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V této praci budou pouzivany nasledujici pocesténé nazvy:

Pro tad Diplomonadida: diplomonady (femininum, genitiv plurdlu ,,diplomonad®).

Pro ¢eled’ Enteromonadidae: enteromonady (femininum, genitiv plurdlu ,,enteromonad®).
Pro rod Trepomonas: trepomonas (femininum, genitiv singularu ,,trepomonady*).

Pro skupinu Fornicata: fornikata (neutrum, genitiv pluralu ,,fornikat®).

Pro rod Giardia: giardia (femininum, genitiv singularu ,,giardie*).



Abstrakt

Rad Diplomonadida, ktery spada do skupiny Fornicata (Metamonada), je skupina anaerobnich
prvokii, z nichz vétSina jsou endobionti. NejzndméjSim zastupcem tohoto tadu je Giardia
intestinalis, parazit napadajici mimo jiné i ¢lovéka. Giardii se jiz vénoval nespocet riznych
studii, nicméné¢ diplomonady maji 1 voln¢ zijici zastupce. Ti byli donedavna vyzkumem
opomijeni, a to 1 navzdory tomu, ze voln¢ Zijici diplomonady se vyvinuly z endobiotickych

predkt a jsou tedy jednim ze vzacnych exemplart sekundarné volné Zijicich organismu.

Celkem jsme ziskali a analyzovali 65 novych sekvenci genu pro SSU rRNA diplomonad
ze skupiny Hexamitinae, pficemz 58 z nich patfilo volné Zijicim zéstupciim. Studovali jsme
morfologii vybranych izolatl rodt Trepomonas, Hexamita a Gyromonas, a jako prvni jsme se
zabyvali ultrastrukturou druhu Trepomonas rotans. V nasi fylogenetické analyze se rod
Hexamita rozdé€lil na Ctyti neptibuzné linie a jedna z nich je potencidlné brakicka/slanovodni.
Rovnéz rod Trepomonas vysel jako polyfyleticky, jelikoz druh T. rotans se oddélil od zbytku
trepomonad. Domnivame se, ze by se mohlo jednat o novy rod. Ultrastrukturni studie navic u

T. rotans odhalila pfitomnost unikatnich povrchovych Supin.

Studie ptibuznosti volné zijicich a endobiotickych diplomonad, i rozpad unizoickych
zastupcli do nékolika odd€lenych skupin naznacuji, ze evoluce volné Zijicich diplomonad je

slozit&jsi, nez by se mohlo na prvni pohled zdat, a je opravdu hodna podrobného studia.

Klicova slova: Diplomonadida, fylogeneze, Hexamita, Trepomonas.



Abstract

Free-living diplomonads are an interesting, but underrated part of genus Diplomonadida.
Belonging to Fornicata (Metamonada), diplomonads are anaerobic protists lacking classical
mitochondrion. Most of them are endobiotic with Giardia intestinalis being the most well
known as well as the main focus of many studies. Free-living diplomonads on the other hand,
whilst claimed to be secondarily free-living and therefore are an interesting subject of
phylogenetic studies, have been largely neglected.

We obtained and analyzed 65 new sequences of diplomonad SSU rRNA gene, of which
58 belonged to free-living species (specifically genera Gyromonas, Hexamita, Trepomonas and
Trimitus). We also performed a light-microscopic morphological study of selected strains. The
ultrastructure of Trepomonas rotans was studied for the first time.

Our phylogenetic analysis revealed genus Hexamita and also genus Trepomonas
as polyphyletic. Trepomonas rotans, which forms a separate branch related to genus Hexamita,
may actually be a novel genus. This is further supported by the fact that this species has the cell
covered in scales, which is a trait unique in Diplomonadida. Our results show a complex
evolutionary process in free-living diplomonads, therefore being genuinely worthwhile of

further research.

Key words: Diplomonadida, phylogeny, Hexamita, Trepomonas.



