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includes currently the genera Flabellula and Paraflabellula, historically genus Flamella. We
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study and the relationships between family Flabellulidae and other hierarchical groups are
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1 Cile prace
Cilem této bakalarské prace bylo:

e vypracovat resersi k danému tématu vcetné€ zasazeni skupiny Flabellulidae do Sir§iho

fylogenetického kontextu
e ziskat sekvenc¢ni data rtiznych linii flabellulidnich améb
o fylogenetickd analyza ziskanych dat

e interpretovat vysledky



2 Uvod

Fylogeneticka analyza se snaZi zatadit jednotlivé druhy, rody a dalsi taxonomicka
uskupeni do Sir§iho kontextu ptibuznosti. Pokousi se o zjisténi evolu¢niho plivodu a
spole¢ného predka na zaklad¢é podobnosti. Tyto vztahy mezi jednotlivymi skupinami zkouma
taxonomie, ktera kazdé z nich dava urcitou hierarchickou uroven. Od presné¢ho Clenéni do
jednotlivych trovni (napt. f4da ¢i kment) se v pojeni dne$ni moderni taxonomie postupné
upousti. Jednotlivé skupiny sice maji hierarchii, ale neni pfesné stanoveno, kterd troven je

jaka taxonomicka jednotka (napt. Adl ef al., 2005).

Celed’ Flabellulidae spadajici do skupiny Amoebozoa zahrnuje améby se zplostélou
buiikou bez skoiapky, které se pohybuji pomoci panozek. Casto maji vétsi mnozstvi jader.
Zastupci této Celedi ziji ve vlhkém prostiedi, jak ve slané, tak ve sladké vodé&. Jejich Zivotni
cyklus zahrnuje pouze trofozoity, cysty pravdépodobné netvofi. Jedna z prvnich
fylogenetickych analyz sekvenci SSU rDNA této skupiny (Dykova ef al., 2008a) zatradila
celed’ Flabellulidae do skupiny Leptomyxida do ptibuznosti k rodu Rhizamoeba. Nasledné
(Kostka et al., 2013) vSak byly ziskany dalsi sekvence SSU rDNA. Tyto sekvence vytvareji
v ptedstavach o fylogenezi této skupiny nejasnosti. Vznikaji dvé skupiny flabellul, kazda se
ve fylogenetické analyze zafazuje jinam — jedna spada do ¢eledi Flabellulidae, druha skupina
flabellul k rodiim Amoeba a Chaos, tedy zcela jinam nez se ptivodné piedpokladalo. Tento
fakt by pak znamenal, ze celd studovand skupina je polyfyleticka. Dale byly ziskany
sekvence aktinu, které tyto dvé skupiny opét fadi do skupiny Leptomyxida (Kostka et al.,
2013). Nové¢ ziskané sekvence dalSich genti by mohly vnést vice jasnosti do problému
fylogenetickych vztaht studované Celedi (Kostka ef al., 2013). Momentalné jsou do skupiny

tazeny rody Flabellula a Paraflabellula s nejznaméjSimi zastupci Flabellula trinovantica a

Flabellula citata (Page, 1983).

Teoreticka ¢ast bakalafské prace rozebira zasazeni téchto rodu a Celedi do SirSiho
fylogenetického kontextu, shrnuje zédkladni informace k dané problematice a dale se zaobira
také morfologii, ekologii a fyziologii zastupcu Celedi.

Cést praktickd se zabyva procesem ziskavani sekvenci riiznych gent jednotlivych
druhti (kment) ¢eledi Flabellulidae. Casto byva z druhu (kmenu) k dispozici pouze sekvence
genu pro SSU rRNA, popft. aktin, ale to mnohdy nepostacuje pro Uplné pochopeni postaveni
v ramci skupiny a nedava jasnou piedstavu o fylogenezi. Prace pojednava o ziskdvani a
ziskani dalSich sekvenci vramci skupiny Flabellulidae, snazi se doplnit v nékterych
piipadech sekvenci SSU rDNA, osvétlit blizsi fylogenetické vztahy v ramci této skupiny a

ptedkladd moznosti dal§iho vyzkumu.
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3 Teoreticka ¢ast bakalaiské prace

3.1 Zarazeni Celedi Flabellulidae do SirSiho fylogenetického kontextu

Predstavy o fylogenezi améb na zakladé molekularnich dat jsou pomérné nestalé.
Nize (Obr. 1) je uvedeno fylogenetické zatazeni celedi Flabellulidae, sestaveno podle mnoha
zdroj napt. Cavalier-Smith (2010, 2013); Cavalier-Smith ef al. (2015), do urovné kmenu.
Tuto fylogenezi podporuji 1 dalsi studie (napt. Lahr ef al., 2011b; Smirnov et al., 2011).

(kmen): Amoebozoa
(podkmen): Lobosa
(tfida): Tubulinea
(fad): Leptomyxida
Celed’: Flabellulidae
Obr. 1: Zatazeni Celedi Flabellulidae do SirSiho fylogenetického kontextu (z mnoha zdroja

napt. Cavalier-Smith, 2010; 2013; Lahr et al., 2011b nebo Smirnov et al., 2011).

3.1.1 Amoebozoa

Flabellulidae patii mezi zastupce skupiny Amoebozoa, kteti tvoii panozky rtiznych
typi (nejCastéji lobopodie, vzacnéji filopodie). Panozky jsou vycnélky cytoplazmy
(Hausman & Hiilsman, 2003) a slouZi zejména k pohybu a ziskdvani potravy. Améby ze
skupiny Amoebozoa Casto nemaji zadné jiné specialni diferencované pohybové aparaty jako
bi¢iky nebo brvy. Jsou tvofeny jednou buiikou, ktera miize a nemusi mit schranku. Nékdy
mohou tvofit mnohobunééné utvary. T¢lo se béhem pohybu stdle méni (polymorfismus).
Kuwviili jejich polymorfismu je velice sloZité nachdzet morfologické znaky, pomoci kterych by
Slo spolehlivé urcit, do kterého taxonu patifi (Smirnov ef al., 2011). Buiika obsahuje jedno
nebo vice jader (napt. Dykova et al., 2008a; Hausman & Hiilsman, 2003).

Pravych améb (skupina Amoebozoa) je momentalné¢ popséno okolo 2400 druhi
(Pawlowski ef al., 2012). Tyto organismy jsou témét vSudyptitomné, nejcastéji se vyskytuji
ve vodé €1 ve vlhkém prostiedi, n€které z nich ziji parazitickym zptsobem zZivota. Nemoci
zpusobované amébami mohou byt 1 pro clov€ka velmi nebezpe€né: zplsobuji
akantamébovou keratitidu (rod Acanthamoeba), granulomatozni amébovou encefalitidu
(rody Acanthamoeba a Balamuthia) nebo ménavkovou uplavici (Entamoeba histolytica)

(Hausman & Hiilsman, 2003).

Monofylie celé skupiny je Casto diskutovana. Byla napaddna zejména kviili malému

mnozstvi synapomorfii, tedy morfologicky ojedinélych, ale spole¢nych znakii. Nejnovejsi
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studie (Cavalier-Smith ef al., 2015) se piiklani k monofylii celé skupiny. Skupinu tradi¢né
¢lenime na dva ,,podkmeny*“: Lobosa a Conosa (Obr. 2). Lobosa nemaji nikdy Zadny bicik

ani cilie (Smirnov et al., 2011).
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Obr. 2: Fylogeneze Amoebozoa (Smirnov et al., 2011).

Do skupiny Conosa jsou fazeny améboidni linie, u kterych se mohou ancestralné
vyskytovat bi¢iky (Cavalier-Smith & Chao, 1998; Cavalier-Smith ef al., 2015) a také
konicka mikrotubularni kostra (Cavalier-Smith, 2004). Patfi sem zastupci jak aerobni
(Mycetozoa), tak anaerobni, ale 1 druhy zndmé svymi parazitickymi sklony (Archamoebae),
napt. ménavka tuplavicna (Entamoeba histolytica) (Volf & Horak, 2007). Predstavy o
fylogenezi této skupiny jsou nestabilni a pomérné¢ Casto se méni. Nejnovéjsi analyza

Cavaliera-Smitha a kolektivu (2015) se pfiklani k monofylii.
3.1.1.1 Lobosa

Skupina Lobosa zahrnuje zejména volné Zijici améby. Zastupci této skupiny netvofi
bi¢iky v zddném stadiu (Volf & Horédk, 2007). N&které druhy jsou nahé pouze s
cytoplazmatickou membrdnou a glykokalyxem na povrchu, jiné pak tvoii riizné typy

schranek, poptipad¢€ maji Supiny.



Jejich zZivotni cyklus je vétSinou jednoduchy, vyskytuji se nejCastéji dvé stadia —
vlastni voln¢ se pohybujici jedinec (trofozoit) a cysta. Ne vSechny druhy a skupiny ovSem
cysty tvoti. Jde pravdépodobné o asexudlni organismy (Smirnov & Goodkov, 1999; Smirnov
et al., 2005).

Nejnovejsi fylogenetické analyzy podporuji monofylii této skupiny (Cavalier-Smith
et al., 2015), nékteré starsi studie 1 polyfylii (Fahrni er al., 2003). Dalsi fylogenetické
analyzy se skupinou Lobosa (Lobosea) viibec nepracuji (napt. Smirnov et al., 2005). Mezi

Lobosa jsou fazeny skupiny Tubulinea a Discosea (napt. Smirnov et al., 2011).

Skupina Discosea je ur¢ena molekularné. Jednim z mala morfologickych znakt je
velmi zplostélé télo béhem pohybu améby; cytoplazma proudi polyaxialné (v nékolika

paralelnich proudech) (Smirnov et al., 2005).

3.1.1.1.1 Tubulinea

Fylogeneticky je celed” Flabellulidae tfazena mezi Tubulinea, coz je stabilni
monofyleticky taxon v kmeni Amoebozoa (Lahr et al., 2011a; Lahr et al., 2011b; Smirnov et
al., 2005). Do této skupiny patii i zndmé druhy rodu Amoeba nebo Arcella. Morfologicky se
pak vyznaCuji zejména cylindrickymi pseudopodiemi, ve kterych cytoplazma proudi
monoaxialné (v jednom proudu), cytoplazma proudi monoaxidlné¢ Casto v celé burice.
Nekteré rody produkuji né€kolik pseudopodii valcovitého tvaru (rod Amoeba), dalsi rody
vytvareji pouze jednu subcylindrickou pseudopodii, ktera zahrnuje v podstaté celé télo.
Jejich télo je nahé (n€které druhy maji skotapku nebo Supiny) a pohybuji se pomoci aktino-
myosinového komplexu. Nemaji pfili§ mnoho synapomorfii, jednotlivé druhy jsou znaéné
rozdilné. Spojuji je hlavné molekularni data (Smirnov et al., 2005). Fylogenetické analyzy
spoléhaly zejména na sekvence genu pro SSU rRNA, ty se zdaji mit zdaleka nejlepsi
sampling, ale dnes jsou Casto tyto analyzy také dopliiovany sekvencemi aktinu a dalSich

proteinti (Lahr ef al., 2011a; Lahr et al., 2011b; Lahr et al., 2013).

Vnitini uspofaddni skupiny Tubulinea prodélalo béhem posledniho desetileti
pomérné velké zmény. V soucasné dobé se déli do Sesti hlavnich skupin, které jsou
molekuldrné¢ dobife odliSeny: Amoebidae, Hartmannellidae (spojovany do skupiny
Tubulinida), Echinamoeboidea, Leptomyxida, Poseidonida a problematické Arcellinida (Obr.
3) (Lahr ef al, 2011). Lahr et al. (2013) potvrzuji monofylii 4 ze 6 hlavnich skupin —

Echinamoeboidea, Leptomyxida, Amoebidae a Poseidonida.



Arcellimda
Tubulinida
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Obr. 3: Vnitini fylogeneze skupiny Tubulinea vytvofena podle zdroje Lahr et al. (2011a).

Hartmannellidae jsou skupinou malych améb (30-40 pm), jejiZz monofylie neni
podpotfena (Lahr et al., 2013). Podle nékterych fylogenetickych analyz se nezda byt
monofyletickd z diivodu obsazeni rodu Saccamoeba, ktery Casto v analyzach vybocuje
(Bolivar et al., 2001; Cavalier-Smith, 2004; Lahr et al., 2013; Pawlowski & Burki, 2009
nebo Smirnov et al., 2005). Pokud by byl tento rod vyclenén, pak by skupina mohla byt
opravdu monofyletickd. Nejnovejsi studie vycleniuje nékteré druhy tohoto rodu a
piejmenovava je na rod Ptolemeba (Watson et al., 2014). To jesté z Celedi Hartmannellidae
monofyletickou skupinu nedéla, bylo by tteba rod Pfolemeba formalné zaradit do samostatné
Celedi, ale tento fakt je prozatim v literatufe opomijen. V tradi¢nim pojeti skupina zahrnuje
zejména rody Cashia, Glaeseria, Hartmannella a problematicky rod Saccamoeba.
Ptekvapive se ukazalo, ze do této skupiny patii i rody Copromyxa a Copromyxella. (Brown

etal., 2011).

Skupina Amoebidae, kterd je Casto pfifazovana ke skupin€ Hartmannellidae, nese
velmi vysokou podporu monofylie (bootstrapova hodnota — 100 %) (Lahr et al., 2013). K
Amoebidae, amébam s velmi proménlivym tvarem téla, jsou fazeny rody Amoeba, Chaos,

Polychaos, Parachaos, Trichamoeba, Deuteramoeba a Hydramoeba (napt. Lahr et al., 2013).

