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1. UVOD

Mikrosporidie  pfedstavuji  skupinu  jedinecnych, vyjimeéné uspéSnych,
jednobunécnych, obligatné parazitickych eukaryot, u kterych se diky jejich ,,prosté i
davtipné* Zivotni strategii kombinovaného §ifeni (injikace do cytoplazmy hostitelské
buniky a transport v environmentalnim prostiedi) vyskytuji soucasn¢ 2 zakladni a
vétSinou protichtidné anagenetické tendence. Prvni, redukéni je adaptaci k
intracelularnimu  (a relativné malo specifickému - napfi¢ spektrem hostiteli)
prostfedi uvnitt hostitelské bunky. Druhou (vétSinou opacnou) anagenetickou
tendenci, doprovazenou vzristem komplexity jsou adaptace k prostiedi vnéjSimu a
Sifeni v ném (v biotickém mimo hostitelskou buiiku i abiotickém). Vysledkem prvni
jsou bunétné (organelové), genové 1 genomové  redukce, které posouvaji
mikrosporidie na urovenn symbiotickych ,,semientit pfitomnych témét ve vSech
zivociSnych kmenech a piesahujicich i do nékterych zastupci okolnich superfisi,
svazanych s zivoCichy ekologicky. Vysledkem druhé je obrovska diverzita v
morfologii spor a slozité vyvojové (Zivotni) cykly, s mezihostiteli i uvniti 1 hostitele,
v ramci vertikalnich a horizontalnich pienost.

Tento ,,rozb&ézny* stav se promita i do soucasné diskrepance mezi fylogenezi
mikrosporidii (vztahy uvniti skupiny) a taxonomii s klasifikaci.

Fylogenezi tak rekonstruujeme z informaci o zménéch ,konzervativnich® gent
ruzného stupné redukce, zatimco taxonomie a klasifikace byly dosud vytvaieny
podle strukturalné-vyvojovych znakl rizného stupné rozvoje (v€. zpétného). Vérna
rekonstrukce fylogeneze, kde mdme stdle nedostatek dat, objektivni véazeni
strukturalnich znaki a sjednoceni obou pfinasi zjevné problémy.

Tato prace shrnuje poznatky o mikrosporidiich dvou velmi piibuznych
hostitelskych skupin (Trichopter a Lepidopter), které maji odliSna rodova spektra,
odpovidajici akvatickému a terestrickému prostfedi vyskytu hostitelii. Pfesto méli
tito hostitelé relativné nedavno spole¢ného predka, dolozitelného paleontologicky i
fylogeneticky. Kladogeneze mnoha parazith kopiruje kladogenezi hostiteli, proto
sledovani takovych vztahii u téchto ptivodnéjSich, moznd méné atraktivnich skupin
hostitell (ve srovnani s lidskymi ¢i obratlov€éimi) pifinasi cenné informace o
fylogenezi i vlastni biologické podstate téchto paraziti.

Prace popisuje né€kolik novych druhti mikrosporidii, jeden rod je vytvoien
reklasifikaci, jeden zcela novy navrzen, jsou reevaluovany strukturdlni znaky
pouzitelné pro soucasnou taxonomii a klasifikaci a charakterizovany fylogenetické
vztahy uvedenych skupin mikrosporidii. Na jejich zadklad¢ a poznatcich biologie
mikrosporidii z Trichopter je pifedloZzen 1 novy jednotici model fylogeneze
mikrosporidii, v némz hraji centralni roli hostitelsti korysi, ze kterych predci vétSiny
znamych mikrosporidii pravdépodobné radiovali do ostatnich hostitelskych skupin.



2. MIKROSPORIDIE - LITERARNI RESUME

2.1 Charakteristika a postaveni v ramci eukaryot

Mikrosporidie jsou relativné velkou a od ostatnich vyrazné odlisnou skupinou
mikroskopickych jednobunéénych eukaryot, obligatné intracelularnich paraziti
témeét vSech ZivociSnych kmenil (Animalia/Metazoa, Opisthokonta). Napadaji i
parazitickd myxosporidia (Myxosporea/Myxozoa) a ptesahuji do okolni eukaryotické
superfiSe Chromalveolata: parazituji nékteré nalevniky (Cilliophora) a gregariny
(Apicomplexa). Do soucasnosti je popsano nejméné 1300 druhii mikrosporidii
(Larsson, 1999) ve vice nez 150 rodech (Wittner a Weiss, 1999; Keeling a Fast,
predevsim v korysich (Crustacea) a v hmyzu (Insecta, Hexapoda), z obratlovct
vrybach (Canning a Lom, 1986); u clovéka parazituje nejméné¢ 13 druht
mikrosporidii (Wittner a Weiss, 1999; Keeling a Fast, 2002). Znalosti parazitace
jednotlivych skupin hostiteld jsou velmi nerovnomérné, ale v nékterych rozsahlych
hostitelskych skupinach chybi (ostnokozci — Echinodermata) ¢i maji velmi fidké
zastoupeni (mé&kkysi - Mollusca, ptaci - Aves) (Sprague, 1977; Wittner a Weiss,
1999).

Historicky byla tato mikrobidlni eukaryota fazena diky zdéanlivé homologii
strukturalnich znakt do nejriznéjsich taxonomickych skupin protozoi: nejdelsi dobu
mezi Sporozoa (Leuckart, 1879) - Cnidosporidia (Doflein, 1901) (piehled podava
napt. Weiss a Vossbrinck, 1999), pozdéji byly mikrosporidie na zakladé
vyjimeénych bunéénych a molekuldrnich znak, zcela neobvyklych pro eukaryotické
organizmy (viz.dale), fazeny dokonce mezi starobyla eukaryota, amitochondrialni
protista souhrnné nazyvana Archezoa (Cavalier-Smith, 1983). Od roku 1994 bylo ale
postupné charakterizovdno mnozstvi gend, které jejich postaveni vyrazné¢ ménilo a
posouvalo do oblasti vyssich eukaryot resp. hub (Endlich a kol., 1996; Keeling a
Doolittle, 1996; Kamiashi a kol., 1996; Hinkle a kol., 1997; Germot a kol., 1997;
Hirt a kol., 1997; Peyretaillade a kol., 1998). Pozdé&jsi prace piinesly nezvratné
dikazy, ze mikrosporidie jsou bud’ odvozeny z hub (Fast, Logsdon, and Doolittle
1999; Hirt et al. 1999; Keeling, Luker, and Palmer 2000; Van de Peer, Ben Ali, and
Meyer 2000; Gill and Fast 2006) nebo jsou jeji sesterskou skupinou (Tanabe,
Watanabe, and Sugiyama 2005; James et al. 2006; Liu, Hodson, and Hall 2006).
V soucasné dobé pifevazuje ndzor, ze se mikrosporidie vyvinuly z pivodnéjSich
zastupcit polyfyletické (a bazalni houbové) skupiny Chytridiomycota nebo ze
spole¢nych predki s nimi.

Klicové postaveni v celé biologii mikrosporidii mé spora s vystielovacim aparatem
(Vavra a Larsson, 1999), ktery je v podobé zndmé u mikrosporidii unikatni adaptaci
zodpovédnou za evolucni GspéSnost téchto vSudypiitomnych parazitl. Vyznamna je i
existence dvou riznych zivotnich forem, které podléhaji zcela odlisSnym evolu¢nim
tlakiim.Vegetativni, aktivné nepohybliva stadia merogonie a sporogonie jsou striktné
vazana na intraceluldrni prostiedi hostitelské buiiky, zatimco spory jsou jedind volna
stddia mimo ni a vétSinou i hostitele (environmentalni prostiedi). Pravé intracelularni
prostiedi pfipravilo selektivni tlaky pro redukce na mnoha urovnich ,biologické
organizace® mikrosporidii: od bunéénych struktur pres genové a metabolické az po
genomické (Keeling a Fast, 2002, Gill a Fast, 2006). Mikrosporidie maji fadu
strukturdlné¢ atypickych organel: klasické mitochondrie jsou redukovany na

.



mitosomy, zadni vakuola je pravdépodobné¢ homologem peroxisomi (Findley a kol.
2005), maji primitivni Golgiho komplex a dalsi organely zcela chybi: rezervni
inkluze, centrioly, bi¢iky. Ribozomy jsou podobné prokaryotickym: 70S (Ishihara,
Hayashi, 1968; Curgy a kol., 1980), maji fuzovanou 5,8S a 28S rRNA resp. absenci
ITS 2 (Vosbrinck a Woese, 1986). Genom znamych mikrosporidii se pohybuje
v rozsahu 19,5 Mbp (Glugea antherinae) a 2,3 Mbp (Encephalitozoon intestinalis),
druhy jmenovany je v soucasnosti s vyjimkou nukleomorfu nékterych
endosymbiotickych ¢ervenych a zelenych tas kryptomonad (Douglas a kol., 2001) a
chlorarachniofyt (Gilson a McFadden, 2002) nejmensi zndmy jaderny eukaryoticky
genom. Pocet chromozomil znamych mikrosporidii je dokumentovéan v rozsahu 7-16
(Weiss a Vossbrinck, 1999). Milnikem ve studiu mikrosporidii bylo kompletni
osekvenovani genomu druhu Encephalitozoon cuniculi (2,9 Mbp, 11 linearnich
chromozomu, 1997 potencialné¢ protein kdédujicich gent) (Katinka a kol., 2001),
které¢ odhalilo extrémni stupen redukce na Urovni genomu, genl 1 celych
metabolickych drah: malo gent a jejich vysoka denzita, malo repetitivnich sekvenci
a transponibilnich elementli, nizkd hustota 1 kratka délka intrond, ztrata genti pro
nekteré biosyntetické drahy.Vycet specifik konkrétnich genii a jejich produkti
shrnuji Gill a Fast, 2006 a Brosson a kol., 2006. Soucasné probih4 postgenomické
studium proteind E.cuniculi a nékterych dalSich modelovych mikrosporidii a
(jaderny) genomovy projekt dalSiho druhu Antonospora locustae.

2.2 Taxonomie a klasifikace

Taxonomie a klasifikace mikrosporidii maji velmi dlouhou historii a byly a jsou az
do soucasné¢ doby odvozovany ze strukturalnich a vyvojovych znakl (znakt
vyvojového cyklu), dostupnych metodikdm své doby. Revizi a shrnuti prvotnich
klasifikaci podal Kudo (1924).
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charakteristiku sporoforniho méchyiku (SPOV) (,,pansporoblast membrane* (Gurley,
1893) a ,,capsule envelopante* (Labbé, 1899)) k rozliSeni mikrosporidii na urovni
podiada (tfida MICROSPORIDEA, tad MICROSPORIDA, podiady 1.
APANSPOROBLASTINA 2. PANSPOROBLASTINA).

Weiser (1977) v nasledujici klasifikaci zachytil korelaci mezi pfitomnosti
sporoforntho méchyiku a jadernym stavem ve sporogonii. Stanovil tfidy
METCHNIKOVELLIDEA a MICROSPORIDIDEA, kter¢ odlisil na zaklad¢ rozdilt
v morfologii spor a SPOV. Druhou tfidu ,klasickych mikrosporidii*
(MICROSPORIDIDEA) rozdé¢lil podle charakteristiky jaderného stavu sporogonie a
spor na fady 1. PLEISTOPHORIDIDA a 2. NOSEMATIDIDA.

