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Abstrakt

R4d Diplomonadida patif do fiSe Excavata a zahrnuje jak volné Zijici, tak endobiotické
prvoky. Vice pozornosti bylo vzdy vénovano endobiotickym zastupciim — zejména parazitu
Giardia intestinalis, na kterém bylo provedeno velké mnozstvi studii. Diplomonady jsou
anaerobni a postradaji aerobni mitochondrii, maji pouze redukované mitochondridlni
derivaty, hydrogenosomy nebo mitosomy. Podle stavby buriky se rozlisuji unizoické (jeden
karyomastigont) a diplozoické (dva propojené karyomastigonty). Evoluce stavby jejich
bunky ztstava prozatim nevyfeSena. Pravé studium volné Zijicich diplomonad, kterym
dosud bylo vénovano malo pozornosti, pfitom miize pfispét k vyfeSeni tohoto problému.
Diplomonady jsou vyznamné i tim, Ze fada jejich zastupcti je sekundarné volné zijici.

Tato prace je zaméfena na fylogenezi a morfologii volné Zzijicich diplomonad. Diky
rozsahlé sbirce kultur se nam podafilo urcit celkem novych 65 sekvenci SSU rDNA pfevazné
volné Zzijicich zastupci fadu Diplomonadida. Fylogenetickd analyza ukdzala, Ze rody
Trepomonas, Hexamita a unizoické diplomonaddy nejsou monofyletické. Také zfejmé existuje
nékolik linii, které obsahuji jak endobiotické, tak volné zijici zastupce. Provedli jsme
podrobnou morfologickou studii izolatti rodt Trepomonas a Gyromonas. U rodu Hexamita
podrobna studie morfologie nebyla provedena kvtili metodickym obtizim. Podle literatury
jsme rozpoznali celkem ctyfi druhy rodu Trepomonas a jeden druh rodu Gyromonas.

U trepomonad jsme objevili skupinu izolatti, které jsme nebyli schopni urcit do druhu a které

ziejmé pfedstavuiji tfi nové druhy.

Kli¢ova slova: Diplomonadida, diplozoicky, Excavata, Gyromonas, Hexamita, karyomastigont,

Trepomonas, unizoicky.



Abstract

Order Diplomonadida belongs to the supergroup Excavata and comprises both free-living
and endobiotic protists. Until recently, research on diplomonads was focused mainly on
endobiotic representatives, particularly the parasite Giardia intestinalis, which has been the
object of interest of many studies. Diplomonads are anaerobic protists that lack aerobic
mitochondria. Instead, they possess reduced mitochodnrial derivates — hydrogenosomes or
mitosomes. According to the morphology, the diplomonads are divided into unizoic (single
karyomastigont) and diplozoic ones (doubled karyomastigont). Evolution of the cell
morphology of diplomonads still remains unclear, and a thorough study focused on free-
living diplomonads can help to elucidate this problem. Besides, the diplomonads are
interesting because many secondarily free-living representatives of this group exist.

This study is focused on the phylogeny a morphology of free-living diplomonads. We
determined 65 new SSU rDNA sequences, mainly from free-living diplomands. Phylogenetic
analyses showed genera Trepomonas and Hexamita as well as unizoic diplomonads non-
monophyletic. Also, several diplomonad lineages containing both free-living and endobiotic
species were recovered. We conducted a detailed study of morphology of two genera,
Trepomonas and Gyromonas. Morphological study of Hexamita was not possible because
of methodological difficulties. We determined four trepomonad and one gyromonad species
on the basis of available literature. We were unable to determine some of our Trepomonas

lineages, which may represent three novel species.

Key words: Diplomonadida, diplozoic, Excavata, Gyromonas, Hexamita, karyomastigont,

Trepomonas, unizoic.



1. Uvod a cile prace

Predlozena diplomova prace je zaméfena na volné Zijici zdstupce diplomonad
(Diplomonadida), ktefi byli, co do studovanosti, vzdy zastifiovani svymi parazitickymi
pfibuznymi. Nejzndméjsi diplomonadou je lidsky patogen Giardia intestinalis, prvok
charakteristického vzhledu zptsobujici prjmova onemocnéni. Rod Giardia ma mnoho
dalSich druht - vSechny jsou endobiotické a nejcastéjsimi hostiteli jsou ptaci a savci.
Napadaji vSak i dobytek, méné pak studenokrevné zivocichy. Ty napadaji mnohem castéji
zastupci rovnéz velmi zndmého parazitického rodu Spironucleus, se kterymi se potykal
mnohy akvarista. Naproti tomu studiu volné Zijicich diplomondad, které nezptisobuiji
zdravotni ani hospodafské problémy, se dosud vénovalo velmi malo pozornosti, ackoliv jsou
to v nejednom ohledu velmi zajimavi prvoci. Morfologické studie na volné Zzijicich
diplomonadach sice byly v minulosti provedeny, nicméné nikdy nebyly dany do souvislosti
s relevantni fylogenetickou analyzou — generovani molekularnich dat z téchto prvoku totiz
dosud nebylo vénovano zasadni tsili. Vzhledem k témto okolnostem neni jasné, zda jsou
popsané druhy vtibec platné, o vztazich mezi nimi nemluvé. Diavodt pro studium téchto
prvoku je pfitom vice nez dost. Kvtli pfesvédéeni, ze diplomonady na fylogenetickém
stromé eukaryot zaujimaji bazalni postaveni, a kvtli chybéjici aerobni mitochondrii spadaly
do dnes jiz neplatné fiSe Archezoa. VétSina zastupcti fadu Diplomonadida ma
pozoruhodnou zdvojenou morfologii, zbytek ma morfologii , standardni” — tento kontrast
spole¢né s dosavadnimi molekularnimi daty vytvari zdsadni otdzku, jak vlastné evoluce
morfologie diplomonad probihala. A jak je to se zptisobem zivota? Byly prvni diplomonady
parazitické, nebo volné Zijici?

Tyto a dalsi otazky vyvstavaji pfi blizsim nahledu na volné Zijici diplomonady. Aby
ale bylo mozné tyto otazky zodpovédét, je tfeba provést morfologické studie skupiny,
nasbirat molekularni data a provést fylogenetické analyzy. V této praci bude predlozena
kombinace morfologické a fylogenetické studie, kterd by méla osvétlit vnitini vztahy volné
zijicich diplomonad a pomoci tak k budoucimu vysvétleni vyse polozenych otdzek.

V této praci budou pouzivany nasledujici pocesténé nazvy:

Pro fad Diplomonadida: nazev diplomonady (femininum, genitiv pluralu ,diplomonad®).



Pro celed Enteromonadidae: nazev enteromonady (femininum, genitiv plurdlu
,enteromonad”).

Pro rod Trepomonas: nazev trepomonas (femininum, genitiv singularu ,trepomonady”).

Pro rod Hexamita: ndzev hexamita (femininum, genitiv singuldru ,, hexamity”).

Pro rod Gyromonas: nazev gyromonas (femininum, genitiv singuldru ,gyromonady”).

Pro rod Giardia: nazev giardia (femininum, genitiv singuldru , giardie”).

Cile prace:
1. Ziskat co nejvice izolatt volné zijicich diplomonad a dlouhodobé je kultivovat.
2. Provést morfologickou studii pomoci svételné mikroskopie.
3. Ziskat co nejvice sekvenci genu pro SSU rDNA.
4. Provést fylogenentickou analyzu.
5

Srovnat vysledky morfologické a fylogenetické studie.



2. Literarni prehled

2.1. Morfologie a ultrastruktura

2.1.1. Unizoické vs. diplozoické diplomonady

Diplomonadida jsou bicikovci, jejichz délka se pohybuje v rozmezi 5 — 35 um (Kudo, 1931;
Mylnikov, 1985). Nemaji klasickou mitochondrii (vice viz kapitolu Derivaty mitochondrii
diplomonad), postradaji Golgiho aparat a nemaji zadné povrchové Supiny ani schranku.
Burnky jsou nejcastéji hruskovitého tvaru (Kudo, 1931) nebo jsou zplostélé a maji ovalny nebo
lehce spirdlné zatoceny tvar. Diplomonady se déli podle stavby builkky na unizoické
a diplozoické (viz obr. 1) (Brugerolle & Miiller, 2000), pfi¢emz pfevazna vétsina druhti je

diplozoicka.

Obr. 1: Schéma stavby buriky unizoickych a diplozoickych diplomonad. A: unizoicky rod Enteromonas; B:
diplozoicky rod Hexamita; C: diplozoicky rod Giardia. afl — pfedni biciky, alfl — anterolateralni biciky, plfl —
posterolateralni bi¢iky, vfl- ventralni biciky, cfl — kaudalni/cytostomalni biciky, n — jadro, ct — cytostom, ad —
adhesivni disk. Podle Brugerolle and Miiller, 2000; Silberman et al., 2002.

Mezi unizoickymi a diplozoickymi diplomonddami jsou znacné rozdily ve stavbé
buniky. Bunky unizoickych diplomondd maji jedno jadro umisténé v predni éasti bunky

av zakladnim stavu maji ctyfi biciky (Brugerolle, 1975). Tfi jsou pohybové a sméiuji
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anterolaterdlné, jeden je zpétny a pohybuje se v cytostomalni ryze, pokud je vyvinuta. Pocet
bicikti se mezi rody rtizni. Rod Enteromonas ma ¢tyfi bazalni téliska a ctyfi biciky, rod
Trimitus ma ctyfi bazdlni téliska (jedno je holé) a tfi biciky (Brugerolle, 1986) a rod
Caviomonas ma pouze dvé bazdlni téliska (jedno je holé) a jeden (zpétny) bicik (Brugerolle
& Regnault, 2001). Rody Enteromonas a Trimitus maji cytostom, u rodu Caviomonas cytostom
sekundarné zanikl (Brugerolle & Regnault, 2001).

Diplozoické diplomonddy maji dvé jadra a dvé sady bicikti (Brugerolle, 1975).
Typicky maji ¢tyfi pary bicikti, ale néktefi zastupci jich maji méné — rod Trigonomonas ma tfi
pary bic¢ikt (Mylnikov, 1985) a rod Gyromonas jen dva pary (Seligo, 1886). Také usporadani
bicikti se mezi rody lisi. Rod Hexamita ma tfi pary volnych, do stran sméfujicich bicikti
ajeden par prochazejici skrz cytostomy. Rod Trepomonas ma jeden par volnych bicikti
sméfujicich do stran a tfi pary umisténé v cytostomalnich kapsach (Klebs, 1892). Délky
bic¢ikti se mohou mezidruhové lisit. Dvé jadra jsou vzdy umisténa v predni c¢asti bunky
ajejich tvar je razny. Napfiklad jadra rodu Hexamita jsou kulata a u rodu Trepomonas jsou
protazeného, az pllmésicového tvaru (Klebs, 1892). U bunék nékterych diplozoickych
diplomonad Ize nalézt dva trubicovité cytostomy (Brugerolle, 1975), které tsti na zadi bunky
a ve kterych se nachdzi po jednom zpétném biciku (rody Hexamita, Spironucleus). Tyto
cytostomy mohou byt modifikovany na Siroce oteviené kapsy (rod Trepomonas), které maji
razny tvar a délku (Klebs, 1892; Mylnikov, 1985), nebo nemusi byt viibec pfitomny (rody
Giardia, Octomitus, Brugerolleia) (Simpson, 2003). Buriky bez cytostomu se zivi pinocytdzou
(Brugerolle & Miiller, 2000). U zastupci rodu Giardia se vyvinula unikatni struktura —

neparovy prisavny ventralni disk, ktery slouzi k uchyceni na strevnim epitelu hostitele.

2.1.2. Struktura bic¢ikového aparatu

Protoze se vysledky predloZené prace ultrastruktury netykaji, je tato kapitola pojata pouze
jako stru¢ny nahled do ultrastruktury fadu Diplomonadida, slouzici pfedevsim pro utvoreni
predstavy o komplikovanosti vnitini stavby butiky diplozoickych diplomonad.

Bazalni téliska diplomonad jsou rozdélena do skupin — kinetid (Simpson, 2003).
Unizoické diplomonddy maji jednu kinetidu se ¢tyfmi nebo dvéma bazalnimi télisky.
Diplozoické diplomonady maji dvé protilehlé kinetidy, kazdd ma ctyfi bazalni téliska.

11
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Obr. 2: Postaveni bazalnich télisek a
priibéh mikrotubuldrnich kofent. 1 -3
- bazalni téliska prednich bicikid, R —

bazalni télisko zpétného biciku, N -

jadro, Snf - supranuklearni
mikrotubuly, Inf - infranuklearni
mikrotubuly, Inf’ - protéjsi
infranuklearni tubuly, Cf -
cytostomalni  mikrotubuly.  Podle

Brugerolle and Miiller, 2000.

S bazalnimi télisky jsou asociovany tfi mikrotubuldrni
koteny: supranukledrni, infranukledrni a cytostomalni
(Brugerolle & Miiller, 2000; Simpson, 2003).
Supranuklearni mikrotubuly, které jsou orientované
anteriornim smérem a podporuji cytoplazmatickou
membranu, zaéinaji v blizkosti bazdlniho téliska 1
(podle obr. 2) (Simpson, 2003). Vedle bazalniho téliska
zpétného biciku zadind cytostomadlni mikrotubuldrni
kofen (téz funis nebo pfimé vlakno), ktery sméfuje
posteriorné a je asociovan s cytostomalni ryhou nebo
trubici, pokud je pfitomna. Infranuklearni mikrotubuly
(téZ nepiimé vlakno) rovnéz zaéina pobliz predniho
bazalniho téliska 1 (vyjma roda Giardia, Octomitus,
Brugerolleia a Caviomonas) (Simpson, 2003) a vede podél
spodni strany jader na protilehlou stranu bunky, kde
podpird protéjsi jadro a pak se teprve oddéluje
a sméfuje posteriorné a podpird cytostom. Zpétny bicik
a cytostom jsou prakticky obklopeny asymetrickou

zihanou laminou tvaru U vznikajici v oblasti bazalnich

télisek (Sterud et al., 1997; Poynton et al., 2004). Ta se

rozsifuje na zadnim konci buriky do srdcovitého tvaru (na pficném fezu). Laminy obou

bicikti/cytostomti jsou usporadany do ztetelné biradidlni symetrie (Sterud, 1997).

Bazalni téliska unizoickych diplomonad jsou rozdélena do dvou part (Brugerolle,

1975) a jsou situovdna u ventrdlni strany jadra. S bazdlnimi télisky jsou asociované

supranukledrni mikrotubuly, subnukledrni mikrotubuly a dva mikrotubuldrni kofeny

podpirajici cytostom.
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2.2. Flagelarni transformace u parazita Giardia intestinalis

Bi¢ikovy aparat diplozoickych diplomonad
je vzhledem ke své slozitosti velmi
zajimavym pfedmétem studia. Podrobné
byl prostudovan biéikovy aparat druhu
Giardia intestinalis, a to jak jeho stavba, tak
procesy spojené s délenim buriky.

Bic¢iky druhu G. intestinalis se déli

podle své pozice a funkce na

Obr. 3: Bic¢ikovy aparat giardie. a — vychozi stav, i —

anterolaterdlni, posterolaterdlni, ventralni vysledny stav. Cervené: anterolaterdlni, zelend:
posterolateralni, modfe: ventralni, bile: kaudalni
akaudadlni  (Nohynkova et al, 2006).  picky. Podle Nohynkova et al., 2006,
V kazdé kinetidé (téz tetradé) bicikového
aparatu se nachdzeji bazdlni téliska od vSech ¢&tyf typt biéika. Podle hypotézy
semikonzervativni distribuce by se biciky mély pfi déleni buniky pouze rovhomérné rozdélit
mezi dcefiné buriky, které si pak zbylé bi¢iky samy dosyntetizuji (Cleveland, 1963 cit. podle
Nohynkova et al., 2006). Takto to ale u giardie neprobihd — tento mechanismus nevysvétluje,
jak je mozné, Ze se bic¢iky v ramci jedné bunky funkcné i strukturné lisi. Az pozdéji bylo
zjisténo, Ze bi¢iky mohou dozravat a jejich maturace pak trva déle, nez jeden bunéény cyklus
(Melkonian, 1991 cit. podle Nohynkova et al., 2006). Bi¢iky v priibéhu tohoto procesu migruji
— novéjsi biciky se presouvaji na misto starSich a zaujimaji i jejich morfologii a funkci. Tento
proces se nazyva flageldrni transformace a kromé jinych prvokt probihd také u parazita
Giardia intestinalis. Ukdzalo se ale, ze u tohoto prvoka dochdzi pfi déleni bunky ke
(Nohynkova et al., 2006). Mezi tetrddami totiZ dochdazi pfi déleni k vyméné bazalnich télisek
a finalni rozdéleni bi¢ikt mezi dcefinymi burikami je asymetrické. Pohyb bicikti byl sledovan
pomoci protilatek a bylo zjisténo, Ze jedna dcefind burika ziskala oba posterolateralni biciky,
druha oba ventralni biciky a kazdd po jednom anterolateralnim a jednom kaudalnim biéiku
(viz obr. 3). Poté dochazi k transformaci, kdy se posterolaterdlni a ventralni bi¢iky pfeméni
na anterolaterdlni a anterolaterdlni na kauddalni. Nakonec si dcefiné buniky dosyntetizuji

zbylé biciky. Nejnovéjsi (nejmladsi) jsou tedy dosyntetizované posterolaterdlni a ventralni
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biciky, nasleduji starsi anterolateralni bic¢iky a nejstarsi jsou bic¢iky kaudalni (Nohynkova et

al., 2006).

2.3. Derivaty mitochondrii diplomonad

Vsichni zastupci skupiny Diplomonadida jsou anaerobni ¢ mikroaerofilni. V dtisledku
zivota v prostfedi s nizkymi koncentracemi kysliku byla typickd aerobni mitochondrie
s kristami v evoluci redukovana. Jesté v relativné nedavné minulosti byla Diplomonadida
spole¢né s nékterymi dal$imi prvoky postradajicimi aerobni mitochondrii fazena do fiSe
Archezoa (Cavalier-Smith, 1983). Podle teorie se tyto organismy oddé€lily od ostatnich
eukaryot jesté pfed endosymbiotickou udalosti, ktera vedla kziskani mitochondrie.
Fylogeneticka data teorii podporovala — jednotlivé linie fazené mezi Archezoa se totiz
vétvily parafyleticky na bazi eukaryotického stromu (napf. Sogin et al., 1989). Pozdéji se
nicméné bazalni postaveni prislusnych skupin ukazalo byt artefaktem pfitahovani dlouhych
vétvi (Philippe & Germot, 2000; Philippe et al., 2000; Hampl et al., 2009).

