znaénym zménam. Velkym
problémem pii studiu fylogeneze trichomonad je nedostatek sekvencnich dat. VétSina
fylogenetickych stromi trichomonad je zalozena na sekvencich genu pro SSU rRNA.
V soucasné dob¢ tak nevime, kde lezi kofen skupiny Parabasalia, navic nejsou jasné ani
vztahy mezi hlavnimi liniemi. 1 z genomického a fylogenomického hlediska jsou
trichomonady spiSe méné¢ studovanou skupinou. Pouze u lidského patogenu Trichomonas
vaginalis byl jiz publikovan genomovy projekt (Carlton et al. 2007) a z n¢kolika dalSich
druhti (napt. Tritrichomonas foetus, Pentatrichomonas hominis) je k dispozici nékolik tisic

EST sekvenci.

Velmi mdlo informaci je zndmo o volné Zijicich trichomonadach. Dosud bylo popsano
Sest druhfi, tvoficich Gtyfi nezavislé fylogenetické linie. Ctyfi z téchto druhti byly navic
popsany az v poslednich 10 letech. Podle fylogenetické pozice dosud popsanych druhti se
usuzuje, ze se vyvinuly z endobiotickych pfedkil a jejich zpiisob Zivota je tudiZ odvozeny.
Takovy navrat k volnému zptisobu Zivota je u eukaryot vyjimecny a kupodivu nebyla tomuto
parazitologickému fenoménu vénovana odpovidajici pozornost. Navic je mozné, Ze v ptirodé
stale existuje primarné volné Zijici trichomonada, ktera ve stabilnim anoxickém prostiedi
prezila dodnes. Takovy nalez by pomohl vyfesit stale aktualni a nezodpovézenou otazku

pozice kotene fylogenetického stromu skupiny Parabasalia.

Cile prace:

1. Ziskat co nejvice izolatl volné Zijicich trichomonad, charakterizovat jejich habitaty a na
zéklad¢ ziskanych zkuSenosti vytipovat potencidlni lokality pro budouci odbéry.

2. Pokusit se pfevést nové izolaty do stabilnich kultur, ziskat z nich sekvenci genu pro SSU
rRNA a provést fylogenetickou analyzu.

3. Morfologicky charakterizovat jednotlivé linie na zaklad¢ protargolového barveni
a u vybranych izolatd studovat ultrastrukturu bun€k pomoci transmisni elektronové

mikroskopie.



2. Literarni prehled

2.1. Hlavni charakteristiky skupiny Parabasalia

Trichomonédy (Parabasalia) jsou v soucasné dob¢ fazeny do fiSe Excavata (Cavalier-Smith,
2002) a skupiny Metamonada (Cavalier-Smith, 2003). Nejbliz§imi znamymi piibuznymi
skupiny Parabasalia jsou pravdépodobné organizmy patiici do linie Fornicata (napf.
Chilomastix, Retortamonas, Carpediemonas, Dysnectes, Giardia, Spironucleus) (Hampl
et al., 2009). Krom¢ Parabasalia a Fornicata patfi mezi Metamonada jest¢ skupina Preaxostyla
(Oxymonadida a Trimastix). Monofylie skupin Excavata a Metamonada je dodnes intenzivné
diskutovéna (napt. Hampl et al., 2005, 2009; Simpson et al., 2006). Zatazeni skupiny
Parabasalia mezi Excavata je postaveno Ccist€ na zakladé vysledki molekuldrng-
fylogenetickych analyz, nebot morfologické znaky exkavat, ,exkavatni znaky*
(charakteristické uspotadani cytoskeletu, ventralni potravni ryha; viz. obr. 1), u této skupiny

zcela chybi (Cavalier-Smith, 2002; Simpson, 2003).

Tab. 1: RozSiFeni exkavatnich znaki u jednotlivych skupin FiSe Excavata. Pfevzato ze Simpson, 2003.

Feature 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Feeding groove + + + + + + +

[ fibre P 5 F & F F =

B fibre ¥ & P & F -

C fibre = & = = 5 g 3
Split R1 + + + + + + +

Singlet root + 4+ + + + 1 +
Flagellar vanes + + + + +

Composite fibre + ND + + +

1 — Jakobida, 2 — Malawimonas, 3 — Trimastix, 4 — Carpediemonas, 5 — retortamonady, 6 — diplomonady, 7 —
Heterolobosea, 8 — oxymonady, 9 — Parabasalia, 10 — Euglenozoa. + — pfitomnost dané¢ho znaku, ? —
pravdépodobna homologie, ND — nevérohodné data.



Podle pfitomnosti ¢i nepfitomnosti exkavatnich znakl lze v iSi Excavata rozliSit Ctyfi
skupiny. Prvni skupinou jsou tzv. ,exkavatni Excavata“ (Jakobida, Malawimonas,
z Preaxostyla Trimastix, z Fornicata karpediemonddy a retortamonddy). Druhou skupinou
jsou ,,Castecné exkavatni Excavata® (jesté zachovana ventralni ryha; z Fornicata diplomonady,
neéktera Heterolobosea). Treti skupinou jsou ,témét neexkavatni Excavata®, ktera maji
zachovény jen nékteré exkavatni cytoskeletélni elementy (oxymonady — Preaxostyla). Ctvrtou

skupinou jsou ,,neexkavatni Excavata“ (Parabasalia, Euglenozoa, nékterd Heterolobosea).

A

Obr. 1: Exkavatni znaky. A: Nakres typického exkavata (Carpediemonas membranifera) s jednim pfednim
bicikem a jednim zpétnym bic¢ikem, prochazejicim ventralni potravni ryhou. B: Fotografie biciku opatieného
ploutvickou. C: Mastigont druhu Carpediemonas membranifera. B1, B2, B4 — bazalni téliska. B — fibrila B, C —
fibrila C, F — dorzalni v&jit perifernich mikrotubult, I — fibrila I, R1, R2, R3 — mikrotubularni kofeny, R1i —
vnitini Cast kofene 1, S — singletovy kofen. A a C pfevzato ze Simpson, 2003; B pfevzato ze Simpson a
Patterson, 2001.

Jednotlivé linie trichomondd sdileji pfedevSim tyto spolecné znaky: stavbu mastigontu
a cytoskeletu, charakter Golgiho komplexu, pfitomnost hydrogenozomi a kryptopleuro-

mitdzu.
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Obr. 2. Charakteristické znaky trichomonad. A: Schématicky ndkres vystihujici polohu taxonomicky
vyznamnych struktur. Pfevzato z Brugerolle, 1976. B: Neékteré diagnostické znaky na preparatu
Hypotrichomonas acosta nabarveném protargolem. Preparat zapijcen prof. Kuldou. C: Kryptopleuromitoza.
Ptevzato z Brugerolle, 1976. D, E: Pohled na nékteré¢ vyznamné znaky pod TEM. Pievzato z Hampl et al., 2007.
1, 2, 3, R — bazalni téliska, Ax — axostyl, F1, F2, F3 — kofenové fibrily bazalnich télisek, FP1, FP2 — parabazalni
fibrily, FR — zpétny bi¢ik, G — Golgiho komplex, LM1 — marginalni lamela, UM — undulujici membrana, N —
jadro, Pe — pelta, X — struktura X, Rfl — adherujici ¢ast zpétného biciku, H — hydrogenozom.
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Stavba mastigontu

Pohybovy aparat skupin Hypotrichomonadea, Trichomonadea, Tritrichomonadea a n¢kterych
zastupcti skupiny Cristamonadea je postaven podle jednotného schématu. Vyjimkou je
bezbitikaty rod Dientamoeba (Camp et al., 1974)". Typicky bi¢ikovy aparat se sestavé ze tii
paralelnich bazalnich télisek (kinetozomil) pfednich bicikti a kolmo umisténého bazélniho
téliska zpétného biciku (Brugerolle, 1991). U druht, které obsahuji vice nez Ctyti bi¢iky, jsou
bazalni t¢liska umisténa paraleln¢ ke tfem prednim bic¢ikiim. Vyjimkou je rod Ditrichomonas
(Farmer, 1993), ktery ma dva pary na sebe kolmych bazélnich télisek, a rod Histomonas,
u kterého neni zpétny bicik viibec vyvinut (Rybicka et al., 1972). Skupiny Trichonymphea,
Spirotrichonymphea a néktefi zastupci tfidy Cristamonadea maji velky pocet biciku.
U Cristamonadea je pfitomny bud’ jeden nebo né€kolik karyomastigonti, pficemz kazdy nese
od dvou do né¢kolika stovek bicikt (viz Cepicka et al., 2010). Trichonymphea maji bilateralné
i tetraradialné symetrické rostrum nesouci biCiky (napi. Brugerolle a Bordereau, 2004;
Grimstone a Gibbons, 1966), pficemz béhem déleni se rostrum rozdéli na dvé hemirostra,
kazdé se stane soucasti jedné dcefiné bunky. U Spirotrichonymphea jsou bazélni téliska
uspofddana do spiralnich tad, b&hem déleni jsou rozdélena mezi dcefiné bunky (napf.

Brugerolle, 2001; Brugerolle a Bordereau, 2004; Radek, 1997).

Hlavnim znakem odliSujicim od sebe rody trichomonad je pocet bic¢ikti (Honigberg,
1963). V nékterych piipadech se druh li$i poctem bicikli od ostatnich ptislusnika svého rodu,
napt. Tritrichomonas nonconforma ma ctyii piedni biciky misto tfech (Honigberg, 1963).
U néekterych druhi zase pozorujeme jedince s mensim poctem bi¢ikd (napt. Honigberg, 1951;

Honigberg, 1963; Yubuki ef al., 2010). Ziejmée jde o stav u mladych bunék po déleni.

Bazalni téliska jsou vic¢i sobé a ostatnim bunéénym strukturdm fixovana pomoci
charakteristickych fibril (viz Brugerolle, 1976; obr. 2). Z bazalnich télisek 1 az 3 vybihaji
kotenové fibrily F1 az F3. Kotfenova fibrila F2 se nazyva sigmoidalni lamela a napojuje se na
pelto-axostylarni spojeni. Mezi bazalnimi télisky 1 a 2 probihd struktura X napojujici se na
bazalni télisko zpétného biciku. Tato struktura se pravdépodobné ucastni vzdjemné fixace
kinetozomt. Z bazalniho téliska 1 vychdzi marginalni lamela smérem k pfedni ¢asti zpétného
bi¢iku. Nekteré¢ rody trichomondd maji v mastigontu vyvinuty dal$i struktury

(infrakinetosomalni télisko, suprakinetosomalni télisko a hfebenovitou strukturu).

I Améboidni bezbicikaté formy umi vytvofit i rod Histomonas (McDougald a Reid, 1978).
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Undulujici membrana a kosta

Undulujici membrana usnadiiuje pohyb ve vazkém prostiedi. Je tvofena zpétnym bicikem
asociovanym s povrchovym cytoskeletem. Muze byt rizné dlouhd a strukturovana, jeji
charakter je jednim z diagnostickych znakt. Je pfitomna v Sesti liniich: Hypotrichomonadea,
Trichomonadida, Honigbergiellidae, Tritrichomonadidae, Simplicimonadidae a Cristamona-
dea. V soucasné¢ dobé se nedd rozhodnout, zda byla undulujici membrana pifitomnd jiz
u spole¢ného predka trichomonad a pak se n€kolikrat nezavisle ztratila, nebo zda se vyvinula

konvergentn¢ u vyse uvedenych linii (Cepicka et al., 2010).

Undulujici membrana je v nékterych ptipadech podepiena kostou (zihana fibrila
specificka pro trichomonady). Existuji dva typy kosty (A, B) odliSujici se svym Zihanim. Oba
typy kosty jsou slozeny z podobnych proteint (Brugerolle a Viscogliosi, 1994). Kosta typu A
je typické pro rody Tritrichomonas a Trichomitus (napt. Brugerolle, 1976). Typ B je vyvinut
u rodu Trichomonas (Mattern et al., 1967), Tetratrichomonas (Brugerolle, 1976),
Pentatrichomonas (Honigberg et al., 1968), Pentatrichomonoides (Brugerolle et al., 1994),
Trichomitopsis (Amos et al., 1979), Pseudotrypanosoma (Brugerolle, 1999) a Cochlosoma
(Pecka et al., 1996). U rodu Hypotrichomonas byla v mastigontu nalezena struktura
pfipominajici bazi kosty typu A, tzv. rudimentarni kosta (Lee, 1960). U skupiny
Cristamonadea je kosta nahrazena krestou, silnou fibrilou podpirajici bazi zpétného biciku
(Brugerolle, 1976). Stejn¢ jako v pfipadé undulujici membrany ani u kosty neni moZzné
rozhodnout, zda byla pfitomna u spole¢ného piedka vSech trichomonéad nebo zda se vyvinula

pozdéji.

Pelta a axostyl

Pelta a axostyl tvoii dominantni opornou strukturu bunék trichomonad. U rodu Dientamoeba
nejsou tyto struktury ptitomny (Camp et al., 1974). Ob¢ struktury sestavaji z paralelnich
mikrotubularnich past a priléhaji k sobé v apikalni ¢asti peltoaxostylarnim spojenim.
Proximalni ¢éast axostylu (kapitulum) je rozsifend a Castecné objimd jadro. Distalni konec
axostylu obvykle vy¢niva ven z buiiky. Na rozdil od axostylu oxymonad neni kontraktilni
(Brugerolle, 1991). RozliSujeme dva typy axostyld; 1) typ Trichomonas (napf.
Trichomonadea, Hypotrichomonadea), ktery se kontinualn€ suZuje smérem k posteriornimu

konci a 2) typ Tritrichomonas (Tritrichomonadidae, Simplicimonadidae, n¢&kteréd
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Spirotrichonymphea a néktera Cristamonadea), ktery je relativné silny a po celé délce ma

stejny primér, na konci vytvari Spicku.

Parabazalni aparat

Jedna se o mohutné vyvinuty Golgiho systém asociovany s zihanymi fibrilami. Zihdni ma
stejny charakter jako u kosty typu A. Parabazilni aparat je natolik vyrazny, ze ho lze
pozorovat pod svételnym mikroskopem. Skupina Parabasalia dostala své jméno pravé na
zéklad¢ této organely. Tvar parabazalniho apardtu je jednim z diagnostickych znakd.
Ptevazuje dvouramenny typ (7richomonas, Trichomitus, Hypotrichomonas). U rodu
Tritrichomonas je parabazélni aparat tyCovity, u Tetratrichomonas a Pentatrichomonas je

diskovity.

Hydrogenozomy

Hydrogenozomy jsou sférické organely zapojené do energetického metabolizmu (Cerkasov et
al., 1978; Lindmark a Miiller, 1973). Jsou to derivaty mitochondrii obklopené dvojitou
membranou, nemaji vlastni genom (Turner a Miiller, 1983). Jsou vyplnény granuldrni matrix
(Benchimol, 2009). Maji podobny mechanismus transportu proteint jako mitochondrie (napf.
Dolezal et al., 2005). V hydrogenozomu trichomonad je lokalizovan metabolizmus pyruvatu

(vice informaci o metabolizmu hydrogenozomi napt. Hrdy ef al., 2008).

Déleni bunky

Kryptopleuromitoza (Brugerolle, 1975) je vysoce specificky typ jaderného dé€leni, pti kterém
se vytvaii extranuklearni délici vieténko. Jadernd membrana ziistdva po celou dobu déleni
zachovana. Priibéh déleni bunky je vysoce konzervativni a ¢asto druhové specificky proces.
Nejdelsim tsekem je u trichomonad interfaze. U rodu Dientamoeba je vétSina bunék ve stadiu

pozdni telofaze (McDougald a Reid, 1978).

Tvorba trvalych stadii

Hlavnim aktivnim stadiem je trofozoit. V nékolika piipadech byla prokazana tvorba pravych
cyst (Dolan et al., 2004; Farmer, 1993; Hampl et al., 2007). B&zn¢&jsi jsou pseudocysty,
kulovité bunky s internalizovanymi biciky a axostylem (Mattern et al., 1973), které na rozdil

od cyst nemaji bunécnou sténu. Jsou tvofeny za stresovych podminek.

14



2.2. Systém

Pivodni modely evoluce skupiny Parabasalia byly zalozeny pouze na morfologickych znacich
a systém této skupiny byl po Ctyficet let téméf neménny (Brugerolle, 1976; Brugerolle, 1991;
Honigberg, 1963).

PARABASALIDEA

Trichonympha Spirotricho-

HYPERMASTIGIDA

oEvE

iCHOMONADiON § T

Obr. 3: Dlouho pretrvavajici predstava evoluce skupiny Parabasalia podle morfologickych znaku.
Ptevzato z Brugerolle, 1986.
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Parabasalia byla tvofena dvéma hlavnimi skupinami (Hypermastigida a Trichomonadida).
Hypermastigida sdruzovala druhy s velkymi mnohobic¢ikatymi buitkami obyvajici travici trakt
termitd a dievozravych §vabu rodu Cryptocercus. Trichomonadida naproti tomu sdruzovala
druhy s malymi a strukturné¢ jednodus$imi buiitkami s maximalné Sesti bi¢iky. V tomto
systému byla za bazalni povazovéana skupina Monocercomonadidae. Patfili do ni prvoci, ktefi
nemaji vyvinutou undulujici membranu (Monocercomonas, Hexamastix, Histomonas,
Dientamoeba a dal$i). Rod Hypotrichomonas s undulujici membranou, kterd vSak neni
podlozena kostou, byl povazovan za piechodové stadium, vedouci k ,,pravym*
trichomonadam s vyvinutou undulujici membranou 1 kostou (tehdejsi celed
Trichomonadidae). Podle tehdejsi ptedstavy vznikly postupnym zeslozitovanim skupiny
Devescovinidae a Calonymphidae. Uplnym vyvojovym vrcholem parabasalii byla

Hypermastigida (obr. 3).

Po nastupu metod molekularni fylogenetiky se ptedstavy o evoluci skupiny Parabasalia
velice zménily. Ukazalo se, Ze ¢eled Monocercomonadidae je ve skuteCnosti polyfyleticka
(napt. Cepicka et al., 2010; Dacks a Redfield, 1998; Delgado-Viscogliosi et al., 2000; Hampl
et al., 2004, 2006, 2007), pficemz mnoho provedenych analyz naznacovalo, ze pifedek
trichomonad lezi n¢kde ve skupiné Hypermastigida (Dacks a Redfield 1998; Delgado-

slozit&jsich forem z jednodussich.

Nejnovejsi systém (Cepicka et al., 2010) pocitd s existenci Sesti samostatnych linii,
Hypotrichomonadea, Trichomonadea, Tritrichomonadea, Cristamonadea, Trichonymphea

a Spirotrichonymphea (obr. 4), nicmén¢ vztahy mezi t€émito liniemi jsou nejasné.
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PHYLUM PARABASALIA (podle Cepicka et al., 2010)
Trida 1. Hypotrichomonadea
Rad 1. Hypotrichomonadida
Celed’ 1. Hypotrichomonadidae (Hypotrichomonas, Trichomitus)
Trida 2. Trichomonadea
Rad 1. Trichomonadida

Celed 1. Trichomonadidae (napf. Trichomonas, Tetratrichomonas,
Pentatrichomonas, Cochlosoma)

Rad 2. Honigbergiellida
Celed’ 1. Honigbergiellidae (napi. Honigbergiella, Pseudotrichomonas)
Celed 2. Hexamastigidae (Hexamastix, Tetratrichomastix)
Celed’ 3. Tricercomitidae (Tricercomitus)
Trida 3. Tritrichomonadea
RA4d 1. Tritrichomonadida
Celed 1. Tritrichomonadidae (Tritrichomonas)

Celed’ 2. Dientamoebidae (napt. Dientamoeba, Protrichomonas, Histo-
monas)

Celed’ 3. Monocercomonadidae (Monocercomonas)
Celed 4. Simplicimonadidae (Simplicimonas)
Trida 4. Cristamonadea
Rad 1. Cristamonadida

Celed 1. Lophomonadidae (napt. Lophomonas, Joenia, Devescovina,
Calonympha)

Trida 5. Trichonymphea
Rad 1. Trichonymphida
Celed 1. Hoplonymphidae (napt. Hoplonympha, Barbulanympha)
Celed’ 2. Staurojoeninidae (napt. Staurojoenina)
Celed’ 3. Trichonymphidae (Trichonympha)
Celed 4. Teranymphidae (napt. Teranympha, Eucomonympha)

Celed 5. Spirotrichosomidae (napi. Spirotrichosoma, Leptospironymp-
ha)
Trida 6. Spirotrichonymphea
Rad 1. Holomastigotoidida

Celed 1. Holomastigotoididae (napi. Holomastigotoides, Spirotricho-
nympha)
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nigerge da

Hexamastigidae

0

Trichomonadida
Trichomonas group

Hl

Pentatrichomonas group

Trichomitus

Hypotrichomonas

=y

Tricercomitidae

TRITRICHOMONADEA

Dientamoebidae

UM-+costa+IB+comb

lost, flagella reduced
Tritrichomonadidae

Comb, 4 flagella
lamelliform UM,

lamelliform
UM, costa B

Cresta, spiralised axostyle,
modified UM, costa reduced

costa A

| 4flagella, IB, comb, railform UM, costa A

SPIROTRICHONYMPHEA

TRICHONYMPHEA

Teranymphidae

Holomastigotoididae

Hoplonymphidae

Multiple flagella retained
during division, spiralised
rows of flagella and
parabasal bodies, usually
modified axostyle.

| stout Tritrichomonas-like axostyle |

Multiple flagella
retained during
division, bi- or
tetraradially
symmetric
rostrum

Obr. 4: Schématické znazornéni Sesti hlavnich linii skupiny Parabasalia a predpokladané vztahy mezi
nimi. Evoluce vyznamnych morfologickych znakii je uvadéna v rameccich. V piipad€ kosty a undulujici
membrany neni jasné, zda byly pfitomny jiz u spole¢ného piedka skupin Hypotrichomonadea, Trichomonadea
a Tritrichomonadea, nebo zda se vyvinuly pozdé&ji. Prevzato z Cepicka et al., 2010.
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Devescovina Sﬁ.
Neotermes oshynensisg)arabasalian symbiont clone Nk2 - AB032221

Caduceia versatilis - DQ855405 .
Neotermes koshunensis parabasalian symbiont clone Nk5 - AB032224
uncultured parabasalid eukaryote - AB183885
Metadevescovina polyspira - U17506
pre uncullur%d paraibas:\l’igéaé.lzkgéyme - AB183886
letacoronympha senta -
Coronympha octonaria - 017504 CRISTAMONADEA
Joenia sp. KfJeA - AB326381

Kalotermes ﬂawcoﬂfs_/gut symbiont clone Kf5 - AF215857
Porotermes symbiont 77090 - AF052701 . .

