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1. Uvod

1.1. Zakladni charakteristika

Myxosporea jsou vyznamni endoparazité bezobratlymgiména maloétinatal
a polySttinatal, a obratlové a to gedevSim miskych a sladkovodnich ryb. DalSimi
hostiteli ziad obratlové jsou obojzivelnici a plazi, jejich vyskyt byl poken i u ptak
(Bartholomew a kol. 2008) a sav¢Prunescu a kol. 2007). Dosud bylo popsares 2 300
druhi myxosporei z ryb (Morris 2010) a 25 dfub obojzivelniki (Eiras 2005, Hartigan
a kol. 2012). Tida Myxosporea pét spolu sitidou Malacosporea (parazité sladkovodnich
mechovek) do kmene Myxozoa.

Myxospory jsou tveeny d¥mi a vice chlopémi, jednou az démi sporoplasmami
a jednim nebo vice polovymi &éy, které obsahuji vystlovaci vidkna slouzici kifghyceni.
Podle pdétu chlopni a polovych wku se Myxosporea roztlji na dvafady: Bivalvulida
a Multivalvulida. Spory bivalvulid maji d¥ chlopré a nefastji dva, zZidka ¢tyii nebo
jeden polovy véek a spory multivalvulid se vyznauji vétSim pa@tem chlopni i pélovych
v&ku. Vegetativni stddia mohou byt coelozoické wich dutinach nebo dutinachirich
organi) nebo histozoicka a intercelularni nebo intracetil

Zivotni cyklus byl poprvé popsan Wolfem a Markiwe(1984) u Myxobolus
cerebralis parazitujici na lososovitych rybach, které jsofikovany triaktinomyxonovymi
sporami po prodlani vyvoje v nignkéch Tubifex tubifex Zivotni cyklus probiha ve dvou
hostitelich. V obratlovcich se nachazi myxospor@zg, v jejimz kongném stadiu vznikaji
myxospory a v krouzkovcich probiha aktinosporowfa vznikaji zde aktinospory. Poté, co
aktinospora opusti krouzkovce, se pomoci polovdhkna fichyti na obratlovce a uvolni
do hostitele sporoplasmu, kterd dale migruje h¥pubdo hostitele. Nasleduje
presporogenicky vyvoj, dnem kterého dochazi k namnozeni parazitickych ist&@nikaji
zde Utvary typické pro Myxozoa tzv. itka v buice, kdy se vytv uvnité primarnich buik
buiky sekundarni. Po presporogenické fazi parazitjputa konéné misto své lokalizace
uvnité hostitele a vytvd plasmodium (nebo pseudoplasmodium), ve kterémslpaitém
vyvoji déleni a diferenciaci {vodnich generativnich bgk vznikaji sporoblasty, které
dozravaji a davaji vznik myxosporam. Myxospory jspakonec uvolény z hostitele
a infikuji krouzkovce. Vyvoj aktinospor v krouzkdeb je rozdlen na ti casti —
schyzogonie, gametogonie a sporogoniéi. #hyzogonii se nefive ve stevni dutirg



otewou spory a uvolni se dvoujaderné sporoplasmy, lder&gnou clit. V gametogonii se
dvoujaderné hiky déli na stadia s€tyimi jadry. DW jsou somaticka a @vgenerativni,
ktera se dale odliSuji n@ a B. Nasleduji i mitoticka ckleni generativnich bwk a jedno
meiotické d@leni a tim vznika Sestnact haploidnich gametocy&tsinact polarniclkeltsek.
Kazda gametocysta se spoji s gametocystua produkuji osm zygot. V posledni fazi -
sporogonii se kazda zygota&kolikrat mitoticky cli a postups se buiky diferencuji na
kapsulogenni, valvogenni ailky, ze kterych poziji vznika sporoplasma. Kokeé stadium
obsahuje 8 aktinosporovych spor.

Diive se pedpokladalo, Ze kipmeéné ze sporoblastu na sporoplasmu dochazi
endogennim pienim, jak uvadi &Sina praci (nap Kent a kol 2001) a Ze se sporoplasma
sklada z jedné zarodeé buky (Obr. 1A). Podle Morrise (2010) vSak vznika sgmasma
ze sporoplasmogennich hkitkn které obklopi zarodeé buiky a splynou ve sporoplasmu
(Obr. 1B).
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Obr. 1: NavrZzené cestyipnmeny sporoblastu na sporoplasmuivBdni teorie - penena
pucenim (A), nova teorie splynutim (B).#@¥zato Morris 2010)

Do kmene Myxozoa p#tparazité, ktd jen Zidka zpisobuji smrt svého hostitele, ale
je zde rkolik ekonomicky vyznamnych drdh které snizuji trzni hodnotu ryb. Mezasto
napadené ryby péat lososovité ryby, které oike infikovat Ceratomyxa shastaktera
zpiasobuje infekci zazivaciho Ustroji (Kent a kol 199%gtracapsuloides bryosalmonae
zpasobuijici proliferativni onemoéni ledvin (Canning a kol 1999) Myxobolus cerebralis
ni¢ici chrupavku a tkéamladych ryb. B téZkych infekcich zfisobuje kosterni deformace az
smrt. Myxobolus cerebralige také zodpoddny za velky pokles vokh Zijicich pstruli
v USA (Hedrick a kol. 1998)Enteromyxum leetpisobuje chronické &tvni katary, které
¢asto vedou u mdomdskych cejii (Sparus auratpaz ke smrti (Diamant 1994). DalSim
vyznamnym druhem j&udoa thyrsitesta sice nezjsobuje pimo smrt jeding, ale napada

svalovou tk& a tim vede ke snizZeni trzni hodnoty (Moran a KR&99). Sphaerospora



testicularis a S. dicentrarchi parazitujici u miskych okoufi (Dicentrarchus labrax
zpasobuiji silné infekce spojené s uhynem mladych Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla
1993) nebo parazitickou kastraci (Nobrega a kdd920

1.2. Klasifikace

Stale platna klasifikace je zalozena na morfolsgior, zejména uspadani chlopni
a polovych vékau.

Kmen Myxozoa obsahujgitlu Malacosporea aitlu Myxosporea. Malacosporea
jsou parazité mechovek a ryb s jedniéem Malacovalvulida, do kterého fiatva rody
Tetracapsuloidesa Buddenbrockia T¥ida Myxosporea je rozsahlejSi. Je rédeda na dva
fady podle p&tu chlopni. Dofadu Bivalvulida paf parazité miskych a sladkovodnich
Zivocichi majici d¢ chlopré. Tento fad zahrnuje je8t podady Variisporina (nap
Ceratomyxa, Chloromyxum, Hoferellus, Myxidium, Mybatus, Ortholinea, Parvicapsula,
Polysporoplasma, Sinuolinea, Sphaerospora, Zschiehkélatysporina (nap Myxobolus,
Henneguya, Thelohanellua SphaeromyxinaSphaeromyxa Druhyiad Myxosporei jg¢ad
Multivalvulida vyzna&ujici se ¥tSim p@&tem chlopni nez dva jde étSinou o maské druhy
jako jeKudoa, Hexacapsula, TrilospoeUnicapsula.

Toto zd&azeni vSak nezohladje Zivotni cyklus, hostitele ani fylogenetické atay

ziskané pomoci analyzy genu pro RNA malé ribosohpidjednotky (SSU rDNA).

