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Abstrakt

Archamoebae (archaméby) jsou evoitivyznamnou skupinou nalezici dise Amoebozoa.
Diive se pedpokladalo, Ze jsou to pistatky nejstarSich eukaryotickych organisra proto
byly fazeny do skupiny Archezoa. Ta zahrnovala primitiorganismy, u kterych nebyly
objeveny mitochondrie ani peroxisomy a jejichz Gludg systém byl velmi redukovany.
Pozdiji vS8ak u archaméb dosSlo k nalezu homdlogpitochondrialnich gen a u druli
Entamoeba histolyticaa Mastigamoeba balamuthibyl dokonce objeven péstatek
mitochondrie, mitosom. Ani fylogenetické analyzyaei archaméby na bazi eukaryotického
stromu. Po padu teorie Archezoa fylogenetické ayaljkazaly, Ze archaméby jsou blizce
piibuzné aerobnim mitochondrialnim hlenkam (Mycetdzoa

Archaméby mZzeme rozdlit na dw skupiny: na bezbikaté a pevazri parasitické
Entamoebae (entaméby) a naikaté a obvykle voka Zijici Pelobiontida (pelobionta). Mezi
entaméby pdt vyznamny lidsky patogek. histolytica Dulezitym taxonomickym znakem
entaméb je p&et jader ve zralé cy&t Typickym znakem pelobiont je jeden dlouhyiki
namfeny dogedu a mikrotubularni koS (konus), ktery vybiha zdbaiho tliska btiku
a miZe byt asociovany s jadrem. Tento koS maji peldbispolény s hlenkami.

Vz4jemné vztahy uvrditarchaméb nejsou zatim zcela jasnédBvsSim systematika
pelobiont je kwli velké variabili¢ jednotlivych zastupc velmi zmatena. Je pragplodobné,
Ze organismy skupiny Entamoebae se dvakrat neeévislksob vyvinuly z pelobiont, kteri
tak tvai parafyletickou skupinu. Je nutné provést kompilearonomickou revizi, pro kterou
bude dilezité lIépe popsat morfologii a fylogenetickou pbzb nejtSiho pdtu druhi.

Kli éova slova: Archamoebae, Entamoebae, Pelobiontida, mitosont) ##SNA, teorie
Archezoa



Abstract

Archamoebae is an evolutionarily important group Ashoebozoa. As they were once
supposed to represent the earliest extant eukeryybup, they were grouped among
Archezoa. Archezoa included eukaryotes without ambmdria, peroxisomes and (except for
trichomonads) stacked Golgi complex. However, nhitowrial homologues of some genes
have been found in most archezoan groups includnehamoebae. It was even shown that
mitochondrion-related organelles kn histolyticaand Mastigamoeba balamuthmitosomes,
exist. Phylogenetic analyses also showed that Anoledbae do not form a basal branch in the
eukaryotic tree. Recently, the archezoa hypotheass fallen into disfavor and it has been
clearly shown that Archamoebae are related to myoein slime moulds.

Archamoebae are commonly classified into two gsoupon-flagellated parasitic
Entamoebae and mostly uniflagellated free-livingloBentida. The important feature
of Pelobiontida is a single long flagellum whichdisected anteriorly. They possess a single
basal body associated with a microtubular cone lvhmay be associated also with nucleus.
The cone is a common feature for Pelobiontida agdetozoan slime moulds. Entamoebae
include the human pathogef. histolytica The number of nuclei in mature cysts is
an important taxonomic feature within the geBugamoeba

The relationships within Archamoebae have not ey elucidated yet. Particularly
the pelobiont taxonomy needs revision. It is sutggethat Entamoebae are polyphyletic and
Pelobiontida are paraphyletic.

Key words: Archamoebae, Entamoebae, Pelobiontida, mitosomél GNA, Archezoa
hypothesis



Uvod

Po nastupu molekularni fylogenetiky se v posledriétbch otekela moznost zisku novych
vysledii nagFi¢ celym spektrem biologie. Najdou se ale stéle tamakterych zatimistava
spousta skutmosti utajena. Jednim takovym se zda byt fylogermzearyot, ktera je
navzdory mnoha studiim nedplnda. Dnes je vSeabepfijiman systém roz#ujici
eukaryotické organismy do Sesti velky¢i$i (tzv. megagroups). Jsou to: Opisthokonta,
Amoebozoa, Plantae (Archaeplastida), ChromalvedRit&zaria a Excavata (Adl et al. 2005).
O jejich vzajemnych itbuzenskych vztazich vSak zatim nemame dostatekmafci, protoze
nezname odpad’ na kl€ovou otazku: kde je ken eukaryotického stromu a kam tedy
umistit posledniho spalaého pedka vSech eukaryot? Existuje vice hypotéz. Poatiag

z nich miZze byt baze stromu mezi skupinami Opisthokonta so@bnzoa (Stechmann &
Cavalier-Smith 2002). A pr&jednou skupinoiise Amoebozoa - Archamoebae - se zabyva
moje prace.

Archamoebae (archaméby) jsou skupinou eukaryotitkyikroorganism, ve které
mazeme nalézt jak vyznamné parazitické, tak i ¥dijici zastupce. Jsou to anaerobni nebo
mikroaerofilni améby a améboflagelati. Zivotu v mickych habitatech se i@pusobily
piredevsim ztratou mitochondrie. Chybi jim aleékteré jiné buicné organely, jako jsou
microbodies (naip peroxisomy) a Golgiho aparat, coz by mohlo ukatoa jejich bazalni
postaveni v eukaryotickém strémTato domminka se pi pozcdjSich fylogenetickych
analyzach ale nepotvrdila. Misto toho se ukazaéojsbu pibuzné hlenkam (Mycetozoa)
(Bapteste et al. 2002; Arisue et al. 2002). Sthgig provadny predevsim na genu pro SSU
rRNA, ktery je pro dely fylogeneze nejpouzivasi, ale pro hlubSi analyzu problému je
vyzkum jediného genu naprosto nedosiii.

Tato prace shrnuje dosavadni vysledky fylogenetbky morfologickych studii
a [iblizuje diverzitu uvnit skupiny Archamoebae. V z&w shrnuji své viastni vysledky
a zkusenosti sgstovanim mastigamébnastinim dalSi postup prace.

1. Bazalni postaveni archaméb?

1. 1. Teorie Archezoa
ProtoZe u archaméb nenalezneme mitochondrie, hgdospmy ani peroxisomy a protoze
jsou diktyosomy Golgiho systému redukované, bylyniaulosti fazeny mezi Archezoa,



primarre amitochodrialni organismy, a jednu dobu byly date@ma chvili povazovany
za nejfiivodrejSi eukaryota wbec (Cavalier-Smith 1991).