Teorie Archezoa byla postupné vyvracena. V pritbéhu 90. let 20. stoleti se objevily
studie, které poukazovaly na pritomnost genti pro mitochondridlni proteiny u rtiznych
zastupct archezoi, naptfiklad u skupin Parabasalia a Microsporidia (Roger et al., 1996; Hirt
et al., 1997). Brzy poté byl u domnélych archezoi, konkrétné u druhu Entamoeba histolytica,
nalezen prvni redukovany mitochondridlni derivat (Tovar et al., 1999). Ve skutecnosti byly
hydrogenosomy u trichomondad znamé uz o vice nez dvacet let diive, tehdy se ale nevédélo,
ze se jednd o redukovany derivat mitochondrie (Lindmark & Miiller, 1973). Dnes je jiZ jasné,
ze redukované derivaty mitochondrii mé vétSina skupin fazenych do fiSe Archezoa — pouze
u skupiny Preaxostyla je jejich existence dosud sporna (Hampl et al., 2008).

U fadu Diplomonadida se vyskytuji dva typy z mitochondrie odvozenych organel
(MRO - mitochodrion-related organelles) — hydrogenosomy a mitosomy. Hydrogenosomy
obecné jsou méné redukovanou variantou MRO - jsou vétsi, uicastni se metabolickych
procestt v burnice a produkuji molekularni vodik a ATP (Miiller, 1993). Mitosomy jsou
redukovanéjsi — jsou mensi a nepodileji se na energetickém metabolismu buriky (Tovar et al.,
1999). V souvislosti se ztratou funkci a drah spojenych s aerobnim metabolismem ztratily

tyto MRO struktury typické pro mitochondrii — kristy — a také se zmensila jejich velikost
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(méné v pfipadé hydrogenosomu, vice v pfipadé mitosomu). Rovnéz byl u obou organel
¢astecné nebo zcela redukovan genom (Gray, 2012).

V tfadu Diplomonadida byla MRO poprvé objevena u viibec nejvice studovaného
zastupce — stfevniho parazita Giardia intestinalis. Nejprve byla prokdzana pfitomnost
mitochondridlnich proteinti (Roger et al., 1998; Tachezy et al., 2001) a poté byla pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie prokazéana jejich lokalizace v mitosomu (Tovar et al., 2003).
Pozdéji bylo zjisténo, Ze rovnéz rod Spironucleus ma MRO — poprvé byl derivat mitochondrie
objeven u druhu Spironucleus vortens (Millet et al., 2013). Nebylo ovSem zfejmé, zda se jedna
0 hydrogenosom ¢i mitosom. Zahy byla MRO objevena i u druhu Spironucleus salmonicida

(Jelstrom-Hultquist et al., 2013) a byla urcena jako hydrogenosom.

2.4. Postaveni fadu Diplomonadida mezi eukaryoty

Ré4d Diplomonadida spadé do Fi$e Excavata, konkrétné do skupiny Fornicata. Fornicata pak
v ramci exkavat patfi mezi Metamonada. Kromé skupiny Metamonada patfi mezi Excavata
dalsi dvé linie prostist: Discoba a Malawimonas (Adl et al.,, 2012). Excavata byla ptivodné
charakterizovana pouze s pouzitim morfologickych znakt (Simpson & Patterson, 1999).
Hlavnim znakem této skupiny je pritomnost bfisni ryhy, kterd je podpofena
charakteristickym cytoskeletem. V této ryze se nachdzi cytostom a prochdzi ji zpétny bicik
s ploutvickami, ktery pohybem vytvaii proud vody privadéjici k cystostomu potravu
v podobé bakterii. Prvni taxony, které byly oznacené jako exkavatni, maji tyto typické znaky
— patfi mezi né rody Carpediemonas, Malawimonas a Trimastix a ddale skupiny Jakobida,
Diplomonadida, Retortamonadida a Heterolobosea. Existuji ale i zastupci, ktefi bfisni ryhu
postradaji a k jejichz zafazeni mezi Excavata doslo az diky molekuldrné fylogenetickym
analyzam (Simpson, 2003).

Metamonada jsou kromé fornikat tvofena jesté skupinami Parabasalia a Preaxostyla
(Cavalier-Smith, 2003). Vsichni zastupci této skupiny jsou anaerobni ¢i mikroaerofilni prvoci,
u kterych byla v pribéhu evoluce transformovana klasickd mitochondrie na anaerobni
derivat. Metamonada byla vytvofena jiz v roce 1952, kdy pod timto ndzvem Grassé sjednotil
vétsinu zooflagelatti (tj. heterotrofnich bic¢ikovcti) se ¢tyfmi a vice bi¢iky (Grassé, 1952). Toto

pojeti ziistalo viceméné zachovano, casem pouze piibyl fad Diplomonadida a skupina
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organismtt oznacovanych jako Carpediemonas-like organisms (CLOs) (Kolisko et al., 2010).
Vtomto slozeni byla Metamonada podpofena molekuldrné fylogenetickymi studiemi
(Hampl et al., 2005). Metamonady byly v evoluci ptivodné ctytbicikaté organismy se ¢tyfmi
bazalnimi télisky (Cavalier-Smith, 2003), tfemi pfednimi a jednim zpétnym - tento stav
Cavalier-Smith nazyva ,prava tetrakontie”. Dnesni Metamonada maji nicméné bicikil
vétsinou vice. Napiiklad u diplomonad doslo k duplikaci karyomastigontt, ale vyjimkou
nejsou ani zastupci s jeSté mnohem vyssim poctem bicikti (vétSinou u skupiny Parabasalia).
Naopak karpediemonady jsou dvoubicikaté, ale na ultrastrukturdlnich studiich byla
pozorovana ctyti (Park et al., 2009; Yubuki et al., 2013), tfi (Simpson & Patterson, 1999) nebo
dveé bazalni téliska (Yubuki et al., 2007).

Fornicata jsou tvofena kromé diplomondd jesté fddem Retortamonadida a jiz
zminénymi karpediemonddami (Simpson, 2003) (pozdéji CLOs). Synapomorfii fornikat je
specificky klenuta B-fibrila, jedna z nemikrotubuldrnich fibril mastigontu (Simpson &
Patterson, 2001), ktera nicméné u diplomonad v evoluci sekundarné zanikla (Simpson, 2003).
Monofylie fornikat byla potvrzena ve vice fylogenetickych analyzach (Kolisko et al., 2008;
Kolisko et al., 2010; Takishita et al., 2012). Diplomonadida jsou ovSem jedina Fornicata, ktera
jsou monofyletickd — Retortamonadida se ukazala byt polyfyleticka (Cepicka et al., 2008)
a CLOs jsou parafyletické (Takishita et al., 2012). Tataz studie také ukazala, Ze nejbliz§imi
pfibuznymi fadu Diplomonadida jsou rody Retortamonas (Retortamonadida) a Dysnectes

(CLOs).

2.5. Fylogeneze diplomonad

Fylogenetické vztahy uvnitf fadu Diplomonadida nejsou vyfeseny, ackoliv na toto téma bylo
v minulosti publikovdno nemalo studii. Na zakladé analyzy sekvenci genu pro SSU rRNA
rodu Retortamonas byla dokonce zpochybnéna monofylie fadu Diplomonadida (Silberman et
al., 2002). V této studii se rod Retortamonas vétvil jako sestersky rodu Giardia a z tadu
Diplomonadida se tak stal parafyleticky taxon. Statistickd podpora této pozice retortamonad
byla ovSem velmi nizkd. I kdyz se podobné vysledky (rovnéz s nizkou podporou) objevily
jesté v nékolika dalSich studiich (napf. Kolisko et al., 2005), pozdéjsi multigenova analyza

nakonec ukdzala Diplomonadida jako monofyletickou skupinu (Takishita et al., 2012).
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Obr. 4: Fylogeneticky strom zalozeny na konkatenatu genti pro SSU rRNA, a-tubulin a HSP90. Hodnoty v
uzlech: bootstrap/posteriorni pravdépodobnost. Podle Kolisko et al., 2008.

Diplomonadida byla podle morfologie rozdélena na dvé celedi: Cceled
Enteromonadidae (s rody Enteromonas, Caviomonas a Trimitus), ktera zahrnuje vsSechny
unizoické diplomonady, a celed Hexamitidae, do které spadaji diplozoické diplomonady
akterd byla dale rozdélena do dvou podceledi. Tyto podceledi byly rozliSeny podle
pritomnosti ¢i nepfitomnosti cytostomt a byly pojmenovany Giardiinae (s rody Giardia,
Octomitus a Brugerolleia; bez cytostomt) a Hexamitinae (s rody Spironucleus, Hexamita,
Trepomonas, Trigonomonas a Gyromonas; s cytostomy) (Kulda & Nohynkova, 1978). Ackoliv je
toto rozdéleni logické, fylogenetické analyzy pozdéji ukdzaly, Ze neni zcela spravné.
Rozdéleni podle cytostomti na Giardiinae a Hexamitinae ztstalo zachovano a bylo

potvrzeno fylogenetickymi analyzami (napt. Kolisko et al., 2005; Jorgensen & Sterud, 2007),
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mezi témito dvéma skupinami je nejstarsi vétveni fylogenetického stromu diplomonad.
Enteromonady se nicméné ukézaly byt znaéné problematickou skupinou. Celed
Enteromonadidae byla totiz nejdfive na zdkladé 23 morfologickych a ultrastrukturalnich
znak klasifikovana jako parafyletickd skupina na bazi fylogenetického stromu diplomonad
(Siddall et al., 1992). Z této pozice vyplynulo samoziejmé piesvédceni, Zze Enteromonadidae
se svou unizoickou bunkou piedchazeji v evoluci diplozoickym diplomonadam, které
vznikly pouze jedenkrat v evolucni historii. Prvni argumenty proti tomuto ndzoru se
objevily ve fylogenetické studii zalozené na 71 morfologickych znacich (Simpson, 2003),
kterd unizoické diplomonady zafadila na bazi skupiny Hexamitinae (také jako parafylum,
vtom se obé studie shoduji). Do problému nakonec vnesla svétlo prvni molekularné-
fylogenetickd studie zahrnujici unizoické diplomondady rodu Trimitus, ktera byla provedena
na genu pro SSU rRNA (Kolisko et al., 2005). Ta teorii vzniku diplozoickych diplomonad
z unizoickych jedenkrat v evoluéni historii zpochybnila. Ukdzalo se, Ze unizoické
diplomonady nespodivaji na bazi fylogenetického stromu, ale fadi se dovnitt skupiny
Hexamitinae (Kolisko et al., 2005), konkrétné do blizkosti volné Zzijicich rodti Trepomonas
a Hexamita. Pozice unizoickych diplomondad uvnitf Hexamitinae byla velmi dobfe podpofena
a byla posléze potvrzena diky studii zaloZené na tfech genech (viz obr. 4), kterd navic
souhlasila se studiemi pfedchazejicimi té z roku 2005 v tom, Ze unizoické diplomonady
nejsou monofyleticka skupina (Kolisko et al., 2008). Kromé rodu Trimitus a Enteromonas byly
do této studie pfidany dalsi — dosud nepopsané — izolaty unizoickych diplomonad oznacené
PSEUD a PYX, které tvori samostatnou linii. Na fylogenetickém stromé si tyto tfi skupiny
unizoickych diplomondd nebyly blizce pfibuzné — vétvily se nezavisle v ramci skupiny
Hexamitinae (viz obr. 4). V ramci skupiny Hexamitinae netvoii monofylum ani endobioticky
rod Spironucleus, ktery je parafyleticky. Fylogeneticka analyza genu pro SSU rRNA rozdélila
tento rod na tfi vétve, které se mohly vyvinout oddé€lené v hostitelich v mofi, ve sladkych
vodach a na sousi (Jergensen & Sterud, 2007). S vysokou statistickou podporou se vytvorila
oddélena vétev rodu Spironucleus sesterskd vsem ostatnim Hexamitinae. Do této vétve
spadaji druhy S. salmonicida, S. barkhanus a S. torosa. Druhou oddélenou skupinu vytvorily
druhy S. vortens a S. salmonis. Do tfeti skupiny pak patii rody S. muris a S. meleagridis (viz

obr. 5). Tato skupina se méla v kazdé ze dvou analyz této studie jinou pozici. Vyssi
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Obr. 5: Fylogeneticky strom vytvofeny metodou maximalni parsimonie (MP) a minimalni evoluce (ME).
Zalozen na genu pro SSU rRNA. Hodnoty v uzlech: bootstrap MP/bootstrap ME. Podle Jorgensen & Sterud,
2007.

statistickou podporu méla pozice sesterska vétvi tvorené rody Trepomonas a Hexamita
a unizoickymi diplomonadami.

Skupina Giardiinae je tvofena tfemi endobiotickymi rody. Nejvétsi a nejznaméjsi je
rod Giardia. Druhym rodem je Octomitus a tfeti rod Brugerolleia je tvofen jedinym druhem
B. algonquinensis. Octomitus sdili spolecné znaky jak s rodem Giardia (chybéjici cytostomy,
holé axonemy zpétnych bicikli v cytoplazmé), tak s rodem Spironucleus (pozice bazalnich
télisek), ktery ndlezi do skupiny Hexamitinae. Celkové je ale Octomitus mnohem méné
odvozeny nez Giardia (Keeling & Brugerolle, 2006). Studie Keeling & Brugerolle, 2006 byla
prvnim dtikazem zalozenym na molekularnich datech, Ze Octomitus je blizce pfibuzny rodu
Giardia aze skupina Giardiinae je monofyletickd. Z rodu Brugerollein zatim nejsou

molekuldrni data, ale je povazovana za blizce pfibuznou rodu Octomitus (Desser et al., 1993).

19



2.6. Evoluce stavby bunky

Jak jiz bylo feceno, teorie vyvoje diplozoickych diplomondd z unizoickych jedenkrat
v evolucéni historii byla zpochybnéna fylogenetickymi analyzami. Jaka je tedy soucasna
predstava o evoluci stavby buriky?

Nabizeji se dvé odlisné varianty priitbéhu evoluce stavby buriky diplomondad. V prvni
z nich se diplozoické diplomonady vyvinuly z unizoického pfedka mnohokrat nezavisle na
sobé (pétkrat az sedmkrat) (Kolisko et al., 2008). Jako mechanismus pfemény buriky byla
navrzena heterochronie (Siddall et al., 1992; v této studii nicméné jesté byly unizoické
diplomonddy povazovany za bazdlni), tedy desynchronizace relativniho nacasovani
karyokineze a cytokineze vudi sobé. V tomto pfipadé by se jednalo o karyokinezi bez
cytokineze. Heterochronie ale mtize byt mechanismem pfemény buriky i v druhé varianté
evoluce, kdy by unizoické diplomonady vznikly reduktivnim vyvojem z diplozoickych
zastupcli (nejméné tiikrat). Zde by se ale jednalo naopak o cytokinezi bez karyokineze
(Kolisko et al., 2008). Pro vznik unizoického prvoka z diplozoického ovSem kromé
heterochronie existuje jesté druhy mechanismus pfemény. Je jim splynuti jader v diplozoické
burice, pricemz zanika jeden karyomastigont (Kolisko et al., 2008).

Bude tfeba dalsich studii, aby bylo mozné objasnit, jak evoluce morfologie buriky
u diplomondd probihala. Vzhledem ke zdvojené stavbé burky je nepochybné, Ze propojeni
karyomastigontti a bi¢ikovy cyklus pfi déleni buriky jsou komplikované. Studie procesu
déleni burlkky a s nim spojenymi pohyby bi¢ikéi na druhu Giardia intestinalis to ostatné
dokazuje (Nohynkova et al., 2006). Obé navrzené varianty evoluce stavby burky se proto
jevi jako znaéné problematické. Nutno ale podotknout, Ze zminéna studie na giardii je zatim

jedind na toto téma u fadu Diplomonadida a jeji vysledky proto nelze zobecnit na cely fad.

2.7. Evoluce zptuisobu Zivota

Diplomonadida maji jak volné zijici, tak endobiotické (komenzalni i parazitické) zastupce. Je
tedy nasnadé otazka, jak v této skupiné probihala evoluce zptisobu Zivota.
Vzhledem ke znacnému mnozstvi adaptaci, které endobioticky zptisob zivota burnce

e

nutné prinasi, se zda jako nejpfirozenéjsi postup vyvoje od volné Zijictho prvoka
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k endobiotickému (Siddall et al., 1993). Uz fylogenetické studie zaloZené na morfologickych
znacich provedené pred nastupem molekularni fylogenetiky — jakkoliv si v jinych ohledech
odporovaly — se shodly na tom, Ze na bazalni pozice stromu diplomonad patfi endobiotické
rody (Siddall et al., 1992; Simspon, 2003). Molekularni data pozdéji potvrdila, Ze tomu tak
skutecné je (Kolisko et al., 2005; Kolisko et al., 2008), i kdyZz na bazi zatadila jiné skupiny.
Z téchto poslednich analyz je zfejmé, ze u diplomonad existuji sekundarné volné zijici linie.
Jsou to rody Hexamita, Trepomonas, a dokonce byly nalezeny volné Zijici unizoické
diplomonady — konkrétné rodu Trimitus (Kolisko et al., 2008). Budou ovSem potfeba dalsi

fylogenetické a morfologické studie, aby bylo mozno proces navratu z vnitiniho prostfedi

do vné&jsiho objasnit.

2.8. Taxonomie fadu Diplomonadida

Diplozoické diplomonady byly poprvé sjednoceny do spoleéného taxonu jiz na konci
19. stoleti (Klebs, 1892) a byly pojmenovany Distomata. Az pozdéji byl zaveden nazev
Diplomonadida (Wenyon, 1926). V pocatcich byly zafazeny do této skupiny nasledujici,
prevazné volné zijici rody: Trigonomonas, Hexamitus, Trepomonas a Urophagus (Klebs, 1892).
Posledni ze jmenovanych rodti byl ale uz v prvni poloviné 20. stoleti odmitan (viz nize)
a postupem casu byly mezi Diplomonadida zatazeny dalsi rody: Gyromonas, Lamblia, Giardia,
Octomitus, Spironucleus, Brugerolleia a unizoické rody Enteromonas, Trimitus a Caviomonas.

Rod Lamblia v soucasné dobé neni pouzivan, vSechny jeho druhy byly pfefazeny
do rodu Giardia. Jako prvni byl popsan rod Giardia — poprvé tento nazev pro rod pouzil
Kunstler v roce 1882, kdyz nazval prvoka (nalezeného v pulci) Giardia agilis (Adam, 2001).
Vroce 1888 nicméné Blanchard vytvoril rod Lamblia pro prvoka Lamblia intestinalis
napadajiciho ¢lovékaOdbornici se vSak pfiklonili k tomu, ze druhy Giardia agilis a Lamblia
intestinalis by mély patfit do jednoho rodu, pficemz proritu ma rodové jméno Giardia. Proto
Stiles (1902) ptefadil druhy rodu Lamblia do rodu Giardia (Adam, 2001).