Cryptotermes domesticus Barabasal ian symbiont clone Cd16 - AB032216

Stephanonympha nelumbium - DQ855403
Calonympha sp. WIO-2007 - AM747388 .
Neotermes koshunensis parabasalian symbiont clone Nk4 - AB032223
Cryptotermes brevis symbiont 77087 - AF052698
Calonympha grassii - AY063294

Snyderella tabogae - AY063288
Deltotrichonympha ogerculafa - AB326380
Koruga bonita - AJ132467
Metadevescovina extranea - X87132
Mixotricha paradoxa - AJ583377
Tritrichomonas muris - AY886846
Tritrichomonas foetus - U17509

Tritrichomonas ay?usta - AY055802
0 [ pisiomonas molesaridis; 7293056 CHOMO

=V Di ilis -
Simplicimonas similis - ULl - GQ254637 TRITRICHOMONADEA
Simplicimonas moskowitzi - CRIST1 - GQ254638
7kt = Glyptotermes fuscus parabasalian sgmblont clone Gf10 - Ab032220
= uncultured parabasalid eukaryote - AB183887
38/0.68/] — Monocercomonas colubrorum VAR-1 - AY319272 i i .
Hodotermopsis sjoestedti parabasalian sgmblont clone HsS6 - AB032238
Spirotrichonymphella sp. MO-2004-1 - AB183881
Hodotermopsis sjoestedti parabasalian symbiont clone HsS22 - AB032241
Hodotermopsis sjoestedti parabasalian symbiont clone HsS1 - AB032236
Hodotermopsis sjoestedti parabasalian symbiont clone HsS2 - AB032237
Reticumermessvaezyamanus parabasalian symbiont clone Ry16 - AB032209
Spirotrichonympha sp. Hs1 - AB032226
rotrichor%ympha leidyi - AB032213

S pil
= = Porot bi t??OQf—AfOSZ“M
= Hiolomastigotoides mirabile - AB032212  OPIROTRICHONYMPHEA
Tetratrichomonas sp. ANOA - AY886847

Tetratrichomonas sp. ZUBR - AY886871
Tetratrichomonas gallinarum - AY245110

Cryptotermes ducﬂerw‘ s%/mbiont 77085 - AF052696
WIO-2007 - AM747389

90/1.00
57/0.92

a
=]
o
o0
[}

| 43/0.91

56/0.20

64/0.41
100/1.0

2801 Tetratrichomonas limacis - AY886872
Tetratrichomonas sp. GECA1 - AY886860
99/7.00 D ey 31
. entatrichomonoides scroa -
Trichomonas vaginalis - U17510
(8577.00} [ Trichomonas ten%x - U37711 TRICHOMONAD EA

Tetratrichomonas undula - KOMPKOJ1 - GQ254639
Pseudolrypanosoma giganteum - AF052706

50/0.60f Trichomitopsis termopsidis - AF479642
----- Reticulitermes speratus parabasalian symbiont clone Rs16 - AB032206
[2870.88H Pentatrichomonas hominis - AF124609
[46/0.43] - uncultured trichomonad parabasalid - AY821962
94/1.00H-] Hypotrichomonadidae gen. sp. - KANEK - GQ254642

"l_;rich?r'm;sus batrachorutm E AAE(?;gggssga TRlC H O MITEA
otrichomonas acosta -

T0000H-1-,. = Fonigberarelidas - SAVAT - GQ254641

Ditrichomonas honigbergii - U17505

Monotrichomonas carabina - Af072906 TR'CHOMON ADEA

Honigbergiella sp. - DQ412644
Honigbergiella sp./“Pseudotrichomonas” - U17511
Honigbergiella ruminantium - AY319279

Hexamastix sp. T - AY321149
— .00‘ Hexamastix sﬁ). Cycl - AY319275

48/0.025 Y Hexamastix coercens_ - ACOSP1 - GQ254640
Tricercomitus divergens (tentative) - ABS3221 5 g TRICHOMONADEA
- 9711.00Cyptotermes brevis symbiont 77086 - AF052697
= = Cryptotermes brevis symbiont 77089 - AF052700

Eucomonympha ﬂ) HsL3 - AB032231
Eucomonympha sp. HsL15 - AB032235
7210.9 Teranympha mirabilis - AB183876
ucomonympha sp. HsEcA - AB326375

100/1.00 . Eucomor&ymgha imia - DQ923125
1001.00 Pseudotrichonympha sp. SA16PsA-P1 - AB26249:
87/1.00 _‘&udomchoqympha sp. LA19Sc-P8 - AB262496
' i h P 2004qsexcéqltgggc7>gympha grassii - AB262511
oplonympha sp. - -1 -
ey pTrichgnympha sp. ZnTcA - AB326378 TRICHONYMPHEA

Trichonympha cf. collaris - AF023622
Trichonympha agilis - AB003920 .
Hodotermopsis s;oestedngarabasahan symbiont clone Hs4 - AB032228
Trichonympha sp. Hs3 - AB032227
Incisitermes immigrans parabasalian symbiont clone li - AB032218
Trichonympha magna - AF052711
Staurojoenina assimilis - AB183882

90/1.00

58/0.81

0.1

Obr. 5: Fylogeneticky strom skupiny Parabasalia zaloZeny na sekvencich genu pro SSU rRNA. Strom byl
konstruovan metodou ML v programu PAUP* (substitu¢ni model TrN + I + I'). Hodnoty na uzlech predstavuji
statistickou podporu vyjadfenou hodnotami bootstrapu/Bayesovské posteriorni pravdépodobnosti. Prevzato
z Cepicka et al., 2010.
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2.3. Pozice korene fylogenetického stromu trichomonad

Asi nejveétsim problémem pro pochopeni evoluce skupiny Parabasalia je neznalost pozice
jejiho kotene. Podle drivéjSich morfologickych hypotéz byl predkem pomérné jednoduchy
organizmus s né¢kolika bi¢iky. Po nastupu molekularni fylogenetiky mnohé studie radily koien
skupiny Parabasalia mezi t4d Trichonymphida a zbytek skupiny Parabasalia, nebo mezi
Trichonymphida a Spirotrichonymphida (napt. Delgado-Viscogliosi et al., 2000; Gerbod et
al., 2004; Keeling et al., 1988; Ohkuma et al., 2000). Analyza Hampl et al. (2004) vyse
uvedené vysledky zpochybnila s tim, ze bazalni pozice trichonymfidii mtize byt vysledkem
efektu LBA. Autoram Cepicka et al. (2010) se podaftilo ¢asteéné odfiltrovat vliv LBA, coz
vedlo ke snizeni podpory pro umisténi kotfene v linii Trichonymphea. K rozieseni problému
umisténi kofene a evoluce ve skupiné Parabasalia by pomohl néalez organizmu, ktery by byl

této skupiné blizce ptibuzny, podobné jako volné zijici rod Trimastix a parazitické

oxymonady nebo rod Carpediemonas a diplomonady.

2.4. Ekologie trichomonad

Naprosta vétsina z dosud popsanych cca 450 druhti trichomonad (viz Adl et al., 2007) jsou
sttevni mutualisti nebo komenzalové bezobratlych a obratlovcli. Pouze nékolik druht
(ptedevsim z hostitelsky tzce specifického rodu Trichomonas) proniklo ze stfeva do dalSich
organd. Tyto druhy jsou pro své hostitele patogenni (Honigberg, 1963). Mezi patogenni druhy
patii Trichomonas vaginalis, zptusobujici lidskou trichomonézu, coz je nejcastéjsi sexualné
prenosna nevirovéa choroba (Petrin ef al., 1998). Tritrichomonas foetus” napada urogenitalni
trakt skotu a zplsobuje napf. neplodnost a potraty (Cobo et al., 2001). Histomonas
meleagridis invaduje primarng slepé stievo hrabavych ptakii a je schopen tvofit améboidni
formy, které napadaji dalS§i organy (Bishop, 1938; Lund et. al, 1967). Vyznamnym
patogenem je také Trichomonas gallinae, ktery napada ptaky, predev§im mékkozobé a dravce
(napt. Bunbury er al., 2007; Stabler, 1954). Vedle téchto vyznamnych patogent existuje
nékolik dalSich mirn€ patogennich zéstupcl, napt. Dientamoeba fragilis (Johnson et al.,

2004).

Hlavni centrum diverzity trichomonad je stievo termitli, ve kterém se vyskytuji obfi

mnohobicikaté formy, které termitim pomahaji travit celulozu a jsou pro né nezbytné (napf.

2 Tritrichomonas foetus je identicky s T. suis ze stieva a nosni dutiny prasat (Tachezy ez al., 2002).
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Brugerolle a Radek, 2006; Li et al., 2006). Trichomonady prostiednictvim termit piispivaji
k chodu globalniho ekosystému (redistribuce ptidnich ¢astic v savanach, produkce methanu).

cey

Kromé endobiotickych trichomonad je zndmo i nékolik volné Zijicich zastupct — viz

kapitola 2.5.

2.5. Volné zijici trichomonady

Do roku 2011 bylo popsano Sest druhii volné Zijicich trichomonad, Ctyfi z nich v poslednich
deseti letech: Pseudotrichomonas keilini, Ditrichomonas honigbergii, Monotrichomonas
carabina, Honigbergiella sp., Tetratrichomonas undula a Lacusteria cypriaca (Bernard et al.,
2000; Bishop, 1935; Cepicka et al., 2010; Farmer, 1993; Hampl ef al., 2007; Yubuki et al.,
2010). Tyto druhy byly nalezeny ve sladkovodnich, brakickych i motskych anoxickych

sedimentech v riznych ¢astech svéta.

Tab. 2: Distribuce hlavnich morfologickych znaki u dosud popsanych volné Zijicich trichomonad.

Pocet pi‘ednich Undulujici Volny konec

Rod biciki membrina Kosta zpétného biciku Typ axostylu
Pseudotrichomonas .

+ - -
Keilini 3 typ Trichomonas
Ditrichomonas .

+ - +
honigbergii 2 typ Trichomonas
Monot.rlchomonas 1 + - + typ Trichomonas
carabina
Honigbergiella sp. 3 - - + typ Trichomonas
Tetratrichomonas .

+ + +
undula 4 typ Trichomonas
Lacu; feria 3 + - +/- typ Trichomonas
cypriaca

Dosud popsané voln¢ zijici trichomonddy se fylogeneticky rozpadaji do ¢tyt nezavislych linii,
1) Honigbergiellida (Honigbergiella, Monotrichomonas, Ditrichomonas), 2) Tetratrichomo-
nas undula, 3) Lacusteria cypriaca a 4) Pseudotrichomonas keilini.

Predek vSech trichomonad byl stejné jako predek sesterské skupiny Fornicata
(karpediemonady, diplomonady a retortamonady) volné Zijici. Podle pozice volné Zzijicich
trichomonad na fylogenetickém stromu se usuzuje, ze jsou volné Zijici sekundarné (Delgado-
Viscogliosi et al., 2000; Yubuki et al., 2010). Setkdvame se tak zde se vzacnym
parazitologickym fenoménem, a sice s opétovnym vznikem volné Zijictho stadia
z endobiotickych piedkli. Tento ndvrat k volnému zplsobu Zivota je u eukaryot zcela

vyjimeény a setkdvame se s nim jest¢ u nekterych diplomonad (Fornicata) a u druhu
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Entamoeba moshkovskii (Archamoebae), a mozna i u Chilomastix cuspidata (Fornicata)

(Bernard et al., 1997; Kolisko et al., 2008; Silberman et al., 1999). Tomuto fenomému

kupodivu nebyla vénovana odpovidajici pozornost.

7 Hoplonympha sp. (AB183879)
—Q:."semjotrfchonympha sp. (AB262493)
Teranympha mirabilis (AB183876)

61— Trichonympha agilis (AB003920)
100] L Trichonympha sp. (AB032227)
Trichonympha magna (AF052708)
osk- Parabasalian symbiont of Incisitermes immigrans (AB032218)

100[ Parabasalian symbiont of Glyptotermes fuscus (AB032219)
Parabasalian symbiont of Cryptotermes domesticus (AB032215)
Honigbergiella ruminantium (AY319280)
Honigbergiella sp. (deposited as Pseudotrichomonas keilini) (U17511)
99 Sﬁ!onigberg.feﬂa sp. (DQ412644)
aer~ Monotrichomonas carabina (AF072906)
JAVA1 (GQ254641)
ek Ditrichomonas honigbergii (U17505)
82 Lacusteria cypriaca (Cyprus) (HM748759)
| Parabasalian symbiont of Reficulitermes speratus (AB032206)
a6] | 100; Pseudotrichomonas keilini LIVADIAN (Cyprus) (HM748760)
Pseudotrichomonas keilini NY0170 (Japan) (HM581663)
100l Trichomitopsis termopsidis (AF479642)
Pseudotrypanosoma giganteum (AF052706)
100} Pseudotrypanosoma giganteum (AF052703)
1 83l Pseudotrypanosoma giganteurn (AF052707)
Pentatrichomonas hominis (DQ412643)
100 Pentatrichomonas hominis (AY758392)
56k Pentatrichomonas hominis (AF124609)
— Tetratrichomonas undula (GQ254639)
q— Trichomonas vaginalis (AY338474)
Trichomonas tenax (U37711)
ar Pentatrichomonoides scroa (X87131)
_lgTetratrﬁchomonas sp. BOMB3 (AY886855)
&7 Fetratrichomonas sp. COL (AY886858)
- Tetratrichomonas prowazeki (AY245118)
Jgtratrfchomonas gallinarum (AJ920324)
arabasalian symbiont of Kalotermes flavicollis (AF215856)
Tetratrichomonas sp. ZUBR (AY886871)
&7} Parabasalian symbiont of Hodotermopsis sjoestedti
Trichomonoides trypanoides (X79559)

9|

96

o7

]

Hypotrichomonas acosta (AF076959)
Parabasalian symbiont from Porotermes (EU647887)
Calonympha sp. (AM747388)

Devescovina sp. (AM747389)
Metadevescovina polyspira (U17506)
— Holomastigotoides mirabile (AB032212)

64]

68
5l

100]

8 Parab.

Dientamoeba fragilis (AY730405)
Histomonas meleagridis (EU647887)
Tritrichomonas foetus (U17509)

EL
Monocercomonas colubrorum HYDR1(DQ174298)
1001 Monocercomonas colubrorum LA10 (DQ174300)
Monocercomonas colubrorum R186 (DQ174302)

0.1

E Coronympha octonaria (U17504) Cristamonadida

Trichonymphida
(outgroup)

Honigbergiellida

Pentatrichomonas
group

Trichomonadida

Trichomonas
group

@: Trichomitus batrachorum (AF124610) Hypotrichomonadida
71

Spirotrichonymphida

Spirotrichonympha leidyi (AB032213)
lian symbiont of Reticulitermes speratus (AB032204)
Parabasalian symbiont of Reticulitermes speratus (AB032205)

Tritrichomonas muris (AYB886846) Tritrichomonadida

Obr. 6: Fylogenetické postaveni dosud popsanych volné Zijicich trichomonad (Yubuki er al, 2010).
Fylogeneticky strom sestrojeny z 56 sekvenci genu pro SSU rRNA metodou ML. Tu¢né jsou zvyraznény volné

zijici trichomonady, v rdmeccich jsou noveé popsané sekvence.

1. Linie Honigbergiellidae

Autofi nového systému (Cepicka et al., 2010) zatadili volné Zijici druhy Honigbergiella sp.,

Monotrichomonas carabina, Ditrichomonas honigbergii a Pseudotrichomonas keilini do

skupiny Honigbergiellidae, nicméné jesté¢ v tomtéz roce se zjistilo (Yubuki et al., 2010), Ze

rod Pseudotrichomonas ve skutecnosti nepatii mezi Honigbergiellidae, ale tvofi samostatnou

A4

vetev uvnitt fadu Trichomonadida.
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Honigbergiella sp.

Tento druh ma tfi predni bic¢iky (Hampl et al., 2007). Chybi mu undulujici membrana, kosta,
infrakinetozomalni i komb-like télisko. Byla u néj prokdzana tvorba pravych cyst s bunéénou
sténou, internalizovanymi bic¢iky a granulovanou cytoplazmou (obr. 7). Tomuto druhu je
morfologicky velmi podobny druh Honigbergiella ruminantium, ktery zije v travicim traktu
krav. Oba druhy maji velmi podobnou sekvenci SSU rDNA (odliSnost pouze ve 27
nukleotidech = 2% divergence). Nelze vyloucit, ze byl sediment, ze kterého byl odebran izolat
Honigbergiella sp., kontaminovan trusem skotu, a tudiz Ze je Honigbergiella sp. ve

skute€nosti endobioticky druh. Je tu ovSem 1 moznost, Ze Honigbergiella sp. patii do druhu

H. ruminantium, ktery by tedy byl jak volné zijici, tak endobioticky (vice kap. 5.4.).

200 nm

Obr. 7: Fotografie ultrastruktury (A-D) a protargolovych preparati (E,F) druhu Honigbergiella sp.. A-C:
mastigont, D: cysta. 1, 2, 3, R — bazalni téliska, Ax — axostyl, Cv — sténa cysty, Gb — Golgiho aparat, Gl —
glykokalyx, H — hydrogenozom, N — jadro, Pe — pelta, Pf — parabazalni fibrila, Rfl — zpétny bicik, F2 —
sigmoidalni lamela. Sipka u protargolového prepardtu znamena parabazalni aparat. Podle Hampl et al., 2007.
Mgeftitko u protargolového preparatu 5 pm.
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Monotrichomonas carabina Bernard, Simpson & Patterson, 2000
Popis tohoto druhu je velmi mélo konkrétni, nicméné z néj jasné vyplyva, ze jde o novy druh,
protoze M. carabina mé pouze jeden predni biCik. Zpétny bicik tvoii undulujici membranu.

Byl izolovan z lokality Quibray (New South Wales, Australie).

Ditrichomonas honigbergii Farmer, 1993

Ditrichomonas honigbergii ma dva ptedni biCiky (obr. 8A). Délka undulujici membrany je
velice variabilni. Bic¢ikovy aparat je tvofen Ctyfmi bazadlnimi télisky, jejich uspotradani je
unikatni, nebot’ vytvaii dva na sebe kolmé pary (obr. 8B). D. honigbergii tvoti pravé cysty
s internalizovanymi bi¢iky a elektrondenzni sténou, tvofenou specifickymi fibrilami.
Cytoplazma téchto cyst je hodné granulovand (obr 8C). Tento druh byl nalezen ve

sladkovodnim jezeru Enriquillo v Dominikanské republice.

Obr. 8: Ditrichomonas honigbergii. A: Schématicky nakres trofozoita D. honigbergii, B: Bicikaty aparat
s dvéma na sebe kolmymi pary bazalnich télisek. C: Cysta s internalizovanymi bi¢iky, hydrogenozomy a amorfni
sténou cysty (viz Sipka). 1, 2, 3 — pfedni bi¢iky, R — zpétny bicik, N — jadro, Ax — axostyl, G — golgi, P — pelta,
PP — parabazalni fibrily. Podle Farmer, 1993. M¢fitko 2,5 um.

2. Linie Tetratrichomonas undula

Tetratrichomonas undula Cepicka, Hampl & Kulda, 2010

Tato trichomonada (obr. 9) ma Ctyfi piedni bi¢iky, zpetny bicik vytvari velmi dobie vyvinutou
undulujici membranu s mnoha zdhyby. U buné¢k se kratce po déleni vyskytuji pouze tii piedni
biciky. Kosta je slabd, parabazalni aparat je velky, diskovity, pelta je tenka a kratka. Izolat byl
ziskan z kompostu v Ceské republice. Nalez rozsifuje jiz tak Sirokou ekologickou valenci

tetratrichomonad.
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Obr. 9: Schématicky nakres (A) a protargolem nabarvené buiiky (B) druhu Tetratrichomonas undula. Ax
— axostyl, C — kosta, Pb — parabazalni aparat, Pe — pelta, Pf — parabazalni fibrila, Um — undulujici membrana.
Podle Cepicka et al., 2010. M¢titko 10 pm.