Rie Archezoa zahrnovala v3echna primitivni, jedmdéna amitochondrialni
eukaryota skupin Archamoebae, Metamonada a MicraBapu kterych nebyly nalezeny
mitochondrie a peroxisomy (Cavalier-Smith 1993).vidamisto typického eukaryotického
80S ribozomu, je uéthto skupin pitomny bakterialni 70S ribosom (Cavalier-Smith 1993
Diky jednoduché vnihi stavig buiky se uvazovalo, Ze jsou to pstatky eukaryot, které se
vyvinuly jesg pred vznikem mitochondrie a peroxisér(Cavalier-Smith 1993). Pro velkou
rozmanitost morfologie uvritarchezoi se fiedpokladalo, Ze jde o parafyletickou skupinu
(Roger 1999). Absence mitochondrie u archezoi afusela nuthznamenat, Ze se jedna
o primitivni stav. DalSim vysitlenim by mohla byt skut@ost, Ze Bhem evoluce doSlo v této
skupire k sekundarni ztr&tmitochondrie. Pozgsi dikazy potvrdily gitomnost gkterych
mitochondrialnich geh u rodu Entamoeba histolyticdClark & Roger 1995; Tovar et al.
1999), a proto se Zalo vazi uvazovat o tom, Ze archezoa, nebo ale@sgychaméby, mozna
mély mitochondrialniho pedka. Fylogeneticka analyza zaloZzena na genupgrdulin ale
opet potvrdila starobyly fivod E. histolytica (Edlind et al. 1996). DalSi studie elotgah
faktori 2 (EF-2), Tu (EF-Tu) a G (EF-G) ukazaly, Ze amalygenu prop-tubulin neni
v tomto fipadc spolehliva a Zze k odtwveni entamoeb doSlo pofidnez se pedpokladalo.
(Shirakura et al. 1994; Baldauf et al. 1996). Podatopadly i studie na zastupcich pelobiont
(jedna ze skupin archaméb). Analyza genu pro SSNArRlastigamoeba balamuth{Hinkle
et al. 1994; Arisue et al. 2002) Relomyxa palustris(Milyutina et al. 2001) ukazala
na pomdrné pozdni divergenci obou drahDiky nélezu gein které jsou u ostatnich eukaryot
spojeny s funkcemi v Golgiho aparatu (Dacks e@0D3), bylo tén& jasné, Ze archaméby
nemizeme dalefadit do skupiny Archezoa. Analyza genu pro velkadjednotku RNA
polymerazy Il (RPB1) prov&ma naMastigamoeba invertenale ogt prinesla vysledky,
které napovidaly o jejim starobyléniyodu (Stiller et al. 1998). Zisk protiétinych dat byl
ale mozna tisledkem Spatného taxonomickéhaazeniM. invertens ktera je dnes znama
pod jménenBreviata anathema je pravédpodobr pribuzna apusomonadam (Walker et al.
2006).

Také u mikrosporidii, vodre fazenych do archezoi, byly nalezerikazy o tom, ze
nepati na bazi eukaryotického stromu (Edlind et al. ,39€eling & Doolittle 1996). Dnes se
zda, Ze pevazna wtSina nam znamych eukaryotickych linii asi prosSl@&oohondriaini
endosymbiézou (Keeling 1998; Embley 2006), a ptetwie Archezoa padla.



1. 2. Mitochondrii podobné organely archaméb
Pochybnosti o platnosti teorie Archezoa se zdalydkjualni s nalezem mitochondrialniho
homologu genu pro pyridin nukleotid transhydrogend®PNT) a chaperonin (Cpn) 60
u Entamoeba histolyticéClark & Roger 1995). Byla vyslovena hypotéza, dd Entamoeba
puvodré mitochondrii n&l, ale sekundarnji ztratil (Clark & Roger 1995). Existuje ale také
jina moznost jak vysitlit pritomnost gefh pro PNT a Cpn60 &. histolytica VSe by mohlo
byt vysledkem laterainiho genového transferu (L®d) bakterie (de Koning et al. 2000;
Doolittle et al. 2002; Andersson et al. 2006).dl@uho je znamo, Ze tento mechanismus hraje
velmi dileZitou roli v evoluci genomu prokaryot (Lawrenc@99). V poslednich letech se
ukazuje, Zzé¢ada gen eukaryot se do genomuiiky dostala diky LGT (nap de Koning et al.
2000; Andersson & Roger 2002; Doolittle et al. 2082dersson et al. 2006). Dokonce je
mozné, ze diky LGT se parazitické organismy ryc¢ladaptuji na svého hostitele (de Koning
et al. 2000). Pokud by ale byla spravnd teorie korsgarni ztra& mitochondrie
u E. histolytica dala by se u ni rpdpokladat existence éjakého jiného bukného
kompartmentu mitochondrialniho typu, kam by mohl 6pn60 targetovany. ¥. histolytica
byl nasledd nalezen krypton (dnes se pouziva spiSe terminsonty ktery ma s nejtsSi
pravdpodobnosti souvislost s mitochondrii (Tovar et 1899). Dale bylo u chaperoninu
Cpn60 objeveno, Ze je targetovan do mitosomu aveérdyla prokadzana podobnost
s mechanismem importu protéido hydrogenoso@ntrichomonad a mitochondrii aerobnich
eukaryot (Tovar et al. 1999). U#ide byl gedloZzen dkaz o gitomnosti mitochondrialnich
homologdi heat-shock protein(Hsp) (Hsp70, Hsp60, Hsp10) v hydrogenosomechbpaedii
a diky fylogenetické analyze se zjistila jejictiquznost s mitochondrialnimi homology (Bui
et al. 1996). Na zakl@dechto dat se dalofpdpokladat, Ze hydrogenosomy a mitochondrie se
v prvnich stupnich evoluce o#tvily od spoléného gedka (Bui et al. 1996). Diky objevu
targetovaci sekvence Cpn60 (Tovar et al. 1999)rekagalo, Ze také mitosom ma nejspise
spol&ného pedka s mitochondrii (Tovar et al. 1999; Dyall & dsbn 2000). Zahy byl
u E. histolytica objeven mitochondrialni homolog Hsp60, ktery jé&atzovan v mitosomu
a ma funkci chaperonu (Mai et al. 1999), ataké Rédujici mt-Hsp70, jehoZz N-konec
vykazuje velkou podobnost s hydrogenosomalnimi gimgt Trichomonas vaginalis
(Bakatselou & Clark 2000). Je tedy moZné, Ze N-teéini sekvence mt-Hsp70 ma
analogickou funkci jako targetovaci sekvence Cpm@fnoci které by mohl byt tento heat-
shock protein importovan do mitosomu.

