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1 CILE PRACE

Cilem této prace je zpracovat reSerSi zaméfenou na améby skupiny Euamoebida
(Amoebozoa, Tubulinea) a pokusit se objasnit jejich taxonomii a vyvoj nazoru na jejich
fylogenezi; mimo jiné se také zaméfit na zmény pii pojmenovavani jednotlivych taxont.
Dilé¢im cilem je téz provedeni fylogenetické analyzy sekvenci SSU rDNA odvozenych

z kment améb, které jsou soudasti sbirky Laboratofe rybi protistologie ParU AV CR.



2 UVOD

2.1 Zakladni charakteristika amoebozoi

Amoebozoa jsou prvoci, ktefi se pohybuji a krmi za pomoci cytoplazmatického
proudéni, souvisejiciho s tvorbou panozek (pseudopodii), coz jsou docasné vybézky
cytoplazmy. Pohyb pseudopodia je zajistén mikrofilamenty v blizkosti bunééné membrany.
Asi polovina vnitiniho prostoru bunék amoebozoi obsahuje mikrovlakna. Zpisob pohybu
amoebozoi se nazyva améboidni pohyb. Je zpusobovan v podstaté polymerizaci a
depolymerizaci aktinu. Pseudopodium obsahuje jak
granuloplazmu, tak i hyaloplazmu. Pokud se améba
nepohybuje pouze pfimym smérem, jeji télo se béhem
pohybu stale méni (polymorfismus). Proto je slozité
nachazet a definovat morfologické znaky, pomoci kterych
by slo spolehlivé urcit, do kterého taxonu patii (Smirnov et
al.,, 2011).  Panozky u amébozoi jsou  vzdy
lobopodiového ¢i filopodiového typu (Obr. 1), nikdy vSak
nejde o axopodie ani typické retikulopodie. Forma a
struktura pseudopodii je dilezitym taxonomickym znakem
— U amoébozoi nachazime zejména neeruptivni lobopodie.
Améby ze skupiny Amoebozoa Casto nemaji Zadné jiné
specidlni diferencované pohybové aparity jako biciky.
Cilie neboli bi¢iky, pokud jsou pfitomny, jSOu az na
vyjimky (jako napt. Phalansterium) pouze na urcitych

vyvojovych stadiich. Amoebozoa jsou charakterizovany Obrazek 1: Lobopodium a
nepravidelnym tvarem téla. Nazev ,,améba“ je odvozen z filopodium (URL 1).
feckého slova, které znamena ,,zménu“. Amoebozoa zahrnuji rozsahlé a velmi ruznorodé
skupiny s vice nez 2400 popsanych druhd (Pawlowski et al., 2012). Vétsina z nich jsou
volné Zijici organismy, které lIze nalézt v téméf kazdém vlhkém nebo vodnim habitatu,
aerobnim nebo anaerobnim. Néktefi zastupci jsou endosymbionti, véetné patogennich forem
a parazitd. Nemoci zpisobované amébami skupiny Amoebozoa mohou byt i pro ¢loveéka

velmi nebezpetné: zpusobuji akantamébovou keratitidu (rod Acanthamoeba),


http://cs.wikipedia.org/wiki/Polymerizace
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Depolymerizace&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Aktin
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Lobopodie&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Filopodie&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Axopodie&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Retikulopodie&action=edit&redlink=1

granulomatozni amébovou encefalitidu (rody Acanthamoeba a Balamuthia) nebo
ménavkovou uplavici (Entamoeba histolytica) (Hausman & Hiilsman, 2003).

Zastupci skupiny Amoebozoa, v soucasném pojeti, byli vy€lenéni od ostatnich
ménavkovitych eukaryot teprve na konci 20. stoleti. Nejprve byly vSechny amoéboidni
organismy povazovany za ¢leny velké taxonomické skupiny Rhizopoda (Smirnov, 2009),
coz se pozd¢ji ukazalo byt jako chybné zatazeni.

V soucasné dobé se skupina Amoebozoa déli na dva podkmeny: Lobosa a Conosa
(Obr. 2). Améby podkmene Lobosa mohou a nemuseji mit schranku (Cavalier-Smith, 2004),
ale nikdy nemaji zadny bic¢ik. Do skupiny Conosa jsou fazeny améboidni linie, u kterych se
mohou ancestralné vyskytovat biciky a také konicka mikrotubularni kostra (Smirnov et al.,
2011).
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Obrazek 2: Jedna z hypotéz o fylogenezi skupiny Amoebozoa (Smirnov et al., 2011).



Slovnic¢ek pojmu

Granuloplazma = typ cytoplazmy nachazejici se V okoli bunétného jadra a majici zrnity

charakter

Hyaloplazma = ¢ira tekuta homogenni zakladni hmota bunééné plazmy

Panozka = vybézek cytoplazmy slouzici k améboidnimu pohybu

Lobopodie = lalo¢naté panozky

Filopodie = nitkovité panozky

Axopodie = panozky vyztuzené osou z mikrotubuli

Retikulopodie = sit'ovité rozvétvené panozky

Trofozoit = vegetativni forma prvokt

Cysta = odolné stadium schopné dlouhodobé piezivat za neptiznivych podminek

Limax forma (monotaktickda) = améba, které je vybavena jedinou panozkou




2.2 Bunééna morfologie amoebozoi

Zakladni obal améboidni buiky tvofi cytoplazmatickd membrana, skladajici se
z dvojvrstvy fosfolipidi. Cytoplazmatickd membréana se objevuje u vSech bunck
eukaryotnich organismu. Jejim hlavnim ukolem je korigovat vyménu jednotlivych latek mezi
vnitinim a vn&jSim prostiedim (Letkova et al., 2010). Dale se na povrchu bunky nachazi
glykokalyx, coz je polysacharidovy mukoidni povlak, ktery kryje cytoplazmatickou
membranu (Hausman & Hiillsman, 2003).

Tak jako u ostatnich eukaryot, nejvyznamnéjsi organelou je u améby jadro. Jeho
hlavni funkci je fidit bunécné aktivity, jako je reprodukce, metabolismus a rtst. Tato funkce
je umoznéna specifickymi enzymy, které bunka produkuje (Page, 1983). Kazda améboidni
bunka obsahuje alespon jedno jadro. VéEtsi buiiky jsou Casto mnohojaderné. Tvar jadra je
obvykle kulovity s centralnim jadérkem. Nicméng, ve vétsin¢ vétSich jader muze byt jadérko
roztiisténé, lalocnaté nebo zrnité (Obr.4). Tento tvar je charakteristicky pro celou fadu druht
(Smirnov, 2009).

Dalsi membranova organela, ktera je dobie zfetelna, pokud je pfitomna, se nazyva
pulzujici vakuola. Slouzi jako ochranny mechanismus, ktery brani buiice absorbovat pfili§
mnoho vody a piipadnému prasknuti. Stazitelna, neboli pulzujici vakuola vylucuje
piebytecnou vodu pravidelné z cytoplasmy. Jeden cyklus trva nékolik sekund, v zavislosti na
druhu. Takovy mechanismus se nenachazi u moiskych druht a vétsina améb ma pouze jeden
tento mechanismus (Page, 1988).

Hlavni hmota cytoplasmy, nazyvana granuloplazma, obsahuje viditelna granula,
krystaly a dalsi inkluze. Ribozomy jsou tzce spojeny s endoplazmatickym retikulem nebo
volné akumulované v cytoplazmé (Dykova et al., 2008a). Mitochondrie je tvofena vnitini
matrix a kristami. U aerobnich améb skupiny Amoebozoa nalezneme tubularni Kristy
(Hausman & Hiillsman, 2003). B&hem pohybu buiky je na pfednim okraji patrna oblast
transparentniho hyaloplazmatu, ktery vypada jako ¢ira voda. Tato pfedni hyaloplazmaticka
¢ast tvori hyalinni pilmésice a je obvykle nazyvana hyalinni ¢epi¢ka. Zatimco hyalinni
Cepicka je predni ¢ast pohyblivé améby, zadni ¢ast se nazyva uroid. U mnoha druhd améb
ma uroid zfetelny charakteristicky tvar. Uroidy mohou byt tfasnité, vlaknité nebo zaoblené
(Obr. 5) (Smirnov, 2009).

Cizi latky obsazené v cytoplazmé se nazyvaji cytoplazmatické inkluze. Jedna se ¢asto
0 ziviny, jako jsou proteiny, sacharidy a lipidy. Nejviditeln&jsi inkluze jsou ale krystaly,

lipidové kapénky a endosymbionti.



Nékteré améby skupiny Amoebozoa (napif. fad Arcellinida) mohou vytvaret
schranky, a to z bilkovinného, vapenitého, nebo kiemicitého materialu. Nékteré z nich tvofi
schranky slepenim organickych nebo mineralnich latek (zrnka pisku, schranky rozsivek),
které ziskavaji ze svého okoli. Jsou-li stavebni jednotky nashromazdéné z okoli, nazyvaji se
xenosomy. Neékteré améby si vytvareji stavebni jednotky samy, vlastni sekreci. Tyto
endogenni stavebni jednotky se nazyvaji idiosomy a jsou nejcastéji kiemicité nebo vapenité.
Schranky méfi od 10 um do 800 um a jsou morfologicky velmi rozmanité, coz umoziuje

identifikaci druhu (Lahr et. al., 2013).