3. Linie Pseudotrichomonas keilini

Pseudotrichomonas keilini (Bishop, 1939)

Jde o prvni popsany druh volné zijici trichomonady. Byl opakované izolovan po cely rok
ze sedimentu sladkovodniho jezera v hrabstvi Lincolnshire v Anglii. Autofi Cepicka et al.
(2010) ho na zaklad¢ morfologickych znakti (absence infrakinetozomalniho téliska, komb-like
struktury, kosty, a pfitomnosti lameliformni undulujici membrany a tfech ptednich biciki)
zafadili v novém systému mezi Honigbergiellidae, nicméné sekvence od Pseudotrichomonas
keilini neexistovala. Pravé kultury patfici druhu Pseudotrichomonas keilini se nam podaftilo
publikovat v roce 2010 (Yubuki et al., 2010) ze dvou odliSnych biotopt. Jejich fylogeneticka
analyza ukazala, Ze se tyto dva izolaty vétvi uvniti skupiny Trichomonadida, nikoli mezi

Honigbergiellidae (vice v 4.3.1).

25



Obr. 10: Pseudotrichomonas keilini. A-D: Fotografie zivych preparatd: A: Izolat z Japonska, B: Izolat z Kypru,
C: Izolat z Japonska, buiika s pouze dvéma biciky kratce po déleni, D: D¢lici se buiika izolatu z Japonska, jsou
vidét dvé jadra a dva pary prednich bi¢ikt. E-J: Buiiky pod transmisnim elektronovym mikroskopem. Pievzato
z Yubuki et al. 2010.

4. Linie Lacusteria cypriaca

Lacusteria cypriaca Yubuki, Céza, Cepicka, Yabuki, Inagaki, Nakayama, Inouye & Leander,
2010

Tento druh ma tfi predni bi¢iky, zpétny bicik vytvari slabé vyvinutou undulujici membranu
s jedinym zahybem. Délka undulujici membrany je variabilni. Kosta chybi, volny konec
zpétného biciku je ptritomen. Izolat Lacusteria cypriaca byl ziskan na Kypru. Vice informaci

v kapitole 4.3.3.

Bis7e 3 D

‘f {.

5Em_ 5 pum

Obr. 11: Lacusteria cypriaca. Ax - axostyl, P - pelta, Pb - parabazalni aparat, R - zpétny bicik. Pfevzato
z Yubuki et al. 2010.
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3. Material a metody

3.1. I1zolace a kultivace

3.1.1. Izolace a kultivace novych vzorki

Nové izolaty byly ziskdvany z anoxickych/mikrooxickych sedimentl. Ziskany material byl
vzdy po 1ml pieockovan do médii Dobell-Leidlaw, ATCC #802 a média vzniklého kombinaci

obou piedchozich.

3.1.2. Priprava médii

Dvoufazové médium podle Dobell-Leidlaw (1926), modifikovano

Pevna slozka se skladala z 1,5 ml koagulovaného kotiského séra. Sérum se nechalo rozmrazit
tésné pred rozplnénim a pak se koagulovalo v Sikmo poloZenych sklenénych zkumavkach
v horkovzdu$ném sterilizatoru hodinu pii 80 °C. Proces koagulace se opakoval po 24
hodinach. Zkumavky s hotovou pevnou slozkou byly skladovany v lednici.

Tekutd slozka média se sklddala z500 ml Ringerova roztoku a 50 ml sterilné
odebran¢ho vajecného bilku. Diléi roztoky A a B Ringerova roztoku byly pfipraveny
a autoklavovany oddélené. Oba roztoky byly po zchladnuti opatrné smichany. Tekuta slozka
média byla zkompletovdna pfidanim 50 ml sterilné odebraného vaje¢ného bilku. Tekuta

slozka byla uchovavana v lednici.

Tab. 3: SloZeni Ringerova roztoku.

Roztok A

NaCl 325¢g
NaHCO; 0,1g
KCl 0,07 g
NaH,PO, . H,0 0,005 g
Destilovana H,O do 450 ml
Roztok B

CaCl, . 2H,0 0,08 g
Destilovana H,O do 50 ml

Pted vlastnim pouzitim byla pevna slozka pievrstvena 3 ml tekuté slozky.
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Sonnebornovo parameciové médium (ATCC #802)

Pro ptipravu média bylo odvéazeno 1,25 g Cereal Grass Media (Scholar Chemistry), tato
navazka byla nasypana do destilované vody a povaiena 5 minut. Po zchladnuti bylo médium
prefiltrovano pomoci filtra¢niho papiru, doplnéno vodou do 500 ml a pfelito do 0,5 1 lahve.

Poté bylo do lahve ptidano 0,25 g Na,HPO,. Hotové médium bylo nésledné autoklavovano.

Médium LB Broth
V 500 ml destilované vody bylo rozpusténo 5 g LB Broth (Sigma), médium bylo poté

autoklavovano.

Smés agaru a LB Broth na Petriho miskach
V 500 ml destilované vody bylo rozpusténo 5 g LB Broth (Sigma), poté bylo do roztoku
pridano 6 g bakteriologického agaru (Oxoid). Médium bylo autoklavovano a po mirném

ochlazeni rozlito do Petriho misek.

3.1.3. Zamrazovani trichomonad

Volné zijici trichomonddy byly zamraZeny ve specidlnich plastovych zkumavkach, ve kterych
byl Iml kultury trichomonad a 50 pl DMSO. Kazd4 kultura byla vZdy zamrazena v péti
paralelnich zkumavkach. Zkumavky s kulturami a DMSO byly nejprve vloZzeny na noc do
-80 °C a druhy den byly pieneseny do tekutého dusiku. Po tydnu byla vzdy jedna z péti
paralelnich zkumavek pokusné vymraZena (plastovd zkumavka se z tekutého dusiku vhodi do

vody o teploté cca. 40 °C, po rozmrazeni se obsah pieockuje do média).

3.2. Morfologicka a ultrastrukturni analyza

3.2.1. Pozorovani zivych bi¢ikovct

Nativni preparaty urcené k fotografovani byly pozorovany mikroskopem BX51 (Olympus)
s pouzitim Nomarského diferencialniho interferen¢niho kontrastu a foceny kamerou Olympus
DP71. Vzniklé snimky byly zpracovavany v programu Quick PHOTO CAMERA 2.3.
Fotografie byly dale upraveny v programu Corel PHOTO-PAINT.
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3.2.2. Barveni protargolem podle Bodiana

Fixace
Pti fixaci se pouzivala Bouin-Hollandova fixaz. Nejprve bylo v destilované vod¢ rozpusténo
25 g octanu méd’natého, poté bylo ptidano a rozpusténo 40 g kyseliny pikrové. Nakonec bylo
do roztoku ptidano 100 ml 40% formaldehydu a objem byl doplnén destilovanou vodou do
1 1. Vzorky byly fixovany v Petriho miskach s 30 ml této fixdze a 1,5 ml ledové kyseliny
octoveé.

Vzorky byly rozetieny na Cista kryci sklicka. Sklicka byla kviili snadnéj$i manipulaci
a rozliSeni jednotlivych izolatl upevnéna do pfedem ptipravenych polyethylenovych tyc¢inek.
Na sklicka byla nanesena mala kapka materidlu, tato kapka byla jednim tahem Spicky pipety
rozetfena po celém sklicku. Jednotlivé suspenze byly na sklicka zachyceny diky tomu, Ze
médium Dobell-Leidlaw, na kterém byly kultury péstovany, obsahuje bilek. V ptipadé kultur
LAGOS2M a LAI, které byly pé&stovany na médiu ATCC #802, byla k suspenzi pred
roztérem piidana kapka bilku. Thned po rozetfeni bylo sklicko vhozeno do Petriho misky
s Bouin-Hollandovou fixazi natérem doll tak, aby plavalo na hladin€. Po n¢kolika minutach
bylo obraceno natérem nahoru a ponoteno na dno. Timto zptisobem byly vzorky fixovany cca
10 minut. Druhy den byly preparaty oplachnuty v 50 % ethanolu a tfikrat proprany v 70 %

ethanolu (v 70 % ethanolu je moZzné vzorek ponechat delsi dobu).

Vlastni barveni:

1. Preparaty konzervované v 70 % ethanolu byly pfevedeny pies 50 % ethanol do destilované
vody.

2. Preparaty byly vlozeny do 0,5 % roztoku manganistanu draselné¢ho na 5 minut.

3. Déle byly oplachnuty v destilované vodé pétkrat po 30 s.

4. Nasledné¢ byly vloZeny na 5 minut do 5 % roztoku kyseliny $§tavelové.

5. Poté byly opét oplachnuty v destilované vodé pétkrat po 30 s.

6. V dal$im kroku byla skli¢ka vloZena ve svislé poloze do kadinky, ve které byl 1 % roztok
protargolu (Bayer, 1. G. Farbenindustrie Actinengesellschaft). Na dno kadinky byl nejprve
polozen stoCeny a oCistény médény drat (pfiblizné 5 g na 100 ml protargolu), dale byla nalita
destilovana voda, na jejiz hladinu byl nasypan protargol. Protargol byl ponechén, aby se
samovolné rozpustil. Nasledné byla vloZena sklicka. Mezi naskladand sklicka byly nakonec
vloZeny tenké médeéné dratky. Cela kadinka byla neprodys$né uzaviena a vloZzena na 48 hodin

do 37 °C.
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7. Nabarvené preparaty byly oplachnuty v destilované vod¢ dvakrat po 5 s.

8. Nasledné byly vlozeny na 10 minut do reduk¢niho roztoku (roztok 1 % hydrochinonu a 5%
sifi¢itanu sodného ve vod¢). Redukéni roztok byl ptfipraven vzdy cerstvy piimo pred
pouzitim.

9.V dalsim kroku byly preparaty oplachnuty v destilované vod¢ pétkrat po 30 s.

10. Poté byly vlozeny na 5 minut do 0,5 % roztoku chloridu zlatitého.

11. Nasledovalo proplachnuti v destilované vodé dvakrat po 5 s.

12. Preparaty byly vloZeny na 5 minut do 2 % roztoku kyseliny $tavelové.

13. Nasledovalo proplachnuti v destilované vodé pétkrat po 30 s.

14. Preparaty byly vloZeny na 10 minut do 5 % roztoku thiosiranu sodného.

15. Preparaty byly proprany proudici vodovodni vodou (15 — 20 minut).

16. Poté byly pfevedeny alkoholovou fadou (50 %, 70 %, 80 %, 96 % a 100 % ethanol) do
xylenu.

17. V poslednim kroku byla sklicka montovana na podlozni sklicka do kapky DPX Mountant
for histology (Sigma).

Nabarvené preparaty byly pozorovany mikroskopem OLYMPUS BX51 a fotografovany
digitalni kamerou OLYMPUS DP71. Pofizené fotografie byly zpracovavany v programu
Quick PHOTO CAMERA 2.3 a dale upraveny v programu Corel PHOTO-PAINT.
V nékterych ptipadech byla potizena série fotek riznych hladin zaostieni jednoho objektu

a z této série byla v programu Helicon Focus sloZena vysledné fotografie.

3.2.3. Transmisni elektronova mikroskopie

1. Nejprve bylo pfipraveno 500 pl fixdZze smichdnim 2,5 % glutaraldehydu v 0,1 M kakody-
latovém pufru s CaCl, tak, aby vysledna koncentrace CaCl, byla 5 mM.
2. Z kazd¢ kultury byly odebrany 2 ml, tyto objemy byly sto¢eny 10 minut na 1000 G. Po
stoceni byl odebran supernatant a pelet byl resuspendovan.
3. Pelet byl pfelit pfipravenou fixazi, opatrné promichén a pfeddn pracovnikovi Laboratote
elektronové mikroskopie a dale zpracovavan standardni metodikou zahrnujici kontrastovani
uranylacetatem, odvodnéni, zaliti do epo-aralditu, nafezani na ultramikrotomu, namontovani
na sitky a barveni slouceninami téZkych kovi.

Jednotlivé fezy byly pozorovany na transmisnim elektronovém mikroskopu JEOL JEM-
1011 s CCD kamerou Veleta. Snimky byly zpracovany v programu Olympus Soft Imaging

Solution.
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3.3. Izolace DNA

Kultury byly pied vlastni izolaci zahusStény centrifugaci (10 minut, 1500 rpm). Ve zkumavce
bylo ponechano 200 pl peletu a tento pelet byl resuspendovan. DNA byla izolovana kitem
DNeasy Blood® & Tissue Kit (Qiagen) podle protokolu ,,Purification of total DNA from

animal blood or cells (spin — column protocol).” DNA byla dlouhodobé¢ uchovavana v -20 °C.

3.4. Amplifikace SSU rDNA

Sekvence genu pro SSU rRNA byla ziskdna pomoci primerd 16SF (TACTTGGTTGAT-
CCTGCC; Tachezy et al., 2002) a 16SRR (TCACCTACCGTTACCTTG; Cepicka et al.,

2005). Tato sekvence ma u trichomonad délku kolem 1600 nukleotidd.

Tab. 4: SloZeni reakéni smési pro amplifikaci SSU rDNA.

Sterilni miliQ H,O doplnit do 50 pl
PCR pufr (10x konc.) Sul

MgCl, (25 mM) 4 ul

dNTP (2 mM) 2,5 ul

16SF 12,5 pmol
16SRR 12,5 pmol

Nativni Taq polymeraza
bez BSA (Fermentas) 0,5 ul

BSA 0,5 ul
DNA az 5 ng

Nastaveni PCR cykleru pro primery 16SF a 16SRR:

1x pocate¢ni denaturace 94°C 1 min
31x  denaturace 94°C 1 min
nasedani primerd 58°C 1 min
polymerace 72°C 2 min 30 s
1x zaverecna polymerace 94°C 10 min

Kvalita a koncentrace amplifikovanych fragmentli byla ovéfovana elektroforézou (viz kap.

3.5.). Amplifikovana DNA byla skladovana v -20 °C.
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3.5. Gelova elektroforéza

Elektroforéza byla provadéna na 1% horizontdlnim agarézovém gelu. Amplifikované
fragmenty byly zviditelndny pfidanim ethidiumbromidu (findlni koncentrace 0.5 pg/ml™).
Vysledny obraz po nasviceni UV byl vyfocen digitdlnim fotoapardtem a zpracovan
programem Alpha Digi Doc RT.

Ve vsech piipadech se naamplifikoval jediny pruh s fragmenty pozadované délky,
a nebylo tudiz nutné pfistoupit k vyfiznuti a precisténi jednotlivych pruhii. Vysledny PCR
produkt byl precistén pomoci kitu QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) podle protokolu
»QIA Quick PCR purification using a microcentrifuge. Vyslednd koncentrace DNA ve
vzorku byla zjiSténa na spektrofotometru (NanoDrop® ND-1000).

Sekvence kmenlit VAVIA1 a E2NT bylo nutné zaklonovat. V pfipadé VAVIAI bylo
nutné klonovat z divodu vyskytu dvou druhti trichomonad. V ptipadé E2NT jsme museli

klonovat kvtli velmi nizkym vytézktim po amplifikaci.

3.6. Klonovani a izolace plazmidu

Pro klonovani byl pouzit kit pPGEMg T-Easy Vector System (Promega) a kompetencni bunky
Escherichia coli JIM109 Competent Cells (Promega).

3.6.1. Priprava ligacni smési

Mimo prostor laboratofe byly namichany ligaéni smési. Pro reakci byla pouzita T4 ligaza
(1ul), pGEM plazmidy (1pul), ligaéni pufr (5pl) a DNA (50 ng — v naSem piipad¢ pokazdé
3 ul). T4 ligaza byla po celou dobu na ledu, smés byla po pifidani ligazy rychle

zkompletovana. Ligace probéhla pies noc ve 4 °C.

3.6.2. Priprava bakterialnich kolonii

1. Ke 100 pl kompetencnich bunék bylo pfiddno 10 pl ligacni smési. Vznikla smés byla
ponechana 20 minut na ledu.

2. Poté byla smés vlozena na 45 sekund do 42 °C. Nasledné byly vzorky pfeneseny na
2 minuty na led.

3. Ke kazdému vzorku bylo pfiddano 800 ul LB média. Po pfidani byly vzorky inkubovéany
1,5 hodiny ve tfepacce (220 rpm, 37 °C).

32



4. Mezitim byla pfipravena smés na potirani Petriho misek, ve kterych byl jiz ztuhly roztok
LB Broth s agarem. Smés sestavala z 25 ul ampicilinu (100 pg.ml™), 100 pl IPTG (100 mM)
a 20 pl X-gal (50 pg.ml™) pro kazdou plotnu. Po naneseni této smési byla na plotnu také
rozetfena suspenze narostlych bakteridlnich bunék s plazmidy. Plotny byly poté vlozeny do

termostatu (37 °C) a ponechany rast do druhého dne.

3.6.3. Colony PCR

Pro ovéteni uspésnosti klonovani bylo z kazdé plotny vybrano nckolik kolonii (obvykle
8 — 12) a tyto kolonie byly pfeneseny do mikrozkumavky s 10 pl vody. Mikrozkumavky byly
pieneseny do termocykléru, vnémz byl spusStén program na zniCeni bunécnych stén

a uvolnéni DNA:

Ix 96 °C 5 min
Ix 50 °C 1,5 min
1x 96 °C 1,5 min
Ix 45 °C 1 min
1x 96 °C 1 min
Ix 40 °C 1 min

Ziskand DNA byla pouzita pro amplifikaéni PCR. V této amplifikacni reakci byly pouzity
primery SP6 (GATTTAGGTGACACTATAG) a T7 (TAATACGACTCACTATAGGQG)
komplementarni k vektoru. Namichand reakéni smés (tab. 5) byla pfipipetovana k 10 pl
suspenze degradovanych bakteridlni buné€k. PCR reakce byla provadéna v termocykléru se

stejnym teplotnim nastavenim jako v pfipadé klasické PCR reakce.

Tab. 5: SloZeni reakéni smési pro amplifikaci SSU rDNA.

Sterilni miliQ H,O 4,1 ul
PCR pufr 2 ul
MgCl, 1,5 ul
dNTP 1 ul
primer SP6 5 pmol
primer T7 5 pmol
Taq polymeraza 0,2 wl
BSA 0,2 ul

3.6.4. I1zolace a precisténi plazmidi

Od kazdého kmene bylo vybrano nékolik bilych kolonii (rozliSeni transformovanych bakterii
je zaloZeno na jejich rezistenci k ampicilinu a na modro-bilé selekci). Tyto kolonie byly

preneseny do zkumavky se 4ml média LB s 4ul ampicilinu (zasobni roztok 100 pl.ml™)
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a vloZeny ptes noc do tfepacky (37 °C, 220 rpm). Izolace plazmidii byla provedena kitem
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) podle postupu ,,Plasmid
DNA isolation and purification protocols”. Vyslednd koncentrace DNA byla zjiSt¢éna na

nanodropu, do sekvenacni reakce bylo davano 500 ng vzorku.

3.7. Sekvenace DNA

Vlastni sekvenacni reakce byla provedena Laboratofi sekvenace DNA (automaticky DNA
sekvenator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems)). Do laboratofe byly pfedavany vzorky
o objemu 14 pul (180 ng DNA v ptipadé PCR produktu, 500 ng DNA v ptipad¢ vektoru; 3,2

pmol primeru; voda doplnéna do 14 ul).

K sekvenaci byly pouZity primery 1055F (GGTGGTGCATGGCCG), 1055R (CGGCC-
ATGCACCACC), 665R (ATACWCTAAGCGTCCTG) a 514F (GTGCCAGCMGCCGC-
GG). V ramci klonovani byly pouzity primery SP6 (GATTTAGGTGACACTATAG) a T7
(TAATACGACTCACTATAGGG) komplementarni k vektoru.

3.8. Vyhodnoceni sekvenci a jejich analyza

Sekvence byly skladany z jednotlivych ¢asti v programu SeqMan (soucast programového

baliku DNASTAR), z kazdé sekvence byly odstranény sekvence primerti.

Alignment byl vytvofen metodou MAFFT (Katoh et al., 2002) pomoci internetového
serveru http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/. Byl vybran algoritmus G-INS-i, ostatni
parametry zustaly nezménény. Vysledny alignment byl upraven ru¢né v programu BioEdit
7.0.9.0 (Hall, 1999). Z alignmentu byly odstranény hypervariabilni oblasti. Zacatek a konec
alignmentu byl ofezéan tak, Ze vSechny sekvence zacinaly a koncily ve stejné pozici. Vysledna
délka alignmentu byla 1237 bp. Celkové byly vytvofeny dva datasety. V prvni analyze bylo
pouzito 107 OTU (obr. 13), ve druhé analyze (102 OTU; obr 14) bylo vyfazeno 5 OTU
(Cochlosoma anatis, Staurojoenina assimilis, Hexamastix mitis, H. kirbyi, H. coercens)
vytvarejici dlouhé vétve. Druhy dataset byl vytvotfen z prvniho jiz ofezaného datasetu
odstranénim vysSe uvedenych 5 OTU. Do analyzy jsme zatadili v§ech naSich 9 sekvenci volné

zijicich trichomondad a dalsi publikované sekvence volné€ Zijicich trichomonad. Kromé téchto

sekvenci jsme do analyzy zafadili reprezentanty vSech hlavnich linii skupiny Parabasalia.