Arcellinida je druhové bohaté uskupeni s ¢astym zastoupenim ve vodnim prostiedi.
Maji schopnost produkovat ,,skofapky* — proto jsou oznaCovany jako skotepaté améby (Lahr
et al, 2013). ,Skotapky*“ jsou velmi dualezité struktury, které taxonomicky vymezuji
jednotlivé druhy. Arcellinida se zivi malymi houbami, fasami a pievazné bakteriemi
(Nikolaev et al., 2005). S rodem Acella se l1ze bézn¢ setkat v organicky znecisténych vodach,

napt. v hloubkdch rybnikli, kde neni velké mnozstvi kysliku (Smirnov et al, 2005).
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Ptedstavy o jejich fylogenezi nejsou zcela objasnény. Jde o skupinu, ktera bud’ v dané
rekonstrukci neni monofyletickd, nebo ma velmi nizkou az stfedni hladinu podpory
monofylie. Také se diskutuje o tom, ze by se mohlo jednat o nepfirozené vytvofeny taxon,
kde schranky vznikly opakované na zéklad¢ konvergence (Lahr et al., 2013). Monofyletické
nejsou ani nekteré rody v ramci této skupiny napt. Heleopera, Hyalosphenia nebo Nebela
(Lahr ef al., 2011a; Lara et al., 2008). Monofylie skupiny Arcellinida je sice podpotena
fylogenetickymi analyzami, které vytvofil napt. Nikolaev et al. (2005) a Lara et al. (2008),
ale nelze pfesné stanovit taxonimickou stabilitu z divodd velké rozmanitosti téchto
skofepatych améb, vétSina studii neobsahuje tak velké mnoZstvi vzorkl, aby pokryly

celkovou diverzitu této skupiny.

Poseidonida Lahr ef al., 2013 se velikostné¢ pohybuji v rozmezi 5-20 pm. Prifez
pseudopodii je kruhovy nebo elipticky. Tato skupina byla nové nazvdna — v jinych pracech
nazyvana Nolandida (napt. Smirnov et al., 2011). Jejich monofylie byla pIn¢ podpoiena
(Lahr et al., 2013).

Skupina Echinamoeboidea je podle nynéjSich fylogenetickych rekonstrukci
monofyletickd. Obsahuje rody Echinamoeba a Vermamoeba (Lahr et al., 2013) (dfive
Hartmanella vermiformes) (napt. Baumgartner et al., 2003) a nove také velmi malé améby
rodu Micriamoeba (Atlan et al., 2012). Rod Echinamoeba zahrnuje malé, nahé améby
s jednim jadrem (Baumgartner et al., 2003). Vermamoeba vermiformes je pomeérné¢ bézna

améba zijici ve vodnim prosttedi, podle dostupné literatury miize slouzit také jako reservoar

Sifeni bakterii napt. rodu Legionella (Fouque et al., 2014).
3.2 Uzsi zarazeni Celedi Flabellulidae — iad Leptomyxida

Rad Leptomyxida je, dle dat publikovanych v literatufe, monofyleticky (Lahr et al.,
2013), ale ¢ast jeho predpoklddanych zastupci ma aberantni sekvence SSU rDNA
naznacujici 1 moZznou polyfylii (Kostka et al., 2013). Obsahuje pro tuto praci dilezitou celed’
Flabellulidae s rody Flabellula a Paraflabellula (napt. Dykova et al., 2008a; Page, 1983),
dale do této skupiny spada celed’ Leptomyxidae s rody Rhizamoeba a Leptomyxa (Obr. 4)
(napt. Lahr et al., 2013; Page, 1983).



Leptomyxa

Leptomyxida e

Rhizamoeba
Flabellula

Leptomyxida

Flabellulidae

Paraflabellula

Obr. 4: Hierarchické c¢lenéni skupiny Leptomyxida; dnes uzndvané rody a celedi (dle

rtiznych zdrojl, zejména: Dykova et al., 2008a; Page, 1983 Tekle et al., 2008).

Pohyblivé formy fadu Leptomyxida maji obecné zplostély tvar buiiky. Povrch buiiky
neni kryt skofdpkou nebo Supinami, ale pouze velmi tenkym a pomérné amorfnim
glykokalyxem. Jejich cysty jsou béZného kulovitého tvaru bez pori s dvojitou sténou; nebo
se vubec nevyskytuji (Smirnov et al., 2005), u Celedi Flabellulidae zaznamenany pouze u
druhu Paraflabellula hoguae (Singh & Hanumaiah, 1979) a Flabellula patuxent (Bovee &
Sawyer, 1979). Vyskytuji se jednojaderné formy, v nékterych piipadech 1 vicejaderné
(Dykova et al., 2008a; Smirnov ef al., 2005).

3.2.1 Leptomyxidae

Celed’ Leptomyxidae zahrnuje améby se zplo§télym télem, jednojaderné i vicejaderné,
které se pohybuji pomalu (Smirnov et al., 2005). Monofylie skupiny neni podpofena,
v nékterych analyzach se v sesterské pozici vyskytuje rod Rhizamoeba a Paraflabellula
(Dykova et al., 2008a; Tekle et al., 2008). Morfologicky jsou do ¢eledi Leptomyxidae fazeny
rody Rhizamoeba a Leptomyxa, dtive také Ripidomyxa.

Rod Rhizamoeba

Je pravdépodobné, ze tento rod je polyfyleticky nebo je problém s morfologickym
urcenim. Ve fylogenetickém stromé netvoti jednu linii (Smirnov ef al., 2009; Dykova et al.,
2008a). Buiiky améb tohoto rodu jsou jednojaderné nebo vicejaderné s centralnim malym
jadérkem. V cytoplazmé se neobjevuji zadné krystalky. Glykokalyx je bud’ velmi tenky,
nebo nebyl viibec zjistén (Page, 1983). Rozmnozuji se nepohlavné, prostym délenim. Uroid

je adhezivni ve vSech ptipadech (Page, 1972).

Rhizamoeba neglecta Smirnov et al., 2009 je druh, ktery byl popsan pomérné
nedavno (2009), délka buiiky se pohybuje mezi 70-140 pm. Tato améba ma kyjovity tvar
téla, jadro je pak podlouhlé a zplostéle. V jadie byl objeven systém jemnych kanalk, které

jsou viditelné v elektronovém mikroskopu. Vyskytuje se ve sladké, Casto stojaté vode,
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typicky napf. jezera (Smirnov et al., 2009).

Rhizamoeba polyura Page, 1972 je aktivné Zijici druh polokulovité¢ho, podlouhlého
nebo kapkovitého tvaru s tup€ ukoncenou piedni ¢asti. VEtSina bunék ma pouze jedno jadro,
ale existuji 1 jedinci s vice jadry. Jadérko 1 jadernd membrana se rozpadaji v pribéhu mit6zy.

Tento druh nevytvari zadné kontraktilni vakuoly (Page, 1972).

Dal$im zndmym druhem je napt. Rhizamoeba saxonica Page, 1974 (Smirnov et al.,

2009).

Rod Leptomyxa

Leptomyxa reticulata Goodey, 1914 je améba s vice jadry (Singh, 1948). Bézn¢ se
vyskytuje v padé (Singh, 1945). U tohoto druhu je velmi dobie popséan zivotni cyklus, ktery
obsahuje lezouci formy (trofozoity), které se pomoci nepohlavniho d€leni rozmnozuji, a

vznikaji vicejaderné shluky cyst. Z kazd¢ cysty vznikéd novy jedinec (Obr. 5) (Singh, 1948).

Obr. 5: Schematicky znazornény Zzivotni cyklus druhu Leptomyxa reticulata. a — dospély
jedinec; b, ¢ — nepohlavni déleni buiiky; d — shluk multinukle4rnich cysty formujicich se z
jednoho jedince; e — dvé multinukledrni cysty; f — maly nové vznikaji jedinec (z cysty)

(Singh, 1948).

Rod Ripidomyxa

Dtive se tadil do skupiny Leptomyxidae také rod Ripidomyxa — konkrétné¢ byl
vytvoten pro druh Ripidomyxa australiensis (Chakraborty & Pussard, 1985), pozdéji na
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zékladé morfologie tento druh Page (1988) pievedl do rodu Rhizamoeba. Rod byl
monotypicky pouze s druhem Ripidomyxa australiensis, takze by nemél byt dale vyuzivan.
V databazi NCBI se nachazi dvé ¢astecné sekvence genu pro 18S rRNA piifazené k rodu
Ripidomyxa (3. 4. 2015) — tato data nebyla publikovéna, pochazeji z Ph.D. prace a
k dispozici jsou dvé fotografie organismu, ktery morfologicky vypada jako rod Rhizamoeba,
ale neni vylouceno, Ze s pfibyvajicimi daty bude v budoucnu rod Rhizamoeba rozdélen na

vice rodi (Smirnov et al., 2008).
3.2.2 Flabellulidae Bovee, 1970

Flabellulidi jsou améby, které netvoii zadné schranky. Jejich télo je zplostélé,
glykokalyx (polysacharidovy obal bunky) je vyrazné ztenCeny, nékdy vsak zietelny (Page,
1983). V jejich buiice se objevuje vét§i mnozstvi jader. Vyskytuji se ve vodnim prostiedi,
casto ve sladké, ale 1 ve slan¢ vodé€. Pravdépodobné mohou byt parazité az komenzalové ryb
a bezobratlych (Bovee & Sawyer, 1979; Dykova et al., 2008a). Piedstavy o fylogenezi
nejsou zcela jasné, dnes je Celed Clenéna do dvou rodh Paraflabellula a Flabellula,

historicky pak byl ptitazovan rod Flamella (Obr. 6).

Flabellula

Flabellulidae
Paraflabellula

Flamella

Obr. 6: Rody c¢eledi Flabellulidae: Flabellula a Paraflabellula; historicky Flamella.
3.2.2.1 Zivotni cyklus Flabellulideae

Zivotni cyklus flabellul a paraflabellul neni p¥ili§ dobfe prozkouman, mnohé zékladni
informace nejsou znamy. Zivotni cyklus by mé&l zahrnovat maximalng dvé zakladni formy:
trofozoity — aktivni formy (Obr. 7) a cysty — odolnéd staddia. Plovouci formy jsou bézné
k vidéni, ale cysty podle dostupné literatury byly pozorovany pouze u druhu Paraflabellula
kudoi (Singh & Hanumaiah, 1979) a Flabellula patuxent (Bovee & Sawyer, 1979). Nov¢jsi
studie Zadné cysty nenalezly, ale také uvadeji (Dykova ef al., 2008a), ze pii menSim zvetSeni
lze zaménit cysty s kulovitymi umirajicimi buiitkami améb. Trofozoit flabellul ma vé&jifovity
tvar a dosahuje velikosti okolo 20 um (Obr. 7) (Dykova ef al., 2008a). U flabellul byla také

nalezena pseudocysta (Fenchel, 2010).
10



Obr. 7: Trofozoity NETC3v kultufe staré jeden tyden (Dykova et al., 2008a).

Bylo pozorovano, ze Flabellula baltica dokaze tvoftit nékolik odliSnych Zivotnich
forem. Flabellula baltica tvoti klasické trofozoity (Obr. 8: B), které jsou pohyblivé, dale
ve¢jitovité formy trofozoitu (Obr. 8: C), ale také dokaze vytvaret pseudocysty (Obr. 8: A, D)
(Fenchel, 2010). Pseudocysty jsou zakulacené struktury, ve kterych se da prezit urCity Cas
bez znamek aktivity. Od béznych cyst se lisi neptitomnosti zesilené stény cysty. Pseudocysta
2004).

Predpokladalo se, ze vétSina améb ma pomérné pomaly riist oproti podobnym
organismiim (napt. Butler & Rogerson, 1996), ale genera¢ni doba rlstu trofozoiti u
Flabellula baltica je, v porovnani s dals$imi heterotrofickymi protisty stejné velikosti,
pomérné kratkd. Napt. genera¢ni doba pro aktivni formu, kdy se trofozoity mnozi, je
priblizné 2,5 hodiny pti 22,1 °C. Postupem c¢asu se rychlost ristu zpomaluje, améba se méni

ve v¢jifovité struktury a po 20 hodinach hladovéni pak na pseudocystu (Fenchel, 2010).
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Obr. 8: Zivotni formy druhu Flabellula baltica na elektronmikroskopickych snimcich. A —

pseudocysta; B — trofozoit; C — vejifovita forma; D — star$i pseudocysta (Fenchel, 2010).
3.2.2.2 Morfotyp

Morfotypem améby mame na mysli obecny vzorec morfodynamické organizace celé
buniky. Zahrnuje také pfitomnost a nepiitomnost pseudopodii, organizaci uroidu a podobné.
Témito morfotypy se podrobn¢ zabyvali Smirnov a Goodkov (1999); Smirnov a Brown
(2004). Pro celed” Flabellulidae byl definovan vé¢jitkovity morfotyp a morfotyp
paraflabelluly; v starSich analyzach také morfotyp flamelly.

Smirnov a Goodkov (1999) definovali vejitkovity (flabellate) morfotyp (Obr. 9)
nasledovné: télo zplostélé s nepravidelnou véjifovitou strukturou, vyraznéjsi piredni
hyaloplazma s nerovnym piednim okrajem, zddné subpseudopodie z hyalinni zony, koncovy
adhezivni uroid. K tomuto morfotypu jsou pak fazeny vSechny znamé druhy rodu Flabellula:

Flabellula citata, F. calkinsi, F. demetica, F. trinovantica, F. baltica a dalsi.
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Flabellate
Obr. 9: Vé&jirkovity morfotyp (Smirnov & Goodkov, 1999).

Smirnov a Goodkov (1999) popsali také morfotyp paraflabelluly (Obr. 10). Tento
morfotyp je podobny morfotypu flabellul a charakterizuje buiiku, kterd je zplostéla, opét s
v¢jitovitou  strukturou. M4 vyraznou pfedni hyaloplazmu s velmi kratkymi

subpseudopodiemi, které vybihaji z hyalinni zony. Uroid je sloZzen z adhezivnich vlaken.

