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1. Uvod

1.1. zZakladni charakteristika

Myxozoa jsou hospodsky vyznamny kmen endoparaeibvezobratlych a obratlovic
Jejich hostitelé jsoutpvazié ryby, kterym mohou {sobit zavazna onemogm. DalSimi
hostiteli jsou krouZkovci, hlisti, plazi a obojzlaéi. Myxozoa byla nedavno nalezena
dokonce i u ptak (Bartholomew a kol. 2008) a sav(Prunescu a kol. 2007).

Kmen Myxozoa zahrnujeitlu Myxosporea (parazité rnskych i sladkovodnich ryb
a vyjimené plazi a obojzivelnik) a #idu Malacosporea (parazité sladkovodnich mechovek).
Myxosporei bylo do roku 2006 popsano vice nez 2dr86i a malacosporei byly popsany
¢tyii druhy (Lom a Dykova 2006).

Trida Myxosporea obsahuje dvady Bivalvulida (spory maji 2 chlopna wtSinou
2 polové véky) a Multivalvulida (spory maji vice nez 2 chlapa obvykle vice nez 2 poélové
v&ky). Zivotni cyklus myxosporei zahrnuje dva hostite- obratlovce a krouzkovce.
Myxosporea ve svych hostitelich Ziji ve fafmlasmodialnich Gtvér ve kterych vznikaji

v konené fazi Zivotniho cyklu typické myxospory (v &nebo aktinospory (v krouzkovci).

1.2. Morfologie

Myxosporea maji charakteristické spory, které jsslozené z &kolika burek
piemegnénych na d¢ az sedm chlopni, sporoplasmu &alik pélovych véka podobnych
nematocystam u Zahav.cPovrch spory je il hladky nebo ryhovany (Obr. 1). Mohou byt
protahlé do iznych tvafi a mit givések vyli&ujici sekret nebo mohou byt obaleny
ve slizovém pouzdru, které jim umozni dostat sevmipo hostitele do vody, kde najdou
dalSiho hostitele. Jejich velikost se pohybuje 6cdd@ 20 um. Pdolové ¢y obsahuji pélova
vlakna stdend podél v&u. Tato vldkna maji po vymigti prichycovaci funkci, kterou
myxosporea vyuzivaji ip piechodu mezi hostiteli. Uspadani pélovych vidken je také
dulezité ve druhové Klasifikaci. Myxosporea majinky, které stejt jako Zivaisné buiky
obsahuji cytoplasmatické organely, volné ribosonzasobni material jako je tuk a glykogen.
Mitochondrie maji trubicovity, plochy nebo diskoyitvar. Od typické eukaryotické hky se
Myxosporea liSi nefftomnosti centrioly a Bika. Délici vieténko se sbihd na deésg na



vnitini jaderné membr&n Vegetativni stddia myxosporei maji protivy tvar a objem

a mohou dosahovat velikosti a&olika milimetri a vytv&et cysty pod povrchem Zaber nebo
kuze. Je wokolik typa vegetativnich stadii, il coelozoické (v dni dutiné nebo v dutig
organu), histozoické, intercelularni (mezitkgymi buikami) nebo intracelularni.

Do ftridy Malacosporea pat parazité sladkovodnich mechovek. Trofickeé,
proliferativni stadium v dutiéh mechovek ma tvar uzgéaného mnohobwiného véku nebo
ma cervovité €lo. Trofické stadium je v hostitelském epitelu gkrycryptic stage) a vydrzi
tak az Sest tydn Spory se tvil po dokorkeni meidzy z pre-sporogenickych kkn Spory
jsou kulaté a obsahuji &sporoplasmy s vritimi buikami.

Obr. 1: 1 — 4. Myxospory.5. Aktinospora. 1Kudoa paniformis. 2. Sohaerospora elegans.
3. Myxidium lieberkuehni. 4. Chloromyxum leydigi. 5. Triactinomyxon. (Fevzato
z Lom a Dykovéa 2006)

1.3. Zivotni cyklus

Zivotni cyklus myxosporei probiha ve dvou hostitejiobratlovcich a krouzkovcich
(Obr. 2). Lépe prozkoumana je myxosporova faze vattdwvcich, pi které vznikaji
myxospory (Wolf a Markiw 1984). Typickym hostitelejpou ryby, vzac#obojzivelnici
a plazi, vyjim&n¢ ptaci a savci. V hostiteli aktinosporové faze (kikovcich) probiha
pohlavni proces, jehoZz vysledkem jsou aktinospdg)-Matbouli a Hoffmann 1998).

Myxospory vznikaji v malém nebo velkém sporogomalnplasmodiu. Typické stadium



vyvoje je ,buika v buice”, kdy primarni bitka produkuje sekundarni fiky, které fistavaji
uvnitt mategské buiky.

sporogonie

Obr. 2: Zivotni cyklus myxozoi zalozenygvazi na zivotnim cykluMyxobolus cerebralis.

1 -16. Vyvoj myxospor v rybim hostiteli. 17 — 30yvoj aktinospor v krouzkovcich.
(Prevzato z Kent a kol. 2001)

1.3.1. Vyvoj myxospor v obratlovcich

Zivotni cyklus byl poprvé popsan Myxobulus cerebralis (Wolf a Markiw 1984).
Aktinospory se dostanou z krouzkdvdo vody, kde @stavaji nez se nahoésetkaji s rybou
(mezihostitelem). Polové wky pri kontaktu s kzi nebo zabrami vysli polova vidkna

a fichyti se na hostitele. Spory se dtmv a sporoplasmata se dostanou didek skrz
pokoZkové a vystelkové hlenovéitiy.



Ve presporogonické / extrasporogonické fazi s#eln prvnich 60 minut spora
dostava do hostitele a intercelul&se gesouva do Zaberniho epitelu. Potom se sporoplasma
rozpadne a kazda bka pronikne do Zaber hostitele, kde produkuje seé&uri buiky. Ty
rychle proliferuji pomoci mitézy. Jadra hostitelshyburgk jsou stl@éena mezi parasitické
a hostitelské hiky - plasmalema (Daniels a kol. 1976; El-Matbaukol. 1995). KdyZ jsou
sekundéarni bitky namnoZzené, zaou produkovat nové beatné dvojice (cell-doublets). Ty
zpasobi prasknuti membrany primarninky a dostanou se do hostitelské cytoplasmy. Kdyz
jsou volné, prorazi plasmalemu a dostanou se d@aattilarniho prostoru. Odtud projdou
okolnimi epitelialnimi bikami hloukEji do kozni a podkoZni vrstvy a vnikaji do novych
hostitelskych bugk, kde probih& stejny cyklus. UZ po kratké dohizeme najit butné
dvojice intracelularé v podkozi hostitele. iiblizné po ¢tyrech dnech se lilgy u Myxobolus
cerebralis presouvaji do nervové tkénkde proliferace pokeaje. Po 6 az 14 dnechireme
najit mnoho parazitickych stadii v miSe a po 1@l-d@ech v mozku.

Ve sporogonické fazi primarni bky rostou, dli se a produkuji velké mnozstvi
vnitinich jader. Obalené hky v plasmodiu se rozpadnou a kazda z niclli bpakuje cyklus
produkujici velké mnoZzstvi plasmodii nebo se spgijiou buikou (El-Matbouli a kol. 1995).
Myxosporea jsou nakonec uveéira z hostitele a infikuji krouzkovce.

1.3.2. Vyvoj aktinospor v krouzkovcich

Vyvoj myxosporei v krouzkovcich se tie rozdlit na ti fadze — schizogonie,
gametogonie a sporogonie (El-Matbouli a Hoffman@8)9

Schizogonie — spory sefiphyti ke stevni dutit pomoci polovych viaken. Poté se
otewou a dvojjaderné sporoplasmy se dostanou devrsiho epitelu. Ty nemaji pélova
vlakna, a proto jsou pro hostitele neodhalitelnézdji se ol jadra sporoplasmat &aou
délit a produkovat mnohojaderné iiky. Nekteré se di a tvai dalSi mnohojaderné
a jednojaderné lhiky, jiné splynou s dvojjadernym stadiem.

Gametogonie — dvojjaderné iiky se ali na stadia seityimi jadry. DwW jsou
somatické a dv generativni, které se dal€lidna a a . Tii mitoticka cEleni generativnich
burgk vytvori 16 diploidnich gametocyst, které po meiotickégtedi vytv&i 16 haploidnich
gametocyst a 16 polarnictlisek. Kazda gametocystiese spoji s gametocyst@a produkuji
osm zygot.

Sporogonie — na konci gametogonie je osm zygotzdé&gansporocystobklopeno

osmi somatickymi biikami. Kazda zygota se dvakrat mitoticky réltdtakze dalSi jadro



obsahujettyii bunky. Tti jsou na okraji a éi se naiti vackové a fi valvogenické biiky.
Ctvrta buika je ve stedu a ta sedi mnohonasobi mitotickym clenim na sporoplasmu
s vnitnimi buikami. Buiky rozsfi zavinutou membranu, kterd se nakonecistio v&ku
avytvai tim i vybézky triactinomyxonovych spor. Kotieé stadium obsahuje osm
aktinospor.

Cely tento cyklus trva fiblizné 90 dni. Aktinospory se uvolni aubou zit bez

hostitele az dva tydny (Xiao a Desser 2000).

1.4.0nemocreni ryb pasobené myxozoi

Myxozoa na svého hostitele malokdigspbi patogenthnebo dokonce letédn Presto je
zde reékolik ekonomicky vyznamnych druah které vyvolavaji onemoéni hospodéskych
ryb. Myxobolus cerebralis zpisobuje vyznamné ztraty chovnych lososovitych ryb¢iN
chrupavku a plehlé tkarg juvenilnich ryb. Silné infekcetasto vedou ke smrti nebo
dozivotnim deformacim kostryM. cerebralis je zodpo¥dny za velké poklesy divokych
pstruhi v USA (Hedrick a kol. 1998)Ceratomyxa shasta infikuje zazivaci trakt lososovitych
ryb hlavré v Severni Americe (Kent a kol. 1994). LososovitByr mohou byt napadené take
druhemTetracapsul oides bryosalmonae, ktery zpisobuje onemocmi nazvané proliferativni
onemocgni ledvin (Canning a kol. 1999)Sparus aurata ze Stedozemniho me je
ohroZovanEnteromyxem leei, stevnim parazitem, ktery apobuje chronické stvni katary,
kterécasto zavini smrt infikovanych jedim¢Diamant a kol. 1994 phaerospora testicularis
a S dicentrarchi jsou parazité migkych ryb Dicentrarchus labrax, u kterych zpsobuji
vysokou mortalitu juvenilnich ryb (Sitja-BobadiliaAlvarez-Pellitero 1993). Svaly infikujici
Kudoa thyrsites neni zodpotdné za smrt ryb, ale itie zpisobit ztratu trzni hodnoty ryb
(Moran a kol. 1999).

1.5.Klasifikace

Souwasnd klasifikace je zaloZzena na morfologii sporéipoa uspeadani chlopni
a polovych véku). Tato taxonomie mé vSak nejasné hranice meziydjako je Leptotheca

a Ceratomyxa neboMyxidium a Zschokkella. Neodrazi Zivotni cyklus seigtanim hostite,



morfologii aktinospor v konmém bezobratlém hostiteli ani fylogenetické vztakieré
odhalila analyza malé ribosomalni podjednotky DIN¥SU rDNA).

