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Abstrakt

Skupina IAC (Armophorea: Metopida: Metopidae) zahrnuje volné Zijici i endosymbiotické anaerobni
nalevniky. Tato prace se vénuje diverzité volné Zijicich zastupc(, tzv. metopidlim. Nejprve zasazuje
skupinu IAC do systému a probira historii taxonomie stéZzejniho druhu Metopus. Pfedstavuje zndmou
diverzitu a neprehlednou taxonomickou situaci. V ramci prizkumu diverzity se podafilo zajistit z
rGznych anaerobnich habitatl a lokalit vice nez 30 izolat( ze skupiny IAC. Provedena fylogeneticka
analyza skupiny IAC je zaloZena na genu pro 18S rRNA a ukazuje bohatou diverzitu novych linii. Vedle
skupiny IAC je prezentovana jesté jedna linie nové nalezenych metopid(l. Pro morfologickou
charakteristiku byla vyuZita svételnd mikroskopie véetné barvicich technik a skenovaci elektronova
mikroskopie. Prace se detailné vénuje popisu jedné vybrané linie na Grovni druhu. V obsahlejsi
diskuzi jsou interpretovany vysledky, poukazano na meze zvolenych metod a rozplétana chaoticka
situace dosud popsanych druh skupiny IAC s navrhy na feseni pro budouci taxonomickou praxi pfi

popisu metopidd.

Kli¢ova slova: anaerobni nalevnici, skupina IAC, Metopus, diverzita, taxonomie

Abstract

The IAC group (Armophorea: Metopida: Metopidae) includes both free-living and endosymbiotic
anaerobic ciliates. The thesis focuses on the diversity of free-living representatives, the so-called
metopids. First, the position of the IAC group in the system is explained and the history of the
taxonomy of the core species Metopus is presented. Then the taxonomic confusion surrounding this
group is depicted. For diversity research more than 30 isolates from the IAC group were obtained
from various anaerobic habitats and localities. The phylogenetic analysis of the IAC group is based on
the 18S rRNA gene and shows a rich diversity of new lineages. In addition to the IAC group, another
newly-found lineage of metopids is presented. Light microscopy, including staining techniques and
scanning electron microscopy, was used to establish morphological characteristics. In the work, a
detailed description of one selected lineage at the species level is performed. In the discussion, the
results are interpreted, the limitations of the selected methods are pointed out and the chaotic
taxonomic and phylogenetic situation of the IAC group species described. Suggestions for the

improvement of future taxonomic practices in the description of metopids are offered.

Key words: anaerobic ciliates, IAC group, Metopus, diversity, taxonomy



1 Uvod a cile

Metopidi (fad Metopida, tfida Armophorea) jsou vyhradné anaerobni a morfologicky znacné
diverzifikovana skupina nalevnikd, o jejiz diverzité je toho znamo stale velmi malo (z posledni doby
napt. Bourland et al. 20173, b, 20183, b, 2020; Rotterova et al. 2018; Vdacny & Foissner 2019).
Metopidni nalevnici predstavuji mimoradné zajimavy predmét sou¢asného vyzkumu hned v nékolika
ohledech. Jeden smér vyzkumu sleduje jejich symbidézu s metanogennimi archei (Fenchel & Finlay
1991; Beinart et al. 2018; Rotterova et al. 2020), potencialné vyznamnou pro globalni produkci
metanu (Holmes et al. 2014). Jiny smér se zaméfuji na endosymbiotickou skupinu Clevelandellida,
vnitfni evoludni linii metopidd (napf. Li et al. 2016, 2020; Li et al. 2018; Pecina & Vdacny 2020).
Skupina Metopida je vici klevelandeliddm extrémné parafyleticka, takZze kdykoli je fe¢ o metopidech
a klevelandelidech, nemluvime o dvou sesterskych liniich, ale o jedné skupiné, jejiz jedna linie presla
na endosymbioticky, tj. komenzalini ¢i paraziticky Zivot uvnitf stfev Zivocichd. V rdmci fadu Metopida
tvofi klevelandelidi a jejich nebliZsi volné Zijici pfibuzni skupinu nazvanou kédovym oznacenim IAC.
Pfes probihajici vyzkum bude zejména z taxonomického pohledu vyzadovat skupina IAC jak v pfipadé
klevelandelidd, tak volné Zijicich metopid( zdsadni revizi za pomoci molekularnich metod. Volné Zijici
metopidi ze skupiny IAC jsou nejblizSimi znamymi pfibuznymi nejen endosymbiotickych
klevelandelidd, ale i druhé endosymbiotické linie zatim reprezentované jedinym sekvencné
doloZzenym druhem Parametopidium circumlabens Aescht, 2001. Studium volné Zijicich linii metopid
v ramci skupiny IAC muiZe v budoucnu pomoci odpovédét na otazky vzniku endosymbiotického
zpUsobu Zivota v ramci tfidy Armophorea.

V této praci se zamérujeme na popis a hodnoceni jak diverzity dfive publikované, tak
zejména nové objevenych linii. Studium metopidd obecné trpi historicky vzniklou chaotickou
taxonomickou situaci a nedostatkem molekuldrnich dat. Zdsadnim pfinosem této prace je tak uz
samotné ziskani molekularnich dat (gen pro 18S rRNA) a jejich fylogeneticka analyza spolecné
s Uspésnou kultivaci izolatd. V literarnim prehledu jsem se pokusil prehledné vyloZit veskerou
dostupnou a relevantni literaturu tykajici se diverzity, taxonomie a fylogeneze metopidl ze skupiny
IAC doplnénou kontextem nutnym k pochopeni publikovanych poznatki a zpUsobu jejich ziskavani.
V diskuzi se pokousime strué¢né zhodnotit dosavadni pfistupy k taxonomii metopidd, poukazat a
vysvétlit cetné komplikované zamény a nedorozumeéni plynouci z nejcastéji pouzivanych metod, a

konecné navrhnout cestu, kterou by se dalsi vyzkum metopidd mél ubirat.



Cile:

e zmapovat diverzitu metopidnich nalevnik( skupiny IAC pomoci morfologickych a
molekularnich metod

e vytvorit a udrZet laboratorni kultury metopid(l ze skupiny IAC pro dalsi vyzkum

e analyzovat vztah nové nalezenych linii k jiz zndmé diverzité na zakladé fylogenetické analyzy
sekvenci genu pro 18S rRNA

o detailnéji popsat jednu linii pfedstavujici novy druh



2 Literarni prehled

2.1 Trida Armophorea

Nalevniky (kmen Ciliphora) délime do dvou hlavnich skupin (podkmen() podle toho, zda se
mikrotubuly pomahajici déleni makronukleu konstituuji vné (Postciliodesmatophora), nebo uvnitf néj
(Intramacronucleata). Zvlastni pripad je pak tfida Karyorelictea, pattici do podkmene
Postciliodesmatophora, ackoli se u ni makronukleus nedéli viibec. Tfida Armophorea patfi do vyrazné
vétSiho podkmene Intramacronucleata. Zde je soucasti vétsi skupiny nékolika linii s ndzvem SAL (viz
obr. 1). Tvori ji dvé tfidy Spirotrichea a Litostomatea a nové definovana skupina APM (Rotterova et al.
2020). Ta je slozena ze tfid Armophorea, Odontostomatea, Cariacotrichea, Muranotrichea a
Parablepharismea (Rotterova et al. 2020; Irwin et al. 2020). Zatimco tfidy Spirotrichea a Litostomatea
zahrnuji pfevainé aerobni druhy, doslo v nich ke vzniku anaerobidzy v rdmci nékterych dilcich linii.

Tridy patfici do APM jsou pak ryze anaerobni.

Litostoma‘tea ................ .

Spirotrichea

r————-—-- Cariacotrichea """ )
_l . B g |
Parablepharismea : - <L
= -9
Muranotrichea : &
r—-———-—-—- Odontostomatea .
Armophorea ......... e e .. "

Obr. 1 Schéma fylogenetickych vztah( tfid nalevnik( ve skupiné SAL podle Rotterova et al. (2020).

Trida Armophorea byla ustavena aZ na zakladé molekularnich metod a fylogenetickych analyz genu
pro 18S rRNA (Silva Pavia et al. 2013). Samotny nazev Armophorea navrzeny Jankovskym (Jankovskij
1964) ma svij pavod podle Lynna (2008) odvozen od latinskych slov ,,arma“, zbran, nebo ,, armus”,
rameno. Nicméné se domnivam, Ze je plvodné minéna ,zbroj“, tedy Armophorea jako doslovny
,Zbrojnos”, protoze zejména armoforidi maji pevny a elaborovany kortex pfipominajici brnéni.
Ttidu Armophorea tvofi tfi fady: Armophorida a Metopida, jejichZ zastupci Ziji volné a jsou
primarné sapropelicti, pripadné benticti nebo planktoni, a rad Clevellandellida, jehoZ zastupci jsou

endosymbionti traviciho traktu Zivocichd. Trida Armophorea nema Zadnou zjevnou synapomorfii

(Lynn 2008). Spolecnym, nikoli vSak vylu¢nym, znakem je pleurokinetdlni stomatogeneze (Foissner &



Agatha 1999; Lynn 2008). Je to typ vzniku oralni ciliatury, kdy membranely oralni ciliatury dcetiné
bunky vznikaji z kinet somatické ciliatury matefské buriky (Foissner & Agatha 1999). Vyskytuje se vsak
i u fylogeneticky zcela nepfibuzné skupiny Bryometopidae (Colpodea) (Foissner 1993; Foissner &
Agatha 1999), ktera se nachazi dokonce mimo SAL (Gao et al. 2016). Pro fad Metopida a
Armophorida je sice spolecny perizonalni pruh kopirujici anteriorni stranu peristomu, ten se vsak
nenachazi u klevelandellidd, u kterych ziejmé druhotné vymizel (Vdacny et al. 2019). Posledni prace
navic naznacuiji, Ze tfida Armophorea mozna neni monofyleticka a fad Armophorida mozna neni
bezprostfedné pribuzny s ostatnimi dvéma (Li et al. 2017; Zhuang et al. 2021). V kazdém ptipadé jsou
vSechny tfi zminéné rady anaerobni a u metopidu a klevelandelid( je doloZzena proména
mitochondrii v ,hydrogenozomy”, resp. vodik produkujici mitochondrie, u kterych je zachovan
genom a které funguji v tésné symbidze s metanogennimi archei (Achmanova et al. 1998; de Graaf et
al. 2011; Fenchel & Finely 2010; Beinart et al. 2018; Rotterova et al. 2020). U armoforid( (resp.
caenomorfidd) jsou doloZeni archealni symbionti (van Hoek et al. 2006) a spekuluje se o
hydrogenozomech (Fenchel & Finlay 1991).

Dvé skupiny stéZejni pro tuto praci jsou rady Metopida a Clevelandellida. Obé skupiny se od
sebe zdsadné morfologicky lisi. Typicky metopid ma ovalny az protahly tvar bunky, obvykle s torzi
nebo ohybem v anteriorni ¢asti a spiralizovanou oralni ciliaturou. Nicméné morfologicka variabilita
v podobné rozsahu spiralizace a rozsahu oralni ciliatury a konecné tvaru burky je zde znacna.
Klevelandelidi maji bud' jako Nyctotherus lateralné zplostélé télo a adoralni membranely uvnitt
buriky, nebo jako Clevelandella, maji adoralni membranely kryté tunelovitou proturzi (tzv.

infundibulum) a oralni ¢ast i cytoprokt se nachazi na posteriornim konci buriky (Lynn 2008).

2.2 Historie rodu Metopus a morfologicka taxonomie metopid(

Historie rodu Metopus je zaroven historii morfologické taxonomie metopidl. Stru¢nou morfologickou
charakteristikou rodu Metopus je spiralizované télo s pasem péti kinet (tzv. perizonalnim pruhem) na
ventralni ¢asti preordlniho dému (Foissner & Agatha 1999). Typovym druhem rodu Metopus je M. es,
prvni zaznamenany metopid popsany plvodné jako Trichoda s (Miller 1786). Nasledné znovu popsan
jako Metopus sigmoides (Claparéde & Lachmann 1858) a konecéné revidovan A. Kahlem jako Metopus
es (Kahl 1927). Zatim posledni a nejpodrobné;jsi popis tohoto druhu podle soucasnych standardi a
véetné molekularnich dat provedli aZ pred nékolika lety Bourland et al. (2017a). To ostatné dobre
ilustruje zanedbanost metopid( z hlediska souc¢asnych taxonomickych metod. Rod Metopus od svého
zrodu slouZil jako sbérny taxon a do soucasné doby bylo popsano podle nékterych nazor(i 76

(Esteban et al. 1995), podle jinych vice nez 80 druh(l tohoto rodu (Vdacny et al. 2019). Kdyz



pomineme rzné synonymizované druhy, je jich jisté ptes 100. Je navic nutné poznamenat, Ze drtiva
vétsina znamé diverzity rodu Metopus byla popsana uz do poloviny dvacatého stoleti zejména A.
Kahlem (1927, 1931, 1932). Vedle jiZ dfive popsanych morfologickych druh( byla v poslednich
nékolika letech publikovana, bohuZel bez patfiéné molekularni charakterizace, fada dalSich
metopidnich nalevnikl prevainé rodu Metopus (Vdacny & Foissner 2017a, b). Nedostatek
genetickych, natoZ pak genomickych nebo transkriptomickych dat, a vyuZivani Cisté morfologickych
deskripci i v soucasné dobé (Vdacny & Foissner 20173, b) vede ke znacné taxonomické inflaci a
soucasné se miji se smysluplnym zkoumanim vzajemnych fylogenetickych vztah( jak v rdmci
metopidud skupiny IAC, tak vztahu volné Zijicich IAC metopidl a klevelandelidd.

Znacna ¢ast znamé diverzity metopidl se tak obecné nese v podobé ,tradovanych”
nedostate¢né morfologicky popsanych druhl s nejasnymi fylogenetickymi vztahy. Vzniklou zmét
druh( se pokusil systematizovat uz na prelomu dvacatych a tficatych let dvacatého stoleti A. Kahl
(1932), a to rozdélenim podle zakladnich morfologickych kritérii do péti skupin nasledné prevzatych
autory Esteban et al. (1995) se zjednoduSenymi definicemi (srov. obr. 2):

Skupina 1: Metopus palaeformis-like

Sitka bunky v prostfedni ¢asti je stejnd nebo mensi nez v posteriorni ¢asti, buriky jsou obvykle stihlé a
protahlé;

Skupina 2: Metopus striatus-like

zvonovity tvar bunky, SirSi v anteriorni poloviné oproti posteriorni, posteriorni konec zakulaceny;
Skupina3:

Skupina 4:

pfiblizné ovalny tvar burky;

Skupina 5:

zuZujici se posteriorni ¢ast buriky na konci zaSpicatéla.

Autofi zminéné systematizace tvrdi, Ze vyraznad morfologicka diverzita jednotlivych druht
rodu Metopus umoznuje rozlisit prislusné skupiny Cisté na zakladé tvaru bunky (Esteban et. al 1995).
Ponékud pikantni zajimavosti pak je, Ze pres toto sebevédomé prohlaseni doslo patrné pravé
ve studii snazici se o systematizaci rodu Metopus k chybné determinaci podle pozorovani Zivych
bunék praveé v pripadé typového druhu M. es. Ve studii jsou uvedené jen mikrofotografie, takze lze
jen spekulovat na zakladé téch nejobecnéjsich znakl. Nicméné, prezentovany organismus se od
druhu Metopus es lisi tvarem anteriorniho konce preoralniho dému, ktery neni kupolovity a je pfilis
drobny, naopak je tu preoralni dém delsi, z¢asti obtacejici buriku a kondici az na jeji dorzalni strané,
coz se vibec neshoduje s obecnou morfologii M. es. S poukazem na dalsi znaky pochybuji o spravné

determinacii Bourland et al. (2017a).

10



Takto pojata taxonomie (viz vySe) zdsadnim zplsobem poznamenala soucasnou situaci,
zvlasté ve skupiné IAC. Ta byla ovsem definovand az pozdéji Cisté na zakladé molekuldrnich dat
(Bourland et al. 2018b). Autofi morfologické systematizace tehdy znamé zdstupce dnes patftici do
skupiny IAC fadi do skupin 1 a 2 (Esteban et al. 1995), kdy skupina 1 soucasné zahrnuje i fylogeneticky
znacné vzdalené druhy, jako napt. Metopus setosus a Heterometopus palaeformis (v té dobé jesté
zastupce rodu Metopus). Pfes snahu o synonymizaci fady morfologickych druhl a bezesporu Zadouci
zjednoduseni chaosu rodu Metopus se nedd tento postup pfijmout jako dostacujici.

Skupina IAC je totiz ve vztahu k ostatnim skupindm radu Metopida ponékud zaludnd. Najdou
se zde zastupci jako Atopospira. Od ostatnich linii velmi morfologicky odliSny metopid, takze byl uz
historicky razen do obou hlavnich rodd metopidl, Metopus (Kahl 1927, 1932) a Brachonella
(Jankovskij 1964). U Jankovského (1964) uz byl tento metopid v podrodu Atopospira, a pozdéji byl
povysen na samostatny rod (Bourland & Wendell 2014). Zaroven ale skupina IAC zahrnuje i fadu
vzajemné podobnych izolatd v literatufe popsanych casto jako jeden druh (typicky Metopus minor
nebo M. hasei) (napf. Dragesco & Dragesco-Kernéis 1986; Foissner & Agatha 1999; Foissner et al.
2002; Vdacény 2007; Capar 2007), ackoli jejich ptislusnost ke stejnému druhu je nezfidka diskutabilni i
z Cisté morfologického hlediska (viz diskuze).