Hyalinni

gepitka Pseudopodium

Pulzujici vakuola

Granuloplazma

Obrazek 4: Zékladni typy jader: A vezikuldrni jadro s centralnim jadérkem, B zrnité jadro, C
jadro s obvodovym uspotfaddanim materialu jadérka, D jadro s komplexni strukturou
(Smirnov, 2009).



Obrazek 5: Hlavni typy uroidii: A cibulkovité, B morulovité, C svazcité, D ziasené, E banaté
s vybézky, F hyalinni laloky, G, H adhesivni (Smirnov, 2009).

2.3 Biologie a ekologie amoebozoi

Zivotni cyklus typickych amoébozoi miize zahrnovat trofozoity a cysty. Cysty maji
bud’ jednu, nebo dv¢ stény, ve druhém ptipad¢ Casto s pory v misté kontaktu obou stén. Malé
rozméry a nizkd hmotnost améb a vysokd odolnost cyst by méla usnadnit amébam jejich
rozptyleni vzduchem a vodnimi proudy. Toto naznacuje, Ze jakékoli vhodné stanovisté by
mélo obsahovat Siroké spektrum améb. VSechny améby jsou vodni organismy. Améby
nachdzejici se v pad¢é obyvaji vrstvu kapilarni vody obklopujici ptidni ¢astice (Smirnov,
2009).

Amoebozoa pfijimaji potravu pomoci fagocytdzy a pinocytézy pres membranu
(Letkova et al., 2010). Primarnim zdrojem potravy jsou pro améby bakterie. VétSina
amoe¢boidnich druhti je polyfagnich a v kultufe mohou pojidat bud’ bakterie, nebo jiné
prvoky vhodné velikosti. Nékteré amoéboidni druhy zijici v pidé se jevi byt potravné
zamétené na houby (Smirnov, 2009).

Z4dnému z dosud znamych druht volné Zijicich loboznich améb skupiny Amoebozoa
nechybi funk¢ni mitochondrie. Znamena to, Ze jsou aerobni. Nicméné nékteré¢ druhy (napf.

Vannella peregrinia) mohou piezivat i pfi velmi nizké nebo prakticky nulové koncentraci

kysliku (Smirnov, 2009).



2.4 Metody popisu a zarazeni amoebozoi

Zpocatku bylo velmi obtizné rozliSit jednotlivé druhy améb a zaradit je do
taxonomického systému, jelikoZ améby jsou polymorfni, coz znamena, Ze jedna bunika mutize
pfijmout velmi rtzné tvary, a to zejména pokud je v klidu nebo pokud se pohybuje
nekoordinovanym zpasobem, ¢asto pii zméné sméru pohybu. Vétsina améboidnich bunék
nema trvale diferencované organely, jako jsou bi¢iky, které by mohly byt snadno popsany a
nevyznacuji se ani dalSimi stabilnimi morfologickymi znaky. N¢kteii star$i autofi uvedli, ze
améba prosté nema “Zadny tvar* (Page, 1967).

V dobach, kdy neexistovala elektronova mikroskopie ani sekvenace gent, se museli
védci spoléhat hlavné na zafazeni podle morfologickych znakti vidénych v optickém
mikroskopu. Na rozdil od mnoha jinych prvoka jsou nahé améby pii konzervovani ve
fixa¢nich piipravcich obvykle deformovany a ztraci mnoho dulezitych znakt Zivého
organismu, coz také znemoznovalo jejich klasifikaci. Maly pocet morfologickych znakii
uzite¢nych pro taxonomii m¢l za nasledek Spatné rozliSeni druhti. Bylo obtizné rozhodnout,
které znaky jsou specifické pro dany druh a které jsou uzZitecné pro vytvaieni taxond.
V polovingé 19. stoleti se pfiSlo na to, Ze pii pohybu améby ma jeji zadni ¢ast zvlastni,
nevsedni tvar, nazyvany uroid, uzitecny pro taxonomii. Nasledné bylo poukazano na vyznam
vzhledu a struktury jadra (Page, 1967). Na pocatku 20. stoleti néktefi autoti uvedli, Ze
aktivné se pohybujici améba ma i ptes drobné vykyvy vice ¢i mén€ dynamicky stabilni tvary
(specifické hlavni rysy a znaky, jako je pozice hyaloplazmy, hibetni nebo bo¢ni hiebeny,
plochost), které mohou byt rodové nebo dokonce druhové specifické a Ze nejspolehliveéjSim
kritériem pro Klasifikaci améb je déleni jadra (Page, 1967). T. Jahn a E. Bovee vytvotili
systém zaloZeny na Vzoru cytoplazmatického toku (Jahn & Bovee 1965).

Soubézné s pokusy pro lepsi klasifikaci améb na vyssi taxonomické trovni, byla velka
pozornost zamétena na zlepSovani mikrosystematiky, tedy uznani hranice amoéboidnich
druhti. Vyvoj elektronové mikroskopie vedl k objeveni rozdild v bunééném povrchu, ve
struktufe jaderné laminy, a dal$ich vlastnostech, které pomohly védctim vymezit rody améb
(Page 1985, 1986). Vétsina z téchto ultrastrukturalné vymezenych rodi je nyni potvrzena
molekularnimi studiemi. Nicméné, elektronova mikroskopie nebyla pro rozliSeni druhu
dostacujici, protoze ultrastruktura améb je ve stejném rodu pomérné uniformni. Elektronova
mikroskopie také nedokazala odhalit Zadné sdilené znaky, ktery by mohly pomoci objasnit

slozeni celedi a vyssich taxond, tedy kromé tvaru mitochondridlnich krist. Tento posledni



znak podpotil oddéleni loboznich améb s plynulym cytoplazmatickym proudénim od téch s
eruptivnim proudénim cytoplazmy. Molekularni studie ukazuji, Ze vSechny nahé lobdzni
améby bez eruptivniho proudéni cytoplazmy patii do skupiny Amoebozoa (Cavalier-Smith
1998), ale netvoii jeji monofyletickou podskupinu. | s rozvojem elektronové mikroskopie se
ale ukazaly morfologické udaje jako nedostate¢né pro stanoveni vy$$ich taxond améb a
jejich vztaht s ostatnimi prvoky.

Pokusy o vytvofeni systémt améb, vyuzivajici stile vice a vice novych znaku, nikdy
nepiestaly. Bovee (1985) publikoval posledni systém zalozeny vyhradné na morfologii
pozorovatelné pomoci svételné mikroskopie. Poté Page (1987) navrhl systém, ktery vyuziva
mnoho elektron-mikroskopickych znak a po zvefejnéni tohoto systému bylo od vsech
ostatnich systému améb prakticky upusténo.

Zanedlouho byl ale timtéz autorem poupraven novy systém amoéboidnich organizmd,
kombinujici svételnou a elektronovou miktroskopii spolecné s nékterymi aspekty jejich
biologie a fyziologie (Page 1988).

Nejvice zmén ale nastalo s rozvojem sekvenovani gent. U amoeboidnich organismi se
sekvenuje zejména gen pro 18S rRNA malé ribozomalni podjednotky (SSU rDNA). Tento
gen je jeden z nejcastéji pouzivanych genti pro fylogenetické studie zabyvajici se piibuznosti
jednotlivych forem zivota. Je snadno pfistupny, nebot obsahuje dobfe znamé a
konzervované okrajové segmenty, a tak neni problém s hledanim vhodnych primerii. Navic
se gen pro rRNA vyskytuje v genomu mnohokrat a tim padem je i u nejmensich organismu
vzdy dostatek materialu pro zahajeni polymerazové fetézové reakce. Tato moderni metoda
vede k objevovani novych druhti i rodi, ale také k pfejmenovavani stavajicich druhd, u
kterych se ukazalo, Ze jejich piivodni zatazeni neodpovidd novym poznatklim. Zéavazné
chyby ve vytvafeni fylogenetickych stromid mohou byt zplsobeny Spatnou identifikaci
améby nebo Spatnym popisem améb, podle nichz jsou dal§i améby pfifazovany k uréitému
rodu (Dykova, 2008).

Vzhledem k velké rozmanitosti améb je k dispozici pouze velmi malé mnozstvi dobie

popsanych a molekularné charakterizovanych kmend.


https://cs.wikipedia.org/wiki/Fylogenetika
https://cs.wikipedia.org/wiki/Primer
https://cs.wikipedia.org/wiki/Polymer%C3%A1zov%C3%A1_%C5%99et%C4%9Bzov%C3%A1_reakce

3 CHARAKTERISTIKA TUBULINE]

Skupina Tubulinea je monofyleticka linie v ramci Amoebozoa (Smirnov, 2005). Vnitini
uspotradani této skupiny prodélalo béhem posledniho desetileti pomérné velké zmény.
V soucasné dobé je rozdélena do péti hlavnich skupin (Echinamoeboidea, Leptomyxida,
Euamoebida, Poseidonida a Arcellinida), které jsou molekularné dobie odliseny (Lahr et. al.
2011).

Morfologicky se vyznacuji cylindrickym pseudopodiem (tvoifenym alespon za urcitych
podminek) a monoaxialnim proudénim cytoplazmy (Smirnov, 2005). Nékteré organismy
v této skupiné mohou vytvaret nékolik cylindrickych pseudopodii, jako napiiklad rod
Amoeba, zatimco jini maji jediné subcylindrické pseudopodium, vytvafejici tzv. ,,limax“
formu, jako je tomu u rodu Saccamoeba (Lahr et al, 2013).