Paraflabellulian

Obr. 10: Morfotyp paraflabelluly (Smirnov & Goodkov, 1999).

V novégjsi studii vramci Celedi Flabellulidae byl také navrhnut morfotyp flamelly
(Obr. 11), ktery je popsan jako bunka, ktera je bud’ celkové, a nebo alesponn Castecné
zplostéla. Tento morfotyp je podobny véjitkovitému morfotypu, ale na rozdil od né&j zastupci
»flamelliho* vytvari vyrazné subpseudopodie (Smirnov & Brown, 2004). Tento morfotyp je

charakteristicky pro rod Flamella, ktery vSak jiz do ¢eledi Flabellulidae netfadime (viz nize).

-—M‘A
- Flamellian

Obr. 11: Morfotyp flamelly (Smirnov & Brown, 2004).
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3.2.2.3 Morfologie Flabellulideae

Flabelluly jsou tvofeny jednou buiikou, kterd nema Zzadnou schranku, ale casto
obsahuje vice jader. Bunika améby je plocha, s nepravidelnym a rychle se ménicim tvarem
(Page, 1983). Flabelluly jsou citlivé (minimdlné¢ nckteré) na svétlo pouzivané pii
Nomarského DIC mikroskopii, formuji se pak do nepravidelné¢ kulovitych tvarti (Dykova et

al., 2008a).

Zakladnim obalem bunky je cytoplazmatickd membrdna tvofena dvojvrstvou
fosfolipida, kterd se objevuje u vSech bunék eukaryotnich organismti. Ma za kol zejména
korigovat propustnost jednotlivych latek mezi vnitinim a vnéjSim prostfedim (Letkova et al.,

2010).

Na povrchu améboidni bunky celedi Flabellulidae (jako na povrchu vétSiny bunck) se
nachazi jest¢ glykokalyx, coz je polysacharidovy mukoidni povlak, ktery kryje vysSe
zminovanou cytoplazmatickou membrdnu (Hausman & Hiillsman, 2003). U skupiny
Flabellulidae je oproti jinym amébam velmi ztenceny, Casto nevyrazny (Page, 1983). Jeho
funkci je zejména selektivné absorbovat ionty (prostfednictvim pinocytdzy) a dalsi latky z
okoli, a také se samoziejmé podili na informacnim systému bunky (Hausman & Hiillsman,
2003). Dalsi struktury (napft. Supiny ¢i skofapky) se na povrchu flabellul nevyskytuji (Page,
1983).

Velmi slozity koloidni systém, ktery je tvofen zejména fibrildrnimi strukturami a
vyplituje vnitini prostor, se nazyva cytoplazmou (Rebanova, 1998). Obsahuje vysoky podil
makromolekul, ale 1 malych organickych ¢astic. Obsah téchto Castic zplsobuje gelovitou
konzistenci. V tomto prostoru, ktery tvofi vice jak jednu polovinu objemu bunky, probiha
velké mnozZstvi reakcei, ale také zde dochazi k interakcim mezi ostatnimi sloZzkami bunky
(Koolman & Rohm, 2012). Cytoplazma améb je rozliSitelnd na dvé oblasti — hyaloplazmu
(ektoplazmu), coz je gelovitd vrstva na okraji bunky, a granuloplazmu (endoplazmu). Tyto
dve Casti se Casto 1i8i viskozitou, u améb se mohou lisit 1 morfologicky (Rebanova, 1998).
V cytoplazmé bylo u skupiny Flabellulidae nalezeno bohaté hladké endoplazmaticke
retikulum. Ribozomy jsou uzce spojeny sendoplazmatickym retikulem nebo volné

akumulované v cytoplazmé (Dykova et al., 2008a).

Burika flabelluly je ¢asto vicejadernd, nékdy bylo pozorovano az sedm jader (Dykova
et al., 2008a). Fenchel (2010) uvadi, ze vice jader se vyskytuje zejména u starnoucich bunck.
U Flabellula baltica bylo v jednom ptipadé nalezeno 32 jader (Fenchel, 2010). Jadra nejsou

kulovita, ale spiSe podlouhld. V tyden staré kultufe byly nejcastéji pozorovany dvoujaderné
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formy. Vyjimecné bylo nalezeno také jedno kulovité jadro centrdlné orientované s dobie
kondenzovanymi chromozomy (Dykova et al., 2008a). Jadro celedi Flabellulidae se déli
mesomitoticky (Obr. 12), kdy dochazi k velmi brzkému rozpadu jaderné membrany
(nejCastéji v metafazi, ale mize pretrvavat déle). Neobjevuji se mikrotubularni struktury

homologické centriolam (Page, 1983).

Obr. 12: Jadro délici se mesomitoticky (Page, 1983).

Flabellulidae jsou aerobni organismy. V jejich buiice se tedy vyskytuje
semiautonomni mitochondrie, ve které probihd dychani. Mitochondrie je tvofena vnitini
matrix a kristami (Bene§, 1997). U aerobnich améb skupiny Amoebozoa nalezneme
tubularni kristy (napf. Hausman & Hiillsman, 2003), u flabellul je pak tvar mitochondrie

kulovity nebo ovalny (Dykova et al., 2008a).

Dalsi strukturou, kterd se bézné vyskytuje u améb, je uroid. Vznikd v disledku
dopiedného pohybu buiiky, coz vede k nahromadéni membrany Inouci k substratu v zadni
¢asti buniky. Tato nahromadénd membrana se nazyva uroid (Guillen et al., 1998). Ma rizné
podoby, u flabellul je ¢asto ve forme velmi tenkych vlaken. Ale u kazdého druhu (kmene) je
to jiné, u nekterych (napt. kmen M4M) je uroid nezietelny. VSechny nalezené uroidy byly

adhezivni (Dykova et al., 2008a).

3.2.2.4 Prijem potravy

Amoebozoa (i ¢eled’ Flabellulidae) pfijimaji potravu pomoci fagocytdzy a pinocytdzy
pies membranu (Letkova er al, 2010). Flabellulidae jsou pravdépodobni patogeni az
komenzalové ryb a bezobratlych. Pokud by se tato patogenita potvrdila, nebyla by tak
drasticka jako u jinych parazitickych druhfi. V potravni vakuole byly nalezeny zbytky

bakterii a dalsi struktury neznamého ptavodu (Dykova et al., 2008a).
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3.2.2.5 ,,Flabelluli“ pohyb

Améby nemaji specialni diferencované pohybové organely (Smirnov et al., 2005).
Améboidni (nebo amébovity) pohyb zahrnuje pohyb celé buiky a je zalozen zejména na
tvorbé panozek (pseudopodie - doCasny vybézek cytoplazmy), déle na pielévani cytoplazmy
a prichytavani se k podkladu (Berger, 2000). Pseudopodie nejsou vyztuzeny mikrotubuly,
které by zprostiedkovavaly pohyb, poptipadé vyztuzovaly tyto struktury (Hausman &
Hiillsman, 2003). VyluCovanim extracelularni hmoty vznikd spojeni mezi buiikou a
substratem, ktera se nasledné véze na transmembranové proteiny, pojici se k cytoskeletu. Pfi

pohybu se aktivné cytoplazma pieléva a tvoii se pseudopodie (Berger, 2000).

Rychlost tohoto pohybu je siln€ ovlivnitelnd riznymi podminkami prostfedi, napf.
osmotickym tlakem, koncentraci vodikovych iontli, koncentraci soli, charakterem substratu,

a také v neposledni fad€ zavisi na mnozstvi dostupnych zivin (Hopkins, 1937).

3.2.2.6 Vnitini fylogeneze Flabellulidae

Neni pfesn¢ znamo, kolik by méla celed’ Flabellulidae tvofit rodd. Podle dostupné
literatury (napt. Page, 1983), obsahuje tato skupina dva az tfi rody — rod Flabellula a
Paraflabellula, historicky rod Flamella. Ale ptedstavy o fylogenezi skupiny nejsou jasné,
ani ustalené. Nékteré zdrojem, napt. Kostka et al. (2013), uvadéji, ze by se mohlo jednat i o
polyfyletickou skupinu tvofici dvé zcela oddélené linie. Ani u samotnych rodt Flabellula a
Paraflabellula nebyla potvrzena monofylie. Nekteré analyzy se piiklani k parafylii rodu
Paraflabellula (napt. Tekle et al., 2008), problém je napiiklad v ¢astém promichani s rodem
Rhizamoeba z Celedi Leptomyxidae, popf. se Spatnym uréenim a néaslednym pojmenovanim

v genove bance (Dykova ef al., 2008a; Tekle et al. 2008).

3.2.2.6.1 Historie objeveni a zafazeni skupiny

Rod Flabellula byl popsan roku 1926 jako skupina moiskych améboidnich prvoku
(Schaeffer, 1926) a byl pivodné fazen do celedi Mayorellidae. Mayorellidae jsou skupinou,
ktera je dnes také fazena do skupiny Amoebozoa, Discosea, dalsi zafazeni viz obrazek (Obr.

13).
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Discosea | ]
Dermamoehidae

L Longamoehia —

Mayorelidae

Obr. 13: Dnesni zarazeni ¢eledi Mayorellidae (dle Smirnov et al., 2011).

V 70. letech minulého stoleti vznikla nova ¢eled’ Flabellulidae, kterou poprvé

pojmenoval Bovee (1970), a do této Celedi byl zatazen rod Flabellula.

Pozd&ji do &eledi Flabellulidae byly zatazeny i dalsi rody. Celed” obsahuje rody
Flabellula, Paraflabellula a podle n¢které dostupné star$i literatury i rod Flamella (napft.
Page, 1983). Prislusnost tohoto rodu k Celedi Flabellulidae byla na zakladé¢ morfologie
potvrzena Michelem a Smirnovem (1999), ale zpochybnéna molekularnimi studiemi (viz
nize). Celkové predstavy o fylogenezi ¢eledi stale nejsou jisté a vytvari podminky pro novy
vyzkum a celkové pfezkoumani.

Momentalné¢ uznavané rody Flabellula a Paraflabellula jsou odliSeny spiSe
morfologicky. Molekularné se tyto rody ptekryvaji. Napt. Tekle et al. (2008) predpokladaji

podle jejich studie, ze rod Paraflabellula je parafyleticky. Ale je tfeba celkova revize obou

téchto rodu.
3.2.2.6.2 Rod Flabellula

Rod Flabellula je jednou ze skupin améb tazenych do studované celedi. Plovouci
formy jsou nepravidelné ovalné, trofozoity vykazuji ptiblizné trojuhelnikovity tvar (Obr. 14).

Pohybliva forma ma dobie vyvinutou piedni hyaloplazmatickou zénu (Dykova et al., 2008a).

Obr. 14: Trofozoit druhu Flabellula sp. kmene M4M s vé&jitkovitym tvarem bunky. Nomarski
DIC (Dykova & Kostka, 2013).
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Nejlépe probadanym druhem je Flabellula citata Schaeffer, 1926, kterd byla popsana
roku 1926 a dosahuje velikosti 15—75 pm (primérné 24-40 um) (Page, 1983), z této délky
piipadd az 35 um na pseudopodie (Bovee & Sawyer, 1979). Jadro je pak velikosti 4-12,4
um. Neékteré bunky tohoto druhu mohou byt jednojaderné, jiné vicejaderné. Povrchova
vrstva vné plazmatické membrany (glykokalyx) je téméf nezietelna (Page, 1983). Uroid je
pomérné bézny, jde o velmi jemna vladkna (Dykova et al., 2008a). Tento druh Zije nejcastéji
ve slanych vodéch, toleruje riznou Skalu slanosti vody. Vyskyt je potvrzen ze severskych
moii — severozapad Atlantského ocednu, pfipadné vychodni pobiezi Velké Britanie (Page,
1983), dale pobiezi USA, hlavné Florida (Bovee & Sawyer, 1979). Trofozoity vykazuji
nepravidelnou hyaloplazmatickou zénu mirné zizenou oproti granuloplazmé (Dykova ef al.,
2008a).

Améba druhu Flabellula calkinsi Hogue, 1914 je oproti Flabellula citata vyrazné
mensi. Nejveétsi rozmery, kterych tento druh dosahuje, jsou uvddény v rozmezi 8-30 pm.
Casto se vyskytuji jednojaderné butiky, vicejaderné pak v mladych kulturach (klidné i 3-5
jader). Glykokalyx je amorfni, tenky, ale zietelny (Page, 1983). Celd améba vykazuje
nepravidelné¢ kulovity tvar s pseudopodiemi do 25 pum. Ektoplazma se zda byt Cista,
endoplazma granularni (Bovee & Sawyer, 1979). Byl také pozorovan vyrazny kanibalismus.
Vyskyt byl zaznamendn v severozapadnim Atlantiku v travicim traktu Ustfic, ale nenaSly se
zadné vyrazné patogenni u¢inky (Page, 1983).

Flabellula trinovantica (Page, 1980) je velmi malé flabellula, jeZ dosahuje rozméra
7,4-16 pm (Obr. 15). Plovouci formy maji kulovity sféricky tvar s hladkym povrchem.
Glykokalyx je opét amorfni. Vyskytuje se na vychod¢ Velké Britanie (Page, 1983).

Obr. 15: Trofozoit Flabellula trinovantica, TEM snimek. V — vakuola, n — jadro, p —
phagosom (Dykova & Kostka, 2013).
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Flabellula patuxent Hogue, 1921 je améba polokruhovitého tvaru. Jeji rozméry se
pramérné pohybuji okolo 21 pm v délce a 12 pm v §ifce (Obr. 16). Zivi se pohlcovanim
bakterii. Zije jako komenzal ve stfevé traviciho traktu Gstfic. U tohoto druhu se vyskytuji

trojvrstevné cysty (Bovee & Sawyer, 1979).