Zkracena klasifikace kmene Myxozoa (Lom a Dykova2)9

Kmen Myxozoa
Trida Myxosporea
Ra&d Bivalvulida (mdsti a sladkovodni, maji 2 chlogn
Pod#ad Variisporina (masti a sladkovodni)
Ceratomyxa, Chloromyxum, Hoferellus, Myxidium, Myxobilatus,
Ortholinea, Parvicapsula, Polysporoplasma, Snuolinea, Sphaerospora,
Zschokkella, Enteromyxum, Leptotheca
Podad Platysporina (misti a sladkovodni)
Myxobolus, Henneguya a Thelohanellus
Po#lad Sphaeromyxina (n8ti, paskovita pélova vlakna na protilehlych kohcic
spory)
Sohaeromyxa
Réad Multivalvulida (masti, maji vice nez 2 chloph
Hexacapsula, Kudoa, Trilospora a Unicapsula
Trida Malacosporea (sladkovodni parazité mechovek)
Rad Malacovalvulida

Buddenbrockia, Tetracapsula (4 pélove véky)

1.6.Fylogenetické vztahy

Gen pro RNA malé ribosomalni podjednotky (SSU rRNA)Siroce vyuzivan pro
odhalovani fylogenetickych vztalv taxonomii. Molekularni analyzy vyuZzivajici SSENA
genové sekvence myxosporei ukazuji, Ze klasifikaadeZzena fevazié na struktie a tvaru
myxosporei neni shodna s fylogenetickymi vztahy d®mrs a kol. 1994). Fylogeneticka
analyza odhalila oddkeni sladkovodnich a niskych myxosporei do dvou hlavnicktwi
(Kent a kol. 2001). Vnini topologie méskych a sladkovodnichéwi odpovida fiznym

charakteristikam jako je morfologie spor nebo misfekce.
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Délka genovych sekvenci SSU rDNA neni u eukarygtibkorganism stala a mize byt
razré dlouha (Milyutina a kol. 2001). Délka SSU rDNAI&& i v ramci myxosporei. &Sina
myxosporei parazitujicich u riekych druli méa kratSi sekvenci SSU rDNA nez Myxosporea
parazitujici u sladkovodnich drith Délka sekvenci SSU rDNA u rského druhu
Chloromyxum leydigi je 1866 nukleotid (Fiala 2006). Tato délka odpovida fylogenetickému
umiseni na bazi sladkovodni skupiny.

Myxozoa nebyla fivodre fazena mezi Metazoa, i kdyZz maji mnohokliune spory
a nematocysim podobné polové ¢y. AZ analyzou sekvence SSU rDNA se potvrdilo, Ze
nepati mezi protista, kam byla po vice nez jedno stalatiena (Smothers a kol. 1994).
Nejednotné analyzy sekvenci SSU rDNA u myxozoi e&avely pribuznost se Zahavci
(Siddall a kol. 1995) nebo bilatériemi (Hanelt d. Kk®96). Ribuznost k Zahawen podporuje
fakt, Ze Myxozoa obsahuji pélové &k§ podobné Zahavym organelam Zahigvktei je
vyuzivaji na pichyceni k hostiteli. Polové ¢y se ovSem [iSi v néfifomnosti chemo- nebo
mechanosenzar(Westfall 2004). Obje\Buddenbrockia plumatellae, az rékolik milimetra
dlouhéhocervovitého organismu, jako druhu fiatho do skupiny Myxozoa (Monteiro a kol.
2001) naznéuje moznou fibuznost myxozoi s bilatériemi. Nicm&nmultigenova
fylogenetickd analyza. plumatellae potvrdila Zahavce jako nejblizSiripuzné myxozoi
(Jimenez-Guri 2007).

1.7.Mitochondrialni genom

1.7.1. Zivaisny mitochondrialni genom

Zivocidny mitochondrialni genom je maly extrachromosarhaenom o velikosti
okolo 16 kb. Az na &kolik vyjimek vSechny zweci mitochondrialni genomy obsahuji
37 gerii: 2 geny pro rRNA, 13 pro proteiny a 22 pro tRNAodukty €chto geri spolu
s RNA a proteiny fenesenymi z cytoplasmy jsou obsazeny v mitochomsdgjim viastnim
systémem pro DNA replikaci, transkripci a mRNA me@ translaci protein Studie &chto
geri a genoni a jejich funknost v mitochondrialnim systému (mitochondrialinhgmika)
muze slouzit jako model pro genomovou evoluci. Dale srovnani usgadani
mitochondrialnich gein stalo velmi efektivnim zjsobem pro odvozovani davnych
evolwinich vztald. Pred deseti lety bylo kompletni ugidoldni mitochondrialniho genu znamo
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u 58 drulii strunaté a 29 dalSich druh (Boore 1999). V satasnosti je v genové bance
publikovano téns¢ dva tisice mitochondridlnich g&nmetazoi, z toho 35 tvb genomy
Zahava.

Mitochondrie hraji hlavni roli v metabolismu a apage. Jsou mistem, kde probiha
oxidativni fosforylace nezbytna pro produkci ATPr@manitych biochemickych funkci.
Uvnitt téchto organel je genom o&ény od jaderného chromatinu a oZeay jako
mitochondrialni DNA (mtDNA), ktera jecasto pouzivanad pro studium molekularni
fylogenetiky (Moritz a kol. 1987, Suarez-Diaz a k&D08). Mnohobwtni Zivatichové maji
témef vzdy uzavenou cirkularni molekulu, pouze u Cubozoa, Scyphoaddydrozoa z&itly
Zahavd byly nalezeny linearni mtDNA molekuly (Bridge alkb992).

Ackoli je u Zivatichi znam tSinou maly mitochondrialni genom, byl nalezen
i mnohem ¥tSi, ktery obsahoval spiSe duplika&@sti mtDNA nez zrnény genovy obsah
(Boyce a kol. 1989, Fuller a kol. 1993). Z histéébo hlediska maji tyto geny ditou
specifcnost pro zivéiSnou mtDNA.

Abnormalni mitochondrialni genom je popséan u Hdi¢iieddie a kol. 1998, Okimoto
a kol. 1992), kterym chybi podjednotka 8 ATP sydgt(u Ziv@iSné mtDNA ozn&ovana
jako A8), u mli, kterym chybi A8 a obsahuji extra tRNA (Hoffmamgore a Brown 1992)
a u zahaw, ktefi ztratili témef vSechny tRNA geny a ziskali jeden nebo dva dagiyglosud
nenalezené v jinych mtDNA (Beagley a kol 1998).

VSech 37 gein nalezenych v zivbSné mtDNA bylo homolognich v mtDNA rostlin,
hub a prvok. Je zde také &Sinou velkd jednotna nekddujici oblast, ktera jeekolika
Zivocicht znama obsaherfidicich ¢asti pro replikaci a transkripci (Shadel a Clayl®@97).
Zda jsou tytofidici oblasti homologni mezi vzdatemiibuznymi Ziva&ichy nebo vznikly
jinak z iznych nekddujicich sekvenci nezavislych nastetdem evoldnim vyvoji je nejisté.
Je pozoruhodné, zetgina mtDNA ma také jiné, mensi nekodujici oblddiré také mohou
obsahovat kontrolni elementy.

V n¢kterych mtDNA jsou vSechny geny transkribovany dngho retézce, zatimco
v ostatnich genech je roddn mezi dvariettzce. | kdyz je znamo, Ze Zi¥dne
mitochondrialni genomy se vyvijeji rychle, jejicargpvé uspiadanicasto zistava nezrnené
i po dlouhé evoléni obdobi. Nafiklad usp#adani gef ¢lovéka (Arnason a kol. 1996)
a pstruha (Zardoya a kol. 1995) je stejné. Az &alik vyjimek je genové usgadani uvnit
hlavni skupiny relativé stalé. Rznorodost mezi nimi a srovnani tohoto genoveého itdsjdmi
ma velky vyznam proreSeni fylogeneze ¢hterych nejétSich skupin metazoi. Srovnani

genového uspgadani v mtDNA poskytlo i@swdcivou rekonstrukci fylogeneze kolika
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piipadech, kde vSechna ostatni daiagsela nejisté vysledky. Jedna se o vztahy mexinil
skupinou ostnokoZc(Smith a kol. 1993) alenovai (Boore a kol. 1995).

1.7.2. Lidsky mitochondrialni genom

Nejlépe prozkoumanym mitochondrialnim genomem jaoge ¢lovéka. Lidska
MtDNA je cirkularni dvogetzcova molekula dlouhd 16 569 bp (jiné sekvenceishv
mitochondrialnich genoin maji podobnou délku). Koduje 2 rRNA, 22tRNA
a 13 polypeptid, ze kterych sedm je sloZzeno z komplexu | (NADH ydi¥bgenaza),it jsou
sloZzeny z kompexu IV (cytochrom c oxidaza), dvaujgmdjednotky komplexu V (ATP
syntaza) a jeden je cytochom b (podjednotka konmplex (Anderson a kol. 1981).

Mitochondrialni geny nemaji introny a mezigenoveékvemce chybi nebo jsou
limitovany na rkolik bazi. Nekteré geny seigkryvaji a v gkterych gipadech terminani
kodony nejsou kddovany, ale jsou wvyiteny postranskrigné polyadenylaci (Ojala a kol.
1981). Mitochondrialni DNA je Uphh zavisla na jaderném koédovani proteipro jejich
adrzbu a transkripci. Ve skugosti mitochondrialni proteom obsahuje odhadem
1 500 polypeptid.

Dédiénost mtDNA je ténmd vyhradré matdéska. Mitochondridlni DNA je ifitomna
v jedné z gkolika tisic kopii na biikku (Takamatsu a kol. 2002) a je ugava do mitochondrii
po 1-11 kopiich (Cavelier a kol. 2000)¢t€ina informaci je zakodovanadzkych (na purin
bohatych)etzcich (2 rRNA, 14 tRNA a 12 polypetiyl Lehkéretézce (bohaté na pyrimidin)
obsahuji genetickou informaci pouze pro jeden pepyiol a osm tRNA.

1.8.Mitochondrialni ribozomalni DNA

Mitochondrialni ribozomalni DNA jsou strukturalnigbein-nekddujici geny.iBpisuji se
na RNA, kterd je saiasti mal&i velké ribozomalni podjednotky RNA (12S respekth@S
rRNA). Maji zachovanou sekundarni strukturu a jspojeny s proteiny do mitochondrialniho
ribozomu. Tyto geny rwou byt vyuzity pro odhalovani fylogenetickych Jrtariznych
druhi (nag. Bybee a kol. 2008, De Rojas a kol. 2001).