Uvod

Rad Diplomonadida (diplomonady) spadd do skupiny Fornicata spole¢né s fadem
Retortamonadida, celedi Caviomonadidae a Carpediemonas-like-organisms (CLOs)
(Grassé, 1952; Cavalier-Smith, 2003; Hampl et al., 2005). Sklada se pfevazné ze zastupcii
s endobiotickym zpisobem zivota, mezi nimiz mizeme najit jak komenzaly, tak parazity
ekto- 1 endotermnich Zivocicht, ¢lovéka nevyjimaje. Volné Zijicich zastupcii diplomonad je
mensina a az doneddvna se jim nevénovala vétSi pozornost, protoze byli zastinéni svymi
slavnéjS§imi parazitickymi piibuznymi. Studium se vzdy zaméfovalo na endobiotické
diplomonady, pfedevS§im na parazita Giardia intestinalis, ktery napada i ¢loveka. Infekce se
muze obejit bez vyraznéjSich projevil, ale miize zpisobit i velmi vazné prijmové onemocnéni
spojené s malabsorpci Zivin. Neni tedy nijak piekvapivé, Ze se pozornost upiela pravé
na giardii. Velmi vyznamny je ale i rod Spironucleus, jehoz ptislusnici jsou obligatni endobionti
a napadaji ryby, ptaky i savce (Adam, 2017).

Voln¢ zijici diplomonady vzdy byly spiSe na okraji védeckého z4jmu. VétSina dnes
znamych druhl byla objevena uz v 19. stoleti (Dujardin, 1841; Klebs, 1892) a zhruba
od poloviny dvacatého stoleti nebyly popsany vibec zadné dalSi druhy volné Zijicich
diplomonad (coz je pon€kud s podivem, kdyz vezmeme v Givahu, Ze alespoii néjakou buiiku I1ze
nalézt v sedimentu témét jakékoliv stojaté vodni plochy). Vysvétlit to lze jednak pomérné
komplikovanou kultivaci a manipulaci, a jednak faktem, Ze zdaleka nejzajimavéj$i se na volné
zijicich diplomonddach zda byt jejich fylogeneze. S ohledem na to, Ze rozmach intenzivniho
vyzkumu fylogenetickych vztahli je pomérné nedavného data, je pochopitelné, ze teprve
v posledni dobé se zaCina v&€da o voln€ zijici diplomonady opét trochu zajimat. Podle
fylogenetickych analyz — jak molekularnich, tak morfologickych — je uz delsi dobu zfejmé,
ze se voln¢ zijici diplomonady vyvinuly z endobiotickych predkt, a to dokonce nékolikrat
nezavisle na sobé¢ (Siddall et al, 1992; Simpson, 2003; Kolisko et al.,, 2005;
Kolisko et al., 2008). Jsou tedy Zzivoucim ptikladem jinak neobvyklého jevu, kdy dojde
k sekundarni adaptaci piivodné endobiotického organismu na Zivot ve vnéjSim prostiedi.
Mnozstvi DNA sekvenci ve fylogenetickych studiich bylo nicméné az dosud vzdy velmi malé,
a proto jsme zalozili rozsahlou sbirku kultur volné Zijicich diplomonad a prostudovali jsme
jejich biodiverzitu pomoci analyzy genu pro SSU rRNA (Mazancova et al., 2023).

Buniky diplomonad jsou v mnoha ohledech pozoruhodné. ProtoZze diplomonady Ziji
v prostiedich chudych na kyslik, nemaji klasické mitochondrie, ale pouze jejich redukované

verze (anglicky mitochondrion-related organelles — MROs) — hydrogenosomy nebo mitosomy