20 um
Flabellula patuxent

Obr. 16: Flabellula patuxent. Oznaceni: A, B,C — trofozoity; D — cysta (Bovee & Sawyer,
1979).

Flabellula demetica (Page, 1980) je dal$i malou amébou s velikostnimi rozméry 2,8—
7,4 um (pramérné okolo 4 pm), nékteré vytvari dvé hyaloplazmatické zony. Plovouci formy
jsou zaoblené, nékdy se objevuji 2—3 pseudopodia. Glykokalyx tvofi velmi silny obal (az 2,5
nm) separovany od plazmatické membrany mezerou Sirokou asi 4 nm (Page, 1983).

Dal$im opomijenym druhem je Flabellula pelucida Schaefter, 1926. Polokulovita
améba s rozméry okolo 3040 pum a s kratkymi tupymi pseudopodii. Vyskytuje se v motich

pfi pobfezi, byla zaznamendna v Mexiku, USA , zejména na Floridé (Bovee & Sawyer,

1979).

3.2.2.6.3 Rod Paraflabellula

Rod Paraflabellula tvoii zteletlné radialni subpseudopodie, které vznikaji z ptedni
hyaloplazmatické zony. Vyskytuji se ve vlhkém prostiedi, ¢asto ve slanych, ale i sladkych
vodach (Page, 1983). Druhy tohoto rodu maji tendenci byt vicejaderné. Obecné rod
Paraflabellula netvoti cysty, zatim byly popsdny pouze u druhu P kudoi (Singh &
Hanumaiah, 1979). Rod Paraflabellula se zda byt parafyleticky (napi. Tekle et al., 2008).

Nejznaméj$im druhem rodu je Paraflabellula hoguae Sawer, 1975, ktera ma velmi
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kratké tupé subpseudopodie. Povrch kryje tenky glykokalyx. Jadro ma vezikularni strukturu

a je umisténo centralné (Zettler et al., 2000).

Paraflabellula reniformis Schmoller, 1964 s velikostnim rozpétim 8,445 pm se
vyznacuje tupymi pseudopodiemi dlouhymi az 4 um (Page, 1983). T¢lo je opét kryto velmi
tenkym glykokalyxem (Zettler et al., 2000).

3.2.2.6.4 Dalsi organismy Fazeny do skupiny Flabellulidae

Do celedi Flabellulidae byval také Casto zahrnovan rod Flamella Schaefter, 1926,
napt. Page, (1983).

Rod Flamella po objeveni kviili nedostatku informaci (pouze na zaklad¢ morfologie)
byl zahrnovan do skupiny Hyalodiscidae Poche, 1913 (Kudryavtsev et al., 2009), ktera je 1
dnes velmi problematickou skupinou — fazena do Discosea incertae sedis (napt. Smirnov et
al., 2011). Po revizi v 80. letech na zdkladé morfologie byl rod pfifazen k celedi
Flabellulidae (Page, 1983), kam jej zafazovaly 1 nov¢jsi studie, popt. dalsi studie toto
zafazeni pouzivaji (napt. Fishbeck & Bovee, 1993; Michael & Smirnov, 1999; Mrva, 2003).
Dalsi revize pak tento rod zase fadi do jinych skupin. Vyfazuji ho ze skupiny Leptomyxida
(napt. Adl et al., 2005; Smirnov & Brown, 2004; Smirnov et al., 2005), kviili neschopnosti
ménit tvar pseudopodii jako flabelluly (z vé&jitkovitého do subcylindrického tvaru). Rod byl
zafazen do skupiny Amoebozoa jako incertae sedis (Smirnov et al., 2005) nebo Flabellinea
incertae sedis (Adl et al., 2005). Az do roku 2009 nebyly znamy zZadné genové sekvence této
skupiny. Jejich postaveni prozatim nemohlo byt objasnéno. V roce 2009 bylo ziskano 5
sekvenci genu pro SSU rRNA, které nastifiuji postaveni této skupiny (Obr. 17) (Kudryavtsev
et al., 2009). Ze skupiny Flabellulidae byl tento rod definitivné vyloucen. Podle nejnove;jsi
analyzy rod Flamella patti konkrétné do skupiny Conosa, Semiconosia a Variosea (Cavalier—
Smith et al., 2015).

Rod Flamella je skupinou améb ovalného nebo kulovitého tvaru s kratkymi
kuzelovitymi subpseudopidii. Jadro je uprostied tvofeno jadérkem, uroid je Casto tvoien
tenkymi vlakny (Mrva, 2003).

Flamella tiara Fishbeck & Bovee, 1993 je sladkovodni druh, 30—40 pum dlouhy a 12—
25 um Siroky, s mnoha konickymi kratkymi subpseudopodiemi (do velikosti 3,5 um). Ma
nezietelné kulovité jadro o velikosti zhruba 3,5 pm. Endoplazma je mirné¢ granulovand bez
krystalkii. Pohybuje se rychlosti od 40 do 50 pm/min, zfidka az 70 pm/min (Fishbeck &
Bovee, 1993).
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Obr. 17: Nov¢jsi zatazeni rodu Flamella s vyznacenim celedi Flabellulidae (Kudryavtsev et

al., 2009).
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4 Prakticka ¢ast bakalarské prace
4.1 Hypotézy

Jiz diive byly provedeny fylogenetické analyzy, které se zabyvaly fylogenezi ¢eledi
Flabellulidae, ale ptedstavy o fylogenezi nejsou stale jasné (Dykova et al., 2008a; Kostka et
al., 2013; Tekle et al., 2008).

Jedna z prvnich fylogenetickych analyz této skupiny (Dykova et al., 2008a) zatadila
podle sekvenci SSU rDNA celed” Flabellulidae do skupiny Leptomyxida do piibuznosti k
rodu Rhizamoeba. Nasledné (Kostka et al., 2013) vSak byly ziskany dalsi sekvence SSU
rDNA a aktinovych genli. Sekvence SSU rDNA vytvateji ve fylogenezi této skupiny
nejasnosti. Vznikaji dvé skupiny flabellul, kazd4a se ve fylogenezi zatazuje jinam — jedna
spada k linii leptomyxidii (skupina A), druha skupina flabellul se pak fadi jako sesterska
k rodim Amoeba a Chaos (skupina B), tedy podstatné¢ jinam nez se ptivodné predpokladalo.

Tento fakt by se pak dal zhodnotit tak, Ze cela studovana skupina je polyfyleticka.

Celkové ziskanych sekvenci neni dostupné velké mnoZstvi (nejcastéji SSU rDNA,
malé mnoZstvi sekvenci aktionovych), neni tedy mozno fici vice o fylogenetickych vztazich.
V této bakalafské praci bylo snahou ziskat vice sekvenci riznych genl z rliznych kment a
vzorkl flabellul, rozsitit fylogeneticka data, vice osvétlit vztahy mezi jednotlivymi
»druhy* (kmeny) a pokusit se zodpovédét tyto otazky: Kolik tato skupina doopravdy tvofi
Lrodi“? Koresponduji tyto rody s morfologicky uznavanymi rody — Flabellula a

Paraflabellula? Jde o monofyletickou skupinu?
Na zaklad¢ predbézného studia byly formulovany tyto dvé hypotézy k ovéteni:

e Nulova hypotéza: Flabellulidae jsou monofyletickou skupinou.

e Alternativni hypotéza: Flabellulidae jsou polyfyleticka celed'.
4.2 Material

Pro tuto praci byly pouzity vzorky flabellulidnich améb nejcastéji rodu Flabellula a
Paraflabellula 1zolované z ryb, vodnich bezobratlych, pisku a riznych sedimentu ze slanych
a sladkych vod. Vzorky pochazeji z riznych Casti svéta a byly poskytnuty Laboratofi rybi
protistologie Parazitologického tistavu AV CR jako vyizolovand DNA (Tab. I). Dali vzorky
byly poskytnuty RNDr. Tomasem Tymlem (Tab. II), stejné¢ tak jako jiz vyizolovand DNA.

Také byly zatazeny vzorky rodu Saccamoeba (snaha o rozsifeni souboru sekvenci).
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Tab. I: Soupis vzorkli pouzivanych b&hem praktické casti bakaldiské prace poskytnuté

Laboratoii rybi protistologie AV CR.

vzorek oznaceni druh puvod (popf. misto sbéru)
DNA kmene
20 S30127 - -
125 1HFKS - sladka voda / Heteropneustes fossilis /
slezina
328 CCAP1529/2 | Flabellula citata mofe
340 SBGLI1 - moie / Sicilie, Italie
Dicentrarchus labrax / zbry
346 CCAP1529/4 Flabellula z anglické sbirky
trinovantica

350 SEDF Paraflabellula sp. mote / Salmo salar

389 NETC3 - mofe

400 M4M - mote / Mexiko / Sufflamen verres / zZdbry

553 CCAP1529/3 Flabellula sladka voda

demetica

764 RODS5G - mofe / Vigo, Spanélsko / Psetta maxima

768 ROD2G - mote / Vigo, Spanélsko / Psetta maxima /
zabry

782 ROD4G - moie / Vigo, Spanélsko / Psetta maxima /
zabry

1005 RTITT Paraflabellula sp. pisek/ Costa Rica

1048 WI187G Saccamoeba sladka voda / Carassius gibelio / zZbry

1065 MSEDG6 Saccamoeba sladka voda / Baoan Lake, Cina / sediment

1231 PVe67 Saccamoeba sladka voda

1307 - Acanthamoeba sp. -

Tab. II: Vzorky poskytnuté RNDr. Tomasem Tymlem.

vzorek DNA | oznaceni druh puvod, misto sbéru
DE49 GAU17 Flabellula sp. mote / fasa rodu Laminaria / Norsko
DES0 - Flabellula sp. mofe / pisek / Filipiny
DES2 GAUI16 Flabellula sp. mote / fasa rodu Laminaria / Norsko
DES3 - - -
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4.3 Metody

Stru¢ny prehled metod, které byly béhem praktické casti bakalarské prace aplikovany:
e Izolace DNA (nebyla provadéna, vzorky byly poskytnuty jako izolovana DNA)
e Amplifikace vybranych gen
e Elektroforéza
e Extrakce PCR produkt
e (Klonovani) — pouze u nékterych vzorka
e Sekvenace

e Analyza sekvenci

4.3.1 Amplifikace vybranych proteini — pomoci PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) slouzi k namnozeni urcitého useku DNA do
obrovského mnozstvi kopii (Alberts et al., 2013). Béhem jednoho cyklu dojde k nékolika

kroktim:

e Denaturace dvouSroubovice — v mém piipad¢ byla reakce zahtivana nejCastéji na
teplotu 94 °C po dobu jedné minuty, v této fazi doslo k naruseni vodikovych mistka

v dvousroubovici DNA, vznikla samostatna vlakna.

e Annealing primerii — na samostatnd vldkna plivodni dvouSroubovice nasedaji

ptislusné primery, ty ohranicuji usek, ktery se bude dale mnozit.

e Syntéza vldkna — dochdzi k enzymatické syntéze nového vlakna DNA v mém

piipadé€ pii teploté 72 °C (kviili zvolené Taq polymeraze) (Bartlett & Stirling, 2003).

Pomiicky: Mikropipety (Eppendorf), mikrozkumavky.

Chemikalie: Deionizovana voda, reakéni pufr, ANTP, ptisluSné primery, Taq polymeraza.
Postup: Reakéni smés pro PCR byla pfipravovana z deionizované vody, reakéniho pufru,
primertt a Taq polymerazy (Tab. III). Tato reakéni smés byla rozplnéna do jednotlivych
mikrozkumavek po 24 pl a byl pfidan 1 pl DNA (do mikrozkumavek s negativni kontrolou

byla misto DNA ptidavana deionizovana voda).
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Tab. III: SloZeni reakéni smési pro PCR.

chemikalie

mnozstvi (pl)
na jednu zkumavku

deionizovana voda

16,5

pufr

2,5

dNTP

2,5

forward primer

1

revers primer

Taq polymeraza

DNA

1
1
1

Podle studovaného genu byl zvolen program v cykleru (Biometra). Zakladni program
(Tab. IV) se skladal z pocatecni denaturace, dalSich tfi kroka (denaturace, annealingu a
syntézy vlakna), které se 30—40x opakovaly, a nasledn¢ extenze. B&hem amplifikace

jednotlivych genit dochazelo k malym obménam annealingové teploty, popf. ¢asu, po ktery

jednotlivé kroky probihaly.

Tab. IV: Casové a teplotni rozloZeni zakladniho programu.

teplota (°C) cas
pocatecni denaturace 94 10 minut
1. krok 95 I minuta
2. krok 52 1 minuta
3. krok 72 1 minuta 30 sekund
finalni extenze 72 10 minut

4.3.1.1 Gen pro SSU rRNA

Pro amplifikaci SSU rDNA byly vyuzity primery ERIBO a ERIBI (Tab. V) pro
amplifikaci a nasledné¢ sekvenaci vnéjSich ¢asti (Barta et al., 1997). Pro sekvenaci vnitini

casti genu pro SSU rRNA byly vyuzity dal§i primery (460F, 620F, 1200F, 1350R nebo

1700R) tak, aby mohl byt sestaven cely gen pro SSU rRNA.
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Tab. V: Sekvence jednotlivych primert.

nazev primeru cilova sekvence sekvence 5'— 3’

R primer ERIBI SSU rRNA CTTCCGCAGGTTCACCTACGG
F primer ERIBO SSU rRNA ACCTGGTTGATCCTG CCAG
F primer 460 SSU rRNA CAGCAGGCGCGCAAATTA

F primer 620 SSU rRNA GCCAGCACCCGCGGTAATTCC
F primer 1200 SSU rRNA GATCAGATACCGTCGTAGTC
R primer 1350 SSU rRNA CCGTCAATTCCTTTAAGTTTC

R primer 1700 SSU rRNA GGCATCACAGACCTGTTAT

Gen pro RNA malé ribozomalni podjednotky byl amplifikovan pomoci jednoduché
PCR reakce sprimery ERIB10 a ERIB1 (Barta et al, 1997), pti které byla pouzita
annealingovéd teplota 50 °C a doba 3. kroku byla prodlouZzena na dv€é minuty oproti

puvodnimu piedpisu v bod¢ 4.2.1 (Tab. 1V). 1.-3. krok se béhem amplifikace opakoval

celkove 30x, aby mohlo dojit k dostatecnému namnoZeni.