Provadgji se fylogenetické analyzy vyuZzivajici Sesti gent (SSU rDNA, actin, a- a B-
tubulin, elonga¢ni faktor 2 a 14-3-3 regulacni protein) ke zhodnoceni evolu¢nich vztahi
uvniti Tubulinea. Soucasna rekonstrukce fylogeneze se vsak z velké ¢asti spoléha na SSU
rDNA a v mens$i mife na geny pro aktin, které maji odhalit vztahy mezi témito organismy.
Lahr et al. (2013) potvrzuje monofylii u 4 z 5 vySe zminénych hlavnich skupin. Skupina
Arcellinida neni monofyleticka.

Nekteré rody Vv ramci tfidy Tubulinea byly taxonomicky nestabilni. Pravdépodobné
nejvice postizen nedavnymi molekularnimi rekonstrukcemi je rod Hartmannella (Lahr et al,

2013).

10



3.1 Taxonomie skupiny Euamoebida

Nize (Obr. 6) je uvedena soucasna taxonomie skupiny Euamoebida sestavena podle
Cavalier-Smith (2013). Vyobrazeny fylogeneticky systém je zkraceny a zaméfeny pouze na

ttidu Tubulinea, jelikoz se v této studii budu zabyvat predev§im amébami fadu Euamoebida.

Kmen AMOEBOZOA
Podkmen LOBOSA
Tiida Tubulinea (=Lobosea)
Rad Enamoebida
Celed Amoebidae — rody Amoeba. Chaos, Polvchaes, Parachaos,
Trichamoeba, Deuteramoeba, Hydramoeba
Celed Hartmannellidae - rody Cashia, Copromyxa, Copromyxella, Glaeseria,
Hartmannella, Saceamoeba, Ptolemeba

Rad Arcellinida
Rad Leptomyxida
Celed’ Leptomyxidae
Celed Flabellulidae
Celed’ Gephyramoebidae
Rid Nolandida (=Poseidonida)
Celed Nolandellidae
Réd Fchinamoebida
Celed Echinamoebidae
Celed Vermamoebidae

Obrazek 6: Zkraceny fylogeneticky systém amoebozoi se zaméfenim na améby fadu
Euamobida (Cavalier- Smith, 2013).
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4 CELED AMOEBIDAE

4.1 Charakteristika ¢eledi

Predpoklada se, ze celed Amoebidae je monofyletickd (bootstrapova hodnota pro
monofylum zahrnujici zastupce rodd Amoeba a Chaos je 100 %) (Lahr et al., 2013) a jeji
taxonomie ani slozeni se v poslednich desetiletich v zasadé neménily. Améby celedi
Amoebidae se vyznaCuji pohybovou formou Sjednim nebo vétSinou s vice
subcylindrickymi, granuloplazmatickymi pseudopodii S hyalinnimi ¢epickami. Plovouci
forma ma pseudopodia vy¢nivajici v nékolika smérech a vétsinou jsou tenci a pocetnéjsi nez
u pohybové formy. Améby v této Celedi jsou jedno- nebo vice- jaderné. Ve vétsiné ptipadi
se material jadérka nachdzi v mnoha malych oblastech. Uvnitf bunky se nachazi mnoho
cytoplazmatickych krystalt, které maji vétSinou tvar bipyramidy. Glykokalyx se vyvinul do
Siroké vrstvy vlaken, ¢asto ¢nicich kolmo z plazmatické membrany. Uvnitf jadra mnoha
druhti je zietelna vostinovita lamina, ktera ale neni pfitomna u vSech druhd. Do Eeledi
Amoebidae jsou fazeny rody Amoeba, Chaos, Polychaos, Parachaos, Trichamoeba,

Deuteramoeba a Hydramoeba (Page, 1988; Smirnov, 2009).

4.2 Charakteristika rodu

Rod Amoeba Bory de Saint — Vincent, 1822

Sladkovodni jednojaderné améby, vétSinou polypodidlni s jednim dominantnim
pseudopodiem. Monopodialni jsou vrychlém pohybu. Cytoplazmatické krystaly maji
zetelny tvar bipyramid nebo tenkych obdélnikovych desticek. Bunéény povrch je pokryty
zkroucenymi vlakny. Vnitini jaderna lamina je vostinovita. Typovy a nejznaméjsi druh je

Amoeba proteus Leidy, 1878 (Page, 1986; Page, 1988).
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Obrazek 7: Amoeba proteus (URL 2).

Rod Chaos Linnaeus, 1767

Sladkovodni améby, objevujici se v rybnicich a fekach, zejména brzy na jare. Nejsou
vzacné. Burniky jsou mnohojaderné, nékteré mohou mit vice nez 1000 jader. Vétsinou jsou
polypodidlni, v rychlém pohybu vSak mohou byt monopodidlni. Zastupci tohoto rodu jsou
pomémn¢ velici. Jejich délka se pohybuje v rozmezi 600 az 1500 pum, nékdy ale mohou
dosahovat délky az 5000 um. VétSina cytoplazmatickych krystalli ma zfetelny tvar
bipyramid. Buné¢ny povrch je pokryt zkroucenymi vlakny. Vnitini jadernd lamina je
vostinovitd. Typovy a nejznaméjsi druh je Chaos chaos Linnaeus, 1758 (Page 1986; Page
1988).

Dalsim druhem patificim do tohoto rodu je napiiklad Chaos illinoisense, velka
sladkovodni mnohojaderna améba, ktera byla nejdiive zaznamenana pouze v malém rybniku
v lllinois, Severni Amerika, byla nové objevena v ramenu fteky Luga, Rusko.
Améby byly kultivovany, klonovany, a studovany za pouziti svételné a elektronové
mikroskopie. Tento druh je v soucasné dobé jediny znamy zastupce rodu, ktery tvofi cysty.
V burice se nachazi velké mnozstvi cytoplazmatickych krystali, majicich bud’ deskovity tvar
a nebo formu bipyramidy. Trofozoiti obsahuji nékolik set sférickych zrnitych jader. Vlaknita
vnitini jaderna lamina ma vostinovitou strukturu. Také byl u tohoto druhu odhalen vyrazny
mitochondrialni heteromorfismus a u bunky byl prokazan dvouvrstevny povrchovy plast

vlaknitého vzhledu (Gootkov, 1999).

13



Obrazek 8: Chaos chaos (URL 3).

Rod Polychaos Schaeffer, 1926

Jednojaderné améby, které jsou pii aktivnim pohybu obvykle polypodialni.
V rychlém pohybu jsou monopodialni a maji banaty (cibulkovity) uroid. Pseudopodia byvaji
nejcasteji trubkovita, nékdy mohou mit ale také zplostely tvar s rozsifenym koncem.
Cytoplazmatické krystaly jsou ¢asto zietelné bipyramidalni. Bunéény povrch je
tvofen mnoha jemnymi, viceméné rovnymi vlakny, které vybihaji z plazmatické membrany.
Vnitini jaderna lamina ma vostinovitou strukturu. Typovy a nejznaméjsi druh je Polychaos

dubium Schaeffer, 1916 (Page, 1986; Page 1988).

Obrazek 9: Polychaos dubium (URL 4).
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Rod Deuteramoeba Page, 1986

Sladkovodni a piidni améby. Builkky maji jedno kulovité jadro. Jadérko je rozdéleno
do né¢kolika nezavislych ¢asti. Forma buné¢k je vétSinou polypodidlni, i kdyz jeden druh je
monopodiélni a polypodidlni je pouze pfilezitostné. Pohybujici se buiika méa délku 70 — 180
pum a ma jedno dominantni pseudopodium. Pseudopodia jsou bez zvrasnéni.
Cytoplazmatické krystaly nachazime pouze ziidka. Pokud jsou pfitomny, maji tvar desti¢ek
nebo bipyramid. Tvar télisek pfipomina piesypaci hodiny. Vlaknity povrch je bez zietelnych,
oddélenych vldken vybihajicich z plazmatické membrany. Vnitini jadernd lamina se jevi
jako vrstva vldken paralelni k jaderné membrané. Piedni hyalinni ¢epicka je ¢asto naplnéna
postupujici granuloplazmou. Zadni uroid ma moruskovity tvar. Jsou zndmy dva
pojmenované druhy, jednak Deuteramoeba mycophaga Pussard, Alabouvette, Lemaitre a
Pons, 1980, ktery je neobvykly tim, ze se zivi houbami, jednak Deuteramoeba
algonquinensis Baldock, Rogerson a Berger, 1983 (Page, 1986; Page, 1988).

Oba druhy zistaly dlouho nepovSimnuté, az do nedavné doby, kdy byly nalezeny
Mrvou (2010) v pudnich habitatech v Malych Karpatech (Slovensko). Byla zkoumana
morfologie obou druhti za pomoci svételné mikroskopie a Pagetv (1986, 1988) popis druht
byl mirn€ poupraven.

Polypodialni a monopodialni pohybova forma D. algonquinensis je typicka velkou
hyalinni Cepickou na piednich koncich pseudopodia. Dalsim znakem je kulovité jadro
s mnoha jadérky a parové inkluze v cytoplazmé.