1.3. Fylogenetické vztahy

Pivod myxozoi byl donedavna nejasnyavBdré byla fazena mezi protista. Weill
(1938) vsak zjistil, Ze jejich spory jsou mnohobimé, a Ze by ¥a byt z&azena mezi
Metazoa. Kvli podobnosti pélovych Wkt u myxozoi s nematocystami u Zahavse
prisuzoval mivod k Zahavém. K systematické zém¢ doSlo ovSem mnohem pagdna
zaklad fylogenetické analyzy. Smothers a kol. (1994) akiddiky sekvencim SSU rDNA,
Ze Myxozoa jsou ifbuzna s bilateriemi jako sesterska skupina nemafotb hypotézu
podporovala také morfologieBuddenbrockia plumattelaeze skupiny Malacosporea
(Okamura a kol. 2002) a také nespravidentifikované Hox geny myxozoi shodné

s bilateriemi (Anderson a kol. 1998), u kterych byozdji prokdzan fvod



z hostitelské tk&h (Jiminéz-Guri a kol 2007). Druhd hypotéza podpar@dv také
fylogenetickymi daty a morfologii polovych &&i fadi Myxozoa mezi Zahavce. Pélove
vatky myxozoi a nematocysty Zahdvsi jsou podobné ve velikosti, majickd a vlakno,
které pokrduje do stny vaku, a jsou aktivovany tlakem (Cannon a Wagner 2008)o

dvé hypotézy jsou podporovany proticinymi fylogenetickymi analyzami sekvenci SSU
rDNA. Casto jsou v nich Myxozoatazena jako sestersky taxon k parazitickému
ZahavciPolypodium hydriformea tyto dva taxony sestersky k bilateriim (ZrzaviHgpSa
2003, Evans a kol. 2008). Morfologie myxozd?.ahydriformeje odliSna, i kdyz tyto taxony
maji rekteré podobné znaky — poélové ¢ckg podobné nematocystam a endoparaziticky
zpisob Zivota u rybP. hydriformema narozdil od myxozoi vairzijici stadium s Uponem

a jednim udstnim otvorem. i€stoze SSU rDNA sekvence nemaji vysokou homologii
a v analyzach jsou charakterizovany dlouhyndtvemi, mize zde dochazet k artefaktu
pritahovani dlouhych &tvi (Kim a kol. 1999). Pokud se do analyziidd vice SSU rDNA
sekvenci ze Zahaiwrdak Myxozoa #stavaji zéazena k bilateriim bez ohledu nétpmnost

P. hydriforme (Evans a kol. 2008). Nicmé&nzasadni vyznam ma objev minikolagen
u myxozoi — kmenayspecificky gen kdédujici proteiny nematocyst Zaliasitné podporuje
zarazeni myxozoi k Zahaum (Holland a kol. 2010).

Prvotni rozsahlejsi fylogeneticka analyza @il sladkovodni a migk&d myxosporea
do dvou hlavnich &tvi (Kent a kol. 2001) a toto zji&ti bylo i potvrzeno v dalSich studiich
(nap. Fiala 2006). Krom prostedi je dalSim spoteym faktorem myxosporei v obou
skupinach i délka SSU rDNA sekvenceit§ina mdaskych druli ma kratSi sekvence SSU
rDNA nez druhy ve sladkovodni linii, které narozod maskych drulh maji vice nez 2 000
nukleotich (Fiala 2006). Rozdily v délce sekvenci jsouasgbeny mnoZzstvim inzért
ve variabilnich oblastech (Fiala a Dykova 2004).on& zmirénych dvou hlavnich
fylogenetickych linii se na zakladSSU rDNA analyzy v§lenuje teti skupina nazvana
Sphaerospora sensu strictkkam seifadi Sphaerospora truttgeS. elegans S. ranae
alLeptotheca fugyJirka a kol. 2007). Tato skupina je také charakterigtikpickou délkou
SSU rDNA svych zastuge ktefi maji mimgadre dlouhé inzerty a celkova délka
SSU rDNA je pes 2 500 bp (Holzer a kol. 2007).

Obs hlavni linie, madska a sladkovodni, se dale fylogenetickgni do podskupin
(subkladil). Vztahy jednotlivych podskupin jsou vramci feké linie nejasné.
| kombinovana analyza SSU a LSU rDNA nedokazala kyitpeut dostaténou

fylogenetickou informaci pro wgSeni pibuznosti &chto podskupin (BartoSova a kol. 2009).



V ramci sladkovodni linie je&sSina vztali vyreSena a v jednotlivych analyzach se zasadn
nemeni.

Spol&énym znakem zastufigednotlivych podskupin v niské i sladkovodni linii je,
Ze parazituji ve stejném hostitelském organu. Llinskak v hostiteli je tedy jednim z hlavnich
kritérii klastrovani drut ve fylogenetickém stromu (Holzer a kol. 2004). anie spory,

ktera je nejdlezite

s evoluci myxosporel’ (Fiala a BartoSova 2010) (Qpr.

™ Theiohaneilus nikolski
Thelohanallus hovorkali
Myxobolus algonguinensis
Sphaermspora molnart

= Myxobolus cyprini
Henneguya saiminicola
| Myxobolus lentisuturalis
Myxobolus muelleri
Henneguya lestern

==\ Henneguya ictaluri
Myxobolus osbumi

Zscbo.kksﬂa (1/115/76) “ Chloromyxum schurmw
Zscholkelia sp.
‘ Myxobiiatus gasteroster
Hoterelius gitsoni
Sphaerospora oncomynchi
Myxidium eberkuehni
= Chioromyxum legeri
~ I Myxidium truttae
Zschokkella nova
Zschokkella icterica
Sphaerospora sp.
Zschokkella parasiuri
tdyxidium cuneiforme
Myxidium hardelia

= 2 widium chelonarum
Sphasromyxa (4/4/38) &xﬁm scripta

L m{ﬁ; _(‘j?:?; Sphasromyxa zaharoni

Sphaeromyxa helland

'%j' Zochakkoiasp.

' Myxidium coryphaenaideum
@Wm -1 Sorcimyxum fogati
2 20) - = Myxidium anatidum

== Chiorom yxum trjugem

Chiorom yxum cyprind
= Chigromyrum auratum
Chioromyxum truftae
Chioromyxum le ydigi
Kudoa neurophila
= Kudoa permufticapsula
Kudoa thyrsites
Sphaermspora dicentrarchi
Kudpa amamiensis
Unicapsula sp.
Enteromyxum fugu

 Myxidium incurvatum

Sinuolinea phyliopteryxa
M}vxmt.lm gadi

| Coccomyxa jinomi

Averbachia pulchra

Zschokkella neopomaceniri
Ellipsomyxa gobii

Eifipsomyxa mugifis
Parvicapsula psevdobranchicola

Certamyxa .
| Sﬂﬁ?zr;}sa Efijpsomyxa
'- [ —

¥, Auerbachia (1/1/3)
Coccomyxa m;ﬂ 2’;}
(3437114)

Favicapsuia asymmetrica
Gadimyxa arctica
Parvicapsula minibicormis
Zschoikkella sp.
Zscholkkella lophii
Zschokkella hildae
Ceratomyxa fabracis
Ceratomyxa anko
' Palliatus indecorus
' Ceratomyxa sp.
Sphaermspora elegans
Sphaerospors ruttee
Sphaernspora ranae

Tetracapsuipides bryosalmonae

Obr. 2.: Analyza maximalni pravgbodobnosti zalozena na SSU rDNA datech.
(Prevzato Fiala a BartoSovéa 2010)



1.4. Myxozoa u obojzivelnik

Myxozoa jsou parazité ipdevsSim ryb, ovSem néalezy u obojzivehikiibyvaji

a v sodasnosti je popsano 25 dfuhPresto jsou Myxozoa u obojzZivelnikvelmi malo

studovana a chybi zejména udaje o jejich Zivotnylduc Neni dikaz o existenci ifmého

¢i neptimého (vicehostitelského) zivotniho cykldeBpoklada se, Zze bude podobny, jako byl

poprvé dokumentovan Wolfem a Markiwem (1984) u (fylvas 2005).

Popsané druhy byly #azeny do nasledujicich mbdMyxobolus, Myxidium,

Hoferellus, Chloromyxum, Caudomyxum, Sphaerosposahokkellaa CystodiscuqEiras
2005; Jirki 2006; Hartigan a kol. 2012). Vzhledem k poné¢ malému pétu popsanych

druhi je toto rodové spektrum pamme Siroké. V nasledujici tabulce (Tab. 1) jsou hlavni

Gdaje o vSech dosud nalezenych myxozoi obojzivélnik

Tab. 1. Prehled myxozoi obojzivelnik

MYXOZOA HOSTITEL P UVOD AUTORI POPISU

Caudomyxum caudatum Triturus cristatus Francie Upton a kol. 1995
(Zluenik)

Chlormyxum aegypticus Amietophrynus regularis Egypt Reda 2010
(varlata)

Chlormyxum careni Megophrys nasuta Malajsky Mutschmann 1999
(ledviny) poloostrov

Chloromyxum protei Proteus anguineus Jadran Joseph 1905
(lediviny)

Chloromyxum salamandre  Eurycoa multiplicita USA Upton a kol. 1995
(Zluenik) (Texas)