V soucasné dobé nejsou zndmé morfologické znaky, pomoci nichZ by se dala skupina IAC
definovat, takZe bez molekularnich dat neexistuje zplsob, jak situaci rozplést. Navzdory tomu jsou
stale popisovany nové morfologické druhy rodu Metopus napfiklad pomoci morfometrickych
statistickych metod bez molekularnich dat (Vdacny & Foissner 2017a). Jde o zietelnou snahu udrzet
rozkosSatély rod Metopus stdle pfi Zivoté navzdory soucasnym fylogenetickym analyzam, které ho
odhaluji jako nemonofyleticky (Bourland et al. 2020; Li et al. 2020). ProtoZe u takto popsanych druht
nezname jejich fylogenetickou pozici, nedaji se vyuZzit pro taxonomické usporadani skupiny Metopida

a jen prodluzuji seznam druhd, které bude nutno dfive nebo pozdéji revidovat.
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Obr. 2 Skupiny morfotypl druhu Metopus, prevzato z Esteban et al. (1995).
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2.3 Zakladni morfologie metopidu

Pro buriky ndlevnik( (Sar: Alveolata: Ciliophora) jsou typické komplexni morfologické struktury, jako
kortex nebo membranely. Typologie téchto struktur se potom hojné vyuzivaji v taxonomii. To plati i
pro tfidu Armophorea a potazmo skupinu IAC. Buriky nalevnikd pokryvaji pasy bic¢ikl nazyvané
somatické kinety (SK). Obvykle maji buniky cytostom (bunécna usta), cytofarynx (bunécény hltan
tvofeny strukturami podkladajicimi cytostom) a cytoprokt (bunéénou fit). Strana buriky, kde je
umistén cytostom, je u metopidl definovana jako ventralni. Kolem cytostomu se nachazi skupinové
specificka ordlni ciliatura (nékolika- az mnohabicikové struktury). V blizkosti cytoproktu je obvykle
patrnd kontraktilni vakuola slouZici k odstrafiovani zplodin z organizmu. Pro nalevniky je také typicky
jaderny dualismus, tzn. dva typy jader. Mikronukleus je aktivni béhem a po déleni burky, dava
nasledné vzniknout makronukleu, ktery zajistuje fyziologické funkce buriky (Lynn 2017). Bunééna
membrana je u nalevnik(l podloZena alveoly, nicméné u metopidl a klevelandelid( jsou velmi
komprimované nebo aZ nepfitomné (de Puytorac & Grain 1969; Lynn 2008; Rotterova 2015).
Somatické kinety jsou u metopid( a klevelandelid(, a tedy i skupiny IAC, tvoreny dikinetidami (Lynn
2008), tedy dvéma bazalnimi télisky, ne vSak nutné nesoucimi bicik (Foissner & Agatha 1999). Na
posteriornim konci bunky mohou byt pfitomna kaudalni cilia (nékdy dlouhé, casto rigidni biciky)
(Lynn 2017). Oralni ciliatura je tvofena dvéma strukturami: zdnou adoralnich membranel (ty jsou
tvofeny dvéma nebo tfemi fadami bicikd, resp. bazalnich télisek) a paroralni membranou (jedno-
nebo dvouradou) (Lynn 2008). Perizondlni pruh se nachazi vpravo od cytostomu (Lynn 2008). U
metopidl tvofi pas podél hrany preoralniho dému pét kinet (Foissner & Agatha 1999). Preoralni dom
je predni ¢ast burky pfed cytostomem (Bourland et al. 2017b); pro metopidy je typicky zahnuty
doleva a u metopid( skupiny IAC je typicky vyrazné spiralizovan (napf. Foissner & Agatha 1999; Omar
et al. 2017; Bourland et al. 2018b). Co se tyce jaderného aparatu (NA), najdeme u skupiny IAC u
zivych bunék vzdy jeden mikronukleus a jeden makronukleus obvykle v tésném kontaktu (napf.
Foissner & Agatha 1999; Omar et al. 2017; Bourland et al. 2018b). Typické morfologické struktury

metopidl viz obrazek 3.

Typické a taxonomicky vyuZivané morfologické a morfometrické znaky jsou:
e pocet somatickych kinet
e délka paroralni membrany
e pocet adoralnich membranel, resp. délka zény adordlnich membranel
e pocet kinet v perizonalnim pruhu

e pocet falesnych kinet v perizonalnim pruhu
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Obr. 3 Morfologické struktury metopidG. A — Izolat GRIDI MO4 (DIC), B — LERMA 4 (DIC), C — SEMATRY (protargol), D —
Typicka lahvovita cysta (SEMATRY), E — 4PIRAN (DIC), F — 4PIRAN (DIC). CV = kontraktilni vakuola, PD = preoralni ddm, AZM =
zéna adordlnich membranel, PA = paroralni membrana, PS = perizonalni pruh, Mi = mikronukleus, Ma = makronukleus, Cyt —
cytofarynx, SK = somatické kinety, CC = kaudalni cilia, Cp = Cytoprokt, FV = potravni vakuola. Skaly: 20 um (A, B, D, E), 10 pm
(C, F). Vlastni mikrofotografie.
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2.4 Aktualni taxonomie a fylogenetika skupiny IAC

Skupina IAC je vnitfni linii Celedi Metopidae z fadu Metopida. Aktualni stav poznani fylogenetickych
vztah( celého fadu Metopida zahrnujiciho ¢eledi Tropidoatractidae, Apometopidae a Metopidae (a
jako svou vnitfni vétev i fad Clevellandellida), Ize nahlédnout na obrazku 4. Skupina IAC byla
definovdna jako klad s robustni podporou, ktery zahrnuje endosymbioticky rad Clevelandellida a
jemu nejvice ptibuzné linie fddu Metopida (Bourland et al. 2018b). Vzhledem k tomu, Ze Bourland et
al. (2018b) pocitali s tim, Ze tento klad vyZaduje zasadni taxonomickou revizi, nese prozatim jen
kodové pojmenovani IAC (je to zkratka z ndzv( nékterych obsaZenych taxon( — rodl Idiometopus a
Atopospira a fadu Clevelandellida). Mimofadna zajimavost skupiny IAC spocivd v tom, Ze v rdmci této
nevelké skupiny patrné doslo ke vzniku endosymbiotického zplsobu Zivota hned dvakrat nezavisle.

Prvni endosymbiotickou skupinou v ramci IAC je pocetny a diverzifikovany rad
Clevelandellida zahrnujici nékolik rodli se znamymi molekularnimi daty — Sicuophora, Nyctotheroides,
Nyctotherus, Clevelandella a Paraclevelandia. Dale pak celou fadu dalSich, morfologicky popsanych
rodll patficich do celedi Inferostomatidae Ky, 1971, Nyctotheridae Amaro, 1972, Neonyctotheridae
Affa’a, 1987 a Sicuophoridae Amaro, 1972, které vsechny ¢ekaji na zasadni revizi (Lynn 2008).
Klevelandelidi osidluji Sirokou $kalu hostiteld, mezi které patii zejména Svabi (Blattodea) (napf.
Kidder 1937; Albaret 1975; Lynn & Wright 2013; Pecina & Vdacny 2020) a Zaby (Anura) (napf. Albaret
1975; Affa’a 1991, 1995; Fokam et al. 2013; Li et al. 2016), ale také mnohonozky (Diplopoda) (Albaret
1970; Van Hoek et al. 1998), listonozi (Notostraca) (Entz 1888), mékkysi (Lynn 2008), zizaly Celedi
Megascolecidae (Fokam et al. 2014), ryby (Daday 1905; Norman Grim 1992, 1998; Norman Grim et
al. 1996), zelvy (Geiman & Wichtermann 1937) a plazi (Hegner 1940; Amrein 1952). Vedle
klevelandelidd zahrnuje ovsem skupina IAC jeSté druhou endosymbiotickou linii Citajici v soucasnosti
jediného zastupce s dostupnymi molekularnimi daty, Parametopidium circumlabens ze stfeva jeZzovek
(Echinoidea) (Biggar & Wenrich, 1932; Lucas 1934; Aescht 2001; Silva-Neto et al. 2016). Do rodu
Parametopidium by pravdépodobné mohl patfit jesté jeden morfologicky popsany druh, Metopus
rotundus Lucas, 1934 (Lucas 1934), také z jezovek.

VolIné Zijicich metopidl ze skupiny IAC, ktefi jsou predmétem této prace, je standardnim
zpUsobem véetné molekuldrnich dat popsano jen sedm druhd. Jejich pfehled s nutnym vysvétlujicim
komentarem uvadim nize. Jak vyplyva z popistli, navzdory tak malému poctu vykazuji na nalevniky
znacnou mezidruhovou morfologickou diverzitu (Bourland & Wendell 2014; Bourland et al. 2018b;
Omar et al. 2017; Vdacny & Foissner 2019). Davod pro maly pocet druht pouZitelnych pro
fylogenetickou analyzu spociva v tom, Ze donedavna nebylo bézné vyuzivat pro taxonomii

metopidnich nadlevnikd molekularni metody a autofi se i v nedavné dobé spoléhali at uz
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z nedostupnosti, nebo z jiného divodu vyhradné na morfologicka data (Foissner & Agatha 1999;
Capar 2007; Vdaény 2007; Vdacény & Foissner 20173, b). Pro delimitaci druh( autofi napfiklad vyuZili
statistické metody aplikované na morfologickd a morfometricka data (Vdacény & Foissner 2017a).

To vSechno predstavuje pro molekuldrné definovanou skupinu IAC problém a nékteré
publikované morfologické druhy tak v seznamu zminime jako kandidatni, ¢ili pravdépodobné patfici
do skupiny IAC na zakladé jejich morfologie. Situace ve skupiné IAC je tedy podobné neutésena a
chaoticka jako byla jesté nedavno v celé skupiné Armophorea, jak ostatné piSe Rotterova ve své
diplomové praci (Rotterova 2015). Za nékolik poslednich let diky soustfedénému usili doslo ke
znacnému projasnéni a usporadani skupiny Metopida diky dikladnym popistim celedi
Tropidoatractidae a Apometopidae a redeskripci fady podstatnych rodd a druht (Rotterova et al.
2017; Bourland & Wendell 2014; Bourland et al. 20173, b, 20184, b, 2020).

Na zavér zdlraznim, Ze na zakladé znamych analyz zaloZzenych na genu pro 18S rRNA je
zjevné, Ze skupina Metopida je silné parafyleticka vici klevelandeliddm (Vdacny et al. 2019; Bourland
et al. 2018b, 2020). A pGvodné velmi pocetny, morfologicky definovany rod Metopus se ukazuje jako

nemonofyleticky (Vdacny et al. 2019; Bourland et al. 2018b, 2020; Li et al. 2020).
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Palmarella salina MG896710
Tropidoatractus acuminatus MG896724
Tropidoatractus levanderi MG896711
uncultured Metopida AB252766 TROPIDOATRACTIDAE
Tropidoatractus ariella MG896714

59/0.97 Tropidoatractus spinosus MG896717

Urostomides darwini KY025570
Urostomides caducus KY!
Urostomides campanula KY025567
Urostomides pullus KY025572
Urostomides denarius KY025574
Urostomides bacillatus KY025569
Urostomides striatus KF607085

74/0.94 Metopus es KX776472
100/1 m — Brachonella pulchra HM108621

741 100/1 Brachonella sp. AJ009664

1| Brachonella contorta KX776477

uncultured Metopidae EF100206

uncultured Metopidae AB275029

MeBr Metopus contortus KY432957

91/0,94 — uncultured Metopidae KY855537

Metopus contortus Z29516

L M{: Planometopus contractus KF607089
uncultured Metopidae AY821942

uncultured Metopidae KY855532

unidentified Metopidae CHACOL2 MN604062

unidentified Metopidae OKREHEK MN604063

unidentified Metopidae CHITWANVEL MN604061

66/*

1001 | —2211L unidentified Metopidae STORCHE MN604064
i ‘ Pileometopus lynni gen. et sp. nov. MN604065
HAG PiCa C. fusca KF607083

uncultured Castula AJ862421
uncultured Castula AJ862409
albie C. setosa comb. nov. KY855536 | castula gen. nov. METOPIDAE

“78/0.99] C- setosa comb. nov. MN604060

C. setosa comb. nov. KF607087
uncultured Castula AJO09661
88/1t C. flexibilis sp. nov. MIN604066
uncultured Metopidae LN869939
Heterometopus palaeformis AY007452
95/1y L. australis sp. nov. MH086823
L. australis sp. nov. MH086824
L. gibba comb. nov. IDAHOL NMIN604069 |Longitaenia gen. nov.
L. gibba comb. nov. SULMOK2 MN604067
L. gibba comb. nov. DERMI MN604068
100/1 l: Metopus laminarius KF607088
Metopus boletus MH086825

95/1

4 Idiometopus turbo MG966507
LAC Atopospira violacea KF607086
| Atopospira galeata KF607084
871 Metopus minor MH086822
l_i Parametopidium circumlabens KP712777
IAC Metopus hasei MH086820
55/0.91 L/ l—_Metopus hasei KY432958

Metopus yantaiensis KY432959
50/0.91

69/*

0.1

Obr. 4 Fylogeneticky strom fadd Metopida (se tfemi celedmi Metopidae, Tropidoatractidae, Apomatopidae) a

Clevelandellida. Jsou vyznageny i neformélné pojmenované klady véetné IAC. isla u vétvi znamenaji statistickou podporu
vyjadrenou bootstrapy a posteriornimi pravdépodobnostmi. Pfevzato z Bourland et al. 2020.
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2.5 Seznam volné Zijicich zastupca skupiny IAC publikovanych s molekuldrnimi daty

Metopus hasei (Sondheim, 1929) Foissner & Agatha 1999*

* Publikovany popis je Cisté morfologicky, sekvence byla doddna pozdéji, a neni podloZzena Zadnou
dalsi dokumentaci (Vdacny et al. 2019). Vzhledem k tomu, Ze se na citované studii podilel i W.
Foissner, divodné predpokladam, Ze identifikace druhu probéhla podle jeho popisu ve Foissner &

Agatha (1999).

Metopus hasei (Sondheim, 1929) sensu Omar et al. 2017*

* Publikovana sekvence doprovozend pouze jedinou DIC mikrofotografii.

Metopus laminarius Kahl, 1927*
* Publikované jsou dvé sekvence od autord Vdacny et al. 2019 (bez dalsich dat) a Bourland et al. 2014

(doprovozena jednou mikrofotografii).

Metopus boletus \Vdacny & Foissner 2019

Metopus minor (Kahl, 1932) Foissner et al. 2002*

* Publikovany popis je Cisté morfologicky, sekvence byla doddna pozdéji a neni podlozena Zadnou
dalsi dokumentaci (Vdacny et al. 2019). Vzhledem k tomu, Ze se na citované studii podilel i W.
Foissner, divodné predpokladam, Ze identifikace druhu probéhla podle jeho popisu ve Foissner et al.

(2002).

Metopus yantaiensis Omar et al. 2017
Atopospira galeata (Kahl, 1927) Bourland & Wendell 2014
Atopospira galeata (Kahl, 1927) sensu Vdacny et al. 2019*

* Sekvence neni podloZena Zadnou dalsi dokumentaci (Vdacny et al. (2019).

Atopospira violacea (Kahl, 1926) Bourland & Wendell 2014

Idiometopus turbo (Dragesco & Dragesco-Kernéis, 1986) Bourland et al. 2018b
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2.6 Ekologie metopidd ze skupiny IAC

Nalezy metopidd skupiny IAC jsou vyhradné z anaerobniho nebo mikroaerobniho prostredi (napf.
Esteban et al. 1995; Foissner 1981; Foissner & Agatha 1999; Bourland et al. 2017a). Metopidi jsou
podle vSeho obligatni anaerobové vzhledem k pfitomnosti hydrogenozomi a endosymbiotickych
metanogentl (Fenchel & Finely 2010; Beinart et al. 2018). Néktefi autofi spekuluji o moZnosti
kratkodobé aerotolerance u Metopus yantaiensis vzhledem k tomu, Ze kultura preZila nékolik dni v
odkryté Petriho misce (Omar et al. 2017). Kulturu se jim nicméné nepodafilo stabilizovat a trvale
udrzet (Omar et al. 2017). Pouze kratkodobou toleranci ke kysliku v médiu uvadéji i dalsi studie
(Narayanan 2011; Fenchel 2014; Priya et al. 2019).

DolozZena prostredi vyskytu metopidnich ndlevnikd zahrnuji zejména sulfidicky sediment
eutrofnich sladkovodnich téles, pddu bohatou na dusik, rozkladajici se rostlinou organickou hmotu na
pGdnim podkladu véetné lesni, morsky sediment a rozkladajici se organickou hmotu, raseliniste,
sediment slanych jezer, sediment usti fek, pldu v zaplavovych perimetrech tokl (napf. Esteban et al.
1995; Foissner 1981; Foissner & Agatha 1999; Kreutz & Foissner 2006; Bourland et al. 2017a). Co? je
podobné pestré sloZeni lokalit jako samotna diverzita metopidd. Z hlediska trofie jde zfejmé zejména
o eutrofni prostredi, at uZ jde o vodni télesa (Bourland & Wendell 2014), nebo o pldu (Foissner
1999). Z hlediska salinity pochazi vétsina znamé diverzity skupiny IAC ze sladkovodnich stanovist. Jsou
vSak zaznamendny i nalezy ze slaného nebo i hypersalinniho prostfedi (Esteban & Finely 2003, 2004;
Rotterova 2015). Z hlediska habitatu jsou zajimavé i environmentalni sekvence (provedenou
fylogenetickou analyzou zarazené do skupiny IAC, viz niZe) ziskané ze spodni vody byvalého
uranového a kobaltového dolu v zaplavové oblasti feky Colorado v USA (Holmes et al. 2013). Studie
provedené na druzich Metopus es (Bourland et al. 2017a) a M. haseij (Foissner & Agatha 1999;
Foissner et al. 2002; Foissner 2016) hovoti spiSe pro to, Ze jak rozsifeni metopidl obecné, tak
zastupcu skupiny IAC, je kosmopolitni (vice viz diskuze).

Pro ekologii metopidu ze skupiny IAC (a vlastné i metopid obecné) jsou podstatnym
Zivotnim stadiem trvalé cysty. Vzhledem k efemérnosti prostredi, v némz se vyskytuji zejména padni
druhy (Foissner 1981 ,1999; Foissner & Agatha 1999; Omar et al. 2017) a druhy z periodicky
zaplavovanych oblasti (Vdacny & Foissner 2017a, b, 2019), jsou k vysychani odolné cysty nezbytnym
predpokladem pro preziti. Lynn (2008) dokonce spekuluje, Zze metopidi mohou v podobé cyst
pretrvavat vétSinu svého Zivota. Cysty metopidd skupiny IAC maji typicky lahvovity tvar s operkulem
(Esteban et al. 1995), zatimco v pfipadé klevelandelid(i, resp. druhu Nyctotherus ovalis, je tvar

elipsoidni (Lucas 1928).
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3 Materialy a metody

3.1 Vzorky a kultury

3.1.1 Vzorky, kultivace a média

Kultury i nekultivovatelné metopidy byly ziskany z fady vzork( z rozlicnych habitatd. Zaméfil jsem se
zejména na typicka sladkovodni i morska prostfedi: anoxické sedimenty vodnich téles, pravidelné
zaplavované oblasti, bfehy rybnik( a fek, pldni vzorky z les(i nebo poli atp.

