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Abstrakt

Naélevnici (Ciliata) jsou jednobunééné eukaryotické organismy patiici do skupiny Alveolata.
D¢li se na jedenact tfid. Z toho se anaerobni/mikroaerofilni zastupci nachazeji ve tfidach
Armophorea, Litostomatea, Plagiopylea, Oligohymenophorea a Prostomatea. Anaerobni
nalevnici maji mitochondrii redukovanu na hydrogenosom. V jejich cytoplasmé je okolo
hydrogenosomu ptitomno veliké mnozstvi metanogennich symbiontii. Anaerobni nalevnici
jsou vyznamni producenti metanu a jsou jak voln¢ Zzijici, tak endobioticti (komenzéalové,
mutualisti ¢i paraziti v zazivacim traktu mnohych zivocicha vCetné ¢loveka).

Podle dosud publikovanych studii se da usuzovat, Ze diverzita anaerobnich nalevnika je
mala. Je to dano tim, ze se do fylogenetickych studii zafazuji pouze sekvence urcenych
nalevnikd a vynechéavaji se environmentalni sekvence. Cilem této prace bylo ziskat sekvencni
data co nejvice volné Zijicich anaerobnich nalevnikti. Dohromady byly ziskany sekvence
SSU rDNA 32 izolati sladkovodnich i motskych anaerobnich nélevnikl. Fylogeneticka
analyza ukdzala, ze vétSina jich patii do tfid Armophorea, Plagiopylea a Oligohymenophorea,
kde tvori né€kolik samostatnych fylogenetickych linii. Kmen LIVADIAN spole¢né s rody
Paraspathidium, Askenasia, Urotricha, Cryptocaryon a nekultivovanymi nalevniky nalezi
do tfidy Prostomatea a nachazi se v blizkosti tfidy Plagiopylea. Ttida Plagiopylea bude

nejspis také patfit do tfidy Prostomatea a nebude tak dale tvofit samostatnou tfidu nalevniku.

Klicova slova: anaerobidza; Armophorea; hydrogenosom; metanogenni symbionti; nalevnici;

Oligohymenophorea; Plagiopylea; Prostomatea; SSU rDNA



Abstract

Ciliates (Ciliata) are single-celled eukaryotic organisms belonging to the large group
Alveolata. Ciliates are classified to eleven classes. Anaerobic/microaerophilic representatives
belong to classes Armophorea, Litostomatea, Plagiopylea, Oligohymenophorea, and
Prostomatea. The mitochondrion of the anaerobic ciliates has been tranformed
to hydrogenosome. The anaerobic ciliates are characteristic for the presence of methanogenic
symbionts in the cytoplasm near hydrogenosomes. Anaerobic flagellates are free-living or
they live as commensals, mutualists or parasites in the digestive tract of animals including
humans.

The true diversity of anaerobic ciliates is still not fully understood. The reason is that
only sequences of described ciliate species are usually included into phylogenetic analyses.
However, many environmental sequences representing considerable part of known molecular
diversity of ciliates have been published as well. The aim of this work was to obtain and
analyze sequence data of anaerobic free-living ciliates. We have determined SSU rDNA
sequences of 32 different freshwater and marine strains of ciliates. Phylogenetic analyses
showed that the strains belonged mostly to the classes Armophorea, Plagiopylea and
Oligohymenophorea. The strain LIVADIAN belonged, together with genera Paraspathidium,
Askenasia, Urotricha, Cryptocaryon, and several environmental sequences, to the class
Prostomatea. Our data also suggested that the Plagiopylea likely belongs to the class
Prostomatea as well, instead of representing an independent ciliate class.

Key words: anaerobiosis; Armophorea; ciliates; hydrogenosome; methanogenic symbionts;

Oligohymenophorea, Plagiopylea, Prostomatea, SSU rDNA



1. Uvod a cile

Naélevnici (Ciliophora) jsou jednou z nejzndméjsich skupin prvokt. Do dne$ni doby jich bylo
popsano néco okolo 3500 druhi, ale ocekéava se, ze jich ve skutecnosti existuje az 30 000
druht. VétSina nalevniki zije voln€ ve vodé nebo ve vlhkém prostiedi, kde se zivi bakteriemi.
Diky tomu pfispivaji k regulaci pocetniho stavu bakterii v pfirodé a jsou dalezitymi indikatory
organického znecisténi vody. Podle pfitomnosti uréitych druhti nalevniki miizeme odhadnout
stupen znecisténi. Dale byly popsany druhy nalevnika, které ziji v zazivacim traktu mnohych
skupin zivocichli. VétSina téchto endosymbiotickych druht jsou mutualisté nebo
komenzalové a svym hostitelim nezplsobuji zadné zdravotni obtize. Na rozdil od téchto
neskodnych nalevnikd zndme i1 nékteré druhy, které mohou vyrazné posSkozovat své hostitele.
Mezi nejznamé;jsi patogeny patii Ichthyophthirius multifiliis a Balantidium coli.

Anaerobni nalevnici mohou Zzit pouze v prostfedi, kde se nevyskytuje kyslik nebo je
ho tam velmi malo. Byl u nich objeven hydrogenosom, anaerobni derivat mitochondrie, jehoz
metabolickym produktem je mimo jiné vodik. Pfedpoklada se, ze spolecny ptredek vSech
nalevnikd byl ptivodné aerobni a k pfechodu na anaerobni zptisob zivota doslo béhem evoluce
nejméné Ctyfikrat. Anaerobni nalevniky nalezneme v tfiddch Armophorea, Litostomatea,
Plagiopylea, Prostomatea a Oligohymenophorea. Do dne$ni doby stale pfevlada nazor, zZe
diverzita téchto organisml je nizkd. My si myslime pravy opak, proto jsme se zaméfili

na studium diverzity anaerobnich néalevniki.

Cile diplomové prace:

1. Kultivace izolatli anaerobnich nalevnikl ziskanych ze sbirek na PfF UK.

2. Ziskat vlastni kultury rdznych skupin anaerobnich nalevniki.

3. Urcit sekvence genu pro SSU rRNA co nejvice izolatd anaerobnich nalevnikli a provést
fylogenetické analyzy.

4. Prozkoumat molekuldrni a morfologickou diverzitu jednotlivych izolatt.



2. Literarni prehled

2.1. Obecna charakterizace nalevnikii

Nalevnici (Ciliophora) spolecné s vytrusovci (Apicomplexa), obrnénkami (Dinoflagellata)
a malymi skupinami Perkinsea, Chromerida a Colpodellidae nélezi do jedné velké skupiny
Alveolata (Fast et al. 2002; Leander a Keeling 2003; Mylnikov 2009; Weatherby et al. 2011).
Jeji nazev vychazi z toho, ze vySe zminéné kmeny maji pod plazmalemou systém kortikalnich
alveolt. Alveoly dodavaji buiice pevnost a pruznost a také zajist'uji stabilitu jejiho povrchu
(Fast et al. 2002). U nalevnikt zde dale probiha regulace obsahu vapniku v buiice (Plattner
a Klauke 2001). Nékdy mohou bytv alveolech bilkovinné (napi. u rodu Euplotes) nebo
zvapenatélé polysacharidové platy (napf. u rodu Coleps), které kortikalni vrstvu zpeviuji
(Lynn a Small 2002).

Skupina nalevnikd je charakterizovana piedev§im tfemi hlavnimi rysy. Jsou to
specificka stavba kortexu, pfitomnost dvou typt jader a konjugace (typ pohlavniho
rozmnozovant).

Kortex (viz obr. 1) je 1 — 4 um silnd podpovrchova vrstva, kterd pomaha udrzovat
relativné staly tvar téla. Sklada se ze dvou casti: z pelikuly a z infraciliatury tvotrené
cytoskeletem asociovanym s bazédlnimi télisky bic¢ikli (kinetidovymi koteny). Zakladni
slozkou infraciliatury jsou kinetidy, které se skladaji z bazalnich télisek biciku (kinetosomir)
a z n¢kolika pridruzenych kotenovych struktur. Kinetosomy vétSinou nesou bic¢ik a jsou
navzajem propojeny bazalnimi mikrotubularnimi pasy. Kinetida mliZze mit bud’ jedno bazalni
télisko (monokinetida), dv€é bazalni téliska (dikinetida) ¢i vice bazéalnich télisek
(polykinetida). Pfidruzené¢ kotenové struktury tvofi kinetodesmalni fibrily a dva
mikrotubularni pasy (transverzalni a postciliarni). Podle umisténi na bunce nalevnika a funkce
muzeme rozliSit ciliaturu dvojiho typu: somatickou (pohybova a senzoricka funkce) a orélni
(ziskavani a zpracovani potravy). Somaticka ciliatura byva slozena z monokinetid, dikinetid
nebo polykinetid. Obvykle se vyskytuje na celém povrchu téla kromé ustniho otvoru. Tyto
kinetidy jsou uspotadany do podélnych pasi, kinet. Ty vedou od pfedniho konce k zadnimu.
Kinety se mohou na pravé a levé strané sbihat a vytvaret suturu, kterd je bud’ peroralni, nebo
postoralni. Jedna se o dlouhou mezeru v celistvém uspotfadani kortexu a probiha zde piijem
a vydej latek. V nekterych ptipadech mohou byt polykinetidy umistény tésné u sebe a jejich
bi¢iky mohou vytvaret ciry, struktury slouzici ke krac¢ivému pohybu. Orélni ciliatura je také
tvofena monokinetidami, dikinetidami nebo polykinetidami. Oralni kinetidy jsou navzdjem

spojeny mikrotubuly a mikrofilamenty a spolecné s cytostomem a cytofaryngem vytvari



oralni aparat. Pomoci cytostomu, ktery je umistén apikdlné€ nebo ventralné, ptijimaji nalevnici
potravu. Ta poté putuje pres cytofarynx do potravni vakuoly, v niz dojde k jejimu zpracovani.
Zbytky nestravené potravy pak putuji ven cytoproktem (Lynn a Small 2002; obr. 2).
V nékterych pfipadech mohou cilie vytvaret jednotky rozprostiené do plochy,
tzv. membranely. Ty nalevnikovy slouzi k zajisténi vifeni ¢astecek potravy (Lynn a Small
2002).

Cortex 4

S
\x.‘c‘i' _——
\\ ) ’% ~

Obr. 1. Schéma ultrastruktury kortexu typického nalevnika (podle Lynn a Small 2002).
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Obr. 2. Schéma buriky nalevnika. (podle Lynn a Small 1990).

V kazdé¢ bunce nalevnika nalezneme dva typy jader: jeden nebo nékolik malych mikronuklet
a jeden nebo vice velkych makronuklet. Mikronukleus, generativni jadro, je diploidni
a transkripné témer neaktivni. Jeho hlavni role spocivd v pfedavani genetické informace
do dalsich generaci. Dale se uplatiiuje pifi konjugaci a vznikd zného makronukleus.
Mikronukleus obsahuje normalni eukaryotické chromozomy a béhem déleni se vytvari
intranuklearni délici vieténko. Mikronukleus se dé€li uzavienou mitézou nebo meidzou.
Na rozdil od mikronukleu je makronukleus, somatické jadro, vysoce polyploidni pro Cast
genomu, ale urcité useky genomu viibec neobsahuje. Probiha zde masivni syntéza mRNA.
Tvarové mohou byt makronukley velmi proménlivé (zaokrouhlené, vétvené, rtizencovité atd.)
(Lynn a Small 2002). U makronukleu pti déleni nenalezneme typické délici vieténko
a kondenzované chromozomy. Makronukleus se vyviji z mikronukleu a déli se tzv. amitézou.

J 24

| kdyZ se pfiamitoze nevytvaii délici vieténko, byly v makronukleu objeveny vnitro-

11



(Intramacronucleata) nebo mimojaderné (Heterotrichea) mikrotubuly a y-tubulin, ktery se
vykytuje v mikrotubularnich organiza¢nich centrech (Kushida et al. 2011). Prib¢h amitozy je

znazornén na obr. 3. Makronukleus tfidy Karyorelictea se ned¢li.

y-tubulin
) MT
Mac envelope
Stage 1
minus end focusing &
l further polymerization of MTs
from the center of Mac
Stage 2
mutual sliding &
1 elongation of filaments
MTs penetrate minus end focusing area
Stage 3
1 progression of filaments bundling
Stage 4
further bundling of filemants in the
dividing region & depolymerization in
the separated area
Stage 5

—
packed region ?

Obr. 3. Pribéh amitdzy u nalevnika rodu Tetrahymena. (podle Kushida et al. 2011).

Kromé nepohlavniho rozmnoZovani (pficné déleni) se mohou ndlevnici rozmnozovat
i pohlavnim procesem zvanym konjugace. Pfi konjugaci dochazi ke spojeni dvou bunék
stejného druhu a ke vzajemné vyméné haploidnich jader (pronuklet), které vznikly
z mikronukleti. Po skonc¢eni této migrace se nalevnici od sebe odpoji. Diky konjugaci vznikaji

nové, vegetativné se mnozici klony (Lynn a Small 2002).

2.2. Systém a fylogeneze nalevniki

Systém nalevnikli se béhem let nékolikrat zdsadné¢ zmeénil. Do neddvné doby pouZivany

systém vznikl v osmdesatych letech dvacatého stoleti a byl zaloZzeny na slozZitosti oralni
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ciliatury. Podle toho se nalevnici délili do tfi tfid: Kinetofragminophorea,
Oligohymenophorea a Polyhymenophorea (Corliss et al. 1980).

Do tridy Kinetofragminophorea patfili nalevnici, jejichz oralni ciliatura se jen nepatrné
lisila od somatické ciliatury a byla odvozena z apikalnich ¢asti somatickych kinet. Cytostom
byl vétsSinou apikalni nebo ventrdlni a cytofaryngeédlni aparat obvykle népadny. Trida
Kinetofragminophorea se d¢lila na ctyfi podtiidy (Gymnostomatia, Vestibuliferia,
Hypostomatia a Suctoria). Ttida Oligohymenophorea zahrnovala pfevazné nalevniky, ktefi
meli ordlni aparat umistény alespon castecné uvniti ustni dutiny a dobie vyvinuty. Do této
ttidy byli ale také fazeni astomatni ndlevnici, u nichz neni oralni aparat viibec vyvinut. Oralni
ciliatura u zastupcu ttidy Oligohymenophorea se liSila od somatické. Skladala se z perioralni
membrany na pravé stran¢ a Z malého poctu (obvykle tii) membranel na levé strané. Cytostom
byl obvykle ventrdlni nebo subapikdlni. Do této tiidy patiily pouze dvé podtiidy,
Hymenostomatia a Peritrichia (Corliss et al. 1980). Zastupci tiidy Polyhymenophorea se
vyznacovali oralnim aparatem s mnoha slozitymi membranelami. Somaticka ciliatura mohla
byt normaln¢ vyvinuta, redukovana nebo pfeménéna na ciry. Cytostom se nachazel ve spodni
¢asti Ustni dutiny a cytoprokt vétSinou chybél. Tiida Polyhymenophorea zahrnovala pouze
jednu podtiidu, Spirotrichia (Corliss et al. 1980).

Hned po svém vzniku byl ovSem tento systém kritizovan. Ukazalo se, ze oralni ciliatura
podléha silnym selekénim tlaklim a ¢astym konvergencim (viz napi. Lynn 1979, 1981). Byly
vytvofeny nové tiidy nalevnikd (Lynn a Corliss 1991, citovano v Baroin-Tourancheau et al.
1992). Pii pouZiti prvnich molekularné-fylogenetickych metod se skute¢né ukézalo, ze tfidy
Polyhymenophorea a Kinetofragminophorea jsou polyfyletické (napt. Baroin-Tourancheau
etal. 1992; Bernhard et al. 1995; Hirt et al. 1995; Stechmann et al. 1998). Doslo tedy
k opusténi Corlissova systému tii tfid a k jeho postupnému nahrazeni novym systémem
se dvéma podkmeny s jedenacti tfidami (Lynn 2003; obr. 4). Tento systém, ktery se pouziva
dodnes, je zalozen na makronuklearnim cyklu a na struktufe somatickych kinetid (obr. 5).
O téchto znacich se predpoklada, ze podléhaji konvergencim mnohem méné nez oralni
infraciliatura. Pfirozenost téchto jedenacti tfid je podloZena nékolika molekularné-
fylogenetickymi studiemi (napi. Wright et al. 1997; van Hoek et al. 1998; Affa’a et al. 2004,
Striidder-Kypke et al. 2006; Stoeck et al. 2007; Cho et al. 2008).