Fylogenetické stromy byly konstruovany metodou maximum likelihood a Bayesovskou

metodou. Analyza maximum likelihood byla provedena v programu RaxML 7.2.6
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(Stamatakis, 2006) s modelem GTRGAMMAI. V programu RAxXML byla provedena
1 bootstrapova analyza s 1000 replikaty. Ze ziskanych bootstrapovych stromu byl v programu
Consense programového baliku Phylip 3.69 (Felsenstein, 1989) vytvoien konsensudlni strom,
v jehoz uzlech byly d¢iselné hodnoty bootstrapu. Bayesovskd analyza byla provedena
v programu MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck a Ronquist, 2001) s modelem GTR + I + I' +
covarion. Poet generaci Monte Carlo Markov Chain byl u obou dataseti 3.10° (primé&ma
odchylka obou soubézné probihajicich béhi byla mensi nez 1 % v poslednich 75 % generact).
Topologie stromu byla zaznamenavana kazdou 100. generaci. Prvnich 7500 stromii bylo
odstranéno jako ,,burnin®“. Konsenzus zbylych stromt byl pouzit jako nejlepsi topologie.

Program MrBayes spocital Bayesovské posteriorni pravdépodobnosti jednotlivych vétvi.
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4. Vysledky

4.1. Pavod izolovanych linii a vysledky kultivaci

Celkové jsme ziskali devét izolatd (tab. 6) volné Zijicich trichomonad. Dva jsou z Ceské
republiky, pét zRecka a dva zKypru (LA — Lacusteria cypriaca, LIVADIAN —
Pseudotrichomonas keilini) (obr. 12). V clanku, ktery je soucasti této diplomové prace, jsme
publikovali téz sekvenci druhu Pseudotrichomonas keilini, ptivodem z mangrovového
sedimentu na ostrové Ishigaki v Japonsku, kterou ziskal Dr. N. Yubuki. Izolat GOU23 ziskal
V. Céza, izoldt VAV1AL prof. J. Vavra, izolat CK Mgr. L. Faltejsek, ostatni izolaty ziskal Dr.
F. Stahlavsky.

Tab. 6: Piehled ziskanych izolata

Izolat Lokalita Soutadnice | Poznimka k habitatu
34°58°N,

LA + LIVADIAN Voroklini (Kypr) 33°39'E neznama salinita
41°00'N,

LAGOS2M + LAGOS2D | Porto Lagos (pevninské Recko) 25°06'E neznama salinita
40°48'N,

E2NT delta feky Evros (pevninské Recko) |26°01'E brakicka voda
38°47'N,

GRS Thermopyly (pevninské Recko) 22°31'E sirny pramen
50°00°N,

VAVI1Al Nizbor (CR) 14°00°'E odpadni jimka
49°19'N,

CK Ustale¢ (CR) 13°29'E vytok uranového dolu
35°19'N,

GOou23 Gouves (Kréta) 25°18'E vysychajici koryto feky

Izolaty LIVADIAN a LAI pochézely zjednoho sbéru, byly ale od pocatku kultivovany
nezavisle. V obou ptipadech byly 2 ml vzorku inokulovany do média ATCC #802, kultury
byly pteockovavany jednou tydné. Po nékolika malo pasdzich dochazelo k postupnému
odumirani kultur, tyto kultury proto byly pfeockovany do média podle Dobell-Leidlaw. 1zolat
LIVADIAN se podafilo v tomto médiu stabilizovat, nicméné kromé trichomonad se v této
kultute vyskytovaly trepomonady a nalevnici. Po cca 20 pasazich doslo v jedné ze zkumavek
k odumfieni trepomonad a nalevnikl, ¢imZ vznikla monoeukaryoticka kultura, pojmenovana
LIVADIANT. Izolat LA se podafilo stabilizovat az v médiu sestavajictho z 1,5 ml
koagulované¢ho koniského séra ptelittho 10 ml média ATCC #802. V médiu se kromé

trichomonad vyskytovaly trepomonédy a neidentifikovana améba. Po nékolika pasazich, kdy
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bylo pieockovavano médium pouze ze sloupce, dosSlo k vymizeni trepomonad a améby,

a vznikla monoeukaryoticka kultura LAIL

Izolat LAGOS2 byl inokulovan do média ATCC #802 a do média Dobell-Leidlaw.
V obou médiich vyrostly jiné trichomonady, v médiu ATCC #802 kmen LAGOS2M,
v Dobell-Leidlaw kmen LAGOS2D. V obou piipadech jde o monoeukaryotické kultury
(kmen LAGOS2M ovs$em zanikl po zhruba 50 pasazich).

Izolat E2NT se podafilo ihned stabilizovat v médiu Dobell-Leidlaw. Jde

o monoeukaryotickou kulturu.

Izolat GRS vyrostl jak na médiu ATCC #802, tak na Dobell-Leidlaw, nicméné pouze

v Dobell-Leidlaw §lo o monoeukaryotickou kulturu. Ob¢ kultury zanikly po cca 30 pasazich.

Izolat VAVI1AL ze staré odpadni jimky se podafilo stabilizovat na médiu ATCC #802
1 na médiu Dobell-Leidlaw. V tomto ptipad¢ vSak nejde o monoeukaryotickou kulturu, nebot’
se spolu vyskytuji dva druhy trichomondd (Tetratrichomonas prowazeki a Honigbergiella
sp.).

Izolaty CK a GOU23 se nepodafilo stabilizovat. CK, izolovany z vytoku uranového
dolu, v Zddném médiu viibec nevyrostl, po nékolik dni pfezival v zasobni lahvi (5 1). GOU23

vyrostl na Dobell-Leidlaw, ale po 5 pasazich zanikl.

Obr. 12: A: mista nalezi naSich izolati: Kazdy nalez je oznacen Cervenym puntikem. Izolaty LAGOS2M,
LAGOS2D (pevninské Recko) a LAI, LIVADIAN (Kypr) byly vyizolovany spole¢né. B, C: Fotografie habitatu
izolatu GOU23 (letovisko Gouves, Kréta).
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4.2. Fylogeneticka analyza

4.2.1. Prehled ziskanych sekvenci

Ze vsech izolati se nam podatilo ziskat sekvenci genu pro SSU rRNA, nicméné v piipadé
izolatu VAVI1AL1 se nam ze dvou pfitomnych trichomondad podafilo doposud ziskat pouze
sekvenci z pocetnéj$i Tetratrichomonas prowazeki. SSU rDNA izolatu VAVI1AIL jsme
zaklonovali za tUcCelem ziskani sekvence i méné pocetné trichomonady morfologicky
piipominajici rod Honigbergiella. Vsech 50 osekvenovanych kloni vSak obsahovalo SSU
rDNA druhu 7. prowazeki. Ze sekvenci SSU rDNA jsme provedli fylogenetické analyzy (viz
kap. 4.2.2).

4.2.2. Vysledek fylogenetické analyzy

Byly provedeny dvé analyzy SSU rDNA. V prvni analyze bylo pouZzito 107 OTU (obr. 13), ve
druhé analyze (102 OTU; obr. 14) bylo vytazeno 5 OTU (Cochlosoma anatis, Staurojoenina
assimilis, Hexamastix mitis, H. kirbyi, H. coercens) vytvarejici dlouhé vétve. Ob¢ analyzy
vychazely z 1237 nukleotidovych pozic (stromy nejsou zakofenéné). Do analyzy jsme zatadili
vSech naSich 9 sekvenci volné zijicich trichomonad a dal§i publikované sekvence volné
zijicich trichomondd. Krom¢ téchto sekvenci jsme do analyzy zafadili reprezentanty vSech
hlavnich linii skupiny Parabasalia. Vétsina OTU v nasi analyze byla pouzita i v praci Cepicka

etal., 2010.

Vysledek obou analyz je ve shodé¢ se studii Cepicka et al, 2010. Skupina
Hypotrichomonadea ziskala v obou pfipadech vysokou podporu (bootstrap (BS) 82 a 85,
Bayesian posterior probability (BPP) v obou ptipadech 1.00). Vyborné podpotené byly také
skupiny Spirotrichonymphea (BS 100, BPP 1) a Trichonymphea (BS 97, 98, BPP 1). Ttida
Cristamonadea byla monofyletickd, ale s nizkou podporou (v analyze s dlouhymi vétvemi BS
20, BPP 0.43; v analyze bez dlouhych vétvi BS 57 BPP 0.48). Tiidy Tritrichomonadea
a Trichomonadea byly parafyletické: tfida Tritrichomonadea obsahovala jako vnitini vétev
ttidu  Cristamonadea, tfida Trichomonadea zase tfidu Trichonymphea. V souladu
s ptedchozimi studiemi (napt. Cepicka et al., 2010; Dacks a Redfield, 1998; Delgado-
Viscogliosi et al., 2000; Gerbod et al., 2004; Hampl et al., 2004, 2006, 2007; Ohkuma et al.,
2007; Yubuki et al., 2010) nebyly vztahy mezi jednotlivymi tfidami statisticky pfili$
podpofeny.
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Obr. 13: Fylogeneticky strom skupiny Parabasalia zaloZeny na SSU rDNA. Strom byl konstruovan metodou

maximum likelihood v programu RaxML. Cisla v uzlech znamenaji hodnotu bootstrapu z analyzy maximum
likelihood/posteior probability z Bayesovské analyzy. Do analyzy bylo zahrnuto 107 OTU. Volné zijici
trichomonady jsou zvyraznény tu¢né€, nase kmeny volné Zijicich trichomonad jsou ohrani¢eny modrym

rameckem. Strom neni zakofenény.
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Obr. 14: Fylogeneticky strom skupiny Parabasalia zaloZeny na SSU rDNA. Strom byl konstruovan metodou
maximum likelihood v programu v programu RaxML. Cisla v uzlech znamenaji hodnotu bootstrapu z analyzy
maximum likelihood/posteior probability z Bayesovské analyzy. Oproti pfedchozi analyze do této analyzy nebyl

zafazen druh Cochlosoma anatis a dalsi ¢tyti OTU,

vytvarejici dlouhé vétve. Volné zijici trichomonady jsou

zvyraznény tuéné, nase kmeny volné Zijicich trichomonad jsou ohrani¢eny modrym rameckem. Strom neni

zakotenény.
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Trichomitopsis termopsidis - AF479642
100100 Pseydotrypanosoma giganteum - AF052706
e [CAGOS2M Parabasalia §e1 sp. i
G800 seudotrichomonas keilin Y%Tﬂ -H Trichomonadea
ilini LIVADIAN - HM748760

Pseudotrichomonas keilin
35/1.00 Pseudotrichomonas keilini GR8 n. sp.
Tetratrichomonas undula - KOMPKOJ1 - GQ254639
Trichomonas tenax - U37711

98/1.00
Trichomonas vaginalis - U17510
Tetratrichomonas sp. KINIX clone 2-4 - AY886853

oo |
Tetratrichomonas sp. KAJ - AY245121

1.00
" ey Tetratrichomonas sp. BOMBS3 - AY886855
awoes 08 Totratrichomonas sp. COL - AY886858
Pentatrichomonoides scroa - X87131
Tetratrichomonas gallinarum - AY245110

2 Tetratrichomonas limacis - AY886872
- AY245118

33081 Totratrichomonas prowazeki -
Tetratrichomonas sp. ANOA - AY886847

16/0.51
w067 | Tetratrichomonas sp. GECA1 - AY886860
Trichomonoides trypanoides - X79559

40/0.88
48092 Tetratrichomonas sp. ZUBR - AY886871

0.1
Obr. 15: Vyrezy stromu z piredchozich analyz. A: Vyfez z 1. analyzy (obr. 13). B: Vyfez z 2. analyzy (str. 14)
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Kmeny E2NT a LAGOS2D tvoii samostatnou vysoce podpotenou linii (BS 100, BPP 1.00),
ktera se neda zaradit do zadné ze Sesti existujicich tfid. Urcitou afinitu jevily v prvni analyze
ke skupiné Spirotrichonymphea, nicméné statistickd podpora byla velmi nizka (BS 23, BPP
0.38).

S vyjimkou kmeni E2NT a LAGOS2D patii vSechny ostatni kmeny volné Zzijicich
trichomonad mezi Trichomonadea. Ztoho divodu byl pfiddn i obr. 15 svyfezy
fylogenetického stromu trichomonadei z obou analyz, uzly na vyfezech jsou kompletné

doplnéné hodnotami BS/BPP.

V ptipadé€ prvni analyzy (obr. 13, 15A), ve které je zahrnuta i Cochlosoma anatis a dalsi
linie s dlouhymi vétvemi, tvofi ostatni nové ziskané volné Zzijici trichomonddy tfi
parafyletické linie; 1) Honigbergiellidae (BS 36, BPP 0.71), 2) Lacusteria cypriaca, GOU23
a CK (BS 83, BPP 1.00), 3) Pseudotrichomonas keilini, GR8 a LAGOS2M (BS 91, BPP
1.00). V analyze bez C. anatis (obr. 14, 15B) se linie Pseudotrichomonas keilini — GR8 —
LAGOS2M odvétvuje na bazi Pentatrichomonas group celedi Trichomonadidae (viz Yubuki

et al., 2010). Izolat LAGOS2M je s Pseudotrichomonas keilini sestersky (BS 98, PP 1.00).

Kmen VAVIAI byl v obou analyzach nejpiibuznéjsi Tetratrichomonas sp. BOMB3
(BS 49, PP 0.89 a 0.90).

4.3. Morfologie novych izolatu

Do stabilni kultury se ndm podafilo ptevést izolaty LAI (Lacusteria cypriaca), LIVADIAN
(Pseudotrichomonas keilini), LAGOS2M, LAGOS2D, E2NT, GR8 a VAV1A1. VSechny tyto
kmeny jsme nabarvili protargolem. Izoldty CK a GOU23 se nepodafilo pievést do stabilni
kultury, proto z nich Z4dn4 morfologickd data nemame. Kmen GRS ptezil pouze 30 pasazi,
kmen LAGOS2M asi 50 pasdzi. Pro Uplnost je zde uvedena i morfometrika P. keilini
z Japonska, kterou zpracoval Naoji Yubuki. Kmeny E2NT a LAGOS2D jsme pfipravili pro
transmisni elektronovou mikroskopii a v souCasné dobé jsme zacali studovat jejich

ultrastrukturu.

Morfologickd analyza vétSiny kmeni volné Zijicich trichomonad stale probihd, z toho
diivodu jsou v této diplomové praci uvedeny pouze castecné morfologické popisy. Vyjimku
tvofi jiz publikovany izolat LA druhu Lacusteria cypriaca a LIVADIAN druhu

Pseudotrichomonas keilini.
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Tab. 7: Distribuce hlavnich morfologickych znaki u nasich izolati

Rod Afl UM C FpRFI
Lacusteria cypriaca 3 + - +
LAGOS2M 4 + - -
LAGOS2D 2 - - +
E2NT 3 - - +
GRS 3 + - -
VAVI1AL T. prowazeki 4 + + +
VAV1ALl Honigbergiella 3 - - +

Afl — pocet ptednich bicikti, UM — undulujici membrana, C — kosta, FpRfl — volny konec zpétného biciku. Ve
vsech pripadech je axostyl typu Trichomonas.

Tab. 8: Rozméry jednotlivych izolatii nabarvenych protargolem

Izolat Délka bunky Sitka buiiky Devlka bufiky/Sitka Volnd Cast
bunky axostylu
EONT 6,7+0,7 4,9+0,6 1,4+0,1 3,1£04
(5,1-7,9) (3,7-6.,4) (1,2-1,7) (2,3-4.2)
GRS 6,81 5+0,3 1,3+0,1 2,9+0,5
(5,8-8.2) (3,9-5,6) (1,2-1,5) (2-4,1)
. 94+1.2 6,2+0,9 1,5+0.1 34+08
VAV1AL - Tetratrich i > > > > > > >
CHATICRomonas - 4 ¢ 1 4) (3,6-8,7) (13-1,8) (2,1-5.,5)
. . 6,8+0.9 5+£0,7 1,4+0.,1 2.5+0,5
VAV1A1 - H b 1l > > > > > > >
oMBOTET (4.68) (3.6-6,4) (1,1-1,6) (1,6:3,9)
LAGOS2M 9,8 £2,2 54+12 1,8+0,2 2,6 +0,9
(6,4-15,4) (3,9-8,6) (1,4-2,7) (1-5)
. . 43+0,6 29+0.3 1,5+0.2 1,9+0.,6
L t ] ) ) > ) > ) )
acusteria cypriaca (3-5.4) (2.13.7) (12-2) (1.1-3.3)
Pseudotrichomonas keilini 56+0,7 3,9+0,3 1,4+0,2 1,9+0,5
LIVADIAN (4,3-7) (3,1-4,6) (1,2-1,8) (1,1-3,5)
LAGOSID 5406 34404 1,5+ 0,1 3,1+0,6
(4,1-5.,9) (2,7-4.2) (1,2-1,8 (1,8-4,1)

Rozméry v pm, n = 30.

Tab. 9: Rozméry Zivych bunék L. cypriaca a P. keilini LIVADIAN a NY0170 (Yubuki et al., 2010)

Izolat Délka bunky Sitka buiiky | Volny konec axostylu
Lacusteria cypriaca LA 8,0 (5-10,7) 5,5 (3,6-7,6) 4,9 (3,1-6,7)
Pseudotrichomonas keilini NY0170 10,7 (8,5-13,7) |7,8(5,3-9,9) 7,1 (4,1-11,9)
Pseudotrichomonas keilini LIVADIAN |9.4 (8,2-10,5) |7,1(6,1-8,3) 5,8 (4,9-7)

Rozméry v um, n = 20. Izolat P. keilini z Japonska métil N. Yubuki.

4.3.1. Pseudotrichomonas keilini

Kmen LIVADIAN

Zivé buiky izolatu LIVADIAN (obr. 16A, B) méfi v priméru 9,4 (8,2-10,5) pm na délku
a 7,1 (6,1-8,3) um na Sitku. Primérnéa délka vy¢nivajici ¢asti axostylu je 5,8 (4,9-7) pum.
Primérna délka bunc¢k nabarvenych protargolem (obr. 16C, D) je 5,6 £ 0,7 (4,3-7) um,

pramérnd Sitka 3,9 £ 0,3 (3,1-4,6) um a primérna délka vyc¢nivajiciho axostylu je 1,9 + 0,5
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(1,1-3,5) um. Morfologie odpovidd pavodnimu popisu Pseudotrichomonas keilini (Bishop,
1935). Buniky maji tfi nestejnocenné piedni biciky, zpétny bicik vytvaii dobfe vyvinutou
undulujici membranu lameliformniho typu. Undulujici membrana vytvaii nékolik vin
a vétSinou dosahuje az ke konci téla. Volny konec zpétného biciku neni pfitomen, kosta chybi.
Nékteré bunky obsahuji pouze dva piedni bi¢iky. Pelta je normaln€ vyvinutd, axostyl je typu

Trichomonas. Parabazalni aparat je diskovity.

g L
.
Um .
i
- T

E Ay G
) 3 .‘ b
29, €
| 'Ax i )

Obr. 16: Fotografie izolati Pseudotrichomonas keilini LIVADIAN (A-D) a GR8 (E-G). A-B: nativ, C-G:
protargol. Afl — predni bi¢iky, Ax — axostyl, Pb — parabazalni aparat, Um — undulujici membrana. Méfitko 5 pm.
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Kmen GRS

GR8 (obr. 16E — G) je morfologicky prakticky identicky s kmenem LIVADIAN. Primérna
délka bunék nabarvenych protargolem je 6,8 £ 1 (5,8-8,2) um, primérna Sirka 5 = 0,3 (3,9-
5,6) um a pramérnd délka vyénivajiciho axostylu je 2,9 £ 0,5 (2-4,1) um.

4.3.2. Kmen LAGOS2M

Primérnéd délka bun€k nabarvenych protargolem (obr. 17) je 9,8 + 2,2 (6,4-15,4) pum,
pramérna sitka 5,4 + 1,2 (3,9-8,6) um a primérna délka vyc¢nivajiciho axostylu je 2,9 + 0,9
(1-5) um. Bunky maji ¢tyii nestejnocenné piedni biciky, vyvinutou undulujici membranu
s n¢kolika zahyby, kosta chybi. U bun¢k neni pfitomny volny konec zpétného biciku. Pelta je
normalné vyvinutd. Axostyl je typu Trichomonas, parabazalni aparat je velky a diskovity

s rozsahlou centralni granuli (obr. 17B).

A B C

N
N\ Fad
N \ )
A |
\\._. v Um
U i Ax
Ax
™ 4
Rfl

Obr. 17: Fotografie kmenu LAGOS2M nabarveného protargolem. Ax — axostyl, Rfl — zpétny bic¢ik, Um —
undulujici membrana. Méfitko 5 pum.

4.3.3. Lacusteria cypriaca

Zivé buiiky kmene LA méfi v praiméru 8 (5-10,7) um na délku a 5,5 (3,6-7,6) um na $itku.
Primérna délka vycnivajici ¢asti axostylu je 4,9 pum (3,1-6,7). Primérna délka bunék
nabarvenych protargolem je 4,3 = 0,6 (3-5,4) um, pramérna Sitka 2,9 + 0,3 (2,1-3,7) um
a primérnd délka vycnivajiciho axostylu je 1,9 = 0,6 (1,1-3,3) um. Tento druh ma tfi

nestejnocenné predni biciky, zpétny bicik vytvari slabé vyvinutou undulujici membranu
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proménlivé délky. Tato membrana ma obvykle pouze jednu nebo dvé viny. U bunék je
obvykle pfitomny volny konec zpétného biciku, v nékterych ptipadech vsak nebyl detekovan.

Kosta neni pfitomna, parabazalni aparat je maly diskovity, pelta je normalné vyvinuta.