Vyznamnou funkci klasické mitochondrie je syntéadP, kter4 je pohaméa
gradientem elektrochemického potencialu protora vnitni mitochondridlni membré&n



Pokud je mitosom mitochondrialni homolog, je prpadobné, Ze ud maze byt gitomna
ur¢itd forma elektron-transportniietézce. Tento fedpoklad byl potvrzen nédlezem proteinu
v mitosomuE.histolyticag ktery pati do tzv. mitochondrialni transportni rodiny (MChan

et al. 2005). Proteiny MCF zprdéstlkovavaji transport ATP a ADP. Na rozdil od kl&sic
mitochondrialni ADP/ATP pumpy je alégnaseé u E. histolyticavelmi redukovany a pracuje
na zaklad elektroneutralni vyrgny nukleotidi (Chan et al. 2005). Elektroneutralni wgma
ADP za ATP by znamenala, Zéepos klad# nabitého iontu je kompenzovan transportem
iontu s opanym nabojem (Chan et al. 2005). O jaky iont sededte dosud neni znamo.

Endosymbiogenezi vzniklé organely maji obvykle tiagenom a jehoiftomnost by
se dala pedpokladat také u mitosomu. Bylo proto sledovana, e distribuce Cpn60, ktery
je targetovany do mitosomu (Tovar et al. 1999&kpyva s vyskytem fluorescé&m znatené
DNA (Ledn-Avila & Tovar 2004). Distribuce Cpn60 ateanuklearni DNA v biice se ale
neshodovala (Ledn-Avila & Tovar 2004). Ani nikdyepltim se nepodéo v mitosomu
genom nalézt (Tovar et al. 1999; Mai et al. 199Kazalo se vSak, Ze extranuklearni DNA se
nachazi v jinych cytoplasmatickych Gtvarech, naefiaich se natznych mistech hiky
(Solis et al. 2002). Tyto organely obsahuji enzyrupat: ferredoxin oxidoreduktazu (PFO)
(Rodriguez et al. 1998), ktery byl objeven takéydrbgenosomech (Marczak et al. 1983).
PFO katalyzuje oxidativni dekarboxylaci pyruvatuawetyl-CoA. Organely obsahujici PFO
a DNA byly detekovany #hem mitosy a fedpoklada se, Ze se sestavuji dohromady
v prabéhu burg¢ného cyklu (Rodriguez et al. 1998). Cytoplasmatidkéary jsou tvéeny
nékolika kompaktnimi véky, které obsahuji jadernou DNA (Solis et al. 2002)oto by se
dalo soudit, Ze tyto organely asi nebudoutstatkem gjakého endosymbionta.

Také ve skupié Pelobiontida byla u druhivlastigamoeba balamuthialezena mala
elektron-densnigtiska v cytoplasr, kterd napovidaji $§ mitochondrialni fvod (Walker et
al. 2001; Gill et al. 2007). Zajimavé je, Ze tytganely obsahuji vice protéimez mitosom
E.histolytica (Gill et al. 2007). Prvnim z nich je H-protein,ek§ spolu sectyirmi dalSimi
podjednotkami sklada glycin odgujici komplex (GCS), ktery se upiafe pi degradaci
threoninu (Gill et al. 2007). GCS byl objeven takBydrogenosomirichomonas vaginalis
u které byl prokdzan mozny LGT L-proteinu (dalSdjgainotka GCS) od bakterie (Mukherjee
et al. 2006). Fylogeneticka analyza H-proteMubalamuthiale ukazala na eukaryotického
piedka (Gill et al. 2007). Mohla by tu byt jista silest s metabolismem aminokyselin
u eukaryot obsahujicich mitochondrii.

DalSim proteinem detekovanym v mitosomu je isoyd€0A dehydrogenaza (Gill et
al. 2007), ktera se upfatje tentokrat fi degradaci leucinu. V organeladh balamuthibyl



navic také nalezen enzym Krebsova cyklu sukcinéitydimgenaza ¢ a akceptor elektion
ferredoxin (Gill et al. 2007). VSechny vySe uvedemédteiny jsou dlezitou sowdasti
mitochondrialniho metabolismu. ProtoZze byly nalezen jen u M. balamuthi ale ne
u E. histolytica mohli bychom pedpokladat, ZeE .histolytica ztratila v pfibchu evoluce
nekteré funkce spojené s mitochondrii a je tedy odm§&i nezM. balamuthi Této hypotéze
neodpovida, Ze na rozdil de. histolyticau M. balamuthizatim nebyl nalezen elektron-
transportnietézec (Gill et al. 2007).

U druhi Entamoeba histolytica Mastigamoeba balamuthiyl také nalezen jeden
ze systén, ze kterého se skladaji Fe-S klastry (Ali et D42, Gill et al. 2007). Zda se, Ze by
mohly pochazet od-proteobakterie (Ali et al. 2004; Gill et al. 2001) entaméb se Fe-S
klastry skladaji v cytoplasin(Ali et al. 2004; Gill et al. 2007), coZ je u eukat jediny
znamy gipad, i kdyZ tato hypotéza j€styZaduje hlubsi prozkoumani (Gill et al. 2007).

V souwasnosti neexistuji dalSi podratpsi studie, které by popisovalygsnou Ulohu
nebo funkce mitosomu. Je jiz t&hjasné, Ze archaméby pochaziredka, ktery mitochondrii
mél, a Ze ztrata mitochondridlnich funkci jerepré vysledkem anaerobniho Zivota
(Bakatselou & Clark 2000; Edgcomb et al. 2002; &tilal. 2007).

