UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Piirodovédecka fakulta

Katedra parazitologie

Evoluce genetického kodu a taxonomie oxymonad

Evolution of the genetic code and classification of oxymonads

Bc. Eliska Sramova

Diplomova prace

Skolitel: Mgr. Vladimir Hampl, Ph.D.

Praha, 2012



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné¢ a ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast

nebyla predlozena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 27. 8. 2012

Eliska Sramova



Podékovani:

Na tomto misté bych rada podékovala svému skoliteli Mgr. Vladimiru Hamplovi, PhD. za
odborné vedeni mé diplomové prace. Dale bych chtéla podékovat RNDr. Ivanu Cepickovi,
Ph.D. za pomoc pfi tvorbé preparati, Mgr. Pavle Smejkalové a vSem ¢leniim naseho tymu
za pomoc V laboratofi, ale 1 za vytvoteni pratelské atmosféry a psychickou podporu.

V neposledni fad¢ bych chtéla podékovat svym rodi¢iim za podporu a trpélivost béhem

doby mého studia.



OBSAH

g B~ W N P

ABSTRAKT Lt bbbttt 6
ABSTRACT e 7
UVOD ...ttt 8
CILE PRACE ..ottt 9
LITERARNI PREHLED ......vvuuuiiriimririiesiessssessess s ssssssssssss s 10
5.1  Obecna charakteristika OXYMONAd..........cocieiiiiiiiiiiiieeee e 10
5.2  Taxonomické zatazeni a morfologie OXymonad...........coccevvverirveniiiinicnienennns 14
52.1  Celed Polymastigida.........cccevuereererrererieiieeseeeseesesessesses s iesesssesee e 15
5.2.2  Celed StreblomastiZidac ............c.coveurvieieieieeiieieeieeeeseeeesesses s 18
5.2.3  Celed Saccinobaculida .........c..ce.eveevevereceeceeeeeieseseesee e ee e 19
524  Celed OXYMONAIAAC ..........covieeeieeeeeieeeeeeeee et en st 21
525  Celed Pyrsonymphida .........ccoceveverierrecieeeeseesesesessessessesieseesseseesssee e 23
5.3  Evoluce genetick€ho KOAU .........ccoooiiiiiiiiiiiie e 24
5.3.1 Nekanonicky geneticky kdd u oxymnonad ...........ccocevveiiiiiniiiniininicneen, 25
MATERIAL A METODY ...c.ocvuiviiiiiiiiiiieieeiesiese et sse s 27
6.1 Pvod zkoumaného mMaterialu..........cccuiveiieiiiiiiiieseee e 27
6.1.1  SloZeni a ptiprava kultivacnich médii...........cccooviiiiiiiiiiiiin, 27
6.1.2  Kultivace anaerobnich prvokil...........cccovveiiiieiieniiic e 29
6.1.3  ZMIAZOVANT ..c.eviiiiiiiiiiie ettt s e b e e et 29
8.2 1Z01ACE DINA ... 30
6.3  Amplifikacni reakce a elektroforéza.............ccooiiiiiiiiiiiiici 30
6.3.1  AMPIITIKACE DINA... ..o 30
6.3.2  Amplifikace 0-TUBULINU ........ccooiiiiiiiiiiceee e 33
6.3.3  Elektroforéza amplifikované DNA...........ccooveiiiiiiieiec e, 34
6.4  Purifikace PCR produktll.........ccccooiiiiiiiiiiiiiii e 34
6.5 Klonovani do kompetentnich bunék Escherichia coli............cccccovvvivviiiiiiiiincnns 35
6.5.1  Piiprava ligacni r€akce ........ccooiiiiiiiiiiiiicic 35
6.5.2  Transformace bunck .........cccccoviiiiiiiiiiii 35
6.5.3  Colony PCR a izolace plasmidll.........ccccceviiiiiiiiiiiiiiicneeee e 36
6.6 SEKVENACE DINA.......coiiiiiii s 38
6.7  Skladani sekvenci a fylogenetické analyzy...........cccocoevvriiiiniiiiiiiiee, 40
6.7.1  Tvorba a Giprava alignmentu...........ccceiiiiiriiiiieiiiie e 40
6.7.2  Tvorba fylogenetickych Stromul...........ccccvrieiiiiiiincieieeee e 41
6.7.3  Testovani monofylie rodu MoNOCercomonoides..........cccocvevvveereerreseesveenne. 41
8.8  IMOITOIOGIE ... s 42
VYSLEDKY ..ot 43
7.1 TZOIALY DINA ..ottt st et sre e e be e s nbeebeenneeens 43
7.2 Morfologie a druhova determinace iZolath..........coccvvvviiiiiiniiic e, 44
7.3 Pribuzenské vztahy Mezi 1ZOIAtY........ccccveiiiiiiiiiie i 49
7.4 GenetiCky KO ..o 51
DISKUZE ...ttt bbb bbbttt nre s 54
8.1  Zisk&vAni NOVYCh SEKVENCT ....cuviiiiiiiiiiie i 54



8.2  Molekularné-fylogenetické analyzy.........cccooeiiiiiiiiiiiiiiiec e 55

8.3  Morfologie izolatl rodu Monocercomonoides ..........ovvvveirvieiiiveeiiiieesnieesieee e 56
8.4  Variabilita genetick€ho KOdU ...........cccoiiiiiiiiiii e 57
9 ZAVERECNE SHRNUT coooeoe oo e e, 59
10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ....ooooeeeeeeeeeee oo oo e e eeen e s 60
11  SEZNAM POUZITE LITERATURY ..o.ooooeeeeeee oo e oo e es e er e e esaeen s 61



1 ABSTRAKT

cey

Oxymonady jsou skupinou heterotrofnich bi¢ikoved zijicich v prostiedi s nizkou
koncentraci kysliku. Tito prvoci se vyskytuji predevsim ve stievé xylofagniho hmyzu
(8vabi, termiti), ale vyjimku tvofi rod Monocercomonoides, ktery byl popsan ze stievniho
obsahu mnoha obratlovct. Na zakladé molekularnich dat je fad Oxymonadida fazen do fise
Excavata (Cavalier-Smith, 2002; Simpson a kol., 2006, Hampl a kol. 2009).

Tato prace byla zaméfena na studium rozmanitosti rodu Monocercomonoides
nalezejiciho do morfologicky nejjednodussi ¢eledi Polymastigidae. Hlavnim cilem bylo
ziskat sekvenc¢ni data z co nejvétsiho poctu kmenti tohoto rodu z Sirokého spektra hostitela.
Celkem se nam podatilo ziskat 26 sekvenci ¢asti genu pro SSU rDNA, z ¢ehoz dvé
sekvence nalezeli jiné oxymonad¢, ziejmé rodu Oxymonas. NaSe fylogenetickd analyza
sice naznacila, ze zastupci rodu Monocercomonoides tvoii jednu skupinu, av§ak s nizkou
bootstrapovou hodnotou.

Na zaklad¢ publikovanych dat o pfitomnosti nekanonického genetického kodu
u nékterych zastupct oxymonad (Keeling a Leander, 2003; de Koning a kol., 2008), jsme
se rozhodli tento vzacny jev blize prozkoumat u prvokli rodu Monocercomonoides. Pro
tuto ¢ast studie jsme ziskali 9 ¢aste¢nych sekvenci genu pro a-tubulin. V téchto ¢asteénych

sekvencich jsme nepozorovali projev nekanonického genetického kodu.

Klic¢ova slova: Monocercomonoides, Polymastigidae, Oxymonas, SSU rDNA, a-tubulin,

nekanonicky geneticky kod



2 ABSTRACT

Oxymonads are a group of heterotrophic flagellates living in low oxygen environment.
These protists inhabit mainly the gut of xylophagous insects (cockroaches, termites), with
an exception of the genus Monocercomonoides, which was described from the intestinal
contents of many vertebrates. On the basis of molecular data, Oxymonadida are classified
into the supergroup Excavata (Cavalier-Smith, 2002; Simpson et al., 2006, Hampl et al.
2009).

This thesis was focused on the diversity of genus Monocecomonoides from the
morphologically simplest family Polymastigidae. The main goal of our work was to gather
sequence data from strains isolated from a wide spectrum of hosts. We have obtained 26
partial sequences of the gene for the SSU rDNA in total, of which two belonged to another
oxymonad, apparently genus Oxymonas. Our phylogenetic analysis indicated that the
representatives of the genus Monocercomonoides form one group, however with a low
bootstrap support.

On the basis of published data about the presence of non-canonical genetic code in
some oxymonads (Keeling and Leander, 2003; de Koning et al., 2008), we decided to
explore this rare phenomenon in representatives of the genus Monocercomonoides. For this
part of the study we gathered 9 partial sequences of a-tubulin gene. In these sequences we

have not observed the use of non-canonical genetic code.

Key words: Monocercomonoides, Polymastigidae, Oxymonas, SSU rDNA, a-tubulin,

non-canonical genetic code



3 UVOD

Oxymonady jsou velice malo studovanou skupinou a jejich taxonomické zatrazeni bylo po
dlouhou dobu nejisté (Dacks a Roger, 1999; Noriya a kol., 1998, 2001). Informaci
o diverzité této skupiny je také velmi malo a plati to obzvlasté pro zastupce morfologicky
nejjednodussi celedi Polymastigidae — v databéazi sekvenci je pouze jedina sekvence patfici
rodu Monocercomonoides. Bylo sice popsano pies 30 druhi tohoto rodu, a vSak mnoho
popisit je nevérohodnych a k Zddnému druhu nejsou pfifazena molekuldrni data. V nasi
laboratofi se nam podafilo shromazdit pomémé obsahlou sbirku kmenG rodu
Monocercomonoides, a proto jsme se rozhodli vyuzit tento material pro studium diverzity
tohoto rodu.

Oxymonady jako skupina jsou velice zajimavé z mnoha hledisek, nebyla u nich
pozorovana mitochondrie ani Golgiho komplex, u nékterych nebylo pozorovano pohlavni
rozmnozovani, zatimco jiné prodélavaji pozoruhodné pohlavni cykly. V neposledni fadé je
tato skupina atraktivni vyskytem odchylek od standardniho genetického kodu. Ty byly
pozorovany u Celedi Streblomastigidae a n€kolika zastupcii povazovanych za ¢leny rodu
Monocercomonoides. Abychom prohloubili informace o tomto jevu, rozhodli jsme se

prozkoumat vyskyt téchto odchylek u zastupct nasi sbirky.



CILE PRACE

e Shromazdit kultury kmend rodu Monocercomonoides pro sbirku PfF UK.

e Osekvenovat a analyzovat sekvence genu pro SSU rDNA u kmend rodu
Monocercomonoides z dostupnych izolati DNA nebo kultur pochazejicich
z Sirokého spektra hostitelti a ziskat tak prvni molekularni data o diverzité¢ tohoto

rodu.

e Ziskat a analyzovat sekvence genu pro o-tubulin u kmend rodu
Monocercomonoides za tucelem sledovani vyskytu nekanonického genetického

kodu u zéstupcti tohoto rodu.

e Vypracovat morfologickou analyzu casti  péstovanych kmenli  rodu

Monocercomonoides.



5 LITERARNI PREHLED

5.1 Obecna charakteristika oxymonad

Oxymonady jsou skupinou morfologicky rtiznorodych, jednobunéénych symbiotickych
nebo endokomensalnich bic¢ikovca (viz Obr. 1). Pfirozenym Zivotnim prostiedim téchto
heterotrofnich protist je pfedevsim stfevni obsah xylofagniho hmyzu, a to zeyména Svabi
a termitli. Oxymonady tvoii znacny podil stfevnich symbiontlii u hmyzich hostitelt
(Yamin, 1979; Hausmann a Hiilsmann, 1996). Nékteré zastupce oxymonad vSak najdeme
také u obratlovcti (Cleveland, 1938; Kulda a Nohynkova, 1978).

Dominantnim Zivotnim stadiem v rdmci bunééného cyklu téchto prvoku je stadium
trofozoita. Buiiky tohoto typu obvykle nesou Ctyfi bi¢iky uspotddané do dvou oddélenych
pard. Pocet bicikii vSak neni u vSech zastupci stejny, naptfiklad u nekterych roda
Pyrsonympha se pocet bi¢ikli znasobil na osm. Oxymonady rodu Saccinobaculus jich maji
osm az dvandct a, co se tyCe zmnozeni biCikl, mezi naprosté¢ vitéze patii rody
Microrhopalodina nebo Sauromonas. Karyomastigont oxymonad je tvoien kromé bicikt
také jadrem, preaxostylarni laminou a parakrystalinim axostylem. U nékterych roda jako
naptiklad Microohopalodina nebo Barroella doslo ke zmnozeni poctu karyomastigontt
v bunce (Brugerolle a Lee, 2000). Pomoci elektronové mikroskopie bylo prokdzéano, ze
trojrozmérny axostyl oxymonad je, na rozdil od dutého axostylu parabasalidii, slozeny
Z paralelnich fad vzajemné propojenych mikrotubulli a u nékterych zastupci muze byt
dokonce kontraktilni (Brugerolle a Miiller, 2000). Jedinci rodid Pyrsonympha
a Saccinobaculus se diky svému velkému kontraktilnimu axostylu stali pfedmétem
vyzkumu jeho molekularnich motor (McIntosh, 1973).

Vsem zastupcim chybi v jejich bunécné vybavé mitochondrie nebo peroxisomy,
Golgiho aparat (Brugerolle, 1991) a také cytostom, ackoliv maly kandlek bez zjevné
potravni funkce je v n¢kterych ptipadech ptfitomen (Simpson a kol., 2002b). Piijem Zivin
probihd tedy fagocytdézou a pinocytdzou, jako zasobni latku vyuzivaji oxymonady
glykogen. U n¢kterych druhii se vyvinul pfichycovaci aparat ,holdfast (mikrofibrilarni
povahy) a rostellum (mikrotubularni povahy), slouzici k pfichyceni na chitinézni sténu
stteva hmyzich hostitelti. Tito prvoci obyvaji pfedev§im zadni ¢ast tzv. ,.hindgut™ niz§ich
termitli a dfevokaznych $vabl (Brugerolle a Miiller, 2000; Brugerolle a Lee, 2000a).
Zname idruhy zijici ve stfevé larev tiplic a listorohych broukd (Polymastix,

Monocercomonoides), mnohonozek (Polymastix) a jak jiz bylo zminéno i ve stievé
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obratlovct (Monocercomonoides). Oxymonady termiti a dfevokaznych §vabu Zziji Casto
v symbidze spole¢né s bakteriemi, parabasalidy a houbami v zadni ¢asti stfeva hostitelt
(Cleveland a kol., 1934; Grassé, 1952; Brugerolle a Lee, 2000b; Wenzel a kol., 2002). Tato
spoleCenstvi hraji vyznamnou a nezastupitelnou roli v procesu traveni celuldzy, a pokud
dojde k usmrceni téchto mikroorganismt, hmyzi hostitel hyne béhem nékolika tydnd.
Piesna uloha bi¢ikovel v procesu traveni celulézy neni jasna (Radek, 1999; Li a kol.,
2006; Brugerolle a Radek, 2006). Mensi druhy se traveni celulozy pravdépodobné
neucastni, zatimco druhy rodu Microrhopalodina, Oxymonas a Pyrsonympha, podobné
jako parabasalid Trichonympha fagocytuji malé ¢astecky dieva (Honigberg, 1970, 1978;
Yamin, 1978; Odelson a Breznak, 1985). Produkce celulaz byla zaznamenana u nékolika
druhil parabasalidii (Yamin, 1981) ale prozatim u Z4dné oxymonady. Tyto enzymy jsou
produkovany také termity a stejn¢ jako enzymy parabasalidi zodpovidaji za traveni
celulozy (Li a kol., 2003).