Obr. 18: Fotografie Lacusteria cypriaca: A-D: Buiiky barvené protargolem, E,F: Zivé buiiky. Ax — axostyl,
P — pelta, Pb — parabazalni aparat, R — zpétny bic¢ik. Pfevzato z Yubuki et al., 2010.
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4.3.4. Izolat VAV1A1l

Tetratrichomonas sp.

Primérné délka bunck nabarvenych protargolem je 9.4 + 1,2 (7,8-12,4) um, primérna Sitka
6,2 = 0,9 (3,6-8,7) um a primérna délka vyc€nivajiciho axostylu je 3,4 + 0,8 (2,1-5,5) pum.
Bunky jsou sekvencné i morfologicky identické s druhem Tetratrichomonas prowazeki
(Alexeieff) Alexeieff, 1911 (morfologie 7. prowazeki viz. Honigberg, 1951). Ma cCtyfi
nestejnocenné piedni biciky zakoncené ,knobs®, zpétny bicik vytvaii hodn€ spirdlni
undulujici membranu, ktera dosahuje do konce buiiky. Volny konec zpétného biciku je
pfitomen a méfi priblizn€ 5 pm. Kosta je ptfitomnd, pelta je normalné vyvinutd. Parabazalni

aparat je velky, diskovity s centralni granuli.

Obr. 19: Fotografie izolatu VAV1A1 nabarveného protargolem (A — C). Pro srovnani jsou zde také fotografie
tii bun€k z kultury Tetratrichomonas prowazeki (PYX), které dokladaji morfologickou shodu mezi nasim
izolatem a Tetratrichomonas prowazeki (D — G). Kultura PYX byla zapijcena Ivanem Cepickou. Méfitko Sum.
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Honigbergiella sp.

Primérna délka bunék nabarvenych protargolem je 6,8 + 0,9 (4,6-8,2) um, primérna Sitka 5 +
0,7 (3,6-6,4) um a pramérna délka vycnivajiciho axostylu je 2,5 + 0,5 (1,6-3,9) um. Trofozoiti
jsou morfologicky velmi podobni druhu Honigbergiella ruminantium. Maji tii nestejnocenné
predni bic¢iky, v nekterych ptipadech dva (viz obr. 20b-c). Undulujici membrana ani kosta
nejsou pritomny. Pelta je mala (obr. 20B). Odlisnosti oproti H. ruminantium je délka prednich
bic¢ika (bi¢iky jsou delsi o vice jak 50%, ptesnéjsi idaj bude zndm po dokonceni probihajici

morfologické analyzy).

A° B C

Rfl

o p

Obr. 20: Fotografie trichomonady pripominajici rod Honigbergiella (A — C). Ax — axostyl, P — pelta, Pb —
parabazalni aparat, Rfl — zpétny bicik. Méfitko Sum.

Kromé& Tetratrichomonas sp. a Honigbergiella sp. byly vizolatu VAV1ALl nalezeny také

oxymondady, enteromonddy a Rhizomastix,

4.3.5. Kmen E2NT

Priimérnd délka bun¢k nabarvenych protargolem je 6,7 = 0,7 (5,1-7,9) um, primérna Sitka 4,9
+ 0,6 (3,7-6,4) um a primérnd délka vy¢nivajiciho axostylu je 3,1 + 0,4 (2,3-4,2) um. Buiky
maji tfi nestejnocenné predni bic¢iky zakoncené ,.knobs“ (obr. 21B), chybi jim undulujici
membrana a kosta. Pelta je normalné vyvinuta (obr. 21B). Parabazalni aparat je dvouramenny,

jednotliva ramena maji formu krouzki (obr. 21C, D).
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Zivé buiiky jsou pleomorfni, ¢asto protahlé (obr. 22E), a jejich piedni &ast je neobvykle
pohybliva. Spolu s pfednimi biCiky vytvaii unikatni styl pohybu. Na obr. 22A — D je
zachycena sekvence pohybu pfedni Céasti buiiky s biCiky, kterd je axostylem fixovéana
k podkladu (fotografie sekvence pohybu celych bunék nefixovanych k podkladu neni mozné
z technickych divodu poftidit). U bun¢k nabarvenych protargolem (obr. 21) nezistala predni

pohybliva ¢ast zachovana.

Studium ultrastruktury (obr. 23) dosud neodhalilo nic netypického. Builkky maji Ctyfi
bazalni téliska, pelta i hydrogenozomy jsou klasické. Zpétny biCik pravdépodobné nijak

neadheruje. Chybi Zihané fibrily (pravdépodobné vinou fixace).

A B

Afl

Obr. 21: Fotografie kmenu E2NT nabarveného protargolem (A — D). Afl — pfedni bi¢iky, Ax — axostyl, Pe —
pelta, Pb — parabazalni aparat. Méfitko 5 pm.
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Obr. 22: Fotografie Zivych bunék kmenu E2NT. A — D: sekvence pohybu jedné konkrétni burky, je v ném
zachyceno jedno machnuti pfedni pohyblivé Casti burniky s biciky. E: Velmi protazena bunka, axostylem je
ptichycend k podkladu. F: Nepohybliva bunka. Méfitko Sum.
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Obr. 23: Ultrastruktura kmenu E2NT. Afl — ptedni bi¢ik, Bp — bazalni télisko, F2 — sigmoidalni lamela, H —
hydrogenozom, Pb — parabazalni aparat, PeAx — pelto-axostylarni spojeni, Rfl — zpétny bicik. Métitko 500 nm.
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4.3.6. Kmen LAGOS2D

Primérna délka buné€k nabarvenych protargolem je 5 + 0,6 (4,1-5,9) pm, primérna Sitka 3,4 +
0,4 (2,7-4,2) um a pramérna délka vycénivajiciho axostylu je 3,1 + 0,6 (1,8-4,1) um. Buiky
maji pouze dva (nestejnocenné) predni biCiky zakoncené ,knobs“, chybi jim undulujici
membrana a kosta. Axostyl je tenky. Pelta je normalné vyvinutd. Parabazalni aparat nebyl

pozorovan.

Bunky maji hlubokou kapsu (obr. 26A), ze které vychazi bic¢iky. Kapsa je Castecné
patrna 1 na nativnich preparatech (obr. 24A — C). Pfedni bic¢iky a zpétné biciky maji
pravdépodobné dvé nezavisla vyusténi, kterd Usti do té kapsy. Patrn€ vSechny biciky jsou
opatfeny ploutvickami, nicméné tyto ploutvi¢ky nejsou pozorovany u vSech bi¢ikli najednou
(obr. 27). Ve vétsin¢ piipadi si nejsme jisti, ktery z bi¢iki je zpétny. Zpétny bicik

pravdépodobné viibec neadheruje. Na pofizenych fotografiich chybi zihané fibrily.

Ax

!

' Ax
iV L]

Obr. 24: Fotografie Zivych bunék kmenu LAGOS2D (A — C) a bunék nabarvenych protargolem (D — F).
Ax — axostyl, G — kapsa, ze které vychazi biciky, Rfl — zpétny bicik. Métitko 5 pm.
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Obr. 25: Ultrastruktura kmenu LAGOS2D. Ax — axostyl, H — hydrogenozom, N — jadro, Pb — parabazalni
aparat. M¢ritko 500 nm.
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Obr. 26: Ultrastruktura kmenu LAGOS2D. Afl — predni bicik, Fl — bicik, G — kapsa, ze které vychazi biciky,
Rfl — zpétny bicik. Méfitko 500 nm.
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Obr. 27: Ultrastruktura kmenu LAGOS2D. Afl — predni bicik, F1 — bi¢ik, G — kapsa, ze které vychazi biciky,
Rfl — zpétny bicik. Méfitko 500 nm.
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5. Diskuze

5.1. Ziskavani novych izolati a sekvenci

Cilem této prace bylo ziskat co nejvice izolath volné zijicich trichomondéd, tyto izolaty pievést
do stabilni kultury, nabarvit protargolem a ziskat z nich sekvenci genu pro SSU rRNA, coz je

nejpouzivanéjsi gen pro fylogenetické analyzy skupiny Parabasalia.

Ke kultivaci bylo pouzivano médium podle Dobell-Leidlaw, Sonnebornovo
parameciové médium (ATCC #802), médium sestavajici s koagulovaného konského séra
prelittho 10 ml ATCC 802 a médium Dobell-Leidlaw se 3 ml ATCC #802. Z celkovych
deviti izolatl volné Zijicich trichomonéd se nam jich sedm podafilo ptevést do kultury. Viibec
se nepodafilo se stabilizovat izolat CK, ziskany z vytoku uranového dolu v Ustale¢i (CR).
Tyto trichomonady ptezivaly pouhych pét dni v zasobni lahvi, pficemz v zadném médiu
nevyrostly. Druhy izolat, ktery se nepodafilo stabilizovat, byl GOU23 z letoviska Gouves
(Kréta). Izolat vyrostl na médiu podle Dobell-Leidlaw, ve kterém ptezival pouhé tii pasaze.
Ze 6 izolath se podaftilo vytvofit monoeukaryotické kultury (LIVADIANT, LAI, LAGOS2M,
LAGOS2D, E2NT, GRS), v kulture VAVI1A1 ziji dvé trichomonddy (Tetratrichomonas
prowazeki, Honigbergiella sp.). 1zolity GRS a LAGOS2M uhynuly, ostatni se podafilo
zamrazit. Je zajimavé, Ze s vyjimkou LAGOS2M a LAI vSechny stabilni kultury rostou na
médiu podle Dobell-Leidlaw, VAV A1 prospiva v Dobell-Leidlaw i v ATCC #802. MuzZe to
byt dané tim, ze volné zijici trichomonady jsou euryvalentni. Jinym vysvétlenim mtze byt to,
ze maji jako sekundarné voln¢ Zijici stale schopnost prospivat a vyrovnavat se s prostiedim
traviciho traktu.

vvvvvv

srovnavaci morfologie trichomonad. PouZili jsme protargol od firmy Bayer, se kterym méame
dobré zkuSenosti. Po nabarveni protargolem zlistdva zachovana prostorova struktura bunék
a je mozné pozorovat vzajemné uspofadani organel. Idedln¢ se obarvi biciky a jejich bazalni
téliska, kosta, axostyl, pelta, parabazalni aparat a jadro. Tato metoda je vSak ¢asové pomérné
naro¢na, navic se neda zcela optimalizovat. Kazdy preparat je nutné barvit na vice sklickach
soucasné, v nékterych ptipadech se musi barvit opakované. U n€kolika izolatl se nam ani
opakovan¢ nepodatilo nabarvit né¢které znaky. Piedpokladdme, Ze za tim miize byt néjaka
konkrétni vlastnost dané kultury. Na zdklad¢ morfologie se nam jiz podatilo popsat novy druh

a rod Lacusteria cypriaca (Yubuki et al., 2010). V ptipadé dalSich izolath zhruba béhem
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jednoho roku dokonc¢ime zapocatou morfologickou analyzu a tyto druhy (v nékterych

ptipadech rody) pfipravime k popisu.

Sekvenci genu pro SSU rRNA jsme ziskali ze vSech deviti izolat, nicmén¢ v izolatu
VAV1A1l byly piitomné dva druhy trichomonad, masivné rostouci Tetratrichomonas
prowazeki a mensi trichomonada, morfologicky ptipominajici rod Honigbergiella. Ptistoupili
jsme proto ke klonovani SSU rDNA izolatu VAVI1AI1, nicméné dosud jsme ziskali pouze

sekvence pattici druhu 7. prowazeki.

5.2. Molekularné-fylogeneticka analyza

Vysledky obou naSich fylogenetickych analyz zalozenych na genu pro SSU rRNA jsou ve
shodé& s analyzou Cepicka ef al., 2010 a mnohymi dal$imi analyzami (napi. Dacks a Redfield,
1998; Delgado-Viscogliosi ef al., 2000; Gerbod ef al., 2004; Hampl et al., 2004, 2006, 2007;
Ohkuma et al., 2007; Yubuki et al., 2010). Vysoce podpoiené byly skupiny Hypotricho-
monadea, Spirotrichonymphea a Trichonymphea. Monofylie tfidy Cristamonadea byla
podpoiena pouze slab&. Skupiny Tritrichomonadea a Trichomonadea byly parafyletické nebo
polyfyletické.

Nase kmeny voln¢ zijicich trichomonad tvofi nékolik linii. Samostatnou vysoce
podpoienou linii tvoii kmeny E2NT a LAGOS2D. Tuto linii nemtzeme s urcitosti zatradit do
zadné ze Sesti ustanovenych skupin parabazalidi. Urcitou afinitu jevily v prvni analyze (107
OTU) ke skupiné Spirotrichonymphea, nicméné¢ statistickd podpora byla velmi nizka.

Volné¢ zijici kmen VAVI1ALI je konspecificky s druhem Tetratrichomonas prowazeki.
Tvofi jednu zkoncovych vétvi tetratrichomonad spolu sizolatem Tetratrichomonas
prowazeki COL. Naproti tomu druhy volné zijici zastupce tetratrichomonad (7. undula) se
s vysokou podporou odvétvuje na bazi Trichomonas group Celedi Trichomonadidae (rody
Trichomonas, Tetratrichomonas, Pentatrichomonoides, Trichomonoides).

Vétsina fylogenetickych stromil trichomonad je zalozena na sekvencich genu pro SSU
rRNA. Na jeho zdklad¢ jsme schopni rozliSit diverzitu eukaryotickych linii jako jsou
trichomonady, nicméné analyzy zaloZené na sekvencich tohoto genu trpi fylogenetickymi
artefakty zpisobenymi pfitomnosti ¢etnych linii s dlouhymi vétvemi (Hampl et al., 2004).
V souc€asné dobé nejen, ze nevime, kde lezi koten skupiny Parabasalia, ale nejsou jasné ani
vztahy mezi hlavnimi liniemi. Na zakladé SSU rDNA nejsme schopni zjistit fylogenetickou

pozici kmenli E2ZNT a LAGOS2D.
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5.3. Identifikace novych rodu a druhu

Pseudotrichomonas keilini

Druh Pseudotrichomonas keilini (Bishop, 1935) byl vibec prvni popsanou volné Zzijici
trichomonadou, nicméné kultura, a tudiZ i sekven¢ni data, od tohoto druhu neexistovala.
Zjistilo se totiz, ze kultura deponovana v ATCC (katalogové ¢islo 50321), oznacena jako
P. keilini, 1 zni ziskana sekvence SSU rDNA, patii ve skutecnosti do rodu Honigbergiella
(Hampl et al., 2007). Na zaklad¢ morfologie (tfi predni bi¢iky, absence undulujici membrany,
kosty, infrakinetozomalniho i komb-like téliska) byl skutecny druh P. keilini v novém
systétmu (Cepicka et al., 2010) zafazen do skupiny Honigbergiellida, blizko rodu
Honigbergiella. V ¢lanku Yubuki ef al. (2010) se nam podafilo publikovat viibec prvni dvé
sekvence SSU rDNA druhu P. keilini (kultury LIVADIAN z Kypru a NYO0170 z Japonska;
NYO0170 izoloval Naoji Yubuki), diky nimZ jsme zjistili, ze P. keilini ve skuteCnosti nepatii
do skupiny Honigbergiellidae, ale Ze se vétvi uvniti skupiny Trichomonadida. Na zakladé
nasich dat jsme Pseudotrichomonas keilini presunuli ze skupiny Honigbergiellida do ¢eledi
Trichomonadidae (fad Trichomonadida). Morfologické znaky P. keilini nicméné odpovidaji
skupiné Honigbergiellidae, u tohoto druhu tedy doslo k paralelni redukci bi¢ikl a ztrate kosty.

Do druhu Pseudotrichomonas keilini evidentné patii i kmen GRS, ktery méa s kmeny

LIVADIAN a NY0170 velice podobnou morfologii i sekvenci SSU rDNA (viz kap. 4.3.1).

Kmen LAGOS2M

Izolat LAGOS2M je blizce ptibuzny druhu Pseudotrichomonas keilini. Oproti P. keilini ma
Ctyti predni biciky (P. keilini ma pouze ti1). Po dokonceni morfologické analyzy rozhodneme,
zda bude LAGOS2M zatazen do rodu Pseudotrichomonas, nebo zda pro né¢j bude vytvoren
novy rod. Hlavnim znakem odliSujicim od sebe rody trichomonad patficich do tiid
Hypotrichomonadea, Trichomonadea, Tritrichomonadea, je pravé pocet bicikti (Honigberg,
1963) a az na par vyjimek (napt. Tritrichomonas nonconforma, viz Honigberg, 1963, nebo

Tetratrichomonas sp., viz Cepicka et al., 2006) byl tento Gizus dodrzen.

Lacusteria cypriaca

Kmen LA byl na zékladé morfologie (tii nestejnocenné piedni biciky, zpetny bicik tvotici

malo vyvinutou undulujici membrany variabilni délky s jednou az dvéma vlnami, ve vétSing
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piipadil pritomny volny konec zpétného biciku, absence kosty, maly diskovity parabazalni
aparat) a sekvencnich dat (na zakladé¢ SSU rDNA tvofi samostatnou linii na bazi fadu
Trichomonadida) popsan jako novy druh a rod Lacusteria cypriaca (Yubuki et al., 2010).
Podobnou sekvenci jako Lacusteria cypriaca maji izolaty CK a GOU23, od nich vsSak

nemame zadna morfologicka data (zanikly zahy po izolaci).

Izolat VAV1AL1l

V tomto ptipad¢ jde o klasickou Tetratrichomonas prowazeki, kterd je endobioticka a jeji

nalez ve staré odpadni jimce je tudiz piekvapivy (vice viz. kap. 5.4.).

Honigbergiella sp.

Od tohoto izolath ndm doposud chybi sekvencni data. Na zékladé morfologie (tfi
nestejnocenné predni biciky, absence undulujici membrany a kosty, tenky axostyl, mala pelta

a maly diskovity parabazalni aparat) jsme presvédceni, ze patii do rodu Honigbergiella.

Kmen E2NT

Bunky izolatu E2NT maji neobvykle protazenou a pohyblivou pfedni ¢ast buiiky se tfemi
prednimi biciky, kterd vytvari unikétni styl pohybu (viz. kap. 4.3.5). Tyto buiiky jsou c¢asto
navic protdhlé a celkov€ variabilni. Po nabarveni protargolem se ukazalo, Ze maji

pozoruhodny parabazalni aparat, ve tvaru dvou krouzkd.

Kmen LAGOS2D

Bunky kmenu LAGOS2D ma pouze dva pfedni bi¢iky. Buniky maji velkou kapsu na apikalni
Casti buniky, ze které vychazi bi¢iky. VSechny tfi bi¢iky (pfedni 1 zp&tny) maji pravdépodobné
ploutvi¢ky. V né€kolika malo ptipadech jsme ploutvicky pozorovali na vSech bicicich
soucasn¢, nicméné vétSinou pouze na jednom ¢i na dvou bi¢icich. Navic ve vétSiné piripada
nejsme schopni odlisit zpétny bicik od prednich, coz situaci znaéné¢ komplikuje. V piipadé
kapsy 1 bi¢iku by mohlo jit o exkavatni znaky (kapsa jako pozistatek exkavatni ryhy,
ploutvicka na zpétném bic¢iku jako pozistatek plvodni exkavatni ploutvicky), které
u trichomonad nebyly dosud nalezeny, nicméné v soucasné dob¢ jsme teprve na zacatku

zkoumani ultrastruktury tohoto kmene a na n¢jaké dalsi zavéry budeme muset chvili pockat.
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V piipadé€, Zze by se potvrdila bazalni pozice izolatu LAGOS2D a vyse uvedené dva
znaky by byly shledany jako exkavatni, vyvstala by otazka, pro€ i pfedni bi¢iky jsou opatieny
ploutvickami. V této chvili jde o cistou spekulaci, ale dovedeme si pfedstavit, Ze tato
trichomonada zila po celou dobu v néjaké izolované lokalit¢ s nedostatkem potravy
a postupem casu si vytvortila ploutvicky 1 na piednich bicicich, které jesté vice zefektivnily

pfijem potravy.

ooy r

5.4. Fenomén sekundarniho volné Zijiciho zptisobu
Zivota

Jak jiz bylo zminéno v piehledu literatury, volné zijici trichomonady jsou s velkou
pravdépodobnosti sekundarné volné zijici (Delgado-Viscogliosi et al., 2000; Yubuki et al.,
2010). Na zaklad¢ fylogenetické pozice nasich kment volné zijicich trichomonad usuzujeme,
Ze 1 ony jsou volné zijici sekundarné a jejich predkové byli endobioticti. Vyjimku tvoii kmeny
E2NT a LAGOS2D, jejichZz fylogenetickd pozice je nejasnd a tyto kmeny by mohly byt
primarné volné zijici.