Zhruba jeden az dva mililitry tekutého vzorku nebo odpovidajici mnozstvi pidniho vzorku
byly umistény do zhruba 10 ml média v 15ml plastové zkumavce. Pro sladkovodni vzorky bylo pouzito
Sonnebornovo médium pro Paramecium (ATCC medium 802), pfipadné 3% LB médium (ATCC
medium 1065). Pro mofiské a brakické vzorky bylo pouZito mofské Sonnenbornovo médium (ATCC
medium 1525), respektive ATCC 802 a ATCC 1525 v pomeéru 1:1 ¢i jiném pfiznivém poméru. VSechna
média byla pfipravena podle pfislusnych protokoll dostupnych na webovych strankach ATCC
(https://www.atcc.org/).

Kazdé dva az tfi tydny podle prislusné kultury pak byly plastovou Pasteurovou pipetou
preneseny asi 1-2 ml kultury do ¢erstvého média, ¢asto véetné sedimentu na dné zkumavky. Pro
citlivé kultury bylo tfeba nejprve nékolik dni predem ,predockovat” ¢erstvé médium bakteriemi
z kultury a poté teprve prenést celou kulturu. Kultivace probihala v pokojové teploté za snizené nebo
Uplné nepritomnosti svétla v polyxenickych agnotobiotickych podminkach (za pfitomnosti
neidentifikovanych prokaryot, protist, pfipadné drobnych metazoi).

V pripadé vétsiho mnozstvi polosuchého materidlu byla vyzkousena i metoda ,non-flooded
Petri dish” popsanou ve Foissner (1987). Petriho miska se naplni detritem, mechem nebo jinym
polosuchym nebo suchym materidlem a nasledné se zalije destilovanou vodou jen tak, aby hladina
nepresahovala pevny matriadl v misce, ale pouze ho smocila. Nasledné se miska uzavre a prohlizi
s odstupem nékolika dna. Foissner doporucuje odstup 4, 6, 10, 14 a 20 dnd. Je mozné pfidat suseny
sterilizovany rostlinny materidl (Omar et al. 2017). Jako modifikace lze pouZit zaliti pfimo cerofylovym

médiem. Takto ziskané populace byly pfeockovany do 15ml zkumavky s médiem, jak je popsano vyse.
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3.1.2 Pfiprava umélého anoxického prostredi

K dosazeni umélého anaerobniho prostredi byly vyuZity nadoby Anaerolar 2,5 | (Oxoid) a sacky
AnaeroGen (Oxoid). Zkumavky s kulturami, bakteriadlné , predockovanymi“ médii nebo cerstvymi

médii byly umistény do nadoby spolecné se sackem a uzavieny po dobu nejméné jednoho tydne.

3.2 Svételna mikroskopie

3.2.1 Pfipravy a pozorovani Zivych bunék

Zivé buriky z kultur byly pozorovany pomoci svételného mikroskopu Olympus BX51 (Olympus
Corporation) vybaveného DIC (diferencialnim interferencnim kontrastem). Snimky byly pofizeny
kamerou Olympus DP70 (Olympus Corporation). Zivé buriky byly pozorovany v pfirozeném pohybu i
pfi omezeném pohybu. K omezeni pohybu bylo vyuZito bud’ snizené mnozstvi média pod krycim
sklem, nebo ,,plastelinova“ metoda (viz nize). Burky k pozorovani byly pfipraveny bud nanesenim
preparatu pfimo z kultury pomoci plastové Pasteurovy pipety, nebo byly jednotlivé buriky vybrany
z kultury ci vzorku sklenénou mikropipetou a preneseny do kapky ¢erstvého média, filtrovaného
vzorku nebo destilované vody. K vybirdni bunék byl vyuzit invertovany mikroskop Motic AE 2000

(Motic).

»Plastelinova”“ metoda“”

Drobna kapka s prepardtem je umisténa na podlozni sklo. Kryci sklo je opatfeno na spodni strané

v rozich drobnymi kousky plasteliny. Diky plasteliné je potom mozné modifikovat prostor mezi krycim
a podloznim sklem tak, aby byl co nejvice omezen pohyb burnky (podle D. Méndez-Sanchez, osobni

komunikace). Metoda je efektivni zejména pro vétsi druhy nalevnikd.

3.2.2 Barveni protargolem

Barveni protargolem probihalo podle standardniho protokolu (Foissner 2014) a jeho modifikace

(Bourland & Wendell 2014), ktery byl dale mirné upraven. Vlastni pouzité modifikace:

1. Misto 4% formalinu byl pro fixaci bunék pouzit alternativné také Bouinlv roztok. Ten byl pfipraven
smichanim 75 ml nasyceného vodného roztoku kyseliny pikrové a 25 ml 100% formalinu (tj. 40%

formaldehydu). Do roztoku bylo nakonec ptidano 5 ml , ledové” kyseliny octové.
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2. Ve vsech krocich predchazejicich pouZiti vyvojky byla kohoutkova voda nahrazena destilovanou

vodou.

3.2.3 Barveni uhli¢itanem stfibrnym

Barveni uhli¢itanem stfibrnym (Ag2COs) probihalo podle standardniho protokolu (Fernandez-Galiano

1976) a jeho modifikace (Foissner 2014) s nasledujicimi vlastnimi Upravami:

1. Barveni bylo provadéno ve sklenéné misce (,,embryo dish”).

2. Byla poutzita kapka kultury nebo Cistého média s vybranymi burikami omytymi v kapce destilované
vody. Nasledné byl preparat fixovan kapkou 4% formalinu.

3. Vzhledem k mensimu objemu vzorku bylo vyuZito pomérové mensi mnozstvi chemikalii: 75 pl
pyridinu, 750 ul Rio-Hortegova roztoku, 200 pl peptonové proteazy a 1 ml destilované vody.

4. Pro zastaveni reakce byly jednotlivé bunky pfimo pfeneseny do kapky 4% vodného roztoku

thiosiranu sodného (Na,S,0s).

3.3 SEM (skenovaci elektronova mikroskopie)

PFi pripravé preparatll pro porizovani SEM snimk( bylo postupovano podle standardniho protokolu

(Foissner 2014). Preparaty byly pozorovany pomoci skenovaciho mikroskopu JEOL JSM-6380 (JEOL).

3.4 Molekularni metody
Izolace DNA probéhla z kultur nebo jednotlivych bunék. Nasledné byl amplifikovan gen pro 18S rRNA
s pouzitim obecné eukaryotickych nebo specifickych primer(. Amplifikované DNA fragmenty byly

purifikovany a nasledné sekvenovany.

3.4.1 Izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna dvéma zpUsoby.

Izolace z kultur
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Asi 1,5 ml vzorku bylo odstfedéno po dobu 8 minut pfi 500 g. Nasledné bylo odstranéno 1400 pl
supernatantu a zbyvajicich 100 pl bylo resuspendovano a poutzito k izolaci DNA. Celkova DNA byla
izolovana z kultur pomoci soupravy pro izolaci DNA (Genomic DNA Minikit, Geneaid; DNeasy Blood &
Tissue Kit, Qiagen; nebo ZR Genomic DNA Kit Il TM, Zymo Research) podle pokyni vyrobce. Izolovana
DNA byla skladovana pfi -20 °C.

Izolace z jednotlivych bunék

Jednotlivé bunky byly za pomoci invertovaného mikroskopu odchyceny a preneseny tenkou
sklenénou pipetou do kapky Cistého média nebo destilované vody. Nasledné byly omyty prenosem
do dalsich kapek s ¢istym médiem nebo destilovanou vodou. Ocisténé buriky byly stejnym zplsobem
preneseny do zkumavky o objemu 1,5 ml, do pfiblizné 30 ul DNA/RNA shieldu (Zymo Research).
Celkova DNA byla izolovana z kultur pomoci soupravy pro izolaci DNA (Gel/PCR DNA Fragments

Extraction Kit, Qiagen) podle pokyni vyrobce. Izolovana DNA byla skladovana pfti -20 °C.

Ptiprava bunék pro ,direct PCR“
Pro amplifikaci bez predchozi izolace DNA byl pouzit postup pracovné nazvany jako ,direct PCR”.

Postup je stejny jako u izolace DNA z jednotlivych bunék s tim rozdilem, Ze jsou po omyti buriky (u

nalevnikl 1-5 bunék) rovnou pifenaseny do PCR zkumavky s pfipravenymi chemikaliemi.

3.4.2 Amplifikace DNA, elektroforéza a purifikace amplifikovanych produktl

Pro amplifikaci genu pro 18S rRNA byly vyuZity nasledujici primery (viz tab. 1).

Tab. 1 PouZité amplifikacni PCR primery.

Euk A 5" AYCTGGTTGAYYTGCCAG 3’

Euk B 5’ TGATCCATCTGCAGGTTCACCT 3’
ArmF1 5" GCGAYATRTCATTCAAGT 3’
ArmR4 5 GWGGTTWTCCACACAGTC 3’

Obecné eukaryotické primery Euk A pfiméry Euk B (Medlin et al. 1988) byly vyuzity zejména pfi
amplifikaci DNA z jednotlivych bunék. Specifické primery pro Armophorea ArmF1 a ArmR4 (Bourland
et al. 2017a) byly vyuZzity pti amplifikaci DNA ziskané z kultur, ve kterych mohly byt i jiné eukaryotické

organismy. Reak¢ni mix byl pripraven z 25 pl PPP Master mixu (Top-Bio), 20 ul dH,0, 1,25 ul kazdého
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ze dvou primer( o koncentraci 3,2 pmol a 2,5 pl izolované DNA (resp. vybrané buriky ve stejném
objemu dH,0 u ,direct PCR“). Teplota pro annealing byla 55 °C. Uspé&$nost PCR amplifikace byla
ovérena pomoci horizontdlni gelové elektroforézy. Amplifikované DNA fragmenty byly purifikovany
kitem Gel/PCR DNA fragments extraction kit (Geneaid), resp. ExoSAP-IT PCR Product Cleanup
Reagent (Thermo Fischer) podle pokyn( vyrobce. Purifikovana DNA byla skladovéana pti -20°C. Pro
sekvenaci byl pouZit nasledujici mix: 100 ng DNA, 3,2 pmol primeru a 8 pl dH,0. Byly pouzity
sekvenacni primery viz tab. 2 (Elwood et al. 1985). Sangerovo DNA sekvenovani bylo provedeno

v Laboratofi sekvenace DNA Univerzity Karlovy vybavené sekvenatorem ABI PRISM 3100 (Applied

Biosystems).

Tab. 2 PouZité sekvenacni primery.

1055F 5" GGTGGTGCATGGCCG 3’
1055R 5" CGGCCATGCACCACC 3’
577F 5" GCCAGCMGCCGCGGT 3’
577R 5" ACCGCGGCKGCTGGC 3’
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3.5 Analyza sekvenci

3.5.1 Editace sekvenci, dataset a ptiprava alignmentu

Pro pfedbéZnou determinaci ziskanych DNA ¢astecnych sekvenci genu 18S rRNA byla vyuZita online
sluzba BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) v modu blastn, ktery vyuziva jako zdrojovou
databéazi sekvence publikované v databdazi GenBank. Césteéné sekvence kazdého izolatu byly slozeny
do jedné vysledné sekvence pomoci programu Seqman (Lasergene). Sekvence primer( byly
odstranény. Z takto ptipravenych sekvenci byl vytvoren dataset a doplnén vybranymi sekvencemi

z databaze GenBank. Pro tvorbu alignmentu byl vyuZit program MAFFT 7 v rdmci online sluzby
(https://mafft.cbrc.jp) vyuZivajici metodu MAFFT (Katoh et al. 2002) s defaultné nastavenym
algoritmem G-INS-i. Alignment byl manudlné editovan v programu MEGA 10.1.6 (Kumar et al.1994).
Vysledny editovany alignment sestaval z 1680 pozic.

Do datasetu bylo zahrnuto 96 sekvenci, z toho 37 bylo z mych izolatd a 59 z databaze
Genbank. Byly pouzity vSsechny publikované sekvence pro skupinu IAC, s vyjimkou tfi, které byly
vyrazeny jako duplicitni (Slo o klony téhoz izolatu). Dalsi databazové sekvence obsahovaly
reprezentativni prehled ¢eledi Metopidae a Apometopidae a jako outgroup byly pouzity dvé

sekvence z Celedi Tropidoatractidae.

3.5.2 Fylogeneticka analyza genu pro 18S rRNA

Fylogeneticky strom byl konstruovdan metodou maximum likelihood (ML) na portdlu CIPRES
(https://www.phylo.org/portal2; (Miller et al. 2010) nastrojem RAXxML-HPC2 Workflow on XSEDE
(Stamatakis 2006). Byl vyuzit model GTRGAMMAI, ktery byl pred tim v programu MEGA 10.1.6
vybran jako nejvhodnéjsi pro dany alignment. Statisticka podpora byla provedena metodou
bootstrap (BS) s 1000 opakovanimi.

Bayesovska analyza byla provedena v programu MrBayes 3.2.2. (Ronquist et al. 2012) s
modelem GTR + G + I. Byly spustény ¢tyfi MCMC fetézce pro 60 000 000 generaci se vzorkovaci
frekvenci 1 000 generaci, dokud prliimérna standardni odchylka na zakladé poslednich 75 % generaci

nebyla nizsi nez 0,01. Prvnich 25 % strom{ bylo odstranéno (burn-in).

25



4 Vysledky

4.1 Vzorky a kultivace

Podafilo se ziskat vice nez 30 izolatl metopidi ze skupiny IAC a celou fadu metopid( z jinych skupin,

které nejsou do této prace zahrnuty. Pouzité izolaty ze skupiny IAC a dalsi vybrané v tabulce 3 nize.

Vétsina ziskanych vzorkd byla uloZena do depozitu pfi pokojové teploté pro mozné dalsi pouziti.

Krom standardniho sbéru vzork( jsem zkousel vyuzivat i starsi vzorky anoxickych sediment(l uloZzené

v depozitu i nékolik let. Archivace vzork( se ukazala jako velmi déleZita. Radu izoldtd (ANNZS,

ANNZ9Q, IRAN2C, VELKAL XXA, KRUMLI), jejich? kultury z riznych divodi neprezily, se podafilo

LVzkrisit” pravé z pavodnich vzorkd, ackoli jiz témér vyschlych. Potvrdila se tak Foissnerova metoda

vyuZziti na vzduchu susenych vzorkd (Foissner 1987). Navic se podafilo zjistit, Ze cysty metopidU vydrzi

aktivni v polovyschlych nebo i téméf vyschlych vzorcich nejméné po nékolik let. Zatimco izolaty

ANNZS8 a ANNZ9Q byly oZiveny po roce a znovu po dvou letech, izolat IRAN2C byl oZiven po vice nez

tfech letech. V pfipadé ANNZ8 a ANNZ9Q byl navic vzorek plvodné odloZen jako plany a metopidy se

v ném podafilo objevit aZ po roce archivace. Pokud uvadim, Ze byla kultura obnovena z plvodniho

vzorku, bylo vZdy verifikovano novou sekvenaci, zda jde o téhoZz metopida. Celkem bylo do analyzy

zahrnuto 32 vlastnich izolat( ze skupiny IAC a 8 vlastnich izolatl z jinych skupin ¢eledi Metopidae.

Tab. 3 Seznam izolatG skupiny IAC a linie S

IZOLAT KLAD | LOKALITA KOORDINATY TYP VZORKU
sediment
4PIRAN IAC irdn - vulkanického jezera
37°41'21,5"N
ADAO1 IAC Konya, Meke Goli, Turecko 33°38'12,0"E -
42°25'48.6"N morsky plazovy
ALB11 IAC Orbetello, Italie 11°15'07.7"E sediment
22°35'07"N plda z baZiny v
ALOOA1 IAC Alooa, Nias, Indonésie 63°39'51"E destném pralese
Raci potok, Annin, Ceskd 49°10'29.0"N potocni pudni
ANNZ8 IAC republika 13°31'13.9"E sediment
Ra&i potok, Annin, Ceskd 49°10'29.0"N potocni padni
ANNZ9Q IAC republika 13°31'13.9"E sediment
CAGACI IAC - - -
49°28'09.0"N sediment z
CEPIMAL AG IAC Zinkovy, Ceska republika 13°29'08.9"E eutrofniho rybnicku
49°28'09.0"N sediment z
SIERRA IAC Zinkovy, Ceska republika 13°29'08.9"E eutrofniho rybnicku
Kunraticky les, Praha, Ceska 50°01'15.7"N plda s tlejicim listim
DARTHWOOD IAC republika 14°28'46.4"E u rybnicku
sediment z delty
EBRO2A IAC Ebro, Spanélsko - feky Ebro
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32°59'03.9"N

slanisko v morské

ELJAD1 IAC Maroko 8°44'51.9"W laguné
GRIDI MO4 IAC - - -
50°04'20.1"N plda z brehu
HOSLIR IAC Hostivice, Ceska republika 14°14'50.6"E Litovického rybniku
48°05'24.3"N bahno z potoka v
HOVERLA IAC Ukrajina 24°27'23.4"E lese
vrch Hradisté u Chomutova, 50°27'N sladkovodni
HRAD2AN IAC Ceska republika 13°20'E sediment
sediment
IRAN2C IAC iran - vulkanického jezera
0°49'34.5"S pudni sediment
KENHO1 IAC Watalii, Rift Valley, Kena 36°20'16.6"E jezera Naivasha
0°49'34.5"S pudni sediment
KENHO2 IAC Watalii, Rift Valley, Kena 36°20'16.6"E jezera Naivasha
39°27'10"N sediment z jezera
KORISSION IAC Korfu, Recko 19°52'35"E Korission u more
48°43'23.6"N voda z jezirka v
KOSIC2 IAC Kosice, Slovensko 21°15'43.7"E méstském parku
Cesky Krumlov, Ceska 48°49'42.0"N tlejici sediment z
KRUMLI IAC republika 14°19'14.8"E rybnicku
19°20'37" N,
LERMA4 IAC Lerma, Mexiko 99°30'09" W sediment z mokradu
49°28'31.6"N sediment z jezirka u
LIPKY11H IAC Zinkovy, Ceska republika 13°29'23.3"E pole
49°28'31.6"N sediment z jezirka u
LIPKY11M IAC Zinkovy, Ceska republika 13°29'23.3"E pole
50°04'18.7"N sediment z rybniku
MALKAL XC IAC Hostivice, Ceska republika 14°15'06.8"E Kala
49°52'06.2"N
MEDI3L IAC Mednik, Ceska republika 14°26'34.9"E sediment z rybniku
Radlicky hibitov, Praha, Ceska 50°03'14.0"N tlejici listi ze
SEMATRY IAC republika 14°23'45.3"E hibitova
46°40° N
SCHWARZSEE IAC Rakousko 7°16" E -
16°35'23"N sediment ze slané
SK IAC Sal, Kapverdy 22°55'29"W kaluze
Nettebska slaniska, Ceska 50°15'40.0"N plda ze slaniska u
SLAN1FS IAC republika 14°26'00.2"E pole
50°04'18.7"N sediment z rybnika
VELKAL XXA IAC Hostivice, Ceska republika 14°15'06.8"E Kala
KARBA MAC - - -
KUPINOVO MAC Kupinovo, Srbsko - -
49°52'06.2"N
MEDNIK3G MAC Mednik, Ceska republika 14°26'34.9"E sediment z rybniku
41°53'26.0"N sediment reky
ROMLOX MAC Rim, Itélie 12°28'34.9"E Tibery
46°40° N
SCHWARZSEE NB | MAC Rakousko 7°16'E -

27




4.2 Fylogeneticka analyza skupiny IAC na zakladé genu pro 18S rRNA

Fylogenetickd analyza zaloZena na genu pro 18S rRNA odhalila bohatou a dosud neznamou diverzitu
v ramci skupiny IAC (obr. 5). Je nutné opét zdlraznit, Ze pomoci jednogenové analyzy lze zcela
opravnéné diverzitu konstatovat, ale nelze jiZ rozfesit vzajemné vztahy mezi taxony uvnitf skupiny
IAC. Soucasny stav poznani molekularni diverzity metopid( mi bohuzel neumoznil pouzit i dalsi
markery, nebot u drtivé vétSiny druh( je zatim znama pouze (¢asto nekompletni) sekvence genu pro
18S rRNA.