Vétsina oxymonadd maé také své prokaryotické symbionty, ktefi obyvaji jejich
povrch a cytoplasmu. Bakterie vyskytujici se na povrchu patii do skupiny Spirochaetes
(lida a kol., 2000; Noda a kol., 2003) a Bacteroidales (Noda a kol., 2006; Hongoh a kol.,
2007), zatimco prokaryota ptitomna v cytoplasmeé nalezi do skupiny Endomicrobia (TG-1),
ktera jsou pro toto prostiedi specifickd (Stingl a kol., 2005; Yang a kol., 2005). Neni nic
zvlastniho na tom, Ze obcas dojde k fagocytéze ektobiotickych bakterii hostitelem
(Brugerolle, 1981; Leander a Keeling, 2004; Noda a kol., 2006).

Ziskavani informaci o biochemii a molekularni genetice téchto organismi neni
jednoduché. Hlavnim diivodem je nemoznost axenické kultivace vétSiny oxymonad. Jejich
energeticky metabolismus se zda byt podobny jinym studovanym anaerobiim, jako je
Trichomonas, Giardia nebo Entamoeba (Reeves a kol., 1977; Miiller, 1992; Upcroft
a Upcroft, 1998; Hampl a Simpson 2008). U rodu Monocercomonoides byla zjisténa
pomérné vysoka exprese cystein protézy katepsinu B (Dacks a kol.,, 2008). Genom
oxymonad je relativné bohaty na introny (1,1 intronl na gen u Streblomastixe) na rozdil od
ostatnich metamonad (Giardia, Trichomonas) (Slamovits a Keeling, 2006a). Hampl
a Simpson (2008) uvad¢ji pritomnost gent pro [FeFe]lhydrogenazu a pyruvat-ferredoxin
oxidoreduktazu u rodu Monocercomonoides. Dale byly nalezeny geny pro proteiny
fungujici v Golgiho aparatu mezi EST sekvencemi rodu Monocercomonoides (Dacks
a kol., 2007).

11



Obr.1. Morfologickd rozmanitost oxymonad — protargolové a DIC snimky: A, B,

C - Monocercomonoides sp. z cincily; D - Polymastix sp. z Parasphaeria boleiriana;
E - Polymastix melolonthae z larvy tiplice; F, J - Streblomastix strix ze Zootermopsis
angusticollis; G - Dinenympha gracilis z Reticulitermes lucifugus; H - Pyrsonympha
vertens z Reticulitermes flavipes; | - Pyrsonympha sp. z Reticulitermes lucifugus;
K - Dinenynpha fimbriata z Reticulitermes lucifugus; L - Dinenympha sp. z Reticulitermes

lucifugus; M - Saccinobaculus ambloaxostylus z Cryptocercus punctulatus;
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N - Saccinobaculus ambloaxostylus z Cryptocercus punctulatus (detail jaderné oblasti);
O - Oxymonas sp. z Cryptocercus punctulatus, méritko odpovida 10 um. Autory snimki
jsouGuy Brugerolle, Kevin Carpenter a Viadimir Hampl (Prevzato z dosud nepublikované
kapitoly, Hampl V. Class Oxymonadea, Hanbook of Protoctista, Il. Edition.)

Oxymonady ptedstavuji nejvétsi z nékolika skupin anaerobti, u nichz nebyla dosud
dostate¢né prokazana mitochondrie nebo jeji homolog. Absenci mitochondrie a Golgiho
aparatu byly oxymonady vedeny jako jedna z plivodnich skupin eukaryot tzv. Archezoa
(Cavalier-Smith 1981, 1998). U druhu Saccinobaculus doroaxostylus byly popsany denzni
organely ohrani¢ené dvojitou membranou (Carpenter a kol., 2008). Ultrastrukturalni studie
odhalily, ze Trimastix, blizky pfibuzny oxymonad, sice také postrada klasické
mitochondrie, ale vlastni organely podobajici se hydrogenosomiim ohrani¢ené dvojitou
membranou (O'Kelly, 1993; Brugerolle a Patterson, 1997; Simpson, Bernard a Patterson,
2000). Mnoho autorti tvrdilo, ze jsou to v néjaké formé modifikované mitochondrie
(Brugerolle a Patterson, 1997). Toto tvrzeni bylo podpofeno ultrastrukturalnimi diikkazy
naznacujici blizky vztah mezi rodem Trimastix aexkavatnimi taxony vlastnici
mitochondrie, jako je naptiklad Malawimonas (OKelly, Farmer a Nerad, 1999; Simpson,
Bernard a Patterson, 2000) a kone¢né také studii transkriptomu, ktera nasla u Trimastix
pyriformis mnozstvi transkriptd pro mitochondridlni proteiny (Hampl a kol. 2008).
Nalezenim mitochondrialniho homologu u rodu Timastix se také potvrdilo, Ze oxymonady
jsou druhotné amitochondridlni (Dacks a kol., 2001).

Oxymonady se rozmnozuji bindrnim délenim a maji mitéozu uzavieného typu
(nedochazi k poruseni jaderné membrany tzv. kryptomitdza) s intranukledrnim vieténkem.
Béhem d¢leni dochdzi k depolymerizaci parentdlniho axostylu (Cleaveland, 1938,
Hollande a Carruette-Valentin, 1970b). Pro celed Oxymonadidae je charakteristicka
migrace jader napii¢ bunikou. Pohlavni rozmnozovani zahrnujici gametogenezi, oplodnéni
a meiozu je znamo u oxymonad Notila, Saccinobaculus a Paranotila vyskytujicich se
u dievokazného Svaba Cryptocercus (Cleveland, 1950b, c; Cleveland, 1966).
Synaptonemalni komplexy charakteristické pro meiézu byly zaznamenany u Pyrsonympha
flagellata (Hollande a Carruette-Valentin 1970a). Vyvojové i pohlavni cykly prvoku jsou
fizeny svlékajicim hormonem ekdyzonem produkovanym hostitelem, coz mé za nasledek
synchronizaci mezi svlékanim hostitele a cykly prvoki (Grassé 1952; Cleveland, 1956;

Cleveland a kol., 1960). Bylo prokazano, ze termiti béhem svého nymfalniho svlékani
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ztraci veSkeré sttevni prvoky. Jak uz bylo zminéno, jsou tito prvoci pro své hostitele
zivotn¢ duleziti, a proto dochazi k reinfekci termitich hostitelti pozfenim vykalt dospélct
(Brugerolle a Radek, 2006). U rodt Monocercomonoides, Saccinobaculus a Sauromonas

byla prokazéana tvorba cyst (Cleveland 1950a; Grassé 1952).

5.2 Taxonomické zarazeni a morfologie oxymonad

Taxonomickd pozice oxymonad byla zna¢nou dobu nejistd a tuto nejistotu nezmenily ani
analyzy prvnich genovych sekvenci (EFla a a-tubulini) (Dacks a Roger, 1999; Moriya
a kol., 1998, 2001). Pozd¢jsi analyzy genu pro SSU rRNA (Dacks a kol., 2001) doplnéné
0 dalsi sekven¢ni data (Keeling a Leander, 2003; Moriya a kol., 2003; Stingl a Brune,
2003) naznacuji silné podpoieny ptibuzensky vztah mezi oxymonadami a volné Zzijicimi
prvoky rodu Trimastix. Dohromady tedy oxymonady S trimastixem tvofi skupinu
Preaxostyla. Morfologickou synapomorfii skupiny Preaxostyla je vzhled 1 fibrily
u Trimastix ajejim homologem u oxymonad, kde je I fibrila parakrystalini soucasti
preaxostylu (Simpson, 2003). Na zaklad¢ typickych exkavatnich znak pozorovanych
urodu Trimastix a molekularnich studii fylogenetické piibuznosti trimastixe
koxymonadam byly tyto organismy zafazeny do fiSe Excavata (Cavalier-Smith, 2002;
Simpson a kol., 2006). Nékteii autoii klasifikuji Preaxostyla v ramci exkavat do kmene
Metamonada spole¢né s dal$imi anaerobnimi nebo mikroaerofilnimi skupinami, fornikaty
a parabasalidy (Cavalier-Smith, 1998, 2003; Corliss, 1994).

Vztahy uvniti skupiny Oxymonadida nejsou dobfe prozkoumdny, ale vSechny
nedavné analyzy (Obr.2) se do zna¢né miry shoduji na sesterském postaveni rodu
Monocercomonoides a Streblomastix(Hampl a kol., 2005; Heiss a Keeling, 2006; de
Koning a kol., 2008).

Zastupci jsou Kklasifikovani do péti cCeledi — Polymastigidae, Streblomastigidae,
Saccinobaculidae, Oxymonadidae a Pyrsonymphidae (Grassé, 1952; Vickerman, 1982;
Brugerolle a Lee, 2002) (Obr. 2). V nasledujicim textu jednotlivé Celedi v kratkosti

predstavim.
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Obr.2. Fylogeneticky strom genu pro SSU rRNA oxymondd zakorenény rodem Trimastix.
Délky vetvi byly ziskany metodou Maximum likelihood a hodnoty na uzlech predstavuji

maximul likelihood bootstrapy a Bayeské posteriorni pravdépodobnosti (Keeling a Heiss,
2006).
5.2.1 Celed’ Polymastigidae

Do této Celedi jsou fazeny tii rody malych bic¢ikovet Monocercomonoides, Polymastix
a Paranotila. Bunky téchto oxymonad jsou vybaveny ¢tyfmi bi¢iky, znichz jeden je

zpétny a tenkym nekontraktilnim axostylem. Jadro je uloZeno anteriorné.
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Monocercomonoides (Travis,1932)

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 30 druha (uvedeny v nepublikované kapitole, Hampl
V. Class Oxymonadea, Hanbook of Protoctista, Il. Edition), ale identita n¢kterych z nich
neni zcela jistd. Pfiblizn¢ polovina druhi obyva zadni ¢ast stfeva ,hindgut imag
xylofagniho hmyzu (§vaba Cryptocercus, Parasphaeria, nizsich termitti) (Cleveland a kol.,
1934) a larev hmyzu (Tipula nebo coleoptera Lygirodes, Cetonia) (Travis, 1932). Druhou
polovinu zastupcu této skupiny bychom nasli v zazivacim traktu obratlovct (hlodavct,
piezvykavci, plazi a obojzivelnikll) (Kirby a Honigberg, 1949; Nie, 1950; Moskowitz,
1951; Kulda a Nohynkova, 1978).

Malé ovalné nebo hruskovité bunky (délka 5 — 15 um) (Obr.1. A — C) nesou Ctyfi
dlouh¢ bi¢iky uspoifddané do dvou pari oddélenych preaxostylarni laminou, tzv.
preaxostyl. Tato struktura se skladd ze dvou vrstev, prvni je tvofena jednou fadou
mikrotubull lemujicich jadro, druhd obsahuje nemikrotubuldrni materidl. V preaxostylarni
oblasti jsou Cetna polysacharidova granula. Celym télem monocerkomonoidii prochazi
vyrazna bunécna osa — axostyl, vybihajici na konci bunky ven. Axostyl se sklada ze tfi
rovnob&znych fad mikrotubulii navzidjem propojenych spojovacimi mistky. Rada
mikrotubult z preaxostylu se v oblasti jadra piiklada k axostylu a pokracuje dale do zadni
¢asti bunky. Mikrotubularni kofen R1 u rodu Monocercomonoides nazyvany funis je plné
vyvinut. Funis podklada zpétny bicik, ktery adheruje k povrchu buniky. Bazalni télisko
umisténé nejvice vpiedu (¢. 4 na Obr.3) je zde spojeno s mikrotubularnim kofenem R2.
Tento kofen tvofi zdklad mikrotubularniho listu pelty, kterd ze shora chrani jadro
(Brugerolle a Joyon, 1973; Kulda a Nohynkova, 1978; Radek, 1994; Simpson a kol.,
2002a; Brugerolle a kol., 2003). Simpson a kol. (2002a) navrhl homologizovat
cytoskeletalni znaky oxymonad a typickych exkavat. Tato exkavatni terminologie

cytoskeletalnich struktur je uvedena na obrazku 3 v zavorkach.
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SR 4(2) 3(3) PPG Pax(R1) Pe(F)

Obr.3. Ultrastruktura rodu Monocercomonoides: Terminologie podle Radek (1994),
terminologie podle Simpson a kol., (2002a) je uvedena v zavorkach. 1, 2, 3, 4 — bazalni
teliska 1-4; AFl — predni bicik; Ax — axostyl; DV — travici vakuola;, F — véjir;
Pax — preaxostyl; Pe — pelta; PPG — perinukledrni polysacharidova granula;
R1 — mikrotubuldarni koren RI; R2 - mikrotubuldrni koren R2; RFI — zpétny bicik,
RER — hrubé endoplasmatické retikulum,; SR — prouzkovany koren. Autor obrazku dr. Eva
Nohynkova (prevzato z dosud nepublikované kapitoly, Hampl V. Class Oxymonadea,
Hanbook of Protoctista, 1. Edition).

Polymastix (Biitschli, 1884)

Rody Polymastix a Monocercomonoides byly od sebe rozliSeny na zakladé morfologie
buné¢k barvenych protargolem a Zelezitym hematoxylinem (Grassé, 1952; Brugerolle a Lee,
2000a). Elektronova mikroskopie potvrdila a rozsifila znalosti zadkladnich znakli oxymonad
(Brugerolle a Joyon, 1973; Brugerolle, 1981; Brugerolle a kol., 2003). Od rodu
Monocercomonoides se zastupci tohoto rodu lisi v n¢kolika znacich. Tvar téla téchto
bi¢ikovcl je mandlovity nebo vietenovity (dlouhy asi 10 pum), nejndpadnéjsi je vSak
piitomnost symbiotickych bakterii Fusiformis na povrchu buiiky. Ctyfi pedni bi¢iky jsou
uspotradané do dvou oddélenych pari, zpétny bicik je vSak podlozen jen kratkou fibrilou
R1 (funisem) a neadheruje k povrchu bunky. Dale ma tzky preaxostyl, Stihly axostyl

slozeny z deseti fad mikrotubuli nevyc¢nivajici na konci buiky. Jadro je anteriorné

zaspicatélé se zadnim endosomem, kryté drobnou peltou. Nalezneme zde vsSak také
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spole¢ny znak mezi rody Monocercomonoides a Polymastix, kterym je mikrofibrilarni
svazek spojujici jadro s prvnim parem bazalnich télisek. V soucasné dob¢ je uznavano
6 druhti a dodnes nepopsany ziejmé novy druh byl zaznamenan u Svaba Parasphaeria
(Brugerolle a kol., 2003). Polymastix (Obr.1. D, E) byl popsan ze zadniho stieva larev
tiplic (Mackinnon, 1913), broukl a také z mnohonozek Glomeris a Rhizocrinus (Grassé,
1926, 1952).