Sprague (1977) prezentoval soubézné analogickou klasifikaci se 2 tfidami:
RUDIMICROSPOREA (s tddem METCHNIKOVELLIDAE) a MICROSPOREA (s
fady 1. CHYTRIDOPSIDA a 2. MICROSPORIDA). Druhy tad mél podiady
APANSPOROBLASTINA a PANSPOROBLASTINA. Rok dfive se sice objevily ve

MONOKARYONINA, které se mély dostat do uvedené klasifikace na misto fadu



APANSPOROBLASTINA, ale nedostaly (idajnym nedopatfenim) (Sprague et al.,
1992).

Nasledné, riizné modifikované revize byli zalozené na kombinaci vSech vyse
uvedenych znakli spolu se zapracovanymi novymi ultrastrukturdlnimi znaky pro
niz8i taxonomické urovné (Issi (1986) — vystielovaci aparat, Larsson (1986) — Siroka
kombinace znaki, Canning (1990) — kombinace znakd, jejich oddéleni od jaderné
taze.

(Ve své dobé domnély) hlavni nedostatek vSech piedchéazejicich klasifikaci byl, ze
nerozliSovaly dostatecné¢ mezi druhy, které maji izolovana jadra cely vyvojovy
cyklus a témi, u kterych se diplokaryon objevuje v néjaké fazi zivotniho cyklu
(Canning, 1990).

To wvyustilo vzasadni zménu v posledni publikované (a platn¢) klasifikaci
(Sprague et al., 1992), ktera nadfadila chromozomové cykly v Zivotnim resp. dil¢ich
vyvojovych cyklech (u dimorfnich a vicehostitelskych mikrosporidii) nad vSechny
stavajici znaky. Dosavadni, od ostatnich vyrazné odliSnad skupina, fazena tradi¢né
oddélené¢ od ,klasickych® mikrosporii a povazovand za nejpuvodnéjsi ziistala
nezafazena v appendix, taxa incertae sedis, na urovni (v) ¢eledi Metchnikovellidae.
Premisou uvedeného klasifika¢niho systému je to, ze kazdd ze dvou casti
diplokaryonu je haploidni a ze diplokaryon funguje jako geneticky a fyziologicky
ekvivalent diploidniho stavu (Raper, Flexner, 1970). Dale Ze u vSech mikrosporidii
existuji dva zdkladni typy chromozomovych cykli. Prvni typ obsahuje b&hem
zivotniho cyklu diplokaryotickd (diploidni) stadia, tzv. dihaplofaze (tfida 1.
DIHAPLOPHASEA) a druhy, ktery je haploidni, tzv. haplofidze (tfida 2.
HAPLOPHASEA). Soucasné autoii postulovali, Ze vétSina (mozné vSechny) druhy s
dihaplofazi maji také haplofazi - v jiné ¢asti vyvojového cyklu, kterd nemusi byt
zndma a miZze existovat v jiném hostiteli. Haploidni stav mlze byt nastolen pii
meiozi (fdd 1. Meiodihaplophasida) a nebo pii oddé€leni jader diplokarya (fad 2.
Dissociodihaplophasida). Soucasny platny klasifikacni systétm pro vyssi
taxonomické jednotky tedy je:

kmen MICROSPORA Sprague, 1969
titida 1. DIHAPLOPHASEA
fad 1. Meiodihaplophasida
fad 2. Dissociodihaplophasida
ttida 2. HAPLOPHASEA

Niz§i taxonomické jednotky (nadceledi, celedi, rody) jsou definovany podle
komplexu morfologickych, ultrastrukturalnich a vyvojovych charakteristik: zda se
vytvaii jeden (homosporous) nebo 2, 3 typy spor, typ sporogonie a vysledny pocet
sporoblastii z pivodniho sporotu, pfitomnost a typ SPOV, ultrastruktura polaroplastu
a dalsich c¢asti spory i SPOV a fyziologicko-patologickych utvart hostitelské bunky
(Sprague et al., 1992).

Muzeme shrnout, Ze se vSechny klasifikacni systémy do soucasnosti potykaly
s nedostatkem velkych strukturdlné-vyvojovych znakli pouzitelnych pro vyssi
taxonomické jednotky a nadbytkem malych ¢asto minuciéznich znakt (Larsson,
1986, 1999) a s problémy objektivniho vazeni obou. V taxonomii, ktera kopiruje
aktualni stav klasifikacnich nazord, vychazejicich ze strukturalnich dat, tak zlstavala
stabilngjsi jen jména rodu. I ta se v soucasné dobé méni, ovSem uz diky molekularné
taxonomickym znakm.
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2.2.1 Mikrosporidie Trichopter

Do soucasnosti bylo popsano u Trichopter nejméné 25" druhti mikrosporidii
fazenych do 13" rodi (Amblyospora (4), Cougourdella (2) Chytridiopsis (1),
Episeptum* (6), Gurleya (2), Issia (1), Paraepiseptum* (1), Pyrotheca (1),
Pegmatheca (1), Tardivesicula (1), Thelohania (3), Vavraia (1), Zelenkaia' (1)).

%
udaj se tyka i novych druhli, 2 preklasifikovanych/1 vytvoteného a 1 nové
navrzeného rodu v této praci.

Mikrosporidie Trichopter tvofi morfologicky velice heterogenni skupinu, kterou
muzeme podle zékladniho, tradi¢niho déleni (Canning a Vavra, 2000) roztiidit do 5
hlavnich skupin podle poctu spor tvotenych ve sporogonii ve SPOV (charakteristiky
se tykaji druhii z Trichopter, nemusi byt zcela shodné s charakteristikou typovych
druhti) (viz. Sprague a kol., 1992, Canning a Vavra, 2000).

1) Chytridiopsis — polysporoblasticky rod s 8, 12 nebo 16 sporami
ve silnosténném SPOV a volnymi sporami v parazitoforni vakuole (2 typy
sporogonie)

2) Tardivesicula, Vavraia — polysporoblastické rody se 16-32 sporami resp. cca
40-100 microsporami nebo 8-cca 40 macrosporami.

3) Amblyospora, Pegmatheca, Thelohania - oktosporoblastické rody.

4) Cougourdella,  Gurleya, Episeptum, Paraepiseptum, Pyrotheca -
tetrasporoblastické rody.

5) Issia, Zelenkaia — disporoblastické rody.

Nésledujici vycet podava zdkladni charakteristiku a stav znalosti o zastupcich
jednotlivych rodd pouzitelné pro srovnavaci studii ,biologickych znak*
(strukturdlnich, vyvojovych, ekologickych) s molekuldrné taxonomickymi znaky
(v ptipadé jediného zastupce rodu je uvedené celé jméno):

Chytridiopsis  trichopterae Larsson, 1993, parazit stfevniho epitelu larev
Polycentropus flavomaculatus, je mikrosporidie zcela vyjimecnych strukturdlnich
vlastnosti, kulovité (jednojaderné) spory dvoji velikosti, neni zndm kompletni Zivotni
cyklus, nebyla zachycena merogonie, dvoji typ sporogonie (vySe), provedena
ultrastrukturélni studie potvrzujici atypickou stavbu SPOV 1 spor (pélového vldkna a
predevsim zcela netypického rudimentalniho polaroplastu -,,membraneous chambers,
resembling a honeycomb®).

Tardivesicula duplicata Larsson a Bylén, 1992, parazit tukového télesa larev
Limnephilus centralis s ty¢inkovitymi mirn¢ zakfivenymi jednojadernymi sporami,
cely Zivotni cyklus izolovand jadra, polysporoblastickd sporogonie s rozetovitym
pucenim, fragilni SPOV, ultrastrukturalni charakterizace odliSuje druh (rod) od
ptibuznych rodt Flabelliforma a Cystosporogenes.



Vavraia holocentropi Larsson, 1986, parazit larev Holocentropus dubius,
generalizované infekce vSech organli a tkdni, izolovana jadra v celém Zzivotnim
cyklu, ovélné jednojaderné spory, merontogeneticky SPOV s dvouvrstevnym
obalem. Ultrastrukturalni studie provedena u popsaného druhu.

Druhy rodu Amblyospora, vSichni parazité¢ tukového télesa nékolika CcCeledi
Trichopter, tvofi kompaktni strukturalné dobie definovanou skupinu. Vyvojovy
cyklus je ale popséan jen u nékolika druhti a nedokonale, s diplokaryotickou fazi ve
sporogonii a ovalnymi jednojadernymi sporami. Kompletni zivotni cyklus
srovnatelny s druhy z komart chybi. U A.callosa, Hazard a Oldacre, 1975 je popsan
dimorfni vyvojovy cyklus obsahujici vedle oktosporoblastické sekvence i
diplokaryotické volné spory v jedné hostitelské larvé. Ultrastrukturalné jsou popsany
3 druhy rodu Amblyospora: A.callosa, Hazard a Oldacre, 1975, A. trichostegiae
(Baudoin, 1969) a A. undulata Larsson, 1981. VSechny vykazuji podobné
ultrastrukturalni znaky.

Druhy rodu Thelohania, vSichni parazit¢ tukového télesa larev dravych celedi
Trichopter jsou nedostate¢n€, pouze svételnou mikroskopii popsané mikrosporidie,
které se podle dostupnych informaci Casteéné piekryvaji s rodem Amblyospora
popsanych z Trichopter (Larsson, 1981). Thelohania plectrocnemiae Weiser, 1946 i
Thelohania lairdii Weiser, 1965 jsou popsany resp. pozdé¢ji dokumentovany
(Canningova a Vavra, 2000) ve smiSenych infekcich s disporoblastickou Issia
trichopterae, Weiser, 1946 — to zda se nejednd o jednu dimorfni mikrosporidii neni
dosud vyteseno. Celkové jsou druhy rodu Thelohania nedostate¢né prozkoumany,
neni znam kompletni Zivotni cyklus ani ultrastrukturalni charakterizace.

Pegmatheca lamellata, Larsson, 1987 posledni z oktosporoblastické skupiny, parazit
larev rodu Limnephilus infikujici tukové téleso, svalovinu a vajecniky. Ovalné
jednojaderné  oktospory jsou vtrvalém SPOV. 2 merogonidlni cykly,
s diplokaryotickym uspotfddanim jader, druhd merogonie produkuje silnou vrstvu
exkreénitho materidlu nad cytoplazmatickou membranou. Oktosporoblasticka
sporogonie probihd pucenim rozetovitého plazmodia. Ultrastruktura spor a SPOV
vykazuje tadu specifickych znaka: lamelarni inkluze SPOV pocatecnich fazi
sporogonie, pozdéji ¢etné tubularni inkluze homologického ptivodu s exosporou.

Stav znalosti o tetrasporoblastickych mikrosporidiich rodt Cougourdella, Gurleya,
Episeptum, Paraepiseptum, Pyrotheca je dikladné popsan spolu s revizi a popisem
novych druhti v kapitole 4.2, v jedné z predkladanych publikaci této prace.