Schopnost téchto pieskokli mezi zivotem v travicim traktu a volné zijicim zptisobem
zivota u volné Zijicich trichomonad mozna jesté rozSifuje situace v rodu Honigbergiella.
Tento rod sestavd ze dvou kongenerickych druhl, Honigbergiella ruminantium
a Honigbergiella sp. Oba druhy jsou morfologicky témér identické a jejich sekvence genu pro
SSU rRNA se odlisuji pouze 27 nukleotidy (2 % divergence). Vyrazné se vSak li§i ve své
ekologii, Honigbergiella ruminantium je sttevni komenzal krav, kdezto Honigbergiella sp. je
volné Zzijici (Hampl et al., 2007). Podle autorii je pravdépodobné, Ze druh Honigbergiella
ruminantium v neddvné dobé& ptesel do endobiotického prosttedi. Je vSak také mozné, ze jde
ve skute¢nosti o jeden a ten samy druh, ktery je schopen prezit v obou typech prostredi, nebo
je endobioticky a sediment, ze kterého byl izolovan Honigbergiella sp. byl kontaminovan
trusem skotu. K faktu, Ze by mohlo jit o dva samostatné druhy, existuje doposud jedina
indicie, a sice ze udajné voln¢ Zzijici Honigbergiella sp. neptezil pokusnou teplotu 37 °C
(Hampl et al., 2007). K rozieSeni tohoto problému by pomohl bud’ infekéni pokus, spocivajici
v experimentalni ndkaze kravy organizmem Honigbergiella sp., nebo by pomohlo ziskani
n¢kolika dalSich izolath rodu Honigbergiella. V ptipadé, ze by se ziskané izolaty rozpadly do
dvou skupin, vznikla by dobra podpora pro to, Ze jde o dva druhy (linie ¢i genotypy). Pokud
by byly izolaty na fylogenetickém stromu promichané, stdle by mohlo jit o dva druhy,

nicménég oba by byly jak volné Zijici, tak endobiotickeé.
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Na zakladé dosavadnich vysledku se otevira otazka hranice mezi endobiotickym a volné
zijicim zptisobem zivota. Onim piechodem mezi obéma typy prostiedi by mohly byt odpadni
jimky a podobna zatfizeni. Tato mySlenka vznikla na zéklad¢ izolatu VAV1AI, ktery byl
ziskan ze staré odpadni jimky ve vesnici Nizbor (CR). V tomto izolatu se vyskytoval klasicky
endobioticky druh Tetratrichomonas prowazeki, ktery se do jimky dostal pravdépodobné
z né¢jakého obojzivelnika, nicméné musel v tomto prostiedi néjakou dobu piezivat. Navic
jsme v této jimce nalezli trichomonadu s morfologickymi znaky rodu Honigbergiella, ktery
by mohl byt (jak naznacuje piedchozi odstavec) naptl endobioticky a naptl volné Zijici.
Krom¢ téchto dvou trichomonad zde byly nalezeny oxymonddy, enteromonady a Rhizomastix,
coz jsou vSechno endobiotické taxony nebo taxony sdruzujici endobiotické i volné zijici
zastupce. Jsme presvédCeni, ze k zodpovézeni otdzky hranice mezi endobiotickym a volné

ey

zijicim zpiisobem Zivota bude tfeba systematické studium takovychto zatizeni.

weer r7

5.5. Rozsireni volné Zijicich trichomonad

Nase znalosti o rozsifeni volné Zijicich trichomonéd jsou fragmentarni. Existuji ojedinélé
nalezy z Evropy (Anglie, Ceské republika), vychodni Asie, Austrélie a stfedni Ameriky. Co se
tyée nadich vzorkd, jde zatim pouze o nahodné vzorky, snad s vyjimkou Ceské republiky
a Recka. Dva znasich celkovych deviti izolati volné Zijicich trichomonad byly ziskany
v Ceské republice, dalsi dva jsou z Kypru, étyfi z pevninského Recka a jeden z Kréty. Na
zakladé naSich dosavadnich vysledkd se zda, Ze diverzita a cetnost vyskytu volné Zzijicich
trichomonad stoupa od mirného pasu smérem k Mediteranu. Ve zhruba 150 vzorcich z Ceské
republiky, které ma nase laboratof k dispozici, byly volné Zijici trichomonady zjistény ve
dvou ptipadech, naproti tomu ze 30 vzorki z Recka a Kypru byly piitomné v sedmi vzorcich.
Mediteran z tohoto divodu povazujeme za nejbliz§i centrum diverzity volné Zzijicich
trichomonad. Vzorkované oblasti v Mediteranu jsou nicméné omezeny pouze na Recko, Kypr
a caste¢né Turecko, bude je tieba rozsifit 1 na dalsi oblasti a posléze také na oblasti tropického
pasu.

Mediteran je typicky vysokou vlhkosti v zim¢ a velkym suchem v 1été. Z toho dlivodu je
v letnim obdobi dostupné minimum potencidlnich lokalit pro vyskyt volné Zijicich
trichomonad. Tyto lokality jsou rozmistény mozaikovité a €asto se nachazi daleko od sebe.
Napft. na Krété jsme v kvétnu 2010 podnikli tydenni exkurzi s cilem ziskat vzorky ze vSech

dostupnych anoxickych a mikrooxickych sedimentii. Za cely tyden byla nalezena pouze jedna

vhodné lokalita, nicméné byla osidlena volné Zijicimi trichomonadami (izolat GOU23). To
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ukazuje na schopnost volné Zijicich trichomonad piezivat nepiiznivé podminky a §ifit se na
vzdalené lokality. Pravdépodobné je to zplsobeno tvorbou odolnych cyst. U volné Zijicich
druhti Ditrichomonas honigbergii a Honigbergiella sp. byla prokdzéna tvorba pravych cyst
s bunécnou sténou, internalizovanymi bic¢iky a granulovanou cytoplazmou (Farmer et al.,
1995; Hampl et al., 2007), nicmén¢ v naSich izolatech jsme zadné cysty doposud
nedetekovali. Problematice cyst bude tfeba v budoucnu vénovat zvySenou pozornost.

Za zminku stoji izolaty LIVADIAN a NYO0170 (Yubuki ef al., 2010). Oba izolaty patii
druhu Pseudotrichomonas keilini, nicméné byly ziskadny z velmi odliSnych lokalit. Izolat
LIVADIAN byl ziskén z jezera neznamé salinity leziciho na Kypru (jezero nebylo pfimo
spojeno s motfem). Naproti tomu izoldt NYO0170 (izoloval Naoji Yubuki) byl ziskdn ze
sedimentu mangrovi na ostrove Ishigaki. Do druhu P. keilini patii také nas izolat GRS, ktery
byl ziskan ze sirného pramene v Thermopyldch. VSechny tyto ndlezy ukazuji na Sirokou
ekologickou valenci druhu P. keilini.

Nartst objevenych druhii volné zijicich trichomonad v posledni dobé (do roku 1999
byly popsany dva druhy, od té doby ¢tyfi druhy, tfi druhy v soucasné dob¢ piipravujeme
k popisu) ukazuje na to, Ze jejich redlna diverzita bude o mnoho vétsi, nez se predpokladalo.
Tyto druhy navic tvoii samostatné fylogenetické linie. Bude tieba pokracovat ve studiu volné
zijicich trichomondd, nebot’ to povede nejen k zvySeni nasSich znalosti o jejich diverzité
a rozsifeni, ale jist¢ také prispéje k lepsSimu pochopeni evoluce skupiny Parabasalia jako celku

a mozna také k pochopeni evoluce v ranych stadiich vyvoje této skupiny.
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6. Zavérecné shrnuti

1. Na zaklad¢ naSich soucasnych vysledkl se zda, ze diverzita volné Zzijicich trichomonad
stoupa od severu k jihu. Za nejbliz§i centrum diverzity povazujeme Mediteran. Jelikoz je
vyskyt vhodnych lokalit v Mediteranu pres 1éto nizky, ptedpokladame, Ze velkou roli v Sifeni
a prekonavani neptiznivych podminek budou hrét cysty. Tvorba cyst byla nicméné prokazana
pouze u dvou druhl volné Zijicich trichomonéd, u nasich kmen@ se ndm ji zatim nepodaftilo
prokazat. Doposud jsme ziskali devét izolat volné Zijicich trichomonad, nicmén¢ vzorkované
oblasti jsou omezené na Ceskou republiku, Recko a Kypr. Do budoucna bude tieba rozsifit

pocet zkoumanych lokalit a vzorkovani provadét pokud mozno systematicky.

2. Dosud bylo popsano Sest druht volné zijicich trichomonad, z toho jeden druh jsme popsali
my. Kromé toho jsme ziskali osm izolati volné Zijicich trichomondad, tvoficich Sest druht
a pét az Sest rodi, z toho ti1 druhy a dva az tii rody jsou nové (ptesny poc€et novych roda bude
zalezet na tom, jestli LAGOS2M zatadime do rodu Pseudotrichomonas nebo pro ngj
vytvofime novy rod). VSechny tyto rody a druhy pfipravujeme k popisu. Volné zijici

trichomonady jsou tak podstatné vice diverzifikované, nez se myslelo.

3. Ze vSech deviti izolath jsme ziskali sekvenci genu pro SSU rRNA, v tomto a v nésledujicim
roce chceme ziskat sekvence dalSich geni, jako jsou aktin, alfa a beta tubulin. Sedm izolath
jsme nabarvili protargolem. Pét izolath jsme prevedli do stabilni kultury a paralelné zamrazili.

Téz jsme zacali zkoumat ultrastrukturu kmentt E2NT a LAGOS2D.

4. Kmeny E2NT a LAGOS2D vytvaieji na SSU rDNA stromu samostatnou linii, kterou neni
mozné zafadit do Zadné ze Sesti skupin trichomonad. Kromé toho maji oba unikatni
morfologii. E2NT ma vyvinutou neobvykle protazenou a pohyblivou pfedni ¢ast buniky, jeho
parabazalni aparat ma tvar dvojice krouzkti. LAGOS2D ma hlubokou kapsu na apikalni ¢asti

bunky, ze které vychazi bi¢iky s ploutvickami (je mozné, Ze jde o exkavatni znaky).
5. Ze stabilnich kultur se ndm podafilo vytvofit monoeukaryotické kultury. Diky tomu

budeme moci analyzovat jejich transkriptomy a srovnat jejich energeticky metabolizmus

s parazitickymi ptibuznymi (7richomonas vaginalis, Tritrichomonas foetus).

63



7. Seznam citované literatury

Adl SM, Leander BS, Simpson AGB, Archibald JM, Anderson OR, Bass D, Bowser SS,
Brugerolle G, Farmer MA, Karpov S, Kolisko M, Lane CE, Lodge DJ, Mann DG, Meisterfeld
R, Mendoza L, Moestrup @, Mozley-Standridge SE, Smirnov AV, Spiegel F (2007) Diversity,

nomenclature, and taxonomy of protists. Systematic Biology 56: 684-689.

Amos WB, Grimstone AV, Rotschild LJ, Allen RD (1979) Structure, protein composition and
birefringence of the costa: a motile flagellar root fibre in the flagellate Trichomonas. Journal

of Cell Science 35: 139-164.

Benchimol M (2009) Hydrogenosomes under microscopy. Tissue Cell 41: 151-168.

Bernard C, Simpson AGB, Patterson D (1997) An ultrastructural study of a free-living
retortamonad, Chilomastix cuspidata (Larsen & Patterson, 1990) n. comb. (Retortamonadida,

Protista). European Journal of Protistology 33: 254-265.

Bernard C, Simpson AGB, Patterson DJ (2000) Some free-living flagellates (Protista) from
anoxic habitats. Ophelia 52: 113-142.

Bishop A (1935) Observations upon “Trichomonas” from pond water. Parasitology 27: 246-
256.

Bishop A (1938) Histomonas meleagridis in domestic fowls (Gallus gallus). Cultivation and

experimental infection. Parasitology 30: 181-194.

Bishop A (1939) A note upon the systematic position of ,,Trichomonas* keilini (Bishop,
1935). Parasitology 31: 469-472.

Brugerolle G (1975) Etude de la cryptopleuromitose et de la morphogenese de division chez

Trichomonas vaginalis et chez plusieurs genres de Trichomonadines primitives.

Protistologica 11: 457-468.

64



Brugerolle G (1976) Cytologie ultrastructurale, systematique et evolution des

Trichomonadida. Annales de la Station Biologique Besse-en-Chandesse 10: 1-57.

Brugerolle G (1986) Structural diversty of trichomonads as the basis for systematic and

evolutionary considerations. Acta Universitatis Carolinae — Biologica 30: 199-210.

Brugerolle G, Breunig A, Konig H (1994) Ultrastructural study of Pentatrichomonoides sp.,
a trichomonad flagellate from Mastotermes darwiniensis. European Journal of Protistology

30: 372-378.

Brugerolle G (1991) Flagellar and cytoskeletal systems in amitochondrial flagellates:
Archamoeba, Metamonada and Parabasala. Protoplasma 164: 70-90.

Brugerolle G, Viscogliosi E (1994) Organization and composition of the striated roots
supporting the Golgi apparatus, the so-called parabasal apparatus, in parabasalid flagellates.
Biology of the Cell 81: 277-285.

Brugerolle G (1999) Fine structure of Pseudotrypanosoma giganteum of Prototermes,

a trichomonad with a contractile costa. European Journal of Protistology 35: 121-128.

Brugerolle G (2001) Morphological characters of Spirotrichonymphids: Microjoenia,
Spirotrichonymphella and Spirotrichonympha symbionts of the australan termite Porotermes

grandis. European Journal of Protistology 37: 103-117.

Brugerolle G, Bordereau C (2004) The flagellates of the termite Hodotermopsis sjoestedti
with special reference to Hoplonympha, Holomastigotes and Trichomonoides trypanoides

n. comb. European Journal of Protistology 40: 163-174.
Brugerolle G, Radek R (2006) Symbiotic Protozoa of Termites. In Konig H, Varma A (eds)

Intestinal Microorganisms of Termites and other Invertebrates. Springer-Verlag, Berlin,

Heidelberg, pp 243-269.

65



Bunbury N, Jones CG, Greenwood AG, Bell DJ (2007) Trichomonas gallinae in mauritian
columbids: implications for an endangered endemic. Journal of Wildlife Diseases 43: 399-

407.

Camp RR, Mattern CFT, Honigberg BM (1974) Study of Dientamoeba fragilis Jepps and
Dobell. I. Elecronmicroscopic observations of the binucleate stages. II. Taxonomic position

and revision of the genus. Journal of Protozoology 21: 69-82.

Carlton JM, Hirt RP, Silva JC, Delcher AL, Schatz M, Zhao Q, Wortman JR, Bidwell SL,
Alsmark UCM, Besteiro S, Sicheritz-Ponten T, Noel CHJ, Dacks JB, Foster PG, Simillion C,
Van de Peer Y, Miranda-Saavedra D, Barton GJ, Westrop GD, Miller S, Desek D, Fiori PL,
Ren Q, Paulsen I, Zhang H, Bastida-Corcuera FD, Simoes-Barbosa A, Brown MT, Hayes RD,
Mukherjee M, Okumura CHY, Schneider R, Smith AJ, Vanacova S, Villalvazo M, Haas BJ,
Pertea M, Feldblyum TV, Utterback TR, Shu CHL, Osoegawa K, Jong PJ, Hrdy I,
Horvathova L, Zubacova Z, Dolezal P, Malik SB, Logsdon JM, Henze K, Gupta A, Wang
CHC, Dunne RL, Upcroft JA, Upcroft P, White O, Salzburg SL, Tang P, Chiu CHH, Lee YS,
Embley TM, Coombs GH, Mottram JC, Tachezy J, Fraser-Ligget CM, Johnson PJ (2007)
Draft genome sequence of the sexually transmitted pathogen Trichomonas vaginalis. Science

315:207-212.

Cavalier-Smith T (2002) The phagotrophic origin of eukaryotes and phylogenetic
classification of Protozoa. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology

52:297-354.

Cavalier-Smith T (2003) The excavate protozoan phyla Metamonada Grasse” emend.
(Anaeromonada, Parabasalia, Carpediemonas, Eopharyngia) and Loukozoa emend. (Jakobea,
Malawimonas): their evolutionary affinities and new higher taxa. International Journal of

Systematic and Evolutionary Microbiology 53: 1741-1758.
Cepicka I, KutiSova K, Tachezy J, Kulda J, Flegr J (2005) Cryptic species within the

Tetratrichomonas gallinarum species komplex revealed by molecular polymorphism.

Veterinary Parasitology 128: 11-21.

66



Cepicka I, Hampl V, Kulda J, Flegr J (2006) New evolutionary lineages, unexpected
diversity, and host specificity of the parabasalid genus Tetratrichomonas. Molecular

Phylogenetics and Evolution 39: 542-551.

Cepicka I, Hampl V, Kulda J (2010) Critical taxonomical revision of parabasalids with

descriptions of one new genus and three new species. Protist 161: 400-433.

Cobo ER, Cano D, Campero CM (2001) Experimental infection with Tritrichomonas suis in

heifers. Veterinary Parasitology 99: 73-78.

Cerkasov J, Cerkasovovd A, Kulda J and Vilhelmova D (1978) Respiration of
hydrogenosomes of Tritrichomonas foetus: 1 ADP-dependent of malate and pyruvate. Journal

of Biological Chemistry 253: 1207-1214.

Dacks JB, Redfield RJ (1998). Phylogenetic placement of Trichonympha. Journal of
Eukaryotic Microbiology 45: 445-447.

Delgado-Viscogliosi P, Viscogliosi E, Gerbod D, Kulda J, Sogin ML, Edgcomb VP (2000)
Molecular phylogeny of parabsalids based on small subunit rRNA sequences, with emphasis

on the Trichomonadinae subfamily. Journal of Eukaryotic Microbiology 47: 70-75.

Dolan MF, Wier AM, Melnitsky H, Whiteside JH, Margulis L (2004) Cysts and symbionts of
Staurojoenina assimilis Kirby from Neotermes. European Journal of Protistology 40: 257-

264.

Dolezal P, Smid O, Rada P, Zubacova Z, Bursa¢ D, Sutdk R, Nebesarova J, Lithgow T,
Tachezy J (2005) Giardia mitosomes and trichomonad hydrogenosomes share a common

mode of protein targeting. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 102: 10924-10929.

Farmer MA (1993) Ultrastructure of Ditrichomonas honigbergii n. g., n. sp. (Parabasalia) and
its relationship to amitochondrial protists. Journal of Eukaryotic Microbiology 40: 619-626.

67



Felsenstein J (1989) PHYLIP — Phylogeny Inference Package (version 3.2). Cladistics 5: 164-
166.

Gerbod D, Sanders E, Moriya S, Noél C, Takasu H, Fast NM, Delgado-Viscogliosi P,
Ohkuma M, Kudo T, Capron M, Palmer JD, Keeling PJ, Viscogliosi E (2004) Molecular
phylogenies of Parabasalia inferred from four protein genes and comparison with rRNA trees.

Molecular Phylogenetics and Evolution 31: 572-580.

Grimstone AV, Gibbons IR (1966) The fine structure of the centriolar apparatus and
associated structures in the complex flagellates Trichonympha and Pseudotrichonympha.

Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences 250: 215-242.

Hall TA (1999) BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series 41: 95-98.

Hampl V, Cepicka I, Flegr, J, Tachezy J, Kulda J (2004) Critical analysis of the topology and
rooting of the parabasalian tree. Molecular Phylogenetics and Evolution 32: 711-723.

Hampl V, Horner DS, Dyal P, Kulda J, Flegr J, Foster PG, Embley TM (2005) Inference of
the phylogenetic position of oxymonads based on nine genes: support for Metamonada and

Excavata. Molecular Biology and Evolution 22: 2508-2518.

Hampl V, Vrlik M, Cepicka I, Pecka Z, Kulda J, Tachezy J (2006) Aftiliation of Cochlosoma
to trichomonads confirmed by phylogenetic analysis of the small-subunit rRNA gene and

a new family concept of the order Trichomonadida. International Journal of Systematic and

Evolutionary Microbiology 56: 305-312.

Hampl V, Cepicka I, Flegr J, Tachezy J & Kulda J (2007) Morphological and molecular
diversity of the monocercomonadid genera Monocercomonas, Hexamastix, and
Honigbergiella gen. nov. Protist 158: 365-383.

Hampl V, Hug L, Leigh JW, Dacks JB, Lang BF, Simpson AG, Roger AJ (2009)

Phylogenomic analyses support the monophyly of Excavata and resolve relationships among

68



eukaryotic “supergroups‘. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 106: 3859-3864.

Honigberg BM (1951) Structure and morphogenesis of Trichomonas prowazeki Alexeieff and
Trichomonas brumpti Alexeieff. University of California Publications in Zoology 55: 337-
394.

Honigberg BM (1963) Evolutionary and systematic relationships in the flagellate order
Trichomonadida Kirby. Journal of Protozoology 10: 20-63.

Honigberg BM, Mattern CFT, Daniel WA (1968) Structure of Pentatrichomonas hominis

(Davaine) as revealed by electron microscopy. Journal of Protozoology 15: 419-430.

Hrdy 1, Tachezy J, Miller M (2008) Metabolism of trichomonad hydrogenosomes.
V Hydrogenosomes and mitosomes: Mitochondia of anaerobic eukaryotes (Tachezy J, Ed.).

Série: Microbiology monographs, Springer, Heidelberg, 2008.

Huelsenbeck JP, Ronquist F (2001) MRBAYES: Bayesian inference of phylogenetic trees.
Bioinformatics 17: 754-755.

Johnson EH, Windsor JJ, Clark CG (2004) Emerging from obscurity: biological, clinical, and
diagnostic aspects of Dientamoeba fragilis. Clinical Microbiology Reviews 17: 553-570.

Katoh K, Misawa K, Kuma K, Miyata T (2002) MAFFT: a novel method for rapid multiple

sequence alignment based on fast Fourier transform. Nucleic Acids Research 30: 3059-3066.

Keeling PJ, Polsen N, McFadden GI (1998) Phylogenetic diversity of parabasalian symbionts
from termites, including the phylogenetic position of Pseudotrypanosoma and Trichonympha.

Journal of Eukaryotic Microbiology 45: 643-650.