4.3.1.2 Gen pro aktin

Pro amplifikaci genu pro aktinového proteinu byly zvoleny primery, pokud se jednalo
o pfimou sekvenaci, ActF a ActR (Tab. VI) (Tekle et al., 2007). Byly pouZity i pro piimou

sekvenaci, v n€kolika ptipadech vSak bylo kvili malé mife polymorfismu piikro¢eno ke

klonovani.

Tab. VI: Sekvence primerti pro amplifikaci a pfimou sekvenaci.

nazev primeru | cilovy gen sekvence 5'— 3’
ActF Aktin AACTGGGAYGAYATGGARAAGAT
ActR Aktin ATCCACATYTGYTGGAANGT

Pokud byl vzorek zaklonovan a nasledné také vyuzit na sekvenovani, jako primery

byly pouzity M13F a M13R — primery cilici klonovaci vektor (Tab. VII).

Tab. VII: Sekvence jednotlivych primera pro pifimou sekvenaci.

nazev primeru | cilovy gen sekvence 5'— 3’
MI13F Aktin TGTAAAACGACGGCCAGT
MI13R Aktin CAGGAAACAGCTATGACC
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4.3.1.3 Gen pro o-tubulin

Pro amplifikaci genu pro a-tubulinovy protein byly zvoleny primery a-tubF1 a a-

tubR1 (Tekle et al., 2007). Sekvence téchto primert jsou zapsany v tabulce (Tab. VIII).

Tab. VIII: Sekvence primert pro amplifikace genu pro a-tubulin.

primer cilovy gen sekvence 5'— 3’
a-tubF1 a-tubulin CTAGGCAAYGCNTGYTGGGA
a-tubF1 a-tubulin CATGCCTTCNCCNACRTACC

Pro vétsi efektivitu amplifikace konkrétni Casti genetické informace byl kromé
klasického programu PCR také zvolen modifikovany zpisob PCR — nested PCR, kdy je
amplifikace provadéna ve dvou krocich. V prvnim kroku PCR se do master mixu ptidava
klasicky pifiméfené mnozstvi DNA (v tomto ptipadé 1 pl). Piedpis pro tuto reakci je stejny
jako v tabulce vySe (Tab. III).

V druhém kroku méla reakéni smés stejné slozeni, pouze DNA byla nahrazena
precisténym produktem z prvni reakéni smési v mnozstvi 1 pl. Pro oba kroky byl pouzit
stejny program v cykleru, stejny jako vySe (Tab. IV). Byla pouze pozménéna annealingova
teplota v 2. bod¢ na 48 °C a ¢as 3. kroku byl snizen na 40 sekund. 1.-3. krok se opakoval 35x

v prvnim piipadé¢ a 30x v ptipad¢ druhém.

4.3.1.4 Mitochondrialni gen pro COX1

Pro studovany gen COXI1 byly zvoleny primery HCO a LCO, sekvence téchto
primerd jsou uvedeny v tabulce (Tab. IX) (Vrijenhoek, 1994).

Tab. IX: Sekvence jednotlivych primert.

nazev primeru cilovy gen sekvence 5'— 3’
HCO COX1 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
LCO COX1 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG

Byl pouzit klasicky ptedpis pro amplifikaci pomoci PCR jako v bodé€ 4.2.1 (Tab. IV).

4.3.1.5 Chaperon Hsp90

Pro amplifikaci genu pro Hsp90 byly vyuzity dvé kombinace primerti: HspF1, HspR1

a HspF1, HspR2 (Tab. X). Tyto primery byly pouzity dle Shalchian-Tabrizi et al. (2006). Byl
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pouzit klasicky predpis pro amplifikaci pomoci PCR jako v bodé€ 4.2.1 (Tab. IV).

Tab. X: Sekvence jednotlivych primert.

primer cilovy gen sekvence 5'— 3’

HspF1 Hsp90 ATG TCTGAAGGTCCAGCT ATTGGTATTGA
HspR1 Hsp90 GCAGGATGTAGGGATCCTCC

HspR2 Hsp90 CCTCTATTTATACTCCGGCGCTCT

V dal$im ptipadé¢ byla také vyuzita modifikovana semi-nested PCR, ktera se skladdala
za dvou fazi. Semi-nested PCR byla pouZita ve stejném slozeni a ve stejnych krocich jako

v bodé€ 4.2.1.3 pro amplifikaci genu pro a-tubulinovy protein.

4.3.1.6 Elonga¢ni faktor-1a

Amplifikace byla také provadéna u genu pro EF-la. Pro zvoleny gen byly vybrany
primery EF1F, EF2F, EFIOR a EF7R (Tab. XI) (Baldauf & Doolittle, 1997) v rlznych

kombinacich.

Tab. XI: Sekvence primeru ur¢enych pro EF-1a.

nazev primeru | cilovy gen/protein sekvence 5'— 3’
EF1F EF-1a GGATTCGTTATTGGNCAYGTNGA
EF2F EF-1a CTCGAGAARAAYATGATNACNGG
EF10R EF-1a CGNCANCCTCATTACCTAGGTCT
EF7R EF-1a CCNCTRTTRCAACCTAGGTTGCA

Byl pouZzit klasicky predpis pro amplifikaci pomoci PCR jako v bod¢ 4.2.1 (Tab. IV).
V dal$im ptipad¢ byla také vyuzita modifikované nested PCR, ktera se skladala za dvou fazi.
Nested PCR byla pouzita také ve stejném slozeni a ve stejnych krocich jako v bod¢ 4.2.1.3

pro amplifikaci genu pro a-tubulinovy protein.

4.3.2 Elektroforéza

Smés (vmém piipadé¢ produkt PCR), kterd obsahuje DNA, je vlozena do
pfipravenych jamek na gelu. Jde o metodu, kterd jednotlivé amplifikované fragmenty
oddé€luje pomoci elektrického pole. DNA ma negativni ndboj a pohybuje se tedy ke kladné

elektrodé. V mém ptipade byl gel slozen z 1% agardzy, coz je vlastné sit’ vlaken, kterymi
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jednotlivé fragmenty postupuji, dlouh¢ fragmenty postupuji pomalu, kdezto kratké
fragmenty rychleji. Vzniké zebfticek, kde jsou rozdéleny jednotlivé fragmenty podle velikosti
(Alberts et al., 2013).

Pomiicky: Mikropipety (Eppendorf), elektroforézova vanicka, hiebinek na tvorbu jamek.
Chemikalie: 0,5 x TAE puft, agar6za, ethydium bromid, 1kb ladder, 100b ladder.

Postup: Nejdiive byl pfipraven priblizné 1% roztok agardzy, ktery je doplnéna TAE pufrem
pozadovaném mnozstvi. Roztok agardzy a pufru se musel zahiat v mikrovinné troub¢, aby se
agaroza rozpustila, a poté se nalil do elektroforetické vanicky a nechal utuhnout (cca 3045
minut podle velikosti gelu). Zdroj pro elektroforézu byl béhem mych pokust nastaven na 80

V; v nékterych ptipadech na 100 V.

Pomoci této rozdelovaci metody byly ziskany jednotlivé velikostni fragmenty DNA
(vybrané geny) ptislusnych améb ¢eledi Flabellulidae. Useky patrné kvili ethydium bromidu
pod UV osvétlenim, byly z gelu vyjmuty pomoci skalpelu a nasledné¢ extrahovany a

pfipraveny na sekvenaci.
4.3.3 Extrakce DNA z gelu

Pro extrakci jednotlivych prouzkli z agarového gelu byl pouzit Ge/PCR DNA
Fragments Extraction Kit od firmy Geneaid. Béhem extrakce bylo postupovano dle ndvodu

vyrobce.
4.3.4 Klonovani

Klonovani bylo provadéno pouze u nékterych vzorkd améb jako mezistupenn z

davodu zvySeni kvality sekvenci a jeho izolace.

Klonovani se sklada z vice Casti: z ligace, transformace kompetentnich bun¢k, PCR

screeningu a nasledného namnoZeni plazmidu.
4.3.4.1 Ligace a transformace kompetentnich bunék

Pro ligaci byl pouzit PCR Cloning Kit (QIAGEN). Na ligaci bylo potieba 0,5 pul
klonovaciho vektoru, 2,0 ul PCR produktu a 2,5 pl liga¢niho master mixu. Tato smés se

nechala inkubovat po dobu 2 hodin pii 14 °C.

Po inkubaci bylo piidano do liga¢ni smési 50 pl suspenze kompetentnich bunék,
které staly po dobu 5 minut na led¢ a poté byly ponoieny do horké vodni lazné (42 °C) po
dobu 30 sekund, dale opét ochlazeny na led¢, a to 2 minuty. Do ochlazené reak¢éni smési
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bylo pfidano 200 ul SOC media a poté byly dany tiepat na 1 hodinu pfti teploté 37 °C.

Na piipravené¢ agarové plotny, které obsahovaly LB medium a byly potieny
ampicilinem, bylo ptiddno 40 ul X-Gal, na kazdou plotnu byl napipetovan jeden ze vzork,
tyto plotny se poté inkubovaly 16 hodin pti 37 °C. Béhem této doby na agarovych plotnach
vyrostly modré a bilé kolonie. Bilé kolonie obsahovaly PCR produkt.

4.3.4.2 PCR Screening

Do 1,5 ml zkumavek bylo napipeovano 30 ul deionizované vody. Z agarovych ploten
byly vypichnuty vzniklé bilé kolonie, které se pfidaly do deionizované vody, tyto zkumavky
byly umistény do teploty 37 °C, kde za stalého michdni zlstaly 10 minut. Reakéni smés pro

PCR screening obsahovala chemikalie, které jsou vypsany v tabulce (Tab. XII).

Tab. XII: Pfiprava reakéni smési pro PCR screening.

chemikalie mnozstvi (ul)
10xTaq Buffer complete 1,25
dNTP 1,0
M13 Forward primer 0,5
M13 Revers primer 0,5
Taq polymeréza 0,5
deionizovana voda 7,25

Do rozplnénych zkumavek s reakéni smési musi byt také dodana bunécna suspenze
(2 pl do kazdé zkumavky). Nasledné tyto reakéni smési mohou byt vlozeny do cykleru, aby
mohlo dojit k amplifikaci. Byl pouZit program SCREEN (Tab. XIII).

Tab. XIII: PCR — program SCREEN.

teplota (°C) cas
pocate¢ni denaturace 95 10 minut
1. krok 95 30 sekund
2. krok 54 1 minuta
3. krok 72 1 minuta
finalni extenze 72 10 minut

1.-3. krok se béhem PCR screeningu opakoval celkove 20x.
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4.3.4.3 NamnoZeni plazmidu

Pokud se béhem vizualizace pomoci agarozové elektroforézy ukézalo, Ze patiicné
bakterie z bilé dané kolonie obsahuji fragmenty odpovidajici délky, byly bakterie obsahujici
plazmid namnoZeny.

Do zkumavky se 3 ml LB media bylo pfidano 12 pl ampicilinu a bunééné suspenze.
Na cistou agarovou misku byly jako zaloha vytvofeny malé kapiCky ze suspenze bakterii.
Miska byla inkubovana v termostatu pti 37 °C celou noc, zkumavky byly po stejnou dobu
tfepany pii 37 °C.

Plazmidy, které obsahovaly hledanou sekvenci, byly extrahovany pomoci soupravy

High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) dle navodu vyrobce.
4.3.5 Sekvenace

Fragmenty DNA ziskané pteciSténim piimo z agarozového gelu z PCR produktu byly
pouzity do sekvenacni reakce, ktera obsahovala 1 pl pouzitého primeru a 9 pul precisténych
fragmenth DNA. Pokud Slo o DNA klonovaného plazmidu, obsah reakéni smési se fidil
podle koncentrace pfislusSného vzorku. Vysledné sekvenacni reakce byly odeslany na

sekvenaci pomoci Sangerovy metody ke spole¢nosti SeqMe s.r.o.
4.3.6 Zpracovani sekvencnich dat, fylogenetické analyzy

Sekvence ziskané od spolecnosti SeqMe s.r.0. byly nejdiive provéteny, zda se jedné o
predpokladané sekvence améb urcitého genu (COX I, aktin, a-tubulin, EF-1a, Hsp90 ¢1 SSU
rDNA) celedi Flabellulidae a to pomoci aplikace BLAST, kterou nabizi National Center for
Biotechnology Information (NCBI — (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Nekvalitni
sekvence, nahodné fragmenty a podobné&, byly odstranény.

Po ovéfeni a vyhodnoceni sekvence byly dil¢i sekvence ziskané zjednoho PCR
produktu / klonu sloZzeny ve vyslednou sekvenci v programu SeqMan (DNASTAR Inc.,
USA). Nasledné byly vytvofeny datasety, které obsahovaly mnou ziskané sekvence,
sekvence ziskané jiz diive Laboratoii rybi protistologie AV CR a vefejné dostupné sekvence
vybrané z genové banky GenBank prostiednictvim NCBI. V této praci bylo vytvofeno vice
dataseti a z nich vice fylogenetickych analyz. Byla provedena fylogenetickd analyza
zalozena pouze na sekvencich SSU rRNA, dal¢ aktinovych a a-tubulinovych gent.
Analyzovéan byl téZ konkatenat genli pro SSU rRNA, COX1 a aktin.