D.mycophaga ma Sirokou monopodialni pohybovou formu s mélkou hyalinni
CepiCkou na ptrednim konci. Jadro je vezikularni a v cytoplazmé se nachazi mnoho
prodlouzenych bipyramidalnich krystalt, cytoplazma se tak jevi mnohem hustsi nez u D.

algonquinensis (Mrva, 2010).

Obrazek 10: Deuteramoeba algonquinensis (URL 5).
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Rod Trichamoeba Fromentel, 1874

Sladkovodni 1 motské jednojaderné améby. Jadro je obvykle zrnité s né&kolika
jadérky. Aktivni pohybova forma je forma limax s vy¢nivajicimi pseudopodii. Bunky jsou
pravidelné¢ monopodialni v pohybu a dosahuji délky 75 az 250 pm. VSechny nebo vétSina
cytoplazmatickych krystalti jsou bipyramidalni. Povrchovy plast’ ma nejasny vzhled a jadro
nema rozpoznatelnou vnitini laminu. Uroid je banaty, nebo s kratkymi klky, nékteré uroidy
maji jemna vlakna. Tento rod je volné zijici. Typovy a nejznaméjsi druh je Trichamoeba
hirta Fromentel, 1874 (Page, 1986; Page 1988).

Obrazek 11: Trichamoeba sinuosa (URL 6).

Rod Hydramoeba Reynolds a Looper, 1928

Obvykle jednojaderné, ale mohou mit az 3 jadra, zpravidla monopodialni améby,
které nejcasteji dosahuji délky 150 az 250 um. Jadro je kulovité, s primérem 15um, ma
centralni jadérko a hrubé jaderné fragmenty. VSechny nebo vétSina cytoplazmatickych
krystald jsou bipyramidalni. Povrch améby ma sametovy vzhled. V jadru neni rozeznatelna
vnitini lamina. Rod Hydramoeba je parazit sladkovodnich zahavct (Cnidaria). Tyto améby
nevytvari zadné cysty. Typovy a jediny druh je Hydramoeba hydroxena Entz, 1912 (Page,
1986; Page, 1988).
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Obrazek 12: Hydramoeba hydroxena (URL 7).

4.3 RozliSeni jednotlivych rodii

4.3.1 Forma pohybu

Na pocatku 20. stoleti Schaeffer uvedl, ze aktivné se pohybujici améby maji i ptes
malé zmény vice ¢i méné dynamicky stabilni tvar se specifickymi hlavnimi rysy a znaky,
jako je poloha hyaloplazmatu a hibetni nebo bo¢ni vrasy, které mohou byt rodové nebo
dokonce druhové specifické. Zavedl pojem ,,pohybova forma® a prohlasil tento znak za
nejlepsi zpusob popisu améb (Siemensma & Page, 1986).

Pohybova forma byla v minulosti nejvice pouzivanym, a zpocatku prakticky jedinym,
urcujicim znakem k rozeznani rod. Zkoumalo se napf., zda je améba polypodialni nebo
monopodialni (Siemensma & Page, 1986). Dalsim ur¢ujicim znakem pohybovych forem

byly uroidy, jejichZ tvary jsem zminila jiz v ivodu.

4.3.2 Krystaly

Za pomoci svételné mikroskopie byl objeven znak, ktery se ukéazal byt taxonomicky
velice zajimavy. Jednalo se o hojny vyskyt cytoplazmatickych krystali. Navzdory tomu, ze
byly améby nejdiive popsany bez krystald, se ukazalo, Ze vSechny dobfe prostudované
laboratorni kmeny Amoebida obsahuji krystaly. N¢jcastéji se tyto krystaly vyskytuji

Vv bipyramidalni formé¢, ktera je zietelna nejen u druhu A. proteus, ale také u dalSich, jako je
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napiiklad A. leningradensis Page a Kalinina, 1984, P. fasciculatum Page a Baldock, 1980,
C. carolinense, C. nobile, T. sinuosa a H. hydroxena Page a Robson, 1983 (Page, 1988).
Obzvlasté pozoruhodny je vyskyt parovych inkluzi u D. algonquinensis a P. dubium

ktery slouzi jako jeden z ukazateld, pro odliSeni téchto druhii od ostatnich.

4.3.3 Povrchova struktura

Pro ¢eled Amoebidae je charakteristicky povrch z vlaken glykokalyxu, ktera jsou
vétsinou jednotlivé rozpoznatelna elektronovym mikroskopem.

Povrchova vrstva A. algonguinensis se zda byt vlaknita, ale jednotliva vlakna nebyla
rozpoznatelna, jako tomu je u vSech ostatnich kmenech améb, kromé A. leningradensis.
Nedostatek tohoto pokryti na A. leningradensis mtize byt zapti¢inén redukci glycokalyx.
Vlaknité vrstvy dvou kment Chaos byly podobné k A. proteus, ale vlakna byla tenci a jejich
tloustka se jest€ ménila z duvodu piekryvani a ohybani. Také vlakna na C. nobile byla vice
zkroucena a spiSe pfipominala vldkna A. proteus. Celkova tloustka povrchové vrstvy byla
176 — 240 nm (Page, 1988).

Puvodni tvrzeni, Ze povrchova vrstva Polychaos dubium neni vlaknita, bylo
vyvraceno studii Page (1988), ktera ukézala, Ze je povrch pokryt velmi jemnymi viceméné
rovnymi vldkny, sméfujicimi od bunééného povrchu kolmo kolem obrysu améby.
Rozeznatelna délka téchto vlaken byla 170 — 180 nm nad plazmatickou membranou (Page,

1988).

4.3.4 Jaderna struktura

Typické jadro Amoebidae je zrnité nebo ovalné s mnoha jadérky. Jadérko miize byt
laloénaté, jako je tomu u P. fasciculatum. U jednotlivych améb se zkoumala struktura rizné
velikych jader a ukazalo se, Ze améby s nejvétSimi jadry maji jadra vybavena vostinovitou
vnitini laminou. Timto zjiSténim vznikla myslenka, ze hlavni funkci laminy je podpora
vétsich jader pii zachovani jejich tvaru (Page & Robson, 1983). Na druhou stranu, nejmensi
jadro D. algonquinensis mélo také zfetelnou, silnou laminu, ale vétsi jadra T. sinuosa a H.

hydroxena laminu neméla (Page, 1988).
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5 CELED HARTMANNELLIDAE

5.1 Historicky vznik celedi

V roce 1912 popsal Alexeieff dva rody, Naegleria a Hartmannella, které patiily do
tfidy Rhizopodea Siebold, 1845, podtiidy Lobosia Carpenter, 1861 a fadu Amoebida Kent,
1880. Timto rozdélil drobné améby do dvou skupin, zalozenych na ptfitomnosti nebo absenci
poldrni hmoty béhem jaderného déleni. Jeho taxonomie byla ale ve skuteCnosti spise
klasifikaci mitotickych struktur nez celych améb. (Page, 1974).

Rod Harmannella, tak jak byl definovan Alexeieffem, zahrnoval heterogenni skupinu
améb. Podle jeho diagnézy, by mély vSechny riznorodé améby, bez ohledu na jejich tvar,
které nemaji promitotické jaderné déleni, patiit do rodu Hartmannella. S dalsimi studiemi
mitdozy u améb se heterogenita rodu Hartmannella stala tak ziejma, ze byl rod formalné
rozdelen do nékolika skupin (Page, 1974). Byla vytvofena celed” Hartmannellidae, do které
patiily tfi rody: Hartmannella, Acanthamoeba a Glaeseria (Page, 1967). Pozdégji byl rod

Acanthamoeba vy¢lenén v samostatné celedi.

5.2 Charakteristika ¢eledi

Hartmannellidae v soucasném pojeti jsou skupinou malych (30 — 40 pm)
jednojadernych améb, které se nejcastéji nachazeji v ptidé€ a ve vod€é. Hartmannelidni améby
jsou od sebe morfologicky téZko rozpoznatelné. Jejich jadro obsahuje centralni jadérko. Tyto
améby jsou monopodialni. V aktivnim pohybu maji zhruba valcovity tvar s jednim pfednim
pseudopodiem bez subpseudopodii. Takovéto formy jsou také nazyvany limax améby.
Vétsina plovoucich forem této Celedi je bez pseudopodii (Page, 1985).

Monofylie ¢eledi Hartmannellidae neni podpoifena. Polyfyletickd povaha nékterych
rodi (Saccamoeba, Hartmannella) (Dykova et. al., 2008) vedla k mnoha taxonomickym
problémim. Hartmannelidni améby byly v posledni dobé piezkoumavany a nove
definovany (Brown et al., 2010; Smirnov et al., 2011), coz vedlo k eliminaci nékterych
z problému. Nejnove;jsi studie vyclenuje neékteré druhy rodu Saccamoeba a prejmenovava je

na rod Ptolemeba (Watson et al., 2014). To jest¢ z celedi Hartmannellidae monofyletickou
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skupinu ned¢la: bylo by tieba rod Ptolemeba formalné zaradit do samostatné celedi, ale tento
fakt je prozatim v literatufe opomijen (Brown et. al., 2010).

V tradi¢nim pojeti skupina zahrnuje zejména rody Cashia, Glaeseria, Hartmannella a
Saccamoeba. Prekvapivé se ukazalo, Zze do této skupiny patii i rody Copromyxa a patrné i
Copromyxella (Brown et al., 2010). V nedavné dobé v Celedi Hartmannellidae vznikl rod
Ptolemeba.

