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Abstrakt

Oxymonady (Excavata, Preaxostyla) jsou skupinou anaerobnich endobiotickych bic¢ikovca
zijicich predevSim ve stievé xylofagniho hmyzu (Svébi, termiti). V piipadé¢ rodu
Monocercomonoides naleziciho do morfologicky nejjednodussi ¢eledi Polymastigidae jsou
popsany i druhy z obratlovct. Jedna se o skupinu protist, u které dosud nebyla prokazana
ptitomnost mitochondrie. V této praci jsme osekvenovali gen pro SSU rRNA dvou kmenta
rodu Monocercomonoides a provedli fylogenetickou analyzu oxymonad. P&t vybranych
kment z riznych hostitelt, vzajemné pomérné vzdalenych na fylogenetickém stromu, jsme
studovali morfologicky pomoci svételné (DIC a protargolové barveni) a transmisni
elektronové mikroskopie. Cilem morfologického studia bylo najit znaky, ve kterych se kmeny
li$i. Zamétili jsme se zejména na morfologii jadra, usporadani endoplazmatického retikula,
strukturu fibrily R1 a rozméry bun¢k. Vybrané kmeny jsme byli schopni rozlisit podle polohy
karyosomu (centralni nebo parietalni) a po¢tu mikrotubulti ve fibrile R1 (6-12) a domnivame
se, ze predstavuji rizné druhy. Kmen NAU3 byl fylogenetickou pozici a vzhledem bunky
natolik odlisny, ze se muze jednat dokonce o novy rod. V Zadném kmeni jsme nepozorovali
mitochondrii nebo ji pfibuznou organelu.

Klicova slova: Oxymonady, Monocercomonoides, SSU rRNA, fylogeneze, transmisni
elektronova mikroskopie, svételna mikroskopie, protargol



Abstract

Oxymonads (Excavata, Preaxostyla) are a group of anaerobic endobiotic flagellates living
primarily in guts of xylophagous insects (cockroaches and termites). Some representatives of
the genus Monocercomonoides belonging to the morphologically simplest family
Polymastigidae have been described also from the guts of vertebrates. Oxymonads are a group
of protist in which mitochondrion has not been proven yet. In this work, we have sequenced
gene fo SSU rRNA of two strains of Monocercomonoides and performed phylogenetic
analysis of oxymonads. Five selected strains Monocercomonoides isolated from different
hosts and distantly related on the phylogenetic tree were studied by using light (DIC and
protargol staining) and transmission electron microscopy. The aim was to find differences
between these strains. We have focused primarily on the morphology of the nucleus,
appearance of the endoplasmic reticulum and structure of the fibre R1. We were able to
distinguish the strains by the position of karyosome (central and parietal) and the number of
microtubules in the R1 fibre (6-12) and we assume that they represent separate species. The
phylogenetic position and appearance of the strains NAU3 were so different that it may
represent a new genus. Mitochondria or double-membrane bounded organelles have not been
observed in any strain.

Keywords: Oxymonads, Monocercomonoides, SSU rRNA, phylogeny, transmission electron
mikroskopy, light microscopy, protargol
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1. Literarni prehled

1.1. Charakteristika oxymonad

Trida Oxymonadida (Grassé, 1952) je skupinou anaerobnich ¢i mikroaerofilnich
endobiontnich bi¢ikovci. Vyziva téchto prvokl je heterotrofni a jejich pfirozené zivotni
prostiedi je zadni stfevo predevsim xylofagniho hmyzu, hlavné $vabt a termitd, kde jsou
spolu s dal§imi mikroorganismy duleZitou soucasti jejich stievniho obsahu (Radek R., 1994).
Nékteti zastupci rodu Monocercomonoides se vSak vyskytuji i u obratloved (Kulda a
Nohynkové, 1978). V zivotnim cyklu oxymondad pfevazuje jako Zivotni stddium trofozoit.
Tato builka ovoidniho, n€kdy spiralné zkrouceného tvaru nese obvykle ¢tyfi bi¢iky oddélené
do dvou pard, pficemz jeden znich je vétSinou Casteéné adherovany na buiiku a zpétny.
Karyomastigont oxymonad je tvofen jadrem, obvykle ¢tyfmi kinetosomy, axostylem a
preaxostylem. Axostyl probihajici bunikou jako jeji podélné osa neni duty jako u parabasalidd,
ale je tvofen fadami mikrotubulil pfilozenymi té€sné k sobé. U né&kterych zastupcii mize byt
kontraktilni a podilet se na charakteristickém pohybu buniky (Brugerolle a Miiller, 2000). Jeho
pohyblivost je zfejmé zajiSténa vzajemnym klouzanim mikrotubuli diky dyneinovym
molekulam a za spoticby ATP (Bloodgood a kol., 1974). Nékteré rody, napf.
Microrhopalodina, maji zmnozZené bic¢iky a jadra (Radek,1994; Brugerolle a Lee, 2002).

U téchto prvokii nenalezneme eukaryotni vybavu jako Golgiho aparat, peroxisomy,
mitochondrie, ani cytostom. U sesterkého rodu Trimastix mitochondrie ultrastrukturné i
geneticky prokazana byla (Brugerolle a Patterson, 1997; Simpson a kol., 2000) Oxymonady
se vyzivuji fagotrofii a pinocytézou, pficemz ty veétsi druhy pohlcuji ¢astecky dieva a jsou tak
zapojeny do procesu traveni celulozy (Radek, 1994). Mensi rody napt. Monocercomonoides
se zivi bakteriemi. Bakterie vyskytujici se na jejich povrchu nalezi do fadi Spirochaetes a
Bacteroidales (Noda a kol., 2006; Hongoh a kol., 2007). Nékteré druhy maji vyvinuté
mikrotubularni rostellum nebo mikrofibrilarni “holdfast”, které slouzi buiice k ptichyceni ke
sttevni stén¢ hmyziho hostitele. Zasobni latkou je glykogen.

Oxymonady se déli binarnim délenim. Mitdza je uzavieného typu s intracelularnim délicim
vieténkem (Hasmann a Hiilsmann, 2003). U nékterych zastupct rodu Saccinobaculus, Notila
a Paranotila bylo pozorovano sexualni rozmnozovani zahrnujici meidzu, tvorbu gamet nebo
gametickych jader a vznik zygoty (Lee a kol., 2000). Béhem tvorby zygoty splyvaji kromeé
jader 1 axostyly (Hausmann a Hiilsmann, 2003). Mei6za oxymonad zahrnuje pouze jedno
redukéni déleni, kdy z jedné bunky vzniknou pouze dvé€ buiiky dcefinné namisto dvou
redukénich déleni a vzniku ¢tyf bunék, jak je tomu u ostatnich eukaryot (Cleveland,1950;
Dacks a kol, 2001). Sexudlni proces je asociovany se svlékacim cyklem hostitele, k reinfekci
dochdzi pozienim vykalli nebo pienosem cyst. Jejich tvorba byla pozorovana napt. u rodi
Sauromonas a Saccinobaculus (Lee a kol., 2000).

1.2. Taxonomomie oxymonad

Molekularni data poukazuji na silny piibuzensky vztah oxymonad k exkavatnimu volné
zijicimu rodu Trimastix (Dacks a kol., 2001). S timto rodem spolecné nalezi do skupiny
Preaxostyla. Jméno tohoto taxonu je odvozeno od synapomorfniho znaku trimastixe a

oxymonad. Rod Trimastix ma ve svém karyomastigontu fibrilu I, ktera podklada pravou
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stranu bfi$ni ryhy a tato fibrila identické stavby je pfitomna i u oxymonad, kde je soucasti
parakrystalinni struktury preaxostylu (Simpson a kol., 2002). Preaxostyla byvaji fazena s
dal$imi skupinami Parabasala a Fornicata do taxonu Metamonada (Cavalier-Smith, 2003).

Je popséano zhruba 150 druhit oxymonad (Hampl V., osobni sdé€leni), které jsou klasifikovany
do péti Celedi (Lee a kol.,, 2000): Polymastigidae, Streblomastigidae, Saccinobaculidae,
Oxymonadidae a Pyrsonymphidae. Pfibuzenské vztahy mezi skupinami oxymonad nejsou
pfili§ prozkoumany. VétsSina druhit byla popséna pouze na zékladé¢ morfologickych znaku a
nejsou znamé jejich sekvence (Radek a kol., 2014). Je vSak zndmo a dobfe podpoifeno
vysokou bootstrapovou hodnotou, ze rody Monocercomonoides a Streblomastix tvoii jeden
klad (Heiss a Keeling, 2006; de Konig a kol., 2008). Monofylie ¢eledi je také dobie
podpofena vyjma &eledi Polymastigidae (Sramova, 2012). Nize nasleduje kratka
charakteristika jednotlivych celedi.

1.2.1. Polymastigidae

Morfologie zastupct této ¢eledi je povazovana za pleziomorfni (Lee a kol, 2000). Tito drobni
bicikovci nesou Ctyti biciky oddélené do dvou part, z nichz jeden je zpétny. Jadro je umisténo
anteriorné a je obklopeno jednoduchou vrstvou mikrotubuli nazyvanych pelta. Buiiky maji
tenky nekontraktilni axostyl (Radek, 1994; Lee a kol., 2000). Nalezi sem tfi rody: Polymastix,
Monocercomonoides a Paranotila.

Monocercomonoides Travis (Obr. 1)

Bazalni télisko zpétného bic¢iku je oznaCovano jako Bl a druhé umisténé v jeho blizkosti jako
B2. Druhy pér bazélnich télisek je oznacovany jako B3 a B4 (Radek, 1994). Oba pary télisek
spojuje tzv. preaxostyl tvofeny dvéma vrstvami. Prvni vrstvou pfivracenou k jadru je jedna
fada mikrotubuld. Druha vrstva je parakrystalinni a nemikrotubularni fibrila I (Simpson a kol.
2002). V oblasti preaxostylu se vyskytuje velké mnozstvi glykogenovych granuli. Nékteré
mikrotubuly z preaxostylu se na urovni jadra pfidavaji k dalS$i mikrotubularni strukture —
axostylu, coz je n¢kolik podélnych fad vzdjemné spojenych mikrotubulli. Axostyl prochéazi
podélné za jadrem celou bunkou jako jeji osa az k posteriornimu konci, tam muze vytvaret
vybézek, je vSak stile obalen cytoplazmatickou membranou (Hausmann a Hiilsmann, 2003,
Lee a kol., 2003). V blizkosti bazalnich télisek 1 a 2 se vyskytuji mikrotubularni kofeny
oznacované jako R1 a R2. Mikrotubuldrni kofen R1 je ve starsi literatuie n€kdy nazyvan funis
a podklada zpétny bicik, jez castecné adheruje k povrchu builky. Na druhé mikrotubularni
télisko je napojena pelta, jednoduchd vrstva mikrotubulti obklopujici jadro (Radek, 1994).
Jadro je sférické, umisténé v anteriorni ¢asti a obsahuje karyosom (Radek, 1994).

