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Anotace:

Phylogenetic placement of the Myxozoa within the Cnidaria is still not clearly
understood, although there are many supports of close relationships between Myxozoa and
Medusozoa. This thesis addresses the issue of the phylogenetic position of Myxozoa based
on mitochondrial genes (rns and NADH 1). Determination of the position and order of these
genes in the mitochodrial genome together with results of phylogenetic analysis might be the
key for deciphering of myxozoan phylogeny and declare the phylogenetic placement of the
Myxozoa within the Cnidaria. Rns was found to be a new promissing phylogenetic marker in

the cnidarian phylogeny which may resolve the problem of myxozoan placement.
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1. OBECNY UVOD

1.1 ZA&kladni charakteristika Myxozoi

Myxozoa jsou obligatni mnohobuné¢ni parazité s velmi redukovanou velikosti téla.
Tato télesna redukce, kterd se patrné vyvinula z diivodu ptechodu k parazitickému zpiisobu
zivota je piikladem regresni evoluce, jez je charakteristickd pro mnoho skupin parazitd
(Poulin 2003). Myxozoa piedstavuji velkou diverzifikovanou skupinu zahrnujici az 2200
druhti (Lom a Dykova 2006).

Pro tuto parazitickou skupinu je typicky zivotni cyklus jehoZ soucasti je bezobratly i
obratlov¢i hostitel (Markiw a Wolf 1983; El-Matbouli a kol. 1992). Jejich béznymi
obratlovéimi hostitely jsou zejména ryby, nicméné pfitomnost téchto paraziti byla
zaznamenana i u obojzivelnikd, plazt, ptakt a savct (Théodoridés a kol. 1981; Eiras 2005;
Bartholomew a kol. 2008; Prunescu a kol. 2007). Vyznam myxo0zoi spoc¢iva piedev§im v
napadani ekonomicky vyznamnych hostitelti — jako jsou pravé ryby, u nichz nékteré druhy
myxozoi mohou zptisobovat masivni Uhyny (viz. kapitola 1.4).

Co se tyce fylogenetického a taxonomického postaveni myxozoi v rdmci metazoi
prosla tato skupina mnohymi zménami. Z hlediska taxonomie byly tyto organismy
povazovany nejprve za jednobunécné parazity patiici do skupiny Protozoa, avSak posléze
byly vy¢lenéni a zafazeni k metazoim (Siddall a kol. 1995) (viz. podkapitola 2.1). Tradi¢ni
taxonomie v ramci myxozoi byla a stale z vétsi ¢asti je zalozena na morfologii spor téchto
parazitl, avSak pozdéji se ukazalo, ze toto ¢lenéni je v rozporu se ziskanymi molekularnimi
daty (Kent a kol. 2001). Vysvétleni tohoto problému spoc¢iva ve velmi Casté morfologické
konvergenci urcitych typi spor a také v tom, ze morfologické vymezeni nékterych rodu je
nejasné (viz. podkapitola 2.2).

Z fylogenetického hlediska se skupina Myxozoa stala problematickym taxonem,
ktery doneddvna nebylo mozné jednoznaéné zatadit v ramci metazoi. Recetni studie ovSem
poukazuji na jistou inklinaci tohoto taxonu ke skupiné zahavci (Cnidaria) (Jiménez-Guri a
kol. 2007; Holland a kol. 2011; Nesnidal a kol. 2013).



1.2 Morfologie myxozoi

Zastupce myxozoi lze charakterizovat jako mikroskopické mnohobunééné parazity,
které svou morfologii pfipominaji protista, piesto ale maji n¢které apomorfie (diferenciace
bun¢k, desmosomu podobné bunééné spoje), které jsou spolecné pro celou zivociSnou fisi
(Smothers a kol. 1994). Nékteré znaky myxozoi v§ak muzeme
nalézt i u jinych skupin organismii mimo metazoa. Piikladem
je paraziticka skupina Microsporidia (Fungi, Opistokonta), se
kterou byla Myxozoa v minulosti fazena do jednoho taxonu
(Cnidosporidia). Spoleénym znakem myxozoi a mikrosporidii
je pritomnost spory s vystfelovacim aparatem ve vyvojovém
cyklu. Typickym stadiem myxozoi je spora. Obecné se spory
skladaji z nekolika bunék, ze kterych se transformuji chlopné
spory, sporoplasma (vlastni améboidni infekéni zarodek) a
polové vacky, obsahujici stoCena vymrstitelnd vlakna.
Morfologie pélovych vacki je totozna s cnidocyty zahavci
(Siddall a kol. 1995). Tato morfologie spory je charakteristicka

pro myxosporeovou fazi vyvoje parazita V obratlovéim

hostiteli  (tzv. myxospora, Obr. 1A). Naproti tomu

Obrazek 1: Rizné typy spor
V bezobratlém hostiteli je morfologie spory odlisnd - vznikd  myxozoi. /A/  Myxospora

tzv. aktinospora (viz. Obr. 1B), kterd ma casto triradidlni ~ Chloromyxum cristatum
symetrii, napf. u typu triactinomyxon pfipomind kotvu (SEM) (pfevzato od Miloslay
NS Coex s w1 v o Jirkd); /Bl Aktinospora

S vyCnivajicimi vybézky v misté usti tfi polovych vacku. irk) P
. ] . ) (triactinomyxon forma)

Sporoplasma aktinospor obsahuje velké mnozstvi infekénich )
Myxobolus cerebralis

bunék (Lom a Dykova 1992). (pfevzato  od  Stephena
Plasmodia pfedstavuji vegetativni stddia myxosporei,  Atkinsona, FishPathogens.net)
které mizou dosahovat az makroskopickych rozméri Podle
lokalizace rozliSujeme plasmodia histozoicka (ve tkanich) a coleozoicka (v dutinovych
organech). Histozoickd plasmodia mivaji ¢asto podobu makroskopickych cyst, které jsou
V pozdégjsi fazi vyvoje vyplnény sporami. Typickym znakem ve vyvoji myxozoi je vytvareni
tzv. bun¢k v burice (cell-in-cell). Plasmodia obsahuji vegetativni jadra a generativni buiky,
ze kterych diferenciaci vznikaji jednotlivé bunky tvofici sporu.
Mezi znaky malacosporei, primitivnich zastupci myxozoi parazitujicich u

sladkovodnich mechovek (Bryozoa), patii zachovani rozsahlych vrstev bunck s junkénimi



komplexy. Nejznaméj$imi zastupci jsou Buddenbrockia plumatellae a Tetracapsuloides

bryosalmonae, pricemz B. plumatellae je charakteristicka ¢ervovitym typem téla (Obr. 2A)

naproti tomu T.bryosalmonae tvoii v mechovkach vakovité Gtvary. Ob¢ stadia produkuji

spory ve své vnitini dutiné¢ charakteristické Ctyfmi polovymi vacky (Obr. 2B). Spory

malacosporei se od myxosporei li§i v absenci diferenciace béhem zivotniho cyklu

(Hartikaien a kol. 2014).

Z ultrastrukturalniho pohledu
maji bunky myxozoi v cytoplasmé
volné rozmisténé ribozomy,
mitochondrie s kristami tubulérniho,
diskovitého nebo plochého typu.
Zasobnimi  latkami  mohou byt
napiiklad tuk nebo glykogen. Od
bézné bunécné typizace eukaryot se
Myxozoa li§i v absenci bicikll a
centriol, jejichz neptitomnost lze
odvodit ze sekundarni ztraty
béhem evoluce (Lom a Dykova
2006).