NiZe je uveden taxonomicky pfehled do trovné rodu. Ke kazdému rodu je pfipojen
struény popis, typovy druh a seznam dal$ich druhti. Pfi popisu byl kladen dtiraz zejména na
volné zijici zastupce, kterymi se tato prace zabyva. Uvedeny taxonomicky systém je podle
studie Kulda a Nohynkova, 1978.
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Rad: Diplomonadida Wenyon, 1926
Celed: Hexamitidae Kent, 1880

Podceled: Hexamitinae Kulda a Nohynkova, 1978
Do této skupiny patii vétSina volné zijicich zastupcti fadu Diplomonadida, jsou zde ale
irody cisté (Spironucleus) nebo caste¢né endobiotické (Hexamita, Trigonomonas). Urcujicim

znakem této podceledi je pfitomnost dvou cytostomti (Kulda a Nohynkov4a, 1978).

Trepomonas Dujardin, 1841

Vsichni zastupci tohoto rodu jsou volné zijici. Buriky maji vejéity az kuzelovity tvar, jsou
zplostélé a na obou koncich zaoblené (Klebs, 1892). Délka bunék se pohybuje v rozmezi 7 -
30 pm (Klebs, 1892; Mylnikov, 1985). Po stranach bunék se nachazeji dvé protilehlé kapsy
slouzici k pfijmu potravy. Tvar a délka téchto kapes jsou druhové specifické. Prafez téla je
vétSinou esovity. Trepomonddy maji ¢étyfi pary bicikt, vybihajici od horniho konce
postrannich kapes — bud je jeden par dlouhy a tfi kratsi, nebo dva pary dlouhé a dva kratsi
(Mylnikov, 1985). Kratsi biciky jsou uloZeny v kapsach. Buniky pfi pohybu sméfuji vpred se

vvvvvv

rodu.

Typovy druh: Trepomonas agilis Dujardin, 1841. Klebs (1892) rozlisil podle velikosti tfi variety
tohoto druhu: T. agilis var. simplex, T. agilis var. communis a T. agilis var. angulatus. Velikosti
odpovida originalnimu popisu z roku 1841 varieta communis. Casem byly tyto variety
uznany jako samostatné druhy (Mylnikov, 1985) a nazev Trepomonas agilis samotny byl
odsunut do pozadi. V soucasné dobé je nazev Trepomonas agilis pouzivan, druh T. communis
je povazovan za synonymum (Bernard et al., 2000). Na zdkladé méfeni i varieta simplex
povazovana za synonymum T. agilis (Bernard et al.,, 2000). Pro odliSeni ¢i synonymizaci

variety angulatus bude potfeba vice morfologickych dat.

Dalsi druhy: Trepomonas steinii Klebs, 1892; Trepomonas rotans Klebs, 1892; Trepomonas
latecapitata Skuja, 1956.
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Hexamita Dujardin, 1841

Jedna se o rod s volné Zijicimi i endobiotickymi zastupci. Buriky jsou ovalné az podlouhlé,
malo zplostélé a pfedni konec je zaobleny (Klebs, 1892). Jsou 10 — 35 um dlouhé (Mylnikov,
1985). Po strandch bun€k jsou pfitomny dva trubicovité cytostomy. Dujardin popsal u tohoto
druhu pouze Sest bic¢ikt: dva pary sméfujici vpfed a jeden par vzad (Dujardin, 1841). Ve
skutecnosti ma tento rod bicikii osm (Klebs, 1892). Na pfednim konci se nachazi tii pary
bi¢iktt usporddané do dvou skupin, v kazdém z protilehlych cytostomt pak lezi jeden
zpétny bicik. Buniky se pohybuji rychle pfimo vpred a lehce pfitom rotuji. Na rozdil od rodu

Trepomonas nelze zplisob pohybu pouZit jako determinaéni znak.
Typovy druh: Hexamita inflata Dujardin, 1838.

Dalsi druhy: Volné Zijici (podle Lee, 2006): Hexamita angusta Klebs, 1892; Hexamita caudata
Skuja, 1939; Hexamita crassa Klebs, 1892; Hexamita eurykephale Skuja, 1956; Hexamita fissa
Klebs, 1892; Hexamita furcata Zhukov, Mylnikov & Moiseev, 1976, Hexamita fusiformis Klebs,
1892; Hexamita gyrans Stokes, 1887; Hexamita mutabilis Zhukov et al. 1978; Hexamita minor
(Tschernov, 1950), Mylnikov 1985; Hexamita pusilla Klebs, 1892; Hexamita rostrata Stein, 1878;
Hexamita tremelloranis Skuja, 1939; Hexamita truncata Stokes, 1888. Endobiotické: napf.

Hexamita nelsoni Schlicht & Mackin, 1968.

Urophagus Klebs, 1892

Vejcité podlouhlé télo, podobné rodu Hexamita (Klebs, 1892; Kudo, 1931). Buriky jsou dlouhé
16 — 25 pum a maji osm bicikt - tfi pary vpfedu, jeden v ryhach po stranach (Klebs, 1892). Rod
Urophagus se odliSuje od rodu Hexamita pritomnosti pouze jednoho cytostomu na zadnim
konci buriky, kde jsou dva malé vyrtstky (Klebs, 1892). Diky této odlisnosti byl zaveden
samostatny rod pro jediny druh. Tento rod byl nicméné pfijiman skepticky (Wenyon, 1926) —
ohledné pozice cytostomu (a navic jediného) vladly znacné pochybnosti. Postupné ptibylo
do rodu nékolik dal$i druhti (viz nize), ale nakonec rodové jméno prestalo byt uznavano

a vSechny druhy byly prefazeny do rodu Hexamita (Mylnikov, 1985).

Typovy druh: Urophagus rostratus (Stein, 1878) Klebs, 1892. Pavodné Hexamita rostrata.
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Dalsi druhy (pouze vybrané priklady): Urophagus minor Tschernov, 1950, Urophagus caudatus
Skuja, 1939. Oba druhy jsou dnes fazeny do rodu Hexamita.

Spironucleus Lavier, 1936

Obligatné endobioti¢ti prvoci, napadaji Siroké spektrum obratlovcd, zejména vsak ryby.
Vzhledové jsou podobni rodu Hexamita, odliSuji se tvarem jader, pozici bazdlnich télisek
vzhledem k jadrtim, pozici zpétného biciku vzhledem k jadrim a dalS$imi znaky (viz
Poynton et al., 2004). Do tohoto rodu byl na zakladé ultrastrukturalni studie pfefazen casty
parazit ryb Hexamita salmonis, ktery byl synonymizovan s druhem Octomitus salmonis a

prejmenovan na Spironucleus salmonis (Poynton et al., 2004).
Typovy druh: Spironucleus elegans Lavier, 1936.

Dalsi druhy (pouze vybrané ptiklady): S. barkhanus Sterud, Mo & Poppe, 1997; S. salmonicida
Jorgensen & Sterud, 2006; S. torosa Poynton & Morisson, 1990; S. vortens Poynton et al., 1995.
(Sterud, Mo & Poppe, 1997; Jorgensen & Sterud, 2006; Poynton & Morrison, 1990; Poynton et
al., 1995).

Gyromonas Seligo, 1886
Jedna se o volné Zijici prvoky. Bunky jsou zplostélé a lehce spiralné zatocené (Seligo, 1886).
Délka se pohybuje v rozmezi 6 — 10 pm. Maji ¢tyfi biciky rozdélené do dvou part vychazejici

ze zaoblenych piednich rohti buriky. Cytostomy nebyly pozorovany (Kudo, 1931).
Typovy druh: Gyromonas ambulans Seligo, 1886.

Dalsi druhy: Gyromonas salinus Ruinen, 1938.

Trigonomonas Klebs, 1892
Tento rod obsahuje volné Zzijici i endobiotické zastupce. Burky jsou trojuhelnikovité, vpfedu
Siroké a zaoblené, vzadu zaspicatélé, celé silné zplostélé (Klebs, 1892). Tvar téla muze byt

proménlivy, ale vraci se do trojuhelnikové formy. Délka je 24 — 33 um (Klebs, 1892).
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U kazdého ze dvou piednich rohti buniky se nachazi tfi bi¢iky rtiznych délek. Nejdelsi bicik
je dlouhy jako butika, nejkrati je asi polovi¢ni. Zadny bi¢ik nesméfuje p¥imo dozadu. Buriky

maji dva podlouhlé cytostomy (Mylnikov, 1985). Pfi pohybu rotuje kolem podélné osy téla.
Typovy druh: Trigonomonas compressa Klebs, 1892.

Dalsi druhy (pouze vybrané piiklady): T. diplostomum Marx, 1927; T. inflata Skuja, 1956; T.

intermittens Skuja, 1956.

Podceled: Giardiinae Kulda & Nohynkova, 1978
VSichni zastupci této skupiny jsou endobioticti, neziidka paraziticti prvoci. Tato podceled
byla odliSena na zakladé nepfitomnosti cytostomti (Kulda a Nohynkova, 1978), buriky se zivi

pinocytdzou.

Giardia Kunstler, 1882
Obligatné endobioticti prvoci. I patogenni druhy, napadaji obratlovce (Wenyon, 1926).
Poprvé tento druh spatfil Antony van Leeuwenhoek jiz v roce 1681. Apomorfii rodu je

prisavny disk na ventralni strané buriky.
Typovy druh: Giardia agilis Kunstler, 1882

Na zakladé morfologie a fylogenetickych analyz byl rod Giardia rozdélen na ctyfi druhové
skupiny: Giardia agilis, G. intestinalis, G. microti a G. muris (Kulda & Nohynkova, 1978; Feely,
1988 cit. podle Monis et al., 1999; Filice, 1952 cit. podle Monis et al., 1999).

Octomitus Prowazek, 1904
Rod vnéjsim vzhledem podobny rodu Hexamita. Buriky ale nemaji cytostomy. Zastupci

tohoto rodu jsou endobioticti (Kudo, 1931).
Typovy druh: Octomitus intestinalis Prowazek, 1904.

Dalsi druhy (pouze vybrané priklady): Octomitus dujardinii Dobell, 1909; Octomitus elongatus

Marques da Cunha & Muniz, 1925.
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Brugerolleia Desser, Hong, Siddall & Barta, 1993
Endobioticky prvok nalezeny v krvi zab (Desser et al., 1993). Burika ma ctyfi pary bicikl
vychdazejicich z pfedni ¢asti bunky. Jeden par biciku je zpétny, kazdy ze zpétnych bicika je

asociovany s trychtyfovitou strukturou.

Typovy druh: Brugerolleia algonquinensis Desser, Hong, Siddall & Barta, 1993. Jediny druh

tohoto rodu.

Celed: Enteromonadidae Brugerolle, 1975

Brugerolle v roce 1975 popsal podcéeled unizoickych diplomonad a mnazval ji
Enteromonadina. Tato podceled byla pozdéji povysSena na celed Enteromonadidae (Kulda &

Nohynkova, 1978).

Enteromonas da Fonseca, 1915

e

Jedna se o obligatné endobiotické prvoky, zijici ve stfevé obratlovcti. Buniky maji ¢tyti biciky
— tfi se pohybuji volné anterolaterdlnim smérem a jeden je uloZeny ve ventrdlni ryze

a sméfuje vzad (Brugerolle, 1975).
Typovy druh: Enteromonas hominis da Fonseca, 1915.

Dalsi druhy (pouze vybrané ptiklady): Enteromonas caviae Lynch, 1922; Enteromonas fonsecai

Yakimov, 1923; Enteromonas lagostomi Cunha & Muniz, 1927.

Trimitus Alexeieff, 1911
Tento rod ma endobiotické i volné Zijici zastupce (Kolisko et al., 2005). Burika mé pouze tfi

biciky.
Typovy druh: Trimitus motellae Alexeieff, 1911.

Dalsi druhy (pouze vybrané piiklady): Trimitus trionici Knowles & Gupta, 1930; Trimitus

parvus Grassé, 1932.
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Caviomonas Nie, 1950
Endobioticky rod. Burika ma pouze jeden bicik a jedno holé bazalni télisko (Brugerolle &

Regnault, 2001). Cytostom chybi.
Typovy druh: Caviomonas mobilis Nie, 1950.

Dalsi druhy: Caviomonas frugivori Navarathnam, 1970.
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3. Metodika

3.1. Sbér vzorku

Vzorky pro kultivaci byly sbirany pievazné na sladkovodnich stanovistich, pouze
v ojedinélych piipadech se jednalo o vody brakické. Ve vzorcich moiskych sedimenti
Diplomonadida nebyla pozorovana. Do 15ml nebo 50ml polypropylenovych zkumavek byl
odebiran anoxicky sediment bohaty na organickou slozku tak, aby ve zkumavce zbylo
minimum vzduchu. Pomér sedimentu a vody ve zkumavce se obvykle pohyboval kolem 1:1.

Kultury pak byly vzdy nejpozdéji do ctyt tydnti pfepraveny do laboratofe a kultivovany.

3.2. Kultivace

Ze sebranych vzorkt bylo odebrano pfiblizné 1 — 2 ml sedimentu, které byly inokulovany
do 9 ml ATCC 802 média, 3% LB média nebo do 10 ml brakického média. Prvni pasazovani
nové kultury bylo provedeno po 14 dnech, nasledujici pak vzdy po 7 dnech. Ze dna
zkumavky byl odebran cca 1 ml sedimentu, ktery byl inokulovan do ¢istého média. Pokud
bylo sedimentu vice nez 1 ml, byl pfenesen do nové zkumavky vsechen. Pokud nebyl vzorek
po deseti pasazich pozitivni na diplomonady, kultivace byla ukoncena. Kultivace probihala

v temnu pfi pokojové teploté.

3.2.1. Slozeni a ptiprava kultiva¢nich médii

Vsechna média byla pfed pouzitim sterilizovana v autoklavu (20 minut pti 121 °C) a posléze
skladovana v lednici pfi 4 °C. Pfed pouzitim byla sterilné rozplnéna do 15ml kénickych
polypropylenovych zkumavek po 9 ml (ATCC 802 a 3% LB) nebo 10 ml (ATCC 1525

a brakické médium).

Sonnebornovo parameciové médium (ATCC 802)
Slozeni: ® Cereal Grass Media (ScholAR Chemistry, USA; Ward's science, USA)
e Na:HPOu4

e destilovana voda
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Priprava: Do 1000 ml destilované vody bylo vsypano 2,5 g Cereal Grass Media a smés byla
privedena k varu. Po 5 minutach vareni byla smés odstavena a po ochlazent filtrovana pfes
filtracni papir. Roztok byl nakonec doplnén destilovanou vodou do 1000 ml celkového

objemu a bylo do néj pfidano 0,5 g Na2HPO..

Umeéla morska voda (ASW)
SlozZeni: ® NaCl

* MgCl> . 6H20

e CaCl>. 2H20

* KCI

* MgSO. . 7H20

¢ NaHCO:s

¢ destilovana voda
Priprava: Aby se piedeslo vysrazeni soli, byla uméld motska voda pfipravovana ve tfech
oddélenych roztocich. Roztok A byl pfipravovan z 24,72 g NaCl, 4,66 g MgCl. . 6H20,
1,36 g CaCl> . 2H20 a 0,68 g KCl, do 300 ml destilované vody. Roztok B byl pfipravovan
2629 g MgSOs . 7H:O, do 100 ml destilované vody. Roztok C byl pfipravovan
2 0,18 g NaHCO:s, do 100 ml destilované vody.

Moftské Sonnebornovo parameciové médium (ATCC 1525)
Slozeni: ® NaCl
* MgClz. 6H20
e CaCl. 2H:0
* KCI
* MgSOs . 7H20
* NaHCO:s
* Cereal Grass Media (ScholAR Chemistry, USA)
¢ destilovana voda
Ptiprava: Sterilné bylo smichdno 0,5 1 umélé motské vody (ASW) a 0,5 1 2x koncetrovaného

ATCC 802 média bez pridaného NazHPOu.
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Brakické 802 médium

SloZeni a pfiprava: Brakické médium je smési médii ATCC 802 a ATCC 1525 v poméru 1:1.

3% Luria-Bretani médium (3% LB)
SloZeni: ® LB broth (Sigma-Aldrich, USA)
¢ destilovana voda.

Ptiprava: 0,6 g LB broth bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody.

3.3. Svételna mikroskopie

3.3.1. Nativni preparaty

Diplomonadida byla pozorovana in vivo v kapce média na podloznim skle, prekryté krycim
sklickem. K pozorovani byl pouzit mikroskop vybaveny fazovym kontrastem — mikroskop
Zeiss (Némecko) — nebo Nomarského diferencidlnim interferencnim kontrastem — mikroskop
Olympus BX51TF (Japonsko).

Vzhledem k vysoké pohyblivosti bunék bylo vyzkouSeno nékolik metod
na zpomaleni az zastaveni bunék. Prvni z téchto metod predstavovalo potfeni kryciho skla
poly-L-lysinem. Po zaschnuti bylo kryci sklicko pfiloZeno na kapku média na podloznim
skle a vzorek byl ihned pozorovan.

Druhou metodou zpomaleni bunék bylo pouZiti roztoku methylcelulosy.
Na podlozni sklicko byla nanesena kapka 2% roztoku methylcelulosy, ktera byla pomoci
kryciho sklicka rozetfena do tenkého filmu. Na tento film pak byla nanesena kapka média
a vse bylo pfekryto ¢istym krycim sklickem.

Ttreti vyzkousenou metodou znehybnéni nebo alesponi zpomaleni bunék bylo pouziti

formaldehydu, ktery byl v malém mnozstvi pfidan do vzorku na skle.

3.3.2. Barveni protargolem dle Bodiana, modifikovano dle Nie (1950) a Ptackova (2010)

Pfi barveni protargolem se provadi fixace za vlhka. Diky tomuto postupu se zachova
prostorové rozlozeni bunék a je mozno sledovat jednotlivé organely a jejich vzajemné
umisténi. V pribéhu procesu barveni je proto nezbytné davat pozor na to, aby preparaty

nikdy nevyschly. Tato metoda barveni je relativné ndrocnd a jeji vysledky nejsou vzdy
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uspokojivé. Abychom tedy ziskali kvalitni prepraraty, je nutné, aby byl kazdy izolat barven

na vice sklickach (zpravidla 2 - 5).