Soubor sekvenci byl vlozen do programu ClustalX (Larkin et al., 2007), kde byly

sekvence slazeny dohromady a vytvofen aligment, ktery byl nasledné jesté upraven, napf.
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byly odebrany piesahujici a Spatné homologizovatelné ¢asti pomoci programu BioEdit (Hall,
1999). Pro nekteré fylogenetické analyzy se vyuzivala metoda Maximum Likelihood (ML),
pro dalsi pak Bayesovska interference (BI).

Fylogenetické analyzy pomoci metody ML byly vypocteny v programu RAxML
8.0.20 (Stamatakis, 2006), byl vyuzit model GTRGAMMAI (GTR — nejobecnéjsi vzorec
evoluce; GAMMA — gamma distribuce; I — proporce invariantnich mist). Pro dalSi analyzy
pomoci BI byl pouzit program MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) s vychozim
modelem GTR specifikovanym na milion generaci; Burnln byl nastaven na 25 % stromd,
které vznikly b&hem analyzy. Vysledné¢ fylogenetické stromy byly prohlizeny a dale

upravovany v programu TreeView (Page, 1996).

4.4 Vysledky

4.4.1 Gelova elektroforéza a PCR

Nejprve byly jednotlivé fragmenty amplifikovany pomoci PCR a nésledné probchla
jejich vizualizace pomoci 1% agarové elektroforézy. Na obrazku (Obr. 18) Ize vidét jeden z
vyslednych gelti se vzorky amplifikovanymi pomoci PCR. Tento gel je prikladem vzorka
améb, u kterych byl zkouman gen pro aktin. Pfedpokladané délka cilového genu byla okolo

800-900 bazi.

Obr. 18: Vizualizace pomoci agarové elektroforézy — geny pro aktin.

Jako zakladni gen pro fylogenetické analyzy je vyuzivan gen pro SSU rRNA, ktery
v dnes$ni dobé& tvofi nejcastéjsi zdroj dat pro budovani naSich ptredstav o fylogenetickych
vztazich. Z velké casti flabellul uz jsou SSU rDNA ziskany. Pokud k dispozici nebyly,
pokusila jsem se o jejich ziskani, jedna z vizualizaci pomoci gelu je vidét nize (Obr. 19).
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Ocekavana dé¢lka bylo okolo 1500 — 2000 bazi.

-
-
e
s

Neg. DES53 DE50 DEA49

Obr. 19: Vizualizace pomoci agarozove elektroforézy — SSU rDNA.

Tyto vizualizace (Obr. 18 a Obr. 19) byly vybrany pouze pro ilustraci. Podobné byly
vizualizovany také vysledky amplifikace genu pro COX1, Hsp90, a-tubulin ¢i elongac¢ni

faktor-1a.

4.4.2 Sekvenace

Vsechny fragmenty vyhovujici délky jednotlivych izolati améb byly vyfezany,
extrahovany z gelu a nasledné zaslany na sekvenaci.

Béhem studie se povedlo ziskat vhodné sekvence rtznych flabellulidi a gend.
Nejvice sekvenci bylo ziskano z genu pro aktin a SSU rRNA, také sekvence genu pro COX1
a pouze jedina pouzitelna sekvence genu pro o-tubulin (Tab. XIV). Sekvence chaperona
(Hsp90) a elonga¢niho faktoru-1a se mi nepodaftilo ziskat viibec. Celkovy pocet povedenych
dil¢ich sekvenci je 36, pokud bylo sekvenci z jediného PCR produktu, ptipadné klonu vice,
byly poskladany do vysledné sekvence (14 dohromady).
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Tab. XIV: Shrnuti ziskanych sekvenci. Podtrzenim oznaceny vzorky spadajici v analyzach

SSU rDNA (viz bod 4.3) do skupiny B, nepodtrzné do skupiny A.

¢. vzorku jméno gen pocet podafenych dil¢ich | pocet vyslednych
sekvenci sekvenci
389 NETC3 Aktin 7 3
782 ROD4G Aktin 6 2
768 ROD2G a-tubulin 1 1
340 SBGL1 Aktin 1 1
1005 RTITT Aktin 1 1
328 F.cit. CCAP1529/2 Aktin 1 1
350 SEDF COX1 2 1
782 ROD4G COX1 2 1
DE49 GAU17 SSU rRNA 5 1
DESO0 - SSU rRNA 4 1
DES2 GAUl6 SSU rRNA 6 1

Nasledujici obrazek (Obr. 20) ukazuje pro ilustraci ¢ast vystupu ze sekvenatoru
odpovidajici sekvenci genu pro SSU rRNA, na kterou byly pro amplifikaci pouZity primery
ERIB1, ERIBO a pro sekvenaci primer 460F. Jednd se o vzorek DE49 (GAU17)

sekvenovany spole¢nosti Seqme s.r.o.

ACTTCTATAAGTACGCACT GTTTGTTTAT TTCCTTCTT TT GGCATAT ACAATTTATTC
200 210 220 230 240 250

Obr. 20: Cast sekvence genu pro SSU rRNA vzorku DE49.
4.4.3 Fylogeneticka analyza

Celkové se mi podafilo ziskat 36 dil¢ich pouzitelnych sekvenci, které byly
poskladany do 14 wvyslednych sekvenci (Tab. XV), kter¢é mohou byt wvyuzity do
fylogenetickych analyz.
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Prvni fylogenetickd analyza (Obr. 21) byla zaloZzena na genu pro SSU rRNA.
Celkové¢ jsem ziskala 3 sekvence (poskladané z 15 dil¢ich sekvenci) z kmeni DE49, DESO a
DES2. Mnou ziskané sekvence byly dale doplnény sekvencemi z databaze GenBank a také
sekvencemi ziskanymi Laboratofi rybi protistologic AV CR. Ve fylogenetické analyze se
studovana skupina améb rozdé€lila na dvé nezavislé linie (A a B), jedna spada do skupiny

Leptomyxida (A), druhd (B) se fadi jako sesterska ke skupin€ Tubulinida.

— Stenamoeba lmacing  GUS10183
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0
11 T MaMe I

Heleopera sphagni  AT848064
#10,96 Hartmannellidae enviromentdlni vzorek EPDJS499‘M P
oo Nolandella sp. EU2T3451
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Obr. 21: Fylogenetickd analyza zaloZena na sekvencich genu pro SSU rRNA s doplnénymi
posteriornimi pravdépodobnostmi (0,9-1) vypoctenymi pomoci BI a bootstrapovymi
podporami (50-100) vypocitanymi pomoci ML (pokud nebylo dosazeno prahu pro BI (0,9) a
pro ML (50) v jedné z hodnot, hodnota nahrazena symbolem hvézdicky). Sekvence ziskané
Laboratoii rybi protistologie AV CR oznateny symbolem °. Ziskané sekvence oznadeny
tuéné. Kofen je lokalizovan outgroupem — dal§imi amébami. Ve fylogenetické analyze

vyznacena studovana skupina, linie A a B. Vétve oznacené dvéma lomitky zkraceny o ttetinu.
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Do druhé fylogenetické analyzy (Obr. 22) byl zahrnut gen pro aktin. Tento gen je
v ramci eukaryot univerzalni a po genu pro SSU rRNA také velmi Casto ve fylogenetickych
analyzach vyuzivany. Z datasetu byla vytvorena fylogenetickd analyza pomoci metody ML a
BI, pro metodu ML byly pouzity také sekvence aminokyselin. Tii vysledné fylogenetické
analyzy se liSily pouze bootstrapovou podporou a posteriorni pravdépodobnosti. Pro tuto
analyzu bylo ziskano 8 sekvenci vzorkt NETC3, ROD4G, RTITT, SBGL1 a Flabellula

citata. Mnou ziskané sekvence spadaji do monofyletické ¢eledi Flabellulidae.

| = |

Paraflabellula hoguae JF694314 |
NETC3 k.6 |
NETC3 k.8 skupina A |
NETC3 k.5 |
100/1 Paraflabellula hoguae JF694313 |
Paraflabellula hoguae JF59431: |

100/1

*/096
SEDF

Rhizamoeba sp. EU273459
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9911
Lo _E Flabellula trinovantica o
1007* Flabellula trinovantica o

Flabellulidae

10011 T skupina B
1001 ROD5G °
- |100-1i RODA4G k.5
RODA4G k.6
100/1 Flabellula cittata ]
| | —I_ RTITT I skupina A
1001 I 1HFKS®
L PVe6T°
100/1 Chaos carolinense AYv294157
— Amoeba proteus AY294160
9711 — MSEDS6 °
o140 72/1 Hartmanella cantabrigiensis AY294158
LUM?®
*099 ZEB1°
67/* k= 4730 °
*/0.99 Y Glaeseria mira AY294155
Cryptodiffungia operculata  JF694298
58/0.98 Spomochlamys perforata FI705344

Hyalosphenia papilio JF694311
1001 — drcella discoides ~ JF694288
L drcella discoides  JF694291

81/0.98 Arcella mitrata  TF694193
4"“'0&: Areella vulgaris  HM853733
HMEB53705

Arcella hemisphaerica

005

Obr. 22: Fylogenetickd analyza zaloZzend na sekvencich genu pro aktin s doplnénymi
posteriornimi  pravdépodobnostmi (0,9-1) vypoctenymi pomoci Bl a bootstrapovymi
podporami (50-100) vypoctenymi pomoci ML (pokud nedosazen prah pro BI (0,9) a pro ML
(50) vjedné hodnoté, hodnota nahrazena symbolem hvézdicky). Sekvence ziskané
Laboratoii rybi protistologie AV CR oznaéeny symbolem °, sekvence ziskané z databaze
NCBI oznaceny pfislusSnych kdédem. Mnou ziskané sekvence vyznafeny tucéné. Koien
lokalizovan outgroupem — améby a dal$i eukaryota, pro zpiehlednéni nejsou uvedeny.
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Do tieti fylogenetické analyzy byly zahrnuty sekvence genu pro a-tubulin (Obr. 23).
Mnou ziskana sekvence je jedina (skupina B), ale byla doplnéna sekvencemi zNCBI 1 o

zastupce skupiny A. Mnou studovany vzorek ROD2G spadé do skupiny Leptomyxida.
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Obr. 23: Fylogeneticka analyza zaloZend na sekvencich genu pro a-tubulin s doplnénymi
posteriornimi  pravdépodobnostmi (0,9-1) vypoctenymi pomoci BI a bootstrapovymi
podporami (50-100) vypoctenymi pomoci ML (pokud nedosazen prah pro BI (0,9) a pro ML
(50) v jedné hodnoté, hodnota nahrazena symbolem hvézditky). Sekvence ziskané AV CR

oznaceny symbolem

Kofen tvofen outgroupem (Dyctiostelium discoideum, Polysphondylium violaceum,

99/*

Amoeba proteus JQ519461

Quadrulella symmetrica JQ519473

ia papilio JO519468

°, sekvence ziskané z databaze NCBI oznafeny piislusnych kodem.

Physarum polycephalum a Hyperamoeba sp.). Mnou ziskana sekvence vyznacena tucn¢.
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Pro posledni analyzu (Obr. 24) byl vytvofen konkatenat ze sekvenci genu pro COX1,
aktin a také SSU rDNA. Do této analyzy byly zahrnuty mnou ziskané sekvence aktinu a
COX1 pro kmeny SEDF a ROD4G (vyznaceny tu¢né), které jsou doplnény o dalsi sekvence
z databaze NCBI (Tab. XV) a také o sekvence ziskané Laboratoii rybi protistologie AV CR.
Tato fylogeneticka analyza neni zakotenéna, ukazuje vztahy celé skupiny Amoebozoa. Byla

vytvorena pomoci metody ML i BI. Studované vzorky tvoti dvé linie, které nejsou sesterskeé,
ale blizko u sebe.
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Obr. 24: Nezakofenéna fylogeneticka analyza vznikla na zakladé¢ konkatenace sekvenci
aktinovych genti, COX1 genti a SSU rDNA s doplnénymi posteriornimi pravdépodobnostmi
(0,9-1) vypocteny pomoci BI a bootstrapovymi podporami (50-100) vypoctenymi pomoci
ML (pokud nedosazen prah pro BI (0,9) a pro ML (50) v jedné hodnot¢, hodnota nahrazena
symbolem hvézdicky). Sekvence ziskané Laboratoii rybi protistologie AV CR oznadeny

symbolem °, sekvence ziskané z databaze NCBI oznaceny ptislusnych koédem. Mnou ziskané
sekvence vyznaceny tucné.
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Tab. XV: Kody sekvenci organismti z genové databanky pouzité v konkatenatu.