Hoferellus anurae Hyperolius concolor Nigérie, Mutschmann 2004
(ledviny) Ghana

Myxidium boulengeri Quasipaa boulengeri Cina Li 1993
(Zluenik)

Myxidium typhonius Rhinella margantifera Peru Gray 1993
(Zluenik)

Myxidium haldari Hyla arborea Indie Sarkar 1982
(Zluenik)

Cystodiscus immesus Leptodactylus bolivanus Brazilie, (Lutz1889)
(Zluenik) Austrélie



Tab. 1. Pokra&ovani: Rehled myxozoi obojzivelnik

MYXOZOA HOSTITEL P UVOD AUTORI POPISU

Myxidium lesminteri Tomopterna krugerensis  JAR, Delvinquier a kol.
(Zluenik) Namibie 1992

Cystodiscus melleni Pseudocris trisenata USA (Jirka a kol. 2006)
(Zluenik) (Nebraska)

Myxidium serotoninum Rana pipiens USA Kudo a Sprague
(Zluenik) (Minesota) 1940

Cystodiscus australis Limnodynastes peronii Austrélie Hartigan a kol.
(Zluenik) 2012

Cystodiscus axonis Litoria raniformis Australie Hartigan a kol.
(Zluenik) 2012

Myxobolus fallax Litoria fallax Austrélie Browne a kol. 2002
(varlata)

Myxobolus hylae Litona aurea Austrélie Johnson a Bancroft
(varlata, Zlgnik) 1918

Myxobolus bufonis Anietophryus myxulatus  Kamerun Upton a kol. 1992
(varlata)

Myxobolus ranae Rana temporaria Svycarsko Guyenot a Naville
(kaze) 1922

Myxobolus chimbuensis Litoria darlingatoni Papua Nova Ewers 1973
(varlata) Guinea

Sphaerospora ohlmacheri ~ Anaxyrus terrestris Kanada, Desser 1986
(ledviny) USA

Sphaerospora mackenzii Lemnectus limnocharis  Indie Gunter a Adlard
(mocovy mechyr) 2010

Sphaerospora ranae Rana daluatra Franciel Jirkt a kol. 2007
(ledivny) Belgie,CR

Zschokkella melanosticti

Zschokkella auerbachi

Duttaphrynus melanostictubdie

(Zluenik)

Duttaphynus melanostictusndie

Zluenik)

Lom a Dykova
2006

Chakravaty 1940

Myxozoa

je kmen paraZit zpasobujici

vyznamné nemaoci

ryb. Nicnéen

u obojzivelniki je vyskyt onemoaini vzacny. Je vSak zji8to nékolik druhi puasobici

patologické zmny hostitel. Napiklad Litoria darlingtoni

napadena Myxobolus



chimbuensigniZe vykazovat mirné patologické ny jako je mensi p@t spermii, mala
meioticka aktivita a ztSena a bleda varlata (Ewers 1973)zké infekce vajéniki nebo
varlat mohou veést az k parazitické kastra@hloromyxum carenizpisobuje malé zgmy

v epitelialnich bikach nefrod u Megophrys nasutgMutschmann 1999). Vdkterych
piipadech mze vést infekce az k smrti hostitele. Trofozdityxidium sp.ve Zlwovodech
Litoria caerulea zpisobuji roztazeni a&ast&éné okluze Zlgovodu (Hill a kol. 1997).
Mutschmann (2004) popsal patologickéény ledvin u ZabAfrixalus dorsalisa Hyperolius
concolor zpaisobenouHoferellus anurae Fi téZkych infekcich se mohou na organech
vytvaret az makroskopické cystyanych velikosti, které jsou apobeny velkym mnoZzstvim
parazifi.

1.5. Fylogeneze myxozoi u obojzZivelnik

Celkovy obraz fylogeneze myxozoi u obojzivetnikeni dosud zcela jasny. Je to
dano gedevsSim malym mnoZstvim popsanych myxozoi & je&nsSim pdtem znamych
SSU rDNA sekvenci. Z objevenych 25 diufe v genové bance dostupnych pouze Sest
sekvenci. Jde €hloromyxum careniSphaerospora ranaa ¢tyii druhy roduCystodiscus-

C. immersusC. mellenj C. australisaC. axonis

SSU rDNA sekvence druh@hloromyxum carenparazitujici v ledvinach je jedina
dostupna sekvence druhu ro@@hloromyxumz obojzivelniki. Fylogeneticky vSak neni
blizce gibuzny k drufim z roduChloromyxumparazitujici u ryb, ale vyt¥&samostatnou
linii na bazi sladkovodnich kld@dozna&ovanychMyxobolusa Myxidiumlieberkuehni To je
podpdeno jak SSU tak LSU rDNA analyzou (Jirla kol. 2011). V této analyze skupina
Myxobolus vSak obsahuje i sekvence blizcaibpznych drufi Myxidium giardi
Chloromyxumsp., Zschokkellasp., Hoferellus gilsonia Myxobilatus gasterosteikteré
parazituji v mgéovém nechyi a ledvinach. To je ve she&ds divejSim zjiS€nim,
Ze Myxozoa jsouilazena podle lokalizace v hostiteli (Holzer a k@I02).

Stejre jako C. carenii Sphaerospora ranaparazituje v ledvinach obojzivelnikJak
ukazala vySe zmém4 analyza Jitk a kol. (2011) tyto dva druhy spolu neklastrgiranae
je s podporou vysokych bootstfapritazena k myxozoir. elegansS truttae aLeptotheca
fugu, které tvaéi samostatnou dtev Sphaerosporaensu stricto(Jirki a kol. 2007). Podle
jiné analyzy jsolS. elegansa S truttae zarazeny kCeratomyxa sparusauraHolzer a kol.

2004). Tato analyza vSak neni podporovana dalSiatgemi (Fiala 2006; Jitka kol. 2006),



kteréfadi tyto druhy rodiBphaerosporalo samostatné lini&s. ranaeje blizce pibuzna se
S elegansa S. truttae Tento blizky vztah je krotnfylogenetické analyzy dan fipomnosti
dvou oblasti s velkymi inzerty v sekvencich SSU ADDale je zde i velka podobnost co se
tyée morfologie, lokalizace v hostiteli a sladkovodnilyskytu (Jirki a kol. 2007).

VSechny ¢tytfi dostupné sekvence driutrodu Cystodiscuspodle Hartigan a kol.
(2012) tvai monofyletickou skupinu s vysokou bootstrapovougeorou (Obr. 3). Skupina
Cystodiscus spp. je vtéto analyze immena do skupiny sladkovodnich myxozoi
parazitujicich ve Zkniku (podle Fiala 2006). K této skupifje zd@&azeno iSoricimyxum
fegati zrejska $Horex araneys ktery je doposud jedinym druhem parazitujicim

v suchozemském obratlovci (Dykova a kol. 2007).

@ﬁoﬁsms australis HaB2214
stodiscus cf. immersus Brazil-2 HO822159
s of. immersus Brazil-1 Hog22162

Myxadium coryphaenoideum DQ377697
Myxidium anatidum EFB02629

Myxidium trutfae AF201374

Myxidium cuneiforme DQar7709

Myxidium hardelia AY&BBG5T
Myxidium chelonarum DQ377694
Myxidium scripta DQ851588

- Myxidium giardi AJ582213
Myxidium freberkuehni X76639

Obr. 3: Fylogeneticka pozic€ystodiscuspp. ve ¥tvi sladkovodnich myxozoi.
(Prevzato Hartigan a kol. 2012)

Predlozena prace si klade za cil zejména taa&Imi malé spektrum molekulatn
taxonomicky charakterizovanych myxozoi z obojziVlein a fylogenetickou analyzou

vyhodnotit jejich @ivod a vzajemnouifbuznost.



2. Cile prace

Cilem této diplomové prace je:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Amplifikovat a sekvenovat SSU rDNA u vybranych dkuhmyxosporei

z obojzivelniki raiznych geografickych oblasti.

Pitvou obojzivelnik ziskanych z mych importi se pokusit v jejich tkanich nalézt

parazitujici Myxosporea.

Provést morfologickou a molekularni (SSU rDNA) diderizaci nalezenych

myxosporei.
Pokusit se druhavdeterminovat nalezena Myxosporea.
Zkonstruovat fylogenetické stromy na zaKiadskanych dat.