V soucasném systému se nalevnici déli na dva podkmeny Postciliodesmatophora
a Intramacronucleata. NejdilezitéjsSim znakem podkmene Postciliodesmatophora jsou
postciliodesmy (Km fibrily). Jsou to vlastné spojené mikrotubuldrni svazky vznikajici tak, Ze

postciliarni mikrotubuly mifi dozadu a ptekryvaji ty, které ptichdzeji zepifedu. Do tohoto
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podkmene patii dvé tiidy. Tiida Heterotrichea ma makronukleus, ktery se déli pomoci

mimojadernych tubuld, a u tfidy Karyorelictea se makronukleus ned¢li viibec. U podkmene

Intramacronucleata, ktery obsahuje valnou vétSinu nalevniki, se makronukleus déli pomoci

vnitrojadernych mikrotubult. Jejich role ale nebyla doposud zcela objasnéna a nebylo

pozorovano délici vieténko. U jednoho zastupce tazeného do tohoto podkmene (rod

Protocruzia) byly objeveny i postciliodesmy (Lynn 2003). Do skupiny Intramacronucleata

spadd zbyvajicich devét tfid, které se od sebe navzajem liSi strukturou somatické

infraciliatury.

Prehled trid nalevniki. Podle Lynn 2003.

Podkmen 1. Postciliodesmatophora

Ttida 1. Karyorelictea

Ttida 2. Heterotrichea

Podkmen 2. Intramacronucleata’

Ttida 3. Spirotrichea (podtiidy Protocruziidia, Phacodiniida, Hypotrichia, Oligotrichia,
Choreotrichia, Stichotrichia, Licnophoria)

Ttida 4. Armophorea

Ttida 5. Litostomatea (podtiidy Haptoria, Trichostomatia, Rhynchostomatia)

Ttida 6. Phyllopharyngea (podtiidy Phyllopharyngia, Rhynchodia, Chonotrichia, Suctoria)
Ttida 7. Nassophorea

Ttida 8. Colpodea

Ttida 9. Prostomatea

Ttida 10. Plagiopylea

Ttida 11. Oligohymenophorea (podtiidy Peniculia, Scuticociliatia, Hymenostomatia,

Apostomatia, Peritrichia, Astomatia)

! Pred odevzdanim této diplomové prace byla objevena nové, v potadi dvanécta tiida nalevnika, tiida
Cariacotrichea (Orsi et al. 2011).
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Obr. 4. Ukazky zastupct jednotlivych tiid nalevnikd. Podle Lynn (2003). A: Loxodes (Karyorelictea);
B: Stentor (Heterotrichea); C: Protocruzia (Spirotrichea); D: Euplotes (Spirotrichea); E: Metopus
(Armophorea); F: Didinium (Litostomatea); G: Chilodonella (Phyllopharyngea); H: Obertrumia
(Nassophorea); 1. Colpoda (Colpodea); J: Plagiopyla (Plagiopylea); K: Holophrya (Prostomatea);
L: Tetrahymena (Oligohymenophorea).
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Obr. 5. Somatické kinetidy reprezentujici 11 t¥id skupiny nalevniki. Podle Lynn (2003). A. Loxodes
(Karyorelictea); B. Blepharisma (Heterotrichea); C. Protocruzia (Spirotrichea); D. Euplotes
(Spirotrichea); E. Metopus (Armophorea); F. Balantidium (Litostomatea); G. Chilodonella
(Phyllopharyngea); H. Obertrumia (Nassophorea); 1. Colpoda (Colpodea); J. Plagiopyla
(Plagiopylea); K. Holophrya (Prostomatea); L. Tetrahymena (Oligohymenophorea); M. Plagiotoma
(Spirotrichea). Pc = postciliarni mikrotubularni pasy; Kd = kinetodesmalni fibrily; T = transverzalni
mikrotubuldrni pasy.

V roce 2004 Cavalier-Smith rozdélil podkmen Intramacronucleata podle lokalizace cytostomu
na tfi skupiny (Cavalier-Smith 2004; citovano ve Vd’a¢ny et al. 2010). Skupina Spirotrichia
zahrnovala tfidy Armophorea a Spirotrichea, skupinu Rhabdophora tvofila pouze tfida
Litostomatea askupina Ventrata obsahovala zbylych Sest tiid (Phyllopharyngea,
Nassophorea, Colpodea, Plagiopylea, Oligohymenophorea a Prostomatea). Tento systém
nalevnikil ale Vdacny et al. (2010b) opét prepracovali. Ze zavért jejich stude vyplyva, ze

ttida Armophorea nepatii do skupiny Spirotrichia, ale ze se jedné o sesterskou skupinu tfidy
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Litostomatea. Spolecné je tedy zatradili do skupiny, kterou pojmenovali Lamellicorticata
(Vd’aény et al. 2010b). Dosud se ale stale vice pouziva systém nalevnikt o jedenacti tfidach
z roku 2003 (Lynn 2003).

Lynntv systém z roku 2003 vznikl na zakladé fylogenetickych analyz genu pro SSU
rRNA, ale od konce devadesatych let dvacatého stoleti se zajem védcti zaméril 1 na ovéfovani
fylogenetickych vztahi pomoci dal§ich gent, jako je naptiklad EF-1o (Moreira et al. 1999).
Podle jejich fylogenetické analyzy pro gen EF-la je tfida Oligohymenophorea a podttida
rRNA (Moreira et al. 1999). Kromé tohoto genu se provadi fylogenetické analyzy i pro geny
eRF1, eRF3 a EF-2 (Moreira et al. 2002).

2.3. Anaerobni nalevnici

Vétsina nalevnikll Zije v prostiedi s pfistupem kysliku. Zndme ale i nékteré rody (napf.
Metopus, Trimyema, Plagiopyla, atd.), které mohou snaset velmi malou koncentraci kysliku
nebo pro né mize byt kyslik dokonce toxicky. U téchto organismli nalezneme hydrogenosom.
Jednd se o redukovanou mitochondrii, kterd za anaerobnich podminek produkuje vodik
a ATP. Dale se ukdzalo, ze anaerobni nélevnici rostou pomaleji nez ti aerobni. Tento fakt
vysvétluji dve hypotézy. Prvni hypotéza tvrdi, Ze anaerobni metabolicka cesta zpiisobuje nizsi
rychlost riistu nez ta aerobni, a druhd tika, Ze anaerobni nalevnici maji nizsi ptfijem potravy
nez ti aerobni (Massana et al. 1994). Piedpoklada se, ze ptredek nalevniki byl aerobni
a béhem evoluce doslo nejméné Ctyfikrat k prechodu na anaerobni zplisob Zivota. Anaerobni
nalevnici nalezi do skupin Armophorea, Litostomatea, Plagiopylea a né€kolik anaerobnich

zéastupcli nalezneme 1 ve skupinach Oligohymenophorea a Prostomatea.

2.3.1. Trida Armophorea

Fylogeneticka pozice tfidy Armophorea byla dlouho zdhadnd. Dtive byla tato tfida fazena
do skupiny Heterotrichea ke tfidé Spirotrichea nebo byla oznacovana jako Ciliophora incertae
sedis (McGrath et al. 2007). Navic jeji dva fady (Armophorida a Clevelandellida) byly Casto
fazeny na rliznd mista v systému néalevnikl. AZ v roce 2003 na zaklad¢ struktury somatickych
kinetid byly tyto dvé skupiny pfifazeny k sobé a vytvofily spolu samostatnou tiidu
Armophorea (Lynn 2003). To bylo pozd€ji potvrzeno i na zakladé molekularné—
fylogenetickych studii (Affa‘a et al. 2004; Slapeta et al. 2005). V roce 2004 vznikl novy
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systém nalevniki na zakladé¢ lokalizace cytostomu. Cavalier-Smith rozdélil podkmen
Intramacronucleata na tii taxony: Spirotrichia, Rhabdophora a Ventrata. Tfida Armophorea
spole¢né s tiidou Spirotrichea spadaly do taxonu Spirotrichia (Cavalier-Smith 2004; citovano
ve Vd’a¢ny et al. 2010). Podle nejnovéjsi studie ale Armophorea nepatii do Spirotrichia.
Na zakladé¢ analyzy genu pro 18S rRNA vyplyva, ze Armophorea jsou sesterska skupina tfidy
Litostomatea (Vda¢ny et al. 2010b). Autofi této studie proto tiidu Armophorea ptifadili
ke tfidé Litostomatea do taxonu Rhabdophora, jehoz nazev zaménili za Lamellicorticata. Tato
tfida zahrnuje anaerobni organismy, jak volné¢ Zzijici, tak 1 endosymbiotické druhy. Misto
mitochondrie maji hydrogenosom a okolo ného v cytoplasmé velmi cCasto nalezneme
metanogenni archebakterie (napf. Gijzen et al. 1991; Embley et al. 1992).

Do tadu Armophorida patii ty druhy, které maji t€lo vétSinou stoéené doleva, podél
ustniho okraje maji 3 — 5 perioralnich somatickych kinetid (Adl et al. 2005). Jejich somaticka
ciliatura je holotrichni, tzn. télo je rovnomérné pokryto biciky. Z tohoto divodu byli tito
nalevnici Casto zafazovani ke tfidé Heterotrichea, se kterou vSak nejsou blize ptibuzni (viz
Lynn 2008).

Zastupci fadu Clevelandellida maji t€lo husté pokryté bic¢iky, na bocich zplostélé
s mnoha ordlnimi polykinetidami po levé strané (Lynn 2008). Ve vétSin€ piipadi se jednd
0 komenzaly Zijici v §irokém spektru hostiteltl. Rad Clevelandellida byl ve star§ich systémech
Casto soucasti tfidy Polyhymenophorea (napt. Corliss et al. 1980) a byl do né&j zatazovan i rod

Metopus, ktery dnes patii do fd&du Armophorida.

2.3.2. Trida Litostomatea

Jako samostatna tfida byla skupina Litostomatea vytvofena v roce 1991 (Lynn a Corliss 1991,
citovano v Baroin-Tourancheau et al. 1992). Jedna se o skupinu, jejiz monofylie je dobie
podpoiena molekularné-fylogenetickymi studiemi (Lynn 2003; Striidder-Kypke et al. 2006;
Gao et al. 2008; Vd’a¢ny et al. 2010a). Ttida Litostomatea je zna¢né diverzifikovana skupina,
nalezneme zde jak aerobni volné zijici druhy, tak anaerobni endosymbiotické druhy. Jejich
somaticka ciliatura je tvofena monokinetidami se dvéma pificnymi pasy mikrotubuld (Lynn
2003). V dnesni dob¢ je tato skupina soucasti podkmene Intramacronucleata a jedna se
0 sesterskou skupinu ttidy Armophorea (viz kap. 2.3.1). Ttida Litostomatea se podle systému
z roku 2003 déli na dvé podtridy: Trichostomatia a Haptoria. Podle nejnovéjsi studie z roku
2010 se tato skupina jiz dé€li na tfi podtiidy: Trichostomatia, Haptoria a Rhynchostomatia
(Vda¢ny et al. 2010a).
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Podtiida Trichostomatia je monofyleticka skupina. Jednotlivi zastupci této podtiidy Ziji
jako endobionti v zazivacim traktu mnohych herbivornich zivocichi (Wright et al. 1997).
Je pro n¢ charakteristicky vnotfeny cytostom a absence toxicyst (Striider-Kypke et al. 2006).
Jejich oralni ciliatura je husta a bazalni téliska se mohou organizovat do polykinetid (Adl
et al. 2005). V osmdesatych letech dvacatého stoleti byla tato skupina taxonomicky fazena
jako tad Trichostomatida do podtiidy Vestibulifera, ktera spadala do tfidy
Kinetofragminophorea (Corliss et al. 1980).

Podtiida Haptoria je polyfyleticky taxon. Diive se myslelo, Ze je tato skupina cela
aerobni, ale ukazuje se, Ze by to tak nemuselo byt. Bylo popsdno né¢kolik druhii (napf.
Lacrymaria elegans nebo L. sapropelica), které byly objeveny Vv bezkyslikatém prostiedi
(Esteban et al. 1993). Zatim ale nebyl u nich popsan hydrogenosom. Na rozdil od podttidy
Trichostomatia vSak u této skupiny nalezneme okolo oralniho aparétu toxicysty. Ty jim slouzi
k obrang proti predatorim a také se podileji na chytani kofisti (Gao et al. 2008). Organismy
z této tfidy byvaji také Casto predatoii jinych nadlevnikli. Haptoria maji redukovanou a malo
rozliSenou ciliaturu. V minulosti tato skupina spadala do podtfidy Gymnostomatia tiidy
Kinetofragminophorea, tedy jinam nez Trichostomatia (Corliss et al. 1980). Na zacatku
devadesatych let dvacéatého stoleti byly spole¢né s podtiidou Trichostomatia zatazeny do tiidy
Litostomatea (Lynn a Corliss 1991, citovano v Baroin-Tourancheau), kde jsou dodnes.

Skupina Rhynchostomatia, by mohla byt na zakladé¢ fylogenetické analyzy genu
pro 18S rRNA novou podtiidou tfidy Litostomatea. Zahrnuje dva fady: Tracheliida
a Dileptida. Pro ob¢é skupiny je charakteristicky Ustni otvor lezici ventralné na bazi chobotku

(proboscis), ktery nese komplex oralni ciliatury (Vd’aény et al. 2010a).

2.3.3. Trida Plagiopylea

Jednda se o mofyletickou skupinu, kterd je blizce pifibuzna tfiddm Prostomatea
a Oligohymenophorea (Lynn a Striider-Kypke 2002; Cho et al. 2008). Monofylie této tiidy je
silné podporovana analyzami genu pro SSU rRNA (napi. Lynn a Striider-Kypke. 2002).
Somaticka ciliatura zastupct tfidy Plagiopylea je tvofena monokinetidami a oralni ciliatura je
dutiny, jez ma nalevkovity tvar, nebo do vestibulu (Adl et al. 2005). Vsichni zastupci této
tiidy jsou anaerobni a mohou byt jak volné zijici, tak endobioti¢ti (napf. Lynn a Striider-
Kypke 2002). I pro tuto tfidu je charakteristickd pfitomnost hydrogenosomi
a endosymbiotickych metanogennich bakterii (napt. Shinzato et al. 2007).
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Do této tfidy patii rod Trimyema, ale ne vzdy tomu tak bylo. Pozice tohoto rodu
Vv systému nalevnikli byla dlouho nejasna. Vzhledem k tomu, ze u ného nachazime apikalni
oralni aparat, ktery je typicky pro prostomatni nalevniky, byla Trimyema fazena mezi
Prostomatea (Serrano et al. 1988). Poté byla piemisténa do tiidy Oligohymenophorea (Nerad
et al. 1995; citovano v Baumgartner et al. 2002) a az v roce 2002 na zaklad¢ fylogenetickych
analyz genu pro SSU rRNA byla umisténa do tiidy Plagiopylea (Baumgartner et al. 2002).
Zastupce toho rodu muzeme nalézt ve vSech typech vod, dokonce i v teplych (Trimyema
minutum) (Baumgartner et al. 2002) nebo v hypersalinnich vodach (Trimyema koreanum)
(Cho et al. 2008).

V roce 2007 byla do této tfidy zatfazena nova skupina nalevnikl, f4d Odontostomatida.
Stalo se to na zaklad¢ analyzy pro gen SSU rRNA (Stoeck et al. 2007). Nejdiive se jednalo
0 monofyletickou skupinu, kterd byla soucasti fadu Heterotrichida a pozdéji, nez ji zatadili
do tiidy Plagiopylea, byla spolu s dal$imi nalevniky incertae sedis umisténa do tfidy
Armophorea. VSichni nalevnici z tohoto fadu jsou anaerobni a vyskytuji se v sedimentech
sladkovodnich nadrzi. I u nich se vyskytuji metanogenni endosymbionti (Stoeck et al. 2007).

V nedavné dobé vysla studie, jejiz autofi se zabyvali systematickou pozici zvlastniho
nalevnika rodu Paraspathidium. Prvni zminka o tomto druhu pochazi z roku 1937 (Noland
1937) aodtoho roku byl pomoci morfologickych znakl fazen do podtiidy Haptorida
(Litostomatea) (Noland 1937; Long et al. 2009). V roce 2010 provedli autofi studie
fylogenetickou analyzu genu SSU rRNA a zjistili, Ze tento rod nepatii do tfidy Litostomatea.
Spise se priklanéji k tomu, Ze by se mohlo jednat bud’ o novou samostanou skupinu, blizce
piibuznou tfidam Prostomatea a Plagiopylea nebo by mohlo jit o novou skupinu, jez by byla

soucasti tfidy Plagiopylea (Zhang et al. 2010b).