Obrézek 2: Zastupci malacosporei. /A/ Cervovité télo

Buddenbrockia plumatellae, /B/ malacospora
Tetracapsuloides bryosalmonae (Hartikainen a
kol., 2014; Tops S., Natural History Museum,

London.



1.3 Zivotni cyklus Myxosporei

Z hlediska zivotniho cyklu byla Myxozoa po dlouhou dobu povaZzovana za monoxenni
skupinu parazitu ryb. Velky pievrat nastal v polovin¢ osmdesatych let minulého stoleti
(Markiw a Wolf 1984), kdy bylo zjisténo, ze vyvoj myxospory v obratlovéim hostiteli tvofi
pouze polovinu zivotniho cyklu myxosporei, pfiCemz vyvoj pokracuje ve vodnich
krouzkovcich jako aktinosporeova faze. Myxosporea se tedy zacala povazovat za skupinu
dixennich paraziti a taxonomicka skupina Actinosporea byla zruSena. Prvnim druhem, u
kterého byl kompletni Zivotni cyklus popsan, je Myxobolus cerebralis (viz. Obr. 3). Cely
cyklus se sklada ze dvou fazi (myxosporeoveé a aktinosporeové), které probihaji mezi dvéma
raznymi hostitely a na jehoZ konci vznikaji odli$né typy spor (Lom 1996). Myxosporeova
faze zivotniho cyklu modelového organismu M. cerebralis je zapocata kontaktem
aktinospory uvolnéné z bezobratlého hostitele s pokozkou obratlovéiho hostitele. Proces
uvniti hostitele je doprovazen uvolnénim sporoplasmy, ktera se poté déli a vytvaii typické
utvary tzv. ,,.buiika v bunice”. To znamend, Ze se sekundarni buniky vzniklé endogennim
zpusobem nachazi uvniti primarni buiiky. Takto vznikld mnohobunécéné stddia poté migruji

intercelularné do tkéani, kde pokracuje jejich déleni.
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Obrazek 3: Zivotni cyklus Myxobolus cerebralis (pfevzato ze Science 473).



Samotny vyvoj spor probihd béhem sporogonické faze, kdy primarni a sekundarni linie
bunék z ptedchozi presporogonické faze proliferuji a diferencuji za vzniku myxospory, kterd
se poté uvoliiuje ze svého hostitele a pokracuje do dalsi aktinosporeové ¢asti zivotniho
cyklu.

Naslednou c¢asti zivotniho cyklu myxozoi je vyvoj aktinospor uvnitf bezobratlého
hostitele, ktery 1ze rozdélit na tfi faze. Prvni faze — schizogonie — ptedstavuje prichyceni
spory k epitelu hostiele a nasledné mnohondsobné dé¢leni sporoplasmy za vzniku
vicejadernych stadii. Druhad faze — gametogonie — zahrnuje mitotické a meiotické déleni
somatickych a generativnich bun¢k za vzniku zygot obalenych somatickymi buiikami. A
nakonec tfeti faze — sporogonie, coz je tvorba samotné spory, jez je doprovazena
mitotickym dé€lenim a periferni diferenciaci bunék. Z aktinosporidové ¢asti cyklu se uvoliuje

aktinospora napadajici opé&t obratlov¢iho hostitele a cely cyklus se opakuje.



1.4 Ekonomicky vyznamni zastupci myxozoi

Ekonomicky vyznam myxozoi spo¢iva zejména v jejich patogennim efektu na rybi
hostitele. Nicméné piimy patogenni ucinek maji pouze néktefi zastupci myxozoi a to
zejména u komer¢né chovanych ryb. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce zpisobujici ekonomické
Skody zejména v souvislosti s masivnimi thyny ryb lze zafadit nasledujici druhy: Myxobolus
cerebralis, Enteromyxum leei, Kudoa thyrsites, Ceratomyxa shasta, Tetracapsuloides
bryosalmonae (viz. Tab. 1).

K dobfe znamym patogennim ucinkiim Enteromyxum leei patii tvorba stfevnich
katarti u ryb ze Stfedozemniho mote (Diamant a kol, 1994; Rigos a Katharios, 2010).
Myxobolus cerebralis ptisobi tzv. ,,whirling disease” u mladych lososovitych ryb s vysokou
mirou umrtnosti. Infekce je doprovazena strukturalnimi a behavioralnimi abnormalitami jako
jsou deformace téla, zkraceni ¢elisti, plavani v kruzich apod. (Bartholomew a kol. 2002).

Kudoa thyrsites, ptevladajici ve farmach chovajici lososy, zptisobuje posmrtnou lyzi
masa. Toto znehodnoceni kvality ryb se nasledné odrazi v ekonomickém poklesu z hlediska
exportu takto nakazenych ryb (Kent a Poppe, 1998).

Tabulka 1: Seznam vybranych zastupct podle druhu vyzkumu (Ziv. cyklus ptevzat z Lom a
Dykovéa 2006)

DRUH VY ZKUMU MODELOVY PARAZIT ODEAZY
Sphaerospora revicola Shulman, 1966
Sphaerorxa sabrazesi Grassé a Lavette, 1978
Hemeguya adiposa Current, 1979
Myxobalus cerebralis Wolf a Markiw, 1983

Zivotni cyklus Sphaerospora molvari Lom, 1990
Myxidium bergense Siddal a kol., 1323
Ceratomyxa shasta Bartholomew a kol., 1997
Myxobolus ampullicapsulatus Eentakol, 2001
Myxosoma cerebralis Markiw aWolf, 2007
Ceratomyxa shaita EBartholomew a kol., 1959
Tatracapsuloides bryvosalnonae Hedric akol., 1993
Patogenni efelt Myxobolus cerebralis Hedric akal., 1208

Enteromyxum lesi Rigos a Katharios, 2010
Kudba thyrsites Matsukane a kol., 2010

Dalsim ptikladem parazita lososovitych ryb je Ceratomyxa shasta parazitujici
Vv pobieznich oblastech Severni Ameriky v Tichém oceanu. Tento zastupce je zaroven mezi
myx0zoi nejvice patogenni. Mezi ptiznaky napadeni patii letargie, ztrata t€lesné hmotnosti,
ztmavnuti kize, ledvinové puchyiky aj. Tyto pfiznaky se 1isi u jednotlivych druht losost a
zaroven zavisi na zivotni fazi hostitele. C. shasta napada zejména travici trakt, jatra, Zlucnik,

slezinu, pohlavni zlazy a ledviny (Bartholomew a kol., 1989).



Patogennim zastupcem z téidy Malacosporea je Tetracapsuloides bryosalmonae,
ktery puasobi proliferativni onemocnéni ledvin u lososti chovanych v Evropé a Severni

Americe. Mezi symptomy lze zahrnout bledost a znacné zvétSeni ledvin (Sterud a kol., 2007;

Wahli a kol., 2007).



2. TAXONOMIE A FYLOGENEZE MYXOZOI

2.1 Systematické zarazeni myxozoi

Taxonomické zaclenéni myxozoi prodélalo béhem historie poznani této skupiny
mnoho vyznamnych zmén. Zpocatku ptifazovala tradi¢ni taxonomie Myxozoa do skupiny
snazvem Sporozoa (tiida v ramci Protozoa) (Bltschli 1882), kam byly fazeny vyznamné
skupiny prvoku jako jsou kokcidie, malarickd plasmodia nebo hemogregariny. V druhé
polovin¢ dvacatého stoleti byla skupina Myxosporidia zafazena spolu se skupinou
Microsporidia do ttidy prvoki s nazvem Cnidosporidia (Grell 1973). Pozdéji s pfichodem 5
doménového systému eukaryotni fise (Whittaker 1969) byla Cnidosporidia pozvednuta na
urovent kmene (Margulis a Schwartz 1988). Pfes toto systematické fazeni byla Myxozoa
spojovana také s zivoCichy a to na zakladé podobnosti polovych vacka a cnidocytd u
7ahavci a také diky piitomnosti typickych Zivogisnych bunéénych spoji (Stolc, 1899; Weill,
1938). S nastupem fylogenetickych analyz molekularnich dat na poc¢atku devadesatych let
20. stoleti byla Myxozoa definitivné piefazena k metazoim (Smothers a kol., 1994).