Mitochondrialni ribozom (mitoribozom) je v eukarigiych buikach zodpowdny za
biosyntézu proteinovych sloZzek. Obécse gedpoklada, Zze mitoribozomy jsou struktérn
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a funikkné¢ podobné vice bakteridlnim ribozém neZz eukaryotickym cytoplasmatickym
ribozomim. Jako vSechny ribozomy, tak i mitoribozom o veditt 55S (molekularni hmota
2,71 MDa) je sloZzen ze dvou podjednotek nestejrigkosti: malé (28S) a velké (39S)
(O Brien 1971). RNA a slozeni protéirse vyznamé liSi od bakterialniho ribozomu. 28S
mala podjednotka obsahuje 12S rRNA (950 nuklédtad29 proteifi narozdil od bakterialni
30S malé podjednotky, ktera je slozena z 16S rRIB42 nukleotid) a 20 protein. 39S
velka podjednotka mitoribozaimobsahuje 16S rRNA (1560 nukleat)da 48 proteifi (Koc

a kol. 2001), zatimco bakterialni velka podjednd®kes je slozena ze dvou rRNA molekul
(5S (120 nukleotit) a 23S (2904 nukleoti) a 33 proteifi. Srovnani bakterialniho,
eukaryotického a mitochondrialniho ribozomu je wemalv tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1: Srovnani ribozorin

Bakterialni (70S) | Eukaryoticka (80S) | Mitochondrialni (55S)
Velka podjednotka 50S 60S 39S
23S (2904 nt) 28S (4700 nt) 16S (1560 nt)
rRNA 5S (120 nt) 5S (120 nt)
5.8S (160 nt)
Proteiny 33 ~49 48
Mala podjednotka 30S 40S 28S
rRNA 16S (1542 nt) 18S (1900 nt) 12S (950 nt)
Proteiny 20 ~33 29
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2. Cile prace

Cilem této bakal&ké prace je:
1) Amplifikovat a sekvenovat mitochondrialni geny tbvgnych drubh myxosporei.
2) Zkonstruovat fylogenetické stromy na zaKiadskanych dat.

3) Posoudit vhodnost studovanych gmo (Eely molekularni taxonomie myxosporei.
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3. Metody

3.1. Polymerazovaretézova reakce (PCR)

Reakéni snmés na PCR sefjpravila smichanim 2,fal 10x PCR pufru, 21 nukleotidi
(250umol), 1 ul forward primeru (10 pmol), il revers primeru (10 pmol), il Tag purple
polymerazy (1 jednotka), il DNA a doplrenim deionizovanou vodou na celkovy réak
objem 25ul.. Vzdy se dlala i negativni kontrola (reéki smés bez DNA) pro odhaleni
piipadné kontaminace. PouZivané primery jsou uveddalulce (Tabulka 2).

Nasledovala amplifikace v termocycleru (Biometr®rvni krok amplifikace byl
nastaven na 94 °C na 60 s. Po 30 cyklech zahrokjt#naturaciip teplo€ 94 °C po dobu
30 s, nasedani primepii teplot 48 °C po dobu 60 s a syntézu nového vlakna prgbi i
teplog& 72 °C po dobu 45 s nasledovala inkubaite&Z® °C po dobu 10 min. Druha pouzivana
amplifikace byla nastavena na 94 °C na 2 min, ic@d °C/ 45 s; 45°C /50 s; 72°C /
1 min, dale nasledovalo 30 cykB4 °C / 45 s; 50°C/1 min; 72°C/1 min a &&ma
inkubace byla 72 °C po dobu 10 min.

3.2. ,Long and accurate“ PCR (LA-PCR)

Pro gipravu jedné LA-PCR reakce se smichalop2x PCR pufru, 8 nukleotidi
(2 mmol), 1ul forward primeru (10 pmol), Ll revers primeru (10 pmol), 0,28 LA Taq
polymeréazy (2,5 jednotky), il DNA a doplnilo sterilni vodou na celkovy objem Hl)
Pouzivané primery jsou uvedeny v tabulce (Tabu)kaAnplifikace v termocycleru byla
nasledovna: 94 °C/60 s (94 °C/30 s; 55 °C/45 $(725 min) 30 cyki; 72 °C/15 min.
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Tabulka 2: PouZzité primery.

Nazev Cilovy gen Sekvence 55 3
HCO2198 COX1 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
LCO1490 COX1 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
cox2R1 COX2 CTCCRCATATTTCNGARCATTGNCC
cox2F1 COX2 AAGCWAATWGGNCATCARTGRTATTG
cobR876 CcOB GCRTAWGCRAAWARRAARTAYCAYTCWGG
cobF424 CcOB GGWTAYGTWYTWCCWTGRGGWCARAT
16SKudoa-F 16S rDNA CTTAATTATCTGTCATTTTATTG
16SKudoa-R 16S rDNA CTTTGTTACAGTCAAAATACTGC
F-COI-myxospec | COX1 GGWGGTTTTGGTAATTGRTTTGTA
R-COI-myxospec | COX1 GTAGTATTAAAATTWCGATCTGT
16S-L 16S rDNA GACTGTTTACCAAAAACATA
16S-H 16S rDNA CATAATTCAACATCGAGG
16S-Kud-in1F 16S rDNA TACTGCCAAAGAGTTCTACTGG
16S-Kud-inl1R 16S rDNA TAGCAGAAGAAAATTCTCTTGCCC
16S-Kud-in2F 16S rDNA TGATGACCAGGGAAGTATAAACG
16S-Kud-in2R 16S rDNA TCTTGCCCCATTATCCCTTAAC
16Smt-F 16S rDNA GTTAAGGGATAATGGGGCAAGA
16Smt-R 16S rDNA CCAGTAGAACTCTTTGGCAGTA

3.3. Gelové elektroforéza a izolace z gelu

K ovéreni spravného pbé¢hu PCR i LA-PCR se pouzivala gelova elektroforé2&os
agarézovym gelem. Navazilo se 0,55 g agarozy ausiip v 55 ml 0,5x TAE pufru,ivedlo
do varu v mikrovinné trouba poté ochladilo na cca 45 °C. Radani 3ul ethidium bromidu
a nasledném promichéani se takt@élady gel nalil do pipravené variky s rebinky a nechal
ztuhnout (pi pokojoveé teplat priblizné 30 minut). Po ztuhnuti gelu se do vzniklych Zkabk
nanesly vzorky z PCR a do prvniho Zlabku se dalb 0 bazového markeru. Elektroforéza
probihala p napti 70 V po dobu minimak30 minut. Poté se gel prohlédl pod U\&tem,
vyfotil a vytizly se prouzky gelu obsahujici PCR produkty véigpé velikosti.

PCR produkt byl izolovan pomoci kitu JET quick Gettraction Kit (Genomed).
K vytiznutému prouzku gelu s PCR produktem bytadno 300ul roztoku L1 a nechalo
se inkubovat $ teplo& 50 °C. Po patnacti minutdch se roztaklip do pripravené kolonky
a centrifugoval 1 minutu ip maximalnich otékéach. Slila se protekla tekutinafigalo se
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500ul pufr L2 a po gti minutach stani ip pokojové teplat se dvakrat zcentrifugovaldip
maximalnich otékach 1 minutu. Kolonka seagmistila do 1,5 ml mikrozkumavky & mo na
membranu seiffmalo 50ul sterilni vody. Nechala se inkubovat 1 minutiigokojové teplat
a zcentrifugovala 2 minutyfpmaximalnich otékach. Promyty PCR produkt se uchovaval p
teplog — 20 °C.

Izolace LA-PCR produktu byla prové&mha pomoci kitu QIAEX Il Gel Extraction Kit
(150) (Qiagen) podle manualu. &f3nuté bendy z gelu se daly do mikrozkumavkyidgto
se 300ul pufru QX 1, 200ul H,O a 10ul QIAEX II. Po 10ti minutové inkubaciip50 °C se
vzorek 30 s vortexoval ip maximalnich otékach a odpipetoval se supernatant. Pelet se
promyl 500ul pufru QX 1 a centrifugoval 30 gipmaximalnich oték&ch. Dvakrat se promyl
500 ul pufru PE, vzdy se odpipetoval supernatant a fagtoval 30 s i maximalnich
otatkach. Pelet se nechal schnoitgokojové teplat do té doby, nez zal (10 — 15 min),
piidalo se 2Qul vody a jemg propipetovalo. Poté nésledovala inkubace 5 nfin5p °C
a centrifugace 30 s. Do nové mikrozkumavky se cetpiyal supernatant a tim se ziskala

precistEna DNA.

3.4. Klonovani

Klonovani se sklada zhkolika c¢asti: ligace, transformace kompetentnich dsyun
kontrolni PCR a namnoZeni plasmidu.

Ligace se provatia pomoci kitu Qiagen PCR Cloning Kit (Qiagen). &igi reakni
smes se pipravila smichanim 0,hl klonovaciho vektoru, 2,bl ligaéniho master mixu a gl
PCR produktu. Taktofjfpravena srés se inkubovala dvhodiny (i teplot 14 °C.

Ligacni snmés se smichala s 65 — 1@0 kompetentnich buik (E. coli kmen XL-1),
opatrré se promichala a inkubovala se 10 minut na leduBB®iosekundovém teplotnim Soku
ve vodni lazni o teplét42 °C se sws dala opt inkubovat na led na 2 minutyii®alo se
200ul SOC media a dalo séepat ve vodorovné poloze na 45 miniit teplo€ 37 °C. Na
piipravené petriho misky s bakterialnigou (200 ml HO, 3 g bactoagar, 2 g bactotryptone,
1 g bacto-yeast extract, 2 g NaCl) se ridet40ul X-galu a transformovana st a misky se
inkubovaly ges noc v termostatuigeplot 37 °C.

Po transformaci butk nasledovala kontrolni PCR. Z narostlych kolomiipspetovaci
Spickou vypichla bila kolonie a rozmichala ve @Gsterilni vody. Z této buitné suspenze se
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piipravila PCR reaéni snes s polovéinim objemem nez pro standardni PCR, tedy s objemy
1,25l 10 x PCR pufru, lul nukleotidi, 0,5 ul M13 forward primeru, 0,5 M13 revers
primeru, 0,5ul Taq purple polymerazy a dogimo deionizovanou vodou na celkovy objem
11ul. Do takto gipravené srési se pidaly 2 ul bunééné suspenze a zbytek se uchovaval
v lednici pro namnoZeni plasmidu. Dale nasledoaaialifikace i téchto teplotach aasech:
95°C /10 min (95°C /30 s; 50°C / 50 s; 72 °@5/s;) 21x; 72 °C/5 min. Po vizualizaci
pomoci agardzove elektroforézy se u naamplifikoeanizorki pokratovalo s namnozenim.