Issia trichopterae (Weiser, 1946) (diive Pérezia t. resp. Glugea t.), parazit tukového
télesa larev Plectrocnemia geniculata (zachycena i v Polycentropus flavomaculatus )
je jedind dosud popsana disporoblastickd mikrosporidie z Trichopter. Popis je zndm
jen ze svételné mikroskopie, nedostate¢né¢ a nejednoznacné dokumentovan: v
puvodnim popisu (Weiser, 1946) chybi zmiitkka o SPOV 1 jaderném stavu spor — v
obrazové dokumentaci je jen jedna kresba spory se 2 jadry, dalsi kresby sporogonie i
sporoblastii naznacuji ale jednojadernost (a zaménu 2. jadra s posterosomem).
Nasledujici prace (Weiser, 1961, Weiser, 1966) zminuji jiz SPOV (,,pansporoblast®),
a v systému (Weiser, 1977) jsou spory uvedeny jako ,,binuclear”. V Issi (1986) je u
rodu uveden jiz diplokaryoticky stav: “stadia sporogonie 1 spory imejut
diplokaryony*, tato definice rodu je pfevzata i v Canning a Vavra (2000) vcetné
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kreseb.  Piezkoumani  typového materialu  objevilo  pfitomnost jin¢ho
(oktosporoblastického) typu spor (Canning a Vavra, 2000). Podle naSeho srovnani
syntypovych preparati jsme nebyli schopni jaderny stav spor urcit, pfitomnost
oktosporové sekvence (¢i kontaminace - viz dale) se potvrdila.

Zelenkaia trichopterae gen. et sp. nov., typovy druh nové navrzeného rodu je
charakterizovan a popsan v kapitole 4.1 v jedné z ptedkladanych publikaci této
prace.

Rody Tardivesicula, Episeptum, Paraepiseptum, Issia, Zelenkaia jsou popsany
vyluéné z chrostikli (Trichoptera), rod Pegmatheca 1 dvoukiidlych (Diptera—
Simuliidae), Chytridiopsis navic z broukti (Coleoptera), stonozkovcti (Myriapoda),
pavoukovcl (Arachnida) a krouzkovcu (Annelida); Vavraia z dvouktidlych (Diptera
-Culicidae, Psychodidae), primitivnich motylt (Cel.Hepialidae) a dekapodnich
koryst (Crustacea, Decapoda), Amblyospora znckolika celedi dvouktidlych
(Diptera) a skupin korysi (Crustacea: Amphipoda, Cladocera); zastupci rodu
Thelohania z nékolika tada koryst (Crustacea), ale i mnoha skupin hmyzu (Insecta:
Coleoptera, Ephemeroptera, Hymenoptera, Odonata,), dale parazituji u chvostoskokt
(Collembola), pavoukovct (Arachnida), tasemnic (Cestoda) a nékterych obratlovci
(Vertebrata: Pisces, Reptilia, Mammalia) * rod Gurleya ma zastupce znamé rovnéz
z n¢kolika tadlt korysi (Crustacea), fadid hmyzu (Insecta: Diptera, Ephemeroptera,
Isoptera, Odonata), raritni zastupce ma i1 v roztocich (Arthropoda, Arachnida, Acari)
a ndalevnicich (Cilliata), rody Pyrotheca a Cougourdella jsou kromé& chrostikl
(Trichoptera) popsany zjediné podtiidy koryst-klanonozcii  (Crustacea,
Maxillopoda, Copepoda) *

Ekologické charakteristiky jako kompletni Zivotni cyklus, zplisob pienosu ¢i
hostitelska specificita jsou u vSech prakticky neznamé. U vétSiny zastupct je
dokumentovana jen sporogonialni ¢ast vyvojového cyklu.

* mnoho zastupct téchto rodi jiz bylo preklasifikovano do jinych véetng nékolika
uvedenych v predkladanych publikacich kap. 4.2 a 4.4 (viz. také kap. 2.3.2).

2.2.2 Mikrosporidie Lepidopter

Z Lepidopter byla popsana prvni zndma mikrosporidie Nosema bombycis Naegeli,
1857 a do soucasnosti né€kolik desitek druhii mikrosporidii. Druhy jsou dnes fazeny
do 8 rodt (Cystosporogenes (1), Endoreticulatus (n ), Gurleya (1), Larssoniella (1),

Nosema (n*), Orthosomella (2), Vairimorpha (n*), Vavraia (1)).

Starsi nerevidované popisy uvadi jesté Glugea, Stempelia, Octosporea, Perezia,
Pleistophora, Thelohania. Zéastupci rodu Pleistophora jsou recentné klasifikovany do
rodt Endoreticulatus a Cystosporogenes, zastupci rodu Thelohania do rodu
Vairimorpha. Zbylé rody jsou s nejvetsi pravdépodobnosti nespravné, pouze na
zakladé svételné mikroskopie zatazené druhy.

*ﬁdaj nelze presné uvést kvili chybnému zafazeni mnoha druhii: synonymnim
popisim téhoZ druhu (napt. Nosema bombycis, Nosema mesnili) (Sprague, 1977,
Larsson, 1979; Malone a Mclvor, 1996) i popisim komplexu druhi (Pleistophora
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schubergii) (Sprague, 1977) které jsou recentné¢ klasifikovavany jako samostatné
druhy (Cali a Garhy, 1991), (Wang a kol., 2005).

Mikrosporidie z Lepidopter miizeme podle tradi¢éniho déléni (Canning a Vavra,
2000) orienta¢né roztfidit do zakladnich 5 skupin podle poctu spor tvorenych ve
sporogonii, pfitomnosti SPOV a ptitomnosti diplokaryonu:

1) Endoreticulatus,  Cystosporogenes,  Vavraia —  polysporoblastické
(monokaryotické) rody s 8,16,32-64 sporami ve SPOV ¢i bez n¢;j .
2) Vairimorpha — dimorfni rod s oktosporoblastickou sporogonii ve SPOV

(analogickou rodu Thelohania) a volnou disporoblastickou sporogonii (shodnou
s rodem Nosema).

3) Gurleya — tetrasporoblasticky rod, SPOV.

4) Nosema — disporoblasticky diplokaryoticky rod, bez SPOV.

5) Larsoniella, , Orthosomella — monomorfni, monokaryotické rody, bez SPOV.

Nésledujici vycet podava zdkladni charakteristiku a stav znalosti o zastupcich
rodi:

Druhy rodu Endoreticulatus, jsou popisovany jako parazité epitelu stieva z riznych
Celedi Lepidopter, dokumentovan jen perordlni pfenos. Jde o monomorfni rod
mikrosporidii s izolovanymi jadry v celém Zzivotnim cyklu. Dvoujaderné meronty a
merogonialni fetizkovita plazmodia s nepravidelnym poctem jader jsou obklopeny
priléhajici dvojitou membranou odvozenou z lamel endoplasmatického retikula
(pozdégji parazitoforni vakuola), déli se binarnim délenim a plazmotomii. Ve
sporogonii vznikaji kulovitd i nepravidelna fetizkovitd mnohojaderna plazmodia,
ktera se postupnou plazmotomii déli na nepravidelny pocet sporoblasttu (8, 16, 32,
vyjimecné 64) resp. ovalnych lehce prohnutych jednojadernych spor. Publikovano
zustavaji pochybnosti ohledné¢ existence SPOV. Pilarské a kol. (2002) referuji o Sirsi
tkanové specificité¢ izolatu E. schubergi z Euproctis chrysorrhoea ptipominajici
nasledujici rod.

Rod Cystosporogenes je kromé nasledujicich rozdilti ve zbytku prakticky identicky
srodem Endoreticulatus: 1) ma S§ir§i tkdnovou afinitu, krom¢ stievniho epitelu
(v pocatecnich fazich infekce) napadd nejvice slinnou a snovaci zlazu, postupné
vSechny organy v¢. vajecnikli, pfendsi se perordlné¢ i transovarialné. 2) nema
dvojitou, ale jen jednoduchou membranu neznamého ptivodu, obklopujici stadia od
merontl po spory (analogickou vnitini membrané rodu Endoreticulatus).

Jediny znamy druh rodu Vavraia z Lepidopter Vavraia oncoperae (Milner & C.D.
Beaton) Malone, Wigley & Dhana 1987 je popsan z blize neur¢eného druhu rodu
Wiseana sp. z primitivni ¢eledi motylt (Lepidoptera: Hepialidae) z Nového Zélandu.
Velikosti spor i ultrastrukturou se druh podoba V.culicis (Malone, Wigley & Dhana,
1987), jinak je charakteristika shodna srodovou, uvedenou v kapitole 2.2.1.
(V.holocentropi z Trichopter ma odlisnou velikost spor, jejich ultrastrukturu i zptisob
déleni ve sporogonii — Larsson, 1986b).



Druhy tazené do rodu Vairimorpha tvoii generalizované infekce prakticky vSech
organil u hostiteld z n¢kolika celedi Lepidopter, oktosporoblastickd sekvence je vSak
referovand u vétSiny popsanych druhi z tukového télesa (Pilley, 1976; Malone,
1984; David, 1988; Vavra a kol., 2006); u typového druhu V. necatrix Pilley, 1976
navic indukovana teplotou pod 25°C (Pilley, 1976). Teplotni indukce se u jinych
druhli nepotvrdila. Infekce se Sifi perordlné¢ i transovaridlné. Je popsano a
ultrastrukturalné charakterizovano nékolik druhli, u nékolika dalSich se ocekava
jejich preklasifikovani do tohoto rodu zrodu Thelohania. Vyvojovy cyklus je
s vyjimkou oktosporoblastické sekvence sporogonie shodny s rodem Nosema, tj. cely
s diplokaryotickym stavem jader, u sporontli pocinajicich octosporoblastickou
sekvenci je dokumentovana meioza, u nékterych jeji aberace resp. celd abortivni
oktosporoblastickd sporogonie (Canning et al., 1999). Meioza probiha b&éhem
separace jader diplokaryonu, souCasné¢ stvorbou SPOV. Ultrastrukturalné se oba
typy spor lisi, jednojaderné oktospory maji siln¢jsi sténu spory a vyssi pocet zavitii
polového vlakna. Jejich funkce ziistdva nejasnad. Dvoujaderné spory disporoblastické
sekvence maji protdhlejsi tvar. Podobn¢ jako u druht rodu Nosema se v ¢asné fazi
infekce objevuje multiplikativni faze vyvoje ve stievé (enterocytech a hlavné
svalovin€) a oenocytech, kde se tvofi tenkosténné ultrastrukturdlné ,,neotenické* tzv.
casné spory (Iwano a Ishihara, 1991) které slouzi k Sifeni uvnitt hostitele. Blizsi
charakterizace rodu je popsana v kap. 4. 4 v jedné z predkladanych publikaci této
prace.

Gurleya secalisae Thomson, 1960 je jediny druh rodu z motyll popsany sbézné

Yewr

chybi.