Nicméné molekularni SSU rDNA data jsou nedosta¢ujici k rozhodnuti, zda Myxozoa
jsou uzce spojeny se skupinou Bilateria nebo Cnidaria (véetné Polypodium hydriforme),
popiipadé s jinymi taxony (Hanelt a kol., 1996; Smothers a kol., 1994; Siddall a kol., 1995;
Siddall a Whiting, 1999). Tento problém byl podroben tadé analyz (napt. Zrzavy a Hypsa
2003; Jiménez-Guri a kol. 2007, Nesnidal a kol. 2013). Z vysledkt studii vyplyva, ze v
ptipadé, ze analyza je zalozena na tzv. ribozomalnich datech (rDNA), Myxozoa jsou
pfitahovana k bilateriim a pokud na protein kddujicich datech - ke cnidariim (viz Obr. 4).

Znovuobjeveni Buddenbrockia plumatellae, parazita ¢ervovitého typu, jako druhu
myxozoi bylo podstatnym klicem k objasnéni ptvodu myxozoi. SSU rDNA tohoto
zahadného Cerva ukazala, ze B. plumatellae by méla byt pfifazena do tfidy Malacosporea,
sesterska skupina k Myxosporea (Myxozoa). V dusledku toho byla Myxozoa nejdiive
povazovana za Bilateria na zakladé cervovité morfologie (Monteiro a kol. 2002). Nicmén¢,
fylogeneticka analyza ptiblizné¢ 60 gend kodujicich proteiny (Jimenez-Guri a kol. 2007)
vyloucila bilatérni pivod B. plumatellae a podpofila umisténi myxozoi jako sesterske
skupiny cnidarii. Ptibuznost myxozoi k zahavcim byla neddvno potvrzena prikazem
pfitomnosti genu pro minicolagen v genomu myxozoi (Holland a kol. 2011). Tento gen je

specificky pouze pro zahavce.



2.2 Taxonomie a fylogeneze v rdmci myxozoi

Pietrvavajici klasifikace v ramci myxozoi je zalozena zejména na morfologii spor,
nicmén¢ neodrazi fylogenetické vztahy (Lom a Noble 1984, Fiala a kol. 2014). Ptiblizné
2200 popsanych druht je fazeno do 60 rodd (Lom a Dykova 2006). Pichledné taxonomické
schéma je shrnuto v tabulce 2. Nejvice zastupct najdeme u rodu Myxobolus (piiblizné 800
popsanych druhti (Liu a kol. 2013), ktery je typickym ptedstavitelem myxozoi.

Nesoulad mezi vysledky fylogenetickych analyz a taxonomii zalozené na morfologii
je dan ¢aste¢né tim, Ze nékteré rody maji nejisté hranice, které je definuji, napt. Myxidium a
Zschokkela nebo Ceratomyxa a Leptotheca (Lom a Dykova, 2006). Hlavni pfi¢ina je ovSem
V tom, Ze Myxozoa jsou pfibuzné na zaklad¢ jinych faktorti nez morfologie spory. Mezi tyto
faktory patii zejména prostfedi hostitele (mofské x sladkovodni) a lokalizace v hostiteli
(coelozoicka x histozoicka) (Fiala 2006). Myxozoa tvorfi zakladni fylogenetické linie
korelujici s motskym, respektive sladkovodnim prostiedim. V ramci téchto linii jsou
podskupiny myxosporei, které¢ spolu klastruji na zaklad¢ parazitace ve Zlucovém méchyfi,
mocovém méchyfi a v histozoickych tkénich. Proto je vétSina soucasnych rodi myxosporei
poly- nebo parafyleticka. Ukazalo se, Ze béhem evoluce mohly vznikat stejné morfotypy

spor n¢kolikrat na sobé nezavisle (Fiala a Bartosova 2010).



Tabulka 2: Sou¢asna nomenklatura skupiny Myxozoa (Fiala a kol. 2014).

Kmen Cnidaria
Nezatazeny podkmen MyXxozoa
Ttida Malacosporea
Rad Malacovalvulida
Rodina Saccosporidae: Buddenbrockia, Tetracapsuloides
Ttrida Myxosporea
Rad Bivalvulida
Podtad Variisporina
Rodina Sphaeromyxidae: Sphaeromyxa
Rodina Myxidiidae: Myxidium, Zschokkella, Enteromyxum, Soricimyxum,
Cystodiscus
Rodina Ortholineidae: Ortholinea, Neomyxobolus, Cardimyxobolus, Triangula,
Kentmoseria
Rodina Sinuolineidae: Sinuolinea, Myxodavisia, Myxoproteus, Bipteria,
Paramyxoproteus,
Neobipteria, Schulmania, Noblea, Latyspora
Rodina Fabesporidae: Fabespora
Rodina Ceratomyxidae: Ceratomyxa, Meglitschia, Ellipsomyxa, Ceratonova
Rodina Sphaerosporidae: Sphaerospora, Wardia, Palliatus
Rodina Myxobilatidae: Myxobilatus, Acauda, Hoferellus (nomen conservandum)
Rodina Chloromyxidae: Chloromyxum, Caudomyxum, Agarella
Rodina Coccomyxidae: Coccomyxa, Auerbachia, Globospora
Rodina Alatosporidae: Alatospora, Pseudoalatospora, Renispora
Rodina Parvicapsulidae: Parvicapsula, Neoparvicapsula, Gadimyxa
Podiad Platysporina
Rodina Myxobolidae: Myxobolus, Spirosuturia, Unicauda, Dicauda, Phlogospora
Laterocaudata, Henneguya, Hennegoides, Tetrauronema, Thelohanellus,
Neothelohanellus,
Neohenneguya, Trigonosporus
Nejasné zarazeni U Bivalvulida: Sigmomyxa
Rad Multivalvulida
Rodina Trilosporidae: Trilospora, Unicapsula
Rodina Kudoidae: Kudoa
Rodina Spinavaculidae: Octospina

Nejasné zarazeni u Multivalvulida: Trilosporoides
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Obrézek 4: Pohled na fylogenetické postaveni Myxozoi v ramci Metazoi. /A/ Fylogeneze zaloZena na genomovych datech; /B/
Fylogeneze zaloZena na ribozomalnich datech (ptevzato z Nesnidal a kol., 2013; Zrzavy a Hypsa, 2003).
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2.2.1 Fylogenetické molekularni markery

Molekularni fylogeneze vyuziva Sirokou Skalu molekularnich markera jako kli¢ k
rozlusténi fylogenetickych vztahi mezi organismy. Tyto markery piredstavuji geny
vyznacujici se urcitou perzistenci v evoluci. Nedilnou souc¢asti pouziti vhodného markeru
pro fylogenezi je dulezitd nutnost urCité evoluéné—konzervativni Casti. Nejcastéji
vyuzivanym fylogenetickym markerem je gen pro RNA malé ribosomalni podjednotky (SSU
rDNA). Obsahuje konzervativni Useky i Useky, které jsou velmi variabilni mezi jednotlivymi
organismy a proto je vhodny pro Sirokou Skalu fylogenetickych analyz. Nicméné ma také své
limity (chybgjici fylogeneticka informace pro rozliseni nékterych noda) a je nachylny k tzv.
long branch attraction — artefaktu pfitahovani dlouhych vétvi ve fylogenetickém stromu
(napf. Anderson a Swofford 2004). Proto je nezbytné péatrat po novych vhodnych
fylogenetickych markrech pro danou skupinu organismti a pro danou urovei fylogeneze.