2.3.4. Trida Oligohymenophorea

Ttida Oligohymenophorea je nejvétsi a nejznaméjsi skupina nalevnikti. Patfi sem napt. rody
Tetrahymena, Paramecium, Cyclidium nebo Vorticella, které maji oralni aparat Caste¢né
v ustni duting. Oralni ciliatura je dobfe rozliSend od somatické. Skladd se z peroralni
membrany na pravé stran€ a malého poctu organel (membranely, peniculi, polykinety) na levé
stran¢. Cytostom maji umistény ventralné nebo blizko anteriorniho konce. Nalezneme zde jak
volné Zijici druhy, mikrofdgni druhy, tak i endoparazity. Nékteré druhy mohou tvofit cysty
nebo vytvaret kolonie (Corliss et al. 1980). V minulosti se tato tfida délila na dvé podtiidy

(Hymenostomatia a Peritrichia) se 4 fady (Corliss et al. 1980). Dnes se sklada ze Sesti podtiid
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s neur¢itym poctem tadd (Lynn a Small 2002; Lynn 2003). Prvnim popsanym anaerobnim
nalevnikem nalezici do této tfidy byl volné Zijici druh Cyclidium porcatum, ktery spada
do podtiidy Scuticociliatia (Clarke a Finlay 1993).

Podtiida Scuticociliatia se diive fadila jako fad Scuticociliatida do podtiidy
Hymenostomatia, kterd doposud spadd do tfidy Oligohymenophorea. Jednotlivi zastupci
této podttidy obyvaji rizné typy prostredi. VéEtSina z nich jsou fakultativni parazité motskych
zivocicht, hlavné ryb, korysi, mekkysia. Napadaji jejich zabry, pokozku, svaly, srdce nebo
branici a dochazi tak k jejich uhynu (napt. Jung et al. 2005; Bourne et al. 2008). Kromé druhu
Cyclidium porcatum bylo popsano nékolik dalSich druhG nalevnikt (naptf. Cyclidium
dilectissimum, Isocyclidium globosum a Cristigera sp.; Esteban et al. 1993), o kterych se
predpoklada, ze budou také anaerobni. Zatim u nich nebyl objeven hydrogenosom, a proto

nelze vyloucit, zZe by se mohlo nakonec jednat o aerobni organismy.

2.3.5. Trida Prostomatea

Ttida Prostomatea stejné jako predchozi tfida zahrnuje zejména aerobni druhy. Monofylie této
skupiny je podpofena n¢kolika fylogenetickymi analyzami, i kdyz statistickd podpora obvykle
nebyva vysoka (napf. Stechmann et al. 1998; Zhang et al. 2010b). Tato tfida je blizce
ptibuzna tfidam Plagiopylea a Oligohymenophorea (Stechmann et al. 1998; Lynn 2003)
a nov¢ i skuping, ktera byla popsana teprve nedavno a je tvoiena rodem Paraspathidium (viz
kap 2.3.3). Ale ne vzdy se jednalo o samostatnou tiidu. V systému z osmdesatych let
dvacatého stoleti byla tato skupina oznacovéna pouze jako fad Prostomatida, ktery patfil
do tfidy Kinetofragminophorea (Corliss et al. 1980) a teprve az v roce 1992 se tento fad stal
tiidou (Baroin-Tourancheau et al. 1992). Dnes miZeme tuto tfidu rozdélit do dvou fada
(Prostomatida a Prorodontida). Nazev této tfidy vychazi z umisténi jejich cytostomu, ktery je
apikalni. Cytofarynx je obklopen postcilidrnimi mikrotubularnimi pasy, které vznikaji
z oralnich polykinetid. Maji typicky polyploidni makronukleus (Corliss et al. 1980; Lynn
a Small 2002). Stejné jako u tfidy Oligohymenophorea i zde bylo objeveno n¢kolik druhi
(Holophrya bicoronata a Prorodon corpulentissimum), které by mohly byt anaerobni

(Esteban et al. 1993). Ani u nich v§ak nebyl popsan hydrogenosom.
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Systematicky prehled anaerobnich nalevnikii. Podle Lynn (2002). Doplnéno o zmény
ve tridach Plagiopylea (Stoeck et al. 2007), Litostomatea (Esteban et al. 1993; Ito et al. 2006;
Vdacny et al. 2010a), Ologohymenophorea a Prostomatea (Esteban et al. 1993).2

TRiDA ARMOPHOREA

Rid Armophorida

Celed’ Caenomorphidae (rody Caenomorpha, Cirranter, Ludio)

Celed Metopidae (rody Bothrostoma, Brachonella, Eometopus, Metopus, Palmarela, Parametopus,
Spirorhynchus, Tesnospira, Tropidoatractus)

Rad Clevelandellida

Celed Clevelandellidae (rody Clevelandella, Metaclevelandella, Paraclevelandia)

Celed Inferostomatidae (rod Inferostoma)

Celed’ Neonyctotheridae (rod Neonyctotherus)

Celed Nyctotheridae (rody Cichlidotherus, Metanyctotherus, Nyctositum, Nyctotheroides,
Nyctotherus, Paracichlidotherus, Pronyctotherus, Pygmotheroides)

Celed Sicuophoridae (rody Geimania, Metasicuophora, Parasicuophora, Prosicuophora, Sicuophora)

Trida Litostomatea

Podtiida Haptoria

Rad Cyclotrichida

Rad Haptorida

Celed’ Lacrymariidae (druhy Lacrymaria elegans, Lacrymaria sapropelica)

Rad Pleurostomatida

Podtrida Trichostomatia

Rad Vestibuliferida

Celed Balantidiidae (rod Balantidium)

Celed’ Isotrichidae (rody Bitricha, Dasytricha, Isotricha, Protoisotricha)

Celed’ Paraisotrichidae (rody Enterophrya, Paraisotrycha, Rhizotricha)

Celed’ Pycnotrichidae (rody Collinina, Infundibulorium, Nicollella, Pycnothrix, Vestibulongum)
Celed Protocaviellidae (rody Hydrochoerella, Protocaviella)

Rad Entodiniomorphida

Podiad Archistomatina

Celed” Buetschliidae (rody Alloiozona, Ampullacula, Amylophorus, Blepharocodon, Blepharoconus,

Blepharomonas, Blepharoplanum, Blepharoposthium, Blepharosphaera, Blepharozoum, Buetschlia,

? Ttidy Prostomatea a Oligohymenophorea a podtiidy Haptoria a Rhynchostomatia zahrnuji hlavng aerobni
nalevniky

22



Buissonella, Bundleia, Cucurbella, Didesmis, Hemiprorodon, Holophryoides, Holophryozoon,
Kopperia, Levanderella, Meiostoma, Paraisotrichochopsis, Pingius, Polymorphella, Prorodonopsis,
Protolutzia, Pseudobuetschlia, Sciurula, Sulcoarcus, Wolskana)

Podrad Blepharocorythina

Celed Blepharocorythidae (rody Blepharocorys, Charonina, Charonnautes, Circodinium,
Ochoterenaia, Pararaabena, Raabena, Spirocorys)

Podrad Entodiniomorphina

Celed” Cycloposthiidae (rody Bertolinella, Bozasella, Cycloposthium, Diplolophus, Lavierella,
Toxodinium, Tricaudalia, Trifascicularia, Tripalmaria, Triplumaria)

Celed’ Prototapirellidae (rod Prototapirella)

Celed Ditoxidae (rody Ditoxum, Tetratoxum, Triadinium)

Celed” Macropodiniidae (rod Macropodinium)

Celed” Ophryoscolecidae (rody Caloscolex, Campylodinium, Cunhaia, Diplodinium, Diploplastron,
Elytroplastron, Enoploplastron, Entodinium, Eodinium, Epidinium, Epiplastron, Eremoplastron,
Eudiplodinium, Metadinium, Ophryoscolex, Opisthotrichium, Ostracodinium, Polyplastron)

Celed’ Polydiniellidae (rody Elephantophilus, Polydiniella, Pterodinium, Thoracodinium)

Celed’ Rhinozetidae (rod Rhinozeta)

Celed’ Spirodiniidae (rody Cochliatoxum, Spirodinium)

Celed Telamodiniidae (rody Megadinium, Telamodinium, Teratodinium)

Celed Troglodytellidae (rody Gorillophilus, Troglodytella)

Celed Gilchristidae (rody Gilchristia, Digilchristia)

Podtiida Rhynchostomatia

Rad Tracheliida

Rad Dileptida

Trida Plagiopylea

Rad Plagiopylida

Celed Plagiopylidae (rody Lechriopyla, Paraplagiopyla, Plagiopyla, Pseudoplagiopyla)
Celed’ Sonderiidae (rody Parasonderia, Sonderia, Sonderiella)

Celed’ Trimyemidae (rod Trimyema)

Rad Odontostomatida

Celed’ Discomorphellidae (rod Discomorphella)

Celed’ Epalxellidae (rody Atopodinium, Epalxella, Pelodinium, Saprodinium)

Celed’ Mylestomatidae (rod Mylestoma)

Trida Oligohymenophorea

Podtrida Peniculia
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Podtiida Scuticociliatia

Celed” Cyclidiidae (druhy Cyclidium porcatum, Cyclidium dilectissimum, Isocyclidium globosum,
Cristigera sp)

Podtiida Hymenostomatia

Podtiida Apostomatia

Podtrida Peritrichia

Podtrida Astomatia

Trida Prostomatea

Rad Prostomatida

Celed Prorodontidae (druh Prorodon corpulentissimum)
Celed Holophryidae (druh Holophrya bicoronata)

Rad Prorodontida

2.4. Ekologie anaerobnich nalevniki

2.4.1. Volné Zijici anaerobni nalevnici

Volné Zijici anaerobni nalevniky nalezneme téméf viude. Ziji bud’ v riznych typech vod
(moktady, Cisticky odpadnich vod, atd.), nebo ve vlhké pudé, kde se zivi bakteriemi a fasami
(Corliss 2002). Existuji i takové druhy anaerobnich nalevnikli (napt. Metopus es nebo
Plagiopyla nasuta, obr. 6), které se mohou vyskytovat v prostfedi bohatém na sulfidy
(Massana et al. 1994)
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Obr. 6. Voln¢ Zijici anaerobni nalevnici: A: Plagiopyla (eol. org/pages/2909709); B: Metopus (eol.
org/pages/488667).

2.4.2. Nalevnici gastrointestinalniho traktu

cey

Mimo druhy, které ziji volné v pfirod¢, nalezneme i nékteré zastupce v gastrointestinadlnim
traktu bylozravych Zivocichi. Toto anoxické prostiedi podporuje rozvoj specifickych
mikrobidlnich spoleCenstev, ktera se skladaji z bakterii, anaerobnich hub a anaerobnich
prvokl, a je charakterizovano dostupnosti bohatého zdroje rostlinnych polymerd (Breznak
1982; Hungate 1966, citovano v Gijzen et al. 1991). U piezvykavci nalezneme tyto
mikroorganismy hlavné v bachoru, u Zivocicht, ktefi nemaji bachor, se vyskytuji predev§im
ve stieve (Ricard et al. 2006).

Bachor je vysoce specializovana ¢ast zaludku charakteristicka pouze pro prezvykavce
(skupina Ruminantia). V této ¢asti probiha veskeré traveni rostlinné potravy (Ricard et al.
2006) a pravé tady se bachorovi nalevnici staraji o zpracovani rostlinnych sacharidi.
Nalevnici produkuji aminokyseliny, diky nimZz dochazi ke zpracovani nestravitelnych
strukturnich polysacharidi na lipidy. Ty pak mulze hostitel snadno absorbovat (Cameron
2003). Bachorovi nalevnici systematicky spadaji do podtiidy Trichostomatia a mizeme je
rozd¢lit do dvou skupin (Ricard et al. 2006): fad Entodiniomorphida (Entodinium simplex,
Entodinium caudatum, Eudiplodinium maggii, Metadinium medium, Diploplastron affine,
Polyplastron multivesiculatum a Epidinium eucaudatum) a tad Vestibuliferida, ktery byl
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difive pojmenovan jako Holotricha (Isotricha prostoma, Isotricha intestinalis a Dasytricha
ruminantium).

Do dnesni doby vyslo nékolik studii, ve kterych byli popséni jednotlivi zéstupci
sttevnich nalevnikd. Napfiiklad u zebu (domaci skot zijici v Asii a Africe) se v bachoru
vyskytuji hlavné rody Entodinium, Eudiplodinium, Diplodinium a Ostracodinium (Mishima
etal. 2009). U koni byly identifikovany ve slepém a tlustém stfevé rody Cycloposthium,
Tripalmaria, Cochliatoxum a Paraisotricha (Striider-Kypke et al. 2007), u vacnatcl se
jednalo o rizné =zastupce cCeledi Amylovoracidae, Macropodinidae, Polycostidae
a Cycloposthiidae (Trichostomatia, Litostomatea) (Cameron 2003) a u velbloudu byly
objeveny rody Entodinium, Diplodinium, Eudiplodinium a Epidinium (Del Valle et al. 2008).
Krom¢ téchto zivolichii se stievni nalevnici vyskytuji i u ryb (naptf. Balantidium
ctenopharyngodoni nebo B. polyvacuolum) (Li et al. 2007, 2009) nebo u Simpanzi a goril.
U nich byly popsany tfi rody nalevnikd, Gorillophilus, Prototapirella a Troglodytella
(Pomajbikova et al. 2010). O vyznamu nalevnika Troglodytella abrassarti u §impanzt se toho
zatim moc nevi (Modry et al. 2009). Zajimavé je, Ze u lidi nebyl tento druh zatim objeven,
i kdyz se ptedpoklada, ze u naSich predkd se vyskytoval, ale nejspi$ béhem evoluce doslo
u lidi k jeho ztraté. Mohlo by to byt zpisobené potravou, kterou lidé konzumuji. Ukazuje se,
troglodytelu nemaji (Irbis et al. 2008). V téchto starSich studii se ptedpokladalo,
ze Troglodytella u primatd zijicich v zajeti mizi, ale nemuselo by to tak byt. V roce 2010
vySel ¢lanek, ve kterém se piSe pravy opak. Podle autorli je infekce timto nalevnikem u volné
zijicich primatid niz$i neZ u téch v zajeti (Pomajbikova et al. 2010). Vysvétluji to také zménou
potravy. Primati Zzijici v zajeti totiZ konzumuji potravu, ve které je malo vlakniny, ale je
bohat4 na Skroby. Dale byla v roce 2006 popsana nova skupina endobiotickych nalevnikti
zijicich v zazivacim traktu u nosorozci (skupina Gilchristidae), kterd patii do fadu
Entodiniomorphida (Ito et al. 2006). Endobioti¢ti nalevnici se kromé& obratlovci mohou
vyskytovat i u bezobratlych, napfiklad u §vaba ve stfevé zije druh Nyctotherus ovalis (Gijzen
a Barugahare 1992) nebo u krouzkovcu se vyskytuji rody Plagiotoma a Anoplophrya (Affa’a

et al. 2004).

2.4.3. Balantidium coli jako patogen

Balantidium coli (Litostomatea; viz obr. 7) je anaerobni nalevnik s cystami, ktery parazituje

U rznych skupin Zivocichil vCetné ¢lovéka. Za normalnich podminek Zije v lumen tlustého
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stieva prasat, koni, primati a psu (Nakauchi 1999; Headley et al. 2008). Dalsi druhy rodu
Balantidium nalezneme téméf u vSech zivocichii, naptiklad v plazech, obojzivelnicich (Li
etal. 2008) nebo rybach (Li et al. 2007, 2009). Za normalnich podminek se B. coli zivi
sttevnim obsahem a nezpiisobuje svému hostiteli zavazna poskozeni. Nckdy se ale
za nejasnych podminek stdva vysoce patogennim. Dochdzi k proniknuti ndlevnikl do stfevni
sliznice nebo do lymfoidni tkdn¢ a ke vzniku viedld. Nélevnici mohou byt dale krvi rozneseni
po celém téle, kde také vznikaji viedy, a mohou perforovat i jiné organy. Toto onemocnéni
vétSinou nebyva u zvifat doprovazeno néjakymi viditelnymi ptiznaky, ale ¢asto kon¢i smrti
(Headley et al. 2008).