1. 3. Golgiho systém

DalSi divod, pra& byly archaméby povaZzovany za bazalni eukaryotabgence typicky
vyvinutého Golgiho aparatu (Cavalier-Smith 1993)azBou ot bylo, jestli ani jejich pedek
Golgiho systém ne&h Pomoci transmisniho elektronového a konfokalnitikroskopu byly
uvnitt buiky E.histolytica nalezeny vakuoly, které by mohly odpovidat &miem Golgiho
systému (Mazzuco et al. 1997; Chavez-Munguia eR@00). Podobné ploché sk se
nalezly i u druhiMastigamoeba punctacho&Valker et al. 2001). Nejevily vSak typické cis-
a trans- usp@dani diktyosorin a proto auth ponechali otdzku této struktury neéegenou
(Walker et al. 2001). Pouzitim specifickych prdgld k pld§ovym proteitim ADP-
ribosylujicimu faktoru a-COP doSlo k detekci vesikul blizkosti jadra, 2ehoZ se vyvodila
podobnost se sekretorickou drdhou ostatnich eukd@@Glosh et al. 1999). Studie sekvenci
z E. histolytica, M. balamutha dalSich organisim u kterych byla pedpokladana ztrata
Golgiho aparatuGiardia intestinalis Spironucleus barkhanublaegleria grubel), prokazala
piitomnost homologickych génpro komponenty retromerniho, pfé§ého a adaptorového
komplexu (Dacks et al. 2003). Proteiny itd tyto komplexy hraji dlezitou roli

v retrogradnim a anterogradnim vesikularnim trarispmezi Golgiho systémem, endosomy,
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endoplasmatickym retikulem a plasmatickou membranBotvrdila se tak #edchozi
domreénka, Ze véky pozorované uvnitbuiky pati ke Golgiho aparatu. Jehaifwmnost

u archaméb se dalarquipokladat, protoze jimifbuznd Mycetozoa Golgiho aparat maji
(Cavalier-Smith 1993). Také u zastupdalSi skupiny, ktera patdo ¥iSe Amoebozoa —
Lobosa - je fitomnost Golgiho systému jiz delSi dobu znama Kitiger 1968; Bowers &
Korn 1969). Je evidentni, Ze posledni spayepiredek eukaryot, a tedy igdek archaméb,
mél Golgiho systém (Dacks et al. 2003).

2. Charakteristické znaky skupiny Archamoebae

Archamoebae spolu s aerobnimi hlenkami (Mycetota)j skupinu Conosa (Cavalier-Smith
1998), jejiz monofylie byla prokdzana na zaklashalyzy 123 geh (Bapteste et al. 2002).
Conosa charakterizuje unikétni strukturartebmikrotubularni ko$ neboli konus vybihajici
z jednoho bazalnihogliska bEiku. Unikatni je vtom smyslu, Ze ji u Zadné jinduginy
eukaryot nenalezneme. Tento znak vSak chybi u Ergbae, u kterych nejsou patrné Zadné

trvalé cytoplasmatické mikrotubuly.

2.1. Pelobiontida
Zastupci skupiny Pelobiontida jsou krérkomenzala traviciho traktu zaWastigina hylae
(Becker 1925) vola zijici mikroorganismy. RodyastigamoebaMastigina a Mastigella
maji jeden hiik, pricemz u ®kterych zastupc rodu Mastigamoebaa Mastigella bylo
pozorovano, zefechazi ze stadiadikovce do stadia améby (Bernard et al. 2000; Wadker
al. 2001). Ficina prechodu z jedné formy do druhé dosud neni znama.Hetainyxaje az
na jednu vyjimku mnohobikaty. Okolo systematiky pelobiont viadne mnohoasapsti.
Dokazuje to skutsost, Ze v minulosti bylo v této skupimpopsano velké mnoZstvi driyh
které vSak byly v saiasnosti synonymizovany a aktuélje jich uznavano pouzegkolik
(Adl et al. 2005). Je jasné, Zzefiprekonstrukci evoluce si nevysime pouze
s morfologickymi znaky.

Pelobionty naleznemetgdevsim v habitatech bohatych na organicky majge&b
jsou mensi periodickéitky ¢i bahnity substrat na okrajich rybdiKBernard et al. 2000;
Walker et al. 2001; Frolov et al. 2004, 2005, 2006pu znamy vsak i ngké druhy (Bernard

11



et al. 2000; vlastni vysledky). Za rémivych podminek (nizk& vihkost apodiepivaji jako
cysty.

Pelobiontida na rozdil od entaméb maji praktickgchéa mikrotubularni kos (konus)
(obr. 1), vyjimkou je pouz@elomyxa binucleatau které nebyl pozorovan anitk (Frolov et
al. 2005). Tento koS e — rodyMastigamoebaBernard et al. 2000; Walker et al. 2001)
aMastigina (Brugerolle 1991),
nebo nemusi — rodMastigella
(Walker et al. 2001) byt
asociovany s jadrem.

Bic¢iky vykazuji rekteré
atypické vlastnosti. ifedevsim se
jednd o absenci ¥Sich
dyneinovych ramének (Walker €
al. 2001). Axonemy mohou mi
klasické Ix2+2 uspadani
(Mastigamoebasp.,Mastigellasp.)
u pohyblivého hiiku (Walker et al.
2001), nebo variabilni pet
u nepohyblivych  kiika  rodu
Pelomyxa (Frolov et al. 2005,
2006) a druhuMastigina hylae
(Brugerolle 1991). To samé plai

ipro bazalni glisko. Mize mit
béznou strukturu triplét (Walker
et al. 2001; Frolov et al. 2006), al
i aberantni péet mikrotubul

(Frolov et al. 2005).

o i Obr. 1 Schéma mikrotubularniho aparatu ¢iku rodu
U rodi  Mastigamoeba Mastigina bicik (F) vychazi z jediného bazalnihgdiska (bB),
Mastigella a Mastigina vybih&d které je asociované s mikrotubuly orgasizan centrem (mC).
o o _ Mikrotubularni konus je asociovany s jadrem (N).vyeinut
z jediného bazalnihoéliska také mikrotubularni kden (mR) (podle Brugerolle 1991).

mikrotubularni kaen (Brugerolle

1991; Walker et al. 2001), ktery je na bazi asoaigvs elektron-densni plochou (Walker et
al. 2001). Kaen tvai stuha ploSe poskladanych mikrotubujejichz pdet se u iiznych
druhi liSi (Walker et al. 2001). Stejny ken nmizeme nalézt i u rodBelomyxa(Griffin 1988;
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Frolov et al. 2006). Stuha mikrotuliuvira utity ahel s bazalnimétiskem, ktery seiejme
meni podle aktualniho tvaru bky (Walker et al. 2001). WP. binucleatamikrotubularni
koten chybi (Frolov et al. 2005). Bka miZze obsahovat &Si paiet cytoplasmatickych
mikrotubufi nevychéazejicich z bazalnihéliska, které jsou i@s sebe poskladané iznych
Uhlech (Griffin 1988; Frolov et al. 2004). ¢kdy se v cytoplasen nachazi jen méalo
mikrotubufi, které niZou, nebo nemusi vychazet z bazalnihigka (Walker et al. 2001).

Prechodova zéna &iku je @iblizné stejré dlouhd jako u ostatnich eukaryot, tj. — 250 —
400 nm (Walker et al. 2001; Frolov et al. 2005, @0Qen uMastigamoeba punctachora
aMastigella commutang delSi (Walker et al. 2001). Endoplazmatickékudtim je normalg
vyvinuto (Bernard et al. 2000; Walker et al. 20Bfglov et al. 2004, 2005).