Analyza potvrdila existenci skupiny IAC s robustni podporu 83 (BS), resp. 1 (BPP). Soucasné
potvrdila i pozici klevelandelidd uvnitf skupiny IAC, nicméné na rozreseni jeji konkrétni pozice vici
ostatnim liniim skupiny IAC nestaci. Tabulka nekorigovanych p-distanci sekvenci skupiny IAC v ptiloze

(viz ptiloha 1).
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Tropidoatractus acuminatus MG896724 --------------—----------
Tropidoatractus levanderi MG896713 -* TROPIDOATRACTIDAE
100/1 ————— Metopus vestitus MF360251 -------------------------------------- N
MeBr 100/ Metopus paravestitus MT825671
FAMO1

63/0.3 1001

——  Brachonella contorta KX776477
L——— Brachonella pulchra HM108621

1001 KARBA
86/0,90 ROMLOX %]
9911 Metopus es KX776474
1001

1001

9N Urostomides campanula KY025567 - - -
= /*' Urostomides darwini KY025570 |
Urostomides denarius KY025588 '

_!__': Urostomides bacillatus KY025569 !
77/0 98 Urostomides striatus KY025586 - - - - -~ --------c- oo oo oo m oo oo -

| 67/1 Planometopus contractus KF607089 ----=------=-----c--mommommommo oo N
_| 1001 E MEDI3B
PiCa BOPAT11

HAC 100/1 Pileometopus lynni MN604065
96/1 Castula fusca KF607083
65/096 L= Castula flexibilis MN604066
99/0,99 9871 Castula setosa KF607087
Heterometcpus palaeformis AY007452
98/ Helerumetc us palaeformis AY007450
|: Metopidae sp. LN869939
Heterometopus sp. MF959934
100/1 Longitaenia australis MH086823
—r Longitaenia gibba MN604068
7096 | 10071 —t Longitaenia gibba MN604067
Uncultured eukaryote HF568857
1001 Metopus boletus MH086825
LAC — ALOOA1
28/ : Uncultured ciliate LT993476
%1 1001 Metopus laminarius MH086821
4 LERMA4
87/0.99 i Metopus laminarius KF607088

100/1

LINIE C

MEDI3L
HRAD2AN

IAC Metopus minor MH086822

83/1 ———  SIERRA

— 1001 Uncultured eukaryote HF568858
HOSLIR

100009 VEIKAL XXA
10071 97/1; SLAN1FS
66/* '_[E LIPKY11M
78/0.92 Uncultured eukaryote KJ609544
99/0,98 SCHWARZSEE
2] ANNZ8
DARTHWOOD
G5 HOVERLA
“BQH KRUMLI
MALKAL XC
Idiometopus turbo MG966507
v-l— Atopospira violacea KF607086
00/1 Atopoespira galeata MHO86814
Atopospira galeata KF607084
Kosic2
CEPIMAL AG

77/0.95 | |F GRIDI MO4
31

LINIEB

55/%

CAGACI
Lr Metopus hasei MHD86820
i‘I Metopus hasei MHO86818
56/*

— Metopus yantaiensis KY432959
‘; Metopus hasei KY432958
9N r ANNZ9Q
88/099 | LIPKY11H
KENHO1
91/0,96

| IRA

SK MT231936
93/099 | 4 EBRO2A
+093 1 | ADAD1

ASAMBLAZ HY

<
Parametopidium circumlabens KP712777 2
ss/01 KORISSION £
1092 44/0,1 \{L Uncultured Metopus HF568850
A

g7/, ALBT1
90/0,99 | ELJADT = === = m oo oo m e o e oo ;
Sl'r:uopho}:a ml#rfgranularis MH301103--------
100/1 ———— Nyctotheroides parvus AF145352
SN 1 Nyctotheroides cordiformis MK084748
84/1 68/0,98 —I l-: Nyctotheroides pyriformis KX010599
60/1 Nyctotheroides hubeiensis KT247989

|

1

|

9071 Nyctotherus galerus MN966415 !
— Nyctotherus sp. KC139720 '

S8/1 Nyctotherus sp. KC139721 '
1

|

|

|

1

\

52/0,96 Nyctotherus ovalis AY007457
931 Clevelandella constricta KC139712

= | 80/ Clevelandella nipponensis KC139714
gﬁg,gg |_‘_|—_C.'evelandella hastula MT675984

R — g Clevelandella panesthiae KC139718
0,04 I_i——F‘arac-‘ewelarm'ra brevis MT676006 - ----

CLEVELANDELLIDA

Obr. 5 Nezakorenény fylogeneticky strom Celedi Metopidae, Apometopidae a fadu Clevelandellida vytvoreny metodou
maximum likelihood (ML) na portalu CIPRES nastrojem RAXML-HPC2 Workflow on XSEDE na zakladé genu pro 18S rRNA.
Hodnoty na vétvich pred lomitkem predstavuji statistickou podporu hodnot bootstrapl (BS, RAXML-HPC2 Workflow on
XSEDE), za lomitkem pak hodnoty Bayesovy posteriorni pravdépodobnosti (BPP, MrBayes). Bootstrapy pod hodnotou 50 a
posteriorni pravdépodobnosti pod 0,90 nejsou zobrazeny, resp. jsou oznaceny asteriskem (*). Nové identifikované linie jsou
oznaceny barevné. Nové sekvence ve skupiné IAC a linii S jsou tu¢né.
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4.3 Identifikovana diverzita a podporené linie

Analyza s vysokou mirou statistické podpory prokazala v ramci skupiny IAC existenci tfi vyraznych linii
obsahuijicich vic nez jeden izolat. Jako nejptibuznéjsi klevelandelidiim vysla linie A, ktera zahrnuje
izolaty IRAN2C, SK, EBOR2A, ADAO1, ELJIAD1, ALB11 a KORISSION spole¢né s druhem
Parametopidium circumlabens a environmentalni sekvenci HF568850. Linie B tvofi izolaty HOSLIR,
VELKAL XXA, SLAN1FS, LIPKY11M, HOVERLA, KRUMLI, MALKAL XC, SCHWARZSEE, ANNZ8 a
DARTHWOOD spolec¢né se dvéma environmentdalnimi sekvencemi, HF568858 a KI609544. Tato linie
neobsahuje zddnou sekvenci zndmého druhu. Linie C obsahuje izolaty ALOOA1, LERMA4, MEDI3L a
HRAD2AN a tfi sekvence znamych druh(, Metopus boletus a dvakrat M. laminarius. Pomérné
neprehledna a s mizivou podporou u vétsiny vétvi je situace mezi izolaty, kterou jen pro prehlednost
nasledného morfologického predstaveni nazyvam asamblazi HY (podle druh(i M. hasei a M.
yantaiensis, jez zahrnuje). Solitérné pak stoji linie 4PIRAN a SIERRA. V jejich pfipadé se také lisi
topologie stromu vzeslého z ML a Bayesovy analyzy. ML analyza rovnéz mirné podpofila, nebo spise
nevyloucila (55 (BS)) existenci rodu Atopospira. Zcela nejasnou pozici dale ma i Idiometopus turbo.
Bayesova analyza umistila skupinu téchto tfi druh( na bazi skupiny IAC, cozZ byla jedina vétsi
topologickad odchylka obou vysledk( analyz. Analyza také ukazala existenci linie provizorné nazvané S
(mimo IAC). Ta se déle rozpada na linii S1 (Metopus es a sekvence izolatll KARBA a ROMLOX) a S2
(MEDNIK3G, KUPINOVO, SCHWARZSEE NB).

4.4 Morfologické predstaveni nalezené diverzity

Pro morfologickou charakteristiku byly vyuZity standardni ciliatologické metody: pozorovani Zivych
bunék, barveni fixovanych bunék pomoci protargolu nebo uhli¢itanu stfibrného. Pro charakteristiku
jednotlivych izolatl pouzivam béZnou terminologii (viz oddil Zakladni morfologie metopid(). Délky
uvadim na zakladé pozorovani zivych bunék, coz je konzistentni s tradi¢né udavanymi udaji.

Jako nestandardni terminologii vyuZiji jeSté nové provizorni pojmoslovi tykajici se jaderného
aparatu, ktery se ukdazal jako duleZity determinacni prvek v rdmci skupiny IAC. Jadernym aparatem
myslim spojeni makro- a mikronukleu, protoze u metopidd skupiny IAC mzZeme najit vZzdy jeden
mikro- a jeden makronukleus v tésné blizkosti. Obvykle se charakterizuje tvar a poloha makronukleu
a jeho vztah k mikronukleu zvlast. Pro potreby této prace bude vyhodnéjsi zavést Ctyfi typy celého
jaderného apardtu nez jadra sahodlouze opakované popisovat. Typ jaderného aparatu bude
definovan jako tvar makronukleu a jeho vzdjemna pozice s mikronukleem. Pozorované typy jsou

nasledujici:
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e ,ickovy” —makronukleus je podlouhly az cervovity, obvykle rovny, pfip. mirné stoceny
v posteriorni ¢asti a mikronukleus je umistén na anteriornim konci makronukleu. Vysledny
tvar tedy pripomind pismeno “i“;

e ,ovalny” —makronukleus je elipsoidni nebo ovalny, Sirsi a kratsi nez u ,,ickového” typu a
mikronukleus na néj naseda subapikalné, resp. postranné vidy v anteriorni poloviné
makronukleu;

e . céckovy” —makronukleus je podlouhly, nékdy mirné zkrouceny a obvykle (zejména po fixaci)
prohnuty do tvaru pismene ,,c“, mikronukleus naseda v ekvatorialni ¢asti v ohybu
makronukleu, mikronukleus mlze sedét v jamce, jako by zasazen do makronukleu;

e kulovy” — makronukleus je kulovity s cetnymi vyraznymi jadérky, mikronukleus priseda
obvykle v anteriorni poloviné makronukleu.

Morfologické charakteristiky jednotlivych izolatt velmi dobte kopiruji linie A, B a C odhalené v ramci
fylogenetické analyzy. Také asamblaz HY vykazuje spolecné rysy. Opét solitérné stoji SIERRA, o néco
méné uz 4PIRAN, ktery ma morfologicky blizko k asamblazi HY. Nutno jesté podotknout, Ze Metopus
boletus z linie C ma ovalny aZ kulovity makronukleus, na rozdil od , céckového” typu ostatnich
zastupcl (Vdacny & Foissner 2019). Podobny globularni tvar makronukleu vykazuje i rod Atopospira
(Bourland & Wendell 2014). Idiometopus turbo ma Cervovity a spiralovity makronukleus

s mikronukleem sedicim po strané (Bourland et al. 2018b). Ve studii je jeho tvar oznacovan jako ,ve
tvaru C” (Bourland et al. 2018b), lisi se vsak od typu, ktery v této praci nazyvam , céckovy”, délkou,
tvarem i umisténim mikronukleu. Ve vSech jmenovanych pfipadech se vSak jednd o morfologicky
velmi odlisné bunky v porovnani s ostatnimi metopidy skupiny IAC. VSechny mé izolaty jsou

pfehledné predstaveny v nasledujicim oddilu.
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SIERRA

Velmi velky metopid pattici mezi nejvétsi zndmé o délce kolem 215-235 um a Sifce okolo 60—70 um.
Adoralnich membranel je kolem 30. Stavbou anteriorni ¢asti burniky se vyrazné lisi od zbytku izolatl
popisovanych v této préci. Preordlni dom je zakoncen plochym stitem (obr. 6 C). Peristom je
mimoradné Siroky a ackoli je preordlni ddm mirné torzni, nevytvari typicky uzky kandl pro adordlni
membranely, ale je pomérné dosiroka otevieny (obr. 6 D, E a F). Jaderny aparat je atypicky.
Makronukleus je ¢ervovity a sto¢eny. Mikronukleus na néj nasedd mezi zahyby. Kaudalni cilia jsou
pfitomnad, ackoli Spatné patrnda. Vyraznym znakem jsou rhodobakterie v potravnich vakuolach, které
barvi buriku od rudé po zlatavé hnédou barvu (obr. 6 D). (Vice k determinaci viz diskuze.)

Tento organizmus byl prvné izolovan a sekvenovan v roce 2020, nepodafilo se vSak najit vice
nez tfi buniky. Po roce se podafrilo ze stejné lokality ziskat novy vzorek s hojnéjsim zastoupenim
izolatu SIERRA. Mohl jsem tak verifikovat pfedchozi ndlez novou sekvenaci a pofidit vice
mikrofotografii. Pokusy o barveni protargolem pfinesly zatim slabé vysledky. Tentokrat se organizmus
podafilo udrzet ve vzorku vyrazné déle tim, Ze nebyl pevné uzavien a byl tedy ¢astec¢né okyslicovan a
umistén na svétlo kvuli ristu rhodobakterii. Nepredpokladam, Ze by SIERRA vyZadoval kyslik pro svij
metabolismus, ale spiSe Ze je potfeba udrZet ¢astecné ekologické vztahy z plvodniho habitatu

v ramci vzorku.
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Obr. 6 I1zolat SIERRA (A-l). C (bright field), ostatni (DIC). CV = kontraktilni vakuola, AZM = zéna adoralnich membranel, PS =
perizonalni pruh, Mi = mikronukleus, Ma = makronukleus, Cr = ndpadné kortikalni krystaly ¢i granula, Per = Siroky peristom,
FV = charakteristickd potravni vakuola s rhodobakteriemi, Cys = cytostom. Skaly: 50 um (A, C, D, E), 20 um (B, F, G, H), 10
pum (1).




4PIRAN

Stfedné velky metopid o délce 100 um se zénou asi 15 adoralnich membranel, poctem falesnych
kinet okolo 20 a velmi subtilnim preoralnim démem s torzi v samotném anteriornim konci. Pocet
somatickych kinet neni znam pro nepfili$ kvalitni barveni protargolem. Jaderny aparat je ,ickového”
typu (obr. 7 C). Kaudalni cilia jsou pfitomna (obr. 7 A). Nezfidka v kulture produkuje protahlé a stihlé
»slender” formy, které mohou byt soucasti Zivotniho cyklu nebo reakce na nepfirozené podminky
kultivace. Podle pozorovani provedeném na druhu Heterometopus palaeformis (Esteban et al. 1995)
se dd predpokladat, Ze jde o stadium Zivotniho cyklu pred encystaci, coz musi byt v tomto pripadé
teprve potvrzeno experimentalné. Jde o pomérné ndrocny izolat na kultivaci. Bunky se ¢asto
hromadné encystuji na pomérné dlouhou dobu a trofozoiti Uplné vymizi z kultury. Cysty ani po
vymeéné média nereaguji. Po néjakém case, klidné v fadu let, se ve staré kulture opét excystuji. Jako
efektivni pro udrzeni aktivnich bunék v kultufe se ukdzalo ,predockovani” nového média nékolik dni
predem bakteriemi z plvodni kultury a aZ nasledné preneseni metopidl. U snadno kultivovatelnych

linii neni tento postup nutny.
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D E F

Obr. 7 I1zolat 4PIRAN (A—F). A, C (DIC), B, D—F (protargol). D—F délici se burika. CV = kontraktilni vakuola, AZM = zéna
adoralnich membranel, PA = parordini membrana, PS = perizonalni pruh, Mi = mikronukleus, Ma = makronukleus, CC =
kaudalni cilia, FV = potravni vakuola, DS = délici vFeténko. Skély: 20 um (A), 10 um (B—F).
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Asamblaz HY

Pouzivam zde pracovni pojmenovani asamblaz, nebot jde o nékolik izolatl s nejasnymi vztahy a
povétsinou mizivou statistickou podporou topologie v ramci provedené analyzy. Tyto linie jsou si,
pokud jde o gen pro 18S rRNA, sekvencné velmi podobné a kvili nedostatecné sekvencni variabilité
neni mozné odhalit jejich vzajemné vztahy. V rdmci analyz se vZdy ukazuji v blizkém vztahu s jiz
zndmymi sekvencemi publikovanymi jako Metopus hasei sensu Vdacny et al. (2019) a M. hasei sensu
Omar et al. (2017). Déle pak s popsanym druhem M. yantaiensis (Omar et al. 2017). Na zakladé
morfologie sem lze provizorné pfifadit i morfologicky druh M. inversus s ndpadné podobnymi
morfologickymi charakteristikami jako M. yantaiensis (srov. Foissner & Agatha 1999; Omar et al.
2017). | mé izolaty podle analyzy blizké jmenovanym druhdm vykazuji podobnost bud's M. hasei,
nebo s M. yantaiensis.