5.3 Charakteristika rodu

Rod Cashia Page, 1974

Jedna se o sladkovodni améby s monopodidlni pohybovou formou. Hyalinni ¢epicka
neni vétSinou piitomna, pokud se vsak objevuje, je omezena pouze na tenké palmeésicité
oblasti. Zadni ¢ast buiiky je hladkd nebo s malymi uroidy. Jadro ma kulovity tvar
s centralnim jadérkem. U tohoto rodu nebyly zaznamenany zadné cytoplazmatické krystaly.
Mitochondrie maji Sroubovicovité vinuté Kristy. Cysty nejsou u rodu Cashia tvofeny (Page,
1974).

Druh Cashia limacoides Page, 1967

Tato mald améba (7,5 — 25,5 um) byla poprvé ziskana z malého jezera v Alabamé,
USA a popsana jako Hartmannella limacoides Page (1967). Pozdé&ji byl jeji vyskyt hlasen
Cervou (1971) v plaveckém bazénu v Usti nad Labem a nasledné Cervou a Huldtem (1974)
Vv plaveckém bazénu ve Stockholmu. Mala velikost bun¢k a neznalost stadia cysty u tohoto
druhu znesnadnila jeho identifikaci. Byl to také hlavni divod pro vytvofeni nového rodu
Cashia pro tento druh (Page, 1985).

Mitochondrie jsou v profilu ovalné az eliptické. Jejich maximalni délka je 1.1 pm.
Tubularni kristy, které byvaji pouze ziidka rozvétvené a v priméru méii 50 — 60 nm, jsou
helikalni, coz je povazovano za charakteristiku celého rodu. Hyalinni ¢epicka byva hodné
redukovana, nebo zcela chybi (Page, 1988). Golgiho aparat se sklada nejcastéji ze 4 vacka.
U této améby nebyly zaznamenany endocytické bakterie a za pomoci svételné mikroskopie
nebyly spatfeny zadné opticky aktivni inkluze. Po dobu skoro 20 let v kultufe tento kmen
nikdy nevytvofil cysty (Page, 1985), takze si troufam tvrdit, ze druh Cashia limacoides cysty
nevytvari.
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Obrazek 13: Cashia limacoides (URL 8).

Rod Glaeseria VVolkonsky, 1931

Rod Glaeseria je rod sladkovodnich améb, ale nachazi se také ve stievech zelv. Jako
prvni popsal tento rod Volkonsky (1931). Pohybova forma je tenka a dosahuje délky az 70
mikrometrt. Pseudopodia maji ¢asto tenkou hyalinni ¢epicku. V bufice nejsou piitomny
cytoplazmatické krystaly. Na zadnim konci améby se nachazeji kontraktilni vakuoly a uroid,
ze kterého nékdy vybihaji vlakna. Cysty jsou charakteristické hladkou vnitini sténou a
lepivym vnéjs$im plastém a jsou jednojaderné az trojjaderné (Page, 1985).

Od hartmannell se tento rod odlisuje na zakladé ultrastrukturalnich ryst, jsou vétsi,

na povrchu mivaji kaliskovité struktury a chybi jim podlouhlé mitochondrie (Page, 1988).

Druh Glaeseria mira Glaser, 1912

Druh Glaeseria mira vytvaii cysty, ve kterych probiha jaderné déleni. Mitochondrie
jsou ovalné nebo eliptické a jejich délka se vétsinou pohybuje v rozmezi 0.9 — 1.2 um. Kristy
jsou ve vétsing piipadi tubularni s primérem okolo 40 nm. Golgiho aparat je nejcastéji
tvofen z 5 nebo 6 vacku. U tohoto rodu nebyly pozorovany endocytické bakterie ani zadné
opticky aktivni inkluze (Page, 1985).
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Obrazek 14: Glaeseria mira (URL 9).

Rody Saccamoeba Frenzel, 1892 a Ptolemeba Watson, 2014

Améby rodu Saccamoeba jsou popsany jako sladkovodni a motské sttedné velké
améby s aktivni pohybovou formou. Existuji také plovouci formy s nepravidelné zaoblenymi
pseudopodii. Aktivni limax améba ma vezikularni jadra, ktera jsou obklopena jadernou
membranou. Zadni ¢ast bunky obsahuje kontraktilni vakuolu a uroid sjemnymi klky.
V bunikkdch se obvykle vyskytuji cytoplazmatické krystaly. V cystach neprobihd jaderné
déleni, pokud jsou cysty vibec vytvofeny. U dvou druht (S.limax, S. Stagnicola) byly
piitomny endocytické bakterie (Page, 1988).

Rod Saccamoeba je v tradi¢nim pojeti polyfyleticky, zastupci tohoto rodu se
objevovali ve fylogenetickych analyzach soucasné na dvou vétvich. Pro eliminaci téchto
problémi byla nutna taxonomicka revize.

Ze vzorki pudy byly Watsonem et al. (2014) ziskany 3 rdzné kmeny
sladkovodnich/ptdnich améb. Izolaty vypadaly jako Saccamoeba sp. s limax formou a
nemély vyraznou hyalinni ¢epi¢ku. Byla zvetejnéna jejich morfologickéd a ultrastrukturalni
data, stejné tak i SSU rDNA fylogeneze vSech izolath. Ukazalo se, ze molekularné i
morfologicky odpovidaji tyto kmeny jiz dfive zndmym amébam oznaovanym jako
saccamoeby (kmeny ATCC 30942 a LOS7N), které se vsak ve fylogenetickych stromech
umist'ovaly na samostatnou vétev stranou ostatnich saccamoeb. Watson et al. vytvofili pro
tyto améby novy rod, Ptolemeba. Zminéné kmeny ATCC 30942 a LOS7N patii spolecné
s jednim z padnich izolati do druhu P. bulliensis, dalsi dva z ptudy izolované kmeny pak do
druhu P. noxubium. Zastupci druhu P. bulliensis vytvaieji sesterskou linii k druhému druhu

ptoleméb, ale maji jinak uspofddané mitochondridlni kristy: jsou u nich napadné pravidelné
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paralelné usporadany (autofi popisu pritom chybné uvadéji, ze jde o helikdln€ vinuté kristy —
viz také Dykova et. al. 2002), kdezto u druhu P. noxubium ne — zde jsou usporadany

nepravidelné.

Druh Saccamoeba stagnicola Page, 1974

Povrchova struktura plasté tohoto druhu se na prvni pohled jevila slozena z mnoha
kratkych vlaken, ale bliZsi prizkum ukazal, Ze se jedna o jemné, Sestihranné prvky asi 25 nm
vysoké se stejnym piicnym prumérem (Page, 1985). Mitochondrie jsou nejcastéji protahlé,
byly vidény také ovalné a kruhové profily. Tubularni kristy maji krouceny vzhled, ale nemaji
pravidelnou helikalni strukturu. Golgiho aparat je zplostély nebo mirné bikonkavni, vétSinou
S 5 vacky, se Sitkou az 1 pm. Drsné endoplazmatické retikulum mé podobu malych, mirné
stlacenych vezikuld. Nikdy nebyly pozorovany cytoplazmatické krystaly. U tohoto druhu
byla pfitomna endocyticka bakterie. Druh S. stagnicola vytvati cysty, jejichZ stény se
skladaji ze dvou zietelnych vrstev. (Page, 1988).

Obrazek 15: Saccamoeba stagnicola (URL 10).

Druh Saccamoeba limax Dujardin, 1841

Tento druh se zda byt pomérné Castym a rozsifenym, alespoii na severni polokouli.
Byly zkoumany kmeny ze Skotska a z Alabamy, USA. Améby z Ameriky byly mensi,
s primérnou délkou 56 um, oproti tomu Améby ze Skotska méfily v priméru 63,8 um
(Page, 1986). Jadro ma v praiméru 6 — 11 um a nékdy vykazuje znamky vnitini laminy.
Cytoplazmatické krystaly maji tvar bipyramid a po nékolika letech v kultufe mizi (Page,
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1988). Mitochondrie jsou ovalné az eliptické v profilu, nikdy vsak podlouhlé, s maximalni
délkou 1,2 um. Kristy jsou tubularni, zfidka vétvené, s primérem vétSinou 50 nm. Golgiho
aparaty se skladaji ze 4 nebo 5 vacki. Casto se vyskytuji v parech. Hrubé endoplazmatické
retikulum ma formu podlouhlych, zplostélych kanalkl a okrouhlych vacki. V bunkach byly
nalezeny endocytické bakterie. Tento druh nevytvaii cysty (Page, 1985).

Obrazek 16: Saccamoeba limax (URL 11).

Druh Saccamoeba lacustris Corsaro, 2010

Jedna se o noveé popsany druh améby, ziskané z vodniho biotopu, kterd byla nejdiive
morfologicky identifikovana jako Saccamoeba limax. Velkym piekvapenim bylo zjisténi, ze
S. lacustris v sobé ukryvala ty¢inkovité gram-negativni bakterie. Béhem péstovani améb na
agaru se u nekterych subpopulaci objevila infekce organismy ptipominajicimi chlamydie.
Byla provedena molekuldrni identifikace jak hostitele (améby), tak dvou bakteridlnich
endosymbionti (Corsaro, 2010).