Zastupci tohoto rodu Ziji ve stfeve larev tiplic a ve Svabech. Mnoho druhii také Zije v travicim
traktu obratlovci, napt. dobytka, plazl, obojzivelniki (Kulda a Nohynkova, 1978).



Obr. 1. Schéma buiiky zdstupce rodu Monocercomonoides, cerpdno z Kulda a Nohynkova, 1978 a
Radek, 1994, (n — jddro, k — karyosom, px — preaxostyl, p — pelta, b1, b2, b3, b4 — bazalni téliska, R1 —
fibrila R1, ax — axostyl, er — endoplazmatickeé retikulum, gl — glykogen, v — potravni vakuola, bc —
bakterie).

Polymastix Biitschli

Bunky zastupct rodu Polymastix jsou mandlovitého ¢i vietenovitého tvaru se ¢tyfmi volnymi
bi¢iky oddélenymi do dvou parii, nemaji vSak adherujici zpétny bicik (Brugerolle, 1980).
Jadro je umisténo anteriorn¢€ a obsahuje posteriorné uloZzeny karyosom. Pelta je redukovana a
tenky nekontraktilni axostyl nevybihd z bunky. Povrch buiiky je pokryt ty¢inkovitymi
bakteriemi rodu Fusiformis. Ziji ve stievé broukt, v larvach hmyzu, tiplic a v mnohozkach
(Lee a kol., 2000).

Paranotila Cleveland

Dosud byl popsan pouze jeden druh, a to Paranotila lata ze $vaba Cryptocercus punctulatus
(Cleveland, 1966). Buiika této oxymonady je deldi nez u rodu Monocercomonoides. Ctyfi
bic¢iky jsou smérovany dozadu, axostyl nevybihd a neni kontraktilni. Ve velkém jadie jsou
ulozeny dva karyosomy, které lezi v jeho pfedni ¢asti. U tohoto rodu se vyskytuje pohlavni
cyklus, kdy bunika podstupuje gametogenezi, vznikéd 8 samcich a 8 samicich pronuklet. Jejich
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fazi vznika zygotické jadro a nasledné déleni da vznik 8 diploidnim bunkam (Cleveland,
1966).

1.2.2. Celed Streblomastigidae

Dosud jedinym popsanym zastupcem této ¢eledi je druh Streblomastix strix (Kofoid a Swezy,
1919) Zijici ve stfevé termitti rodu Zootermopsis. Vietenovita bunka tohoto druhu je dlouha,
muze dosdhnout rozméru az 530 um (Brugerolle a Lee, 2002). Povrch bunky je zvinén do 4
az 8 spiralnich hlubokych zahybt. Ctyii nepfiléhajici bi¢iky jsou ulozeny na bazi
prichycovaci struktury “holdfast”. Axostyl zacina jako n€kolik kompaktnich fad mikrotubuli
a v zadni Casti piechazi ve volny svazek (Lee a kol., 2000).

1.2.3. Celed Oxymonadidae

Nékteré¢ oxymonady patfici do této celedi mohou mit zmnozend jadra a karyomastigonty
(Brugerolle a Lee, 2002). Tato celed zahrnuje 4 rody: Oxymonas, Barroella,
Microrhopalodina a Sauromonas.

Oxymonas Janicki

Burika kyjovitého tvaru nese ¢tyii biciky oddélené do dvou parti . V pfedni ¢asti je vytvotfeno
vysunovatelné rostellum. Na jeho konci je vyvinuty “holdfast” obsahujici mikrofibrily
(Brugerolle a Konig, 1997). Neptichycené bunky se pohybuji ve stievnim obsahu a jejich
rostellum je redukované. Jadro umisténé anteriorné se nachdzi pod bazi rostella (Lee a kol.,
2000). Je vsak popsan druh Oxymonas jouteli ziskany z Neotermes jouteli, ktery nema viibec
ptitomné rostellum (Radek a kol., 2014). Mohutny axostyl slozeny z mnoha fad mikrotubult
zacina na bazi rostella a vybiha na posteriornim konci buniky. VSechny popsané druhy Ziji v
termitech Celedi Kalotermitidae (Brugerolle a Konig, 1997; Lee a kol., 2000).

Barroella Zeliff

Tento rod oxymonad ma vyvinuté rostellum, zmnozend jadra a axostyly. Jader miize byt
pritomno 2 az 114 (Brugerolle a Lee, 2002). Axostyly jsou roztrouSeny po celé buiice.
Pfichycené buniky jsou bezbicikaté, dcefinné buiiky vzniklé plazmotomii maji bic¢iky kratké.
Fagocytuji ¢astecky dieva. Dosud jsou znamy dva druhy ziskané z Calcaritermes brevicollis a
z Neotermes howa (Cross, 1946).

Microrhopalodina Grassi & Foa

V mnohojadernych bunkéach nalevkovitého tvaru je na bazi rostella umisténo nekolik
karyomastigontil s bi¢iky. Buiika uvolnéna ze stievniho epitelu ztraci rostellum (Lee a kol.,
2000).

Sauromonas Grassé & Hollande

Burika této oxymonady ma jeden karyomastigont, jehoz organizace je uspoiradanim podobna
rodu Oxymonas. Kdyz u jeho hostitele Glyptotermes boukoko probiha proces svlékani, bunka
Sauromonas podstupuje sérii transformaci, kdy se bi¢ikovec uvolni od stfevni stény a zmnozi
se jeho bi¢iky. Pii piechodu ze zmnozenych bicikti do zakladniho CEtyrbicikatého stavu se
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tvoii cysty (Lee a kol., 2000). Je popsany jeden druh Sauromonas m'baikiensis z termita
Glyptotermes boukoko. Zivotni cyklus této oxymonady neni kompletné znam (Grassé PP.,
1952).

1.2.4. Celed Saccinobaculidae

Zastupcum této Celedi pfiléhaji biciky v predni ¢asti k buiice. Axostyl téchto oxymonad je
kontraktilni a nemaji vyvinuty pfichycovaci aparat. U téchto bicikovell je zndm pohlavni
cyklus. Do této ¢eledi nalezi dva rody, Saccinobaculus a Notila. (Cleveland, 1950).

Rod Saccinobaculus Cleveland

Bunka hruskovitého tvaru nese v pfedni casti Ctyfi biciky sméfujici dozadu, které vsak
priléhaji k bufice jen v proximalni ¢asti. Povrch buiiky je pokryt drobnymi pory (Lee a kol.,
2000; Heiss a Keeling, 2006). Buitkka mtize nést 4, 8 az 12 biciku, ale ty se ziejmé na jejim
pohybu pfili§ nepodili. Pfevazna ¢ast pohybu je vykondvana axostylem. Tato fibrila sloZzend
az z 60 tad mikrotubull je kontraktilni, unduluje v riznych frekvencich a amplitudach, coz
zpusobuje charakteristicky pohyb tohoto bi¢ikovce, ktery je pfirovndvan k pohybu ,hada
v pytli“. Tento fakt miize byt ovlivnén i1 tim, Ze na rozdil od jinych rodd povrch této
oxymonady neni pokryt ektobiotickymi bakteriemi, coz umoznuje variabilitu tvaru bunky
(Carpenter a kol., 2008). Jelikoz neni pfitomen ptichycovaci aparat, plavou burniky volné ve
sttevnim obsahu. Tento rod je schopen tvofit cysty slouzici k pfenosu na dal§iho hostitele.
Sexudlni proces je zavisly na svlékacim cyklu hostitele a zahrnuje gametogenezi, meidzu a
splyvani bun¢k (Cleveland, 1950). Jsou popsany tfi druhy, S. minor, S. ambloaxostylus a S.
doroaxostylus. V poslednim jmenovaném druhu byla pozorovana elektron-denzni organela
obalena jednou nebo dvéma membranami — ptipadna mitochondrie (Carpenter a kol., 2008).

Rod Notila Cleveland

Ctyfi bi¢iky adheruji k povrchu buiiky v jejich proximalni ¢asti. Axostyl je kontraktilni, ale na
rozdil od pfedchoziho rodu nevybiha z buniky. Bi¢ikovec se rozmnozuje asexualné v obdobi
mezi svlékanim hostitele. Sexudlni proces probihd pii svlékani a zahrnuje gametogenezi,
splyvani buné€k, meidzu a splyvani gametickych jader v jedné buiice. Jediny zndmy druh
Notila proteus byl popsan ze stieva hostitele Cryptocercus punctulatus (Cleveland, 1966; Lee
a kol., 2000).

1.2.5. Celed Pyrsonymphidae

Témto oxymonddam pfiléhaji bic¢iky k celé délce buiniky a jejich axostyl je kontraktilni.
Mikrofibrilarni ,holdfast je vytvofen. Fagocytuji CasteCky dieva a bakterie, zivi se také
pinocytozou. Nalezi sem dva rody, Pyrsonympha a Dinenympha (Duboscq a Grassé, 1925). O
validité téchto rodu se dlouho vedly spory. Leidy, Duboscq a Hollande (*Leidy, 1881;
Duboscq a Grassé, 1925) se domnivali, ze Pyrsonympha ma ve svém zivotnim cyklu dvé
formy. Mlad4 mensi pentlicovita buiika vyskytujici se voln€ ve stfevnim obsahu nesouci Ctyti
bi¢iky byla nazyvana ,,Dinenymphou®. Velka pyriformni forma pfichycena k epitelu stfeva
nesouci osm bic¢ikli se nazyvala ,,Pyrsonympha®“. Pomoci metody FISH a fylogenetické
analyzy vSak bylo zjisténo, Ze se nejedna o dva morfotypy jednoho organismu, ale o rizné
organismy nyni fazené do riznych rodii (Moriya a kol., 2003; Stingl a Brune, 2003).
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Rod Pyrsonympha Leidy

Bicikovci maji té€lo hruskovitého tvaru. Axostyl je kontraktilni. Bunika nékterych druhi mtze
dosahnout az 150 um (Moyria a kol., 2003, Lee a kol., 2000). ,,Holdfast* je vytvofen.
V axonemé biCikli jsou podél ¢tyf vné orientovanych doubletl pfitomny paraxonemalni
zihané fibrily (Lee a kol., 2000). Axostyl je slozeny az z 50 fad mikrotubulli a vybiha
V posteriorni Casti. Tvorba cyst nebyla pozorovana, k reinfekci termita dochazi pozitenim
vykalt. Je popsano 14 druht zijicich v rektalnim vacku termitt rodu Reticulitermes (Hampl
V., osobni sdé€leni)

Rod Dinenympha Leidy

Bic¢ikovci tohoto rodu jsou podlouhlé bunky dosahujici velikosti max. 35 um a pohybujici se
voln¢ ve stievni tekutin€. ,,Holdfast neni vytvofen. Druh D. fimbriata je pokryt velkym
mnozstvim epibiotickych bakterii a obsahuje ve své cytoplazmé dievni Castice. Naopak u
druhu D. gracilis je ptitomno malo epibiotickych bakterii a nebylo pozorovany ¢astecky dieva
Vv cytoplazmé (Stingle a Brune, 2003).