Paranotila (Cleveland, 1966)

Jednojaderna bunka (15 — 25 um) je delsi nez u rodu Monocercomonoides, nese Ctyfi
lateraln¢ umisténé piedni biciky, které jsou jen lehce adherované K povrchu bunky.
Jednoduchy axostyl neni kontraktilni a na konci t€la nevybiha ven. U rodu Paranotila byl
popsan pohlavni cyklus, ktery zahrnuje automixii a je fizen hostitelskym svlékajicim
hormonem ekdysonem. Buiiky projdou gametogenezi, kde dojde k vytvotreni osmi samcich
a osmi samicich gametickych jader, ktera posléze splynou a vytvoii osmi jadernou zygotu,
ktera se pozvolna rozpada na osm diploidnich bunék. Doposud byl popsan pouze jediny
druh P.lata z Cryptocercus punctulatu (Cleveland, 1966). Na zakladé¢ morfologickych
znaku byla Paranotila klasifikovana mezi polymastigidy (viz Brugerolle a Lee, 2000).

5.2.2 Celed Streblomastigidae

Tato Celed’ obsahuje pouze jediny rod s jedinym popsanym druhem, Streblomastix strix
(Kofoid a Swezy, 1919), ktery obyva zadni stievo termitl z ¢eledi Termopsidae, napiiklad
Zootermopsis angusticollis (Obr.1. F, J). Pomérn¢ rigidni bunky vietenovitého tvaru jsou
obvykle dlouhé 20 — 50 pm, ale zndme i zastupce dlouhé pies 530 um. Jedinci této délky
pfipominaji bi¢ a byli pozorovani Vv hladové&jicich termitech (Kidder, 1929; Kofoid
a Swezy, 1919). Ctyfi bi¢iky jsou uloZeny subapikalné a neadheruji k povrchu buiiky. Na
pfednim konci je vytvofeno tenké rostellum. Tato struktura je kontraktilni a slouzi
Kk pfichyceni ke stfevnimu epitelu. U mladych jedinci je rostellum malé nebo zcela chybi
(Kidder, 1929; Brugerolle a Lee, 2000). Na povrchu buriky najdeme mnoho symbiotickych
tyCinkovitych bakterii. Povrch bi¢ikovce neni hladky, jsou na ném patrné spiralné se tocici
zahyby, které se vinou od ptedniho konce k zadnimu. Tato struktura se nejspise vyvinula
pro vytvofeni co nejvétsi kontaktni plochy k ptisednuti symbionta. Pfidanim antibiotik
symbionti odpadnou a bunka se zméni do tvaru slzy (Dexter-Dyer a Khalsa, 1993; Leander

a Keeling, 2004). Na pii¢ném fezu bunikou rodu Streblomastix mizeme vidét hvézdicovité

18



strukturovanou redukovanou cytoplasmu zhust'ujici se smérem do stiedu, ze které vychazi
6 — 7 tenkych listd denzni hmoty stacejicich se zleva doprava (Obr.4) (Leander a Keeling,
2004). Jadro ma tvar husté tenké spiraly. Mikrotubularni cytoskelet se sklada z axostylu,
pelty a preaxostylu. Preaxostylarni lamina propojuje dva pary bazalnich télisek. V ptedni
¢asti buniky nad jadrem jsou mikrotubuly axostylu uspofddany do né¢kolika paralelnich fad
(syn. “rhizoplast* u Kidder (1929)), zatimco v oblasti kolem jadra tvoti mikrotubuly pouze
jednu fadu, ktera obklopuje jadro. V zadni ¢asti prechazi axostyl do formy volného svazku
mikrotubuld, tato kontraktilni struktura slouzi k pohybu bunky. Pelta spiralovité obklopuje
axostyl v oblasti pied jadrem, zaroven chrani pfedni Cast jadra. Bunka se déli binarnim
délenim a bunécény cyklus je pravdépodobné ovlivnén cyklem svlékani termitd. Nebyla
u nich pozorovana encystace. Morfologii studoval Kofoid a Swezy (1919), Kidder (1929),
Grassé (1952), elektronovou mikroskopii se zabyval Hollande a Carruette-Valentin
(1970Db), Leander a Keeling (2004).

Obr.4. TEM pricny fez ukazujici hvézdicovitou morfologii hostitelské burky Streblomastix
strix. Pismenem c je oznacen stred zhustujici se cytoplasmy, z které vybiha 7 tenkych listit

denzni hmoty (Leander a Keeling, 2004). Meritko odpovida 1um.

5.2.3 Celed Saccinobaculidae

Zastupci z této Celedi patfi mezi nejzajimavéj$i oxymonady, pokud jde o jejich chovani

a zpusob pohybu. Cleveland a kol. (1934) popsal ptavodné tfi druhy rodu Saccinobaculus
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(Obr.1. M, N) ze zadniho stieva dfevokazné¢ho Svaba Cryptocercus punctuatus, ktery je
stale jedinym znamym hostitelem téchto prvokl. Kazdy bicikovec nese Ctyii, osm nebo
dvanact neadherovanych nebo ¢astecné adherovanych biciki), ale dle pozorovani ptispivaji
tyto struktury k celkovému pohybu jen velmi malou mérou. Pohyb téchto jedincu je
zalozen na kontraktilité axostylu — svazek mikrotubulti probihajici celou buiikou, ktery se
vini v proménlivych intervalech a rtizné frekvenci. Viny se sinusoidou §ifi od pfedniho
konce k zadnimu (MclIntosh a kol., 1973; Mclntosh, 1973). Tyto pohyby jsou ¢asto rychlé
a stejn¢ rychle ptisobi také drastické zmény ve tvaru bunky (viz Heiss a Keeling, 2006).
Takovy styl pohybu pfirovnal Cleveland k hadovi vrticimu se v pytli, odtud bylo také
odvozeno jejich jméno (Cleveland a kol, 1934). Bicikovci této celedi nemaji zadné
pfichycovaci struktury. Dale u nich bylo zjisténo pohlavni rozmnoZovani (Brugerolle
a Lee, 2000). Fylogeneticka pozice téchto oxymonad bylo ur¢ena pomoci molekularnich
dat (Heiss a Keeling, 2006). Do ¢eledi Saccinobaculidae jsou fazeny dva morfologicky

velmi podobné rody.

Saccinobaculus (Cleveland, 1934)

Hruskovita bunka ke konci se zuzujici (15- 170 um), jejimz zakladem je mastigont
skladajici se ze dvou parii bi¢ikli spojenych preaxostylem. Pii zmnozeni bic¢ikii dochazi
rovnézZ ke zmnoZeni preaxostylli. Axostyl prochdzi mezi dvéma amorfnimi
elektron-denznimi oblastmi. Mikrotubuly preaxostylu i nadale tvofi prvni fadu
axostylarnich mikrotubultt odchazejici od jadra. V oblasti pied jadrem se k axostylu
ptipojuji podobné, ale kratsi mikrotubuly, takZe axostyl ve své nejsirsi ¢asti obsahuje vice
nez 8000 mikrotubull. Axostyl tvotici nad jadrem oblouk, dale pokracuje smérem dozadu,
kde se staci do srpu, ktery kruhovité nebo spiralovité téméf uzavira distalni konec bunky,
odkud vybiha ven. Pocet mikrotubuli se ke konci buiiky vyrazné snizuje. Jadro je pevné
spojeno s dorzalni stranou axostylu. Pelta kryje pfedni ¢ast téla (Mclntosh a kol., 1973).
V cytoplazmé Saccinobaculus doroaxostylus byly nalezeny napadné elektron-denzni
granule (Mclintosh a kol., 1973; Carpenter a kol., 2007), které mohou piedstavovat
peroxisomy nebo modifikované mitochondrie (Carpenter a kol., 2007). Na povrch bun¢k
jsou pritomny kruhovité struktury s péry (Carpenter a kol., 2007) podobné tém nalezenym
u nepopsanych pyrsonymph (Maass a Radek, 2006). Jejich funkce nebyla dosud objasnéna,
ale mohla by mit souvislost s endocytdzou. Piitomnost epibiotickych bakterii neni Casta.
Pienos bi¢ikovcu z hostitele na hostitele je uskute¢novan formou cyst (Cleveland a kol.,

1934). Sexudalni cyklus zahrnuje gametogenezi, oplodnéni a meidzu a zavisi opét na
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svlékani hostitele (Cleveland, 1950a). V soucasné dob¢ jsou zndmy Ctyfi druhy lisici se od
sebe velikosti, granulemi v axostylu nebo cytoplazmé (Cleveland a kol., 1934; Heiss
a Keeling, 2006). Cleveland (1950b) piemistil S. doroaxostylus spolu se S. minor do rodu
Oxymonas jako O. doroaxostylus a O. nana. Molekularné fylogenetické studie provedené
Heissem a kol. (2006) vedly k zavéru, ze tyto druhy by mély byt fazeny do rodu

Saccinobaculus.

Notila (Cleveland, 1950)

Zastupci tohoto rodu si jsou velice podobni s oxymonadami rodu Saccinobaculus. K jejich
oddéleni doSlo na zadkladé rozdild v jejich pohlavnich cyklech (Cleveland, 1950c).
Hlavnim rozdilem je, ze jak trofozoiti, tak “gamety” Notila jsou diploidni. Haploidni faze
se vyskytuje pouze u gametického jadra, které projde meidzou az po splynuti gametickych
bunék. Morfologicky se od rodu Saccinobaculus 1isi axostylem, ktery nevybiha z bunky,
nema terminalni obal a neobsahuje granula. Jedinci rodu Notila ziji voln¢ ve stievnim

obsahu Svaba Cryptocercus punctuatus (Grassé, 1952).

5.2.4 Celed Oxymonadidae

Oxymonady pattici do této celedi obyvaji stfevni trakt termit ¢eledi Kalotermitidae, kde
se vyskytuji bud’ ve formé& volné¢ pohyblivych bi¢ikovci nebo jako piisedlé formy
prichycené k chytinézni stén¢ stfeva pomoci mikrofibrilarniho “holdfast umisténého na
samém vrcholu rostella (Cross, 1946). Rostellum mize byt v n€kterych pfipadech nékolika
nasobné¢ delsi neZ samotna bunika (Obr.1. O), také je schopné se prodluzovat a zkracovat.
Silny kontraktilni axostyl probihd celou bunikou az do rosttela. Na rozdil od rodu
Saccinobaculus neni pohyb buné€k pravdépodobné obstaravan pouze axostylem, ale
podileji se na ném 1 bi¢iky. Buiiky téchto bi¢ikovci jsou jednojaderné nebo vicejaderné.
Béhem mitézy dochéazi k migraci jadra vpied a v telofazi se vraci zase zpét. Bunécny
povrch je husté pokryt epibiotickymi ty¢inkovitymi bakteriemi a spirochetami (Cleveland,
1950c; Brugerolle a Konig, 1997; Rother a kol., 1999).

Oxymonas (Janicki, 1915)
Buiiky kyjovitého tvaru (5 — 240 pum) obsahuji obvykle jedno jadro, Ctyfi biciky
vychazejici ze dvou parG bazilnich télisek (Cross, 1946). Na Spicce rostella vznika

paraxostyl slozeny z mikrotubulii organizovanych do slozit¢ zvinénych listd, ktery

21



spole¢né se svazkem volnych mikrotubulii podpira rostellum. Volné mikrotubuly zacinaji
na riznych mistech rostella a plynule pfechazi do axostylu. Silny axostyl se sklada ze
soubéznych fad tisich mikrotubulli, které jsou mezi sebou propojené mistky.
Preaxostylarni lamina spojuje dva pary bazalnich télisek s axostylem. Povrch bun€k rodu
Oxymonas je pod vrstvou epibiotickych bakterii zcela pokryt extracelularnimi
povrchovymi strukturami, které maji tvar vceli plastve. Tyto struktury jsou zakladnim
znakem termitich bic¢ikovcl, do téchto mist se praveé pripojuji epibiotické bakterie

(Brugerolle a Koénig, 1997; Rother a kol., 1999). Doposud bylo popsano 26 druhi.

Microrhopalodina (syn. Proboscidiella, Opisthomitus) (Grassi a Foa, 1950)

Zastupci rodu Microrhopalodina (23 — 165 pum) vlastni rizny pocet karyomastigontl
(4 — 50) obvykle se vSak vyskytuji bunky se ¢tyfmi, osmi nebo dvanacti karyomastigonty
uspofadanymi do limce u baze rostella. V pfedni Casti téla ztratily mikrotubuly axostyl
pravidelné uspofadani a tvofi dohromady jediny volny svazek, ktery v této podobé
prochazi, jak rostellem, tak celou burnikou (Cross, 1946). Podobné jako u rodu Oxymonas
rostellum obsahuje volné mikrotubuly a buiiky rodu Microrhopalodina jsou zcela pokryty
extracelularnimi povrchovymi strukturami s asociovanymi bakteriemi (Rother a kol.,

1999). Tento rod zahrnuje 4 popsané druhy.

Barroella (syn. Kirbyella) (Zeliff, 1944)

Kyjovité bunky (27 — 224 um) bez bi¢iki obsahujici vice jader (2 — 114) rozptylenych
Vv cytoplasmé byly opsany do dvou druhti. Pocet axostylli vétSinou neodpovidd mnozstvi
jader. Tato tenka, slozit¢ stocena struktura je mnohem delsi nez bunka sama. Nezralé
bunky pochazejici zpucicich vétsich bun€k jsou podobné rodu Microrhopalodina

s limcem bicika a kratkymi axostyly (Cross, 1946).

Sauromonas (Grassé a Hollande, 1952)

Znamy je pouze jediny druh S. m'baikiensis, ktery je symbiontem Glyptotermes boukoko
(Grassé, 1952). V piisedlé forme obsahuje jedno jadro, Ctyfi biciky a jeden velky axostyl
vycCnivajici ven, stejné jako rod Oxymonas. Rostellum obsahuje zpétny fibrilarni svazek.
Pii svlékani termitth dochézi k odpojeni organismi od stfevni stény. Oxymonady prochazi
sérii zmeén, jejichz vysledkem je mnohobiCikata bunka, kterd postupné ztraci biciky

a encystuje se (Grassé, 1952).
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5.2.5 Celed’ Pyrsonymphidae

cey

Endosymbiotické oxymonady Zijici pouze v zadnim stievé dievokaznych Svabu a termitq,
piedevsim rodu Reticulitermes. Poprvé tyto bi¢ikovce pozoroval Leidy (1877), ktery je
také jako prvni i pojmenoval. Studiem pyrsonymph se zabyval Cleveland (1938), Grassé
(1952, 1956). Vyzkum zaméieny na ultrastrukturu, zaroven také na jejich episymbionty a
endosymbionty provedl Bloodgood a kol. (1974) a Smith a Arnott (1974). Byl sestaven
katalog obsahujici 68 druht téchto oxymnad spole¢né s jejich hostiteli (1979).

