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Piibuzenské vztahy ve skupiné Parabasala

Parabasala je velmi diverzifikovany kmen mikroaerofilnich bi¢ikovci, stfevnich parazitl a
endosymbiontli obratlovcil 1 bezobratlych. Taxonomické klasifikace tohoto kmene, zalozena
pfevazné na morfologickych znacich viditelnych ve svételném a elektronovém mikroskopu,
vznikla v 60tych a 70tych letech a pouziva se dodnes. Vysledky analyz zalozenych na
sekvencich molekul (zejména 18S rRNA), jasné€ ukazuji, Ze tento systém neodrazi skutecné
piibuzenské vztahy mezi skupinami a Ze bude potieba jej od zakladu prestavét. Bohuzel
dosud neméame jasnou piedstavu, jak strom této skupiny vypada. VétSina naSich znalosti je
zalozena na analyzach 18S rRNA, ve kterych md mnoho vétvi stromu nizkou statistickou
podporu, navic jsou mohou vysledky téchto analyz ziejmé zapleveleny metodickymi
artefakty. Moznym vychodiskem z této situace je sekvenovat dalsi geny (napi. HSP70,
HSP90, GAPDH, RNA polymerazu II), dokud se nenahromadi dostatek dat na konstrukci
vérohodného stromu, na jehoz zdklad¢ budeme moci ptistoupit k revizi klasifikace.

Hled4ni kofene stromu skupiny Parabasala pomoci vzacnvch evoluénich udalosti

Urcit pozici kofene stromu parabasalii pomoci metody ,,outgroupii* (sekvenci jinych
organismil zatazenych do stromu, jejichZ pozice by méla oznacovat misto, kde lezi koten
studované skupiny) se ukazalo jako obtizné, protoze nejsou znamy organismy blizké této
skupin€ a ur€it polohu vzdalenych organismil je problematické. Alternativnim pfistupem, jak
alespon ¢astecné vymezit polohu kofene stromu, je vyuziti vzacnych evolu¢nich udalosti u
nichz je nepravdépodobna konvergence a reverze — genovych duplikaci, fizi a horizontalnich
prenosii od nepiibuznych organismt. Nalezneme-li pozistatky po takové udalosti v genomu
urcité podskupiny parabasalii, je pravdépodobné, Ze se odehrala u jejich spole¢ného piedka,
ktery ale nemohl byt pfedkem téch, u kterych nachazime ptivodni stav tohoto znaku. Protoze
ma tato podskupina vyhradniho spole¢ného predka nemiiZe se v ni nachazet kofen stromu. U
druhu Trichomonas vaginalis, nejstudovanéj$iho organismu kmene Parabasala, bylo dosud
nalezeno né€kolik gend, které byly ziskany horizontadlnim pfenosem z nepiibuznych skupin
(alkohol dehydrogenazy, N-acetyl neuraminat lyaza, flp, cytosolicky malic enzym). Pivod
téchto gentll u jinych zastupcli kmene neni zndm a tyto informace by mohly podle uvedené
logiky naznacit polohu kofene stromu této riznorodé skupiny prvok.

Lov novych a i zndmych druhu bi¢ikovcu a zjiSt'ovani jejich postaveni ve fylogenetickych
stromech

Druhové bohatstvi parazitickych i voln¢ Zijicich prvoku je obrovské a dosud jen malo
prozkoumang. Protoze v evoluci eukaryot hraly jednobunécéné organismy zasadni roli,
ptispiva studium piibuzenskych vztahli mezi prvoky k pochopeni, jak tato evoluce probihala.
Také v ptipad¢ jednotlivych dobfe definovanych skupin (Parabasala, Eopharyngia,
Stramenopila atd.) miZe ziskani molekularnich dat jejich dalSich zastupcii doplnit nebo
dokonce i vytesit jejich vnitini vztahy. Proto se v nasem vyzkumu zamétujeme na lov



parazitickych i volné Zijicich prvoku, sekvenaci jejich genii a urceni jejich postaveni na
fylogenetickych stromech. Z popsanych rodii bychom radi ziskali izolaty Parahistomonas,
Chilomitus, Caviomonas, Octomitus, Polymastix, Trimastix a dalsi.

Meiotické a mitotické geny diplomondd a enteromonad

Diplomonady jsou anaerobni bi¢ikovci, pro které je typické zdvojeni bunécnych struktur
véetné jader, takze jejich builka Casto vykazuje zrcadlovou soumérnost. Jim blizce pfibuzné
rody enteromonad, maji buiiky jednoduché a je tedy ztejmé, ze béhem evoluce této skupiny
dohézelo ke zdvojovani a zjednoduSovani buné¢k. Vyvojovy mechanismus téchto zmén neni
znam. Ur¢ity vhled do této otazky by mohlo vnést porovnani sekvenci genti ovliviiujicich
bunécny cyklus a jejich regulacnich oblasti mezi zéstupci diplomondd a enteromonad.

U téchto prvoki nebylo také dosud pozorovano pohlavni rozmnoZovéni ani meidza.
Vzhledem k tomu, ze mezi eukaryoty nalezneme jen velmi malo skupin bez sexu, je
pravdépodobné, Ze i u téchto asexualnich organismi sex pfitomen je, ovSem v tak malé mifte,
ze jej nelze detekovat. Na existenci pohlavniho rozmnozovani u diplomonad ukazuje nedavna
studie, ve které autofi ukazuji ptitomnost celé fady meiotickych gent v genomu diplomonady
Giardia intestinalis. Radi bychom se pokusili nalézt podobné geny u dalSich zastupcti
diplomonad a také u zjednodusenych enteromondd. Zaroven bychom chtéli zjistit, zda se
jejich exprese méteno pritomnosti mRNA, méni v pribéhu bunééného cyklu, coz by
napovédelo, zda a v jaké fazi cyklu k meidze dochazi.