U myxozoi byl Gspésné pouzit kromé¢ SSU rDNA i druhy rDNA gen — gen pro RNA
velké ribosomalni podjednotky (LSU rDNA) (Bartosova a kol. 2009). Zjistilo se, ze LSU
rDNA je vice informativni nez SSU rDNA a byla doporucena pro feSeni fylogeneze myxozoi
jeho kombinace s SSU rDNA markerem. Nicméné SSU i LSU rDNA maji spole¢nou evoluci
a pro potvrzeni evoluénich vztahti myxozoi, které zasadné nesouhlasily s taxonomii, bylo
nutné ziskat jiny gen nezévisly na evoluci rDNA. Tim byl elongaé¢ni faktor 2 (EF2), jehoz
fylogenetickd analyza potvrdila fylogenezi zaloZenou na rDNA datech (Fiala a BartoSova

2010).

2.2.1.1 Mitochondrialni markery

Vyuziti mitochondridlni gent jako molekularnich marker pro fylogenezi a
systematiku vyznamné ovlivnilo pohled na posuzovani vztahi mezi organismy (Gartier a
kol. 2009). Maternalni a klonalni dédi¢nost mt genomu obsahuje uréit¢ vyhody oproti
jadernému genomu z divodu nepfitomnosti rekombinacnich procest, jakoz i jeho mensi
velikosti (Birky 2001). Nicméné absence rekombina¢nich mechanismt byly nedavno
vyvraceny (Barr a kol. 2005; White a kol. 2008). Z fylogenetického hlediska je mt genom
evoluéné stabilni (Marechal-Drouard 2012). Vyhodnost vyuziti tohoto genomu pro
fylogeneticke analyzy tkvi v nezavislosti na vyvoji jaderné DNA, coz piedstavuje moznost
porovnani fylogeneze konstruované na zaklad¢ jadernych markert a nejadernych markert.

Prvnim a zatim jedinym fylogenetickym markerem pouZitym u myxozoi byl gen pro

16S rDNA (Cinkovéa, 2010). Vysledky fylogenetickych analyz 16S rDNA se shodovaly s
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analyzami multigenovych dat (Jiménez-Guri a kol., 2007). Nicméné, charakter genu a
pravdépodobny artefakt ptitahovani dlouhych vétvi naznacuji mozné chybné interpretace
ptibuzenskych vztahti a znehodnocuji vhodnost tohoto genu pro zjisténi fylogenetické pozice

myxo0zoi v rdmci metazoi.
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3. CILE PRACE

Pokusit se vyhledat molekularni markery, které budou schopny poskytnout dosta-

te¢nou fylogenetickou informaci pro:

1) zjisténi presnéjsiho postaveni myxozoi uvniti Zahavct

2) rozliSeni nestabilnich/slabé podpotenych uzli fylogenetického stromu myxozoi
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Material

Pro tuto bakalafskou praci byly pouzity vzorky paraziti z Sirokého spektra rodua
myxo0zoi. Vzorky byly poskytnuty Laboratofi rybi protistologie. Seznam jednotlivych vzorku

véetné jejich identifikacnich ¢isel a lokalit sbéru je uveden v Tab.6 (viz. kapitola 8. Pfilohy).

4.2 BLAST analyza

Pro vyhledani homolognich tseki mitochondrialnich genti Vv ¢asteéném genomu
Myxobolus cerebralis (Nesnidal a kol. 2013) byl pouzit program BLAST+ (verze nchi-blast-
2.2.29+). Byly vytvofeny tfi sety sekvenci mitochondridlnich genil tii zastupct Zahavci ze
skupin Anthozoa, Scyphozoa a Hydrozoa. Tyto tzv. ,,queries” byly porovnavany s databazi
vytvofenou z genomickych dat M. cerebralis pomoci algoritma blastn a tbhlastx. Databaze M.
cerebralis byla vytvofena zdat publikovanych v archivu ,hrubych® sekven¢nich dat
(Sequence Read Archive, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/) pod piistupovym kodem
SRA062243.

4.3 Priprava primeri

Na zakladé zjisténych homologii dvou mitochondridlnich genti s genomickymi
sekvencemi Myxobolus cerebralis byly zkonstruovany dva alignmenty v programu SeaView,
které obsahovaly sekvence M. cerebralis, zastupce Zahavcel a ryb. Alignment slouzil pro
vyhledani vhodnych tusekt k vytvoreni primeri tak, aby sekvence byly co mozna nejvice
homologni s Zahavci (zejména s M. cerebralis) a dostateéné se lisily od ryb. Navrhnuté
sekvence primerid byly testovany programem OligoAnalyzer 3.1, zda-li netvofi primer-
dimery a hairpin struktury. Primery podle vybranych sekvenci byly syntetizovany firmou

Generi-Biotech s.r.o. (Hradec Kralové, CR). Seznam navrzenych primert je uveden v Tab. 5.

4.4 Amplifikace vybranych gent

Amplifikace vybranych DNA markerd byla provedena pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR). Jako templat byla pouzita DNA ze vzorkti uvedenych v Tab. 4, ve
které jsou také uvedeny PCR podminky a zptsob cyklovani. U kazdé amplifikace byla

pouzita negativni kontrola.
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Pro dosazeni zadan¢ho PCR produktu bylo vyuzito nékolika modifikaci béhem PCR
metody. Bylo testovano né€kolik rtznych teplot pro nasedani primerd, pokouseli jsme se
amplifikovat jednotlivé geny s vyuzitim standartni RedTaqg polymerazy, ale i Titanium PCR.
Dalsimi zpusoby modifikaci PCR metody bylo vyuziti nasledné PCR s pouzitim vnitinich
primert - nested PCR. Pomoci step-out PCR jsme se pokusili naamplifikovat sekvence

vedouci opa¢nym smérem od téchto gent (Burger a kol. 2007).

4.5 Gelova elektroforéza a izolace produkti

Ke zjisténi spravné velikosti amplifikovanych PCR produkti byla pouzita gelova
elektroforéza. Elektroforéza se provadéla na 1% (v/w) agardézovém gelu za pouziti 0,5 %
TAE pufru. Spravna velikost danych produktd byla odhadnuta pomoci Zebticku (DNA
ladder) o piislusné velikosti (100 bp/ 1000 bp). PCR produkty byly zviditelnény pomoci
ptistroje s UV spektrem. Nasledné byly takto ovéfené produkty izolovany pomoci soupravy
Gel/PCR fragment DNA Extraction Kit (Geneaid). Oproti protokolu byla na konci procesu

namisto elu¢niho pufru pouzita destilovana PCR voda.

4.6 Klonovani PCR produktii a izolace plazmidové DNA

PCR produkty o velmi nizké koncentraci byly klonovany do plazmidu, za téelem
dosazeni lepsi kvality sekvenci pro konec¢né fylogenetické analyzy. Pro klonovani byly
pouzity kompetentni bufiky (DH5alfa). Plazmidy obsahujici nasi cilovou sekvenci genu,
byly izolovany pomoci soupravy High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche).