(Roger et al., 1998; Tachezy et al., 2001; Tovar et al., 2003; Millet et al., 2013; Jelstrom-
Hultquist et al., 2013; Yubuki et al., 2017; Vargova et al., 2022). Chybi rovnéz klasicky Golgiho
aparat (Eyden and Vickerman, 1975) i dalsi nékteré struktury — napiiklad klenutd B-fibrila,
ktera je jedinou znamou ultrastrukturalni synapomorfii skupiny Fornicata (Simpson, 2003).
Bicikovy aparat diplomonéad je asociovany s jadrem, spole¢né tvoii utvar zvany karyomastigont
(Brugerolle, 1975). Bunky maji bud’ jeden, nebo dva karyomastigonty a podle toho se d¢li
na unizoické a diplozoické. Mezi unizoické diplomonady, také zvané enteromonady (diive
celed’ Enteromonadidae (Kulda and Nohynkova, 1978), patfi rody Enteromonas a Trimitus.
Diplozoickou stavbu maji napiiklad vySe zminéné rody Giardia a Spironucleus, a dale pak
voln¢ zijici rod Trepomonas nebo rod Hexamita, ktery zahrnuje volné Zijici i endobiotické
druhy. Jadra diplozoickych diplomonad jsou umisténa symetricky v ptedni ¢asti bunky a jejich
tvar se mezi druhy riizni, od kulatych az po pilmésicové zaktivend. Buiikky maji nejcastéji Ctyti
pary bicikid, nékteré rody vSak maji méné — Trigonomonas ma tii pary (Klebs, 1892)
a Gyromonas dokonce jen dva pary (Seligo, 1886). VétSina diplomonad ma cytostomy — bud’
tubularni nebo kapsovité, v obou ptipadech vSak asociované se zpétnym bicikem (Brugerolle,
1975). Nékteré rody diplomonad cytostomy zcela ztratily (napt. Giardia) a Zivi se pinocytézou
(Brugerolle, 1975; Desser et al., 1993, Brugerolle and Miiller, 2000).

Podle analyz genu pro SSU rRNA ani unizoické, ani diplozoické diplomonady netvofi
monofyletické linie (Siddall et al.,, 1992; Simpson, 2003; Kolisko et al.,, 2005;
Kolisko et al., 2008), jedna se tedy o morfotypy. V soucasné dobé se fdd Diplomonadida déli
na dvé podceledi: Hexamitinae a Giardiinae (Kolisko et al., 2008) (v jinych klasifikacich jsou
tyto taxony pojmenovany Distomatina a Giardiina (Cavalier-Smith 2013). Skupina
Hexamitinae (Distomatina) zahrnuje jak diplozoické, tak unizoické zastupce, do skupiny

Giardiinae (Giardiina) pak spadaji pouze diplozoic¢ti endobionti bez cytostomtl.

Shrnuti vysledki

Nase sbirka obsahovala celkem 58 kultur voln¢ zijicich diplomonad z anoxickych sedimentt.
Tyto pochazely predevS§im ze sladkovodniho prostfedi, pouze dva vzorky (izoladt NORSKO
aizolat AYEN) byly prokazatelné odebrany z brakickych vod. Dale jsme kultivovali Sest
endobiotickych linii ze stfev hmyzu, z pijavic a z vykalG Zab. Kultury v pfevazné vétSing
pfipadi nebyly monoeukaryotické a obvykle se vnich nachazely také organismy

z nasledujicich skupin: Heterolobosea, Euglenozoa, Ciliophora, ptilezitostné 1 z jinych. VétSina



kultur byla spiSe nestabilni, ackoliv kultivatni podminky byly zachovavany stale stejné.
V nepravidelnych intervalech dochédzelo k vyraznym vykyvim v hustoté¢ bunék i v jejich
celkové kondici — napf. rychlosti pohybu nebo tvaru. I stabilni kultury mélokdy doséhly vyssich
hustot bun¢k diplomonad a v n€kolika ptipadech dokonce do t¢ doby zdanlive stabilni a dobie
narostld kultura nahle uhynula. Prace s volné zijicimi diplomonadami tedy byla pomérné

komplikovana a vyzadovala pfizpisobivost aktualnimu stavu kultur.