Balantidium coli je zatim jediny znamy patogenni druh, ktery miZze napadnout
i ¢loveéka. Toto malo ¢asté onemocnéni se nazyva balantidiéza (Zaman 1993). Balantidioza je
nemoc, kterd se vyskytuje témét po celém svété, ale hlavné v tropickych oblastech. K jeji
nakaze dochdzi po napiti vody, kterd je kontaminovand vykaly nakaZenych zvifat (a tedy
i cystami druhu B. coli) a po téle se dale roznasi pomoci krve. Projevuje se krvavé hlenovymi
prijmy, vysokymi horeckami, nechutenstvim, hubnutim, bez 1é¢by byvaji siln¢ poskozena
jatra a onemocnéni v tomto stadiu ve vétSiné ptipadl konci smrti. Diagnostika je zaloZena
na mikroskopickém nalezu cyst nebo trofozoitli v preparatu z Cerstvé stolice. K 1écbé se
pouziva tetracyklin nebo metronidazol (Biagi 1970). Casto se miZe také stat, ze dojde
k zaméné s jinou nemoci, a to s amébovou dyzentérii, kterou zptusobuje druh Entamoeba

histolytica. Obé onemocnéni maji totiz velmi podobné ptiznaky.

Obr. 7. Balantidium coli. A: trofozoit (www. nationmaster. com/encyclopedia/Balantidium-coli);
B: cysta (www. phsource. us/PH/PARA/Chapter_2. htm).

27



2.5. Hydrogenosom

ey

Hydrogenosom je specializovand organela typickd pro eukaryotni organismy zijici
V anaerobnim prostiedi. Jedna se vlastné¢ o redukovanou mitochondrii, jejiz metabolismus
probiha za anaerobnich podminek bez oxidativni fosforylace a kone¢nym produktem neni
voda, ale vodik (Bui et al. 1996; Martin 2005). Ptredpoklada se, Zze hydrogenosom
a mitochondrie maji spole¢ného jednoho piedka (Hackstein et al. 2006). Krom¢ nalevnika
nalezneme tuto organelu naptiklad jesté u anaerobnich chytridiomycet (napt. Akhmanova
etal. 1999; James et al. 2006), u druhu Psalteriomonas lanterna (Heterolobosea) (napf.
de Graaf et al. 2009) nebo u trichomonad (Parabasalia) (napt. Hrdy et al. 2004; Piitz et al.
2006; Smutna et al. 2009). Jednotlivé hydrogenosomy se ale od sebe navzajem strukturné
a metabolicky 1isi (Boxma et al. 2005). To potvrzuje teorii, Ze hydrogenosom vznikl
u raznych skupin prvokl nékolikrat nezavisle na sob¢ (Dyall a Johnson 2000).

Hydrogenosom, stejné jako mitochondrie, ma dvojitou membranu, vnitini membrana
muze v nékterych ptfipadech vytvaret kristy a pfi energetickém metabolismu vznika ATP,
i kdyZ mén¢ neZ pti acrobnim metabolismu (Bui et al. 1996; Martin 2005). Kromé tii vyjimek
nebyl u hydrogenosomu popsan genom. Témi vyjimkami jsou nalevnik Nyctotherus ovalis
(Akhmanova et al. 1998; van Hoek et al. 2000a; Boxma et al. 2005; de Graaf et al. 2011)
aprvoci ze skupiny Stramenopiles, rod Blastocystis (Stechman et al. 2008) a druh
Ptoteromonas lacertae (Pérez-Brocal et al. 2010). Navic je zde pfitomna hydrogenaza
a pyruvat-ferredoxin oxireduktdza. Jednd se o enzym, ktery katalizuje oxidativni
dekarboxylaci pyruvatu na acetyl-CoA, nebo v opacném sméru tvoii pyruvat z acetyl-CoA
a oxidu uhli¢itého (Miiller 1993; Dyall et al. 2000). Pfi energetickém metabolismu glukozy
dochazi k rozkladu pyruvatu na acetat, laktat, sukcinat, poptipadé butyrat, dale vznika oxid
uhli¢ity a molekularni vodik (Yarlett et al. 1985; Ellis et al. 1991; Dyall et al. 2000; Tielens
et al. 2002).

2.5.1. Hydrogenosom nalevnika druhu Nyctotherus ovalis

Nyctotherus ovalis je anaerobni nalevnik ze tfidy Armophorea, ktery Zije ve stieve termitt
a Svabu (van Hoek et al. 1998). Hydrogenosom tohoto druhu ptedstavuje unikatni ptechod
mezi ,,pravou’” mitochondrii a hydrogenosomem, jak ho zndme napiiklad u trichomonad
(Dyall et al. 2000). Tato unikatni organela nese znaky typické jak pro hydrogenosom, tak
i nékolik znakl charakteristickych pro mitochondrii (napt. genom, kristy, kardiolipin)

(Akhmanova et al. 1998; van Hoek et al. 2000a; Boxma et al. 2005). Co se ty¢e jeho genomu,
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ukazalo se, ze koduje ribosomalni proteiny a dokonce dva komponenty dychaciho fetézce,
témet vSechny geny kddujici komplex I (pumpuje protony ven z organely) a komplex II
(redukce fumaratu), a navic je tato organela schopna vytvaret membranovy potencidl. Geny,
jez koduji komplexy III, IV a V,zatim nebyly v hydrogenosomu objeveny. Byly zde
identifikovany 1 nékteré geny, které zfejmé koduji enzymy Krebsova cyklu, jako jsou malat
dehydrogendza, sukcinidt dehydrogendza, sukcinyl-CoA syntetdiza ¢i  o-ketoglutarat
dehydrogenédza (Boxma et al. 2005; Hackstein et al. 2006). Hlavnim kone¢nym metabolickym
produktem je v tomto piipadé sukcinat, ktery je typicky i pro anaerobni mitochondrii (Boxma
et al. 2005). Kromé sukcinatu muze v hydrogenosomu druhu N. ovalis vznikat z pyruvatu
I malé mnozstvi acetatu (Ticlens et al. 2002). Piedpokladané schéma energetického

metabolismu u druhu N. ovalis je znazornéno na obrazku 8.
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Obr. 8. Predpokladané schéma metabolismu u druhu Nyctotherus ovalis. (podle Hackstein et al.
2006). Zkratky: AcCoA = acetyl — CoA; CITR = citrat; FRD = fumarat reduktaza; FUM = fumarat;
Hyd = hydrogenaza; o — KG = a — ketoglutarat; MAL = malat; OXAC = oxaloacetat; PDH = pyruvat
dehydrogenaza; PEP = fosfoenolpyruvat; PYR = pyruvat; RQ = rhodochinon; SUCC = sukcinat;
SUCC — CoA = sukcinil — CoA.
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Pro hydrogenosom druhu N. ovalis je typicka pfitomnost neobvyklé hydrogenazy. Jedna se
0 polyprotein, ktery se sklada z dlouhého fetézce [FeFe] hydrogenazy a dvou moduli, které se
podobaji dvéma (24kDa a S51kDa) podjednotkdm mitochondridlntho komplexu I
a eubakterialnimu respira¢nimu fetézci (Boxma et al. 2007). Pomoci této hydrogenazy nejspis
dochazi ke spojeni fermentativniho glukézového metabolismu se zékladnimi komponenty
mitochondrialniho pienosu elektroni (Akhmanova et al. 1998). Tato hydrogenaza muze
pfimo reoxidovat redukované NAD(P) v komplexu I (diky pfitomnosti 24kDa a 51kDa
modulu, ostatni hydrogenazy potiebuji k vyrobé vodiku feredoxin). Dochazi tak k ukladani
zasobni energie, ktera se pozd€ji pouzivd k vypuzeni protont. Ty pak davaji vzniknout
molekularnimu vodiku (Hackstein et al. 1999). U hydrogenosomu jiného prvoka, jenz také
zije v prostiedi bez kysliku, rodu Blastocystis (Stramenopiles, Chromista), doslo
ke konvergentni evoluci. Stejné jako u hydrogenosomu druhu N. ovalis, tak i tady ma
hydrogenosom vlastni genom, dva komplexy dychaciho fetézce, Fe-Fe hydrogenazu a vnitini

obalova membrana je i v tomto piipad¢ je schopna vytvaret kristy (Stechmann et al. 2008).

2.6. Metanogenni endosymbionti

U téméf vSech anaerobnich nalevnikli byly v cytoplazmé nalezeny prokaryotické organismy.
Pomoci fluorescenéni mikroskopie byly tyto organismy identifikovany jako metanogenni
archebakterie. Stalo se to na zdklad¢ ptitomnosti specifickych bunéénych komponentl uvnitf
archebakterii, koenzymu Fsp (deazaflavin) a slouceniny Fss (slouéenina pterinu)
(van Bruggen et al. 1983). Jak se ukazalo, tyto archebakterie ziji s nalevniky v symbiotickém
vztahu (Vogel et al. 1980) a obyvaji hlavné prostor okolo hydrogenosomi (Gortz 2001,
obr.9). Prvni zminka o této symbidze pochazi zroku 1982, ve kterém doslo k popsani
simbidzy u nalevnikd vyskytujicich se v bachoru piezvykavet (Stumm et al. 1982).
Predpoklada se, ze tato vzdjemna symbidza funguje jiz od pocatku evoluce anaerobnich
nalevnikd (van Hoek et al. 2000b).

Archebakterie jsou prokaryotické organismy, které Casto ziji v prostiedi s extrémnimi
podminkami, jako jsou napiiklad vysoka teplota, nizké pH nebo vysoky obsah riznych soli.
Nalezneme je v moktadech, oceanech, bahné, zazivacim traktu zivoCichu, pudach nebo
v odpadnich vodach (van Hoek et al. 2000b). Spektrum metabolickych pochodu
u archebakterii je pestré. Chemotrofni archebakterie vyuzivaji k ziskavani energie bud’
anorganické (litotrofové), nebo organické sloucenin (organotrofové). Oproti tomu fototrofové

vyuzivaji energie slune¢n¢ho zafeni. U nalevnikl se jedna o litotrofni archebakterie, které
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vyuzivaji elektrony ziskané z vodiku nebo kyseliny mravenc¢i k redukci oxidu uhli¢itého
nametan a vodu. Metan se pak uvolfiuje do ovzdusi jako jeden ze sklenikovych plynt
(Hungate et al. 1970).

I kdyz zéavislost mezi vydejem metanu a poctem nalevnikli zatim nebyla prokézéana
(van Hoek et al. 2006), mizeme s jistotou o¢ekavat vyrazné rozdily ve tvorbé metanu v piimé
zavislosti na poctu metanogennich endosymbiontd u jednotlivych druhii nalevnik. Symbidza
mezi bachorovymi ndlevniky a metanogennimi archebakteriemi je velmi dulezita a je jednim
Z hlavnich zdroji metanu v ovzdusi. Je to déno tim, ze v bachoru piezvykavci je mnohem
vice nalevnikl nez volné ve vode (Gortz 2001). Navic se podle nejnovéjsi studie predpoklada,
ze 1 druhové slozeni nalevnikii v bachoru by mohlo hrat vyznamnou roli ve tvorbé metanu.
Ukéazalo se, ze nalevnici rodu Epidinium a Eudiplodinium, popsani u jelent a ovci, vyrabéli
vice metanu nez rody Polyplastron a Ostacodinium ze skotu (Kittelmann a Janssen 2011).
Metanogeneze je dale vyznamna pro metabolické ptisobeni mikroflory v bachoru.
Metanogenni archebakterie totiz pfispivaji k eliminaci reduk¢nich ekvivalentd, které vznikaji
béhem fermentace (Surin et al. 2006). Uz na zadatku devadesatych let se zjistilo, Ze §vab
vyuziva vznikly metan jako shromazd’ovaci feromon (Gijzen et al. 1991). Kromé toho se
V dnesni dob¢ zkouma vyuziti metanu pro vyrobu bioplynu.

Abychom zjistili pfitomnost metanogenti v buiice nalevnika, musime pouzit
fluorescencni mikroskopii (viz vySe) nebo se muzeme zaméfit na piitomnost specifického
enzymu, ktery se vyskytuje pouze v metanogennich archebakteriich. Jednd se o metyl-
koenzym M reduktdzu (mcrA), kterd je velmi dilezitd pro kone¢nou fdzi metanogeneze.
Béhem této faze se podili na snizeni poctu metylovych skupin vazajicich se na koenzym M
(Thauer 1998). Protoze vime s jistotou, ze ndlevnici vlastni metabolismus metanu nemaji,
nemohou tedy tento enzym produkovat. Pokud tedy v bufice nalevnika objevime mcrA,
muzeme s jistotou tvrdit, Ze tento ndlevnik ma v sobé i metanogenni archebakterie (Denman
et al. 2007).

Prvni popsanou metanogenni archebakterii u voln€ zijiciho nalevnika byl druh
Methanobacterium formicicum, a to u druhu Metopus striatus (Bruggen et al. 1984). Tato
archebakterie byla poté pozorovana jest€¢ i u jinych nalevnikid, jako Plagiopylea frontata
(Fenchel a Finlay 1991) nebo Metopus palaeformis (Embley et al. 1992). Kromé¢ tohoto rodu
Methanobacterium byli popsani i jini zastupci metanogennich archebakterii. Naptiklad
u nalevnika druhu Metopus contortus byl popsan endosymbiont druhu Methanoplanus
endosymbiosus (Gortz 2001) a u druhu Metopus es se jednalo o rod Methanosaeta (Narayanan

et al. 2009). Stejné jako u rodu Metopus, i u rodu Trimyema bylo pozorovano nékolik riznych
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druht archebakterii. U druhu Trimyema sp. se jednalo o druh Methanocorpusculum parvum
(Finlay et al. 1993) a u druhu T. compressum slo o druh Methanobrevibacter arboriphilicus
(Shinzato et al. 2007). U nalevnika druhu Nyctotherus ovalis, jenz zije jako endosymbiont
Ve stieve termitti nebo §vabu, byl popsan rod Methanobrevibacter (Gijzen et al. 1991; Gijzen
a Barugahare 1992). Spole¢né¢ miiZeme vSechny tyto rody zatadit do dvou hlavnich radu, a to
Methanobacteriales (rody Methanobacterium, Methanoplanus a Methanobrevibacter)
a Methanomicrobiales (rody Methanosaeta a Methanocorpusculum). Piedpoklada se, ze k této
symbidze mezi nalevniky a metanogennimi archebakteriemi doSlo opakované a nezavisle

na sobé. Dale mizeme ocekavat, Ze nékteré tyto vztahy mohly vzniknout relativné nedavno

(Embley a Finlay 1993).

Obr. 9. Endosymbiotické bakterie (B) okolo hydrogenosomu (M) druhu Nyctotherus ovalis. Podle
Gijzen et al. (1991).
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3. Material a metody

3.1. Kultivace anaerobnich nalevnika a ziskavani novych izolati

3.1.1. SloZeni a priprava pouzivanych médii

— Sonnebornovo parameciové médium (ATCC # 802):

Tab. 1. Sonnebornovo parameciové médium (ATCC # 802)

Cereal Grass Media (Scholar Chemistry) |1,25¢g
Na,HPO, 0,25¢g
destilovana voda doplnit do 500 ml

Ptipravek Cereal Grass Media byl nasypan do destilované vody a nechal se 5 minut vafit.
Po zchladnuti bylo médium prtefiltrovano pomoci filtraéniho papiru, doplnéno do 500 ml
analito do 0,5 1 lahve. Nakonec byl k médiu pfidan NayHPO,. Hotové médium bylo

autoklavovano.

— Morské 802 médium (ATCC # 1525):
Nejdiive bylo pifipraveno dvakrat koncentrované ATCC # 802 médium (viz vyse), ale nebyl
do n¢ho ptidan NapHPO,. Poté byla pfipravena 2x koncentrovand uméld moiska voda, ktera
byla pomoci sterilizaniho filtru pfefiltrovana do vychladlého dvakrat koncentrovaného

ATCC # 802 média.