4.7 Sekvenovani cilovych genti

Jednotlivé fragmenty DNA byly sekvenovany, za pouziti Sangerovy metody a to u
spolecnosti SeqMe s.r.0. Sekvenacni reakce zahrnovaly 1 pl (10 pmol) piislusného primeru
pro sekvenovani a 9 pl izolovaného produktu PCR. Tento rezim byl pouzit v ptipadé dobré
kvality produktu PCR izolovaného pitimo z agarézového gelu. Pokud se jednalo o
plazmidovou DNA, pomér byl vypocten na zakladé koncentrace produktu. Sekvenovani

produktii byla vzdy provadéna v obou smérech.
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4.8 Fylogenetické analyzy

Pro konstrukci fylogenetickych stromii byly sestaveny datasety, které se skladaly ze
ziskanych sekvenci a ze sekvenci vyhledanych v genové bance. Alignmenty byly vytvofeny
v programu MAFFT v6.626b (Katoh a kol. 2002) pomoci L-INS-i metody. Program
SEAVIEW 3.2 (Galtier a kol. 1996) slouzil k prohliZeni alignmentt a K jejich Upravam, které
spocivaly v odstranéni zjevné nehomologickych tsekil ve velmi variabilnich Gsecich.

Fylogenetické stromy byly konstruovany tiemi metodami — maximum likelihood
(maximalni pravdépodobnost, ML), maximum parsimony (maximalni dspornost, MP) a
Bayesovskou metodou (BI). ML stromy byly sestaveny v programu RAXML (Stamatakis
2006) s GTRGAMMA modelem. MP analyza byla provedena v programu PAUP*
(Swofford 2002) s heuristickym zptisobem vyhledavani, nahodnym ptikladanim taxond a
pomérem Ts:Tv = 1:2. Bootstrapova metoda byla zalozena na analyze 500 generovanych
dataseti. BI byla provedena v programu Phylobayes ve dvou paralelnich fetézcich s
minimalnim poétem 500 cykli. Burnin byl nastaven na jednu pétinu celkového poctu cykla.

Stromy byly vizualizovany v programu FigTree (Rambaut 2009) a graficky upraveny v
program llustrator CCZ6.

4.9 Predikce transmembranovych helixi

Analyza predikce transmembranobych helixti byla provedena pomoci programu
TMHMM Server v. 2.0 (Moller a kol. 2001) dostupném on-line na adrese:
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/
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5. VYSLEDKY

5.1 Analyza genomickych dat

BLAST analyza caste¢ného genomu Myxobolus cerebralis nalezla pouze nékolik
homolognich useki k mitochondridlnim geniim tii vybranychzastupcti skupiny Cnidaria.
Nejvetsi homologie byla odhalena u cytochromu b a NADHI1 genu. Dalsi nalezené shody se

vyznacovaly nizkym E-value. Nalezené homologie jsou shrnuty v Tab. 3.

Tabulka 3: Porovnani mitochondridlnich genti zastupctt kmene Cnidaria s genomovymi daty Myxobolus
cerebralis pomoci BLAST Standalone programe (sekvence ptevzaty z genové databaze NCBI).

Orzanismus'gen zhratka genu blastn % shody E-value thlasx %% shody E-value

Alatina moseari
ATP syntaza 6 ATPS X % X X »
ATP syntiza 8 ATPS b ® ® ® ® ®
Cytochrom cxadaza 1 COX1 L x x x *
Cytochrom omidaza 2 Cox2 % ® ® ® ® S
Cytochrom oxadaza 3 COX3 * ® - * * ¥
Cytochrom b COB & ® x 22348 len_ 374 538 4.00E-08
Fibozemalni RNA (mala podjednotka) ms X % X X X »
Fabozomalni RMNA (velka podjednotka) ml x ® ® ® ® b
MADH dehydrogenaza 1 MNADHI ks 4671 __len_ 1379 37.3 0.003
MADH dehydrogenaza 2 MADH2 % ® ® ® ® S
MADH dehydrogenaza 3 NADH3 E * \
WADH dehydrogenaza 4L NADH4L & x x ® ® x
MADH dehydrogenaza 41 MNADH4L * X X *
MADH dehydrogenaza 5 MADHS b ® ® ® ® ®
MADH dehydrogenaza & NADHS ks 16839 len_ 643 289 0.27
open readng frame 314 ORF314 x ® ® * * b
Polymerase beta POLB x x x

Hydra oligactis
ATP =yntaza 6 ATPS X ] x [ * x
ATP =yntiza § ATPS E 14969 len_ 208 295 0.097
Cytochrom b CYTB 3 ® x 22348 len 374 457 1.00E-06
Cytochrom ¢ cmidaza 1 COXIC ® X *
Cytochrom oxidiza 1 COX1 X E x x ®
Cytochrom oxidiza 2 COoX2 * 4619 len_ 272 322 0.081
Cytochrom oxidiza 3 Cox3 x ® ® *® »
Ribozomaln: RNA (mala podjednotka) ms L x x *
Ribozomalni RMNA (velka podjednotka) ml 3 ® x 11727_len_ 1245 341 0.046
MADH dehvdrogenaza 1 MNADHI * 4671 __len 1379 446 2.00E-035
MADH debydrogeniza 2 HNADH2 X ® x * * ®
MADH dehydrogendza 3 MNADH3 * % x x x *
WADH dehydrogeniza 41 NADH4L B ® ® 17852 len_ 244 30.4 0.093
MADH dehydrogenaza 41 NADH4 ks x x x x *
MWADH dehydrogenaza 5 MADHS % ® x ® ® ®
MADH dehvdrogenaza & NADHS * X X *

Nematostella sp.
ATP syntiza 6 ATPS & = x 132 len_ 358 336 0.029
ATP syntaza 8 ATPS ® x x X X *
Cytochrom b CYTB & = x 22348 len 374 56.1 9.00E-09
Cytochrom oxidiza 1 COox1 ® % % X X *
Cytochrom oxidiza 2 COox2 & ® x 3765_len 252 313 0.15
Cytochrom oxidiza 3 COx3 * x x X X *
MWADH dehydrogendza 1 MADHI1 & = x 4671_ len 1379 336 0.041
MADH dehydrogendza 2 MNADH2 * % x x x »
HMHADH dehydrogenaza 3 HNADHS3 ® £ x * * *
NADH dehydrogenaza 41 NADH4 E * * x
MWADH dehydrogeniza 41 MNADH4L & x x ® ® ®
MNADH dehydrogeniza 5 MADHS * 45671 len 1379 33.6 0.15
MWADH dehydrogendza & MADHS & x x = = *
Fibozemalni RMNA (mala podjednotka) s ® X X *
Fibozemalni RMNA (velki podjednotka) ml X £ x * * *
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5.2 Poradi a identifikace gent

Usek genomu s oznadenim 22348 a vysokou homologii s cytochromem b byl
blastovan oproti genové bance a byla zjisténa jeho vysokd homologie s gram-
negativnimi bakteriemi. Stejnym zptusobem byl ovéfen fragment 4671, na kterém leZi
NADH1 gen — zde byla potvrzena nejvyssi homologie s zahavci a dal§imi zivo¢ichy. BLAST
neidentifikoval usek lezici vedle NADHI genu na 4671 fragmentu. Byl proto sestaven
alignment rns a rnl gend a tento tsek s nimi porovnan. Byla nalezena homologie v kratkych
konzervativnich mistech s genem rns. Potfadi vyhledanych a identifikovanych genu (rns -
NADH1) v mitochondrialnim genomu bylo porovnano s pofadim znamych druhti zahavct a
zastupclt z jinych zivociSnych skupin. Vysledek mapovani téchto genli napii¢ rliznymi
zastupci je zobrazen na Obr. 6. Na zaklad€ tohoto schématu Ize konstatovat homologickou

pozici vySe zminé€nych genit myxozoi se zastupci skupiny Octocorallia (Anthozoa).