Druhy rodu Nosema tvoii nejpocetnéjsi skupinu mikrosporidii z Lepidopter, jsou to
parazité prakticky vSech organti, u vétSiny z nich je dokumentovan vedle peroralniho
1 transovarialni prenos. Strukturdln¢ tvoii rod dobfe definovanou uniformni skupinu
s diplokaryotickou merogonii 1 sporogonii v pifimém kontaktu s cytoplazmou
hostitelské buiiky. Pravdépodobné vétsSina druhti (vSechny?) maji i tzv. ¢asné spory,
které slouzi k Sifeni uvnitt hostitele. Ultrastrukturalni studie jsou znamé pro mnoho
druhti, vykazuji ale velice malo druhové specifickych znakti (Maddox a kol., 1999;
Canning a kol., 1999b)

Larssoniella resinellae Weiser, 1997 je jediny dosud popsany druh tohoto rodu
z Lepidopter, z Petrova resinella, ¢eledi Tortricidae. Napada vétSinu orgdnt hostitele
a je prenosny perordlné i transovariadln¢. Merogonie i sporogonie je piimém kontaktu
s cytoplasmou hostitelské buiky, jadra jsou cely vyvojovy cyklus izolovana.
Jednojaderné dlouze ovalné az tyCinkovité spory vykazuji malo specifickych znak.
Vyvojovy cyklus a ultrastruktura jsou dokumentovany jen z casti (Weiser, 1997).

Orthosomella operophterae (Canning, 1960) Canning, Wigley a Barker, 1991
(ptivodné Nosema o., pozdéji s neplatnym jménem Orthosoma o. Canning, Wigley &
Barker, 1983) z Operophtera brumata (Cel. Geometridae) napada vSechny organy
hostitele a je pfenosna peroralné i1 transovaridlné. Cely vyvojovy cyklus v pfimém
kontaktu s cytoplasmou hostitelské buiiky, a izolovanymi jadry. Kulovita
merogonidlni plazmodia se d€li bindrnim d€lénim a plazmotomii, fetizkovita
sporogonidlni se 4, 8, az 12 jadry nejdiive na dvoujaderné segmenty, ze kterych
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vznikaji 1 jaderné sporoblasty a elipsoidni spory variabilni velikosti. Ultrastruktura
spor nevykazuje vyraznéjsi znaky, napt. ve srovndni s druhy rodu Nosema.

O. operophterae se vyskytuje ve smiSenych infekcich s druhy Cystosporogenes
operophterae (Canning, 1960) a Nosema wistmansi Canning, Wigley & Barker, 1983
(Canning a kol., 1985). Podle lokalizace infekce a morfologie spor mize Nosema
wistmansi predstavovat ¢asné spory jednoho ze zbylych druhil a Zivotni cyklus by

vvvvvv

druhy jsou &asté i v CR — viz. kap. 5.)

Druhy rodu Endoreticulatus jsou popsany kromé motyli (Lepidoptera) 1 z
broukl (Coleoptera) a recentné¢ 1 znékterych korySich skupin: Zabronozek
(Crustacea, Anostraca) (Martinez a kol., 1993) a kraba (Crustacea, Decapoda)
(Wang a Chen, 2007), druhy rodu Cystosporogenes kromé motyli (Lepidoptera) i z
blanoktidlych (Hymenoptera) a dvoukiidlych (Diptera); hostitelsky okruh druhil
rodu Vavraia, Gurleya a Thelohania byl uveden v ptedchozi kapitole; rod
Vairimorpha je popsan krom¢ motylt (Lepidoptera) a blanoktidlych (Hymenoptera)
recentné¢ 1 z dekapodnich koryst (Decapoda : Parastacidae) (Moodie a kol., 2003b);
rod Nosema mé zastupce dokumentovany snad ze vSech skupin zivocicht (Sprague,
1977, Larsson, 1999) vcetné raritnich jako (Myxosporea, Digenea, Mollusca,
(Insecta), a z néj nejvice druhil je popsano z motylt (Lepidopter); podobné jako u
rodu Thelohania z ptedchazejici kapitoly mnoho zastupci rodu Nosema jiz bylo
pteklasifikovano do jinych rodi viz. kap. 2.3.2.

Rody Orthosomella a Larssoniella jsou popsany jen z motyli (Lepidoptera) a broukti
(Coleoptera) (Canning a kol., 1991; Andreadis a kol., 1996; Weiser, 1997, 2006).

Ekologické charakteristiky jako kompletni Zzivotni cyklus, zpisob pifenosu ¢i
hostitelska specificita jsou u vétSiny druhtt mikrosporidii z motyli dobie znamé.
Vyjimku tvofi samostatni zastupci roda Vavraia, Gurleya, castecné Larssoniella a
oktosporoblasticka sekvence druhti rodu Vairimorpha.

2.3 Fylogenetické vztahy (uvnitf skupiny)
2.3.1 Metodicka vychodiska

Fylogenetické vztahy mikrosporidii zkoumala do soucasnosti fada studii s pouzitim
riznych metodik 1 typii fylogenetickych analyz. Naprostou vétSinu z nich tvofi
jednolokusové analyzy genu pro ssu rRNA (malou podjednotku ribozomalni RNA =
16S), pro kterou je v databazich Genovych Bank nejvétsi pocet dostupnych sekvenci
(vice nez 200 pro popsané druhy), ¢ast studii zahrnuje 1 ITS (mezernik 1 = internal
transcribed spacer 1) a ¢ast Isu rRNA (velkou podjednotku ribozomélni RNA = 188S).
Jedna studie je zalozena vyhradn€ na useku Isu rRNA (Baker a kol., 1994), n¢kolik
na analyze genu pro Isu RNA Polymerazy Il (RPB1) (Cheney a kol., 2001; Vavra a
kol., 2006b; Ironside, 2007). Zbylé geny, jejichz vycet podavaji napt. Weiss a
Vossbrinck (1999) se pro fylogenetické analyzy uvnitt skupiny ukéazaly nevhodné
(napt. geny pro tubuliny pro jejich extremni diverzitu) nebo byly pouzity pro jiné
ucely (fylogenetické vztahy mikrosporidii vici jinym skupinam organizmu)
(kap.2.1). Analyzy genti pro ssu rRNA déavaji dobré rozliSeni na rodové urovni a
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urovnich vyssich taxonomickych jednotek (skupiny, klady) (Baker a kol., 1995;
Cheney a kol., 2000; Slamovits a kol., 2004; Vossbrinck a Debrunner-Vossbrinck,
2005), nicméné maji relativné malo informativnich mist a jsou i jako ,.konzervativni
geny“ mutacné nasycené (saturované) a nemusi vzdy veérohodné zobrazovat
fylogenezi (kladogenezi) (Moodie a kol., 2003; Brown a Adamson, 2006). Geny pro
ITS, Isu rRNA a RPB1 poskytuji vice informativnich mist a jsou proto vhodnéjsi na
detailngjsi rozliSeni taxonti na rodové, druhové i nizSich Grovnich (Baker a kol.,
1994; Canning a kol., 1999; Cheney a kol., 2001; Tsai a kol., 2003).

Striktni vymezeni jednolokusovych analyz u téchto genti je problematické, protoze
zatimco RPB1 se vyskytuje v genomu vSech dosud zkoumanych mikrosporidii v 1
kopii, kopie ssu rRNA resp. tandemu ssu rRNA-ITS-Isu rRNA se u riiznych skupin
mikrosporidii vyskytuje v rizném poctu kopii (napt. Encephalitozoon cuniculi 2X na
kazdém z 11 chromosomut, Nosema bombycis pouze (1x) na jediném chromozomu)
(Kawakami a kol., 1994; Katinka a kol., 2001). U nékterych druht mikrosporidii
rodl Nosema a Glugoides bylo objeveno dokonce rizné usporadani tandemu geni
pro rRNA (separace na c¢asti ¢i reverze celych usektl) (Huang a kol., 2004; Tsai a
kol., 2005; Refardt, 2007). Srovnavani skutecn¢ homolognich sekvenci a zjistovani
mozného polymorfizmu je tak v pocatcich, protoze pro vétsinu sekvenovanych druhit
mikrosporidii v databazich Genovych Bank je znama jen jedna sekvence uvedenych
genl. Rovnéz cely tandem rDNA genti umoznujici rekonstrukei sekundarni struktury
celé oblasti (€1 podstatné Casti) a kvalitnéjsi alignment i fylogenetickou analyzu je
omezen v soucasnosti na nékolik malo druht (Tsai a kol., 2005; databaze GenBank
NCBI).

Mnoholokusové analyzy byly zatim vyuzity predevSim pro diagnostické ucely a
pro rozliSovéani taxonomickych jednotek na urovni druhu a nize (klony, izolaty).
Jejich provedeni predchéazel vyvoj dnes jiz desitek rizné specifickych primerti, od
univerzalnich, po rodové i1 druhové specifické (Weiss a Vossbrinck, 1999).
Nejcastejsi oblasti studia byl usek ITS, ktery byl vyzit v diagnostice savcich resp.
lidskych mikrosporidii a ukézal i Siroky polymorfizmus (Didier a kol., 1995, 1996;
Hollister a kol., 1996; Rinder a kol., 1997, Mathis a kol., 1999; Haro a kol., 2003).
Krom¢ naposled uvedenych praci (u E. cuniculi, E. bieneusi, E. hellem) a
fylogeneticky piibuzné Nucleospora salmonis (Gresoviac a kol., 2000) byl rozsahly
vnitrodruhovy polymorfizmus ITS (i tDNA) popsan u celé¢ fady dalSich, pfedevsim
terestrickych mikrosporidii: u komplexu Thelohania solenopsae (Moser a kol., 1998,
2000), druhtt komplexu Nosema/Vairimorpha z Lymantria dispar (Maddox a kol.,
1999), N. apis (Gatehouse a kol., 1998) a N. bombi (Tay a kol., 2005; O’Mahony a
kol., 2007). Posledné jmenované prace odhalily rozsahly polymorfizmus rRNA genti
u N.bombi parazitujici riizné druhy ¢meldkd (Bombus spp.) a dokonce i jejich
jednotlivé varianty v ramci jediné spory. Tato zjiSténi, podobné jako neddvné
odhaleni retrotranspozont (Xu a kol., 2006), které mohou hrat roli v reorganizaci
genomu, oteviraji novou kapitolu ve studiu populacnich a fylogenetickych vztaht
(druhovost) u mikrosporidii bez detekované sexualni faze.

Fingerprintingové a piibuzné techniky mnoholokusovych analyz: RAPD (Mathis a
kol., 1997; Tsai a kol., 2003; Rao a kol., 2007), RFLP (Leiro a kol., 2000),
riboprinting (Pomport-Castillon a kol., 1997) nebo ISSR (Rao a kol., 2005) byly
uspésné pouzity pro identifikaci klonil/izolati u rtznych druhli mikrosporidii i
stanoveni jejich blizSich fylogenetickych vztahti (Rao a kol., 2005). Podle poctu
dosavadnich publikaci nenasly zatim ve studiu mikrosporidii tyto metody vétSiho
rozSiteni, ale souCasny posun k pozndvani vnitrodruhového polymorfizmu,
kvalitngj$iho rozliSeni fylogenetickych vztaht blizkych rodi (na néz nedostacuji 1

-11 -



lokusové analyzy) 1 ke studiu genetiky mikrosporidi naznacuje, Ze se budou uzivat
Castéji.