1.2.6. Opisthomitus Duboscq a Grassé

Poslednim dobfe popsanym rodem oxymonady je Opisthomitus, ktery ma zajimavou historii.
Tento rod byl vytvoten v roce 1934 Duboscqem a Grassém a popsali jej z termita Kalotermes
flavicollis (Duboscq a Grassé, 1934). Po dlouhou dobu byl fazen do taxonu Parabasala na
zéklad¢ ptitomnosti kratkého parabazalniho aparatu. Pozdéji vSak bylo zjisténo, Ze
parabazalnim aparatem byl chybné oznafen preaxostyl (Radek a kol., 2014), ptesto doslo
k pietazeni rodu Opisthomitus do tfidy Oxymonadida Brugerollem a Leem az v roce 2000
(Brugerolle a Lee, 2000). Co se jeho taxonomie tyce, na zakladé morfologickych znaki by
mohl byt fazen do Celedi Polymastigidae diky pfitomnosti mikrotubularnich kofen R1 a R2.
Molekularni analyza vSak podporuje sestersky vztah tohoto rodu k ¢eledi Pyrsonymphidae
(Radek a kol., 2014).

Co se tyce morfologickych znak, jeho butika nese ctyti biciky oddélené do dvou part. Jeden
z biciki je zpétny a podlozeny fibrilou R1. V pfedni ¢asti buniky je vytvotren tzv. ,lappet
(lalok). Tato pravdépodobné permanentni struktura se 1i$i od rostella tim, Ze obsahuje mala
granula, vrstvu mikrotubulii pelty a malou stuhu mikrotubuli R2. Bunky pfichycené ke
sttevni stén¢ ale nebyly pozorovany. Jsou popsany dva druhy, O. avicularis z hostitele
Kalotermes flavicollis a O. longiflagellatus z Neotermes jouteli (Radek a kol., 2014).

1.3. Diverzita rodu Monocercomonoides

Nyni se na par fadka vratim k rodu Monocercomonoides, protoze tato oxymonada je hlavnim
tématem této prace. Celkem je popsano zhruba 50 druhii tohoto rodu (Hampl V., osobni
sdéleni). Validita nékterych z nich je vSak spornd. Zhruba 15 druht bylo popsano ze savcu, a
to predevsim z hlodavcu. Z plazii bylo popsano 5 druhti, nejvérohodnéjsi z nich je vSak druh
M. lacertae, kterého Moskowitz (Moskowitz, 1951) povazuje za jediny validni druh z plazi.
Zbyvajici druhy byly popsany z bezobratlych, a to ze S§vabi, larev brouki a tiplic (*Grassé,
1926). Jeden druh byl popsan z krtonozky (Rao, 1969).
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Popisy druhti jsou zalozeny pfevazné na rozmérech bunky, jadra, biciki a znakt viditelnych
po obarveni Giemsou, protargolem ¢i haematoxylinem. Mezi tyto znaky patii morfologie
jadra, pocet a délka prednich a zadnich bi¢ikli, pocet fibril R1 a rozméry bunék. Pii
popisovani druhti byl kladen také velky diiraz na hostitele, protoze mnoho autorti pocitalo
s izkou hostitelskou specifitou. VEtSing studii chybi elektronova mikroskopie a nejsou znamy
sekvence. Jedina sekvence publikovana v zahrani¢nim Casopise je sekvence nami péstovaného
kmene PA203 (Hampl a kol. 2005). Deset dalSich sekvenci bylo publikovano v diplomové
praci Elisky Sramové (Sramova, 2012).
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2. Cile prace

U vybranych kultur osekvenovat gen pro SSU rRNA a prohloubit tak informace o
ptibuzenskych vztazich kmend rodu Monocercomonoides.

Porovnat morfologii a ultrastrukturu vybranych kultur rodu Monocercomonoides
pochézejicich zrtznych hostiteli pomoci svételné a transmisni elektronové
mikroskopie s cilem nalézt znaky, které tyto kmeny odlisuji.

Pétrat po pfitomnosti dvoumembranovych organel — homologt mitochondrie.
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3. Material a metody

3.1. Pliivod zkoumanych kmeni

Zkoumané kmeny pochazi ze zavedenych kultur oxymonad kultivovanych v nasi laboratofi.
Kultury MAREK2, VAVIB, NAUI a NAU3 jsme ziskali od Doc. Ivana Cepi¢ky a Mgr.
Pavly Smejkalové. VSechny kmeny jsou stale udrzovany v kulturdch a pieockovavaji se
pravidelné jednou za tyden do dvoufazového modifikovaného média Dobell — Leidlaw
(1926). Kmeny byly ziskany piedevsim ze stfevniho obsahu riiznych zivoc¢icht (bezobratli i
obratlovci). Kultury VAVIB a MAREK2 pochazeji z dlouhodobé nepouzivanych septikii.
Tabulka 1 obsahuje informace ke kmeniim pouzivanym v této praci. Pivod ostatnich kment,
jejichz sekvence jsme pouzili pro fylogenetickou analyzu, je uveden v diplomové praci Elisky
Sramové (Sramova, 2012).

Tab. 1. Studované kmeny

Kmen Hostitel/lokalita Izolator
TENE79 Testudo marginata | Cepicka
POTCUPRI Potosia cuprina Smejkalova
VAV1B septik prof. Vavry Cepicka
MAREK?2 septik dr. Elidse Cepicka
NAU1L, NAU3 Nauplieta sp. Smejkalova

3.2. SloZeni a priprava pouzivanych médii

3.2.1. Dobell — Leidlaw (1926), modifikovano

Toto médium se sklada z pevné a tekuté faze. Ob¢ tyto slozky byly pfipravovany oddélen¢ a
zkompletovaly se az pfed pouzitim. Pevna slozka sestavd z 1,5 ml kofiského séra, které
koagulovalo v sikmo polozenych sklenénych zkumavkach (&i plastovych falkonach)
V horkovzdusném sterilizatoru 1 hodinu pii 80°C. Nésledné byly jest¢ 2x vzdy po 24
hodindch pasterizovany stejnym postupem. Zkumavky s takto ptipravenou fazi byly
skladovany v lednici. Tekutd slozka obsahuje 500 ml Ringerova roztoku a 50 ml sterilné
odebraného vaje¢ného bilku. Ringertv roztok je sloZen z roztoku A a B (Tab. 2).

Tab. 2. SloZeni Ringerova roztoku.

Roztok A

NaCl (Sigma) 6,59
NaHCO; (Sigma) 0,29
NaH,PO, . H,O (Sigma) | 0,14 g
destilovana voda do 900 ml
Roztok B

CaCl, .2 H,0 (Sigma) |0,16¢g
destilovana voda do 100ml
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Roztoky A a B jsou pfipravovany a autoklavovany oddélené. Diky tomu nedojde k vysrazeni
fosfatu v pfitomnosti chloridu vapenatého. Po jejich zchladnuti byly steriln¢ zkompletovany.
Poté se do Ringerova roztoku ptidalo 50 ml steriln€¢ odebranych vajecnych bilkt. Tato tekuté
faze byla uchovéavana ve sklenéné 1ahvi v lednici. Pfed pouzitim byla pevna faze ptevrstvena
3 ml tekuté slozky.

3.2.2. SOC médium
SOC médium se pouzivalo jako zivné médium pro bakterie pii klonovani.

Tab. 3. Slozeni SOC média.

Bacto — trypton (Oxoid) 29
Bacto — yeast extract (Oxoid) 05¢g
1M NaCl (Sigma) 1mil
1M KCI (Sigma) 250 pl
2M Mg?* sterilni zasobni roztok 1ml
2M sterilni gluk6za (Sigma) 1mil

Zasobni roztoky na SOC médium:

2M Mg?** roztok 20,33g MgCl,.6H,0 (XXX) + 24,659 MgS0,.7 H,O (XXX) do 100 ml
vody- sterilizovano filtraci

1M NaCl (Mw=58,44): 2,9 g do 50 ml vody
1M KCI (Mw=74,5513): 3,7 g do 50 ml vody
2M glukéza Mw=180,16): 9 g do 50 ml vody — sterilizovano filtraci

Do kultiva¢ni lahve byl piidan Bacto-trypton, Bacto-yeast extract, 1M NaCl, 1M KCl a 97 ml
destilované vody. Roztok byl nasledné autoklavovan, po jeho zchladnuti byl pfidan sterilni
zasobni roztok Mg?* a sterilni glukoza. Roztok byl doplnén 100 ml destilované vody s
vyslednym pH 7. Poté byl roztok rozplnén do sterilnich mikrozkumavek po 1 ml a skladovan
Vv mrazni¢ce pii -20°C.

3.2.3. Tekuté LB broth médium
Médium bylo pouZito jako zivné médium pro bakterie pti klonovani.

Tab. 4. Tekuté LB broth médium.

LB broth (Sigma) 10g
destilovana voda do 500 ml

PraSek LB broth byl pfidan do kultivacni lahve a byl rozpustén destilovanou vodou do
urc¢eného objemu. Poté byl roztok autoklavovan.
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3.2.4. Pevné LB broth médium
Jedna se o smés LB broth a agaru na Petriho miskdch. Médium bylo pouzito jako pevné zivné
médium pro kolonie bakterii.

Tab. 5. Pevné LB broth médium.

LB broth (Sigma) 109
Agar 60
destilovana voda do 500 ml

PraSek LB broth byl rozpustén v destilované vodé, poté byl do roztoku ptidan bakteriologicky
agar. Médium bylo sterilizovano v autoklavu, po mirném zchladnuti bylo sterilné¢ rozplnéno
do Petriho misek po 25 ml. Takto ptipravené médium se skladovalo v lednici.

3.3. Kultivace oxymonad

Nejdiive bylo tfeba zkompletovat pevnou a tekutou slozku média Dobell — Leidlaw (1926),
tudiz jsme prevrstvili koagulované konské sérum 3 ml tekuté faze. Do takto piipravené
zkumavky jsme sterilni Pasteurovou pipetou inokulovali 0,5-1 ml kultury. Vzdy byla
odebrana kapka na podlozni sklicko a zkontrolovali jsme stav kultury pod svételnym
mikroskopem za pouziti fazového kontrastu nebo Nomarského diferencialniho interferencniho
kontrastu. Tento proces byl opakovan kazdy tyden. Zbytek staré kultury mohl byt pouzit pro
izolaci DNA, pozorovani Zivych bun€k ¢i k pfipravé trvalych preparati. Kultury byly
uchovavany pii pokojové teploté.