trnM Ml NADH5 NADH1 COB NADH2 NADH& ATP6 NADH4 rnl ms COX2 COX3 NADH4LNADH3 ATP8 COX1

Madrepora oculata
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rnl éCOX‘I éCOXE ATP8 ATP6 COXBéNADHE NADH5 éms NADH6 NADH3 NADH4L NADH'Ié NADH é COB
® e O dEmeeD @ @ | e

polB  orfl é
a o

? 7 coxi COX2 ATP8 ATP6 COX3 NADHZ NADH5 sl NADH6 NADH3 NADHAL NADH1 NADH4 COB Chrysaora quinquecirrha
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Obrazek 5: Srovani potfadi mitochondridlnich genii zastupcti skupiny Cnidaria v¢etné zastupce skupiny
Billateralia /horizontalni Sipky = kruhovy typ genomu; vertikdlni Sipky = fragmentace
genomu/ (pievzato z Lin a kol. 2012; Brockman a kol. 2012; Kayal a Lavrov 2008; podle
Kayal a kol. 2012).
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5.3 Fylogenetické analyzy

5.3.1 Analyza rns

Na zdklad¢ navrzenych primerG pro amplifikaci rns genu myxozoi se podafilo
amplifikovat Sest druhti myxozoi z celkového poctu 51 testovanych vzorkii. Pouzité analyzy
(Maximum likelihood, Maximum Parsimony, Phylo-Bayes) vzdy urCily Myxozoa jako
monofyletickou skupinu srelativné vysokymi boostrapovymi hodnotami. Pfibuzenské
vztahy sedmi druhli myxosporei jsou charakterizovany nizkou bootstrapovou podporou a
nestabilitou pii porovnani pouzitych metod (Obr. 6,7,8). Obdobné¢ je i nestabilni pozice
mMyXo0zoi v ramci Zahavci (viz. Obr. 6,7,8).

Maximum likelihood analyza (viz. Obr. 6.) naznacila, ze skupina Myxozoa tvoii
sestersky taxon se skupinou Scyphozoa. Nicméné bootstrapova podpora této pozice je velmi
nizkd (23%). V ramci myxozoi analyza urcila druh Myxidium lieberkuehni jako bazalni
taxon studovanych myxosporei. Druhy Henneguya sp. a Unicauda sp. jsou sesterské taxony
k Myxobolus sp. Tyto vztahy jsou charakterizovany vysokou podporou bootstrapu. Naopak
podpora niz§i nez 50% byla zaznamendna u sesterského kladu vici vySe zminénym
zastupcum, tj. vztahy mezi druhy Ortholinea sp., Myxobolus cerebralis a Zschokkella nova.

Parsimonidlni analyza (viz. Obr. 7.) uréila skupinu Myxozoa jako sesterskou vuci
skupiné Cubozoa. Tato sesterskd pozice je podpofena 81 % bootstrapem. V rdmci
sledovanych myxosporei je bazalnim taxonem druh Zschokkella nova. Druhy Ortholinea sp.
a Myxobolus cerebralis jsou oproti ML analyze postaveny na bazalngjsi trovni. K témto
druhim tvofi sesterskou skupinu podpofenou stiednim bootstrapem (73%) druhy Myxidium
lieberkhueni, Unicauda sp., Henneguya sp. a Myxobolus sp).

Bayesovska analyza (Obr. 8.) odpovidala co se tykd postaveni myxozoi v ramci
zahavcll topologii dosazené MP analyzou. Podpora vétveni (,,posterior probabality*)
Myxozoa + Cubozoa byla 0.73. V ramci myxozoi byla potvrzena blizka pfibuznost druhti
Myxobolus sp., Unicauda sp. Henneguya sp., ktera byla podpofena maximalni hodnotou
nodalni podpory. Myxobolus cerebralis klastroval s Myxidium lieberkuehni a bazélni pozici

zaujal druh Ortholinea sp.
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Obrézek 6: Fylogenetické vztahy myxozoi v ramci zahavet. Vztahy odvozené metodou Maximum likelihood
(ML). Hodnoty u uzlt udavaji podporu vétveni (boostrap) vyssi jak 50%.
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Obrazek 7: Konsensualni fylogeneticky strom definujici vztahy myxozoi vramci Zahaveid. Strom
zkonstruovan metodou Maximalni parsimonie. Neuvedené bootstrapové hodnoty udavaji
podporu vétveni nizsi jak 50%.
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Obrazek 8: Fylogeneticky strom definujici vztahy myxozoi v ramci Zahavct na zakladé analyzy rns odvozeny
Bayesovskou metodou. Cisla uvedend u uzli udavaji ,,posterior probabilities* vyssi jak 0,5.

23



5.3.2 Analyza NADH 1

PCR s navrZzenymi primery pro amplifikaci NADHI genu myxosporei nevedla
k ziskani dalsich NADHI1 sekvenci myxosporei. Oproti ribozomalnim datim bylo v analyze
NADHI1 tedy vyuzito pouze sekvence zastupce Myxobolus cerebralis, tudiz na zakladé
tohoto genu nelze urcit fylogenetické vztahy v ramci myxozoi. Byly opét provedeny tfi
fylogenetické analyzy (ML, MP, PB), které uréily Myxozoa jako jeden z taxont v ramci
zahavci s relativné dlouhou vétvi naznacujici vysokou sekvenéni odliSnost (viz. Obr.
9,10,11). Délka vétve zastupce M. cerebralis (Myxobolidae) byla u vSech konsensualnich
stromu Ctyfikrat zkracena z diivodu viditelnosti v ramci délek vSech ostatnich vétvi.

ML metoda vyhodnotila Myxozoa jako bazalni skupinu lezici u kofene stromu (viz.
Obr. 9). MP naznacila pozici myxozoi vramci hydrozoi (Cnidaria) (viz. Obr. 10).
Piedstavitel myxozoi M. cerebralis pfedstavuje v této pozici sestersky druh ke skupiné
Ectopleura larynx, Hydra oligactis a Hydra magnipapillata. Bayesovska analyza urcila M.
cerebralis jako jeden z taxond v ramci polytomického vétveni s ostatnimi podskupinami
Zahavcl ze skupiny Medusozoa (viz. Obr. 11). Bayesovska podpora pro oddéleni skupiny
Medusozoa véetné Myxozoa od anthozoi je 0,68. Jako outgroup zde byla pouZita sekvence

zastupce z motskych hub Oscarella malachovi (Porifera).
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Obréazek 9: Fylogenetické vztahy myxozoi na zakladé analyzy NADHI Vv ramci zahavcl uréené metodou
Maximum likelihood. Hodnoty u uzlti udavaji podporu vétveni (boostrap) vyssi jak 50%.
Vétev u M. cerebralis zkrdcena 4 krat. Jako outgoup byl stanoven druh O. malakhovi
(Porifera).
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Obréazek 10: Fylogenetické vztahy myxozoi v ramci Zahavci na zakladé analyzy NADHI uréené
metodou maximalni parsimonie. Hodnoty u uzli udavaji podporu vétveni (bootstrap)
vyssi jak 50%. Vétev u M. cerebralis zkrdcena 4 krét. Jako outgoup byl stanoven
druh O. malakhovi (Porifera).

26

»FONOADMOXT



O.Eﬁ[Hydra oligactis

0.93 Hydra magnipapillata

0.86 Ectopleura larynx

Pennaria disticha

HYDROZOA
Millepora sp.