Termiti trichomonady

Nejveétsi diverzita trichomonad (kmen Parabasala) a oxymonad (kmen Oxymonada) je

v termitech — vyskytuje se zde asi 300 z celkového poctu 350 dosud popsanych druhti. Do
termitli vnikly trichomonddy vicekrat nezavisle na sobé (uvazuje se az o 7 liniich). Nékteré
skupiny jsou schopny metabolizovat celuldzu a termit bez nich hyne. Nejzndméjsi skupina
termitich trichomonad — Hypermastigotea (brvitky) — je ve skutecnosti polyfyleticka a typicka
morfologie hypermastigidu (tj. obrovské zmnozeni bicikil) vznikla pravdépodobné¢ tiikrat
nezavisle v fadech Trichonymphida, Spirotrichonymphida a Lophomonadida. Diverzita
stfevnich bi¢ikovcl termitil je dosud zndma velmi nedokonale a ackoli molekularnich dat je

k dispozici pomérné dost, vétSinou neni znamo, kterému organismu ktera sekvence ve
skutecnosti patii. Cilem prace by bylo molekularné (tj. sekvenaci vybranych genit)
charakterizovat jednotlivé linie termitich stfevnich bi¢ikovci, predevsim hypermastigidii a
vys$sich oxymonad. Pro ovéfeni pivodu sekvenci (tj. komu kterému organismu nalezi ktera
sekvence) by se vyuzila metoda hybridizace in situ. Ve spolupréci s jinymi pracovisti mame k
dispozici vétsi pocet druhti termiti.

Vnitro- a mezidruhovy polymorfismus v rodu Trichomitus

Trichomonady rodu Trichomitus se bézné vyskytuji ve sttevech obojzivelnikd, plazi,
hlodavct a nékterych bezobratlych. B€hem prace na rodu Tetratrichomonas jsme ziskali asi
20 izolatl rodu Trichomitus. Z nasSich predbéznych vysledka vyplyva, ze Trichomitus
batrachorum z plazi, obojzivelniki a pijavek, o kterém se predpokladalo, Ze se jedna o jeden
druh se Sirokym hostitelskym spektrem, je ve skutecnosti velmi slozity komplex nékolika
druhti s vyraznou hostitelskou specifikou a mozna i s rozdilnou geografickou distribuci. Cilem
prace by bylo ziskat dal$i izolaty rodu Trichomitus z ptirody, spolecné s témi, co jiZ mame, je



molekularné a morfologicky charakterizovat, popsat jednotlivé druhy komplexu a rozlustit
vztahy mezi nimi.

Zjistovani biodiverzity ve vzorcich z extrémnich biotopa

V extrémnich biotopech, jako jsou hlubinné doly, horké prameny, hlubokomotské praduchy
apod., které nejsou z pochopitelnych divoda biology dobfe prostudovany, se mize nachazet
dosud nepoznana diverzita organismu vSech {i8i. V soucasnosti se tyto biotopy studuji pomoci
enviromentalniho sekvenovani. Z biotopu se odebere vzorek, ze vzorku se izoluje celkova
DNA, ze které se metodou PCR amplifikuje vybrany gen. Veskeré produkty reakce se
zaklonuji do bakteridlniho vektoru a jednotlivé klony se sekvenuji. Ziskané sekvenece se pak
srovnavaji se sekvencemi znamych organismil a konstruuji se fylogenetické stromy. Tato
metoda jiz vedla k nalezeni sekvenci z n€kolika dosud neznamych eukaryotickych linii.
Nasim cile je timto p¥istupem prozkoumat biodiverzitu v hlubinnych dolech v CR.

Stievni bi¢ikovei vybrané skupiny hostitelu

Stfevni prvoci vétsiny obratlovell a nékterych bezobratlych tvoii spole¢enstva s komplexnimi
ekologickymi vztahy a jednotlivé piibuzné druhy hostitelt se casto 1isi ve slozeni stievni
mikroflory. Cilem prace je ziskat izolaty sttevnich bicikovct z velkého poctu divokych druht
modelové skupiny hostiteld (napft. zab, jestért, hrabavych, hlodavct...) celého svéta,
charakterizovat je a pokusit se odhadnout miru hostitelské specifity jednotlivych skupin
bic¢ikovctl. Pfedpokladdame rovnéz nalez n€kolika novych druhtli. Diky naSim kontaktim
mame piistup k Siroké Skale hostitelskych druhi.

Mitochondrie blastocyst a proteromonad

Blastocysty a proteromonady jsou anaerobni endobionti ze skupiny Slopalinida, ktefi vSak
maji dobfe vyvinutou mitochondrii. O jeji biochemii a genomu se nevi téméf nic.

V soucasniosti bézi EST projekt na u Blastocystis hominis, z jehoz vysledkil vyplyva, ze by
biochemicky jeji mitochondrie mohla tvofit pfechod mezi klasickou mitochondrii a
hydrogenosomem, protoZe se v ni vyskytuje jak pyruvat dehydrogenaza (typicky enzym
mitochondrie), tak pyruvat feredoxin oxydoreduktaza (typicky hydrogenosomalni enzym).

V nasi laboratofi mame k dispozici axenickou kulturu Proteromonas lacertae a mnoho izolatt
blastocyst z riznych hostiteld. Nabizi se hned nékolik projekti — biochemicka charakterizace
téchto mitochondrii, EST projekt na Proteromonas nebo na bazélnich izolatech blastocyst,
snad i sekvenace mitochondridlniho genomu Proteromonas a Blastocysty.