Zastupci této Celedi maji Ctyfi nebo osm bicikd usporddanych do dvou nebo Ctyr
oddélenych parti propojenych preaxostylem. Bi¢iky jsou uloZeny v ryhach na povrchu
buiiky a vinou se podél celého téla v levoto€ivych spirdlach az na konce bunky, kde
pokracuji volné (Kirby, 1932; Blodgood a kol., 1974). K pohybu jim slouzi ptredevsim
kontraktilni axostyl, ktery vede napfi¢ celou bunkou a sklada se z tisici (2000 — 4000)
paralelné uspotradanych mikrotubulli navzajem propojenych mistky. Viny se Siii zptedu
dozadu rychlosti 100 um/s (Langford a Inoue, 1979). Vétsina druhii pyrsonymph obsahuje
endobiotické bakterie v cytosolu a epibiotické bakterie na povrchu. Bakterie mohou
pokryvat cely povrch téla (Dinenympha fimbriata) nebo pouze zadni ¢ast (Pyrsonympha).
Prokaryoti jsou k povrchu oxymonad pfichyceni pomoci struktur vzniklych koevoluci mezi
prvoky a bakteriemi (Smith a Arnott, 1974; Bloodgood a kol., 1974).

Taxonomie této celedi byla v minulosti velice spornda, na tuto problematiku
pievladaly dva néazory. Rada autort (Grassé, 1952; Koidzumi, 1921; Smith a kol., 1975;
Yamin, 1979) zastavala nazor, ze Pyrsonympha a Dinenympha tvoii samostatné rody (nebo
podrody v piipadé¢ Koidzumi, 1921) v ramci ¢eledi Pyrsonymphidae. Jiny nazor tvrdil, ze
Dinenympha je jen jinym stupném zivotniho cyklu Pyrsonympha. Toto tvrzeni bylo
zaloZeno na morfologické podobnosti rodl, ddle na mikroskopickém pozorovani a obsahu
DNA (Dubosq a Grassé, 1952; Hollande a Carruette-Valentin, 1970a; Leidy, 1881). Tento
spor vyfteSily molekularni studie, které potvrdily samostatnost rodt Pyrsonympha
a Dinenympha (Moriya a kol., 2003; Stingl a Brune, 2003). V soucasné¢ dob¢ jsou tedy

uznavany dva rody.

Pyrsonympha (Leidy, 1877)
Hruskovité bunky (20 — 150 pm) (Obr.1. H, 1) téchto zastupcli maji v zadni casti téla
mnoho fagocytovanych vackl obsahujici drobné ¢astecky dieva. Tyto oxymonady maji na

pirednim vrcholu buiiky vyvinutou pfichycovaci mikrofibrilarni strukturu pro upevnéni
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jedince ke stfevni sténé¢ hostitele — “holdfast™ (Cochrane a kol., 1979). Jedinci rodu
Pyrsonympha jsou vybaveni osmi bi¢iky a soubézné dvéma preaxostylarnimi fibrilami
(Bloodgood a kol., 1974). Toto uspotadani pravdépodobné piedstavuje prodlouzenou fazi
zivotniho cyklu predchazejici bunéénému déleni. U druhu Pyrsonympha vertens se
preaxostyl sklada z volného svazku mikrotubulii a vybiha paralelné s axostylem z oblasti
bazalnich télisek (Brugerolle, 1970). Pelta je u téchto prvokl redukovana pouze na n¢kolik
mikrotubulii (= solénolemme oznacované u Holland and Carruette-Valentin (1970b)).
Povrch je u rodu Pyrsonympha pokryt drobnymi platky neznamé funkce a povahy (Smith
a Arnott, 1973). Stejn¢ jako u Saccinobaculus byly nalezeny kruhovité struktury (Maass
a Radek, 2006). Dosud bylo popsano 10 druht.

Dinenympha (Leidy, 1877)

Tento rod zahrnuje malé podlouhlé buiky (12 — 30 um) Sroubovitého tvaru volné se
pohybujici ve stfevni tekutiné¢ (Obr.1. G-L). Buiky nesou 4 biciky, pokud na jejich
povrchu nejsou piitomny epibiotické bakterie (napf. D. agilis) pohybuji se
charakteristickym vrtivym pohybem (Moriya a kol., 2003; Stingl a Brune, 2003). Dosud
bylo popsano 10 druht.

5.3 Evoluce genetického kédu

Geneticky kod hraje klicovou roli v bunééném zivoté, a proto je jednim z nejsilnéji
konzervovanych znakli zivych organismii. Témet vSechny genetické systémy vcetné
bakterii, archebakterii, eukaryot, organel i virQ, pouzivajici stejny geneticky kod nazyvany
univerzalni (kanonicky) geneticky kod. Kod vSak neni univerzalni zcela, u malého poctu
genomd se totiz vyvinuly drobné odliSnosti od standardniho kodu a tento nekanonicky kod
je voditkem pro pochopeni selektivnich tlakt udrzujici geneticky kod.

Mitochondrialni genomy zménily svlj kod €astéji nez jakykoli jiny druh genomu
(Yokobori a kol., 2001). Zmény ve standardnim kodu se vyvinuly také u bakterii rodu
Mycoplasma (Yamao a kol., 1985) a n€¢kolika jadernych linii (Knight a kol., 2001). U &tyt
eukaryotickych jadernych linii byly v jejich genomu zaznamenany zajimavé zmény. Jedna
unikatni varianta se vyskytuje u nékolika druht kvasinky Candida cylindrica, kde kodon
CTG koéduje castéji aminokyselinu serin misto leucinu (Kawaguchi a kol., 1989).
U nalevniki se vyvinuly nejméné tii nekanonické genetické kody, kodon TGA u zastupcii

rodu Eplotes octocarinatus nezastava funkci stop kodonu, ale spise koduje aminokyselinu
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cystein (Meyer a kol., 1991). Kodon TGA koduje u druhti Blepharisma americanum
a Colpoda inflata aminokyselinu tryptofan (Lozupone a kol., 2001). Kodony TAA a TAG
u vétsiny ostatnich nalevnikl se vyskytuji spiSe v pozici pro kodovani glutamin nez jako
stop kodony (Caron a Meyer, 1985; Helftenbein, 1985; Horowitz a Gorovsky, 1985). Tento
kod se vyvinul u nalevnikd vicekrat, ale pfesny pocet neni dosud znam (Lozupone a kol.,
2001). Dale bychom ho nasli u diplomonad rodu Hexamita (Keeling a Doolittle, 1996,
1997), u zelenych tas Dasycladaceae (Schneider a kol., 1989) a nejnovéji také u zastupce
oxymonad Streblomastix strix (Leander a Keeling, 2003).

Byly navrzeny dva modely vysvétlujici, jak k tém to zméndm mohlo dojit. Prvni
“codon-capture” model je zaloZzen na posunech frekvence riznych kodonii obvykle
v disledku ovlivnéni mnozstvim AT v genomu, coz vede ke ztraté nékterého kodont.
Nasledkem této ztraty translaéni mechanismy zodpovédné za rozpoznavani tohoto kodonu
se ztrati také nebo jsou pozméneny a tim padem se stanou nefunkéni. Kdyz se tento kodon
znovu objevi, miZe se stat, Ze jej rozpozna jind tRNA, a tim dojde ke zméné kodonu
kodujici aminokyselinu (Osawa a Jukes, 1989; Osawa a kol., 1992). Zakladem pro druhy
model “unassigned codon® je vznik mutantni tRNA, kterd rozezndva jiny kodon, nez ji byl
urcen. Ten je po néjakou dobu rozpoznavan dvéma tRNA. Nakonec jedna z tRNA
pfipadné terminacni faktor (rozpoznavajici stop kodony) zaniknou. Pokud zanikne plivodni
tRNA, funkce rozpoznavani uréitého kodonu piejde pod novou tRNA. (Schultz a kol.,
1994; Schultz a Yarus, 1996).

5.3.1 Nekanonicky geneticky kéd u oxymnonad

Nekanonicky geneticky kod byl pozorovan u oxymonady Streblomastix strix, kde
kanonické stop kodony TAA a TAG kdduji aminokyselinu glutamin. Tyto kodony jsou
udrzovany v mMRNA S. strix a bylo zjisténo, ze legitimnim terminalnim kodonem vsech
gend je TGA (Keeling a Leander, 2003; Slamovits a Keeling, 2006b). Studie provedena
Keelingem a Leanderem (2003) potvrdila, Ze alternativni kéd u S. strix se vyvinul
nezavisle na ostatnich. Nezavisly plivod kazdého kodu je obzvlast’ zajimavy, protoze stejna
odchylka od kanonického kodu, které se vyskytuje u S. strix se vyvinula také u nékterych
ostatnich jadernych linii obsahujicich alternativni kod, ale nikdy nebyla prokazan
u prokaryot (Keeling a Doolittle, 1996).

Pfitomnost nekanonického genetického koédu byla zkouména také u dalSich

oxymonad. Jednou ze zkoumanych skupin byl i rod Monocercomonoides, z jehoz kmene
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PA203 bylo osekvenovano osm protein-kodujicich genti. Vysledky této studie nepotvrdily
pouzivani nekanonického kdédu pro aminokyselinu glutamin (Hampl a kol., 2005). Dale
mame K dispozici je ulomkovité informace. Znamy jsou udaje genu pro elongaéni faktor
la (EF-1a) znedefinovanych zastupcti oxymonad (Moriya a kol., 1998), data ziskana
z dvou blizkych rodt Pyrsonympha a Dinenympha pro geny EF-1a a a-tubulin (Moriya
a kol., 2001). Utrzkovité tidaje ziskané z téchto gent ale neposkytuji dostate¢ny ditkaz pro
potvrzeni pfitomnosti nekanonického genetického kédy u téchto jedincti. Na zaklad¢ téchto
udaji se musel geneticky kod zménit v uréitém okamziku vramci linii oxymonad
(de Koning a kol., 2008).

V neddvné studii byly ziskdny 3 environmentdlni sekvence ze stieva Svéaba
Cryptocercus punctulatus, u kterych byla zjisténa piitomnost TAR kodoni v pozicich pro
glutamin. Tyto sekvence byly pfifazeny k zastupcim rodu Monocercomonoides. Na
zakladé diikazi o pouzivani nekanonického kodu a znalosti piibuzenskych vztahd mezi
skupinami oxymondd by se mély tyto 3 environmentdlni sekvence na fylogenetickém
stromé vyskytovat v blizkosti rodu Streblomastix, coz vSak nebylo prokazano. Byla
formulovdna hypotéza navrhujici, ze Celed’ Polymastigidae je parafyleticka, a tudiz rod
Streblomastix se vyvinul v ramci této linie. Dle této hypotézy tedy néktefi zastupci této
celedi pouzivaji univerzalni geneticky kod jako kmen PA203 a jini spolu srodem
Streblomastix pouZivaji nekanonicky geneticky kod (de Koning a kol., 2008). Z tohoto
divodu jsme se rozhodli prozkoumat pouzivani nekanonického kodu u dalsi zastupci rodu

Monocercomonoides.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Puvod zkoumaného materialu

Material pro nasi praci byl ¢erpan z jiz zavedenych kultur oxymonad nebo ze zamraZenych
kultur v tekutém dusiku, které se nam podaftilo vymrazit a udrzet zivotaschopné v médiu.
Tento zdroj materialu byl doplnén o vzorky DNA, pfipadné i o hmyzi kultury od Magr.
Pavly Smejkalové. K dispozici jsme tedy méli celkem 32 vzorkit DNA oxymonad, z ¢ehoz
je 11 zastupct stale vedeno v kulturach, které jsou pravidelné kazdy tyden pieockovavany
do dvoufazového média Dobel-Leidlaw (Dobell-Leidlaw, 1926). Vzorky pochazeji ze

stftevniho obsahu riznych zastupct zivocisné fise.

6.1.1 SloZeni a piiprava kultiva¢nich médii

e Dobell-Leidlaw (1926)

Dvoufazové médium Dobell-Leidlaw se sklada z pevné a tekuté faze. Obé tyto faze byly

pripravovany oddélené¢ a zkompletovany vzdy ptimo pted pouzitim. Pevnou fazi tvofi
1,5 ml koagulovaného konského séra, které bylo napipetovano do sklenénych a plastovych
zkumavek. Sérum bylo koagulovdno v horkovzdusném sterilizatoru pii teploté 80°C po
dobu 1 hodiny, zkumavky byly do sterilizatoru umistény v naklonéné poloze pod uhlem
cca 45°. Po skonceni cyklu byly vyndany a v pokojové teploté nechany do nasledujiciho
dne, kdy se cyklus sterilizace opakoval. Tento postup je nutny pro uplnou likvidaci
moznych kontaminujicich mikroorganismii, které mohly prvni sterilizaci ptezit v klidové
formé — spor. Zkumavky se sterilni pevnou fazi byly skladovany v lednici.

Tekutd faze média se pfipravuje smichanim 500 ml Ringerova roztoku a 50 ml
sterilné odebranych vajecnych bilkt. Ringeriv roztok se sklada z Roztoku A a B, viz
Tab.1. Oba roztoky byly namichany a autoklavovany samostatn¢, timto krokem se predeslo
vysrazeni fosfati za pritomnosti vapenatych kationt. Po vychladnuti byly roztoky opatrné
sterilné smichdny a uloZeny do lednice. Nasledujici den bylo pro definitivni zkompletovani
tekuté faze média pridino 50 ml steriln¢ odebranych vajeénych bilkd a vSe dukladné

promichano. Médium bylo uchovavano ve sklenéné lahvi v lednici.
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Tab.1. Slozeni Ringerova roztoku

Roztok A

NaCl 3,259
NaHCO; 0,1¢g

KCI 0,07¢g
NaH,PO, . H,O 0,005¢g
destilovana voda do 450 ml
Roztok B

CaCl, .2 H,0O 0,08 g
destilovana voda do 50 ml

¢ SOC médium
Tab.2. Slozeni SOC média

Bacto-trypton 24
Bacto-yeast extract 0549
1M NaCl 1ml
1M KClI 250 pl
2M Mg sterilni zasobni roztok 1ml
2M sterilni glukoza 1ml

Zasobni roztoky na SOC médium:

e 2M Mg* roztok: 20,33 g MgCl,,6H,0 + 24,65 g MgSO,7H,0 do 100 ml

vody — sterilizovano filtraci
e 1M NaCl (Mw=58.44): 2,9 g do 50 ml vody
e 1M KCI (Mw=74.5513): 3,7 g do 50 ml vody
o 2M glukoza (Mw=180.16): 9 g do 50 ml vody — sterilizovano filtraci

Do 100 ml kultivaéni lahve byl ptidan Bacto-trypton, Bacto-yeast extract, 1M NaCl, 1M
KCl a 97 ml destilované vody. Roztok byl sterilizovan v autoklavu, po vychladnuti k nému
byl pfipipetovan sterilni Mg2+ zasobni roztok a sterilni glukéza. Obsah lahve byl doplnén
sterilni destilovanou vodou do 100 ml s vyslednym pH 7. Roztok byl sterilné rozplnén do

mikrozkumavek po Iml a skladovan pii -20°C.
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e Tekuté LB Broth médium
Tab.3. LB Broth médium

LB Broth (Sigma) 10¢g

destilovana voda Doplnit do 500 ml

Prasek LB Broth byl rozpustén v destilované vodé a poté vyklavovan. Takto pfipravené

médium se pozdéji pouzilo pii klonovani (viz kap. 3.5.) jako zivné médium pro bakterie.

e Pevné LB Broth médium

Tab.4. Smés LB Broth a agaru na Petriho misky

LB Broth (Sigma) 10g
agar (Oxoid) 60
destilovana voda Doplnit do 500 ml

Nejprve byl prasek LB Broth rozpustén v destilované vod¢, poté byl do roztoku piidan
bakteriologicky agar. Médium se nechalo autoklavovat, po mirném ochlazeni bylo

rozplnéno do Petriho misek po 25 ml. Ty se pak pouzily pfi klonovani (viz kap.3.5.).