Z noveé ziskanych izolatl sem patfi CAGACI, GRIDI MO4, KENHO1, ANNZ9Q, KENHO2,
LIPKY11H a SEMATRY. Najdou se zde stfedné velci i velci metopidi. Maji vyraznou (dvojitou) torzi
preoralniho dému, ktery je navic zplostély. Apikalni ¢ast bunky tedy laicky fe¢eno ptripomina vyvrtku
nebo vrut. Zejména pfi pohybu vpred je tvar jasné patrny a pohyb charakteristicky. Jaderny aparat je
bud’,ickovy“, nebo ,ovalny”. Tento dfive opomijeny znak by mohl poslouzit pfi determinaci, nebot
(podle soucasného stavu poznani) rozdéluje asamblaz HY na skupinu kolem M. hasei sensu Vdacny et
al. (2019) s ,ickovym* jadernym aparatem a skupinu s ,,ovalnym“ jadernym aparatem kolem M.

yantaiensis.

CAGACI, GRIDI MO4

Oba izolaty maji identickou sekvenci genu pro 18S rRNA. Jde o izolaty, které jsou v ramci mé
fylogenetické analyzy nejpfibuznéjsi publikovanym sekvencim pro druh Metopus hasei z australské
populace (Vdacny et al. 2019). Morfologicky jsou si izolaty také velmi podobné. A s délkou asi 70-90
pum, Sitkou 20—30 um, asi 13 adoralnimi membranelami a nej¢astéji ,ickovym“ jadernym aparatem se
v tomto velmi povrchnim ohledu podobaji populaci M. hasei publikované Vdacénym (2007). Nicméné
pro jistéjsi soud bude potieba detailnéjsi morfologické zkoumani. Izolat GRIDI MO4 ma neobvykle
velkou produkci cyst (obr. 8 C), ¢imz se jevi jako vhodny kandidat pro pfipadné studium faktord

encystace. Obé kultury jsou trvale nadpriimérné abundantni.
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Obr. 8 Izolat GRIDI MO4 (A—C). A—C (DIC), C — Cysta. CV = kontraktilni vakuola, AZM = zéna adoralnich membranel, Mi =
mikronukleus, Ma = makronukleus, CC = kaudalni cilia. Skaly: 20 um (A, B), 10 um (C).

ANNZ9Q, KENHO1 a LIPKY11H

Sekvenéné blizce pFibuzné linie z Ceské republiky (ANNZ9Q, LIPKY11H) a Keni (KENHO1). Jde o
stfedné velké metopidy o délce okolo 100 um, Sitkou 30—40 um a ,,ovalnym* jadernym aparatem. Na
prvni pohled plsobi buriky robustnéji neZ izolaty CAGACI a GRIDI MOA4. Preoralni dém je Sirsi nez u
jmenovanych izolat a velmi plochy s vyraznou torzi (obr. 9 C). Podobné jako jesté robustnéjsi izolat
KENHO2 obecnym tvarem téla pfipomina popsané druhy M. yantaiensis (Omar et al. 2017) a M.
inversus (Foissner & Agatha 1999). Izolat KENHO1 bohuZel zanikl hned po nékolika dnech od objeveni
a podafilo se ziskat jen nékolik mdalo bunék pro izolaci DNA a DIC mikrofotografie. Ve vSech tfech
pfipadech jde o velmi obtizné kultivovatelné linie. KENHO1 se nepodafilo kultivovat vibec. Buriky
LIPKY11H byly velmi abundantni ve vzorku, nicméné po zacatku kultivace v cerofylovém médiu pocty
rychle poklesly ve prospéch jinych nalevnikl jako Trimyema sp. a Heterometopus sp. a nasledné
trofozoiti z kultury zcela vymizeli. K udrZeni kultur bude v tomto pfipadé zfejmé potieba vytvofrit
specialni médium. ANNZ9Q se nedafi udrzet v kultufe déle nez jeden mésic. Na rozdil od KENHO1 se
vSak ANNZ9Q podafrilo opakované obnovit z plvodniho pldniho vzorku. Je tedy nadéje, Ze pfi
dostatecném mnoiZstvi cyst ve vzorku bude mozné vsechny tti kultury znovu obnovit a

experimentalné najit vhodné médium.
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Obr. 9 Izolat ANNZ9Q (A—C), LIPKY11M (D, E), KENHO1 (F). A (protargol), B—F (DIC). CV = kontraktilni vakuola, PD = preoraini
doém, AZM = zéna adoralnich membranel, PA = paroralni membrana, PS = perizonalni pruh, Mi = mikronukleus, Ma =
makronukleus, CC = kaudalni cilia, FV = potravni vakuola, SK = somatické kinety. Skély: 20 um (A—F).

KENHO2

Potencialné velmi zajimava linie, sekvenéné pomérné blizce pfibuzna a morfologicky podobna druhu
Metopus yantaiensis (Omar et al. 2017). Spise velky a velmi robustné plisobici metopid o délce asi
110 um a Sifce okolo 60 pum, coZ znamenad, Ze pomér délky a Sitky je v tom pripadé mensi nez 2:1
(obr. 10 A). Tim se podoba jesté jednomu fylogeneticky vzdalenéjsimu druhu ze skupiny IAC, M.
boletus (Vdacny & Foissner 2019). KENHO2 je vSak skoro dvakrat delsi a SirsSi a torze preoralniho
domu je vyrazné vétsi. Jaderny aparat je ,ovalny“. Podobné jako z izolatu KENHO1 i z KENHO2 se
podatilo ziskat jen jednotlivé burky na izolaci DNA a nékolik fotografii. Obnoveni ze vzorku se zatim
nepodafilo ani mou, ani ,Foissnerovou metodou” s Petriho miskou. V tomto pfidé byly navic buriky

v v,

mimoradné citlivé na manipulaci, takzZe se stézi podafrilo vyfotit bunku v pfirozeném tvaru.
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SEMATRY

Stfedné velky metopid o délce asi 85-95 um, Sifce asi 20—-25 um. Preordlni dom je s pro tuto skupinu
typickou torzi a silné zplostély. Pocet adoralnich membranel je okolo 14. Jaderny aparat je ,ovalny”“.
Nazev tohoto izolatu je odvozen od mista nalezu na Radlickém hrbitové v kamenném odtoku vodni
pumpy zaneseném tlejicim rostlinnym materidlem. Plovouci buriky se objevily ve vzorku vody

s rostlinnym detritem az asi po dvou mésicich, zfejmé po vycerpdni kysliku ve vzorku. ZaloZzena

kultura je stabilni a pomérné abundantni.

Obr. 10 Izolat KENOHO2 (A—C), SEMATRY (D—F). D (protargol), ostatni (DIC). CV = kontraktilni vakuola, AZM = zéna
adordlnich membranel, PA = parordini membrana, PS = perizonalni pruh, Mi = mikronukleus, Ma = makronukleus, SC =
somatické biciky, FV = potravni vakuola, SK = somatické kinety, Cyt = cytofarynx. Skaly: 20 um (A, B, D, F), 10 um (C, E).
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Linie A

Linie A predstavuje ve skupiné IAC jedinou brakickou ¢i morskou linii v ramci jinak sladkovodnich
metopidd doloZzenych molekularnimi daty. Vnitini linii této skupiny je potom Parametopidium
circumlabens, enodsymbiont jeZzovek, tedy moiskych organismu. Patfi sem izolaty: IRAN2C, SK,
EBRO2A, ADAO1, ELIAD1, ALB11 a KORISSION. Podafilo se ziskat sedm izolat(, které nejspis
predstavuji 3—4 linie na drovni druhu. Morfologicky je skupina pomérné uniformni. Vyznacuje se
protahlejsimi burikami s pomérem délky a Sitky i pfes 4:1. Preoralni dém je srpovity, coz je dobie
vidét na barvenych prepardtech. V porovnani s linii C je vSak subtilnéjsi. Typicka jsou dlouha kaudalni
cilia. Jaderny aparat je u této skupiny ,,ickovy“, alespon u volné Zijicich izolatd (obr. 11 A—-C, G).
Vyjimku v rdmci linie tvofi Parametopidium, které ma nejspis ,,ovalny“ jaderny aparat a i celkové se

morfologicky zna¢né odliSuje od zbytku skupiny (srov. Silva-Neto et al. 2016).

IRAN2C

Stfedné velky metopid o délce kolem 80 um a Sifce okolo 20 um, s pfiblizné 16 adoralnimi
membranelami. Dobre prosperuje jak ve sladkovodnim médiu (ATCC 802), tak v brakickém médiu (viz
oddil Materiadly a metody). Zatim jsem nepozoroval vyrazné rozdily v abundanci nebo zménu
morfologie. Plvodni kultura drzena po nékolik let zanikla, ale podafilo se ji obnovit z plivodniho
vzorku. Prestoze byl izolat plivodné drZzen v brakickém médiu, nepodafilo se jej ze vzorku vzkfisit

pfidanim tohoto média.

ADAOQ1, EBRO2A, SK

Stfedné velky metopid o délce kolem 80 um a Sifce okolo 20 um, s az 19 adoralnimi membranelami a
dlouhymi kaudalnimi cilii. Kultura SK je drzena v SW médiu, zatimco kultura EBRO2A v brakickém.
ADAOL1 je bohuZel ztraceny izolat, nicméné jsou k dispozici barvené exemplare a sekvence identicka

s EBRO2A. Toleranéni pokusy se salinitou nebyly v rdmci téchto kultur zatim provedeny.

ALB11, EJLAD1
Stfedné velky metopid o néco vétsi nez predchozi izolaty. Dosahuje délky okolo 100-110 um a Sirky
20 um a ma priblizné 20 adoralnich membranel. Izolaty maji identické sekvence a jinak se

morfologicky nijak nelisi.
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KORISSION
Stfedné velky a velmi Stihly metopid, alespon pokud se da soudit podle protargolem barvenych

exemplar. 1zolat byl jiz pouZit v rdmci diplomové prace J. Rotterové (2015). BohuZel se kulturu

nepodafilo udrzet a plvodni vzorek neni dostupny.
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Obr. 11 Izolat SK (A, B), EBOR2A (C), ALB11 (D), IRAN2C (E, F). A (protargol), ostatni (DIC). F — Postdivider. CV = kontraktiln{
vakuola, AZM = zéna adoralnich membranel, PA = parordini membrdana, PS = perizondini pruh, Mi = mikronukleus, Ma =
makronukleus, CC = kaudalni cilia, FV = potravni vakuola, SK = somatické kinety, Cyt = cytofarynx. Skély: 20 um (A—C, E, F),
10 um (D).
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Rod Atopospira

Ve dvou pfipadech (KOSIC2 a CEPIMAL AG) se podafilo izolovat DNA z jednotlivych bunék druhu
Atopospira galeata (Kahl, 1927). Sekvence se plné shoduji s publikovanou sekvenci populace z Idaho,
USA (Bourland & Wendell 2014), nikoli vSak s publikovanou sekvenci z australské populace (Vdacny
et al. 2019). Organizmy se nepodafilo udrZet v kulture déle nez mésic. Nezdar pfi kultivaci konstatuji i
autofi Bourland & Wendell (2014). V pfirodnich vzorcich ma témér vzdy travici vakuoly naplnéné
rhodobakteriemi (Kahl 1927; Bourland & Wendell 2014; viastni pozorovani). Atopospira galeata je
zfejmé potravné zavisla na pfitomnosti téchto bakterii a pfi jejich nepritomnosti z kultury rychle

vymizi.

Linie B

Zcela nova linie, k jejimz zastupclm se tézko hledaji vérohodné paralely ve starsi literature. V kazdém
pfipadé jeji soucdsti neni Zadna sekvence popsaného druhu. Patfi sem izolaty: HOSLIR, VELKAL XXA,
SLAN1FS, LIPKY11M, ANNZ8, DARTHWOOD, SCHWARZSEE, HOVERLA, KRUMLI a MALKAL XC.
Nejpribuznéjsi se podle vysledku fylogenetické analyzy jevi Metopus minor sensu Vdacny et al.
(2019). Jde o malé az velmi malé metopidy ve velikostech od 30 do 70 um. Je pro né charakteristicky
obecny tvar preoralniho domu bez vyrazné torze, maly pocet adordlnich membranel (do 9), dlouha
kaudalni cilia presahujici délku buriky a specificky jaderny aparat ,6¢kového” typu. Na rozdil od linii
podobnych M. hasei a M. yantaiensis se daji pFislusnici této linie pomérné snadno identifikovat jak
podle tvaru, tak zejména podle jaderného aparatu. Od M. minor sensu Capar (2007) se lisi vyrazné
mensim poctem adordlnich membranel (nejvyse 9 vs 15). Vétsinu izolatl z této skupiny se nepodafilo
kultivovat. Zato je mozné je vcelku Uspésné obnovovat z plvodnich vzork(l. Kromé izolatu LIPKY11M
pochdzeji vsechny izolaty z pGdnich vzork(, nejcastéji z brehli vodnich téles (rybniky, ricky). LIPKY11M
je pak z nadrze Ci rybnicku vytvoreného u pole, da se tak predpokladat, Ze i v tomto pripadé je plvod

spise ptdni.

HOSLIR, VELKAL XXA

Maly metopid, soucasné vsak dosud nejvétsi znamy z této linie, s délkou 60—70 um a Sitkou okolo 15
um. Buniky maji 9 adoralnich membranel a 9 somatickych kinet, opét nejvice z celé linie B. Ma asi 14
falesSnych kinet a velmi dlouha kaudalni cilia. Ma typicky , 6¢kovy“ jaderny aparat s vyraznymi jadérky
v makronukleu (obr. 12 D). Z izolatu HOSLIR se podafilo jen izolovat DNA bez fotografii a vypadalo to,
Ze skonci jako environmentalni sekvence. Asi po roce se vSak podafilo ziskat VELKAL XXA s identickou

sekvenci z jiného pldniho vzorku ze stejné lokality Hostivickych rybnikd. Pri fylogenetické analyze se
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ukazalo, Ze je velmi blizce pfibuzny (patrné stejny druh) environmentalni sekvenci z ptidniho vzorku

ze brehu feky Colorado v arealu byvalého uranového dolu (Rifle, Colorado, USA) (Holmes et al. 2013).

Obr. 12 Linie B. Izolat VELKAL XXA (A—F). A—C (protargol), D, F (uhlicitan stfibrny), E (DIC). F je pfiklad neZzadouciho obarveni
kortikalnich granul. AZM = zéna adoralnich membranel, PA = parordini membrana, PS = perizonalni pruh, Mi =
mikronukleus, Ma = makronukleus, CC = kauddlni cilia, SK = somatické kinety, Cyt = cytofarynx. Skély: 20 um (E), 10 um (A-
D, F).
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SLAN1FS

Velmi maly metopid s délkou asi 50 um a Sitkou okolo 17 um. Dosud se podafilo potidit DIC
mikrofotografie pouze z jediné buriky, proto jsou uvedené rozméry jen velmi ptiblizné. Silné
pfipomina izoldty ANNZ8 a DARTHWOOD, nicméné se zda, Ze by mohl mit vice nez osm adoralnich

membranel.

LIPKY11M
Velmi maly metopid s délkou asi 40 um a Sitkou okolo 15 um. Dosud se podafilo pofidit DIC

mikrofotografie pouze z jediné buriky, proto jsou uvedené rozméry jen velmi pfiblizné.

ANNZ8, DARTHWOOD, SCHWARZSEE

Velmi maly metopid s délkou asi 50 um a Sitkou okolo 15 pm. Obvykle ma osm adordlnich
membranel a osm somatickych kinet. DARTHWOOD se zatim dafti drzet v kultufe, nicméné nepfilis
abundantni. ANNZS8 tak predstavuje jediny opravdu dlouhodobé kultivovatelny izolat z celé linie B.
Zaroven lze jeho kultury obnovovat z pavodniho vzorku. U tohoto izolatu byly navic pozorovany

ektosymbiotické bakterie (obr. 13 A, B).

HOVERLA

V soucasné dobé je mi dostupna pouze sekvence genu pro 18S rRNA bez dalsich dat.

KRUMLI, MALKAL XC

Velmi maly metopid s délkou asi 30-40 um a Sitkou okolo 15 um. V tomto pfipadé se podafilo
zachytit dva morfotypy. KRUMLI ma konvencni fenotyp linie B, zatimco MALAKL XC vykazoval
neobvykly tvar. Pfestoze KRUMLI byl po jistou dobu pomérné abundantni, kdyzZ se nahle objevil v asi

rok starém vzorku, nepodafilo se jej nakonec, stejné jako MALKAL XC, kultivovat.
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Obr. 13 Linie B. Izolat ANNZ8 (A—C), KRUMLI (D, E) MALKAL XC (F), SLAN1FS (G), LIPKY11M (H), DARTHWOOD (I). A (uhli¢itan
stiibrny), ostatni (DIC). AZM = zéna adoralnich membranel, PA = paroralni membrana, PS = perizonalni pruh, Mi =
mikronukleus, Ma = makronukleus, CC = kaudalni cilia, FV = potravni vakuola, SC = somatické biciky, Ba = ektosymbiotické
bakterie. Skaly: 20 pum (E, F, H), 10 um (A-D, G, I).
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Linie C

Treti dobre podpotena linie v rdmci fylogenetické analyzy je skupina zahrnujici popsany druh
Metopus boletus a pouzivany, le¢ modernimi metodami nepopsany druh M. laminarius. Obsahuje 4
izolaty (ALOOA1, LERMA4, HRAD2AN a MEDI3L) predstavujici zftejmé 1-2 druhy. Mé izolaty se
vyznacuji charakteristickou mohutné srpovitou anteriorni ¢asti preoralniho dému, ,,céckovym® typem
jaderného aparatu (obr. 14 A, C) a jen nepatrné prodlouzenymi kaudalnimi cilii délkou skoro
nerozlisitelnymi od somatické ciliatury. Jde o stfedné velké a velké metopidy s délkou az kolem 150
um. Obvyklym plvodem izolatd je tlejici sladkovodni sediment. V kulturach jsou tyto izolaty obvykle

velmi abundantni.

ALOOA1
Tento izolat byl jiz pfedstaven v diplomové praci J. Rotterové (2015). Jde o stfedniho aZ velkého
metopida v délce asi 90—120 um a Sifce 20 um. Celkové pusobi jako mirné zmensena verze nize

detailné popsaného druhu Metopidae sp. C1.

HRAD2AN, LERMA4, MEDI3L
Velky metopid o délce 140-150 um a Sifce asi 30 um. VSechny izoldty vykazuji stejnou morfologii
detailné popsanou nize. Sekvence izolatd HRAD2N a MEDI3L poufZité v ramci fylogenetické analyzy se

zcela shoduiji s publikovanou sekvenci pod ndzvem Metopus laminarius (Bourland et al. 2014).