1. den: Pfiprava materidlu, fixace

Priprava Bouin-Hollandovy fixaze: V 800 ml destilované vody bylo rozpusténo 25 g
octanu médnatého. Ve vzniklém roztoku bylo dale rozpusténo 40 g kyseliny pikrové
a nasledné bylo pfidano 100 ml 40% roztoku formaldehydu. Poté bylo vse doplnéno
destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml. Pfed procesem fixace byla fixaz
rozplnéna po 30 ml do Petriho misek, kam bylo posléze pfidano 1,5 ml ledové
kyseliny octové.

Pro lep$i manipulaci se sklicky byly pfipraveny pfiblizné 2 cm dlouhé
polypropylenové pasky, do kterych byl udélan skalpelem zafez do poloviny délky,
slouzici k nasunuti sklicka. Na druhém konci byla kazda paska oznacena zarezy
pro snazsi orientaci v izolatech.

Aby bunky lépe prilnuly ke sklicku, byl pfipraven roztok sterilné odebraného bilku
a ptislusného média v poméru 1:4.

Fixace: Z narostlé kultury bylo odebrano 1 - 1,5 ml vzorku do 1,5ml mikrozkumavky.
Vzorek byl nasledné centrifugovan po dobu 10 minut na 1200 g. Poté byla odebrana
vétSina supernatantu a bunécny pelet byl resuspendovan. Na kryci sklo 15x15 cm byl
nanesen lul bunécné suspenze a do jeho blizkosti 1ul roztoku bilku. Kapky byly
pomoci Spicky spojeny a nasledné rozetfeny po povrchu sklicka. Sklicko pak bylo
ihned vhozeno natfenou stranu dolt do Petriho misek s Bouin-Hollandovou fixazi
tak, aby plavalo na hladiné. Po nékolika minutach bylo sklicko Setrné obraceno
natfenou stranou vzhiru a ponofeno do fixaze. Vzorky se takto fixovaly 20 minut —
14 hodin. Po dokoncenti fixace byla sklicka upevnéna na pfipravené polyethylenové
pasky a oplachnuta jedenkrat v 50% ethanolu a tfikrat v 70% ethanolu.

V 70% ethanolu byly vzorky uchovany pfes noc.

2. den: Prvni faze barveni

1% roztok protargolu je nezbytné michat vzdy tésné pred pouzitim. Navazeny

protargol byl nasypan na hladinu destilované vody v kadince, kde se nechal
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4. den:

rozpustit. Zaroven byly pfipraveny kadinky, na jejichz dno byl polozen stoceny
médény drat.

Ze 70% ethanolu byly preparaty pfevedeny pfes 50% ethanol do destilované vody.
Preparaty byly vlozeny na 5 minut do 0,5% roztoku KMnO..

Posléze byly preparaty oplachnuty v destilované vodé, 5x po 30 sekundach.

Sklicka byla vlozena na 5 minut do 5% roztoku kyseliny oxalové.

Pak byly preparaty opét oplachnuty v destilované vodé, 5x po 30 sekundach.

Do kadinek s médénym drdtem na dné byl pfelit rozpustény protargol a do néj byla
nasledné do vertikalni polohy naskladana sklicka s preparaty. Mezi sklicka byly
vloZeny dalsi kousky médéného dratku.

Kadinka byla dobfe uzaviena folii a umisténa do 37 °C na 48 hodin.

Druha faze barveni a kompletace preparati

Preparaty byly oplachnuty v destilované vodé, 2x po 5 sekundach.

Sklicka byla posléze pfesunuta na 10 minut do redukéniho roztoku (vodného roztoku
1% hydrochinonu a 5% Na2S0s).

Preparaty byly opét oplachnuty v destilované vodé, 5x po 30 sekundach.

Preparaty poté byly plastovou pinzetou vloZeny na 5 minut do 0,5% — 1% roztoku
AuCls.

Sklicka byla z roztoku AuCls vynata plastovou pinzetou a oplachnuta,
2x po 5 sekundach.

Poté byla sklicka ponofena na 5 minut do 2% roztoku kyseliny oxalové.

Preparaty byly oplachnuty v destilované vodé, 5x po 30 sekundach.

Preparaty byly ponofeny na 10 minut do 5% roztoku Na25:0s.

Sklicka pak byla proplachovana po dobu 20 minut pod tekouci vodou z vodovodu.
Preparaty byly nasledné pfevedeny alkoholovou fadou (50%, 70%, 80%, 96%, 100%)
a 3x xylenem.

Sklicka s preparaty byla poté montovana na podlozni skla do kapky DPX Mountant
for histology (Sigma-Aldrich, USA).

Preparaty nasledné tuhnuly nejméné 48 hodin v horizontalni poloze. Posléze bylo

mozno je pozorovat.
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3.3.3. Fotodokumentace a méfeni bunék

Nativni preparaty byly pozorovany a fotografovany na mikroskopu Olympus BX51TF
vybaveném Nomarského diferencidlnim interferenénim kontrastem a digitalnim
fotoaparatem Olympus DP71(Olympus, Japonsko). Protargolem barvené preparaty byly
pozorovany na témze mikroskopu, bez Nomarského DIC a v normalnim svétle s modrym
filtrem. Pro ovladani fotoaparatu byl pouzit program Quick Photo Micro 2.3. Vybrané
fotografie pak byly upravovany v programu Corel Photo Paint.

V programu Quick Photo Micro 2.3 byly vyfotografované bumky z nativnich
i protargolovych preparatti také méfeny. Od kazdého izolatu bylo vzdy méfeno 30 bunék,
jak v pripadé nativnich, tak i barvenych preparatti. Méfena byla délka bunky bez bicikti
bi¢iktt nebyla méfena kvili jejich trvalé Spatné vizualizaci na fotografiich. Ke zpracovani
naméfenych dat byl pouzit program R 2.12.0, s jehoz pomoci bylo vypocitano rozpéti

hodnot, aritmetickych primér a smérodatna odchylka.

3.4. Molekularné biologické techniky

3.4.1. Izolace DNA

Z narostlé kultury bylo odebrano 1 — 1,5 ml vzorku do 1,5ml mikrozkumavky. Vzorek byl
nasledné centrifugovan po dobu 10 minut na 1200 g, aby doslo k zahusténi bunék. Po stoceni
na centrifuze byl z mikrozkumavky odebran supernatant tak, aby zbylo pfiblizné 200 pl
média, ve kterém byl resuspendovan pelet. Izolace posléze pokracovala podle protokolu
z izolaéniho kitu. K izolaci byly pouzivany tyto kity a protokoly:

+  DNeasy Blood®& Tissue Kit (Qiagen, GER), protokol "Purification of total DNA

from animal blood or cells, spin — column protocol”

¢ ZR Genomic DNA II Kit™ (Zymo Research, USA), protokol "Cell suspension and
proteinase K digested samples”

* Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) (Geneaid Biotech Ltd., TWN), protokol
"Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) Protocol"

Izolovana DNA byla uchovavana pfi -20 °C.
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3.4.2. Amplifikace, elektroforéza a purifikace

Cilové fragmenty SSU rDNA byly amplifikovany pomoci polymerazové fetézové reakce
(PCR) s pouzitim univerzdlnich eukaryotickych a specifickych primerti. Nejcastéji byla
pouzivana kombinace eukaryotického primeru Medlin B a specifického primeru 355F. Pro
piehled vSech primeri UspéSné pouzivanych pro amplifikaci viz tab. 1. Chemikalie
pouzivané p¥i PCR byly zakoupeny od firem Top Bio (CR) a Fermentas (UK). SloZeni
reakcnich smési pro PCR je zndzornéno v tab. 2 (pro LA polymerdzu) a v tab. 4 (pro Taq
polymerdazu). Vysledny objem reakéni smési byl bud' 25 pl, nebo 50 ul, pficemz koncentrace
chemikalii byla vzdy stejnd. Vlastni reakce vzdy probihala v termocykléru T100™ Thermal
Cycler (Biorad, CR). Pro nastaveni termocykléru pro LA polymerdzu respektive Taq

polymerdzu viz tab. 3 respektive tab. 5

Tab. 1: Pfehled primerti pouzivanych pii amplifikaci DNA

Primer Citace Sekvence 5" - 3’

Medlin A (F) | Medlin et al. 1988 AYCTGGTTGAYYTGCCAG

Medlin B (R) | Medlin et al. 1988 TGATCCTTCTGCAGGTCCACCTAC
355F Kolisko, unpubl. GAGAGACGGYTCAYA

706R Kolisko, unpubl. ATCATCCTATTTCACCYDTCC

EK 42F Marande et al. 2009 CTCAARGAYTAAGCCATGCA

EK 1498R Marande et al. 2009 CACCTACGGAAACCTTGTTA

Tab. 2: Slozeni reakcni smési pro LA polymerazu

Chemikalie Objem
LA pufr 5 ul

LA dNTP 1,5 ul
355F (10 pmol.ul™) 2,5ul
706R (10 pmol.ul?) 2,5ul
DMSO 1l

LA polymeraza 0,5ul
H:0 do 50 ul
DNA 3ul
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Tab. 3: Nastaveni termocykléru pro LA polymerdzu

Pocet cyklti | Teplota | Cas

1 94 °C 1 min
94 °C 15 sec

31 55°C 1 min
68 °C 2:30 min

1 72°C 20 min

Tab. 4: Slozeni reakcni smési pro Taq polymerazu

Chemikalie Objem
Combi PPP Master Mix | 12,5 ul
355F (10 pmol.ul™) 0,625 ul
MB(10 pmol.pl™) 0,625 ul
H-0 8,25 ul
DNA 3ul

Tab. 5: Nastaveni termocykléru pro Taq polymerazu

Pocet cykla | Teplota | Cas

1 94 °C 4 min
94 °C 1 min

31 55 °C 1 min
72°C 4 min

1 72°C 15 min

Pokud standardni postup amplifikace u nékterych izolatl opakované nefungoval
(elektroforéza byla negativni i po opétovné izolaci DNA), byly tyto amplifikovany pomoci
touchdown PCR. Touto metodou se dafilo amplifikovat alespon ¢ast izolatti, které byly do té

doby vzdy negativni.

Tab. 6: SloZeni reakéni smési pro touchdown PCR s Taq polymerazou

Chemikalie Objem
Combi PPP Master Mix | 12,5 ul
EK 42F (10 pmol.ul?) 0,625 ul
706R (10 pmol.ul?) 0,625 pul
H0 8,25 ul
DNA 3 ul
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Tab. 7: Nastaveni termocykléru pro touchdown PCR s Taq polymerazou

Pocet cykla | Teplota Cas

1 94 °C 4 min

15 94 °C 1 min
62 °C (-0,5 °C kazdy cyklus) | 50 s
72°C 3 min

21 94 °C 1 min
55 °C 30s
72°C 3 min

1 72 °C 20 min

Uspésnost amplifikace byla ovéfovana pomoci horizontalni gelové elektroforézy
na 1% agarézovém gelu v TBE pufru. Vizualizace byla provadéna pomoci ethidiumbromidu
a UV svétla. Jako standard byl pouzivan GeneRuler 100bp Plus DNA ladder (MBI
Fermentas). Vysledek byl vyfotografovan digitdlnim fotoapardtem a zpracovan v programu
Aplha Digi Doc RT.
Pokud byl amplifikovan jeden fragment, vzorek byl precistén a poslan na sekvenaci.
K precistovani byly pouzivany tyto kity:
*  MinElute® PCR Purification Kit (Qiagen, GER), protokol "QIAquick PCR Purification
Kit Protocol, Using a microcentrifuge "
* Gel/PCR Fragments Extraction Kit (Geneaid, TWN), protokol "PCR Clean Up
Protocol"
DNA byla eluovana do 25 ul. Ke zjisténi koncentrace pfecisténé DNA byl pouzivan pfistroj

NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific — NanoDrop products).

3.4.3. Klonovani DNA

V ptipadé, Ze bylo amplifikovano vice fragmenti DNA, byly tyto fragmenty vyfezany
z gelu. Nasledné byly purifikovany pomoci kitu Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo
Research, USA) a klonovany do kompetentnich bunék Escherichia coli J]M109 Competent Cells
(Promega, USA). Pouzivan byl kit pGEM® T-Easy Vector System (Promega, USA).
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Ligacni smés

Po vytezani a precisténi DNA byla podle protokolu pfipravena liga¢ni smés. Bylo smichano
5 ul liga¢niho pufru, 1 pl vektoru (plazmidy pGEM), 1 ul T4 ligdzy a podle koncentrace
1,5ul — 3 pul DNA. V pfipadé potieby byla smés nafedéna sterilni vodou do vysledného
objemu 10 pl. Ligaéni smés byla posléze inkubovana pies noc (pfiblizné po dobu 24 hodin)

ve 4 °C.

Bakterialni kolonie

Do 200 ul kompetentnich bunék bylo pfidano 10 ul ligacni smési a vSe se nechalo 20 minut
stat na ledu. Posléze byl proveden teplotni Sok kompetentnich bunék pti 42 °C na 45 sekund.
Nasledovaly dalsi 2 minuty na ledu. Poté byla zkumavka s kompetentnimi burkami
doplnéna LB médiem do celkového objemu 1 ml a smés byla inkubovadna na tfepacce po
dobu 1,5 hodiny pfi 37 °C a pfi 225 rpm. Postup pripravy Petriho misek s Zivnym médiem
(agar a LB Broth) byl nasledujici:

* Byla namichdna smés 25 pl ampicilinu (koncentrace 200 mg.ml?), 100 pl IPTG
(koncentrace 23,83 ug.ml?') a 20 pul X-Gal (koncentrace 50 mg.ml?). Tato smés byla
rozetfena na Petriho misky.

* Na takto pfipravené Petriho misky bylo nejprve naneseno 150 ul bakteridlni smési.
Zbytek smési byl stocen na 6000 rpm na 3 minuty. Po stoéeni byl odebran
supernatant a smés byla resuspendovana. Ve bylo poté naneseno na dalsi Petriho
misky.

* Petriho misky byly nasledné umistény vickem vzhtru do termostatu do teploty 37
°C. Po 30 minutach byly otoceny dnem vzhiiru, aby se zabranilo kondenzovani vody
na vicku a stékani na kolonie.

* Inkubace Petriho misek trvala pfes noc, cca 16 hodin.

Colony PCR
Z kolonii narostlych na Petriho miskdch bylo vybrano zpravidla 5 — 10 bilych kolonii, ze
kterych byla sterilni $pickou pipety c¢ast odebrana a pfenesena do 9 pl sterilni vody. Aby

bylo mozno ovéfit pfitomnost plasmida v bakteridlnich burikach, byl pouzit na termocykléru
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program slouzici k degradaci bunéénych stén a naslednému uvolnéni DNA. Nastaveni

termocykléru v tab. 8.

Tab. 8: Nastaveni termocykléru pro degradaci bunék

Pocet cykla | Teplota | Cas

1 96 °C 5 min
50 °C 1,5 min
96 °C 1,5 min
45 °C 1 min
96 °C 1 min
40 °C 1 min

Nasledné byla namichéana reakéni smés pro colony PCR (viz tab. 9) pfidavanim chemikalii k

degradovanym bunkdm. Nastaveni termocykléru v tab. 10.

Tab. 9: Reakéni smés pro colony PCR

Chemikalie ul
Combi PPP Master Mix | 10
SP6 (3,2 pmol.ul?) 0,5
T7 (3,2 pmol.ul?) 0,5
Degradované bunky 9

Tab. 10: Nastaveni termocykléru pro colony PCR

Pocet cykla | Teplota | Cas

1 94 °C 4 min
94 °C 1 min

31 50 °C 1 min
72°C 4 min

1 72 °C 25 min

Izolace plazmidti

Z kolonii, které se po amplifikaci na elektroforéze ukazaly byt svou délkou nejvhodnéjsi,
byly vybrany tfi kolonie k izolaci. Tyto byly pfeneseny z Petriho misek do 4 ml LB média
spolecné s 4 ul ampicilinu (koncentrace 200 mg.ml!) a ponechany pfes noc na tfepacce pri

37°C a 225 rpm. Poté bylo odebrano piiblizné 1,5 ml narostlych kolonii do 2ml
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mikrozkumavky. Burky byly stoéeny na 6000 rpm po dobu 3 minut. Byl odebran
supernatant a znovu pridany narostlé kolonie do celkového objemu 1,5 ml. VSe bylo znovu
stoCeno, poté byl odlit supernatant a izolace pokracovala pomoci kitu ZR Plasmid
Miniprep™- Classic (Zymo Research, USA) podle pfiloZeného protokolu. Izolovanda DNA
byla skladovana pii -20 °C.

3.4.4. Sekvenace DNA

Sekvenace byla provadéna v Laboratofi sekvenace DNA PiF, UK, na sekvenatoru
3130 Genetic Analyzer nebo 3130x]l Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Sekvenacni smés
byla pfipravovana smichanim templatové DNA, primert (v koncentraci 3,2 pmol) a sterilni
vody do celkového objemu 14 pl, respektive 8 pl. Mnozstvi DNA ve smési se pohybovalo
kolem 100 ng, v pifipadé plasmidové DNA pak kolem 500 ng. Pro piehled primert

pouzivanych pfi sekvenaci viz tab. 11.

Tab. 11: Piehled primerti pouzivanych pro sekvenaci DNA

Primer Citace Sekvence 5" - 3’

Medlin A Medlin et al., 1988 AYCTGGTTGAYYTGCCAG

Medlin B Medlin et al., 1988 TGATCCTTCTGCAGGTCCACCTAC

355F Kolisko, unpubl. GAGAGACGGYTCAYA

706R Kolisko, unpubl. ATCATCCTATTTCACCYDTCC

EK 42F Marande et al., 2009 CTCAARGAYTAAGCCATGCA

EK 1498R Marande et al., 2009 CACCTACGGAAACCTTGTTA

1510R Rudolf et al., 1995 GGGCATCACAGACCTG

1055F nezjisténo GGTGGTGCATGGCCG

577R Elwood et al., 1985 ACCGCGGCKGCTGGC

SP6 Wallace et al., 1981 GATTTAGGTGACACTATAG

T7 Wallace et al., 1981 TAATACGACTCACTATAGGG
3.4.5. Fylogeneticka analyza

Osekvenované fragmenty SSU rDNA byly slozeny v programu SeqMan

a z konec¢nych sekvenci byly odstranény sekvence primerti. Pro fylogenetickou analyzu genu

pro SSU rRNA byl pouzit dataset obsahujici 113 sekvenci genu pro SSU rRNA s celkem 1108
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pozicemi. Kromé naSich izolath byly v analyze pouZity sekvence diplomonad
a environmentalni sekvence ziskané z databaze GenBank. Environmentdlni sekvence byly
vybrany s pomoci metody blast s pouzitim volné zijicich diplomonad proti nr GenBank
databazi. Duplicity a sekvence organismii nespadajicich do faddu Diplomonadida byly
odhaleny na zdkladé predbézné fylogenetické analyzy a byly zdatasetu odstranény.
Alignment byl proveden pomoci metody MAFFT (Katoh et al, 2002) na serveru
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/. Byl pouzit algoritmus G-INS-i, ostatni parametry
nebyly zménény. Vysledny alignment byl poté rucné upraven v programu BioEdit. Byly
odstranény variabilni oblasti, u kterych nebyla jistota spravného alignmentu. U netplnych
sekvenci byly prazdné pozice nahrazeny neurcitymi bazemi (n).