Do zkumavky se 3 ml LB média (100 mb®, 1 g bactotryptone, 0,5 g bacto-yeast
extract, 1 g NaCl) sefjolalo 12ul ampicilinu a zbyl4 bakterialni suspenze. Zkumaskydaly
trepat pes noc na 37 °C

3.5. lzolace plasmidové DNA

Izolace plasmidové DNA se prowdd pomoci kitu JET quick Plasmid Miniprep Kit
(Genomed). Nejidve se pelila suspenze bakterii do 1,5 ml mikrozkumavkyeatdfugovala
se @i maximalni rychlosti 1 minutu. Potom se odstranifpytky média a pelet se
resuspendoval ve 25 roztoku G1. Aby biiky zlyzovaly, gidalo se 250ul roztoku G2,
jemnré promichalo tkolikerym prevracenim zkumavky a inkubovalo 5 minudt pokojové
teplog€. Pridanim 35Qul roztoku G3, promichanim a 10 minutovou centriftiggori
maximalnich oté&ach doslo k neutralizaci. Pak se supernataigliipdo kolonky,
centrifugoval 1 minutu, vylila se protekla tekutiagiidalo se 50Qul roztoku G4 a po dvou
minutovych centrifugacich doslo k promyti. Kolorga gemistila do 1,5 ml mikrozkumavky
a Eimo na silikonovou membranu kolonky sédalo 50ul vody. Vzorek se nechal inkubovat
1 minutu a po 2 minutach centrifugovari maximalnich otékach jsme ziskali plasmid,

ktery se uchovavalipteplot — 20 °C.

3.6. Sekvenovani

Sekvenace probihala v servisni labofiegenomiky. DNA byla sekvenovana po obou
fetézcich pomoci univerzalnich primieM13F a M13R, které nasedaji na plasmidovou DNA.

Sekvenace byla provedena pomoci automatického sétore ABI PRISM 3130xI.
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3.7. Fylogeneticka analyza

Sekverni data ze sekvenatoru byla kompletovana v progr@egMan (DNASTAR).
Uspaadani (alignment) bylo sestaveno ze ziskanych 1BSIAr sekvenci myxozoi
aPolypodium hydriforme a ze sekvenci ulozenych v genové bance (NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Z genomové databaz€B\l byly z oddleni eukaryotickych
organelovych genoin vyhledany 16S rDNA sekvence zasttp&ahavé (Cnidaria)

a houbova (Porifera). Sekvence byly us@olany v programu MAFFT verze 6.626b (Katoh
a kol. 2002) metodou E-INS-i.

Fylogenetickd analyza byla provedena di&ténmetodou (LogDet), metodou
maximalni uspornosti (maximum parsimony MP) a metoanaximalni pravgpodobnosti
(maximum likelihood ML) v program PAUP* 4.0b10 (Sffard 2001). LogDet analyza
a konstrukce stromu pomoci metody MP byla provedéearistickym vyhledavanim
s algoritmem TBR (tree-bisection-reconnection). Borransici ku transverzim byl 1:2.
Mezery v alignmentu byly analyzovany jako chjybi data. Pro ML byl ufen nejvhodgjSi
model evoluce pomoci LRT (likelihood ratio test)tody v programu Modeltest verze 3.06
(Posada a Crandall 1998). Statisticka podpora pEechny metody byla stanovena
boostrapovou analyzou s tisici opakovanimi VSecktrgmy byly zobrazeny programem
TreeView 32 (Page 1996). Na upravu fylogenetickgttomi byl pouZzit program Adobe
lllustrator 10 CE.
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4. Vysledky

4.1. Ribosomalni DNA data

Celkem bylo ziskano sedm sekvenci 16S rDNA myxoaierbachia pulchra,
Chloromyxum leydigi, Kudoa crumena, Kudoa inornata, Myxidium bergense, Sohaerospora
dicentrarchi a Sphaerospora sp.) a jedna sekvence drulRalypodium hydriforme.

Castena sekvenc&udoa crumena ma délku 414 bazi vymezenou primerem 16S-L a 16S-H
Obsah AT bazi je 70 % (Tabulka 3). Podle této se&eebyly navrZzeny specifické viif
primery 16S-Kudoa-in-1F(R) a 16S-Kudoa-in-2F(R). powziti £chto primeti byly ziskany
sekvence o velikosti 189 bazi dalSich Sesti myxaspd®0 srovnani jergjmé, Ze rozdily

v tétocasti jsou velmi malé. Je zde pouze rozd#phaerospora dicentrarchi v pozicich 171

a 196 aChloromyxum leydigi ma pouze jeden rozdil v pozici 306, kde je nalozdiiostatnich
myxo0zoi guanin. Alignment se ziskanymi sekvencemiyaznaenim primetdl je znazorsn

v priloze (Riloha 1).

Z Genoveé banky bylo vybrano 28 sekvenci 16S rDNKa¥ai a 3 sekvence zastupc
Porifera. Tyto sekvence byly srovnany seirda ziskanymi sekvenceniudoa crumena
a Polypodium hydriforme. V priloze (Riloha 2) je uveden alignment, ve kterém jsou Zahavc
roz&kleni do ti skupin Anthozoa, Scyphozoa a Hydrozoa. Alignmedt délku 802 bazi.

Vysledné stromy jsou znaze@my na obrazcich 3-7. Jejich topologie se u jedwmath
analyz lisi. V MP analyze (Obr. 3) $aidoa crumena vétvi spolu sPolypodium hydriforme
jako sesterska skupina scyphozoi a hydrozoi. BiikaiznostK. crumena aP. hydriforme je
podpdena 72 % bootstrapem. Vztah k hydrozoim a scyphozi podpden nizkym
bootstrapem 53 %. Vtéto analyze se skupina Hydroz&cyphozoa, K. crumena
aP. hydriforme vétvi v ramci anthozoi. Tato pozice ovSem nema padpmmotstrapu vyssi
nez 50 %. Nizk& hodnota bootsiiage promita v konsenzuélnim stromu, ktery se Wuzjea
polytomickym \&tvenim (Obr. 4). Rowt ML analyza (Obr. 5) odhalila blizkowipuznost
K. crumena a P. hydriforme s nizkou podporou bootstrapu. Tyto druhy s#vivv ramci
skupiny Anthozoa a jsou fylogeneticky vzdalené kdpiny Hydrozoa a Scyphozoa. V obou
analyzach majK. crumena a P. hydriforme dlouhé ¥tve. Byla provedena distéami metoda
s algoritmem LogDet (Obr. 6), kteraude odstranit artificialni vliv fetahovani dlouhych
vétvi. V této analyze s&. crumena vétvi sestersky ke skupinHydrozoa aP. hydriforme

v ramci skupiny Anthozoa. Bootstrapové hodnoty pomporu tohoto &veni jsou velmi
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nizké (pod 50 %). Dodate4 analyza ML (Obr. 7) s vyléanim druhwP. hydriforme za‘azuje
K. crumena do blizkosti hydrozoi stefrjako v analyze LogDet.

Tabulka 3: Délka sekvenci a AT obsah Zaha&yvi€. crumena, P. hydriforme a houbova.

Druh Délka sekvence (b) AT obsah (%)
Aurelia aurita 569 63
Savalia savaglia 695 49
Discosoma sp. 701 60
Rhodactis sp. 701 60
Ricordea florida 735 61
Nematostella sp. 602 57
Metridium senile 680 57
Pavona clavus 676 60
Agaricia humillis 676 60
Sderastrea radians 717 61
Porites porites 703 62
Mussa angulosa 509 65
Colpophyllia natans 534 63
Montastraea annularis 534 64
Anacropora matthai 675 61
Montipora cactus 675 62
Acropora tenuis 676 61
Madracis mirabilis 550 67
Seriatopora caliendrum 551 67
Sylophora pistillata 552 68
Pocillopora eydouxi 551 68
Acanella eburnea 649 59
Keratoisidinae sp. 648 59
Pseudopterogorgia bipinnata 631 58
Dendronepthya gigantea 631 59
Briareum asbestinum 645 59
Hydra oligactis 559 75
Hydra magnipapillata 556 76
Kudoa crumena 414 70
Polypodium hydriforme 383 62
Hippospongia lachne 563 61
Iricina strobilina 563 61
Ectyoplastia ferox 691 67
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Obr. 3: Fylogenetické vztahy Zahavmdvozené metodou maximalni parsimonidsla
u jednotlivych uzk udavaji hodnotu bootstrapu vySSi nez 50 %ritkdo délky Wtvi je

uvedeno pod stromem. Porifera byla stanovena jakgoap.
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Obr 5: Fylogenetické vztahy Zahavadvozené metodou maximalni praépddobnosti.
Cisla u jednotlivych uZl udavaji hodnotu bootstrapu vy3si nez 50 %iitlo délky &tvi je

uvedeno pod stromem. Délkatve Polypodium hydriforme je zkracena na polovinu.
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Porifera byla stanovena jako outgoup.
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Obr 7: Fylogenetické vztahy Zahavmdvozené metodou maximalni prapddobnosti
s vylousenim Polypodium hydriforme. Cisla u jednotlivych u#l udavaji hodnotu bootstrapu
vySSi nez 50 %. Rfitko délky \tvi je uvedeno pod stromem.év Kudoa crumena je

zkracena o polovinu.
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4.2. Protein-kodujici DNA data

V ramci bakaléské prace bylo snahou ziskat také sekmenlata mitochondiralnich

protein-koédujicich gen Opakované a modifikované PCR a nested PCR nevedly

k amplifikaci produki mitochondrialnich gah myxozoi. Vysledkem byla kil sekverné
ovétena amplifikace hostitelské DNA nebo negativni ggiek PCR. LA-PCR metoda byla

zavedena zidrodu opakované amplifikace hostitelské DNAzbou PCR. Primery pouzité

v této metod vymezovaly Usek &kolika geri a umoznily by ihned bezped rozpoznat
amplifikovanou hostitelskou DNA, jejiz délka je mna. Ve étSirg pripadi se amplifikace

vibec nezdala nebo doSlo k amplifikaci hostitelské DNA, co¥ld pro jistotu dodaine

potvrzeno sekvenovanim.

Kombinace primetr pro LA-PCR:

amplifikace Usekweox1 &z coxz:
LCO1490 - cox2F1
LCO1490 - cox2R1
HCO2198 - cox2F1
HCO2198 - cox2R1

amplifikace Usekweoxl az cob
LCO1490 - cobF424
LCO1490 - cobR876
HCO2198 - cobF424
HCO2198 - cobR876

amplifikace Usekeoxl az 16S
LCO1490 - 16Smt-F
LCO1490 - 16Smt-R
HCO2198 - 16Smt-F
HCO2198 - 16Smt-R

amplifikace Usekwox2 ¢z 16¢S:
cox2F1 - 16Smt-F
cox2F1 - 16Smt-R
cox2R1 - 16Smt-F
cox2R1 - 16Smt-R

amplifikace Usekweox2 az cob
Cox2F1 - cobF424
cox2F1 - cobR876
COox2R1 -cobF424
Ccox2R1 - cobR876

amplifikace Usekeob az 16S
cobF424 - 16Smt-F
cobF424 - 16Smt-R
CcOobR876 - 16Smt-F
CcobR876 - 16Smt-R

28



5. Diskuze

Délka sekvence 16S rDNA zastupmyxozoi je v porovnani s ostatnimi Zahavci velmi
kratka. Pamérna délka sekvence tohoto genu u Zahaje piblizné 560 bazi, coz je
0 150 bazi vice nez ziskana sekveKodoa crumena. Rovrez i obsah AT bazi je nepatrn
vySSi nez u ostatnich Zahav€Tabulka 3). Vyjimku tvéi druhy rodu Hydra, u kterych byl
zjistén AT obsah 75 % az 76 %. Tato hodnota AT obsakerp odpovida AT obsahu celého
genomu proHydra oligactis (Kayal a Lavrov 2008) a zaroweodpovida i AT obsahu
u ostatnich ziv&ichu s vyjimkou Zahawt (Lavrov 2007), kt& maji tento obsah o 10 % niZ5i.
Jest o 31 bazi kratSi délka sekvence byla &jiat uPolypodium hydriforme, piicemz obsah
AT byl o 8 % nizSi v porovnani se sekvemcicrumena. Bylo prokadzano, Ze kratké Useky
DNA sekvenci, které slouzi procé€ly barcodingu, rizou vypovidat o strukte celého
genomu (Min a Hickey 2007). V takovénipadt by mohly mit Myxozoa P. hydriforme co
do velikosti velmi nezvykle maly mitochondrialnirgem.