3.4.1zolace DNA

Z pozadované kultury jsme odebrali 1,5 ml vzorku do mikrozkumavky a centrifugovali 5 min
pti 3000 g. Supernatant jsme odpipetovali a pelet resuspendovali pfiddnim 200 pl sterilniho
PBS. K nasledné izolaci DNA byl pouzit kit DNeasy® Blood & Tissue Kit (50) (Qiagen)
podle piilozeného protokolu Purification of Total DNA from Animal Blood or Cells (Spin-
Column Protocol). Mnozstvi ziskané DNA bylo nasledné zméfeno pomoci spektrofotometru
(NanoDrop® ND-1000). V piipadé nizké koncentrace jsme DNA precistili a koncentrovali
pomoci kitu DNA Clean &Concentrator '"(Zymo Research) podle pfilozeného protokolu.

3.5. Amplifikace genu pro SSU rRNA

Ziskanou DNA jsme amplifikovali pomoci metody PCR a primert, kterymi jsme ziskali Cast
genu pro malou ribosomalni podjednotku (SSU rRNA). Pro reakci jsme pouzivali tyto
polymerédzy: Emerald Amp® MAX PCR Master Mix (TAKARA BIO INC.), PrimeSTAR®
Max DNA Polymerase (TAKARA BIO INC.) a LA polymerdza (5U/ul; Top-Bio).VSechny
pouzivané primery byly nafedény na koncentraci 10 pmol/pl. Pouzivali jsme primery
specifické pro oxymonddy a také univerzdlni eukaryotické primery (Medlin A, B a EK).
Amplifika¢ni reakce jsme vétSinou ptipravovali do poloviéniho objemu, tj. 25 pl.
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Tab. 6. PouZité univerzdilni eukaryotické primery.

Néazev pouZitéhoprimeru

Sekvence pouzitého primeru 5' -->3'

Medlin A AYCTGG TTG AYY TGC CAG
Medlin B TGATCCATCTGCAGGTTCACCT
EK-42F CTCAARGAYTAAGCCATGCA
EK-1498R CACCTACGGAAACCTTGTTA

Tab. 7. PouZité specifické primery oxymondd.

Nazev pouzitého primeru | Sekvence pouzitého primeru 5' -->3'
MonSSUR TCA CCT ACGGAAACCTT

MonSSUF GAA GTC ATATGC TGT CTCAA

Mon577R ACC GCG GCK GCT GGC

Mon577F GCC AGC AGC CGC GGT

Mon590F GCA GCA GGC GCG CAAATTACCC
Mon751R CTATTAGAGCTGGAATTACCGCGGC
Mon866R CAT ACT YCC CCC AGA AC

Mon866F GTT CTG GGG GRA GTA TG

Mon1300R TAA TGT GRT CAG TAG CGA

Mon1510R GGG CAT CACAGACCTG

Mon1510F CAG GTCTCT GATGCCC

Mon1889F CTT AAA GAA ATT GAC GGA AGG GCACC
Mon2028R CTC CACCAACTAAGAACGACCATGC

Tab. 8. Reakéni smési s Emerald Amp® MAX PCR Master Mix nebo PrimeSTAR® Max DNA

Polymerase.

Master Mix (2x Premix)

12,5 ul

Primer F (Medlins ¢i spec.)

1,25 ul

primer R (Medlins ¢i spec.)

1,25 ul

DNA

Sul

H.O

doplnit do 25 pl
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Tab. 9. Reakéni smés s LA polymerdzou (5U/ul).

H20 15 pl
LA pufr 2,5 ul
dNTP 0,75 ul
DMSO 0,5 ul
EK-42 F 1 ul
EK-1498 R 1 ul
DNA 4 ul
LA polymeraza (5U/ ul) | 0,25 ul

Amplifikacni reakce probihaly v termocykleru pii nasledujicich teplotnich cyklech:

Tab. 10. Teplotni cyklus s Emerald Amp® MAX PCR Master Mix.

Cast cyklu Pocet | Teplota | Cas
Pocatecni denaturace | 1 X 96°C 5 min
Denaturace 35X 96°C 1 min
Annealing 55°C 1 min
Elongace 72°C 3 min
Zaveérecna elongace | 1 X 72°C 15 min

Tab. 11. Teplotni cyklus s PrimeSTAR® Max DNA Polymerase.

Cast cyklu Pocet | Teplota | Cas
Pocate¢ni denaturace | 1 x 98°C 4 min
Denaturace 35 x 98°C 0:10 min
Annealing 55°C 0:05 min
Elongace 72°C 0:15 min
Zavérecna elongace | 1X 72°C 5 min

Tab. 12. Teplotni cyklus s LA polymerdzou (5U/ul.)

Cast cyklu Pocet | Teplota | Cas
Pocatecni denaturace | 1 X 94°C 1 min
Denaturace 30x | 94°C 0:15 min
Annealing 55°C 0:30 min
Elongace 68°C 4 min
Zavérecna elongace | 1 X 68°C 15-30 min
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3.6. Elektroforéza amplifikované DNA

Pfitomnost pozadovaného useku DNA a jeho kvalita byla ovéfena na horizontalni
elektroforéze. Ptipravili jsme 1% agar6zovy gel slozeny z 0,40g agar6ozy (Gibco) a 40ml TAE
buffer (50X) Molecular biology grade (AppliChem). Tato smés byla umisténa do
Erlenmayerovy banky a pfivedena k varu do uplného rozpusténi agarézy. Po nasledném
ochlazeni bylo pfidano 40ul SYBR safe (LifeTechnologies); tato latka zviditeliiuje DNA. Gel
byl nalit do plastové formy, v niz byl pfeden umistén plastovy hiebinek s poctem zubu
odpovidajici potfebnému poctu a tloust’ce jamek. Gel tuhnul zhruba 20 minut. Poté se do
prvni jamky napipetoval velikostni standard (GeneRuler, Fermentas), do ostatnich jamek byly
napipetovany nase vzorky. V piipadé pouziti polymerazy PrimeSTAR a LA polymerazy byl
naneseno 5 pl nasSeho vzorku do pipetovaci desticky a k nému byl pfidan 1 pl Loading dye
(Fermentas). Smés byla promichana a poté nanesena do jamky na gelu. Elektroforéza
probihala zhruba 30 minut pfi napéti 100V (vzdalenost elektrod 10 cm). Gel byl poté vyfocen.

3.7. Purifikace PCR produktii

V piipad¢ pfitomnosti pouze jednoho fragmentu jsme mikrozkumavku stimto vzorkem
precistili pomoci kitu DNA Clean & Concentrator (ZymoResearch) nebo High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche) podle piilozeného protokolu. DNA byla eluovana do 10 pl
sterilni destilované vody. V pfipadé¢ pfitomnosti vice fragmentl byly ty pozadované vyfezany
sterilnim skalpelem a umistény do sterilnich eppendorfek. Poté byly extrahovany z gelu
pomoci kitu Zymoclean ™ Gel DNA Recovery Kat (ZymoResearch) & pomoci Agarose Gel
DNA Extraction Kit (Roche) a to podle ptilozeného protokolu. Vzorek byl poté elulovan do
10 pl sterilni destilované vody. Koncentrace ziskané DNA byla zmétena na spektrofotometru
(NanoDrop® ND-1000). Takto =ziskana purifikovand DNA mohla byt pouzita pro
sekvenovani ¢i klonovani.

3.8. Klonovani

Pokud nebylo ziskano dostate¢né mnozstvi ¢istych PCR produktii pro sekvenaci, bylo tieba je
zaklonovat do bakterii. K tomuto procesu byl pouzivan kit pPGEM-T Easy Vector (Promega) a
kompetentni buniky Escherichia coli XL1. Tato metoda je zaloZend na modro-bilé selekci
rekombinantd, pii¢emzZ kolonie obsahujici nami pozadovany inzert jsou bilé. Takto bylo
ziskano vEétsi mnozstvi DNA, které bylo nédsledné osekvenovano.

3.8.1. Ligacni smés pro klonovani
Byla namichéana ligacni reakce pomoci kitu p-GEM®-T Easy Vector (Promega), ktera
probihala pfes noc v lednici pfi teploté 4°C.

Tab. 13. SloZeni ligacni reakce.

2X Ligacni pufr Sul

pGEM plasmidy (50ng/ul) In

PCR produkty 1-2ul

T4 ligaza Tl

sterilni destilovana H,O doplnit do 10ul
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Poté nasledovala transformace kompetentnich bunék. Kompetentni bunky byly po dobu 5
minut rozmrazeny na ledu. Liga¢ni smés se kratce stocila a byla napipetovana k bakteriim.
Mirnym poklepanim do mikrozkumavky byla smés promichdna a ponechana na ledu po dobu
30 min. Poté bylo tfeba tuto smés provést teplotnim Sokem po dobu 50s pii 42°C. Po uplynuti
této doby byla mikrozkumavka ihned vracena na led, kde byla ponechdna 2 min. Poté bylo ke
smési piidano 300 ul SOC média a nechala se inkubovat na tfepacce zhruba 90 min pii teploté
37°C a 180 rpm. Mezitim byly pfipraveny dvé LB plotny, na které se klickou rozetfela smés
na potfeni ploten (Tab. 14). Smés s narostlymi bakteriemi byla rozetiena klickou na
piipravené plotny, pficemz na jednu plotnu bylo naneseno 50 ul smési a na druhou zbyvajici
mnozstvi. Poté byly plotny umistény ptes noc do termostatu pfi teploté 37°C.

Tab. 14. Smés na potieni LB ploten.

ampicilin (100mg/ml) (Sigma) 25 ul
0,1 M IPTG (Merck) 100 pl
XGal (50mg/ml) 20 ul
(ThermoScientific)

3.8.2. Colony PCR a izolace plazmidii

Pozitivni (bilé) kolonie bakteridlni kultury jsme pomoci Spicek automatické pipety prenesli do
mikrozkumavek s pfipravenou reakéni smeési. Poté byly mikrozkumavky vlozeny do
termocykleru, kde probihala PCR pomoci specifickych primert. Pomoci horizontalni
elektroforézy jsme ovéfili, zda se podafilo uspéSné zaklonovat nas fragment. Ptipravili jsme si
falkony se 3 ml tekutého LB média a 3 ul ampicilinu (100ng/ml) a ptidali k nim ¢ast vzorku
pozitivnich kolonii obsahujici nami pozadovany inzert. Takto pfipravené falkony byly
uloZeny na noc do tiepacky pfti teplote¢ 37°C pii 180 rpm. Nésledujici den jsme z narostlé
falkony odebrali ¢ast kultury pro zamrazeni, zbytek kultury byl nasledné pouzit pro izolaci
plazmidové DNA. Pfi zamrazovani jsme odebrali z falkony 800 ul kultury, ptfemistili ji do
mikrozkumavky a pfidali 200 pl glycerolu. Cely obsah bych zvortexovan a uskladnén
v mrazni¢ce pii -80°C. K samotné izolaci plazmidl byl pouzit High Pure Plasmid Isolation kit
(Roche) a postupovalo se podle ptilozen¢ho protokolu. MnoZstvi ziskané plasmidové DNA
jsme zméfili na spektrofotometru (NanoDrop® ND-1000). DNA byla pouzita do sekvenacni
reakce nebo byla uchovéana v mraznicce pii -20°C pro pozd&jsi pouziti.