Fylogeneticky strom byl konstruovan metodou maximum likelihood (ML)
a Bayesovskou metodou (BA). ML analyza byla provedena v programu RAxML 7.0.3
(Stamatakis, 2006), pouzit byl evoluéni model GTRGAMMAL Statisticka podpora topologie
byla odhadnuta pomoc bootstrap analyzy s 1000 pseudoreplikaty v programu RAxML. BA
analyza byla provedena v programu MrBayes 3.2.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001)
s pouzitim evolu¢niho modelu GTR + I' + I + covarion se ¢tyfmi rychlostnimi kategoriemi.
Cty¥i MCMC fetézce béZely po dobu 5106 generaci se vzorkovanim kazdou 500. generaci,
dokud odchylka mezi fetézci za poslednich 75 % generaci neklesla pod jedno procento.

Prvnich 25 % stromti bylo odstranéno jako ,burn-in”.
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4. Vysledky

4.1. Sbér a kultivace izolata

Vétsina vzorkt sedimentu byla sladkovodni (pouze jeden brakicky) a pochazi z Evropy, ale
mame vzorky napiiklad i z Indie, Kamerunu nebo Bolivie. Nékolik izolat(i jsem ziskala
osobné (MALSE, PETRYB, POMPEJE), vétsinu jsem vsak obdrzela od ostatnich ¢lenti naseho
tymu v kultufe, pfiblizné ve stadiu 3. — 4. pasdze. V na$i analyze se vyskytuji také izolaty,
které jsem nekultivovala osobné. Jedna se o vSechny endobiotické izolaty a o nékolik izolatti
volné Zijicich. V téchto pfipadech jsem od kolegti bud obdrzela izolovany vzorek DNA, se
kterym jsem dale pracovala (izolat VAV2A), nebo rovnou sekvenci genu pro SSU rRNA.
Celkem bylo shromazdéno 68 izolatti obsahujicich zastupce rodu Diplomonadida. Soupis
vSech ziskanych izolatt je uveden v tab. 12.

Odebrané vzorky byly inokulovany do zivného média a pravidelné pozorovany pod
mikroskopem. Kultura byla pfiblizné prvni tfi pasaZe pozorovana jednou tydné, poté jednou
za dva tydny. Stabilizace kultur byla proménlivd. Pokud byla tspésnd, trvala 3 — 4 mésice.
I poté se obcas objevovaly znacné vykyvy v ¢etnosti bunék. Nékteré kultury byly stabilni po
nékolik mésicti a pak béhem velmi kratké dobé nahle vymfely. Nejcastéji se to stavalo u rodu
Hexamita. Pouze mensi ¢ast stabilnich kultur dlouhodobé nartistala do vétsich hustot. Proto
bylo ¢asto nezbytné pockat s dalsi praci, dokud se cetnost bun€k nezvysila.

Ve vétsiné izolathh se kromé diplomonad vyskytovaly také dalsi eukaryotické
organismy. Predevsim se jednalo o zastupce ze skupin Heterolobosea, Euglenozoa,
Ciliophora, Cercozoa a Archamoebae.

Vétsina izolatd byla kultivovana v ATCC 802 médiu. Pouze izolat NORSKO byl
kultivovan v brakickém médiu a izolat CONGO v 3% LB médiu. Izolat VAV2A
a endobiotické izolaty byly kultivovany na dvoufazovém médiu Dobell-Leidlaw (Dobel &

Leidlaw, 1926). Izolat VAV2A a endobiotické izolaty kultivovali kolegové z tymu.
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Tab. 12: Prehled izolati zahrnutych do analyzy. Vysvétlivky: ARG - Argentina, BOL — Bolivie, CAF -
Stfedoafrickd republika, CAN - Kanada, CMR - Kamerun, COD - Demokraticka republika Kongo, COG -
republika Kongo, CYP — Kypr, CZE - Cesko, DEU — Némecko, ESP — Spanélsko, GRC — Recko, HRV -
Chorvatsko, CHL — Chile, IND - Indie, ITA - Italie, MYS — Malajsie, PER — Peru, PRT - Portugalsko, THA -

Thajsko, TZA - Tanzanska sjednocena republika. * znaci izolaty, ze kterych jsem rovnou obdrzela DNA nebo

sekvenci.
Druh Izolat Lokalita/Hostitel Souradnice
Trepomonas agilis MIS2C Cisticka Miskovice, CZE | N.A.
SO0S54 Soos NPR, CZE 50°08'N, 12°24'E
Trepomonas latecapitata | BEAVER3 Beaver Lake, Vancouver, | N.A.
CAN
PETRYB Petrovice, MladoSovice, | 48°55’'N, 14°41’E
CZE
Trepomonas rotans BOL2 NP Eduardo Avaroa, 22°32’S, 67°38'W
BOL
BOT2 Botanickd zahrada UK, 50°04'N, 14°24’E
Praha, CZE
ENGLISH1 Englishman River Falls | 49°14'N, 124°20'W
Provincial Park,
Vancouver Island, CAN
FB Madeira, PRT 32°44’N, 16°53'E
KIEL9 Behrensdorf, DEU 54°21'N 10°36’E
MALSE feka Malse, Ceské 48°57’N, 14°28’E
Budéjovice, CZE
SCHOONER41 Pacific Rim NP, 49°04’N, 125°46'W
Vancouver Island, CAN
VLADA4 Liijenhof, DEU 54°22’'N, 11°04’E
*VT2 rybnik Velky Tisy, CZE | 49°03'N, 14°43’E
Trepomonas steinii CONGO feka Kongo, Brazzaville, | N.A.
COG
GOLAKASA] Golakasaj, Rajastan, IND | N.A.
KAIYKATAAN Kaiykata, district N.A.
Darjeeling, IND
KAMERUN3 CMR N.A.
*KUN Orlické hory, CZE 50°14'N, 16°27'E
LOUISE1 Lake Louise, Alberta, 51°24'N, 116°14'W
CAN
LOUISE2 Lake Louise, Alberta, 51°24'N, 116°14'W
CAN
LUKIFOREST Luki, COD N.A.
*LUH4 feka Vltava, CZE 48°48'N 13°57’E
MBURUCU1 NP Mburucuyd, ARG 28°01’'N, 58°01'E
MOSSE1 CAF N.A.
Trepomonas sp. PPS6 *AMAZONIEBA | Tambopata Reserve, PER 12°50'S, 69°17’W
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Druh Izolat Lokalita/Hostitel Souradnice
Trepomonas sp. PPS6 | *BAZKOJ Kojcice u Pelhfimova, CZE | 49°28'N, 15°15’E
CAMERON Cameron Highlands, 04°22’N, 101°20'E
MYS
DAR N.A. N.A.
ERAWAN NP Erawan, THA 14°23’N, 99°07’E
GO2 Kréta, Agios Nikolaos, 35°07'N, 25°43’E
GRC
HRAD5AN vrch Hradisté u 50°27'N, 13°20'E
Chomutova, CZE
*CHORV HRV N.A.
*IND5 Bhangarh, IND 27°05'N, 76°17'E
KAMERUN?2 CMR N.A.
KAZACH KAZ N.A.
KIEL1 Behrensdorf, DEU 54°21’N, 10°36'E
KIEL2 Behrensdorf, DEU 54°21'N, 10°36'E
*KOMPKO]J skladka Kojcice, CZE 49°28'N, 15°15’E
*LIVADIAN Livadia, CYP 34°58’'N, 33°39'E
M3 N.A. N.A.
MACHUPICCHU | Machu Picchu, PER 13°09'S, 72°31'W
POMPEJE Pompeje, ITA 40°45'N, 14°29'E
SCHOONER4 Pacific Rim NP, 49°04’N, 125°46'W
Vancouver Island, CAN
TAMARA N.A. N.A.
USA2 Seattle, USA 47°39'N, 122°17’W
VIKOS Vikos, GRC 39°56'N, 20°42'E
VLADAY DEU 54°31'N, 11°07'E
GRUBER2 Griiber, Brunnen, DEU 48°48'N, 15°38’E
Gyromonas sp. *LUH2N Luh u Vltavy za Lipnem, | 48°48'N, 13°57’E
CZE
SPINDL2 gpindlerﬁv Mlyn, CZE 50°46'N, 15°24'E
URUBAMBA feka Urubamba, PER N.A.
AYEN Region Aysen, CHL 45°27’S, 72°48'W
Hexamita sp. BOTAN1 Botanicka zahrada UK, 50°04'N, 14°24’E
Praha, CZE
KAMERUN4 CMR N.A.
KLOSTERSEE Klostersee, DEU 54°10'N, 11°01'E
NORSKO NOR N.A.
SEB5 rybnik Seberdk, Praha, 50°00’N, 14°29'E
CZE
TOLEDO Toledo, ESP 39°58'N, 03°39'W
TUN2 Chomutov, CZE 50°27'N, 13°21'E
7001 ZOO Praha, CZE 50°06N, 14°24' E
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Druh Izolat Lokalita/Hostitel Souradnice

Trimitus sp. *VAV2A Vejvanov-Pajzov, CZE 49 °51'N, 13°39'E
Trepomonas sp. *ESMI3 larva zlatohlavka N.A.
*EUDIA3 larva zlatohlavka N.A.
Hexamita sp. *PI1k13 pijavka konska N.A.
*PI1KkI5 pijavka konska N.A.
Enteromonadidae gen. | *CERAT3 zaba Ceratophrys ornata, | N.A.

sp. z chovu v Praze

neurceno *SCHULTZ2 larva zlatohldvka N.A.
neurceno *TIPLICE larva tiplice N.A.

4.2. Fylogeneticka analyza

Celkem jsme uréili 65 novych sekvenci genu pro SSU rRNA diplomonad, vsechny ze
skupiny Hexamitinae. Na obrazku 6 je zobrazen vysledek nasi fylogenetické analyzy.

Skupina Hexamitinae vysla v nasi analyze jako robustné monofyleticka. V souladu s
predchozimi studiemi (napf. Jergensen & Sterud, 2007; Kolisko et al., 2008) se skupina
Hexamitinae rozdélila na tfi vétve: (1) Statisticky vysoce podpotena linie obsahujici druhy
Spironucleus salmonicida, S. barkhanus a S. torosa (bootstrap/Bayesova posteriorni
pravdépodobnost: BS 100/BPP 1), (2) opét statisticky podpotrena linie s druhy S. vortens a S.
salmonis (BS 100/BPP 1), (3) linie zahrnujici vSechny ostatni zastupce skupiny Hexamitinae —
zbylé druhy rodu Spironucleus (S. muris a S. meleagridis) a rody Trepomonas, Hexamita,
Gyromonas, Enteromonas, Trimitus, nepopsané unizoické diplomonady PYX, PSEUD a
CERAT3 a environmentdlni sekvence. Tato linie byla vysoce podpofena v Bayesovské
analyze (BPP 1), avSak pouze slabé v ML analyze (BS 63).

Vztahy uvnitf tfeti linie Hexamitinae zustaly v nasi analyze neroziesené a vétSina
vnitinich uzld neziskala podporu. Topologie fylogenetickych stromti zkonstruovanych
jednotlivymi metodami se od sebe navic liSily. Zfejmé nejvyraznéjsi rozdil byl v pozici linie
Spironucleus muris/S. meleagridis. Ta se v ML analyze umistila jako sesterska zbylym taxontim
celé linie (3), ovSem bez statistické podpory, kdezto v Bayesovské analyze se odvétvovala
uvnitt druhu Trepomonas latecapitata, opét bez podpory.

V souladu s analyzou Kolisko et al. (2008) nevytvofily enteromonady monofyletickou
skupinu, ale rozdélily se do neptibuznych linii, rodt — Trimitus, Enteromonas, dosud
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nepopsany rod zastoupeny izolaty PSEUD a PYX a nové linie (nejspis také dosud
nepopsand) zastoupend izolatem CERAT3. Ta byla sice pomérné blizce pribuznd prechozi
linii (izolatdm PSEUD a PYX), ale bez statistické podpory. Izolat VAV2A se s vysokou
podporou umistil do rodu Trimitus.

Rod Hexamita byl téZ tvofen nékolika oddélenymi liniemi (I — IV). Prvni linie se
skladala z volné zijictho druhu Hexamita inflata, kterému byly s vysokou podporou (BS
98/BPP 0.97) blizce ptibuzné endobiotické hexamity z pijavek (izolaty PI1kl3 a PI1kl5). Dalsi
linie hexamit tvofily izolaty BOTAN1 a ZOOL1. Tieti samostatnd linie hexamit byla tvofena
endobiotickym druhem Hexamita nelsoni a volné zijicim izolatem SEB5, tato vétev ovSem
nemé statistickou podporu. Ctvrta linie byla dobfe podpofena a spadaly do ni dvé vétve s
vétsim mnozstvim environmentalnich sekvenci a izolaty KAMERUN4, AYEN, KLOSTERSEE
a NORSKO.

Rod Trepomonas rovnéz nepredstavoval monofyletickou linii. Druh T. rotans se totiz
odvétvoval zvlast, jako pfibuzny hexamitam z linii I a II, i kdyz tato pozice nebyla statisticky
podpofena (vysla vSak v Bayesovské i ML analyze). Do blizké pfibuznosti zminénych linif
Trepomonas tvofil jednu vétev "pravych trepomondad"”, i kdyz bez statistické podpory.
V Bayesovské analyze se uvnitf této vétve odvétvuji Spironucleus meleagridis a S. muris, i kdyz
bez statistické podpory (viz vyse). Tato vétev trepomonad obsahovala druhy T. steinii, T.
latecapitata a T. agilis, a také ¢tyii linie, které zfejmé predstavuji samostatné, dosud nepopsané
druhy rodu Trepomonas. Pfifadili jsme jim pracovni oznaceni Trepomonas sp. 1 - 4.
Endobiotické izolaty rodu Trepomonas (Trepomonas sp. 1) vytvofily spolecnou vétev, ktera
byla s vysokou podporou blizce pfibuzna druhu T. agilis (BS 93/BPP 0.95). Dobfe statisticky
podpofené jsou také linie Trepomonas sp. 2 a 3, monofylie linie Trepomonas sp. 4 sice podporu
nemg3, ale jednotlivé sekvence byly témér identické (environmentdlni sekvence GU584036,
ktera tvofi delsi vétev, je kratka a nejspis horsi kvality). Do linie Trepomonas sp. 2 se pripojil
necharakterizovany izolat PPS6 (Kolisko et al., 2008). Druh T. steinii mél dobrou podporu
v ML analyze (BS 82), ale slabou podporu v Bayesovské analyze (BPP < 50). Je patrné vnitini
¢lenéni tohoto druhu na tfi linie.

Diplozoicky druh Gyromonas ambulans se v obou analyzach s vysokou podporou

umistil jako sestersky unizoickému rodu Trimitus (BS 89/BPP 0.99). Vétev Gyromonas/Trimitus
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obsahujici volné zijici i endobiotické organismy je sesterskda linii diplomonad
CERAT3/PSEUD+PYX/TIPLICE/SCHULTZ2. Tato pfibuznost ale nebyla ani v Bayesovské,
ani ML analyze podpofena.

Environmentalni sekvence HQ195626, GU584036 a EU791972 se zafadily do linie
Trepomonas sp. 4. Sekvence HQ192733 vytvorila samostatnou vétev pribuznou (i kdyZ bez
podpory) hexamitam linii I a Il a druhu Trepomonas rotans Ostatni environmentalni sekvence

zatadily mezi hexamity linie I'V.
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Obr. 6: Fylogeneticka analyza genu pro SSU rRNA fadu Diplomonadida. Strom byl sestrojen metodou maximum
likelihood s modelem GTRGAMMAI v programu RAxML. Jako outgroup byly pouzity sekvence skupiny
Giardiinae. Cisla na vétvich pfedstavuji hodnotu bootstrapové podpory/Bayesovy posteriorni pravdépodobnosti.
Hodnoty < 50/0.90 jsou oznaceny * popf. nejsou vyznaceny. Nové urcené sekvence jsou oznaceny tucné. + jsou
oznaceny izolaty, ze kterych jsem obdrzela izolovanou DNA/sekvenci. Environmentalni sekvence jsou uvedeny
pouze jako pristupové kédy z databaze NCBI. Jednotlivé linie Hexamitinae jsou oznaceny (1), (2) a (3). U rodu
Trepomonas byly pro prehlednost do stromu vyznaceny i jednotlivé druhy.
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4.3. Morfologicka charakterizace

Zivé buniky byly pozorovany a fotografovany spomoci svételného mikroskopu
pod Nomarského DIC, protargolem barvené preparaty byly pozorovany ve svétlém poli.
Zaznamenavali jsme zejména tvar a velikost buriky, tvar cytostomii/kapes a u zivych bunék
také zptisob pohybu. Jadra a biciky byly na zivych buiikdch hifre patrné, k jejich vizualizaci
nam (alespon castecné v pripadé bic¢ikti) pomohla metoda barveni protargolem (viz obr. 14
a 15). Vzhledem k jejich vysoké pohyblivosti jsme se casto potykali béhem fotografovani
zivych bunék se znacnymi obtiZemi.

Pfi popisu bun€k bylo nezbytné definovat si jednotlivé tthly pohledti. Jako celni byl
v této praci oznacen pohled, kdy jsou vidét obé celd jadra a kdy se kapsy a bic¢iky (jsou-li
viditelné) neptekryvaji (viz obr. 7A). Jako bocni byl oznacen tihel pohledu, ktery je o 90°
otocen viic¢i pohledu ¢elnimu (viz obr. 7H).

Cilovou skupinou této prace jsou volné zijici diplozoické diplomondady. Z tohoto
dtivodu ve vysledcich prace nejsou zadna morfologicka data z unizoickych a endobiotickych
izolati, pouze z nich byla pouzita sekvence DNA pro fylogenetickou analyzu. P¥imo
v kultufe bylo mozno uréit, zda se jedna o morfotyp druhu Hexamita, Trepomonas
nebo Gyromonas, pfipadné o unizoickou diplomonddu. Zde proto uvadim struény seznam:
V kultufe volné Zijictho izolatu VAV2A se vyskytovaly unizoické diplomonady. Kultura
endobiotického izolatu CERAT3 obsahovala unizoické diplomonady vzhledu rodu Trimitus.
Primokultury endobiotickych izolatti TIPLICE a SCHULTZ2 vymfely (Smejkalova, osobni
sdéleni) a diplomonady, které se v nich nachazely, proto nemohly byt uréeny. V kulturach
endobiotickych izolata PI1kl3 a PI1kl5 byly dlouhodobé pozorovany buriky rodu Hexamita
a v kulturach izolata ESMI3 a EUDIA3 byly pozorovany buiiky vzhledu rodu Trepomonas.