Z hlediska vyhodnoceni fylogenetickych dat byly u vyse i dale jmenovanych studii
pouzity prakticky vSechny znamé typy fylogenetickych analyz: distancni metody
(nejcasteji neighbour-joining - Terry a kol., 1999; Bell a kol., 2001; Vossbrinck a
Debrunner-Vossbrinck, 2005 a logDet/paralinearni model vzdélenosti - Refardt a
kol., 2002; Nilsen a Chen, 2001), parsimonni analyzy (nejCasteji maximalni
parsimonie (m.max.uspornosti) — Moodie a kol., 2003; Vossbrinck a kol., 2004,
metoda maximalni pravdépodobnosti (Maximum likelihood, Swofford, 2002) —
nejcastéj$i a v souCasnosti standardni — Lom a Nilsen, 2003; Brown a Adamson,
2006 a Bayesovska analyza (posteriornich pravdépodobnosti) (Huelsenbeck a kol.,
2001) — Canning a kol., 2002; Terry a kol., 2004.

2.3.2 Soucasny stav a diskrepance fylogeneze s taxonomii/klasifikaci
a hostitelskou prisluSnosti

Vétsina fylogenetickych studii publikovanych do soucasnosti byla provadéna bud’
jako analyza mikrosporidii parazitujicich vymezenou skupinu hostiteli, napf.
mikrosporidie ryb (Nilsen a kol., 1998; Nilsen, 2000; Lom a Nilsen, 2003; Bell a
kol., 2001), komart (Baker a kol., 1998; Vossbrinck a kol., 2004), motyla (Malone a
Mclvor, 1996; Canning a kol., 1999; Canning a kol., 1999b; Tsai a kol., 2003),
nékterych skupin koryst (Refardt a kol., 2002; Terry a kol., 2004) nebo jako studie
fylogenetickych vztahli noveé popisovanych taxont (Moser a kol., 1998; Fries a kol.,
1999; Terry a kol., 1999; Adler a kol., 2000; Cheney a kol., 2000; Mueller a kol.,
2000; Nilsen a Chen, 2001; Lom a kol., 2001; Canning a kol., 2002; Sokolova a kol.,
2003; Moodie a kol., 2003; Morris a kol., 2005; Sokolova a kol., 2006a,b; Vavra a
kol., 2006a,b; Brown a Adamson, 2006). (Vycet neni z praktickych davodi
kompletni, vybrali jsme podle naSi uvahy nejzésadnéjsi prace z hlediska pozndni
fylogenetickych vztaht mikrosporidii 1 kli¢ovych taxont).

Velké fylogenetické studie zahrnujici vSechny druhy do té doby sekvenovanych
mikrosporidii jsou v soucasnosti omezené na jedinou publikaci (Vossbrinck a
Debrunner-Vossbrinck, 2005). Existuji i rozséhlejsi, ale jiz netplné studie (Lom a
Nilsen, 2003; Terry a kol., 2004; Slamovits a kol., 2004). Dv€ ndm znadmé prace
analyzuji primarné fylogenetické vztahy mezi rody mikrosporidii napfi¢ hostitelskou
prislusnosti (Baker a kol. 1994; Cheney a kol. 2001).

Vysledky téchto fylogenetickych studii odhalily existenci nékolika velkych
superkladii sdruzujicich ptibuzné skupiny mikrosporidii. V zavislosti na rozsahu
studie i jejich vymezeni se pohybuji v poctu 5-8, maji nestejny pocet zastoupcti a
nekteré ¢itaji jen nékolik druhti (Refardt a kol., 2002; Canning a kol., 2002; Lom a
Nilsen, 2003; Terry a kol., 2004; Slamovits a kol., 2004; Vossbrinck a Debrunner-
Vossbrinck, 2005). Vossbrinck a Debrunner-Vossbrinck, 2005 se pokusili definovat i
vyssi fylogenetické taxony sdruzujici tyto superklady, analogické a pracovné
nazyvané tfidami (Class Aquasporidia, Marinosporidia, Terresporidia) definované
podle prostiedi (,,habitatu®) ze které¢ho se vyvinuli jejich zdstupci. Toto c¢lenéni
mikrosporidii na 3 bazdlni ,,megaskupiny*: 2 monofyletické Marinosporidia a
Terresporidia a parafyletickou Aquasporidia se ale nesetkalo se v§eobecnym piijetim
(Larsson, 2005), obsahuje fadu podivnych vyjimek (viz. dale), které se nepodafilo
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presvedcivé vysvétlit a nékteré recentni prace jiz ukazuji, Zze jde o Clenéni Cisté
um¢lé (Brown a Adamson, 2006).

Kromé existence hlavnich skupin (superkladit) nemlzeme v soucasnosti s jistotou
fici vice (obecny zavér) o jejich topologii ani topologii jejich podskupin. Vyse
uvedené studie podavaji priklady alternativnich fylogenetickych vztahii jednotlivych
skupin s kladogenezemi plvodnéjSich a odvozenych taxonl srizné¢ vysokou
bootstrapovou/resamplingovou podporou. Jejich vycet presahuje objemové ramec
této kapitoly — lze shrnout, Ze existuji skupiny, které konstantné klastruji s vysokou
bootstrapovou podporou a relativné konstantni topologii vac¢i jinym skupindm
nezavisle na pouzité fylogenetické analyze a skupiny, jejichZ umisténi se vyrazné
méni jak spouzitou fylogenetickou analyzou, tak substituénim modelem
nukleotidovych zmén, tak velikosti zkoumaného vzorku. Topologii fylogenetickych
stromu nejvice méni proménné pozice nékterych problematickych druhti resp. skupin
s dlouhymi vétvemi. Klasickymi piiklady jsou Flabelliforma magnivora,
Antonospora scoticae nebo Thelohania contejeani, jejich pozice se méni ve vétsing
fylogenetickych stromtli vyse uvedenych studii (Slamovits a kol., 2004; Vossbrinck a
Debrunner-Vossbrinck, 2005). Mnozstvi rozdili (pocet informativnich mist)
v sekvencich je odlisné 1 mezi velkymi skupinami mikrosporidii (,,Amblyospora
group® vs. ,,fish infecting species* (Nilsen a kol., 1998; Nilsen, 2000; Nilsen a Chen,
2001; Lom a Nilsen, 2003) nebo vs. ,,Nosema/Vairimorpha clade” (Baker a kol.
1994; Moser a kol., 1998; Fries a kol., 1999); skupina mikrosporidii z mechovek
spolu s ptibuznymi rody Tubulinosema a Systenostrema vs. ostatni klady (nizka
similarita sekvenci s ostatnimi mikrosporidiemi) (Canning a kol., 2002; Sokolova a
kol., 2006a). VSechny tyto piiklady ukazuji na nerovnomérnou rychlost evoluce
riznych skupin mikrosporidii (Fries a kol., 1999; Nielsen a Chen, 2001; Lom a
Nilsen, 2003), které¢ ve fylogenetickych analyzach v soucasnosti nemiiZeme
nepostihnout (neodhalime vérny obraz kladogeneze) dokud nebudeme mit vice
molekularnich dat (delsi sekvence). Ze stejnych diivodd nelze s urcitosti stanovit,
ktera ze stavajicich skupin je nejpiivodnéjsi - na zaklad¢ fylogenetickych analyz bylo
ptedloZzeno nékolik hypotéz z nichz nejcastéjsi jsou 1) Antonospora scoticae (Nilsen
a Chen, 2001; Lom a kol., 2001; Canning a kol., 2002; Moodie a kol., 2003; Brown a
Adamson, 2006 aj.); 2) skupina mikrosporidii z mechovek (Pseudonosema,
Trichonosema, Bryonosema) srody Janacekia a Bacillidium z muchniCek resp.
oligochet (Terry a kol., 2004; Vossbrinck a kol., 2004; Vossbrinck a Debrunner-
Vossbrinck, 2005); 3) ,,Amblyospora group“. Tato skupina je povazovadna za
nejpivodnéjsi 1 fylogenetickych pracich popisujich Antonospora scoticae (Fries a
kol., 1999), druhy rodu Bacillidium (Nilsen a kol., 1999; Morris a kol., 2005) a
mikrosporidie muchnic¢ek (Adler a kol., 2000). Fylogenetické analyzy Slamovits a
kol. (2004) ukézaly vedle ,,Amblyospora group® na moznou nejptivodné;si
mikrosporidii i na Flabelliforma magnivora, podobn¢ jako Refardt a kol. (2002).

Zatimco v piipad¢ kladogeneze nemame dostatek dat na jeji piesnéjsi rekonstrukei,
v ptipadé¢ ,neorientovanych® piibuzenskych vztahi mame data statisticky
prikaznéjs$i, protoze vétSina mikrosporidii klastruje v nezavislych analyzach do
konzistentnich skupin s vysokymi bootstrapy. Tyto ptibuzenské vztahy odhaluji
nekolik zasadnich skutecnosti:

Fylogenetické studie podaly dikazy o tésnych koevolu¢nich vztazich mezi
ruznymi skupinami mikrosporidii a hostitelskymi skupinami ve kterych parazituji
(Baker et al., 1998; Lom a Nilsen, 2003; Vossbrinck a kol., 2004; Bell a kol., 2001;
Slamovits a kol., 2004; Terry a kol., 2004; Vossbrinck a Debrunner-Vossbrinck,
2005) - podle hostitelskych skupin (nebo dominantnich/centralnich rodf) se skupiny
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(klady) mikrosporidii i pojmenovavaji/definuji (,,Fish group®; ,,Bryozoan-infecting
group®; ,,Culex group®; ,,Amblyospora group®; ,,Nosema/Vairimorpha group®;
»Pleistophora group®; ,,Enterocytozoon/Endoreticulatus group®).

Dalsim zjisténym faktem je, ze fylogenetické vztahy nekoresponduji s
morfologickymi, ultrastrukturalnimi a vyvojovymi znaky na trovni prakticky zadné
z taxonomickych jednotek (druhu, rodu i vys$sich taxonil) (Baker et al., 1994, Baker
et al., 1995, Weiss and Vossbrinck, 1999, Nilsen et al., 1998, Nilsen, 1999, Moodie
et al., 2003, Bell et al., 2004, Vossbrinck and Debrunner-Vossbrinck, 2005, Brown
and Adamson, 2006) - morfologicky definované rody a druhy se ve fylogenetickych
stromech objevuji jako polyfyletické. Rada znich byla jiz preklasifikovana do
novych rodd odpovidajicich fylogenetickym vztahiim a dohleddny strukturdlni
rodu Nosema - Paranosema, Tubulinosema, Trichonosema, Bryonosema, Brachiola,
Antonospora (locustae), Vittaforma) (Canning a kol., 2002; Sokolova a kol., 2003;
Cali a kol., 1998; Slamovits a kol., 2004; Silveira a Canning, 1995), nékteré druhy
byly preklasifikovany provizorné (Dictyocoela) (Terry a kol., 2004) a mnoho druhti
z polyfyletickych rodii na pieklasifikovani ceka (Amblyospora, Thelohania,
Flabelliforma, Pleistophora, Vairimorpha aj.).