Vyhodnotit @ibuznost myxosporei z obojzivelidikv souvislosti s geografickym
roz8tenim hostitele, lokalizaci v hostiteli a s fyloggdeou polohou rybich

myxosporei.
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3. Material a metody

3.1. Material

VétSina vzorkk myxosporei utenych k molekulartaxonomické analyze byla
poskytnuta Mgr. Miloslavem Jitk Ph.D., ktery je ziskal dmem zahragnich expedic
zantienych na vyzkum parazitofauny obojzivelinika také diky spolupraci
s Dr. Mutschmannem. Takto ziskand Myxozoa pochdmistiteti z miznych geografickych
oblasti: Indonézie,Ciny, Vietnamu, Tanzénie, Surinamu a USA (Tab. 2)zorék
Sphaerosporap. zLithobates catebeiana USA byl poskytnut Dr. Stephenem Atkinsonem
(Oregon State University). DalSi vzorky jsem ziskalastni pitvou Zahitoria infrafrenata
Z Indonézie (Tab. 3).

VysSetované Zabylitoria infrafrenata a Bombina orientalispochazely z fimého
importu z Indonézie (Aquarium.cz). Celkem byly uvygay ¢étyii jedinci L. infrafrenata
aosm jeding B. orientalis Jednotlivé organy a tkan(ledviny, jatra, Zldovy mechyt,
varlata, svalovina, #vo, mozek a krev) byly vydewvany pomoci kompresnich preparat
Pred jejich zhotovenim byly vSechny tkanprohlédnuty, aby se zjistily fipadné
makroskopické ziny pisobené parazity. Preparaty se prohlizely wesvém mikroskopu
Olympus BH-2. V pipad nalezu myxosporei byly ve &elném mikroskopu BX 60
s fotozdizenim dokumentovany spory ggpact vyvojova stadia parafit Tkare byly take
fixovany pro histologické vySgni a spory pro skanovaci elektronovou mikroskopii.
Poskytnuté vzorky byly fixovany etanolem pro izolB&NA.

Vzorky pro histologické vys&tni byly fixovany ve fixanim roztoku podle
Davidsona a dale byly uchovavany v jeho zasobnimtokm. Material byl zpracovan
klasickou parafinovou metodou na Parazitologickétaviu v laborati rybi protistologie.

Tab. 2: Seznam vySébvanych zab.

OZNACENI  HOSTITEL P UVOD MYXOZOA ORGAN
LIO1 Litoria infrafrenata Indonézie - -
L102 Litoria infrafrenata Indonézie Myxobolussp. varlata
L103 Litoria infrafrenata Indonezie Myxidiumsp. Zluenik
L104 Litoria infrafrenata Indonézie Myxobolussp. varlata
BOO1 - 08 Bombina orientalis Indonézie - -
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Tab. 3: Seznam poskytnutych vzdrk molekularg-fylogenetické analyze.

OZNACENI HOSTITEL ORGAN  PUVOD ZISKANA
MYXOZOA
FMO1 Phrynoidis aspera Zluénik Indonézie -
FMO02 Leptobrachium chapaense Zlu¢nik Indonézie Myxidiumsp.
FMO3 Brachytarsophrys carinensezlu¢nik Tanzéanie Myxidiumsp.
FM04 Pipa pipa Zluénik Surinam -
FMO5 Hylarana signata ledvina Indonézie -
FMO06 Hylarana signata Zluenik Indonézie -
FMO7 Hylarana signata Zluenik Indonézie Myxidiumsp.
FMO08 Hyla cinera Zluénik USA -
FMO09 Ptychadena anchietae ledvina Tanzanie Sphaerosporap.
FM10 Liua shihi Zluénik Cina Myxidiumsp.
FM11 Microhyla pulchra Zluenik Indonézie Myxidiumsp.
VNH 130 Fejervarya limnocharis Zluénik Vietnam -
VNH 132 Fejervarya limnocharis Zluénik Vietnam -
VNH 158 Hoplobatrachus rugulosus Zlu¢nik Vietnam -
VNH 168 Polypedates leucomystax Zlu¢nik Vietnam Myxidiumsp.
VNH 48 Duttaphrynus melanostictuszlu¢nik Vietnam -
VNH 53 Duttaphrynus melanostictuszlucnik Vietnam -
VNH 133 Duttaphrynus melanostictuszlu¢nik Vietnam -
11M15 Lithobates catebeiana ledvina USA Sphaerosporap.

3.2. Riprava vzorki pro skanovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Spory byly fixovany v 2,5 % glutaraldehydu v kaktitgvém pufru po dobu

minimalné dvou hodin. Myxospory se pro SEM nanesly na krskiicka. Nejdive se

alkoholem skitka pecistila a pak umistila do Petriho misky. Doptest kryciho skiika se

nanesla kapka (cca 2#) polylysinu a nechala s&sté&n¢ zaschnout v termostatu. Mezi tim

se vzorek v glutaraldehydu s kakodylatovym pufrentdfugoval 5 min/10 000 oték za

minutu, poté se odsala tekutina a mikrozkumavkavaarkem se doplnila vypiracim

roztokem. SloZeni vypiraciho roztoku je 50 ml zdsbb roztoku a 50 ml glukézy (2,7 g

v 50 ml destilované vody). Vzorek s timto roztokem ogt centrifugoval a tento krok se
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opakoval tikrat. Po tetim st@eni se odsél vSechen vypiraci roztok a v digesto gidaly
dvé kapky 2% Os@ Vzorek se nanesl na kryci sika s polylysinem, na kterém dlp
vzorek a nechal se #\nhodiny fixovat. Po fixaci se opatfrodsala tekutina a nanesly set dv
kapky vypiraciho roztoku. Po 15 minutach se tentok kopakoval a to celétikrat.
Z filtra¢niho papiru se poskladala harmonika, do kterésglolsklicko se vzorkem. Vzorek
se vlozil na 15 min do 30% acetonu. Poté se aaadsal a harmonika se vzorkem se zalila
50% acetonem. Tato acetonokada na odvodimi vzorku pokraovala 70%, 80%, 90%,
95% a 100% acetonem, ktery se wioval po 15 minutach. Poté se vzorek dal vysusit na
dvé hodiny do CPD (Critical Point Device) (42°C 120 Bapalného C@+ plyn CQ).
Po vysuSeni se skkio nalepilo na teiiky, aplikovalo se #&olik kapek stibra a pokovilo se.
Pokovené vzorky se prohlizely na skanovacim elakivtém mikroskopu
JEOL JSM 7401F v laboraio elektronové mikroskopie. iBd prohlizenim se nastavily
parametry 3kV, GB-L a pracovni vzdalenost (WD) laam.

3.3. Izolace DNA

DNA byla izolovana fenol-chloroformovou metodou. drky, které byly uchovany
v etanolu se zcentrifugovaly, odpipetoval se etaneho zbytky se odstranily vysuSeniih p
teplot 37°C. Po té, co byl vzorek bez etanolu, Bdgho 400ul TNES-urea pufru (10 mM
Tris, 125 mM NacCl, 10 mM EDTA-2Na, 0,5% SDS, 4 Meay a 4ul proteinkinazy K. Srés
byla inkubovana ip teplot 60°C ges noc (minimalé 16 hod). Po inkubaci seigalo 400ul
fenolu. Nasledovalo 5 minutové michani opatrnyméenidm zkumavky. Pak se vzorek
centrifugoval 10 minut ip 9000 ot&kach za minutu. Do nové mikrozkumavky se opatrn
odebrala vrchni faze afigalo se 40Ql fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1).
Po gtiminutovém otéeni se mikrozkumavka 10 min centrifugoval& P000 ot&kach
za minutu. Poté se 8podebrala vrchni faze digalo se 40Qu chloroform:isoamylalkohol
(24:1) a postup promichani, centrifugace a odehvéstini faze se zopakoval. DNA byla
vysrazena pomocitjglani 800ul 100% etanolu. Po rychlém promichanicetdm se vzorek
centrifugoval pi 4°C 10 minut pi maximalni rychlosti. Po centrifugaci se rychleséth
tekutina a k peletu sefigalo 800ul 70% etanolu. Pogiminutové centrifugaci f 4°C se

odebral etanol a pelet se vysugil37°C. DNA byla rozpugna ve 10Qul vody.
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3.4. Polymerazovéretézova reakce (PCR)

Pro ziskani PCR produkbyla pouzita strategie nested PCR (Obr. #)pR/ni PCR
byla pouzita kombinace primeERIB1 — ERIB10. R nasledné nested PCR byla kombinace
primei MYXGEN4F — ERIB10 a ERIB1 — ACT1R. Pokud se tytanpery sprava
nenavazaly byly pouzity myxospecifické primery MgpecF — MyxospecR pro ziskani
alespa caste&énych sekvenci. U sekvenSphaerospora sensu stridbgly pouzity @i nested
PCR také specifické primery SphFrogSSU2F2448 — HRIB SphFrogSSU2F2203 —
ERIB10. PouZivané primery jsou uvedeny v tabuleeohbrazku 4.