Svételna mikroskopie

Rod Trepomonas

Podle morfologie jsme urcili ¢tyfi druhy rodu Trepomonas, a to T. agilis, T. latecapitata,
T steinii a T. rotans. Bunky trepomonad v nasich kulturdch byly v souladu s literaturou
ptedozadné zplostélé, mély vice €1 méné oteviené, dobie viditelné kapsovité cytostomy a tvar
jader byl pilmésicovy nebo kapkovity. Dva pary bi¢ikli se nachédzely v prvni tietin€ bunky
a druhé dva pary v kapsovitych cytostomech, odkud mohou, ale nemusi vy¢nivat ven. Buiky
byly spiralné zakroucené, vyjma bunék druhu 7. rotans, které byly sice vyrazné predozadné
zplostélé, avSak spirdlni zakrouceni nebylo pfitomno.

Dvacet tfi kultur bylo identifikovéno jako ptisluSnych k rodu Trepomonas, ale jejich
morfologie se neshodovala s zaddnym z dosud popsanych druhti. Podle nasi fylogenetické
analyzy se tyto trepomonady rozdé€lily do tfi oddélenych linii, které si jsou blizce ptibuzné.
Mezi izolaty z téchto tfi skupin trepomondd byly zaznamenéany rozdily v morfologii (tvar
bunky, Sife kapsovitych cytostomil) a tyto korespondovaly s umisténim izolath v odliSnych
liniich. Dvé endobiotické kultury z larev broukd podle vzhledu svych bunék rovnéz pattily
do rodu Trepomonas, ale jejich kultivace nebyla uspé€sna a nebylo mozné je tedy podrobné
prostudovat.

Provedli jsme také méteni zivych bun&k vSech pozorovanych druht i linii trepomonad.
Nejvétsim druhem je 7. agilis s primérnou délkou buniky 15,6-16,1 um v zavislosti na izolatu
anejmens$im 7. steinii s prumérnou délkou bunky 9,6-11,4 um.

Béhem studia preparatli barvenych protargolem jsme zaznamenali u 7. rotans silné
obarveni okraje bun¢k, které se ovSem neobjevovalo u stejné¢ zpracovanych preparatti zadné

jiné diplomonady, se kterou jsme pracovali.

Rod Hexamita
Sedm z naSich kultur obsahovalo zastupce rodu Hexamita. Jejich morfologie byla ve vSech

ptipadech, az na drobné odchylky velikosti, stejna. Buiiky nebyly pfedozadné zplostélé, jejich
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piedni ¢ast byla obla a zadni Cast rovna. Jadra méla kulaty nebo elipsoidni tvar. Cytostomy byly
uzaviené, tubularni a na svételném mikroskopu byly Spatné viditelné. Velmi charakteristické

jsou dva dlouhé vlecné biciky. Velikost bun€k se pohybovala v rozmezi kolem 12—14 pm.

Rod Gyromonas

Rod Gyromonas jsme pozorovali pouze ve tiech kulturach a vSechny tfi jsme urcili jako druh
Gyromonas ambulans. Fylogeneticka analyza posléze potvrdila, ze vSechny izolaty patii
ke stejnému druhu. Jsou to nejmensi z nami pozorovanych diplomonad, primérna délka bunky
Cinila 7,1 um. Pozorované bunky m¢ély trojuhelnikovity tvar bez spiralniho zakrouceni, dva
uzké kapsovité cytostomy a dvé Spatné viditelnd jadra ptlmésicového tvaru. Biciky jsme
pozorovali pouze vyjime¢né. Bunky Casto ptisedaly k povrchu a poté jsme u nich pozorovali

metabolicky pohyb.