3.9. Sekvenace DNA

Materidlem pro sekvenovani byly piecisténé vzorky PCR produktii nebo vzorky plazmidi.
Sekvenacéni reakce byla ptfipravena do mikozkumavky pfidanim sterilni destilované H,O,
primeru a DNA; celkovy objem této reakce byl 8 ul (Tab. 15). Pro sekvenovani fragmentt z
plazmidi se pouzivaly primery SP6 a T7, které jsou komplementarni s plazmidem, a vnitini
specifické primery (Tab. 7). Do reakci s PCR se pfidaval primer, kterym byl fragment
puvodné amplifikovan, a vnitini specifické primery (Tab. 7). VeSkerou sekvenaci provadéla
Sekvenacni laboratot PfF UK Praha.
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Tab. 15. Sekvenacni reakce.

Primer | 0,32 ul (10 pmol/pl)

DNA | 5-10ng/ 100bp

H,O doplnit do 8 pl

3.10. Skladani sekvenci

Ziskana ¢teni DNA byla v programu SeqMan v. 7.0.0 (Lasergene) poskladana do jednoho
contigu. Poté jsme ze sekvenci odstranili koncové primery a konecny contig byl ulozen ve
formatu FASTA. Pro ptipravu alingmentu byly stazeny publikované sekvence rodu Trimastix
a oxymonad, dale sekvence ziskané¢ Eliskou Sramovou, Sebastianem Treitlim a Pavlou
Smejkalovou a k nim jsme piidali nase ziskané sekvence. Aligment byl pfipraven na serveru
MAFFT  (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html) algoritmem L-INS-I, ru¢né
opraven Vv programu BioEdit 7.0.5.3. (Hall, 1999), kde zn¢& byly vyjmuty variabilni
nevérohodné alignované oblasti, které by mohly mit negativni vliv na analyzu. Také jsme
ofezali zacatek a konec alignmentu. Délka vysledného upraveného aligmentu pro SSU RNA
byla 1758 bp. Jelikoz jsme pro nékteré kmeny méli k dispozici jen pracovni Castecné
sekvence, pfipravily jsme dva alignmenty; prvni s pouze kompletnimi sekvencemi a druhy i
s netplnymi sekvencemi. Fylogenetické stromy jsme tvofili z obou alignmentli metodou
maximalni vérohodnosti ("maximum likehood*) v programu RAXML (Stamakis, 2006)
pomoci internetového  serveru  (http://phylobench.vital-it.ch/raxml-bb/index.php) a
substituéniho modelu GTR+I" a dale Bayéskou metodou v programu Mr.Bayers 3.1.2.
(Huelsenbeck a Ronquist, 2001). Bayéskou analyzu jsme provadéli v programu MrBayes
(nst=6, rates=invgamma, covarion=yes). U analyzy s celymi sekvencemi b&ézel Marcov Chain
Monte Carlo 1000 000 generaci a prvnich 2 500 stromt bylo vyjmuto jako "burn in".
V piipad¢ analyzy s ¢aste¢nymi sekvencemi MCMC bézel 2 100 000 generaci a prvnich 5250
stromi bylo odebrano jako "burn in". Fylogenetické stromy jsme upravili v programu FigTree
1.3.1. (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) a nasledna grafickd tprava probehla
v programu CorelDrawX3, verze 13.

3.11. Morfologie a ultrastruktura

Preparaty kultur jsme vySetfovali svételnou a transmisni elektronovou mikroskopii. Svételna
mikroskopie zahrnovala pozorovani jednak nativnich preparati i preparati barvenych
protargolem.

3.11.1. Pozorovani svételnym mikroskopem

Pti pozorovani nativnich preparati byla ke kapce kultury ptfidana kapka 1% celulozy ¢i 4%
methylcelulézy. Tim doSlo ke zpomaleni bun¢k a mohli jsme pofidit mikrofotografie. Takto
pfipravené preparaty byly pozorovany mikroskopem Olympus BX 51 s pouzitim Nomarského
diferencialniho interferen¢niho kontrastu. Pozorované buiiky byly snimany kamerou Olympus
DP70 a snimky byly dale zpracovany v programu QuickPHOTO CAMERA 2.3.

V piipadé barveni protargolem jsme z dobie narostlych kultur vytvorili vlhky roztér na
krycich skli¢kach, fixovali jej Bouin-Hollandovou fixazi a pievedli alkoholovou fadou. Poté

23



byly preparaty barveny protargolovou metodou podle Nie (1950, modifikovano). Metoda je
¢asove naroCna a kvalita preparatl nemusi byt pokazdé stejnd, proto jsme od kazdého kmene
pfipravili 3 roztéry. Kvalitu vyslednych preparati vzdy zkontroloval Doc. RNDr. Ivan
Cepitka, Ph.D. pomoci svételného mikroskopu. Buitky oxymonad jsme poté pozorovali
svételnym mikroskopem Olympus pii zvétSeni 1000x ve svétlém poli a zaznamenavali je
digitalnim fotoaparatem Olympus pomoci programu QuickPHOTO CAMERA 2.3. Od
nekterych bunék jsme pofidili vice snimkl v riznych rovinach ostrosti, které jsme pozdéji
spojili do findlni fotografie v programu Helicon Focus 4.48. Dodate¢nou upravu fotografii jak
zivych bungk, tak fixovanych jsme provadéli v programu Microsoft Office PowerPoint 2007.

3.11.2. Méreni bunék

Meéfieni bylo provadéno na protargolovych preparatech. Nejdiive byla zaznamenana bunka
digitalnim fotoaparatem Olympus pomoci programu QuickPHOTO CAMERA 2.3. Na takto
zaznamenané buiice jsme méfili rozméry pomoci vyse uvedeného programu. Zaznamenavali
jsme délku a Sitku bunky a délku Sitku jadra. Od kazdého kmene bylo zméfeno 30 bunck.

3.11.3. Pozorovani pomoci transmisniho elektronového mikroskopu

K fixaci bun¢k jsme pouzivali chemickou fixdz a kryosubstituci. B€zna fixaz byla pfipravena
smichanim CaCl; a 2,5% glutaraldehydu v 0,1M v kakodylatovém pufru tak, aby kone¢na
koncentrace CaCl, byla 5mM. V ptipadé fixaze podle Karnovského byl servisni laroratoii
elektronové mikroskopie ptipraven 20% roztok paraformaldehydu zahtatého na 65°C,
pficemz byl do roztoku po kapkach ptidavan 1M NaOH az do uplného vyceteni roztoku. Ke
zchlazenému roztoku byl pfidan 25% glutaraldehyd, 0,2M kakodylatovy pufr a sterilni
destilovana voda. Kone¢na koncentrace fixaze je 5% GA a 4% formaldehyd. Do chemickych
fix4Zi mohla byt pfidana 2-3 zrnka sachar6zy pro zlepSeni osmolarity fixdZe. Z dobfe narostlé
kultury bylo odebrano 1,5 ml do mikrozkumavky. Dale byla kultura centrifugovana 5 minut
pii 2 500 g, poté byl odebran supernatant. K peletu byl pfidan 1 ml vychlazené fixaze. Vzorek
byl opatrné promichan a piedan pracovnikovi Laboratote elektronové mikroskopie PiF UK.
V ptipadé kryosubstituce jsme ptipravili jednu zkumavku s dobie narostlou kulturou a druhou
s ¢istym médiem, které je potfeba k promyvani. Tyto zkumavky byly po ptedchozi dohodé
predany do servisni laboratofe. Rezy byly prohlizeny transmisnim elektronovym
mikroskopem JEOL JEM-1011 s CCD kamerou Veleta. Snimky byly déle zpracovany

v programu Olympus Soft Imaging Solution.

24



4. VysledKky

4.1. Molekularni fylogenetika

Podafilo se nam osekvenovat velkou cast genu pro SSU rRNA kmeni POTCUPRI a
MAREK2. Z téchto dat, ze sekvenci ziskanych Eliskou Sramovou béhem jeji diplomové
prace (Sramova, 2012), nepublikovanych sekvenci ziskanych Sebastianem Treitlim a Pavlou
Smejkalovou a ze sekvenci oxymonad publikovanych v NCBI jsme vytvofili dva
fylogenetické stromy metodou ,,maximum likehood“. Prvni strom (Obr. 2) obsahuje jen
kmeny, ze kterych jsou dostupné celé sekvenované €asti tohoto genu, do druhého (Obr. 3)
jsme zahrnuli i kmeny, pro nézZ mame k dispozici jen rozpracované a tedy neuplné sekvence.
Strom jsme zakofenili rodem Trimastix, sesterskym taxonem oxymonad. Rod
Monocercomonoides tvorfi na fylogenetickém stromu dobie podpoienou skupinu (bootstrap
83, posteriorni pravdépodobnost 1,00) kromé kmene NAU3, jehoZ postaveni je nejisté, a tim
zajimavé. Na stromu jsme vybrali zastupce nekolika neptibuznych skupin pro morfologickou
charakterizaci, ti jsou oznaceni ¢ervené (Obr. 2, 3).

Obr.2. Fylogeneticky strom s kompletnimi sekvencemi vytvoieny metodou maximum likelihood a
zakoi‘enény rodem Trimastix. Hodnoty na uzlech znacdi bootstrapovou podporu ziskanou metodou
maximum likelihood v programu RAXML/ posteriorni pravdépodobnost ziskanou Bayeskou metodou
v programu MrBayes. Sekvence ziskané v této prdci jsou oznaceny symbolem *. Kmeny studované
morfologicky v této prdci jsou oznaceny cervenymi obdélniky.
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Obr. 3. Fylogeneticky strom zahrnujici také kmeny s rozpracovanymi sekvencemi konstruovany
metodou maximum likelihood, zakoienény rodem Trimastix. Hodnoty na uzlech znaci
bootstrapovou  hodnotu  ziskanou metodou maximum likelihood v RAXxML/  posteriorni
pravdépodobnost ziskanou Bayeskou metodou v programu MrBayes. Sekvence ziskané v této praci
jsou oznaceny symbolem *. Kmeny studované morfologicky v této praci jsou oznaceny cervenymi

obdeélniky.
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4.2. Morfologické znaky

Pomoci svételné a transmisni elektronové mikroskopie jsme studovali tyto vybrané kmeny:
TENE79, POTCUPRI, VAV1B, MAREK2 a NAU3. Vsechny studované kmeny a jejich
hostitelé jsou uvedeny v Tab. 1. Kmeny VAV1B a MAREK?2 jsou vyjimecné v tom, Ze byly
ziskany z dvou dlouhodobé¢ nepouzivanych septikti. Kulturu MAREK?2 jsme ziskali v prubéhu
prace a chtéli jsme zjistit, zda se morfologicky 1isi od druhého kmene izolovaného ze septiku
— VAVIB, ktery byl studovan Eliskou Sramovou (Sramova, 2012).