6.1.2 Kultivace anaerobnich prvoki

Pfed samotnou kultivaci bylo nutné nejprve zkompletovat ob¢ slozky média
Dobell-Leidlaw, tedy koagulované konské sérum ve zkumavce jsme piekryli 3 ml tekuté
faze a pripipetovali jsme sterilni Pasteurovou pipetou cca 1 ml inokula kultury s prvoky.
Vse probihalo ve sterilnim boxu. Pomoci svételného mikroskopu jsme vzdy zkontrolovali
stav kultury. Tento postup byl opakovan kazdy tyden. Zbytek materidlu ze staré pasaze

mohl byt pouzit pro izolaci DNA, pro zamrazeni kultury ¢i k tvorb¢ trvalych preparatu.

6.1.3 ZmrazZovani

Zmrazovani

Do jedné zkumavky Falcon jsme napipetovali 3,4 ml média s narostlou kulturou, déale jsme
ptipipetovali 0,6 ml 100% glycerolu, smé&s jsme promichali a nasledné¢ rozplnili do
kryoampuli po 1 ml. Pro kazdy vzorek jsme timto zplsobem pfipravili ¢tyfi 1 ml

kryoampule, z ¢ehoz jedna slouzila jako kontrolni. Na zavér jsme vSechny kryoampule
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vlozili do mraziciho boxu (Mr. FROSTY™ Cryo 1°C, Freezing container, NALGENE).
Druhy den byly ampule pfemistény do kryobanky katedry parazitologie. Pro ovéieni
uspésnosti jsme po par dnech odebrali jednu kontrolni kryoampuli uchovanou v tekutém
dusiku a ptidali jsme jeji obsah do zkumavky s kultivacnim médiem.

V ramci nasi prace jsme takto zamrazili tii kultury: BAT1, CHAMI1 a POTFIB.

6.2 lzolace DNA

Nejprve jsme ze zkumavky s kulturou odebrali 2 ml vzorku do dvou mikrozkumavek
astofili na 15 minut/500G. Ve zkumavce jsme nechali 100 pl supernatantu
a resuspendovali jsme sediment. Zbylych 1900 pl supernatantu jsme piepipetovali do jiné
zkumavky a znovu stocili, po stoceni jsme ponechali 100 pl supernatantu a resuspendovali
sediment. Na konec jsme resuspendované sedimenty spojili. Timto postupem jsme zvysili
koncentraci pozadované DNA. Vlastni izolaci jsme provedli pomoci komeréné
dodavaného kitu DNeasy” Blood & Tissue Kit (50) (Qiagen) dle pilozeného protokolu
,Purification of total DNA from animal blood or cells (spin-column protokol)* nebo kitu
Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) (Geneaid) dle protokolu ,,Genomic DNA
Mini Kit (Blood/Cultured Cell) Cultured Cell Protocol”“. Koncentrace vyizolované DNA
byla zmétfena pomoci spektrofotometru (NanoDrop® ND-1000).

6.3 Amplifika¢ni reakce a elektroforéza

6.3.1 Amplifikace DNA

Ze ziskané DNA byla pomoci metody PCR amplifikovdana ¢ast genu pro malou
ribozomdlni podjednotku (SSU rRNA). Pro amplifikaci genu byly pouzity tyto
polymerazy: LA polymeraza (5U/ul; Top-Bio) viz Tab.6 a Tab.7, Taq DNA polymeraza
(5U/ul; Fermentas) viz Tab.8 a Tab.9, EmeraldAmp® MAX PCR ,Master Mix“
(TAKARA BIO INC.) viz Tab.10 a Tab.12, Combi PPP ,Master Mix*“ (Top-Bio) viz
Tab.11aTab.12.

Dale byly kromé univerzalnich eukaryotickych primeri (Medlin a kol. 1988) také
pouzity primery specifické pro oxymonady viz Tab.5. Pfed pouzitim byly vSechny primery

nafedény na koncentraci 10 pmol/ul. V néasledujicich tabulkach je uvedeno slozeni smési
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pro amplifika¢ni reakce pro pfislusné polymerazy a také nastaveni teplotnich cyklt

termocyclerti.

Tab.5. Pouzité primery

Nazev Sekvence 5'— 3~
Medlin A AYCTGGTTG AYY TGC CAG
Medlin B TGATCCATCTGC AGGTTCACCT

Monides SSUR TCACCT ACGGAAACCTT
Monides SSUF GAA GTC ATATGC TGT CTC AA

Tab.6. Reakcni smés s pouzitim LA polymerdzy (Top-Bio)

10x LA pufr (+ MgCl,) 5ul
dNTP (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) | 1,5 ul
DMSO 1 ul

Medlin A/ Monides SSUF (10 pmol/ul) 1,25 ul
Medlin B/ Monides SSUR (10 pmol/ul) 1,25 ul

LA polymeraza (5U/ul) 0,5 ul
DNA 5ul
H,O doplnit do 50 pl

Amplifikacni reakce probihala v termocycleru pii teplotnim cyklu:

Tab.7. Teplotni cyklus PCR pri pouziti LA polymerdzy (Top-Bio)

pocet cyklua | teplota | ¢as ¢ast cyklu
1x 94°C 1 min | Pocate¢ni denaturace
35x 94°C 15 sec | Denaturace

55°C | 1 min | Pfipojeni primert

68°C | 4min | Elongace

1x 68°C 30 min | Zavérecna elongace
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Tab.8. Reakcni smes s pouzitim Tag DNA polymerdzy (Fermentas)

10x Pufr Sul
4 mM MgCl, 4 ul
dNTP (2 MM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) | 3 pul
Monides SSUF (10 pmol/ul) 5ul
Monides SSUR (10 pmol/ul) 5ul
Taq polymeraza (5U/ul) 1 ul
DNA 5l
H,O doplnit do 50 ul

Amplifikacni reakce probihala v termocycleru pii teplotnim cyklu:

Tab.9. Teplotni cyklus PCR pri pouziti Tag DNA polymerdzy (Fermentas)

pocet cyklia | teplota | ¢as ¢ast cyklu
1x 94°C 5 min | Podateéni denaturace
35x 94°C 1 min | Denaturace

55°C | 1 min | Pfipojeni primert

72°C | 3min | Elongace

1x 72°C 15 min | Zavére¢na elongace

Tab.10. Reakcni smés s pouzitim EmeraldAmp® MAX PCR ,,Master Mix“
Monides SSUF (10 pmol/ul) 1,25 ul
Monides SSUR (10 pmol/ul) 1,25 pl

Master Mix (2x Premix) 12,5 ul
DNA S5ul
H,O doplnit do 25 pl

Tab.11. Reakcni smés s pouzitim Combi PPP ,, Master Mix “ (Top-Bio)
Monides SSUF (10 pmol/ul) | 1,25 pul
Monides SSUR (10 pmol/ul) 1,25 ul
Master Mix (2x conc. + Mg,") | 12,5 pl
DNA 5l
H.O doplnit do 25 ul




Tab.12. Teploti cyklus PCR pri pouziti EmeraldAmp® MAX PCR , Master Mix nebo
Combi PPP ,,Master Mix“ (Top-Bio)

pocet cykli | teplota | ¢as ¢ast cyklu
1x 94°C 5 min | Podate¢ni denaturace
35x% 94°C 1 min | Denaturace

55°C | 1 min | Pfipojeni primert

72°C | 3min | Elongace

1x 72°C | 15 min | Zavérecna elongace

6.3.2 Amplifikace a-TUBULINU

PCR metodou byla dale amplifikovana ¢ast genu pro a-tubulin. Pro tuto reakéni smés viz

Tab.14 jsme pouzili Combi PPP ,,Master Mix*“ (Top-Bio) a primery z Tab.13.

Tab.13. Primery pouzité pro amplifikaci a-tubulinu

Nazev Sekvence 5°— 3°
ATUB A RGT NGG NAAYGC NTG YTG GGA
ATUB B CCATNCCYTCNCCNACRT ACCA

Tab.14. Reakcni smés pro amplifikaci o-tubulinu s pouzitim Combi PPP ,,Master Mix*
(Top-Bio)

ATUB A (10 pmol/ul) 1,25 ul

ATUB B (10 pmol/pl) 1,25 ul

Master Mix (2x conc. + Mg,") | 12,5 ul

DNA 5ul

H,O doplnit do 25 ul
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Tab.15. Teplotni cyklus PCR pro a-tubulin s pouzitim Combi PPP ,, Master Mix *
(Top-Bio)

pocet cykli | teplota | ¢as ¢ast cyklu
1x 94°C 5 min | Podate¢ni denaturace
35x% 94°C 1 min | Denaturace

58°C 1 min | Pfipojeni primert

72°C | 3min | Elongace

1x 72°C | 15 min | Zavérecna elongace

6.3.3 Elektroforéza amplifikované DNA

Spravnost a kvalita amplifikované DNA byla ovéfena pomoci horizontélni elektroforézy.
Vytvofili jsme 1% horizontalni gel sklédajici se z agarézy (Gibco), TAE buffer (50x)
Molecular biology grade (AppliChem). Tyto slozky byly smichany v Erlenové barice, jeji
obsah byl ptiveden k varu. Nasledn¢ byla baiika se smési ochlazena a byl do ni ptidan
SYBR safe (40 nl/ 40 ml), coz je latka zviditeliiujici DNA. Gel byl nalit do plastové formy,
do niz byl vloZen plastovy hiebinek s jamkami odpovidajicimi poctu vzorkid. Gel tuhnul po
dobu 20 min. Do vzniklych jamek byly napipetovany naSe vzorky, a také velikostni
standard. Vlastni elektroforéza probihala asi 40 minut pfi napéti 100 V (10V/cm).
Elektroforeticky gel byl vyfocen.

6.4 Purifikace PCR produktii

Pro purifikaci PCR produkti byly pouzity dva komeréné dodavané kity. Vybeér kitu byl dan
Cistotou PCR produktl. Pokud bylo podle velikostniho standardu na elektroforéze
odecteno, Ze nami pozadovany fragment pro 18S SSU rDNA (odpovidajici 3000 bp) nebo
v ptipadé genu pro a-tubulin (odpovidajici 1100 bp) se vyskytuje sam bez dalSich
fragmentd, byl tento produkt ptecistén pomoci Kitu DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo
Research) dle ptilozeného protokolu. DNA byla eluovana do 10 pl sterilni destilované
H.,O. Vysledna koncentrace precisténé DNA byla zméfena pomoci spektrofotometru
(NanoDrop® ND-1000) a pouzita do sekvenac¢ni reakce nebo uskladnéna pii -20°C.

V piipad¢, Ze se v reakci naamplifikovalo vice fragmentd, byly vybrané fragmenty

vytiznuty sterilnim skalpelem a piecistény kitem Zymoclean ™ Gel DNA Recovery Kit
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(Zymo Research), DNA byla eluovana do 10 pl sterilni destilované H,O a dale se

postupovalo stejné jako v pfedchozim ptipade¢.

6.5 Klonovani do kompetentnich bunék Escherichia coli

Pokud se nam nepodafilo ziskat dostate¢né mnozstvi istych PCR produktd pro sekvenaci,
bylo nezbytné tyto vzorky zaklonovat do bakterii. K tomuto ucelu byl pouzit komercni kit
pGEM-T Easy Vector Systém (Promega) a kompetentni buniky Escherichia coli JM109
High Efficiency Competent Cells (Promega). Tato metoda je zaloZena na selekci bakterii,
diky resistenci k antibiotiku ampicilinu, rovnéz také na bakterie obsahujici inzert a bakterie
bez inzertu (bilé/modré kolonie). Takto jsme tedy ziskali vétsi mnozstvi ¢isté DNA inzertu,

kterd byla nasledné osekvenovéna.

6.5.1 Priprava liga¢ni reakce

Mimo prostor laboratoie (z obavy pied kontaminaci) byla vytvofena ligacni reakce viz
Tab.16, ktera se nechala ligovat pies noc v lednici pii 4°C nebo alternativné 1 hodinu pfi

24°C.

Tab.16. Slozeni ligacni reakce

2x Ligacni pufr 5l
PGEM plasmidy (50 ng/ul) 1 ul
T4 ligaza (3U/ul) 1 ul
PCR produkty (idealn¢ 150 ng) | 3 ul

6.5.2 Transformace bunék

1) Kompetentni buiiky byly rozmrazeny na ledu po dobu 5 minut, pak k nim byla
napipetovana liga¢ni reakce (10 pl) a vytvofena smés byla inkubovana na ledu
20 minut.

2) Poté byla mikrozkumavka se smési podrobena teplotnimu Soku pii 42°C po dobu
45 sekund, po uplynuti této doby byla okamzité vracena na led na 2 minuty.

3) K bunkam bylo ptidano 250 pul SOC média (viz Tab.2) a nechaly se inkubovat
90 minut na tiepacce pii 37°C, 220 rpm.
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4) Dale byly ptipraveny kultivacni LB plotny (viz Tab.4), na které byla bakterialni
kli¢kou rozetfena smés viz Tab.17.

5) Po inkubaci bun¢k (bod 3) bylo na kultiva¢ni plotny vyseto 200 ul bunék.

6) Plotny byly nechany v termostatu ptes noc pii 37°C.

Tab.17. Smés na potirani kultivacnich ploten

X-GAL (50 mg/ml) 20 pl
Ampicilin (200 mg/ml) | 25 ul
0,IM IPTG 100 pl

6.5.3 Colony PCR a izolace plasmidu

Do mikrozkumavek s 10 pl destilované vody byly pomoci $pi¢ek automatické pipety
pieneseny narostlé pozitivni (bilé) bakterialni kultury, dale byly vzorky vloZeny do

termocycleru, kde doslo k degradaci bunécnych stén bakterii.