Tab. 2. 2x koncentrovana uméla morska voda

NaCl 24,71 ¢

KCI 0,68 g

CaCl, - 2H,0 1,36 ¢

MgCl, - 6H,0 4,66 ¢

MgSO, - 7H,0O 6,39

NaHCO, 0,18 g
destilovana voda |doplnit do 500 ml
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— Tekuté LB Broth médium

Tab. 3. LB Broth médium

LB Broth (Sigma) |59
destilovana voda | Doplnit do500 ml

Prasek LB Broth byl rozpustén v destilované vod¢ a poté vyklavovan v autoklavu. Takto
pfipravené¢ médium se pozdé¢ji pouzilo pifi klonovani (viz kap. 3.5.) jako zivné médium
pro bakterie.

— Pevné LB Broth médium

Tab. 4. Smeés agaru a LB Broth na Petriho misky

LB Broth (Sigma) 10¢g
Bakteriologicky agar (Oxoid Limited, UK) [6g
destilovana voda Doplnit do 500 ml

Nejprve byl prasek LB Broth rozpustén v destilované vodé, poté byl do roztoku piidan
bakteriologicky agar. Médium bylo autokldvovano a rozplnéno do Petriho misek. Ty se pak

pouzily pii klonovani (viz kap.3.5.).

3.1.2. Priprava umélého anaerobniho prostredi

Pro ptipravu umélého anaerobniho prostfedi byly pouzity sacky AnaeroGen (Oxoid), které
byly spole¢né s vybranymi izolaty vkladany do anaerostatu. Pomoci sd¢ku AnaeroGen 2.5 |

(Oxoid) v ném byla vytvofena umé¢la anaerobni atmosféra.

3.1.3. Ziskavani novych izolati

Vzorky kultur byly odebirany z mikrooxickych nebo anoxickych sladkovodnich sedimentu.
Poté byl 1 ml ziskaného materidlu pteockovan do 9 ml ATCC # 802 média. Po ¢trnécti dnech

byla kultura pfeockovana a dale pak kazdy tyden znovu okovéna.
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3.1.4. Kultivace anaerobnich nalevniku

Sladkovodni izolaty byly kultivovany v ATCC # 802 médiu a moiské kultury v ATCC # 1525
médiu. Kultivace probihala pfi pokojové teplote¢ (asi 23 °C). Jednotlivé kultury byly
pfeockovany jednou za tyden. Neékteré izolaty byly drzeny v uméle vytvofené anaerobni

atmosféte, kde byly ockovany jednou tydné€. Inokulum bylo 1 ml.

3.2. 1zolace DNA

Pred wvlastni izolaci DNA bylo ze zkumavky odebrano 2 ml vzorku a stoceno
na 7 minut/1000g. Bylo odebrano 1900 pl supernatantu a zbylych 100 pl bylo resuspendovéano
a pouzito pro vlastni izolaci DNA. K izolaci DNA byl pouzit kit DNeasy Blood® & Tissue Kit
(Qiagen) dle protokolu ,,Purification of total DNA from animal blood or cells (spin — column
protocol)” nebo kit ZR Genomic DNA II Kit ™ (Zymo Research) podle protokolu ,,Cell
suspension and proteinase K digested samples®. DNA byla uchovavana v -20 °C.

3.3. Amplifikace a elektroforéza DNA

3.3.1. Amplifikace DNA

Amplifikace DNA byla provadéna pomoci LA polymerazy (5 U/ul; Top-Bio). Pfi amplifikaci
byly pouzity univerzalni eukaryotické primery (Medlin et al. 1988). V nasledujicich tabulkach
je shrnuto sloZeni reakénich smési pii pouziti LA polymerazy a nastaveni teplotniho cyklu

v termocykléru pro LA polymerazu.

Tab. 5. Pouzité primery

Medlin A | AYCTGGTTGAYYTGCCAG
Medlin B | TGATCCATCTGCAGGTTCACCT
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Tab. 6. SlozZeni reakcni smésy s LA polymerdzou (Top-Bio)

LA pufr (10x konc., + MgCl2) |5 pul

dNTP (10 mM kazdy) 1,5 ul

DMSO 1 ul

Medlin A 12,5 pmol
Medlin B 12,5 pmol

La polymeraza 0,5 ul

DNA az 5 ng

H20 doplnit do 50 pl

PCR reakce probihala v termocykléru pii nastaveni teplotniho cyklu:

Tab. 7. Nastaveni teplotniho cyklu pri pouziti LA polymerdzy

pocet cyklu |teplota | ¢as ¢ast cyklu

1x 94°C 1 min pocatecni denaturace
94°C 20 sec denaturace

31x 55°C | 30sec nasednuti primerd
68 °C |2 min 30 sec |polymerace

1x 68 °C 10 min zavérecna polymerace

3.3.2. Elektroforéza amplifikované DNA

Elektroforéza byla provedena na 1% horizontdlnim gelu. Pro zvyraznéni jednotlivych
fragmentl byl pfidan ethidiumbromid (findlni koncentrace 0,5 pg/ml). Obraz
elektroforetického gelu byl vyfocen digitdlnim fotoaparitem a pomoci programu Alpha

DigiDoc RT (Innovantion) byl pfeveden do pocitace a zpracovan.

3.4. Purifikace PCR produkti

Pokud byl na elektroforetickém zaznamu zviditelnény pouze jeden naamplifikovany
fragment, byl PCR produkt pfecistén pomoci kitu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
dle protokolu ,,QIAquick PCR Purification Kit Protocol, Using a Microcentrifuge®. DNA byla
eluovana do 25 ul EB pufru a skladovana pii -20°C. Vyslednd koncentrace DNA ve vzorku
byla zméfena na nanodropu, tj. na spektrofotometru pro meéfeni koncentrace DNA

v mikroobjemu (NanoDrop® ND-1000) a posléna na sekvenaci.
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V piipadé, Ze bylo naamplifikovano vice fragmentu, byla ¢ast gelu s fragmentem
pozadované délky vytiznuta a pieisténa kitem Zymoclean "™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo
Research) a DNA byla eluovana do 6 — 8 pl sterilni miliQ H,O.

3.5. Klonovani

Pokud doslo k naamplifikovani nékolika fragmenti nebo v pfipadé, Zze v kultufe bylo
pfitomno vice druhd ndlevniki, bylo nutné ptecistény vzorek zaklonovat. K tomu byl pouzit
klonovaci kit pGEM-T Easy Vector System (Promega) a kompetenéni buiiky Escherichia coli
JM109 High Efficiency Competent Cells (Promega).

3.5.1. Priprava liga¢ni smési

Tab. 8. Slozeni ligacni smési

2x ligacni pufr Sul
vektor pGEM T-easy |1 ul
ligdza 1wl
DNA asi 50 ng

Vzorek se po namichani kratce ztoc€il a nechal se pfes noc v lednici pii 4°C.

3.5.2. Priprava bakterialnich kolonii

1. VSechna liga¢ni smé&s byla opatrné pfidana do rozmrzlych kompetecnich bunék
a nechala se 20 minut na ledu.

2. Mikrozkumavka s buiikami byla vloZena na 45 sekund do 42 °C. Po uplynuti ¢asu
byla zkumavka znovu vracena na led na 2 minuty.

3. Po 2 minutach bylo do zkumavky opatrné ptidano 800 pul LB média a bunky se
nechaly na tfepacce (37 °C, 220 rpm) 1,5 hodiny inkubovat.

4. Mezitim byla pfipravena smés na potirani Petriho misek, ktera se na né poté na né
nattela.

5. Po skonceni inkubace bylo na ptipravené Petriho misky natfeno 150 pl bunék.

6. Plotny byly dany ptes noc do termostatu o teploté 37 °C.
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3.5.3. Priprava smési na potirani Petriho misek

Tab. 9. Smés na potirani Petriho misek

IPTG (23,83 pg/ml) 100 pl
ampicilin (100 pg/ml) |25l
X-gal (50 pg/ml) 20 pl

3.5.4. Colony PCR

Pomoci sterilni $pi¢ky automatické pipety bylo od kazdého izolatu odebrano kolem 10 bilych
kolonii. Bakerie byly resuspendovany v9 upl vody, kterd byla pfedem napipetovana

do mikrozkumavek. Takto ptipravené vzorky byly vlozeny do termocykléru.

Tab. 10. Nastaveni degradacniho teplotniho cyklu

1x 96°C |5 min

1x 50°C |1 min 50 sec

1x 96°C |1 min 50 sec

1x 45°C |1 min

1x 96°C |1 min

1x 40°C |1 min

Rozpusténa DNA ve vodé¢ byla pouzita pro PCR reakci. Pii amplifikaci byly pouZity primery
T7 a SP6 komplementarni k vektoru.

Tab. 11. Pouzité primery

Primer SP6 | GATTTAGGTGACACTATAG

Primer T7 | TAATACGACTCACTATAGGG
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Tab. 12. Slozeni reakcni smésy pri pouziti Combi PPP Master Mix (Top-Bio)

Combi PPP Master Mix | 10 ul
primer SP6 10 pmol
primer T7 10 pmol
bakteridlni lyzat oul

Tab. 13. Nastaveni teplotniho cyklu pri pouziti Combi PPP Master Mix (Top-Bio)

pocet cyklu |teplota | ¢as ¢ast cyklu

1x 94°C 4 min pocateCni denaturace
94°C 30 sec denaturace

31x 50°C 30 sec nasednuti primerti
72°C 2 min 30 sec | polymerace

1x 72°C 10 min zaveére¢na polymerace

Pritomnost naamplifikovaného fragmentu byla ovéfen na horizontalni elektroforéze. Pokud
vySel pozitivni vysledek, byl vzorek ptecistén pomoci kitu (viz kap. 3.4.). Vysledna
koncentrace DNA byla zméfena na nanodropu a poslana na sekvenaci. Jakmile ndm vysla
nizkéa koncentrace DNA nebo jsme védéli, ze nam DNA nebude stacit na vSechny sekvenacéni
reakce, dali jsme bakteridlni kolonie napéstovat a nasledujici den jsme z nich vyizolovali

plasmidy.

3.5.5. Izolace plasmidu

1. Vybrané kolonie byly pomoci $picky automatické pipety pfeneseny do zkumavky se
4ml LB média a 4 pl ampicilinu (100 pl/ml) a péstovany pies noc v trepacce
(37°C/220 rpm).

2. Izolace plasmidl byla provedena kitem Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega).

3. Mnozstvi DNA bylo zmétfeno na nanodropu a plasmid byl poslan na sekvenaci.

4. Zbyla plasmidova DNA byla skladovana v -20°C.
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3.6. Sekvenace DNA

Sekvenace DNA byla provedena v Laboratoii sekvenace DNA na PiF UK. Vzorky
pro sekvenacni reakci byly pfipravovany do mikrozkumavek smichanim templatové DNA,

primeru a vody (viz tab. 14).

Tab. 14. Slozeni sekvenacni smésy

DNA | 100 ng/1 kbp

primer | 3,2 pmol

H,O doplnit do 14 pl

Tab. 15. Pouzité primery

Medlin A | AYCTGGTTGAYYTGCCAG

Medlin B | TGATCCATCTGCAGGTTCACCT

SP6 GATTTAGGTGACACTATAG
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
STTF GCCAGCMGCCGCGGT

S7T7R ACCGCGGCKGCTGGC

1262F GGTGGTGCATGGCCG

3.7. Vyhodnocovani sekvenci a fylogeneticka analyza

Jednotlivé osekvenované ¢asti sekvenci byly slozeny v programu SeqMan (soucast

programového baliku DNASTAR). Z kone¢nych sekvenci byly odstranény sekvence primerd.

3.7.1. Tvorba a uprava alignmentu

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 ru¢né upraven v programu BioEdit 7.0.9.0 (Hall
1999). Z alignmentu byly odstranény variabilni oblasti, u kterych jsme si nemohli byt jisti, ze
byly spravné zalignovany. Zacatek a konec byl ofezan tak, aby vSechny sekvence zacinaly

a koncily stejn€. U neuplnych sekvenci byl zacatek a konec nahrazen neurcitymi bazemi (n).
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3.7.2. Tvorba fylogenetickych stromi

Fylogenetické stromy byly konstruovany metodou maximum likelihood a Bayesovskou
metodou. Analyza maximum likelihood byla provedena v programu RaxML 7.2.6 (Stamatakis
2006) s modelem GTRGAMMAL. V tomto programu byla provedena i bootstrapova analyza
s 1000 replikaty. Konsensudlni strom byl konstruovan v programu Consense programového
baliku Phylip 3.69 (Felsenstein 1989), v jeho uzlech byla ¢isla bootstrapové hodnoty.
Bayesovskd analyza byla provedena v programu MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck a Ronquist
2001) s modelem GTR + I' + I + covarion. Ostatni parametry zlstaly nezménény. Pocet
generaci byl nastaven tak, aby odchylka dvou samostatné bézicich analyz (ptivodni nastaveni
programu) za poslednich 75 % generaci byla mensi nez 0,01. Perioda burn-in byla stanovena
jako prvnich 25 % generaci. Program MrBayes dale spocital Bayesovské posteriorni

pravdépodobnosti jednotlivych vetvi.

3.8. Morfologie

Nativni preparaty byly pozorovany mikroskopem Olympus BX 51 s pouzitim Nomarského
diferencialniho interferencniho kontrastu. Pozorované objekty byly snimany kamerou
Olympus DP70/DP71 a zpracovany v programu Quick PHOTO CAMERA 2.3. Krom¢ téchto
nativnich preparatii byly pozorovdny i1 preparaty obarvené protargolem. Preparaty byly
zapujcené ze sbirky PfF UK. Béhem barveni protargolem se postupovalo dle protokolu podle
Nie (1950), ktery byl modifikovan (viz Ptackova 2010). Preparaty barvené protargolem byly

pozorovany pod normélnim svétlem s pouzitim modrého filtru.
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4. Vysledky

4.1. Izolaty

Vzorky sladkovodnich izolatd byly nejéastdji nasbirdany v Ceské republice, ale mame
k dispozici i vzorky z ciziny (viz tab. 16). Do dne$ni doby uspésné kultivuji 29 riznych
izolatd s riznymi druhy nalevnikd. Izolat GRUBER zanikl, ostatni kultury jsou k dispozici
na Katedie zoologie PfF UK. Vzorky nejcastéji nasbirali kolegové z PiF UK a Ctyfi izolaty
z Ceské republiky jsem ziskala ja, z toho jsme pro nase aéely pouzili pouze jeden (KLEPAC).
V ostatnich izolatech nenarostli nalevnici. Vétsinu izolati mi poskytli RNDr. Ivan Cepicka,
Ph.D. a Mgr. Eliska Ptac¢kova, izoldt VLH1 jsme obdrzeli od Mgr. Vladimira Hampla, Ph.D.

Ve vétsing izolatd se kromé¢ ndlevnikd vyskytovaly i jiné organismy. Nejcastéji se
jednalo o zéstupce ze skupin Heterolobosea, Euglenozoa a Archamoebae. Ptitomnost téchto
organismil v kulturach neovlivnila nasi praci na nalevnicich.