Prekvapuijici jsou minimalni rozdily u sedmi ziskany@&s rDNA sekvenci myxozoi.
Pripadna kontaminaceipripraw PCR byla vylodena opakovanym provedenim této metody
s negativni kontrolou. Nepatrné rozdily ve stud@mniseku genu jsou i u jinych skupin
Zahavdé. Z alignmentu a stromu konstruovaného di&é@mmetodou LogDet vyplyva velka
sekverini podobnost napmezi druhy rodiMadracis, Seriatopora, Stylophora a Pocillopora.

Topologie strom konstruovanych tznymi fylogenetickymi metodami (MP, ML
a LogDet) se lisSily. V MP a ML analyze druly crumena a P. hydriforme klastrovaly spolu.
Tato fylogeneticka pozice je ve skod praci Siddalla a kol. (1995), ve které na zaklad
kombinované analyzy morfologickych a molekularnidat prezentovali Myxozoa jako
sestersky taxon druhB. hydriforme. Poz&jSi analyza Hanelta a kol. (1996) a Andersona
a kol. (1998) vylotila moznou pibuznost &chto taxor na zaklad fenoménu zvaného Long
branch attraction (LBA, ifitahovani dlouhych &tvi). Distartni metoda LogDet, ktera byla
provedena za delem potlgeni pgipadného LBA, potvrdila vysledky Hanelta a kol.
a Andersona a kol. V této analyzeksecrumena vétvi sestersky k hydrozoimR hydriforme
v ramci anthozoi. PozicK. crumena byla owfena dodat@ou analyzou ML s vylatenim
sekvenceP. hydriforme. K. crumena se v této analyze névila vramci anthozoi, ale
klastrovala k hydrozoim stejnjako v analyze LogDet. Z uvedeného plyne,Kzecrumena
byla ,pfitazena“ sekvencP. hydriforme. Z vysledki Ize pedpokladat, Ze spravna pozice

K.crumena na zaklad 16S rDNA dat je sesterska pozice ke skdépifydrozoa. Stejna
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fylogenetick& pozice byla publikovana Jiménez-Gukol. (2007) pro drulBuddenborckia
plumatellae jako zastupce myxozoi.

PredloZzené vysledky fylogenetické analyzy DNA dater&t odpovidaji kratkému
useku 16S rDNA sekvence, se shoduji s vysledkyigaulbvé analyzy Jiménez-Guri a kol.
(2007). Pro zji&ni pribuzenskych vztah myxozoi a Zahavc by mohl byt tedy
mitochondrialni genom vhodnym genetickym ukazatele@vSem jako ve zmémé
multigenové analyze ma zastupce myxozoi v provederadyze 16S rDNA dlouhouétev.
Tento jev, ktery je dan vysokou substitii rychlosti v piibéhu evoluce a iive pisobit
arteficialni vysledky fylogenetickych analyz (Sidlda Whiting 1999), znemailije zjiS€ni
piibuzenského vztahu myxozoi a dalSich dlogtmxnych taxon jako jeP. hydriforme nebo
cela skupina bilaterii. 16S rDNA je tedy vhodna pasouzeni fibuznosti myxozoi v ramci
Zahava@, ale neni vhodna pro SirSi analyzu myxozoi v rameiazoi. Bhem bakal&ské prace
se nepodédlo ziskat Zadny protein-kddujici mitochondridlnéng a tedy nelze posoudit
vhodnost &chto geti profeSeni fylogenetickych vztahObdobr velmi obtiznd amplifikace
protein-kodujicich gean myxozoi byla zaznamenana také Fialou a BartoSo{&il0)

v pripact jadernych gein
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. Zawr

Poddilo se ziskat 16S rDNA sekvenci u sedmi zastupryxozoi a druhuwPolypodium

hydriforme.

Byla zjiS€na nezvykle kratkd sekvence 16S rRNA genu jak u angk tak
u P. hydriforme.

Fylogenetickd analyza odhalila velmi dlouh&we u no¥ ziskanych sekvenci, které

zn&i jejich vysokou evoléni rychlost.

Vysledky bakal#&ské prace potvrdily fylogenetickou pozici myxozorawnci Zahavi

a v blizké pibuznosti hydrozoi.

Byla potvrzena obtizna amplifikace protein-kédwfcger myxozoi.

Na zéklad analyzy 16S rDNA lzefiedpokladat, Ze mitochondrialni data jsou vhodnym

markerem pro posouzeni fylogenetickych vitatyxozoi a Zahavc

31



7. Seznam literatury

ANDERSON C. L., CANNING E. U., OKAMURA B. 1998: Ariploblast origin for
Myxozoa? Nature, 392: 346 — 347.

ANDERSON S., BANKIER A. T., BARRELL B. G., DE BRUN M. H., COULSON A. R.,
DROUIN J., EPERON I. C., NIERLICH D. P., ROE B. SAANGER F., SCHREIER P.
H., SMITH A. J., STADEN R., YOUNG I. G. 1981: Seque and organization of the
human mitochondrial genome. Nature, 290: 457 — 465.

ARNASON U., XU X., GULLBERG A. 1996: Comparison keten the complete
mitochondrial DNA sequences Biomo and the common chimpanzee. J. Mol. Evol., 42:
145 — 465.

BARTHOLOMEW J. L., ATKINSON S. D., HALLETT S. L., OWENSTINE L. J.,
GARNER M. M., GARDINER CH. H., RIDEOUT B. A., KEEM. K., BROWN J. D.
2008: Myxozoan parasitism in waterfowl. Int. J. &satol., 38: 1199 — 1207.

BEAGLEY C. T., OKIMOTO R., WOLSTENHOLME D. R. 1998The mitochondrial
genome of the sea anemokletridium senile (Cnidaria): Introns, a paucity of tRNA,
genes and a near-standard genetic code. Cenet:s]1091 — 1108.

BOORE J. L. 1999: Animal mitochondrial genomes. BiecAcids Res., 27: 1767 — 1780.

BOORE J. L., COLLINS T. M., STANTON D., DAEHLER LL., BROWN W. M. 1995:
Deducing the pattern of arthropod phylogeny fronogtiondrial DNA rearrangements.
Nature, 376: 163 — 165.

BOYCE T. M., ZWICK M. E., AQUADRO C. F. 1989: Mitdwndrial DNA in the bark
weevils: Size, structure and heteroplasmy. Genetiz3: 825 — 836.

BRIDGE D., CUNNINGHAM C. W., SCHIERWATER B., DESALE R., BUSS L. W.
1992: Class-level relationships in the phylum Cnalaevidence from mitochondrial
genome structure. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, §%®B- 8753.

BYBEE S. M., OGDEN T. H.,, BRANHAM M. A., WHITING M.F. 2008: Molecules,
morphology and fossils: a comprehensive approaclodonate phylogeny and the
evolution of the odonate wing. Cladistics, 24: 514.

CANNING E. U., CURRY A., FEIST S. W., LONGSHAW MOKAMURA B. 1999:
Tetracapsula bryosalmonae n. sp. for PKX organism, the cause of PKD in salido
fish. Bull. Eur. Assoc. Fish Pathol., 19: 203 — 206

CAVELIER L., JOHANNISSON A., GYLLENSTEN U. 2000: Aatysis of mtDNA copy

number and composition of single mitochondrial igle$ using flow cytometry and
PPCR. Exp. Cell Res., 259: 79 — 85.

32



DANIELS S. B., HERMAN R. L., BURKE C. N. 1976: Fingtructure of an unidentified
protozoan in the epithelium of rainbow trout expmbs® water with Myxosoma
cerebralis. J. Protozool., 23: 402 — 410.

DE ROJAS M., MORA M. D., UBEDA J. M., CUTILLAS C.NAVAJAS M,
GUEVARA D. C. 2001: Phylogenetic relationships irhifbnyssid Mites (Acari:
Rhinonyssidae) based on mitochondrial 16S rDNA emges. Experimental and
Applied Acarology, 25: 957 — 967.

DIAMANT A., LOM J., DYKOVA 1. 1994: Myxidium leei n sp., a pathogenic myxosporean
of cultured sea bream Sparus-aurata. Dis. Aquaf., @9: 137 — 141.

EL-MATBOULI M., HOFFMANN R. W. 1998: Light and elé&®on microscopic study on the
chronological development oMyxobolus cerebralis in Tubifex tubifex to the
actinosporean stage triactinomyxon. Int. J. Parasz8: 195 — 217.

EL-MATBOULI M., HOFFMANN R. W., MANDOK C. 1995: Ligpt and electron
microscopic observations on the route of the tmachyxonsporoplasm dflyxobolus
cerebralis from epidermis into rainbow trout cartilage. J.H&iol., 46: 919 — 935.

FIALA I. 2006: The phylogeny of Myxosporea (Myxo2daased on small subunit ribosomal
RNA gene analysis. Int. J. Parasitol., 36: 1525341

FIALA |., BARTOSOVA P. 2010: History of myxozoan aftacter evolution on the basis of
rDNA and EF-2 data. BMC Evolutionary Biology (sulitad).

FULLER K. M., ZOUROS E. 1993: Dispersed length pobrphism of mitochondrial DNA
in the scallogPlacopecten magellanicus (Gmelin). Curr. Genet., 23: 365 — 369.

HANELT B., VAN SCHYNDEL D., ADEMA C. M., LEWIS L. A, LOKER E. S. 1996: The
phylogenetic position of Rhopalura ophiocomae (@m#ttida) based on 18S ribosomal
DNA sequence analysis. Mol. Biol. Evol., 13: 1187191.

HEDRICK R. P., EL-MATBOULI M., ADKISON M. A., MACCONNELL E. 1998:
Whirling disease: re-emergence among wild troutntmol. Rev., 166: 365 — 376.

HOFFMANN R. J., BOORE J. L., BROWN W. M., 1992:A ve mitochondrial genome
organization for the blue mussMytilus edulis. Genetics, 131: 397 — 412.

JIMENEZ-GURI E., PHILIPPE H., OKAMURA B., HOLLAND P W. H. 2007:
Buddenbrockia is a cnidarian worm. Science, 31%:41118.

KATOH K., MISAWA K., KUMA K., MIYATA T. 2002: MAFFT: a novel method for rapid
multiple sequence alignment based on fast Fourgstorm. Nucleic Acids Res., 30:
3059 — 3066.

KAYAL E., LAVROV D. V. 2008: The mitochondrial gemee ofHydra oligactis (Cnidaria,

Hydrozoa) sheds new light on animal mtDNA evolutaord cnidarian phylogeny. Gene,
410: 177 — 186.