kod z genové banky organismus gen
V00002 Acanthamoeba castelanii Aktin
JF298273 Cochliopodium spiniferum Aktin
XM 004350668 Dictyostelium fasciculatum Aktin
JQ519431 Hyalosphenia papilio Aktin
JQ519446 Nebela carinata Aktin
AY615871 Phalansterium solitarium Aktin
KF895376 Paravannella minima Aktin
X07792 Physarum polycephalum Aktin
AY294151 Vannella ebro Aktin
JQ519436 Vermamoeba vermiformis Aktin
U12386 Acanthamoeba castellanii COX1
KC489470 Cochliopodium sp. COX1
EU275727 Dictyostelium fasciculatum COX1
IN849016 Hyalosphenia papilio COX1
IN849033 Nebela carinata COX1
KF895382 Paravannella minima COX1
KC121006 Phalansterium sp. COX1
L14769 Physarum polycephalum COX1
GQ354166 Vannella arabica COX1
GUS828005 Vermamoeba vermiformis COX1
AF251938 Acanthamoeba castellanii 18S ribozomalni gen
AY775130 Cochliopodium spiniferum 18S ribozomalni gen
KC865594 Dictyostelium fasciculatum 18S ribozomalni gen
EU852655 Flabellulidae sp. SEDF 18S ribozomalni gen
JF694282 Hyalosphenia papilio 18S ribozomalni gen
EU392143 Nebela carinata 18S ribozomalni gen
KF895375 Paravannella minima 18S ribozomalni gen
AF280078 Phalansterium solitarium 18S ribozomalni gen
X13160 Physarum polycephalum 18S ribozomalni gen
JQ519505 Vermamoeba vermiformis 18S ribozomalni gen
AY929906 Vanella sp. 18S ribozomalni gen
data AV CR ROD4G 18S ribozomalni gen

40




5 Diskuze

Flabellulidae je pomérné¢ nendpadnd celed’ v ramci skupiny Tubulinea. Neni piili§
mnoho literarnich zdroji, které se touto problematikou zabyvaji (napt. Dykova et al., 2008a;
Page, 1983). Pfesto existuji podrobné popisy jejich morfologie (Bovee & Sawyer, 1979;
Dykova et al., 2008a; Page, 1983). Neexistuje vSak mnoho morfologickych znaki (napf.
kvili stalému polymorfismu améb), které by stoprocentné¢ =zarulily ptisluSnost ke
studované celedi. Tyto problémy lze vidét 1 v historii fylogenetického zafazeni rodi do této
malé skupiny, kdy byl do této Celedi chybné zatazovan napt. rod Flamella (Michel &
Smirnov, 1999; Mrva, 2003; Page, 1983). Az po piedloZzeni neddvnych fylogenetickych
analyz zalozenych na genovych sekvencich byl tento rod zcela vylouen ze skupiny

Flabellulidae (Cavalier-Smith ez al., 2015, Kudryavtsev ef al., 2009).

Dnesni molekularni fylogeneze je nejCastéji zalozena na sekvencich genu pro SSU
rRNA, kterd je jiz z fady flabellulidnich améb ziskdna (Dykova ef al., 2008a; Kostka et al.,
2013), ale stale neposkytuje jasné vysledky. Ve studii Kostky a kolektivu (2013) tvoii
studovana Celed’ dvé linie, jednu (A) spadajici do skupiny Leptomyxida a druhou (B)
spadajici k rodiim Amoeba a Chaos. Ale vysledky ziskané ze sekvenci jednoho genu nemusi
urcit piesné fylogenetické postaveni, tento problém miize byt vyfesen analyzami zalozenymi
na vétSim poctu gena (feSeno napi. v Baldauf ef al., 2000). Pro tuto studii byly vybrany dalsi
geny nejcastéji pouzivané pro molekularni fylogenezi — Aktin, a-tubulin, COX1, Hsp90 a
elongacni faktor-1a a také SSU rDNA, pokud nebyla u dané¢ho vzorku osekvenovana. Byla
snaha vybrat geny, které jsou znamy pro Sir$i Skalu organismd, jsou v evoluci pomérné stale,
konzervované, a tak zjejich sekvenci lze snaze urcit fylogenetické postaveni a pomohou
nam ur¢it bliz§i fylogenetické vztahy studované skupiny. Napf. aktin je velmi konzervovany.
Problémem je, ze u nekterych skupin kmenu Amoebozoa muize tvofit paralogy (Lahr ef al.,
2011a). Na druhé strané napt. v COX1 genu je u skupiny Amoebozoa velka variabilita a daji

se rozli$it rozdily 1 na nizké hierarchické urovni.
5.1 Pouzité primery

V prvni casti diskuze je tieba zhodnotit primery, které byly vyuzivany pro
amplifikaci jednotlivych proteint a gend.

Pro COX1 gen byly pouzity HCO a LCO primery, které¢ v tomto piipad¢ fungovaly.
Zadny ze vzorki pro COX1 gen nebyl zaklonovan. Kvalitni sekvence, které se povedlo

ziskat béhem vyzkumu, byly ze dvou kment — ROD4G a SEDF.
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Pro aktinovy protein byly pouzivany pro pfimou sekvenaci primery ActF a ActR a po
zaklonovani primery M13F a M13R, ob¢ tyto kombinace se osvédcily. Ve vétSin€ piipadi se
nemuselo klonovat, podatilo se celkové ziskat 8 aktinovych sekvenci, které byly pouzity do

fylogenetické analyzy.

Pro Hsp90 byla zkouSena kombinace primert HspF1 a HspR1, HspF1 a HspR2. Ani
jedna z téchto dvou kombinaci nebyla shleddna vhodnou, tedy nepovedlo se ziskat zaddnou
sekvenci, ktera by byla vhodna do fylogenetickych analyz. Modifikaci PCR byla zndsobena
Sance pro ziskani kvalitnich sekvenci, byla vyuzita semi-nested PCR. Ale ani v tomto
ptipadé nebyly primery funkéni. K dalsi optimalizaci (gradientova PCR, design vhodnéjSich

primer() nebylo pro omezeny ¢asovy ramec prace prikro€eno.

Pro SSU rDNA bylo vyuZito vice primerl, pro amplifikace ERIB1 a ERIBO, tyto
primery se osvédCily (také napt. Dykova et al., 2008a; Kostka ef al., 2013). Na sekvenaci
vnitini ¢asti byly vyuzity dalsi primery - 460F, 620F, 1200F, 1350R nebo 1700R (Dykova et
al., 2008a). Primer 1700R nebyl zvolen spravné, protoze ani pii opctovném sekvenovani se

nepodafilo ziskat pozadovanou sekvenci.

Pro amplifikaci genu pro elongacni faktor la byly zkouSeny rlizné varianty primert v
kombinacich: 1. EFIF a EF10R, 2.EF2F a EF7R, 3. EF1F a EF10R, 4. EF2F a EF7R. Zadn4
z téchto kombinaci se neukdzala jako vhodna pro elongacni faktor-1a Celedi Flabellulidae.
Amplifikace genu probéhla nejdiive pomoci klasické PCR, ktera nepfinesla Zzadné vysledky,
proto bylo pfistoupeno k amplifikaci pomoci nested PCR. I kdyZ prouZzky na agarozové
elektroforéze vychazely v pozadované délce, nejCastéji se jednalo pouze o nahodné
fragmenty. Bylo pfistoupeno také ke klonovani fragmentd, kde byla znasobend Sance
kladného vysledku, avSak bez uspéchu. Sekvence tohoto proteinu by mohly byt pfedmétem

dalSiho vyzkumu, mohly by dale posunout piedstavy o fylogenezi studované skupiny.

Amplifikace genu pro a-tubulin probihala pomoci primerti a-tubF1 a a-tubR1 (dle
Tekle et al., 2007). Pomoci této kombinace se nedafilo pozadované geny amplifikovat,
s vyjimkou vzorku ROD2G. Sekvence proteinu o-tubulin mohou byt bodem, ktery by se
mohl rozvijet v jinych at’ uz mych nebo cizich pracich, tedy hlavné nalezeni vhodnych

primerd, které budou lépe fungovat v ramci této skupiny améb.
5.2 Fylogeneticka analyza genu pro SSU rRNA

Prvni analyza (Obr. 21 v bod¢ 4.4.3) je zalozena na genu pro rRNA malé ribozomalni

podjednotky. Jde o gen, na kterém je v dnes$ni dob¢ zalozeno velké mnozstvi fylogenetickych
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analyz. Analyza obsahuje 3 mnou ziskané sekvence, které byly slozeny celkem z 15 dilcich
sekvenci genu pro SSU rRNA — DE49, DE50 a DE52 (vyznaceny tu¢né). Tyto vzorky byly
jednoznaéné ptifazeny k Celedi Flabellulidae, jedna se o flabelluly ze skupiny A. Sekvence
DE49 se zda byt velmi podobna sekvenci STAR2, DE50 M4M, a DES52 pak NETC3.

Pravdépodobné se jednd o rod Paraflabellula ve vSech tfech ptipadech.

Vsechny studované sekvence flabellul, mnou ziskané i1 poskytnuté laboratofi,
vytvofily dvé hlavni linie — skupinu A a skupinu B (oznaceni z bodu 4.3). Tyto linie se zdaji
byt velmi dobfe odliSeny a skupina B mé 1 velmi dobrou bootstrapovou podporu a podporu
posteriorni pravdépodobnosti (100/1). Skupina A je pak podpofena zejména posteriorni
pravdépodobnost (0,97) a spada do leptomyxidni vétve, kam jsou Flabellulidae bézn¢ fazeny
a potvrzuji to 1 mé fylogenetické analyzy zaloZzené na aktinu ¢i a-tubulinu (s timto zafazenim
koresponduji i dalsi zdroje: Dykova et al., 2008a, Smirnov et al., 2011; Tekle et al., 2008
nebo Watson et al., 2014). Ale pozice skupiny B je nejistd, s nizkou podporou se umistila
jako sesterska linie skupiny Tubulinida (Hartmanelidae, Amoebidae). Tato zvlastni vétev
obsahuje také dobie charakterizovany druh Flabellula trinovantica (CCAP1529/4). Pokud
by toto postaveni bylo potvrzeno, mohlo by to znamenat, Ze se jedna o polyfyletickou
skupinu (feSeno jiz také v Kostka ef al., 2013). Pokud by to dalSimi geny potvrzeno nebylo,
mohlo by to opét poukazovat na problém jednogenovych analyz, které nemusi urcit a Casto
neurCuji pfesné postaveni (viz napt. v Baldauf et al., 2000), byt se jedna o velmi Casto
sekvenovany a fylogeneticky hodnotny a uznavany gen. Z tohoto divodu se dnes Casto od

fylogenetickych analyz jednoho genu upousti (napi. Cavalier-Smith ez al., 2015).

Do této fylogenetické analyzy byl také zaclenén jeden vzorek rodu Ripidomyxa, ktery
pochazi z databaze NCBI. Tento rod vSak byl v 80. letech minulého stoleti zruSen a jediny
druh tohoto rodu pak pfesunut do rodu Rhizamoeba (Page, 1988). V genové databance se
nachazi dvé Castecné sekvence genu pro SSU rRNA oznacené jako rod Ripidomyxa (3. 4.
2015). Tato sekvence se dle ocekavani zaradila do celedi Leptomyxidae, do velké blizkosti
k Leptomyxa reticulata (také Smirnov et al., 2008). SpiSe se jedna o vzorek rodu Leptomyxa,

ale je tteba revize celé skupiny Leptomyxidae.

Do skupiny Flabellulidae jsou také zapleteny sekvence genu pro SSU rRNA pattici
amébam oznaCenym jako Rhizamoeba sp. (AF293901; EU273463) a Rhizamoeba saxonica
(AY 121847), pravdépodobné se jednd o chybné urcené sekvence. Mohlo by se jednat o
sekvence néjakého zéastupce z Celedi Flabellulidae; pokud by druh ¢i rod byl uréen dobre,
znamenalo by to, ze ¢eled’ Leptomyxidae je polyfyleticka (problém s rodem Rhizamoeba. viz

také napt. Dykova ef al., 2008a, Tekle et al., 2008 ¢i Zettler et al., 2000). Vzorek AF29390
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(Zettler et al., 2000) a vzorek EU273463 (Tekle et al., 2008) Rhizamoeba sp. a Rhizamoeba
saxonica (AY 121847) jsou i dle NCBI fazeny do skupiny Flabellulidae.

Rod Saccamoeba ze skupiny Hartmanellidae v mnoha pracich (napt. Bolivar et al.,
2001; Cavalier-Smith, 2004; Lahr et al., 2013; Pawlowski & Burki, 2009; Smirnov et al.,
2005) vybocuje a netvoii s dal§imi rody z této skupiny jednu linii. Nedavno byla cast tohoto
rodu vyclenéna jako rod Ptolemeba (Watson et al., 2014). V mé fylogenetické analyze podle
genu pro SSU rRNA Saccamoeba jednu linii tvofi a to s velmi vysokou bootstrapovou
podporou 1 s podporou posteriorni pravdépodobnosti (99/1) a zapada do linie Hartmanellidae
(také Dykova et al., 2008b), tedy pod podminkou vy¢lenéni rodu Ptolemeba (Watson et al.,
2014). Pak by asi bylo vhodné definovat také samostatnou monofyletickou skupinu
(pravdépodobné celed’) pro ptolemebu (jinak zistavaji Hartmanellidae stdle parafyleticke),

ale tento fakt je prozatim v literatufe opomijen.

Dal$im problematickym zéastupcem se zda byt druh Parvamoeba rugata, ktery je
fazen do skupiny Ameobozoa, Lobosa, Discosea, Flabellinia, Himatismenida, Parvamoebida
(Smirnov et al., 2011), zatazeni do skupiny Amoebozoa, Lobosa, Discosea potvrzuji dalsi
zdroje (napt. Corsaro & Venditti, 2013). V nékterych pracich byl jiny druh stejného rodu
(Parvamoeba monoura) tazen jako incertae sedis (Tekle et al, 2008) nebo stavén na tplnou
bazi skupiny Tubulinea (napt. Cole et al., 2010). Vmé SSU rRNA analyze se sekvence
druhu Parvamoeba rugata umistila do skupiny Amoebozoa, Lobosa, Tubulinea s velmi
dobrou bootstrapovou podporou i posteriorni pravdépodobnosti (89/0,96). Tyto améby ale
nemaji zadnou nalezenou synapomorfii se skupinou Tubulinea. Nabizi se dvé moZnosti —
bud’ se skutecné jednd o bazalni skupinu tubulinei a nebyla nalezena synapomorfie, a nebo je
to skupina blizce ptibuzna Tubulinea (Cole et al., 2008). Ptipadné¢ se mize jednat o

fylogeneticky artefakt.