Vsechny sladkovodni izolaty (VT2, HRAD1, HRAD2, BOTANKA, 3ML, SADSKA,
SWAN4, KLEPAC, VLADECH, GRUBER, OLSRYB, CSS, IND5, QUEENSLAND,
FRIOJESKYNE, RADUN, VIT9, SUSBARB, EVROS4B, MORETES, VLH1 a PANT3)
byly kultivovany na ATCC #802 médiu, moiské izolaty (COORUNG2B, LARNAKA2N,
LUC3, EVROS2, BALIKMARAN, VIT1AN a LAGOS) na ATCC #1525 médiu. Izolat
LIVADIAN byl kultivovan ve dvoufazovém Dobell-Leidlaw médiu. Toto médium se v nasi
laboratofi rutinné pouziva pro péstovani trichomondd, retortamondd a dalSich prvoki
izolovanych z traviciho traktu Zivocichi. V kultufe LIVADIAN jsou kromé naseho nélevnika
ptitomny i volné zijici trichomonady (Yubuki et al. 2010). Izolaty LARNAKA2N, LUC3,
INDS a LIVADIAN byly na nékolik tydni dany do anaerostatu, abychom zjistili, zda budou

schopné ptezit anaerobni podminky. Ukazalo se, Ze jsou schopné ptezit.
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Tab. 16. Ziskané izolaty

Izolat Lokalita Soufradnice Habitat
3ML Tteti Mlyn, Chomutov, CR | 50°29°S, 13°20°V strouha
BALIKMARAN | Balikpapan, BOMeO, | 1070°3, 116°50°V | moisky sediment
Indonésie
BOTANKA Botanickd zahrada PFF UK, | 550049 1405y |jezirko
Praha, CR
COORUNG2B | Narodni park Coorong, Salt| 350)7.q 139038:y | mofsky sediment
Creek, Severni Amerika
CSS Jvetrrlchowce,v Ceskosaské 50°51°S, 14°22°V Kaluz
Svycarsko, CR
EVROS2 delta feky Evros, Recko 40°48°S, 26°00°V sladkovodni sediment
EVROS4B delta feky Evros, Recko 40°50°S, 26°03°V | sladkovodni sediment
FRIOJESKYNE |Ribeiro Frio, Madeira 32°44°S, 16°53°V sladkovodni sediment
GRUBER Gruberova studanka, CR 48°48’S, 15°38°V sladkovodni sediment
HRAD1 preh HiadiSte w Chomutova: 500575, 1390°V | sladkovodni sediment
HRAD2 gﬁh Hradisté u Chomutova, [ 5305 7,g 1390>y | sladkovodn sediment
IND5 Bhangarh, Indie 27°05°S, 76°17°V sladkovodni sediment
KLEPAC hora  Klepac,  Krdlicky| 53009:5 16°47°v | sladkovodni sediment
Snéznik, CR
LAGOS Lagos, Recko 41°00°S, 25°06°V | Mofsky sediment
LARNAKA2N | Larnaka, Kypr 34°51°S, 33°37°V | moisky sediment
LIVADIAN Jezero u - Stfedozemniho| 5 056, 33939'y | sediment o neznémé salinits
mofte, Kypr
LUC3 Ostrov Bra¢, Chorvatsko 43°23°S,16°34°V | moi'sky sediment
MORETES Morretes, Brazilie 25°26°], 48°47°Z sladkovodni sediment
OLSRYB Ol3ansky Rybnik, Praha, CR |50°0°S, 14°29°V sladkovodni sediment
PANT3 I};If;;)i(llin; park  Pantanal, 16°47°J, 56°51°Z sladkovodni sediment
QUEENSLAND | Cooktown, QLD 15°27°], 145°58°V | sladkovodni sediment
RADUN Radun, CR 49°53°S, 17°56°V rybnicek
SADSKA Sadska, CR 50°9’S, 14°58°V sladkovodni sediment
SUSBARB Ilf/l‘;rl‘;jl;‘e park Bako, Boreo, | 1o43.6 110926y | sladkovodni sediment
SWAN4A Perth, Swan river, WA 31°56°J,115°53°V | sladkovodni sediment
SWAN4B Perth, Swan river, WA 31°56°J,115°53°’V | sladkovodni sediment
VIT1AN Kamenice, CR 49°54°S,14°35°V | sladkovodni sediment
VIT9 Kamenice, CR 49°54°S,14°35°V | sladkovodni sediment
VLADECH Ceska republika nespecifikovano sladkovodni sediment
VT2 rybnik Velky Tisy, CR 49°4°S, 14°42°V sladkovodni sediment
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4.2. Fylogeneticka analyza

Celkem bylo ziskano 36 sekvenci SSU rDNA, ztoho 16 jich bylo ze tiidy Armophorea,
10 ze tfidy Plagiopylea, 5 sekvenci rodu Cyclidium, 1 sekvence izolatu LIVADIAN
a zbyvajici 4 sekvence od riznych nalevnikt, jiz patiili mezi aerobni druhy. Celkem bylo
provedeno 11 fylogenetickych analyz SSU rDNA. Fylogenetické stromy ze sekvenci genu
proSSU rRNA (obr. 10 — 13) byly konstruovany metodou maximum likelihood
a Bayesovskou metodou.

4.2.1. Trida Armophorea

Kromé naSich nové ziskanych sekvenci SSU rDNA bylo pouzito 25 sekvenci riznych
zastupci tfidy Armophorea ziskané z databaze GenBank. Jako outgroup byly pouzity
4 sekvence nalevnikd ze tfidy Litostomatea a 5 sekvenci ndlevnikl ze tfidy Spirotrichea.
Ttidy Litostomatea a Spirotrichea jsou nejptibuznéjsi skupiny ke tfidé Armophorea (Vd’aény
et al. 2010b).

Ttida Armophorea ndm vysla jako monofyleticka skupina, kterd je ale statisticky slabé
podpoiena (bootstrap 61; posterior probability (PP) 0,55). Podle naSi analyzy se tfida
Armophorea déli na 12 odlisnych linii (A — L), viz obr. 10. Jednotlivé vztahy mezi nimi
nebyly rozieSeny, navic se vysledky podle obou pouzitych metod v nékterych piipadech lisily.
Nase izolaty se vyskytuji v liniich C, D, F, G, I, J a K. Linie A — I patii do fadu Armophorida,
linie L je tvofena fddem Clevelandellida. Linie J a K, které zastupuji nasi dva nélevnici
GRUBER a VLADECH klon 4, nemiizeme zafadit ani do jednoho fadu. Na zéklad¢ naSich
vysledki se jedna o skupiny ptibuzné fadu Clevelandellida.

Jako prvni se oddélila linie A, jez zahrnuje rod Caenomorpha a enviromentalni sekvenci
DQ310252. Dalsi odvétvujici se skupinou byla linie B s nekultivovanym nalevnikem
AB505483. Nasledujici skupiny C a D jsou tvofeny dvéma environmentalnimi sekvencemi
a nasimi organismy SWAN4B, PANT3, VLHI, MORETES, VLADECH klon 1 a RADUN.
Linie E je zastoupena jednim nekultivovanym nalevnikem, dale rodem Brachonella a jemu
pfibuznymi izolaty VIT9, SUSBARB a EVROS4B. Izolat FRIOJESKYNE tvoti samostatnou
skupinu F. Nasledujici skupina G zahrnuje environmentalni sekvence a jeden popsany druh
Metopus contortus. Tomuto druhu je piibuzny nas izoldt QUEENSLAND (bootstrap 96;
PP 1). Poté se oddéluje linie H, ve které se nachazi jeden nekultivovany nalevnik. Linie I je
zastoupena popsanym druhem Metopus palaeformis, k némuz jsou piibuzné nase izolaty

HRAD2, OLSRYB, CSS a INDS5. Celé tato skupina je stfedné¢ podpotena (bootstrap 69;
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PP 0,82). Posledni dvé naSe sekvence, GRUBER a VLADECH klon 4, vytvafeji jiz
zminované skupiny J a K. Izoladt GRUBER nam pii ptredbéznych analyzach pokazdé
preskakoval na jind mista. Zfejmé to bylo dano tim, ze jsme méli k dispozici pouze ¢aste¢nou
sekvenci SSU rDNA, jez je dlouhd 575 bp. Proto jsme provedli i molekularné fylogenetickou
analyzu bez tohoto izolatu. Vysledna topologie fylogenetického stromu se nezménila,
sekvence VLADECH klon 4 byla stale piibuzna fadu Clevelandellida (data nejsou zafazena

do vysledkt). Posledni oddélujici se skupinou je jiz zminovany fad Clevelandellida.
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Obr. 10. Fylogeneticka analyza SSU rDNA tfidy Armophorea. Strom byl konstruovan metodou
maximum likelihood v programu RaxML. Cisla v uzlech piedstavuji hodnotu bootstrapu z maximum
likelihood analyzy a posterior probability z Bayesovské analyzy, hodnoty < 50/0,5 jsou oznadeny
hvézdic¢kou (*). Motské organismy jsou oznaceny plusem (+). Strom je zakofenén sekvencemi ze tiidy

Spirotrichea.
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4.2.2. Trida Plagiopylea

Podafilo se nam osekvenovat 9 (3 moiské a 6 sladkovodni) izolati rodu Trimyema. Kromé
naSich nové ziskanych sekvenci jsme v analyze pouzili 51 sekvenci organismua tfidy
Plagiopylea ziskanych z databaze GenBank. VétSinou pattily nekultivovanym nalevniktim.

Rod Trimyema se podle nasich vysledki rozpadl na 9 linii (viz obr. 11), fylogenetické
vztahy mezi jednotlivymi liniemi vSak nebyly vyfeSeny. Rod Trimyema je monofyleticka
(bootstrap 100; PP 1). AZ na druhy Trimyema koreanum, T. minutum a T. compressum se
jednalo o neuréené nalevniky. Jako prvni se odd¢lila linie A, kterou tvotily dva nekultivovani
nalevnici. Poté nasledovala linie B s rodem T. koreanum a ¢tyfmi environmentalnimi
sekvencemi. Izolat EVROS2 tvofi samostatnou linii C. Kultury BALIKMARAN a LAGOS
vytvofily skupinu D. Déle nasledovala skupina E s druhem T. minutum. Nasledujici skupinu F
predstavovalo devét nekultivovanych nalevniktl. Za ni se oddélila skupina G, ve které byl nas
izolat VT2. Predposledni linii H utvoril druh T. compressum a do posledni skupiny I spadaly
naSe izolaty HRAD1, BOTANKA, 3ML, VIT1AN a SADSKA a T. sp. Z29441.
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Obr. 11. Fylogeneticka analyza SSU rDNA tfidy Plagiopylea. Strom byl konstruovan metodou
maximum likelihood v programu RaxML. Cisla v uzlech piedstavuji hodnotu bootstrapu z maximum
likelihood analyzy a posterior probability z Bayesovské analyzy, hodnoty < 50/0,5 jsou oznaceny
hvézdickou (*). Moiské organismy jsou oznaceny plusem (+). Strom je zakofenén druhem Epalxella
antiquorum a ji pfibuznymi environmentalnimi sekvencemi.
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4.2.3. Rod Cyclidium

Rod Cyclidium nalezi do tfidy Oligohymenophorea a podtiidy Scuticociliatia. Podafilo se nam
osekvenovat 1 sladkovodni a 4 moiské izolaty rodu Cyclidium. Kromé téchto 5 sekvenci jsme
pro molekularné¢ fylogenetickou analyzu vyuzili 41 sekvenci z podtiidy Scuticociliatia
z databaze GenBank. Jako outgroop jsme pouzili zastupce dalSich podtiid tridy
Oligohymenophorea: podtiida Peniculida (5 sekvenci), podtfida Peritrichia (5 sekvenci),
podtiida Apostomatia (3 sekvence), podtiida Hymenostomatia (3 sekvence) a podtiida
Astomatia (2 sekvence).

Podtiida Scuticociliatia vytvofila polyfyletickou skupinu a rozpadla se na skupiny
Loxocephalida 1, Loxocephalida 2, Pleuronematida 1, Pleuronematida 2 a Philasterida
(vizobr. 12). Jako prvni se oddélila Loxocephalida 1. Do této skupiny patii druh
Dexitrichides pangi. Tento druh se nam pfifadil ke druhu Urocentrum turbo, ktery nalezi
do podtiidy Peniculia. Tedy mimo podtiidu Scuticociliatia. Poté nasledovaly skupiny
Loxocephalida 2, Pleuronematida 1, Pleuronematida 2 a jako posledni se oddélila skupina
Philasterida. Tento vysledek se shoduje s jiz publikovanymi studiemi (napf. Zhang et al.
2010). Nase nove osekvenované izolaty LARNAKA2N, COORUNG2B, LUC3 a SWAN4
nalezely do skupiny Pleuronematida 1. O druh Cyclidium porcatum se jedna v ptipadé izolatu
SWAN4, o zbylych tfech naSich ndlevnicich vice nevime, protoZe se odvétvuji ve skupinach
jinak obsahujicich pouze environmentdlni sekvence. Izolat EVROS2 je ptibuzny druhu

Cyclidium glaucoma a patii do skupiny Pleuronematida 2.
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Obr. 12. Fylogenetickd analyza SSU rDNA rodu Cyclidium. Strom byl konstruovan metodou
maximum likelihood v programu RaxML. Cisla v uzlech piedstavuji hodnotu bootstrapu z maximum
likelihood analyzy a posterior probability z Bayesovské analyzy, hodnoty < 50/0,5 jsou oznaceny
hvézdickou (*). Motské organismy jsou oznaCeny plusem (+). Strom je zakofenén podtiidou
Peritrichia.
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4.2.4. LIVADIAN

Nalevnik z kultury LIVADIAN pochazi z Kypru. Sekvenci tohoto nalevnika jsme vyhodnotili
pomoci  metody BLAST, kterda se nachazi na  internetovém  serveru
http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov. Na zaklad¢ vysledkl této metody jsme pro fylogenetické analyzy
pouzili kromé sekvence LIVADIAN dalSich 74 sekvenci néalevnikd. Jako outgroop byly
pouzity sekvence zastupct tfidy Oligohymenophorea (15 sekvenci). Kromé této tiidy byly
do datasetu zatfazeny i sekvence tiid Prostomatea (14 sekvenci) a Plagipoylea (4 sekvence).

Podle naSich analyz se sekvence rozd¢lily do 11 linii. Fylogenetické vztahy mezi témito
skupinami nebyly rozieSeny (obr. 13A). Ttida Prostomatea v nasem piipadé vysla jako
polyfyleticka skupina. Druhy Cryptocaryon irritans a Urotricha sp. EU024981 se ptifadily
k nalevnikim mimo tfidu Prostomatea. Nalevnik LIVADIAN se dvéma enviromentalnimi
sekvencemi vytvoril samostatnou skupinu, ke které byly ptibuzné tifidy Prostomatea
a Plagiopylea. Kromé téchto dvou tfid byly k izolatu LIVADIAN pftibuzné i dalsi skupiny.
Ty ale obsahovaly environmentalni sekvence, proto o nich nemtzeme téméf nic fici.

Krom¢ této analyzy jsme provedli jesté¢ jednu fylogenetickou analyzu, tentokrat
bez environmentalnich sekvenci (viz obr. 13B). Izolat LIVADIAN se pfifadil ke druhu
Urotricha sp. EU024981, ale bez statistické podpory (bootstrap < 50, PP < 0,50). Ten nalezi
do tfidy Prostomatea. K této skupiné byly ptibuzné t¥idy Plagiopylea, dale skupina, jez je
tvofena rodem Paraspathidium, a nakonec skupina, ve které jsou druhy Cryptocaryon irritans
a Askenasia sp. EU024989.
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Obr. 13. Fylogenetickd analyza SSU rDNA izolatu LIVADIAN. Strom byl konstruovan metodou
maximum likelihood v programu RaxML. Cisla v uzlech piedstavuji hodnotu bootstrapu z maximum
likelihood analyzy a posterior probability z Bayesovské analyzy, hodnoty < 50/0,5 jsou oznaleny
hvézdickou (*). Motské organismy jsou oznaceny plusem (+). A: s environmentalnimi sekvencemi; B:
bez environmentalnich sekvenci. Strom neni zakofenén.
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4.3. Ostatni nalevnici

Krom¢ anaerobnich nalevnikli se nam podafilo osekvenovat i SSU rDNA druhi, které byly

aerobni. Jednalo se o izolaty KLEPAC, EVROS2, VLADECH a SWAN4A. U téchto druhti

jsme neprovadeli fylogenetické analyzy. Jednotlivé sekvence jsme vyhodnotili metodou

BLAST pomoci internetového serveru http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov. Fylogenetické stromy

jsme pievzali také z tohoto serveru.

Izolat KLEPAC se nam piifadil do tfidy Oligohymenophorea a jednalo se o nalevnika

piibuzného druhu Opisthonecta minima. Izolat EVROS2 byl piibuzny druhu Paranophrys

magna a také nalezel do tifidy Oligohymenophorea. V ptipadé zbylych dvou izolath
VLADECH a SWAN4A S$lo o zastupce tiidy Colpodea a byly piibuzné druhu Cyrtolophosis

mucicola (viz obr. 14).
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Obr. 14. Fylogeneticka pozice aerobnich izolath KLEPAC, EVROS2, VLADECH a SWAN4A.

(http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov).
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4.4. Morfologie

Zivé buiiky byly pozorovany a nafoceny s pouzitim svételného mikroskopu a DIC. Mohli
jsme tak sledovat zptisob jejich pohybu a nékteré organely. V jednom piipadé se nam podafilo
nafotit délici se buinky. Pro zvyraznéni nékterych struktur jsme obarvili né€kolik izolati
nalevnikli protargolem. Po obarveni jsme tak mohli na jednotlivych preparatech vidét riizné

tvary makronuklet, mikronukleus, bi¢iky, ordlni aparat a kinetidy.