Obr. 14 Linie C. I1zolat ALOOA (A, B), LERMA 4 (C). A—C (DIC). AZM = zéna adoralnich membranel, PS = perizonalni pruh, Mi =
mikronukleus, Ma = makronukleus, CV = kontraktilni vakuola. Skaly: 20 um (A, C), 10 um (B).
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4.5 Detailni popis metopida ze skupiny IAC

Metopidae sp. C1 podle provedené fylogenetické analyzy patfi do dobfe podporené linie C spolecné
s druhy Metopus boletus (Vdacny & Foissner 2019) a dvéma sekvencemi publikovanymi jako M.
laminarius (Bourland et al. 2014; Vdacny et al. 2019). Jde o vlbec prvni ucelené;jsi popis (podle
soucasnych standardu a véetné molekularnich dat) druhu metopida, ktery by mohl odpovidat
morfologické formé, resp. druhu popsanému nejprve jako Metopus laminarius f. hyalinus (Kahl 1927)
a nasledné povyseny na samostatny druh jako M. hyalinus (Kahl 1932). Problematiku a komplikace

s identifikaci pravé domnélého druhu M. laminarius (pfipadné jeho variant) podrobné rozebiram

v diskuzi. Tuto linii jsem vybral také pro jeji bézné pouzivani v ramci publikovanych fylogenetickych
analyz pod nazvem M. laminarius (uzité v Bourland et al. 2014). Zaroven jde o celkové obtizny druh
na popis vzhledem k jeho nepoddajnosti pfi standardnim barveni protargolem nebo jinymi
technikami. V rdmci tohoto popisu tak poprvé ukazuji Uspésné obarveni zejména oralni ciliatury, a to
jak protargolem, tak uhli¢itanem stfibrnym. S ohledem na provedenou fylogenetickou analyzu
umyslné nepouzivam pro tento druh oznaceni Metopus sp.1. Vzhledem k predpokladané konspecifité
izolatd MEDI3L a LERMA4 vyplyvajici z provedené fylogenetické analyzy a p-distanci 0,001 (hluboko
pod hranici 0,005 navrZzenou Bourland et al. (2020)) si dovoluji prezentovat oba izolaty spolecné jako
jeden druh. Protargolem barvené bunky a morfometricka data jsou ziskana z izolatu MEDI3L (obr.
15), SEM fotografie a buriky barvené uhli¢itanem stfibrnym jsou z izolatu LERMA4 (obr. 16, 17). (V
pfipadé barveni protargolem slo u MEDI3L o jediny Uspésny pokus z mnoha provedenych na izolatech
MEDI3L, LERMA 4 a HRAD2AN.) V deskripci je pouZit postup a terminologie (¢astecné ztracena

v prekladu) podle Foissner & Agatha (1999) a Bourland et al. (2017b).
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Metopidae sp. C1

Deskripce (izoldt MEDI3L):

Burika ma podlouhly nebo elipsoidni tvar. Nejsirsi je ve stfedni ¢asti. Anteriorni ¢ast je zplostéla a
stocend az o 360° kolem hlavni podélné osy téla. Anteriorni konec buriky je srpovity a vyrazné
presahuje levy kraj buriky. Torzni a zplo$téld anteriorni ¢ast Sikmo prechdzi pres ventralni stranu a
plynule prechazi v dorzalni povrch buriky. Posteriorni ¢ast buriky je ovalna nebo dvojité konvexni.
Posteriorni konec byva zplostély s mirné oblou a nékdy i rovnou hranou. Kontraktilni vakuola je
terminalni. Zivé buriky jsou dlouhé 153-201 pm a $iroké 24—44 um, fixované a barvené protargolem
pak dlouhé 96-142 um a Siroké 19-35 um. Primérny pomér délky a Sirky je 4,6:1. Bunky jsou
bezbarvé. Makronukleus je Cervovity obvykle pfipominajici tvar ,C“ (u fixovanych bunék vyraznéji)

s mnoha kulovymi jadérky ve velikosti okolo 1 um. Mikronukleus je kulovity nebo mirné elipsoidni a
tésné naléha na makronukleus (,,céckovy” typ jaderného aparatu). Cytoprokt nejspise terminalné a
ventrdlné, ale jednoznacné nepotvrzen. Kortex zformovan do mnozstvi nepravidelnych podélnych
vras (obr. 15 D), flexibilni a s kortikalnimi granulami (obr. 15 C). V cytoplazmé rozptyleny svitivé
objekty (patrné krystaly), tyCinkoviti prokaryoticti endosymbionti (nejspis metanogenni archea). Pod
nebo v kortexu vétsi mnozstvi kulovitych granul (obr. 15 B). Potravni vakuoly obsahuji bakterie (obr.
15 B). Cysty nebyly pozorovany. Somatickou ciliaturu tvoti dikinetidy v anteriorni ¢asti obvykle
nesouci dva biciky, v posteriorni nesouci pouze jeden bicik na posteriornim bazalnim télisku. PodéIné
kinety jsou pomérné husté umistény s rozestupy asi 2 um. Somatické biciky méfi kolem 10 um.
Kaudalni bi¢iky o néco delsi, ale nesnadno rozeznatelné. Perizonalni pruh sestava vidy z 5 podélnych
kinet tvoficich az 53 pfic¢nych faleSnych kinet. Preoralni dom je zplostély. Vnitfni povrch peristomu je
velky a tvofi Gzky a hluboky kanal pfesahujici adoralni membranely. Peristomalni pole zabira asi 2/5
délky buriky. Zéna adordlnich membranel ¢itad primérné 29 (27-33) membranel a tahne se od
cytostomu po anteriorni konec buriky. Ve stfedni ¢asti je spirdlné pfehnutd. Adoralni membranely
jsou velmi uzké, tvofené dvéma fadami po zhruba 12 bazalnich téliscich. Pomérné dlouha paroralni
membrdana dosahujici asi 40 % adordlni zény je umisténa na hrané peristomu a tvofi ji jedna fada

bazalnich télisek. Cytofaryngealni vlakna jsou viditelna. Morfometrické udaje uvadim v tabulce 4.
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Tab. 4 Morfometrické Udaje izolatu MEDI3L

Charakteristiky primér | median | SD CV(%) | min. | max. | N
Délka (nazivo) 173,4 174,6 14,8 | 8,5 152,8 | 200,6 | 24
Sitka (naZivo) 33,0 32,3 4,9 14,8 23,5 | 43,5 |24
Délka (p) 118,3 | 1143 | 144 | 12,1 96,0 | 141,5 | 14
Sitka (p) 26,8 26,9 4,9 18,3 19,0 | 34,5 |14
Pomér délky a Sitky bunky (p) 4,6 4,5 1,1 23,5 3,1 7,3 14
Makronukleus, délka (p) 47,8 46,5 44 9,2 43,5 [57,2 |10
Makronukleus, Sirka (p) 7,5 7 1,5 20,0 5,6 10,5 |10
Mikronukleus, pocet (p) 1 1 - - 1 1 14
Mikronukleus, pramér (p) 3,4 3,4 0,5 14,7 2,5 4,1 10
Sitka stfedu AZM (p) 5,6 5,3 0,7 13,0 4,6 6,8 13
Paroralni membrana, délka (p) 23,8 23,6 3,0 12,4 19,7 | 27,5
Pomér délky paroralni membrany a 0,2 0,2 0,0 14,8 0,2 0,2

délky bunky (p)

Perizonalni pruh, pocet fad (p) 5 5 - - 5 5 11
Adoralni membranely, pocet (p) 29,4 28,5 2,2 7,4 27 33 10
Somatické kinety, pocet (p) 29,2 28,5 1,9 6,7 27 32 6
Falesné kinety, maximalni pocet (p)* >35;<54 9

Charakteristiky znacené (p) jsou méreny na burikach barvenych protargolem. SD je smérodatna odchylka. CV je variacni
koeficient. Délky jsou uvedeny v um.

* Obvykle se uvadi pocet, jelikozZ ale vzhledem k vyrazné torzi bunék nelze skoro nikdy vidét cely perizonalni pruh, uvadim
jen interval minimalniho a maximalniho po¢tu odhalenych faleSnych kinet. PovaZuji to za relevantnéjsi udaj nez pramér

z napocitanych viditelnych falesnych kinet i v pfipadech, kdy zjevné neni cely perizonalni pruh viditelny.
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Obr. 15 Metopidae sp. C1. Izolat MEDI3L (A—F). A, D—F (protargol), B, C (DIC). C — kortikaIni granula izoldtu MEDI3L. AZM =
zéna adordlnich membranel, PA = paroralni membrana, PS = perizonalni pruh, Mi = mikronukleus, Ma = makronukleus, FV =
potravni vakuola, SK = somatické kinety, Cyt = cytofarynx. Skaly: 20 pm (B), 10 um (A, C-I).
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A

Obr. 16 Metopidae sp. C1., izolat LERMA 4 (SEM). C — Sipky znaci parordini membrdanu, D — detail vras na povrchu buriky, E —
Sipka zna¢i dikinetidu perizonalniho pruhu, F — detail adoralnich membranel. Skély: 10 um (B), 5 pm (C).




Obr. 17 Metopidae sp. C1., izolat LERMA 4. A—C (DIC), D—F (uhli¢itan stfibrny). C — pfiklad nekvalitniho barveni bez
viditelnych bazalnich télisek. AZM = zéna adoralnich membranel, PA = parorédini membréna, PS = perizonalni pruh, Mi =
mikronukleus, Ma = makronukleus, CV = kontraktilni vakuola, Met = nejspise metanogenni symbionti. Skély: 20 um (A-C),
10 um (D-F).
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4.6 Nové objevené linie blizce pribuzné druhu Metopus es

Vedle izolatd patficich do skupiny IAC jsem pfi sbéru narazil i na dalsi zajimavé metopidy (obr. 18).
ktery doposud pUsobil jako solitér. Pracovné jsem linie nazval S1 a S2 a skupinu tvofici s M. es jako
linii S. Tti izolaty, ROMLOX, KARBA a KUPINOVO, se dafi drzet ve velmi abundantnich kulturach. Jiny
pracovni nazev pro izolaty KARBA a ROMLOX je ,lazy metopid”. Vykazuji totiZz pro metopidy
neobvykle liny zpUsob Zivota. Pfi hojnosti bakterii jednoduse , lezi” mezi potravou a pohybuiji se jen
velmi zvolna. Dokazi se ovsem morfologicky transformovat z ,,liné“ do ,,aktivni formy a pohybovat se
jako standardni metopid. Morfologicka variabilita je znama jak u metopidd v ramci Zivotniho cyklu
(Esteban et al. 1995), tak u sesterské skupiny metopidd, tedy tropidoatraktidd, kde s Zivotnim cyklem
souviset nemusi (Rotterova et al. 2018). V ptipadé mych izolatl jde spise o Cisté potravni strategii,

nebot po pfeneseni bunék do ¢istého média dojde k jejich aktivizaci a zméné tvaru.

Linie S1

KARBA , ROMLOX
Stfedné velky, ale robustni metopid o délce asi 90 um a Sifce az 40 um u ,,liné” formy, nebo 30 umu
»aktivni“ formy. Makronukleus je ovalny az ledvinovity s pfiléhajicim mikronukleem, podobné jako u

druhu Metopus es. Tvar burky je ovsem od M. es vyrazné odlisny.

Linie S2

KUPINOVO, SCHWARZSEE NB

Velky metopid tvarové podobny typovému druhu Metopus es o délce asi 125 um a Sifce okolo 30 um.

MEDNIK3G
Podafilo se nalézt pouze jedinou buriku v éerstvém vzorku. Slo o robustniho valcovitého metopida
presahujiciho délkou 100 um se zlatohnédou barvou. BohuZel se nepodafilo ziskat Zadna vizudlni

data.
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Obr. 18 Linie S. Izolat ROMLOX (A—C), KARBAI (D), KUPINOVO (E, F). A, D (protargol), ostatni (DIC). AZM = zéna adordélnich
membranel, PA = parordlni membrana, PS = perizonalni pruh, Mi = mikronukleus, Ma = makronukleus, SK = somatické
kinety, CV = kontraktilni vakuola. Skaly: 20 um (B, C, E, F), 10 um (A, D).
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5 Diskuze

5.1 Nové nalezend diverzita a otazka odhadovani redlné diverzity

Rozsah nové nalezené diverzity v rdmci skupiny IAC je pfekvapivy hned z nékolika pohled(.
Metopidim byla historicky vénovana znac¢na pozornost a bylo popsano nebo reportovano mnoho
morfologickych druh(l. Malych metopid(, jako jsou ti z mé linie B, neni vSak zndmych mnoho, a jesté
jsou vétsinou pfrirazovani k jedinému druhu, Metopus minor (Kahl 1927, 1932; Foissner 1980;
Vuxanovici 1962; Foissner et al. 2002; Capar 2007). Mofska diverzita pak byla aZ na vyjimky a (zfejmé)
chybné determinace Uplné opomijena (Esteban & Finely 2003, 2004). PfestozZe jsem byl v poslednim
roce z vnéjiich pficin donucen omezit sampling jen na Ceskou republiku, poéet novych unikatnich
izolatd stale konstantné pribyval a pfibyva. PfestoZe se néktefi autofi snazili na zakladé svych
rozsahlych znalosti o zndmé diverzité odhadovat tu nezndmou (Foissner 2006), jde vzdycky viceméné
o vystrel naslepo. Zejména pokud jde o pidni metopidy, jejichZ diverzita je ve vodnich vzorcich
nejspiS znacné podreprezentovana vzhledem k jejich ocekdvanému dlouhodobému prezivani

v cystach. Zaroven Ize spekulovat i 0 moZnosti potravni nebo environmentalni specifity neznamych
linii. Jakykoli pokus o kvalifikovany odhad proto povaZujeme za pfilis naivni aZ do chvile, kdy bude
zpracovana rozsahlejsi fylogeneticka analyza na zakladé environmentalnich dat z nejbéznéjsich
habitat(i anaerobnich nalevnikg.

PFinejmensim stejné pfekvapivy je i ndlez diverzity v ramci linie S. AZ dosud nebyly zndmy
zadné sekvence blizce pfibuzné druhu Metopus es, a ten pres intenzivni vyzkum (Bourland et al.
2017a) predstavoval ve fylogenetickych analyzach jednodruhovou vétev (viz napt. obr. 3). Zajimavy je
tento nalez i z pohledu budouci revize rodu Metopus. Vzhledem ke zpUsobu, jakym byl taxonomy
ustaven (viz oddil Historie rodu Metopus), je nyni pod ndporem genetickych dat v Upadku, kdyZ jsou
jeho jednotlivi zastupci fazeni do vlastnich rod(i. Nové nalezené linie S1 a S2 tak mohou v budoucnu
predstavovat kone¢né solidné molekularné podlozené druhy rodu Metopus. Uspéiné vysledky

cileného samplingu skupiny IAC pak davaji jistou nadéji na odhaleni jesté bohatsi diverzity linie S.
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5.2 Drive morfologicky popsani pravdépodobni zastupci skupiny IAC

V této ¢asti jde o pouhé odhady na zakladé morfologickych znak(, které se ukazaly v rdmci zkoumani

ziskanych izolatl jako typické.

Metopus hasei (Sondheim, 1929) sensu Capar 2007

Metopus hasei (Sondheim, 1929) sensu Vdacny 2007

Metopus hasei (Sondheim, 1929) sensu Dragesco & Dragesco-Kernéis 1986

U metopidl publikovanych jako Metopus hasei jde vétSinou podle zdkladnich znakl o velmi
pravdépodobné zastupce skupiny IAC, neni ovsem vibec jisté, o kolik rznych druh( viastné jde.

V tomto pfipadé jde nejspis o organizmy pribuzné asamblazi HY.

Metopus minor (Kahl, 1932) sensu Capar 2007
Metopus minimus (Kahl, 1935) sensu Vuxanovici 1962
Kvali vyraznym kaudalnim ciliim a drobnym rozmériim by se opét mohlo jednat o zastupce skupiny

IAC. NejspiSe by mohlo jit o linii pfibuznou linii B.

Metopus latusculisetus Tucolesco, 1962

Metopus fusus VVuxanovici, 1962

U dvou druhl ztotoZnénych v Esteban et al. (1995) s druhem Metopus hasei Sondheim, 1929 se mize
snadno jednd o zastupce skupiny IAC. M. fusus se vSak vzhledem k drobnym rozmérim spiSe podoba
linii B. M. latusculisetus a mohl by podle naznacené torze preoralniho domu a kaudalnich cilii patfit

k asamblazi HY.

Metopus inversus (Jankovskij, 1964) Foissner & Agatha, 1999
M. inversus zfetelné pfipomind druh M. yantaiensis ve skoro v3ech charakteristikach. Da se proto

ocekavat, Ze to bude pfibuzny druh v rdmci asamblaze HY.

Metopus magnus VVdacny & Foissner, 2017a
M. magnus se jevi vyrazné srpovitym mohutnym preoralnim démem, ,,céckovym“ typem jaderného
aparatu i hlubokou ryhou kryjici adoralni membranely (viz popis Metopidae sp. C1) jako velmi

nadéjny kandidat pro linii C.
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5.3 Fylogeneticka analyza IAC, gen pro 18S rRNA a jeho limity

Fylogeneticka analyza zaloZzend na jediném genu (genu pro 18S rRNA) sice pomohla v odhaleni dosud
neznamé diverzity IAC metopid(, ale samotné fylogenetické vztahy uvnitf skupiny IAC dokazZe jen
naznacit. Vzhledem k malému poctu zndmych sekvenci v rdmci skupiny IAC se dalo ocekavat, Ze nové
nalezené linie by mohly projasnit pomérné spletité vzajemné vztahy uvnitf skupiny. Se zvysujicim se
poctem sekvenci se ovsem, oproti o¢ekdvanim spojenym s lepsim taxon samplingem, situace
dokonce dale komplikuje. Skupina IAC ztraci nékdy robustni podporu, nikoli v pfipadé fylogenetické
analyzy v této praci, na jejimz zédkladé byla definovdna (Bourland et al. 2018b). Tento stav je zfejmé
viné je tedy nedostatecna citlivost a pro nasledné analyzy bude nutné pridat dalsi markery.
Identifikované linie A, B, C se na druhou stranu zdaji byt velmi solidné podporené a vzhledem

k morfologickym charakteristikdm uvedenym v pfehledu izolatl bychom je mohli chapat jako
jednotlivé rody. Obdobné je tomu i u izoldtu SIERRA.