33



KEDDIE E. M., HIGAZI T., UNNASCH T. R. 1998: The maichondrial genome of
Onchocerca volvulus. sequence, structure and phylogenetic analysid. Biochem.
Parasitol., 95: 111 — 127.

KENT M. L., ANDREE K. B., BARTHOLOMEW J. L., EL-MABOULI M.,
DESSER S. S., DEVLIN R. H., FEIST S. W., HEDRICK R, HOFFMANN R. W.,
KHATTRA J., HALLETT S. L., LESTER R. J. G., LONGSHX M.,
PALENZEULA O., SIDDALL M. E., XIAO C. X. 2001: Recd advances in our
knowledge of the Myxozoa. J. Eukaryot. Microbidi8: 395 — 413.

KENT M. L., MARGOLIS L., WHITAKER D. J., HOSKINS GE., MCDONALD T.E.
1994: Review of Myxosporea of importance to salrdoisheries and aquaculture in
British Columbia. Fol. Parasitol., 41: 27 — 37.

KOC E. C., BURKHART W., BLACKBURN K., MOYER M. B.SCHLATZER D. M.,
MOSELEY A., SPREMULLI L. L. 2001: The large subtrof the mammalian
mitochondrial ribosome. Analysis of the complemehtibosomal proteins present. J.
Biol. Chem., 276: 43958 — 439609.

LAVROV D. V. 2007: Key transitions in animal evolom: a mitochondrial DNA
perspective. Integr. Comp. Biol., 47: 734 — 743.

LOM J., DYKOVA I. 2006: Myxozoan genera: definitiand notes on taxonomy, life-cycle
terminology and pathogenic species. Fol. Parasgsl.1 — 36.

LOM J., DYKOVA 1., 1992: Protozoan parasites ohes. Elsevier Science, Amsterdam

MILYUTINA I. A., ALESHIN V. V., MIKRJUKOV K. A., KEDROVA O. S,
PETROV N. B. 2001: The unusually long small subuitibsomal RNA gene found in
amitochondriate amoeboflagellate Pelomyxa palusitss rRNA predicted secondary
structure and phylogenetic implication. Gene, 272t — 139.

MIN X. J., HICKEY D. A. 2007: DNA barcodes providequick preview of mitochondrial
genome composition. Plos One, 2: e325.

MONTEIRO A. S., OKAMURA B., HOLLAND P. W. H. 2001:Buddenbrockia is
a Myxozoa. A. Zool., 41: 1648 — 1648.

MORAN J. D. W., MARGOLIS L., WEBSTER J. M., KENT M.. 1999: Development of
Kudoa thyrsites (Myxozoa: Myxosporea) in netperregdaAtlantic salmon determined
by light microscopy and a polymerase chain reactest. Dis Aquat. Org., 37: 185 —
193.

MORITZ C., DOWLING T. E., BROWN W. M. 1987: Evolain of animal mitochondrial
DNA: relevance for population biology and systemstiAnnu. Rev. Ecol. Syst., 18: 269
- 292.

O BRIEN T. W. 1971. The general occurence of 53%sdmes in mammalian liver
mitochondria. J. Biol. Chem., 246: 3409 — 3417.

34



OJALA D., MONTOYA J., ATTARDI G. 1981: tRNA puncttian model of FNA processing
in human mitochondria. Nature, 290: 470 — 474.

OKIMOTO R., MACFARLANE J. L., CLARY D. O.,, WOLSTENBLME D. R. 1992: The
mitochondrial genomes of two nematod€sgnorhabditis elegans and Ascaris suum.
Genetics, 130: 471 — 498.

PAGE R. D. M. 1996: TreeView: An application to plesy phylogenetic trees on personal
computers. Comput. Appl. Biosci., 12: 357 — 358.

POSADA D., CRANDALL C. A. 1998: MODELTEST: testinghe model of DNA
substitution. Bionformatics, 14: 817 — 818.

PRUNESCU C. C., PRUNESCU P., PUCEK Z., LOM J. 200The first finding of
myxosporean development from plasmodia to sporestamestrial mammals:
Soricimyxum fegati gen. et sp n. (Myxozoa) from &oaraneus (Soricomorpha). Fol.
Parasitol., 54: 159 — 164.

SHADEL G. S., CLAYTON D. A. 1997: Mitochondrial DNAnaintenance in vertebrates.
Annu. Rev. Biochem., 66: 409 — 435.

SIDDAL M. E., MARTIN D. S., BRIDGE D., DESSER S.,£ONE D. K. 1995: The demise
of a phylum of protists: Phylogeny of myxozoa arigeo parasitic cnidaria. J. Parasitol.,
81: 961 — 967.

SIDDALL M. E., WHITING M. F. 1999: Long-branch abattions. Cladistics, 15: 9 — 14.

SITJA-BOBADILLA A., ALVAREZ-PELLITERO P. 1993: Pathlogic effects of
Sohaerospora dicentrarchi  Sitja-Bobadilla and Alvarez-Pellitero, 1992 and
S tedticularis Sitja-Bobadilla and Alvarez-Pellitero, 1990 (Myxasea: Bivalvulida)
parasitic in the Mediterranean sea bBssentrarchus labrax L. (Teleostei: Serranidae)
and the cell-mediated immune reaction: a light eledtron microscopy study. Parasitol.
Res., 79: 119 — 129.

SMITH M. J., ARNDT A., GORSKI S., FAJBER E. 1993hd& phylogeny of echinoderm
classes based on mitochondrial gene arrangemeisl.JEvol., 36: 545 — 554.

SMOTHERS J. F., VONDOHLEN C. D., SMITH L. H., SPALR. D. 1994: Molecular
evidence that the Myxozoan Protists are Metazdacisnce, 265: 1719 — 1721.

SUAREZ-DIAZ E., ANAYA-MUNOZ V. H. 2008: History, ofectivity, and the construction
of molecular phylogenies. Stud. Hist. Phil. BioloBied. Sci., 39: 451 — 468.

SWOFFORD D. L. 2001: PAUP*: Phylogenetic Analysisity Parsimony (*and other
methods), Version 4.0b8. Sunderland, Massachus&ttauer Associates.

TAKAMATSU C., UMEDA S., OHSATO T., OHNO T., ABE Y.,FUKUOH A.,
SHINAGAWA H., HAMASAKI N., KANG D. 2002: Regulatiorof mitochondrial D-
loops by transcription factor A and single-stran@®dA-binding protein. EMBO Rep.,
3: 451 — 456.

35



WESTFALL J. A. 2004: Neural pathways and inervatmncnidocytes in tentacles of sea
anemones. Hydrobiologia, 530: 117 — 121.

WOLF K., MARKIW M. E. 1984: Biology contravenes @axomy in the Myxozoa: new
discoveries show alternation of invertebrate andebeate hosts. Science, 225: 1449 —
1452.

XIAO C., DESSER S. S. 2000: The longevity of aciporean spores from oligochaetes of
Lake Sasajewun, Algonquin Park, Ontario, and tresction to fish mucus. J. Parasitol.,
86: 193 — 195.

ZARDOYA R., GARRIDO-PERTIERRA A., BAUTISTA J. M. 18: The complete

nucleotide sequence of the mitochondrial DNA genoofe the rainbow trout,
Oncorhynchusnykiss. J. Mol. Evol., 41: 942 — 951.

36



Prilohy

Priloha 1: Alignment ziskanych sekvenci myxozoi.

Kudoa crunena

Kudoa i nornat a

Sphaer ospora sp.

Auer bachi a pul chra

Myxi di um ber gense

Sphaer ospora di centrarch
Chl or omyxum | eydi g

Kudoa crumena
Kudoa i nor nat a
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Priloha 2: Alignment: K. crumena, P. hydriforme, Anthozoa, Scyphozoa, Hydrozoa, Porifera.
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gact gttt accaaaaacat agct @ttt ot t

lagacct gcccfat ggt t g

lagacct gccciat ggt t gltlat ct laaaal
lagacct gcccffat ggt t gltjat ct Blaaaal
agacct gcccaat ggt t Bt at ct §aaaal
agacct gcccaat ggt t gt at ct @aaaal
agacct gcccaat ggt t gt at ct @aaaal
aBlacct gcccfilat ggt t gt at ct @aaffal
aBlacct gcccldlat ggt t gt at ct §aal]
aglacct gcccllat ggt t gt at ct @aaldal
aglacct gcccfeat got t offat ct daadal

t gaallgt agaagt at [slaagggt
t gaaltlgt agaagt at flaagggt
t gaal

gact gt t t accaaaaacat agct [t t t gt 4t
gact gt t t accaaaaacat agct [t t t gt (4t
gact gttt accaaaaacat agct [{t t t gt [{ft
gact gt t t accaaaaacat agct ct [t gct aalft|oflt MERIoaagt at Eelagggt
€ @t tct cct §ElgacEMagE el
[0 aagt at gfloggt
tact t CEWEEEaggR):
[EWdoaagt at ghlagggt

aaglt at @laglggt
aaglt at @Wlaglggt
gape

al

it
gact gt t t [fs]caaaaacat agct [#&t Elojd EBlagBlat Elg of
gact gt t t [elcaaaaacat agct [§et ElgQ gElagelgt Eloal o
gact gt t t accaaaaacat agct [t BElgcElaaklalict ElalEWt [Myaagt at [{e]aEElgt Mo

gact gt t t accaaaaacat agct ct gt gct aagle|
gact gt t t accaaaaacat agct ct gt gct aaglelg
gact gt t t accaaaaacat agct ct €t gct aagljols

i

gact gt t t accaaaaacat agct ct gt gct aaglelg

at aaaaa

[¢]
Hydra magni papil | ata
udoa crunena
Pol ypodi um hydri f or ne
H ppospongr a T achne
Ircinia strobilina
Ectvopl asia ferox

aall
it [t ct Elaa
gt ol eI Yofofc!o S RTRACIAEN JoEE! ¢ t aaacaaJaflat at t gfit

210 270

Saval i a savaglia

Di scosona sp.
Rhodactis sp.