Izolaty:

Trida Armophorea

Jedna se o organismy velkych rozmért (okolo 80 pm)s télem zato¢enym jednou (obr. 15 B —
E, G, H, J) nebo dvakrat (obr. 15 A, F) doleva. Jednotlivi zastupci se od sebe navzajem lisi
tvarem tcla. Pozorovali jsme organismy, které mély stihlé, podlouhlé télo (obr. 15 C, G, H, J),
nebo byl tvar jejich téla kapkovity (obr. 15 B, D, E) az téméf kulaty (obr. 15 A, F). Na Zivych
bunikach byla na prvni pohled vidét pulzujici vakuola. Dale byl rozeznatelny oralni aparat
a makronukleus. Na protargolovych preparatech (obr. 18 A, B, C, E) doslo ke zvyraznéni
ordlni ciliatury, kinetid a makronuleu. Makronukleus se nachazel bud’ v piedni ¢asti, nebo
uprostred téla. Jednotlivé makronukley se liSily tvarem (kulaty, fazolovity, zakrouceny atd.)

a v jeho blizkosti se nachazel mikronukleus.

Trida Plagiopylea

Do této tfidy patii nalevnici, ktefi jsou mnohem mensich rozmérli nez organismy naleZzici
do tfidy Armophorea. Zivé buiiky jsou velké okolo 30 um. Jednotlivi zastupci se tvarové
od sebe navzajem téméf nelisi. Tvar téla je ovalny az téméf kulaty, na konci téla je patrné
kaudalni cilium (viz obr. 16). Makronukleus jsme na zivych bunikdch téméf nepozorovali.
Pulzujici vakuola a ordlni aparat nebyly tak vyrazné jako u piedchozi tfidy.
Na protargolovych preparatech (obr. 19A - D) byl na prvni pohled vidét vyrazny kulaty
makronukleus. Nachazel se uprostfed téla a v jeho blizkosti jsme mohli vidét mikronukleus.
V predni ¢asti téla se nachazel subapikalni oralni aparat, ktery je pro rod Trimyema typicky.

Na konci téla jsme mohli pozorovat kaudalni cilium.

LIVADIAN
Jednd se o nalevnika podobnych rozmérh jako u tfidy Armophorea. Tvar téla je ovalny,

dopfedu zizeny, vybihajici v apikalni oralni aparat. Zivé buiiky jsou asi 70 um dlouhé.
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Na zivych buinikdch miizeme vidét vyraznou pulzujici vakuolu a makronukleus (viz obr. 17).
Po obarveni protargolem doslo ke zvyraznéni ovalného makronukleu, jenz se nachézi
uprostied buiikky nalevnika, a u kterého opét nalezneme mikronukleus. Krom¢ jader jsme

mohli pozorovat oralni aparat a kinety (obr. 18D).

Rod Cyclidium

Tento rod jsme pozorovali jenom na protargolovych prepardtech (izolat LARNAKAZ2N).
Pro nedostatek Casu jsme se nezabyvali focenim Zzivych bunék. Rod Cyclidium je velky
piiblizné jako rod Trimyema (okolo 30 pum). Ma ovalny tvar bufiky a na jejim konci
nalezneme dlouhé kaudélni cilium. V pfedni ¢asti téla je napadny cytostom, makronukleus

a mikronukleus (viz obr. 19E).
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Obr. 15. Fotografie zivych bungk izolatd nalezicich do tfidy Armophorea. A: izolat VLADECH;
B: izolat INDS5; C: izolat HRAD2; D: izolat MORETES; E: izolat RADUN; F: izolat VIT9; G: izolat
CSS; H: izolat VLADECH;I: izolat MORETES-konjugace; J:izolat VLADECH. Mé&fitko 10 um.
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Obr. 16. Fotografie Zivych bunék izolati nalezici do rodu Trimyema. A: izolat VIT1AN; B: izolat
SADSKA,; C: izolat VT2; D: izolat VIT1AN; E: izolat SADSKA; F: izolat VIT1AN; G: izolat 3ML;
H: izolat SADSKA. Méfitko 10 um.
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Obr. 17. Fotografie Zivych bunék izolatu LIVADIAN. A, B, D: nalevnik; C: oralni aparat;
E: pulzujici vakuola. Métitko 10 pm.
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Obr. 18. Fotografie bun€k nabarvenych protargolem. A: izolat MORETES; B: izolat INDS; C: izolat
EVROS4B; D: izolat LIVADIAN; E: izolat CSS. OC-oralni ciliatura, Mic-mikronukleus, Mac-
makronukleus. M¢titko 20 um.
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Obr. 19. Fotografie bun€k nabarvenych protargolem. A: izolat VT2; B: izolat BALIKMARAN;
C:izolat VIT1AN; D: izolat HRADI; E: izolat LARNAKA2N. OC-oralni ciliatura; Mic-
mikronukleus; Mac-makronukleus; KC-kaudalni cilie. Méfitko 20 um.
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5. Diskuse

5.1. Kultivace

Jednim z naSich cilii bylo osekvenovat a analyzovat SSU rDNA z co nejvice volné€ Zijicich
anaerobnich nalevnikl. V prvé fad¢ jsme se proto zaméfili na ziskavani co nejvetsiho poctu
kultur. V soucasné dobé se nam daii Gspé$né kultivovat 29 kultur, které nam poslouzily
ke studiu nalevniki, ztoho jich je 23 sladkovodnich a 6 moiskych. V budoucnosti by se
pfipadné tyto kultury mohly dale hodit pii popisu novych anaerobnich linii. Mohlo by se tak
dat predejit hromadéni enviromentalnich sekvenci, u kterych nelze s jistotou fict, zda
pochazeji z anaerobnich nebo aerobnich organismi. Kromé& naSich kultur se ndalevnici
vyskytovali i vizolatech, které byly kultivovany kvili jingm organismum, jako napf.
Heterolobosea, Parabasalia nebo Archamoebae.

Pti amplifikaci DNA nalevnikii jsme neméli problémy. Divodem, pro¢ to tak je, je
nejspiS velikost a pocet ndlevnikti v kulturdch. Nalevnici jsou jedni z nejvétsich
jednobunéénych organismu, v jednotlivych kulturach se vyskytuji ve velmi hojném poctu
a hlavné maji mnoho kopii SSU rDNA v genomu. Proto jsme se dale nezabyvali tvorbou
monoeukaryotickych kultur.

Pro kultivaci nalevnikd v literatufe nalezneme nékolik specifickych médii, jako jsou
napi. SES (modifikovany pudni extrakt s pfidavkem soli), CMV (minerdlni médium
pro nalevniky) nebo PM (specifické médium pro prvoky); viz napt. Narayanan et al. (2007).
Ve vétsing piipadl se jedna o média, jez jsou ¢asové a finanén€ pomérné narocna na pripravu.
Nam se osvéd¢ilo Sonnebornovo parameciové médium, ATCC #802. Toto médium se v nasi
laboratofi UspéSné pouziva na kultivaci jinych sladkovodnich prvokl jiz delSi dobu.
Vzhledem k velké spotiebé (velké mnozstvi kultur) tohoto média je hlavni vyhodou snadna
arychla ptiprava. NemlizZeme ale vyloucit kultivacni systematickou chybu. V médiich, jez
jsou specificka pro nalevniky, by mohly ptezivat jiné¢ druhy nalevniki. Pro tcely nasi studie
postaCovalo toto parameciové médium. Dalsi roli v uspéSné kultivaci hraje i to, Ze vytvarime
polyxenické kultury (tj. jsou v nich pfitomny dal$i mikroorganismy, zejména bakterie).
Po odebrani vzorku zpfedem urceného mista jsme vzdy odebrali 2ml a inokulovali
do zkumavky s médiem. Timto zptisobem spolecné s nalevniky doSlo k odebrani raznych
bakterii, které vytvateji ve volné ptirod¢ jejich pfirozeny zdroj potravy. To zplsobilo, ze nez
byla kultura pfeockovana, bakterie se stihly namnozit, takZe jsme nemuseli do kultur dodéavat

Jiné.
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5.2. Diverzita anaerobnich nalevnika

Podle doposud publikovanych studii se d4 usuzovat, Ze diverzita anaerobnich ndlevniki je
mald. My jsme se vSak presveédcili o opaku.

Nizka znama diverzita anaerobnich nalevnikii je dana tim, ze téméf ve vSech studiich se
do fylogenetickych analyz zarazuji pouze sekvence urCenych druhi nélevnikli. Pouze
v nékolika piipadech byly do analyz cilen¢ zahrnuty i environmentdlni sekvence (tj. sekvence,
u kterych neni znam pivod) (napt. Slapeta et al. 2005; Yi et al. 2010). I kdyz bylo ziskéano
mnoho environmentalnich sekvenci, nedokdzeme k témto sekvencim pfifadit popsané druhy
nalevnikii. Zname pouze misto, ze kterého izolaty pochazi, tedy zda se jednd o motské,
sladkovodni nebo brakické organismy. Avsak jak tito ndlevnici vypadali a jestli byli opravdu
anaerobni nebo aerobni, jiz zjistit nemlZeme. V kazdém piipadé¢ vSak environmentalni
sekvence pfedstavuji vyznamnou C€ast diverzity vSech skupin nélevniki a neni dobré je
ve fylogenetickych analyzach opomijet. My jsme je proto do naSich dataseti zafadili.
Ve vétsing pripadi byly nase izolaty ptibuzné pravé environmentalnim sekvencim. I tak vime,
ze anaerobnich nalevnikll je mnohem vice, nez se ofekavalo. Kromé anaerobnich nalevnikt
ze tiid Armophorea a Plagiopylea, jsme osekvenovali nalevniky i z jinych skupin, ktefi budou
také nejspiS anaerobni. Usuzujeme tak na zaklad¢ kultivace. Izolaty, o kterych jsme se chtéli
piesvedcit, ze jsou anaerobni, jsme vloZili do anaerostatu. Tady byly schopny prezit nékolik
tydnl. Podle vysledkt nasi fylogenetické analyzy vyvozujeme, Ze v podtiidé Scuticociliatia
bude nejméné jedna celd skupina, kterd zahrnuje anaerobni organismy. Dale ve tiidé

Prostomatea bude také n€kolik novych anaerobnich skupin.

5.2.1. Trida Armophorea

Béhem nasi prace jsme ziskali 16 sekvenci SSU rDNA rtznych zastupct tfidy Armophorea.
Sekvenci kmenu VLH1 jsme ziskali od Dr. V. Hampla. Ve vSech ptipadech se jednalo se
0 sladkovodni nalevniky, jak z Ceské republiky, tak z ciziny. Ve vétsiné piipadii se nam
podafilo osekvenovat SSU rDNA velkych nalevnikd s podlouhlym tvarem bunky, ktefi
na prvni pohled vypadali jako rod Metopus. Nalevnici z kultur EVROS2, VIT9 a SUSBARB
vypadali ale zcela jinak nez typicky Metopus. Jednalo se 0 organismy spise kulatého tvaru

ana prvni pohled pfipominali rod Brachonella. Proto jsme na zakladé¢ morfologického
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pozorovani oCekavali, ze pijde bud’ pifimo o tento rod, nebo jemu blizce ptibuzné rody.
Vysledky nasi analyzy zcela potvrdili nase predpoklady.

Ttida Armophorea nam, stejné jako v jedné studii (Affa’a et al. 2004), sice vysla
monofyleticka, ale s nizkou statistickou podporou. V nékterych publikacich (napt. Lynn
a Striider-Kypke 2002; Lynn 2003; Stoeck et al. 2007) muZeme nalézt tuto t¥idu také
monofyletickou, ale stim rozdilem, Ze se jednd o dobfe podpoieny vysledek. Pokud
nahlédneme do jejich analyz, zjistime, ze autofi do datasetu nezaradili sekvenci rodu
Caenomorpha. V ¢lancich, kde byla sekvence rodu Caenomorpha soucasti analyzy, nebyla
tiida Armophorea monofyleticka (napt. Kim et al. 2007; Miao et al. 2009).

Ttida Armophorea bude mnohem diverzifikovanéjsi, nez se do ted’ soudilo. Do dnes$ni
doby bylo ve tfidé Armophorea popsano néco okolo 30 rodt a 40 druhli. Z toho pouze asi
u 10 druhl je zndma sekvence. Z fady dalSich druhii také nejspi§ existuji SSU rDNA
sekvence, coz usuzujeme z poctu environmentdlnich sekvenci, ale nedokdzeme je k nim
prifadit. Nam se podaftilo rozsifit diverzitu nejméné o Sest novych sekvenci. Jestli se ale jedna
o jiz popsané druhy, nelze fici. Nase prace se tykala hlavné molekularné fylogenetickych
analyz, popis druht nebyl cilem této prace.

Z naSich dat vyplyva, Ze se tfida Armophorea rozpada na dvé velké linie, které jsou
slozeny z jednotlivych 11 skupin. Do prvni linie patii rod Caenomorpha a jedna
témito skupinami ov§em nejsou jasné. Jak bylo uvedeno v kapitole 2.3.1, tfida Armophorea se
déli na dva fady, Armophorida a Clevelandellida. Do fddu Armophorida se nam zatadily
skupiny A — I, fad Clevelandellida je tvofen skupinou L. Linie D - G jsou si pravdépodobné
blizce ptibuzné. Jestli je na bazi téchto unikatnich skupin linie D s ndlevniky VLADECH klon
1 a RADUN, neni zcela jisté. V té€chto Ctyfech skupinach nalezneme nalevniky, ktefi jsou
tvarové zcela odliSné a ziji jak v mofi, tak i ve sladkych vodach. Moisti nalevnici vytvofili
monofyletickou skupinu a sladkovodni bazalni parafyletickou skupinu. Z toho vyplyva, ze
spole¢ny predek téchto ¢tyi skupin byl nejspis sladkovodni. Podle sekven¢nich dat je izolat
QUEENSLAND blizce ptibuzny druhu Metopus contortus. Zajimavé je, ze naSe kultura
QUEENSLAND je sladkovodni a druh Metopus contortus je nélevnik Zijici v mofi (Fenchel
et al. 1977). Izolaty VIT9, EVROS4B a SUSBARB jsou piibuzné nekultivovanému
nalevnikovi Brachonella-like ciliate (sekvence AY821928). Jedna se o organismy blizce
ptibuzné druhu Brachonella sp. Organismy VLADECH klon 1 a RADUN ziejmé ptedstavuji
jeden druh, ale nejsou blize ptibuzné zddnému osekvenovanému druhu, proto vic o nich

nemuzeme Fici.
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Kmeny z Ceské republiky HRAD2, OLSRYB a CSS jsou blizce piibuzné druhu
Metopus palaeformis a k nim je sestersky kmen INDS5, jenz pochazi z Indie. Podle vysledkt
fylogenetickych analyz usuzujeme, Ze by se ve skute¢nosti mohlo jednat o jeden druh, a to
pravé M. palaeformis. Podle naSich vysledku nevySel rod Metopus monofyleticky. To se
shoduje s nékolika studiemi (napf. Slapeta et al. 2005; van Hoek et al. 2006). Na zakladé
vysledki fylogenetickych analyz miizeme fici, ze skupiny J a K jsou ptibuzné fadu
Clevelandellida. Dulezité¢ je ale pfipomenout, ze tad Clevelandellida zahrnuje pouze
endosymbiotické zastupce, a ptfitom nasi sekvence GRUBER a VLADECH klon 4 nélezi
volné zijicim sladkovodnim nalevnikiim. Proto by mohly tyto dvé skupiny tvofit pfechodny
Clanek mezi fady Armophorida a Clevelandellida. Tiida Armophorea by se tak mohla

rozde€lovat do tii fadi a predek této tiidy by byl ptivodné volné Zijici.

5.2.2. Trida Plagiopylea

Nase analyza zahrnovala kromé nové¢ ziskanych sekvenci velky vzorek sekvenci jednotlivych
zastupcu ze tiidy Plagiopylea. Protoze vime, Ze vSechny nase izolaty patii do rodu Trimyema,
sekvence ostatnich néalevniki tfidy Plagiopylea byly pouzity jako outgroup. Ttida Plagiopylea
zahrnuje jak motské, tak i1 sladkovodni zastupce. AZ na par vyjimek jsou vSechny druhy volné
Zijici.

Rod Trimyema se v naSi analyze rozpada na devét skupin, Sest jich zahrnuje pouze
motské zastupce a zbylé tfi jsou tvofeny sladkovodnimi organismy. Na zédklad¢ naSich
vysledkii nemiizeme ur¢it vztahy mezi jednotlivymi skupinami, protoze se jednalo o vysledky,
které nebyly statisticky podpoteny.