Na jednu reakci PCR se smichalo g,30x PCR pufru, 2u nukleotidi (250 umol),

1 ul forward a revers primeru (10 pmol)ulTaq purple polymerazy (Top-Bio),l vzorku
DNA a doplnilo se 16,7l deionizované vody na celkovy objem @5 Po namichani re&ki
smési nasledovala amplifikace v termocycleru (BiomgtRa:ateini denaturéni teplota
byla nastavena na 95°C/3 min, pak néasledovaid qykli 94°C/1 min, 48°C/1 min
a72°C/lmin45sa 25 cykl94°C/1 min, 50°C/1 min a 72°C/1 min45s. Z&éna
inkubani teplota 72°C byla nastavena na 10 minit.nested PCR byly zamény pouze
teploty 48°C a 50°C na teploty 50°C a 52°C.

P pouziti Titanium PCR polymerazy (Clontech) bylkmy reakéini objem pouze
10 ul a byl smichan 1l pufru, 0,8ul nukleotidi, 0,4ul od kazdého primeru, 04 Titanium
PCR polymerazy, il DNA a 6,2ul vody. Tato polymeraza ma jinou pracovni teplgitato
musela byt tato teplota upravena i v amplifikim cyklu z mivodnich 72°C u Tagq
polymerazy na 68°C pro titanium polymerazu.

A
y

A
A A 4

ERIB1

& » |
—> o MyxospecF MYXGEN4F ' |
— — : |

> 28C 72C 86( 104( 3
<+ <+ <+
ACTIR MyxospecR ERIB10

Obr. 4: Pozice SSU primérvyuzivanych p amplifikaci myxosporei.
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Tab. 4: PouZité primery.

NAZEV SEKVENCE 5' — 3’

ERIB1 ACCTGGTTGATCCTGCCAG
ERIB10 CTTCCGCTGGTTCACCTACGG
MYXGEN4F GTGCCTTGAATAAATCAGAG
ACTI1R AATTTCACCTCTCGCTGCCA
Myxospec-F TTCTGCCCTATCAACTWGTTG
Myxospec-R GGTTTCNCDGRGGGMCCAAC
SphFrogSSU2F2448 TCAGGCCGGATCATAATGTTGTGG
SphFrogSSU2F2203 ACCCGTCGGTGGGAATCATG
M13F GTAAAACGACGGCCAGT
M13R GAAACAGCTATGACCATG

Pro vizualizaci PCR produktbyla pouzivana gelova elektroforéza s 1% agardnovy
gelem. Ten sefjpravil smichanim 0,55 g agarézy a 55 ml 0,5x TAEp. Po projiti varem
v mikrovinné trouks a zchlazeni na cca 45°C sédply 3ul ethidium bromidu (0,5.g/ml),
Roztok se nalil do ffipravené variky s Hebinky a nechal se ztuhnoui pokojové teplot
(cca 30 min). Po ztuhnuti se do prvni jamky dald % kb markeru a do dalSich jamek se
napipetovaly vzorky. Elektroforéza probihala papsti 70 V po dobu minimak 30 minut.
Vysledek se vyhodnotil pod UV &tfem a zdokumentoval. Prouzky DNA ve spravné
velikosti se vyizly z gelu a vyizolovaly.

Izolace PCR produktu se prowda pomoci kitu Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit (Geneaid). Ke gelovym prouitk se pidalo 500ul DF Buffer, zvortexovalo
a 10 — 15 min inkubovaloipteplog 55 — 60°C. Kazdé 2 — 3 min se obsah mikrozkumavky
promichal. Sestavila se kolonka, do které smpipetovala zchladla tekutina, ktera se poté
centrifugovala 30 sip 8000 otékach za minutu. Protekla tekutina se odstranilaoca d
kolonky se pidalo 500ul Wash Buffer a ot se centrifugovalo za stejnych podminek.
Po opakované centrifugaci 2 miii maximalnich otékach za minutu se kolonkagmistila
do nové mikrozkumavky atjglalo se 5Qul deionizované vody a nechalo se 2 min inkubovat
pii pokojové teplat. Po centrifugaci 2 min ip maximalnich ot&kach byl ziskan

vyizolovany PCR produkt.
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3.5. Klonovéni a izolace plazmidové DNA

Ligace se provéatia pomoci kitu Qiagen PCR Cloning Kit. Namichalaligaeni
snes, ktera se skladala zeuRPCR produktu, 2,5l ligacniho pufru a 0,l vektoru. Tato
liga¢ni smés se nechala inkubovat 2 hodiny p4°C.

Do ligatni snesi se po inkubaci fdalo 100ul kompetentnich buik DH5a
a zkumavka se inkubovala 10 min na ledu. Nasledotgplotni Sok po dobu
30 sekund ve vodni lazni o teplet2°C se zchlazenim 2 min na ledu. Ke vzorkuisgao
200l SOC media o pokojové teptoa dal se vodorovntiepat na 1 hodinuipteplot 37°C.
Po tepéni se obsah nanesl na Petriho misky s X-galbokejkou se rovnoginé rozetel.
Nasledovala inkubace ve 37°@p noc (cca 16 hod).

Dal3i den se provéhb testovani usgnosti klonovani. Spkou se vypichly z Petriho
misky bilé kolonie a daly se do mikrozkumavky suB®ody. Pak se ifipravila PCR reaéni
smes s primery M13F a M13R, které nasedaji na plazaadoDNA. K reakni snesi se
piidaly 2ul bunééné suspenze. Amplifikace probihala za nasledujiptoiminek: 95°C/10
min, (95°C/50 s, 52°C/50 s, 72°C/1 min) 20x, 72TCAin.

Vzorky, které PCR test ozéibza Usgsre klonované, byly dale namnozeny. Do 3 ml
LB media se fidalo 12ul ampicilinu a zbytek bakterialni suspenze. Zkumastkakterialni
suspenzi se dalydpat pi teplo 37°C gFes noc.

Izolace plazmidu se provéld pomoci kitu High Pure Plasmid Isolation Kit (Re9.
Namnozena bakterialni suspenze se zcentrifugovala adstraéni zbytki media Zstal
pouze pelet, ktery se rozsuspendoval ve @5@ztoku ,Suspension Buffer”. itlalo se
250ul ,Lysis Buffer* a po promichani figvracenim se inkubovalo 5 mirti gpokojové
teplo€. Pak se fidal 350ul chlazeného roztoku ,Binding Buffer* a po promicase
inkubovalo 5 min na ledu. Poté se dalo centrifugmaal0 min i maximalnich otékach.
Sestavila se kolonka, do které selip supernatant a kolonka se centrifugovala 1 rmuinu
Protekla tekutina se slila @igalo se 70Qu roztoku ,Wash Buffer I1I* a centrifugovalo se
1 min @i maximalnich otékach. Ot se slila protekla tekutina a kolonka se 1 minutu
centrifugovala. Kolonka se vlozila do nové mikromkavky a pidalo se 6Qul vody.
Po centrifugaci 1 minutu ¥p maximalnich otékach byla v mikrozkumavce vyizolovana

plazmidova DNA.
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3.6. Sekvenovani

Sekvenace probihala v servisni labofiatgenomiky BC AV CR. DNA byla
sekvenovana po obdetezcich pomoci univerzalnich printeM13F a M13R, které nasedaji
na plazmidovou DNA, anebo vhodnych SSU prime3ekvenace byla provedena pomoci
automatického sekvenatoru ABI PRISM 3130xI.