Elektronova mikroskopie

Buiiky rodu Trepomonas rotans (izolat FB, vyznacujici se dobrou kondici a relativni stabilitou
v kultufe) jsme studovali pod transmisnim a skenovacim elektronovym mikroskopem. NaSe
data ukdazala, ze cely povrch bunék — kromé prostoru cytostomalnich kapes — je pokryt
Supinkovitymi utvary. Tyto Supiny maji kloboukovity tvar a jsou 60 nm Siroké a 40 nm vysoké.
Tt pary bicikl jsou ukotveny v té€sné blizkosti nad cytostomalnimi kapsami — jeden par smétuje
vpied a zbylé dva pary vzad. Ctvrty par bigikil, ktery rovnéz sméfuje vzad, je ukotven uvniti
cytostomalnich kapes, v jejich horni ¢asti. Tento par bicikl je nejkratsi, svou délkou odpovida

zhruba délce cytostomalnich kapes, a na rozdil od zbylych tii part bi¢ikl prochazi skrz kapsy.

Molekularné-fylogeneticka analyza zaloZena na genu pro SSU rRNA

V nasi fylogenetické analyze jsme zpracovali celkem 65 izolath pfedev§im volné Zijicich
diplomonad, u kterych jsme sekvenovali gen pro SSU rRNA. VSechny izolaty spadaji
do skupiny Hexamitinae, ktera se v souladu s pfedchozimi studiemi rozd¢€lila na tfi linie
(Jorgensen & Sterud, 2007; Kolisko et al., 2008). Dvé ze tfi linii se sklddaji vyhradné
ze zastupcl rodu Spironucleus — prvni skupina ze Spironucleus salmonicida, S. barkhanus a
S. torosa a druhd ze S. vortens a S. salmonis. Ve tieti skupiné se nachéazi zbylé druhy rodu
Spironucleus a vSechny ostatni rody patfici do Hexamitinae (tedy Trepomonas, Hexamita,
Gyromonas, Enteromonas, Trimitus), véetn¢ vSech environmentalnich sekvenci a nepopsanych

izolath PYX, PSEUD a CERAT3.
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Fylogenetické vztahy ve tieti skupin¢€ zstavaji nejasné, jelikoz zadna z vnitinich skupin
v nasi analyze neméla vysokou podporu. Pozice vétve obsahujici Spironucleus muris
a S. meleagridis se ménila v zavislosti na pouzit¢é metod¢ analyzy. Unizoické
diplomonady — enteromonady — se rozdélily do tii neptibuznych linii, pficemz rodu Trimitus
byl s vysokou podporou ptibuzny diplozoicky druh Gyromonas ambulans. Rod Trepomonas
rovnéz nevytvoril monofyletickou skupinu, protoze druh 7. rotans se v nasi analyze umistil jako
blizce ptibuzny rodu Hexamita (konkrétné liniim III a IV, viz nize). Tato pozice sice nebyla
podpofend, ale objevila se v obou metodach analyzy. Zbytek rodu Trepomonas vytvoftil
nepodpoienou skupinu, ktera obsahovala druhy 7. steinii, T. latecapitata, T. agilis,
endobiotickou Trepomonas sp. 1 a dalsi tfi linie dosud nepopsanych trepomonad
(Trepomonas spp. 2—4). Endobioticka Trepomonas sp. 1 vysla blizce ptibuzna k 7. agilis. Linie
2 a 3 byly dobfe podpofeny, naopak linie 4 neméla v nasSi analyze podporu. V linii
Trepomonas sp. 2 se nachazi jiz diive publikovany izolat PPS6 (Kolisko et al., 2008).

Rod Hexamita se v nasi fylogenetické analyze rozpadl do Ctyf samostatnych linii,
které jsme pracovné oznacili jako I — IV. Do prvni linie spadaji environmentalni sekvence
a CtyfinaSe izolaty. Linie II obsahuje endobioticky druh H. nelsoni, ktery parazituje na tstficich.
K nému se zatadil nas volné Zijici izolat SEBS, nicméné tato pozice neméla podporu. Dobie
podpoiend vsak byla linie III, do které patti volné zijici H. inflata, nicméné k ni se zaradil

1 endobioticky strain PI1. Do ¢€tvrté linie pak spadaji izolaty BOTAN1 a ZOO]1.