Soubézné s touto diskrepanci mezi fylogenezi a ,,morfologickou klasifikaci* se
objevily prace odhalujici i (mnozici se) piipady diskrepance mezi fylogenezi a
dosavadni (a vétSinoveé platnou) korelaci parazit-hostitelska skupina. Prvnimi
ptiklady byly notoricky znamé piipady akvatické korysi mikrosporidie Nosema
granulosis uvnitt terestrického motyliho kladu (Terry a kol., 1999), nebo
terrestrickych Vairimorpha sp. a Thelohania sp. z mravenct (Moser a kol., 1998) ¢i
Vavraia oncoperae z motyla (Malone a kol., 1987) uvnitt riznych akvatickych kladt
(Vossbrinck a Debrunner-Vossbrinck, 2005). Jejich vysvétlovani pies lateralni
transfery neni jednoduché a parsimonni a nebylo vérohodné interpretovano doposud
(Lom a Nilsen, 2003; Vossbrinck a Debrunner-Vossbrinck, 2005; Larsson, 2005;
Brown a Adamson, 2006). Recentni prace dale ukazuji, Ze se nejedna o vyjimky, ale
tento fenomen je daleko rozsifenéjSi a byl zplsoben jen nedostatkem
reprezentativnich zastupcl resp. prevahou zastupcl nékterych uniformnich skupin
(Voronin a Melnikova, 1984; Voronin, 1991; Langdon, 1991; Bronnvall a Larsson,
1994; Sene a kol., 1997; Azevedo, 2001; Weiser a kol., 2002; Canning a kol., 2002b;
Lange a kol., 2006; Wang a Chen, 2007) (viz. kap. 6 diskuse). Poslednim dalezitym
zjisténim fylogenetickych vztahi v korelacich parazit-hostitelska skupina je
mozaikovitd distribuce mikrosporidii parazitujici rizné taxonomické skupiny korystu
napti¢ hlavnimi klady fylogenetickych stromt (Crustacea, Cladocera - Refardt a kol.,
2002; Crustacea, Amphipoda - Terry a kol., 2004; Crustacea, Decapoda - Brown a
Adamson, 2006).
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3.CILE PRACE

Jak vyplyva z literarniho ptehledu, zatimco je evidované rodové a druhové spektrum
mikrosporidii z Trichopter a Lepidopter relativné Siroké, znalosti o jejich biologii,
zivotnich cyklech resp. dil¢ich vyvojovych cyklech i charakterizace jednotlivych
rodil a druht, jejich jasné vymezeni a fylogenetické vztahy, jsou velmi kusé nebo
zcela chybi. Podobna situace je i v poznani fylogenetickych vztahii uvnitf
mikrosporidii obecné, zatimco jsou znamé (a dobte podpofené) fylogenetické vztahy
nékterych skupin, vétSina popsanych rodi neni dosud molekuldrné biologicky
charakterizovana (osekvenovadna), nejsou zndmy jejich skute¢né fylogenetické
fylogenetické i1 klasifikacni ptfedstavy a prohlubuji rozpory mezi fylogenezi vs.
taxonomii a klasifikaci, ale i fylogenezi vs. hostitelskou pfislusnosti, ktera se zdala
podle prvotnich studii jednoduse korelovat. VétSina diivéjSich strukturdlné
definovanych a bazdlnich rodd mikrosporidii jako Nosema, Thelohania,
Amblyospora se objevuje ve fylogenetickych studiich jako polyfyletické taxony
napfi¢ hlavnimi klady definovanymi fylogenetickymi studiemi spolu s hostitelskou
piislugnosti. Rada znich byla a je recentné pieklasifikovavana, nicméné nebylo
dosud publikovano vérohodné vysvétleni tohoto fenomenu. Modelova skupina
mikrosporidii z Trichopter a Lepidoter se pro objasnéni téchto otdzek vyjimecné
hodi, protoze zahrnuje druhy které vlastni prakticky cely komplex ,klasickych
biologickych znakt“- strukturdlnich i ekologickych, pouzivanych v klasifikaci a
charakterizaci mikrosporidii. Zarovéin se jednd o fylogeneticky velice piibuzné
skupiny hostiteli vyskytujici se v rozdilnych ekologickych nikach, coz umoziuje
odvodit zakonitosti evoluc¢ni historie jejich parazitd a jejich vyvojovych cykla.

Konkrétni cile prace byly nasledujici :

e Zjistit rodové a druhové spektrum mikrosporidii z Trichopter a Lepidopter,
jejich prevalenci a hostitelskou specificitu.

e Charakterizovat sebrané izolaty na zaklad¢ strukturalnich znakl: vyvojovych
cykld, morfologie a ultrastruktury vyvojovych stddii a spor a molekularné
taxonomickych znakt: Gisekli genti pro ssu rRNA, ITS a Isu rRNA.

e Stanovit validitu a fylogenetické vztahy uvedenych taxonomickych jednotek
(druht a rodt) na zéklad¢ fylogenetickych analyz a srovnanim se strukturdlnimi a
ekologickymi daty. Do srovnavaci analyzy zahrnout i Useky ITS/Isu rRNA
ziskané z DNA n¢kterych typovych a obtizné dostupnych druhi.

e Provést komparativni analyzu strukturalnich a ekologickych dat s vysledky
fylogenetickych analyz.
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3.1 Metodiky

Metodiky pouzité k ziskani nékolika typt biologickych dat: ekologickych,
strukturdlnich a molekularné taxonomickych jsou podrobné specifikovany
v ptislusnych kapitolach ptiloZzenych publikaci. Souhrnné se jednalo o zmapovani
(screening) parazitofauny Trichopter a Lepidopter na uzemi CR, Slovenska a
Bulharska, piimé a nepifimé zjisténi jejich hostitelské specificity - laboratorni a
semilaboratorni infekéni pokusy, charakterizace izolati svételnou, skenovaci a
transmisni elektronovou mikroskopii, izolace DNA z zivych spor a z typovych a
sbirkovych preparati a sekvenace vybranych tsekli IDNA (geny pro ssu rRNA, ITS
a Isu rRNA) s néaslednymi fylogenetickymi analyzami.
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4. PUBLIKACE

Shrnujici ¢lanek tykajici se tématu disertaéni prace (draft pfipraveny k publikaci):
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5. SHRNUTI VYSLEDKU

Vysledky 1ze shrnout do nasledujicich 4 bodu:

1) screeningova a exprimentalni data tykajici se prevalence, druhové a rodové
diversity, hostitelské a tkanové specifity resp. ekologickych a patofyziologickych
charakteristik infekei a pfenosu.

2) taxonomicko-klasifikacni studie
3) sekvenacni vystupy a fylogenetické analyzy

4) zavéry komparativni studie (slouc¢ena data) a modelové hypotézy — tyto vysledky
maji z ¢asti pravdépodobnostni charakter a jsou proto shrnuty v zdvérecné kapitole
diskuse (kap.6)

Ad1)

V ramci screeningu bylo izolovano 24 mikrosporidii z Trichopter a Lepidopter a 5 z
potencidlnich mezihostiteld (Crustacea, Amphipoda) fazenych podle konvenéni
klasifikace (Canning a Vévra, 2000) do nésledujicich rodt: Nosema (7),
Endoreticulatus  (3), Cystosporogenes (2), Thelohania (4), Gurleya (1),
Cougourdella (1), Pyrotheca (1), Episeptum (5), Toxoglugea (1), Larssoniella (2),
neurcené izolaty (2)

Piedkladané publikace (1-3) a abstrakt (8) podavaji ekologicka a experimentélni data
o prevalenci, hostitelské a tkanové specifité a prenosu 10 z nich. Publikace (4) a
abstrakt (7) podavaji ekologicka a experimentalni data nékolika izolath z Lymantria
dispar (Lepidoptera) na jejichz ziskani jsme se spolupodileli.

Shrnuti: VSechny studované druhy mikrosporidii z Trichopter fazené do roda
Episeptum, Paraepiseptum n. g., Zelenkaia n. g. jsou druhové specificti parazité,
napadaji tukové téleso a oenocyty a jejich spory nejsou infek¢éni/prenosné na pivodni
hostitele, jejich zivotni cyklus zahrnuje pravdépodobné mezihostitele a (nebo)
transovarialni ptenos. Sekvencni data rDNA mikrosporidii fazenych provizorné do
rodt Thelohania, Gurleya, Toxoglugea (unpublished) z n¢kolika druhtt Gammarus
sp. které se vyskytovaly na stejnych lokalitach s infikovanymi chrostiky vyvratila
moznost, Ze by tyto mikrosporidie resp. hostitelé¢ byly zahrnuty v Zivotnich cyklech
skupiny mikrosporidii z Trichopter. Fylogeneticka blizkost druhi rodu
Paraepiseptum s copepodni mikrosporii Marssoniella elegans naopak naznacuje ze
by potencidlnimi mezihostiteli mohly byt korysi skupiny Copepoda.

Studované druhy mikrosporidii z Lepidopter fazené do rodt Nosema a Vairimorpha
jsou horizontaln¢ 1 vertikdlné (per os a transovaridln€) pienosné mikrosporidie.
Druhy rodu Nosema jsou vysoce druhové specifické mikrosporidie a ptes uvedeny
transovarialni ptenos infikujici preferencné (dominantn¢) riizné typy tkani (slinné a
snovaci zlazy nebo tukové t€l€so). Studované izolaty druhu Vairimorpha disparis n.
comb. nejsou hostitelsky specifické, napadaji Siroké spektrum ptibuznych i
neptibuznych druhti Lepidopter, ¢ast vyvojového cyklu produkujiciho 1 jaderné
meiospory (oktospory) je vazané vylucné na tukové téleso.
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Ad 2)

Publikace (1) popisuje novy rod disporoblastické mikrosporidie z Trichopter
s typovym druhem Zelenkaia trichopterae gen. et sp. nov.; publikace (2) popisuje 4
nové druhy tetrasporoblastickych  mikrosporidii  z Trichopter  (Episeptum
trichoinvadens n. sp., E. pseudoinversum n. sp., E. anaboliae n. sp. a Paraepiseptum
plectrocnemiae n. sp.), redefinuje stavajici rod Episeptum a piesouvd druhy
z Trichopter klasifikované do rodt Cougourdella a Pyrotheca do nové vytvotreného
Paraepiseptum gen. nov.; publikace (3) popisuje novy druh mikrosporidie
z Lepidopter Nosema chrysorrhoeae n. sp. a molekuldarné taxonomicky
charakterizuje nckteré blizce piibuzné druhy rodu Nosema; publikace (4)
taxonomicky reviduje druh Thelohania disparis Timofejeva 1956 a redeskribuje ho
pod jiny rod jako Vairimorpha disparis n. comb. (mikrosporidie Lepidopter);
publikace (5) reviduje druh Marssoniella elegans Lemmermann, 1900, mikrosporidii
z Cyclops vicinus (Crustacea, Copepoda), blizce pfibuzny druh tetrasporoblastickym
mikrosporidiim Trichopter rodu Paraepiseptum gen. nov.