Analyza 18S rRNA genu odhalila, ze vyizolovand améba je zcela novy druh, pro
ktery bylo navrZzeno jméno Saccamoeba lacustris. Tycinkovity endosymbiont byl

identifikovan jako ¢len skupiny druhd piibuznych Variovorax paradoxus (Corsaro, 2010).
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Obrazek 17: Saccamoeba lacustris (Corsaro, 2010).

Druh Ptolemeba bulliensis Brown et al., 2014

Jedna se o sladkovodni nahou amébu, jejiz délka v pohybu je primérné 25,6 um a
Sitka 5,5 pm. Na predni ¢asti buniky se nachazi hyalinni ¢epicka ve tvaru tenkého ptilmésice.
Na druhém konci butiky je viditelny vilozni banaty uroid. Jadro ma améba pouze jedno (3,4
um) vezikuldrniho tvaru s centrdlnim jadérkem. Mitochondrie obsahuji rovné tubularni
kristy, které se nevétvi a jsou uspotradany Vv pravidelnych rovnobéznych skupinach. U tohoto
druhu nebyly pozorovany zietelné plovouci formy ani stadium cysty. Poprvé byl druh
Ptolemeba bulliensis (jako Saccamoeba sp.) izolovan z zaber Salmo salar v roce 2000 (icka
Labe, CR) jako kmen LOS7N (Dykova, 2002). Pozd&ji byl vroce 2013 izolovan kmen
Sk134e z ornice v kampusu State University ve stat¢ Mississippi (USA), uréen také jako
druh Ptolemeba bulliensis (Watson, 2014).

Obrazek 18: Ptolemeba bulliensis (Watson, 2014)
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Druh Ptolemeba noxubium Brown et al., 2014

Tento novy druh je popséan jako sladkovodni nahd monotakticka améba, jejiz délka v
pohybu je primérné 18,8 um a Sitka 6,0 um. Na predni ¢asti buniky se nachazi hyalinni
¢epicka ve tvaru tenkého plilmésice. Na druhém konci bunky je viditelny vildozni banaty
uroid. Améba je jednojaderna s centralnim jadérkem. Jadro ma vezikularni tvar a pramér 3,9
um. Mitochondrie obsahuji tubularni kristy, které jsou nepravidelné uspotfadany. U tohoto

druhu nebyly pozorovany zietelné plovouci formy ani stadium cysty (Watson, 2014).

Obrazek 19: Ptolemeba noxubium (Watson, 2014).

Rod Copromyxa Zopf, 1885

V roce 1883 popsal Fayod plodnicky hlenky s amébami limaxového typu, které zatradil
do rodu Guttulina a pojmenoval je G. protea. Organismus byl nalezen na hnoji koni a krav
a byl popsan jako zlutavé bily se sorokarpy, které se rozpadaji na jednotlivé spory. Spory
v sorokarpu se lisily, mély ovalny, podlouhly, nékdy az trojuhelnikovity tvar. Byly popsany i
mikrocysty coby kulaté buiky se zdrsnénymi sténami.

V druhu Guttulina byly morfologické rozdily mezi jednotlivymi buiikami, coz vedlo k
mysSlence vytvofit novy rod Copromyxa a druh Guttulina protea do néj zaradit. Tento druh
se tak pifejmenoval na C. protea (Nesom & Olive, 1972).

Améby rodu Copromyxa jsou v aktivnim pohybu monopodialni. Butika ma vyraznou
hyalinni ¢epi¢ku a na druhé strané zuzujici se uroid, ktery neni vétSinou diferencovany, ale
Casto vytvari adhezivni vlakna. V normdalnim pfipadé ma jedno vezikularni jadro
s centralnim jadérkem. Cysty jsou tvofeny, mohou mit kulovity, vej¢ity nebo nepravidelny
tvar s hladkou sténou. U nékterych druhti (Copromyxa protea) je mozny pohlavni cyklus
zahrnujici silnosténné sférocysty (Obr. 20) (Brown, 2010).
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Obrazek 20: Zivotni cyklus Copromyxa protea. Svétlejsi barvou jsou znazornény trofické
améby, tmavsi barvou cysty. A Sorokarp, ktery se sklada z jediného typu bunék, sorocyst. B
Sorocysty kli¢i jako améby. C Trofické améby s limax formou a jednim jadrem. D Améby
mohou tvofit mikrocysty, které mohou klicit jako améby. E Améby mohou tvofit celek, ve
kterém zakladni bunika ze sorokapu vytvoti cystu a ostatni améby spole¢n¢ prochazeji na
vrchol a vytvareji sorocysty. F — I Améby nadale prochazeji nahoru sloupcem sorocyst a na
vrcholu tvofi cysty. J Dvé trofické améby pravdépodobné podstupuji plazmogamii. K
Nasleduje karyogamie. L Tvoii se silnosténné sférocysty. Vysledné stadium Zivota, které
nasleduje po vykli¢eni sférocyst, neni znamo. (Brown, 2010).

Druh Copromyxa protea Fayod, 1883

Druh Copromyxa protea byl pivodné popsan jako Guttulina protea Fayod (1883).
Jednd se o améboidni organismus, jehoZz habitatem je hnij. Tento organismus vytvaii
jednoduché makroskopické struktury, nazyvané sorokarpy, které jsou tvotfeny jednim typem
buniky. Védci se snazili zjistit fylogenetickou pozici téchto méné znamych sorokarpickych
prvoku a proto byly odebrany ¢tyfi vzorky z farem skotu v USA a byl sekvenovan gen pro
malou ribozomalni podjednotku RNA. Fylogenetické analyzy téchto dat zatadily C.protea
do eukaryotické skupiny Amoebozoa v ramci Tubulinea. (Brown, 2010).

Jiz taxonomické systémy v Adl et. al. (2005); Cavalier-Smith (1993, 2003) navrhuji
ptifazeni druhu C. protea do taxonu Tubulinea na zakladé podobnosti amébovych stadii C.

protea s nékterymi amébami z rodu Hartmannella (Brown, 2010).
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Obrazek 21: Copromyxa protea (Dykova a Kostka, 2013).

Druh Copromyxa cantabrigiensis Page, 1974

Tento druh je popsan nize v ramci rodu Hartmannella.

Rod Copromyxella Raper, 1978

Raper (1978) popsal novy rod Copromyxella, spole¢né se étyfmi druhy, které jej tvoii
(C. silvatica, C. filamentosa, C. spicata a C. coralloides). Tento rod se vice nez jakykoli
dosud znamy rod podoba rodu Copromyxa, ale 1isi se od né; v dillezitych znacich, jako jsou
mensi rozméry bunéénych elementi. VSechny 4 druhy maji jadra s centralné¢ umisténymi
jadérky a vSechny postradaji pulzujici vakuolu. Taxonomicky patfil tento rod nejdiive do
Celedi Acrasidae spolecné s Copromyxa (Page, 1985). Pozd¢ji byl ale pietazen do Celedi

Hartmannellidae, stejné tak jako rod Copromyxa.

5.3.1 Rozpad rodu Hartmannella Page, 1967

Rod Hartmannella byl charakterizovan Pagem (1988) jako rod zahrnujici améby, které
jsou Siroce rozsitené ve sladké vodé€, ale jsou znamy i motské druhy. Pohybova forma je
monopodialni s vyraznou ptedni hyalinni zonou. Pohyb je plynuly, neeruptivni. Cytoplazma
nevykazuje znamky napadnych krystaldi, Casto je ale pfitomno velké mnozstvi malych
krystalkd. Vétsinou bunka obsahuje pulzujici vakuoly. Améby maji kulovity, nebo mirné

ovalny tvar a vytvareji hladké dvojvrstevné cysty. Glykokalyx byva tenky. Nékteré améby
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maji na povrchu kaliskovité struktury. Mitochondrie jsou vétsSinou protahlé v profilu (Page,
1988).

Rod Hartmannella se vSak ukazal byt polyfyleticky a pozdéji se na zakladé
molekularnich metod zjistilo, ze zastupci pivodné patfici do toho rodu, patii do rodd jinych
(stavajicich, nebo noveé vytvofenych). Postupem ¢asu tak doslo krozpadu rodu

Hartmannella, na druhou stranu ¢eled’ Hartmannellidae ziskala nové rody (Brown, 2010).

5.3.1.1 Druh ,,Hartmannella® cantabrigiensis Page, 1974

Tento druh ziskany ze dvou sladkovodnich zdroji v Cambridge byl ptivodné popsan
Pagem (1974) jako Hartmannella cantabrigiensis. V nedavné dobé bylo ale na zakladé¢
multigenové analyzy tohoto druhu zjisténo, ze druh Hartmannella cantabrigiensis je velmi
blizce pribuzny druhu Copromyxa protea. Diky tomuto novému zjisténi blizké ptibuznosti
rodi, bylo navrzeno piejmenovani Harmannella cantabrigiensis na Copromyxa
cantabrigiensis (Brown, 2010) a tak byl druh H. cantabrigiensis piefazen do rodu
Copromyxa.