Tab.18. Degradacni program termocycleru

pocet cykla | teplota | Cas

1x 96°C | 5min

1x 50°C | 1 min 50 sec
1x 96°C | 1 min 50 sec
1x 45°C 1 min

1x 96°C 1 min

1x 40°C 1 min

S takto ziskanou DNA byla provedena amplifikacni PCR s primery Monides SSUF,
Monides SSUR pokud se jednalo o gen pro SSU rDNA a s primery ATUB A, ATUB B
pokud se jednalo o gen pro a-tubulin (viz Tab.5, Tab.13).
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Tab.19. Reakcni smés pro PCR s pouzitim Taq DNA polymerazy (Fermentas)
10x Pufr 2 ul
4 mM MgCl, 1,6 ul
dNTP (2 MM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) | 1,2 ul
Monides SSUR/ ATUB A (10 pmol/ul) 0,5 ul
Monides SSUF/ ATUB B (10 pmol/ul) 0,5 ul

Taq polymeraza (5U/ul) 0,4 ul
H.O doplnit do 10 ul
Bakterialni lyzat 10 pl

Tab.20. Teplotni cyklus PCR pri pouziti Taqg DNA polymerdazy (Fermentas)

pocet cyklu | teplota ¢as Cast cyklu
1x 94°C 5min | Podateéni denaturace
35x 94°C 1 min | Denaturace

55°C/ 58°C* | 1 min | Pfipojeni primert

72°C 3 min | Elongace

1x 72°C 15 min | Zavére¢na elongace

Tab.21. Reakcni smés s pouzitim LA polymerdzy (Top-Bio)

10x LA pufr (+ MgCl,) 2 ul
dNTP (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) | 0,6 ul
DMSO 0,4 ul

Monides SSUR/ ATUB A (10 pmol/ul) | 0,5 pl
Monides SSUF/ ATUB B (10 pmol/ul) 0,5 ul

LA polymeréaza (5U/pul) 0,2 ul
H,O doplnit do 10 ul
Bakteridlni lyzat 10 pl

Tab.20. Teplotni cyklus PCR pri pouziti Tag DNA polymerdzy (Fermentas) - * je oznaCena

teplota pro pfipojeni primert pro a-tubulin.
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Tab.22. Teplotni cyklus PCR pri pouziti LA polymerazy (Top-Bio)

pocet cyklu | teplota ¢as Cast cyklu
1x 94°C 1 min | Po¢ate¢ni denaturace
35X 94°C 15 sec | Denaturace

55°C/ 58°C* | 1 min | Pfipojeni primert

68°C 4 min | Elongace

1x 68°C 30 min | Zavére¢na elongace

Potvrzeni, zda se nam podafilo zaklonovat nas inzert do kompetentnich bungk, jsme ziskali
provedenim horizontalni gelové elektroforézy viz kap.2.3.3.

Pripravili jsme si zkumavky Falcon se 4 ml LB média (viz Tab.3), 4 ul ampicilinu
(200 mg/ml) a pfidali k nim pomoci automatické pipety ¢ast pozitivnich kolonii obsahujici
inzert pozadované délky. Bunky jsme nechali inkubovat pies noc V tiepacce (37°C, 220
rpm). Nasledujici den jsme ¢ast narostlych bunék zamrazili pro pozdé&jsi zpracovani, druha
cast byla pouzita jako material k izolaci plasmidd.

Pifi zmrazovani jsme do pfipravenych mikrozkumavek napipetovali 850 pl
narostlych bungk, dale 150 pl 80% glycerolu, cely obsah byl zvortexovan a uskladnén
v -80°C.

K vlastni izolaci plasmidi z narostlych bunék byl pouzit High Pure Plasmid
Isolation kit (Roche) a postupovali jsme dle piiloZzeného protokolu. Mnozstvi ziskané DNA
bylo zméfeno na spektrofotometru (NanoDrop® ND-1000) anasledné pouzito do

sekvenacni reakce nebo uchovano v mrazicim boxu pii -20°C.

6.6 Sekvenace DNA

Materialem pro sekvenaéni reakce byly piecisténé PCR produkty nebo vyizolované
Z plasmidt. Vzorky pro sekvenovani byly pfipravovany do mikrozkumavek ptidanim H,O,
primeru a DNA (viz Tab.23). Primery SP6 a T7 jsou komplementarni s plasmidem, takze
byly pouzivany jen pii sekvenaci DNA fragmentl z plasmidi. Veskera sekvenace DNA

byla provedena Sekvenacni laboratoti PfF UK.

Tab.22. Teplotni cyklus PCR pri pouziti LA polymerdzy (Top-Bio) - * je oznacena teplota

pro pfipojeni primert pro a-tubulin.
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Tab.23. Slozeni sekvenacni reakce

Primer | 1 ul (3,2 pmol/ul); 0,32 pl (10 pmol/ul)

DNA | 100 ng/ 1 kbp

H20 | Doplnit do 14 pl

Tab.24. Pouzité primery pri sekvenaci genu pro a-tubulin

Nazev Sekvence 5'— 3’

SP6 GAT TTA GGT GAC ACT ATAG

T7 TAATAC GACTCACTATA

ATUB A RGT NGG NAA YGC NTG YTG GGA
ATUBB CCATNC CYT CNCCNACRT ACCA
a TUB 350R AGG AAC TGG TGC TGG

a TUB 930F TTAGCCATCATRTTITG

Tab.25. Pouzité primery pri sekvenaci genu pro SSU rDNA

Nazev

Sekvence 5'— 3°

Monoides SSUR

TCACCT ACGGAAACCTT

Monoides SSUF

GAA GTC ATATGC TGT CTC AA

Medlin A CTG GTT GAT CCT GCC AG

Medlin B TGATCCTTC TGC AGG TTC ACC TAC
SP6 ATT TAG GTG ACACTATAG AA

T7 TAATAC GACTCACTATA

Monides 377R

TCAGGC TCCCTCTCC GG

Monides 377F

CCG GAG AGG GAG CCT GA

STTR ACC GCG GCK GCT GGC
STTF GCC AGC AGC CGC GGT
866R CAT ACT YCC CCC AGA AC
Monides 866F GTT CTG GGG GRAGTATG
Monides 1100F | GAA GAA AAT GGAGTGT

1262R CGG CCATGC ACC ACC
1262F GGT GGT GCATGG CCG
Mon1300R TAATGT GRT CAG TAG CGA
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Tab.25. Pouzité primery pri sekvenaci genu pro SSU rDNA (pokracovani)

Nazev Sekvence 5'— 3’

1510R GGG CAT CAC AGACCT G

1510F CAG GTC TCT GAT GCC C

Mon1534F GAT TAA GAG GGACAG TTG GG
Mon1600R TCT TGATTAATG AAA AC

1705R ACG GGC GGT GTG TAC

SSU-Neocub R | TCT AAACTT GTT GAT TTAATC AG

6.7 Skladani sekvenci a fylogenetické analyzy

Cteni sekvenci byla porovnidna se sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank pomoci
algoritmu BLAST. Po ovéfeni jejich prislusnosti do nami pozadované skupiny, byly
fragmenty poskladany do jedné sekvence (contigu) v programu SegMan (soucast baliku
DNASTAR). Nakonec byly ze sekvenci odstranény koncové primery a hotovy contig

ulozen ve formatu FASTA.

6.7.1 Tvorba a tiprava alignmentu
Pro ptipravu alignmentu byly nejprve stazeny publikované sekvence oxymonad a rodu

Trimastix z databazi. V piipadé SSU rDNA byly tyto sekvence ziskany z databaze SILVA
(www.arb-silva.de), kde jsou =zalignovany podle sekundarni struktury. K tomuto
alignmentu byly v programu ClustalX (Thompson a kol., 1997) pfialignovany nami
ziskané sekvence. Ziskany alignment byl nasledn¢ ru¢né upraven v programu BioEdit
7.0.9.0. (Hall, 1999), kde zné& byly vynaty variabilni oblasti, které nebylo mozné
zalignovat a které by negativné ovlivnily na$i analyzu. Bylo nutné rovnéz ofezat zacatek
i konec alignmentu. Vysledna délka alignmentu sekvenci genu pro SSU rDNA pouzitého
pro fylogenetickou analyzu byla 1267 bp. Protoze nékteré sekvence jsou jen Castecné,
pripravili tedy jsme alignmenty dva. Druhy alignmenty byl slozeny pouze z kompletnich
sekvenci o stejné vysledné délce a byl také pouzit pro fylogenetickou analyzu.

V piipad¢ alignmentu a-tubulind byly sekvence ziskany z databaze GenBank. Ty
byly zalignovany s nami ziskanymi sekvencemi v programu BioEdit 7.0.9.0. (Hall, 1999),
kde byl alignment také nasledné ru¢né upraven. Konec¢na velikost alignmentu byla 677

aminokyselin.

40


http://www.arb-silva.de/

6.7.2 Tvorba fylogenetickych stromii

Fylogenetické stromy zobou alignmenti byly konstruovany metodami maximalni
vérohodnosti (maximum likelihood, ML) v programu RAXML (STAMATAKIS, A., 2006)
a Bayeskou metodou v programu MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck a Ronquist 2001). Pomoci
internetového serveru http://phylobench.vital-it.ch/raxml-bb/index.php byla provedena
analyza maximum likelihood (model GTR + | + I'), a také rovnéZz bootstrapova analyza pro
odhad statistické podpory ziskané topologie. Bayeska analyza byla provedena s modelem
GTR + I' + I + covarion. Pocet generaci Markov chain Monte Carlo pro alignment
vytvofeny pouze z kompletnich sekvenci byl bézel MCMC 8 811 000 generaci, kazdou
1000. generaci byla zaznamenéavana topologie stromu. Prvnich 705 stromt bylo odstranéno
jako ,,burnin®. Ze zbylych stromu byl vytvoien konsenzus. MCMC s druhy alignmentem
vytvofenym ze vSech nami ziskanych (i nekompletnich) sekvenci nedosahl konvergence
ani po 15042 000 generaci Markov chain Monte Carlo. Po 5000 000 generaci doslo
k zastaveni rustu likelihoodt, a proto prvnich 5 000 stromti bylo odstranéno jako ,,burnin‘.
Program MrBayes spocital odhady Bayeské ,,posterior probability” jednotlivych vétvi. Ke
zhotoveni fylogenetickych stromt byl pouzit program FigTree 1.3.1., findlni vzhled stromu

byl dotvofen pomoci programu CorelDRAW X3 (verze 13).

6.7.3 Testovani monofylie rodu Monocercomonoides

Nase fylogeneticka hypotéza o monofylii rodu Monocercomonoides byla testovana
metodou AU test (Shimodaira, 2002). Pro provedeni tohoto testu jsme piipravili soubor
101 topologii stromt, ktery obsahuje nejlepSi strom z analyzy ML a dale 100 stromt
zZ bootstrapovych replikatt ML analyzy z programu RAXML. V programu PAUP*4.0beta
(Swofford, 1998) s modelem GTR + I+ I" byly vypocitany ,,site likelihood* pro vsech 101
topologii, které slouzily jako vstupni data pro AU test. Parametry modelu byly
optimalizovany pro kazdou topologii zvlast. AU test byl proveden v programu Consel

(VO0.1) se zakladnim nastavenim.
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6.8 Morfologie

Z dobte narostlych kultur jsme vytvoftili vlhké roztéry na podlozni skla, které jsme nejprve
fixovali Bouin-Hollandovou fixazi a pak jsme je pfevedli alkoholovou fadou. Dale byly
preparaty barveny protargolovou metodou dle Nie (1950), tento protokol byl upraven (viz
Smejkalova, 2010). Kvalita preparatii byla zkontrolovana dr. Cepi¢kou pomoci svételného
mikroskopu. Preparaty jsme mikroskopovali (OLYMPUS BX51) a fotili digitalnim
fotoaparatem (OLYMPUS DP71) pii zvétSeni 1000x. pomoci programu QuickPHOTO
MICRO 2.2. Poridili jsme tak nékolik fotografii jednoho objektu Vv riznych rovinach
ostrosti, které jsme pak pomoci programu Helicon Focus mohli posklddat do jedné

fotografie. Finalni uprava fotografii byla provedena v programu Corel PHOTO-PAINT.

42



7 VYSLEDKY

7.1 Tzolity DNA

Piehled izolati DNA, které byly pouZity pro tuto praci je v Tab.26. VétSinu materialu jsem
dostala k dispozici od dr. Hampla, dale jsem pro nasi studii pouzivala kmeny CETIL,
ESMI2, EUDIA3, EPHI, GNOR1, GNOR4, INCA, LUCA2 ziskané od Mgr. Pavly
Smejkalové. Kmen VAV 1B byl poskytnut prof. Vavrou, tento vzorek je vyjimecny oproti
ostatnim, protoze jako jediny nepochézi z Cerstvého stfevniho obsahu, ale z dlouhodobé
nepouzivaného septiku. Kmen Periplaneta byl dovezen z Amerického kontinentu od
Jeffreyho Silbermana, University of Arkansas.

Vsechny kmeny byly péstovany =za piitomnosti bakterii v polyxenické
agnotobiotické kultuie pii pokojové teploté. V nékterych kulturach byly kromé oxymonad
také pritomni dals$i stfevni prvoci, zejména trichomonady a diplomonady.

DNA vSech kmenl je k dispozici na Katedfe parazitologie PfF UK, bohuzel
nekteré kultury nebyly zcela stabilni a béhem nasi prace zanikly, jmenovité¢ B1-10, CET1,
CYRT, EPHI, GNORL, INCA, LUCAZ2, Periplaneta a MALA.