Ad 3)

V ramci publikaci (1-3) resp. (5) bylo do databaze Genové Banky uvolnéno 23
puvodnich sekvenci parcidlnich usekii genu pro ssu rRNA resp. ITS a Isu rRNA
izolovanych ze zivych spor charakterizovanych druhii a ze syntypovych a sbirkovych
preparati (publikace 6). V ramci této prace a prezentace (abstraktu 8) byli
zvéiejnény 1 vysledky fylogenetickych analyz zdosud neuvolnénych sekvenci
mikrosporidii z Trichopter rodi Issia a Amblyospora (popsana jako Thelohania)
(nerevidované typové druhy s netuplnou charakterizaci)

Shrnuti fylogenetickych analyz publikaci (1-5) a prezentace (abstrakt 8):
Mikrosporidie z Trichopter zahrnujici rody Episeptum, Paraepiseptum Zelenkaia,
Issia a Amblyospora (Thelohania) tvori n€kolik samostatnych skupin uvnitt velkého
kladu sdruzujiciho mikrosporidie nékterych skupin korysi (pfedevsim Copepoda a
Cladocera) a nékterych skupin hmyzu s larvalnim vyvojem ve vodé (Diptera -
Culicidae, Simuliidae). Tento kladus je sesterskou skupinou dobie definovaného
kladu sdruzujiciho mikrosporidie komart (n¢které s mezihostitelskymi kopepodnimi
korysi) kolem centralniho rodu Amblyospora (,,Amblyospora group species sensu
Baker et al., 1998). Jednu skupinu tvoii fylogeneticky blizce piibuzné druhy
tetrasporoblastickych rodt Episeptum a Paraepiseptum spoleéné s kopepodni
mikrosporidii Marssoniella elegans. Tato skupina je fylogeneticky ptibuzna skupiné
morfologicky vyrazné odliSnych druhii disporoblastickych mikrosporidii rodu
Zelenkaia. Zastupci rodu Issia a Amblyospora (Thelohania) z Trichopter jsou
nejblize piibuzné skupiné druhiti rodu Parathelohania.

Charakterizované¢ druhy rodu Nosema a Vairimorpha z Lepidopter tvofi
fylogeneticky velmi blizce piibuznou skupinu paraziti celedi Lymantriidae
(Lepidoptera) uvniti skupiny mikrosporidii z hymenopter (druhy N. ceranae, N. apis,
N. bombi) a nékterych dalSich mikrosporidii terestrickych skupin hmyzu. Cely
kladus je sesterskou skupinou kladu tvofeného druhy mikrosporidii z Lepidopter
kolem centralniho druhu N. bombycis adruhy rodu Nosema a Vairimorpha
zamfipodnich a dekapodnich korySt. Fylogenetick¢é vzdalenosti mezi
charakterizovanymi druhy rodu Nosema navzéajem (i vic¢i druhtim rodu Vairimorpha)
jsou vyrazné¢ mensi nez vzdalenosti mezi druhy jednotlivych rodd z Trichopter.
Striktni hostitelska specifita druhtt rodu Nosema zceledi Lymantriidae vSak
naznacuje ze jde o (dobré) validni druhy.
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6. ZAVER - DISKUSE

Zakladni dvé otdzky tykajici se souCasnych znalosti fylogenetickych vztahii uvniti
mikrosporidii jsou:

1. nakolik spolehlivé jsou fylogenetické analyzy schopny zachytit pfibuzenské
vztahy jednotlivych taxonl a rekonstruovat fylogenezi a

2. jak interpretovat fylogenetické vztahy které jsou vrozporu staxonomii a
ekologii mikrosporidii.

Jak ukazuji univerzalni teoretické modely 1 empirickd data, je z hlediska
nikoli pouzity typ analyzy jako délka sekvence: u 10 analyzovanych OTU
(taxonomickych jednotek) je 50% spravnych fylogenetickych stroml ziskavéano
pii délce sekvenci az kolem 2000bp, 80% az kolem délky 5000bp, nezdvisle na
pouzitém typu fylogenetické analyzy (Cummings a kol., 1995; Graur a Li, 1999). U
mikrosporidii a jejich nejanalyzovanéjSiho genu pro ssu rRNA i s pfilehlym ITS a
¢asti Isu rRNA dostavame usek kolem 1500bp, ktery se u mnoha druhii vyskytuje
navic v paralognich kopiich v ramci 1 ,,individua® 1 ,,populace* 1 druhu. V piipadé 1
kopiového tseku genu pro RPB 1 (region A-G) sekvence variruji kolem délky
3000bp. Cely tento usek je ale zndm jen pro 11 mikrosporidii, coz je pfili§ mélo na
vytvareni velkych fylogenetickych zavért (Cheney a kol. 2001). V praxi tak existuje
problém s nedostatkem dat - signdlti pro rozliSeni hlubsiho vétveni velkych skupin
(kladogeneze) i pro prikazné rozliSeni na Grovni rodu a druhu (jejich skute¢na site)
(Brown a Adamson, 2006; Vossbrinck a kol., 2004; Lom a Nilsen, 2003; Cheney a
kol. 2001; Canning a kol., 2002; Baker a kol. 1994).

Interpretaci fylogenetickych vztahii 1 jejich rozporem s taxonomii/klasifikaci a
hostitelskou ptislusnosti se zabyvala fada autorti.

Cheney a kol. (2001) vyjadfuji na zéklad¢ molekularnich dat z RPB1 hypotézu o
rychlé pocatecni diverzifikaci predkd mikrosporidii, kterou nasledovala pomale;jsi
perioda evoluce do jejich soucasnych forem. Tito pfedci nemuseli vypadat tak jako
mikrosporidie dneSnich bazdlnich skupin, u kterych navic nezname cely Zivotni
cyklus. Baker a kol. (1997, 1998) nasledovany Vossbrinck a kol. (2004) a
Vossbrinck a Debrunner-Vossbrinck (2005) soudi, ze ancestralni mikrosporidie byly
akvatické a mély komplexni Zivotni cyklus az se 3 hostiteli; ze zjiSténych dat
vyvozuji ze evoluce této skupiny (,,Amblyospora group®) probihala ve smyslu
zjednoduSovani zivotnich cykli a zmenSovani poctu stddii i hostiteld. Z dlouhé
periody anageneze vysvétluji velké genetické rozdily mezi druhy nékolika rodi
kladu ,,Amblyospora group* i jejich vysokou hostitelskou specifitu. To se zda
pravdivé, ale az od urc¢itého okamziku evolu¢niho vyvoje — jak oponuji Nilsen (1999,
2001) nebo Larsson (2005) je malo pravdépodobné piedpokladat, ze komplexni
zivotni cyklus se 3 hostiteli je ancestrdlni, ,,dlouhd vétev vedouci ke skupiné
wAmblyospora‘ naznacuje dlouhou existenci této linie, ne ale nutné¢ ve formé¢ jakou
zname dnes®. Jestli tato skupina (a jeji sesterskd — aquatic group) maji hostitele ze
skupiny Dipter — komart a koryst ze skupiny Copepoda, nabizi se ndm jednoducha
uvaha, Zze v korySich byl predek diive. Také predci dalSich bazalnich skupin
mikrosporidii mohly vychézet z jinych hostiteli a nabyvat jinych forem po dlouhou
dobu své evoluce, jak naznacuje Nilsen (1999) v ptipade Bacillidia sp.. Morris a kol.
(2005) popisuji u Bacillidium vesiculoformis nemoznost ptimého horizontalniho
pfenosu na pivodniho hostitele, ale i na predpokladané alternativni (mezi)hostitele
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ze skupiny mechovek, které maji fylogeneticky blizké druhy mikrosporidii. Jedinym
pozitivnim ndlezem byli ndlevnici, ktefi podle autori mohou fungovat jako
parateniCti hostitelé nebo v prosté disperzi spor. V této skupiné ptibuznych
mikrosporidii (mikrosporidie mechovek, Bacillidium) se nachézi i mikrosporidie
muchnicek — rod Janacekia, ktery z téchto hostitelii a mikrosporidialnich forem byl
puvodnéjsi je velky otaznik.

Kompletni zivotni cyklus a pifimy pfenos je zndm jen u zlomku popsanych
mikrosporidii, Vavra (1964b), Green (1974), Refardt a kol. (2002), Vévra (2005)
dokumentuji mikrosporidie z korysich skupin, které maji ,,neautoinfekéni spory,
(Larssonia obtusa, Berwaldia schaefernai, Trichotuzetia guttata) z ,,akvatického
kladu* (kladu sesterského kladu ,,Amblyospora®). Do této skupiny patii i nadmi
charakterizované mikrosporidie z Trichopter, rovnéz s autoneinfekénimi sporami.

Ptedpoklad mezihostitele se ale netyka jen 3 dosud uvedenych kladti mikrosporidii
(Bryozoa infecting group, Amblyospora group, aquatic group), ale naprosté vétSiny
znich. Lom a Nilsen (2003) v rozséhl¢ komparativni studii shrnuji situaci ve velké
skupiné rybich mikrosporidii se zdvérem, Ze existuje jen malo zprav o UspéSném
pfimém pfenosu a ze transovarialni pfenos nebyl bezpecné dokdzan (podobné jako
nebyli dokumentovani mezihostitel¢). Uvedeni autofi soucasné ptipousti (z vice
davodut oc¢ekavany) spolecny ptivod mikrosporidii z ryb a korySich mikrosporidii, jak
naznacuje umisténi (Tuzetia weidneri (= Pleistophora sp. PA) uvnitt rybiho kladu a
Ameson michaelis a Perezia nelsoni (= Pleistophora sp. PA) v pozici bazalni
sesterské skupiny. Pozici Vavraia culicis, V. oncoperae a Trachipleistophora
hominis vysvétluji pravdépodobnym pieskokem z plivodnich rybich hostitelt,
podobné jako pozici (pfeskok) mikrosporidii parazitickych myxosporidii
(Microsporidium sp. MYX 1).