Diskuse

Morfologie

Celkem jsme svételnou mikroskopii a fylogenetickou analyzou genu pro SSU rRNA v naSich
kulturach urcili ptitomnost nasledujicich ¢tyt rodt diplomonad: Trepomonas, Hexamita,
Gyromonas a Trimitus. K ur€ovani jsme pouzivali studii Klebse (1892) a kli¢ sestaveny

Mylnikovem (1985).

Trepomonas Dujardin, 1841. Identifikovali jsme Ctyfi z momentalné popsanych Sesti
druhti: 7. agilis Dujardin, 1841, T. latecapitata Skuja, 1956, T. steinii Klebs, 1892 a T. rotans
Klebs, 1892. Vzhledem ke zna¢né morfologické diverzit¢ a rozdilim ve zpisobu pohybu
viditelnym na prvni pohled, byly izolaty téchto druhd snadno urcitelné. Hodn¢ izolat rodu

Trepomonas vSak nebylo mozné urcit, protoze po porovnani naSich dat s literaturou jejich
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morfologie neodpovidala zddnému dosud popsanému druhu rodu 7repomonas. Potencialné se
tedy jedna o nové, dosud nepopsané druhy. Béhem fylogenetické analyzy tyto izolaty vytvorily
tii jasn¢ oddélené linie, coz podporuje nasi domnénku. Neméme ovSem dostatek
morfologickych dat na to, abychom mohli ustanovit stabilni rozpoznédvaci znaky a druhy

formaln¢€ popsat.

Hexamita Dujardin, 1841. Vinou vysoké citlivosti bun¢k rodu Hexamita na zmény
prostiedi, a tedy celkové komplikované manipulace, jsme opatfili malo morfologickych dat
nato, aby se nam podafilo urCovat druhy naSich izolath. Pozorovali jsme sice rozdilnosti
v morfologii mezi rGznymi izolaty — konkrétné v délce a tvaru bunky a také ve viditelnosti
cytostomil —, stejné jako u ¢asti izolatti rodu Trepomonas v$ak nebylo mozné tyto rozdily pouzit
jako stabilni poznéavaci znaky.

Vzhledem k tomu, Ze vSechny izolaty volné Zijicich diplomonad, se kterymi jsme se
dosud setkavali, byly sladkovodni, zaujala nas u rodu Hexamita existence potencialni brakické
nebo slanovodni linie. Izoldt NORSKO (linie I) pochazel z brakickych vod, stejné jako izolat
AYEN (rovnéz linie I). Pfesné misto odbéru zbylych ptibuznych izolath nebylo mozno dohledat
— zaroven vSak nebylo mozno zcela vyloucit, Ze byly odebrany z brakickych nebo slanych vod.
Environmentalni sekvence piibuzné s NORSKO a AYEN také pochazely z brakického nebo
salinniho prostiedi. Bylo by potieba vice dat na potvrzeni existence slanovodni linie. Nebylo
by to v8ak poprvé, co byla v ramci volné Zijicich diplomonad objevena, jelikoZz uz Ruinen
(1938) popsal motsky druh rodu Gyromonas. Slanovodni ptivod by potvrzoval, Ze rod Hexamita

neni monofyleticky.

Gyromonas Seligo, 1886. Rod Gyromonas obsahuje dva druhy: Sladkovodni
G. ambulans Seligo, 1886 a slanovodni G. salinus Ruinen, 1938. S ohledem na prostiedi

1 na velikost buniky, jsme naSe izolaty identifikovali jako G. ambulans.