Popis druhu vsak zistal zachovan tak, jak ho pivodné definoval Page (1974).
Pohybova forma améby mé délku zhruba 23 pm a cystu v priméru 8,8 pm. Jadro ma
nepravidelny okraj, bez vnitinich vlaknitych lamin. V jadru se nachéazi centralni jadérko.
Mitochondrie jsou ovalné az protahlé v profilu, s tubularnimi kristami, které maji v priméru
okolo 50 nm a jsou spise ziidka vétvené. Golgiho aparat se nachazi blizko jadra a sklada
se nejcasteji ze 4 vacka. U této améby nebyly zaznamenany zadné endocytické bakterie

(Page, 1985).

Obrazek 22: Copromyxa cantabrigiensis (Dykova & Kostka, 2013).
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5.3.1.2 Druh ,,Hartmannella®* vermiformis Page, 1967

Druh Hartmannella vermiformis byl popsan Pagem (1967) ze dvou vzdalenych
lokalit v USA. Tyto améby jsou 12 — 33 um dlouhé a jejich cysty méfi v priméru 6 um. U
tohoto druhu nebyly pozorovany zadné opticky aktivni inkluze. Jadro nema vnitini vlaknitou
laminu. Mitochondrie jsou ovalné az protahlé v profilu, s maximalni délkou 1.1 um, ale
Castéji kratsi. Kristy jsou tubularni, v priméru méfi asi 46 nm, jejich vétveni nebylo zjisténo.
U tohoto druhu nebyly pozorovany zadné endocytické bakterie. Buiiky tvoii cysty, jejichz
sténa ma strukturu velmi jemnych vlaken. (Page, 1967).

Hartmannella vermiformis se ve vSech publikovanych fylogenetickych stromech
kontruovanych na zakladé analyzy sekvenci fadila k rodu Echinamoeba, i kdyz by se podle
ofekavani méla fadit k ostatnim hartmannellidim. Ve skute¢nosti se od nich tento druh
vyrazné li8i. Jeji tvar je spiSe Cervovity S tendenci se vétvit pfi zméné sméru pohybu. Pro
zdtiraznéni rozdilu byl vytvofen novy rod Vermamoeba a ¢eled” Vermamoebidae (V ramci
fadu Echinamoebida) a druh Hartmannella vermiformis do néj byl pfemistén a pifejmenovan

na Vermamoeba vermiformis (Smirnov, 2011).

Obrazek 23: Vermamoeba vermiformis (Dykova & Kostka, 2013).

5.3.1.3 Druh ,,Hartmannella“ abertawensis Page, 1980

Jedna se o motskou amébu, popsanou Pagem (1980) a ziskanou ze biehu Bristol
Channel, jejiz délka je v praméru 11.5 um. Byla zjisténa podobnost jader této améby s H.
vermiformis, i kdyZz kazdy druh obyva jiny habitat. Nebylo zpozorovano, ze by H.
abertawensis vytvarela cysty. (Page, 1980).
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Pozdéji se ve fylogenetickych analyzach objevoval druh H. abertawensis na samostatné
vétvi spolu se zastupci rodu Nolandella. Page (1983) uvedl jako charakteristicky znak
nollandely uréitou eruptivni aktivitu a na povrchu améby bunéény plast, avsak zadny
z téchto znaki neni definitivni. PtileZitostny eruptivni pohyb pozoroval A. Smirnov (2011)
béhem jeho pozorovani druhu Hartmannella abertawensis.

Druhy Nolandella hibernica a H. abertawensis jsou si velmi podobné a vyznamné se 1isi
od hartmannell a saccamoeb, proto byl vytvofen novy fad Nolandida se samostatnou ¢eledi
Nolandellidae, do které byl druh H. abertawensis pfemistén a piejmenovan na Nolandella
abertawensis (Smirnov, 2011).

Obrazek 24: Nolandella abertawensis (Dykova & Kostka 2013).
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6 METODIKA - VLASTNi FYLOGENETICKE ANALYZY

6.1 Zpracovani sekvencnich dat

Pro vytvoteni fylogenetickych stromii mi byly poskytnuty sekvence ziskané Laboratoii
rybi protistologie AV CR (Tab. 1) a dale jsem pouzila vefejné dostupné sekvence z genové
banky GenBank ziskané prostiednictvim NCBI. Ze vSech analyzovanych sekvenci jsem
nasledné vytvofila datasety. Kvili eliminaci rizika pfitahovani dlouhych vétvi byly
vytvofeny dva datasety (jeden se sekvencemi tvoficimi dlouhé vétve a druhy bez nich), tudiz
i dve fylogenetické analyzy. Fylogenetické analyzy byly zalozeny pouze na sekvencich SSU
rRNA, které v dnesni dobé tvofi nejcastéjsi zdroj dat pro vytvafeni naSich pfedstav o
fylogenetickych vztazich. Dataset jsem vlozila do programu ClustalX (Larkin et al., 2007),
kde byly sekvence alignovany. V programu BioEdit (Hall, 1999) byl vznikly alignment jesté
ruén¢ upraven (vymazanim liSicich se, tézko alignovatelnych, ¢asti).

Pro kone¢né vytvoreni fylogenetickych analyz jsem vyuzila dvé metody: Maximum
Likelihood (ML) a Bayesovskou interferenci (Bl). Aby mohly byt vytvoieny fylogenetické
analyzy za pomoci metody Maxiumum Likelihood, byl pouzit program RAxXML 8.0.20
(Stamatakis, 2006), vyuzivajici modelu GTRGAMMAI (GTR — nejobecnéjsi model evoluce;
GAMMA - gamma distribuce; | — proporce invariantnich mist). Analyzy, které vyuzivaly
metodu Bayesovské interference, byly spustény v programu MrBayes 3.1.2 (Ronquist &
Huelsenbeck, 2003) s vychozim modelem GTR. Délka MCMC fetézce byla milion generaci;
Burnin byl nastaven na 25 % stromi, které vznikly béhem analyzy. VSechny vzniklé

fylogenetické stromy jsem jesté dale upravovala v programu TreeView (Page, 1996).
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Tabulka I: Soupis vzorkd pouzitych pro fylogenetické analyzy poskytnuté Laboratofi rybi

protistologie AV CR.

Nazev Rod (byl-li pfed
kmene analyzou znam) Misto sbéru Lokalita
RT1TT VIhky pisek Kostarika
JKS1 Plazovy pisek Jizni Korea
AFSM9 Nollandella sp. Scophthalmus maximus [ zabry Spanélsko
ISO14 Flabelulla sp. Dicentrarchus labrax [/ zZabry Sicilie
S5M32 Flabelulla sp. Scophthalmus maximus [ zabry Spanélsko
S3M27 Flabelulla sp. Scophthalmus maximus [ zabry Spanélsko
SBGL1 Flabelulla sp. Dicentrarchus labrax [/ zZabry Sicilie
CCAP1529/4 | Flabelulla trinovantica Sbirkovy kmen (CCAP)
HF1KJ Heteropneustes fossilis/ jatra import
4389 Tinca tinca/jatra Ceska republika
HF3KL Heteropneustes fossilis / ledviny import
1HFKJ Heteropneustes fossilis / jatra import
CC4HA Cyprinus carpio [ jatra Spolsky
MSED6 Saccamoeba sp. sediment z akvaria Ceska republika
ZEB4 Copromyxa Danio renio / jatra Spanélsko
ZEB1 Copromyxa Danio renio / zabry Spanélsko
ALC3 Hartmannella strouha podél silnice Tenerife
LUM Copromyxa Yizala Ceska republika
Baoan Lake,
W187G Saccamoeba sp. Carassius gibelio [ zabry Cina
Dreissensia polymorpha/
DP7 Saccamoeba sp. hepatopankreas Ceska republika
PV67 Pivni lahev pred recyklaci Ceska republika
LOS7N/I Saccamoeba sp. Salmo salar [ zabry Ceska republika
Scardinius erythrophtalmus/
4394 Hartmannella jatra LuZnice E8
Sphaerechinus granularis/
ECH26 Hartmannella hemolymfa Chorvatsko
PM11 Hartmannella mechovka Pectinatella magnifica | Ceskd republika
CAL5 Carassius auratus / ledviny Ceska republika
MSED2 sediment z akvéria Ceska republika
CAL7 Carassius auratus / ledviny Ceska republika
PPD16 hvézdice Porania pulvillus Norsko
P18 Calophysus Peru
BCHM5 Bunocephalus coracoideus / jatra Brazilie
Baoan Lake,
W185G Carassius gibelio / abry Cina
Zlaty potok,
4790 Cottus gobio / slezina Protivec
CCAP1519 Echinamoeba Sbirkovy kmen (CCAP)
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6.2 Vysledky a diskuze

V prvni fylogenetické analyze s dlouhymi vétvemi (Obr. 25) se objevuji kromé dobie
znamych skupin (zastoupenych i mnoha kmeny izolovanymi Laboratofi rybi protistologie),
dokumentovanych studiemi mnoha autorti (Lahr, 2013; Watson, 2014; Dykova, 2008), i
nové, dosud nepublikované linie A, B a C.

Linie A je skupina flabellulidnich améb, kterd ndm svoji pozici naznacuje rozdéleni
¢eledi Flabellulidae do nékolika skupin: dalsi zastupci ¢eledi Flabellulidae se vétvi bazalnéji,
viz horni ¢ast obrazku 25. Z této analyzy neni jasné, kam tuto linii flabellulidnich améb
zatadit, zda patii do skupiny Flabellulidae, ¢i k rodim Chaos a Amoeba. Timto tématem se
uz ale ve svych pracich zaobird Martina Jedli¢kova (Jedlickova, 2015), proto se zde této linii
jiz nebudu vénovat.