0.84| Obelia longissima
0.99 /0.58 Laomedea flexuosa

— Clava multicornis
0.98 Cassiopea andromeda
0.89 L Cassiopea frondosa

Catostylus mosaicus

1.00

Nemopsis bachei

SCYPHOZOA
0.76

0.88 = Periphylla periphylla

Chrysaora quinquecirrha

0.68

Cyanea capillata

Y] — Chiropsalmus quadrumanus

. Chironex fleckeri
0.92 CUBOZOA

Carybdea xaymacana

Alatina moseri

0.96 Cubaia aphrodites HYDROZOA

Craspedacus sowerbyi

Haliclystus sunjuanensis

0.99 SCYPHOZOA

Craterolophus convolvulus

,’,’ Myxobolus cerebralis | MYXOZOA

Stylatula elongata

0.90 ANTHOZOA

Echinogorgia sp.

Ni tostell .
0.gp[—— MR ANTHOZOA

Madracis mirabilis

L Oscarella malakhovi | PORIFERA
1

Obrazek 11: Fylogeneticky strom vztahii myxozoi v rdmeci Zahavell na zdkladé NADHI analyzy
odvozeny Bayesovskou metodou. Cisla uvedena u uzlt udavaji ,,posterior probabilities
vyssi jak 0,5. Vétev u M. cerebralis zkracena 4 kréat. Jako outgoup byl stanoven druh O.
malakhovi (Porifera).
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5.4 Predikce transmembranovych helixi

Relativné nizka homologie NADH1 genu sjinymi NADH1 geny vedla
k dodate¢nému ovéfeni piitomnosti transmembranovych helixii tohoto proteinu. Analyza
predikce pomoci programu TMHMM Server v. 2.0 (viz. Obr. 12) poukazuje na homologicky
transmembréanovy patern (vzor) proteinovych helixd u Myxobolus cerebralis (Myxozoa) a
Alatina moseri (Cubozoa). Na Obr. 13 je srovnani vysledné analyzy u M. cerebralis a

medutizy Alatina moseri.

Predikce transmembranovych helixi NADH1 pro Myxobolus
cerehralis
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Obr. 12: Homologické paterny transmembranového proteinu NADH1 u
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6. DISKUZE

Na zakladé srovnani mitochondrialnich genti zahavct a ¢asteénych genomovych dat
Myxobolus cerebralis byla nalezena homologie genu pro cytochrom b se zastupci Zahavci
(viz. Tab. 3). Nicmén¢ po nasledném blizSim prozkoumani se ukazalo, Ze se jedna s nejveétsi
pravdépodobnosti o kontaminaci gram-negativni bakterii z rodu Thauera. Naproti tomu u
NADHI1 genu, ktery byl pouzit ve fylogenetickych analyzach, nebyla zaznamenana vysoka
homologie s ¢astecnym genomem M. cerebralis. Avsak fylogenetické analyzy potvrdily
evoluci tohoto genu v ramci evoluce NADH1 genu zahavci. Navic v blizkosti NADHL1 byl u
M. cerebralis odhalen mitochondrialni rns gen. To podporuje mitochondrialni ptvod
homologu genu NADHL.

Byla identifikovana pozice a pofadi dvou mitochondridlnich genli u zéstupce
myxozoi. Pofadi gent je dilezitym markerem pro zjiStovani piibuzenskych vztah v ramci
zahavcl (Sinninger a kol. 2007). Shoda v sousedni pozici genii rns a NADH1 u M.
cerebralis a zastupci skupiny Octocorallia (Anthozoa) (viz. Obr. 5) naznaCuje mozZnou
pifibuznost myxozoi s touto skupinou Zahavcu. AvsSak dosavadni fylogenetické analyzy
(Jiménez-Guri a kol. 2007, Nesnidal a kol. 2013, fylog. analyzy této bak. prace) potvrzuji
skute¢nost, ze skupina Myxozoa klastruje v rdmci zahavci ke skupiné Medusozoa. Nicméng,
z hlediska vySe uvedené homologie se zastupci anthozoi, se otevird moznost nové teorie o
puvodu myxozoi. Tato teorie, zaloZena na zachovaném potadi genii mezi myxozoi a zastupci
octocorallii, by definovala Myxozoa jako prastarou skupinu zahavci, ktera se oddélila jeste
pted vznikem medusozoi. Ostatni Zahavci ze skupiny Medusozoa, u kterych je potadi genil
zménéné, mohly projit béhem evoluce zasadni evolu¢ni zménou, ktera zapficinila preskupeni
genovych segmentt v ramci mitochondridlniho genomu (Brockman a kol. 2012). Tato
zména u Zahavcu probéhla z hlediska celého mitochondridlniho genomu (viz. Obr. 13,
kapitola 8. Ptilohy), kdy kromé& preskupovani gent doSlo zaroven 1 k linearizaci a
fragmentaci u fylogeneticky mladSich podskupin Zahavct (Kayal a kol. 2012).

Piibuzenské vztahy vyplyvajici z provedenych fylogenetickych analyz dvou
mitochondrialnich genti ukazuji nejednotnost a slaby fylogeneticky signal téchto dvou
markerti. Pokud je fylogeneze myxozoi zaloZzena na ribozomalnich datech (rns), tak se
Myxozoa vétvi uvnitt medusozoi. Ojedinéla vyssi bootstrapova podpora byla zaznamenana
Vv MP analyze ve vztahu ke skupin¢ Cubozoa (viz. Obr. 7). Tato pozice je v rozporu
s topologii vzeSlou z ML analyzy (viz. Obr. 6), kterd piifadila Myxozoa jako sesterskou

skupinu ke dvéma druhtim scyphozoi. Nicméné nodalni podpora této pozice je velmi nizka.
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Analyzy provedené na protein-kodujicich sekvencich genu pro NADHI1 podporuji podobné
jako ribozomélni analyzy to, ze Myxozoa jsou v analyzach mitochondridlnich genu
z hlediska fylogeneze vysoce nestabilni. V piipadé NADHI1 genu to muze byt ale vysledkem
fylogenetického artefaktu, ktery je dan velmi dlouhou vétvi u M. cerebralis. Dlouha vétev
naznacuje mnoho unikdtnich zmén v proteinové sekvenci a tudiz problematickou
fylogenetickou analyzu. Srovnavaci studie Evanse a kol. (2010) potvrzuje ndmi pozorovany
problém nizkého fylogenetickém signalu v ptipadé NADH1 genu uvnitt stromu Zahavci. Na
druhou stranu ptekvapivym zjisténim je vysledek analyzy rns genu, ktera vedla k pomérné
dobte resolvovanému stromu s dobfe podpofenymi nody. Vérohodnosti rns analyzy
podporuje topologie stromu, kterd je shodna s analyzami zalozenymi na mitochondriélnich
proteinovych datech (Kayal a kol. 2013).