Fylogeneze a evoluce

Jakkoliv jsme byli spokojeni s rozsahem na$i sbirky kultur a vyslednym poctem témét

60 novych izolatd, jsme si v€domi, Ze analyzy samotného genu pro SSU rRNA nemaji

dostatecnou silu, abychom mohli povazovat fylogenetické vztahy volné zijicich diplomonad

za vyfeSené. Rozhodné¢ ale tato analyza poskytuje zajimavy vhled do evoluce Hexamitinae.
Rod Spironucleus, ktery se nachdzi na bazi Hexamitinae, v nasi analyze vySel

parafyleticky. To je souladu s dal$imi studiemi, které dosly ke stejnému zéavéru
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(napft. Leger et al., 2017). Jeho vzhled s tubularnimi cytostomy by tak mohl byt ancestralnim
pro skupinu Hexamitinae. Fakt, Ze rod Hexamita nevySel jako monofyleticky, neni tedy nijak
prekvapivy — buniky maji plesiomorfni vzhled velmi podobny rodu Spironucleus, od kterého se
1i§1 pouze tvarem jader.

Zjisténi, ze je mozné, ze ani rod Trepomonas nemusi byt monofyleticky, uz je
zajimavéjsi. Nezavisly vznik kapsovitych cytostomt u diplomonad se ndm sice zda spiSe
nepravdépodobny, ale druh Trepomonas rotans se morfologicky tak vyrazné odlisuje od zbytku
trepomonad, Ze by nakonec mohlo teoreticky jit i o odlisny rod. Absence spiralniho zakrouceni
buiiky u tohoto rodu a silné predozadni zploSténi spolecné s vyraznymi, otevienymi
cytostomalnimi kapsami davaji bunkam unikatni vzhled a rovnéz velmi charakteristicky zptisob
pohybu. Na druhou stranu, ultrastrukturdlné je 7. rotans podobna ostatnim trepomonadam,
coz by mluvilo pro monofylii tohoto rodu. Zajimavosti 7. rotans jsou ovSem Supiny,
které pokryvaji cely povrch bunky kromé cytostomdlnich Skvir. Tyto Supiny byly viditelné
dokonce i na preparatech barvenych protargolem, ktery u 7. rotans siln¢ obarvoval okraje
bun¢k, coz se u ostatnich druhti trepomonad (které Supiny nemaji) nedélo. Pfitomnost Supin
na membran¢  diplomondd a  fornikdt pfindSime vnas$i studii  jako  prvni
(Mazancova et al., 2023). V ramci diplomonad zatim byla zaznamenéana pouze jedina vzdéalena
podobnost tomuto jevu — takzvand symetrickd membrana u druhu Trepomonas agilis
(Eyden & Vickermann, 1975), ktera rovnéz pokryva celou buinku kromé povrchu
cytostomalnich Skvir. Existence unikatnich Supin u 7. rotans opét stavi tento druh do pozice
potencialniho nového rodu.

Vzhledem k tomu, Ze vSichni zéstupci rodu Giardia a Spironucleus jsou endobioticti,
se zda nejpravdépodobnéjsi varianta, ze posledni spolecny predek skupiny Hexamitinae zil
rovnéz endobiotickym zpiisobem Zzivota. Nicménég, pokud to tak skute¢né je, znamend to,
ze vSechny volné zijici diplomonady musi byt sekundarn€ volné zijici. Druhou mozZnosti je,
ze posledni spole¢ny predek byl volné Zijici a jednotlivé linie rodu Spironucleus a enteromonad
pronikly do hostitelli nezavisle na sobé a rovnéz nezavisle na endobiotickych giardiich. Prvni
ztéchto dvou hypotéz byla podpotfena predeSlymi studiemi (napiiklad Xu et al., 2016).
V kazdém ptipad¢ je evoluce endobiotického zplisobu Zivota u diplomonad velmi zajimava
aneméné¢ komplikovand — voln€ Zijici druhy se vyvinuly nckolikrat nezavisle na sobé
z endobiotickych pfedkii, anebo naopak. Blizk4 ptibuznost urcitych endobiotickych a volné
zijicich diplomonad — a to nejen v nasi studii (Kolisko et al., 2008) — to jen potvrzuje. V nasi
studii jsme tento jev zaznamenali n¢kolikrat: linie 7repomonas sp. 1 izolovana z brouci larvy

je ptibuzna volné zijicim trepomonadam. Endobioticky izoldt Hexamita P11 se umistil k druhu

13



H. inflata, ktery je volné Zijici. A rovnéz voln¢ zijici druh Gyromonas ambulans je blizce
ptibuzny zastupctim rodu Trimitus, ktefi jsou endobioticti.