Posledni dva zminéné izolaty brzy vymfely.

48



Tab. ¢. 13: Rozmeéry zivych a protargolem barvenych bunék. Vysvétlivky: DB — délka buriky, SB - sitka bunky, n -

pocet bunék.

Druh Izolat DB (um) SB (um) DB/SB n
Zivé butiky

Trepomonas agilis SO054 15,6 +0,8 8,4+0,7 1,9+0,1 30
(14,8 - 16,4) (7,7-9,1) (1,8-2,0)

MIS2C 16,1+1,8 9,1+1,2 1,8+0,2 30
(14,3-17,9) (7,9 -10,3) (1,6 -2,0)

Trepomonas latecapitata | PETRYB 15,4 +1,0 8,4+1,0 1,9+0,2 30
(14,4 -16,4) (7,4-94) (1,7-2,1)

Trepomonas rotans FB 13,6 +1,4 95+1,0 1,4+0,1 30
(12,2 -15,0) (8,5-10,5) (1,3-1,5)

BOL2 10,9+0,8 7,609 1,4+0,1 30
(10,1-11,7) (6,7 - 8,5) (1,3-1,5)

Trepomonas steinii KAIYKATAAN 10,7 +1,0 6,3+0,8 1,7+0,2 30
9,7 -11,7) (5,5-7,1) (1,5-1,9)

LOUISE1 11,4+1,0 6,9+0,7 1,7+0,1 30
(10,4 -12,4) (6,2-7,6) (1,6 -1,8)

CONGO 9,6+0,7 6,6 +0,9 1,5+0,2 30
(8,9 -10,3) (5,7-7,5) (1,3-1,7)

Trepomonas spp. PPS6 | MACHUPICCHU | 11,2+1,0 54+0,7 21+0,2 30
(10,2-12,2) 4,7-6,1) (1,9-2,3)

VIKOS 11,1+0,8 6,0+0,6 1,9+0,1 30
(10,3-11,9) (5,4-6,6) (1,8-2,0)

HRAD5SAN 134+1,1 6,5+0,7 2,1+0,2 30
(12,3-14,5) (5,8-7,2) (1,9-2,3)

DAR 11,2+0,7 6,9+05 1,6 £0,1 30
(10,5-11,9) 6,4-74) (1,5-1,7)

Gyromonas sp. SPINDL2 71+0,7 46+0,5 1,5+0,1 15
(6,4-7,8) 4,1-51) (14-1,6)

Protargolem barvené bunky

Trepomonas agilis SO054 98+1,0 48+0,5 2,0+0,2 30

(8,8-10,8) 4,3-5,3) (1,8-2,2)
Trepomonas latecapitata | PETRYB 10,0+0,7 4,8+0,6 2,1+0,2 9

(9,3-10,7) 4,2-54) (1,9-2,3)

Trepomonas rotans FB 7,1+05 49+0,5 1,5+0,1 30
(6,6 -7,6) 4,4-54) (1,4-1,6)

Trepomonas steinii LUH3 42+04 2,7+0,3 1,6 +0,2 13
(3,8-4,6) (2,4 -3,0) (1,4-1,8)

Trepomonas spp. PPS6 | HRADS 74+0,5 3,1+0,2 2,4+0,2 9

(6,9-7,9) (2,9-3,3) (2,2-2,6)
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Trepomonas agilis Dujardin, 1841

Zastupci tohoto druhu byli pozorovani pouze ve dvou kulturach — MIS2C a SOOS4. Jedna se
0 nejvetsi nami pozorovanou diplomonadu — Zivé buriky byly dlouhé kolem 15 — 16 um. Byly
lehce zplostélé a mély ovalny tvar, casto se zuZenim v oblasti horniho konce kapes. Jadra
byla tzkd a hodné protaZzena do stran (viz obr. 7A a 14A). Kapsy s biciky mély délku
priblizné jedné tretiny bunky a byly relativné tzké. Smeérovaly ksobé v ostrém thluy,
ale neprekryvaly se, takZe pfi celnim pohledu tvofily tvar V (viz obr. 7C). Ve svételném
mikroskopu byly na maximalni zvétSeni patrné predevsim biciky v kapsach. Pohyb bunék

byl rychly, pfimo vpfed bez zastavovani srelativné rychlymi, ale plynulymi zménami

Obr. 7: Trepomonas agilis. A — D izolat SOOS4; E — G izolat MIS2C; H izolat SOOS 4, bocni pohled; n — jadra, k —
kapsa s biciky. Nomarského DIC, zivé buriky. Méfitka predstavuji 10 um.

sméru. Buniky pfi pohybu zvolna rotovaly.
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Trepomonas latecapitata Skuja, 1956

Zastupci tohoto druhu byli pozorovani pouze ve dvou kulturach - BEAVER3 a PETRYB.
Buriky byly velké, kolem 15 um, ale priimérnou velikosti nepresahovaly Trepomonas agilis.
Tento druh byl malo zplostély, burika byla silné spiralné zakroucena. Tvar byl pfi celnim
pohledu ovalny, vétsinou s lehkym zaskrcenim v oblasti horni ¢asti kapes. Jadra byla hodné
protaZzend do stran, ale vypadala Sirsi nez u Trepomonas agilis a svirala ostfejsi thel (viz
obr. 8B a 14G). Kapsy byly velmi uzké, Stérbinovité a jejich délka presahovala polovinu délky
buriky. Smétovaly k sobé v ostrém thlu a diky spirdlni stavbé buriky se pfi ¢elnim pohledu
prekryvaly. Dva biciky v kapsach byly dobte patrné, zbylé dva pary mimo kapsy byly méné
zfetelné a bylo mozné je zahlédnout obcas pri pohybu. Ze vsech druht rodu Trepomonas se
tento druh pohyboval nejpomaleji, zmény sméru byly malo casté a pomalé. Rotace

pfi pohybu byla vyrazna a diky spiralnimu zakrouceni buriky méla charakteristicky prabéh.

Obr. 8: Trepomonas latecapitata. A, B izolat BEAVERS, celni pohled; C - E izolat PETRYB; F izolat PETRYB, bo¢ni
pohled; n —jadra, k — kapsa s bic¢iky. Nomarského DIC, Zivé buriky. Méfitka predstavuji 10 um.



Trepomonas steinii Klebs, 1892

Tento druh byl pozorovan celkem v jedenacti kulturach (viz tab. 12). Zivé butiky byly dlouhé
priblizné 10 um — buriky tohoto druhu jsou nejmensi ze vSech nami zkoumanych druhti rodu
Trepomonas. Buriky byly lehce zplostélé a mély na prvni pohled charakteristicky kapkovity
az trojuhelnikovity tvar. Zadni konec byl uzsi nez predni. Trojuhelnikovity tvar byl
nejcastéjsi pozorovany (viz obr. 9A), nicméné byly vyfotografovany i bunky ovalného tvaru
(viz obr. 9D). Na téchto byly na rozdil od trojuhelnikovitych dobfe patrné kapsy —jejich tvar,
délka a pozice — a obcas i jadra. Proto se domnivam, Ze celni pohled byl druhy zminény
a trojahelnikovity tvar ma burika pfi pohledu boc¢nim, pficemz zfejmé béhem pozorovani
zaujima castéji toto o 90° otocené postaveni. Jadra byla vzdy Spatné viditelnd, ale byl
zaznamenan do stran protaZeny tvar (hlavné na protargolovych preparatech, viz obr. 14E).
Kapsy sahaly od zadniho konce aZz téméf do poloviny bunky. Byly azké, Stérbinovité
asméfovaly ksobé vostrém uhlu. U zadniho konce bunky se kapsy stykaly, zda

se prekryvaly, nebylo patrné.

Obr. 9: Trepomonas steinii. A — E izolat Kaiykataan; F — I izolat Congo. C, D, H, I domnély celni pohled; n —jadra, k

- kapsa. Nomarského DIC, zivé burniky. Méfitka predstavuji 10 pm.



Bic¢iky byly pod svételnym mikroskopem v rtiznych thlech pozorovatelné vSechny — par
dlouhych pfednich sméfujicich do stran, par kratsich sméfujicich z kapes vzad, pfesahujicich
délkou okraj buriky, a dva pary kratkych bicikii v postrannich kapsach. Pohyb tohoto druhu
je velmi charakteristicky. Bunky byly rychlé, ale pfi pohybu se trhané zastavovaly — vzdy
okamzik setrvaly nehybné na jednom misté a posléze znovu rychle vyrazily. Plavaly pfimo
vpred s ostrymi zménami sméru. Bunky pfi pohybu rotovaly, ale vinou rychlého pohybu

byla rotace Spatné patrna.

Trepomonas rotans Klebs, 1892

Tento druh jsme pozorovali celkem v deviti kulturdch (viz tab. 12). Zivé buiiky byly dlouhé
priblizné 12 pm. Byly silné zplostélé a ovalného tvaru, zadni konec byl zpravidla Sirsi nez
predni. Jadra byla lehce protazena do stran, ale byla $irsi nez T. agilis nebo T. steinii,
dohromady tvofila v cele buriky rohlickovity atvar. Kapsy byly Siroké, bublinovité a sahaly
od zadniho konce az do poloviny buriky (viz obr. 10D). Sméfovaly k sobé v ostrém thlu, ale
neprekryvaly se, ani se nestykaly — byly viditelné oddéleny. Ze vSech druhti rodu Trepomonas

byly u tohoto druhu kapsy nejvyraznéjsi. Pod svételnym mikroskopem byly nejvice patrné

Obr. 10: Trepomonas rotans. A, B izolat BOL2; C - E izolat FB; F — H izolat MALSE. B, E, H boc¢ni pohled; k — kapsa,
kb — biciky v kapsach. Nomarského DIC, zivé buriky. Méfitka pfedstavuji 10 pm.
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dva pary bicikti u hornich okraji kapes. Prvni par sméfoval vpred nebo do stran, druhy
Sikmo vzad mimo kapsy. Biciky v kapsach byly velmi Spatné viditelné, protoze svou délkou
neptesahovaly okraj buriky. Na nékterych fotografiich byly nicméné pozorovany dva kratké
bi¢iky v kazdé kapse (viz obr. 10A). Velkd ¢ast bun€k barvenych protargolem se obarvila
nestandardnim zptisobem — misto jader a bicikli se obarvila pouze obrysova kontura burnky
(viz obr. 15C), coz naznacuje moznou pfitomnost néjaké povrchové struktury. Burky
se pohybovaly oproti Trepomonas agilis a T. steinii relativné pomalu. Zmény sméru byly

klidné a plynulé a buniky pfi pohybu intenzivné rotovaly.

Zbyvajici druhy rodu Trepomonas

Trepomonas sp. 1

Linie endobiotickych trepomondad blizce pfibuznd volné Zijicimu rodu T. agilis. V kultute
obou izolati (ESMI3 a EUDIA3) byli pozorovani prvoci, ktefi byli podle morfologie
jednoznacné urceni jako rod Trepomonas. Kultury bohuzel brzy vymfely, takze blizsi studium

nebylo mozné.

Druhovy komplex Trepomonas spp. PPS6

Patfi sem linie, které jsme oznacili Trepomonas sp. 2, 3 a 4. Skupinu oznacujeme jako druhovy
komplex, protoZze jsme na bunikdch nepozorovali zddny vyrazny znak, kterym by se mezi
sebou jednotlivé linie odliSovaly. Z nékterych fotografii je zfejmé, Zze by mohly byt rozdily
pfinejmensim ve tvaru kapes (viz obr. 11). Morfologickych dat z téchto prvoki jsme nicméné
ziskali velmi malo a bude potteba dalsich a podrobnéjsich studii, aby bylo mozno vyvodit
jednoznacny zavér.

Tyto prvoky jsme pozorovali v celkem 23 kulturach (viz tab. 12) — byly to nami
nejcastéji pozorované trepomonddy. Buriky byly na vzhledem k ostatnim diplomonadam
primérné veliké — mély kolem 11 — 12 um na délku (viz tab. 13). Bunky mély spiSe uzsi
ovalny tvar, na zadnim konci zpravidla zakonceny lehkym zasSpicaténim. Jadra byla dobfe
patrnd pouze u izolatu HRADS, kde byl vidét do stran pouze mdlo protazeny relativné
Siroky tvar (viz obr. 11A). Dobfe byla jadra viditelna na protargolovych preparatech (viz obr.

15D). Kapsy byly $patné viditelné, zaznamenan byl stérbinovity i rozsiteny témér kapkovity
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Obr. 11: Komplex Trepomonas spp. PPS6. A, B izolat HRADS5; C izolat VIKOS; D izolat VIKOS, bo¢ni pohled; E
izolat DAR; F izolat DAR, bo¢ni pohled; G, H izolat MACHUPICCHU; I izolat MACHUPICCHU bo¢ni pohled; n
—jadra, k — kapsa. Nomarského DIC, zivé buriky. Méfitka pfedstavuji 10 pm.

tvar. Bic¢iky byly pozorovany vétSinou pouze v kapsach, zbylé byly velmi Spatné viditelné.

Buriky se pohybovaly relativné rychle, bez zastavovani a s rizné vyraznou rotaci.

Gyromonas ambulans Seligo, 1886

Diplomonady, které zde zafazujeme do rodu Gyromonas, jsme pozorovali ve tfech kulturach
- GRUBER2, LUH2N a SPINDL2. Byly to nejmensi nami pozorované diplomonady,
naméfené délky bunék se pohybovaly kolem 7 pm. Tvar byl primarné trojahelnikovity bez

spiralniho zakrouceni. Buniky nicméné casto prisedaly k podkladu a objevoval se u nich
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metabolicky pohyb, pii kterém ménily tvar. Casto byla béhem pfisednuti viditelna panozka.
Navracely se ale vzdy zpét do trojuhelnikovité formy. Dvé jadra byla vzhledem k malé
velikosti buriky spatfena pouze nékolikrat (viz obr. 12A). Méla do stran lehce protaZeny tvar
a tvofila dohromady v pfedni casti buriky rohlickovity ttvar. V nejSirSim misté buriky
se nachazely s nejvétsi pravdépodobnosti dva pary bicikd, vzhledem k malému poctu
pozorovani a ziskanych fotografii to ale nelze ¥ici s jistotou. Utvary podobné kapsém byly
pozorovany pouze jedenkrat (viz obr. 12F). Pohyb tohoto prvoka byl nepravidelny
a skubavy s castym pfisedanim k povrchu. Buriky se zpravidla pohybovaly kolem jednoho

mista, na rozdil od ostatnich diplomonad neurazily velkou vzdalenost.

Obr. 12: Gyromonas ambulans. A, B izolat URUBAMBA; C - F izolat SPINDL2; n - jadra, k — domnéla kapsa.
Nomarského DIC, Zivé buriky. Méfitka predstavuji 10 pm.

Hexamita spp. Dujardin, 1841

Zastupce tohoto rodu jsme pozorovali celkem asi v deseti kulturach, sekvenci genu pro SSU
rRNA jsme urcili ze sedmi z nich (viz tab. 12). Vzhledem k obtizné kultivaci a manipulaci
(viz diskuzi) se nam nepodafilo ziskat relevantni mnozstvi morfologickych dat. Burky

ze viech kultur byly vzhledem k ostatnim diplomonadam priimérné az mensi délky
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(zpravidla kolem 12 — 14 um, nékolikrat byly zaznamendny i znatelné mensi; odhad
autorky). Nebyly zplostélé, mély vejcity tvar, vpredu zaobleny, vzadu vétsinou zarovnany.
Jadra byla na zivych burkach vzdy viditelna pouze jako jednolity utvar v pfedni ¢asti bunky,
jednotlivé byla jadra vidét pouze na preparatech barvenych protargolem (viz obr. 15).
Charakteristickym znakem jsou dva dlouhé vlecné biciky (viz obr. 13F). Tti pary bicikt
v predni ¢asti buiiky byly viditelné jen zfidka. Rovnéz trubicovité cytostomy byly viditelné
pouze v nékterych pfipadech u nékterych izolati. VSechny hexamity se pohybovaly velmi
rychle, necekané ménily smér a téméf se nezastavovaly. Rotace buriky byla béhem pohybu

viditelna.

.

Obr. 13: Hexamita sp.. A — C izolat SEB5, n — jadra; D — F izolat KAZACH, c — cytostom, vb — vle¢ny bicik.
Nomarského DIC, zivé bunky. Méfitka pfedstavuji 10 um.
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Obr. 14: Izolaty barvené protargolem. A — C Trepomonas agilis, izolat SOOS4; D — F Trepomonas steinii, izolat LUH3;
G -] Trepomonas latecapitata, izolat PETRYB. Méfitka pfedstavuji 10 pm.
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Obr. 15: Izolaty barvené protargolem. A — C Trepomonas rotans, A, B izolat FB, C izolat BOL2; D — F Trepomonas
spp. PPS6, D izolat VIKOS, Trepomonas sp. 2, E, F izolat HRADS, Trepomonas sp. 2; G — 1 Hexamita sp., G, H izolat
TOLEDO, Iizolat TUN2. Méfitka predstavuji 10 pm.
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5. Diskuze

Volné zijici diplomonddy se v historii netésily pfili§ velkému zdjmu odborné vefejnosti.
Jednotlivé rody ¢ druhy byly zpravidla objeveny a posléze zminovany uz pouze
v souvislosti s nahodnym objevenim dalstho druhu v rdmci SirStho vyzkumu nebo
s endobiotickymi diplomonddami. Rozsdhlejsi taxonomické revize se volné Zijici
diplomonady dockaly podle vSeho pouze jedenkrat, kdy byl zdroven vytvoren urcovaci kli¢,
ze kterého jsme v této praci vychazeli (Mylnikov, 1985). Pfitom mohou studie pravé
na téchto prvocich pfispét k pochopeni procesu prechodu z volného prostredi
do endobiotického a z endobiotického prostredi zpét do volného. Také srovnavaci studie
morfologie a ultrastruktury unizoickych a diplozoickych diplomonad by mohla pfinést nové
poznatky o evoluci eukaryotické buriky. Tito prvoci navic jsou bézni v rtiznych typech
anoxickych prostredi, takze opatfit si material pro studium neni narocné (jeho zpracovani je
samoziejmé jinym problémem). Kdyz jsme srovnali vysledky fylogenetické analyzy s misty
sbéru sedimentu jednotlivych izolatt (pokud byla tato informace dostupnad), zjistili jsme,
Ze ve vétsiné linii se vyskytuji izolaty z pfinejmensim dvou kontinentd. (Tam, kde vétev
tvotily tfeba pouze dva izoladty, nebyla vypovidaci hodnota téchto informaci vysoka, ale
ivtakovém pfipadé jsme méli jeden izoldt z Evropy a jeden ze Severni Ameriky).