Vzorky na sekvenator bylyfipravovany smichanim gl PCR produktu a 0,pl
piislusného primeru nebo pokud Slo o plazmid tak Bé&riom 0,5ul primeru (M13F nebo
M13R), plazmidové DNA vrozmezi 75 — 150 pmig/namtifené na spektrofotometru

a doplréno deionizovanou vodou na objem |5

3.7. Fylogeneticka analyza

Sekverni data ze sekvenatoru byla kompletovana v progra®eqMan
(DNASTAR). Alignment byl sestaven ze ziskanych s#loi a ze sekvenci uloZenych
v genové bance (NCBI:http://www.ncbi.nlm.nih.goy Sekvence byly uspadany
v programu MAFFT verze 6.864 (Katoh a kol. 2005)adeu L-INS-i. Z alignmnentu byly

vybrané konzervativniasti pomoci programu Gblocks 0.91.b (Castresaf@)20

Fylogeneticka analyza byla provedena metodou mdrinpéiavdpodobnosti (ML -
maximum likelihood) a metodou maximalni Usporno@P — maximum parsimony).
K témto analyzam byly pouZivany programy RAXML 7.0.Btgmatakis 2006) model
GTRGAMMA a PAUP 4.0b10 (Swofford a kol. 2001). Bsivapova analyza byla stanovena
s pti sty opakovanimi. Fylogenetické stromy byly zateay v programu TreeView 32
(Page 1996) a na upravu byl pouzit program Addbsttator 10 CE.
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4. Vysledky

4.1. Morfologickd dokumentace

Preparaty z tkani ZzalBombina orientalisa Litoria infrafrenata byly vySeteny
swtelnym mikroskopem. U osmi jedificB. orientalis nebyly nalezeny v tkanich zadné
spory prokazujici fitomnost myxosporei. Ve alniku jednoho jedince Zaly. infrafrenata

byly objeveny sporyyxidiumsp. a u dvou byla infikovana varlata druhktyxobolussp.

Obr. 5: Makroskopicka plasmodia ve
varlatechi_itoria infrafrenata
pod binolupou.

U dvou jeding L infrafrenata byly pozorovany pouhym okem viditelné
makroskopicka plasmodia (Obr. 5). Roztlakovy préptearg potvrdil pritomnost myxospor
rodu Myxobolus(Obr. 6A). Spory jsou ovalné, 13 (10 — 1480 dlouhé a 8,5 (7 — Ym
Siroké. Polové vy jsou kapkovitého tvaru a jejich rozny jsou 5,1 x 2,9um. U rekterych
spor se jevil jeden polovy ¥ék nepatr mensi. Uvnit v&ku staené polové viakno vyt¥a
spiralu se sedmi zavity (Obr. 6B, C). SEM potvrzoy&élny tvar spoMyxobolussp. Spory
tvori dvé stejné chlop#a jejich povrch je hladky (Obr. 6D, E).

Na histologickychiezech byla dokumentovana polysporicka plasmodiarakymi
sporami (Obr. 7A) a také plasmodia s vyvijejicinei sporami (Obr 7B, C). Velikost

plasmodii se pohybovala okolo 0,5 mm.

Obr. 6: SporyMyxobolussp. zLitoria infrafrenata A — C Nomarského DICA — Shluk
spor ve tkaniB,C — Detail spory — tvar polovych #&i a charakter vinuti pélového viakna.
D,E — Povrch spory zndzafny pomoci SEM. Uvedenadtitka odpovidaji velikosti im.
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polysporicka plasmodia obsahujici zralé spd@y- Polysporické plasmodium s nezralymi
sporami na okrajiC — Detail gedchoziho snimku, KBzdicka ozn&uje misto s nezralymi
sporami.

Oproti velkému mnozstvi spddyxobolussp. v cystach, se vteivitych plasmodiich
(Obr. 8A) druhuMyxidiumsp. myxospory vyskytovaly v menSii@i Velikost spor je 10,8 x
7,5 (10 - 11,5 x 6,5 — 8,m. Jednotlivé spory jsou ovalné sesaw pélovymi vaky, které
jsou téengt kulaté (3,9 (3,5 — 4,5) x 4,3 (4 — 4,p)n ) a umisiny na opanych polech
s vyustnim na stejné strarspory (Obr. 8B). Vystlené polové viakno ma délkdilpizné
40 — 50um (Obr. 8C). Povrch spory neni hladky, Zebrovankigtelné jiz ve sitelném
mikroskopu (Obr. 8D). Skanovaci elektronovy mikmyglodhalil charakter Zebrovani i et
6 — 8 ryh na jedné chlopni (Obr. 8E).

Ostatni Myxosporea podrobena fylogenetické analya k dispozici pouze jako
vzorky pro izolaci DNA, a tak nejsou wgalloZzené praci morfologicky dokumentovany.

A C :

Obr. 8: SporyMyxidiumsp. zLitoria infrafrenata A — D Nomarského DICA — Ulozeni
spory v plasmodiuB — Spora s detailem na vyést pélovych véki a na charakter vinuti
polového vlaknaC — Vystelena pélova vlaknad — Spora se zadshim na povrchE —
Povrch spory zndzoény pomoci SEM. Uvedenadtitka odpovidaji velikosti m.
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4.2. Sekvenni a fylogeneticka analyza

Ze vzorki, které byly k dispozici, se poti® osekvenovat jedenact celych nebo

alespa casténych SSU rDNA z myxozoi obojzivelnikz niznych geografickych oblasti
(Tab. 5). Bchto jedenact SSU rDNA sekvenci N0 a) sedm sekvendWvyxidium sp.

pochéazejicich ze Zmika hostiteli z Indonézie, Tanzanie, Vietnamu Giny, b) dw&

sekvenceMyxobolussp. z varlat Zaby.itoria infrafrenata z Indonézie a c) dvsekvence

druhi za‘azenych do rod$phaerospora ledvin Zab z Tanzanie a USA. Z&lem zjis¢ni

fylogenetické pibuznosti studovanych myxozoi byly &to sekvencim z Genové banky

piidany vybrané sekvence myxozoi parazitujicich ujoabelnika a ryb a byly sestaveny

fylogenetické stromy.

Tab. 5: Ziskané sekvence.

ZISKANA
HOSTITEL MYXOZOA DELKA KOMBINACE PRIMERU

SSUrDNA (bp)
Polypedates leucomystax Myxidism 822 MyxospecF — MyxospecR
Litoria infrafrenata Myxidiumsp. 929 MyxospecF — MyxospecR
Microhyla pulchra Myxidiunsp. 928 MyxospecF — MyxospecR
Hylarana signata Myxidiursp. 1653 MyxospecF — ERIB10
Liua shihi Myxidiumsp. 1248 ERIB1 - ACT1R
Brachytarsophrys carinenseMyxidiumsp. 1419 ERIB1 — MyxospecR
Leptobrachium chapaense  Myxidism. 2000 ERIB1 — ERIB10
Litoria infrafrenata Myxobolusp. 1899 ERIB1 — ERIB10
Litoria infrafrenata Myxobolusp. 1918 ERIB1 — ERIB10
Ptychadena anchietae Sphaerospspa 2592 ERIB1 — ERIB10
Lithobates catebeiana Sphaerospsm 2687 ERIB1 — ERIB10

Na obrazku 9 je znazain fylogeneticky strom, ve kterém je analyzovanonsed

ziskanych myxozoi rodiyxidium které podle fylogenetické analyzy odpovidéjiem

drunim. VSechny tyto sekvence tfo monofyletickou skupinu blizce fipuznou

monofyletické skupi&é Cystodiscuss podporou maximalniho bootstrapu.&hto skupinam
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je prifazeno iSoricimyxum fegatiz rejska, ale s malou bootstrapovou podporou. Tyto
sekvence z obojzivelniktvori v subkladu sladkovodmdlyxidiumsamostatnou skupinu.