Tab.26. Vycet izolatii DNA

Pracovni nazev Hostitel

ARCH1 Archimandrita tessellata (Blattodea)
B1-10° Bos taurus (Mammalia)

BAT1' Blaberus propos (Blattodea)

BOA Boa constrictor (Reptilia)

CAVIA-M Cavia porcellus (Mammalia)

CEAE? Cetonischema aeruginosa (Coleoptera)
CET1 Cetonia aurata (Coleoptera)

CYRT Cyrtodactylus kotschyi (Reptilia)
ESMI2"2 Eudicella smithi bertherandi (Coleoptera)
EUBLAB Eublaberus (Blattodea)

EUDIA3"? Eudicella aethiopica (Coleoptera)
EPHI Ephibolus pulchripes (Myriapoda)
GNOR1 Gnorimus tibialis (Coleoptera)
GNORA4! Gnorimus tibialis (Coleoptera)
CHAM1"° Chamaeleo cristatus (Reptilia)

INCA Incala sp. (Coleoptera)

LEI"? Leiocephalus carinatus (Reptilia)
LUCA2 Lucanidae (Coleoptera)

MALA® (Myriapoda)
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Tab.26. Vycet izolatit DNA (pokracovani)

Pracovni nazev Hostitel

MEC Mecynorhina ugadensis (Coleoptera)
NEOCUB-termit Neotermes cubanus (Isoptera)
OEV* Ophisops elegans (Reptilia)
Pa203"° Chinchilla lanigera (Mammalia)
Pas Pachnoda fasciata (Coleoptera)
Periplaneta Periplaneta americana (Blattodea)
PF Pachnoda thoracica (Coleoptera)
POTCUPRI' Potosia cuprea (Coleoptera)
POTFIB! Potosia fieberi (Coleoptera)
RHYMAN1 Rhyparobia maderae (Blattodea)
TENE79' Testudo marginata (Reptilia)
Velka (Myriapoda)

VAV 1B’ volné Zijici — septik

! kmeny dlouhodobé vedené v kulturach

2 kmeny, u kterych byl uréovén typ genetického kodu

7.2 Morfologie a druhova determinace izolati

Morfologii jsme zkoumali u kmenti OEV, LEI zplazich hostiteld a kment B1-10,
CAVIA-M ze savcl. Z jejich kultur byly ptipraveny vlhké roztéry, které jsme nafixovali
a nasledné nabarvili protargolem. Reprezentativni fotografie potizené z nami vytvofenych
preparatd jsou umistény na obrazové tabuli ¢.1 — 3. Fotografie kmene CAVIA-M nejsou
k dispozici, protoze byly nafoceny s nizkym rozliSenim a preparaty CAVIA-M byly
celkové nekvalitni. Z fotografii muizeme vidét, Ze u vSech zéastupcii jsou pfitomny
charakteristické znaky pro rod Monocercomonoides: ¢tyii dlouhé bic¢iky usporadané do
dvou odd¢€lenych part, axostyl, funis podkladajici zpétny bicik, kulaté jadro s vyraznym
endosomem, ktery je nejlépe patrny u zastupciit kmene OEV. Ani pozornym prohlizenim
preparati jsme nenalezli zadny kvalitativni rozdil mezi kmeny, a proto jsme piistoupili
k morfometrii. Od kazdého kmene bylo zméfeno 50 bun€k. Tyto hodnoty jsme
zpramérovali a vytvofili z nich tabulku obsahujici krom¢ priméru také smeérodatnou
odchylku, a celkové rozpéti hodnot (Tab.28). Srovnanim nami nameéfenych hodnot
S publikovanymi udaji v literatufe jsme dospéli k nazoru, Ze zastupci kmene OEV patii do
rodu Monocercomonoides lacerte (obr.tab. ¢.3), zastupci kmene B1-10 jsme urcili jako rod
M. bovis (obr.tab. ¢.1). Pro kmeny LEI a CAVIA-M jsme nenalezli shodu mezi nami

naméfenymi udaji a témi publikovanymi.
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Tab.28. Rozméry (v um) zdstupcii riiznych kmenut rodu Monocercomonoides barvenych protargolem. N tabulce uvadime primer 50 méreni, +

smerodatnou odchylku (nejmensi hodnotu-nejvétsi hodnotu).

o Délk , Délka bicik
Kmen  Délkabuitky Sitka buiky —Doikabuiky/ 0 spémého Delka @/ e
sitka bunky biciku (4) biciku(3) biciku (3)
OEV 649+ 087 413-070 1.60+027 188+025 2606+3.04 1494+203 1.77+022
(5 - 8.4) (29-55)  (116-2.19) (1-2.4) (18.6-343) (11.9-19.4) (1.43-2.23)
BI-10  554+062 329:036 174025  159£0.16 17.65£2.09 113+1.78  1.64=0.29
(4 - 6.6) (2.5 - 4) (1.29-2.33)  (1.1-2) (12.6-24.2) (7.8-146)  (0.98-2.37)
LEI 5674082 3502042  1.64+029 1.68+018 19544273 12.66+196 1.59+026
(4-7.1) (2.7-46)  (1.08-2.39) (1.3-2) (124-265) (92-17)  (0.98-2.14)
CAVIA-M 542:098 3.12+034 174031 152£024 1638267 10.82+220 1.56+0.27
(3.6-7) (2.5 - 4) (1.21-2.59) (1-1.9) (112-218) (69-15)  (1.14-2.23)
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Obrazova tabule ¢.1

=

R
s
/Ax
Iz
N

.

\

Protargolové snimky zdstupcii kmene Bl-10; méritko odpovida 10um; hvézdickou * je

oznacena fotka poskladand z vice rovin ostrosti, N — jadro, F — funis, R — zpétny bicik,

AX - axostyl
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Obrazova tabule ¢.2

>

Protargolové snimky zdstupcii kmene LEI; meéritko odpovida 10um; hvézdickou * je

oznacena fotka poskladand z vice rovin ostrosti, N — jadro, F — funis, R — zpétny bicik,

AX - axostyl
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Obrazova tabule ¢.3

Protargolové snimky zdstupcit kmene OEV; méritko odpovida 10um; hvezdickou * je

oznacena fotka poskladand z vice rovin ostrosti, N — jadro, Nu — jadérko, F — funis,

R — zpétny bicik, Ax - axostyl
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7.3 Pribuzenské vztahy mezi izolaty

Celkem bylo ziskano 26 sekvenci ¢asti genu pro SSU rDNA z riznych kmeni. Nékteré ze
sekvenci jsou zatim pouze castecné, presto jsme s nimi dale pracovali. Kromé ndmi
ziskanych sekvenci bylo do analyzy zahrnuto 26 sekvenci SSU rDNA kmeni rodu
Saccinobaculus, 14 sekvenci SSU rDNA kmena rodu Dinenympha, 11 sekvenci SSU
rDNA kment rodu Pyrsonympha, 3 sekvence SSU rDNA kment rodu Oxymonas,
3 sekvence SSU rDNA kment rodu Trimastix (Preaxostyla), 2 sekvence SSU rDNA
kmend rodu Streblomastix a 1 sekvence SSU rDNA kmene Pa203 rodu
Monocercomonoides ziskanych z genomové databaze GenBank.

Fylogenetické stromy ze sekvenci genu pro SSU rDNA (Obr.5, 6) byly
konstruovany metodou maximalni vérohodnosti (maximum likelihood, ML) v programu

RAXML a Bayeskou metodou v programu MrBayes.

s7054 — LUCAZ2kr (Lucanidae) %
_{‘77 TENET9 (Testudo marginata) v MONOCERCOMONOIDES
LUCAZ2dI (Lucanidae) %
EPHI (Ephibolus pulchripes) % Polymastigidae

MALA (Myriapoda) v

a711.00y BOA (Boa constrictor)
_ ,&Mz&-momono!d&s bovis B1-10 (Bos taurus)
LEI (Leiocephalus carrinatus)

s2023) CEAE (Cetonischema aeruginosa)
CET1 (Cetonia aurata) %
INCA (Incala sp.) %
ESMI2 (Eudicelia smithi bertherandi) %
771081 f EUDIA3Kr (Eudicella aethiopica) %
L — EUDIA3dI (Eudicella aethiopica)

CHAM1 (Chameleo cristatus)

VAV 1B-2 (septik) %

VAV 1B-1 (septik) %

CAVIA-M (Cavia porcellus)

PA203 (Chinchilla lanigera) AY831435 1
samg0y BAT1 (Blaberus atropos)

51/0.38

50077 Periplaneta (Periplaneta americana)
sansep CYRT (Cyrtodactylus kotschyi)

290,09 L Monocercomonoides lacerte OEV (Ophisops elegans)
mun_uul GNOR1 (Gnorimus tibialis) %
GNOR4 (Gnorimus tibialis) %

\_ oo fr Streblomastix AY188886_1

1 Streblomastix AY188885_1
74/0.85 ]

NEOCUB-3 (Neotermes cubanus) _
NEOCUB-5 (Neotermes cubanus) Oxymonadidae

67/0.80

Streblomastigidae

Saccinobaculidae

S e e | Pyrsonymphidae

Trimastix marina

ML_ Trimastix pyriformis 244904
Trimastix pyriformis 244903
0.06

Obr.5. Fylogeneticky strom podle genu pro SSU rDNA triidy Anaeromonadea (Cavalier-

99/1.00

Trimastigidae

Smith, 1996), zakorenény rodem Trimastix. Topologie byla ziskana analyzou ML
vprogramu RAXML (GTR + | + G model). Ciselné hodnoty v uzlech znamenaji
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bootstrapovou hodnotu ziskané ML metodou v RAxML a metodou Bayeské posteriorni
pravdépodobnosti. Hvézdickou * jsou oznaceny castecné sekvence; Kr a dl — gen pro SSU
rDNA se naapmlifikoval ve dvou odlisné velkych fragmentech, u obou sekvenace

prokazala, Ze prislusi oxymonadam kmeni, Kr — Kratsi fragment, dl — delsi fragment.

CAVIA-M (Cavia porcellus)

97/1.00
Pa203 (Chinchilla lanigera) AY831435_1

CHAM1 (Chameleo cristatus)

Monocercomonoides lacerte OEV (Ophisops elegans)

75/0.97 CYRT (Cyrtodactylus kotschyi)

BAT1 (Blaberus atropos) MONOCERCOMONOIDES
5010.92 CEAE (Cetonischema aeruginosa) Polymastigidae
m

100100 Monocercomonoides bovis B1-10 (Bos taurus)

60/0.90 BOA (Boa constrictor)

LEI (Leiocephalus carrinatus)

33/0.88

TENE79 (Testudo marginata)

Streblomastix AY 188885 _1

100!1,00'

100/1.00 I- Streblomastix AY188886 1
A2 _

99/1.00

Streblomastigidae

Saccinobaculidae

98/1.00

53/0.58 .
Oxymonadidae

99/1.00 NEOCUB-5 (Neotermes cubanus)
100/ 1.00|

=T NEOCUB-3 (Neotermes cubanus)

P o<| Pyrsonymphidae

Trimastix marina

\_100/1.00

Trimastix pyriformis 244904 Trimastigidae

SMOL Trimastix pyriformis 244903

0.05
Obr.6. Fylogeneticky strom podle genu pro SSU rDNA tiidy Anaeromonadea (Cavalier-

Smith, 1996), zakorenény rodem TrimastiX. po vylouceni castecnych sekvenci. Topologie
byla ziskand analyzou ML v programu RAXML (GTR+1+G model). Ciselné hodnoty
V uzlech znamenaji bootstrapovou hodnotu ziskané ML metodou v RAxML a metodou

Bayeské posteriorni pravdépodobnosti.
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Kofen nami vytvofenych stromu tvoii rod Trimastix, ktery je oxymonadam nejblize

piibuzny.

Fylogeneticka analyza podpofila monofylii rodu Monocercomonoides, ktery je sestersky
k rodu Streblomastix. Tato monofylie je sice podpoiena velmi nizkou bootstrapovou
hodnotou, ale po vylouceni Casteénych sekvenci (oznaCenych *) se statisticka hodnota
zvysila na 60% (Obr.6). AU test provedeny u tohoto souboru dat v programu Consel
(V0.1) (Shimodaira a Hasegawa, 2001) ovsem ukazal, Zze topologie s polyfyletickym
rodem Monocercomonoides nelze zamitnout na 5% hladiné pravdépodobnosti.

Ziskané sekvence dvou kloni genu pro SSU rDNA kmene NEOCUB se na

fylogenetickém stromé umistily u skupiny Oxymonadidae.

7.4 Geneticky kod

U vybranych kment (viz Tab. 26) jsme se pokusili zjistit, zda pouZivaji alternativni
geneticky kod, jako je tom u rodu Streblomastix a environmentalnich sekvenci ziskanych
ze $vaba Cryptocercus punctulatus pfipisovanych zastupci rodu Monocercomonoides. Pro
tento ucel jsme z téchto kmenu ziskali 9 ¢aste¢nych sekvenci genu pro a-tubulin. Tyto
sekvence jsme ,,in silico® pielozili do proteinu a piidali do alignmentu spole¢né s tfemi
environmentalnimi proteinovymi sekvencemi genu pro a-tubulin izolované ze stfeva
Cryptocercus punctulatus, 118 proteinovymi sekvencemi genu pro a-tubulin rodu
Saccinobaculus, 26 proteinovymi sekvencemi genu pro a-tubulin z neidentifikovatelnych
zastupcu skupiny Oxymonadida a 1 proteinové sekvence genu pro a-tubulin rodu
Streblomastix ziskané z genomové databaze GenBank.

Alignment z ¢asteénych sekvenci genu pro a-tubulin byl vytvofen a nasledné ru¢né
upraven v programu BioEdit 7.0.9.0. Vybrana ¢ast alignmentu (Obr.7) ilustruje skute¢nost,
ze v environmentalnich proteinovych sekvencich genu pro a-tubulin izolovanych ze stieva
Cryptocercus punctulatus je aminokyselina glutamin kédovana nekanonickym genetickym
kodem, tedy kodony TAA a TAG. Tento jev je patrny také v proteinové sekvenci genu pro
a-tubulin rodu Streblomastix. V nami ziskanych sekvencich se vyskytuji mista oznacena
v alignmentu ,,7*. V t€chto mistech se vyskytuji polymorfismy, coz znamena, Ze kopie
genu pro a-tubulin v genomu tohoto kmene se mezi sebou lisi pfitomnosti nukleotida
vV urcitém misté sekvence, nebo ze izolat je smésnou kulturou. Nékteré nami ziskané

sekvence jsou zatim pouze ¢asteCné a maji nizsi kvalitu, pfesto mizeme konstatovat, ze
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jsme nikdy nepozorovali kodony TAA a TAG kodovat glutamin v pozicich, kde je tato
aminokyselina u oxymonad konzervovana. Z nasi analyzy vyplyva, ze zkoumané kmeny

V ndmi osekvenované ¢asti genu pouzivaji standardni geneticky kod.
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8 DISKUZE

8.1 Ziskavani novych sekvenci

Jednim z naSich cili bylo ziskat a analyzovat sekven¢ni data SSU rDNA riznych zéastupcii
rodu Monocercomonoides. Izolaty DNA pro tyto analyzy byly ziskany pfimou izolaci
DNA ze stievniho obsahu hostitele nebo izolaci bunék ze zavedenych kultur. Tito prvoci
jsou ¢leny mikrobidlnich komunit zijici ve stfeve hostitele, v nékterych ptipadech je velmi
obtizné prenést a udrzet tyto kultury zivotaschopné v médiu. Doposud bylo publikovano,
ze se podafilo ve stabilni kultufe udrzet pouze jediny kmen PA203 (z obratlov¢iho
hostitele) rodu Monocercomonoides (Hampl a kol, 2005). Nam se béhem nasi prace
podatilo shromazdit 11 stabilnich kultur téchto zastupcti pochédzejicich z riiznych savcich
i hmyzich hostitelt. Kultivace z nékterych hostiteld neni tak obtizna, jak se vSeobecné
tvrdi, alespon co se ty¢e rodu Monocercomonoides.

U vétSiny sekvenovanych kmenii byly vytvofeny protargolem barvené preparaty,
které¢ v budoucnu poslouzi pro diikkladné vypracovani morfologické studie. Béhem této
diplomové prace jsme se detailné vénovali studiu morfologie jen malého zlomku kmeni,
které naSe sbirka obsahuje. U téchto kmeni jsme se pokusili na zakladé¢ morfologickych
dat druhov¢ urcit nékteré kmeny rodu Monocercomonoides.