Podafilo se nam rozsitit rod Trimyema nejméné o pét novych sekvenci. Z toho dvé
sekvence nalezi moifskym a tfi patii sladkovodnim nalevnikim. Motské izolaty
BALIKMARAN a LAGOS patii pravdépodobné do jednoho druhu, ktery je sestersky druhu
Trimyema minutum. Sladkovodni izolat 3ML zase nejspi§ konspecificky s Trimyema sp.
(sekvence Z29441). Jemu jsou piibuzné SADSKA a VITIAN. Tyto dva izolaty spolecné
s drunem Trimyema sp Z29441 a dalsimi dvéma izolaty HRAD1 a BOTANKA tvofi jednu
sladkovodni skupinu.

V nasi fylogenetické analyze se devét jednotlivych skupin z rodu Trimyema rozdélilo
podle toho, jestli jsou sladkovodni nebo motské. Linie A az F jsou tvofeny motskymi zastupci
a dohromady tvofi parafyletickou skupinu. Linie G az I jsou sladkovodni. Krom¢ toho rody

Epalxella, Lechriopyla a Plagiopyla, jez jsou pfibuzné rodu Trimyema, jsou také moiské.
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Na zakladé téchto vysledki Ize predpokladat, Ze ptivodni spole¢ny piedek rodu Trimyema byl

moftsky a béhem evoluce se nékteti jeho zastupci stali sladkovodnimi.

5.2.3. Rod Cyclidium

Rod Cyclidium patfi do podtiidy Scuticociliatia, ktera nalezi do velké tiidy
Oligohymenophorea (Lynn 2003). Jedna se o tfidu zahrnujici pfevazné aerobni nalevniky.
Prvnim popsanym anaerobnim nalevnikem z této téidy byl druh Cyclidium porcatum (Clarke
a Finlay 1993). Krom¢ né¢ho byly ve Spanélském jezete pobliz mésta Cuenca objeveny dalsi
druhy (Cyclidium dilectissimum, Isocyclidium globosum, Cristigera sp), které jsou nejspis
také anaerobni (Esteban et al. 1993). To je podpoieno napiiklad tim, Ze ani jeden z téchto
organismii nebyl nalezen ve vodé, ve které by byl kyslik, dobfe rostly v anaerobnich
podminkach a vykazovaly autofluorescenci typickou pro endosymbiotick¢é metanogenni
archebakterie (Esteban et al. 1993).

Cyclidium porcatum je volné zijici nalevnik, jenz obyva sladké vody bez pfiistupu
kysliku. Byl u ného objeven hydrogenosom a okolo né¢j v cytoplazmé byly pozorovany
metanogenni bakterie (Clarke a Finlay 1993). Podatilo se ndm osekvenovat SSU rDNA péti
raznych izolatt rodu Cyclidium, étyf moiskych a jednoho sladkovodniho.

Podtfida Scuticociliatia nam v analyze vychazi polyfyleticka, coZ se shoduje s vysledky
ptedchozich studii (napt. Zhang et al. 2010a). Dale se nam tato skupina rozpada na pét
jednotlivych linii, mezi kterymi nelze uréit jednotlivé vztahy. Nejedna se o vysledky, jez by
byly statisticky podpofeny. Skupina Loxocephalida 1, kterou tvoii druh Dexitrichides pangi,
se nam piifadila k druhu Urocentrum turbo (podtiida Peniculia), tedy jinam neZ ostatni
nalevnici z podtfidy Scuticociliatia. Pokud vynechdme v analyze enviromentalni sekvence,
tak se na$ vysledek shoduje s neddavno vydanou publikaci autord Zhang et al. (2010a). Tito
autofi rozdé€lili podtiidu Scuticociliatia na 3 skupiny: Philasterida, Pleuronematida
a Loxocephalida. My jsme skupinu Philasterida déale rozdélili na dvé podskupiny:
Pleuronematida 1 a Pleuronematida 2.

Nas izolat EVROS2 se pfifadil ke druhtim, které nalezi do podskupiny Pleuronematida
2. Jedna se o organismus, ktery je pfibuzny druhu Cyclidium glaucoma. Tento nalevnik Zije
V moii a je aerobni. Ponévadz je EVROS2 piibuzny aerobnimu druhu, prfedpokladame, ze se
také jedna o aerobni organismus. Zbylé nase izolaty nalezneme v podskupin¢ Pleuronematida
1. Do této skupiny, kromé enviromentalnich sekvenci, nalezi jenom Cyclidium porcatum.
Podle molekularné fylogenetické analyzy usuzujeme, ze v piipadé izolatu SWAN4 se jedna

0 anaerobni druh Cyclidium porcatum. Ostatni izolaty jsou piibuzné nekultivovanym
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nalevniklim, o kterych vime pouze to, Ze jsou moiské. Z toho divodu jsme zkusili dat kultury
LUC3, LARNAKA2N a COORUNG2B do anaerostatu, abychom zjistili, zda pieziji anoxické
podminky. Po n¢kolika tydnech pravidelného oCkovani jsme kultury vyndali a zkontrolovali.
Zjistili jsme, ze nalevnici v téchto kulturdch piibyvali stejn¢ jako pted vlozenim
do anaerostatu. Z toho vyplyva, ze podskupina Pleuronematida 1 se nejspi§ sklada

Z anaerobnich nalevnikl a Pleuronematida 2 bude pravdépodobn¢ aerobni.

5.2.4. LIVADIAN

LIVADIAN je izolat, ktery byl dovezen z Kypru (Yubuki et al. 2010). Jedna se o vzorek
odebrany z jezera, které se nachazi pobliz Sttedozemniho mofte. Salinita tohoto jezera nebyla
urena, z tohoto diivodu nemtiizeme tohoto nalevnika s urcitosti zafadit ani mezi sladkovodni,
ani mezi motské organismy. Jak bylo uz uvedeno v kapitole 5.1, jedna se o kulturu, ve které
se vyskytuji krom¢ naSeho nalevnika i volné Zijici trichomonady druhu Pseudotrichomonas
keilini (viz Yubuki et al. 2010). Ze zacatku jsme ptedpokladali, ze bude nalevnik zijici
V tomto izolatu patfit do tfidy Armophorea. Az pii podrobném prohlizeni pod mikroskopem
jsme zjistili, ze tomu tak neni. Tento organismus spiSe piipominal ndlevnika ze tfidy
Prostomatea. Podobnost byla hlavné v oralnim aparatu (viz obr. 17C), ktery je u vSech
zastupcl této tfidy umistén apikalné. Proto jsme ocekavali, ze fylogenetické analyzy SSU
rDNA ho tam zatadi. To se ale nestalo.

Témeér ve stejné dobé, kdy jsme dokoncovali predbézné analyzy SSU rDNA, byl
publikovan novy a pro nas velmi zajimavy &lanek. V ném se jeho autoram z Ciny podafilo
osekvenovat jiz popsaného moiského nalevnika rodu Paraspathidium (Zhang et al. 2010b).
Tento rod az do roku 2010 patfil do tfidy Litostomatea, kde ¢asto ménil pozice. Na zakladé
podobnosti struktury oralniho aparatu s rodem Spathidium byl pivodné zafazovan do Celedi
Spathidiidae (podtfida Haptoria) (Noland 1937), pozdé&ji byl premistén do celedi
Coelosomididae (podtiida Trichostomatia) (Corliss 1961, citovano v Zhang et al. 2010).
Nakonec byl pteloZzen do Celedi Paraspathidiidae, ktera nalezi opét do podtiidy Haptoria
(Long et al. 2009). Az védci Zhang et al. (2010b) objevili, ze tomu tak neni. Diky vysledkim
analyz SSU rDNA se zjistilo, ze by rod Paraspahidium podle jedné teorie mohl vytvaret zcela
novou samostatnou skupinu, kterd lezi bazalné ke tfidé Plagiopylea a spoleén¢ dohromady
tvori sesterskou linii ke tfidé Prostomatea. Druha teorie tvrdi, ze rod Paraspatidium tvori

novy tad, ktery je soucasti tfidy Prostomatea a je pfibuzny ke tfidé¢ Plagiopylea. Ta tvoii

66



vnitini skupinu tfidy Prostomatea (Zhang et al. 2010b). Navic se rod Paraspathidium
morfologicky od zastupcii podtiidy Haptoria lisi.

Kromé rodu Paraspathidium byly vroce 2009 popsany druhy Apotrachelotractus
variabialis a Trachelotractus entzi, o kterych se ofekava, ze jsou piibuzné pravé druhu
Paraspathidium apofuscum (Long et al. 2009). Proto jsme zkusili na zakladé morfologickych
znakl porovnat naSeho néalevnika LIVADIAN s témito dvéma druhy. Myslime si, ze izolat
LIVADIAN by mohl byt blizce ptibuzny druhu Apotrachelotractus variabialis. A. variabilis
ma kulovitou hlavu, apikaln¢ umistény oradlni aparat trychtyfovitého tvaru, cytoplasma je
hyalinni a na zadnim konci téla ma pulzujici vakuolu, ktera je nepravidelné¢ zaoblena.
V ptipad¢ druhu A. variabialis se jedna o motsky druh. O nasem izolatu LIVADIAN to
S jistotou nevime, protoze, jak bylo jiz vySe uvedeno, salinita v jezefe nebyla zjistovana.
Druhy A. variabilis a T. entzi jsou stale jest¢ formaln¢ zafazovany, stejné jako dfive
P. apofuscum, do tfidy Litostomatea, kam vSak nejspi§ nepatii. Ocekavali bychom, ze
ve skutecnosti budou spole¢né s rodem Paraspathidium, titidami Prostomatea a Plagiopylea,
a nejspis 1 s nasim izolatem LIVADIAN tvofit jednu velkou skupinu.

Diky témto skute¢nostem a tomu, Ze nase piedb€zné analyza poukazovala na podobny
vysledek jako u rodu Paraspathidium, jsme do koneéné analyzy zatadili kromé jak
environmentalnich, tak i zndmych sekvenci ptibuznych nasemu nalevniku i sekvenci rodu
Paraspathidium.

Podle vysledkil naSich fylogenetickych analyz vySla tfida Prostomatea polyfyleticka.
Druhy Urotricha sp. EU024981 a Cryptocaryon irritans se piitadily do skupin mimo tfidu
Prostomatea. Zajimavé je, ze do skupiny, ve které je Urotricha sp. EU024981, se zatadila
sekvence i jedné obrnénky (Amoebophrya). NejspiSe se jedna o Spatné uréenou sekvenci.
Kromé tfidy Prostomatea je naSemu izolatu LIVADIAN piibuzna 1 tfida Plagiopylea. Nas
izolat LIVADIAN najdeme spolecné s dvéma enviromentalnimi sekvencemi, ke kterym je
blizce piibuzny, v jedné samostatné linii. V piipadé téchto dvou sekvenci se jedna
0 sladkovodni izolaty, které byly odebrany z jezera pobliz Pafize (Slapeta et al. 2005). Uz
ve studii, ve které byly tyto sekvence publikovany, je nebylo mozno zatadit do Zadné tfidy.
Na kladogramu se vyskytovaly na podobném misté, jako v nasi analyze. Pokud vime, Ze jsou
tyto dvé sekvence sladkovodni, tak mizeme ocekavat, ze izolat LIVADIAN bude také
sladkovodni. V tom piipadé by se nemohlo jednat o druh Apotrachelotractus variabialis.
Dlouhou dobu jsme nevedéli, jestli je izolat LIVADIAN aerobni nebo anaerobni. Proto jsme
pfistoupili ke kultivacnim pokusiim. Zkusili jsme umistit izoldt LIVADIAN do anaerostatu.

Po nékolika tydnech, kdy byl pravidelné ockovan, jsme ho vyndali a zkontrolovali. Ukézalo
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se, ze behem té doby nalevnici v kultufe nartstali stejn¢ jako pied vlozenim. To poukazuje
nato, ze by izolat LIVADIAN, spole¢né s piibuznymi nalevniky, mohl byt ve skutecnosti
anaerobni. Posledni linie, ktera se odd¢lila, se sklada z environmentalnich sekvenci a jednoho
moiského nalevnika. Jedna se o Askenasia sp. (sekvence EU024989). Rod Askenasia je zatim
formaln¢ klasifikovan ve tfidé Litostomatea (Earland a Montagnes 2002), kam vsSak
pravdépodobné nepatfi.

V dnes$ni dobé se tfida Prostomatea d¢li na dva tady: Prostomatida a Prorodontida.
Domnivame se, Ze tato tfida je mnohem diverzifikovanéjsi, nez se zda. Vyvozujeme to
Z nasich dat. Myslime si, Ze naSich jedenact skupin bude ve skuteCnosti patfit pravé do tfidy
Prostomatea. Pokud by tomu tak opravdu bylo, tak by tfida Plagiopylea uz nebyla dale
samostatnou tfidou. Jednalo by se o jednu z linii nalezejicich do tfidy Prostomatea. Abychom
mohli rozhodnout, jaké vztahy ve skuteCnosti opravdu plati, museli bychom provést

fylogenetické analyzy dalSich gend.

5.4. Morfologie

Kromé pozorovani zivych bunck jsme nalevniky obarvili protargolem. Protargol se v nasi
laboratofi pouzivd k barveni bic¢ikoveli a nckolikrat se stalo, Ze se mimo jiné obarvili
i nalevnici. Z toho diivodu jsme protargol tentokrat vyzkouseli pfimo na nalevniky. Béhem
nasi prace jsme potidili pouze ilustra¢ni fotografie jednotlivych izolatl, ze kterych jsme mohli
urcit pribliznou velikost a tvar buiiky. Diky tomuto barveni doSlo ke zvyraznéni nékterych
struktur a organel (makronukleus, mikronukleus, kinety, oralni aparat, pulzujici vakuola atd.).
Kromé protargolu se k barveni nalevniki vyuZiva hlavné impregnace uhli¢itanem stiibrnym
(Ma et al. 2003) nebo dusi¢nanem stiibrnym (Song a Wilbert 1995). Vice jsme se morfologii
jednotlivych izolath nezabyvali. Na zakladé morfologickych znakd totiz zatim neumime
zafadit nalevniky do druhti. Navic urovani morfologickych znakl jednotlivych druht
nalevnikd nebylo nasim hlavnim cilem. Zamétovali jsme se na molekularné fylogenetické
analyzy voln¢ Zijicich anaerobnich nalevnikt. Radi bychom ale nasSe preparaty nabidli jinym

pracovistim, pokud budou mit zajem.
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6. Zavérecné shrnuti

Podafilo se nam ziskat 32 sekvenci SSU rDNA anaerobnich a 4 sekvence SSU rDNA
aerobnich nalevniki. Fylogenetické analyzy ukazaly, Zze tfida Armophorea je monofyleticka
skupina a rozpada se na 12 linii. Je tedy mnohem diverzifikovanéjsi, nez bylo dosud znamo.
Nalevnici VLADECH klon 4 a GRUBER nejspi§ budou predstavovat novy fad ve tiidé
Armophorea. Dale se nam podatilo rozsifit rod Trimyema nejméné o pét novych sekvenci.
Spole¢ny piedek rodu Trimyema byl pivodné moisky a az pozdéji se staly né€které druhy
sladkovodnimi. Podtiida Scuticociliatia je polyfyleticka a rozdé€lila se na 5 jednotlivych
skupin, z toho skupina Pleuronematida 1 je pravdépodobné tvofena anaerobnimi nalevniky
a do skupiny Pleuronematida 2 budou patfit aerobni zastupci. Izolat LIVADIAN spole¢né
S ptibuznymi nekultivovanymi nalevniky a tfidou Plagiopylea, ktera je mu ptibuzné, budou
nejspiS ndlezet do tfidy Prostomatea. Tfida Plagiopylea nebude tak dale uz samostatnou
ttidou, ale bude tvorit jednu skupinu v ramci tfidy Prostomatea. Tiida Prostomatea tedy bude
mnohem diverzifikovanéjsi, nez se myslelo. Béhem dokoncovani této prace, projevil o nase
vysledky z4jem Mgr. Peter Vdacny PhD (UK Bratislava), ktery se zabyva evoluci nalevnik.
Proto do budoucnosti miizeme ocekévat dal§i zajimavé informace ohledné diverzity

anaerobnich nalevniku.
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