Domnivame se proto, ze vétsina linii volné Zijicich diplomonad je kosmopolitni.

5.1. Zhodnoceni pouzitych metod

5.1.1. Kultivace volné zijicich diplomonad

V cerstvych kulturdch byly diplomonady relativné casté. Diky tomu byla nase sbirka izolatt
velmi rozsahld — obsahovala trvale vice nez 35 stabilnich kultur, pficemz prabézné iji
prochazely kultury, které bud brzy zahynuly, anebo z nich byla pouze izolovana DNA
a byly vyuzity kolegy k vyzkumu jinych organismi, které se v nich vyskytovaly. Nejvice
stabilnich kultur jsme méli od rodu Trepomonas, jehoz zastupci tudiz tvori vétsi éast souboru
nami ziskanych izolata (viz tab. 12). Kromé toho, Ze se jednalo o nejcastéjsi zastupce fadu

Diplomonadida, byly buriky tohoto rodu nejhouzevnatéjsi a zfejmé jim nejvice vyhovovaly
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nase kultivaéni podminky. Cetnost bunék v kulturach sice ¢asto nebyla vysoka, ale jinak
bézné dlouhodobé prezivaly a k vymfeni dochazelo ztidka.

Zastupci rodu Hexamita byli v kulturdch méné obvykli, ale pfitom castéjsi, nez jak
naznacuje jejich zastoupeni v nasi fylogenetické analyze. Buriky tohoto rodu zfejmé htfe
snasely kultiva¢ni podminky, protoze neziidka doslo k vymfeni kultury, a to i poté, co se jiz
zdala byt stabilni. Zaroven jsme ale méli i kultury, kde hexamity dlouhodobé prezivaly ve
vysokych cetnostech. Vzhledem k mnozstvi kultur, které jsme méli k dispozici, jsme
nezkouseli kultivaéni podminky pro rod Hexamita optimalizovat.

Nejméné obvykli byli zastupci rodu Gyromonas. Kultury sice dlouhodobé prezivaly,
ale nikdy nebyly dostate¢né stabilni a vzdy hrozilo jejich vymieni. Cetnost bunék byla
v kulturach trvale velmi nizkd a dochazelo k oscilacim, diky kterym v kulturach ¢asto nebyly
pozorovany zadné bunky. Po néjaké dobé od tohoto zdanlivého vyhynuti se nicméné buriky
znovu v kulturach objevily. Zda to bylo z cyst nebo z bunék, které tam zbyvaly, ale byly
prehlédnuty, nevime.

Casto byly kultury smiSené a vyskytovaly se v nich dva nebo vice druht
diplomonad. Zpravidla se jednalo o hexamity a jeden druh trepomonad. V takovém piipadé
vétsinou hexamity ¢asem vymfely. Méli jsme také nékolik kultur, ve kterych se vyskytovalo
vice druhti trepomondd nardz nebo hexamita spoleéné s gyromonddou. Tyto smiSené

kultury byly dlouhodobé stabilni.

5.1.2. Izolace a amplifikace DNA

Vinou kolisani a nizkych hustot bunék v kulturach jsme se casto potykali s problémem ziskat
dostatecné mnozstvi DNA pro amplifikaci genu pro SSU rRNA. Elektroforéza byla po
amplifikaci casto negativni nebo byl signdl jen velmi slaby. Tento problém jsme se snazili
kompenzovat jednak sledovanim kultur a izolaci DNA v dobé, kdy byly dobfe narostlé,
a jednak optimalizaci reakce PCR a vybérem nejvhodnéjsich chemikalii a primerti. Zpocatku
byl pro PCR reakci nékolikrat pouzit LA DNA "Polymerases Mix"(Top-Bio, CR), nicméné
s diplomonddami bylo dosahovano stejné dobrych nebo lepsich vysledka s Combi PPP
Master Mixem s Taq polymerdzou (Fermentas, UK), ktery byl proto nasledné pouzivan jiz

trvale. Pro pfehled primerti tspésné pouzivanych pfi amplifikaci viz kapitolu 3.4.2. Primery
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355F a 706R, specifické pro ¢ast genu pro SSU rRNA diplomonad, byly pfed nékolika lety
navrzeny Dr. M. Koliskem (nyni University of British Columbia, Vancouver, Kanada).

I pfes snahu o optimalizaci podminek procesu izolace a amplifikace DNA nebyla
z nékterych kultur ziskdna sekvencni data, a to ani po opakovanych pokusech. Pfikladem je
izolat URUBAMBA (se zastupci rodtt Hexamita a Gyromonas), u kterého byly provedeny dva
neuspésné pokusy o amplifikaci genu pro SSU rRNA, nebo izolat TUN2, u kterého probéhly
dokonce celkem ctyfi neuspésné pokusy o amplifikaci DNA. Sekvence ani jednoho
zuvedenych izolath proto nemohla byt uréena. V pfipadé druhého vySe zminéného
problémového izolatu byl zarazejici fakt, Ze cetnost bunék v kultufe byla dlouhodobé
nadpriameérné vysokd (na rozdil od izolatu URUBAMBA).

V ptfipadé opakovaného nezdaru pfi amplifikaci DNA se nam osvédcilo pouzit pro
amplifikaci touchdown PCR (viz kapitolu 3.4.2.). Diky této metodé jsme ziskali sekvenci
znékolika problémovych izolati, napfiklad ze SPINDL2. Také se nam touto metodou
podafilo amplifikovat DNA izolatu LUH2N, jehoZ kultura je jiz nékolik let mrtva
a k dispozici byla DNA uchovand v mrazniéce. Bohuzel jsme touchdown PCR zacali
pouzivat az v zavérecnych fazich laboratornich praci, a proto jsme ji nestihli aplikovat na
vSechny problematické izolaty.

Vzhledem k velkému mnozstvi izolatih by bylo neefektivni v kazdém ptipadé
smiSené kultury pfistupovat ke klonovani. Proto jsme se bud takovou kulturou dale
nezabyvali (zvlast v pfipadé, Ze se v ni vyskytovaly buriky vice druhti z jednoho rodu), nebo
jsme volili postup, pfi kterém jsme izolovali DNA standardni cestou bez klonovani. Pokud
byla osekvenovana cista sekvence, zaradili jsme ji do datasetu. Pokud byla osekvenovana
smés, sekvenci jsme nepouzili a kulturou jsme se dale nezabyvali. Klonovali jsme pouze v
pfipadé, Zze se v kultufe vyskytovali prvoci, ze kterych jsme dosud méli minimum dat

(naptiklad rod Gyromonas).

5.1.3. Pofizovani snimk zivych bunék

Jednim z cilti prace bylo provést morfologickou studii fddu Diplomonadida. Abychom mohli
buniky zméfit a zaroven porovnavat izolaty mezi sebou, bylo nutné udélat zna¢né mnozstvi

mikrofotografii. Vzhledem k tomu, ze buriky diplomonad jsou malé a velmi pohyblivé, bylo
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pofizeni pouzitelnych fotografii casto naro¢nym tkolem. Protargolem barvené preparaty
jsme také fotografovali a méfili, ale kvili ndrocnosti pfipravy a casto malé uspésnosti této
metody barveni nebylo mozné zpracovat vétsi mnozstvi izolatti. Buriky barvené protargolem
jsou navic mensi nez buriky zivé, a to v fadu desitek procent, takZze jsou sice patrné velikostni
poméry mezi druhy, ale o skutecné velikosti buriky se nedozvime nic. Vyhodou barveni
protargolem je zviditelnéni mnoha struktur, které nejsou na zivych burikach piilis dobfe
vidét — naptiklad jadra a biéiky (viz obr. 14 a 15). Ve vyzkumu morfologie tak tato metoda
miize hrat velmi vyznamnou roli, pokud se zpracuje vétsi mnozstvi izolat. To ale v case
uréeném pro vypracovani diplomové prace nelze stihnout.

Bylo tedy nezbytné nalézt metodu, kterou by bylo mozno buriky zpomalit nebo
zastavit, ale zdroven je nezabit, aby se nedeformovaly. Prvni vyzkouSenou metodou
zpomaleni bylo potfeni kryciho skla poly-L-lysinem. Tato metoda se neosvéddila, protoze
ackoliv se bunky zastavily, zacaly se velmi brzy deformovat.

Dal$im pokusem o zpomaleni az zastaveni bunék bylo pouziti 2% roztoku
methylcelulosy. Tato technika se ukazala byt tisp€snéjsi nez ta predesla. P¥iblizné po jedné
minuté bylo pfi pozorovani ve svételném mikroskopu patrné zpomaleni bunék, v nékterych
pripadech se bunky pfiblizné do dvou minut uplné zastavily. Bunky se deformovaly
mnohem méné nez pfi pouziti poly-L-lysinu, navic byly pfi vhodném natoceni bunky
viditeIné i bi¢iky. Znacnou nevyhodou ovsem byly vyrazné rozdily v aéinnosti. Na vétsi
a pomalejsi bunikky — napfiklad druhu Trepomonas rotans — metoda fungovala velmi dobfe,
buniky se zastavovaly a relativné dlouho drzely tvar. Ale napfiklad na mensi a rychlejsi
buniky druhu Trepomonas steinii methylcelulosa ticinkovala velmi malo a buriky byly pouze
nepatrné (a pro nase ucely nedostatecné€) pomalejsi. Ke zméné nedoslo ani pri vyzkouseni
4% roztoku.

Tfeti metodou na znehybnéni bun€k, kterou jsme vyzkouseli, bylo pouziti
formaldehydu. Ten byl v malém mnozstvi, pfiblizné 0,5 pl, pfidan do vzorku (pfiblizné 5 ul)
piimo pred pozorovanim. Buriky se sice zastavovaly prakticky okamzité, nicméné dochéazelo
velmi brzy k deformaci a praskani bunék, stejné jako pfi pouziti poly-L-lysinu.

Nakonec se pfi pozorovani a fotografovani bun€k nejvice osvédcilo nanést na sklo
malou kapku média s burikami, Setrné ji roztahnout po podloznim skle a vydrzet piiblizné

ptl minuty, dokud vzorek nezacal na okrajich osychat. Pak bylo pfiloZeno kryci sklo. Buniky
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byly pfi pouziti této metody zpomalené a ve vétSiné pfipadt se béhem dalsich priblizné
dvou minut zastavovaly a pfisedaly ke sklu, aniZ by se viditelné deformovaly. Cas, ktery
zbyval po pfisednuti bunék na sklo do jejich deformace, nebyl pfili§ dlouhy (pfiblizné kolem
tfi minut), ale byl dostatecny na to, abychom mohli pofidit uspokojivé mnozstvi fotografii
zivych bunék. I tato metoda méla rtiznou tcinnost — naptiklad buriky druhového komplexu
Trepomonas spp. PPS6 se zpomalily podstatné méné nez bunky ostatnich druhti a pfisedaly
jen v ojedinélych pfipadech. Naproti tomu buniky druhu Trepomonas rotans ptisedaly
relativné brzy a casto.

Z vysledkt této prace je ziejmé, Ze nase studium morfologie se soustfedilo témér
vyhradné na rod Trepomonas. Dtivodi je nékolik. Hlavni roli hraje fakt, Ze zastupci rodu
Trepomonas se vyskytuji v nasich kulturach zdaleka nejcastéji a také v nich nejdéle Zziji. Kultur
se zastupci rodu Hexamita a Gyromonas jsme ziskali mnohem méné, navic nékteré izolaty
necekané vymfely nebo byla cetnost bunék velmi nizka. Buriky rodu Trepomonas jsou také pii
manipulaci spojené s fotografovanim mnohem houZevnatéjsi nez burnky ostatnich volné
zijicich diplomonadd a jejich chovani je pro potfizovani fotografii podstatné priznivéjsi. Buriky
rodu Hexamita se brzy zacinaji deformovat i bez pouziti jakékoliv vySe zminéné zpomalovaci
metody. Navic se pohybuji rychleji nez buriky rodu Trepomonas, a predevsim nepfisedaji —
v nejlepsim piipadé uviznou na nékolik sekund v sedimentu. Béhem pokust se nam
nepodafilo najit metodu, kterd by hexamity zpomalila a zaroven ihned neposkodila. Buriky
rodu Gyromonas se nepohybuji zdaleka tak rychle jako buriky rodu Hexamita nebo Trepomonas
a velmi casto pfisedaji. I tak bylo jejich fotografovani problematické, protoze jsou velmi malé

(méfi kolem 7 um, viz tab. 13) a béhem prisednuti méni tvar a rychle kmitaji.

5.2 Urcovani druhu

vvvvvv

kapitola Distomata (Klebs, 1892), a taxonomickd revize diplomonad s urcovacim klicem
(Mylnikov, 1985). Tyto dvé publikace byly nejbohat$im zdrojem informaci o morfologii volné
zijicich diplomondad. Dale jsme nahliZeli zejména do knihy Protozoology (Wenyon, 1926)
a Handbook of Protozoology (Kudo, 1931). VSechny dals$i zdroje informaci, které jsme

pouzili pfi uréovani druhti, jsou uvedeny v kapitole 2.8. Obecné literatury na téma volné
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zijicich diplomonad neni mnoho — vétsinu informaci jsme ziskavali ze studii vétsiho rozsahu,
jejiz soucasti volné zijici diplomonady byly — a vyhledat spravné zdroje bylo ¢asto narocné (a
v nékolika pfipadech zfejmé nemozné). Neékolikrat jsme se také setkali s uvedenim
matoucich nebo dokonce mylnych informaci. Pfikladem je uvedeni nespravné délky burky
druhu Gyromonas ambulans v Handbook of Protozoology (Kudo, 1931), které nas uvedlo
do nejistoty ohledné zafazeni prvoka, kterého jsme pozorovali. Autor totiz uvadi délku
G. ambulans 15 pym, coz je ptiblizné dvakrat vice, nez kolik jsme naméfili my na bunkach
prvoka, kterého jsme povazovali za G. ambulans. Kdyz jsme nahlédli do originalniho popisu
tohoto druhu (Seligo, 1886), zjistili jsme, Ze se zde uvadi 6 — 10 um, coz odpovidalo nasim

pozorovanim.

5.2.1 Urcené druhy rodu Trepomonas

Celkem jsme podle dostupné literatury urcili ¢étyfi druhy rodu Trepomonas: T. agilis,
T. latecapitata, T. steinii a T. rotans. Druhy T. agilis a T. steinii byly kultivovany v nasi
laboratofi jesté pfed zahdjenim této prace. Druhy T. rotans a T. latecapitata jsme zaznamenali
az v prubéhu této studie.

Druh Trepomonas agilis byl jiz koncem 19. stoleti podle velikosti rozdélen na tfi
variety: var. angulatus, var. communis a var. simplex (Klebs, 1892). Tyto variety byly pozdé&ji
uznany jako samostatné druhy (Mylnikov, 1985). Misto T. agilis zaroveni Mylnikov pro téhoz
prvoka pouzil nazev T. communis. Délka bunlky variety communis (Klebs, 1892) totiz
odpovida délce buniky z origindlniho popisu druhu T. agilis (Dujardin, 1841). V pozdéjsich
publikacich (Bernard et al., 2000) je ale opét pouzivan nazev T. agilis. Nahrazeni nazvu druhu
T. agilis za T. communis totiz porusovalo pravidla zoologické nomenklatury. Jestlize byly
dany jednomu druhu dva ndzvy, pak ma pfednost ten nazev, ktery byl vytvofen prvni —
v tomto prfipadé je to Trepomonas agilis. Izolaty tohoto druhu jsme ziskali pouze dva.
Vzhledem i velikosti odpovidaly popisu z literdrnich zdrojid. S burikkami vzhledové
a velikostné odpovidajicimi zbylym dvéma druhéim (ptivodné varietdm) jsme se ale po celou
dobu nasi studie nesetkali. Zadna z nami méfenych bunék nebyla delsi, neZ 18 um, p¥icemz

T. angulatus je podle popisu dlouha 30 um (Klebs, 1892; Mylnikov, 1985). Rovnéz jsme nikdy
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nezaznamenali zastupce rodu Trepomonas, kteti by méfili 7 — 8 pum, coz odpovida popisu
T. simplex (Klebs, 1892; Mylnikov, 1985).

Druh T. steinii byl diky charakteristickému zptisobu pohybu vzdy velmi snadno
rozpoznatelny. Na fylogenetickém stromé se tento druh rozdélil na tfi vétve, ackoliv
morfologicky je tento druh relativné uniformni. Neziskali jsme ale dostate¢né mnozstvi
morfologickych dat, které by mohlo podat relevantni informaci o tom, zda jsou mezi
jednotlivymi liniemi také rozdily v morfologii. Na obr. 9 jsou vyobrazeny bunky izolatt
z dvou linii toho druhu. Urcité rozdily ve tvaru bunky pfi boénim pohledu a v postaveni
kapes jsou viditelné, ale nemame zdokumentovan dostatecné velky reprezentativni vzorek
na to, aby bylo mozné urcit, zda jsou tyto rozdily stabilni. Nelze ale vyloucit, ze se jedna
o samostatné druhy. V jednotlivych liniich nebyla patrna ani geograficka zavislost, ve vsech
se totiz vyskytovaly izolaty pfinejmensim ze dvou kontinentt.

Také druh Trepomonas rotans ma natolik charakteristické znaky, Ze ho lze spolehlivé
uréit na prvni pohled. Siroké bublinovité kapsy, silné zplostély tvar a intenzivni rotace nas
jiz pfi prvnim setkdni s burikami tohoto rodu nenechaly na pochybach, Ze se jedna o tento
druh.

S druhem Trepomonas latecapitata jsme se setkali jako s poslednim. Zprvu byl pro nas
jeho vzhled matouci. Podle velikosti, pfiblizného tvaru i rotace béhem plavani se
bezpochyby jednalo o rod Trepomonas, zprvu jsme se podle velikosti domnivali, Ze se jedna o
druh T. agilis. Zakrouceni bunky bylo ale u tohoto druhu o tolik vyraznéjsi nez u T. agilis
i vSech ostatnich trepomonad, Ze jsme zdhy provedli detailni morfologickou studii, pfi které
jsme zjistili, Ze mezi pozorovanymi burikami a bunkami T. agilis jsou rozdily. Druh jsme

posléze jednoznacéné urcili podle klice (Mylnikov, 1985) jako T. latecapitata.