Ri cordea florida
Nenmat ostel | a sp.
Metridiumsenile
Pavona cl avus
Agaricia humlis
Siderastrea radi ans
Porites porites
Miussa angul osa

Col pophyl I'i a nat ans
Mont astraea annul ari s
Anacr opora matt hai
Mont i pora cactus
Acropora tenuis

9
cgt gaflaat gt agcgt aat caat agt caat t aat t gt t ggccggt at gaat ggt gt cacgaagglgct cact gt
cgt gaglaat gt agcgt aat caat agt caat t aat t gt t ggccggt at gaat ggt gt cacgaaggt ct cact gt
cgt gat aat gt agcgt aat caat fjgt caat t aat t gt t ggccggt at gaat ggt gt cacgaaggffct cact gt
cgt gat aat gt agcgt aat caat agfcaat t aat t gt t ggccggt at gaat gg[gt cacgaaggdccact gt
cgt gat aat gt agcgt aat caat agfgcaat t aat t gt t ggccggt at gaat gg[gt cacgaagglgcfgcact gt
cot gaEaat gt agcgEaat Baat agt caat taatt gt t gEccggt at gaat ggt gt cacgaffggt ct cEct gt

ct §aagaafflags¥cc/dit gaaat t gaat Mot agt gaagat gct ac
ct t aagaf]aEqicElt gaaat t gaaklt ot agt gaagat gct ac
cttaag
cttaag|

cgt gaglaat gt agcgglaat caat agt caat t aat t gt t gglccggt at gaat ggt gt cacgalgggt ct cigjct gt
cgt gat aat gt agcgt aat caat agt caat t aat t gt t ggccggt at gaat ggt gt cacgalggt ct cact gt
cgt gat aat gt agcgt aat caat agt caat t aat t gt t ggccggt at gaat ggt gt cacgalegggt ct cact gt
ot gaBlaat gt agcgt aat caat ot [aat t aat t gt t gBlccggt at gaat ggt gt cacgaalot @t clct gt
ot gaglaat gt agcgt aaSERREIAEsafltal]t §ofoglccogt at gaat ggt gt cacgaaglgt @t clct gt
{0t gaglaat gt agcgt aat caat [{ot [Jaat t aat t gt t gglccggt at gaat ggt gt cacgaaglgt [§t clct gt
cgt gaglaat gt agcgt aat caat agt caat t aat t gt t ggccggt at gaat ggt gt cacgaéggl ct cact gt

cttaal
ctt aaj

cttaag
cttaag

cgt gaglaat gt agcgt aat caat agt caat t aat t gt t ggccggt at gaat ggt gt cacgagggt ct cact gt
cgt gaglaat gt agcgt aat caat agt caat t aat t gt t ggccggt at gaat ggt gt cacgapggt ct cact gt

Acanel | a eburnea

Ker at oi si di nae sp.
Pseudopt er ogor gi a bi pi nnata
Dendr onepht hya gi gant ea

Aurelia aurita
ra oligactis
Hydra magni papi | | ata
udoa crunena
Pol ypodi um hydri f or me
[ H ppospongr a Tachne |

Ircinia strobilina
Ectyopl asia_ferox

t @ct Bt act t Fla@i¥tlaat cHEEal!t gaaat t ENREELE! Sldoaaal
ElcEWt @t BcafaBlcEl - - gaccaccciisE!t cER

t aaaga
t aaagacaat t aaat ggccgeggt aacact gac|

at aaaaajielat t at aECHEE! t [EEEET gt at t aaat [s[e]a1( [o]of
BT cdt aa@dt aaaatllat t aaat ggEldac
gc

ct t aagaaaat (gt cc[liit gaaat t gaadt t gt agt gaagat gt acat @daaat
t Mdaaat
t deafat
ct t aagfSaali]t @t ccalt gaaat t gaaldt t gt agt gaagat gt acat (aaat

laast @t ccalit gaaat t gaaldt t gt agt gaagat gct acat Haaat

aaat @t ccaliit gaaat t gaaft t gt agt gaagat gct acat f¥aaat
ct t aagaaaat [st ccalt gaaat t gaadt t gt agt gaagat gct acat daaat
ctt aaEaaaat BBt gaaat t gaait t gt agt gaagat gt acat @aaat

laaat [t ccalit gaaat t gaagh t gt agt gaagat gct acat [feaaat
aaat [t ccalt gaaat t gaat t gt agt gaagat gct acat [feaaat

aat t aaat ggccgcggt aacact glac|

ot
alde[daa§ oflc oo ot dac

tcffttt cgaflit t aale|glsldalet t aaaldggccgegot aafligelt gac|
tclgt tt cgadt t aal|gel§alélt t aaal§ggccgcggt aalElt gac|
#aollt aaflgacaat t aaat ggccgcggt aagWct gac

t gt §agacgagaaggcc
t gt aagacgaflaagacc
t gt aagacgaglaagacc
t gt @agacfagaagficc
t gt §agacklagaag@cc

CC|

laaaat C@EaE!t gaaat t gaa@t t gt agt gaagat gct acat #laaat
laaaat E§gatlt gaaat t gaa@t t gt agt gaagat gct acat [#laaat
ctt aagEaaat 8t ccalt gaaat t gaadt t gt agt gaagat gct acat deaaat

Madracis mrabilis [{ot gat aat gt agcgaat caat gt caat t aat t gt t gBlccggt at gaat ggt Et cMcgaallot @t @dct ot @ct t aaflaaaat It @caglt gaaat t Elaaj#dt gt agt gaagat gct acat [@sdaat
Seri atopora cal i endrum [§ot gat aat gt agcgt aat caat @ot caat t aat t gt t gglccggt at gaat ggt g§cMcgaatlgt @t @act gt @ct t aatlaaaat it @caklt gaaat t claaldt t gt agt gaagat gct acat @lflaat
Styl ophora pistillata [§ot gat aat gt agcgt aat caat @gt caat t aat t gt t gglccggt at gaat ggt BlgcMcgaatlgt @t @act ot @ct t aatlaaaat it @caklt gaaat t claaldt t gt agt gaagat gct acat @lflaat
Poci | | opora eydouxi [§ot gat aat gt agcgt aat caat [§gt caat t aat t gt t gglccggt at gaat ggt glt cMcgaaglot [§t @fct gt @ct t aaglaaaat gt [§caglt gaaat t tlaal@dt gt agt gaagat gct acat [faat

t gElaagacgagaagacc
t gglaagacgagaagacc
t gt aagacgagaagacc
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FEdoggcoflclERECt EARE|c agccccflcg [ sl g OBt Mlaaacddcact
aat afslat agt t t agat {afélgt ggt gt § 5t F[Edot t agt aaaafi@t cact

Saval i a savaglia
Di scosoma sp.
Rhodactis sp.
Ricordea florida

aat alsjat agt t t agat @at gt ggt gt §aal ¢t *[@dot t agt aaaaji@lt cact
tlat aaat Jot t t agat §at gt got gt §aat ghelat t Eelalelt llaaaaaat at at gt gt gt t caagt t WElot Hagt aaaacft cact

Nemat ostel | a sp. aat aaaflagt t t agat aafs|gt ggEt (LF] t t gEloot aflt flaaaca§cact
Metridium senile laat aaaglagt t t agat aat gt gg[sElt Hefs] t t @goot t aglt tlaaacaly

Pavona cl avus aat gt ggt gt ¢lalgt caal I8t Elgggt t agaaaagce

Agaricia humlis @at gt ggt gt tlaat caal t t Elgggt t agaaaagce

Si derastrea radi ans at gt ggt gt #aa¥cELEgLt t aal t t 5Jgggt t agaaaagc

Porites porites aat gt ggt gt aalcllelt tlelgat t aff] t t flgggt t agaaaagc

Missa angul osa

Col pophyl i a natans

Mont astraea annul ari s

Anacropora matt hai Mot slaldt t aaal t agtttt aafaat gt ggt gsfslat [@aal Efoot t aaaaagc
["oldt slaldt t aaal t agttttaafaat gt ggt gfefslat @aal Efoot t alaaaagc
[gjoldt slaldt t aaal t agt tt t aafaaltlgt ggt gldelslat [@aal Elgggt t alaaaagfi

at a

at a

at a

Mont i pora cactus
Acropora tenuis
Madracis mirabilis
Seri atopora cal i endrum
Styl ophora pistillata
Poci | | opora eydouxi
Acanel | a ebur nea
Ker at oi si di nae sp.
Pseudopt er ogor gi a bi pi nnat a
Dendr onepht hya gi gant ea
Briareum asbestinum
Aurelia aurita

ra oligactis
Hydra nmagni papil | ata

udoa crunena
Pol ypodi um hydri f or ne
I

Ircinia strobilina

Ectyopl asia ferox jt EYREENE t (#EY laaakladc at |
460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590
e

Saval i a savaglia cccccElglcEBlagggl|cEEEccccdccggg ISIsloggalsetlt fslt aagt Blogacagt t tlslot t ggggcgacdocct ttt alalsagt aacgaagododac t t aaggt Sldeldaglt t aat [sjaldt sk

Di scosona sp. [Sttttattttaagalfsodt aact o [R¥elactt Elaklgt t ELEIgEBlat RERLt aagt @gacagt t tsjgt t ggggcgaldgcct t t t aaaaagt aacgaaggofslac t t aagElt alMat at t t aat as|t t [s]¥

Rhodactis sp. [Mttttattttaagalssot fact @ imslactt claelgt t elElgEElat Rt aagt @elgacagt t tslgt t ggggcgaddgcect t t t aaaaagt aacgaaggofslac t t aagElt aMat at t t aat ajst t [s]8e

Ri cordea florida JetttattttFagalodt aactd [Eefelaglt t aBlgt t ERElgEElat PElf)t aagt @lgacagt t tsjgt t ggggcgafdgcct t t t aaaaagt aacgaaggofslac t t aagglt aMat at t t aat as|t t [s]§

Nenmat ostel | a sp. [Mttttattttaagasklo™t aacys

t ElgggalEElt fl]agt [§ gaﬂagt ttfot t ggggcgaccct tt t aaaalfgt aacgaaggcgglgc

t t aaggt (et ali)t t aat aalEElIR]
t gogoalsEElt Sldaagt @ogadact t t ot t ggggcgaciglect t t t aaaalfgt aacgaagofogloc

Metridium senile [Mitttattttaagalklodt aacy g t t aaggt Mefe]t als]t t aat afef«t Ele]ds]
Pavona cl avus ttttattttaagagklgeHaact [ aaaalgElt at gttt tt gggat t skl aagt fElgacagt t tsjgt t ggggcgacMgcct t t laaaaagt aacgaaggcgsElc
Agaricia humlis ttttattttaagagEighldaact [§e laaaajElt at gttt t t gggat t {@eElt aagt sElgacagt t tsjgt t ggggcgacMgcct t t flaaaaagt aacgaaggcgsElc o]
Siderastrea radi ans Mttt tattttaagagklgsdaact o aaaacttat gt ctttgggat t @eElt aagt slggacagt t ttot t ggggcgacgcct t t flaaaaagt aacgaaggcgglac t t aagEh agat at t t afsit dat

Porites porites [bttttattttaagagElgdt aact aaaact tat gt cttt gggat t fleElt aagt flggacagt t t gt t ggggcgacdgcct t t glaaaaagt aacgaaggcglge t t aagglt at at

Missa angul osa Bt aagf¥lggafagt t t Mot t ggggcoacElofilt t t t aaaaagt aacflaalElcggElc ¥ Elt EEdofElgc®ctlcc - cligBlaak
t Maldogelt alelst t GaleREN«t tlacElal
¥ Elt fejcofElgc®cElce - - cfgElaag!