Evoluce morfologie buiiky diplomonad je rovnéz velice zajimava. Diplomonady se
vyvinuly z CLOs, z ¢ehoz vyplyva, ze diplozoickd morfologie bunky musi byt odvozeny stav.
Nicméné, na samotné bazi fylogenetického stromu vSech diplomonad se nenachazi zastupci
s unizoickou morfologii buiiky, jak by se dalo pfedpokladat. Najdeme tam cCisté diplozoické
Giardiinae a vedle nich Hexamitinae, které jsou sice smési unizoickych a diplozoickych
zastupct, ale na bazi této skupiny jsou striktné diplozoicti zastupci pfinejmensim dvou linii
rodu Spironucleus (napt. Kolisko 2008). Diplozoické diplomonddy tak mohly vzniknout
vicekrat nezavisle na sobé, ale rovnéz je také mozné, zZe se unizoické diplomonddy vyvinuly
n¢kolikrat nezavisle na sob¢ z téch diplozoickych. I v ptipadé evoluce morfologie je zajimava
blizkd ptibuznost rodu Trimitus a Gyromonas, kde prvni zminény je unizoicky a druhy
diplozoicky. Bud’ se tedy diplozoicky rod Gyromonas vyvinul z unizoického predka, nebo se
unizoicky rod Trimitus vyvinul né€jakym ,,rozdélenim* diplozoickych bun¢k. Kterd z téchto
moznosti je redlnd nelze aktudlné urit. Je zfejmé, ze zména morfologie smérem
unizoické — diplozoické a naopak se v ramci skupiny Hexamitinae v evoluci stala vicekrat.
Bez jakékoli nadsazky lze fict, ze evoluce diplomonad byla opravdu pozoruhodny proces, ktery

stoji za dalsi védeckou pozornost.

14



Zavér

Celkem bylo urceno 65 novych sekvenci genu pro SSU rRNA diplomonad ze skupiny
Hexamitinae. V pievazné vétsing se jednalo o volné zijici zastupce.

V souladu s pfedchozimi studiemi vysla skupina Hexamitinae v analyze monofyleticka
a v n¢kolika liniich se vyskytli blizce ptibuzni voln€ Zijici a endobioticti zastupci.

Unizoické diplomonady se rozd¢lily do n€kolika separatnich skupin, pficemz unizoickému rodu
Trimitus byl blizce ptibuzny diplozoicky rod Gyromonas.

Rod Hexamita se rozpadl na Ctyfi nepiibuzné linie. Jedna z nich je potencidlné brakicka
nebo slanovodni.

Rod Trepomonas se rozpadl na dvé neptibuzné linie. Jednu linii tvofil pouze druh
Trepomonas rotans, ve druhé linii se nachézely vSechny ostatni izolaty rodu Trepomonas.
Jednu skupinu izolatd rodu Trepomonas nebylo mozné podle dostupné literatury urcit do druhu.
Muze se jednat o nové, dosud nepopsané druhy.

Podrobné jsme se zabyvali morfologii druhit Trepomonas agilis, T. latecapitata, T. rotans,
T steinii a Gyromonas ambulans. Morfologie rodu Hexamita a Trimitus nebyla podrobné
studovéna.

Pomoci elektronové mikroskopie byla poprvé studovdna ultrastruktura druhu
Trepomonas rotans. Na povrchu bunék tohoto druhu byly odhaleny Supiny, které nema zadny

Jjiny zastupce fadu Diplomonadida.
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