4.2.1. Morfometrie

Tti kmeny (TENE79, POTCUPRI a VAVI1B) jsme studovali také pomoci morfometrie.
Me¢feni se provadélo na preparatech barvenych protargolem. Na zéklad¢ dostupnych publikaci
jsme sestavili tabulku rozméra popsanych druhti (Tab. 16). Stejné jako v publikovanych
popisech jsme zaznamendvali délku a Sitku bunky a délku a Sitku jadra, pficemz od kazdého
kmene bylo méfeno 30 bunék. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 16. Jelikoz byly rozdily
v rozmérech bun€k naSich kment nepatrné, nebyli jsme schopni touto metodou rozliSit kmeny
mezi sebou, natoZz je pfifadit k jiZ popsanym druhiim, nehledé na to, Ze v publikovanych
popisech bun€k pouzivali vétSinou barveni Giemsou. Rozméry takto barvenych bunék nejsou
Snasimi rozméry srovnatelné. Proto jsme v dal§$i praci od morfometrie upustili.
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Tab. 16. Rozméry popsanych druhii rodu Monocercomonoides a kmenii méienych Eliskou Srdmovou a ndmi. Nami naméiené hodnoty jsou oznaceny
Cervené, symbolem. DT- délka téla, ST- Sitka téla, DJ- délka jaddra, SJ- siitka jddra.

Druh DT (um) Pramér (um) ST (um) Priumér (pm) DJ (um) SJ (um) Barveni Citace
M. adarshii 12,85 -21,07 15,52 6,68 - 21,59 13,16 2,57-6,17 2,05-7,19 Giemsa Mali a Kulkarni, 2001
M. aurangabadae 6,68 - 12,33 8,58 5,65-12,33 7,81 1,54 - 3,59 2,05-3,59 Giemsa Mali a Patil, 2003
M. caviae 4,0-8,0 2,7-6,6 Protargol Nie, 1950
M. dobelli 6,7-14,4 9,2 51-12,9 7,7 15-3,6 15-41 Giemsa Krishnamurthy a Madre, 1979
M. exilis 35-88p 55 25-55 3,5 Protargol Nie, 1950
M. gryllusae 6,2-12,3 46-113 15-36 21-41 Giemsa Sultana a Krishnamurthy, 1977
M. hausmanni 7,7 6,5 2,4 neuvedeno Radek, 1997
M. chakravartii 57-98 7,4 57-13,4 7,2 2,1 2,6 Giemsa Krishnamurthy a Sultana, 1975
M. indica 55-11,0 8,4 4,0-11,0 7,4 15-30 15-35 Giemsa Navarathnam, 1970
M. khultabadae 7,71-13,88 9,66 6,68 - 14,39 8,63 1,54 -4,11 2,05-4,11 Giemsa Mali M. a S., 2004
M. krishnamurthii 57-98 7,4 36-7.2 5,2 1,0-31 15-41 Giemsa Sultana, 1976
M. lacertae 7-8 3-5 Moskowitz, 1951
M. lepusi 4,23 -9,46 7,1 3,76 - 7,52 4,65 0,47 -1,88 Giemsa Todd, 1963
M. mehdii 7,20-17,48 11,44 5,66 - 17,99 10,57 21-51 21-51 Giemsa Krishnamurthy, 1967
M.omergae 8,73 - 26,21 16,55 10,79 - 29,30 15,37 2,05-6,68 2,05 - 6,68 Giemsa Mali a Kulkarni, 2001
M. sayeedi 4,8-10,0 7 3,5-8,7 6,3 Giemsa Abraham, 1961
M. shortti 5,0-10,5 6,96 45-9,0 6,73 15-30 50-85 Giemsa Navarathnam, 1970
M. singhi 6,68 - 11,31 8,72 4,11 -10,28 7,25 2,43 2,56 Giemsa Krishnamurthy, 1967
M. spirostreptae 8,2-16,0 10,9 5,1-139 9,8 34 3,6 neuvedeno Krishnamurthy a Sultana, 1980
M. termitis 8,3 4,9 2,9 neuvedeno Radek, 1994
M. wenrichi 3,3-115 6,6 30-84 5,2 Protargol Nie, 1950
OEV 5-8,4 6,49 29-55 4,13 1,0-2/4 Protargol Sramova, 2012
B1-10 4-6,6 5,54 25-4 3,29 1,1-2,0 Protargol Sramova, 2012
LEI 4-71 5,67 2,07-4,6 3,50 1,3-2,0 Protargol Sramova, 2012
CAVIA-M 36-7 5,42 25-4 3,12 1,0-19 Protargol Sramova, 2012
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4.2.2. Svételna mikroskopie

Svételnou mikroskopii jsme pozorovali zivé bunky v Nomarského diferencidlnim
interferenénim kontrastu a preparaty barvené protargolem ve svétlém poli. Na preparatech
barvenych protargolem jsme se soustfedili na polohu karyosomu, a na silu a délku fibrily R1,
resp. na pomér délky fibrily R1 k velikosti buiiky. Na obrazcich 4 - 8 jsou snimky
protargolem barvenych bunék ve svétlém poli a Zivych bunék v Nomarského DIC kontrastu.
Zivé buiiky kmene NAU3 se nam nepodafilo zdokumentovat, pohybovaly se pfilis rychle i po
pridani methylcelulozy.

Obr. 4. Snimky protargolem barvenych bunék ve svétlém poli (A-F) a Zivych bunék v Nomarského
DIC kontrastu (H-L) kmene TENE79. Obrdzky D a F vznikly sloZenim vice rovin ostrosti (méritko 10
um, vysvetlivky: N — jadro, Ax — axostyl, F —fibrila R1, RF — zpétny bicik).
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Obr. 5. Snimky protargolem barvenych bunék ve svétlém poli (A-E) a Zivych bunék v Nomarského
DIC kontrastu (F-H) kmene POTCUPRI (méritko 10 um; vysvétlivky: N — jadro, Ax — axostyl, F —
fibrila R1, RF — zpétny bicik).
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Obr. 6. Snimky protargolem barvenych bunék ve svétléem poli (A-F) a Zivych bunék v Nomarského
DIC kontrastu kmene VAV1B (G-L) (méritko 10 um, vysvétlivky: N — jadro, Ax — axostyl F —fibrila
R1).
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Obr. 7. Snimky protargolem barvenych bunék ve svétlém poli (A-D) a Zivych bunék v Nomarského
DIC kontrastu kmene MAREK2 (E-H) (méFitko 10 um; vysvetlivky: N — jadro, Ax — axostyl, F —
fibrila R1, CHG — chromatinova granula, RF — zpétny bicik).
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Obr. 8. Snimky protargolem barvenych bunék ve svétlém poli kmene NAU3 (A-F) (méritko 10 um;
vysvetlivky: N — jadro, Ax — axostyl, F — fibrila R1, RF — zpétny bicik), snimky E, F poskytla Pavia
Smejkalova.
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4.2.3. Elektronova mikroskopie

Za stézejni metodu studia morfologie jsme povazovali transmisni elektronovou mikroskopii.
Zaméfili jsme se na znaky, které se pii prvnim pozorovani jevily jako odlisné mezi
jednotlivymi kmeny, coz byla poloha karyosomu, uspotadani endoplazmatického retikula a
pocet mikrotubulll ve fibrile R1. Dale jsme srovnavali celkovy vzhled bunck a hledali jsme
mitochondrie ¢i dvoumembrdnové organely. Kvalita fixace se velmi lisila mezi kmeny. U
nekterych znich jsme proto zkouSeli vice typt fixaci, abychom dosahli co nejlepSich

vysledkd.

Tab. 17. Poufitd fixace studovanych kmenii.

Nazev kmene Pouzita fixace

TENE79 2,5 % glutaraldehyd v kakodylatovém pufru

POT CUPRI 2,5 % glutaraldehyd v kakodylatovém pufru

VAV1B 2,5 % glutaraldehyd v kakodylatovém pufru

MAREK?2 2,5 % glutaraldehyd v kakodylatovém pufru, Karnovského
fixaz se zrnky sacharozy, kryosubstituce

NAU3 Karnovského fixaz se zrnky sachardzy, kryosubstituce
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Obr. 9. Piehledna TEM kmene TENET9 (méritko 1 um; vysvetlivky: n — jadro, k — karyosom, chg —
chromatinova granula, p — pelta, px — praxostyl, ax — axostyl, er— endoplazmatické retikulum, gl —
glykogenova granula, fv — potravni vakuola, b — bicik, bc — bakterie; fixovano 2,5% GA
V kakodylatovém pufiu).
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Obr. 10. Piehledna TEM bunék kmene POTCUPRI (mévitko 1 um; vysvetlivky viz Obr. 9.;
fixovdno 2,5 % GA v kakodyldtovém pufiu).

4
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Obr. 11. Piehledna TEM kmene VAVIB (mévitko 1 um; vysvétlivky viz Obr. 9.; fixoviano
2,5% GA v kakodylatovém pufiu).
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Obr. 12. Piehledna TEM kmene MAREK2 (méritko 1 um; vysvétlivky viz Obr. 9., fixovdano
Karnovského fixazi se zrnky sacharozy).

36



Obr. 13. Piehledna TEM kmene NAU3 (méritko 1 um; vysvétlivky viz Obr. 9.; fixovino
kryosubstituci).
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Obr. 14. TEM jader a jejich okoli u riznych kmenii rodu Monocercomonoides; méritko 1
um; A-C kmen TENE79, D-F kmen POTCUPRI, G-I kmen VAV1B, J-L kmen MAREK2, M-O
kmen NAU3 (vysvétlivky: bt — bazalni telisko, k — karyosom, p — pelta, px — preaxostyl, ax —

axostyl, chg — chromatinova granula, er — endoplazmatickeé retikulum,).
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Obr. 15. TEM fibrily R1 riznych kmenii rodu Monocercomonoides; méritko 0,2 um, A-C
kmen TENE79, D-F kmen POTCUPRI, G-I kmen VAV1B, J-L kmen MAREK2, M-O kmen
NAU3 (vysvetlivky bt — bazdlni télisko, f—fibrila R1).