U vetSiny zastuptt pelobiont byl v cytoplastnalezen prokaryoticky endosymbiont.
U Mastigella commutandyla prokazanafftomnost gram-pozitivni bakterie (Walker et al.
2001) a u druhtPelomyxabyly nekolikrat pozorovany gram-pozitivni, gram-negatianblize
neukené bakterie (Griffin 1988; Frolov et al. 2004, 30Q006). Endosymbionti jsou v fice
v perinuklearnim prostoru nebdimo dochazi ke kontaktu bakterie s jadrem (Griff988;
Frolov et al. 2004, 2005). Lz&gulpokladat, Ze pelobiont&jakym zpisobem vyuZivaji jejich
metabolismus. Je to vSak hypotéza vyzadujikladingjSi prostudovani.

Pohyb bugk je obvykle pomaly. Pokud jeipomen bik, mize byt fizré dlouhy a pi
plavani je natazen deégdu (Bernard et al. 2000; Walker et al. 2001). Bspadie jsou
lobosni, vyjimé&né byl pozorovan i filésni typ panozek (Walker et @001). U rod
Pelomyxa a Mastigina byl pozorovan uroid (charakteristicky tvarovanaruktura
na posteriornim konci lokondai formy améboidni hiky) (Becker 1925; Frolov et al. 2004,
2005, 2006), ze kteréhakdy vyrastaji cylindrické papily (Frolov et al. 2004, 2006¢bo
kratké béiky (Frolov et al. 2005). Cytoplasma obsahuje mhdzsavicich vakuol (Becker
1925; Bernard et al. 2000; Walker et al. 2001; &vadt al. 2004, 2005, 2006).

Velmi variabilnim znakem pelobiont se zda bytgtjader u jednotlivych zastujpc
Napr. rod Pelomyxaje znam svym enormnim ieem jader (Griffin 1988; Frolov et al. 2004,
2006), ktery mize gevysit i stovku (Frolov et al. 2004). Mastigamoeba punctachotay!
dokonce nalezen takovy polymorfismus, Zéilati jedinci n&li pouze jedno jadro, ovsem
s prechodem do stadia améby jejichépbvzrostl na osm a vice (Bernard et al. 2000).€Tak
Pelomyxa gruberiv pribéhu svého Zivotniho cyklu postupvySuje pdet jader (Frolov et
al. 2006). U jinych druiln ale ani pi dlouhodobém pozorovani kultur ktéto &mi
nedochéazelo (Walker et al. 2001).1E&me s jistotourici, Zze tento polymorfismus je spisSe
vyjimkou a u ¥tSiny pelobiont se pet jader nerni. Pravdou je, Ze zastupci mastigaméb
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jsou si diky ohromné variabiittorem velmi podobni a jegiko se od sebe daji rozliSit pouze
podle morfologie.

O existenci pohlavniho rozmnoZovéani u pelobiontraateni Zadna zminka. Bky se
mnozi dlenim, ale mitosa byla podrofjin popsana pouze u rodBelomyxa(Daniels &
Pappas 1994). Prokazalo se, Ze mitotickéerd probihd u vSech jader jednénkw
synchrong a Zze mitosa adteni buiky jsou dva nezavislé mechanismy (Daniels & Pappas
1994). Bliz8i informace o pb¢hu cEleni u ostatnich pelobiont nejsou znamy.

2. 2. Entamoebae
Entamoebae nemaji kr@nakéliciho weténka zadné trvalé cytoplasmatické mikrotubulgyte
ani beik) a jsou to az na¢kolik vyjimek endogenni komenzalové a patogeniiti@o traktu
obratlova@l (véetrs c¢lovéka) ibezobratlych. Mezi vyjimky p#t volné Zijici zastupce
Entamoeba moshkovskiktera se asi po¥mé nedavno vrétila k volnému #épobu Zivota
(Clark & Diamond 1997; Clark 2000). Je schopri@Zfvat v sedimentech s velmi nizkou
koncentraci kysliku a zatim u ni nebyl nalezen ygubtencialni hostitel (Clark & Diamond
1997). Jako o druhém mozném vbkijicim zastupci se uvaZzujeEntamoeba ecuadoriensis
kterd byla dive popisovana jako kmeBntamoebamoshkovskii 1zoldt z Ekvadoru
jeding&né molekularni znaky, a proto je povaZzovan za statmsdruh (Clark & Diamond
1997; Clark et al. 2006). Podabijako pelobionta, také entaméby wytem za utitych
podminek odolné cysty.

Trofozoiti (vegetativni stadia) entaméb se pohylpgimoci eruptivnich pseudopodii
a podoba jako u roduPelomyxa(Frolov et al. 2004; Frolov et al. 2005) je u njfitomny
uroid na posteriornim konci bky (Martinez-Palomo 1993; Arhets et al. 1995). \bidu
naleznemetikrat wtSi koncentraci myosinu Il v porovnani se zbytkengamismu (Arhets et
al. 1995). Je pravgodobné, Ze myosin zastupuje u entaméb funkci dyndiroid tvdi
nepravidelné ohyby diky invaginaci membrany a molseuna #8m vytv&et filopodie
(Martinez-Palomo 1993). Cytoplasma obsahuje mnépstivavnich vakuol, z nichZ jsou pak
nestrdvené zbytky vyl@eny (Bakker-Grunwald & Wdstmann 1993). fitBmnost
endoplasmatického retikula vime by se dala usoudit z nalezwki® které se podobaji
praw tomuto bugénému kompartmentu (Mazzuco et al. 1997; Ghosh.et289; Chévez-
Munguia et al. 2000).
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Velmi  zvlaStnim  zpsobem

|

probihA u entaméb mitotické éldni. h _;*."','

Pozorovanim pomoci fluoresagriho
mikroskopu byla v pibéhu interfaze = <
detektovana rDNA v blizkosti jadern
membrany (Willhoeft & Tannich 2000) l v
Béhem metafaze se rDNA dokoncE::I _"'
nachézela ve dvou odlisnych oblaste® - L
jadra a nebyla asociovana s chromosoi ™
(Willhoeft & Tannich 2000). Zda se, Z¢
segregacecthto ribosomalnich episam : p
(extrachromosomalni geneticky element) '
piedchazi separaci chromosibrr  Obr. 2 JadroE. histolytici v pribehu interfaze. rDNA
je lokalizovand v blizkosti jaderné membrany. Sipky

(Willhoeft & Tannich 2000). Také se ukazuji chromosomy, trojuhelnik ozhge véek
za pouziti  elektronového  mikroskop s DNA. (padle Solls et al. 2002)
ukazalo, Ze se v jé€ trofozoita nachazi malé 8ky obsahujici DNA (obr. 2), jejichz periferie
se svoji strukturou lisi od jaderné i plasmatickéntbrany (po fidani detergentu nedoslo
k rozruSeni obalu &Siny v&ka) (Solis et al. 2002). Prasdnictvim &chto v&kd mozné
dochazi Bhem bugéného dleni k distribuci DNA mezi dd@né buiky, protoZe jejich
piitomnost byla prokdzana také v cytoplésf8olis et al. 2002). DalSi zajimavosti je to, Ze
pied samotnym &denim buiky nékdy dochéazi k mnohonasobnémtlenhi jadra (Das & Lohia
2002). Zejm¢ zde chybi kontrolni mechanismus regulujici typiakykaryoticky busny
cyklus (Lohia et al. 2007). Pohlavni rozmnoZovatim nebylo pozorovano.