Kolisko M, Cepicka I, Hampl V, Leigh J, Roger AJ, Kulda J, Simpson AGB, Flegr J (2008)
Molecular phylogeny of diplomonads and enteromonads based on SSU rRNA, alpha-tubulin
and HSP90 genes: Implications for the evolutionary history of the double karyomastigont of
diplomonads. BMC Evolutionary Biology 8: 205.

69



Lee JJ (1960) Hypotrichomonas acosta (Moskowitz) gen. nov. from reptiles. 1. Structure and

division. Journal of Protozoology 7: 393-401.

Li L, Frohlich J, Konig H (2006) Cellulose digestion in the termite gut. In Konig H, Varma A
(eds) Intestinal microorganisms of termites and other invertebrates. Springer-Verlag, Berlin,

Heidelberg, pp 221-241.

Lindmark DG and Miiller M (1973) Hydrogenosome, a cytoplasmic organelle of the
anaerobic flagellate Tritrichomonas foetus, and its role in pyruvate metabolism. Journal of

Biological Chemistry 248: 7724-7728.

Lund EE, Augustine PC, Chute AM (1967) Histomonas meleagridis after one thousand in
vitro passages. Journal of Protozoology 14: 349-351.

Mattern CTF, Honigberg BM, Daniel WA (1967) Mastigont system of Trichomonas gallinae
(Rivolta) as revealed by electron microscopy. Journal of Protozoology 14: 320-339.

Mattern CFT, Honigberg BM and Daniel WA (1973). Fine-structural changes associated with

pseudocyst formation in Trichomitus batrachorum. Journal of Protozoology. 20: 222-229.

McDougald LR and Reid WM (1978) Histomonas meleagridis and relatives. In Parasitic
Protozoa. II (Kreier, JP, ed.), Academic Press, Inc., New York. 139-161.

Ohkuma M, Ohkoto K, Iida T, Tokura M, Moriya S, Usami R, Horikoshi K, Kudo T (2000).
Phylogenetic identification of hypermastigotes, Pseudotrichomnympha, Spirotrichonympha,
Holomastigotoides, and parabasalian symbionts in the hindgut of termites. The Journal of

Eukaryotic Microbiology 47: 249-259.

Ohkuma M, Saita K, Inoue T, Kudo T (2007) Comparison of four protein phylogeny of
parabasalian symbionts in termite guts. Molecular Phylogenetics and Evolution 42: 847-853.

Pecka Z, Nohynkova E, Kulda J (1996) Ultrastructure of Cochlosoma anatis Kotlan, 1923 and
taxonomic position of the family Cochlosomatidae (Parabasala: Trichomonadida). European

Journal of Protistology 32: 190-201.

70



Petrin D, Delgaty K, Bhatt R, Gerber G (1998) Clinical and microbiological aspects of
Trichomonas vaginalis. Clinical Microbiology Review 11: 300-317.

Radek R (1997) Spirotrichonympha minor n. sp., a new hypermastigote termite flagellate.
European Journal of Protistology 33: 360-374.

Rybicka K, Honigberg BM and Holt SC (1972) Fine structure od the mastigont system in

culture forms of Histomonas meleagridis (Smith). Protistologica 8: 107-120.

Silberman JD, Clark CG, Diamond LS, Sogin ML (1999) Phylogeny of the genera Entamoeba
and Endolimax as deduced from small-subunit ribosomal RNA sequences. Molecular Biology

and Evolution 16: 1740-1751.

Simpson AGB and Patterson NJ (2001) On core Jakobids and Excavate taxa: The
ultrastructure of Jakoba incarcerata. Journal of Eukaryotic Microbiology 48: 480-492.

Simpson AGB (2003) Cytoskeleton organization, phylogenetic affinities and systematics in
the contentious taxon Excavata (Eukaryota). International Journal of Systematic and

Evolutionary Microbiology 53: 1959-1777.

Simpson AGB and Roger AJ (2004) Excavata and the origin of amitochondriate eukaryotes.
In Hirt RP and Horner DS (ed.): Organelles, Genomes and Eukaryote Phylogeny, 27-45. CRC
Press, London.

Simpson AGB, Inagaki Y, Roger AJ (2006) Comprehensive multigene phylogenies of
excavate protists reveal the evolutionary positions of primitive eukaryotes. Molecular Biology
and Evolution 23: 615-625.

Stabler RM (1954) Trichomonas gallinae: a review. Experimental Parasitology 3: 368-402.
Stamatakis A (2006) RAXML-VI-HPC: Maximum likelihood-based phylogenetic analyses

with thousands of taxa and mixed models. Bioinformatics 22: 2688-2690.

71



Tachezy J, Tachezy R, Hampl V, Sedinova M, Vanacova S, Vrlik M, van Ranst M, Flegr J,
Kulda J (2002) Cattle pathogen Tritrichomonas foetus (Riedmiiller, 1928) and pig commensal
Tritrichomonas suis (Gruby & Delafond, 1843) belong to the same species. The Journal of
Eukaryotic Microbiology 49: 154-163.

Turner G and Miiller M (1983) Failure to detect extranuclear DNA in Trichomonas vaginalis

and Tritrichomonas foetus. Journal of Parasitology. 69: 234-236.

Yubuki N, Céza V, Cepicka I, Yabuki A, Inagaki Y, Nakayama T, Inouye I, Leander BS
(2010) Cryptic Diversity of Free-living Parabasalids, Pseudotrichomonas keilini and
Lacusteria cypriaca n. gen., n. sp., as Inferred from small subunit rDNA Sequences. The

Journal of Eukaryotic Mikrobiology 57: 554-561.

72



8. Priloha 1

The Journal of

Eukaryotic Microbiology

Published by
the International
Society of

" Protistologists

J. Eukaryor. Microbiol., 57(6), 2010 pp. 554561

@ 2010 The Author(s)

Journal of Eukaryotic Microbiology © 2010 International Society of Protistologists
DOI: 10.1111/.1550-7408.2010.00509.x

Cryptic Diversity of Free-Living Parabasalids, Pseudotrichomonas keilini and
Lacusteria cypriaca n. g., n. sp., as Inferred from Small Subunit rDNA Sequences
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ABSTRACT. Ultrastructural and molecular phylogenetic evidence indicate that the Parabasalia consists of seven main subgroups: the
Trichomonadida, Honigbergiellida, Hypotrichomonadida, Tritrichomonadida, Cristamonadida, Spirotrichonymphida, and Trichonymph-
ida. Only five species of free-living parabasalids are known: Monotrichomonas carabina, Ditrichomonas honigbergii, Honigbergiella sp.,
Tetratrichomonas undula, and Pseudotrichomonas keilini. Phylogenetic analyses show that free-living species do not form a clade and
instead branch in several different positions within the context of their parasitic relatives. Because the diversity of free-living parabasalids
is poorly understood, the systematics of these lineages is in a significant state of disarray. In order to better understand the phylogenetic
distribution of free-living parabasalids, we sequenced the small subunit rDNA from three different strains reminiscent of P. keilini: the
strains were isolated from different geographical locations: (1) mangrove sediments in Japan and (2) sediments in Cyprus. These data
demonstrated that the free-living parabasalids P. keilini and Lacusreria cypriaca n. g., n. sp., form a paraphyletic assemblage near the
origin of a clade consisting mostly of parasitic trichomonadids (e.g. Trichomonas vaginalis). This paraphyletic distribution of similar
morphotypes indicates that free-living trichomonadids represent a compelling example of morphostasis that provides insight into the suite
of features present in the most recent free-living ancestor of their parasitic relatives.
Key Words. Excavate, Honigbergiella, new species, phylogeny, SEM, ultrastructure.

ARABASALIDS are anaerobic microeukaryotes that lack

canonical mitochondria. Over 400 species of parabasalids
have been described, and the vast majority of these are intestinal
parasites/commensals of insects and vertebrates (Adl et al. 2007;
Brugerolle and Lee 2000; Cepicka, Hampl, and Kulda 2010; Yam-
in 1979). The members of this diverse group of microeukaryotes
share several morphological features, such as a parabasal appara-
tus (i.e. a Golgi complex associated with striated fibers), hydro-
genosomes, and a closed mitosis with an external spindle (i.e.
cryptopleuromitosis). The Parabasalia has historically been
lumped into two main groups: Hypermastigida and Trichomonad-
ida (Brugerolle 1991a; Corliss 1994; Honigberg 1963). The Hyper-
mastigida consisted of species with large, highly multiflagellated
cells (e.g. up to a thousand flagella) that thrive within the hindgut
of wood-eating termites and cockroaches. The Trichomonadida,
by contrast, consisted of much smaller and ultrastructurally sim-
pler species, with six or fewer flagella per mastigont, that are
generally beneficial symbionts, commensals, or pathogens in a
wide variety of animals, including humans. Trichomonas vagi-
nalis, for instance, thrives within the human urogenital tract,
Trichomonas tenax thrives within the oral cavity of humans, and
Pentatrichomonas hominis and Dientamoeba fragilis inhabit the
human intestinal tract (Brugerolle and Lee 2000; Honigberg 1989;
Honigberg and Brugerolle 1989; Honigberg, Mattern, and Daniel
1968; Stark et al. 2006).

Improved phylogenetic resolution of a larger sample of para-
basalid species has now resulted in the recognition of seven main
subgroups rather than two: Honigbergiellida, Trichomonadida,
Hypotrichomonadida, Tritrichomonadida, Cristamonadida, Spi-
rotrichonymphida, and Trichonymphida (Cepicka et al. 2010).
Only a few free-living parabasalids have been described so far.
Honigbergiella, Monotrichomonas, and Ditrichomeonas are found
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in anoxic environments and possess one to three anterior flagella,
depending on the genus, and a posterior flagellum (Bernard, Simp-
son, and Patterson 2000; Farmer 1993; Hampl et al. 2007). Phylo-
genetic analyses have demonstrated that these three genera cluster
as a monophyletic assemblage forming the Honigbergiellidae.
Tetratrichomonas undula, by contrast, was shown to branch
within the Trichomonadida (Cepicka et al. 2010). Pseudotricho-
monas was the first free-living parabasalid discovered (Bishop
1935, 1939) and is tentatively classified within the Honigbergi-
ellidae based on ultrastructural features (Cepicka et al. 2010).

A culture labeled **Pseudotrichomonas keilini”’ is available in the
American Type Culture Collection (ATCC 50321), and the small
subunit (SSU) rDNA sequence derived from this culture is deposited
in GenBank (AY319274). However, the identification of this strain
as P. keilini was shown to be incorrect (Hampl et al. 2007); this strain
lacks an undulating membrane, a diagnostic feature of P. keilini
(Bishop 1935; Brugerolle 1991b; Lavier 1936a, b). The morphology
of ATCC 50321 is identical to Honigbergiella ruminantium, and this
inference has been confirmed with phylogenetic analyses of SSU
DNA sequences. Accordingly, ATCC 50321 has been renamed as a
member of the genus Honigbergiella (Hampl et al. 2007). Moreover,
while Dufernez et al. (2007) reported an endobiotic Pseudotricho-
monas from cattle, this flagellate was also subsequently shown to
belong to the genus Honigbergiella (see Cepicka et al. 2010). There-
fore, neither a living culture nor a DNA sequence from a legitimate
representative of P. keilini was available before this study.

Parasitic parabasalids from several different animal hosts have
been characterized at both the morphological and molecular phylo-
genetic levels. Investigations of free-living parabasalids, by contrast,
are scarce, mainly due to the relatively low number of living cultures
available and to their low relevance to human health. Because the
diversity and evolutionary history of free-living parabasalids is
so poorly understood, the systematics of these lineages is in a sig-
nificant state of confusion. Accordingly, we isolated, cultivated, and
sequenced the SSU rDNA from three strains of free-living tricho-
monads reminiscent of the P. keilini morphotype that were isolated
from different geographical locations: (1) marine mangrove sedi-
ments near [shigaki Island (Japan) and (2) sediments of uncertain
salinity near Voroklini (Cyprus). The main goal of this work was to
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better understand the diversity and phylogenetic distribution of free-
living parabasalids relative to parasitic lineages within the group.

MATERIALS AND METHODS

Sampling and culture conditions. Pseudotrichomonas keilini
NYO0170 (Japan) was collected from mangrove sediments sampled
in Ishigaki Island, Okinawa, Japan (24°46'N, 124°12E) on
September 19, 2005. Sediment samples ~ 2—4cm deep were
collected at low tide. The medium used for enrichment culture
and maintenance of P. keilini NY0170 (Japan) was 5% modified
PYNFH medium (ATCC medium 1034) prepared with sterilized
seawater. A single cell was isolated by micropipetting from an
enrichment culture and the clonal culture was established and main-
tained at 22°C with passages every week. Pseudotrichomonas
keilini NY0170 (Japan) has been deposited at the ATCC, Manasas,
VA, USA (accession number PR A-328).

A different strain of P. keilini LIVADIAN (Cyprus) and a novel
lineage, namely Lacusteria cypriaca n. g., n. sp. (Cyprus), were
collected in a single sample of sediments from a lake close to
Voroklini village, Cyprus (34°58'N, 33°39'E), on February 26,
2008. The lake was close, but not connected, to the sea; the sa-
linity of the lake was not determined. The sample was transferred
to the Czech Republic and stored in a 15-ml tube at room
temperature. The two strains were independently cultivated from
the original sample at different times: 1 wk after the sampling time
for L. cypriaca, and 1 mo after the sampling time for P. keilini. In
both cases 2 ml of the sample were inoculated into Sonneborn’s
Paramecium medium (ATCC medium 802), and the culture was
transferred into new medium once a week. However, the number
of trichomonads in both the cultures started to decline after a
few transfers. They were therefore inoculated into Dobell and
Leidlaw’s (1926) biphasic medium. Pseudotrichomonas keilini
LIVADIAN (Cyprus) was able to grow in this medium indefi-
nitely and the medium was used for the routine cultivation of this
strain. Trepomonas sp. and an unidentified ciliate also persisted in
this culture of P. keilini LIVADIAN (Cyprus). The strain was
cultivated at room temperature with transfers occurring once per
week. In contrast, L. eypriaca (Cyprus) failed to grow in Dobell-
Leidlaw’s biphasic medium. The final medium for this isolate
consisted of a 9:1 mixture of Sonneborn’s Paramecium medium
and TYSGM-9 (trypticase—yeast extract—serum-—gastric mucin)
medium without mucin and Tween 80 (Diamond 1982). Trepo-
monas sp. and an unidentified amoeba were also present in the
culture of L. eypriaca and the density of L. cypriaca was usually
very low. The strain was cultivated at room temperature with
transfers occurring once per week. The strains LIVADIAN
containing P. keilini, Trepomonas sp. and an unidentified ciliate,
and LA containing L. cypriaca n. g., n. sp. Trepomonas sp. and
an unidentified amoeba have been deposited in the culture col-
lection of the Department of Parasitology of Charles University in
Prague, Prague, Czech Republic.

Light and electron microscopy. Light microscopic observa-
tions were performed using a Zeiss Axioplan 2 imaging micro-
scope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped with a Leica
DC500 digital camera (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
or an Olympus Microscope BX51 (Olympus Corporation, Tokyo,
Japan) equipped with camera Olympus DP70.

In addition to live cells, the general morphology of L. cypriacan.
2., n. sp. (Cyprus) was examined in protargol-stained preparations.
Moist films spread on cover slips were prepared from pelleted cul-
tures obtained by centrifugation at 500 g for 8 min. The films were
fixed in Bouin—Hollande’s fluid for 10h, washed with 70% ethanol,
and stained with 1% (w/v) protargol (Bayer, [. G. Farbenindustrie,
Frankfurt am Main, Germany) following Nie's (1950) protocol.
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For scanning electron microscopy (SEM), cells of P. keilini
NYO0170 (Japan) were mixed with an equal volume of fixative
containing 5% (v/v) glutaraldehyde and 0.2 M sucrose in 0.2M
sodium cacodylate buffer (SCB) (pH 7.2) and mounted on glass
plates coated with poly-L-lysine at room temperature for 30 min.
The glass plates were rinsed with 0.2M SCB and fixed in 1%
(w/v) osmium tetroxide (0sQy) for 30 min. The fixed cells were
then rinsed with 0.2M SCB and dehydrated with a graded ethanol
series from 30% to absolute ethanol. Samples were critical point
dried with CO; using a Tousimis Samdri Critical Point Dryer
(Tousimis Research Corporation, Rockville, MD). Samples were
then coated with gold using a Cressington 208HR high-resolution
Sputter Coater (Cressington Scientific Instruments Ltd., Watford,
UK), and observed with a Hitachi S-4700 field emission SEM
(Hitachi Ltd., Tokyo, Japan).

For transmission electron microscopy, cell suspensions of
P. keilini NYO170 (Japan) were mixed with an equal volume of
fixative containing 5% (v/v) glutaraldehyde and 0.2M sucrose in
0.2M SCB (pH 7.2) at room temperature for 45 min. Cells were
aggregated into a pellet by centrifugation at 1,000 ¢ for 5 min and
then rinsed with 0.2M SCB (pH 7.2). The specimens were then
fixed in 1% (w/v) Os0,4in 0.2M SCB (pH 7.2) at room temperature
for 1h followed by dehydration through an ethanol series, and sub-
stitution with acetone. The specimens were embedded in resin
(Epon 812). Ultrathin sections were cut on a Leica EM UC6 ultra-
microtome (Leica Microsystems) and double-stained with 2% (w/v)
uranyl acetate and lead citrate (Reynolds 1963). Ultrathin sections
were observed using a Hitachi H7600 TEM (Hitachi Ltd.).

DNA extraction, polymerase chain reaction (PCR) amplifi-
cation, alignment, and phylogenetic analysis. Nearly the entire
SSU rRNA genes of three different strains were sequenced at
three different institutions: (1) the University of British Columbia,
Canada for the 5'-end of the SSU rRNA gene of P. keilini NY0170
(Japan), (2) the University of Tsukuba for the rest of the SSU
rRNA gene of P. keilini NY0170 (Japan), (3) Charles University,
Czech Republic for nearly the entire SSU rRNA gene of both
P. keilini LIVADIAN (Cyprus) and L. cypriaca (Cyprus). The
5'-end of the SSU rRNA gene was amplified from genomic DNA
extracted from the cells of P. keilini NY0170 (Japan) using the
MasterPure Complete DNA and RNA purification Kit (Epicen-
tre™ Biotechnologies, Madison, WI). The PCR was performed
using a total volume of 25 pl and the PuRe Taq Ready-To-Go PCR
beads kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Approximately
1,100 bp of the SSU rRNA gene were amplified from the genomic
DNA using eukaryotic universal primers (PFl: 5'-GCGCTACC
TGGTTGATCCTGCCAGT-3" and nometl134R: 5'- TTTAAG
TTTCAGCCTTGCG-3"). The PCR protocol had an initial dena-
turation stage at 95 °C for 2min; 35 cycles involving 94 °C for
455, 55°C for 455, and 72°C for 1.5min; and final extension at
72 °C for 5 min. The amplified DNA fragments were purified from
agarose gels using UltraClean 15 DNA Purification Kit (MO Bio
Laboratories Inc., Carlsbad, CA). (2) Nearly the entire SSU rRNA
gene was amplified from genomic DNA using eukaryotic univer-
sal primers (18sF: 5-AACCTGGTTGATCCTGCCAG-3' and
18sR: 5'-CYGCAGGTTCACCTACGGAA-3"). The PCR proto-
col had an initial denaturation stage at 95 °C for 1 min; 35 cycles
involving 94 °C for 30 s, 55 °C for 30s, and 72 °C for 2.5 min; and
final extension at 72 “C for 7 min. The amplified DNA fragments
were purified from agarose gels using QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Both the sequences were deter-
mined independently within 2 yr and were ensured to derive from
the same strain of P. keilini NY0170 (Japan). Two clones were
sequenced in total and no polymorphisms were detected.

Genomic DNA of P. keilini LIVADIAN (Cyprus) and L. cyvpriaca
(Cyprus) was extracted using the DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen). Nearly the entire SSU rRNA gene was amplified using
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trichomonad-specific primers 16Sl: 5'-TACTTGGTTGATCCTGCC-
3" (Tachezy et al. 2002) and 16SRR: 5'-TCACCTACCGTTACCT
TG-3' (Cepicka et al. 2005). The PCR was performed in a volume of
50l wsing Tag DNA polymerase (Fermentas) in an appropriate
buffer. The PCR protocol had an initial denaturation stage at 94°C
for 4 min; 30 cycles involving 94 °C for [ min, 58 °C for 1 min, and
72°C for 2.5 min; and final extension at 72 °C for 10 min. The am-
plified DNA fragments were purified using QIAquick PCR Purifica-
tion Kit (Qiagen) and were directly sequenced. Both the isolates were
sequenced 3 times independently within a year to ensure that the cul-
tures were stable and did not contain more parabasalid species. No
intrastrain sequence polymorphism was detected. The three SSU
tDNA sequences obtained in this study have been deposited in Gen-
Bank under accession numbers HMS581663 (P. keilini, Japan,
NY0170), HM748760 (P. keilini, Cyprus, LIVADIAN), HM748759
(L. evpriaca n. g., n. sp., Cyprus).

The newly obtained sequences were aligned with those from
taxa representing the major lineages of parabasalids, forming a
56-taxon alignment with 1,094 unambiguously aligned positions.
PhyML was used for maximum-likelihood (ML) analyses with the
GTR models incorporated invariable sites and a discrete gamma
distribution (GTR+I"+I). The model was selected by Modeltest
3.7 (Posada and Crandall 1998) in conjunction with PAUP*.
Maximum-likelihood bootstrap analysis (1,000 replicates) was
conducted with the same settings.