Vedle omezenych moznosti jednogenové analyzy je tu jeSté problém kvality publikovanych
molekuldrnich dat. BEhem prace se sekvencemi jsem narazil na podeziele vyhlizejici
jednonukleotidové zdmény nebo indely ve velmi konzervovanych Usecich. Zvlasté v ptipadé vice
klont, kde Ize sekvence srovnat (Vdacny et al. 2019), by se dalo spekulovat, Ze by mohly byt
zpUsobeny chybami pfi PCR nebo chybném sloZeni sekvenci z jednotlivych sekvenacnich béhli (Omar
et al. 2017, Silva-Neto 2016). Vzhledem k nizké variabilité v genu pro 18S rRNA v rdmci skupiny IAC
maji pak takové potencialni omyly vyrazny vliv na topologii stromu. NemUzZeme tedy s dostatecnou
mirou jistoty védét, zda jde tfeba u druhl Atopospira galeata nebo Metopus laminarius (ve smyslu
publikovanych sekvenci ve Vdacny et al. 2019, resp. Bourland & Wendell 2014; Bourland et al. 2014)
o variabilitu, samostatné linie nebo jen o chyby v sekvenci. Jisté pochybnosti budi i sekvence
spoleéné publikované jako Metopus yantaiensis a M. hasei (Omar et al. 2017). Rozdil udavany
v morfologii (pouha mikrofotografie u M. hasei) je velmi kontrastni s minimem rozdilG v sekvencich. |
v mé analyze je pozice M. hasei sensu Omar et al. (2017) zvlastni. Stale je vSak tfeba pfipustit i
moznost morfologické variability. Otazkou z(stava, zda vnitrodruhové, anebo mezidruhové. Vyse
zminéné neduhy se tykaji i jinak mimoradné cenné sekvence druhu Parametopidium circumlabens
(Silva-Neto et al. 2016). Zde je naléhava potieba novych molekularnich dat pro celou potencialni

endosymbiotickou skupinu.
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5.4 ObtiZe s barvenim metopid(l ze skupiny IAC

Béhem pokusl o barveni studovanych izolatl riznymi technikami se potvrdily zpravy o
suboptimalnich Ci vyloZzené nedostatecnych vysledcich zndmé z literatury (Dragesco & Dragesco-
Kernéis 1986; Foissner et al. 2002). Pfi barveni protargolem se setkdvdme hned se dvéma zakladnimi
problémy. Prvnim je velmi ¢asté obarveni kortikalnich granul, které do znacné miry znemoznuje
rozpoznat somatické kinety nebo i dalsi struktury burky. Tento problém je pfimo zminén nebo je
alesponi patrny na publikovanych mikrofotografiich u fady autor( (napf. Dragesco & Dragesco-
Kernéis 1986; Foissner et al. 2002). Po mnoha pokusech se tento problém podafilo vyresit zménou
fixaZe, a to na BouinUv roztok misto standardniho 4% formalinu. Vysledky jsou pro vétsinu barvenych
izolatll vyrazné lepsi. Na druhou stranu se buriky pfi tomto zpUlsobu fixace stavaji lepkavymi, a je
proto stézejni jejich predchozi dikladné omyti od bakterii z média a dalSich necistot. Druhy problém
spociva naopak v nedostatecném barveni zejména oralni ciliatury zejména u izolatl z linie C.
Castecné feeni se naslo vlastné nahodou pfi snaze vyuZit jiny typ barveni pomoci uhli¢itanu
stfibrného (Ag,C0Os). Obvykle takovy pokus konci nezdarem a prilisnym obarvenim kortikalnich
granul, tj. ¢ernymi bunikami, protoze je potteba pro tuto techniku fixovat burky 4% formalinem.
Nicméné béhem fixace doslo k perforaci nebo i prelomeni bunék, coz mélo za nasledek jen obarvené
fragmenty, anteriorni a posteriorni ¢asti nalevnikd. Diky tomu se ovsem povedlo docilit obarvené
ordlni ciliatury v kvalité, ktera dosud nebyla publikovana. Dovolim si spekulovat, Ze pravé tyto
nezdary pti snaze o barveni zastupct ,, druhu” z okruhu M. laminarius mély za nasledek to, Ze tento
druh dosud neni popsan podle soudobych morfologickych standardu. Zaroven se zd3, Ze je problém
brani dostate¢nému priniku sloucenin stfibra do burky. Zvlastni povrch patrny ze snimk( ze
skenovaciho elektronového mikroskopu je patrny v popisu druhu Metopidae sp. C1 v této préci (viz
obr. 16f A, D). K provedeni dostacujici morfologické a morfometrické analyzy nakonec poslouzily
buriky izolatu MEDI3L velmi brzy po tom, co byly izolovany z pGvodniho vzorku. Na jedné strané
mozna pomohl kyslikovy stres, pfi némz se buriky naplni prihlednymi vakuolami a nafouknou se,
takZe jsou pak struktury na povrchu lépe patrné. Na druhé strané je mozné (i kdyZz mozna malo
pravdépodobné), Ze zmény povrchu a obtizné barveni souvisi s kultivaci nebo se specifickymi

vlastnostmi prostfedi ve vzorku ¢i médiu.
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5.5 MozZnosti vyuZiti ,,direct PCR”

Metoda pfimého pouziti bunék pro PCR bez predchozi izolace DNA (viz oddil Materialy a metody) se
ukazala v pfipadé metopidd velmi efektivni. Pro kvalitni vysledek direct PCR u metopid( je nutné
pouzivat jen pfimérené mnozstvi bunék. PFi vétSim mnoZstvi (zhruba 8 a vice) se mi amplifikacni
reakce nezdafila. U bunék z mofskych a brakickych vzork(i a médii je tfeba nejprve buriky peclivé
omyt v destilované vodé (viz oddil Materidly a metody). Bez omyti nebyla procedura uspésna.
Chromatogramy ziskané sekvenaci jsou velmi Cisté a maji spolehlivy silny signal. Nutno ovsem
podotknout, Ze nejde o origindlni FeSeni v obecném slova smyslu. Jde o pomérné ptirozeny postup,
ktery vyuziva rada badateld (napt. Lynn & Pinheiro 2009; Kim et al. 2010), ackoli v rdmci mého
vyzkumu vznikl spontdanné bez konzultace s literaturou Cisté na zakladé predpokladu, Ze
makronukleus metopid( obsahuje velké mnoZstvi DNA (D. Méndez-Sanchez, osobni komunikace).

V mém pripadé bylo potireba verifikovat identitu izolatl z udrZzovanych dlouhodobych kultur.
Kultury mohou obsahovat nedetekovanou druhovou diverzitu, kterd se projevi az v prabéhu casu,
nebo muze dojit ke kontaminaci pfi transferu do nového média. Direct PCR umoznuje rychlé ovéreni
s velmi kvalitnim a silnym signalem. Dalsi uzitecnou aplikaci je rutinni determinace druhld metopidd

ze vzorkl vyuzitelnd i pro ekologické studie namisto spoléhani na vizualni uréovani druhd.

5.6 Uskali a budoucnost morfologie v taxonomii metopid

Pokud jsou pro taxonomii pouzivana vyhradné morfologicka data, vystavujeme se problému, Ze si
nikdy nemuizZeme byt tak docela jisti, Ze se skutecné divdme na tentyz organizmus, ktery byl popsan.
Tato fundamentdlni nejistota je pochopitelné inherentni jakémukoli srovnani, protoZe vycet znakd je
vidy konecny. NemUzeme tudiz védét, jestli hned v tom dalSim, ktery jsme nezohlednili, se dané
organizmy nelisi. Zaroven je zfejmé, Ze s rostoucim poctem znaku roste i jistota naseho rozliseni.

Taxonomové se v pfipadé metopidl dlouho spoléhali jen na nékolik znakd a, zejména, na
urcity ,,gestalt”, tedy morfologickou charakteristiku organizmu vyjadfenou jednoduchou kresbou. A
nékterym autorim podobny pristup vydrzel az do nedavné doby (srov. napf. Esteban et al. 1995;
2000). Tento zpUsob definovani druhu ma zasadni vadu. Zatimco se obrazek muize zdat zcela vystizny
vznikl bohaty soubor kreseb, ktery se ¢asto traduje aZ do soucasnosti napfi¢ jednotlivymi publikacemi
a predklada se jako doklad identity nékolika organizma.

Rlzna, ze soudasného pohledu chybna pfirazeni by slo jednoduse oznacit jako chybné
identifikace, které budou pozdéji napraveny. Otazkou je, na zakladé ¢eho tak mlizeme soudit. Treba

proto, Ze najdeme organizmus, ktery kresbé a popisu odpovida vice nez ten, ktery se mu zdal nejlépe
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odpovidat aZ této chvile. PotiZ je, Ze z toho mimo jiné plyne, Ze ani nase identifikace neni v kontextu
moznych budoucich nélezU jistéjsi, protoZze hned dalsi objeveny organizmus muze jesté presnéji
odpovidat plvodnimu popisu. A nahlédnuto z opacné strany, jak si mGzZeme byt jisti, Ze autor
plvodni kresby a popisu zachytil svij objekt dostate¢né vérné? Bez alespor ramcové predstavy o
diverzité metopidl bude vidy chybét kontext, ve kterém budou nase srovnani davat alespon
elementarni jistotu. Historie rodu Metopus je také historii omyl( a pro metopidy ze skupiny IAC to
nanestésti plati dvojnasob. A jestli historie rodu Metopus néco ukazuje Uplné jasné, je to skutecnost,
Ze kvalifikované predstavy o diverzité nelze dosahnout vyhradné morfologickymi metodami. Nize
uvadim tfi priklady, které ilustruji spletité osudy tfi pro skupinu IAC stéZejnich a ¢asto se v publikacich

vyskytujicich druh(.

5.6.1 Pfipad Metopus laminarius aneb zdména

Metopus laminarius byl poprvé popsan A. Kahlem v roce 1927 a nasledné stejnym autorem znovu
popsan (1932). Nasledné druh znovu popsal A. Jankovskij (1964). Existuji tedy jen tfi pomérné
stru¢né morfologické popisy a nékolik kreseb tohoto druhu. Od té doby se ovsem druh M. laminarius
etabloval jako ,tradovany” druh. Tedy druh, ktery sice modernimi metodami nikdo nepotvrdil, ale
ktery se bere jako dany. Odkazuje se na néj v fadé zejména ekologickych studii, at v nich byla
determinace provedena morfologicky pomoci literatury nebo nepopsanym zptsobem (napf. Mori et
al. 1996; Esteban & Finlay 2003, 2004), nebo pomoci sekvence genu pro 18S rRNA (Bourland et al.
2014; Yamashiro 2016; Vdacny et al. 2019). V nékterych pfipadech autofi dokladaji svou identifikaci
obrazové (Bourland et al. 2014; Yamashiro 2016). Nejde nyni o vyCerpavajici vycet studii, jen o
ilustraci, Ze ,,druh” M. laminarius je hojné uZivan v ekologickych ¢i fyziologickych studiich. Se zna¢nou
pravdépodobnosti jde vSak, alespon ve studiich, které uvadéji fotodokumentaci nebo sekvence, o
chybnou determinaci.

Béhem reSeni diplomového projektu se mi podafilo objevit organizmus, ktery jsem nebyl s to
jednoduse na prvni pohled zaradit k metopidim, izolat SIERRA (obr. 6). Ukazalo se vsak, Ze necekané
presné odpovida popisu druhu Metopus laminarius u Kahla (1927. 1932) a Jankovského (1964). Jeho
fylogeneticka pozice se oviem v mé analyze vyrazné neshoduje se sekvencemi publikovanymi jako M.
laminarius, tedy se sekvencemi organizm identifikovanych podle Kahlova ¢i Jankovského popisu jako
M. laminarius jinymi autory (Bourland et al. 2014, Vdacny et al. 2019). Pfi prvnim nalezu jsem ziskal
pouze Ctyfi buriky, podobné, jako to reportuje Kahl (1927) ve svém originalnim popisu. Mél jsem

proto velmi malo dat pro srovnavaci morfologickou analyzu. Po roce se mi vSak postéstilo ve stejné

61



lokalité ziskat vyrazné vice abundantni vzorek a detailnéjsi fotodokumentace mi umoziiuje navrhnout
nasledujici zavér.

Kahl (1927) sice neuvadi divod pro pojmenovani ,laminarius”, zfejmé proto, Ze mu to pfislo
ocividné. U zminéného druhu totiZ popisuje v anteriorni ¢asti vyraznou deskovitou protruzi (obr 19
D). Tu pak pozdéji popisuje jako plastickou, tedy nikoli rigidni. Podstatné také je, Ze zéna adoralnich
membranel na viech vyobrazenich zdaleka nedosahuje anteriorniho konce buriky (obr. 19 D, E). Tato
struktura zplsobuje, Ze ma burika na metopida velmi neobvykly tvar a specificky pohyb pfi plavani. |
Jankovskij (1964) se pozastavuje nad tim, jak jsou dané struktury neobvyklé (srov. obr. 19 F), a v rodu
Metopus tento druh ponechava jen provizorné, nez budou k dispozici lepsi data. Druhym znakem je
velikost, kterd presahuje 200 nebo i 250 um, coZ je u metopidd hodné (Kahl 1932). (Jediny dalsi mné
znamy metopid téchto rozméru je M. palaeoformides Vdacny & Foissner, 20174, ktery se vsak od
zminénych popist M. laminarus morfologicky velmi lisi.) Makronukleus je pak cervovity a zkrouceny.
A zejména (témér) vidy obsahuje travici vakuoly s rhodobakteriemi, které ddvaji burice vinovou
barvu (Kahl 1932; Jankovskij 1964; srov. zejména obr. 6 D, G a H). Jankovskij (1964) navic zmifuje
jesté jeden zvlastni znak, totiz vyrazné krystaly v cytoplazmé (srov. obr. 4 H). V odhadu poctu
Ze ani jeden nemél k dispozici barvené preparaty (Kahl 1927, 1932; Jankovskij 1964). Existuje
dokonce publikovana fotografie organizmu pod nazvem M. laminarius nejspiS odpovidajiciho Kahlové
a Jankovského popisu a izolatu SIERRA (Kreutz & Foissner 2006).

Navzdory tomu, Ze Kahl i Jankovskij poukazovali na zvlastnosti jimi popisovaného druhu,
objevuji se v literature zcela odlisné interpretace (Esteban & Finlay 2003, 2004; Bourland et al. 2014).
Nékteti autofi dokonce situovali rovnou domnély druh M. laminarius do hypersalinniho prostfedi
(Esteban & Finlay 2003, 2004), coz ziejmé znamena, Ze jde spiSe o metopida patficiho do linie A,
kterou jsem predstavil vyse. Ten je jedinou dosud odhalenou ,mofskou” ¢i , halofilni/halotolerantni”
linif v rdmci skupiny IAC. Druhd skupina autord podle vSeho zaménila druh M. laminarius za druh
popsany v této studii na zakladé izolatd MEDI3L a LERMAA4, pfipadné za blizce pfibuznou linii
(Bourland et al. 2014; Vdacny et al. 2019). UZ po letmém precteni popisu izolatu MEDI3L, je zjevné,
Ze se tento ,laminarius” v podstatnych rysech lisi od originalniho popisu. Vzhledem k autorité autort
pak tento omyl prejali dalsi bud’ explicitné (Rotterova 2015; Yamashiro 2016) nebo implicitné, kdyz
tvrdi, Ze je M. laminarius podobny M. hasei, coZ nelze tict na zakladé niceho jiného nez povrchniho
prehlédnuti fotografii (Omar et al. 2017). Vzhledem k tomu, Ze se v tomto pfipadé ziejmé zmylili
vyznamni odbornici na taxonomii metopid(, da se predpokladat, Ze situace v ekologické literature,
kde se zpravidla vyuZiva zjednodusené morfologické determinace druhd, bude jesté spletenéjsi,
protoZe ¢asto ani nevime, jakou metodou k determinaci druhl doslo (napf. Vogels 1984; Guhl et al.

1996; Mori et al. 1996).
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Obr. 19 A —izolat SIERRA (DIC), B — SIERRA (bright field), C — M. laminarius z Bourland et al. 2014 (bright field), D — M.
laminarius podle Kahla (1927), E — M. laminarius podle Kahla (1932), D — M. laminarius podle Jankovského (1964). PS =
perizondlni pruh, AZM = zéna adoralnich membranel, CV = kontraktilni vakuola, La = ,lamina“ charakteristicka podle popist
pro druh M. laminarius. Skaly: 25 pm (C), 50 um (A, B). A, B vlastni mikrofotografie.
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5.6.2 Pfipad Metopus hasei aneb sbérny taxon

Odlisny, a jesté komplikovanéjsi ptipad je Metopus hasei. Druh traktovany jako mimoradné
morfologicky variabilni a kosmopolitné rozsifeny na viech kontinentech s vyjimkou Antarktidy
(Foissner & Agatha 1999). Poprvé byl M. hasei popsan z Madagaskaru v roce 1929 (Sondheim 1929).
Nasledné byl znovuobjeven v Rakousku W. Foissnerem (1981), reportovan opét z Afriky (Dragesco &
Dragesco-Kernéis 1986) a konecné detailné popsan na zékladé nékolika populaci (Foissner & Agatha
1999). Ponechme stranou otazku, na zakladé ¢eho se vlastné W. Foissner rozhodl, Ze jde o stejny
druh jako u M. Sondheim (1929). Jak uz jsem uved! dfive, morfologicka determinace je zasadné
ovlivnéna korpusem znamé diverzity. Ta ustavuje kontext, v rdmci néhoz se taxonom rozhoduje a
interpretuje prislusné znaky. V samotnych starsich popisech je obecné velmi mélo informaci, takze
prostor pro interpretaci kresby je znacny.

V kanonickém ¢lanku z roku 1999 Foissner pokrocil jesté o kus dal. Vedle své rakouské
populace vyuZil i metopidy nalezené v Namibii, Jihoafrické republice a Venezuele. Morfologii vyZil jen
z prvnich tfi a venezuelska populace je vyuZita jen jako SEM snimek bez morfometrickych dat.