Vétev s oznaCenim B je linie nové objevenych améboidnich organismu patticich do
skupiny Euamoebida. Organismy byly izolovany laboratoii rybi protistologie AV CR, ktera
mi poskytla hotové sekvence pro naslednou analyzu. Organismy zatim nebyly bliZe popsany,
tudiz ani pojmenovany, ale jsou zdokumentovany v publikaci Dykova a Kostka (2013).
Doposud byla sekvenovana pouze jejich RNA (SSU rRNA) a nasledné provedena
fylogeneticka analyza, kterd zaradila tyto organismy jako sesterskou linii k zastupctim Celedi
Hartmannellidae.

Vétev C je nové vznikla linie améb (dvou kmenu: W187G, DP7) vramci rodu
Ptolemeba. Jedna se o nedavno objevené améby, které jesté nebyly blize popsany, byla
pouze osekvenovana jejich RNA laboratoii rybi protistologic AV CR. Améby rodu
Ptolemeba diive patfily do rodu Saccamoeba, jehoz zastupci se ale objevovali v nékolika
liniich (byl polyfyleticky), proto byla nutnd revize tohoto rodu. Zastupci vétve C maji
mitochondrie s podobné utvafenymi kristami jako P. bulliensis (viz Dykova & Kostka,

Za zminku stoji téZ pozice kmeni 4730 a ZEB1 a ZEB4, které¢ odpovidaji novym
druhlim v ramci rodu Copromyxa. Kmen 4730 byl na zakladé morfologickych znaki popsan
jako Vexillifera expectata (Dykova et al., 1998), ale molekularni data ukazuji, Ze jeho

piibuzenské vztahy jsou odlisné.

34



Rhizamoeba saxonica EU719197

100/14 Paraflabelulla hoguae AY277797
Paraflabelulla hoguae AF293899
Paraflabelulla reniformis AF293899
EZF/l::ll:/elulla citata EU852654

91/1
Leptomyxa reticulata AF293898
100/1

Ripidomyxa sp. AY549564

Arcella i ica EU273445
78/1] 100/1p JKS1°

Nolandella abertawensis DQ190241

Nolandella sp. EU273456

99/1

AFSMS9 »

Nolandella sp. EU273451

Uncultured Lobosea clone AY821961

Hartmannellidae environmental sample EF023499

BOLA868 AF372795

*/0,96 Amoeba proteus AJ314604
72/0,97 Chaos carolinense AJ314607
Chaos nobile A1314606
Amoeba leningradensis AJ314605

59/057]

m>»0-®@mozZ >

IISOIA

100/1 100/14 S5M32
77/0,97= S3M27 A
SBGL1®
91/1L cCAP1529/4

HF1KJe
4389 »
HF3KL » B
85/*J1HFKJ
CC4HA ©

100/1]

Glaeseria mira AY294146
Saccamoeba sp. AY549565

MSED6 °
52/* & Saccamoeba lacustris GQ221845

T L 100/14ZEB4 >

50/0.99 |

Copromyxa protea GU938869
JLUM -
s} Copromyxa sp. Av680841

>PoO-wmozg>Ccm

mPpO-Crmzzr»ZADBIT

4730°
Ptolemeba b K1542109

100/} l-w137<;u :| ¢
100/18 DP7-

Ptolemeba bulliensis AF293902

mcrll PV67.
LOS7N/I AY145442 °

Vermamoeba sp. EF205324
4394+
Vermamoeba vermiformis DQ084366
ECH26 »
PM11e
100/1 Vermamoeba sp. DQ087329
Vermamoeba vermiformis AF426157
Vermamoeba vermiformis AY680840
Vermamoeba vermiformis M95168

78/* 100/1] Echinamoeba thermarum AJ489263
Echinamoeba thermarum AJ489262
99/1 Ec

87/*

71/*k Echinamoeba thermarum AJ489268
hir b AF293895

100/1] Amoebozoa sp. FN562421
4‘Amoebozaa sp. FN562420
Amoebozoa sp. FN562419

.j Amoebozoa sp. FN562425

100/1

Amoebozoa sp. FN562422
P18e
96/1 BCHMS-
100/18 W185G »
60/0,87 [p4790 »
76/0,97%=CCAP1519

Obrazek 25: Fylogeneticka analyza s dlouhymi vétvemi zalozen4 na sekvencich genu pro
SSU rRNA s doplnénymi posteriornimi pravdépodobnostmi (0,8-1) vypoctenymi pomoci BI
a bootstrapovymi podporami (50-100) vypocitanymi pomoci ML (pokud nebylo dosazeno
prahu pro BI (0,8) a pro ML (50) v jedné z hodnot, hodnota nahrazena symbolem
hvézdicky). Sekvence ziskané Laboratofi rybi protistologie AV CR ozna¢eny symbolem °,
sekvence ziskané z databaze NCBI oznaceny piisluSnych kodem. Ve fylogenetické analyze

oznaceny nove vzniklé skupiny, linie A, B, C.
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Ve druhé fylogenetické analyze (Obr. 26), z jejihoz datasetu byly odebrany dlouhé
vétve kvili eliminaci rizika jejich pfitahovani (véetné flabelul ze skupiny A), se tedy
objevuji pouze nové linie B a C. Nové vznikla linie B se nyni ukazala byt sesterskou
skupinou k amébam rodu Ptolemeba

Hodnoty posteriornich pravdépodobnosti a bootstrapovych podpor se Vv obou
stromech néjak vyrazné nelisi. Fylogenetické analyzy s dlouhymi vétvemi a bez nich se vSak
lisi pozici nové vzniklé skupiny B. V prvni fylogenetick¢é analyze byla skupina B
lokalizovana na bazi rodu Glaeseria, Saccamoeba a Copromyxa, kdezto ve druhé analyze
vytvafi sesterskou skupinu k rodu Ptolemeba. Toto rozdilné umisténi skupiny mohlo byt
zapti¢inéno ptitahovanim k dlouhé linii A (v prvni fylogenetické analyze), kterd byla ve
druhé analyze zdmérné€ odstranéna. Statistickd podpora vyjadfend formou bootstrapovych
hodnot resp. posteriorni pravdépodobnosti vSak neni ani v jednom piipadé vysokd a
postaveni skupiny B je tedy nejisté.

Na obrazcich 27 a 28 jsou vyobrazeni zastupci linii B a C.
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Obrazek 26: Fylogenetickad analyza bez dlouhych vétvi zalozend na sekvencich genu pro

SSU rRNA s dopInénymi posteriornimi pravdépodobnostmi (0,8-1) vypoctenymi pomoci BI
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a bootstrapovymi podporami (50-100) vypocitanymi pomoci ML (pokud nebylo dosazeno
prahu pro BI (0,8) a pro ML (50) v jedné¢ z hodnot, hodnota nahrazena symbolem
hvézdiky). Sekvence ziskané Laboratofi rybi protistologie AV CR oznaéeny symbolem °,
sekvence ziskané z databaze NCBI oznaceny piisluSnych kodem. Ve fylogenetické analyze

oznaceny nové vzniklé skupiny, linie A, B.

Obrazek 27: Kmen CC4HA (Dykova & Kostka 2013).

Obrazek 28: Kmen W187G (Dykova & Kostka 2013).
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7 ZAVER

Na rozdil od velikych a napadnych zéastupc Celedi Amoebidae jsou améby celedi
Hartmannellidae velice uniformni organismy. Jejich identifikace a zafazeni do urcitého
taxonu pouze na zaklad¢ morfologickych znakt je proto velice obtizna. Az s postupem casu
v rozmezi nékolika desetileti a s rozvojem novych védeckych technologii se zacalo dafit
identifikovat jednotlivé druhy a zafadit je tak do spravného rodu. Vytvofeni spravné
taxonomie skupiny Euamoebida (a Amoebozoa vibec) se dafi az v dnesni dobé za pouziti
metody sekvenovani, zejména genti pro 18S rRNA malé ribozomalni podjednotky (SSU
rDNA). Na zaklad¢ sekvenace geni se ukazalo dosavadni zafazeni né€kterych druht chybné,
muselo tak dojit k revizim ur¢itych rodi. Nékteré rody Vv tradi¢nim pojeti byly polyfyletické
(Saccamoeba, Hartmannella), proto bylo nutné jejich zastupce ptefadit do rodu jinych nebo

nov¢ vytvotfenych.

V mnou provedenych fylogenetickych analyzach vytvofenych mimo jiné z poskytnutych
sekvenci Laboratofe rybi protistologie se objevily nové linie pravé mezi zde studovanymi
kmeny améb. Zastupci nové vytvorenych linii (na Grovni druht i rod) dosud nebyli blize
popsani, tudiz ani pojmenovani. Bylo by proto potieba tyto kmeny v nejblizsi dobé detailnéji

prostudovat.

V dne$ni dobé nejsou zdaleka popsany a zafazeny vSechny Amoebozoa. Neustale
dochazi kizolacim novych kment, které je potieba detailnéji prostudovat a popsat.
Nepochybné se budeme setkavat jest€ s mnoha zménami v jejich taxonomii, jak
S objevovanim celych novych linii, tak 1 se Spatn¢ zatazenymi zastupci, které bude nutné

prefadit do jiné skupiny.
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