5.3 Fylogeneticka analyza genu pro aktin

Na dataset vytvofeny pro aktinovy gen (Obr. 22 v bod¢ 4.4.3) byla vyuzita metoda
ML a BI pro nukleotidy a metoda ML pro aminokyseliny. VSechny tyto analyzy vedou pouze
k jinym podpordm jednotlivych vétvi, ale topologické vztahy relevantni pro mou studii
v ramci skupiny Tubulinea se témét neméni. Tato fylogeneticka analyza podporuje postaveni
Celedi Flabellulidae ve skupiné¢ Leptomyxida s velmi vysokymi hodnotami bootstrapové
podpory (100) a posteriorni pravdépodobnosti (1) (Kostka et al, 2013). Tato analyza
podporuje blizkou ptibuznost skupiny A a B (oznaceni z bodu 4.3) a nepodporuje teorii o

polyfylii studované¢ celedi (Kostka ef al, 2013). Vtéto analyze wvznikaji v Celedi

44



Flabellulidae tti skupiny. Skupina B spada do jedné linie, skupina A je rozdélena do dvou
skupin (A1l a A2) (viz odst. 5.4).

Gen aktinu ve vzorku EU273459 s nazvem Rhizamoeba sp. (Tekle et al., 2008) se
zda byt Spatné urcen (podobny problém se stejnym organismem ale u jiného genu — viz
Dykova et al., 2008a nebo bod 5.2). V mé analyze vzorek s uréenim Rhizamoeba sp. vychéazi
dovnitt skupiny Flabellulidae, pfitom by mél spadat do celedi Leptomyxidae. Linie
Leptomyxidae sice neni v analyze reprezentovana zadnou dalS$i sekvenci, presto by
Rhizamoeba sp. méla byt sesterska k flabelulidiim, ne jejich ¢lenem. Podle mé fylogenetické
analyzy se zda, ze je bud’ rod Rhizamoeba polytyleticky, nebo vzorek EU273459 Spatné
pojmenovan.

Ze vzorku NETC3 bylo ziskano nékolik kloni a vSechny spadaji do rodu
Paraflabellula (také Dykova et al., 2008a), stejn€ tak kmen SEDF.

Skupina Arcelinida v této analyze nespada do jedné linie a neni tedy podle aktinové
analyzy monofyletickd (napt. Lahr et al., 2013). Jiz starS§i zdroje uvadi, ze by se mohlo
jednat o uméle vytvotfenou skupinu, jeji druhova diverzita je opravdu velikd, ale neni zndmo
velké mnoZzstvi sekvenci (napt. Lara et al., 2008). Polyfylie v mé aktinové analyze je déna
sekvenci druhu Cryptodifflugia operculata, ktery se fadi do ptibuznosti ke skupiné s rody
Chaos a Amoeba. Oproti tomu napi. gen SSU rRNA se spiSe priklani k monofylii skupiny 1

s problematickym rodem v mé analyze (Gomaa ef al., 2012).

5.4 Fylogeneticka analyza genu pro a-tubulin

Tteti analyza (Obr. 23 v bod¢ 4.4.3) vytvofena z genu pro a-tubulin pomoci ML 1 BI
sice obsahuje pouze jedinou mnou ziskanou sekvenci, ale pravé tento vzorek pochéazi ze
skupiny B — flabelluly sedici podle SSU rDNA analyzy (Kostka ef al., 2013) mimo ptivodni
postaveni (tedy u rodu Chaos a Amoeba). Cely tento strom opét vyvraci polyfylii (Kostka et
al., 2013), ziskanad sekvence je sesterska k Celedi Leptomyxidae k rodu Rhizamoeba a
s jasnou bootstrapovou podporou (96) a podporou posteriorni pravdépodobnosti (1) spada do
skupiny Leptomyxida. O dalSich vztazich v ramci studované Celedi nelze nic fici z divodu
ziskani pouze jedné sekvence.

Opét je podpofena polyfylie skupiny Arcellinida zdGvodu postaveni druhu
Cryptodifflugia operculata ¢ Hyalosphenia papilio mimo skupinu (napt. Lahr et al., 2013),
oproti napt. genu SSU rRNA, ktery spiSe potvrzuje monofylii (Gomaa ef al., 2012).
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5.5 Fylogeneticka analyza - konkatenat

Posledni fylogeneticka analyza, ktera je zalozena na vice genech (COX1, aktin a SSU
rDNA — Obr. 24 v bod¢ 4.4.3), Siieji zatazuje vzorky flabellul do skupiny Amoebozoa. Je
zastoupen jak vzorek ze skupiny A (SEDF), tak vzorek ze skupiny B (ROD4G). Analyzy
slozen¢ z proteinovych genli tyto dvé skupiny déavaji dohromady s velmi vysokou
bootstrapovou podporou i posteriorni pravdépodobnosti. Analyza genu pro SSU rRNA jednu
ze skupin (skupina B) fadila mimo skupinu Leptomyxida do piibuznosti k rodiim Chaos a
Amoeba. Konkatenat vytvoteny ze tii genil ukazuje, Ze skupiny nelezi ve velké vzdalenosti,
jak naznacovala analyza genu pro SSU rRNA, ale na druhou stranu ani nejsou sesterské.
Tato analyza naznacuje, Ze je tfeba vice genll pro piesné stanoveni piedstavy o fylogenezi
flabellulidnich améb. Tedy mozna se nebude jednat pouze o jednu ,,Celed™, ale o dvé skupiny
v ramci molekuldrni fylogeneze blizko u sebe, ale na druhou stranu tii geny jsou stale
pomérné¢ malo. Odlouceni téchto dvou skupin od sebe miize byt stile dano jedinym
vybocujicim genem pro SSU rRNA a relativné kratké proteinové geny pak nejsou schopny

pfevazit signal na ,,svoji* stranu.

5.6 Fylogeneticka analyza zaloZena na genech pro COX1

V pribéhu préace byla také provedena fylogeneticka analyza zaloZzend na sekvencich
genu pro COX1. Tento gen je poméerné variabilni a pouziva se zejména pro rozliSeni malych
rozdili 1 na nizké hierarchické urovni. Pro mou analyzu byly ziskany 4 sekvence ze dvou
vzorkli — ROD4G a SEDF, Ize je tedy pouZzit pouze pro analyzu na vyssi hierarchické urovni
(dalsi sekvence se ani v NCBI nenachdzi). Tato analyza sice vznikla, ale nevede k dobie

rozliSenému stromu: bootstrapova podpora vétvi je nizka.

5.7 ,,Rody* studované skupiny Flabellulidae

V dal§i c¢asti bych se chtéla vénovat monofylii a polyfylii rodt Flabellula a
Paraflabellula, které se v nékterych analyzach zdaji byt parafyletické ¢i polyfyletické, Casto
promichany jesté s rodem Rhizamoeba (Dykova et al., 2008a; Kostka et al., 2013 a Tekle et
al., 2008). V nékterych pracich se zdaji byt monofyletické (Dykova et al., 2008b) — v této
praci to miZe byt ddno malym mnozstvi vzorkd.

Morfologicky jsou rody odliSeny takto: rod Flabellula mé trojuhelnikovité trofozoity
s dobie vyvinutou pfedni hyaloplazmou (Dykova et al.,, 2008a), pohybuje se pomoci
panozek bez subpseudopodii (Page, 1983). Rod Paraflabellula je pak popséan jako rod, ktery

se pohybuje pomoci panozek s kratkymi nerozvétvenymi subpseudopodiemi z hyalinni zony
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(Page, 1983).

Pro porovnani fylogenetickych vztahii rodu Paraflabellula a Flabellula mohou
slouzit mnou vytvoiené analyzy genu pro SSU rRNA a také analyza aktinovych gent.
V mych analyzadch vznikaji tf1 odliSené linie (pro ilustraci Obr. 25 — poZadované
casti fylogenetickych analyz). Skupina B ziistala zachovana a skupina A (opét ptivodni

oznaceni z bodu 4.3) se rozpadld na dv¢ linie — skupina Al a A2.

Jedna z linii (Cervenda — skupina B) je tvofena kmeny ROD4G, ROD5G, RODSG,
SBGL1, Flabellula trinovantica (CCAP1529/4), SBGL1, S3M27 a S3M32. Tato skupina je
jasné podeptena bootstrapovou podporou i posteriorni pravdépodobnosti v obou analyzach.
Jen stale neni jasné, kam tuto celou linii zafadit, zda patii do skupiny Flabellulidae (dle
analyzy aktinového a a-tubulinového genu, Dykova et al., 2008a; Dykova et al., 2008b;
Tekle et al., 2008) ¢i k rodiim Chaos a Amoeba (analyza SSU rDNA, Kostka et al., 2013).

Druha linie (zelena — skupina A2) zahrnuje druhy a kmeny Flabellula citata a RT1TT,
M4M, M9M a SMA17. Tato skupina je velmi dobfe podpotfena bootstrapovou hodnotou
(100) fylogenetické analyzy pro aktin (také Kostka et al., 2013). Ve fylogenetické analyze

SSU rDNA tato linie také vznika, ale neni ptiliS dobie podpofena.

Tteti linie (modra — skupina Al) pak davd dohromady zejména druhy rodu
Paraflabellula — Paraflabellula hoguae, NETC3, STAR2, SEDF a pfifazuje pravdépodobné
Spatn€ urcenou sekvenci rodu Rhizamoeba. Tato linie ma stiedni az vyssi hodnotu podpory
bootstrapu a vysokou hodnotu posteriorni pravdépodobnosti. Vzorek NETC3 je vzorkem
rodu Paraflabellula (také Dykova et al., 2008a). Vzorek SEDF se podoba trofozoitiim rodu
Flamella, ale k tomuto rodu nepatii (Dykova et al., 2008a), v mych analyzach spada do rodu
Paraflabellula. Ob¢ tyto fylogenetické analyzy, jak aktinu tak SSU rDNA, koresponduji

s morfologickym uréenim rodu Paraflabellula.

Morfologicky jsou rozliSitelné rody Flabellula a Paraflabellula. Rod Paraflabellula
zustava v mych analyzach zachovan s vysSsi az stfedni hodnotou podpory. Rod Flabellula
tvoti dv€ linie — minimaln¢ analyza aktinu utvari velmi vysokou podporu pro tyto dve linie a

v analyze genu pro SSU rRNA vychazeji ve stejném slozeni, 1 kdyZ s nizs$i podporou.
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Fylogeneticka analyza - SSU rDNA

Leptomyzidas
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Obr. 25: Tlustrativni ¢asti fylogenetickych analyz tykajici se rodi studované celedi.
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6 Zavér

Celed’ Flabellulidae je zajimavou skupinou komenzalnich, mozna aZ parazitickych
améb. Cilem této prace bylo ziskat nové sekvence urcitych genl této celedi. Povedlo se
ziskat dohromady 36 kvalitnich sekvenci (sestavenych do 14 vyslednych) nejcastéji genu pro
aktinovy protein, gen pro SSU rRNA, ale také pro COX1 a a-tubulin. Tato prace obohatila
nyng&j$i sbirku genovych sekvenci a pomohla bliZze specifikovat postaveni studované skupiny

améb.

e | kdyZ byly objeveny a ziskdny nové sekvence, které maji znacnou vypovidaci
hodnotu o celé celedi Flabellulidae, nebyla zcela objasnéna jejich fylogeneze

na molekularni urovni. Je treba ziskat dalsi sekvence napt. EF nebo Hsp.

e Skupina pravdépodobné tvoifi tfi molekuldrné dobie odliSené linie.
Morfologicky urceny rod Paraflabellula koresponduje s fylogenetickymi
analyzami pro aktin a pro SSU rDNA.

e Vzorky NETC3, STAR2 a SEDF byly ptifazeny k rodu Paraflabellula.
e Vzorky DE49, DES0, DES52 byly ptifazeny k celedi Flabellulidae.
e Vzorek DE49 a DE52 byl ptitazen k rodu Paraflabellula.

e Vysledky mé prace ukazuji, Ze nulovou hypotézu stanovenou pied jejim
zapocetim (Flabellulidae jsou monofyletickou skupinou) nelze vyvratit;
vétSina molekularni dat poukazuje naopak na monofylii ¢eledi Flabellulidae

s tim, Ze sekvence SSU rDNA jsou u nékterych jejich zastupcti aberantni.

e Je tieba revize rodu Rhizamoeba. Vzorky AF293901; EU273463; EU273459
s oznacenim Rhizamoeba sp. a vzorek AY 121847 s oznacenim Rhizamoeba
saxonica se zdaji byt bud’ chybn¢ urcené, pojmenované (pravdépodobné

celed’ Flabellulidae) nebo je rod Rhizamoeba polyfyleticky.
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7 Zkratky

AV CR — Akademie Véd Ceské republiky

BI — Bayesovska interference

Bp — base pair

COX1 — podjednotka I cytochrom ¢ oxidazy

dNTP — nucleoside triphosphates

EF — elongacni faktor

F primer — forward primer

Hsp — heat shock protein

ML — Maximum Likelihood

NCBI — National Center for Biotechnology Information
Normanski DIC — diferencialni interferen¢ni kontrast
PCR — polymerazova fetézcova reakce

R primer — reverse primer

SSU rDNA, gen pro SSU rRNA — mala ribozomalni podjednotka

TAE pufr — tris-acetatovy pufr

Taq polymeréaza — Polymeraza syntetickd, nazev od bakterie Thermus aquaticus

UV — ultrafialové zareni

X-gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-galaktopyranosid
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