Mezi Entamoebae patpievazié parazitické bezbikaté rodyEndolimaxa znangjsi
Entamoebazahrnujici lidského stvniho parazit&. histolytica.Déle by se sem mohisadit
i rody Endamoeba lodamoeba

U roduEntamoebge dialezitym identifikatnim znakenpocet jader v cyst (Hegner &
Schumaker 1928; Kingston et al. 1990; Clark & Diawho1997). Diky smu se daji
entaméby, na rozdil od pelobiont, alesplm skupin druh porgrné doke ugit. Muzeme je
rozcklit do ¢tyk skupin: na ty s osmijadernymi cystami (nejzgfnje E. coli), dale se
Ctytjadernymi (s nejznd#si E. histolyticg, jednojadernymi (jako je n&p E.
polecki/chatton)i, a konén¢ na entaméby, které cysty nevytivdNejznamdjSim druhem této
skupiny jeE. gingivalis ktera jako trofozoit parazituje u lidi v dutidstni.
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Nejvice studovanym zastupcem rodtntamoebaje vyznamny lidsky parazit
E. histolytica zpisobujici ptijmové onemoctni amébovou Uplavici Tento patogen Zije
v tlustém gstew, kde tvdai odolné ¢tyijaderné cysty, diky kterym se dalgiSiTrofozoiti
piezivaji v lumen tlustého igtva jako komenzalové, ale z&itych podminek (nap zmeéna
okolniho prostedi) miZze dojit ke komplikacim, kdy invadujitevni sliznici a proniknou
do krevnihortecisté, kterym se pak #i do rekterych orgaf, zejména jater. Zde potom
E. histolyticazpisobuje absces. V takoverrigmd® je onemoc#éni velmi nebezpmé a nize
byt smrtelné (viz Martinez-Palomo 1993). Centrenskyfu E. histolytica je tropicky
podnebny pas. Nakazy jsou talesejSi v zemich s nizSim hygienickym standardem.

V minulosti vSak byly popisovanyiipady, kdy pi dlouhotrvajici infekci nedoslo ani
k ndznaku invaze patogena do tkdMiller & Bray 1966), coz by se dalofipdlouhodobé
piitomnosti parazita v organismuegpokladat. Zdalo se, Ze. histolyticama d¢ formy —
invazivni a neinvazivni. Uvedené vysleni bylo podpoeno objevem patogennich
a nepatogennich zymodénitaxonomicka jednotka vymezena na zakladorki alelickych
forem stejného enzymu) (Sargeaunt et al. 1982;itkaif et al. 1989). Analyza genetické
vzdalenosti zymodetn ale jas® prokazala, Ze isozymové vzorky (vzorky enzyticich se
v nékterych aminokyselinach, které ale katalyzuji stejrreakci) nélezi ddma odliSnym
druhim (Blanc 1992). Na zaklgdiochemickych, imunologickych a genetickyalkdz byl
now popsan druhE. dispar (Diamond & Clark 1993). Morfologicky je prakticky
nerozeznatelny o#. histolytica(Haque et al. 1998) a také jeho cysty jgbijaderné (Clark
& Diamond 1997). Tyto dva druhy Ize spolellrozliSit pomoci PCR za pouZiti specifickych
primerni (Choe et al. 1996; Haque et al. 1998), isozymoanalyzou nebo detekci pomoci
antigenu, coz je asi nejjednodussi, nejrychlejejdastupgjsSi metoda, vyuzivajici se pro
diagnostické ¢ely (Haque et al. 1998). Dnes sieqpoklada, ze samotny drith histolytica
sensu strictge natolik geneticky variabilni, Ze vyttigpatogenni a nepatogenni formy (Zaki
& Clark 2001; Clark et al. 2002). OvSem morfologickodobnost druhE. histolytica
aE. dispar neni u entaméb vyjimkou. Téinidenticky vypadaji také druh{Entamoeba
poleckia E. chattoni V ramci této skupiny, tudci jednojaderné cysty, vSak byla prokazana
velka geneticka proémlivost (Verweij et al. 2001).

DalSim vyznamnym patogennim druhem Batamoeba invadenskterd zfisobuje
hemoragickou nekrotickou kolitidu u piazMartinez-Palomo 1993; Kojimoto et al. 2001).
Biologickym hostitelem jsou Zelvy, kterégmasi amébu, aniz by se u nich projevily jakékoliv
piiznaky nakazy. #edpoklada se, Ze je to proto, Ze Zelvy jako bykdranaji v travicim
traktu vhodné prosedi pro vyZivu améb, které pak encystuji a nejstogenni (Kojimoto et
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al. 2001).E. invadensna velmi podobnou morfologii a biologii jake histolytica(Martinez-
Palomo 1993; Kojimoto et al. 2001).

Rod Endolimax je obvykle nepatogenni améba obyvajici travickttrabratlovaé
(McFall 1926; Gutierrez-Ballesteros & Wenrich 19%0artinez-Palomo 1993; Zaman et al.
2000) i bezobratlych (Kay 1940). Trofozoiti nejzngéiho druhuEndolimax nananaji jedno
jadro, zatimco cysty jsottyijaderné (Martinez-Palomo 1993).d@bjader u ostatnich drth
je pongrng variabilni (McFall 1926; Kay 1940; Gutierrez-Balteros & Wenrich 1950).
V cytoplasnd trofozoita i cyst byly pozorovany malé tmavé grankteré by mohly byt
chromatinovymi &lisky (McFall 1926; Zaman et al. 2000).

lodamoeba biutschliije nepatogenni mikroorganismus travici soustadgveéka
a ostatnich primét(Martinez-Palomo 1993; Zaman et al. 1998), dileodnim hostitelem je
ziejme prase (Martinez-Palomo 1993). Cysty maji jednagadle jejich struktura vypada
jinak nez u cyst entaméb (Hegner & Schumaker 1928an et al. 1998). V cytoplagmse
nachazi velkA masa glykogenu, ktera jerdowiditelna po barveni jédem. Zastupci rodu
Endamoebgarazituji v travicim traktu hmyzu (Morris 1936).0bou rodech je znamo velice
malo a dosud nejsou k dispozici jejich sekirdrdata.