Z ¢lanku je patrné, ze morfometricka disparita mezi jednotlivymi populacemi je enormni (viz
komparacni tabulka 5). Ackoli by to mélo hovofit proti zarazeni vsech tfi populaci pod jeden druh,
protozZe determinace druhu je pfeci smyslem morfometrickych tabulek, autor jen konstatuje
vnitrodruhovou variabilitu. Znaky, které se autor rozhodl brat jako relevantni (kvalitativni) prevazily
ty ostatni (kvantitativni). Takto udany precedens pak pokracoval dalsimi dvéma publikacemi

s morfologickymi daty (Capar 2007, Vdacny 2007). Tim byla do jiz deklarované vnitrodruhové
variability pridana dalsi a touto pozitivni zpétnou vazbou by takovy, vlastné sbérny taxon mohl rist
ad absurdum. CoZ se bohuZel do znacné miry stalo, protoze se objevuji dalsi reportované nalezy
doprovozené vétsinou jen mikrofotografii (He & Choi 2015) nebo i (diskutabilni) sekvenci (Omar et al.
2017), pfipadné jen sekvenci (Vdacny et al. 2019).

V této studii jsem narazil na fadu izolatl, které spadaji do asamblaze HY. Ty napovidaji, Ze
diverzita ukryvajici se pod nazev M. hasei bude zfejmé az prekvapivé hojnd a spletitd. A i v tomto
pfipadé to budou nakonec molekularni data, ktera nam daji potfebné informace a kontext pro

hodnoceni morfologickych znakd.
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Tab. 5 Publikované morfotypy druhu Metopus hasei a jejich zakladni charakteristiky

Sondheim Foissner Dragesco & Foissner & Foissner & Capar Vdainy
Drageso- Agatha 1999 Agatha 1999 P y
1929 1981 . L 2007 2007
. Kernéis 1986 (JAR) (Namibie)
Charakteristika
délka (p) - 57-75 51 92-129 43-89 - 61-74
Sitka (p) - - 13 14-30 16-29 - 17-20
délka (nazivo) 70-90 70-100 80-90 - - 59-81 80-95
Sifka (nazivo) 17-24 13-18 - - - 17-21 20-30
AZM (pocet) - 17-20 17-20 21-26 15-18 15-17 13-18
SK (poget) - 10 - 14-16 10-16 10-11 10-13
FK (pocet) - 23-25 - 28-36 20-28 - -
NA ovalny/ickovy | ickovy iCkovy - ovalny (?) ovalny (?) | ickovy
asi v délce
CC (délka) buriky - 30 - - - -

Charakteristiky znacené (p) jsou méreny na burikach barvenych protargolem. Délky jsou uvedeny v um. AZM = zéna
adordlnich membranel, SK = somatické kinety, FK = falesné kinety, NA = jaderny aparat, CC = kaudalni cilia.

5.6.3 Pfipad Metopus minor a Longitaenia gibba

Obdobnou historii ma i dalsi zndmy druh skupiny IAC, Metopus minor. Po Kahlové prvnim popisu
(1927) prisla redeskripce W. Foissnera (1980) a nasledné jesté jedna (Foissner et al. 2002). Pro
nedostatek materialu provedena opét ze tfi riznych populaci, z Islandu (morfometricka data),
Namibie (kresby) a Keni. Dale pak autofi reportuji nalez i ve Venezuele bez dalSich dat (Foissner et al.
2002). Skla s obarvenymi preparaty se podle informace autor( ztratila (Foissner et al. 2002), takze ani
revize neni mozna. Aniz bych zabihal do podrobnosti, i v tomto ptipadé jde zjevné o kombinaci vice
druh(l vzhledem k zasadnim odliSnostem ve stavbé zény adoralnich membranel na vyobrazenich a

v popisu. Autofi synonymizuji své izolaty s Kahlovym popisem (1927) a jinymi publikovanymi popisy
(Vuxanovici 1962, Foissner 1980; Foissner et al. 2002). Pozdéji pribyl jesté jeden report

s morfologickymi daty (Capar 2007), kde se vSak opét zcela zasadné rozchazi pocet adoralnich
membranel (cca 15 vs. cca 6 ve Foissner et al. 2002). Nicméné to nebrani tomu, aby se zacal tradovat
dalsi kosmopolitni druh. Zjevnou misidentifikaci je pak nalez Esteban et al. (2000) ve vulkanickém
jezere. Jako v pfipadé M. hasei i zde byla nakonec publikovana sekvence bez jakychkoli doplfiujicich
dat (Vdacny et al. 2019). Podobné jako u M. hasei se autofi navzdory publikovanym morfometrickym
datlm soustredili jen na ty znaky, které maji dané izolaty spolecné. Na rozdil od vyse uvedené
diskuze o druhu M. laminarius zde bude mnohem sloZitéjsi celou situaci vyjasnit, pokud se to vibec

kdy podati.
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S pfipadem M. minor je i Uzce spjat druh Longitaenia gibba, jehoz morfologie byla recentné
velmi peclivé popsdna (Bourland et al. 2020). Je blizce pfibuzny skupiné IAC. Rod Longitaenia tvofti
spolec¢né se skupinou IAC skupinu LAC opét s velmi robustni podporou (Bourland et al. 2020).

Podle morfologie se zd4, pokud si opét dovolime spekulovat, Ze Caparlv (2007) M. minor by mohla
byt pravé Longitaenia gibba (Capar 2007). Ale jak neustale opakuji, ani sebepodrobnéjsi morfologicka
data neddvaji dostatecnou jistotu bez dalSiho kontextu, protoze nezname skutecnou diverzitu téchto

metopidd.

5.6.4 Jaké znaky maji smysl?

Radikalni zavér by mohl znit tak, zda by nebylo lepsi pfi popisu novych linii nebrat ohled na historické
popisy a ponechat si je jako muzejni zajimavosti a kuriozity. Ve svétle pfedchozich pripadu jsou
seznamy historickych synonym a kombinaci v ¢lancich ¢asto jen slohovym cvicenim. Ani diferencidlni
diagndzy pak nesplniuji svdj tcel, pokud jsou vystavény na tvrzenich, Ze se néco podoba ¢i nikoli, aniz
by se autor odkazoval na konkrétni popisy druhd, které porovnava. Jak je vidét z uvedenych pfipadd
pokryvajicich velkou ¢ast dosud znamé diverzity skupiny IAC, taxonomicka praxe zalozena na
morfologii mozna vytvafri spiSe chaos neZ uspofddany systém. Synonymizace a determinace podle
morfologie bude skoro vidy jen zboZnym pfanim nebo jen slabou hypotézou. Doufdm, Ze se mi
alespon trochu podafilo ilustrovat konfirmacni bias vnaseny autory. Selektivni vybér znakd
podporujicich uz pfedem vybrané feseni se neshoduje s védeckou praxi a pokud se chce taxonomie
metopidl povznést nad pouhé dohady, bude muset mnohem vice spoléhat na molekuladrni data. Jak
napovidaji uvedené pripady, bez nich se taxonomové nikdy nedohodnou, resp. jedina moznost shody
bude Cisté na zadkladé autority pfislusnych autord.

V plvodnich popisech z devatenactého a zac¢atku dvacatého stoleti bylo informaci ¢asto
velmi malo. Pfesto se mnozi autofi nezdrdhali synonymizovat nebo chapat své nalezy jako
konspecifické s témito popisy. Postupné prevladla predstava lepsi systematizace morfometrickych
dat do tabulky. Takto pojata tabulka se potom dale rozristala o dals$i mozné ,znaky”. Pficemz krom
poctu membranel, kinet apod. jde hlavné o vzdalenosti, a to ¢asto velmi obtizné méfitelné. Bud'
proto, Ze jsou pfilis kratké (napf. vzdalenost od anteriorniho konce burky k anteriornimu konci zény
adoralnich membranel) nebo silné zavisi na typu fixace a stavu burky pred fixaci (napf. vzdalenost od
anteriorniho konce burky k posteriornimu konci makronukleu). V morfometrickych datech jsou tak
hned dva typy nejistot. Prvni vyplyva z nemoznosti danou strukturu zmérit (napf. konec AZM zakryty
silné zbarvenym makronukleem nebo nemozZnost spocitat falesné kinety perizonalniho pruhu kvali

vyrazné torzi buriky a jejimu komplikovanému trojdimenzionalnimu tvaru). To mlzZe vést a vede ke
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zkresleni zejména u délky paroralni membrany, napf. se to zdd velmi pravdépodobné ve Vdacného
studii (2007). Zacatek paroralni membrany byva u obtiZznéji barvitelnych zastupct skupiny IAC ¢asto
Spatné viditelny. Variacni koeficient (CV) délky paroralni membrany je u zminéného popisu M. hasei
(Vdacny 2007) 34,5 %, coz je uz velmi podezield hodnota. V pozdéjsi publikaci (Vdacny & Foissner
2017a), kde stejny autor popisuje Sest jinych druht metopidd, je maximalni hodnota CV 15,4 % a
zejména torzi preordiniho dému nebo celé buriky. Druha nejistota spociva v odliSné zkuSenosti a
metodach taxonomU. Metoda barveni i typ fixativa maji vliv na tvar buriky, ma ho stav predchazejici
fixaci, napt. vystaveni plisobeni kysliku pfi omyvani bunék nebo mnozstvi potravnich vakuol. U
makronukleu dochazi napfiklad k rozvolnéni, a tim k morfometrickému zvétseni makronukleu (obr.
11 A), ke zménam jeho pozice a obé tyto hodnoty maiji vliv na mnozstvi vysledku. Celkové pocty
zpracovavanych bunék pro danou statistiku ¢asto neprekracuji 15, jako nutné minimum se bere 10. Je
to sice pravdépodobné pfili§ malo, ale tento Uzus vyplyva spise z obtiznosti nebo nemoznosti ziskat
dostatecny pocet bunék u vzacnych a malo abundantnich metopidi. TakzZe presto, Ze je Zadouci a
Casto uvadény nahodny vybér bunék, z riznych divodl ndhodny neni. Ke zvysovani poctu mérenych
atributl s oddvodnénim, Ze se to tfeba v budoucnu bude hodit, jsem proto skepticky.

KdyzZ se obratim ke kvalitativnim znaklm, mohu uvést jako ptiklad pro tuto praci navrienou
typologii jaderného aparatu. Idealni typ se pochopitelné nevyskytuje u viech jedinct ve vsech fazich
bunécného cyklu. Podle studie morfogeneze druhu Metopus hasei (nepodafilo se mi zjistit, o ktery
izolat se jedna) a M. inversus (Foissner & Agatha 1999) se zd3, Ze by se hypoteticky mohla pozice
mikro- a makronukleu a tvar makronukleu béhem bunééného cyklu ménit do té miry, Ze by metopid
vystridal vice typU. Ze statistického hlediska by to ovsem nemélo predstavovat vazny problém.
Jakmile se vSak vykro¢i mimo skupinu IAC, da se ocekdvat, Ze se jisté najde metopid s jadernym
aparatem podobnym nékterému z typU pouZitych pro skupinu IAC. Podstatnym predpokladem pro
smysluplné pouZziti morfologickych znaki je tak podle mého nazoru upfednostnéni molekularnich
znaka. Jinymi slovy, pokud je dan kontext na zakladé genetickych nebo lépe genomickych dat, pak ma
smysl pouzit morfologické znaky pro definici taxonu. Pokud dva izolaty vykazuji shodu genetickou, ale
lisi se morfologicky, pak bych doporucil zastavat konzervativni pfistup a nevytvaret dva taxony,
dokud nebude vice molekuldrnich dat. Tento konzervatismus mi pfijde opodstatnény, na rozdil od
konzervatismu cCisté morfologického, ktery vedl k ustaveni vyse probranych druht Metopus hasei a

M. minor. Otazka tedy nezni, jaké znaky maji smysl, nybrz kdy ma dany znak smysl.
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5.7 Ekologie a habitaty

Rozsifeni metopidll ze skupiny IAC se zda byt kosmopolitni a viceméné konzistentni s ubikvitni teorii
rozsifeni mikroorganizmu (Fenchel & Finlay 2004). Opakované to bylo dokladano na druzich Metopus
hasei nebo M. minor (napf. Foissner & Agatha 1999; Foissner et al. 2002; Vdacny et al. 2019). Jak
bylo oviem ukazano vyse, dlvéryhodnost téchto spisSe ,,sbérnych” druhi je diskutabilni. D3 se tedy
souhlasit s rozsifenim metopidd skupiny IAC vSude mimo Antarktidu, nicméné uZ ne s tim, Ze jsou po
vSech kontinentech rozsiteny konkrétni druhy. Navic byla v nedavné dobé popsana fada novych
morfologickych druh(l z Austrélie (Vdacny & Foissner 20173, b). To jako by naopak hovofilo pro
urcitou biogeografii skupiny IAC. Je zajimavé, Ze autofi zminénych popist novych druh( z Australie
nasledné ziejmé ze stejnych vzork( izolovali DNA, kterou vsak pfiradili k dfive popsanym druhtim (M.
hasei, M. minor) a publikovali v jiné studii (Vdacny et al. 2019).

Vzhledem ke slozité situaci spojené s globdlni pandemii onemocnéni COVID-19 nebylo
snadné pro potreby této prace ziskavat vzorky z jinych kontinent(. Zkusil jsem tedy fesit problém
opaéné. V ramci Ceské republiky se podafilo izolovat DNA dvou druhd, jejichZ publikované sekvence
genu pro 18S rRNA nepochazeji z organizm( izolovanych v Evropé. Je to Atopospira galeata Kahl,
1927 se znamymi sekvencemi z USA a Austrdlie (Bourland & Wendell 2014, Vdacny et al. 2019). Dale
Metopus laminarius sensu Bourland et al. 2014, u? dfive potvrzen z Ceské republiky J. Rotterovou
(2015). Vedle toho se podafilo najit v ramci linie B dvé linie (v jednom pfipadé pravdépodobné
nalezejici stejnému druhu) blizce pribuzné environmentalnim sekvencim z Colorada, USA. A za
zminku stoji také témér identické sekvence izolatd LIPKY11H (CR) a KENHO1 (Kefia). To viechno jsou
indicie pro to, Ze by predstava pro kosmopolitni rozsifeni metopidd skupiny IAC mohla byt
opravnéna. Bude vsak tfeba provést dikladnéjsi sampling z rGznych kontinentd, jak to udélali autofi
Bourland et al. (2017a) v pfipadé druhu Metopus es.

Zajimavym zjisténim je blizka pfibuznost tfi sekvenci analyzovanych izolatd se tremi
environmentalnimi sekvencemi z jedné lokality, Rifle (Colorado, USA) (Holmes et al. 2013). Tyto
environmentdlni vzorky pochazi ze zaplavové zény feky Colorado z oblasti byvalého uranového a
kobaltového dolu. Dvé z téchto sekvenci byly pfibuzné mé linii B, coZ dava smysl uz proto, Zze mé
izolaty jsou ze vzorkl pldy ze biehu sladkovodnich ploch. Pfekvapiva je pfitomnost sekvence
HF568850 v linii A, tedy brakicko-mofské. Je blizce pfibuzna izolatu KORISSION ze slaného jezera
z ostrova Korfu. Vysvétleni se nabizi tfi. Bud' jsou podminky v lokalité u feky Colorado kvali
mineralnimu sloZeni pady ¢i podlozi vhodné pro halofilni druhy, nebo jsou alespon néktefi zastupci

z linie A tolerantni ke slané i sladké vodé. Posledni mozZnosti je, Ze izolat KORISSION nebyl ve
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skutecnosti halofilni, ale jen docasné halotolerantni, protoZe se ho nepodafilo udrzet. Tyto hypotézy
budou muset byt ovéfeny experimentalné a nejlépe i novym samplingem linie A.

Vzhledem k tomu, Ze i nase nové nalezené , druhy” a také dfive ¢i recentné publikované
molekularné ¢i jen morfologicky popsané druhy metopidd z linie IAC (Bourland & Wendell 2014,
Bourland et al. 2018b; Foissner & Agatha 1999; Omar et al. 2017; Vdacény & Foissner 2017a, 2019)
pochazeji zejména z pldnich a sedimentarnich vzork(, da se divodné ocekavat, Ze pravé vyzkum
téchto typu vzork( prinese objev dalSich dosud neznamych zastupci. To, Ze metopidi ze skupiny IAC
byli izolovani ze sladkovodnich, brakickych, morskych sediment( i z pldy, znadi, Ze jsou schopni
prosperovat v Sirokém spektru prostredi, coz mlZe souviset i s jejich schopnosti adaptace a s
Uspésnym prechodem z Zivota v sedimentu do stfev Zivocichll. BohuZel, vzhledem k tomu, Ze
podstatnd cast jejich diverzity je dosud zjevné nepopsana, nemohla zatim vyvstat ani tato otdzka.
Proto je nutné podrobné a molekularné podlozené poznani jejich diverzity jako pfedpokladu pro dalsi

vyzkum.

69



6 Zaver

V ramci této prace se podafrilo zmapovat dosud neznamou diverzitu metopid( skupiny IAC. Provedl
jsem zakladni fylogenetickou analyzu na zékladé genu pro 18S rRNA a odhalil tfi dobfe podporené
linie, které by mohly byt novymi rody v ramci ¢eledi Metopidae a fadu dalSich zajimavych linii.
Provedl jsem i stru¢nou charakteristiku jednotlivych linii po morfologické strance a provedl| detailni
popis jedné, v ramci studia metopidl dilezZité, linie sekvenéné totozné s druhem Metopus laminarius
sensu Bourland et al. (2014). Izolaty se v kulturach dafi trvale kultivovat a navrhl jsem i zplsob, jak
pomoci archivu vzork( uchovavat metopidy i v podobé cyst, pfip. odhalovat ze starych vzorkua dfive
neprojevenou diverzitu. Soucasné jsem se pokusil rozplést nékteré komplikované pripady jiz
popsanych druh( ze skupiny IAC. | to by mélo pfispét k umenseni taxonomického chaosu v ramci této
skupiny. Zaroven jsem se pokusil vyvodit z téchto pripadl obecnéjsi zavéry a doporuceni pro dalsi
taxonomickou praci s metopidy.

Jsem presvédcen, Ze se podafilo splnit vSechny vytcéené cile a pfipravit tak padu pro dalsi
vyzkum. VSechny praktické i teoretické ¢asti této prace jsou totiz nezbytnym predpokladem pro dalsi
studium diverzity metopidl skupiny IAC modernéjsimi, fylogenomickymi metodami, studium vztahu
volné Zijicich a endosymbiotickych skupin a samotného prechodu na endosymbioticky styl Zivota,
studium ekologickych vztahd v rdmci anaerobnich habitat(i a pfechodu ¢i tolerance slaného a

sladkého vodniho prostfedi, studium morfogeneze nalevnik( a dalSich oblasti.
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