SekvenceMyxobolussp. LI02 aMyxobolussp. LI04 ziskané kitoria infrafrenata
jsou ve fylogentické analyzdipojeny k sob s podporou maximalniho bootstrapu (Obr. 10)
a jsou sekvemeé 100% homologické. S podporou 100% bootstrapu fgtmudw sekvence
piitazeny ke skupih sekvenciMyxobolusdo které pat M. cyprini, M. pseudodispar
M. musculj M. terengganuensjdyxobolussp.,M. stanlii, M. bartai aM. artus

Rod Sphaerosporge polyfyleticky a pedkéznd BLAST analyza neodhalila blizkou
piibuznost ke konkrétni skugirmyxozoi, proto se konstruoval fylogeneticky strddtery
zahrnuje kromd skupiny Sphaerospora sensu stricjest zastupce z nigské a sladkovodni
vétve. SkupinaSphaerospora sensu strictmbsahuje v saiasné dob pét druhi rodu
Sphaerosporglus druhylLeptotheca fugwa Bipteria formosa Kromé¢ Sphaerospora ranae
kterd pochazi z obojzivelnika, jsou zbylé sekvemg®osporei z rybich hostitel Sekvence
S dicentrarchj S testicularis a Sphaerosporasp. jsou zgazeny do miské &tve
aS. monari Sphaerosporap. aS. oncorhynchisou ve sladkovodniévi. Analyza odhalila,
Ze Sphaerosporasp. FM09 aSphaerosporasp. 11M15 jsou blizce ffpuzné k jediné
sekvenci z obojzivelnik&phaerospora ranae rAmciSphaerospora sensu-stricovysokou
bootstrapovou podporou (Obr. 11).
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Hostitelé:
@ ryby

Chloromyxum trijugum

e L, . Myxidium scripta
obojzivelnici

o
savci 50/~
¢ 63/
® plazi 1@'__ Zschokkella sp. DQ377696.1
, . ] 100/97 Zschokkella sp DQ377704.2
ptaci 100/100 | ZSEhokklS tar
Zschokkella sp. DQ333435.1
-/66 idli
a 1fm|_— Myxidium truttae
51/- Zschokkella nova

74/59 — Myxidium cuneiforme
100499

_|:Zschokkeﬂa sp. DQ118776.1
100/100 98/89 Zschokkella parasiluri
100“00[ M}’defﬂm hardella
Myxidium chelonarum

Soricimyxum fegati

Sphaerospora sp.

Myxidium sp.

Cystodiscus axonis

-/92 Cystodiscus immersus HQ822162

— 53" Cystodiscus melleni

Cystodiscus immersus Br2
Cystodiscus australis
Myxidium sp. LI03*

Myxidium sp. FM10*

100/100

Myxidium sp. FM11*
99/98

Myxidium sp. 168*

63470 Myxidium sp. FM03*
69/-

91/85

Myxidium sp. FMO2*
Myxidium sp. FMO7*

Myxidium coryphaenoideum

96/83

Sphaeromyxa hellandi

100;10[)'— Sphaeromyxa zaharoni

Sphaeromyxa balbianii

100/99

Chloromyxum trutae

99/1 00[ Chloromyxum cyprini
Chloromyxum auratum

100/-

0.1

Obr. 9: Fylogeneticky strom skupinyMyxidium“ konstruovany metodou maximalni
pravdEpodobnosti v programu RAXML. Neéwvziskané sekvence jsou ozaay hwzdickou.
Cisla u jednotlivych uzl udavaji hodnotu bootstrapML/MP vy3si nez 50%. Btitko délky
vétvi je uvedeno pod stromem. Jako outgroup byly agigréi sekvence rod€hloromyxum

22



Hostitelé: Myxobolus bibullatus
70/63 Myxobolus elegans
[ ryby 100/100 I__ Sphaerospora molnari

i . 651- _
® obojzivelnici 100/100 Henneguya doneci

100/99

Thelohanellus nikolski
Myxobolus musseliusae

Myxobolus paviovskii

Myxobolus dispar

Myxobolus siddalli

Myxobolus macrocapsularis

Myxobolus muelleri

Myxobolus dogieli

Myxobolus ellipsoides

— Myxobolus cycloides

97/93 M‘: Myxabolus parviformis
Myxobolus impressus

Thelohanellus zahrahae

Myxobolus wulii

100/100

Myxobolus koi
Myxobolus ampullicapsulatus
Thelohanellus toyamai
Myxobolus longisporus
100/1 Dq Myxobolus pellicides
Myxobolus pendula
100/-1 100r100 Myxobolus tasikkenyirensis
97%[ Myxobolus csabai
43/51 — Myxobolus dykovae
100/68 a1/g7— Myxobolus obesus
100/ Myxobolus hungaricus
Myxobolus intimus
Myxobolus dujardini
mmool Myxobolus sp. LI04*
Myxobolus sp. LIO2*

100/100 Myxobolus musculi

69/55|
99/82

88/6

Myxobolus terengganuensis
Myxobolus pseudodispar
Myxobolus sp.

Myxobolus stanlii
Myxobolus bartaf
Myxobolus cyprini

1001100 Mmyxobolus artus

100/100|

100/-— Myxobolus cerebralis
L Myxobolus bramae

0.1

Obr. 10: Fylogeneticky strom skupinyMyxobolu$ konstruovany metodou maximalni
pravdEpodobnosti v programu RAXML. Hedickou jsou ozn&ny nové a jediné sekvence
z obojzivelniki. Cisla u jednotlivych ufl udavaji hodnotu bootstrapML/MP vy3si nez
50%. Meritko deélky \tvi je uvedeno pod stromenMyxobolus cerebralisa Myxobolus
bramaebyly vybrany jako outgroup.
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Hostitelé:

96/80)

Chloromyxum leydig
Chloromyxum trijugum

Cystodiscus melleni
Cystodiscus immersus
Myxidium sp. FM02*
1001100— Myxidium sp. FMO7*

Sphaerospora sp.
Myxidium chelonarum
Chloromyxum cristatum

100!99|: Myxobilatus gasterostef
Hoferellus gilsoni

100/100— Myxobolus ellipsoides
100100 S Myxobolus parviformis
Henneguya doneci
100100— Sphaerospora molnari
—— Myxobolus longisporus

L | 130”00I Myxobolus sp. LI04™
99198 1501100 Myxobolus sp. LI02*

00/100 I: Myxobolus cyprini
Myxobolus pseudodispar

Chloromyxum legeri

100/100

Cystodiscus axonis \

—Z00<0O0OX0OXrXrrwm

m—-—-2—-r

1UW‘M)E Myxidium lieberkuehni j
Sphaerospora oncorhynchi

Sphaerospora sp. 11M15*
Sphasrospora sp. FM09*

Sphaerospora ranae

Sphaerospora renicola
Sphaerospora elegans
Sphaerospora truttae

100/100] Leptotheca fugu

100/10 Sphaerospora epinepheli
Bipteria formosa _J

99/93 Parvicapsula bicomis
| gajgzl: Parvicapsula minibicornis
Sphaerospora testicularis

100/100— Ceratomyxa labracis

L—— Ceratomyxa sparusaurati
Ceralomyxa shasta
Auerbachia pulchra
Myxidium bergense
1001001 pMyxidium gadi
100/100 Kudoa crumena

Sphaerospora sp.

100/-—— Telracapsuloides bryosalmonae

® ryby
® obojZivelnici 7¢%0]
® plazi
9100
ptaci 99/85
65/-]
100/100 TR
100/100
78/
0.1
Obr.

L Buddenbrockia plumatellae

Latyspora scomberomori 3\

Kudoa thyrsites
68!77'_7“7 Sphaerospora dicentrarchi ]
83/-

SPHAEROSPORA
SENSU
STRICTO

>R AOZ

m—2—-r

11: Fylogeneticky strom konstruovany metodou maximapravdpodobnosti

v programu RAXML. No¥ ziskané sekvence jsou oZany hwzdickou a za outgroup byly
vybranyTetracapsuloides bryosalmonadBuddenbrockia plumatella€'isla u jednotlivych

N 1

uzli udavaji hodnotu bootstrapL/MP vySSi nez 50%. Kfitko délky tvi je uvedeno pod

stromem.
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5. Diskuze

5.1. Fylogenetické vztahy

Dosud je znamo jen velice malo SSU rDNA sekvengkamoi z obojzivelnil.

V genové bance jsou dostupné poudgii sekvence roduCystodiscus(C. immersum
C. mellenj C. australis a C. axoni9, jedna sekvenceSphaerospora ranaea jedna
Chloromyxum careniDosud neni zndmé& Zadna SSU rDNA sekvenceidmudiu Myxobolus
popsanych z obojzivelnik V této praci se podido ziskat sedm novych sekvenci rodu
Myxidium dwé roduMyxobolusa dw roduSphaerospora

Rod Myxidium je fylogeneticky velmi itznorody. Gikazem toho je i to, Ze druhy
zarazené do rodMyxidium u now fylogeneticky determinované monofyletické skupiny
obojzivelniich myxozoi (Hartigan a kol. 2011) byly poslézéerpzeny do no¥
ustanoveného rodCystodiscus(Hartigan a kol. 2012). Tyto druhy rodbystodiscusse
krome fylogenetické pibuznosti vyznéuji i velmi podobnou morfologii spory a santepre
parazitaci specifického hostitele — obojzivelni8adm sekvenci myxosporei morfologicky
odpovidajici charakteristice rodyxidium ziskanych v fedloZzené magisterské préci tvo
také samostatnou a monofyletickou skupinu péeipou vysokymi bootstrapy. @bdveé
zmirkné monofyletické skupiny myxozoi obojziveldik jsou spojeny za podpory
maximalniho bootstrapu a vytiigednu rozsahlou linii myxozoi z obojzivelrikNa zaklad
fylogenetické analyzyiedpokladame, Ze ziskané sekvence odpovidaji jédjmtktyrem
samostatnym druim.