V pribéhu bakalatské prace se ukdzalo jako velmi problematické ziskani
mitochondrialnich geni myxozoi, a to i pfes to, ze byly k dispozici primery navrzené na
zékladé zjisténych mitochondrialnich gentt M. cerebralis. Uspésné se podatilo ziskat pouze
Sest rns sekvenci myxozoi, ktera byla blizce ptibuzna k M. cerebralis. Amplifikace v ptipadé¢
NADH 1 genu byla zcela nelspésna. Tento fakt také potvrzuji predchozi studie feSici
problematiku amplifikovatelnosti protein-kodujicich sekvenci (Cinkovd 2010; Fiala a
Bartosovéa, 2010). Problematickou amplifikaci jsem se snazil fesit za pouziti modifikaci PCR
metody (Step-out PCR, Nested PCR), nicméné ani jedna z metod nevedla ke zvySeni
uspéchu PCR metody. Pro fylogenetickou analyzu NADH 1 genu byla pouzita pouze
sekvence zastupce M. cerebralis ziskana z genomickych dat. Nelze tedy posuzovat vztahy
uvnitt skupiny Myxozoa na zdkladé NADHI1 genu a také vhodnost tohoto genu pro feSeni

vztahti v rdmci myxozoi.
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7. ZAVER

Potadi gent je dilezitym markerem pro zjiStovani piibuzenskych vztaht v ramci
zahavet (Sinninger a kol. 2007) a proto odhaleni pofadi dvou mitochondridlnich genii
myxozoi muze byt dilezitym zjisténim v patrani po evolu¢nim pivodu myxozoi. Analyza
rns genu odhalila jeho relativné vysoky fylogeneticky signal. Fakt, Ze se podafilo ziskat Sest
sekvenci tohoto genu od zastupcli myxozoi, naznacuje do budoucna pouzitelnost rns jako
markeru pro odhalovani pifibuzenskych vztahi také v rdmci myxozoi. Nezbytnym
predpokladem je testovani alternativnich primert tak, aby se dosahlo vyssi uspésnosti v PCR

amplifikaci.
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9.PRILOHY

Tabulka 4: Tabulka protokoli PCR. Definice kroki (1: Po¢ate¢ni denaturace; 2: Denaturace; 3: Nasedani primert; 4:

Extenze/Elongace; 5: Findlni elongace; 6: Chlazeni). Pro Step-out PCR kroky 6-9 ptedstavuji druhy

cyklus PCR.
Typ PCR
A B C D
Kroky PCR cvkiu PCR s Recll'ag Eul\'m. Titanium PCR Nested PCR Step-out PC‘E
1 94°C - 3 mm 94°C- 3 mun 94°C - 3 mm 94°C - 2 mm
2 94°C - 1 mm 94°C - 1 min 94°C - 1 min 94°C - 1 min
3 48°C - 1 mm 53°C - 1 min 48°C -1 mm 30°C - 2 min
4 72°C - 40 sec 68°C - 2 min 30 sec 72°C - 40 sec 72°C - 8 min
5 72°C - 10 min 68°C - 10 min 72°C - 10 min 72°C - 2 min (piidany primery)
6 4°C- w 4°C - » 4°C - w 94°C - 20 sec
7 55°C - 20 sec
8 72°C - 2 mun 30 sec
9 72°C - 10 min
Cvklovini 2-4 krok 30x 2-4 krok 30x 2-4 krok 30x 6-9 krok 30x
Mnaoistvi komponent 16,5 ul H.O 7.35 ul H,O AB A/B
2.5 ul 10x buffer 1 ul titanium buffer AB A/B
2 ul dNTP, 0,2 ul dNTP, AB A/B
1 ul reverse primer 0,2 ul reverse primer AB A/B
1 ul forward primer 0.2 ul forward primer AB A/B - pouzit Step-out 3 primer
1 ul RedTaq polymerase 0,05 ul titanium polymerase AB A/B
1 ul template 1 ul template A/B A/B
Celkovy objem reakce 25ul 10 ul 25ul/10 ul 25ul/10ul

Tabulka 5: Seznam pouzitych primeri véetné sekvenci. Primery M13-F/M13-pouzity k sekve-

novani zaklovaného PCR produktu ve vektoru (viz. podkapitola 3.4).

Primer ‘ Cilovy gen | Sekvence (5"~ 37) ‘ Odkazy
rns88-F 12S rDNA GGATTAGAKACCCWKGTADTC
rns108-R 125 {\DNA GAHTACMWGGGTMTCTAATCC
rns660-F 12S rDNA TAAGTCGWAACMWYVYGTAGG
rns677-R 12S rDNA CCTACBWKGTTWCGACTTA
nd1-82-F NADH 1 GGTGTTTTACAAAATAGAAAGG
nd1-620-R NADH 1 TCCATCTCAAAATAATCAAATGG
nd1-82nonsp-F NADH 1 GGNGTNCTNCARAAYCGNAARGG
nd1-620nonsp-R NADH 1 TCCATYTCRAARTARTCRAANGG
nd1-598nonsp-F NADH 1 CCNTTYGAYTAYTTYGARATGGA
LCO149-F Ccox 1 GGTCAACAAATCATAAAGATATIGG Folmer a kol. 1994
HCO-R COX 1 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer a kol. 1994
165-H 16S rDNA GACTGTTTACCAAAAACATA Palumbi a kol. 1996
165-L 16S rDNA TAGGGTGGCAATGTGAATCCAGAGTC Palumbi a kol. 1996
MI13-F lacZ TGTAAAACGACGGCCAGT
MI13-R lacZ CAGGAAACAGCTATGACC
12S-cnid-F 125 {\DNA AAGTGCCAGCAGACGCGGT
12S-cnid-R 12S rDNA CTCACTATGTTACGACTT
12S-myxo-F 12S rDNA GMTACTYGGRGARGTA
12S-myxo-R 12S 'DNA GATTACTTTAGARTAC
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Tabulka 6: Seznam pouzZitych vzorkt véetné jejich identifikaéniho Eisla a lokality sbéru. (ptevzato z kolekce
Laboratofe rybi protistologie).

Vzorek Cislo Hostitel Lokalita sbérw/Dovozce

Ceratomyxa sp. 418 Gadus morhua (172) Skotsko 2004

Chloromyxum schulmani 1537 SAI37, 2 South Africa

Kudoa sp. 384 Thunnus macayii Tasmanie 2004

Myxobolus pseudodispar 977 Vimba vimba Mikulas Oros/Dunaj, Stirovo, SR

Myxobolus sp. 175 Cina, Aristichthys nobilis, gall X

Ortholinea? 1435 Symphodus meditteraneus, CH 77, urine Croatia - Veruda

Thelohanellus sp. 751 Carassius auratus M. Caffara/Ttdlie

Zschokkella nova (spory) 665 Ctenopharyngodon idella Vrko¢, Pohofelice

Unicauda sp. 1572 Gnathonemus petersii GP6, kidney aquarium.cz (JV Asie)

Unicauda sp. 1574 Gnathonemus petersii GP6, spleen aquarium.cz (JV Asie)

Unicauda sp. 1576 Gnathonemus petersii GPG, liver aquarium.cz (JV Asie)

Unicauda sp. 1570 Gnathonemus petersii GFP6, intestine aquarium.cz (JV Asie)

Unicauda sp. 1593 Gnathonemus petersii GP9, intestine aquarium.cz (JV Asie)

Unicauda sp. 1596 Gnathonemus petersii GP10, spleen aquarium.cz (JV Asie)

Unicauda sp. 1581 Gnathonemus petersii GP7, gb aquarium.cz (JV Asie)

Henneguya sp., Unicauda sp. 1591 Gnathonenus petersii GP9, gills aquarium.cz (JV Asie)

Unicauda sp. 1592 Gnathonemus petersii GP9, liver aquarium.cz (JV Asie)

Unicauda sp. 1601 Gnathonemus petersii GP10, gb aquarium.cz (JV Asie)

Zscholkella nova (spory) 586 Ctenopharyngodon idella Tiebon (RoZmberk)

Sphaeromyxa sp.1A 310 Melanogrammus aeglefinus 185 Skotsko 2003

Myxidium sp. 3 309 Helicolenus dactylopterus 422 Skotsko 2003

Ceratomyxa sp. 1 Lophius piscatorius 11 Norsko, Storuhelen

Henneguya zschokkei

bl

Polypodium hydriforme (chapadla) Acipenser quldenstadti

Sphaerospora testicularis

i
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Scyphozoa Hydrozoa

Obr. 13: Evoluce mitochondrialniho genomu u zahavca (Cnidaria) (ptevzato z Fiala a kol. 2013).
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