Obr. 16. TEM drobnych méchyikii u riznych kmenii rodu Monocercomonoides, A-B
TENE79, C-D POTCUPRI, E-F VAV1B, G-H MAREK2, I-J NAU3 (méFitko 0,2 um).
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4.2.4. Celkovy vzhled bunék

Celkovy vzhled bun¢k jsme pozorovali na zivych bunikdch a na preparatech barvenych
protargolem. Tvar bunék barvenych protargolem je pfevazné ovalny, zivé builky maji az
kulaty tvar. Velkych rozméra a kulatého tvaru dosahuji buiiky, které jsou ve stresu. V piedni
casti bunky jsou Ctyii biCiky oddélené do dvou parG. Toto bylo viditelné zejména na
protargolem barvenych bunkach, u Zivych se nam nepodatilo zachytit vSechny bi¢iky. U
zivych bun¢k jsme zifidka pozorovali vybihajici axostyl, ktery byl i na protargolovych
preparatech barven slabé. Buiikky kmene NAU3 jsou vyrazné mensi, maji Spicaty posteriorni
konec a fibrila R1 neni tak patrnd. Pomoci TEM jsme v bunikdch kmene VAVI1B jsme ¢asto
pozorovali pfitomnost velkych glykogenovych granuli. Nékteré buiikky kmene MAREK2 mély
v cytoplasmé velké spiraly endoplazmatického retikula.

4.2.5. Karyosom

Na zaklad¢é pozorovéani pomoci svételné a elektronové mikroskopie jsme dosli k zavéru, ze
karyosom kmene TENE79 je umistén parietdlné, coz je viditelné i na Zivych builkéach.
Karyosom kmene POTCUPRI je umistén centralné, coz je také podpotfeno pozorovanim
zivych bunék. V piipadé kmene VAVIB a MAREK2 je karyosom parietalni. Karyosom
kmene NAU3 se zda byt centrdlni, to vSak usuzujeme pouze z pozorovani bunék fixovanych
kryosubstituci. Chemicka fixaz je pro zachovani karyosomu vhodnéjsi a v tomto piipadé se
nezdafila.

4.2.6. Fibrila R1

Vsimli jsme si, Ze se jednotlivé kmeny li§i poctem mikrotubuli tvoficich tuto fibrilu
podkladajici zpétny bicik. Pro ucely srovnani jsme se snazili hledat prifez fibrilou predev§im
na trovni jadra, protoze jsme predpokladali, Ze zde bude pocet mikrotubuld nejvétsi, smérem
k zadni ¢asti builky se muze snizovat. U kmene TENE79 jsme napocitali 12 mikrotubult
v této fibrile. Kmen POTCUPRI ma R1 slozenou z 6-7 mikrotubuld. Nepodatfilo se nam
nalézt zadny ptehledny pticny fez, ktery by jednoznaéné ukazal jejich pocet. U volné Zijiciho
kmene VAVI1B je tvofena 7 mikrotubuly. U kmene MAREK?2 jsme pozorovali v této fibrile
minimaln¢ 10 mikrotubuld. Jejich piesny pocet se ndm na nasich fezech nepodaftilo uréit. U
kmene NAU3 jsme ve fibrile R1 napocitali 8 mikrotubuli.

4.2.7. Mitochondrie

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) jsme v buitkkdch studovanych kment
pozorovali velké mnozstvi méchyikli, ale nenalezli jsme z4dné vacky obalené dvéma
membranami, proto jsme je nemohli povazovat za mitochondrii ¢i hydrogenosom. Ptitomnost
mitochondrie u nasich kmenti jsme tedy nepotvrdili.
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Pozorované znaky jsou schematicky shrnuty ve zjednoduseném strom¢ (Obr. 17)

Obr. 17. ZjednodusSeny fylogeneticky strom s pozorovanymi znaky: levy sloupec — pocet mikrotubulii
ve fibrile R1 (v pripadé kmene POTCUPRI nevime s jistotou, zda ma 6 ¢i 7 mikrotubulii), prostredni
sloupec — umisténi karyosomu, pravy sloupec — tvar buriky.

NAU3 00000000
POTCUPRI 000000 ?

TENET9 000000000000

—NMARFERK2 0000000000

AI~T~I00,
ololeleols

—VAVI1B ©000000
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5. Diskuze

5.1. Sekvenace genu pro SSU rRNA

V ramci této diplomové prace jsme osekvenovali kmeny rodu Monocercomonoides MAREK?2
a POTCUPRI. Vzorky DNA jsme ziskali izolaci bunék ze stalych kultur vedenych v nasi
laboratofi. Pfi amplifikaci genu pro SSU rRNA jsme se potykali s problémy. Tyto prvoky
nelze zatim kultivovat jinak nez polyxenicky, takze ziskana DNA byla prevazné bakteridlni.
Problémy pii amplifikaci mohou souviset jednak s nizkym zastoupenim DNA prvoki ve
vzorku a pak s délkou genu pro SSU rRNA, ktery je u oxymonad dlouhy kolem 3000 part
bazi. DalS§im vyznamnym faktorem pii amplifikaci je specifita primerd, které¢ v nasem ptipadé
ziejmée dostatecné neupiednostiiuji gen pro SSU rRNA oxymondd. Z pouzivanych primerQ se
nam nakonec nejvice osvéd¢ila kombinace primerd EK-42F a EK-1498R. Také uspésnost
pouzitych polymeraz se liSila. Nejdiive jsme pouZzivali EmeraldAmp® MAX PCR Master Mix
a PrimeSTAR® Max DNA polymerazu, ale nejlepSich vysledkii jsme dosdhli s LA
polymerézou.

5.2. Molekularni fylogenetika

Vnitini vztahy mezi jednotlivymi rody oxymonad nejsou zatim dokonale vyfeSeny. Je vSak
jisté, Ze sesterskou linii oxymonad je volné zijici rod Trimastix, a to jak na zaklad¢ studii
morfologickych, identickd struktura I fibrily (Simpson a kol., 2002), tak na zakladé¢ studii
fylogenetickych (Dacks a kol., 2001). Diky pfitomnosti ,,exkavatnich® znakl u trimastixe a
jeho fylogenetické piibuznosti k oxymonadam jsou také oxymonady fazeny do fiSe Excavata.
Z vnitinich vztahll v rdmci oxymonad je dobie podpoifen sestersky vztah mezi rody
Monocercomonoides a Streblomastix a monofylie vSech ¢eledi kromé Polymastigidae (Heiss a
Keeling, 2006; Sramova, 2012). Celed Polymastigidae je morfologicky nejjednodussi a jeji
morfologie je povazovana za pleziomorfni pro oxymonady (Moriya a kol., 2003).

Co se ty¢e nami provedenych fylogenetickych analyz, sestavily jsme dva fylogenetické
stromy. Jeden obsahoval pouze Gplné sekvence nami sekvenované ¢asti genu pro SSU rRNA,
do druhého jsme zahrnuli i rozpracované a tedy podstatné krats$i sekvence. Topologie takto
vytvotfenych stromil nebyly v rozporu, takze velké mnozstvi chybéjicich dat u nekterych
kmeni neovliviiuje vysledky analyzy. Bez kmene NAU3 je rod Monocercomonoides dobie
podpoteny(83/1,00 a 96/1,00). Kmen NAU3 se vétvi jako sestersky rodu Monocercomonoides
s velmi nizkou statistickou podporou (15/0,51 a 26/0,70). Je mozné, Ze se jedna o novy rod
oxymonady. Buiky tohoto kmene jsou mensi neZ bunky ostatnich kmend a maji Spicaty
posteriorni konec. V kultute NAU3 jsou vSak pfitomny 1 trichomonady a je moZzné, Ze jsme je
na protargolovych snimcich zaménovali s buiikami Monocercomonoides. Ultrastrukturu
tohoto kmene se nam nepodaftilo prostudovat, protoze nemame kvalitni fixaci s dostatecnym
poctem bunék. Jedna z kultur (NAU1) bohuzel béhem nasi prace zanikla.

Kmeny VAV1B a MAREK?2 byly izolovany ze dvou dlouhodobé nepouzivanych septiki. Je
tedy mozné, ze se jednd o voln€ zijici organismy, i kdyZz prostfedi septiku muize byt
povazovano za prechod mezi stfevem a okolnim prostfedim. Navic nemtizeme vyloucit
variantu, Ze se do septiku dostaly tésn¢ pied izolaci z né¢jakého hostitele. Tyto kmeny maji
riznou pozici na stromé, a liSi se i1 vnékterych morfologickych znacich. Studium
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ultrastruktury ukézalo, ze kmen VAVIB ma 6 mikrotubuli ve fibrile R1, zatimco fibrila
kmene MAREK2 je tvofena 11 mikrotubuly. Domnivame se, Ze se nejedna o jeden druh a ze
oxymonady dvakrat nezavisle na sob& kolonizovaly toto prostfedi. Kmeny ziskané
z piibuznych hostiteltl si jsou Casto piibuzné, napt. kmeny POTCUPRI, EUDIA a ESMI
ziskané z riznych druhl zlatohlavkd tvoii jeden klad (Obr. 3). Najdou se ale i opacné
priklady, kdy je klad tvofen kmeny z velmi vzdalenych druht hostiteld, napt. klad tvoieny
kmeny LEI, BOA a B1-10.

5.3. Morfometrie

Ziskali jsme rozméry 3 kment — TENE79, POTCUPRI a VAV1B. Zaznamenavali jsme délku
a Sifku bunky a jadra. Takto ziskané rozméry nasich kment se od sebe vyrazné nelisily (Tab.
16). Diky fylogenetické analyze vSak vime, Ze jsou tyto kmeny geneticky pomérné vzdalené,
a li8i se také v poc¢tu mikrotubuli ve fibrile R1, takze ptedpokladame, Ze se nebude jednat o
stejny druh. Podstatna ¢ast publikovanych morfologickych studii pouZzivala barveni Giemsou.
Diky tomu nemiZeme nami ziskané rozméry s nimi srovnavat, protoze bunky barvené
Giemsou maji vét§i rozmery, nebot’ se pii suchém roztéru roztdhnou. Barveni protargolem je
vSak jinak vhodné&j$i pro studium karyomastigontu a zachovava trojrozmérnost bunc¢k. Od
morfometrie jsme proto vtéto fazi ustoupili, ale uvédomujeme si, ze pro pfifazeni
studovanych kmenil k popsanym druhiim budeme muset v budoucnosti buniky zméfit a to také
na preparatech barvenych Giemsou.