V této dol je popsano ¢ druhi roduMyxobolus ale zatim neni dostupna ani jedna
sekvence v genové bance. kéglozené praci dv now ziskané sekvence byly ve
fylogenetickém strom piifazeny k sob s podporou stoprocentniho bootstrapu. Jejich
homologie je stoprocentni, proto neni pochyb, Zerky LIO2 a LI04 gedstavuji totozny
druh. Kuili nedostatku molekularnich dat neni dosud jasdé&, Myxozoa roduMyxobolus
parazitujici u obojzivelnik budou tvéit samostatnou linii jako je tomu u roddyxidium +
Cystodiscus

Podobna situace je i u rodkphaerosporakde je v genové bance dostupna pouze
sekvences. ranae V této praci byly ve fylogenetické analyze noekwsenceSphaerospora
sp. FM09 aSphaerosporasp. 11M15 pifazeny jako sesterské ktéto jediné myxozoi
sekvenci z obojzivelnika. Tato skupina Zabich mgkge ve stejné linii $eptotheca fugu
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Bipteria formosas. truttae a S. elegans Podle analyzy Holzer a kol. (2004) jsSutruttae
aS elegansblizce gibuzné kCeratomyxa sparuaurats pongrné vysokym bootstrapem.
AvSak prace Jink a kol. (2006; 2007) a Fiala (200@adi S truttae a S elegansjako
samostatnou skupinu jako je tomu i v nasSi analizetéto analyzy byly zahrnuty vSechny
dostupné sekvenc8phaerosporaz genové banky, které jsouiaaeny nafi¢ vSech linii.
Skupina Zabich myxozoi s morfologii ro8phaerosporge zaazena do linisSphaerospora
sensu strictpktera v provedené analyze spada jako sesterskadke linii myxozoi. Délka
novych sekvenci je extrémnich 2592 a 2687 bp a toojpovida i délka jediné tetn
kompletni sekvencg. truttae, kterd mé 2541 bp (Holzer a kol. 2004).

5.2. Determinace nalezenych druin

VSechna no¥ sekvené charakterizovana Myxozoa pochazi z hostiteltiznych
geografickych oblasti jako je Indonézie (6x), Taneg2x), Vietnam (1x)Cina (1x) a USA
(1x). Jedna ze ziskanych myxozoi pochéazi z mloka shihiz Ciny a zbytek pochéazi z zab.
Myxidium sp. z mloka je zarowe prvni molekulars charakterizovany druh myxozoi
z ocasatého obojzivelnika. VSechna nalezend Myxposéihovala charakteristicky organ.
Myxozoa roduMyxidiumbyla nalezena ve Ztaiku, druh roduMyxobolusinfikoval varlata
a Vv ledvinach byla nalezena Myxozoa ro@phaerospora Morfologicka dokumentace
ve s¥telném a skanovacim elektronovém mikroskopu bylavedena pouze u vzark
Myxobolus sp. a Myxidium sp. zLitoria infrafrenata z Indonézie, které byly ipmo
k dispozici po pit¢ jejich hostiteli. Druhové determinaci jsem se&novala tedy pouze
u chto nales.

Myxidiumsp. LI0O3 se od ostatnich dfuhodu Myxidium popsanych u obojzivelnik
liSi jak ryhovanim na povrchu spory tak zejménaohol pédlovych véki. Ryhy
u Myxidiumsp. LI03 jsou do fkruhu narozdil od ostatnich, které maji toto ry@ovspisSe
vodorovné, picné nebo jsou hladké. Poélovéckst jsou sice umighy na opanych polech
spory, jako je tomu u ostatnich spor radiyxidium ale pory pro vyselovani polovych
vlaken jsou ¥tSinou na opénych stranach nebofimo na pélech, kdezto Myxidium sp.
LIO3 jsou na jedné stranVelikosti spor je nejblize M. typhonius ktery je rozdilny pouze
o desetiny mikrometru (Gray 1993). Dale je se swelikosti podobny kM. haldari (10,3 x
6,7 um). Ostatni spory fiesahuji velikost 12um. VSechna dosud popsana Myxozoa rodu

Myxidium u obojzZivelniki byla nalezena ve Ztaniku svého hostitele.#Bdpoklada se, Ze
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Myxozoa parazitujici u obojzivelniknejsou hostitelsky specificka (Delvinquier a K92,
McAllister a Bursey 2005). Dokazuji to riéfdad hostiteléM. immersum ktefi se daji
zaradit do Sestteledi nebadVl. serotoninumkteré ma hostitele dokonce z devéledi (Eiras
2005). Geograficky je roMyxidiumvelmi rozsfeny.

Z uvedenych 0déjlze vyvodit, Ze nalezeny druh myxozoilLu infrafrenata bude
druhem pro ¥du novym. Unikatni poloha pélovych &k a fylogeneticka pozice bude
pravdEpodobré dostaténym podkladem pro ustanoveni nového rodu myxozstiozgenym
v této praci objevenym druhem.

Tvar sporMyxobolussp. vzorki LI02 i LI04 je podobny znamym sporam u diiuh
rodu Myxobolusz obojzivelniki, krom& M. bufonis ktery ma narozdil od ostatnich kulaté
spory (Upton 1992) M. ranae ktery ma kapkovity tvar (Guyenot a Naville 192). hylae
se mize vyskytovat ve dvou typech — ovalny a kulaty. l@gaspory jsou vSak svymi
rozmeéry 14,2 x 9,1um wtSi (Browne 2002). Podle velikosti jsou spory v msteyské praci
studovaného druhu nejblize\k fallax, které maji velikost 13,4 x 9§5m aM. chimbuensis
s velikosti 11,9 x 8,4um (Browne 2002, Ewers 1973). Ostatni dosud znanogéysjsou
rozmerové mensi (Browne a kol. 2002). Myxozoa rddiyxobolusz obojzivelniki parazituji
ve varlatech. Jedinou vyjimkou M. ranae parazitujici na &i (Guyenot a Naville 1922).
Pravdpodobnost, Ze studovany druhNe fallax neboM. chimbuensige vysoka a to diky
hostiteli, kterym jsou Zaby ze stejného rddtoria. | geograficka lokalizace je pammé
blizka. M. fallax byl popsan v Australii 8. chimbuensisna Papui Nové Guinei. Jak jsou
tyto druhy blizce fibuzné a jestli by mohlo jit dokonce o totoZzné groklze nyni s witosti

zZjistit, protoZze dosud nejsou znamé sekvencetd dvou popsanych drialmoduMyxobolus
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. Poddilo se ziskat celkem jedenact sekvenci myxosporeboiZivelniki: sedm
sekvenci Myxidium sp., d¢ sekvence Myxobolus sp. a d¥ sekvence

Sphaerosporap.

. Ziskané sekvence dramoduMyxidiumsp. odpovidaji podle fylogenetickych analyz

¢tyfem drulim, které jsou proadu druhy nové.

. Unikatni morfologie spor a fylogeneticka pozice ldrwzaazenych nyni do rodu

Myxidiumbude v budoucnosti podkladem pro ustanoveni novedho.

. SekvenceMyxobolussp. zLitoria infrafrenata je prvni sekvence ziskana u druhu

roduMyxobolusz obojzivelnik.

. Byly ziskdny prvni kompletni sekvence dvou druSphaerospora spp.

Z obojzivelnik.
. Byla provedena morfologicka dokumentace na uGrowidtetné a elektronové
mikroskopie u druth Myxidium sp. a Myxobolus sp. zLitoria infrafrenata

z Indonézie.

. Ziskana data budou stasti ti védeckychélanki.
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