The alignment was also analyzed with the Bayesian method using
MrBayes program 3.0 (Huelsenbeck and Ronquist 2001) under
GTR+TI'+1 models. The program was set to operate with a gamma
distribution and four Monte—Carlo—Markov chains starting from a
random tree. A total of 2,000,000 generations was calculated with
trees sampled every 50 generations and with a prior burn-in of
100,000 generations with 2,000 sampled trees discarded. A majority
rule consensus tree was constructed from 38,000 post-bumn in trees.
Posterior probabilities corresponded to the frequency at which a
given node was found in the post-burn in trees.

RESULTS

Morphology of Pseudotrichomenas keilini NY0170 (Japan),
Pseudotrichomonas keilini LIVADIAN (Cyprus), and Lacusteria
cypriaca n. g., n sp. (Cyprus). The three strains of free-living
trichomonads were similar under the light microscope, except for
differences in details of the undulating membrane (Fig. 1-6). Two of
the strains, namely P. keilini NY0170 (Japan) and P. keilini LIVAD-
TAN (Cyprus), corresponded to the diagnostic features of P. keilini
described by Bishop (1935, 1939) and Brugerolle (1991b), which
included three anterior flagella, an undulating membrane, and the
absence of a costa. Because the recognition of P. keilini in natural
samples has been confounded following the deposition of the mis-
identified ATCC 50321, the morphological features of our three
strains will be described briefly here. Although our two strains of
P. keilini were morphologically identical, they were isolated from
very different geographical locations and aquatic habitats: P. keilini
NYO0170 (Japan) was collected from mangrove sediments in Japan
and maintained in seawater medium, and P. keilini LIVADIAN
(Cyprus) was isolated from a pond of uncertain salinity in Cyprus
and maintained in freshwater medium. The living cells of P. keilini
NYO0170 (Japan), excluding the extended axostyle, were 10.7um
(8.5-13.7 pm) long and 7.8 pum (5.3-9.9 pm) wide (n = 20) (Fig. 1,
2). The Trichomonas-type axostyle extended from the posterior end
of the cell and the protruding part was 7.1 um (4.1-11.9 pm) long.
Living cells of P. keilini LIVADIAN (Cyprus), excluding the
extended axostyle, were 94 pum (8.2-10.5pum) long and 7.1 pm
(6.1-8.3um) wide (n =20) (Fig. 3, 4). The Trichomonas-type axo-
style extended from the posterior end of the cell and the protruding
part was 5.8 pm (4.9-7.0 pm) long. The cells of both strains were
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Fig. 1-6. Light micrographs of Pseudotrichomonas keilini NY0170
(Japan), P. keilini LIVADIAN (Cyprus), and Lacusteria cypriaca n. g., n.
sp. (Cyprus). 1. A cell of P. keilini NY0170 (Japan) with three anterior fla-
gella and a posterior flagellum (arrow) along with an undulating membrane.
2. A cell of P. keilini LIV ADIAN (Cyprus) with three anterior flagella and a
posterior flagellum (arrow) along with an undulating membrane. 3. An im-
mature cell of P. keilini NY0170 (Japan) with two anterior flagella. 4. A
dividing cell of P. keilini NY0170 (Japan) with two nuclei and two pairs of
anterior flagella. This cell is slightly compressed and enlarged by a cover
slip. 5. A cell of L. cypriaca n. g.. n. sp. (Cyprus) showing three anterior
flagella and an axostyle. 6. A cell of L. cypriaca (Cyprus) showing three
anterior flagella and an undulating membrane.
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Fig. 7-12. Electron micrographs of Pseudotrichomonas keilini NY0170 (Japan). 7. A scanning electron micrograph showing three anterior flagella,
posterior flagellum with an undulating membrane and an axostyle (Ax). See Fig. 8 for the dotted box. 8. Detail in the dotted box of Fig. 7 showing the
lamelliform undulating membrane (UN) and the termination of the recurrent flagellum (R). 9. Transmission electron micrograph showing the UN and
hydrogenosomes (H). A costa was not observed under the UN. 10. A dividing cell with two pairs of two anterior flagella and a posterior flagellum. 11. An
immature cell with a short anterior flagellum (arrow) adjacent to two mature anterior flagella. 12. An immature cell with a short anterior flagellum (arrow)

adjacent to two mature anterior flagella.

highly plastic in shape and had three unequal anterior flagella and a
posterior recurrent flagellum with a well-developed lamellar-type
undulating membrane displaying several waves (Fig. 1-4). The
undulating membrane usually reached the posterior end of the cell
body. The distal end of the posterior flagellum did not extend
beyond the undulating membrane (Fig. 7, 8). The cells contained
a large number of elongated hydrogenosomes and lacked a support-
ing costa beneath the undulating membrane (Fig. 9). Dividing cells
and/or immature cells had only two anterior flagella, rather than the
normal three (Fig. 3, 4, 10-12). We did not observe a comb-like
structure, an infrakinetosomal body, or cyst formation. The strains
grew at 16-24°C and died at 37°C.

The culture of L. cypriaca n. g., n. sp. (Cyprus) consisted of
cells that were superficially similar to the morphology of the two
P. keilini strains (Fig. 5, 6). The living cells of L. cypriaca,
excluding the extended axostyle, were 8.0 um (5.0-10.7 pm) long
and 5.5pm (3.6-7.6 pm) wide (n=20). The Trichomonas-type
axostyle extended from the posterior end of the cell and the pro-
truding part was 4.9pum (3.1-6.7 um) long. In contrast to
P. keilini, which possessed a conventional undulating membrane,
the undulating membrane of L. cypriaca was weakly developed

and usually displayed only a single big wave (Fig. 5, 6). More-
over, the undulating membrane was highly variable in length;
sometimes it reached only to one half of the cell whereas in other
cases it reached to the posterior end. The distal end of the recur-
rent flagellum was usually free. However, in some cells the free
portion was rather short or could not be detected at all. Protargol-
stained preparations allowed us to examine the internal structures
of the cells as well. A parabasal body formed a small dark disc
close to the nucleus, and a pelta was normally developed. A costa
was not observed (Fig. 13-16).

Molecular phylogenetic positions of Pseudotrichomonas
keilini NY 0170 (Japan), Pseudotric homonas keilini LIVADIAN
(Cyprus), and Lacusteria cypriaca n. g., n. sp. (Cyprus). We
determined the nearly complete sequence of the SSU rRNA gene
from all three strains and used these to evaluate their phylogenetic
positions within the Parabasalia using a 53-taxon alignment. The
ML and Bayesian analyses of this alignment resulted in a poorly
resolved backbone that gave rise to the following strongly sup-
ported clades: the Trichonymphida, Hypotrichomonadida, Crista-
monadida, and Spirotrichonymphida. The Honigbergiellida and
the Tritrichomonadida formed paraphyletic assemblages. The
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Fig. 13-16. Protargol-stained specimens of Lacusteria cypriaca n. g.,
n. sp. (Cyprus) showing an axostyle (Ax), a pelta (P), a parabasal body
(Pb), and a recurrent flagellum (R).

SSU rDNA sequences from the three different strains did not form
an independent clade and did not branch with the free-living 7.
undula or the free-living lineages within the Honigbergiellida.
Instead, they formed two independent lineages closely related to
the Trichomonadida clade (Fig. 17). The two strains of P. keilini
formed a robust clade within the Trichomonadida, at the base of
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the so-called **Pentatrichomonas-group™ (i.e. Pentatrichomonas,
Pseudotrypanosoma, and Trichomitopsis) (Cepicka et al. 2010).
Lacusteria cypriaca n. g., n. sp. was more basal and branched as
the sister lineage to the entire trichomonadid clade with high sta-
tistical support (Fig. 17).

DISCUSSION

Interpretation of morphology and phylogenetic position of
Pseudotrichomonas and Lacusteria n. g. Following the discovery
of P. keilini as the first known free-living parabasalid (Bishop 1935,
1939), this species was subsequently reported from several different
geographical locations, mainly in freshwater environments (Bemard
et al. 2000; Brugerolle 199 1b; Lavier 1936a, 1936b). The morphol-
ogy of our two independent strains of P. keilini (NY0170, Japan, and
LIVADIAN, Cyprus) was identical to the morphology of P. keilini
isolated from freshwater ponds by Bishop (1935, 1939) and Bruge-
rolle (1991b). Although Bishop (1935) reported a constant number
of anterior flagella, we observed immature cells with fewer anterior
flagella in both our strains of P. keilini. Because P. keilini NY0170
(Japan) was derived from a single diligently washed cell, the pos-
sibility that the culture was contaminated by another trichomonad
species is highly unlikely. We interpret the presence of cells with a
different number of anterior flagella as reflecting different stages in
the cell cycle.

Before this molecular phylogenetic study, P. keilini was tenta-
tively classified within the Honigbergiellida based on (1) the ab-
sence of an infrakinetosomal body, comb-like structure, and costa,
and (2) the presence of a lamelliform undulating membrane and
three anterior flagella (Cepicka et al. 2010). This preliminary
placement of Pseudotrichomonas was also supported by the fact
that the Honigbergiellida contained the only free-living tricho-
monads. However, our phylogenetic analyses of the SSU rDNA
data clearly demonstrated that these strains robustly clustered
within the Trichomonadida instead of the Honigbergiellida.

The SSU rDNA sequences from P. keilini NY0170 (Japan) and
P. keilini LIVADIAN (Cyprus) were similar and differed by only 21
of 1,499 bp. The SSU rDNA sequences from L. cypriaca n. g., n. sp.
differed from the sequences from P. keilini NY0170 (Japan) and
P. keilini LIVADIAN (Cyprus) by 112 of 1,515bp and 111 of
1.513bp. respectively. These differences in the SSU rDNA
sequences were reflected in the phylogenetic trees, which showed
that L. cypriaca and P. keilini do not form a clade. Although the two
species were similar when observed under the light microscope, the
molecular phylogenetic results were consistent with subtle morpho-
logical differences in the details of the undulating membrane.
Lacusteria cypriaca n. g., n. sp. robustly formed a sister lineage
to the Trichomonadida; the clade consisting of P. keilini NY0170
(Japan) and P. keilini LIVADIAN (Cyprus) was specifically related
to the Pentatrichomonas-group within the Trichomonadida, albeit
without strong statistical support. Nonetheless, neither species was
closely related to the free-living 7. undula.

The Trichomonadida includes seven or eight genera, depending
on the status of Trichomonoides trypanoides, which possess a
B-type costa and four or five anterior flagella. Because both Pseu-
dotrichomonas and Lacusteria n. g. possess three anterior flagella
and lack a costa, the close relationship between these lineages and
the Trichomonadida was unexpected on the basis of morpholog-
ical features alone; therefore, the molecular phylogenetic data
were necessary to recover this relationship.

There are two types of costae in the Parabasalia: the A type
found in the Tritrichomonadidae, Trichomitus, and some crista-
monadids, and the B type found only in the Trichomonadida.
However, several parabasalids lack a costa altogether, such
as Monocercomonas, Simplicimonas, the Dientamoebidae, the

77



YUBUKI ET AL—CRYPTIC DIVERSITY OF FREE-LIVING PARABASALIDS

7 Hoplonympha sp. (AB183879)
m Pseudotrichonympha sp. (AB262493)

Teranympha mirabilis (AB183876)

s1i— Trichonympha agilis (AB003920)
100] b Trichonympha sp. (AB032227)

|_[ Trichonympha magna (AF052708)

96l Parabasalian symbiont of Incisitermes immigrans (AB032218)
100p Parabasalian symbiont of Glyptotermes fuscus (AB032219)

L Parabasalian symbiont of Cryptotermes domesticus (AB032215)
Honigbergiella ruminantium (AY319280)

Honigbergiella sp. (deposited as Pseudotrichomonas keilini) (U17511)
8ch;rrj'g,!lt:l‘=_=rgfe:‘1.':z sp. (DQ412644)
ngMonol‘richomonas carabina (AF072906)

559

Trichonymphida
(outgroup)

Honigbergiellida

99

JAVA1 (GQ254641)
Ditrichomonas honigbergii (U17505)
Lacusteria cypriaca (Cyprus) (HM748759)
Parabasalian symbiont of Heticulitermes speratus (AB032206)
100y Pseudotrichomonas keilini LIVADIAN (Cyprus) (HM748760)
Pseudotrichomonas keilini NY0170 (Japan) (HM581663)
100 Trichomitopsis termopsidis (AF479642)
Pseudotrypanosoma giganteum (AF052706)
100} Pseudotrypanosoma giganteum (AF052703)
83l Pseudotrypanosoma giganteum (AF052707)
Pentatrichomonas hominis (DQ412643)
Pentatrichomonas hominis (AY758392)
Pentatrichomonas hominis (AF124609)
Telratrichomonas undula (GQ254639)
Trichomonas vaginalis (AY338474)
Trichomonas tenax (U37711)
Pentatrichomonoides scroa (X87131)
Tetratrichomonas sp. BOMB3 (AY886855)
Yetratrichomonas sp. COL (AYB86858)
Tetratrichomonas prowazeki (AY245118)
tratrichomonas gallinarum (AJ920324)
arabasalian symbiont of Kalotermes flavicollis (AF2158586)
Tetratrichomonas sp. ZUBR (AY886871)
Parabasalian symbiont of Hodotermopsis sjoestediti
Trichomonoides trypanoides (X79559)
Trichomitus batrachorum (AF124610)
Hypotrichomonas acosta (AF076959)
Parabasalian symbiont from Porotermes (EUB47887)
Calonympha sp. (AM747388)
Coronympha octonaria (U17504)
Devescovina sp. (AM747389)
Metadevescovina polyspira (U17506)
Holomastigotoides mirabile (AB032212)
oo Spirotrichonympha leidyi (AB032213)
Parabasalian symbiont of Reticulitermes speratus (AB032204)
Parabasalian symbiont of Reticulitermes speratus (AB032205)

100 Dientamoeba fragilis (AY730405)
Histomonas meleagridis (EUB47887)
7 Tritrichomonas foetus (U17509)
91— Tritrichomonas muris (AY886846)

Monocercomonas colubrorum HYDR1(DQ174298)
100l Monocercomonas colubrorum LA10 (DQ174300)
63 Monocercomonas colubrorum R186 (DQ174302)

Pentatrichomonas
group

96

ks

Trichomonadida

87

Trichomonas
group

Hypotrichomonadida

T

Cristamonadida

@
[E

Spirotrichonymphida

83

Tritrichomonadida

0.1

Fig. 17. Maximum-likelihood (ML) tree inferred from 56 small subunit (SSU) rRNA sequences and the GTR+G+1 model. Maximum-likelihood
bootstrap values over 50 are shown at the nodes and Bayesian posterior probabilities > (.95 are represented by thick lines. The sequences recovered
from free-living parabasalians are in bold. GenBank accession numbers follow each taxon name. The scale bar represents inferred evolutionary distance
in changes/site.

Honigbergiellida, the Spirotrichonymphida, the Trichonymphida,
and most cristamonds (Cepicka et al. 2010; Hampl et al. 2004).
The mosaic distribution of costate/acostate parabasalids in
molecular phylogenetic trees can be explained by either multiple
independent origins of a costa, multiple independent losses of a
costa, or a combination of independent losses and gains (see
Cepicka et al. 2010). The hypothesis that the costa has been lost
several times independently has been favored in almost every

previous study. In this context, the absence of a costa in both
Pseudotrichomonas and Lacusteria might also represent second-
ary losses, even though both the Trichomonas-group and the
Pentatrichomonas-group possess a B-type costa. Moreover,
the character evolution of fewer flagella in Pseudotrichomonas
and Lacusteria (i.e. whether three anterior flagella represents
a shared ancestral state or independent losses from an ancestral
state consisting of four to five anterior flagella) remains a
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matter of speculation within the current molecular phylogenetic
context.

Nonetheless, we have established L. cypriaca as a new genus and
species because the morphological and molecular phylogenetic data
presented here demonstrate that these free-living trichomonadids
constitute a separate and distinct lineage within the Parabasalia.

TAXONOMIC SUMMARY

Phylum Parabasalia

Class Trichomonadea

Order Trichomonadida

Family Trichomonadidae
Pseudotrichomonas Bishop, 1939

We transfer the genus Pseudotrichomonas into the order
Trichomonadida and the family Trichomonadidae based on the
phylogenetic relationships.

Lacusteria n. g.

Description. Three unequal anterior flagella. Recurrent flagel-
lum forms a weakly developed undulating membrane of variable
length with a single wave. The distal end of the posterior flagellum
free at least in some cells. Costa absent. Parabasal body ellipsoi-
dal. Axostyle of Trichomonas-type. Phylogenetically distinct
from other undulating-membrane-bearing parabasalid genera.

Type species. Lacusteria cypriaca sp. n.

Other species. None.

Etyvmology. A Latin adjective lacuster has meaning of ““inhab-
iting lakes™ in English and -i@ is a Latin diminutive. This generic
name refers the habitat of the organism. The name Lacusteria is
considered to be of feminine gender.

Lacusteria eypriaca n. sp.

Description. Characteristics of the genus. Body size, without the
axostyle protrusion, 8.0 = 1.3 (5.0-10.7) pm long and 5.5 =0.9
(5.0-7.6) pm wide. Protruding part of axostyle measuring 4.9 = 0.8
(4.9-6.7) pm.

Type material. One hapantotype slide (6/69) and three para-
type slides (6/43, 6/44, 6/45) with protargol-stained preparations
of L. cypriaca are deposited in the collection of the Department of
Parasitology, Charles University in Prague, Czech Republic.

Type culture. Strain LA deposited in culture collection of the
Department of Parasitology of Charles University in Prague, Prague,
Czech Republic.

Type habitat. Pond near Voroklini village, Cyprus (34°58'N,
33°39'E).

Habitat. Low oxygen sediments.

Etymology. The specific name cypriaca refers to the geograph-
ical location where the type strain was collected. The species epithet
agrees with the feminine gender of the generic name Lacusteria.

Gene sequence. Nearly complete sequence of SSU rRNA gene
of the type isolate LA is deposited in GenBank under accession
number HM748759.

The diversity of free-living parabasalids. One arrangement
of four or five basal bodies, so-called *‘privileged basal bodies™
consisting of parallel basal bodies of anterior flagella plus one
orthogonal basal body of the recurrent flagellum, is inferred to be
a synapomorphy for the Parabasalia. This basic cytoskeletal sys-
tem is best reflected in free-living trichomonads, like the three
strains described here, and symbiotic lineages of trichomonadids,
tritrichomonadids, and hypotrichomonadids. In some symbiotic
lineages, like the Trichonymphea and a few others, parts of this
basic system can be repeated many times within a single, highly
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complex cell. Molecular phylogenetic analyses based on several
different molecular markers have shown that the Trichonymphea
form the sister group to the rest of the parabasalids (Gerbod et al.
2004; Keeling, Poulsen, and McFadden 1998; Ohkuma et al.
2007). Our hypothesis is that parabasalids containing one system
of privileged basal bodies represent the morphology and lifestyle
of the most recent parabasalid ancestor.

Molecular phylogenetic data suggest that the nearest sister lin-
eage to the Parabasalia is the Fornicata, which includes diplomonads
(e.g. Giardia, Spironucleus, Octomitus, and Enteromonas) and re-
tortamonads (Retortamonas and Chilomastix) (Hampl et al. 2009).
In addition, a large number of free-living fornicates from anaerobic
environments have been recognized with culture-dependent surveys
and environmental PCR surveys (e.g. Carpediemonas, Dysnectes,
Hicanonectes, and Kipferlia), and these lineages branch near the
origin of the more inclusive group (Kolisko et al. 201(; Park et al.
2009; Simpson et al. 2002; Yubuki et al. 2007). This phylogenetic
distribution of free-living lineages strongly suggests that the most
recent ancestor of the Fornicata was free-living. Although parabasa-
lids also evolved from free-living ancestors at some point in their
evolutionary history, it is currently unclear what this common an-
cestor was like. Our study sheds some light on this question by
demonstrating a phylogenetic pattern of free-living LacusterialPseu-
dotrichomonas-like lineages that form a paraphyletic stem group
from which parasitic lineages of trichomonadids (e.g. Trichomonas,
Tetratrichomonas, Pentatrichomonas, Cochlosoma, Pseudotrypano-
soma, and Trichomitopsis) might have evolved. Nonetheless, current
molecular phylogenetic evidence does not allow us to confidently
infer whether different free-living parabasalids reflect ancestral
modes of life (i.e. morphostasis), reflect lineages derived from endo-
biotic ancestors, or reflect some combination of both possibilities.

Nonetheless, before this study, only two lineages of free-living
parabasalids, namely the Honigbergiellida and T. undula, were
known. The three free-living strains we describe here branch sep-
arately from the previously known free-living lineages, which in-
dicates that free-living parabasalids are more diverse and
phylogenetically interspersed than recognized previously. There
are now at least four independent free-living lineages that are
distributed throughout the Parabasalia: Honigbergiellidae (Honig-
bergiella, Monotrichomonas, and Ditrichomonas), T. undula,
P. keilini, and L. cypriaca n. g., n. sp. These lineages likely rep-
resent only a very small fraction of the total number of free-living
parabasalids on earth. Accordingly, continued exploration of the
overall diversity of free-living parabasalids is expected to signifi-
cantly improve our understanding of the origins and early evolu-
tion of their important parasitic relatives and the group as a whole.
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