5.2.2 Ostatni druhy rodu Trepomonas

V pribéhu nasi prace jsme ale narazili také na izolaty, které jsme podle morfologie
z dostupné literatury do druhu urcit nedokdzali, anebo jsme znich neméli k dispozici
morfologicka data.

Linie Trepomonas sp. 1 je tvofena endobiotickymi trepomonadami, které jsou

s vysokou statistickou podporou blizce pribuzné volné zijicimu druhu T. agilis. Morfologii se
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nepodafilo zdokumentovat, protoze kultura zahynula dfive, nez jsme se studiem morfologie
zacali. Na prvni pohled tyto izoldty patfily do rodu Trepomonas, ale u buné€k nebyly
spocitany biciky. Je tudiz mozné i to, ze se jednalo o rod Trigonomonas.

Ze vSech druhti rodu Trepomonas se v nasich kulturdch nejcastéji objevovali zastupci
tf1 linii (Trepomonas sp. 2, 3, 4), které jsou zde souhrnné oznaceny jako druhovy komplex
Trepomonas spp. PPS6. Ze zastupcti tohoto komplexu jsme ziskali nejvice sekvencnich dat,
naproti tomu jsme ale z této skupiny ziskali relativné nejméné morfologickych dat. Dtvodua
je nékolik. PfedevSim mnohé z kultur téchto prvoka vymfely dfive, nez bylo studium
morfologie provedeno, anebo se ¢etnost bunék v kultufe snizila natolik, Ze nebylo mozné s ni
dale pracovat. Nejvétsim problémem ale bylo samotné pofizeni fotografii. Buniky se sice
vzhledem k ostatnim trepomonadam pohybuji primérné rychle, ale na rozdil od nich
prakticky viibec nepfisedaji, a to ani pfi pouziti vySe zminénych zpomalovacich metod.
Zpomaleni bylo minimalni (pfi pouziti Setrnéjsich metod) nebo se bunky ihned deformovaly.
Proto bylo pofizeni fotografii ve vétsim zvétSeni, které by dovolovalo zaznamenani detailt,
spiSe dilem ndhody, pokud burnka uvizla v sedimentu nebo neocekdvané pfisedla. Pro
ziskani fotografii slouzicich k méfeni délky bunék, na které nebyly tak vysoké kvalitativni
pozadavky, byla pouzivana metoda sériového fotografovani za pohybu buriky. Z mnozstvi
vyslednych fotografii pak byly vybrany ty, na kterych bylo mozné provést méfeni.

Na prvni pohled byly vzhled i pohyb vSech sledovanych izolatii komplexu
Trepomonas spp. PPS6 relativné homogenni bez vyraznych odchylek, které by odliSovaly tfi
vétve komplexu od sebe nebo cely komplex od ostatnich trepomondd. Vysledky méfeni
ukazaly téméT stejné velikosti bunék ve vSech tfech vétvich (kromé izolatu HRAD5AN, jehoz
bunky jsou o néco vétsi). Ze ziskanych detailnich fotografii je patrné, Ze morfologické rozdily
mezi jednotlivymi vétvemi jsou (viz obr. 11) — napiiklad ve tvaru burlky nebo kapes.
Vzhledem k nedostatku kvalitnich fotografii a malému reprezentativnimu vzorku ale nelze
urdit, zda jsou tyto rozdily stabilni.

Zpocatku jsme se pfi pokusech o uréeni druhti domnivali, Ze by néktera vétev
druhového komplexu mohla byt jednou z morfologickych variet Trepomonas agilis.
Po srovnani ziskanych hodnot délky bunék s literaturou jsme ale zjistili, Ze se naSe naméfené
udaje v podstaté neprekryvaji ani s jednou varietou. Pouze HRAD5AN svou délkou tésné

zasahuje do intervalu charakterizujici T. communis, tato varieta (druh) byla nicméné uznana
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jako synonymum T. agilis (Bernard et al., 2000), se kterou tento izolat neni blizce pfibuzny.
V soucasné dobé se proto domnivame, Ze se jedna o nékolik novych, dosud nepopsanych
druhd, které se ndm z nezndmych dtvoda objevuji v kulturach nejcastéji ze vsech
trepomondd. Je mozné, ze se jedna o organismy, které jsou malo abundantni (i kdyz Siroce
rozsitené) v pfirodé, ale jsou kultivovatelné mnohem snadnéji nez ostatni volné Zijici
diplomonady. Nase pracovni hypotéza je, Ze se jedna o tfi samostatné druhy, ale bude tieba
provést dalsi studie (zejména morfologické), aby bylo mozné urdit, o kolik druhti se jedna
a zda jsou tyto druhy dosud nepopsané. Také bude nutno zjistit, zda je komplex Trepomonas

PPS6 skutecné polyfyleticky, jak naznacuji vysledky naSich analyz.

5.2.3 Rod Hexamita

Zastupce rodu Hexamita jsme do druhu neurcovali. Po prvnich pokusech o pofizovani
fotografii diplomonad se nase prace vice zaméfila na rod Trepomonas, se kterym se snaze
manipulovalo (viz kapitolu 5.1.3.) a od kterého jsme méli vétsi mnozstvi izolatti. Buniky rodu
Hexamita jsme tudiz pozorovali zejména pti pokusech o zpomaleni ¢i zastaveni bunék nebo
pfi pravidelné kontrole kultur. Béhem téchto pozorovani jsme zaznamenali rozdily
v morfologii bunék mezi izolaty. Tyto rozdily se tykaly velikosti, tvaru (bylo pozorovano
nékolik izolatd, jejichz bunky mély spise kulovity tvar, zatimco ostatni druhy mély tvar
pfiblizné vejcity) a viditelnosti trubicovitych cytostomti. Podrobna morfologicka studie
tohoto rodu by nicméné mohla probéhnout pouze za predpokladu, ze by byla nalezena
metoda, jak zivé bunlky bez poskozeni alespon zpomalit. Vysledky nasi fylogenetické

analyzy ale naznacuji, Ze nase izolaty patfi nejméné do ¢tyt druht.

5.2.4 Rod Gyromonas

Bunky rodu Gyromonas se v nasich kulturach vyskytovaly ve velmi nizkych hustotach, coz
podrobnou morfologickou studii zna¢né ztézovalo. Velikost nami naméfenych bunék (viz
tab. 13) odpovidala prvnimu popisu toho rodu, konkrétné druhu Gyromonas ambulans
(Seligo, 1886). V tomto popisu autor také uvadi, ze bunky maji ¢tyfi bic¢iky, coz my ale
o nadmi pozorovanych burnkdach nemtizeme s jistotou tvrdit. Na nasich fotografiich byl ¢asto
patrny jeden par bicikd. Obcas byly viditelné také struktury, které pfipominaly biciky
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druhého paru, nicméné zaroven se mohlo jednat o tentyz bicik zachyceny kvtli pomalejsi
expozici a rychlému pohybu na dvou mistech zaroven. Kudo (1931) ve svém popisu tohoto
rodu uvadi, Ze cytostomy nebyly viditelné. My jsme naopak nékolikrat pozorovali na
bunikdch atvary, které by cytostomy mohly byt (viz obr. 12).

Druh Gyromonas ambulans byl nalezen na severni polokouli ve sladkych vodach (napt.
Hanel, 1979), zatimco druhy druh tohoto rodu, Gyromonas salinus, byl nalezen u Australie v
mofi (Ruinen 1938, cit. podle Lee, 2005). Bunikky rodu Gyromonas salinus jsou navic o
néco vétsi. Pfedevsim s ohledem na habitat jsme tudiZ urcili nami nalezené izolaty jako druh

Gyromonas ambulans.

veers 7

5.3. Evoluce volné zijicich diplomonad

Na nasem fylogenetickém stromé zalozeném na genu pro SSU rRNA vyslo nezanedbatelné
mnozstvi uzlt bez statistické podpory, coz ¢ini nase vysledky misty diskutabilni. I pfesto je
z nasich vysledkt zjevné, Ze se ve fylogenetickych vztazich volné Zijicich diplomonad zfejmé
vyskytuje nékolik zajimavych fenoménti.

Prvnim z nich je fakt, Ze rod Trepomonas velmi pravdépodobné neni monofyleticky.
V nasi analyze se druh Trepomonas rotans umistil do blizkosti linii I a II rodu Hexamita. Také
v prubéznych analyzach, které jsme béhem této studie provadéli, se T. rotans vzdy vétvila
mimo rod Trepomonas a pfisedala do blizkosti hexamit. Ostatni druhy rodu Trepomonas
vytvorily na fylogenetickém stromé linii, které neni T. rotans pfibuzna (viz obr. 6). Ackoliv
nebyly ani pfibuznost T. rotans rodu Hexamita ani monofylie linie tvofené ostatnimi
trepomonddami statisticky podpofeny, znamenaji nase vysledky nejspis to, ze T. rotans ve
skutecnosti nepatii do rodu Trepomonas. Od ostatnich druhd, ze kterych jsou k dispozici
sekvencni data, se navic T. rotans 1isi i morfologicky. VSechny ostatni trepomonady mély
spiralné zakroucenou burku, T. rotans nikoliv. Buniky T. rotans byly silné zplostélé a mély
veliké bublinovité kapsy, které jsme u ostatnich druhti trepomondd nepozorovali. Béhem
prvnich pokusti o studium ultrastruktury bunék T. rotans jsme zaznamenali tésné u povrchu
struktury pfipominajici $upiny. Ze by tento druh mohl mit butiku nééim pokrytou,
naznacovalo také mnoZstvi protargolovych preparatd, na nichZz se burlky obarvily

nestandandardnim zptisobem. Misto jader a bicik{i se zviditelnila pouze obrysova kontura
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bunék (viz obr. 15C). U ostatnich druhd trepomonad jsme se s timto zptisobem obarveni
buriky nesetkali. Je tedy mozné, Ze by se mohlo jednat o dalsi znak, kterym se T. rotans
odlisuje od ostatnich trepomondad. Druhou moznosti samoziejmé miize byt, ze je T. rotans
odvozenym druhem (jak geneticky, tak morfologicky) a umisténi tohoto druhu do blizkosti
rodu Hexamita bylo artefaktem analyzy genu pro SSU rRNA. Ackoliv se T. rotans od
ostatnich trepomonad lisi v mnoha ohledech, stale je tomuto rodu morfologicky
nejpodobnéjsi. Jednak uspordddnim a délkami bicikii a jednak otevienymi cytostomdalnimi
kapsami. Morfologie téchto kapes je sice odliSna od ostatnich druhti rodu Trepomonas,
nicméné trepomonady jsou jedinou popsanou skupinou diplozoickych diplomonad, ktera
ma cytostomy takto oteviené a je v nich umistén vice nez jeden bicik.

Také rod Hexamita se rozdélil na nepfibuzné linie, celkem ctyfi, které jsme oznacili I -
IV. Ackoliv jednotlivé linie byly vétsinou dobfe podpofeny (kromé linie III), pozice zadné
znich neméla vyznamnou statistickou podporu. Rovnéz v priibéznych analyzach se
hexamity vétvily na vice nepfibuznych skupin. U izolatli vSech téchto skupin jsme sice
pozorovali morfologii rodu Hexamita (velikost a tvar téla, rychlost a zptisob pohybu), ale
protoze jsme neprovedli podrobnou morfologickou analyzu tohoto rodu, nemtzeme fici,
zda a jaké jsou mezi skupinami morfologické rozdily. Linie I a III byly tvofeny jak volné
zijicimi, tak endobiotickymi zastupci, linie II a IV byly tvofeny vyhradné volné Zijicimi
zastupci. Linie IV byla tvofena dvéma vétvemi. Podle naSich zdznamt a informaci
o environmentalnich sekvencich v GenBank je linie s izolatem KAMERUN4 sladkovodni,
zatimco linie s izolaty AYEN, KLOSTERSEE a NORSKO by mohla byt brakicka ¢i morska.
Tyto informace se ndm nicméné u izolath AYEN a KLOSTERSEE nepodaftily dohledat —
kolegové, ktefi tyto izolaty sebrali, si pfesné misto sbéru nepamatovali, takze to nelze fici
sjistotou. I kdyz pozice jednotlivych vétvi nejsou v nasi analyze statisticky podpofeny,
nemusi byt rozdéleni tohoto rodu do nékolika oddélenych skupin artefaktem analyzy.
Vzhled bunék rodu Hexamita by také mohl byt plesiomorfni a zachovat se u nékolika jinak
nepiibuznych vétvi diplomonad.

Pritahovani vétve Spironucleus muris/S.meleagridis do blizkosti druhu Trepomonas
latecapitata se vyskytlo nejen ve findlni Bayesovské analyze, ale i v analyzach prtbéznych.
Tento jev mutze byt samoziejmé artefaktem analyzy - sekvence izolatu T. latecapitata

BEAVERS3 je totiz kratka, asi o 670 bazi kratsi nez druhy izolat PETRYB. Na druhou stranu
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tato linie rodu Spironucleus se fadila na rtizné pozice uvnitt skupiny Hexamitinae ve vice
studiich (Jergensen, 2007; Kolisko, 2008). Je proto mozné také to, zZe se opravdu jedna
o samostatnou linii, ktera je rodu Spironucleus nepfibuznd, ale ma stejny vzhled bunék (ktery
se bud v evoluci zachoval, nebo vznikl konvergentné). Jednalo by se tak o dalsi linii
endobiotickych diplomonad blizce pfibuznych volné Zijicim, kterych v nasi analyze vyslo
nékolik (viz niZe).

Izolat CERAT3 zfejmé predstavuje novou linii unizoickych diplomonad sesterskou
linii PSEUD/PYX/TIPLICE/SCHULTZ. Tato pozice vysla podpofena pouze v Bayesovské
analyze, v ML byla bez statistické podpory. Podrobna studie morfologie zastupct této linie
nebyla dosud provedena. Kultury izolatt TIPLICE a SCHULTZ vymifely, takze studie jiz
neni mozna, a z izolatu CERATS3 jsou dostupné protargolem barvené preparaty, které ale
jesté nebyly zpracovany. Z dostupnych dat tak lze o zastupcich této linie fici pouze to, Ze se
pravdépodobné jedna unizoické endobiotické diplomonady.

Izolat VAV2A, ve kterém byly pozorovany unizoické bunky, byl odebran
ze zruSeného septiku. Nevime proto jisté, zda je endobioticky nebo volné Zijici. Tento izolat
se na fylogenetickém stromé umistil dovnitf rodu Trimitus, konkrétné do blizkosti jeho
endobiotickych zastupcti. Protoze ma ale rod Trimitus také volné Zijici zastupce (Kolisko et
al., 2008) a tato pozice izolatu VAV2A nebyla statisticky podporena, nelze z téchto vysledkt
ohledné jeho zptisobu Zzivota nic vyvozovat. Jedna se ale o prvni ndlez unizoickych
diplomonad v septiku.

Rod Gyromonas se s vysokou podporou umistil jako blizky pfibuzny rodu Trimitus.
Volné zijici diplozoické gyromonady jsou tedy pribuzné vétsinou endobiotickym
unizoickym diplomonadam - jednd se o prvni takovy pfipad s vysokou statistickou
podporou. Predpoklad, Zze by rod Gyromonas mohl byt sekundarné volné Zijici, je tudiz
nasnadé. Tato pozice rovnéz naznacuje, ze by rod Gyromonas mohl byt jednou ze samostatné
vzniknuvsich liniif diplozoickych diplomonad. Nelze vSak vyloucit ani opacny scénar, kdy by
linie rodu Trimitus vznikla jakymsi rozpulenim diplozoickych bun€k s morfologii podobné
rodu Gyromonas. Rody Gyromonas a Trimitus se proto nabizeji jako predméty studia
ultrastruktury, procesu déleni bunék a s nim spojené flagelarni transformace. Vzajemna
srovnani vysledki takovych studii by mohla pomoci k pochopeni vzniku diplozoické buriky

nebo potazmo jeji redukci na buriku unizoickou nebo naopak.
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Nase analyza genu pro SSU rRNA umistila hned v nékolika pfipadech do blizkosti
volné zijicich druht endobiotické diplomonady. Konkrétné se jednalo o endobiotickou linii
Trepomonas sp. 1, ktera se s vysokou podporou umistila jako blizce pfibuznd volné Zijicimu
druhu Trepomonas agilis, dale endobiotické izolaty hexamit PI1kl3 a PI1kl izolované z pijavky
konské a vétvici se uvniti druhu Hexamita inflata (rovnéz s vysokou podporou), a volné zijici
izolat SEB5, ktery se umistil jako blizce pfibuzny endobiotickému druhu Hexamita nelsoni
(ovSem bez podpory). Podobny stav pak lze nalézt jesté u rodu Trimitus, kde se v dfivéjsi
analyze k dosud endobiotickému rodu pfidaly dva nové volné Zijici izolaty (Kolisko et al.,
2008). Fakt, ze se na tolika mistech odvétvuji endobiotické linie ve volné Zijicich a naopak,
znacné komplikuje pfedstavu o evoluci zptisobu Zivota diplomondd. Existuji dvé moznosti
vykladu. V prvni z nich se ze sekundarné volné Zijicich prvokt znovu vyvinuly endobiotické
linie. Druhd moznost je, Ze se sekunddrné volné Zijici linie vyvinuly mnohokrat nezavisle.
Prvni varianta evoluce se nam zda prijatelnéjsi. Transformace volné zijictho prvoka
k endobiotickému zptisobu Zzivota se zda byt jednodussi a pravdépodobnéjsi, nez pfeména

odvozeného endobionta pfizptisobeného vnitinimu prostfedi na volné Zijictho zastupce.
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6. Zaveérecéné shrnuti

* Bylo uréeno celkem 65 novych sekvenci genu pro SSU rRNA pievazné volné zijicich
diplomonad.

» Skupina Hexamitinae vysla v analyze monofyleticka.

* Rod Trepomonas se rozpadl na dvé nepfibuzné linie a rod Hexamita na ctyfi. Také
unizoické diplomonady byly tvofeny vice oddélenymi skupinami.

* Byla objevena skupina izolatti rodu Trepomonas, kterou nebylo mozné podle dostupné
literatury urcit do druhu. Zfejmé se jedna o tfi nové, dosud nepopsané druhy.

* V nékolika liniich diplomonad se vyskytli s vysokou podporou blizce pfibuzni volné
zijici a endobiotiéti zastupci diplomonad.

* Diplozoicky rod Gyromonas se umistil jako blizce pifibuzny unizoickému rodu
Trimitus.

» Izolat CERATS utvofil novou linii unizoickych diplomonad.

e Podbrobné jsme prostudovali morfologii druhti Trepomonas agilis, T. latecapitata,

T. rotans, T. steinii a Gyromonas ambulans.

* Morfologie rodu Hexamita nebyla detailné studovana.
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