Col pophyl I'i a nat ans Elt aagslggacagt t t @gt t ggggcgacElgldt t t t aaaaagt aacglaatElc geElc|

Mont astraea annul ari s Elt aaggelggacagt t t @ot t ggggcgacgly

ttt t aaaaagt aacglaagklcggElc

Anacropora natt hai [ttt tatttplaagakElgsdaact [ laaaact t at gt ct t t gggaldt [MeElt aagt tlggacagt t tsjgt t ggggcgaldgcct t t laaaaagt aacgaaggcgslgc t t aagflt at at at t t alelt [§at
Monti pora cactus gttt t at t t flaagakElgsMaact [ aaafilct t at gt ctt t gggat t @eElt aagt lggacagt t t{¢jgt t gggcEadgcct t t flaaaaagt aacgaaggcgfelgc tt aaggt at at at t t ajvt @at
Acropora tenuis gttt t at t t flaagakElgsMaact [ aaaacttatBlt ct tt gggat t #eElt aagt slggacagt t t ot t ggggcgafdgcct t t flaaaaagt aacgaaggcgglgc
Madracis mrabilis Ittt gt aagEElgacagt t t @ot t ggggcgackloldt t t t aaaaagt aac gaafEWoEElC ¥t gaafl
Seri atopora cal i endrum gttt ettt Elt aagEElgacagt t t @gt t ggggcgacklolt t t t aaaaagt aafjgaatEWqEEC imdt gaagt
Styl ophora pistillata ettt ettt Elt aageEElgacagt t t @gt t ggggcgacElgldt t t t aaaaagt aacgaatEWgEEIlC |t gaag!
Poci | | opora eydouxi ettt geeet Elt aagt gElgacagt t t @ot t ggggcgacklolt t t t aaaaagt aac gaagEWoeElac 8t gaag!
Acanel | a eburnea aifcciElamfgt flagt t aa{iEE! @t (]t @elot glggacagt t tElot t ggggcgaci@cct t t flaaflaagflaacgaaggcgglac aflt clcElt t ellcys
Ker at oi si di nae sp. ajjcciielamdct clagt t aaeE! &t [t Welot Blggacagt t tElot t ggggcgaciEElcct t t slaaflaagklaacgaaggcgglgc aglt ccElt t clelce
Pseudopt er ogor gi a bi pi nnat a | accciiEla@flt clagt t aa#eEl @t [t Welgt Elggacagt t tElgt t ggggcgaciEElcct t t slaaflaagelaacgaaggcgglgc ggt at aMaBEL[dEElafet Haddag¥ct
Dendr onepht hya gi gant ea alficiiElamfgt gagt t aaeE! &t (]t [Welot slggacagt t tElot t ggggcgacdgcct t t slaaflaageElaac gaaggcgglgc ClejEEICElaaget aglt clcElt t Ellcs
i i cciEla@ict Bagt t aageElagt [t |gejot Blggacagt t tElot t ggggcgaci@cct t t slaafaagglaacgaaggcgglgc ClelEEEIcgaagt t aglt clfcElt t clejcys
Aurelia aurita cgalct ct [feElaaal SHaaooacaot t t ot t ggggcgacisEle cqet Elaaaaagt afc BRIl oEELR aat Blggaaaglt t gcct |3
ra ollgactis EElaE! t at ct t affit ¢ ELElaagt @offaot t tElgt t ggggcgacdoldt t t t aaaaajt aacElaafElEEgcaat at aat sjdat aat t Elacleas!
Hydra magni papi | | ata EElagt t at fERaacll ELklaagt @iofkjdaot t tElot t ggggcgacdo@ii t t t aaaaagt aacElaagEleElgcaat at aat idat aat t clagt¥ag!
udoa crumena HEE! [gat aBlt Elejc @yt t & Elt azEWt t t t aly acgict clfiga
Pol ypodi um hydri f or me aaggﬂca dct cllt slaat aflt gat §¥cfot t EElgaat ceElgacat cy
[ ppospongr a Tachne | E\§t aaEEgacagt t tfsjot t ggggcgacdcct Bt aaaflagt aacalogkoME 5t Blsjogt aELERE! Bt aal ac[JIEERE
Ircinia strobilina e\t aajgelElgacagt t t glgt t ggggcgacifigc cdgt Elt aaakjagt aac|galsjggls|o«R ofoolft EElagagladagt EEE! Elct aagal
Ectyopl asia ferox ot t t Elat (it aallalligldt @ach Eit | PEQEETat [t Bt aagt @ggacagt t tflot t ggggcgacglgcct t ¥t aaaaagt ac gaaggiEE ] Bt aaggt fElat agElt aat afSlt t ElajiElaoit Mo al
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Saval i a savaglia gelalelogggacacccgagcagacac/ydqoeEt] [oqefelqoElo ofsldelelelo gt ggoldegelt agt gacccgt t aElt t t agklot ofaat agdlt aacgat [faacfjaat aaaagt t accglyggggat aacagegt

Di scosoma sp. laagggofEllccci@gagcagacact ElagEEt) [o[ofelt [@slt olelo olS[EENt 9ot ggot t[sdagt gacccgt t aglt t t aflelgt gaaafljagt aacgat aaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagcg§aat aacg
Rhodactis sp. laaggggiElicccidgagcagacact ElacEEES (e[t [We]t oo oIEEEN ggt gggt t [¥dagt gacccgtt aglt t t aglsjgt gaaat agdt aacgat aaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagcggaat a@cg
Ri cordea florida flaaggggfefelsiccc@gagcagacact ElagEEt) [sle3elt [ Welt oo ol EEN Elot ggot t fldagt gacccgt tBEl t t aglelgt gaaat agi¥t aacgat aaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagcgddat aacg|
Nermat ostel | a sp. Etlaflogggacacccdgalcagacact [saille] ot ggoft gt aflt gacccot Jeft t t t agilot offaat aglsfelacgat Jaackflat aaaagljt accBt ggggat aacagcgt §at ajcg
Metridium senile cagl ggggacaﬂccgagcagacacl ggt aa [4qt (gt ggat t glt agt gacccgt gat @t t agglgt gijaat agit tjac gat @aacsjaat aaaag@t accglt ggggat aacagcgt |§at agc gl
Pavona cl avus H¥aaggggaflacccglgagcagacact [Helid l¢] t got ggot t @@lagt gacccgt t afSlgt ot aacgat aaacaaaf§aaaagt t accct ggggat aacagcg[faat aacq
Agaricia humlis M¥aaggggaljacccglgagcagacact [lejde 9 [Joot ggot t [Elagt gacccgt t alslyt

Si derastrea radi ans MedaaggggisEladccidgagcagacact [#aile ag gaagat Eat ugat at gaﬂa ggot t [Eelagt gacccgtt aglt t t aglgt gaaat agit aacgat aaacaaat aaaagtt accct ggggat aacagcgdaat aacg
Porites porites "elaaggggiEladcci@@lagcMofjcact §ai Elogt ggat t @Elagt gacccgt t aglt t t aglejgt gaffat aglt aacgat aaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagcgaat aacq|
Missa angul osa t aBlgggacaiili t ggt offot t {t &

Col pophyl i a natans t algggac a/ el gt t @t 2@t gal

Mont astraea annul ari s t aglgggac al gl gt t @t afgt gal

Anacropora matt hai "eaflogggalacclgagcagacact [Jaillet t t g} t ggt ggot t @8lagt gacccgt t aglt t t agflot gaaat agfft aacgat aaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagcgt aat aacg
Mont i pora cactus Mdalslggggaglaccigelgagcagacact [#ailiet t t gfs] t oot ggot t @lagt gacccgt t aglt t t aglot gaaat agit aacgat Jaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagegt aat aacg
Acropora tenuis ™dalslggggaglaccigelgagcagacact [#aillet t t gfs] t got gggt t #Elagt gacccgtt aglt t t agjgt gaaat ag|§t aacgat aaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagcgt aat aacg

Madracis mirabilis
Seri atopora cal i endrum
Styl ophora pistillata
Poci | | opora eydouxi
Acanel | a ebur nea
Ker at oi si di nae sp.
Pseudopt er ogor gi a bi pi nnat a
Dendr onepht hya gi gant ea
Briareum asbestinum
Aurelia aurita

ra oligactis
Hydra nmagni papil | ata

laaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagcg§aat aacg
laaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagcgldaat aacg
laaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagcgldaat aacg
laaacaaat aaaagt t accct ggggat aacagcglgaat aafjg
aafflcftlat aaaagt accf}t Boggat aacagcgt aat affidg
aalcltlat aaaagldt acclit glgggat aacagegt aat afidg
aafcflejat aaaagldt accit glgggat aacagcgt aat g

g aalcltlaat aaaagldt accit glgggat aacagcgt aat a§idg
acgaagBag jt oElo@Edet cgt ggosElt aBlt gacccoglt at St #EElaaat aglat afc gaflaalicifjat aaaaggt acclt glgggat aacagcgt aat alo|
et Booeteelt adt gacccgt t afft t t JoleE/aat aclat aacgagJafl¥slaflaaaagt t acclSt glgggat aacagfijgt aat ajis
Elot Eloglt Elt aBlt gacccgt t at t Bt [EEEEMaaaklat aacgat [Jaalflaat aaaagfft accllit Elgggat aacagleRlt aat [kl
Elot Blgg[et Elt aBlt gacccgt t at t gt aElReEEWaat aglat aacgat #aal¥at aaaaglgt acct Elgggat aacaglfet aat @89

t gal
t gal
t gal
t gaj

lallogggacacccfagcllglic acEELIHNt P t Eaﬂgcgt aagggat [s]aep[elc gaE]d gacccgl at [Et IElEPEaaat aglat aficgal
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Saval i a savaglia gttgaattgc
Di scosona sp. [t @oaffloacgat gttt gcgacct cgat gt t gaat t gcg
Rhodactis sp. [t doadoacgat gttt gcgacct cgat gt t gaat t gcg
Ri cordea florida gafigacoflit gttt gcgacct cgat gt t gaat t gcg|
Nermat ostel | a sp. at cgacflacgat gttt gcgal
Metridium senile at cgacgacgat gttt gcgacct cgat gt t gaat t gcg
Pavona cl avus at cgacgacgat gttt gcgacct cgat gt t gaat t gcg
Agaricia humlis at cgacgacgat gttt gcgacct cgat gt t gaat t gcg
Siderastrea radi ans
Porites porites
Miussa angul osa lacgacgfft gt t t gcgacct cgat gt t gaat t gcfl
Col pophyl I'i a nat ans at cElacgacgplt gt t t gcgacct cgat gt t gaat t gcgl
Mont astraea annul ari s at cglacgacgft gttt gcgacct cgat gt t gaat t gcgl
Anacr opora matt hai
Mont i pora cactus
Acropora tenuis
Madracis mrabilis
Seri at opora cal i endrum
Styl ophora pistillata
Poci | | opora eydouxi
Acanel | a eburnea
Ker at oi si di nae sp. My .
Pseudopt er ogor gi a bi pi nnata VysvetIIka-
Dendr onepht hya gi gant ea
Aurelia aurita
ra ollgactis at cEBlacBlacElaBlot t t g[dacct cﬂal gt t gaat t gElg| Anthozoa‘
dra nmagni papi | | ata at cElakElacklaglgt t t acct cifat gt t gaat t EEl P
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H ppospongr a T achne at cgakloafolsElat t t gcfacct cgat gt t gaat t gllo| H drozoa
Ircinia strobilina at cgalgacgafgt tt gcacct cgat gt t gaat t gio|
Ectyopl asia_ferox at lgacgacgat gt t t gcjglacct cgat gt t gaat t gidlg Porlfera
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