Jak jsme jiz zminili v kap. 2.3.2. existuji a mnozi se evidence takovych ,,pfeskokt
uvnitt skupin, ve kterych bychom to necekali a o kterych se soudilo ze obsahuji rody
mikrosporidii specifické jen pro konkrétni skupinu hostiteld. Vavraia popsana
z komar a pozdéji i1 flebotomli a chrostikii je hldSena 1 z kory$i — dekapodnich
(Azevedo, 2001; Langdon, 1991) a ptuvodnéjsSich ostrakodli (Voronin a Melnikova,
1984). Flabelliforma popsana puvodné¢ rovnéz z flebotomii byla pozdéji naleza
v korySich — dafniich (Refardt a kol., 2002) a ostrakodech (Bronnvall a Larsson,
1994). Pivodné sav¢i Encephalitozoon je recentné reportovan ze saranci/kobylek
(Lange a kol, 2006) i z koryst — ostrakod (Voronin, 1991). I terestricky ,,hmyzi‘
Endoreticulatus je recentn¢ hlaSen dekapodnich korysi (Wang a Chen, 2007) a
primitivnich zébronozek (Martinez a kol., 1993). Rody s velmi Sirokym spektrem
hostitelskych skupin ndm mohou napovédét i pravdépodobny smér jakym se jejich
predci Sifili a ekologické pozadi procesu: rod Unikaryon stypovym druhem
Unikaryon piriformis Canning, Lai and Lie, 1974 byl popsan z trematodni larvy
(Digenea, Echinostomatidae) z Lymnea rubiginosa (Pulmonata, Lymnaeidae),
pozd¢jsi popis (Azevedo and Canning, 1987) je zalozen na U. legeri (Dollfus, 1912)
Canning and Nicholas, 1974 z metacerkarii Meigymnophallus minutus (Trematoda,
Gymnocephalidae). Nejméné 13 druht, vétSinou apansporoblastickych (U. legeri je
disporoblasticky druh ve SPOV) je popsano z platyhelmintu (cestodl a trematodu),
brouk (Weiser a kol., 2002), roztocl, a korySt — jeden Unikaryon mytilicolae
Durfort, Vallmitjana a Vivares, 1980, i z kopepodniho korysSe. Jedna se evidentné o
asamblaz vice rodt, rod Oligosporidium (dtive U. arachnicolum) jiz byl vyclenén.
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Uvedené ptiklady nejsou vyjimky, podivame-li se do literatury, najdeme jen velmi
malo rodi které by nemély néjakého korySiho hostitele, na druhou stranu
mikrosporidie koryst (a plivodnéjsi skupiny mikrokrustacei zvlast) jsou jednou
z nejpocetngjSich 1 strukturdlné nejdiverzifikovanéjSich skupin mikrosporidii
(Sprague, 1977; Larsson a kol., 1996; Larsson, 1997; Bronnvall a Larsson 2001).
Neexistuje jiné, pravdépodobnéjsi vysvétleni, nez Ze pieskoky probihaly ve sméru od
korySi na jiné hostitelské skupiny, jinymi slovy ze skupin korysi jejich
mikrosporidialni ptfedci radiovali. Ackoli je rozvinutd hypotéza jest¢ vice
spekulativni, lze odvodit, ze 1 kladogeneze ptredki korySich mikrosporidii (a
dnesnich kladl mikrosporidii) neni ndhodnd, ale ze v zakladnich rysech kopiruje
kladogenezi korySich taxont. Ve velkém kladu Amblyospora group/aguatic group
totiz dominuji zéastupci mikrosporidii z pivodnéjSich skupin (Phyllopoda —
Copepoda, Cladocera; lze je rozclenit i v rdmci podskupin), zatimco jiné klady
obsahuji dominantni zastupce amfipodnich koryst, nebo dekapodnich korysu.
Podobné jako amfipodni a dekapodni korysi jsou odvozeni z ptivodnéjsich skupin
koryst, vSe nasvédcuje tomu, ze 1 skupiny terestrickych ¢i rybich mikrosporidii jsou
odvozenéjsi od puvodnéjSich mikrosporidii kladu Amblyospora group/aguatic group.
Jinymi slovy korelace parazit-hostitelskych vztahli znama jako Farenholzovo
pravidlo (kopirovani kladogenezi) podporuje vysledky fylogenetickych analyz, ze
Amblyospora group/aquatic group je (v soucasnosti znama) nejpivodnéjsi skupina
mikrosporidii, tvofici ,,morfogeneticky zaklad* znamych mikrosporidii.

Pod timto pohledem se jevi i1 fada obskurnich mikrosporidii, primitivnich
hostitelskych skupin, ¢asto hyperparaziti (Mezozoi, Platyhelminti, Myxozoi nebo
Cilliat) jako odvozené a nikoli ptivodni mikrosporidie. Do této kategorie spadaji i
mikrosporidie skupiny Metchnikovellidae, povazované vibec za nejptivodnéjsi. Ty
ale mohou byt stejné¢ tak plivodni jako (podle naseho nédzoru pravdépodobnéji)
odvozené.

Pteskoky a ziskani €i ztrata novych (mezi)hostitela byly logicky vyhodné adaptace,
které¢ sebou nutné nesly fadu vedlejSich ekologickych a biologickych fenomenii.
K nejzasadnéjSim patii domnéla ¢i skutecnd ztrata sexuality. Praci analyzujici 10
mikrosporidii dominantn¢ terestrického kladu Nosema/Vairimorpha prezentoval
v neddvné dob¢ Ironside (2007). Autor vyvozuje zaveér o vicenasobnych nezavislych
ztratdch sexuality v uvedené skupiné mikrosporidii bez evidence plvodnich
asexualnich linii. Pfes jiné dilezité poznatky, tykajici se urcitého zkresleni
fylogeneze této skupiny (rychle se vyvijejicich druhti) na zéklad¢ analyz ssu rDNA,
kdy fixace alel 1 kopie tohoto genu miize predchazet speciaci/odstépeni druhu, jakou
Iépe postihne fylogenetické analyza na zdkladé RPB1, je kone¢ny zavér postaven na
nespravnych piedpokladech a vyvody nemuseji byt pravdivé. Autor provedl testy
veérohodnosti rozdilnych topologii (AU test a WSH — vazeny Shimodaira-Hasegawa
test) na fylogenetickych stromech kladu Nosema/Vairimorpha s vynucenou topologii
podle 3 hypotéz. Prvni hypotéza, ze hmyzi zastupci kladu Nosema/Vairimorpha tvoti
monofyletickou skupinu byla ale jiz ddvno vyvracena v n€kolika studiich (Moodie a
kol., 2003; Vossbrinck a Debrunner-Vossbrinck, 2005); druhd hypotéza byla
v zakladu zavadéjici, s predpokladem asexuality druhti rodu Nosema, ve skutecnosti
testoval monofylii rodu Nosema, ktera byla také diive vyvracena v praci Baker a kol.
(1994) o vztahu druhtt mezi rody Nosema a Vairimorpha a tteti hypotézou testoval
jen maly vzorek protoze atypické usporadani tandemu genti pro rRNA existuje i u
jinych skupin mikrosporidii nez z Nosema/Vairimorpha kladu (Refardt, 2007).
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Naopak koncepce pivodnich korySich hostitelii nabizi jiné vysvétleni: existenci
asexudlnich 1 sexudlnich casti Zivotniho (vyvojovych) cyklu vramci jednoho
dimorfniho druhu. Tento vyklad vysvétluje 1 diskrepanci strukturalnich
(taxonomickych) znakli jakd vychdzi z fylogenetickych analyz. Jestlize mél
hypoteticky Thelohania-like ptedek této skupiny (a pravdépodobné i jinych skupin —
Lom a kol., 2001; Lom a Nilsen, 2003; Moodie a kol., 2003, b,c; Brown a Adamson,
2006), diplokaryotickou i monokaryotickou fazi, se SPOV i bez n¢j, jsou tyto
(pleziomorfni) znaky nutné rozptyleny v celé skupiné odvozenych druht jak
poznavame z fylogenetickych stromti. Sexualni a asexudlni linie tak koexistovali a
pravdépodobné koexistuji vedle sebe u riznych druht do soucasnosti v rodech
Nosema a Vairimorpha ale 1 rodech které zlstali vazani na korySe — Dictyocoela
pravdépodobné i u jinych druhit mikrosporidii.

Recentni nalezy retrotranspozonii resp. moznych reorganizaci genomu (Xu a kol.,
2006) u této skupiny mikrosporidii (Nosema bombycis), stejné tak jako napadné
Casté soubézné infekce ,,druhti rodu Nosema a Vairimorpha (v fadé Lepidopter —
Weiser, 1961, 1966) 1 jejich polymorfizmus resp. nepatrné rozdily v sekvencich ssu
rDNA (Maddox a kol., 1999; Vavra a kol., 2006a) nasvédcuji hypotézam, Ze by se
tito pokrocili parazité nemuseli sexuality zcela vzdat a mohli asexualné fungovat v
,Iidkém® terrestrickém prostiedi jen jako docasné linie (v ramci ,,vymény* genetické
informace typu Nosema-Vairimorpha i Nosema-Nosema).

V navaznosti na diskusi a ndmi studovanou skupinu mikrosporidii z Trichopter a
Lepidopter lze kombinovana data publikaci (1-5) a abstrakt (7,8) ptredkladané
disertacni prace shrnout do nésledujiciho zavéru (modelové hypotézy):

(1) s vyjimkou hypotetického ptedka rodu Vavraia jehoz zastupci se
vyskytuji u primitivnich Lepidopter i Trichopter nemély v soucasnosti
znamé mikrosporidie parazitujici u obou hostitelskych skupin spolecného
ptfimého ptfedka. Do obou hostitelskych skupin vstoupily mikrosporidie
nezavisle pravdépodobné z predkdl, ktefi parazitovali u nékolika skupin
korysi, z nich radiovali a v koevolucnich vztazich s dal§imi hostitelskymi
skupinami speciovali do soucasného rodového spektra. Klicovou roli
vradiaci do terestrického prostiedi sehral pravdépodobné kontakt a
pteskok mikrosporididlnich ptfedkti z piivodné korySich hostiteld na
hmyzi hostitele s larvalnim vyvojem ve vodé a nasledné nezavislé Sifeni a
preskoky na dalsi hostitele na sousi.

(i1) model radiace piivodné korySich mikrosporidii do dalSich hostitelskych
skupin svazanych s nimi ekologicky ma pravdépodobné Sirsi platnost, zda
se platny pro vétSinu dosavadnich mikrosporidii u kterych mame
molekularné biologické znaky umoznujicich fylogenetickou analyzu (viz.
obr. 41 publikace kap. 4.1). I ve skupinach, kde nebyl dosud detekovan
(mezi)hostitel ze skupiny korystu (klady VII, VIII obr. 41 kap. 4.1) se
vyskytuji hostitelské skupiny hmyzu s larvalnim vyvojem ve vode¢.

(ii1))  vicehostitelské cykly mikrosporidii hmyzu s larvalnim vyvojem ve vod¢ a
mezihostiteli v korySich (vysoce pravdépodobné i1 u mikrosporidii
z Trichopter) by mohly byt pozistatkem této ancestralni radiace a
nasledné koevolucni speciace.

(iv)  naopak fylogenetické vztahy mezi druhy rodu Nosema a Vairimorpha
(z Lepidopter) lisicich se ztratou meiotické (sexualni) fdze sporogonie by
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v)

vvvvvv

na ekologické podminky terrestrického prostiedi; blizka fylogeneticka
ptislusnost se strukturdlné¢ shodnymi druhy rodt Nosema a Vairimorpha
z amfipodnich a dekapodnich koryst toho mize byt dikkazem - rody
Nosema resp. Vairimorpha by mohly byt odvozené z plvodnich
dimorfnich mikrosporidii korys$t (ancestrdlniho rodu Thelohania
obsahujiciho oddélené sexudlni i asexualni sekvence vyvojového cyklu);
ekologické charakteristiky nasvédcuji ze geneticky polymorfni ,,druhy*
rodu Nosema funguji jako asexudlni linie, které vSak nemusely trvale
ztratit sexualitu.

soucasna taxonomie a klasifikace mikrosporidii je bazéln¢ chybnd a
neodpovidd fylogenetickym vztahiim, vSechny strukturdlné-vyvojové
jednotky maji pleziomorfni charakter, znaky pouzivané pro nizsi
taxonomické jednotky jsou zatizeny homoplaziemi; nasledujici
klasifikace se pravdépodobné neobejdou bez sekvencnich (molekularné
taxonomickych) znakii - s jistotou pro vyssi taxonomické jednotky a
pravdépodobné 1 jejich podilem u nizSich taxonomickych jednotek;
strukturdlni a ekologické znaky (hostitelskd piislusnost) budou mit
pravdépodobné jen doplnkovy, diagnosticky charakter a budou muset
reflektovat heterogenni povahu téchto znakt u vicehostitelskych druhti.
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