3. Pribuzenské vztahy archameéb

V ramci eukaryot existuje mnoho skupin, které najiéboidni tvar hitky, ztratily biik
a pohybuji se pomoci panozek. V poslednich leteclzegména diky molekularnim dat
jasre prokazala jejich polyfylie a vyjasnily se vzajemp#ibuzenské vztahy mezémito
organismy.

Studie provaghé na genu pro SSU rRNA (RNA malé ribosomalni pauijtky)
potvrdily blizkou gibuznost entaméb a pelobiont (Silberman et al. 198§utina et al.
2001; Arisue et al. 2002; Edgcomb et al. 2002; Gaw&mith et al. 2004). Je ale zndm
piipad, kdy seMastigamoeba balamuthiv eukaryotickém stro#n neradila k Zadnému
améboidnimu organismu (Hinkle et al. 1994). Tengsladek by mohl byt Zjsoben tim, Ze
dnes se pouzivaji lepSi metody a jsou k dispozdivence iliznych geid vice skupin
organisni (tj. sampling analyz je&si).

Formalni systém archaméb je nadale velmi slozitjpyh nékolikrat prepracovan
(Cavalier-Smith 1993; Cavalier-Smith 1998; Cavaanith 2004). V sotasnosti byly
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uc¢inény pokusy pizpasobit systém archaméb parafylii pelobiont a polyfgntaméb

v hierarchickém, ale ,bezrankovém" systému aiuthdl et al. (2005).

3. 1. SSU rRNA a fylogeneze pelobiont

Vz4jemné srovnani protist a jejich postaveni v eytdeckém stromd se provadi fedevsim
nagenu pro SSU rRNA. ProtoZze se vyviji gomi pomalu, je tento gen vhodny pro
rekonstrukci evoluce taxd@nvétSich nez druh. Naopak pro vnitrodruhové studier&ni
vztahi blizce gibuznych druf jsou vhodné geny s vysSi substitiirychlosti. Proto se dnes
pro poteby fylogeneze pouziva takéda dalSich géna vyjimkou uz nejsou ani vicegenove
analyzy.

SSU rRNA pelobiont p#t mezi nejdelSi eukaryotické sekvenaeec (Hinkle et al.
1994; Milyutina et al. 2001; van der Stay et al0@)p Jeji délka se pohybuje okolo 2500 —
3000 bp (Hinkle et al. 1994; Milyutina et al. 20013SU rRNA druhuMastigamoeba
balamuthi charakterizuje fitomnost ®kolika netypicky dlouhych zén v blizkosti vysoce
konzervovaného jadra sekvence, které jsou zejménalwou hypervariabilnich Usecich
extrémrié prodlouzené (Hinkle et al. 1994). Podobna struki®8U rRNA byla popsana také
u druhu Pelomyxa palustris(Milyutina et al. 2001). Dkazy o dlouhé SSU rRNA
u spoléného pedka ale nejsou znamy, a proto se spifdpoklada, Zze se jedna jen
o evol&ni tendenci v této skupin(Milyutina et al. 2001). PodobBnnetypicky dlouhou
sekvenci SSU rRNA (2500 bp) m&indolimax nangSilberman et al.1999). Délka sekvence
SSU rRNA roduEntamoebase pohybuje mezi 1800 a 2100 bp (Silberman @19819).

K acelim fylogenetické rekonstrukce Ize pouzit také gem IgfBU rRNA (28S RNA
velké ribozomalni podjednotky). Jeho substitiurychlost je dokonce menSi neZz u genu pro
SSU rRNA. Analyzou genu pro LSU rRNA bylo z§igb, Ze rodPelomyxama fylogeneticky
blize k roduEntamoebanez k rodu Mastigamoeba (Milyutina et al. 2001 yv&i@r-Smith
2004). Give se vSakimdpokladalo, Ze je tomu pranaopak.

Jak gesr¢ vypadaji vztahy uvnitpelobiont Astava zahadou. Neni ani zcela jasné,
ktery druh je nejstarSi a které se egdfy nejpozdji. Ob¢as panuji pochybnosti i 0 vymezeni
druhi samotnych. Fkladem niize bytPhretamoeba balamuthktera byla pefazena do rodu
Mastigamoebaa rody Phreatamoebaa Mastigamoebabyly synonymizovany. V poslednich
letech se objevuji ndzory, podle kterych bylanbyt Phretamoebaopst klasifikovana jako
samostatny rod (Cavalier-Smith et al. 2004). Daldikkazem nevyjasmych vztali uvnit
skupiny je Breviata anathemgdrive Mastigamoeba invertehsktera byla dlouhou dobu
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povaZzovana za zastupce pelobiont. Jeg§jSfnrmorfologie je prakticky totoZzna s morfologii
mastigaméb, ale fylogenetické analyzy ji mezi piplota néadily (Edgcomb et al. 2002;
Cavalier-Smith et al. 2004). Jeji pozice dokonceckterych gipadech vysla blizko
k trichomonadam (Stiller et al. 1998; Dacks et24l02). Porirné nedavno se po podrobné
TEM analyze ukazalo, Ze ultrastruktura rd8iteviata se od pelobiont zia¢ liSi a je vice
podobna apusomonadam (skupina malych flage(&Valker et al. 2006). Na fylogenetickém
stront se umistila v blizkosti této skupiny, i kdyZ jgjbzice nebyla sik statisticky
podpdena (Walker et al. 2006).