Pti amplifikaci genu pro SSU rDNA jsme se potykali s mnoha komplikacemi.
Jednim z hlavnich divodu téchto komplikaci je skute¢nost, ze rod Monocercomonoides
stejné jako rod Streblomastix maji pomérné dlouhy gen pro SSU rDNA, cca 3000
nukleotidii (Hampl a kol., 2005). Délka genu pro SSU rDNA byla také problémova pii
pokusech o zaklonovani PCR produkti do kompetentnich bun¢k Escherichia coli. Tuto
metodu jsme pouzili v pfipade€, ze naamplifikovand DNA méla velmi nizkou koncentraci.
U nékterych kmenti mohla byt amplifikace komplikovand z divodu nizké koncentrace
templatové DNA, protoze nékteré kultury se nepodafilo dostate¢né namnozit. Dal$im
problémem mohla byt vysoka koncentrace bakterii pfi izolaci DNA z kultury. Ukézalo se,
ze ruzné typy polymeraz poskytuji vyrazné jiné vysledky. Nejvyssi kvalitu PCR produktt
jsme ziskali pouZitim EmeraldAmp”® MAX PCR ,,Master Mix“ pti amplifikaci, kdy nebylo

potieba produkty zaklonovavat.
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8.2 Molekularné-fylogenetické analyzy

Evolu¢ni pozice oxymonad byla po dlouhou dobu velice rozporuplna (Cavalier-Smith,
1998; Dacks a kol., 2001; Hampl a kol., 2005; Moriya a kol., 1998, 2001; Patterson, 1994,
Simpson, 2003). Dnes vime, Ze oxymonady spadaji mezi exkavata (Simpson, 2003) jednak
na zakladé molekularnich (Dacks a kol., 2001; Hampl a kol., 2005, Hampl a kol 2009),
ataké na zdkladé morfologickych dat, které podporujicich jejich ptibuzensky vztah
s exkavatnim rodem Trimastix (Simpson a kol., 2002). Fylogenetické vztahy v ramci
oxymonad také nejsou dostate¢né objasnény. Vysledky molekularnich studii oznacuji
celed’ Polymastigidae za bazalni skupinu v ramci oxymonad (Brugerolle, 1991; Moriya
a kol., 2003). Dalsi molekularni studie poskytuji dikazy o blizkém ptibuzenském vztahu
mezi Celedi Polymastigidaec a Streblomastigidae (Hampl a kol., 2005; Heiss a Keeling,
2006). Tyto vysledky jsou ve shod€ s nami ziskanymi informacemi. Ze sekvenci SSU
rRNA se ndm podafilo vytvoftit alignment o délce 1267 bp, jelikoZ vétSina naSich sekvenci
byla pouze ¢astecna, vytvorili jsme dva fylogenetické stromy. Na strom¢ vytvoreném ze
vSech ziskanych sekvenci tvofi zastupci rodu Monocercomonoides monofyletickou
skupinu s velmi nizkou bootstrapovou podporou. Odstranénim c¢asteénych sekvenci
V druhém stromé& se podpora zvysila pouze na 60% (bootstrap 60/0.90). Proto jsme se
rozhodli monofylii rodu Monocercomonoides ovéfit metodou AU test. Tento test ovSem
ukazal, ze topologie s polyfyletickym rodem Monocercomonoides nelze zamitnout na 5%
hladin¢ pravdépodobnosti.

Hostitelska specifita linii rodu Monocercomonoides je velice variabilni. Zda se, ze
neexistuje striktni koevoluce mezi témito prvoky a jejich hostiteli, a vSak na
fylogenetickém strom¢ muzeme nalézt linie, které jsou specifické pro urcitou skupinu
hostitelii. Mezi takové mizeme zatadit kmeny EPHI a MALA pochézejici z mnohonozek,
tato skupina ma ovSem velmi malou bootstrapovou hodnotu. Dale kmeny CEAE, CET1,
INCA, ESMI2, EUDIA3kr, EUDIA3dI, které tvoii samostatnou ,,zlatohlavéi® skupinu
piislusnych sekvenci. Dalsi samostatnou ,,$vabi* skupinu tvofi kmeny BAT1, Periplaneta
(BS 94/0.90) a skupinu izolatu z plazich hostitelt tvoii kmeny CYRT a OEV (BS 98/0.99;
BS 100/1.00) s vysokou bootstrapovou hodnotou v obou stromech. Do posledni samostatné
tzv. ,,brouci* skupiny fadime kmeny GNOR1, GNOR4 (BS 100/1.00). Na druhou stranu
najdeme v naSich fylogenetickych stromech dvé skupiny, jejichz ¢lenové pochdzi z velmi

vzdalenych hostiteld. Prvni je tvofena kmeny BOA (hroznys), B1-10 (tur) a LEI
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(leguanek), které jsou Vv obou stromech podpofeny vysokou bootstrapovou hodnotou (BS
97/1.00; BS 100/1.00). Druhou takovou skupinu tvofi kmeny CHAMI (chameleon),
CAVIA-M (morce), PA203 (¢incila), VAV 1B-1 (septik) a VAV 1B-2 (septik) také
podpofené vysokou bootstrapovou hodnotou (BS 88/0.97; BS 99/1.00) v obou stromech.
Rovnéz ptibuzenské vztahy mezi skupinami neodpovidaji vztahiim mezi hostiteli.

PresnéjSi ur€eni vnitini fylogeneze celedi Polymastigidae by bylo mozné pfi
provedenim molekularni analyzy nasich kmenti spolené se zastupci zbyvajicich roda této
Celedi napf. rodu Polymastix, ke kterym ovSem nejsou dosud zadna molekularni data
k dispozici. V ramci nasi prace jsme se nékolikrat pokouseli ziskat sekvence SSU rRNA
z DNA izolované ze stieva larev tiplic, ve kterych byl Polymastix pozorovan. Nase snazeni
vSak dopadlo vzdy neuspésné.

Ne vSechny nami ziskané sekvence patii rodu Monocercomonoides. Sekvence
z DNA ze stievniho obsahu termita Neotermes cubanus byla na naSich fylogenetickych
stromech jednozna¢né prifazena k Celedi Oxymonadidae s vysokou bootsrapovou
hodnotou (bootstrap 100/ 99). Tato DNA byla zahrnuta do nasi analyzy z diivodu, Ze ve
sttevnim  obsahu termita byla pozorovdna oxymonida pfipominajici rod
Monocercomonoides. Mikroskopické pozorovani proved! dr. Ivan Cepi¢ka a izolat DNA
nam piedal k podrobnéjsi studii. I kdyz nemiiZeme s jistotou vyloucit atraktivni hypotézu,
7e pozorovana oxymonada pfipominajici rod Monocercomonoides je blizce ptibuzna rodu
Oxymonas. Mnohem pravdépodobnéjsi se nam jevi hypotéza, ze ve stievé termita se
vyskytovali zastupci dvou rodt (Monocercomonoides, Oxymonas) a nam se podafilo

naamplifikovat pouze jedince rodu Oxymonas.

8.3 Morfologie izolati rodu Monocercomonoides

K rozliseni druhti v ramci rodu Monocercomoides pomoci svételného mikroskopu jsou
dualezité rozdily mezi charakteristickymi znaky. K takovym znakiim fadime velikost a tvar
bunky, polohu axostylu (zda vy¢niva z buiikky nebo ne), délku bic¢ikli, poCet piednich
a zpétnych bicikil, pocet a délku funist, velikost jadra a polohu endosomu. Pfihlizi se také
k druhu hostitele.

Doposud bylo popsano 5 druhd rodu Monocercomonoides z plazl, znichz
nejveérohodnéjsi popis je pro Monocercomonoides lacerte, existence ostatni druhti byla
zpochybnéna a jsou povazovany za konspecifické s M. lacertae (Moskowitz, 1951). Udaje

ziskané z naSeho fylogenetického stromu vSak naznacuji, Ze by v plazich hostitelich mohlo
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existovat vice druhii, protoze kmeny izolované zplazii se vyskytuji na 5 pomérné
vzdalenych mistech ve stromu (OEV+CYRT, CHAML, LEI, BOA a TENE79).

Pomoci svételného mikroskopu jsme mohli mezi sebou dikladné porovnat jedince
dvou naSich kment izolovanych z plazi (LEI a CYRT). Zjistili jsme, ze se od sebe nelisi
Vv kvantitativnich znacich, a proto jsme pfistoupili k morfometrickému méfeni. Timto
srovndnim jsme zjistili, Zze naSe dva kmeny opravdu nejsou identické. Hodnoty kmene
OEV odpovidaly uvedenému rozmezi hodnot pro druh M. lacerte. Na zakladé porovnani
nasich morfologickych udaji s udaji v literatutre (viz Moskowitz, 1951) jsme tedy pfiradili
zastupce kmene OEV krodu M. lacerte. Publikovanym tudajim neodpovidaly hodnoty
ziskané pro kmen LEI Na zdkladé morfologie a pozice tohoto kmene vii¢i kmenu OEV na
fylogenetickém stromé se domnivame, Ze se jedna o novy druh rodu Monocercomonoides.

Dalsim studovanym kmenem byl CAVIA-M izolovany z morcat. Morfologické
znaky a rozméry zastupcti tohoto kmene neodpovidaji udajim zndmym pro popsané druhy
zmorcat (Nie, 1950). Prifazeni kmene CAVIA-M kdruhiim Monocercomonoides
quadrifunilis a Monocercomonoides wenrichi jsme zavrhli pfi  porovnani
charakteristickych znakt pro tento rod. Na rozdil od M. quadrifunilis se na§ kmen nema
Ctyfi zpétné biciky, z nichz kazdy je podlozen svou vlasti funis a endosom tvaru pilmésice
umistény na okraji jadra. Stejny tvar a umisténi endosomu ma dalsi druh M. wenrichi,
ktery se od naseho kmene lisi také tvarem axostylu. Axostyl M. wenrichi ma byt zvinény
a znatelné vycnivat z bunky. Druhy Monocercomonoides cavie i Monocercomonoides
exilis maji s naSim kmenem spole¢né znaky, jak je kulaty endosom umistény uprostied
jéadra a vy¢nivajici axostyl. Oproti M. cavie zastupci naseho kmene nemaji tfi funisy a jsou
celkové mensi. Rozdil mezi druhem M. exilis a kmenem CAVIA-M je v délce biciku, ty
jsou u naSich zastupci mnohem delSi. Zaroven jsme pozorovali vyraznou strukturu
Vv pfedni Casti téla, kterou nejme schopni piesné identifikovat. Hlavnim diivodem obtizné
identifikace byla Spatna kvalita naSich preparatq.

Zastupce naseho posledniho zkoumaného kmene B1-10 jsme na zdklad€ porovnani
nami ziskanych morfologickych tudaji s idaji uvedenymi v literatuie prohlasili za jedince

rodu M. bovis (Jensen a Hammond, 1964), jediného popsaného druhu ze skotu.

8.4 Variabilita genetického kodu

Zmény jaderného genetického kodu jsou velmi vzacné. Nekanonicky geneticky kod byl

zjistén u nékolika malo zastupcti oxymonad. Mezi tyto zastupce patii rod Streblomastix
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(Keeling a Leander, 2003) a tfi environmentalni proteinové sekvence genu pro a-tubulin
izolované ze stieva Cryptocercus punctulatus (de Koning a kol., 2008), u nichz bylo
prokdzano, Zze aminokyselina glutamin je kodovana nekanonickym genetickym kdédem,
tedy kodony TAA a TAG oznacované jako TAR kodony. Environmentédlni proteinové
sekvence ze stfeva Cryptocercus punctulatus byly analyzami piifazeny k celedi
Polymastigide rodu Monocercomonoides (de Koning a kol., 2008). Na zakladé téchto dat
a pribuznosti celedi Polymastigidae a Streblomastigidae (Hampl a kol., 2005; Heiss
a Keeling, 2006) jsme se rozhodli provétit pfitomnost alternativniho genetického kodu
u dalSich zastupc rodu Monocercomonoides. Pro uréeni genetického kodu jsme ziskali
9 ¢asteénych sekvenci genu pro a-tubulin, po zalignovani sekvenci jsme ziskali alignment
o0 velikost 667 bp. V nami ziskanych sekvencich se vyskytuji polymorfni mista, coz také
nepfispiva k vysoké kvalité¢ sekvenci. Pfes nedostatky a neuplnost sekvenci muzeme
S jistotou fici, ze jsme nikdy nepozorovali kodony TAA a TAG na pozicich
konzervovanych pro aminokyselinu glutamin. MiiZzeme tedy konstatovat, ze zkoumané
kmeny vnami osekvenované cCasti genu pouZivaji pouze standardni geneticky kod.
Z transkriptomu sekvenci kmene PA203 bylo zietelné, Ze kmen pouziva vSechny tii typy
stop kodonti (istni sd€leni dr. Hampla). Tato skute¢nost naprosto vylu¢uje moznost, ze by
tyto kodony byly pouzivany i pro kdédovani glutaminu. Timto je vyloucena piitomnost
nekanonického kodu u kmene PA203. U naSich ostatnich kmenli nemlzeme zatim
pritomnost nekanonického genetického kodu zcela vyloucit. Nase vysledky vSak naznacuyji,
ze tento typ kodu neni u rodu Monocercomonoides velmi casty. Pro ustanoveni koneéného
zaveru piitomnosti nebo absence nekanonického genetického kodu u ostatnich kment rodu
Monocercomonoides musi byt ziskany sekvence transkriptomit nebo dalSich ¢asti genu,

Vv kterych bychom mohli zkontrolovat pouzivani stop kodon.
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9 ZAVERECNE SHRNUTI

Povedlo se nam stabilizovat a dlouhodobé kultivovat 11 kultur riiznych kment rodu

Monocercomonoides.

Celkem bylo ziskano 24 sekvenci pro cast genu SSU rDNA rodu
Monocercomonoides a 2 sekvence pro ¢ast genu SSU rDNA rodu Oxymonas. Na
zakladé ziskanych dat jsme zjistili, ze¢ kmeny rodu Monocercomonoides tvoii
monofyletickou skupinu, avSak slabé statisticky podpotfenou. Nékteré kmeny tvori
linie specifické pro urcité skupiny hostiteld, na druhou stranu jiné linie jsou tvoieny
kmeny ze zcela nepfibuznych hostiteld. U plazi se vyskytuje nejméné 5 druhii rodu

Monocercomonoides.

Pro analyzu genetického kodu bylo ziskdno celkem 9 ¢aste¢nych sekvenci genu pro
a-tubulin riznych kmenti rodu Monocercomonoides. Ukazalo se, Ze v nami

osekvenovaném useku se nekanonicky geneticky kod nevyskytuje.

Na zakladé vysledkli morfometrického méfeni porovnanych s publikovanymi udaji
jsme urcili zastupce kmene OEV do druhu Monocercomonoides lacerte, zastupce
kmene B1-10 dodruhu Monocercomonoides bovis. Zastupce zbylych dvou
studovanych kment (LEI a CAVIA-M) jsme nedokdzali s jistotou piifadit ke

znamym druhtim rodu Monocercomonoides.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMP — ampicilin

BS — bootstrap

DMSO - dimethyl sulfoxid

dNTP — deoxyribonukleotidy

EFo— elongacni faktor a

GTR + G + | — general time reversible model s gama korekci a s invariantami (model
nukleotidové substituce)

IPTG — isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid
LB médium — ,,lysogeny broth* médium

rpm — ,,rotates per minute*, ota¢ky za minutu
SSU rRNA — RNA malé podjednotky ribosomu
tRNA — transferova ribonukleova kyselina

X-gal — bromo-chloro-indolyl-galaktopyranosid
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