5.4. Morfologicka studie

Provedli jsme morfologickou studii kmeni TENE79, POTCUPRI, VAV1B, MAREK2 a
NAU3 pomoci svételné a transmisni elektronové mikroskopie. Pro vybrané kmeny jsme se
rozhodli na zakladé toho, Ze pochazi z neptibuznych hostiteli a maji relativné vzdalené
pozice na fylogenetickém stromé& (Obr. 2, 3). Zjistili jsme, Ze nami studované kmeny
dokazeme rozlisit podle polohy karyosomu, poctu mikrotubulii ve fibrile R1 a také tvaru
buniky v ptipadé¢ kmene NAU3. Kmeny POTCUPRI a NAU3 maji centralni karyosom, ostatni
studované kmeny jej maji parietalni. Kazdy kmen se 1i§i poctem mikrotubulii ve fibrile R1,
ktery se pohybuje v rozmezi 6-12 mikrotubulli. Pocitani mikrotubult ve fibrile R1 je vSak
trochu problematické. Je tieba najit pichledny piiény fez, na kterém lze mikrotubuly s jistotou
rozpoznat a spocitat. Je mozné, Ze pocty mikrotubult se mohou lisit podle toho, jak daleko od
zacatku této fibrily je fez proveden. Lze totiz predpokladat, ze na zacatku fibrily je pfitomno
vice mikrotubuli, s rostoucim vzdalenosti mohou ubyvat. Proto je vhodné u kazdého kmene
nalézt jednak fezy v anteriorni ¢asti R1, tedy na Grovni bazalnich télisek nebo jadra a pak fezy
distalngj$i. Toto se ndm zatim nepodafilo u vSech kmenli. Mnozstvi dobrych tezli touto
fibrilou se pohybovalo v rozmezi (3-6) a je tedy potieba jesté prohlédnout dalsi preparaty.
V morfologickych popisech druhti je jako dalSi znak pouZivana délka této fibrily v poméru k
velikosti bunky a délka biciki. I nase kmeny se v délce fibrily zifejmé 1isi, avSak vzhledem
k malému poctu prohlédnutych bunek a rizné kvalité protargolového barveni si nedovolujeme
zatim Cinit zavery. Biciky na barvenych prepardtech protargolem nejsou dobie meéfitelné,
protoze neleZi v jedné roving a tento znak tedy nemiizeme pouZit viibec.

Ani protargolové barveni neni zcela idealni, protoze sebou piinasi vznik specifickych
artefaktd. Morfologii jadra na protargolovych preparatech lze Spatné srovnat s elektronovou
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mikroskopii nebo s zivymi bunikami, napi. jadra u kmene VAVI1B nabarvena protargolem
maji siln€ barveny okraj. Domnivali jsme se, ze se miize jednat o vrstvu endoplazmatického
retikula, které tésné pfiléha k jadru, toto vSak elektronovd mikroskopie nepotvrdila a okraje
jader tohoto kmene se na elektronové mikroskopii od ostatnich nijak napadné nelisi. Co se
ty€e pozorovani bun¢k barvenych protargolem a zivych bunék, jejich karyosomy byvaji vétsi
nez karyosomy pozorované elektronovou mikroskopii. Je tieba si uvédomit, ze pfi transmisni
elektronové mikroskopii se pozoruji tenké fezy a pokud fez neni veden stfedem jadra, tak se
karyosom jevi mensi. Také se nepodafilo vSechny preparaty kvalitné a srovnatelné
protargolem nabarvit. Vysledky barveni touto metodou, stejné jako u jinych metod, ovliviiuje
fada faktorti, napt. stav kultury a drobné rozdily v podminkach barveni. Proto by bylo dobré
studované kmeny barvit opakované, coz nebylo mozné z ¢asovych divodu.

Situace s kmenem NAU3 je zajimava. V této kultufe ziji kromé oxymonad, které by podle
pozorovani zivych bun¢k mély tvotit podstatnou ¢ast, také trichomonady. Vime to diky tomu,
ze se Mgr. Pavle Smejkalové podatilo z DNA z této kultury opakované osekvenovat gen pro
18S rRNA nov¢ linie trichomondd. Na preparatech barvenych protargolem se vyskytuji buniky
dvojiho typu, s tmaveé barvenou a slabéji barvenou cytoplazmou, a je tedy mozné, ze jedny
znich mohou byt tyto trichomonddy, i kdyz ndpadné znaky trichomonad (undulujici
membranu, kostu, vyrazny axostyl, pfiSpicatélé jadro) nevykazuji (Obr. 8 D, E). Buiikky na
preparatech z této kultury jsou celkové mensi nez buiiky ostatnich kmeni a jejich posteriorni
konec je Spicatéjsi. Na preparatech pro elektronovou mikroskopii bylo ptfitomno velmi malo
bunék, ale vSechny vykazovaly jasné znaky oxymonad — pfitomnost preaxostylu a fibrily R1.
Neni vylouceno, Ze naSe zavéry ohledné morfologie NAU3 jsou ovlivnény tim, Ze v n€kterych
pfipadech pokladdme za oxymonady buiiky trichomonad.

Kvalita fixace na elektronovou mikroskopii se také velmi liSila mezi kmeny. Nejlépe se
chemickou fixaci nafixovaly kmeny TENE79 a POTCUPRI, jejichz preparaty obsahovaly
nejvice bunék a ty byly dobife zachovany. U kmenli VAV1B, MAREK?2 a NAU3 byla kvalita
chemické fixaze podstatné horsi a preparaty obsahovaly malé mnozstvi bun€k. Rozdily mezi
Karnovského fixaci a 2,5% glutaraldehydem v kakodylatovém pufru nebyly nijak patrné.
Proto jsme kmeny MAREK?2 a NAU3 fixovaly také pomoci kryosubstituce. Kvalita téchto
vzorkll také nebyla dobra, ale v pifipadé kmene NAU3 byly fotografie bun€k takto
nafixovanych jako jediné pouzitelné. V budoucnu bude potieba najit optimélni podminky
fixace dalSich kment napi. zménou pufru ve fixacni smési.

Jak bylo diskutovano vyse, nalezli jsme n¢kolik znaki teoreticky pouzitelnych pro rozliSovani
kmenti Monocercomonoides. Domnivame se, Ze tyto znaky mohou byt dobrymi rozlisovacimi
znaky, nevime vSak zatim, nakolik jsou tyto znaky stabilni. Pro ovéfeni stability téchto znakti
bude vbudoucnu potieba zjistit situaci u dalSich vice ¢ méné piibuznych kmenu a
prohlédnout vice, nejlépe seridlnich, fezt fibrily R1.

5.5. Druhy Monocercomonoides

Na zékladé nasi fylogenetické analyzy 1 morfologickych pozorovani se domnivame, ze kmeny
TENE79, POTCUPRI, VAVIB a MAREK2 jsou riznymi druhy rodu Monocercomonoides.
V piipadé kmene NAU3 se na zdklad¢ jeho fylogenetického postaveni i odlisSného vzhledu
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domnivame, ze se mize jednat dokonce o jiny rod oxymonady. K popisu nového rodu vsak
bude nezbytné provést dikladnou studii pomoci elektronové mikroskopie. Pfifazeni naSich
kmeni k jiz existujicim druhiim rodu Monocercomonoides nebude jednoduché. Starsi popisy
druhii jsou zalozeny jen na barvenych preparatech, navic vétSinou barvenych Giemsou.
Determinacnimi znaky jsou ¢asto rozméry bunék, ty vSak jsou obtizné srovnatelné diky jiné
metod¢ barveni (Giemsa/protargol) a tudiz je vlastné nemuzeme pro pfifazeni ke druhu
pouzit. I kdybychom pro srovnani provedli barveni Giemsou a ur¢ili rozméry takto barvenych
bun¢k, lze ocekavat, ze se budou nachazet v rozmezi rozmért mnoha popsanych druhti. Dale
jsou druhy popisovany na zaklad¢ délky a tloustky bicikl, poc¢tu piednich a zpétnych biciki,
poctu fibril R1, polohy axostylu (zda vybihd), umisténi a tvaru karyosomu (Krishnamurthy,
1967; Navarathnam, 1970). Z ¢asovych divoda jsme se piili§ nezabyvali znaky jako délka a
tloustka bic¢ikti a tloustka axostylu a méli bychom k nim vbudoucnu také ptihlizet.
V nov¢jsich studiich (Radek, 1994) se kromé barvenych preparati vénuji i elektronové
mikroskopii, pfesto barveni a svételnd mikroskopie zistava zakladni metodou pro
porovnavani druht. Domnivame se, Ze v budoucnu by se pii determinaci mélo piihlizet i k
elektronové mikroskopii a zaméfit se na stavbu fibrily R1, polohu karyosomu, piipadné
pozorovat i pfitomnost a umisténych chromatinovych granuli v jadre.

Poslednim voditkem je druh hostitele. Hostitelska specifita druhi rodu Monocercomonoides
vSak muze byt velice variabilni a jednotlivé druhy nemusi byt striktné hostitelsky specifické.
Jak je vidét z fylogenetického stromu (Obr. 3), nékteré kmeny z piibuznych hostiteli tvori
jednu skupinu (POTCUPRI, EUDIA, ESMI), ale jindy tvofi dobie podpofenou skupinu
kmeny izolované z hostiteli velmi vzdalenych, napt. kmeny LEI (leguanek), BOA (hroznys) a
B1-10 (tur). Je také mozné, Ze v jednom hostiteli mize byt pfitomno vice druhti téchto
oxymonad.

Nase analyzy ukézaly, ze ze nami studované kmeny TENE79, POTCUPRI, VAVI1B,
MAREK?2 a NAUS si jsou geneticky pomérné vzdaleny, lisi se v morfologii jadra, struktuie
fibrily R1, tvaru bunky a navic vime, Ze byly ziskany z riznych hostiteli. Na zékladé téchto
informaci usuzujeme, ze se jednd o rizné druhy, i kdyZ nemusi byt nutné druhy novymi.
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6. Zavéry

Podatilo se ziskat sekvence genu pro SSU rRNA z kmeni POTCUPRI a MAREK 2.
Fylogeneticka analyza ukazala dobte podpofenou monofylii rodu Monocercomonoides
(bez kmeni NAUI a NAU3) a nepiibuznost volné zijicich kmeni VAVIB a
MAREK2. Kmeny NAUI a NAU3 se vétvily jako sesterké ostatnim kmentim
Monocercomonoides s nizkou podporou.

Studované kmeny jsme byli schopni rozlisit na zdklad¢ umisténi karyoSomu (centralni
nebo parietdlni), poctu mikrotubulti ve fibrile R1 (6-12 mikrotubulil), ptipadné
velikosti a tvaru bunky u kmene NAU3. Domnivame se, Ze vSech 5 studovanych
kment pfedstavuje rizné druhy, nebyli jsme je vSak schopni zatim pfifadit k jiz
popsanym druhiim. Kmen NAU3 je natolik fylogeneticky a morfologicky odliSny, Ze
je mozné, ze se jedna o jiny rod oxymonady.

V zadném z péti studovanych kmenll jsme nepozorovali pfitomnost mitochondrii ani
jinych organel obalenych dvéma membranami.
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7. Seznam zkratek
ATP- adenosintrifosfat

GA- glutaraldehyd
rpm- ,rotation per minute, otacky za minutu
SSU rRNA — RNA malé podjednotky ribosomu

TEM- transmisni elektronova mikroskopie
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