Jiz Bernard et al. (2000) upozoje na nutnou poebu taxonomické revize uvhit

pelobionti, a proto Ize fedpokladat, Zze tato skupina pétdv budoucnosti jestradu dalSich

v

Znmen.
ag/op/oor E. dispar — ]
100/98/100] | f fistalviica
57444 E. moshkovskil
e . i o
BT E. insolita 4 nuclei per cyst
—— E. sp. NIH:1091:1
TB48/58
: ~J| rm— E. harimanni
Bo/ag/94
!Uﬂf‘!ﬂmi ﬂﬂ_ E— Fofcriin
94/76/90 E. inveadens
—— E. terrapinae
= —— E. gingivalis non-cyst former
4 E. chattoni -
YO 10100 L 1 nucleus per cyst
E. polecki —
i E. coli strain TH:96/135 ]
100/100/100 [ 8 nuclei par cyst
= E. coli strain HU-1:CDC _

A0

Obr. 3 Fylogeneticka rekonstrukce vziatv ramci roduEntamoeb, zaloZzend na genu pro SSU rRM
Cisla v uzlech fedstavuji hodnoty bootstrapu maximum likelihoodhimum evoluce a parsimonie. Uzly
S vyznamnou statistickou podporou jsou @amy Sipkou. H¥zdicka predstavuje bootstrapové hodnoty
nizsi nez 50. Nkitko ukazuje evoléni vzdalenost ptiu zmen na pozici. (podle Silberman et al. 1999)
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3. 2. Fylogeneze entaméb

Na zaklad analyz genu pro SSU rRNA bylorgkvapiv zjisttno, Ze rodyEntamoeba
a Endolimax netv jednu skupinu, jak seupodré predpokladalo, ale Zer@dstavuji d¥
nezavislé linie uvnit pelobionti (Edgcomb et al. 2002; Cavalier-Smith et al. 200&kolaev
et al. 2006). Ztoho fiteme vyvodit, Ze u nich pra&godobr doSlo nejmé# dvakrat
nezavisle na sa@ke ztra€ biciku a vzniku parasitismu. Pokud je uvedena hyposgzavna,
Ize predpokladat, Zze entaméby jsou polyfyletické a pelofai asi parafyleticka. VeSkeré
analyzy podporujici tuto dominku jsou vSak zaloZeny na studiu sekvence pouzeofed
genu.

Pribuzenské vztahy uviiitoduEntamoebase zdaji byt na rozdil od pelobiont jafsh.
Dlouho bylo diskutovano, zda pet jader v cyst miZze hrat gjakou roli v systematice
entaméb. Poz(ji se ale prokazalo, Ze to je platny taxonomickgkzma zakladl kterého Ize
vymezit monofyliEntamoebgobr. 3) (Silberman et. al. 1999). Zda se, Zeawbh¥jSi druhy
entaméb jsou ty, které tkioosmijaderné cysty (Silberman et al. 1999; Vervetipl. 2001,
Clark et al. 2006). Naopak mezi nejodvogénpati skupina setyimi jadry ve zralé cyst
(Silberman et al. 1999; Clark et al. 2006). Bazgostaveni této skupiny zaujinta
gingivalis které cysty nevytvua (Silberman et al. 1999; Clark et al. 2006)edpoklada se, ze
ke ztrdt schopnosti encystace K. gingivalis doSlo sekundagn(Clark & Diamond 1997;
Silberman et. al. 1999). Entaméby, které maji cateijné atyijaderné cysty, jsouigjme
monofyletické. Naproti tomu jednojaderna skupina $enej¢tSi pravépodobnosti
parafyleticka (Clark et al. 2006).

Je zajimavé, zétyijaderné druhy zjsobujici vazna onemociiovéka a rkterych
plazi, E. histolytica a E. invadens nejsou sesterské druhy (Clark & Diamond 1997;
Silberman et al. 1999). demeftici, Ze se patogenita v rdmci rodintamoebaobjevila
v evoluci nejméé dvakrat nezavisle na svfSilberman et al. 1999).

4. Vlastni vysledky

V sowasné dobd mam 25 stabilnich (tj. nem&r20 tydennich pasazi) sladkovodnich kultur
mastigaméb, které byly odebrany iznych ¢astech sita (Ceska republika, Nizozemi,
Recko, Kypr, Kyrgizstan, Brazilie, Peru, Kanada, @handonézie). Jiz delsi dobu &3ps
péstuji také dva miské izolaty Recka a Kanady. &které izolaty jsou uchovavany
v anaerostatu (. v bezkyslikaté atmdsjé VSechny kultury jsou polyxenické
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a agnothobiotické, tzn. obsahujét§i paet neidentifikovanych druh jinych organisn
(bakterii i prvoki). Z prvoki se jedna fedevsSim o nalevniky, euglenidy, velhjici Excavata
a zastupce skupiny Cercozoa, rktenaji podobnou wjSi morfologii jako mastigaméby,
a proto by se s nimi mohli dat zanit. Pro izolaci DNA je nejvhodijsi monoeukaryoticka
kultura obsahujici vedle pelobidinpouze bakterie.

Izolovana DNA se amplifikuje metodou PCR za pouiitiverzalnich eukaryotickych
primeri. Zatim byl analyzovan gen pro SSU rRNA. thvjeho velké délce se amplifikuje
velmi t€Zko. RedevSim pokud vzorek, ktery chceme podrobit analgbsahuje také jiné
organismy, a to figdevSim ty s kratkou SSU rRNA, je velmi prapddobné, Ze prévtyto
sekvence budou amplifikovany rychleji. Zatim mame dwalitni sekvence SSU rRNA.
Izolaty by n&ly podle internetové databaze fiatodu Mastigella ale je pravépodobné, Ze
tomu tak neni. Na snimcich z mikroskopui gouziti Nomarského diferenciainiho
interfereniho kontrastu je patrny konus, ktery se zda bgtiasany s jadrem. Tento znak je
vSak typicky pro rodMastigamoebaTaké autti zverejréné sekvence fjpousti, Ze mozna
doSlo ke kontaminaci vzorku (Simpson, Ustréledi). Pro o¥feni dominky je nutné proveést
ultrastrukturdlni studii.

Do budoucna se budu snazit ziskat co #iéj\paiet sekvenci, ze kterych bude mozné
vytvorit spolehlivou fylogenetickou hypotézu archamébtokuto &elu bude vybrano vice
geni, které budou amplifikovany pomoci prinderspecifickych pro eukaryota nebo pririner
vytvorenych na zakladznamych sekvenci mastigaméb. Pomoci transmisiéhtr@enoveho
mikroskopu bude provedena studie ultrastrukturykun

5. Zawr

Na zéaklad genetickych, ultrastrukturalnich, molekularnichHyébgenetickych analyz bylo
prokazano, Zze archaméby ndpain bazi eukaryotického stromu. Je jasné, zehjgjitaerobni
¢i mikroaerofilni zgisob Zivota vyznamnou mirodigpél k velmi jednoduché vnihi stavi
bunky a redukovanému metabolismu. Taxonomie pelobjenpiedevSim kuli mnoZstvi
variabilnich forem jednotlivych drahvelmi nejasni. Dnes se zda, Ze entamébyi tha
vnitini linie skupiny pelobionta a jsou polyfyletickétimco pelobionta jsou parafyleticka.
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